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linhagem no. 22: LB-2042; linhagem no. 23: LB-2015; linhagem
no. 24: LB-2086).

Massa final (peso seco (mg/mL)) e pH, para as linhagens de 25 a
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linhagem no. 33: LB-2050; linhagem no. 34: LB-2075; linhagem
no. 35: LB-2068; linhagem no. 36: LB-2038).
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no. 29: LB-2033; linhagem no. 30: LB-2026; linhagem no. 31:
LB-2000; linhagem no. 32: LB-2004; linhagem no. 33: LB-2050;
linhagem no. 34: LB-2075; linhagem no. 35: LB-2068; linhagem
no. 36: LB-2038).

Foto em microscépio 6tico com aumento de 400x, dos linhagems
(a) linhagem LB-2038: Aspergillus sp., (b) linhagem LB-2025:
Penicillium sp., e (¢c) LB-2036: Penicillium sp..

Comportamento do pH (a) e do peso seco (b) em quatro meios de
cultura liquido diferentes, com trés adi¢des de 0,1% (v/v) de
citronelol (item 4.2.5.), com duas concentracdes de esporos, para
3 linhagens apds a indugdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8IND, LB-
2036: 9IND, LB-2038: 36IND) (xy; x =meio 1,2,3 e 4;ey =
concentracdo de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’
esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).

Concentracdo do 6xido de rosa (a) e do citronelol (b) em quatro
meios de cultura liquido diferentes, com trés adi¢des de 0,1%
(v/v) de citronelol (item 4.2.5.), com duas concentracdes de
esporos, para as trés linhagens (LB-2025, LB-2036 e LB-2038)
ap6s a inducdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8IND, LB-2036: 9IND,
LB-2038: 36IND) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentragdo de
esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 107 esporos e 3 igual a 3 x
107 esporos).

Rendimento (Y) da concentragdo do 6xido de rosa pelo peso seco
em quatro meios de cultura liquido diferentes, com trés adicoes de
0,1% (v/v) de citronelol (item 4.2.5.), com duas concentragdes de
esporos, para as trés linhagens (LB-2025, LB-2036 e LB-2038)
ap6s a inducdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8IND, LB-2036: 9IND,
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Figura 60.

Figura 61.

Figura 62.

Figura 63.

Figura 64.

LB-2038: 36IND) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentragdo de
esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 107 esporos e 3 igual a 3 x
10’ esporos).

Rendimento (Y) da concentragdo do citronelol remanescente no
meio de cultura pelo peso seco (b) em quatro meios de cultura
liquido diferentes, com trés adi¢des de 0,1% (v/v) de citronelol
(item 4.2.5.), com duas concentracOes de esporos, para as trés
linhagens (LB-2025, LB-2036 e LB-2038) ap6s a indugdo (item
4.2.4.) (LB-2025: 8IND, LB-2036: 9IND, LB-2038: 36IND) (xy;
x =meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de esporos inoculadas,
sendo 1 igual a 1 x 107 esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).

Rendimento (Y) da concentracido do 6xido de rosa pelo citronelol
remanescente no meio de cultura em quatro meios de cultura
liquido diferentes, com trés adi¢des de 0,1% (v/v) de citronelol
(item 4.2.5.), com duas concentracdes de esporos, para as trés
linhagens (LB-2025, LB-2036 e LB-2038) apds a indugdo (item
4.2.4.) (LB-2025: 8IND, LB-2036: 9IND, LB-2038: 36IND) (xy;
x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentragdo de esporos inoculadas,
sendo 1 igual a 1 x 10" esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).

Comportamento do pH (a) e do peso seco (b) em quatro meios de
cultura liquido diferentes, com trés adi¢des de 0,5% (v/v) de
citronelol (item 4.2.5.), com duas concentracdes de esporos, para
as trés linhagens (LB-2025, LB-2036 e LB-2038) apds a indugao
(item 4.2.4.) (LB-2025: 8IND, LB-2036: 9IND, LB-2038:
36IND) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de esporos
inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’ esporos e 3 igual a 3 x 10’
esporos).

Concentrac¢do do 6xido de rosa (a) e do citronelol (b) em quatro
meios de cultura liquido diferentes, com trés adi¢des de 0,5%
(v/v) de citronelol (item 4.2.5.), com duas concentracdes de
esporos, para as trés linhagens (LB-2025, LB-2036 e LB-2038)
ap6s a inducdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8IND, LB-2036: 9IND,
LB-2038: 36IND) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentragdo de
esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 107 esporos e 3 igual a 3 x
107 esporos).

Rendimento (Y) da concentragdo do 6xido de rosa pelo peso seco
em quatro meios de cultura liquido diferentes, com trés adicoes de
0,5% (v/v) de citronelol (item 4.2.5.), com duas concentragdes de
esporos, para as trés linhagens (LB-2025, LB-2036 e LB-2038)
ap6s a inducdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8IND, LB-2036: 9IND,
LB-2038: 36IND) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentragao de
esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’ esporos e 3 igual a 3 x
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Figura 65.

Figura 66.

Figura 67.

Figura 68.

Figura 69.

Figura 70.

107 esporos).

Rendimento (Y) da concentracdo do citronelol remanescente no
meio de cultura pelo peso seco em quatro meios de cultura liquido
diferentes, com trés adi¢des de 0,5% (v/v) de citronelol (item
4.2.5.), com duas concentracdes de esporos, para as trés linhagens
(LB-2025, LB-2036 e LB-2038) ap6s a indugio (item 4.2.4.) (LB-
2025: 8IND, LB-2036: 9IND, LB-2038: 36IND) (xy; x = meio 1,
2,3 e 4; e y = concentracdo de esporos inoculadas, sendo 1 igual
a1 x 10 esporos e 3 igual a 3 x 10 esporos).

Rendimento (Y) da concentracdo do 6xido de rosa pelo citronelol
remanescente nos quatro meios de cultura liquido diferentes, com
trés adicoes de 0,5% (v/v) de citronelol (item 4.2.5.), com duas
concentracdes de esporos, para as trés linhagens (LB-2025, LB-
2036 e LB-2038) apds a inducdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8IND,
LB-2036: 9IND, LLB-2038: 36IND) (xy; x =meio 1,2,3 e 4; ey
= concentragdo de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’
esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).

Comportamento do pH e do peso seco em quatro meios de cultura
liquido diferentes, com trés adi¢cdes de 0,1% (v/v) de limoneno
(item 4.2.5.), com duas concentracdes de esporos, para as trés
linhagens (LB-2025 e LB-2038) ap6s a inducao (item 4.2.4.) (LB-
2025: 8I, LB-2038: 36I) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; ey =
concentracdo de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’
esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).

Concentracdo de alfa-terpineol em quatro meios de cultura
liquido diferentes, com trés adi¢cdes de 0,1% (v/v) de limoneno
(item 4.2.5.), com duas concentracdes de esporos, para as trés
linhagens (LB-2025 e LB-2038) ap6s a inducao (item 4.2.4.) (LB-
2025: 8I, LB-2038: 36I) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; ey =
concentracdo de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’
esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).

Rendimento (Y) da concentracdo do alfa-terpineol pelo peso seco
em quatro meios de cultura liquido diferentes, com trés adicoes de
0,1% (v/v) de limoneno (item 4.2.5.), com duas concentragcdes de
esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a
inducgdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8I, LB-2038: 36I) (xy; x = meio
1, 2, 3 e 4; e y = concentragdo de esporos inoculadas, sendo 1
igual a 1 x 10" esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).

Concentracdo de carvona em quatro meios de cultura liquido
diferentes, com trés adi¢des de 0,1% (v/v) de limoneno (item
4.2.5.), com duas concentracdes de esporos, para as trés linhagens
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Figura 71.

Figura 72.

Figura 73.

Figura 74.

Figura 75.

Figura 76.

(LB-2025 e LB-2038) apds a indugdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 81,
LB-2038: 36]) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de
esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’ esporos e 3 igual a 3 x
107 esporos).

Rendimento (Y) da concentragdo de carvona pelo peso seco (a)
em quatro meios de cultura liquido diferentes, com trés adicdes de
0,1% (v/v) de limoneno (item 4.2.5.), com duas concentragdes de
esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a
inducgdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8I, LB-2038: 36I) (xy; X = meio
1, 2, 3 e 4; e y = concentragdo de esporos inoculadas, sendo 1
igual a 1 x 10" esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).

Comportamento do pH e do peso seco em quatro meios de cultura
liquido diferentes, com trés adi¢des de 1% (v/v) de limoneno
(item 4.2.5.), com duas concentracOes de esporos, para as trés
linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a inducdo (item 4.2.4.) (LB-
2025: 8I, LB-2038: 36I) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; ey =
concentracdo de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’
esporos e 3 igual a 3 x 107 esporos).

Concentracdo de alfa-terpineol em quatro meios de cultura
liquido diferentes, com trés adi¢des de 1% (v/v) de limoneno
(item 4.2.5.), com duas concentra¢des de esporos, para as trés
linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a indugdo (item 4.2.4.) (LB-
2025: 8I, LB-2038: 36I) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4, ey =
concentracdo de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’
esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).

Rendimento (Y) da concentragdo do alfa-terpineol pelo peso seco
em quatro meios de cultura liquido diferentes, com trés adicdes de
1% (v/v) de limoneno (item 4.2.5.), com duas concentragdes de
esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a
inducgdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 81, LB-2038: 36]) (xy; x = meio
1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de esporos inoculadas, sendo 1
igual a 1 x 10 esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).

Concentragdo de carvona em quatro meios de cultura liquido
diferentes, com trés adi¢cdes de 1% (v/v) de limoneno (item
4.2.5.), com duas concentragdes de esporos, para as trés linhagens
(LB-2025 e LB-2038) apds a indugdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 81,
LB-2038: 36]) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de
esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 107 esporos e 3 igual a 3 x
10’ esporos).

Rendimento (Y) da concentracdo de carvona pelo peso seco (a)
em quatro meios de cultura liquido diferentes, com trés adicdes de
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Figura 77.

Figura 78.

Figura 79.

Figura 80.

Figura 81.

1% (v/v) de limoneno (item 4.2.5.), com duas concentragdes de
esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a
inducdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8I, LB-2038: 36I) (xy; X = meio
1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de esporos inoculadas, sendo 1
igual a 1 x 10 esporos e 3 igual a 3 x 10" esporos).

Comportamento do pH e do peso seco em quatro meios de cultura
liquido diferentes, com trés adi¢des de 0,1% (v/v) de limoneno,
com pH inicial calibrado a 6,0 (item 4.2.5.), com duas
concentragdes de esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-
2038) apos a indugdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8I, LB-2038: 36I)
(xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentragdo de esporos
inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’ esporos e 3 igual a 3 x 10’
€Sporos).

Concentracdo de alfa-terpineol em quatro meios de cultura
liquido diferentes, com trés adi¢des de 0,1% (v/v) de limoneno,
com pH inicial calibrado a 6,0 (item 4.2.5.), com duas
concentragdes de esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-
2038) apos a indugdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8I, LB-2038: 36I)
(xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentragdo de esporos
inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’ esporos e 3 igual a 3 x 10’
esporos).

Rendimento (Y) da concentracdo do alfa-terpineol pelo peso seco
em quatro meios de cultura liquido diferentes, com trés adicoes de
0,1% (v/v) de limoneno, com pH inicial calibrado a 6,0 (item
4.2.5.), com duas concentragdes de esporos, para as trés linhagens
(LB-2025 e LB-2038) apds a indugdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 81,
LB-2038: 36]) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de
esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’ esporos e 3 igual a 3 x
10’ esporos).

Concentragdo de carvona em quatro meios de cultura liquido
diferentes, com trés adi¢des de 0,1% (v/v) de limoneno, com pH
inicial calibrado a 6,0 (item 4.2.5.), com duas concentragdes de
esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a
inducdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8I, LB-2038: 36]) (xy; X = meio
1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de esporos inoculadas, sendo 1
igual a 1 x 10 esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).

Rendimento (Y) da concentracdo de carvona pelo peso seco (a)
em quatro meios de cultura liquido diferentes, com trés adicdes de
0,1% (v/v) de limoneno, com pH inicial calibrado a 6,0 (item
4.2.5.), com duas concentracdes de esporos, para as trés linhagens
(LB-2025 e LB-2038) ap6s a indugdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8I,
LB-2038: 36]) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de
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Figura 82.

Figura 83.

Figura 84.

Figura 85.

Figura 86.

Figura 87.

Figura 88.

Figura 89.

Figura 90.

esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 107 esporos e 3 igual a 3 x
107 esporos).

Foto em microscépio 6tico com aumento de 400x, dos linhagems
(a) linhagem LB-2042 (no. 3): Aspergillus sp. e (b) linhagem LB-
2015 (no. 23): Penicillium sp.

Foto em microscépio 6tico com aumento de 400x, dos linhagems
(a) linhagem LB-2000 (no. 31): Aspergillus sp.; (b) linhagem LB-
2010 (no. 20): Penicillium sp.; (c¢) linhagem LB-2029 (no. 14),
Penicillium sp.; (d) linhagem LB-2060 (no. 4) Penicillium sp.

Formacdao do 3,7-dimetil-6,7-epoxi-1-octanol (epéxido) e 3,7-
dimetil-7-octeno-1,6-diol (diol), no meio de cultura liquido
nimero 4 (item 4.2.6.3.), para as oito linhagens (linhagem LB-
2042 (no. 3); LB-2060 (no. 4); LB-2025 (no. 8); LB-2029 (no.
14); LB-2010 (no. 20); LB-2015 (no. 23); LB-2000 (no. 31); e
LB-2038 (no. 36)).

Citronelol remanescente no meio de cultura em cada uma das
amostras de fungos do meio liquido ndmero 4 (item 4.2.6.3.), para
as oito linhagens (linhagem LB-2042 (no. 3); LB-2060 (no. 4);
LB-2025 (no. 8); LB-2029 (no. 14); LB-2010 (no. 20); LB-2015
(no. 23); LB-2000 (no. 31); e LB-2038 (no. 36)).

Producdo de 6xido de rosa dos oito linhagens testados no meio de
cultura liquida nimero 2, com pH 6,0 (item 4.2.6.3), das oito
linhagens testados (linhagem LB- 2041 (no. 3); LB-2060 (no. 4);
LB-2025 (no. 8); LB-2029 (no. 14); LB-2010 (no. 20); LB-2015
(no. 23); LB-2000 (no. 31); e LB-2038 (no. 36)).

Citronelol remanescente no meio de cultura liquido nimero 2,
com pH 6,0 (item 4.2.6.3), dos oito linhagens testadas (linhagem
LB-2041 (no. 3); LB-2060 (no. 4); LB-2025 (no. 8); LB-2029
(no. 14); LB-2010 (no. 20); LB-2015 (no. 23); LB-2000 (no. 31);
e LB-2038 (no. 36)).

Biotransformagdao do 6xido de rosa pela linhagem LB-2038, a
seta indica a adi¢do de 6xido de rosa (0,125 % (v/v)).

Biotransformacio do citronelol, utilizando o limoneno como co-
solvente, em Oxido de rosa, pela linhagem LB-2038, no meio
liquido ndmero 2, pH 6,0 (item 4.2.6.3.).

Citronelol remanescente no meio liquido ndmero 2, pH 6,0,
utilizando o limoneno como co-solvente do citronelol, pelo
linhagem LLB-2038 (item 4.2.6.3).
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Figura 91.

Figura 92.

Tabela I.

Tabela II.

Tabela III.

Tabela IV.

Tabela V.
Tabela VI.

Tabela VII.

Tabela VIII.

Tabela IX.

Tabela X.

Tabela XI.

Biotransformagdo do citronelol em 6xido de rosa, no meio de
cultura liquido nimero 2 (item 4.2.6.3.), com duas adi¢des de
citronelol (indicadas pelas setas).

Citronelol remanescente no meio de cultura liquido ndmero 2
(item 4.2.6.3.), com duas adi¢des deste (indicadas pelas setas).
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Tabela XII.

Tabela XIII.

Tabela XIV.

Tabela XV.

Tabela XVI.

Anexo 1.

Anexo I1.

Anexo III.

Anexo IV.

Anexo V.

Anexo VI.

Planta com as concentragdes de carvona e o alfa-terpeniol.

Comparacdo do valor do alfa-terpineol e da carvona, produtos
da biotransformacdo em relag@o ao seu substrato, o limoneno.

Relacdo m/z (%) para o linalol e seus produtos de
biotransformacao obtidos pelo CG-MS.

Concentragdo dos 6xidos de linalol (furano).

m/z (%) dos dois compostos identificados na
biotransformacao utilizando o meio liquido numero 4.

ANEXO

Cromatograma da linhagem LB-2080 (isdmeros do 6xido de
rosa (9,49-9,6 minutos; 9,71-9,81 minutos) (a e b) e o citronelol
(14,23-15,89 minutos) (c)).

Espectros de massa referentes a andlise do cromatograma da
linhagem LB-2080, isdmeros do o¢xido de rosa (9,49-9,6
minutos; 9,71-9,81 minutos) (a e b) e o citronelol (14,23-15,89
minutos) (c).

Cromatograma do padrdo de 6xido de rosa (tempo de retengdo
de 22,929 e 23,555 min.), citronelol (tempo de retencdo de
26,552min.) e o padrdo interno (decano) (tempo de retencdo de
19,179 min.)

Cromatograma do experimento controle com citronelol e sem o
microrganismo: 6xido de rosa (tempo de retencdo de 22,929 e
23,555 min.), citronelol (tempo de retengao de 26,552min.) e o
padrdo interno (decano) (tempo de reteng¢do de 19,179 min.)

Cromatograma da biotransformacdo do limoneno pela linhagem
LB-2038 (alfa-terpineol: 21,1-21,3 minutos, isoméros do
carveol: 21,92-22,0 minutos e 22,25- 22,37 minutos, carvona:
22,6-22.7 minutos, e o limoneno: 27,5-27,7 minutos).

Espectros de massa referentes a andlise do cromatograma da
biotransformacdo do limoneno pela linhagem LB-2038: alfa-
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Anexo VII.

Anexo VIII.

Anexo IX.

Anexo X.

Anexo XI.

Anexo XII.

Anexo XIII.

Anexo XIV.

Anexo XV.

terpineol (21,1-21,3 minutos) (a), cis-/trans-carveol (21,92-22,0
minutos e 22,25- 22,37 minutos) (b e c¢), carvona (22,6-22,7
minutos) (d) e o limoneno (27,5-27,7 minutos) (e).

Cromatograma do padrdo de carvona (tempo de retencdo de
26,660 min.) e padrao interno (decano) (tempo de retengdo de
18,972 min.).

Cromatograma do padrdo de alfa-terpineol (tempo de retencdao
de 25,416min.) e o padrao interno (decano) (tempo de retengdo
de 19,102min.).

Cromatograma do padrdo de limoneno (tempo de retencdo de
19,911 min.) e o padrao interno (decano) (tempo de retengdo de
18,873min.).

Cromatograma da biotransformagd@o do limoneno na ausénica
de microrganismo: limoneno (tempo de reteng@o de 19,9 min.) e
padrdo interno (decano) (tempo de retencdo de 18,8 min.).

Cromatograma da linhagem LB-2041 (no. 3) da
biotransformacdo do geraniol (4-metil-3-penten-1-ol: 10,62-
10,73 minutos, 6-metil-5-hepten-2-ona: 14,3-13,4 minutos e o
geraniol: 23,02-23,26 minutos)).

Espectros de massa referente ao cromatograma da linhagem
LB-2041 (no. 3) da biotransforma¢do do geraniol: 4-metil-3-
penten-1-ol (10,62-10,73 minutos) (a), 6-metil-5-hepten-2-ona
(14,3-13,4 minutos) (b) e o geraniol (23,02-23,26 minutos) (c).

Cromatograma da biotransformacgdo do geraniol na auséncia de
microrganismo: padrdo interno (decano) (18,9 minutos) e o
geraniol (26,9 minutos).

Cromatograma da biotransformac¢do do linalol pela linhagem
LB-2002 (no. 1) (isdmeros do 6xido de linalol (furano) (alfa,
alfa, 5-trimetil-5-etenil-tetrahidro-2-furano-metanol): 17.58-
17.68 minutos e 18,017-18,16 minutos; linalol: 18,1-18,3
minutos; alfa-terpineol: 21,1-21,29 minutos; e geraniol: 23,03-
23,16 minutos).

Espectros de massa da biotransformagdao do linalol pela
linhagem LB-2002 (no. 1) para o 6xido de linalol (furano)
(a,0,,5-trimetil-etenil-tetrahidro-2-furano-metanol) (17.58-17.68
minutos e¢ 18,017-18,16 minutos) (a, b), linalol (18,1-18,3
minutos) (c), o alfa-terpineol (21,1-21,29 minutos) (d) e o
geraniol (23,03-23,16 minutos) (e).

xxiii

169

170

171

172

173

174

177

178

179



Anexo XVI.

Anexo XVII.

Anexo XVIII.

Anexo XIX.

Anexo XX.

Anexo XXI.

Anexo XXII.

Anexo XXIII.

Anexo XXIV.

Anexo XXV.

Anexo XXVI.

Anexo XXVII.

Cromatograma do padrdo de Oxido de linalol (tempo de
retencdo de 21,352 e 21,844 min.), linalol (22,075) e o padrdo
interno (decano)

Cromatograma do padrdo de geraniol (tempo de retencdo de
26,998 minutos) e o padrao interno (decano) (tempo de retengao
de 18,962 minutos).

Cromatograma da biotransformac¢do do linalol na auséncia do
microrganismo: 6xido de linalol (tempo de retengdo de 21,28 e
21,84 min.), linalol (22,01) e o padrdo interno (decano)

Cromatograma da biotransformacao do citronelol pela linhagem
LB-2000. (a) padrao interno, canfora (25,919 minutos); (b)
citronelol (29,569 minutos); (c) o 3,7-dimetil-6,7-epoxi-1-
octanol, isomero a e o isdmero b (38,870 minutos); e (d) o 3,7-
dimetil-5-octeno-1,7-diol (44,720 minutos).

Espectro de massa referente ao cromatograma da linhagem LB-
2000. O 3,7-dimetil-6,7-epoxi-1-octanol, isdbmero a (a) e o
isomero b (b), e o 3,7-dimetil-5-octeno-1,7-diol (c).

Espectro de massa do ,7-dimetil-6,7-epoxi-1-octanol obtido por
ONKEN (1998)

Espectro de massa para o 3,7-dimetil-5-octeno-1,7-diol , obtido
por ONKEN (1998)

Espectros de massa para o 3,7-dimetil-1,6,7-octanotriol obtido
por ONKEN (1998).

Espectros de massa para o 3,7-dimetil-7-octeno-1,6-diol obtido
por ONKEN (1998).

Cromatograma da linhagem LB-2060 no meio de cultura
liquido niimero 2 de 6xido de rosa (a e b) (14,191 e 14,774
minutos), padrdo interno (canfora) (c) (20,682 minutos) e
citronelol remanescente no meio de cultura (d) (30,281
minutos).

Espectros de massa do 6xido de rosa, o isdbmero a (a) e o
isomero b (b).

Cromatograma da biotransformacdo do 6xido de rosa no tempo
de 144 horas de cultivo
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RESUMO

Amostras de solo e dgua foram coletadas na regido Nordeste, no Sertdo de
Alagoas; no agreste; e na Regido Litoranea do Estado de Alagoas e da cidade de Aracaju.
As frutas foram coletadas no Mercado Municipal de Maceié (Alagoas) e no Mercado

Municipal de Aracaju (Sergipe), Brasil.

As amostras de frutas selecionadas foram a goiaba; acerola; manga rosa e espada;
maracujd; tamarina; graviola; carambola; sapoti; mamao; umbu-caja e seriguela. Elas foram
expostas ao ambiente por 7 dias e inoculadas em frasco contendo meio liquido YM, por 96

horas, em estufa a 30°C.

Das 368 amostras obtidas, isolou-se 669 microrganismos, sendo 166 fungos

(bolores), 180 leveduras e 323 bactérias.

Dos fungos utilizou-se 36 linhagens para a biotransformacgdo utilizando como

substrato o citronelol, geraniol, linalol e limoneno.

Na biotransformacao do citronelol pelas 36 linhagens obtivemos o 6xido de rosa;
na biotransformacao do limoneno obtivemos o alfa-terpineol e a carvona; na selecdo da
biotransformacao do geraniol os produtos foram o 4-metil-3-penten-1-ol e o 6 metil-5-
hepten-2-ona; e na biotransformacdo do linalol encontramos os 6xidos furandides do

linalol, o alfa-terpineol e o geraniol.

Com relagdo a indu¢do com o substrato citronelol, verificou-se que trés linhagens
apresentaram um aumento da concentracdo de 6xido de rosa obtido pela biotransformagdo

do citronelol de até 10 vezes maior do que antes da inducdo.

XXV



Foram testados varios meios de cultura liquidos sendo que quando as oito
linhagens foram cultivadas no meio de nimero 4, sem fonte de carbono, e com adi¢ao de
citronelol (0,3% (v/v)), de uma tnica vez, foram capazes de formar o ep6xido, 3,7-dimetil-

6,7-epoxi-1-octanol, e o diol, 3,7-dimetil-5-octeno-1,7-diol.

A linhagem LB-2038 (no. 36) ndo metabolizou o 6xido de rosa, nas 144h de
andlise estudadas, mostrando que esse composto deve ser o composto final da

biotransformacao do citronelol, conforme proposto para Cystoderma carcharias.

Foi verificado que as 2 linhagens selecionadas sdo capazes de converter o
citronelol em 6xido de rosa proposta para Cystoderma carcharias, que € diferente da via

proposta para Botrytis cinérea.
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SUMARY

Samples of soil and water were collected in the Northeast of Brazil, in the Interior
of the state of Alagoas; from rural; and in the Coast Area of the State of Alagoas and of the

city of Aracaju.

The fruits investigated were the guava; acerola; pink mango and espada mangos;
passion fruit; tamarino; graviola; star fruit; sapoti; papaya; umbu (-caja) and seriguela.
They were exposed to the environment for 7 days and inoculated in flask containing liquid

medium YM and incubated for 96 hours at 30°C.

We obtain 669 microorganisms, being 166 mould, 180 yeasts and 323 bacterias

from 368 samples.

We used 36 fungi for the biotransformation using citronellol, geraniol, linallol and

limonene as the substrates.

In the biotransformation of the citronelol by the 36 fungi, the rose oxide was
obtained in the biotransformation of limonene we obtained alpha-terpineol and carvone; in
the selection of the biotransformacao of geraniol, the products were 4-methyl-3-penten-1-ol
and the 6 methyl-5-hepten-2-ona; and in the biotransformation of linallol we found the

oxides of the linalol (furane), alpha-terpineol and geraniol.

The induction of 3 fungi with citronelol and rose oxide showed in the source an
increase of the concentration of rose oxide obtained by the biotransformation of the

citronelol of up to 10 times more.
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Eight fungi when cultivated in the medium of culture liquid no. 4, without source
of carbon, and with the addition of 0,3% (v/v). They were capable of forming the epoxide,

3,7-dimetil-6,7-epoxy-1-octanol, and the diol, 3,7-dimetil-5-octeno-1,7-diol.

After 144h of studied analysis rose oxide was not metabolized after the end of
biotransformation of citronellol after applying fungi 2038 (no. 36). This shows that fungi
2038 (no. 36) did not produce the biotransformation as found in the use of Cystoderma

carcharias.

The 2 microorganism selected here were capable of accomplishing the formation
of rose oxide by proposed for Cystoderma carcharias, different form that proposed for

Botrytis cinerea.
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1. INTRODUCAO

O mercado global de aromas representa U$ 9,7 bilhdes, sendo que somente 6400
voléteis naturais e 10.000 aromas sintéticos sdo conhecidos, e dentre essas poucas centenas
sdo regularmente utilizadas em aromas e fragrancias.

As fontes naturais de aromas sdo: extratos (resinas oleosas); destilados (de extratos
a partir de plantas; d6leos essenciais); 6leos prensados e concentrados (principalmente de

sucos de frutas).

As desvantagens da obtencdo dos compostos de aroma, a partir dessas técnicas
acima descritas, estdo relacionadas principalmente as desvantagens das fontes agricolas que
sao relacionadas aos efeitos geograficos, sazonais, pragas, instabilidade socia-politica e o
estado de maturacdo da planta. Além disso, os componentes de impacto estdo presentes em
quantidades minimas e podem estar em formas conjugadas. Por isso a biotecnologia
aparece como alternativa, uma vez que o fornecimento constante de aromas e a sua
independéncia em relacdo aos problemas agricolas sdo os principais motivos em relagdo as

técnicas ja mencionadas.

Além disso, as legislagdes na Comunidade Européia e dos Estados Unidos tém
incorporado o termo “aroma natural” para aqueles aromas produzidos a partir de fontes

biologicas, células vivas, incluindo fungos e suas enzimas.

Dessa forma a sintese de aromas via acdo microbiana recebe o rétulo de “natural”,
nao sintético, o que promove grande aceitacdo no mercado quando comparado com um

produto sintetizado quimicamente.



Uma outra vantagem da biossintese em relacdo a sintese quimica € que a sintese
quimica libera uma carga de residuos industriais muito maior do que a biossintese. Além do
fato de que os residuos da biotransformacdo sdo obtidos em menor escala e sdo
biodegraddveis. Logo a biotransformacdo usando microrganismos promove uma menor

poluicdo do meio ambiente.

Uma vantagem adicional da biossintese microbiana esta relacionada a seletividade
das reacdes enzimaticas, o que permite um direcionamento do sistema para obtencdo de um

produto definido, acabando por otimizar o processo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aromas

2.1.1. Historia dos Aromas.

A palavra aroma veio do grego e originalmente significava condimento. Mais tarde
esse significado mudou para todas as percepcdes de odor que apresentavam sensacdo de

cheiro agraddavel (MATHEIS, 1997).

A aplicacdo dos aromas abrange vdrias dreas, desde a industria alimenticia a
indastria de cosméticos. Desde os tempos pré-historicos t€ém-se adicionado aromas aos
alimentos. Essa aromatizacdo foi feita inicialmente com fungos e especiarias, uma vez que
os mesmos foram e ainda sdo muito utilizados como agentes de conservagdo. Portanto a

historia das especiarias se encontra extremamente relacionada a histdria dos aromas

A aplicacdo de aromas na area cosmética data de 3.000 a.C. que foi comprovado, a
partir do descobrimento arqueoldgico na Pérsia, com o uso de técnicas de destilacdo para a

producdo de perfumes (MATHEIS, 1998; VASIC-RACKI, 2000).

Os microrganismos também apresentam uma grande importincia econdOmica e
social para a producdo de bebidas e alimentos desde o inicio de sua existéncia. A
fermentagdo alcodlica, por exemplo, se conhece desde 3500 a.C.; e a produgdo de vinho ja
se encontrava em seu apogeu entre os egipcios e assirios. Os babildonios em 2800 a.C.
preparavam cerveja de pao ou cevada malteada. Os egipcios elaboraram o primeiro pao
com levedura, embora Plinio ja tivesse mencionado a fun¢do de padeiro, em seus relatos. A
Asia Oriental empregava produtos de soja fermentados, como o tempe e a salsa de soja

(MATHEIS, 1997).

As enzimas também vém sendo utilizadas hd muitos anos na industria alimenticia.
Um exemplo é o dos pastores da antiguidade que observaram que ao guardar leite no
estdmago de um animal degolado, se produzia um alimento sélido, conhecido hoje como o
queijo. Plinio (23-79 d.C.) narrava ter visto um soldado romano que mexia o leite com uma

rama de figueira. A enzima era a ficina, responsavel pela solidificagao (MATHEIS, 1997).



Durante este tempo foi descoberto que os microrganismos poderiam modificar
substancias através de reacdes simples e quimicamente definidas devido ao seu aparato

enzimadtico. Hoje em dia esses processos sao chamados de biotransformacao.

A histéria dos aromas além de estar diretamente associada a descoberta de vérias
especiarias, estd também associada aos avancos da quimica, na drea de andlise instrumental

para a identificagcdo e quantificacdo de compostos organicos.

No ano de 1860, na Filadélfia, nos EUA, de autor andnimo, apareceu o primeiro
livro com férmulas de aromas. Em 1916, Walter publicou um manual para a industria

aromética, de férmulas de aromas que foi usado até os anos 50 d.C. (MATHEIS, 1997).

Até os anos 50 a investigacao de aromas se baseava no isolamento, descobrimento
de estruturas e a sintese de algumas poucas substincias naturais. Isso mudou radicalmente
com a descoberta do cromatdgrafo gasoso e com a combinagdo deste com espectrometro de

massas.

MATHEIS (1998) diz que se podia reconhecer mais de 4.000 compostos quimicos
como substancias aromaticas, enquanto que CHEETHAM (1997) na Tabela I diz que temos
aproximadamente 6400 aromas conhecidos e PICKENHAGEN (1999) diz que foram 6900
(Figura 1). Desses 6.400 aromas (Tabela I) apenas 200-300 compostos sdo utilizados pela
inddstria de alimentos e fragrancias (CHEETHAM, 1997).

Tabela I. Niumero de compostos conhecidos e utilizados pela indudstria de aromas
(CHEETHAM, 1997).

Numero de compostos Numero de compostos
conhecidos usados
Aromas ~6400 200-300
Fragrancias 5000 200-400
Oleos Essenciais 3000 150-200

Na Figura 1 pode-se observar que hd um aumento do ndmero de compostos
volateis identificados, do ano de 1978 ao ano de 1998, da ordem de 230%, em 22 anos

(PICKENHAGEN, 1999).
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Figura 1. Volateis identificados em alimentos nos anos de 1976, 1986 e 1998
(PICKENHAGEN, 1999).

2.1.2. Receptores de aroma

Odor e sabor sdo resultantes de uma direta interagdo de compostos quimicos com o
sistema receptor periférico. Compostos de sabor em solu¢do aquosa estimulam as células de
sabor na lingua, podendo ser ndo voldteis (como acucares) e voldteis (dando o sabor
caracteristico). Compostos com cheiro sdo voldteis e sdo transportados pelo ar inalado para
o epitélio olfatorial (Regio olfactoria) localizado na parede do nariz, e abaixo e entre os
olhos (Figura 2) (OHLOFF, 1994a, 1994b; HAARMANN & REIMER, 2003;
LEFFINGWELL 2003a).

As moléculas de odor possuem propriedades especificas para fornecer as
propriedades sensoriais. Essas propriedades sdo: solubilidade em dgua, alta pressdo de
vapor, baixa polaridade, alguma habilidade de solubilizar gordura (lipofilicidade) e
atividade de superficie. A molécula com maior peso molecular conhecida e que ainda
apresenta odor tem peso molecular de 294, derivado do labdano (OHLOFF, 1994b;
LEFFINGWELL, 2003a).

As moléculas dissolvidas interagem com receptores especializados que sdo
chamados de proteinas de ligacdo de odores (odorant binding proteins). Essas proteinas sao
proteinas integrais (trans-membranas) que ativam a proteina-G, localizada no seu lado

citoplasmatico. Esta ativa a adenil ciclase, que estd localizada na membrana plasmatica do



(a)

Células mitrais  Nervo olfatorial

\ Bulbo olfatorial

Trato olfatorial

Glomeruli
Filamentos do nervo olfatorial

Cribiforme (0sso0)
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Figura 2. Sistema olfatorial: 1.Células nervosas do sistema olfatorial no nariz; 2. Bulbo
olfatorial na forma de uma colher; 3/4. Trato olfatorial; 5. Talo levando ao talamus;
6.Regido hipotdlamica; 7. Amigdala (HAARMANN & REIMER, 2003; LEFFINGWELL,
2003a).



cilia. A adenil ciclase catalisa a conversao de ATP a AMP ciclico no citossol. Este por sua
vez abre o canal de sddio para uma difusao facilitada de s6dio para dentro da célula. Esse
influxo de sodio reduz o potencial através da membrana, gerando um potencial que é

conduzido ao longo do nervo olfatorial até o cérebro. O cérebro avalia estes e outros sinais

olfatoriais traduzindo-o como um particular odor (Figura 3) (KIMBALL, 2003).

A/ Ha

Figura 3. Seqiiéncia de eventos durante a interacdo do receptor com a molécula de odor (1.
molécula de odor; 2. proteina receptora (proteina integral); 3. proteina G; 4. adenil ciclase;
5. citossol; 6. membrana plasmatica. (KIMBALL, 2003)

O epitélio olfatorial contém terminagdes nervosas e células sensoriais onde cada
uma contém aproximadamente 1000 receptores. Os axonios a partir desses nervos passam
através da estrutura do osso e terminam no glomeruli, no bulbo olfatorial, na base do
cérebro e atrds do nariz. Estes receptores e os neuronios fornecem um caminho continuo a

partir do ar inalado até o cérebro (TRONSON, 2001).

2.1.3. Indastria de Aromas.

O termo aroma pode ter trés significados (MATHEIS, 1997): uma impressao
sensorial, um produto para ser adicionado em alimentos aromatizados, e um produto usado

em aromaterapia, que seria um outro termo empregado, mais popular, para 6leo essencial.

Todas as sensacdes envolvidas no consumo de alimentos estdo representados na
Figura 4. Com especial importancia sdo os odores, sabor e a sensacdo na boca que se

encontram diretamente relacionados ao aroma de alimentos (MATHEIS, 1997).



Impressao visual
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Figura 4. Sentidos envolvidos no consumo de alimentos.

Os constituintes de aromas produzidos comercialmente sdo regulamentados por
legislacdes especificas. No caso da Unido Européia (EU) foi definido em seis classes de
constituintes aromatizantes datados de 22/06/1988 (MATHEIS, 1997): substancias
aromatizantes naturais, substiancias aromatizantes idénticas as naturais, substincias
artificiais aromatizantes, preparagdes aromatizantes, reacoes aromatizantes e aromatizantes

defumados.

Substancias aromatizantes foram classificadas como as naturais, as idénticas as

naturais; e as artificiais, que também apresentem propriedades de aromas.

As substancias aromatizantes naturais sao aquelas obtidas por processos fisicos
(destilagdo, extracdo) ou através de métodos enzimdticos ou microbioldgicos
(fermentacdo), a partir de material consumido por humanos (Tabela II, III e IV). Processos
enzimdticos e microbioldgicos sdo também conhecidos como biotecnoldgicos. Para isolar
um flavorizante, através do processo biotecnélogico, um segundo passo sempre serd um

processo fisico (extracdo, destilagdo).

Na Tabela II, temos os materiais utilizados para a produ¢cdo de aromas naturais e

os tipos de processo (fisico-quimicos) empregados para a extracdo desses aromas naturais.



Tabela II. Selecao de matéria prima para a producdo de aromas (MATHEIS, 1989).

MATERIAL BRUTO

Oleos essenciais

Pressagem ou destilacio (destilacdo a
vapor) do material vegetal

Extratos
4 . Extratos do material vegetal contendo 6leos
Oleo-resinas .. .
essenciais e resina
Tintura e percolatos Extratos etandlicos
Extratos etandlicos de extratos concretos e
Absolutos
outros
Concentrados Extratos concentrados e sucos
. Extratos destilados e material vegetal
Destilados . o
(destilag@o etandlica)
Isolados

Oleos livres de terpenos
e sesquiterpenos

Oleos essenciais livres da maioria de
terpenos e sesquiterpenos por destilagao,
extracio ou cromatografia.

Terpenos

Compostos secunddrios obtidos nos o6leos
livres de terpeno

Substancias quimicas

Isolado por destilacdo, extracdo ou
cromatografia

Na Tabela III hi também os materiais para a producdo de aromas naturais

empregando métodos mais modernos como a extragdo em fluido supercritico e processos

biotecnolégicos.

Tabela III. Matéria prima para a producdo de aromas naturais por métodos atualizados

(MATHEIS, 1989).

MATERIAL BRUTO

Oleos essenciais recombinados

Recombinacio de vérias fracOes dos Oleos essenciais
obtidos por métodos fisicos

Extratos de CO,

Extracdo da matéria vegetal com diéxido de carbono
supercritico

Substancias produzidas
biotecnologicamente

Misturas complexas

Produzidas por microrganismos, enzimas, cultura de
células de plantas.

Substancias quimicas Unicas

Produzidos por enzimas ou fisicamente a partir das
misturas.




Ja na Tabela IV hd uma correlagdo do material utilizado para o processo de
producdo de aroma natural e dos processos mais novos de producdo de aroma, como 0s
biotecnoldgicos. Essa correlacdo se faz de grande importancia hoje para diversos processos

industriais, para aromatizacdo de alimentos.

Tabela IV. Substincias utilizadas como aroma natural de condimentos e frutas
(MATHEIS, 1989).

MATERIAL TRADICIONAL MATERIAL NOVO
(obtido exclusivamente por processos fisicos) (obtido por processos fisicos e biotecnolégicos)
Aroma de frutas
Oleo de citrus Acetaldeido
Oleo de conhaque Diacetil
Concentrados de suco de frutas Esteres (acetato de etila, cinamato de metila)
Geraniol Furaneol
Oleo de améndoa Lactonas
Aroma de condimentos
Oleo de citrus Diacetil
Extratos vegetais Esteres (caprilato de etila)
Extratos de condimentos Acidos graxos (cadeia de 4-10 atomos de carbono).
Oleo de alho Concentrados do aroma de queijo
Oleo de semente de aipo Metil cetonas
Oleo de cebola

As substancias aromatizantes que sdo idénticas as naturais sdo obtidas por sintese
quimica ou por isolamento. Elas precisam estar presentes em vegetais ou animais, e devem
ser passiveis de serem consumidas por humanos. Um exemplo € o eugenol natural (isolado
de cravo) que ndo difere do eugenol sintetizado quimicamente, tanto em relacdo a estrutura
como ao odor, diferindo apenas quanto aos métodos de producdo. Um outro exemplo,

muito conhecido, seria a vanilina (MATHEIS, 1997).

Substancias aromatizantes artificiais sdo aquelas que sdo obtidas, como as
idénticas as naturais, por sintese quimica, mas a diferenca estd no fato de que ndo foram
encontradas nem na matéria vegetal e nem no material animal para o consumo humano. Um
bom exemplo para isso € a etil-vanilina. Ela apresenta o mesmo cheiro da vanilina natural,

porém com o aroma duas ou trés vezes mais forte do que a vanilina natural.

Preparagdes aromatizantes sdo produtos que s3o como as substancias

aromatizantes naturais, sdo obtidas por métodos fisicos ou biotecnoldgicos, e ndo definidas
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quimicamente como substancias, mas como misturas de substancias. Um exemplo familiar
sdo os Oleos essenciais, os extratos de ervas e condimentos, extrato de levedura,
concentrados de suco de frutas. Embora a legislagdo tenha acrescentado a palavra natural as
preparacOes aromatizantes, na verdade segundo a Unido Européia (EU) elas sdo

ingredientes naturais.

Reacdes de aromatizantes sdo aromas produzidos por aquecimento de uma mistura
de alguns ingredientes. Esses ingredientes podem ser os aminodcidos e/ou agucares

redutores.

Aromatizantes defumados sdo preparacdes obtidas a partir de alimentos

defumados

Outros ingredientes, que ndo participam como aromatizantes, sao 0s solventes
(para aromatizantes liquidos), substancias carreadores de aromatizantes (para aromas em
p6), modificadores e preservantes de aroma (substancias antimicrobiais e antioxidantes)

(MATHEIS, 1997).

O mercado global de aromas € estimado em aproximadamente 25% do mercado de
aditivos de alimentos, e pode ser dividido em U$ 2,4 bilhdes nos Estados Unidos, U$ 3,6
bilhdes na Europa Ocidental, U$ 1,5 bilhdes no Japao, e os outros paises do mundo com U$
2,1 bilhdes. Estas vendas sao divididas em 14,8% de aromas quimicos, 17,5% de 6leos
essenciais, 29,2% da composi¢do de fragriancias e 38,5% de composi¢cdo de aromas

(SOMOGY]I, 1996).

Na Figura 5 temos o consumo (em milhdes de USS$), nos EUA, de aromas
quimicos, que se apresentam como um mercado muito maior. Embora, na Figura 6,
verificamos que além do mercado crescente de aromas quimicos (com uma taxa de
crescimento entre 1998 e 2004 de aproximadamente 8%), outros materiais de aromas tém
apresentado um mercado muito maior. Embora apresente uma taxa de crescimento de
aproximadamente de 6%, entre 1998 e 2004 (Figura 6) (PERFUMER & FLAVORIST,
2001).

A contribuicdo das empresas americanas (Tabela V) para o mercado de aromas €

crescente embora das 10 empresas lideres apenas 4 empresas sao americanas.
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Figura 5. Consumo de aromas quimicos nos EUA; e estimativa de crescimento (*)
(PERFUMER & FLAVORIST, 2001).
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Figura 6. Consumo de aromas e fragrancias, dos anos de 1998 e 2004 (estimativa);
e média anual de crescimento entre 1998-2004 (*-estimativa)
(PERFUMER & FLAVORIST, 2001).
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Tabela V. Empresas lideres no mercado de aromas (PINHEIRO e PASTORE, 2003).

EMPRESA
International flavour & fragance (EUA)
Givaudan-Roure (Suica)
Quest International (Reino Unido e
Holanda)
Bayer (Haarman & Reimer & Florasynth)
(EUA e Alemanha)
Firmenich (Suica)
Takasago International (Japao)

Bush Boake Allen (EUA)

T. Hasegawa Co. (Japao)
Dragoco Gerberding & Co. (Alemanha)
Tastemaker (EUA)

Universal Flavour (EUA)

V Mane Fils (Franca)

Ogawa & Co. (Japao)

Robertet (Franga)

* vendas de aroma e fragrincia somente; ndo inclui vendas de produtos
de fragrancias e ndo aromas tais como aditivos de alimentos,

especialmente como principios de reagentes, sucos, sorvetes e bebidas.

Existe um grande nimero de industrias que comercializam aromas e fragrancias,
sendo que as 14 maiores empresas representam um total de 73,4% do total de vendas
(SOMOGY]I, 1996). Dentre essas, dez empresas sdo lideres do mercado mundial de aromas.
A Tabela V e na Figura 7 apresentam essas empresas € mostram o comportamento
individual ao longo do ano de 1994 ao ano de 2001.

Em relacdo ao mercado mundial que essas 11 empresas ocupam podemos verificar
um aumento do ano de 1994 (54%) até o ano de 2000 (75,6%). Mas o mesmo nao acontece
entre o ano de 1998 (76,3%) e 2000 (75,6%), onde se verifica uma estabilidade de mercado
dentre as 10 empresas lideres da produ¢do mundial de aromas (Figura 8) (PINHEIRO e
PASTORE, 2003).

Enquanto a soma do mercado das 10 empresas ndo se modificou ao longo dos anos
podemos observar que entre algumas empresas, como a International Flavour & Fragrance

(EUA), Firmenich (Sui¢a) e a Haarmann & Reimer (Alemanha) houve uma modificagdo ao
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Figura 7. Mercado mundial das 11 empresas lideres de aromas e fragrancias do ano
de 1994 ao ano de 2001 (PINHEIRO e PASTORE, 2003).
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Figura 8. Mercado mundial das 10 empresas lideres do ano de 1994 ao ano de 2000.
(PINHEIRO e PASTORE, 2003).
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longo dos anos de 1998 a 2001. Essa modficacdo se mostra mais acentuada na International
Flavour & Fragrance (EUA) no ano de 2001, quando essa empresa teve um aumento de

mercado de aproximadamente 4% (Figura 9) (PINHEIRO e PASTORE, 2003).
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Figura 9. Cota de mercado de cada uma das 10 empresas lideres do mercado
mundial de aromas e fragrancias (PINHEIRO e PASTORE, 2003).

Embora exista um grande mercado para a industria de aromas e fragrancias e ja exista
um grande nimero de compostos identificados, ndo ha uma relagdo desses compostos e 0s
produtos empregados nessas industrias. Isso se deve principalmente ao fato de que os
aromas sdo misturas muito complexas e muitas vezes dificeis de serem reproduzidos

(Tabela I).

Uma das for¢as que impulsionaram as industrias estd relacionada a demanda por
produtos naturais que sejam adequados para o ambiente e bons para a satde. Produtos
obtidos por processos biotecnoldgicos sdao preferenciais porque sdo considerados naturais
ou idéntico aos naturais, estéreo-quimicamente puros € muito mais ficeis de serem
biodegradados. Este contraste € grande quando comparamos com os métodos tradicionais,
processo de sintese quimica, os quais se obtém produtos racémicos € que niao sao

facilmente biodegradéveis.

Modifica¢des no aroma durante o processamento e preparo de alimentos, como
durante o cozimento no microondas ou no preparo de alimentos congelados fazem com que

haja uma perda no aroma dos mesmos. Para isso ha a necessidade de um grande nimero de

15



aromas de frutas, vegetais, carnes e até de flores que devem ser adicionadas a tal produto

para restabelecer seus niveis de aroma e melhoria da qualidade de cada produto.

Além disso, o consumidor quer um produto que seja sauddvel e que apresente
baixo conteddo de sal, acicar e gordura e que apresente alto teor de fibras, vitaminas e

antioxidante, além de saboroso.

2.2. Importancia dos microrganismos nos processos de biotransformacao.

Os microrganismos desempenham funcdes Unicas e cruciais na manutengcdo de
ecossistemas, como componentes fundamentais de cadeias alimentares e ciclos

biogeoquimicos (CANHOS, 2003).

Os microrganismos e invertebrados constituem aproximadamente 90% das
espécies da Terra e desempenham um papel fundamental no funcionamento de
ecossistemas. Embora se conheca 80% das plantas e mais de 90% dos vertebrados
existentes na natureza, conhecemos menos de 1% das bactérias e virus e menos que 5% dos
fungos. Em termos das bactérias (STALEY, 2003) conhece-se menos do que 5.000
bactérias embora estima-se de que existam entre 100.000 a mais de um milhdo. J4 segundo
PELCZAR et al. (1993), existem no solo, aproximadamente entre 3milhdes a 500 milhdes
de bactérias; 1 milhdo a 20 milhdes de actinomicetes; Smil a 900mil fungos; e mil a 100mil

leveduras.

Segundo DIAS (2003), o Brasil € o pais com maior biodiversidade com
aproximadamente 10-20% do numero total de espécies de microrganismos do planeta. O
mesmo autor relata que a biodiversidade brasileira ainda ndo € conhecida totalmente devido
a sua grande complexidade, que estd diretamente relacionada as dimensdes continentais do
pais e de sua enorme plataforma marinha. Mais de dois milhdes de espécies distintas de
plantas, animais e microrganismos no territorio estdo sob a jurisdi¢do brasileira (DIAS,

2003).

Os microrganismos caracterizados, existentes no planeta, s@o os responsaveis

pelos avancos da biotecnologia moderna e da agricultura, como conseqiiéncia das
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descobertas nas dreas de genética, fisiologia e metabolismo de microrganismos. A
participacdo dos produtos obtidos a partir das atividades microbianas no mercado global
pode atingir US$ 40 bilhdes ao ano (CANHOS, 2003), sendo essa exploracdo ainda

incipiente.

Os microrganismos apresentam potencial para a utilizacdo na obtencdo de
produtos biotecnoldgicos como: a produgdo de antibidticos (estreptomicina, penicilina),
producdo de alimentos (cogumelos), processamentos de alimentos (queijo, yogurte,
vinagre), bebidas alcodlicas (vinho, cerveja), 4cidos organicos (citrico e fumadrico), alcoois
(etanol), alimentos fermentados (molho de soja), tratamento e/ou remediacdo de residuos
(esgotos domésticos, lixo); na agricultura, na fertilizagdo de solos (fixa¢do bioldgica de
nitrogénio) e controle biologico de pragas e doengas (controle da lagarta da soja, da
cigarrinha da cana-de-agucar) e produ¢do de compostos de aromas (anisaldeido, dlcool 2-

feniletanol, coumarinas, benzaldeido) (CANHOS, 2003; BERGER, 1995).

KIELISCH (1984a) e CHEETAM (1997) apontam como uma das principais etapas
nos processos de biotransformacdo a selecdo de microrganismos. Esse fato esté relacionado
aos substratos utilizados nas rea¢des de biotransformacgdo, os quais sdo insoliveis em meio
aquoso. Além disso, essas biotransformagdes precisam ser economicamente mais vidveis do
que quando comparadas aos processos quimicos. SCHMID et al. (2001) mostraram que ha
uma necessidade pela procura por microrganismos diferentes dos ja utilizados e que possam
realizar  biotransformacOes em  substituicdo aos processos quimicos. Essas
biotransformag¢des podem ser enzimdticas ou com a utilizagdo das células dos
microrganismos. SCHMID et al. (2001) mostram a preocupacdo de empresas como BASF,
DSM e LONZA, em substituir processos quimicos por biotecnolégicos, utilizando enzimas
ou microrganismos. Essa utilizacio de processos biotecndlogicos se confronta com um
fator preponderante que € o custo do processo. Dessa maneira, essas empresas precisam
adequar os seus processos industriais a utilizacdo de enzimas ou microrganismos que
apresentem rendimentos altos, e com produtos de facil recuperacao, aliado ainda a redugao

de custos. Esta adequacdo a um processo novo pode ser monitorada através do ciclo do

biocatalisador (Figura 10) (SCHMID et al., 2001).

MIKAMI et al. (1981) realizaram uma sele¢do de 1018 microrganismos, de vérias

colecdes de cultura, capazes de biotransformar a a- e f-ionona em outros compostos de
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Figura 10. Ciclo do biocatalisador a ser utilizado em processos de biotransformacdes
industriais (SCHIMID et al., 2001).

aroma. As bactérias eram capazes de consumir as iononas, mas ndo acumulavam nenhum
composto de aroma, no meio de cultura. Todas as leveduras foram capazes de converter as
iononas em pequenas concentracoes (5%). Os fungos (18), dentre eles cepas de Aspergillus,
Phialophora ou Rhizopus, foram capazes de converter as iononas (a- € B-ionona). A cepa

de Aspergillus foi a selecionada por apresentar a melhor producido dos compostos de aroma.
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Trés cepas de Botrytis cinérea; 5901/2, 5901/1 e 5899/4; foram utilizadas para a
biotransformacao do linalol, a fim de estudar o caminho metabdlico para a formacao dos
oxidos de linalol nas formas furandides e piranoides (BOCK et al., 1986). Essas cepas de
Botrytis cinérea, e a 5882/1, foram utilizadas também para a biotransformacdo do
citronelol, em meio sintético e mosto de vinho (BRUNERIE er al., 1987). Os autores
propuseram um caminho metabdlico para a transformacdo do citronelol por este

microrganismo.

ROSAZZA et al. (1987) verificaram a capacidade de diferentes microrganismos
para transformar o 1,4-cineol. O experimento inicial de selecdo utilizou 104 espécies de
bactérias, fungos e leveduras (de 39 genéros), entre elas: Aspergillus (19 espécies); Bacillus
(6 espécies); Candida (7 espécies), Cunninghamella (5 espécies); Penicillium (7 espécies),
Rhodotorula (3 espécies) e Streptomyces (16 espécies). Destas, 27 culturas foram capazes
de transformar o 1,4-cineol, em 96 horas, a uma variedade de metabdlitos. Streptomyces
griséus (ATVV 10137) foi o microrganismo que transformou o 1,4-cineol, em maior

concentracdo, em 8-hidroxi-1,4-cineol, e os 2-exo- e 2-endo-hidroxi-1,4-cinéois.

ASAKAWA et al (1991) utilizaram diferentes espécies de Aspergillus para
transformar o (-)- e (+)-mentol, terpinoleno e carvotanacetona. Aspergilus niger foi capaz
de converter o (-)-mentol em 1-, 2-, 6-, 7- e 9-hidroximentol e no 8-hidroximentol, o qual é
repelente de mosquitos. Aspergillus cellulosar transformaram especificamente o (-)-mentol
em 4-hidroximentol. O terpinoleno e (-)-carvona foram convertidos por A. niger em 2

cetonas insaturadas, -mentano-2,9-diol, e 8-hidroxicarvomentol.

BUSMANN e BEGER (1994) utilizaram os seguintes basiodiomycetos para a
transformagao do mirceno: Mycena pura I Nr 817, Marasmius alliaceus Nr 413, Pleurotus
sapidus P226-1; Pleurotus sajor-caju P225-3, Pleurotus flabellatus P127-2, Pleurotus
cornucopiae P 125-7, Lentinula edodes A 20-5, Pholiota squarrosa CBS 570.87, Hericium
erinaceus CBS 260.74, Meripilus giganteus CBS 561.86, Grifola frondosa CBS 480.63,
Ganoderma applanatum CBS 250.61 e Trametes hirsuta CBS 282.73. Dentre elas a cepa
de Ganoderma applanatum, Pleurotus flabellatus e Pleurotus sajor-caju apresentaram a

maior producio de compostos volateis oxigenados.
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VAN RENSBURG et al. (1997) isolaram 4 leveduras capazes de hidroxilar os
monoterpenos, limoneno e piperitona. SPEELMANS ef al. (1998) isolaram a partir de lodo,
por técnica de enriquecimento usando 5% de limoneno, como tunica fonte de carbono, a
Pseudomonas putida. VAN DER WERF et al. (1999) também utilizaram a técnica de
enriquecimento para isolamento de Rhodococcis erythropolis DCL14 para a transformagao

do limoneno.

Amostras de solo, 160, de cinco diferentes areas, de plantacao de vegetais, bambu,
arroz e plantas medicinais foram coletadas em Chian Mai na Tailandia, para transformar
cortexolona e hidrocotisona (MANOSROI et al., 1999). Cepas de fungos, Cunninghamella
blakesleeana SRP 1 e 11, foram capaz de produzir hidrocortisona a partir de cortexolona; e 3
cepas de bactérias, Bacillus sp., Bacillus sphaericus SRP 1, 11 e III produziram prednisolona

a partir de hidrocortisona.

MOLINARI et al. (1999) utilizaram 13 diferentes cepas de Acetobacter e uma
cepa de Gluconobacter oxydans NCIMB 8035 para transformar, por oxidagdo, o 2-

feniletanol em fenilacetaldeido. As cepas selecionadas foram Acetobacter sp. ALEF e

Acetobacter ALEG.

SHIMONEI et al. (2000) isolaram microrganismos do solo, em Israel, para
transformar o isoeugenol em vanilina. Cinco cepas, B1, B2, B3, B4 e BS6A acumularam

vanilina a partir de eugenol.

DEMYTTENAERE et al. (2001a) utilizaram 60 cepas de fungos como Penicillium
digitatum, P. italicum, P. roqueforti, P. lividum, Aspergillus niger, A. versicolor,
Botrydioplodia malorum, Rhizopus oryzae, Beauveria bassiana, Cunninghamella elegans,
C. blakesleeana, Hyphozima roseoniger, Corynespora cassiicola, Chaetomiun cochliodes e
Mortirella sp.; para selecionar o Aspegillus niger como o melhor fungo produtor dos 6xidos
(nas formas cis e trans dos furandides e pirandides) de linalol utilizando como substrato o

linalol.

Essas cepas de fungos foram ainda utilizadas (DEMYTTENAERE et al.,2001b)
para a biotransformacdo do limoneno. Nesse trabalho foram selecionadas as cepas de

Penicillium digitatum e Corynespora cassiicola.
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2.3. Processos de Biotransformacao.

As biotransformagdes sio capazes de catalisar a transformacao do substrato em um
Unico passo, enquanto que nas bioconversdes as transformagdes acontecem em varias

etapas de reacao.

Além disso, faz-se necessdrio diferenciar a fermentacdo e a biodegradacdo da
biotransformacao. A fermentagdo acontece em algumas etapas cataliticas entre o substrato e
o produto, sendo que estes ndo necessariamente se assemelham. A biotransformacgdo € a
catdlise entre substrato e produto acontecendo em uma ou duas etapas, e o produto se

assemelha ao substrato. E a biodegradacdo € a completa decomposi¢do do material em

estudo (VASIC-RACKI, 2000).

A transformacgdo de terpendides pode resultar em um ataque de alguns sitios das
moléculas levando a uma mistura de metabdlitos. O acimulo de um tnico produto € raro.
Ha a indicacdo de que novas enzimas possam ser induzidas por metabdlitos ou por uma
alteracdo da membrana celular pelo substrato (BERGER, 1995).

O sitio de transformacao no terpendide é um caso de especulacdo como no caso de
compostos organicos. Generalizacdes ou analogias sdo algumas vezes impossiveis, exceto

quando as estruturas moleculares sdo semelhantes. Esses sitios na molécula de um terpeno

ou terpendide podem ser previstos como no caso da biotransformagio da B-ionona na
Figura 11 (KIESLICH, 1984b).

1. Hidrogenacao

2. Redugdo

3. Oxidacdo de Bayer-Villiger

4. Epoxidacao

5. Oxidacdo alilica

6. Hidroxilacdo

Figura 11. Sitios de transformacio da B-ionona por Lanodiplodia theobromae
(KIESLICH, 1984b).
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As especificidades e condi¢des fisioldgicas das reagdes quimicas favorecem a sua
aplicacdo na drea de aroma. A biocatdlise compete com a catdlise quimica, tanto na area de
aromas como na transformacdo de outros compostos, nos seguintes tipos de reacdo:
funcionalizacdo de carbonos inertes quimicamente; modificacdo seletiva de um grupo
funcional em moléculas multifuncionais; introdu¢do de quiralidade; e a resolucdo de

racematos (BERGER, 1995).

Fungos filamentosos e procariotos mostram uma preferéncia em converter
terpenos voldteis. O numero de géneros especializados neste metabolismo ¢
surpreendentemente pequeno. Leveduras, com algumas excecdes, ndo sdo aplicdveis a
bioconversdes. Mecanismos eucaridticos sdo mais sensiveis e precisam de um passo de
adaptacdo. Os locais ao redor de plantas que produzem terpeno precisam ser considerados

como um habitat ecoldgico de cepas adaptadas (BERGER, 1995).

As importantes técnicas bioldgicas para o desenvolvimento dos processos de
biotransformacao estdo relacionadas: com a sele¢ao dos microrganismos a serem utilizados;
a engenharia genética e a mutacdo; a bioquimica de como as enzimas trabalham, a
fisiologia e o metabolismo microbiano; propriedades fisico-quimicas além dos processos de

purificacio e isolamento dos compostos; € a andlise dos compostos (CHEETAM, 1997).

A selecdo de microrganismos depende principalmente do procedimento de
isolamento de microrganismos e/ou cepas para serem utilizadas de acordo com o substrato
a ser modificado. Apds essa etapa, a engenharia genética e a mutacdo podem ajudar a
aumentar o rendimento de um determinado microrganismo, muito embora esse
procedimento seja dificil de ser empregado nas industrias principalmente, a instabilidade do

microrganismo modificado (CHEETHAM, 1995).

A fisiologia e o metabolismo microbiano sio de importancia vital para o
entendimento dos resultados e o encaminhamento das transformagdes, assim como na etapa
seguinte, ¢ importante que as propriedades fisico-quimicas do produto e os processos de

purificacdo e isolamento dos compostos sejam caracterizados.

As desvantagens da obtencdo dos compostos de aroma, a partir das técnicas
tradicionais, estdo relacionadas ao fornecimento das plantas, as restricdes legais, aos

requerimentos estéreo-quimicos e aos avangos na bioquimica celular e na bioengenharia.
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As desvantagens das fontes agricolas s@o devidas principalmente aos efeitos geogréficos,
sazonais, pragas, instabilidade séciopolitico e estado de maturacdo da planta. Essas
instabilidades sdo as maiores desvantagens nesse mercado crescente (Figuras 4, 5, 6,7, 8 e
9) (JANSSENS et al., 1992). Além disso, os componentes de impacto estdo presentes em
quantidades minimas e podem estar em formas conjugadas, criando um problema a mais: o
econdmico. Por isso a biotecnologia aparece como alternativa, uma vez que o fornecimento
constante de aromas e a sua independéncia em relacdo aos problemas agricolas sdo os
principais motivos em relacdo as técnicas ja mencionadas (KIESLICH, 1984a; BERGER,
1995).

A destilac@o a vapor de partes de plantas é capaz de produzir 6leos essenciais, dos
quais os terpendides sdo os seus principais componentes (QUINIESSENCE
AROMATHERAPY, 2001). Mas as concentracdes de terpenos quanto de terpendides
podem ser baixas, em algumas plantas, mas em outras se constituirem 0s seus principais
componentes. Como por exemplo, o geraniol, que estd presente em altas concentracdes e,
nas respectivas plantas: na Palmarosa (fndia) 5 (79,19%) (SIDDIQUI e GARG, 1990); em
Geranium, Bourbon 11 (18,10%) (SOUTHWELL et al., 1995); na Rosa (Bulgaria) 3a
(16,50%) (BOELENS e BOELENS, 1997); e em pequenas concentracdes, em Juniper berry
8 (0,60%) (SCHILCHER et al, 1993); em limao (Itdlia-Sicilia) 10 (0,02%)
(DELLACASSA et al., 1995); em laranja, doce (Itdlia) 5 (0,01%) (DUGO et al., 1994); e
em Lavender angustifolia (Lituania) (0,01%) (VENSKUTONIS et al., 1997).

Na Comunidade Européia (EU), a produgcdo e a rotulacio de aromas para
alimentos sdo realizadas através de diretrizes, as quais tém sido adotadas como lei nacional.
Na Alemanha, isto é realizado pela Aromenverordnung (Regulamentagao de aromatizante).
Nessas legislacdes, e também nos Estados Unidos, houve uma incorporacdo do termo
“aroma natural” para aqueles aromas produzidos a partir de fontes bioldgicas, células vivas,
incluindo fungos e suas enzimas. Este desenvolvimento do processo biotecnolégico usando
microrganismos e suas enzimas para a producdo de aromas naturais fornecem uma
possibilidade de troca de estratégia para a industria de aromas. A elucida¢do do caminho
biossintético envolvido na producdo de aroma pode permitir uma expressao pelos caminhos

da engenharia genética. Entretanto, organismos modificados geneticamente sdo muito
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dificeis de serem introduzidos no mercado devido a falta de legislacdo especifica

(LAMBASCOLO et al., 1999).

A grande vantagem da sintese de aromas via acdo microbiana € que um composto
biossintetizado recebe o rétulo de “natural”, ndo sintético, o que promove grande aceitacio

no mercado quando comparado com um produto sintetizado (TAN et al., 1997).

Uma outra vantagem da biossintese em comparacdo com a sintese quimica é que a
segunda produz quantidade de residuos industriais muito maior que a primeira. Além do
fato de que os residuos da biotransformacdo sdo obtidos em menor escala e sdo
biodegradaveis. Logo a sintese utilizando microrganismos promove uma menor polui¢do do

meio ambiente.

Ainda como vantagem da biossintese microbiana quando comparada a reacdes
quimicas temos a estrita natureza régio- e estéreo-seletiva das reacdes enzimdticas, o que
permite um direcionamento do sistema para obtencdo de um produto definido, acabando
por otimizar o processo. Isto pode ser significante na producdo de aromas em que

enantioméros diferentes apresentam caracteristicas diferentes.

Biocatdlise em sintese organica possui uma longa histéria com algumas
transformacdes, tendo sido documentadas no século 18, voltando a crescer no século 20.

Algumas dessas permanecem uteis até hoje (JONES e WONG, 1998).

2.3.1. Processos de biotransformacao de drogas e inseticidas.

Embora as primeiras biotransformagdes sejam utilizadas em escala de producao
(Tabela VI), elas precisaram de alguns anos para que realmente tivessem significados. A
descoberta das transformagdes microbianas de esterdides facilitou aos processos de
biotransformacdes, de outros tipos de moléculas, hoje utilizadas, em escala industrial.
Dentre essas transformacdes de esterdides, segundo KIESLICH (1984a), temos os seguintes
processos: reducdo da androstenediona a testosterona através de leveduras; a hidroxilacao

na posicao 11-o da progesterona por Rhizopus arrhizus; introdu¢do de uma ligacdo dupla
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A' na 3-ceto-4-enesteréide por Corynebacterium simplex;a hidroxilagdo na posicio 11-B de
C21-ester6ides por Curvularia lunata e hidroxilagdo de 9-o fldor-hidrocortisona por

Streptomyces roseochromogenes.

Tabela VI. Transformac¢des microbianas industriais operantes (VASIC-RACKI, 2000).

Operacao

desde Biotransformacao Empresa
1823 Bacteria 1mob1,hzada paraa producdo de vinagre vérias
através da oxidagao do etanol.
1930 L—2—metllamm0—1—fen11p£0pan—1—ol obtido a partir da Knoll AG - Alemanha.
transformacao por levedura.
1934 L-sorbose pela bactéria Acetobacter suboxydans. Virias.
1955 Prednisolona através do microrganismo Schering AG,
Arthrobacter simplex. Alemanha.
£ I — . Tanabe Seiyaku Co. —
1958 Acido L-aspdrtico por Escherichia coli. Japio
1970 Acido 7-amino-desacetoxicefalosporanico (7-ADA), Asahi Chemical
por Bacillus megaterium. Industry — Japao.
1974 Acido L-mailico por Brevibacterium ammoniagenes. Tanabe Jsa ;lggkl Co. -
. o 1 . Kanegafuchi
1983 D-p-hidroxifenilglicina por Pseudomonas striata. Chemical Co. — Japio.
1985 Acrilamida por Rhodococcus sp.. Nitto Chemical Ltd.
1938 Acido D-aspartico e L-alanina por Pseudomonas | Tanabe Seiyaku Co. —
dacunhae. Japao.
.. . Lonza - Republica
1993 L-carnitina por Agrobacterium sp.. Teheca.
1999 Acido 2-ceto-L-gulonico. BASF, Merck e
Cerestar.

Essas transformagdes microbianas simplificaram e aumentaram a eficiéncia da
sintese em multiplos passos, como o caso da sintese do acetato de cortisona a partir do
acido deoxicolico. Essa sintese quimica apresentava 31 passos, e era possivel obter 1Kg do
acetato de cortisona a partir de 615Kg do dcido deoxicélico. Quando a 11-a-hidroxilacdo da
progesterona foi realizada por microrganismos (Figura 12). Isto foi capaz de reduzir o preco

da cortisona de 200 US$/g para 6 US$/g (VASIC-RACKI, 2000).
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Figura 12. Obtenc¢ao de cortisona através da biotransformacao por microrganismo.

Ainda em conseqiiéncia das biotransformagdes de esterdides, diversas
transformagdes de substratos foram e s@o utilizadas nas quimiossinteses. A empresa suica
LONZA ¢ especializada na produgdo de compostos quimicos, incluindo N-heterociclicos.
Essa empresa t€m sido responsavel pelo desenvolvimento de vérias rotas biocataliticas para
a producao de N-heterociclos aonde a sintese quimica se mostra ineficiente. Na Tabela VII
ha o exemplo de algumas dessas biotransformagdes, com células de microrganismos, que
foram propostas por essa empresa e que se encontram em escala de producao (SCHMID et

al., 2001).

A sintese de inseticidas na atualidade tém sido possivel através da
biotransformacao da niacina (processo 1, Tabela VII). Esse processo tem substituido a
sintese quimica que resulta num preco completamente proibitivos desses inseticidas além
dos produtos secunddrios obtidos. Enquanto que com a biotransformacio utilizando o
microrganismo Achromabacter xylosoxidans apresenta um rendimento de 90% da reacdo
(KULLA, 1991). Além disso, se a concentragao do substrato, niacina, for maior do que
10g/L ha uma inibicao da formagao da 2,6-hidroxipiridina, inibicdo da 6-hidroxinicotinato

hidroxilase, mas que ndo afeta a atividade da niacina hidroxilase.
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Tabela VII. Desenvolvimento recente de biotransformacgdes industriais com células
de microrganismo pelo setor industrial.

Escala
Microrganismo Rendimento
(toneladas/ano)
1. Achromobacter xylosoxidans algumas 65g/L

©/COOH SCOOH Jfj/()H
) A~
N HO N HO N

niacina acido 6-hidroxinicotininco 2,6-dihidroxipiridina

2. Agrobacterium DSM 6336 Produto em desenvolvimento 40¢g/L

crescimento:
AN CN X COOH XN COOH
| > | —— | —_—
pZ 7 —
N N HO N
nitrilase dehidrogenase
biotransformacao:
[N\j/CN [N\j/COOH JIN\j/COOH
—_—
7 p ;f
N N HO™ N

2-cianopirazina acido carboxilico-pirazina acido carboxilico-
5-hidroxipirazina
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Escala
Microrganismo Rendimento
(toneladas/ano)
3. Arthrobacter oxydans NRRL-B-3603 Produto em desenvolvimento 30g/L
4. Pseudomonas sp. DSM 8653 Produto em desenvolvimento 15g/L.
H
N N
|
Arthrobacter oxydans | 7 CH,
NRRL-B-3603 HO™ °N
/ 6-hidroxi-(S)-nicotina
H
D
| Cl
_ CH Pseudomonas sp.
N ¢ DSM 8653 o epibatidina
(S)-nicotina
oY
— @)
HO N
4-[6-hidroxipiridin-3-il]-4-oxobutirato
S. Klebsiella DSM 9174 .
Produto em desenvolvimento 9¢g/L
Burkholderia DSM 9925
H
N
[ OH + NH,
Klebsiella H
DSM 9174 0
N N H acido (S)-piperazina-2-carboxilico
(L w C
pZ — NH, NH,
N CN N N
H
O (0]
Burkholderia
DSM 9925

H
N
o8-
OH + NH3
N T
(@]

acido (R)-piperazina-2-carboxilico
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Escala
Microrganismo Rendimento
(toneladas/ano)
6. Pseudomonas putida Algumas 20g/L

degradacao do p-xileno: OH O HO. _O oH
CH,
OH
> _— —_— —_—
CH
CH, CH, CH, CH; s

oxidacao da especifica de 2,5-dimetilpirazina:

OH H° HO.__O
CH,
N)\ N NI N
| — | — | — |
N ~N N _N
CH, CH, CH, CH,

Um novo composto antituberculose, dcido carboxilico 5-hidroxi-pirazina, t€m sido
obtidos a partir da biotransformacdo da 2-ciano-pirazinas por células de Agrobacterium
(processo 2, Tabela VII). Esse composto apresentou atividade 1000 vezes maior do que os
outros compostos ja existentes contra Mycobacterium sp.. Para essa biotransformacdo foi
necessaria que o microrganismo Agrobacterium sp. DSM 6336 crescesse primeiramente em
2-cianopiradina como fonte de carbono e nitrogénio, para a bioconversao em seguida

(WIESER et al., 1997).

(S)-nicotina, que estd presente em 2-8% das folhas de tabaco secas, € utilizada
como matéria prima para a producio de piridinas a partir de fontes renovdveis. Estas sdo os
precursores para a epibatidina, composto bastante efetivo como analgésico, que é produzido
por uma rd. Essa funcionalizagdo da nicotina no anel pirimidinico ou pirimidinico € de
dificil controle por sintese quimica. Embora se tenha conhecimento que varios
microrganismos utilizem a nicotina como fonte de carbono e nitrogénio, este nao tém sido
empregado para a biotransformacao e obten¢ao de novos andlogos da nicotina (processos 3

e 4, Tabela VII).
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(S)-anédlogos do processo 5 (Tabela VI) sao utilizados como inibidores da HIV
protease, Crixivan, da Merck. Neste processo isolaram-se microrganismos a partir de
amostras de solo contendo carboxamida racémica, como fontes de nitrogénio e usada como
fonte de enriquecimento. Essa procura por amidases estéreo-seletivas resultaram em
Klebsiella terrigena DSM 9174 e Burkholderia sp. DSM 9925. O excesso enantiomérico
para ambos os acidos piperazina-2-carboxilicos foram maiores do que 99%. (EICHHORN

etal., 1997).

Reacdes de oxidagdo quimica usada para a producdo em escala industrial de dcidos
monocarboxilicos heteroaromdticos a partir de compostos hetereoarométicos sao
freqiientemente ndo especificas, levando a varios produtos secunddrios. LONZA conseguiu
desenvolver um método biolégico para este tipo de reacdo, aonde a cepa selvagem de
Pseudomonas putida ATCC 33015, capaz de crescer em p-xileno como tunica fonte de
carbono e nitrogénio foi utilizada. Esse caminho de degradacdo do p-xileno t€ém sido
extensivamente estudado, e sabe-se, portanto que, a partir de p-xileno chega-se por
biotransformacdo a 4-metil-catecol. Esse produto serd entdo clivado no anel aromadtico e os
seus respectivos produtos de biotransformacdo em intermedidrios do ciclo de Krebs.
LONZA descobriu que P. putida previamente crescida em p-xileno seria capaz de oxidar
alguns anéis com 5 ou 6 metilas substituidas no anel sem realizacdo da decarboxilagdo ou
hidroxilagdo do anel. No processo 6 (Tabela VII) ha a producao do 4cido 5-metil-pirazina-
2-carboxilico um composto anti-lipolitico. A maior concentracdo de produtos e altos
rendimentos sdo obtidos com células em crescimento, aonde se fornece 75% xileno e 25%
de 2,5-dimetil-pirazina, tendo-se apds 54 h, 20g/L de acido 5-metil-2-pirazina carboxilico

(SCHMID, 2001).

Outras biotransformacdes t€ém sido empregadas, como a formacdo de
contraceptivos e outros derivados de hormonios esteroidais. Os substratos bdsicos t€ém sido
derivados a partir de fitoester6is naturais de soja (mistura de [-sitosterol (40%),
campesterol (25%) e estigmasterol (25%)) a partir de coniferas; e de 6leo de colza (B-
sitosterol (45%), campesterol (15%) e de brassicasterol (12%)). A Schering Alema (Berlim
e Bergkamers) usou essas fontes naturais com mutantes de Mycobacterium sp. para a

producido de androsten-diona e androsta-dien-diona em escala de 200m’. O mercado
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mundial excede 1000 toneladas/ano. Estes esterdides sao utilizados para subseqiientes
sinteses quimicas e biotecnologicas de compostos. Hidroxilagdes com Curvularia sp. nas
posicdes 11-a e 11-B; dehidrogenacdes A-1-posicdo da hidrocortisona a prednisolona; e

redugdes sao processos da ordem de 100 toneladas/ano na Schering (REIPA et al, 1997).

CERTIK e SHIMIZU (1999) tém desenvolvido eficientes sistemas baseados em
fungos para a producdo de dcidos graxos poli-insaturados (PUFAs). Estes sdo importantes
para o organismo humano, sdo precursores de protaglandinas, leucotrienos e hidroxi-dcidos

graxos.

Kyona Hakko Kogyo Ltd., no Japdo, tem produzido oligossacarideos com alta
produtividade, maior concentragdo de produto e alto rendimento, em escala de metro
cubico. Um desses produtos € a globotriose numa producdo de 188g/L e com produtividade

de 5,22¢g/L.h (KOIZUMI et al., 1998).

Andlises de custo para a oxidacao do n-alcano a n-alcanol, em sistema bifésico,
por bioconversao com células de microrganismo, seguida por separacdo de fase,
apresentam um custo da ordem de 8 US$/Kg de produto tanto para a produgio em batelada
quanto para o processo continuo. Isto baseado em escala de producao da ordem de 1000
toneladas/ano, necessitando de volumes de bioreator de 800 a 2.000 m’ , unidade da fase de
separacao, destilacdo do substrato e produto, a partir do carreador do solvente e separacao

final do produto do substrato (MATHYS et al., 1999).

A distribuicdo de custo segue os seguintes parametros: 20% substratos e solventes;
18-22% depreciacdo e manutengdo de equipamentos; 10% de energia; 5% de desperdicio;
2% com pessoal (SCHMID et al., 2001). Sendo os maiores custos, os sais do meio de
cultura e a fonte de carbono (glicose) a qual conta com 40% de todo o custo devido a
limitagdo da atividade biocatalitica e o tempo de vida do biocatalisador (SCHMID et al.,

2001).

Atualmente, as biotransformacdes podem apresentar como vantagens (BERGER,
1995) a modificacao especifica da estrutura do substrato via reacdes de transformacao;
degradacdo parcial de substratos em metabdlitos importantes através do controle dos
caminhos das reacdes microbianas e extensdo da estrutura do substrato pelo uso de reacdes

de biossintese a estruturas artificiais.
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2.3.2. Processos de biotransformacao para a producao de aromas.

As dificuldades encontradas na transformacgdo de terpendides sdo devido ao fato de
que alguns microrganismos selecionados transformam ou degradam os substratos numa
grande variedade de compostos ndo usuais ou metabdlitos de dificil separacdo. Além disso,
os terpendides podem ser perdidos através da forte aeragdo, especialmente em tanques

profundos de fermentacdo (BERGER, 1995; VAN DER WEREF et al., 1997).

Sabe-se que 2,8 x 10° Kg de terpenos sdo consumidos anualmente no mundo todo
(WELSH et al., 1989). Dentre os terpenos, 0s monoterpenos estio presentes
predominantemente em Oleos essenciais. Eles sdo usualmente separados a partir da
retificacdo dos Oleos devido ao baixo teor de atividade, alta hidrofobicidade, e a alta
tendéncia a auto-oxidacdo e polimerizagdo. Isto torna os terpenos abundantes, tais como O
pineno e limoneno, rejeitos industriais e substratos baratos para transformagdes quimicas e

bioquimicas.

Os monoterpenos sdo hidrocarbonetos formados a partir de duas unidades de
isopreno, e sdo encontrados em plantas, tendo sido identificados mais de 400 diferentes
terpenos. Os derivados de terpenos, os terpendides, apresentam agraddvel aroma, sendo
alguns deles reconhecidos como GRAS (sigla que vem do inglés “generally recognized as
safe”, que significa seguro). Esse reconhecimento possibilita o uso desses compostos em
alimentos, quando obtidos de fontes naturais. Geralmente o preco desses terpenos ¢é

bastante baixo, da ordem de US$ 2-4/Kg (VAN DER WERF et al., 1997).

A biotransformag¢do de monoterpenos apresenta um papel bastante importante,
embora ndo existam, segundo VAN DER WEREF et al. (1997), processos industriais de real

importancia.

Ao contrdrio da utilizagdo da biotransformagdo em esterdides, a biotransformagdo
de terpenos tém sido negligenciada pelas industrias. Essa dificuldade se deve a
incompatibilidade dos substratos lipofilicos com os cultivos em meio aquoso; a geragcao de
produtos secunddrios, levando a perda da probabilidade de reacdo. Além disso, a
instabilidade quimica, a volatilidade e a toxicidade dos monoterpenos; degradacdo dos

produtos, longos tempos de incubag¢do, pequeno tempo de vida do biocatalisador; e como

32



conseqiiéncia baixo rendimento e baixa concentra¢do do produto (VAN DER WEREF et al.,
1997; BERGER et al., 1999). Uma vez que se tenha o conhecimento das desvantagens,

podem-se encontrar solu¢des para contornd-las.

A instabilidade quimica dos monoterpenos pode dar lugar a reagdes quimicas de
auto-oxidagdo, cis/trans isomerizacdo, racemizacdo, hidratacdo, ciclizagdo, rearranjo e
polimerizacdo. Essa instabilidade também estd relacionada aos produtos, gerando um
grande numero de produtos secundérios, que reduzem significativamente o rendimento do

Pprocesso.

Essas instabilidades dos monoterpenos estdo relacionadas a (VAN DER WEREF et
al, 1997): propriedades intrinsecas da molécula, como por exemplo o a-pineno apresenta
catélise 4cida 16 vezes mais rdpido do que com o limoneno; pH do meio, valores de pH
maiores do que 8 e menores do que 6 aumentam as reagdes quimicas; concentra¢ao de ions
metalicos, em particular o ferro que estimula a auto-oxidagado; pressio parcial de oxigénio;
temperatura; exposi¢do a luz (especialmente ultra violeta) resulta em um aumento dos

niveis de auto-oxidac¢do; e o conteido de dgua.

Segundo VAN DER WERF et al. (1997), essas instabilidades podem ser
minimizadas pelo crescimento das células em temperaturas moderada, abaixo ou igual a

30°C, usando pH neutro, e meio mineral contendo baixa concentragdo de sais.

A solubilidade dos terpenos pode ser contornada quando da adic@o de terpenos em
fase gasosa (VAN DER WERF et al., 1997). De acordo com VAN DER WEREF et al.
(1997), a afinidade do sistema biolégico pelo substrato pode ser monitorada pela baixa
concentragdo de microrganismos, muito embora outros autores mencionem a necessidade

de altas concentragdes de microrganismos.

LEUBERGERM et al. (1976) recomenda que se solubilize, em pequenas
concentragdes, em solventes soldveis em d4gua e ndo-toxicos (etanol, acetona,
propilenoglicol, dimetil-sulf6xido, etilenoglicol, dimetil-formamida, e mono-etiléter). Além
disso, ele sugere também que no lugar de solventes possa ser adicionado agentes

emulsificantes como o Tween.

BERGER (1995) relata que as condi¢des para melhorar as aplicagdes industriais

da biotransformacao, ele cita a selecdo de microrganismos que sejam capazes de crescer em
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substratos lipofilicos e para isso pode-se fazer uma adaptacdo do microrganismo ao
substrato além do uso da técnica de enriquecimento. O mesmo autor cita ainda a adi¢ao do
substrato com solventes ndo toxicos e a limitacdo de nutrientes para direcionar o

metabolismo do substrato da biotransformacao.

A volatilidade do substrato pode causar graves problemas da produgcdao em escala
da biotransformacgdo, uma vez que as reacdes de importancia comercial sio oxigénio
dependente, portanto necessitando de aeracdo e agitacdo vigorosas (VAN DER WEREF et
al., 1997). Cabe ressaltar também que os terpendides produzidos sao menos voldteis do que

seus respectivos terpenos.

A toxicidade de terpenos estd relacionada com a desorganizacdo da membrana
promovida tanto pelo préprio terpeno quanto pelo solvente utilizado. Neste caso o produto
da biotransformag¢do pode ser mais toxico do que o seu substrato. Para evitar esse problema
pode-se adicionar o substrato apds o crescimento do microrganismo (final da fase

logaritmica de crescimento) (VAN DER WEREF et al., 1997).

Processos de imobilizacdo de microrganismos podem ajudar no problema do
pequeno tempo de vida do biocatalizador. Além disso, devem ser escolhidos, no processo
de isolamento e selecdo, microrganismos capazes de realizar biotransformacdo ou
bioconversao dos substratos em tempos curtos de incubagdo para atrair interesse industrial,
devido ao custo do processo e do aumento da possibilidade de contaminagao,
principalmente em processos industriais com degradacdo do produto e do substrato (VAN

DER WEREF et al., 1997).

Gunsalus e colaboradores identificaram o caminho de degradacdo da canfora em
Pseudomonas, isolando e identificando as principais enzimas do processo (SCHINDLER e

SCHMID, 1982) (Figura 13).

Algumas enzimas mostravam baixa especificidade ao substrato indicando
caminhos metabdlicos que serviam de economia da biossintese protéica e do material
genético. A ceto-lactonase solivel e a canfor-5-exo-hidroxilase de Pseudomonas putida
foram altamente purificadas e ambos os sistemas mostraram consistir de 3 proteinas, as
quais foram reconstituidas, com sucesso, para a formacdo do complexo ativo enzimatico

processo (SCHINDLER e SCHMID, 1982). J4 o complexo exo-hidroxilase analisado
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Figura 13. Metabolismo da canfora: (1) canfeno isoberneol liase isomerase; (2) isoborneol
dehidrogenase; (3) 6-endo-canfora hidroxilase; (4) 5-exo-hidroxicanfora dehidrogenase; (5)
metileno-5-exo-hidroxilase; (a) Putidaredoxina redutase, (b) Putida redoxina e (c)
citocromo C 450-canfora-hidroxilase; (6) cetolactonase.

através de técnicas de cristalografia, que puderam estabelecer a relacdo estrutura-funcao,

mostraram que o sistema ¢ muito 1abil para uso direto em processos biotecnélogicos.

Segundo SCHINDLER e SCHMID (1982), Bharracharyya e seus colaboradores
investigaram varias etapas na degradacio do pineno, limoneno e linalol. A Figura 14 pode
exemplificar a seqiiéncia simplificada para o catabolismo. Segundo os autores uma enzima
¢ capaz de atuar em diversos substratos. Assim, a enzima monoterpeno &lcool
dehidrogenase de diferentes cepas de Pseudomonas foram induzidas por diferentes,

substratos mostrando distintas similiaridades em relagdo a especificidade do substrato.
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Figura 14. Catabolismo microbiano de terpenos.

Rhodes e Winskill, em 1985, patentearam a preparagdo de 1-carvona a partir de o-
e B-pineno por uma cepa de Pseudomonas sp. (GATFIELD, 1988). Os rendimentos foram
extremamente baixos, 15mg/L ap6s 48h de incubagdo (Figura 15), embora j houvesse sido
descrita uma patente usando o microrganismo, Corynebacteria para transformar o limoneno

em carvona (KIESLICH, 1984b).

alfa-pineno
P (0]

.
4

L-carvona

beta-pineno

Figura 15. Transformacao do a- e B-pineno por Pseudomonas.
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Babicka et al. patentearam, em 1952, a ciclizagdao do ctronelal por Penicillium

digitatum a pulegol e isopulegol seguindo de uma hidrogenacdo para formacao de mentol

(Figura 16) (KIESLICH et al., 1986).

Penicillium italicum

_—

CHO

citronelal

OH

pulegol

OH

isopulegol

hidrogenacéao
95%
_——

OH

mentol

Figura 16. Transformacao do citronelol a pulegol e isopulegol; com seguida
hidrogenagdo a mentol.

A empresa Takasago Perfumery Co. Ltd. (YAMAGUCHI et al., 1976) mostraram

a transformacdo do citronelal em citronelol, por uma levedura, Candida reukaufii AHU

3032, com excesso de pureza 6tica da ordem de 80%, ap6s um curto periodo de incubacao

de somente horas. O odor do citronelal é o oposto do odor do citronelol, sendo este dltimo

muito mais agradavel (Figura 17).

HO

beta-(-)-citronelal

HO

beta-(+)-citronelal

H,OH

beta-(-)-citronelol
80% de pureza otica

Candida reukaufii
—_—

AHU 3032

H,OH

beta-(+)-citronelol

Figura 17. Reduc¢ao microbioldgica do citronelal a citronelol.
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Alguns importantes compostos de aroma sdo formados a partir da degradacio de
carotendides em plantas e incluem a B-ionona e a B-damascona. MIKAMI et al. (1978) foi
capaz de transformar a B-ionona numa mistura complexa de 13 compostos incluindo 2-
hidroxi- B-ionona e a 4-hidroxi- B-ionona por uma cepa de Aspergillus niger JTS 191. A
mistura foi bastante efetiva em aromatizar o tabaco em niveis de ppm. Como conseqiiéncia,
utilizaram-se outros substratos como mentona e teaspirano com Rhizopus ou Penicillium,

onde os produtos da biotransformag¢do foram usados como agentes aromatizantes do tabaco.

KRASNOBAJEW e HELMINGER (1982) reportaram a biotransformagdo da [-
ionona por Lasiodiplodia theobromae ATCC 28570 em uma mistura complexa aonde o
produto principal foi o 4-oxo- B-ciclohomogeraniol, que também pode ser utilizado como

aromatizante de tabaco (Figura 18).

)

beta-ionona

beta-ciclohomogeraniol OH
4-hidroxi-beta-
ciclohomogeraniol

OH

)
4-oxo-beta-ciclo-homogeraniol

Figura 18. Bioconversao da B-ionona por Lasiodiplodia theobromae ATCC 28570.

Sesquiterpendides também tém sido descritos como substratos para
biotransformacdo. O patchoulol pode ser hidroxilado por varios fungos, Calonectaria
decora ATCC 14769, Paecilomyces carneus FERM P-3797 e Penicillium rubrum FERM
P-3796 (GATFIELD, 1988); Gliocladium roseurn NRRL 8194 (HOFFMANN-LA
ROCHE, 1978); e por Pithomyces sp. (SUHARTA et al., 1981), para produzir o 10-
hidroxi-patchoulol, o qual pode ser convertido por oxida¢do quimica a norpatchoulenol
(Figura 19). Este ultimo € o principal carreador do odor do dleo essencial do patchouli, e

que apresenta uma sintese quimica bastante dificil. Porém, a hidroxila¢do na posi¢do 10 foi
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somente de 25-45%, sendo as outras posicdes também afetadas, formando produtos
indesejados. Dessa maneira a eficiéncia desse processo foi bastante questionada.

HO fungos

- " . HO

“CH,OH
patchoulol
10-hidroxipatchoulol

oxidagao quimica + decarboxilagao

HO

norpatchoulol

Figura 19. Hidroxilac¢do do pacthoulol por fungos (Calonectaria decora ATCC 14769,
Paecilomyces carneus FERM P-3797 e Penicillium rubrum FERM P-3796).

Esclareol pode ser convertido a ambroxido por oxidacdo microbioldgica através
dos fungos como Aspergillus, Penicillium e Rhizopus, resultando numa mistura de hidroxi-
e oxo-derivados (Figura 20), que apresentam importante valor como agentes aromatizantes

de tabaco (BRITISH-AMERICAN TOBACCO Co. LTD, 1984).

Vanilina € um dos compostos de aroma mais importantes e € usado em uma grande
variedade de alimentos. A vanilina sintética é produzida em quantidades superiores a
12.000 toneladas por ano, algumas a partir de fontes petroquimicas, como o guaiacol; e

também a partir de lignina, um sub-produto da industria de papel.

A vanilina é um intermedidrio na biodegradacdo de uma grande variedade de
produtos naturais incluindo estilbenos fenodlicos, eugenol, &acido ferrilico e lignina

(HAGEDORN e KAPHAMMER, 1994).

A partir da casca do abeto se obtém os estilbenos fendlicos e a partir destes pode-
se obter a vanilina. Hasegawa Flavor Company t€ém um nimero bem grande de trabalhos
patenteados através do uso do gene da dioxigenase, que oxidativamente cliva os estilbenos

formando os aldeidos aromaticos (HAGEDORN ¢ KAPHAMMER, 1994).
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Figura 20. Conversao do esclareol a ambréxido (1) e depois o ambréxido
transformado numa mistura de hidroxi- e oxo-derivados (2).

O principal constituinte do 6leo de cravo € o eugenol, o que o torna um composto
barato e disponivel. COOPER (1989) descreve uma patente de biotransformagdo do
eugenol a coniferaldeido (aldeido ferralico, Figura 21) usando mutantes de Arthrobacter
globiformis DSM 3597. Este aldeido foi acumulado em até 1,25g/L. com um rendimento
tedrico de 65%, o que implica claramente que o aldeido é um intermediédrio do metabolismo

do eugenol. Esse processo foi licenciado pela BASF.

oM OMe
e OMe OH

H
° OH vanilina
eugenol
9 acido ferrulico

Figura 21. Biotransformacao do eugenol a vanilina.
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TAKASAGO (WASHISU et al., 1993) desenvolveram uma patente para produzir
vanilina a partir de eugenol usando uma cepa de Pseudomonas sp. TK2102 (FERM P-
12689). Este microrganismo cresceu em eugenol como fonte de carbono, porém se
desenvolveu muito pouco em vanilina, dcido vanilico e dlcool vanilico. Houve um actimulo

transiente de até 280 mg/L de vanilina.

Pesquisadores da Haarmann & Reimer (RABEN e HOPP, 1991; HOPP, 1993) tem
reportado que Serratia marcescens DSM 30126 pode ser usado para oxidar o isoeugenol a
vanilina até 3,8 g/l com rendimento de 5%. Neste caso o microrganismo desenvolveu-se
primeiramente em glicerol e em seguida suspenso em meio contendo isoeugenol. Entretanto
a taxa de biotransformacdo do isoeugenol foi muito pequena (0,018 g/L.h). Eugenol
também foi metabolizado por este microrganismo porém em meio contendo extrato de

levedo e de carne, apresentando um rendimento da vanilina muito pequeno (18 mg/L).

Acido ferrilico é um constituinte comum de vérias uvas e da oxidacdo da lignina.
A Pseudomonas fluorescens e Saccharomyces cerevisiae foram capazes de produzir o 4-
hidroxi-3-metoxi-estireno, com alto rendimento a partir do 4cido ferdlico. Os
microrganismos foram crescidos em meio complexo contendo extrato de levedura, glicose e

acido ferdlico (HUANG et al., 1993).

Pesquisadores da Kraft General Foods patentearam uma rota para producdo de
vanilina a partir de acido ferrulico e eugenol (HAGEDORN ¢ KAPHAMMER, 1994).
Pseudomonas putida (ATCC 55180) foi usado para acumular 210 mg/L de vanilina a partir
de acido ferulico, e ditiotreitol e ditioeritreitol. A patente ainda inclui o uso de Aspergillus
niger (ATCC 11414), Pseudomonas acidovorans (ATCC 15668) e Rhodotorula glutinis
(ATCC 74056).

Uma outra patente da Pernod-Ricard utilizou Pycnoporus sp. a partir de 4cido
ferrdlico, acumulando apenas quantidades traco de vanilina (40 mg/L), além da
biotransformacao necessitar de um longo periodo de tempo para ocorrer (GROS et al.,

1991).

CASEY e DOBB (1992) descreveram uma rota bioquimica para formacdo de
aldeidos a partir de aminoécidos, por Proteus vulgaris (CMCC2840). Os aminoécidos sdao

deaminados aos 4cidos fenil-pirdvicos, os quais s@o convertidos aos aldeidos
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correspondentes, produzindo vanilina a partir de metoxi-tirosina e benzaldeido a partir de

fenilalanina.

Benzaldeido apresenta aroma de cereja e de outras frutas. Entretanto, quando
extraido da améndoa de damasco, tem como subproduto indesejavel e téxico, o dcido hidro-
cianico. A fermentacdo fornece uma alternativa natural de producdo do benzaldeido

(HAGEDORN e KAPHAMMER, 1994).

O isolamento da Pseudomonas putida (ATCC 55012), a partir de técnicas de
enriquecimento, possibilitou a transformacdo da fenilalanina a benzaldeido, através de
fenil-piruvato, fenil-acetaldeido, acetato de fenila, mandelato, formato de benzoila e

finalmente benzaldeido (Figura 22) (HAGEDORN e KAPHAMMER, 1994).

OxOH Ox_OH o o
|
NH o A% OH
- L

fenilalanina fenilpiruvato fenilacetaldeido fenilacetato

/
St

acido mandélico benzoil-formato benzaldeido

Figura 22. Biotransformacao da fenilalanina a benzaldeido por Pseudomonas putida.

Gama-decalactona e outras lactonas sdo produzidas com altos rendimentos a partir
do 4cido ricinoleico, principal dcido graxo do 6leo de ricinio. Existem vdrias patentes de
biotransformacdo do 4cido ricinoleico a gama-decalactona (Figura 23) (HAGEDORN e

KAPHAMMER, 1994).
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ST
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Figura 23. Biotransformacao do acido ricinoleico a y-decalactona.

FARBOOD et al. (1990) desenvolveram uma patente para produzir uma ampla
variedade de lactonas a partir do 6leo de ricinio. Neste processo, Candida petrophilium
(ATCC 20226) cresceu em um meio rico contendo 6leo de ricinio e produziu 4dcidos graxos
hidroxilados que foram recuperados por acidificacio e extracdo. Uma grande variedade de

lactonas foi produzida apds destilacdo dos dcidos graxos sob condi¢des dcidas do meio.

Linalol e seus quatro 6xidos sdo encontrados em chd preto, sendo encontrado
também em O6leos essenciais e aromas de frutas. Esses 6xidos também podem ser utilizados
em perfumaria apresentando nota de lavanda e sdo utilizados para a reconstitui¢do de 6leos

essenciais (DEMYTTENAERE et al., 2001a).

O linalol também pode ser encontrado em plantas como: Lavender angustifolia
(Lituania) (20,98%), Lavandula angustifolia Mill., fam. Lamiaceae (VENSKUTONIS et
al., 1997); Geranium, Bourbon 11 (9,90%), Pelargonium graveolens L'Herit. ex Aiton (P.
roseum), fam. Geraniaceae (SOUTHWELL et al., 1995); Laurel leaf (Itdlia) 2 (6,20%),
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Laurus nobilis L., fam. Lauraceae (PINO et al., 1993); Basil (Franca) 2 (3,70%), Ocimum
basilicum L., fam. Lamiaceae, (BARITAUX et al., 1992); Palmarosa (fndia) 5 (3,64%),
Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats., var. martinii, fam. Poaceae (Gramineae) (SIDDIQUI
and GARG, 1990); Rose (Bulgéria) 3a (2,20%), Rosa damascena Mill., fam. Rosaceae
(BOELENS and BOELENS, 1997); Wormwood (Mugwort) (Itdlia) 2 (1,70%), Artemisia
absinthium L., fam. Asteraceae (Compositae) (MUCCIARELLI et al., 1995); Juniper berry
8 (0,60%), Juniperus communis L., fam. Cupressaceae (SCHILCHER et al., 1993); laranja,
doce (Italia) 5 (0,41%), Citrus sinensis (L.) Osbeck, fam. Rutaceae (DUGO et al., 1994);
limao (Italia-Sicilia) 10 (0,11%), Citrus limon (L.) Burm., fam. Rutaceae (DELLACASSA
et al., 1995).

MIZUTANI et al. (1971) descreveram a conversdo do linalol por uma cepa de
Pseudomonas pseudomallei em uma mistura de metabolitos (Figura 24). Os produtos foram
canfora, resultante da ciclizacdo do linalol, além do 4cido 2,6-dimetil-6-hidroxi-trans-2,7-
octadiendico e outros produtos de degradagdao, como Smetil-vinil-tetrahidro-2-furanona e o

acido 4-metil-trans-3hexanoico (Figura 24).

DEVI e BHATTACHARYYA (1977) obtiveram uma mistura complexa em
estudos de degradacgdo do linalol, por Pseudomonas incégnita. Essa cepa foi isolada através
de técnicas de enriquecimento usando linalol como tnica fonte de carbono. Nesse caso, os
autores, nao encontraram canfora. Entretanto o composto ciclico (lavanda lactona) e
hidroxi-acido (acido 2,6-dimetil-6-hidroxi-trans-2,7-octandienoico) foram identificados,
conforme os resultados para a degradacdo do linalol por Pseudomonas pseudomallei
(Figura 24). Encontrou-se também o 8-hidroxi-linalol, 2-metil-2-vinil-5-hidroxi-isopropil-

tetrahidrofurano, dcido-linalol-10-carboxilico e dcido oleuropeico (Figura 24).

Vinhos nobres apresentam dois microrganismos, o fungo Botrytis cinerea e
leveduras, que sdo os responsdveis pelo seu preparo e por desenvolverem aromas
caracteristicos. Numa dessas etapas para a formagao de aromas, os terpendides em uvas sao
modificados pela a¢do do fungo Botrytis cinerea que atacam a pele da uva. (SHIMIZU et
al., 1982). Dessa maneira SHIMIZU et al. (1982) e BOCK et al. (1986) tém estudado a

transformacdo do linalol por esse fungo.
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Figura 24. Degradacdo do linalol por Pseudomonas pseudomallei e
Pseudomonas incognita.

BOCK et al. (1986) demostrou que, para a formac@o dos hidroxi-éteres (Figura

25), os 6xidos do linalol, seu precursor biogenético, seria um epoxi, o 6,7-epoxi-linalol

(Figura 25). Mas como o meio de cultura se encontrava dcido nao foi possivel a deteccao

desses epoxidos.

SHIMIZU et al. (1982) quando adicionaram o linalol ao mosto de uva obtiveram

como produtos da biotransformacdo do B-pineno; os 6xidos do linalol tanto os furanos

quanto os piranos; o p-ment-1-eno-3ona; o-terpineol; geraniol; p-mentano-1,8-dieno-9-ol e

mais trés terpenos nao identificados.

DEMYTTENAERE e WILLEMEN (1998) também obtiveram os 6xidos de linalol

(tanto os furanos quanto os piranos) em rendimentos que foram de 5 a 24%.
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Figura 25. Caminho metabdlico para a producao dos 6xidos de linalol (BOCK et al.,
1986).

As reacdes de degradacdo do linalol por Pseudomonas incognita levaram a
formacdo de acidos oleuropeico e perilico através de reagdes de oxidacdo e hidroxilagdao
(RAMADEVI e BHATTACHARYYA, 1977). Ja uma Pseudomonas do solo foi capaz de
formar uma mistura de 6xidos de linalol (furanos), 2-vinil-2-metil-tetrahidrofurano-5-ona,

8-hidroxilinalol, acido oleuropeico e a-terpineol.

O fungo Aspergillus niger, isolado do solo, levou a uma mistura de 8-
hidroxilinalol, geraniol e a-terpineol (MADYASTHA e MURTY, 1988a, 1988b), a partir
do linalol. Enquanto que quando se utilizou o fungo Botrytis cinerea, para verificar a rota
da biotransformacdo do linalol, obtiveram: os didis 2,6,-dimetil-3,7-octadieno-2,6-diol, 2,6-
dimetil-1,7-octadieno-3,6-diol, 8-hidroxilinalol, a-terpineol, 2-viniltetrahidrofuran-5-ona,
os 6xidos de linalol (furano e pirano) e o 6-metil-5-hepten-2-ona (RAPP e MANDERY,
1988).

Na biotransformacdo do linalol também se deve tomar cuidados devido a auto-
oxidagdes e a transformacdes quimicas. Essas auto-oxidagdes envolvem a formacao dos
6xidos do linalol (furano e pirano) em pH 4cido (3,5) (DEMYTTENAERE e WILLEMEN,
1998), que também podem ser obtidos por transformacdo do linalol por microrganismos

(Figura 25). Na degradagdo quimica, segundo DEMYTTENAERE e WILLEMEN (1998)
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pode acontecer a formagao do 2,6,6-trimetil-2-viniltetrahidropirano e do a-terpineol (Figura

20).

OH

quimica o
| —_— +
O

| o

. 2,6,6-trimetil-2-vinil )
linalol tetrahidropirano a-terpineol

Figura 26. Transformag¢do quimica do linalol.

O citronelol pode ser encontrado em plantas em diversas concentragdes, como por
exemplo, de: Rose (Bulgaria) 3a (27,50%), Rosa damascena Mill., fam. Rosaceae
(BOELENS e BOELENS, 1997); Geranium, Bourbon 11 (20,60%), Pelargonium
graveolens L'Herit. ex Aiton (P. roseum), fam. Geraniaceae, (SOUTHWELL et al., 1995);
Eucalyptus citriodora (China) 2 (4,16%), Eucalyptus citriodora Hook. f., fam. Myrtaceae,
(ZHU et al., 1995); Lavender angustifolia (Lituania) (0,35%), Lavandula angustifolia Mill.,
fam. Lamiaceae, (VENSKUTONIS et al., 1997); limao (Italia-Sicilia) 10 (0,02%), Citrus
limon (L.) Burm., fam. Rutaceac (DELLACASSA et al., 1995).

O basidiomiceto Cystoderma carcharias foi capaz de transformar o citronelol em
6xido de rosa, que € um composto de impacto. Além disso, ONKEN e BERGER (1999a)
obtiveram também como intermedidrios (Figura 27): o 3,7-dimetil-1, 6, 7-octanotriol, como
principal produto; e o epoxi, 3,7,-dimetil-6,7-epoxi-1-octanol, que foi o intermedidrio dos
didis, 2,6-dimetil-2-octeno-1,8-diol, 3,7-dimetil-5-octeno-1,7-diol e 3,7-dimetil-7-octeno-
1,6-di6is (Figura 27). As taxa de producdo alcancaram 150mg/L.dia e levaram a uma
producdo de 866 mg/L, com taxa de conversdo de 52%. Além disso, foi utilizado um
método de aeracao aonde o ar foi adicionado ao reator no seu fundo, o que mostrou que a

perda do substrato volatil foi de apenas 4,5% (Figura 28) (ONKEN e BERGER, 1999).

Citronelol utilizado como substrato para a transformacdo com o Botrytis cinerea
levou a formacao dos principais compostos: 2,6-dimetil-octan-1,8-diol e (E)-2,6-dimetiloct-

2-em-1,8-diol e como produtos secundérios: o 2,6-dimetiloctan-2,8-diol, 2 isoméros do
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Figura 27. Transformacao de citronelol por Cystoderma carcharias.
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Figura 28. Bioreator de membrana aerada.

p-menta-3,8-diol, (Z)-2,6-dimetilocta-2-en-1,8-diol, isopulegol, 2-metilhept-2-en-6-on-1-ol
e 2-metil-y-butirolactona (Figura 29). Geralmente, as concentracOes encontradas foram
baixas e indicando, segundo ALEU e COLLADO (2001), que o citronelol foi incorporado
na biomassa e/ou degradado a CO, e H,O. ALEU e COLLADO (2001) realizaram o
experimento, tanto com o mosto quanto com o meio de cultura e sob condi¢des 6timas,
onde a transformacgdo foi realizada por uma w-oxidacdo. Essa w-oxidacdo levaria ao (E)-
2,6-dimetil-oct-2-en-1,8-diol e esse, entao, sendo transformado a 2,6-dimetil-octan-1,8-diol,
pela reducdo dupla da ligacdo 2,3 (Figura 30). Por isso se encontrou como produto da
biotransformacao do citronelol por Botrytis cinerea o (E)-2,6-dimetil-oct-2-en-1,8-diol e o

2,6-dimetil-octan-1,8-diol.
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Figura 29. Bioconversao do citronelol por cepas de Botrytis cinerea.
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Figura 30. w-oxidacdo do Botrytis cinerea

50



O geraniol pode ser encontrado em diferentes plantas e sob condicdes dcidas
apresenta uma interconversao e isomerizacdo quimica a linalol (ALEU e COLLADO,

2001) (Figura 31).

OH

geraniol linalol

Figura 31. Interconversao e isomerizacao quimica do geraniol ao linalol

A biotransformacgdo do geraniol por Botrytis cinerea teve como produto o: (2E,
6E)-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1,8-diol e (E)-3,7-dimetiloct-2-en-1,8-diol (ALEU e
COLLADO, 2001) (Figura 32).
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Figura 32. Transformacgao do geraniol por Penicillium italicum e por levedura
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Uma das justificativas para o estudo da biotransformacdo do limoneno por
microrganismo estd baseada no fato de que este € um dos compostos mais abundantes no
Brasil, uma vez que o pais € um dos maiores produtores de laranja do mundo. Dados
revelam que, junto com os Estados Unidos, o Brasil produz 60% das laranjas em todo o
mundo. O principal produto industrial do processamento da laranja é o seu suco,
concentrado e congelado, que € exportado. Sabe-se que o Brasil € responsavel por 80% do

suco concentrado encontrado no mundo, gerando divisas da ordem de 1,5 bilhdes por ano

(BRADDOCK, 1995).

O limoneno é um liquido incolor, com leve odor citrico obtido da destilacdo do
licor citrico. Este licor provém da prensagem do residuo imido da laranja (casca, bagaco,
sementes) apOs a extracdo do suco. Dentre os produtos e subprodutos obtidos da laranja,
obtém-se 0,92% de limoneno (ABEcitrus, 2003). O D-limoneno € usado para a sintese de
fragrancias utilizadas em escala industrial, como solvente industrial, na obten¢ao de sabores
artificiais na fabricacdo de doces, balas e goma de mascar. A disponibilidade mundial anual
de limoneno € da ordem de aproximadamente 50 milhdes/quilo (TAN et al., 1998), no

Brasil, na safra de 1998/99, esse nimero foi de 30 toneladas (ABECitrus, 2003).

O limoneno é usado como material de partida para a producdo de dlcoois
terpénicos e cetonas (BAUER & GARBE, 1985; TAN et al., 1997); na fabricacdo de
produtos quimicos e solventes, aromas e fragrancias, tintas, cosméticos, complemento para
racdo animal (ABECitrus, 2003), podendo ainda ser dispostos a combustdo ou como

detritos de plantas.

Os progressos da biotecnologia tém levado a utilizacdo desses rejeitos de baixo
custo em alguns precursores ndo usuais para aromas na industria de alimentos, cosmética e
farmacéutica, onde os respectivos valores agregados desses compostos transformados sdao

bem maiores do que o de seu substrato, o limoneno.

O limoneno pode ser encontrado ainda em: laranja, doce (Italy) 5 (95,18%), Citrus
sinensis (L.) Osbeck, fam. Rutaceae (DUGO et al., 1994); limao (Itdlia-Sicilia) 10
(65,87%), Citrus limon (L.) Burm., fam. Rutaceaec (DELLACASSA et al., 1995); Dill seed
3 (18,00%), Anethum graveolens L., fam. Apiaceae (Umbelliferac) (CHARLES et al.,
1995); Fennel, bitter (Litudnia) (10,35%), Foeniculum vulgare Miller, var. vulgare Dc,
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fam. Apiaceae (Umbelliferae) (VENSKUTONIS et al., 1996); Juniper berry 8 (10%),
Juniperus communis L., fam. Cupressaceae (SCHILCHER et al., 1993); Lavender
angustifolia (Lithuania) (0,59%), Lavandula angustifolia Mill.,, fam. Lamiaceae
(VENSKUTONIS et al., 1977); Eucalyptus citriodora (China) 2 (0,24%), Eucalyptus
citriodora Hook. f., fam. Myrtaceae; Laurel leaf (Italy) 2 (0,20%), Laurus nobilis L., fam.
Lauraceae (PINO et al., 1993); Rosa (Bulgaria) 3a (0,05%), Rosa damascena Mill., fam.
Rosaceae (BOELENS e BOELENS, 1997); Basil (Franca) 2 (0,03%), Ocimum basilicum
L., fam. Lamiaceac (BARITAUX er al., 1992); Cilantro (Coriander leaf) 5a (0,03),
Coriandrum sativum L., fam. Apiaceae (Umbelliferae) (POTTER, 1996); e Wormwood
(Mugwort) (Itdlia) 2 (0,01%), Artemisia absinthium L., fam. Asteraceae (Compositae)
(MUCCIARELLI et al., 1995)

As biotransformagdes no limoneno podem resultar em compostos de impacto

industrial, como a carvona, dihidrocarvona, perilaldeido e a-terpineol (BERGER, 1995).

DHAVALIKAR et al. (1966) propuseram 3 caminhos para a conversao do
limoneno (Figura 33). Pela rota 1, obtiveram (+)-cis-carveol e (+)-carvona, importantes
constituintes de 6leos de sementes de cominho e endro juntamente com o 1-p-menteno-6,9-
diol. Pela rota 2, (+)dihidrocarvona formado a partir do limoneno ep6xido e o 8-p-menteno-
1-ol-2-ona, formado a partir do limoneno-1,2-diol, na rota 3 foram formados o perilaldeido
e o acido perilico, que sdo constituintes de vérios 6leos essenciais e usados na industria de
aroma e fragrancias. Os outros produtos formados nao eram compostos de valor comercial,

mas sim os metabolitos formados ajudando a diferenciar o caminho enzimatico.

KIESLICH ef al. (1986) realizaram uma selecio de 800 microrganismos
diferentes, a partir de uma colecdo de culturas, e encontraram 320 cepas que modificavam o
limoneno. Dependendo do microrganismo, observa-se acimulo dos produtos, apresentando
diferentes intermedidrios. Além disso, eles acrescentaram um caminho a mais ao da Figura
33 (Figura 34), onde o limoneno, dependendo do microrganismo, poderia se converter em

a-terpineol e este ainda poderia ser convertido a trans-sobrerol (KIESLICH et al., 1986).

Técnicas de enriquecimento para isolamento de microrganismos foram utilizadas
para isolar microrganismos de frutas citricas de laranjas maduras, como as culturas puras de

Penicillium digitatum e Penicillium italicum, em meio Czapeck-Dox contendo 1% de
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Figura 33. Trés rotas diferentes da transformacao do limoneno.
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alfa-terpineol

limoneno OH

Figura 34. Transformacgao do limoneno a alfa-terpineol.

limoneno, como unica fonte de carbono (KIESLICH, 1984b).

Transformacdes do limoneno (0,5%) em erlenmeyers, por P. italicum,
apresentaram eficiéncia acima de 80%. Altas concentragdes de limoneno podem ser
inibitérias. Os produtos identificados foram o cis- e trans-carveol (26%) como produtos
principais, carvona (6%), cis- e trans-p-menta-2,8-dien-4-ol (4%), alcool perilico (3%) e p-

ment-8-eno-1,2-diol (3%) (Figura 35).

a-Terpineol foi um produto da transformacdo do limoneno por bactéria,
Cladosporium sp., que foi isolada também através de técnicas de enriquecimento (Figura

35).

Chaetomium cochlioides DSM 1909 ou Chaetomium globosum DSM 62109
formaram trans-carveol como o principal metabdlito a partir do limoneno. Embora haja
formacdao de produtos secunddrios e a producdo de trans-carveol (24 mg) a partir de
limoneno (1,7g) em fermentador de 2 L, seja baixo, esse valor ainda foi alto quando
comparado com a patente de 1972 por Hasegawa Co.. Nessa patente a producdo foi
realizada em fermentador de 10L para a producdo de 32mg de carvona (KIESLICH et al.,
1986).

TAN e col. (1997) obtiveram sucesso na biotransformac¢dao de limoneno em «-
terpineol através do fungo Penicillium digitatum. A biotransformacdo mostrou
enantioespecificidade ou enantioseletividade, pois converteu (4R)-(+)-limoneno a (4R)-(+)-
o-terpineol, mas nao o fez com o (4S)-(-)-limoneno, ndo sendo detectado o produto (4S)-

(-)-a-terpineol. O fungo ndo converteu S-(-)-limoneno. As condi¢des 6timas encontradas
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limoneno

Corynebacterium hydrocarboclastrum

F 3 |
carvona

Figura 35. Transformacéao do limoneno por Penicillium italicum, Cladosporium sp.
e Corynebacterium hydrocarboclastrum.

no estudo foram concentragdo de oxigénio de 1,60mg/litro e temperatura de 28°C, sendo
que acima de 32 °C, a bioconversdo sofre uma queda muito abrupta. O pH 6timo da
bioconversdo foi de 4,5 e a concentracdo de limoneno 6tima foi de 1%. A bioconversao
ocorreu principalmente no primeiro dia de contato das células com o substrato, sendo
detectada desde o inicio do contato até a fase log, sendo que apds a fase log, a bioconversao

caiu dramaticamente, com quantidades tracos de produto encontrados durante a fase
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estaciondria. Houve inibicdo do processo quando a concentragdo de o-terpineol atingiu
1,86mg/ml. O rendimento méaximo obtido foi de 3,2mg/ml, com inducdo enzimdtica do

substrato.

Ja se observou a biotransformacdo do limoneno pela bactéria Pseudomonas
gladioli. A bioconversio ocorreu principalmente na fase estaciondria, tendo como produtos
a-terpineol e dcido perilico, mostrando enantioespecificidade e seletividade, pois converteu
(4R)-(-)-limoneno para (4R)-(+)-a-terpineol ou (4S5)-(-)limoneno para (4S)-(-)-o-terpineol,
convertendo também (+)-limoneno a (+)-acido-perilico. (CADWALLADER et al., 1989;
BRADDOCK et al., 1995).

ACOSTA et al. (1995) estudaram a conversdo microbiana do limoneno por
Pseudomonas aeruginosa. Encontrou-se carvona e O(-terpineol em concentragdes de 625 e
239 ppm, respectivamente, apds 21 dias. O valor da concentragdo de limoneno decresce
com o aumento da concentragdo de carvona e o-terpineol, provando que a sintese foi de

limoneno a carvona e o-terpineol.

O basidiomiceto Pleurotus sapidus atuou sobre R-(+)-limoneno tendo como
produtos principais cis,trans-carveol e carvona. A biotransformacgdo teve seu rendimento
aumentado com o pré-cultivo na presenca de limoneno. Depois de 2 dias de transformacao,
97% do substrato se acumulou no micélio, € 3% ficaram no meio de cultura. A
concentracdo final foi maior que 100mg/l, quando o limoneno foi adicionado na fase
gasosa. Tal rendimento € insuficiente para a sua aplicacdo em processos industriais em

geral (ONKEN e BERGER, 1999b).

Estudos vém sendo realizados para tentar contornar o baixo rendimento das
transformagdes microbianas. Cita-se o uso de um sistema reacional de duas fases para a
biotransformacao de terpenos para haver maior protecdo aos microorganismos quanto ao
efeito da toxidade causada por substrato, intermedidrios e produtos, promovendo ainda a
prevencdo da oxidacdo dos componentes pelo oxigénio e/ou dgua. Houve grande inibi¢do
do crescimento com concentragdes acima de 0,2% de o-pineno. Esta toxidade foi

contornada com a adi¢@o do solvente organico 1-dodecanol. (VAN KEULEN et al., 1998).

Segundo KRINGS e BERGER (1998), vérios estudos foram realizados quanto a

biotransformacao de monoterpenos e terpenos de um modo em geral, porém ndo existe um
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estudo que vise a aplicacdo do método em uma industria, como por exemplo, uma produgao
de grande escala. Isso se deve particularmente as caracteristicas fisicas e quimicas de
monoterpenos, de terpenos e de seus produtos da biotransformacao. Os maiores problemas
sdo alta volatilidade, baixa solubilidade em &4gua, alta citotoxidade de ambos, tanto do

precursor como do produto, além da baixa taxa de transformacao.

Apesar disso, técnicas vém tentando estabelecer uma aplicabilidade da
biotransformacao para a industria, pois 0s terpenos € monoterpenos sao de grande interesse
comercial. Um exemplo disso é o patenteamento de um processo que transforma alfa ou
beta-pineno em 1-carvona com a através de Pseudomonas sp. Mas os rendimentos sdo
extremamente baixos para que se pense em uma industrializacdo do processo. A alta
procura pela bioconversao € justificada pelo baixo preco do alfa-pineno, que é encontrado
facilmente, pois € o principal subproduto do processamento de arvores coniferas. E apesar
de terem baixo custo, os produtos da biotransformacdo sdo de alto valor agregado.

(GATFIELD, 1988; HAGEDORN ¢ KAPHAMMER, 1994).

VAN DYK e col. (1998) isolaram uma cepa de Hormonema sp. capaz de converter
o limoneno a trans-isopiperitenol com 31% ap6s 12h enquanto que o (-)-0-pineno foi
convertido a verbonona e trans-verbenol, com 6% de rendimento em 96h e o (-)-B-pineno

foi convertidos a pinocamfona (2% de rendimento apds 72h).

Uma nova cepa de Pseudomonas putida, tolerante a solvente, foi isolada através
do enriquecimento de 5% de limoneno, convertendo o (+)-limoneno em tnico e estavel
produto, o 4cido perilico. Esse 4cido foi produzido na concentracao de até 18mM (3.0g/L),
que ndo € uma concentracdo inibitoria do crescimento (SPEELMANS et al., 1998). Essa
bioconversdo apresenta um interesse comercial muito grande devido a metabolizacdo do
limoneno em um udnico produto. Segundo os autores, o metabolismo dessa bioconversao

deve passar pelo dlcool, em seguida o aldeido e por tltimo o 4cido perilico (Figura 36).

VAN RENSBURG efr al. (1997) realizaram uma selecdo para selecionar
microrganismos capazes de transformar piperitona e limoneno. Na Tabela VIII temos os
microrganismos que realizaram a biotransformacgao tanto da piperitona quanto do limoneno

com os rendimentos dos produtos.
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Figura 36. Etapas da bioconversao do limoneno a dcido perilico.

Tabela VIII. Biotransformacao do limoneno e da piperitona.
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HO
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3. OBJETIVO

Os objetivos deste trabalho foram:

a. Isolar e selecionar microrganismos da Regido Nordeste,
especificamente, nas regides do sertdo, agreste e regido litoranea dos
Estados de Alagoas e Sergipe; capazes de transformar o limoneno (1,8-p-
mentadieno), o citronelol (3,7-dimetil-6-octen-1-ol), o geraniol (3,7-
dimetil-trans-2,6-octadien-1-o0l) e o linalol (3,7-dimetil-1,6-octadien-3-

ol) em compostos de interesse.

b. Estudar a obtencio de oxido de rosa a partir da
biotransformacdo do citronelol visando a otimizacdo da producgdo e

identificacdo da rota metabdlica para esta obtencao.

c. Estudar a biotransformacdo do limoneno em alfa-terpineol e

carvona.
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4. MATERIAL E METODOS

A seqiiéncia de experimentos realizados encontra-se no organograma abaixo, a

fim de facilitar a compreensao da metodologia utilizada e dos resultados obtidos.

Isolamento dos
microrganismos

LI

Seleciao dos fungos (36) para a
biotransformacao dos terpenos (itens: 4.2.2. e 4.2.3.)
|

Inducio dos microrganismos selecionados Estudo da rota metabélica da obtencéio
com citronelol e limoneno (4.2.4.) do éxido de rosa a partir do citronelol (item 4.2.6.)

Estudo da composicao dos meios de cultura liquido
para o limoneno e o citronelol (item: 4.2.5.)

4.1. Material e Equipamentos.

4.1.1. Material.

Os reagentes quimicos utilizados foram todos de grau de anélise (PA), sendo os
seguintes com as respectivas marcas: cloreto de s6dio (Merck e Reagen); sulfato de sédio

anidro (Merck); acetato de etila (Merck); pentano (Merck); éter dietilico (Merck).

O contetdo dos meios de cultura foram: extrato de malte (difco); peptona de carne
(Difco); peptona de caseina (Merck); extrato de levedura (Oxoid); agar (Difco e Merck);
glicose (Reagen e Merck); asparagina monohidratada (Aldrich e Merck); fosfato de

potdssio monobdésico (Merck); sulfato de magnésio (Reagen); nitrato de sédio (Reagen);
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fosfato de potdssio dibdsico (Reagen e Merck); sulfato de ferro II (Reagen); cloreto de ferro
III (Reagen); sulfato de zinco heptahidratado (Reagen); sulfato de manganés (Reagen);

sulfato de cobre (Reagen).

Os padrdes auténticos que serviram para a confirmacao e referéncia deste trabalho
foram: Limoneno (Merck); Geraniol (Aldrich); Citronelol (Merck e Aldrich); Linalol
(Aldrich); Canfora (Aldrich); 6xido de rosa D, 6xido de rosa L, alfa-terpineol, 6xido de
linalol (furano) (DRAGOCO); linalol, mirceno, ocimeno, alfa-terpineol (SUN FOODS).

4.1.2. Equipamentos.

Shaker New Brusnwick refrigerado modelo G 25

Shaker refrigerado programavel INNOVA 4335

Shaker de banho new brunswick, modelo G-76

Shaker de banho New Brunswich Scientific - CLASSIC SERIES - EDSON,
NJ, USA)

Estufa Fanem para secagem de vidraria

Autoclave Fanen mod 415

Camera de fluxo laminar — Veco

Estufas Bacteriol6gicas Fanen mod. 002 — CB

pHmetro - METTLER TOLEDO 320 - Laboratory Equipment (UK).

balanca analitica Explorer -OHAUS CORPORATION (USA)

balanca Precision Plus - OHAUS CORPORATION (USA)

cromatrégrafo gasoso Chrompack com coluna capilar CP-SIL-5CB (60m X

0,25mm X 0,25um).

Programa do GC - Chem Station - Agilent Technologies 1990-2000 (USA.)

e cromatrdgrafo gasoso Carlo Erba Intruments, modelo HRGC 5300 Mega
Series com coluna capilar Carbowax (30m X 0,32mm X 0,4pum).

e cromatografo gasoso Fisons GC 8000 acoplado a detector de massas seletivo
Fisons MD 800 com coluna capilar Carbowax (30m X 0,32mm X 0,4pm).

e cromatografo gasoso acoplado a detector de massas da Shimadzu (CG-MS)
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4.2.Metodologia.

4.2.1. Isolamento dos microrganismos.

A coleta de amostras de frutas e solo foi realizada na regiao Nordeste, nas cidades
de Jaramataia, Batalha, Jacaré dos Homens, Olho d’Agua das Flores e Olho D’Agua do
Casado no Sertdo de Alagoas; na cidade de Piranhas/AL, no agreste; e na Regido Litoranea
do Estado de Alagoas, nas cidades de Sao Luis do Quitunde, Barra do Camarajipe, Passo de
Camarajipe e Porto da Rua. Ainda na Regido Nordeste, as amostras foram coletadas no

Estado de Sergipe, na cidade de Aracaju, na regido litoranea.

As frutas foram coletadas no Mercado Municipal de Macei6 — Estado de Alagoas;
e no Mercado Municipal de Aracaju — Estado de Sergipe. Dentre as frutas foram
selecionadas a goiaba; acerola; manga rosa e espada; maracujd; tamarina; graviola;

carambola; sapoti; mamao; umbu (-caja) e seriguela.

As frutas foram cortadas e acondicionadas em frascos pldsticos abertos para
exposi¢do ao ambiente por 7 dias (Figura 38). Apds esse tempo as amostras foram
inoculadas em frasco contendo meio liquido YM, por 96 horas, em estufa a 30°C. O meio
YM apresenta a seguinte composicao: glicose (1% (p/v)), extrato de malte (0,3% (p/v));
peptona de carne (0,5% (p/v)) e extrato de levedura (0,3% (p/v)), com pH nio ajustado.

O isolamento também foi realizado no meio sélido YM, em placas de petri
contendo 20 mL do respectivo meio e Agar (2% (p/v)). Esses microrganismos também

foram conservados em meio YM.

4.2.2. Biotransformacao dos Terpenos.
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O in6culo foi preparado com os microrganismos previamente isolados, cultivados

em meio sélido YM, por 96h, a 30°C, em estufa.

Uma suspensao da cultura dos fungos em meio sélido com 4gua destilada, 10mL,
previamente esterilizada, por 15 minutos, a 121 °C, foi preparada; e foi adicionada 1 x 10’
esporos aos erlenmeyers de 125ml contendo 25 mL de meio contendo (% (p/v)): glicose

1%, extrato de malte 2%, peptona 1%, e extrato de levedura 0,3%, previamente esterilizado

(VAN RENSBURG et al., 1997).

Os frascos foram mantidos sob agitacio (160rpm) a 30°C. Apés 72h de
crescimento, o substrato monoterpénico (0,1%) foi adicionado diretamente ao frasco de
cultura, com subseqiientes adicdes, a cada 24 horas por 3 dias. Na ultima adi¢do, o cultivo
de cada uma das linhagens permaneceu por mais 24h, para em seguida o seu conteido ser
analisado. O contetido de cada um dos erlenmeyers foi filtrado em papel whatman niimero

1. No filtrado mediu-se o pH e realizou-se a extracdo dos compostos biotransformados.

A massa celular foi incubada em estufa a 70°C por 24h, para medida do peso seco

de cada um dos microrganismos.

Os substratos monoterpénicos utilizados foram o limoneno, o geraniol, o citronelol

e o linalol.

Foram realizados experimentos controle com meio de cultura e o terpeno na
concentragdo de cada experimento; € um outro controle para o microrganismo e o meio de

cultura na auséncia de terpeno.

4.2.3. Extracao, Identificacao e Quantificacio dos produtos da

biotransformacao.
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O filtrado do meio de cultura foi saturado com NaCl (5g) e extraido com acetato
de etila (10mL). A fase organica foi transferida para um outro frasco apds a extracao, sendo

seca com sulfato de sddio anidro (0,4g).

Para a quantificagdo dos produtos formados, essas amostras (990uL) foram
contaminadas com o padrao interno, decano (10ul), para em seguida serem analisadas em
um cromatrégrafo a gas (CG) Chrompack numa coluna capilar CP-SIL-5CB (60m de
comprimento X 0,25mm de diametro X 0,25um de espessura do filme). A amostra (1 pL)
foi injetada em modo splitless, a uma temperatura de 220°C e o detector a 250°C; a coluna
foi mantida a temperatura inicial de 40°C por 1 minuto, sendo aquecida a 5°C por minuto

até 210°C, permanecendo a 210°C por 5 minutos.

A identificacdo foi realizada co-injetando-se os padrdes com as amostras, além da
confirmacdo em cromatografo gasoso acoplado a detector de massas da Shimadzu (CG-
MS) com a mesma coluna acima descrita, e também do cdlculo do indice de kovats a partir

da co-injec@o de uma mistura de hidrocarbonetos e a amostra.

4.2.4. Inducao com citronelol e limoneno.

4.2.4.1. Inducao com citronelol

Ap6s 72 horas de crescimento, em shaker a 30°C, por 72 horas a 160 rpm, de cada
linhagem, (LB-2025 (no. 8), LB-2036 (no. 9) e LB-2038 (no. 36)), em meio liquido YM,
adicionou-se o citronelol (0,1% (v/v)) em cada frasco de cultura. Depois de 48 horas
transferiu-se o conteido de 25 % (v/v) deste erlenmeyer, contendo o microrganismo, para

um novo meio, incubando-se novamente no shaker, a 30°C, por 72 horas a 160 rpm,.

A estas linhagens foi adicionado também 2% de 6xido de rosa e 5% de citronelol,
e os frascos incubados por mais 72 horas para posterior plaqueamento das amostras,

isolando os microrganismos induzidos, em tubo de ensaio, contendo o mesmo meio.
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4.2.4.2. Inducao com limoneno

Apbs 72 horas de crescimento, de cada linhagem, (LB-2025 (no. 8) e LB-2038
(no. 36)), em meio liquido YM, adicionou-se o limoneno (0,1% (v/v)) em cada frasco de
cultura. Depois de 48 horas transferiu-se o contetido de 25 % (v/v) deste erlenmeyer,
contendo 0 microrganismo, para um novo meio, incubando-se novamente no shaker, a

30°C, por 72 horas a 160 rpm,.

A estas linhagens foi adicionado também 2% de carvona e a-terpineol, e 5% de
limoneno. Os frascos foram incubados por mais 72 horas, sendo que as amostras foram
plaqueadas de maneira a isolar os microrganismos induzidos, em tubo de ensaio, contendo

0 Mesmo meio.

4.2.5. Estudo da composicao dos meios de cultura liquidos a serem utilizados para a
biotransformacao.

O estudo da otimizacdo foi realizado com as linhagens de microrganismos que
foram induzidas com citronelol e limoneno, e os seus respectivos produtos da
biotransformacao. Essas linhagens foram as que apresentaram as concentracdes mais altas
de carvona e a-terpineol, como resultado da biotransformacao do limoneno; e do 6xido de

rosa como resultado da biotransformacao do citronelol.
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4.2.5.1. Biotransformacao do Citronelol e do Limoneno.

As linhagens selecionadas, utilizadas na inducdo, foram cultivadas em diferentes
meios liquidos, em duas concentracdes diferentes de inoculo (1 x 10’ esporos e 3 x 10’
esporos), a fim de se obter o melhor meio de cultura e a melhor concentragao de inoculo,
tanto para a biotransformacdo do citronelol quanto para a biotransformacdo do limoneno.

Os meios utilizados apresentavam a seguinte composicao (%(p/v)):

e Meio 1: glicose (1%), extrato de malte (2%), peptona (1%), extrato de
levedura (0,3) (VAN RENSBURG et al., 1997;VAN DYK et al., 1998; TAN e DAY,
1998a; TAN e DAY, 1998b);

® Meio 2: glicose (3%), extrato de levedura (0,3%), Asparagina
monohidratada (0,45%), fosfato de potdssio monobdsico (0,15%), sulfato de magnésio
(0,05 %); Solugao trago (0,1% (v/v)) (A solugdo traco foi composta de FeCl;.6H20O:
80mg/L; ZnSO4.7H,0: 90mg/L; MnSO4+H,O — 30mg/L; CuSO4.5H,O: 5 mg/L e
EDTA: 0,4g/L) (ONKEN e BERGER, 1998 e 1999).

e Meio 3: glicose (1%), extrato de malte (0,3%), peptona (0,5%), extrato de
levedura (0,3%) (BUSMANN e BERGER, 1994);

e Meio 4: sulfato de magnésio (0,05%), nitrato de sédio (0,3%), fosfato de
potdssio di-basico (0,1%), cloreto de potassio (0,05%), sulfato de ferro II (0,001%)
(BRUNERIE et al., 1987).

O ind6culo utilizado foi preparado a partir do crescimento de cada linhagem em

meio s6lido YM, por 96h a 30°C, em estufa.

Foram preparadas uma suspensdo de cada linhagem com 4gua destilada, 10mL,
previamente esterilizada, por 15 minutos, a 121 °C. Essa suspensdo contendo 1 x 10’
esporos ou 3 x 107 esporos, foi adicionada a erlenmeyers de 125 ml contendo 25 mL de

cada meio de cultura testado, previamente esterilizado.
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Os frascos foram mantidos em agitacio a 160 rpm a 30°C. Apés 72h de
crescimento, o terpeno (citronelol ou limoneno) foi adicionado diretamente ao frasco de
cultura, com subseqiientes adicdes, a cada 24 horas por 3 dias. Na ultima adi¢do, o cultivo
do microrganismo permaneceu por mais 24h, sendo em seguida o seu contetido filtrado em

papel whatman ndmero 1.

No filtrado mediu-se o pH e foi realizada também a extracdo dos compostos
biotransformados. A massa celular foi seca em estufa a 70°C por 24h, para a determinacao

do peso seco de cada uma das linhagens.

A concentracdo de citronelol utilizada foi de 0,1% (v/v) ou 0,5% (v/v); enquanto

que para o limoneno a concentragdo foi de 0,1% (v/v) e 1% (v/v).

Para a biotransformacao do limoneno foi realizado um experimento adicional onde
o pH inicial dos quatros meios liquidos, citados anteriormente, tiveram o seu pH ajustado

para 6,0 com NaOH, 0,1N e com adicado de 0,1% (v/v) de limoneno.

4.2.6. Estudo da rota metabdlica da obtencao do 6xido de rosa a partir do citronelol.

4.2.6.1. Microrganismos.

As linhagens utilizadas para esses experimentos foram as de ndmero: LB-2000,
LB-2003, LB-2010, LB-2015, LB-2017, LB-2025, LB-2029, LB-2038, LB-2047, LB-2060;
de acordo com a numeragao da Colecdao de Microrganismos do Laboratério de Bioaromas —
Depto. de Ciéncia de Alimentos/FEA, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Glducia M.
Pastore, UNICAMP.

Esses microrganismos foram mantidos em meio sélido YM, em placas de Petri e
repicados para tubo de ensaio contendo meio YM sélido. Nesse caso a peptona utilizada foi

de caseina.
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4.2.6.2.Inoculo.

As linhagens foram cultivadas em tubo de ensaio contendo o meio YM, em estufa
a 30°C por 96h. Colocou-se 5SmL de dgua destilada estéril em cada tubo de ensaio. Os
esporos foram raspados, através da al¢a de platina, para obten¢do da suspensdo de esporos,

conforme citado anteriormente (item 4.2.2.).

Dessa suspensdo retirou-se 10’ esporos para inocular no meio de cultura, em
erlenmeyer de 200mL contendo 40 mL de meio liquido de ndmero 4 (item 4.2.5.1.); e 3.10’
esporos em erlenmeyer de 500mL contendo 400 mL do meio liquido de nimero 2 (item

4.2.5.1.), de acordo com ONKEN e BERGER (1998, 1999).

No caso dos experimentos em meio liquido nimero 2, o inoculo dos esporos €
utilizado apenas como pré-inoculo do meio de cultura para a biotransformagdo. Desse pré-
indculo transferiu-se 18 mL de cada cultura para um novo meio de cultura liquido de

namero 2.

4.2.6.3. Biotransformac¢ao em meio de cultura liquido nimero 2 e nimero 4.

O meio de cultura utilizado inicialmente foi o meio liquido nimero 4 (item
4.2.5.1.), e posteriormente foi utilizado o meio liquido nimero 2 (item 4.2.5.1.) com pH

6,0, ajustado com NaOH, 0,1N.

Os erlenmeyers, do meio de cultura liquido nimero 2 e 4, foram incubados em

shaker a 160 rpm a 30°C por 72 horas, para posterior adi¢do do terpeno.
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A adicdo do citronelol ao meio liquido de ndmero 2 foi realizada, numa unica
etapa de citronelol (0,125 % (v / v)). Foi ainda utilizado o 6xido de rosa como substrato da

biotransformacdo também na concentracao de 0,125% (v/v).

Os erlenmeyers, do meio de cultura liquido nimero 4 tiveram a adi¢do do
citronelol na concentracdo de 0,3 % (v/v), também de uma udnica vez. As condi¢des de

incubagao foram as mesmas citadas anteriormente.

Foi realizado ainda um experimento utilizando o limoneno (0,0063 % (v/v)) como
co-solvente do citronelol (0,125 % (v/v)); e uma cultura adaptada inicialmente com

citronelol para avaliar a possibilidade de aumentar a producio de 6xido de rosa.

4.2.6.4. Estudo da utilizacdo de co-solvente para a biotransformacao do

citronelol

A linhagem LB-2038 (no. 36) foi utilizada para estudar a utilizacdo do limoneno
(0,0063%) como co-solvente do citronelol (0,125 % (v/v)) no meio liquido nimero 2 (item

4.2.5.1.).

4.2.6.5. Estudo da linhagem LB-2038 adaptada com citronelol, no meio de

cultura liquido nimero 2.

A linhagem LB-2038 foi inoculada, a partir de uma suspensdao de esporos
contendo 3 x 107 esporos, no meio liquido ndmero 2, pH inicial 6,0; e apés 8h de

crescimento foi adicionado citronelol (0,125 % (v/v)) ao meio.

70



Ap6s 20h transferimos (18 mL) para um novo meio de cultura de mesma
composi¢do, e colocamos novamente no shaker, nas mesmas condicdes citadas

anteriormente.

Uma outra adaptacao foi realizada aonde apds 72 horas de inoculados os esporos, e
com formacdo dos pelletes, adicionamos citronelol (0,125% (v/v)). Ap6s 24 horas da

adicao transferimos (18 mL) desse meio para um novo meio de cultura.

4.2.6.6. Extracdo, Identificacio e Quantificacdo dos produtos da

biotransformacao.

O filtrado do meio de cultura, 4 mL, foi extraido com uma mistura de pentano:éter
(1:1) (2 mL), adicionando-se canfora (10 mg/L), como padrdo interno. A fase organica foi
transferida para um outro frasco apds a extragdo, adicionando-se a este sulfato de sddio

anidro (0,05g).

Para a andlise e quantificacdo das amostras utilizou-se o CG e o CG-MS, onde a
coluna capilar utilizada foi de silica fundida Carbowax 20M (30m de comprimento X
0,32mm de diametro interno X 0,4um de espessura do filme). As condi¢des de andlises
foram: injecdo diretamente na coluna (on-columm) da amostra (2uL), utilizando um
programa de temperatura de 40°C por 3 minutos, com 3°C por minuto até 230°C,

permanecendo por mais 15 minutos a 230°C.

A identificagdo foi realizada com o CG-MS (Fisons GC 8000), contendo a mesma
coluna acima descrita e nas mesmas condi¢des. O detector de massas tinha a interface de
230°C, fonte idnica de 200°C, quadrupolo de 100°C, ionizagdo eletrdnica 70eV, m/z=33 —
300.

Foi calculado o indice de retencdo para essas amostras também, a partir de uma
mistura de hidrocarbonetos, contendo hidrocarbonetos lineares com 9, 10, 12, 13, 14 e 16

atomos de carbono.
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O Indice de Retencdo ou indice de Kovats foi calculado a partir de uma mistura de
hidrocarbonetos lineares (C9-C10-C12-C13-C14-C16), relacionando-se o0s picos das

amostras e os picos dos padrdes auténticos.

A férmula para o calculo do indice de retengao foi:

IR=(Tx- Tren-1) x (Cp=Cpi)x 100 x (C,qx 100)

Trcn - Trcn-l

Onde:
IR = Indice de Reten¢do

T.x = Tempo de retencdo da substiancia em questio

Tien = Tempo de retengdo do hidrocarboneto que possui tempo de reten¢do apds

Tin-1 = Tempo de retencdo do hidrocarboneto que possui tempo de retengdao

anterior Ty«
C, = Nuamero de atomos de carbono do hidrocarboneto com T,

C,.1 = Numero de atomos de carbono do hidrocarboneto com Tin1

O indice de reten¢do foi comparado com o banco de dados demonstrativo, ESO 00

Database of Essential oils (www.leffinewell.com).

Nao se encontrou nenhuma concentracdo dos produtos aqui analisados nem no
controle com adi¢do de terpeno € nem no controle com apenas o microrganismo. Quando se

encontravam estes eram descontados dos experimentos de biotransformacao.
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5. RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1. Isolamento dos microrganismos.

As frutas foram cortadas e acondicionadas em frascos pldsticos abertos para
exposi¢do ao ambiente por 7 dias (Figura 37). Apds esse tempo as amostras foram

inoculadas em frasco contendo meio liquido YM (item 4.2.), por 96 horas, em estufa a

30°C.
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Figura 37. Amostras de frutas acondicionadas em frascos (a) e apds exposi¢do ao ar por
168 horas (b).

O isolamento foi realizado em meio s6lido YM (item 4.2.) para a biotransformacgao
de terpenos. Das 368 amostras isolou-se 669 microrganismos, sendo 166 fungos (bolores),

180 leveduras e 323 bactérias.

Dos fungos utilizou-se 36 linhagens para a biotransformacdo utilizando como

substrato o citronelol, geraniol, linalol e limoneno (Figura 38). As linhagens de fungos

73



utilizadas com a sua origem e a respectiva numeracao da colecdo de microrganismos do

Laboratério de Bioaromas encontram-se na Tabela IX.

OH

citronelol geraniol Linalol limoneno

Figura 38. Estrutura dos terpenos utilizados para a biotransformagao por microrganismos,
na etapa de selecdo.

5.2. Selecao dos microrganismos.

Pelo menos cinco extratos, de cada microrganismo cultivados em meio
liquido, de cada produto da biotransformacdo com citronelol, limoneno, geraniol e linalol,
foram inicialmente analisados por CG-MS, conforme item 4.2.3.. Dessa maneira tivemos

uma idéia dos possiveis produtos de cada uma das biotransformacdes.

Em seguida, foi feita a co-injecdo do padrdao nas amostras, cdlculo do indice
de retencdo, a sua quantificagdo com o padrdo interno (decano), e a quantificacdo a partir

de uma curva padrao.

5.2.1. Selecao dos microrganismos para a biotransformacao do citronelol.

O Anexo I mostra o cromatograma do fon total obtido por espectrometria de massa

do produto da biotransformacao do citronelol, os isdmeros do 6xido de rosa (tetrahidro-4-
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metil-2-(2-metil-1-propenil)-2H-Pirano). Os dados de m/z (%) para o isdmero a do 6xido
de rosa foram: 69 (100), 139 (83), 55 (42), 83 (33), 154 (13); e para o isébmero b foram:

Tabela IX. As 36 linhagens utilizadas na etapa de selecdo da biotransformacao de terpenos,

de acordo com a sua origem e a respectiva numeragdo da colecdo de microrganismos do

Laboratério de Bioaromas.

Numeracao Numeracao
da colecao do| .. da colecao do| ..
Solo/Fruta Lab. De Numero Solo/Fruta Lab. De Nuamero
Bioaromas Bioaromas
. Manga rosa polpa
Casca de Goiaba | 1 g.7002 1 | casca LB-2010 20
Sapoti com casca | LB-2007 2 Manga rosa (polpa LB-2034 71
Sapoti sé a casca ¢ casca)
P LB-2041 3 Goiaba vermelha
Sapoti s6 a casca | LB-2060 4 (casca e polpa) LB-2042 22
Acerola com casca LB-2001 5 Umbu LB-2015 23
— madura Umbu
Acerola com casca LB-2086 24
LB-2057 6
(madura) Manga Espada LB-2013 75
Acerola com casca ” (bem madura)
(madura) LB-2008 Jamelao cortado
Manga Espada (manjeldao) LB-2040 26
(bem madura) LB-2025 8 Graviola (casca e
1 LB-2077 27
Manga Espada LB-2036 9 polpa)
(bem madura) Manielio
Manga espada J LB-2082 28
(bem madura) LB-2080 10 Semente sapoti LB-2033 29
Tamarina LB—2054 1 1 Caju Vermelho LB-2026 30
(casca e polpa)
Tamarina LB-2044 12 Solo (gNntigo aguc}e
- na regido do sertdo| LB-2000 31
Tamar?na LB-2037 13 alagoano)
Tamarina LB-2029 14 Solo (antigo acude
Casca da Graviola| [ 2074 15 na regido do sertdao| LB-2004 32
alagoano)
Casca da Graviola| L1B-2084 16 .
Goiaba vermelha Solo (antigo
LB-2019 17 .
(polpa) acgude na regido
. LB-2050 33
Manga rosa (polpa
e Casca) LB-2045 19 alagoanO)
solo(antigo acude | LB-2075 34
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Numeracao
da colecao do

Solo/Fruta Lab. De Numero
Bioaromas
na regido do sertao
alagoano)
Solo (antigo agude
na regido do sertdo| LB-2068 35
alagoano)
acerola LB-2038 36
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60(100), 139 (79), 41 (63), 55 (42), 8 (33) (Anexo II). A similaridade no banco de dados do

CG-MS foi de 91% (Anexo II) para cada um dos dois isomeros do 6xido de rosa.

O indice de reten¢do para a coluna cromatogréafica CP SIL 5 CB (a mesma que a
DB-1, a HP-1 ou a OV101), para o 6xido de rosa isomero a foi de 1101 e para o isdbmero b
do 6xido de rosa foi de 1105. Esse foi o valor encontrado também para os padrdes do 6xido
de rosa (Anexo III), enquanto que nos experimentos sem o microrganismo mas com adi¢ao

de citronelol, a concentracao de 6xido de rosa foi desprezivel (Anexo IV).

Os valores encontrados estao em conformidade com o banco de dados ESO 00

Database of essential oils (www.leffingwell.com), o tempo de reteng@o para o cis-6xido de

rosa € de 1087 e para o trans-6xido de rosa é de 1100. Esse banco de dados mostra ainda de

que plantas os 6leos essenciais podem ser obtidos com as respectivas concentracoes.

O cis-6xido de rosa pode ser encontrado em Geranium, Bourbon 11 (Espécie
botanica: Pelargonium graveolens L'Herit. ex Aiton (P. roseum), fam. Geraniaceae), na
concentracdao de 0,60% (SOUTHWELL et al., 1995); e em Rosa (Bulgaria) 3a (espécie
botanica: Rosa damascena Mill., fam. Rosaceae), na concentragdo de 0,25% (BOELENS
AND BOELENS, 1997). O trans-6xido de rosa foi encontrado na concentracao de 0,30% e
0,15%, para as respectivas espécies botanicas citadas anteriormente (SOUTHWELL et al.,

1995; BOELENS AND BOELENS, 1997).

Nas Figuras 39 a 44 encontram-se o resultado da biotransformacgdo do citronelol,
para as 36 linhagens testadas nessa etapa de selecdo, quanto ao peso seco final (mg/mL) e

pH final; concentracao de 6xido de rosa (mg/L) e a concentracdo de citronelol (mg/mL).

De acordo com as Figuras 39, 40, 41, 42, 43 e 44, observamos que a
biotransformacao do citronelol a 6xido de rosa acontece quando o microrganismo tem seu
pH final na faixa acida (pH de 1 a 3), como para o linhagem LB-2025 (ntimero 8) e LB-
2036 (nimero 9). Se o pH final for préximo a sete, a concentracdo de 6xido de rosa €
menor do que 0,5 mg/L. (Figura 40 e Figura 44; linhagens LB-2041 (no. 3) igual a 0,3
mg/mL, linhagem LB-2004 (no. 32) igual a 0,1 mg/mL e linhagem LB-2050 (no. 33) igual
a 0,3 mg/mL).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
microrganismo

B pH B peso seco (mg/mL) I

Figura 39. Massa final (peso seco (mg/mL)) e pH, para as linhagens de 1 a 12 na
biotransformacao do citronelol (linhagem no 1: LB-2002, linhagem no.2: LB-2007;
linhagem no 3: LB-2041; linhagem no.4: LB-2060; linhagem no 5: LB-2001; linhagem
no.6: LB-2057; linhagem no 7: LB-2008; linhagem no.8: LB-2025; linhagem no 9: LB-
2036; linhagem no.10: LB-2080; linhagem no 11: LB-2054; linhagem no.12: LB-2044).
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oxido de rosa
(mg/L)

microrganismos

(a)

citronelol
(mg/L)

5 6 7 8 9 10 11 12
microrganismos

(b)

Figura 40. Concentracdo de 6xido de rosa (mg/L) (a) e concentracdo de citronelol
remanescente no meio de cultura (mg/L) (b) para as linhagens de 1 a 12 na
biotransformacao do citronelol (linhagem no 1: LB-2002, linhagem no.2: LB-2007;
linhagem no 3: LB-2041; linhagem no.4: LB-2060; linhagem no 5: LB-2001; linhagem
no.6: LB-2057; linhagem no 7: LB-2008; linhagem no.8: LB-2025; linhagem no 9: LB-
2036; linhagem no.10: LB-2080; linhagem no 11: LB-2054; linhagem no.12: LB-2044).

78




13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

microrganismo

B pH M peso seco (mg/mL) I

Figura 41. Massa final (peso seco (mg/mL)) e pH, para as linhagens de 13 a 24 na
biotransformacao do citronelol (linhagem no. 13: LB-2037; linhagem no. 14: LB-2029;
linhagem no. 15: LB-2074; linhagem no. 16: LB-2084; linhagem no. 17: LB-2019;
linhagem no. 18: LB-2085; linhagem no. 19: LB-2045; linhagem no. 20: LB-2010;
linhagem no. 21: LB-2034; linhagem no. 22: LB-2042; linhagem no. 23: LB-2015;
linhagem no. 24: LB-2086).
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oxido de rosa
(mg/L)

microrganismos

(a)

(mg/L)

citronelol

microrganismos

(b)

Figura 42. Concentracdo de 6xido de rosa (mg/L) (a) e concentracdo de citronelol
remanescente no meio de cultura (mg/L) (b) para as linhagens de 13 a 24 na
biotransformacdo do citronelol (linhagem no. 13: LB-2037; linhagem no. 14: LB-2029;
linhagem no. 15: LB-2074; linhagem no. 16: LB-2084; linhagem no. 17: LB-2019;
linhagem no. 18: LB-2085; linhagem no. 19: LB-2045; linhagem no. 20: LB-2010;
linhagem no. 21: LB-2034; linhagem no. 22: LB-2042; linhagem no. 23: LB-2015;
linhagem no. 24: LB-2086).
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25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

microrganismo

W pH B peso seco (mg/mL) I

Figura 43. Massa final (peso seco (mg/mL)) e pH, para as linhagens de 25 a 36 na
biotransformacao do citronelol (linhagem no. 25: LB-2013; linhagem no. 26: LB-2040;
linhagem no. 27: LB-2077; linhagem no. 28: LB-2082; linhagem no. 29: LB-2033;
linhagem no. 30: LB-2026; linhagem no. 31: LB-2000, linhagem no. 32: LB-2004;
linhagem no. 33: LB-2050; linhagem no. 34: LB-2075; linhagem no. 35: LB-2068;
linhagem no. 36: LB-2038).
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oxido de rosa
(mg/L)

microrganismos

(a)

citronelol
(mg/L)

microrganismos

(b)

Figura 44. Concentra¢do de 6xido de rosa (mg/L) (a) e concentracdo de citronelol
remanescente no meio de cultura (mg/L) (b) para as linhagens de 25 a 36 na
biotransformacao do citronelol (linhagem no. 25: LB-2013; linhagem no. 26: LB-2040;
linhagem no. 27: LB-2077; linhagem no. 28: LB-2082; linhagem no. 29: LB-2033;
linhagem no. 30: LB-2026; linhagem no. 31: LB-2000; linhagem no. 32: LB-2004;
linhagem no. 33: LB-2050; linhagem no. 34: LB-2075; linhagem no. 35: LB-2068;
linhagem no. 36: LB-2038).
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A linhagem LB-2000 (no. 31) se mostrou uma excec¢ao, uma vez que o pH final foi

de 2,17 e a concentracdo de 6xido de rosa préxima a zero, 0,1 mg/mL (Figura 43).

Em relacdo ao peso seco observamos que esses microrganismos isolados foram
capazes de crescer em diferentes pHs, desde a faixa 4cida até a neutralidade (Figura 39, 41

e 43).

Apenas o linhagem LB-2002 (no.1), que apresentou pH final mais bésico (8,71),

fol que apresentou uma massa menor do que os demais (5,15 mg/mL).

Quanto ao 6xido de rosa (Figura 40a, 42a e 44a) as linhagens LB-2025 (no. 8) e
LB-2036 (no. 9) foram capazes de obter maior concentracao de 6xido de rosa a partir da

biotransformacao do o citronelol.

Cabe ressaltar que o 6xido de rosa apresenta um valor de mercado 25 vezes maior

do que o do citronelol (Tabela X)

Tabela X. Comparagdo do valor do 6xido de rosa, produto da biotransformacao,

em relacdo ao citronelol

COMPOSTO PRECO/QUANTIDADE

(U$/mL)
Citronelol 0,27
Oxido de rosa 17,60

A concentracdo de citronelol remanescente no meio de cultura mostrou-se
intermedidria em relacdo as demais linhagens (Figura 40b, 42b e 44b). Neste caso, a
concentracdo de citronelol remanescente no meio (Figura 40b, 42b, 44b) ndo mostrou uma
relacdo direta com a producdo do 6xido de rosa (Figura 40b, 42b, 44b) e nem com o pH e a

massa celular (Figura 39, 41 e 43).

As melhores concentracdes de oxido de rosa (6,5 mg/L, para a linhagem LB-2025
(no. 8) e 4,5 mg/L, para a linhagem LB-2036 (no. 9)) s@o inferiores as encontradas em

plantas; no entanto, o fato de ter sido obtido o 6xido de rosa por biotransformacdo, ¢ muito
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importante. O 6xido de rosa obtido através de processos biotecnoldgicos € considerado
natural, logo de fécil aceitacio pelo consumidor. Além disso, para obter essas
concentracdes de 6xido de rosa por plantas precisamos de quantidades muito grandes, da
ordem de Kg ou toneladas, de plantas. Por microrganismos pode-se realizar a
biotransformacdo em escalas industriais de modo a se obter maiores quantidades. Dai a
importancia para o trabalho de selecio em obter microrganismos capazes de realizar essa

biotransformac¢ao com maior eficiéncia.

ApOs esta etapa do trabalho foram selecionadas as linhagens de niumero 8 € 9, que
correspondem a LLB-2025 e LB-2036, respectivamente, para estudar o seu comportamento
ao longo da biotransformagdo do citronelol bem como o comportamento da produgdo de

oxido de rosa em diferentes meios de cultura.

5.2.1.1. Biotransformacao do citronelol de acordo com o tempo.

Sendo as linhagens LB-2025 (no. 8) e LB-2036 (no. 9) as que foram capazes de
transformar o citronelol em uma maior concentracio de 6xido de rosa a partir do citronelol,
acompanhou-se a massa celular e o pH de cada linhagem, bem como a concentragdo do
o6xido de rosa e citronelol remanescente no meio de cultura, ao longo do tempo da

biotransformacao.

Esse comportamento para a linhagem LB-2025 (no. 8) e a linhagem LB-2036 (no.

9) sdo mostrados nas Figuras 45 e 46, respectivamente.

A adicdo de citronelol aconteceu quando o microrganismo estd no inicio da fase
estaciondria e em pH acido (Figura 45a e Figura 46a). Dessa maneira, o0 microrganismo se

encontra adaptado a adi¢do de citronelol, que € acido.

Ap06s a adicao de citronelol, o 6xido de rosa € formado, e a seguir é metabolizado
ou incorporado as células dos microrganismos (Figura 45b e Figura 46b). Somente apds a
terceira adi¢do, 144 horas e 168 horas, hd o acimulo do 6xido de rosa (Figura 45b e Figura

46b), com a concentracao de citronelol se mantendo constante (Figura 45b e 46b).
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Figura 45. Crescimento (peso seco (mg/mL)) e o pH (a) na biotransformacao do citronelol

em relagdo a sintese de 6xido de rosa, a adicdo de citronelol (| ) e o citronelol
remanescente no meio de cultura (b), para a linhagem LB-2025 (no. 8).
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Figura 46. Crescimento (peso seco (mg/mL)) e o pH (a) na biotransformacao do citronelol

em relagio a sintese de 6xido de rosa, a adi¢do de citronelol ( | ) e o citronelol
remanescente no meio de cultura (b), para a linhagem 2036 (no. 9).
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Em 168 horas de crescimento tanto o meio contendo a linhagem LB-2025 (Figura
45a) quanto o meio contendo a linhagem LB-2036 (no. 9) (Figura 46a) sofrem uma leve
queda no pH, que pode estar relacionado ao acimulo de 6xido de rosa e a concentragdao

final de citronelol (Figura 45b e 46b).

5.2.2. Selecao dos microrganismos para a biotransformacao do limoneno.

As amostras analisadas pelo CG-MS mostraram que os produtos da
biotransformacao do limoneno foram o carveol (p-menta-6,8-dien-2-ol), carvona (p-menta-
6,8-dien-2-ona) e o alfa-terpineol (a,0,4-trimetil-3-ciclo-hexeno-1-metanol). A relacdo m/z
(%) esté representada na Tabela XI e nos Anexos V e VI, dos produtos da biotransformacao

da linhagem 2038.

Tabela XI. Relacido da m/z (%) de cada um dos compostos encontrados na
biotransformacao do limoneno (Anexo V e VI).

Composto m/z (%)

A: 109 (100), 84 (92), 41 (75), 55 (54), 91
(33), 119 (17), 134 (8), 152 (8).
B: 84 (100), 41 (79), 55 (63), 109 (48), 69
(42), 134 (38), 123 (25).
82(100), 54(58), 93 (50), 39(42), 108 (23), 67
(8)

carveol (p-menta-6,8-dien-2-ol)

carvona (p-menta-6,8-dien-2-ona)

Terpineol
59 (100), 43 (54), 93 (46), 81 (29), 121 (25),

136 (25), 67 (21), 107 (4).

(a,0,4-trimetil-3-ciclohexeno-1-

metanol)

68 (100), 79 (50), 39 (46), 53 (25), 119 (21),
93 (17), 166 (13), 149 (8), 138 (4).

limoneno

87



O indice de retencao foi calculado para a carvona e para o a-terpineol uma vez que
estes eram os padrdes disponiveis no laboratdrio. Esse indice para a coluna cromatografica
CP SIL 5 CB (semelhante a DB-1, a HP-1 ou a OV101), apresentou para a carvona, o valor
de 1169 (Anexo VId); sendo o do padrao de carvona (Anexo VII), também de 1169. Para o
alfa-terpineol, o valor foi de 1133 (Anexo VIa), e para o padrao (Anexo VIII) de 1138.
Esses dados estao proximos com os dados do banco de dados que para a carvona € de 1219
e para o alfa-terpineol € de 1174. O limoneno, nas amostras, apresentou o indice de
retencdo igual a 1162 (Anexo Vle), enquanto que o padrao (Anexo IX) apresentou o valor
de 985 enquanto que o do banco de dados foi de 1024. J4 para a biotransformacdo do
limoneno na auséncia do microrganismo (controle da oxidac¢do ou degradacdo quimica do

limoneno), ndo se encontrou nem a carvona e nem o alfa-terpineol (Anexo X)

Conforme esse banco de dados a carvona e o alfa-terpineol podem ser encontrados

em diversas plantas (Tabela XII).

Nas Figuras 47, 48 e 49 temos o perfil de peso seco e do pH final para cada uma
das linhagens aqui estudadas. Os fungos cresceram bem em pH alcalinos,
(aproximadamente 8,0) na presenca de limoneno, diferente do que ocorrera com a
biotransformacdo do citronelol (Figura 39). Isto nos leva a crer que esses microrganismos
crescem tanto em pH alcalinos quanto dcidos, dependendo apenas da estrutura do terpeno,

que se encontra presente.

Em relacdo a producdo de o-terpineol e carvona (Figura 47b, 48b e 49b) as
linhagens que apresentaram maior concentragao foram as de nimero LB-2025 (no. 8) e LB-
2038 (no. 36), que se mostraram capazes de fazer essa biotransformag¢dao em pH bastante
acidos (linhagem LB-2025, com pH 1,86; e linhagem LB-2038, com pH 2,88). Mesmo em
pH extremamente dcidos e na presenca do limoneno, essas linhagens foram capazes de
crescer (linhagem LB-2025, 8,8 mg/mL e linhagem LB-2038, 15,37 mg/mL) (Figura 47a e
49a).

Os resultados da Figura 47, 48 e 49 nao mostram uma correlacdo da produgdo de

a-terpineol e carvona, com o pH e a massa seca para as 36 linhagens utilizadas.
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Tabela XII. Plantas com as concentracdes de carvona e alfa-terpineol.

Concen-
composto Nome Espécie botanica Referéncia
tracao (%)
Anethum graveolens L., fam. CHARLES et al.,
Carvona 68 Dill seed 3 ) )
Apiaceae (Umbelliferae) 1995.
Lavender
Lavandula angustifolia Mill., | VENSKUTONIS
0,37 angustifolia
fam. Lamiaceae (Labiatae) etal., 1997.
(Lithuania)
0.01 Wormwood Artemisia absinthium L., fam. MUCCIARELLI
' (Mugwort) (Italy) 2 Asteraceae (Compositae) etal., 1995
Lavender
Lavandula angustifolia Mill., | VENSKUTONIS
Terpineol 4,37 angustifolia
fam. Lamiaceae (Labiatae) etal., 1997
(Lithuania)
Juniperus communis L., fam. SCHILCHER et
2,20 Juniper berry 8
Cupressaceae al., 1993
Laurus nobilis L., fam.
1,70 Laurel leaf (Italy) 2 PINO et al., 1993
Lauraceae
Pelargonium graveolens
Geranium, SOUTHWELL et
0,80 L'Herit. ex Aiton
Bourbon 11 al., 1995
(P. roseum), fam. Geraniaceae
Rosa damascena Mill., fam. BOELENS and
0,70 Rose (Bulgaria) 3*
Rosaceae BOELENS, 1997
017 Lemon (Italy- Citrus limon (L.) Burm., fam. DELLACASSA,
' Sicily) 10 Rutaceae etal., 1995
Ocimum basilicum L., fam. BARITAUX et
0,05 Basil (France) 2
Lamiaceae (Labiatae) al., 1992
0.04 Laranja, doce Citrus sinensis (L.) Osbeck, DUGO et al.,
’ (Italy) 5 fam. Rutaceae 1994
0.01 Wormwood Artemisia absinthium L., fam. MUCCIARELLI
’ (Mugwort) (Italy) 2 Asteraceae (Compositae) etal., 1995

89



microrganismos

B pH B peso seco (mg/mL) I

(a)

(mg/L)

microrganimos

‘ O limoneno (mg/L) @ terpineol (mg/L) O carvona (mg/L) I

(b)

Figura 47. Seleciao dos microrganismos (1 ao 12) para a biotransformacgao do limoneno: (a)
curva de crescimento (peso seco (mg/mL)) e pH; (b) concentracdo de limoneno
remanescente no meio de cultura,alfa-terpineol e carvona (mg/L) (linhagem no. 1: LB-
2002, linhagem no. 2: LB-2007; linhagem no. 3: LB-2041; linhagem no. 4: LB-2060;
linhagem no. 5: LB-2001; linhagem no. 6: LB-2001; linhagem no. 7: LB-2008; linhagem
no. 8: LB-2025; linhagem no. 9: LB-2036; linhagem no. 10: LB-2080; linhagem no. 11:
LB-2054; linhagem no. 12: LB-2044).
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Figura 48. Seleciao dos microrganismos (13 ao 24) para a biotransformacio do limoneno:
(a) curva de crescimento (peso seco (mg/mL)) e pH; (b) concentragdo de limoneno
remanescente no meio de cultura, alfa-terpineol e carvona (mg/L) (linhagem no. 13: LB-
2037; linhagem no. 14: LB-2029; linhagem no. 15: LB-2074; linhagem no. 16: LB-2084;
linhagem no. 17: LB-2019; linhagem no. 18: LB-2085; linhagem no. 19: LB-2045;
linhagem no. 20: LB-2010; linhagem no. 21: LB-2034; linhagem no. 22: LB-2042;

linhagem no. 23: LB-2015; linhagem no. 24: LB-2086).



microrganismos

B pH M peso seco (mg/mL) I

(a)
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(b)

Figura 49. Selecdo dos microrganismos (25 ao 36) para a biotransformag¢do do limoneno:
(a) curva de crescimento (peso seco (mg/mL)) e pH; (b) concentracdo de limoneno
remanescente no meio de cultura, alfa-terpineol e carvona (mg/L) (linhagem no. 25: LB-
2013; linhagem no. 26: LB-2040; linhagem no. 27: LB-2077; linhagem no. 28: LB-2082;
linhagem no. 29: LB-2033; linhagem no. 30: LB-2026; linhagem no. 31: LB-2000,
linhagem no. 32: LB-2004; linhagem no. 33: LB-2050; linhagem no. 34: LB-2075;
linhagem no. 35: LB-2068; linhagem no. 36: LB-2038).
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O Ilimoneno dificilmente aparece presente, nas diferentes amostras dos
microrganismos, devido a sua alta volatilidade (Figura 47b, 48b, 49b), mas nas linhagens
LB-2045 (no. 19) (11 mg/L) e LB-2013 (no. 25) (13 mg/L) observamos concentracdes mais
altas do que as outras amostras. Ambas as linhagens LB-2045 e LB- 2013 (no. 19 e 25),
cresceram em pH dcidos préximos de 4,0 (linhagem LB-2045 (no. 19): pH 3,95 e linhagem
LB-2013 (no. 25), pH 4,07) (Figura 48a e 49a).

Mas essa relacio entre o limoneno remanescente no meio de cultura e o pH ndo
pode ser observado para outras linhagens como para a linhagem LB-2044 (no. 12) (pH
4,13); LB-2037 (no. 13) (pH 4,34); LB-2019 (no. 17) (pH 4,34) e LB-2000 (no. 31) (pH
4,04) (Figura 47a, 48a e 49a). Nessas linhagens a concentracido de limoneno remanescente
ficou menor ou bem proximo a 1 mg/L (linhagem LB-2044 (no. 12) igual a 1,15 mg/mL;
LB-2037 (no. 13) igual a 1,20 mg/mL; LB-2019 (no. 17) sem limoneno e LB-2000 (no. 31)
igual a 1,1 mg/mL) (Figura 47b, 48b e 49b).

Para essas linhagens verificamos que o seu crescimento, dado pelo peso seco final,

ficou praticamente na mesma faixa (Figura 47a, 48a e 49a).

A carvona pode ser obtida da planta Anethum graveolens L., fam. Apiaceae
(Umbelliferae), em alta concentracdo, o que dificilmente seria gerado numa escala

biotecnoldgica (Tabela XII).

Mas vale a pena lembrar que o limoneno é um residuo da industria de citricos e de
baixo valor agregado. Dessa maneira, a carvona obtida a partir da biotransformagdo do
limoneno, seria um produto de alto valor agregado obtido a partir de um residuo da
inddstria de citricos, de baixo valor. Isso pode ser constatado na Tabela XIII, onde

verificamos que a carvona apresenta um valor de 168 vezes maior do que o do limoneno.

O preco do a-terpineol também pode ser obtido a partir desse sub-produto da
industria de citrus, aumentando o seu valor agregado. A sua concentracdo em plantas é

pequena e bastante inferior a da carvona obtida por plantas (Tabela XII).
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Na Tabela XIII vemos que o preco/quantidade do o-terpineol € 33 vezes maior do

que o do limoneno. Demonstrando que a producdo por via biotecnoldgica, a

biotransformacao do limoneno, € de grande interesse.

Tabela XIII. Comparagdo do valor do alfa-terpineol e da carvona, produtos da

biotransformacao em relacdo ao seu substrato, o limoneno.

PRECO PRECO/QUANTI
COMPOSTO | FABRICANTE | PUREZA QUANTIDADE DADE
(U$/mL) .
(U$/mL) (*)
Limoneno* Fluka 99% 1L 18.80 0.018
o-terpineol Aldrich 98.,5% 50mL 29.70 0,594
(33)
Carvona* Fluka 99% 10mL 30.20 3.02
(168)

*www.sigma-aldrich.com em 08/06/LB-2001
(M) relagdo de preco/quantidade do composto biotransformado em rela¢do ao limoneno.

5.2.3. Selecao dos microrganismos para a biotransformacao do geraniol.

As 36 linhagens de fungos citadas anteriormente também foram cultivadas em

meio liquido para a biotransformacgdo do geraniol.

Pelos Anexos XI e XII podemos verificar a andlise do CG-MS para a linhagem

LB-2041 (no. 3), dentre as cinco analisadas, da biotransformacao do geraniol.

Os produtos obtidos foram o 4-metil-3-penten-1-o0l (97% de similaridade), 6-metil-
5-hepten-2-ona (93% de similaridade), e o geraniol remanescente no meio (93% de

similaridade) (Anexo XII).

Na biotransformacao do geraniol, na auséncia do microrganismo (Anexo XIII) nao
se encontrou nenhum dos compostos encontrados na biotransformacao do geraniol com os

respectivos microrganismos.

Os dados de m/z (%) encontram-se a seguir para cada um dos compostos. O 4-
metil-3-penten-1-ol: 41 (100), 69 (46), 67 (17), 39 (17), 100 (9); 6-metil-5-hepten-2-ona: 43
(100), 41 (46), 55 (26), 39 (17), 69 (17), 108 (17), 93 (9), 83 (5), 112 (5); e o geraniol: 41
(100), 69 (77), 39 (17), 67 (17),93 (13), 53 (9), 84 (9), 123 (6) e 111 ().
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5.2.4. Selecao de microrganismos para a biotransformacao do linalol.

Os produtos da biotransformacao do linalol pela linhagem LB-2002 foram o 6xido

de linalol, ocimenol, a-terpineol e o geraniol, conforme a identificacdo por CG-MS (Anexo

XIV e XV).

Os fragmentos dos ions e sua abundancia estdo apresentados na Tabela XIV. Essa

relacdo m/z (%) estd de acordo com os resultados encontrados para SHIMIZU et al. (1982),
BOCK et al. (1986) e DEMYTTENAERE e WILLEMEN (1998).

Tabela XIV. Relagdao m/z (%) para o linalol e seus produtos de biotransformacao obtidos

pelo CG-MS (Anexo XV).

Composto

m/z(%)

Oxido de linalol (furanoide)
(o,0,,5-trimetil-eteniltetrahidro-

2-furanometanol)

A: 59 (100), 43 (71), 94 (35), 68 (25), 111 (17), 81 (13),
137 (2), 155 (2).

B: 59 (100), 43 (63), 94 (38), 68 (25) 41 (17), 81 (13),
137 (2), 155 (2).

Linalol (3,7-dimetil-1,6-

octadien-3-o0l)

71 (100), 41 (92), 55(79), 93 (63), 80 (29), 121 (13),
107 (4), 136 (4).

Ocimenol

A: 93 (100), 59 (85), 43 (67), 81 (58), 121 (25), 212
(25), 77 (13), 107 (8)

B: 93 (100), 59 (75), 43 (65), 59 (75), 136 (25), 121
(21), 67 (13), 107 (8)

alfa-terpineol (p-1-menten-8-

ol)

59 (100), 43 (54), 93 (46), 81 (29), 121 (25), 136 (25),
67 (21), 104 (4).

Geraniol (3,7-dimetil-2,6-

octadien-1-ol)

41 (100), 69 (67), 53 (8), 84 (8), 93 (8), 123 (4), 111
(2), 136 (2).
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Os dados apresentam similaridade com o banco de dados do CG-MS em 94% para
os Oxidos do linalol; 93% para o linalol; 93% para o geraniol e 95% para o a-terpineol

(Anexo XV).

O indice de reten¢do obtido para o padrdo de isdmeros do 6xido de linalol (furano)
(Anexo XVI) foi de 1041 e 1053; para o linalol (Anexo XVI) de 1056, para o geraniol de
1176 (Anexo XVII) e para o a-terpineol (Anexo VIII) de 1138. Enquanto que nas amostras
os indices de reten¢do foram 1045 e 1051, para os isdmeros do 6xido do linalol (furano);

1057 para o linalol; 1183 para o geraniol e 1134 para o a-terpineol.

O Anexo XVIII mostra que ma auséncia do microrganismo o 6xido do linalol

(furano) foram formados em baixas concentragdes.

O indice de retencdo foi calculado apenas para o 6xido de linalol, geraniol e a-

terpineol, de acordo com os padrdes disponiveis no laboratério.

A Tabela XV apresenta a concentracdo de cada um dos isomeros do 6xido de

linalol em plantas.

Tabela XV. Concentracio dos 6xidos de linalol (furano).

Concen-
composto tracao Nome Espécie botanica Referéncia
(%)
Tran§—0X1do de Laver‘lder‘ Lal./andula angu;tifolia VENSKUTONIS
linalol 1,98 angustifolia Mill., fam. Lamiaceae etal. 1997
(furanoide) (Lithuania) (Labiatae) v
Zizyphus jujuba Zizyp h.usj “ b.tba Mill. WONG et al.,
0,01 : . var. inermis, fam.
fruit (Malaysia) 1996
Rhamnaceae
Cls-pX1d0 de Laven.de}t Lm.)andula angufmfolza VENSKUTONIS
linalol 2,44 angustifolia Mill., fam. Lamiaceae ot al.. 1997
(furanoide) (Lithuania) (Labiatae) ”

Nas Figuras de 50 a 55 encontramos os resultados para a biotransformac¢do do
linalol em relacdo ao pH final, peso seco final e as concentragdes de linalol remanescente
no meio de cultura, geraniol, 6xido de linalol e a-terpineol, para cada uma das 36 linhagens

estudadas.
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microrganismo

‘ B pH B peso seco (mg/mL) I

Figura 50. Massa final (peso seco (mg/mL)) e pH, para as linhagens de 1 a 12 na

biotransformacao do linalol (linhagem no 1: LB-2002, linhagem no.2: LB-2007; linhagem
no 3: LB-2041; linhagem no.4: LB-2060; linhagem no 5: LB-2001; linhagem no.6: LB-

2057; linhagem no 7: LB-2008; linhagem no.8: LB-2025; linhagem no 9: LB-2036;
linhagem no.10: LB-2080; linhagem no 11: LB-2054; linhagem no.12: LB-2044).
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Figura 51. Concentragdo de linalol remanescente no meio de cultura e geraniol (a); e a
concentra¢do do 6xido de linalol e alfa-terpineol (mg/L) (b) para as linhagens de 1 a 12 na
biotransformacdo do linalol (linhagem no 1: LB-2002, linhagem no.2: LB-2007; linhagem

no 3: LB-2041; linhagem no.4: LB-2060; linhagem no 5: LB-2001; linhagem no.6: LB-

2057; linhagem no 7: LB-2008; linhagem no.8: LB-2025; linhagem no 9: LB-2036;
linhagem no.10: LB-2080; linhagem no 11: LB-2054; linhagem no.12: LB-2044).
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Figura 52. Massa final (peso seco (mg/mL)) e pH, para as linhagens de 13 a 24 na
biotransformacao do linalol (linhagem no. 13: LB-2037; linhagem no. 14: LB-2029;
linhagem no. 15: LB-2074; linhagem no. 16: LB-2084; linhagem no. 17: LB-2019;
linhagem no. 18: LB-2085; linhagem no. 19: LB-2045; linhagem no. 20: LB-2010;
linhagem no. 21: LB-2034; linhagem no. 22: LB-2042; linhagem no. 23: LB-2015;
linhagem no. 24: LB-2086).
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Figura 53. Concentragdo de linalol remanescente no meio de cultura e geraniol (a); e a
concentracdo do 6xido de linalol e alfa-terpineol (mg/L) (b) para as linhagens de 13 a 24 na
biotransformacdo do linalol (linhagem no. 13: LB-2037; linhagem no. 14: LB-2029;
linhagem no. 15: LB-2074; linhagem no. 16: LB-2084; linhagem no. 17: LB-2019;
linhagem no. 18: LB-2085; linhagem no. 19: LB-2045; linhagem no. 20: LB-2010;
linhagem no. 21: LB-2034; linhagem no. 22: LB-2042; linhagem no. 23: LB-2015;
linhagem no. 24: LB-2086).
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Figura 54. Massa final (peso seco (mg/mL)) e pH, para as linhagens de 25 a 36 na
biotransformacao do linalol (linhagem no. 25: LB-2013; linhagem no. 26: LB-2040;
linhagem no. 27: LB-2077; linhagem no. 28: LB-2082; linhagem no. 29: LB-2033;
linhagem no. 30: LB-2026; linhagem no. 31: LB-2000, linhagem no. 32: LB-2004;
linhagem no. 33: LB-2050; linhagem no. 34: LB-2075; linhagem no. 35: LB-2068;
linhagem no. 36: LB-2038).
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Figura 55. Concentragao de linalol remanescente no meio de cultura e geraniol (a); e a
concentracdo do 6xido de linalol e alfa-terpineol (mg/L) (b) para as linhagens de 25 a 36 na
biotransformacao do linalol (linhagem no. 25: LB-2013; linhagem no. 26: LB-2040;
linhagem no. 27: LB-2077; linhagem no. 28: LB-2082; linhagem no. 29: LB-2033;
linhagem no. 30: LB-2026; linhagem no. 31: LB-2000; linhagem no. 32: LB-2004;
linhagem no. 33: LB-2050; linhagem no. 34: LB-2075; linhagem no. 35: LB-2068;
linhagem no. 36: LB-2038).
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As 36 linhagens testadas foram capazes de crescer em pH dcido, mas em pH
basico, a linhagem LB-2050 (no. 33) (pH 8,21) e LB-2075 (no. 34) (pH 8,32) (Figuras 54)
apresentaram menor massa (linhagem LB-2050 (no. 33) igual a 4,68; e a linhagem LB-
2075 (no. 34) igual a 8,38). Este fato também ocorreu para a linhagem 1 quando da

biotransformacdo do citronelol (Figura 39).

O o6xido de linalol e o o-terpineol ndo foram produzidos por todos os

microrganismos (Figura 51b, Figura 53b, Figura 55b).

Para o a-terpineol apenas 6 linhagens foram capazes de produzi-lo (Figura 51b,

53b, 55b).

A biotransformacdo do linalol em seus o6xidos (furano) foi realizada por 21
linhagens das 36 testadas. E interessante observar ainda que as linhagens que produziram o
a-terpineol ndo foram capazes de produzir o 6xido de linalol (furano) em quantidades

significativas.

A linhagem LB-2008 (no. 7) foi capaz de produzir mais 6xido de linalol (furano)

assim como o geraniol a partir da biotransformac¢do com linalol (Figura 51).

A obtencdo do geraniol e do 6xido de linalol (furano) a partir do linalol pela

linhagem LLB-2008 (no. 7) ocorreu em pH neutro (7,06) (Figura 51).

No caso da biotransformacao do linalol nao foi observado uma correlagao entre a
producdo do 6xido (furano), geraniol, a-terpineol, o linalol remanescente no meio (Figura

51, 53, 55), o pH final e a massa seca final (Figura 50, 52, 54).

As concentracdes aqui obtidas tanto para o 6xido de linalol (furano) quanto para o
a-terpineol sdo inferiores as encontradas em plantas (Tabela XV e XII). Mas devemos
ressaltar que os compostos aqui obtidos sdo considerados naturais devido a metodologia

empregada.
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5.3. Microrganismos selecionados: LB-2025, LB-2036 ¢ LB-2038.

Os microrganismo selecionados na biotransformacdo do citronelol foram as
linhagens LB-2025 (no. 8) e a LB-2036 (no. 9), para a producdo do 6xido de rosa a partir
do citronelol; e as linhagens LB-2025 (no. 8) e LB-2038 (no.36)para a produgdo de carvona

e a-terpineol a partir da biotransformag¢ao do limoneno.

Os estudos de taxonomia de FISCHER e COOK (2001) levam a indicacdo que os
microrganismos selecionados pertencam ao seguinte Género: a linhagem LB-2038 (Figura
56a) trata-se do Aspergillus sp., a linhagem LB-2025 (no. 8) de Penicillium sp. (Figura
56b) e a linhagem LB-2036 (no. 9) de Penicillium sp. (Figura 56c).

5.4. Composicao dos diferentes meios de cultura liquidos para a biotransformacao do

citronelol e do limoneno.

Nos experimentos de selecio dos microrganismos para a biotransformag¢do com
citronelol, limoneno, geraniol e linalol utilizaram-se o meio classificado nesse item como

meio de ndmero 1.

Nessa etapa as linhagens estudadas foram as que apresentaram maior taxa de
biotransformacao do citronelol (LB-2025 (no. 8), LB-2036 (no. 9) e LB-2038 (no. 36)) e do
limoneno (LB-2025 (no. 8) e LB-2038 (no. 36)).

Essas linhagens foram induzidas pelos substratos especificos (citronelol ou
limoneno) e pelos respectivos produtos (6xido de rosa, ou carvona ou alfa-terpineol),
conforme o item 4.2.4, de maneira que essas linhagens se adaptassem tanto aos substratos

quanto aos produtos obtidos.

Aqui também foram realizados os experimentos controle conforme citado em 4.2.
Nos experimentos controle para a biotransformagcdo do citronelol ndo se encontrou
concentracdes de 6xido de rosa. Nos experimentos da biotransformagdao do limoneno os

resultados do controle encontram-se mostrados nas respectivas Figuras.
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(b)

(c)

Figura 56. Foto em microscépio 6tico com aumento de 400x, dos linhagems (a)
linhagem LB-2038: Aspergillus sp., (b) linhagem LB-2025: Penicillium sp., e (c) LB-
2036: Penicillium sp..
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5.4.1. Estudo da biotransformacao pela adicao de 0,1% (v/v) de citronelol, apés

inducao.

Conforme citadas anteriormente as linhagens aqui estudadas foram induzidas e o

meio de referéncia utilizado nos experimentos foi o meio de nimero 1.

Dessa maneira podemos observar que para a linhagem LB-2025 (no. 8) houve uma
diminui¢do do pH, do experimento da etapa da selecdo da biotransformacio do citronelol
(Figura 39) para o experimento em diferentes meios (Figura 57a), no meio 11, antes da

inducdo o pH era de 3,00 e apds a inducdo o pH foi de 2,2.

Além disso, a massa celular obtida foi de 20 mg/mL (Figura 39) sendo agora de 14

mg/mL (Figura 57b).

A linhagem L.B-2036 (no. 9) antes da indugdo foi capaz de crescer em pH final de
3,0 com massa celular final de 20,3 mg/mL (Figura 39) e apds a indu¢do houve uma ligeira

queda tanto no pH final, pH 2,2, e massa celular final de 16 mg/mL (Figura 57).

A linhagem LB-2038 (no. 36) antes da inducdo apresentou um pH final ndo tao
acido quanto as linhagens LB-2025 (no. 8) e LB-2036 (no. 9) que foi de pH 5,05, e uma
massa celular final relativamente pequena de 7,41 mg/mL (Figura 43), também em relagcao
as linhagens LB-2025 (no. 8) e LB-2036 (no. 9). Apds a indugdo a linhagem LB-2038 (no.
36) teve o seu pH final mais acido, pH 3,9, mas uma massa celular final ligeiramente maior

de 9,5 mg/mL (Figura 57).

No caso das linhagens LB-2025 (no. 8) e LB-2036 (no. 9) observamos uma
diminui¢do do pH e também da massa celular (Figura 39 e Figura 57). Na linhagem LB-
2038 (no. 36) ha também uma queda no valor de pH apds a indu¢do, mas hd um aumento na

massa celular final (Figura 43 e Figura 57).

Em relacdo ao 6xido de rosa produzido por biotransformacdo pela linhagem LB-
2025 (no. 8) antes da inducgdo foi de 6,5 mg/L (Figura 40a) e apds a indugdo esse valor
passou para 30 mg/L (Figura 58a), o que representa um aumento de aproximadamente 5

VEZES.
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Figura 57. Comportamento do pH (a) e do peso seco (b) em quatro meios de cultura
liquido diferentes, com trés adi¢des de 0,1% (v/v) de citronelol (item 4.2.5.), com duas
concentragdes de esporos, para 3 linhagens apds a inducao (item 4.2.4.) (LB-2025: S8IND,
LB-2036: 9IND, LB-2038: 36IND) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de esporos
inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10" esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).
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Figura 58. Concentracdo do 6xido de rosa (a) e do citronelol (b) em quatro meios de
cultura liquido diferentes, com trés adi¢des de 0,1% (v/v) de citronelol (item 4.2.5.), com
duas concentracdes de esporos, para as trés linhagens (LB-2025, LB-2036 e LB-2038) apds
a inducdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8IND, LB-2036: 9IND, LB-2038: 36IND) (xy; x = meio

1,2, 3 e 4; e y = concentracio de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 107 esporos e 3
igual a 3 x 10" esporos).
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As linhagens LB-2036 (no. 9) e LB-2038 (no. 36) também apresentaram aumentos
nas concentracdes de 6xido de rosa obtidas. No caso da linhagem LB-2036 (no. 9), a
producdo de 6xido de rosa antes da indugdo que foi de 4,5 mg/L (Figura 40a) passou para

38 mg/L (Figura 57a) que representa um aumento de 8 vezes.

A linhagem LB-2038 (no. 36) também foi capaz de produzir mais 6xido de rosa,
de 3 mg/L (Figura 44a), antes da inducdo, para 29 mg/L (Figura 58a), apds a inducao,

sendo um aumento de quase 10 vezes.

As concentracOes de citronelol remanescente no meio de cultura para a linhagem
LB-2025 (no. 8) e LB-2036 (no. 9) também foram menores, 0 que representa um maior

consumo com maior produ¢do de 6xido de rosa (Figura 40b e Figura 58b).

Antes da indugdo a linhagem LB-2025 (no. 8) e LB-2036 (no. 9) tinham como
citronelol remanescente no meio de cultura 220 mg/L e 300mg/L (Figura 40b),
respectivamente. Enquanto que apds a indugdo o citronelol remanescente no meio de
cultura passou para 80 mg/L para a linhagem LB-2025 (no. 8) e 120 mg/L para a linhagem
LB-2036 (no. 9) (Figura 58b).

Para a linhagem LB-2038 (no. 8) a quantidade de citronelol ndo mostrou nenhuma

alteracdo (Figura 40b e Figura 58b).

As Figuras 57 e 58 mostram os resultados nos 4 meios testados, para as trés
linhagens apds a indugdo (LB-2025 (no. 8IND), LB-2036 (9IND) e LB-2038 (36IND))
(item 4.2.4.) com o citronelol, com duas concentracdes de inoculo diferentes, para cada um
deles, quanto ao pH (Figura 57a), massa celular (Figura 57b), concentracdo de 6xido de
rosa (Figura 58a) e concentracdo de citronelol remanescente no meio de cultura (Figura

58b).

Quando analisamos a Figura 57 observamos que quanto maior o pH do meio de
cultura, menor a massa celular final encontrada. Esse pH mais neutro (meio 4) (Figura 57a)
apresenta a maior concentracdo de citronelol remanescente no meio de cultura (LB-2025
(8IND): meio 41e 43; LB-2036 (9IND): meio 41; LB-2038 (36IND): meio 41 e 43) (Figura
58b).

Quanto a concentracdo de 6xido de rosa ndo observamos nenhuma relagdo entre as

duas concentracdes de esporos inoculadas para cada uma das linhagens (Figura 58a). Sendo
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que a maior concentracdo de 6xido de rosa foi encontrada para a linhagem 2036 apds a

adicdo (9IND), no meio 1, com inoculo de 3 x 107 esporos, aproximadamente de 48 mg/L.

Na Figura 57b verificamos que as linhagens tinham uma massa celular menor no
meio de ndmero 4, do que nos demais meios. Portanto essas linhagens teriam que utilizar o
citronelol como fonte de carbono, muito embora essa fonte de carbono seja de dificil
metaboliza¢do para os microrganismos como pode ser constatado pela massa celular final

destes.

Dessa maneira, quando calculamos o rendimento do 6xido de rosa, transformado a
partir do citronelol, pela massa celular, os maiores rendimentos foram encontrados para o
meio 4 (Figura 59). Essa observacdo também foi vdlida para o citronelol remanescente no

meio de cultura em relagdo a massa celular (Figura 60).

Além disso, os rendimentos tanto do Oxido de rosa produzido pela
biotransformacgdo quanto do citronelol remanescente no meio de cultura, pela massa celular
mostraram que o meio nimero 4 foi superior aos demais meios (Figura 59 e Figura 60).
Isso porque a massa celular dos microrganismos (Figura 57b) foi extremamente pequena,

menor ou igual a 2 mg/mL (Figura 57a).

Pela Figura 57 a e b podemos observar ainda, que os maiores crescimentos foram
encontrados em pH extremamente dcidos, pH de 2 a 3, o que j4 tinha sido observado
quando da selecdo dos microrganismos para a biotransformagdo do citronelol (Figura 39,

41 e 43).

No meio de nimero 4 hd as maiores concentragdes do citronelol remanescente no
meio de cultura, em relagdo aos demais meios de cultura, mas ndo hd uma formacgao
diretamente proporcional de 6xido de rosa (Figura 58a e Figura 58b). Portanto quando
calculamos os rendimentos do produto (6xido de rosa) pelo substrato remanescente
(citronelol) encontramos como melhores rendimentos os do meio de nimero 1 (Figura 61),
que em relacdo aos demais apresentam as menores concentracdes de citronelol

remanescente no meio de cultura (Figura 58b).
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Figura 59. Rendimento (Y) da concentracdo do 6xido de rosa pelo peso seco em quatro
meios de cultura liquido diferentes, com trés adi¢des de 0,1% (v/v) de citronelol (item
4.2.5.), com duas concentracdes de esporos, para as trés linhagens (LB-2025, LB-2036 e
LB-2038) ap6s a indugdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8IND, LB-2036: 9IND, LB-2038:
36IND) (xy; x =meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de esporos inoculadas, sendo 1 igual a
1 x 107 esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).
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Figura 60. Rendimento (Y) da concentragdo do citronelol remanescente no meio de cultura
pelo peso seco (b) em quatro meios de cultura liquido diferentes, com trés adi¢des de 0,1%
(v/v) de citronelol (item 4.2.5.), com duas concentracdes de esporos, para as trés linhagens
(LB-2025, LB-2036 e LB-2038) apds a inducdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8IND, LB-2036:
9IND, LB-2038: 36IND) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentragdo de esporos
inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10" esporos e 3 igual a 3 x 10" esporos).
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Figura 61. Rendimento (Y) da concentracdo do 6xido de rosa pelo citronelol remanescente
no meio de cultura em quatro meios de cultura liquido diferentes, com trés adi¢des de 0,1%
(v/v) de citronelol (item 4.2.5.), com duas concentragdes de esporos, para as trés linhagens
(LB-2025, LB-2036 e LB-2038) apds a indugdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8IND, LB-2036:
OIND, LB-2038: 36IND) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de esporos
inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10" esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).

5.4.2. Estudo da biotransformacao pela adicao de 0,5% (v/v) de citronelol, apés

inducio.

Na Figura 62 encontramos o comportamento do pH final e peso seco final para as
linhagens apoés a inducdo, com uma quantidade cinco vezes maior de citronelol adicionado

do que a do experimento anterior (item 5.4.1.) (Figura 57).
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Figura 62. Comportamento do pH (a) e do peso seco (b) em quatro meios de cultura
liquido diferentes, com trés adi¢des de 0,5% (v/v) de citronelol (item 4.2.5.), com duas
concentragdes de esporos, para as trés linhagens (LB-2025, LB-2036 e LB-2038) apds a
indugdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 81, LB-2036: 91, LB-2038: 36I) (xy; x =meio 1,2,3 e 4; e
y = concentragio de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10" esporos e 3 igual a 3 x 10’
€Sporos).
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O pH final observado com a adi¢do de 0,5% de citronelol foi menor para as
linhagens LB-2025 (no. 8), LB-2036 (no. 9) e LB-2038 (no. 36), apds a inducao (Figura
62a) em relacdo a adicao de 0,1% de citronelol (Figura 57a).

O crescimento (peso seco final) foi bem maior com 0,5% de citronelol (Figura
62b) do que com 0,1% de citronelol (Figura 57b), muitas vezes préximo do dobro obtido

com a adicdo de 0,1% de citronelol (Figura 57b).

Na Figura 62 observamos também que quando adicionamos mais esporos (meios
23, 33, 43), obtivemos pH final maior do que os meios correspondentes com menores

concentragdes de esporos.

Na Figura 62a e Figura 62b nao encontramos a mesma relagdo entre o pH e o peso
seco do que o encontrado para a adicao de 0,1% (v/v) de citronelol (Figura 57a e Figura

57b), aonde um maior crescimento foi obtido em menores pHs.

Na Figura 63a vemos que as maiores concentracdes de 6xido de rosa foram para o
meio 4, com 1 x 10’ esporos de esporos inoculados (meio 41), para as trés linhagens,
embora esse também tenha sido o meio que se tenha mais citronelol remanescente no meio

de cultura (Figura 63b).

Pela Figura 62b verificamos que para os trés linhagens testados, no meio 4, temos
um crescimento pequeno, embora esse crescimento seja superior ao obtido com a menor
adicao de citronelol (0,1%) (Figura 57b). Como esse meio nao apresenta fonte de carbono,
e s6 podera utilizar o citronelol como essa fonte, dai esse aumento no peso seco. Isso
também se refletird no citronelol remanescente no meio de cultura uma vez que temos a
mesma concentragdo de esporos tanto na adi¢do com 0,1% de citronelol (Figura 58b) e na
adicdo com 0,5% de citronelol (Figura 63b). Ou seja, aumentamos a concentracdo de
citronelol em cinco vezes, mas ndo aumentamos O crescimento na mesma propor¢do, na
maioria dos casos o dobro (Figura 57b e 62b). Entdo grande parte desse citronelol
permanece no meio, ndo sendo metabolizado pelos microrganismos e muito menos sendo

transformado em 6xido de rosa.
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Figura 63. Concentracdo do 6xido de rosa (a) e do citronelol (b) em quatro meios de
cultura liquido diferentes, com trés adi¢des de 0,5% (v/v) de citronelol (item 4.2.5.), com
duas concentracdes de esporos, para as trés linhagens (LB-2025, LB-2036 e LB-2038) apds
a inducdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 81, LB-2036: 91, LB-2038: 36]) (xy; x =meio 1, 2, 3 e 4;
e y = concentracio de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 107 esporos e 3 igual a 3 x
107 esporos).
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Aqui tem também os maiores rendimentos de 6xido de rosa pelo peso seco (Figura
64) foram significantes maiores no meio numero 4, do que nos outros meios, também pelo

fato de que as linhagens no meio 4 t€m um crescimento bem inferior.

Para o rendimento do citronelol remanescente no meio de cultura pelo peso seco,
também, observamos que no meio nimero 4 obtivemos os maiores rendimentos (Figura
65). Isto esta relacionado com dito anteriormente, ao crescimento neste meio de cultura

(meio ndmero 4, Figura 62b) ser muito pequeno.

J4& o rendimento do produto (6xido de rosa) pelo substrato remanescente
(citronelol) (Figura 66), verificamos, como para o experimento com 0,1 % (v/v) de adicao
do citronelol (Figura 61) que os maiores rendimentos foram encontrados para o meio 3,
para as linhagens L.B-2036 (no. 9I) e LB-2038 (no. 36I). Para a linhagem LB-2025 (81) o

maior rendimento foi obtido com o meio 1 (Figura 66).

5.4.3. Estudo da Biotransformacao pela adicao de 0,1% (v/v) de limoneno, apés

inducao.

De acordo com a Figura 67, verificamos que nao ha grandes modificacdes no pH e
. 7 7 ~
peso seco entre os inoculo contendo 1 x 10" esporos e com 3 x 10" esporos da suspensao de

cada fungo.

Em relacio ao pH obtivemos resultados semelhantes ao ja citados aonde os
microrganismos com pH final mais 4cido sdo capazes de crescer mais (Figura 67). Assim
como para com a biotransformacio com o citronelol, a do limoneno no meio 41 e 43, o
crescimento foi muito pequeno, o que ird refletir nos rendimentos de produtos em relagao

ao peso seco final (Figura 69 e 71).
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Figura 64. Rendimento (Y) da concentracdo do 6xido de rosa pelo peso seco em quatro
meios de cultura liquido diferentes, com trés adicdes de 0,5% (v/v) de citronelol (item
4.2.5.), com duas concentragcdes de esporos, para as trés linhagens (LB-2025, LB-2036 e
LB-2038) apds a indugdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 81, LB-2036: 91, LB-2038: 36I) (xy; x =
meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracio de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10 esporos
e 3 igual a 3 x 107 esporos).
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Figura 65. Rendimento (Y) da concentracdo do citronelol remanescente no meio de cultura
pelo peso seco em quatro meios de cultura liquido diferentes, com trés adicdes de 0,5%
(v/v) de citronelol (item 4.2.5.), com duas concentra¢des de esporos, para as trés linhagens
(LB-2025, LB-2036 e LB-2038) apds a inducdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 81, LB-2036: 91,
LB-2038: 36I) (xy; x =meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de esporos inoculadas, sendo 1
igual a 1 x 107 esporos e 3 igual a 3 x 107 esporos).
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Figura 66. Rendimento (Y) da concentracdo do 6xido de rosa pelo citronelol remanescente
nos quatro meios de cultura liquido diferentes, com trés adi¢cdes de 0,5% (v/v) de citronelol
(item 4.2.5.), com duas concentracdes de esporos, para as trés linhagens (LB-2025, LB-
2036 e LB-2038) apds a inducdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 81, LB-2036: 91, LB-2038: 36I)
(xy; x =meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentragdo de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’
esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).
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Figura 67. Comportamento do pH e do peso seco em quatro meios de cultura liquido
diferentes, com trés adi¢des de 0,1% (v/v) de limoneno (item 4.2.5.), com duas
concentracdes de esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a indugdo
(item 4.2.4.) (LB-2025: 81, LB-2038: 36I) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracio de
esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10" esporos e 3 igual a 3 x 10" esporos).
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Figura 68. Concentracio de alfa-terpineol em quatro meios de cultura liquido diferentes,
com trés adi¢des de 0,1% (v/v) de limoneno (item 4.2.5.), com duas concentracdes de
esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a indugdo (item 4.2.4.) (LB-
2025: 8I, LB-2038: 36I) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de esporos
inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10" esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).

81 361
meio de cultura/microrganismo

Figura 69. Rendimento (Y) da concentragdo do alfa-terpineol pelo peso seco em quatro
meios de cultura liquido diferentes, com trés adi¢cdes de 0,1% (v/v) de limoneno (item
4.2.5.), com duas concentra¢des de esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038)
apo6s a indugdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8I, LB-2038: 36]) (xy; x =meio 1, 2,3 e4;ey =
concentracio de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10 esporos e 3 igual a 3 x 10’
esporos).
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Figura 70. Concentracdo de carvona em quatro meios de cultura liquido diferentes, com
trés adi¢des de 0,1% (v/v) de limoneno (item 4.2.5.), com duas concentragdes de esporos,
para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a inducgdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 81, LB-
2038: 36I) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentragdo de esporos inoculadas, sendo 1
igual a 1 x 10’ esporos e 3 igual a 3 x 10 esporos).

81 361
meio de cultura/microrganismo

Figura 71. Rendimento (Y) da concentracdo de carvona pelo peso seco (a) em quatro
meios de cultura liquido diferentes, com trés adi¢cdes de 0,1% (v/v) de limoneno (item
4.2.5.), com duas concentragdes de esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038)
ap6s a indugdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8I, LB-2038: 36]) (xy; x =meio 1, 2,3 e4;ey =
concentragio de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’ esporos e 3 igual a 3 x 10’
esporos).
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Nos controles mostrados na Figura 68 e 70 verificamos que os niveis de
concentracdo de alfa-terpineol e carvona sdo superiores aos resultados encontrados,
indicando que ndo hd biotransformacio, mas sim biodegradacdo desses dois compostos.
Isso pode ser observado na Figura 68 para a obtengdo de alfa-terpineol aonde a linhagem
LB-2025 (no. 8) apds a indugdo foi capaz de degradar completamente este composto no
meio 1. O mesmo acontecendo para o mesmo linhagem em relagdo a carvona no meio 1, 2
e 3 (Figura 70), aonde houve degradacdo completa enquanto que no meio 4 houve

degradacao parcial (Figura 70).

A linhagem LB-2038 (no. 36) também foi capaz de biodegradar completamente a
carvona no meio 1; e no meio 2 e 3, nas menores concentracdes de inoculo (Figura 70). Nas
maiores concentragdes de inoculo para o meio 2 e 3 (23 e 33 — Figura 70), houve

degradacao, mas ndo completamente como no meio 1 (Figura 70).

5.4.4. Biotransformacao pela adicao de 1% (v/v) de limoneno, apés inducao.

Assim como para os resultados com menores concentracdes de limoneno (item
5.4.3.) (Figura 67), quanto menor o pH maior o crescimento dos microrganismos (Figura

72).

Nas Figuras 73 e 75 observamos que nesta concentra¢do de limoneno adicionada
(1% (v/v)), ndo foi possivel realizar a degradacao completa em todos os meios como para
com a menor concentracdo (0,1% (v/v)) (Figura 68 e 70). Mas observamos que houve

degradacao parcial de alfa-terpineol e carvona.

Para o alfa-terpineol houve a degradacdo completa no meio 41 para a linhagem
LB-2025 (no. 8) (Figura 73). Ainda para esse mesmo linhagem observamos que no meio 21

houve uma transformacdo do limoneno em alfa-terpineol, ao invés da degradacdo.
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Figura 72. Comportamento do pH e do peso seco em quatro meios de cultura liquido
diferentes, com trés adi¢cdes de 1% (v/v) de limoneno (item 4.2.5.), com duas concentragdes
de esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a indugdo (item 4.2.4.) (LB-
2025: 8IND, LB-2038: 36IND) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de esporos
inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10" esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).
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Figura 73. Concentracio de alfa-terpineol em quatro meios de cultura liquido diferentes,
com trés adi¢des de 1% (v/v) de limoneno (item 4.2.5.), com duas concentragdes de
esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a indugdo (item 4.2.4.) (LB-
2025: 81, LB-2038: 36I) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentragdo de esporos
inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10" esporos e 3 igual a 3 x 10 esporos).

124



81 361
meio de cultura/microrganismo

O Yterp./p.s.

Figura 74. Rendimento (Y) da concentracido do alfa-terpineol pelo peso seco em quatro
meios de cultura liquido diferentes, com trés adi¢des de 1% (v/v) de limoneno (item 4.2.5.),
com duas concentragdes de esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a
indugdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8I, LB-2038: 36I) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4, ey =
concentragio de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 107 esporos e 3 igual a 3 x 10’
esporos).

controle
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Figura 75. Concentracdo de carvona em quatro meios de cultura liquido diferentes, com
trés adicoes de 1% (v/v) de limoneno (item 4.2.5.), com duas concentragdes de esporos,
para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a inducgao (item 4.2.4.) (LB-2025: 81, LB-
2038: 36I) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de esporos inoculadas, sendo 1
igual a 1 x 10" esporos e 3 igual a 3 x 10 esporos).
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As degradacdes de carvona ficaram em aproximadamente 50% da concentracdo de

carvona nos controles (Figura 75).

Os rendimentos de alfa-terpineol em relagdo ao peso seco foram pequenos, de um
modo geral, por apresentarem concentracdes de alfa-terpineol e peso seco semelhantes
entre os 4 meios de cultura utilizados. Ha apenas uma excecdo para a linhagem LB-2038
(no. 36), ap6s inducdo (36I), no meio 41 e 43 (Figura 74), aonde os rendimentos foram

altos devido a baixa massa celular nesses meios (Figura 72).

Na Figura 76 encontramos o rendimento da carvona em relacdo a massa celular,
sendo os maiores rendimentos obtidos para o meio 4, aonde a massa celular (Figura 72), da
linhagem LB-2025 (no. 8) (meio 41) e da linhagem LB-2038 (no. 36) (meios 41 e 43), apds
a inducdo (LB-2025: 81 e LB-2038: 36I), foram superiores aos demais meios de cultura.

81 361
meio de cultura/microrganismo

O Ycarv./p.s. |

Figura 76. Rendimento (Y) da concentracdo de carvona pelo peso seco (a) em quatro
meios de cultura liquido diferentes, com trés adi¢des de 1% (v/v) de limoneno (item 4.2.5.),
com duas concentracdes de esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a
inducdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8I, LB-2038: 36I) (xy; x = meio 1, 2,3 e 4;e y =
concentracdo de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10" esporos e 3 igual a 3 x 10’
€Sporos).
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5.4.5. Biotransformacao pela adicao de 0,1% (v/v) de limoneno, com pH inicial

6,0; apds inducao.

Na Figura 77 temos os resultados de peso seco e pH, em meio de cultura com pH
inicial fixo de 6,0, e apds a adi¢do de limoneno nos controles, notamos que apenas o meio 4
teve um valor menor de pH final, enquanto que os demais permaneceram aproximadamente

em 6,0.

Neste experimento também encontramos que quanto o menor o pH maior a massa

celular encontrada (Figura 77).

Mesmo nesse meio com pH inicial fixo, obtivemos a degradacdo de alfa-terpineol
(Figura 78) e carvona (Figura 80), sendo que a carvona foi degradada completamente em
um nimero maior de meios de cultura (meio 13, 21, 23 e 31, para a linhagem LB-2025 (81);

e para a linhagem L.B-2038 (36I) nos meios 23 e 33 — Figura 80).

Para o alfa-terpineol encontramos a degradacdo apenas para o meio 41 da
linhagem L.B-2038 (361), enquanto que para outros meios, como 23, para a linhagem LB-
2025 (8I), e o meio 11, 13 e 31 para a linhagem LB-2038 (36I), encontram-se
concentracdes maiores de alfa-terpineol do que o encontrado nos controle, o que indica que

o limoneno foi transformado em alfa-terpineol (Figura 78).

Nos meios 33, 41 e 43 para a linhagem LB-2025 (8I); e nos meios 31, 41 e 43,

obteve-se uma maior concentracdo de carvona do que o obtido nos controle (Figura 80).

Os rendimentos tanto de alfa-terpineol (Figura 79) quanto de carvona (Figura 81)
em relacdo ao peso seco foram maiores para o meio 4, devido a menor massa celular
encontrada para cada um dos microrganismos. Havendo uma excec¢ao para a linhagem LB-
2038 (36I) no meio 41 aonde ndo ha alfa-terpineol mais, por ele ter sido completamente

degradado (Figura 78).

127



81 361 controle
meio de cultura/microrganimo

‘ H pH B peso seco (mg/mL) I

Figura 77. Comportamento do pH e do peso seco em quatro meios de cultura liquido
diferentes, com trés adicoes de 0,1% (v/v) de limoneno, com pH inicial calibrado a 6,0
(item 4.2.5.), com duas concentracdes de esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-
2038) apos a indugdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 81, LB-2038: 36]) (xy; x =meio 1,2,3 e 4; e
y = concentragio de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’ esporos e 3 igual a 3 x 10’
€Sporos).
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Figura 78. Concentracdo de alfa-terpineol em quatro meios de cultura liquido diferentes,
com trés adi¢cdes de 0,1% (v/v) de limoneno, com pH inicial calibrado a 6,0 (item 4.2.5.),
com duas concentragdes de esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a
indugdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8I, LB-2038: 36I) (xy; x =meio 1, 2, 3 e 4, ey =
concentragio de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’ esporos e 3 igual a 3 x 10’
€Sporos).
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Figura 79. Rendimento (Y) da concentragdo do alfa-terpineol pelo peso seco em quatro
meios de cultura liquido diferentes, com trés adi¢des de 0,1% (v/v) de limoneno, com pH
inicial calibrado a 6,0 (item 4.2.5.), com duas concentragdes de esporos, para as trés
linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a inducdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 81, LB-2038: 36I)
(xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracio de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’
esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).

controle
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Figura 80. Concentracdo de carvona em quatro meios de cultura liquido diferentes, com
trés adi¢des de 0,1% (v/v) de limoneno, com pH inicial calibrado a 6,0 (item 4.2.5.), com
duas concentragdes de esporos, para as trés linhagens (LB-2025 e LB-2038) ap6s a indugdo
(item 4.2.4.) (LB-2025: 81, LB-2038: 36I) (xy; x = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentracdo de
esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 107 esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).
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Figura 81. Rendimento (Y) da concentracdo de carvona pelo peso seco (a) em quatro
meios de cultura liquido diferentes, com trés adicdes de 0,1% (v/v) de limoneno, com pH
inicial calibrado a 6,0 (item 4.2.5.), com duas concentracdes de esporos, para as trés
linhagens (LB-2025 e LB-2038) apds a inducdo (item 4.2.4.) (LB-2025: 8I, LB-2038: 361)
(xy; X = meio 1, 2, 3 e 4; e y = concentragio de esporos inoculadas, sendo 1 igual a 1 x 10’
esporos e 3 igual a 3 x 10’ esporos).

5.5. Rota Metabdlica para Obtencao do Oxido de Rosa.

5.5.1. Microrganismos utilizados.
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Nessa etapa foram utilizadas as linhagens LB-2000 (no. 31), LB-2060 (no. 4), LB-
2010 (no. 20), LB-2015 (no. 23), LB-2042 (no. 3), LB-2025 (no. 8), LB-2029 (no. 14) e
LB-2038 (no. 36). Na Tabela IX encontramos a origem de cada uma das linhagens e na

Figura 82 e a Figura 83 encontramos as fotos da morfologia de cada um deles.

A linhagem LB-2038 (no. 36) (Figura 56a) trata-se do Aspergillus sp. e a linhagem
LB-2025 (no. 8) de Penicillium sp. (Figura 56b), conforme visto anteriormente (item 5.3.).

As linhagens da Figura 82 e Figura 83 sdo: linhagem LB-2042 (no. 3), Aspergillus
sp.; linhagem LB-2015 (no. 23), Penicillium sp.; a linhgem LB-2000 (no. 31), Aspergillus
sp.; a linhagem LB-2010 (no. 20), Penicillium sp.; linhagem LB-2029 (no. 14), Penicillium
sp.; € a linhagem LB-2060 (no. 4), Penicillium sp. Esta classificacdo preliminar quanto ao

género foi baseado de acordo com o estudo taxondmico de FISCHER e COOK (2001).

(a) (b)

Figura 82. Foto em microscépio 6tico com aumento de 400x, dos linhagems (a)
linhagem 2042 (no. 3): Aspergillus sp. e (b) linhagem 2015 (no. 23): Penicillium sp.

(a)
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(b)

(d)

(c)

Figura 83. Foto em microscépio 6tico com aumento de 400x, dos linhagems (a)
linhagem LB-2000 (no. 31): Aspergillus sp.; (b) linhagem LB-2010 (no. 20):
Penicillium sp.; (c¢) linhagem LB-2029 (no. 14), Penicillium sp.; (d) linhagem LB-
2060 (no. 4) Penicillium sp.

5.5.2. Biotransformacio no meio de cultura liquido nimero 4.

A partir das oito linhagens estudadas nos experimentos em meio de cultura
liquido nimero 4, adicionando-se de uma unica vez o citronelol (0,3%), obtivemos o
epoxido, 3,7-dimetil-6,7-epoxi-1-octanol, com indice de retencdo de 2086 e 2098, e o diol,

3,7-dimetil-5-octeno-1,7-diol, com indice de retengao de 2272 (Anexo XIX e Anexo XX).

Estes compostos ndo t€ém padroes comerciais disponiveis, mas ONKEN (1998)
sintetizou-os, calculando o indice de kovats para cada um deles. O 3,7-dimetil-6,7-epoxi-1-
octanol apresenta dois isOmeros, sendo o primeiro isdmero com indice de retencio de 2026

e o segundo isdmero, com indice de 2038. Ha também no Anexo XXI o espectro de massa
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obtido por ONKEN (1998) quando da sintese do epdxido para a comparacdo com o0s

espectros obtidos nos experimentos aqui analisados (Anexo XX).

Além disso, ha uma comparacdo dos dois espectros de massa do diol obtido neste
trabalho, o 3,7-dimetil-5-octeno-1,7-diol, e o obtido por ONKEN (1998) (Anexo XX e
Anexo XXII). Juntamente com esses foi anexado o espectro de massa do 3,7-dimetil-1,6,7-
octanotriol e do 3,7-dimetil-7-octeno-1,6-diol (Anexo XXIII e Anexo XXIV), obtidos
também por ONKEN (1998). Dessa maneira podemos observar que os espectros de massa
desses ultimos compostos sdo bastante diferentes dos do epdxido, 7-dimetil-6,7-epoxi-1-
octanol; e do diol, o 3,7-dimetil-5-octeno-1,7-diol, obtido nos experimentos realizados

nessa dissertacao.

O dados de m/z (%) encontram-se na Tabela XVI do espectro de massa da amostra
(Anexo XX). A formacdo do epdxido e do diol aqui obtidos para as diferentes cepas, em

diferentes tempos, encontra-se na Figura 84.

Tabela XVI. m/z (%) dos dois compostos identificados na biotransformacao utilizando o
meio liquido nimero 4.

Composto m/z (%) obtidos m/z (%) (ONKEN, 1998)

3,7-dimetil-6,7-epoxi-1-
octanol

59 (100), 55 (44), 71 (35),
41 (33), 43 (32), 81 (32),
57 (26), 85 (25), 68 (24),
96 (6), 113 (2), 111 (2),
139 (2), 121 (1), 157 (1),

154 (1).

59 (100), 55 (64), 41 (61),
43 (59), 71(51), 81 (47),
57 (42), 85 (39), 68 (36),
96 (9), 113 (3), 111 (2),
139 (2), 121 (1), 157 (1),

154 (1).

3,7-dimetil-5-octeno-1,7-
diol

43 (100), 139 (79), 69 (55),
55 (42), 41 (32), 85 (34),
121 (29), 109 (26), 95 (22),
154 (5).

43 (100), 139 (91), 69 (68),
55 (61), 41 (53), 85 (49),
121 (47), 109 (28), 95 (27),
154 (9).

Podemos afirmar, entdo, que as oito linhagens aqui testadas foram capazes de

produzir o 3,7-dimetil-6,7-epoxi-1-octanol e o 3,7-dimetil-5-octeno-1,7-diol (Figura 84).
Na Figura 61 podemos verificar o perfil de producdo de cada um das linhagens, e na Figura

62 encontramos o citronelol remanescente no meio de cultura.
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Figura 84. Formacao do 3,7-dimetil-6,7-epoxi-1-octanol (ep6xido) e 3,7-dimetil-7-octeno-
1,6-diol (diol), no meio de cultura liquido nimero 4 (item 4.2.6.3.), para as oito linhagens
(linhagem LB-2042 (no. 3); LB-2060 (no. 4); LB-2025 (no. 8); LB-2029 (no. 14); LB-2010
(no. 20); LB-2015 (no. 23); LB-2000 (no. 31); e LB-2038 (no. 36)).

De acordo com a Figura 84 observamos, que de uma maneira geral, encontramos
concentragdes do 3,7-dimetil-6,7-epoxi-1-octanol (epdxido) muito maior do que o do 3,7-

dimetil-5-octeno-1,7-diol.

Uma outra importante observacdo estd no fato de que durante o tempo de cada
linhagem para a metabolizacdo do citronelol, hd em algumas linhagens (LB-2017, LB-
2025, LB-2010, LB-2000) uma diminuicdo da concentracdo do epdxido, mas isso ndo &
convertido para a formacdo do diol (Figura 84). Sugerindo que a via de formagdo do
epoxido para a transformacdo em triol seja a rota metabdlica mais facil para o

microrganismo, neste meio de cultura.

Estas linhagens (LB-2017, LB-2025, LB-2010, LB-2000) que apresentaram uma
diminuicdo da concentracdo do epdxido ao longo do tempo (Figura 84), também tiveram
uma diminui¢do da concentracdo do citronelol com o tempo (Figura 85). Sugerindo que a
diminui¢do da formagdo do epéxido ao longo do tempo estd relacionada a concentragcdo de

citronelol.
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Figura 85. Citronelol remanescente no meio de cultura em cada uma das amostras de
fungos do meio liquido nimero 4 (item 4.2.6.3.), para as oito linhagens (linhagem LB-2042
(no. 3); LB-2060 (no. 4); LB-2025 (no. 8); LB-2029 (no. 14); LB-2010 (no. 20); LB-2015
(no. 23); LB-2000 (no. 31); e LB-2038 (no. 36))

Além disso, a rota metabdlica sugerida e proposta para Cystoderma carcharias
(Figura 27) (ONKEN, 1998; ONKEN e BERGER, 1999; SCHARDER e BERGER, 2001),

parece se confirmar para essas linhagens também.

O cultivo no meio liquido nimero 4 (item 4.2.6.3.) que ndo apresenta fonte de
carbono mostrou que o metabolismo para a possivel obtencao do 6xido de rosa talvez fosse
possivel, se esses microrganismos fossem cultivados durante um maior tempo ou se

houvesse a presenga da fonte de carbono.

Por isso o experimento seguinte foi realizado nas condi¢des em que ONKEN

(1998) obteve o 6xido de rosa.
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5.5.3. Biotransformacio no meio de cultura liquido nimero 2.

Das oito linhagens utilizados, apenas sete deles foram capazes de produzir o 6xido

de rosa (Figura 86) no meio liquido nimero 2, com pH 6,0, adicionando-se de uma unica

vez o citronelol (0,125 % (v/v)).

O ¢6xido de rosa foi determinado pelo CG e CG-MS, sendo o seu indice de
retencdo correspondente a cada isomero, de 1356 e 1370 (Anexo XXV e Anexo XXVI).
Esse indice de retencdo foi bastante proximo ou igual ao encontrado e citado por ONKEN
(1998), que seria, 1336 e 1350 para o cis/trans-6xido de rosa, respectivamente; e 1354 e

1370 o encontrado na literatura de acordo com 0 mesmo autor.

mg/L

3 4 8 14 20 23 31 36
te dias
microrganismos

O 6xido de rosa

Figura 86. Producido de 6xido de rosa dos oito linhagens testados no meio de cultura
liquida nimero 2, com pH 6,0 (item 4.2.6.3), das oito linhagens testados (linhagem LB-
2041 (no. 3); LB-2060 (no. 4); LB-2025 (no. 8); LB-2029 (no. 14); LB-2010 (no. 20); LB-
2015 (no. 23); LB-2000 (no. 31); e LB-2038 (no. 36)).
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Segundo o ESO 00 Database of essential oils (www.leffingwell.com), na coluna

carbowax 20M, utilizada tanto no CG quanto no CG-MS, o indice de reten¢do para o o cis-

oxido de rosa seria de 1354; e para o trans-6xido de rosa, 1366.

Portanto, neste meio liquido numero 2, com pH 6,0; as sete linhagens foram

capazes de transformar o citronelol em cis/trans-6xido de rosa (Figura 86).

A linhagem ndmero LB-2010 (no. 20) foi capaz de produzir a maior concentragao

de 6xido de rosa dentre as oito linhagens utilizadas (Figura 86). Essa linhagem foi também

a que apresentou a maior concentragdo de citronelol remanescente no meio de cultura
(Figura 87).

mg/L

tempo (dias)
microrganismos

M citronelol

Figura 87. Citronelol remanescente no meio de cultura liquido nimero 2, com pH 6,0 (item
4.2.6.3), dos oito linhagens testadas (linhagem LB-2041 (no. 3); LB-2060 (no. 4); LB-2025
(no. 8); LB-2029 (no. 14); LB-2010 (no. 20); LB-2015 (no. 23); LB-2000 (no. 31); e LB-

2038 (no. 36)).

ONKEN e BERGER (1999) quando estudaram a produgdo de citronelol por
Cystoderma carcharias, em reator de membrana, adicionaram a cada 24h, durante 5 dias,

40 mg/L de citronelol, e obtiveram a concentragdo maxima do triol, 3,7-dimetil-1,6,7-
octanotriol, e do diol, 3,7-dimetil-5-octeno-1,7-diol.

Na Figura 86 e Figura 87 podemos verificar que a diminui¢do da concentragcdo do

oxido de rosa estd diretamente ligada a diminui¢do da concentracdo de citronelol, o que esta
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de acordo com o encontrado por ONKEN e BERGER (1999), para o 3,7-dimetil-1,6,7-

octanotriol, e o 3,7-dimetil-5-octeno-1,7-diol.

Além disso, esse experimento foi capaz de provar que esses microrganismos sao
capazes de formar o 6xido de rosa e que a rota bioquimica proposta por ONKEN e
BERGER (1999) pode ser vilida ndo somente para Cystoderma carcharias, mas também
para outros microrganismos. Esta rota bioquimica é bastante diferente da rota metabdlica

encontrada para Botrytis cinerea (Figura 29) (BRUNERIE et al., 1987).

5.5.4. Biotransformacio no meio de cultura liquido nimero 2 do 6xido de rosa

para a linhagem LB-2038 (no. 36).

De acordo com a rota bioquimica proposta por ONKEN E BERGER (1999) e
ONKEN (1998), e confirmada para as linhagens aqui utilizadas, o 6xido de rosa seria o
composto final para a biotransformacdo do citronelol. Para confirmar essa hipdtese
adicionamos 6xido de rosa (0,125% (v/v)) ao meio de cultura liquido ndmero 2, com pH

6,0 (item 4.2.6.3.), ap6s 24 horas de crescimento, de uma tnica vez.

De acordo com os CG-MS (Anexo XXVII) podemos verificar que nao houve
nenhum outro composto presente, além do 6xido de rosa. Dessa maneira podemos dizer que

nao houve metabolizacio desse 6xido de rosa, nas 144h da andlise do experimento.

Em 96 horas houve uma nova adicao de 6xido de rosa (0,125% (v/v)) (Figura 88),
permanecendo o experimento por mais 48 horas. Ainda assim o 6xido de rosa ndo foi

transformado em nenhum composto.

A diferencga de concentragdo do 6xido de rosa, 120h e 144h (Figura 88) deve-se ao
fato de que este composto ndo e solivel em dgua. Dessa maneira quando retiramos uma

aliquota do meio temos dispersao de concentracdao do 6xido de rosa.
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Figura 88. Biotransformacio do 6xido de rosa pela linhagem LB-2038, a seta indica a
adi¢do de 6xido de rosa (0,125 % (v/v)).

5.5.5. Biotransformacao no meio de cultura liquido niimero 2 do limoneno e do
limoneno como co-adjuvante do citronelol pela linhagem LB-2038 (no.
36).

Neste experimento gostariamos de avaliar a possibilidade do limoneno atuar como

co-solvente do citronelol.

O branco do meio utilizando a adi¢do de limoneno (0,0063% (v/v)) e citronelol

(0,125% (v/v)) foi realizado ndo apresentando nenhum composto.

Na Figura 89 verificamos que houve um aumento da concentragdao do 6xido de
rosa embora essa concentracdo seja ainda pequena. Podemos verificar ainda que esse
aumento do o6xido de rosa estd diretamente relacionado a quantidade de citronelol

disponivel no meio de cultura (Figura 90).
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Figura 89. Biotransformacao do citronelol, utilizando o limoneno como co-
solvente, em 6xido de rosa, pela linhagem L.B-2038, no meio liquido niimero 2, pH 6,0
(item 4.2.6.3.).

0 24 48 72 96 120 144 168
tempo (horas)

—8— citronelol

Figura 90. Citronelol remanescente no meio liquido nimero 2, pH 6,0, utilizando o
limoneno como co-solvente do citronelol, pelo linhagem LB-2038 (item 4.2.6.3).
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5.5.6. Biotransformaciao do citronelol, no meio de cultura liquido nimero 2,
com células adaptadas, pela linhagem LB-2038.

Alguns autores mencionam a possibilidade de aumentar a concentracdo dos
compostos biotransformados a partir de uma adaptagdo das células ao composto a ser

botransformado.

A linhagem LB-2038 foi inoculada (item 4.2.6.3.), a partir de uma suspensao de
esporos, no meio liquido ndmero 2, pH inicial 6,0; e apés 8h de crescimento foi adicionado

citronelol (0,125 % (v/v)) ao meio.

Ap6s 20h de crescimento em shaker, 30°C e 160 rpm, verificamos no microscépio
6tico a existéncia de esporos, e entdo, transferimos (18 mL) para um novo meio de cultura
de mesma composi¢do, e colocamos novamente no shaker, nas mesmas condi¢des citadas

anteriormente.

Verificamos que depois de 48 horas de crescimento neste novo meio, ndo houve a
formacdo de pellets, conforme o esperado e o obtido em todos os experimentos. Mas pelo

microscopio podemos observar novamente que havia esporos.

Dessa maneira realizamos um outro tipo de adaptacdo, onde apds 72 horas de
inoculados os esporos, e com formacdo dos pelletes adicionamos citronelol (0,125% (v/v)).

Ap6s 24 horas da adi¢ao transferimos (18 mL) desse meio para um novo meio de cultura.

Encontramos 0,42 mg/L do 6xido de rosa a e 0,41 mg/L. do 6xido de rosa b, e 90

mg/L de citronelol.

5.5.7. Biotransformacao no meio de cultura liquido nimero 2, com duas
adicoes de citronelol, com a linhagem L.B-2038 (no. 36).

Conforme mencionado anteriormente, quando h4d uma diminui¢ao do citronelol, ha
concomitante diminui¢do da concentracdo do 6xido de rosa (Figura 92 e Figura 91).

Apé6s a adicdo de uma segunda dose de citronelol (Figura 91), na mesma
concentracdo do que a primeira obteve-se uma adaptacdo e um aumento da concentracio de

oxido de rosa (Figura 92).
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Isso pode ser corroborado pelos resultados encontrados por ONKEN (1998) e
ONKEN e BERGER (1999), aonde apds a adi¢do de citronelol houve um aumento na

concentragdo do 3,7-dimetil-1,6,7-octanotriol, e o 3,7-dimetil-5-octeno-1,7-diol.

2,5
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mg/L

0,5
0

0 24 48 72 96 120 144 168
T tempo (horas)

—e—ox.rosaa —"—ox.rosab

Figura 91. Biotransformacao do citronelol em 6xido de rosa, no meio de cultura
liquido nimero 2 (item 4.2.6.3.), com duas adicdes de citronelol (indicadas pelas setas).
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Figura 92. Citronelol remanescente no meio de cultura liquido nimero 2 (item
4.2.6.3.), com duas adi¢des deste (indicadas pelas setas).

142



6. CONCLUSOES

° Na selecdo de microrganismos para a biotransformacdo do citronelol
visando a obten¢do do 6xido de rosa, obtivemos dois microrganismos como as
melhores linhagens: LB-2025 (no. 8) e LB-2036 (no. 9). As linhagens LB-2025
(no. 8) e LB-2036 (no. 9) sao de Penicillium sp.; e o LB-2038 (no. 36), Aspergillus
sp.. A curva de crescimento e da biotransformacdo do citronelol, ao longo do
tempo de incubacdo, nos mostrou que tanto para a linhagem LB-2025 (no. 8)
quanto para a linhagem LB-2036 (no. 9), que somente apds a terceira adi¢do de
citronelol € que obtemos o acimulo do 6xido de rosa. Este acimulo ainda esta
relacionado a concentracdo de citronelol remanescente no meio de cultura e ao fato

do pH ser acido.

. A selecdo de microrganismos para a biotransformacdo do limoneno visando
a obtencdo de alfa-terpineol e carvona resultou em duas linhagens, LB-2025 (no.
8) e LB-2038 (no. 36). A linhagem LB-2025 (no. 8) produziu 10 mg/L para a
carvona e o alfa-terpineol; e a linhagem LB-2038 (no. 36) produziu 2 mg/L de

alfa-terpineol e 48 mg/L de carvona.

° Os produtos obtidos na biotransformacdo do geraniol foram: o 4-metil-3-

penten-1-ol e o 6 metil-5-hepten-2-ona.

° A biotransformacao do linalol resultou nos 6xidos do linalol (furano), o alfa-
terpineol e o geraniol. A linhagem LB-2008 (no. 7) foi capaz de produzir o 6xido
de linalol, 380 mg/L; e o geraniol, 11 mg/L. A linhagem LB-2010 (no. 20) foi

capaz de produzir 130 mg/L de alfa-terpineol a partir do linalol.

° As linhagens LB-2025 (no. 8), LB-2036 (no. 9) e LB-2038 (no. 36) tiveram
uma diminuicao do pH final de cultivo, apés a inducao com citronelol e o 6xido de
rosa; e para as linhagens LB-2025 (no. 8) e LB-2036 (no. 9) uma diminui¢do
também da massa celular. Para a linhagem L.B-2038 (no. 36) a massa celular final
teve um aumento. O 6xido de rosa produzido pela biotransformacao do citronelol,
pela linhagem LB-2025 (no. 8) antes da inducdo foi de 6,5 mg/L, aumentando,

apos a indugdo, para 30 mg/L, o que representa uma transformacgao do citronelol
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de aproximadamente 5 vezes. Para a linhagem LB-2036 (no. 9), a producao de
oxido de rosa antes da inducdo que foi de 4,5 mg/L passou para 38 mg/L, aumento
de 8 vezes. A linhagem LB-2038 (no. 36) produziu quase dez vezes mais 6xido de
rosa ap6s a inducgdo, de 3 mg/L antes da indugdo, para 29 mg/L apds a inducao. As
concentragdes de citronelol remanescente no meio de cultura para a linhagem LB-
2025 (no. 8) e LB-2036 (no. 9) também foram menores, 0 que representou um
maior consumo com maior produ¢do de 6xido de rosa. Para a linhagem LB-2038
(no. 36) a quantidade de citronelol remanescente no meio de cultura nio foi

alterada pela indugdo.

° As oito linhagens estudadas (linhagem LB-2042 (no. 3); LB-2060 (no. 4);
LB-2025 (no. 8); LB-2029 (no. 14); LB-2010 (no. 20); LB-2015 (no. 23); LB-
2000 (no. 31); e LB-2038 (no. 36)), no meio de cultura liquido no. 4, sem fonte de
carbono, e com adic¢do de citronelol (0,3% (v/v)), de uma unica vez foram capazes
de formar o epdxido, 3,7-dimetil-6,7-epoxi-1-octanol, e o diol, 3,7-dimetil-5-
octeno-1,7-diol. Das oito linhagens (linhagem LB-2042 (no. 3); LB-2060 (no. 4);
LB-2025 (no. 8); LB-2029 (no. 14); LB-2010 (no. 20); LB-2015 (no. 23); LB-
2000 (no. 31); e LB-2038 (no. 36)) utilizadas, apenas sete delas foram capazes de
produzir o 6xido de rosa no meio liquido nimero 2, com pH 6,0, adicionando-se

de uma tnica vez o citronelol na concentragdo de 0,125 % (v/v).

° A linhagem LB-2038 (no. 36) ndo metabolizou o 6xido de rosa, nas 144
horas de biotransformacio, mostrando que esse composto deve ser 0 composto

final da biotransformacao do citronelol.

o A linhagem LLB-2038 foi adaptada ao citronelol a partir de uma suspensao de
esporos, no meio liquido nimero 2, pH inicial 6,0; sendo que estes esporos nao
foram capazes de crescer em um novo meio liquido. Mas quando adicionamos
pellets para a biotransformagdo e 24h apds o crescimento, fez-se a adi¢do de
citronelol (0,125 % (v/v)) ao meio, encontramos 0,42 mg/L. do 6xido de rosa A e

0,41 mg/L de 6xido de rosa B.
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Anexo I. Cromatograma da linhagem LB-2080 (isomeros do 6xido de rosa (9,49-9,6
minutos; 9,71-9,81 minutos) (a e b) e o citronelol (14,23-15,89 minutos) (c)).
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Anexo III. Cromatograma do padrio de 6xido de rosa (tempo de retencao de 22,929 e
23,555 min.), citronelol (tempo de reten¢do de 26,552min.) e o padrdo interno (decano)

(tempo de retencao de 19,179 min.)
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Anexo IV. Cromatograma do experimento controle com citronelol e sem o microrganismo:
oxido de rosa (tempo de retencdo de 22,929 e 23,555 min.), citronelol (tempo de reten¢ao
de 26,552min.) e o padrdo interno (decano) (tempo de reteng¢do de 19,179 min.)
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Anexo V. Cromatograma da biotransforma¢do do limoneno pela linhagem LLB-2038 (alfa-
terpineol: 21,1-21,3 minutos, isoméros do carveol: 21,92-22.0 minutos e 22,25- 22,37
minutos, carvona: 22,6-22,7 minutos, e o limoneno: 27,5-27,7 minutos).
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Mass Peak # : 223 Ret. Time : ( 21.100-21.292)
Scan# :( 1633-1656 ) B.G. Scan# : ( 1631- 1638 )
Base Peak :59.00 ( 637772)

(DNISTI2.LIB (2) NIST62.LIB
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N
No  SIMol.Wgt. Mol.Form./Compound Name CASNo. Enwry LIB#
1 95 154 Oy 98-55-5 11024 2
3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha.,.alpha 4-trimethyl- $$ p-Menth-1-en-8-ol $$ .alpha.
2 93 154 O 98-55-5 4946 1
3-Cyelohexene-1-methanol, .alpha.,.alpha 4-trimethyl-
3093 210 -0 25374 2
Linalyl propanoate
4 92 154 10482-56-1 10948 2
3-Cyclohexene- 1-methanel, .alpha.,.alpha. 4-trimethyl-, (S)- $$ p-Menth-1-en-8-ol, (S
5 91 154 98-55-5 4945 1
3-Cyelohexene-1-methanol, .alpha.,.alpha. 4-trimethyl-
Library Name

Anexo VI. Espectros de massa referentes a andlise do cromatograma da biotransformacao
do limoneno pela linhagem LB-2038: alfa-terpineol (21,1-21,3 minutos) (a), cis-/trans-
carveol (21,92-22,0 minutos e 22,25- 22,37 minutos) (b e ¢), carvona (22,6-22,7 minutos)

(d) e o limoneno (27,5-27,7 minutos) (e).
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Mass Peak # : 193 Ret. Time : ( 21.917 - 22.025)
Scan#  :( 1731-1744 ) B.G. Scan # : ( 1725-1739 )
~ BasePeak :109.10( 12470)
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No  SI Mol.Wgt. Mol.Form./Compound Name CASNo. Entry LIB#
1 9 152 O 1197-06-4 4701 1
2-Cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, cis-
2 91 152 O 1197-07-5 4707 1
2-Cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, trans-
3 89 152 O 1197-06-4 4700 1
2-Cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, cis-
4 88 152 O 1197-07-5 4708 1
2-Cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, trans-
5 87 152 O 1197-06-4 10296 2
2-Cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, cis- $$ p-Mentha-6,8-dien-2-ol, cis
Library Name

(1) NIST12.LIB (2) NIST62.LIB

(b)

Anexo VI. Espectros de massa referentes a andlise do cromatograma da biotransformacao
do limoneno pela linhagem LB-2038: alfa-terpineol (21,1-21,3 minutos) (a), cis-/trans-
carveol (21,92-22,0 minutos e 22,25- 22,37 minutos) (b e ¢), carvona (22,6-22,7 minutos)
(d) e o limoneno (27,5-27,7 minutos) (e) (continuagao).
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Mass Peak # : 170 Ret. Time : ( 22.250 - 22.367 )
Scan# :( 1771-1785 ) B.G. Scan# : ( 1769- 1777 )
. BasePeak :84.10 ( 21328)
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50 100 150 200 250 300 350
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No  SI Mol.Wgt. Mol.Form./Compound Name CASNo. Entry LIB#
1 94 152 O 1197-06-4 4701 1
2-Cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, cis-
2 9 152 O 1197-06-4 4700 1
2-Cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, cis-
3 90 152 O 1197-06-4 10296 2
2-Cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, cis- $$ p-Mentha-6,8-dien-2-ol, cis
4 86 152 O 1197-07-5 4707 1
2-Cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, trans-
5 82 152 G 1197-07-5 10302 2

2-Cyelohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, trans- $$ p-Mentha-6,8-dien-2-ol, 1

Library Name
(1) NIST12.LIB (2) NIST62 LIB

(0

Anexo VI. Espectros de massa referentes a andlise do cromatograma da biotransformacao
do limoneno pela linhagem LB-2038: alfa-terpineol (21,1-21,3 minutos) (a), cis-/trans-
carveol (21,92-22,0 minutos e 22,25- 22,37 minutos) (b e ¢), carvona (22,6-22,7 minutos)
(d) e o limoneno (27,5-27,7 minutos) (e) (continuagao).
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Mass Peak # : 177 Ret. Time : ( 22.558 - 22.675 )
Scan# :( 1808-1822 ) B.G. Scan#:( 1806 - 1814 )
Base Peak :82.05 ( 34238)
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No  SIMol.Wgt. Mol.Form./Compound Name CAS No. Entry LIB#
1 96 150 O 2244-16-8 9801 2
2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, (S)- $$ p-Mentha-6,8-dien-2-one, (
2 94 150 99-49-0 4571 1
2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-
3 94 150 Oy 2244-16-8 4553 1
2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, (S)-
4 94 150 O 6485-40-1 9836 2
2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, (R)- $3 p-Mentha-6,8-dien-2-one, (
5 94 150 O 99-49-0 9840 2
2-Cyelohexen- 1-one, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)- $$ p-Mentha-6,8-dien-2-one $$ Carvo
Library Name

Anexo VI. Espectros de massa referentes a andlise do cromatograma da biotransformacao
do limoneno pela linhagem LB-2038: alfa-terpineol (21,1-21,3 minutos) (a), cis-/trans-
carveol (21,92-22,0 minutos e 22,25- 22,37 minutos) (b e ¢), carvona (22,6-22,7 minutos)

(d) e o limoneno (27,5-27,7 minutos) (e) (continuagao).
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Mass Peak # : 226 Ret. Time : ( 27.492 - 27.658 )
Scan#  :( 2400-2420 ) B.G. Scan# : ( 2400 - 2407 )
Base Peak : 6805 ( 10161)
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Ne  SI Mol.Wgt. Mol.Form./Compound Name CASNo. Enuy LIB#
1 8 136 Tg 5989-54-8 3571 1
Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)-, (S)-
2 80 136 16 138-86-3 6647 2
Limonene $$ Cvclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)- $8 p-Mentha-1,8-diene $5 .alph
3 80 196 2 10198-23-9 21899 2
Cyclohexanol, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)-, acetate $$ p-Menth-8-en-1-ol, acetate $%
4 78 136 g 138-86-3 3539 1
Limonene
5 78 136 16 5989-27-5 3554 1

D-Limonene

[ibrary Name
(1)NIST12.LIB (2) NIST62 LIB

(e

Anexo VI. Espectros de massa referentes a andlise do cromatograma da biotransformacao

do limoneno pela linhagem LB-2038: alfa-terpineol (21,1-21,3 minutos) (a), cis-/trans-

carveol (21,92-22,0 minutos e 22,25- 22,37 minutos) (b e ¢), carvona (22,6-22,7 minutos)

(d) e o limoneno (27,5-27,7 minutos) (e) (continuagao).
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Anexo VII. Cromatograma do padrao de carvona (tempo de retencio de 26,660 min.) e
padrdo interno (decano) (tempo de retengdo de 18,972 min.).
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Anexo VIII. Cromatograma do padrio de alfa-terpineol (tempo de retencdo de 25,416min.)
e o padrio interno (decano) (tempo de retencio de 19,102min.).
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Anexo IX. Cromatograma do padrdo de limoneno (tempo de retencao de 19,911 min.) e o
padrdo interno (decano) (tempo de retengdo de 18,873min.).
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Anexo X. Cromatograma da biotransformac¢do do limoneno na ausénica de microrganismo:
limoneno (tempo de retencao de 19,9 min.) e padrdo interno (decano) (tempo de retengdo
de 18,8 min.).
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Anexo XI. Cromatograma da linhagem LB-2041 (no. 3) da biotransformacdo do geraniol
(4-metil-3-penten-1-ol: 10,62-10,73 minutos, 6-metil-5-hepten-2-ona: 14,3-13,4 minutos e
o geraniol: 23,02-23,26 minutos)).

173



<Unknown Spectrum>

Data : GER25.D00

Mass Peak # : 232 Ret. Time : ( 10.617 - 10.725 )
Scan#  :( 375-388 ) B.G.Scan#:( 372-381 )
Base Peak :40.95 (_ 425098)
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ST Mol. Wgt. Mol.Form./Compound Name CASNo. Entry LIB#
97 100 Oy 763-89-3 1587 2
3-Penten-1-ol, 4-methyl- $$ 4-Methyl-3-penten-1-ol
93 100 O 62238-37-3 1552 2
3-Penten-1-ol, 2-methyl-
87 8 1 563-79-1 591 2
2-Butene, 2,3-dimethyl- $$ Tetramethylethylene $$ 1,1,2,2-Tetramethylethylene $$ 2,3-
87 100 O 544-12-7 1135 1
3-Hexen-1-ol
86 110 14 13643-06-6 2337 2

1,6-Heptadiene, 2-methyl- $$ 6-Methyl-1,6-heptadiene $$ CH2=CH(CH2)3C(CH3)=CH2

(a)

Anexo XII. Espectros de massa referente ao cromatograma da linhagem LB-2041
(no. 3) da biotransformacao do geraniol: 4-metil-3-penten-1-ol (10,62-10,73
minutos) (a), 6-metil-5-hepten-2-ona (14,3-13,4 minutos) (b) e o geraniol (23,02-

23,26 minutos) (c).
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<Unknown Spectrum>

Data : GER25.D00

Mass Peak # : 212 Ret. Time : ( 14.308 - 14.383 )
Scan# :( 818-827 ) B.G.Scan#:( 817-821 )
Base Peak :42.95 ( 251238)
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‘' No SIMol.Wgt. Mol.Form./Compound Name CASNo. Entry LIB#
1 93 126 O 110-93-0 2671 1
5-Hepten-2-one, 6-methyl-
2 92 126 O 110-93-0 2668 1
5-Hepten-2-one, 6-methyl-
3 91 126 O 110-93-0 2670 1
5-Hepten-2-one, 6-methyl- ;
4 90 126 O 110-93-0 4555 2
5-Hepten-2-one, 6-methyl- $$ 6-Methyl-5-heptene-2-one $$ 6-Methyl-5-hepten-2-one $$ 2
5 90 126 O 110-93-0 2669 1

5-Hepten-2-one, 6-methyl-

(b)

Anexo XII. Espectros de massa referente ao cromatograma da linhagem LLB-2041 (no. 3)
da biotransformacdo do geraniol: 4-metil-3-penten-1-ol (10,62-10,73 minutos) (a), 6-metil-
5-hepten-2-ona (14,3-13,4 minutos) (b) e o geraniol (23,02-23,26 minutos) (c)
(continuacao).

175



<Unknown Spectrum>

Data : GER25.D00

Mass Peak # : 213 Ret. Time : ( 23.017 - 23.258 )
Scan #
Base Peak :40.95 ( 1259815)

:( 1863 -1892 ) B.G. Scan # : ( 1855- 1868 )
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No  SI Mol.Wgt. Mol.Form./Compound Name CASNo. Entry LIB#
1 93 154 o 106-24-1 4840 1
2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, (E)-
2 93 154 ¢ 106-24-1 4835 1
2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, (E)-
3 92 154 106-25-2 10869 2
2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, (Z)- $$ cis-Geraniol $$ Geranyl Alcohol $$ cis-3,7-
4 91 154 106-25-2 4842 1
2.6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, (Z)-
5 91 154 106-24-1 4836 1
2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, (E)-
(c)

Anexo XII. Espectros de massa referente ao cromatograma da linhagem LB-2041 (no. 3)
da biotransformacdo do geraniol: 4-metil-3-penten-1-ol (10,62-10,73 minutos) (a), 6-metil-
5-hepten-2-ona (14,3-13,4 minutos) (b) e o geraniol (23,02-23,26 minutos) (c)

(continuacao).
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Injection Date : 09/26/2001

Sample Name : padrao Location : Vial 1
Acq. Operator : denise
Inj Volume : Manually
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\DENISE.M
Last changed : 09/18/2001
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Anexo XIII. Cromatograma da biotransformagao do geraniol na auséncia de
microrganismo: padrio interno (decano) (18,9 minutos) e o geraniol (26,9 minutos).
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Anexo XIV. Cromatograma da biotransformacao do linalol pela linhagem LB-2002 (no. 1)
(isdmeros do 6xido de linalol (furano) (alfa, alfa, 5-trimetil-5-etenil-tetrahidro-2-furano-
metanol): 17.58-17.68 minutos e 18,017-18,16 minutos; linalol: 18,1-18,3 minutos; alfa-

terpineol: 21,1-21,29 minutos; e geraniol: 23,03-23,16 minutos).
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<Unknown Spectrum> -
Data : LIN4.D00

Mass Peak # : 204 Ret. Time : ( 17.575 - 17.683 )

Scan#  :( 1210-1223 ) B.G. Scan# :( 1204- 1214 )

Base Peak : 59.00 ( 126414)
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No  SIMol.Wgt. Mol Form./Compound Name CASNo.  Entry LIB#

1 % 170 2% 5989-33-3 5983 1
2-Furanmethanol, 5-ethenyltetrahydro-.alpha.,.alpha.,5-trimethyl-, cis-

294 170 3% 5989-33-3 15258 2
2-Furanmethanol, 5-ethenyltetrahydro-.alpha.,.alpha..5-trimethyl-, cis- $3 Furfuryl a

3 93 170 2% - -0 15179 2
trans-Linaloloxide

4 92 170 N -0 15178 2
cis-Linaloloxide

5 92 170 2% 5989-33-3 5982 1
2-Furanmethanol, 5-ethenyltetrahydro-.alpha., alpha.,5-trimethyl-, cis-

Library Name
(1) NIST12.LIB (2) NIST62.LIB
(a)

Anexo XV. Espectros de massa da biotransformacao do linalol pela linhagem LB-2002 (no.
1) para o 6xido de linalol (furano) (a,a,5-trimetil-etenil-tetrahidro-2-furano-metanol)
(17.58-17.68 minutos e 18,017-18,16 minutos) (a, b), linalol (18,1-18,3 minutos) (c), o alfa-
terpineol (21,1-21,29 minutos) (d) e o geraniol (23,03-23,16 minutos) (e).
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<Unknown Spectrum> -
Data : LIN4.D00

Mass Peak # : 248 Ret. Time : ( 18.017 - 18.158 )

Scan#  :( 1263-1280 ) B.G. Scan#:( 1261-1271 )

Base Peak :59.00 (_ 96509)

59

43

o 81 111
Li Ll Al ld,, 1 137 155166 184195 210 225 248 271 285 303 321332 345 359 376
' T v Y T v T T ' T T T T ¥ T T T v T T T T
50 100 150 200 250 300 350
<Hit List>
59

68 #
7
bwk | wo
9
43 94

68 ‘E
SRR TN -
. 5

—
—_

125 ]:?7 l§5

(73}
=
=
~
—
e —
—

Koo J% 'é "o P

125137 155
50
43 R
4
68 M 11
ll 11; JIJ ihla %‘n—l t 125 137 155
5p
399 94
5 11
81 |*>7 o5
{ b_ﬂkh ||ull il |'|| '13:’. ‘l:-l’s‘ gy ey ST SN
0 300 350
-~ 50 100 150 200 25
No  SI Mol Wgt. Mol.Form./Compound Name CASNo. Entry LIB#
1 9 170 ) 5989-33-3 5983 1
2-Furanmethanol, 5-ethenyltetrahydro-.alpha...alpha.,5-trimethyl-, cis-
2 9% 170 2% 5989-33-3 15258 2
2-Furanmethanol, 5-ethenyltetrahydro- alpha.,.alpha.,5-trimethyl-, cis- $3 Furfuryl a
393 170 3 -0 15179 2
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Library Name
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(b)

Anexo XV. Espectros de massa biotransformag¢ao do linalol pela linhagem LB-2002 (no. 1)
para o 6xido de linalol (furano) (a,o,5-trimetil-etenil-tetrahidro-2-furano-metanol) (17.58-
17.68 minutos e 18,017-18,16 minutos) (a, b), linalol (18,1-18,3 minutos) (c), o alfa-
terpineol (21,1-21,29 minutos) (d) e o geraniol (23,03-23,16 minutos) (e) (continuagao).
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Anexo XV. Espectros de massa biotransformag¢ao do linalol pela linhagem LB-2002 (no. 1)
para o 6xido de linalol (furano) (a,o,5-trimetil-etenil-tetrahidro-2-furano-metanol) (17.58-
17.68 minutos e 18,017-18,16 minutos) (a, b), linalol (18,1-18,3 minutos) (c), o alfa-
terpineol (21,1-21,29 minutos) (d) e o geraniol (23,03-23,16 minutos) (e) (continuagao).
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Anexo XV. Espectros de massa biotransformac¢ao do linalol pela linhagem LB-2002 (no. 1)
para o 6xido de linalol (furano) (a,a,5-trimetil-etenil-tetrahidro-2-furano-metanol) (17.58-
17.68 minutos e 18,017-18,16 minutos) (a, b), linalol (18,1-18,3 minutos) (c), o alfa-
terpineol (21,1-21,29 minutos) (d) e o geraniol (23,03-23,16 minutos) (e) (continuagdo).
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Library Name
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Anexo XV. Espectros de massa biotransformagao do linalol pela linhagem LB-2002 (no. 1)
para o 6xido de linalol (furano) (a,o,5-trimetil-etenil-tetrahidro-2-furano-metanol) (17.58-
17.68 minutos e 18,017-18,16 minutos) (a, b), linalol (18,1-18,3 minutos) (c), o alfa-
terpineol (21,1-21,29 minutos) (d) e o geraniol (23,03-23,16 minutos) (e) (continuagao).
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Anexo XVI. Cromatograma do padrao de 6xido de linalol (tempo de retencdo de 21,352 e
21,844 min.), linalol (22,075) e o padrao interno (decano)
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Anexo XVII. Cromatograma do padrdo de geraniol (tempo de reteng¢ao de 26,998 minutos)
e o padrdo interno (decano) (tempo de retencdo de 18,962 minutos).
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Anexo XVIII. Cromatograma da biotransformacao do linalol na auséncia do
microrganismo: 6xido de linalol (tempo de retencao de 21,28 e 21,84 min.), linalol (22,01)
e o padrdo interno (decano)
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Anexo XIX. Cromatograma da biotransformacao do citronelol pela linhagem LB-2000. (a)
padrao interno, canfora (25,919 minutos); (b) citronelol (29,569 minutos); (c) o 3,7-dimetil-
6,7-epoxi-1-octanol, isdbmero a e o isdbmero b (38,870 minutos); e (d) o 3,7-dimetil-5-
octeno-1,7-diol (44,720 minutos).
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(a)
Anexo XX. Espectro de massa referente ao cromatograma da linhagem LB-2000. O 3,7-
dimetil-6,7-epoxi-1-octanol, isomero a (a) e o isdmero b (b), e o 3,7-dimetil-5-octeno-1,7-
diol (c).
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Anexo XX. Espectro de massa referente ao cromatograma da linhagem LB-2000. O 3,7-
dimetil-6,7-epoxi-1-octanol, isomero a (a) e o isdmero b (b), e o 3,7-dimetil-5-octeno-1,7-
diol (¢) ( continuagio).
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(c)
Anexo XX. Espectro de massa referente ao cromatograma da linhagem LB-2000. O 3,7-

dimetil-6,7-epoxi-1-octanol, isobmero a (a) e o isdbmero b (b), e o 3,7-dimetil-5-octeno-1,7-
diol (¢) (continuacdo).
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Anexo XXI. Espectro de massa do ,7-dimetil-6,7-epoxi-1-octanol obtido por ONKEN
(1998)
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Anexo XXII. Espectro de massa para o 3,7-dimetil-5-octeno-1,7-diol , obtido por ONKEN

(1998)
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Anexo XXIII. Espectros de massa para o 3,7-dimetil-1,6,7-octanotriol obtido por ONKEN
(1998).
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Anexo XXIV. Espectros de massa para o 3,7-dimetil-7-octeno-1,6-diol obtido por ONKEN
(1998).
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Anexo XXV. Cromatograma da linhagem LB-2060 no meio de cultura liquido nimero 2 de
oxido de rosa (a e b) (14,191 e 14,774 minutos), padrdo interno (canfora) (c) (20,682
minutos) e citronelol remanescente no meio de cultura (d) (30,281 minutos).
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Anexo XXVI. Espectros de massa do 6xido de rosa, o isdmero a (a) e o isomero b (b).
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Anexo XXVI. Espectros de massa para o isdmero a (a) e o isomero b (b) do éxido de rosa
(continuacao).
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Anexo XXVII. Cromatograma da biotransf;;r-n-agﬁo do 6xido de rosa no tempo de 144
horas de cultivo
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