BRUNO NICOLAU PAULINO

OTIMIZACAO DE PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS PARA A PRODUCAO DE
COMPOSTOS DE AROMA A PARTIR DE SUBSTRATOS MONOTERPENICOS

CAMPINAS

2014



ii



\J
\‘"" UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

BRUNO NICOLAU PAULINO

OTIMIZACAO DE PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS PARA A PRODUCAO DE
COMPOSTOS DE AROMA A PARTIR DE SUBSTRATOS MONOTERPENICOS

OPTIMIZATION OF BIOTECHNOLOGICAL PROCESSES FOR THE
PRODUCTION OF AROMA COMPOUNDS FROM MONOTERPENIC
SUBTRATES

Dissertacdo de Mestrado apresentada a Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de
Campinas como parte dos requisitos exigidos para a obtengdo

do titulo de Mestre em Ciéncia de Alimentos.

Dissertation presented to the Faculty of Food
Engineering of the University of Campinas in partial
fulfillment of the requirements for the degree of Master in

Food Science.

Orientadora: Profa. Dra. Glaucia Maria Pastore

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO
FINAL DA DISSERTACAO DEFENDIDA PELO
ALUNO BRUNO NICOLAU PAULINO

PROF* DR* GLAUCIA MARIA PASTORE

CAMPINAS

2014

iii



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Engenharia de Alimentos
Helena Joana Flipsen - CRB 8/5283

Paulino, Bruno Nicolau, 1989-

P2840 Otimizagao de processos biotecnoldgicos para
a producao de compostos de aroma a partir de substratos monoterpénicos / Bruno
Nicolau Paulino. — Campinas, SP : [s.n.], 2014.

Orientador: Glaucia Maria Pastore.
Dissertagéo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Engenharia de Alimentos.

1. Aroma. 2. Biotransformacgao. 3. Monoterpenos. 4. Otimizacao. I. Pastore,
Glaucia Maria,1953-. Il. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Engenharia de Alimentos. Ill. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Optimization of biotechnological processes for the production of
aroma compounds from monoterpenic substrates
Palavras-chave em inglés:

Aroma

Biotransformation

Monoterpenes

Optimization

Area de concentracéo: Ciéncia de Alimentos
Titulacao: Mestre em Ciéncia de Alimentos

Banca examinadora:

Glaucia Maria Pastore [Orientador]

Bruno Ricardo Vilacha Ferreira

Daniele Souza de Carvalho

Data de defesa: 21-08-2014

Programa de Pés-Graduacao: Ciéncia de Alimentos



BANCA EXAMINADORA

PROFA. DRA. GLAUCIA MARIA PASTORE (DCA/FEA/UNICAMP) —
ORIENTADORA/ MEMBRO

PROFA. DRA. DANIELE SOUZA DE CARVALHO (IFSP-CAMPUS AVARE)

MEMBRO

DR. BRUNO RICARDO VILACHA FERREIRA (IQ/UNICAMP)

MEMBRO

PROF. DR. MARIO ROBERTO MAROSTICA JUNIOR (DEPAN/FEA/UNICAMP)

SUPLENTE

PROF. DR. YONG KUN PARK (DCA/FEA/UNICAMP)

SUPLENTE



Vi



Dedico esse trabalho a minha maravilhosa e linda mae,

Maria. Meu exemplo e referencial. Obrigado por tudo.

vii



viii



AGRADECIMENTOS

A Deus pela forca e prote¢do nos caminhos que tomei e os que virdo, fundamental foi e € a

fé para cumprir mais essa etapa;

A Professora Glducia Pastore, pela oportunidade, confian¢a e ensinamentos durante o

desenvolvimento desse trabalho;

A Capes, Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, pela bolsa de

Mestrado.

A minha familia, em especial aos meus pais e meus irmaos mais velhos: Rosi e seu marido
Vando, e ao Sanio e sua esposa Simoni, pela ajuda, apoio, conselhos e por serem meus

segundos pais em muitos momentos, desde sempre agradeco.
Aos membros da banca, titulares e suplentes, pelas sugestdes e disponibilidade;

Aos amigos do Laboratério de Bioaromas que fizeram o diferencial nesses dois anos.
Sempre presentes nos diversos momentos. Em especial, agradeco ao grande amigo Gustavo
Molina, que desde o primeiro dia foi solicito e paciente, mesmo longe ainda se preocupou e
foi fundamental para a conclusdo desse trabalho. Agradeco as “delicadas™ e especiais

meninas do Bioaromas pela paciéncia, ajuda e boas risadas: Meissa, Marina e Ana Paula.

Aos demais amigos de laboratério: Gustavo Aradjo, Leonardo, Ana Simiqueli, Veronica,

Ana Stela, Renata e todos os outros.
A Angélica, pela amizade, conversas produtivas, conselhos, broncas e risadas.

Ao grande Nadir, pelo exemplo de simplicidade e amizade. Os dias ndo seriam os mesmos

sem as comédias dessa grande figura.

Aos amigos do Instituto de Quimica. Do Laboratério de Sintese de Produtos Naturais e
Farmdacos e agregados: Primeiramente ao Prof. Coelho pela primeira oportunidade de vir a
Unicamp e claro aos seus alunos, que muito me ajudaram e compartilharam bons
momentos, especialmente a Marilia, Manoel, Rosi, Juliana, Z¢, Tiago, Lucimara, Lucas,

Rodrigo, e tantos outros pela receptividade desde 2009. Aos amigos do Laboratério

X



Thomson, ao Professor Marcos Eberlin, que sempre de portas abertas foram responsaveis
por bons momentos durante a pds: Giovana, Ddavila, Nubia, Bruno, Adriana, Pedro,

Marquinhos, Deleon, Vinicius, Gustavo, Dena e tantos outros pela receptivadade e risadas.

Aos funciondrios da FEA-Unicamp pela compreensdo, disponibilidade e auxilio em
diversos momentos: Dora, Débora, Cosme, Marcdao, Maquinhos, Nadeje, Jardete, Mércia e

Bianca da Biblioteca, Rosi do Café da Fea.

Aos amigos da Casa F-7: A velha geracdo, Evandro, Koala, Black e principalmente ao
amigo Theta, que foi sempre receptivo e paciente, deixo meu muito obrigado. A nova e
transitéria geragao: Reginaldo (Japonés), Gustavo (Eistein), Gustavo (Mineiro), Jodo. Esses

sim s30 guerreiros, pois conviver comigo nao € das tarefas mais féceis.

Aos amigos da FEA e de Campinas: Léo, Paula Menezes, Camila Possari, Krébis, Alane,

Renato, Fernando, Paulo, Marilia, Junior, Curumin e tantos outros.

Aos meus amigos de Minas e do Espirito Santo: Clara, Gizelle, Michel, Vitor, Chico, Ana
Sara, Cassio, Michele, Bernardo, Yuri, Lucas, Luiz, Rebecca, Topera, Tia Cida e varios

outros que foram e sdo importantes pessoas que conheci antes de chegar até aqui.

Por fim, quero agradecer a todos que participaram direta ou indiretamente nessa jornada.



SUMARIO

INDICE DE FIGURAS Xiv
INDICE DE TABELAS XV
RESUMO GERAL xvii
INTRODUCAO GERAL 1
1. Aroma 1
2. Processos Biotecnologicos para a obtencao de aromas 2
3. Compostos terpénicos 4
4. Referéncias 6
CAPITULO 1- REVISAO DE LITERATURA 11
MONOTEI?PENOS: PROMISSORES SUBSTRATOS PARA A PRODUCAO
BIOTECNOLOGICA DE COMPOSTOS DE AROMA 11
1. Monoterpenos 13
2. Biossintese de Monoterpenos 19
3. Monoterpenos como precursores de compostos de aroma 23
3.1 Biotransformacio de limoneno em a-terpineol 25
3.2 Biotransformacio de a-pineno em verbenona 27
29
4. Conclusao 30
5. Referéncias 31
CAPITULO 2 49
OTIMIZACAO DA PRODU(;A,O DE VERBENONA BIOTECNOL()GIC}A
UTILIZANDO LINHAGEM FUNGICA LBGM F6 ISOLADA DO ROMA (Punica
granatum) 49
PARTE 1 51
SCREENING DE LINHAGENS FUNGICAS PARA A BIOTRANSFORMACAO DE
R-(+)-LIMONENO E S-(-)- a-PINENO 51
1. INTRODUCAO 51
2. MATERIAIS E METODOS 52
2.1 Reagentes 52

X1



3.

2.2 Linhagens fiingicas utilizadas no Screening 53

2.3  Pré-inoculo 55
2.4 Inéculo 55
2.5 Processo de biotransformacao 56

2.6 Estudo da influéncia da idade no inoculo na formacéao de verbenona e
outros produtos de oxidaciao do a-pineno 56

2.7  Efeito da inducao enzimatica e idade do inéculo na formacao de produtos
de oxidacao do alfa-pineno pela linhagem fiingica LB GM F6 57

2.8 Identificacao e quantificacdo dos produtos de Biotransformacao............... 57

2.9 Planejamento Experimental e Estudo de Otimizacao do Processo

Biotecnolégico 58
2.10 Analise de Resultados 59

RESULTADOS E DISCUSSAO 60
3.1 Selecio de linhagens fungicas para a biotransformacéo de a-Pineno......... 60

3.2  Seleciao de linhagens fungicas para biotransformacao de R-(+)-limoneno . 60

3.3 Identificacdo e quantificacido dos produtos de Biotransformacio de a-
pineno 60

3.4 Estudo da influéncia da idade no inoculo na formacéao de verbenona e
outros produtos de oxida¢ao do a-pineno pela linhagem fingica LB GM Fé....... 63

3.5 Efeito da inducido enzimatica e idade do indculo na formacao de verbenona
e outros produtos de oxidacao do alfa-pineno pela linhagem LBGM Fé............... 65

PARTE 2 67

OTIMIZACAO DA PRODUCAO BIOTECNOLOGICA DE VERBENONA
UTILIZANDO LINHAGEM DE FUNGO ENDOFITICO LBGM F6 ISOLADO DA

ROMA (Punica granatum) 67
1. Estudo de otimizacao 67
2. Conclusio 75
3. Referéncias 76

CAPITULO 3 81

OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE o-TERPINEOL A PARTIR DA
BIOTRANSFORMACAO DE R-(+)-LIMONENO POR LINHAGEM DE BACILLUS
TEQUILENSIS 81

RESUMO 81

Xii



1. Introducao 83

2. Materiais e Métodos 84
2.1 Reagentes 84
2.2  Manutencao e crescimento da linhagem bacteriana 84

2.3 Identificacdo da linhagem por sequenciamento e analise filogenética do gene

RNA ribossomal 16S 84
2.4  Preparo do biocatalisador bacteriano 85
2.5 Otimizacao da Producao de a-terpineol 86
2.6  Quantificacao e identificacao de a-terpineol 88
3. Resultados e Discussao 89
3.1 Identificacao do micro-organismo 89
3.2 Otimizacao do processo de biotransformacao 89
4. Conclusao 96
5. Referéncias 97

CONCLUSAO GERAL 101

xiii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estruturas quimicas de alguns Monoterpenos AciCliCOs. ........ccecceereereenienieniiennieeieeeee. 14
Figura 2. Estruturas quimicas de alguns Monoterpenos Monociclicos. .........ceceevereeveereneenieneennens 17
Figura 3. Estruturas quimicas de alguns Monoterpenos BiciCliCOS.........cceccerveinieniiniiensiinsieeenee, 19

Figura 4. Biossintese de Monoterpenos: Formacao de isopentenil difosfato (IPP) e dimetialil
Difosfato (DMAPP) via 4CidO MAVEIONICO. ..veeviiiiieiiiriieeeeeeeiiiiireeeeeeeeeeeirreeeeeeeeesearareeeeeeeeesssnrseesens 20
Figura 5. Biossintese de Monoterpenos: Formacao de geranil difosfato (GPP) e formagao de
10100 L017S) 01 1 L0 OO PP PPPPP 21
Figura 6. Transformacgdes Quimicas em Monoterpenos: Produtos de régio-hidroxilagdo do

5T 0T0) 1155 1 Lo PP PSP PRRPR PRSI 23
Figura 7. Transformacdes Quimicas em Monoterpenos: Produtos de régio-Oxidagao de a-pineno .

........................................................................................................................................................... 23
Figura 8. Oxidagdo regiosseletiva de alfa-pineno em verbenol e verbenona. ..........ccccceeceeeveeeeeennen. 29
Figura 9. Outros produtos de oxidagdo do a-pineno encontrados na literatura...........cc.eeceevereennens 29
Figura 10. Cromatograma dos compostos produzidos a partir da biotransformagio de a-pineno: I)
Cis-verbenol; IT) Mirtenol; III) VErbenona. ..........cccueeiiiviieeiiiiieeiiiiieee e ssiiee e ssieee e ssireesssveeeesaee 61
Figura 11. Espectro de Massas dos produtos de Oxidacdo do Alfa-Pineno: verbenol; mirtenol e
verbenona (continua na proXima PAZINA). ..ececveeerreerseerrererieeeieresreeeseresreessreeesreesreessreeesmreessneeenns 62
Figura 12. Producao de verbenol, verbenona e mirtenol pela linhagem fingica LBGMF6. ........... 65

Figura 13. Superficies de resposta e curvas de contorno obtidas a partir do modelo matemético
(continua Na ProxXima PAZINA). .......eecverrreerriereereeretere et esreeseesresre e st e st e s e e saeesareereesreesreesreesanesnneens 72
Figura 14. Arvore filogenética demonstrando as relacdes evolutivas entre a sequéncia do gene
RNA ribossomal 16S da linahgem LB285JLB e sequéncias de linhagens de micro-organismos
relacionados presentes nas bases de dados RDP e Genbank.........c.ccocerciriiiiiiiiininiiieeeee, 89
Figura 15. Superficies de resposta e curvas de contorno obtidas a partir do modelo matemaético
(continua Na ProXima PAZINA). ......eeeveesreerreerreerseeaeeerteesteesteesseesaesseesseesseesseesssesaseenseesseesseesseessesnseens 93

X1V



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Linhagens fiingicas utilizadas no screening de biotransformacao de terpenos. ............... 53
Tabela 2. Varidveis avaliadas no Delineamento Composto Central Rotacional .........cc.cccoceervennnenns 58
Tabela 3. Matriz DCCR 24 e seus respectivos niveis codificados. ........cceoveevveeveeneeneenecnieeniiennienns 59
Tabela 4. Efeito da idade do in6culo na formagdo de produtos de oxidagdo de a-pineno. .............. 64
Tabela 5. Efeito da inducio enzimética e idade do in6culo na formacao de produtos de oxidacdo de
L0 o84TS 1 o TP PP PR URROPOPRRPRPN 66
Tabela 6. Resultados do DCCR para a resposta concentracio de verbenona (2.L7). ......c.cccvveeveene. 68
Tabela 7. Minimos quadrados e significancia dos coeficientes de regressao dos pardmetros do
modelo (96 horas de biotransformMacao). .....c.cueerueeriieieiiie ettt eesaee e 69
Tabela 8. ANOVA do modelo qUAdIAtiCO......ccueereereeriiiiieieeeesieesiee sttt 70
Tabela 9. Variaveis avaliadas no Delineamento Composto Central Rotacional para Otimizagdo da
PTrOdUCAO d€ O-TETPINEOL. .. .eeiuiieiieiiieiiie ettt st st sttt e b e e b e s bt e st e st e et e eneesees 86
Tabela 10. Resultados do DCCR para a resposta Concentragdo de a-Terpineol em 72 horas de
PTOCESSO. ueitttteee e e sttt e e e s e sttt e e e s e s b et e e e e e s e s b e et e e e e e s e bbb e et e e e e e s bbb et e e e e e e e e b aa e e e e e e s e nnrraeeees 87
Tabela 11. Minimos quadrados e significancia dos coeficientes de regressdo dos pardmetros do
modelo (72 horas de biotranSformacao). .......cueerveerriiriniieeniie ettt sttt e e sbeesbeessiaeesbeessaree e 90
Tabela 12. ANOVA do modelo qUAdTALICO. ......cerverririeiieriieeese et 91

XV



Xvi



RESUMO GERAL

A crescente demanda por processos que tenham impacto ambiental reduzido, rendimentos
considerdveis e ainda custos minimizados recorrem a biotecnologia como uma ciéncia que
pode tornar essa necessidade uma realidade. Processos biotecnoldgicos para a produgdo de
compostos de interesse industrial como biocorantes, actcares funcionais, biosurfactantes e
biodiesel sdo uma tendéncia no meio cientifico e ganham destaque pela inovagdo,

resultados e aplicacdes obtidos.

O apelo comercial dos produtos biotecnoldgicos € outro fator que influencia as pesquisas
haja vista que esses produtos sdo considerados naturais e tem-se comprovado que muitos
deles apresentam atividades bioldgicas relevantes. O aroma € um importante atributo dos
alimentos e pode ser produzido via biotecnoldgica a partir de substratos de baixo custo. A
utilizacdo de residuos agro-industriais com alto teor nesses substratos como, por exemplo,
residuos ricos em monoterpenos sdo de grande interesse na biotecnologia de produgdo de
aromas. Além disso, a utilizacdo de micro-organismos isolados de diferentes fontes como
biocatalisadores na produgdo desses compostos € outra perspectiva, muito explorada e

ainda desafiadora.

A biotransformacdo de monoterpenos para a producdo de compostos de aroma € vantajosa
quando comparada com a sintese quimica cldssica. Contudo, alguns problemas ainda
devem ser minimizados, como sensibilidade dos biocatalisadores a toxicidade dos
substratos ou condicdes operacionais e baixos rendimentos. Assim, a selecdo de novos
biocatalisadores, como micro-organismos endofiticos, o uso de ferramentas de engenharia
genética e a utilizagdo de métodos estatisticos de otimizacdo de processos sa0 promissores
e caracterizam-se como a nova vertente na drea de bioaromas, contornando as desvantagens
até entdo limitantes dos processos de biotransformacgdo. Eles permitem em alguns casos, o

aumento de escala e dessa forma a real aplicacdo da bioconversao microbiana na industria.

Assim, trabalhos que visem selecionar novos biocatalisadores ainda ¢ uma necessidade e
quando aliados a otimizacdo de processos podem fornecer caminhos para que os
rendimentos da bioconversdo de monoterpenos sejam aumentados. Nesse contexto, o

presente trabalho visou selecionar micro-organismos com potencial para a bioconversao de

Xvil



monoterpenos de baixo custo e presentes em grandes quantidades em residuos agro-
industriais, como a-pineno e R-(+)-limoneno, para a produgcdo de compostos de aroma

valorizados comercialmente, S-(-)-verbenona e a-terpineol.

O capitulo 1 reporta uma revisdo sobre os compostos monoterpénicos, abordando suas
caracteristicas quimico-estruturais, biossintese e recentes aplicagcdes terapéuticas, além do

seu uso como substratos na biotecnologia de produgdo de compostos de aroma.

O capitulo 2 € dividido em duas partes: a parte I mostra os resultados de um screening
realizado com 81 linhagens de fungos isolados de diferentes fontes, entre eles, fungos
endofiticos, utilizados no estudo do potencial de biotransformagao de R-(+)-limoneno ¢ a-
pineno. A parte II descreve a otimizacdo do processo de producdo de S-(-)-verbenona
biotecnoldgica a partir de o-pineno por uma linhagem de fungo endofitico, ainda ndo
identificado, isolado da roma (Punica granatum). O uso de um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) de 4 varidveis proporcionou o estabelecimento de condig¢des
mais favordveis ao processo, elevando a concentra¢io de verbenona que era de 66 mg.L"
para aproximadamente 108 mg.L"' em um dos ensaios do DCCR e em torno de 98 mg.L"

no ensaio de validacdo.

O capitulo 3 aborda a otimizagdo do processo biotecnoloégico de producdo de a-terpineol a
partir de R-(+)-limoneno pela linhagem Bacillus tequilensis isolada de residuos de
processamento de frutas citricas. Apds a otimizacdo e validacdo do processo nas condi¢des
consideradas Otimas através da andlise de superficies de resposta, a concentracdo de a-

terpineol passou de 25 mg.L" para 85 mg.L™.

Portanto, os resultados obtidos no trabalho mostraram um ganho de rendimento nos
processos de bioconversao de substratos monoterpénicos e que a otimizagao de processos €
uma importante ferramenta para a melhoria das condi¢des experimentais possibilitando

trabalhos futuros que envolvam aumento de escala.
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ABSTRACT

The growing demand for processes that reduce environmental impacts, have high yields
and costs minimized uses biotechnology as a science that can make this need into a reality.
Biotechnological processes for the production of industrial interesting compounds, such as
biocolorant, functional sugars, biosurfactants and biodiesel, are a trend in the scientific field
and are highlighted by innovation, application and results obtained. The commercial appeal
of biotechnological products is another factor that stimulates researches since these
products are considered natural and has been proven that many of them presents significant

biological activities.

The flavor is an important attribute of food and can be produced through biotechnological
processes from low-cost-substrates. The use of agro-industrial wastes with high content of
these substrates, such as residues rich in monoterpenes, is of great interest in biotechnology.
Furthermore, the use of micro-organisms isolated from several sources as biocatalysts in

the production of flavor compounds is another well-explored and challenging perspective.

The biotransformation of terpenes for aroma compounds production is advantageous when
compared with chemical synthesis. However, there are still some problems that must be
minimized like biocatalysts sensitivity, toxicity of substrates and low yields. Thus, the
selection of new biocatalysts, such as endophytic micro-organisms, use of genetic
engineering and statistical methods for optimization of processes are promising and
characterize a new perspective in bioaromas field. Thereby, works that search for new
biocatalysts are necessary and associated with optimization processes can improve the

monoterpenes bioconvertion.

In this context, the objective of this work was the screening and selection of micro-
organisms that are able to realize the biotransformation of low cost monoterpenes, a-pinene

and limonene, into high-value aroma compounds, such as verbenone and a-terpineol.

The chapter 1 presents a current review on monoterpenes, showing their chemical
characteristics, biosynthesis and recent therapeutic applications, besides their potential use

as substrates for bioflavor production.
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The chapter 2 is divides in two parts: the first one shows the results of the screening of 81
strains of fungi isolated from several sources, including endophytic strains, for
biotransformation of limonene and a-pinene. The second part describes the optimization
process for biotechnological verbenone production from o-pinene by a non-indentified
fungal strain, isolated from pomegranate (Punica granatum). The use of a central composite
rotatable design (CCRD) of 4 variables provided the optimal conditions for this process,
increasing the verbenone concentration from 66 mg.L-1 to 108 rng.L'1 in one of the CCRD

assays and 98 mg.L™" after validation.

The chapter 3 also shows an optimization study, in this case using limonene as substrate
and the product obtained was a-terpineol. The biocatalyst used was a bacterial strain,
identified as Bacillus tequilensis, isolated from citrus fruit processing waste. After the
optimization and validation in the best conditions obtained through the surface response

analysis, the concentration of a-terpineol reached was 85 mg.L™".

Therefore, the results obtained in this work show an improve of the yields in the
biotransformation of both monoterpenic substrates and that optimization of processes is an

important tool for the progress of future works involving scale-up studies.
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INTRODUCAO GERAL

1. Aroma
O aroma € um relevante atributo dos produtos alimenticios, correlacionando-se
diretamente com o sabor e tem grande influéncia na selecdo, aceitacdo e ingestdo dos

produtos pelo consumidor (HORNSTEIN, 1966; FISHER & SCOTT, 1997).

Ampla variedade de compostos organicos estd associada ao aroma, compreendendo
compostos voldteis (individuais ou em misturas complexas em diferentes proporcoes) de
inimeras classes quimicas, como aldeidos, dlcoois, ésteres, dcidos carboxilicos de cadeia
curta, compostos fendlicos e de enxofre, cetonas e lactonas, presentes em concentracdoes em
niveis trago (ppm ou ppb) (LONGO & SANROMAN, 2006; D’ACAMPORA ZELLNER
et al., 2008).

A sensacdo de um aroma pode ser desencadeada por uma mistura complexa de
moléculas ou em alguns casos pode resultar basicamente da acdo de uma tnica substancia,
denominada composto de impacto, que ocorre em pequenas concentracoes, detectadas pelas
células receptoras especificas do epitélio olfatério, localizadas na cavidade nasal (BICAS,

2009; BERGER, 1995).

Os compostos de aroma sdo amplamente utilizados na inddstria farmacéutica,
cosmética e de alimentos e no ano de 2012 a industria de aromas e fragrancias rendeu um
montante estimado em aproximadamente 23 bilhdes de dolares (LEFFINWELL &
ASSOCIATES, 2013).

A obtencdo em escala industrial de compostos de aroma € realizada principalmente
pela sintese quimica e menos de 5% ¢€ resultante da extracio de fontes naturais (XU; HUA;
MA, 2007). Mesmo fornecendo rendimentos satisfatorios a sintese quimica de compostos
de aroma apresenta desvantagens relativas as baixas régio e enantiosseletividade das
reacoes e da estereoquimica do produto, j4 que muitas vezes hd a formacdo de racematos

(BICAS et al., 2009). Os produtos provenientes da sintese quimica sdo considerados



“artificiais” ou “idénticos aos naturais” o que atualmente tem influenciado negativamente o
consumo de alimentos vinculados a esses ingredientes por se acreditar que os mesmos

contenham residuos de processamento ou possam ocasionar riscos a saude.

A influéncia estereoquimica na sintese de compostos de aroma € evidente uma vez
que enantidmeros ou regioisdmeros podem apresentar diferentes propriedades sensoriais,
como a R-(-)-carvona e seu isdmero S-(+)-carvona, o R-(+)-limoneno e S-(-)-limoneno.
Dessa forma, a sintese estereoespecifica, torna-se uma importante ferramenta do ponto de
vista industrial permitindo rea¢des direcionadas a um tunico produto (BRENNA ef al.,

2003).

J4 a obtencdo de aromas de fontes naturais apresenta a dependéncia da sazonalidade
e fatores climédticos que influenciam de forma determinante na producao dos compostos do
metabolismo secundédrio das plantas, incluindo os compostos de aroma (BICAS et
al.,2009). A grande quantidade de matéria-prima requerida na extracdo para que
concentracdes razodveis sejam obtidas se destaca como outra desvantagem, gerando dessa
forma problemas ecolégicos como o aumento do extrativismo. Outra desvantagem esta
relacionada aos custos do processo de extracdo e 0 uso, na sua maioria, de solventes
organicos aumentando dessa maneira a carga residual gerada no processamento (WELSH,

1994; BICAS, 2009; MAROSTICA JR. & PASTORE, 2006).

Nesse contexto, tem se buscado formas alternativas e novos métodos que possuam
menor impacto sobre o meio ambiente, que fornecam maior seletividade na formacgdo de
produtos, maior valor mercadolégico além de maior aceitabilidade por parte dos

consumidores.

2. Processos Biotecnoldgicos para a obtencao de aromas

A produgio biotecnoldgica de aromas tem ganhado destaque e tornou-se promissora
por viabilizar a formagao de compostos considerados “naturais” (GIRI et al., 2001). Trata-
se de um processo ambientalmente vidvel quando comparado com a sintese quimica ou
extracdo de fontes naturais, uma vez que tem impacto ambiental reduzido e possui baixo

nivel de residuos, reduzido nimero de etapas, elevada régio- e enantiosseletividade e



condi¢des reacionais brandas caracterizando-se como um processo altamente sustentavel e
de acordo com os principios da “Quimica Verde”( JANSSENS et al., 1992; KRINGS &
BERGER, 1998; LEUENBERGER, 1990; SERRA et al., 2005; ANASTAS & WARNER,
1998).

Os métodos biotecnoldgicos para a producdo de aromas incluem a sintese de novo e
a biotransformacdo, ambos podendo estar acompanhados de ferramentas de engenharia
genética para que vias metabdlicas envolvidas na biossintese de produtos ou de enzimas
determinantes na biocatélise sejam elucidadas e ainda que modificagdes genéticas possam

ser feitas no intuito de melhorar o processo global: a produ¢do do composto de interesse.

Bharti ef al. (2011) define biotransformagdes como reagdes organicas que utilizam
catalisadores bioldgicos, que podem ser células integras ou enzimas, em variadas
condi¢des. Diversas enzimas utilizadas no processo de biotransformagdo podem ser
provenientes tanto de cultura de células vegetais quanto de micro-organismos, podendo
mediar diversos tipos de reagdes como hidrélise, hidroxilagdo, metilagdo, acetilagdo, oxi-
reducgdo, glicosilagdo, hidrogenacdo, isomerizacdo e esterificacdo de diversos substratos
exdgenos (SUGA; HIRATA, 1990; GIRI et al., 2001; ISHIHARA et al., 2003). Trata-se,
portanto de uma importante estratégia de modificacio de compostos organicos, entre eles

os produtos naturais, de significativa seletividade (RIVA, 2001).

Acompanhando a tendéncia de valorizagdo mercadologica de aromas “naturais” as
agéncias reguladoras em todo o mundo tem buscado definir por meio de legislagdes
especificas quais os critérios para que um composto de aroma tenha essa denominagao,
dessa forma, em termos gerais, define-se como ‘“aroma natural” aquele composto que €
obtido por métodos fisicos, microbiologicos ou enziméticos a partir de matérias-primas
aromatizantes € o composto obtido deve ser idéntico ao ja existente na natureza (BRASIL,

1999; DEMYTTENAERE, 2001; SERRA et al, 2005).

Outro fator que corrobora para a ascensao e interesse nos processos biotecnoldgicos
para a producdo de aromas, consiste na possibilidade de utilizacao de residuos industriais
como fonte de nutrientes ou com altas concentragdes de substratos para a biotransformagao,

como por exemplo, residuos ricos em compostos terpénicos e carotendides produzidos nas



cadeias de processamento de frutas e vegetais (BAUER; GARBE; SURBURG, 2001;
MATTEWS; BRADDOCK, 1987; YOO et al., 2001; LEE; SCHIMIDT-DANNET, 2002;
KIM et al., 2007; PANDEY et al., 2000; MAROSTICA JR.; PASTORE, 2007; BICAS;
DIONISIO; PASTORE, 2009).

Desta forma, o aproveitamento de residuos do processamento de alimentos
representa uma alternativa a obten¢@o de insumos para a inddstria quimica, farmacéutica e
cosmética, permitindo a obtencdo de interessantes produtos da carga residual da
agroindustria além de contribuir positivamente para a redugdo de problemas ambientais
uma vez que estaria associada ao reaproveitamento de residuos que até entdo seriam apenas

descartados no meio ambiente (MAROSTICA JR.; PASTORE, 2007).

Processos utilizando micro-organismos torna economicamente vidvel a utilizacdo
desses residuos como substratos para a conversdo ou para o crescimento de biomassa,
fortalecendo conceitos de minimizagao, recuperacao e aproveitamento de subprodutos que

sdo interessantes e necessarios nas cadeias agroindustriais.

Os micro-organismos utilizados para a producdo de aromas podem ser fungos,
bactérias e leveduras oriundos de diversas fontes como, por exemplo, solo, residuos agro-
industriais, frutos exoticos, sementes e atualmente tem-se dado especial importancia aos
micro-organismos endoéfitos, pois sd@o potenciais fontes de produtos naturais de interesse na
medicina, agricultura e industria (BICAS, 2009; PIMENTEL, 2012; MOLINA et al., 2013;
STROBEL et al., 2004; ABRAHAO et al., 2013).

Assim a produ¢do de aromas por via biotecnoldgica encontra-se em
desenvolvimento, requerendo mais estudos que possam aperfeicoar o processo visando
maiores rendimentos e contornando desvantagens como insolubilidade dos materiais de

partida, elevada volatilidade e inibi¢do microbiana pelo substrato.

3. Compostos terpénicos

Os terpenos, hidrocarbonetos insaturados derivados de unidades de isopreno, sdo
metabolitos secundarios das plantas, exercem a funcdo de defesa contra insetos e micro-

organismos. Além disso, estdo associados as caracteristicas odoriferas e de atracdo de
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agentes polinizadores e sdo extensivamente usados na industria de fragrancias e aromas

(LANGENHEIM, 1994; BOUWMEESTER et al., 1998; BICAS et al., 2008).

Os compostos terpénicos podem ser classificados quanto ao ndmero de carbonos
presentes, como monoterpendides (dez carbonos), sesquiterpendides (quinze carbonos),
diterpendides (vinte carbonos), triterpendides (trinta carbonos) e tetraterpendides ou
carotendides (quarenta carbonos) (RUZICKA, 1953). Estes compostos sao encontrados em
grande quantidade em Oleos essenciais, cujo aroma € atribuido principalmente aos mono e
sesquiterpenos (os terpenos mais voldteis) presentes em sua composi¢ao (TEISSEIRE,
1994). Na maioria dos casos, o odor caracteristico e agradavel de frutas, ervas e especiarias

sdo resultantes dos terpenos volateis (KRINGS et al., 2006).

A modificagdo estrutural dos terpenos, como a hidrogenacdo seletiva, resulta em
moléculas que servem como material de partida para a producdo de compostos quimicos
usados em produtos farmacéuticos, agrotéxicos e industrias de perfume (MEYLEMANS;
QUINTANA; HARVEY, 2012). No entanto, a transformacdo seletiva torna-se dificil,
havendo a necessidade da utilizacdo de catalisadores quimicos de alto custo, como platina e
palddio associado a condicdes reacionais especificas (BOGEL-LUKASIK; BOGEL-
LUKASIK; DA PONTE, 2009) . Assim, processos que tenham condi¢des reacionais mais
brandas e de menor custo sdo interessantes do ponto de vista industrial para a modificagdao

de compostos terpénicos.

Portanto, o objetivo geral desse trabalho € o screening do potencial de
biotransformacao de compostos terpénicos em compostos de aroma por micro-organismos e

otimizacao dos processos biotecnoldgicos das linhagens promissoras.

Os objetivos especificos sdo o Screening de 81 linhagens de fungos e uma linhagem
de bactéria pertencentes a Cole¢do de Micro-organismos do Laboratério de Bioaromas

capazes de biotransfomar R-(+)- limoneno e S-(-)-o-pineno.

Realizagcdo de um estudo de otimizacdo com as linhagens de micro-organismos que
demonstrem maior potencial na producio de a-terpineol e verbenona dentre as testadas no

screening.
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CAPITULO 1- REVISAO DE LITERATURA

MONOTERPENOS: PROMISSORES SUBSTRATOS PARA A PRODUCAO
BIOTECNOLOGICA DE COMPOSTOS DE AROMA

Bruno Nicolau Paulinol, Glducia Maria Pastore’

! Laboratério de Bioaromas, Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de
(o]

Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Rua Monteiro Lobato n

80, CEP 13083-862, Campinas, Sao Paulo.

RESUMO

Os monoterpenos sdo compostos organicos constituidos de duas unidades de isopreno,
amplamente distribuidos na natureza e fazem parte da composicao do dleo essencial de
diversas plantas. Desempenham funcdes de protecdo e de atracdo de agentes polinizadores
além de apresentar relevantes atividades bioldgicas in vitro e in vivo, como atividades
antitumoral, antimicrobiana, anti-noceptiva e antioxidante. Alguns monoterpendides
(monoterpenos oxidados) sdo compostos de aroma de grande valor comercial e que tem
encontrado na biotecnologia a possibilidade para a sua producdo de forma ‘“natural”. A
biotransformagdo permite a utilizagdo de residuos agro-industriais ricos em monoterpnos
como substratos para a produ¢do de compostos de aroma como a-terpineol e verbenona.
Contudo, € necessdria a utilizacdo de estratégias para a melhoria de rendimentos e que
possibilitem contornar algumas desvantagens desse processo, como a selecdo de novos
micro-organismos aptos a bioconversdo, otimizacdo de processos e engenharia genética.
Portanto, o potencial dos monoterpenos como substratos para biotransformacio €
promissor, pois abre novas possibilidades para a aquisicdo de compostos bioativos por meio
do aproveitamento de residuos, aliando conceitos de produgdo de compostos “naturais”,

minimizacao de custos e impacto ambiental reduzido.
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1. Monoterpenos

Os monoterpenos compreendem a classe de hidrocarbonetos naturais de cadeia
ramificada que apresentam dez carbonos em sua estrutura, formados a partir de duas
unidades isopreno. Além disso, juntamente com seus derivados oxigenados, conhecidos
como monoterpendides, sdo responsaveis por agradaveis aromas de plantas e frutos. (VAN
DER WEREF et al., 1997). Eles sdo largamente distribuidos na natureza e mais de 400
monoterpenos naturais diferentes foram identificados (DEVON & SCOTT, 1972). Sao
produzidos pelo metabolismo secunddrio das plantas e possuem fungdes quimioatratoras
para agentes polinizadores ou quimiorepelentes contra micro-organismos € insetos
(McGARVEY & CROTEAU, 1995; GERSHENZON & DUDAREVA, 2007). A maioria
das plantas produtoras de monoterperndides pertence as familias Coniferae e Myrtaceae e

ao género Citrus (GUENTHER et al., 1996).

Os monoterpenos podem ser classificados como aciclicos (Figura 1), monociclicos
(Figura 2) e biciclicos (Figura 3) de acordo com o tipo de estrutura quimica que apresentam

(EVANS, 1996; BICAS; DIONISIO; PASTORE, 2009).

Entre os monoterpenos aciclicos, um dos mais conhecidos e estudados € o citronelol
(2), composto de grande interesse industrial responsdvel por notas de aroma floral e
presente em indmeros 6leos essenciais de plantas aromdticas (SHRADER, 2007; RAO et
al., 2004). E encontrado sob duas formas isoméricas: o R-(+)-citronelol € um constituinte
comum em Oleos essenciais de plantas como Rutaceae € o S-(-)-citronelol, € tipicamente
encontrado no 6leo de citronela (Cymbopogon winterianus Jowitt) (DE SOUSA et al.,
2006). Algumas atividades bioldgicas, entre elas, atividade antibacteriana, antiftingica,
larvicida, repelente e anticonvulsivante tem sido atribuidas ao citronelol (KUBO; MUROI;
KUBO, 1993; VIOLLOL & CHAUMONT, 1994; HIERRO et al., 2004; PAWAR et al.,
1991; DE SOUSA et al., 2006).

O citronelol é um interessante substrato monoterpénico para a biotransformacao
microbiana sendo possivel sua conversdao em 6xido de rosa (14), composto de aroma de
grande valor comercial (DEMYTTENAERE, VANOVERSCHELDE; DE KIMPE, 2004;
MAROSTICA JR. & PASTORE, 2006).
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Outros monoterpenos aciclicos como geraniol (4) e linalol (9) também apresentam
atividades bioldgicas como anticancer, antimicrobiana, pesticida, antioxidante, anti-
inflamatoria e anti-noceptiva (CARNESECCHI er al., 2004; TOGASHI et al., 2008;
BARNARD & XUE, 2004; CHEN & VILJOEN, 2010; PEANA et al., 2002; PEANA et

al.,2003).
P N X\ - CHeOH
CH,OH CH,OH

B-Mirceno (1) Citronelol (2) Nerol 3) Geraniol (4)
N N _-CHo N Q§§v//COOH

CHO CHO

Neral (5) Geranial (6) Citral (7) Acido Geranico (8)

CHO

OH
’ Z cho Fé;i%%%OOH =

Linalol (9) Isonovalal (10) Acido Isonovalico (11)  Novalal (12)

Figura 1. Estruturas quimicas de alguns monoterpenos aciclicos.

Recentemente, foi descrita a atividade antiproliferativa in vitro do geraniol (4) em
combinacdo com o farmaco sinvastatina em linhagens de células de hepatocarcinoma
humano HepG2 (POLO et al., 2011). Nesse estudo, verificou-se além do efeito sinérgico da
combinacdo desses dois compostos para inibi¢do da linhagem celular HepG2, como para a
inibicdo da biossintese de colesterol, demonstrando uma possivel abordagem para a

aplicacdo frente a doengas como o cancer e doengas cardiovasculares. Nessa perspectiva,
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outro estudo descreveu potente acdo anti-inflamatdria, anti-angiogénica, antiproliferativa e
propriedades indutoras de apoptose frente a carcinogénese bucal experimental induzida por

DMBA (7,12,dimetilbenz(a)antraceno) em hamsters (VINOTHKUMA et al., 2012).

Galle et al. (2014) comprovaram a ag¢do inibitéria do geraniol (4) na via do
mevalonato, que estd relacionada a eficicia desse monoterpeno contra a proliferacdo e
aumento da apoptose da linhagem A549 de adenocarcinoma de pulmdo em modelo in vivo,
além da ndo toxicidade nos animais do estudo, corroborando portanto para a confirmacao
da efetiva atividade antitumoral e caracteriza¢do do geraniol como potencial candidato para

a quimioterapia do cancer ( GALLE et al., 2014).

O linalol (9) ¢ um monoterpeno aciclico encontrado em 6leos essenciais de canela,
horteld e frutas citricas, que tem sido usado como fragrancia na industria de cosméticos
(LINCK et al., 2010; HUO et al., 2013). Quanto as atividades bioldgicas, esse composto
apresenta grande acdo anti-inflamatdria, anticolesterogéncia e anti-tumoral, além de
recentes pesquisas que comprovaram propriedades sedativas, efeitos sobre a ansiedade e
agressividade em modelos animais submetidos a inalacdo (aromaterapia) de linalol (HUO
et al., 2013; WU et al., 2014c; KLADNIEW et al., 2014; MIYASHITA & SADZUKA,
2013; LINCK et al., 2010).

Entre os moterpenos monociclicos, o timol (2-isopropil-5-metilfenol) (13),
composto presente em Thymus vulgaris e Monarda punctate , tem sido amplamente
utilizando na medicina devido as suas propriedades antimicrobianas, acdo antisséptica e
muitos estudos descrevem também acdo antioxidante, antiespasmddica, anti-agregante
plaquetdario e efeitos anti-inflamatérios (AESCHBACH er al., 1994; SHAPIRO &
GUGGENHEIM, 1995; WEI et al., 2014; GAVLIAKOVA et al., 2013; OKAZAKI,
KAWAZOE; TAKAISHI, 2002; FACHINI-QUEIROS et al., 2012; ZHOU et al., 2014).

O a-felandreno (5-isopropil-2-metil-1,3-ciclohexadieno) (20), composto presente
nos Oleos essénciais de Curcuma zedoaria Christm, Rosmarinus officinalis, Eucalyptus
dives Schauer, Zingiber officinale Roscoe, apresenta atividade analgésica, anti-noceptiva e
anti-inflamatoria, estimulante da resposta imune e recentemente foi comprovada a atividade

anti-hiperalgesica e antidepressiva do o-felandreno em estudos in vivo (SINGH; SINGH;
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MAURYA, 2002; NAPOLI; CURCURUTO; RUBERTO, 2010; GILLES et al., 2010;
VENDRUSCOLO et al., 2006; LIMA et al., 2012; LIN et al., 2013; PICCINELLI et al.,
2014).

De todos os monoterpenos monociclicos, os derivados perilicos do limoneno (17)
merecem destaque pelas suas notaveis atividades antitumorais. O dlcool perilico (p-metha
1,8-diene-7-ol) (25), encontrado em O6leos essenciais de limdo, lavanda, capim-limao,
hortela, sdlvia, sementes de aipo, gengibre e cerejas é o que mais tem despertado interesse
em pesquisas em todo mundo, uma vez que sua atividade antitumoral é descrita como a
mais potente entre os monoterpendides, sendo considerado um forte candidato para o
tratamento de diversos tipos de cincer (McGARVEY & CROTEAU, 1995; IMAMURA et
al., 2014). Apresenta grande potencial na atividade regressora de diferentes tumores,
incluindo mamarios, pancredticos e cerebrais (YURI et al., 2004; DA FONSECA et al.,
2006a, 2006b e 2007; MATOS et al., 2008). E considerado relativamente seguro em termos
de toxicidade e apresenta também efeito radiossensibilizador e significante inibi¢dao
angiogénica (EZENNIA et al.,1997; IMAMURA et al., 2014; RAJESH et al., 2003;
LOUTARI et al., 2004). A inibi¢do de enzimas como a farnesil-transferase e geranilgeranil-
transferase, enzimas-chave que induzem alteracOes conformacionais e funcionais em
pequenas proteinas G para realizar a producao de sinal para a proliferacdo celular parece ser
0 mecanismo mais provavel para a acdo antitumoral do dlcool perilico (SHI & GOULD,

2002; BASSI el al., 2005; DA FONSECA et al., 2008).

Estudos de fase I para tratamento de tumores sélidos refratdrios foram relatados
utilizando o dlcool perilico (25) como agente terapéutico (RIPLLE et al., 1998; HUDES et
al., 2000). Além disso, ensaios de fase II foram realizados no cancer de ovario, cancer de
prostata e de célon metastatico (LIU et al., 2003; .BAILEY et al., 2002; MEADOWS et al.,
2002). Recentemente, um estudo conduzido por Da Fosenca et al. (2011) também mostrou
que a administracdo intranasal de dlcool perilico (440 mg/ dia) aumentou a sobrevida de

pacientes com glioblastoma.
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Figura 2. Estruturas quimicas de alguns monoterpenos monociclicos.
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Os monoterpenos biciclicos também sdo alvo de diversos estudos visando a
avaliacdo das suas potenciais atividades bioldgicas, entre eles, o borneol (48), composto
volétil encontrado nos 6leos essenciais de vérias espécies de Artemisia, Dipterocarpaceae,
Matricaria chamomilla, Valeriana officinalis e Lavandula officinalis demonstrou
atividades anti-inflamatéria, antimicrobiana, antioxidante, propriedades sedativas
relacionadas a possivel acdo sobre a receptores GABA, e efeitos protetores contra lesao
isquémica cerebral (JUHAS et al., 2008; KORDALI et al., 2005; SLAMENOVA et al.,
2009; GRANGER et al., 2005; LIU et al., 2011).

Estudos recentes t€ém comprovado a capacidade do borneol em melhorar aspectos
farmacocinéticos de alguns farmacos, como absor¢do na pele, cérnea, mucosas nasal e do
trato gastrointestinal e de distribui¢do no sistema nervoso central, associado a efeitos
positivos quanto a aumento da passagem dessas drogas pela barreira hemato-encefélica e
aumento da distribuicdo no tecido cerebral ( QI ef al., 2013; LAI et al., 2011; CAI et al.,
2014; XTIAO et al., 2007; YU et al., 2013).

Wu et al. (2014a) demonstraram em estudos in vivo a capacidade do borneol
natural em inibir o metabolismo e eliminacdo de nimodipina, um bloqueador do canal de
célcio utilizado na terap€utica de doencas isquémicas. Além disso, houve um aumento da
distribuicdo desse farmaco no tecido cerebral dos animais utilizados no estudo (WU et al.,
2014a). Em outro estudo, foi observado o efeito sinérgico do borneol com o agente
neuroprotetor edaravona em modelo de acidente vascular cerebral isquémico em ratos (WU

et al., 2014b).

O mirtenol (51), um dlcool monoterpénico biciclico, é encontrado como um dos
principais componentes no 6leo essencial de Myrtus communins L. Artemisia annua e
Anthemis melampodina e possui atividades antifingica, antibacteriana, anticincer,
antioxidante, efeitos hipotensivos e ansioliticos (BHAKUNI et al., 2001; GRACE, 2002;
LEPOITTEVIN et al., 2011; EVSTATIEVA et al., 2010; SANTOS et al., 2011;
MOREIRA et al., 2014).
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Figura 3. Estruturas quimicas de alguns Monoterpenos Biciclicos.
2. Biossintese de Monoterpenos

Todos os compostos terpendides sdo biossintetizados a partir do isopentenil
difosfato (59) (IPP) que pode ser obtido tanto pela via do dcido mevaldnico (56) quanto da
via piruvato/gliceraldeido-3-fosfato. E proposto que hd a ocorréncia tanto da molécula de
IPP como do seu isdmero dimetilalil difosfato (60) (DMAPP) através da isomerizacio
reversivel do IPP pela IPP isomerase. A condensa¢do de uma molécula de IPP com uma

molécula de DMAPP gera um intermedidrio de dez carbonos denominado geranil difosfato
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(61) (GPP), que € considerado o precursor dos monoterpenos (HORNSTEIN, 1966)
(Figuras 4 e 5).

A biossintese de monoterpenos envolve diversas reacdes catalisadas por enzimas
que sao denominadas coletivamente de monoterpeno-sintases que estdo envolvidas na
transformagdo do GPP em intermedidrios de diferentes tipos de esqueletos de
monoterpénicos, podendo esses ser aciclicos, ciclicos e biciclicos (HORNSTEIN,1966).
Outras reagdes podem ocorrer sequencialmente para a formacdo de derivados
monoterpendides, como, por exemplo, reacdes de oxida¢do, que dependendo da
regiosseletividade das enzimas envolvidas podem gerar diferentes compostos com

propriedades bioldgicas diferentes.

0 fo) (0] (0]
)J\ + M
SCOA SCOA SCOA
Acetil-CoA (53) Acetil-CoA Acetoacetil-CoA (54) l
OH OH OH (0]
HOOC OoP HOOC OH HOOC SCOA
Acido mevalonico monofosfato  Acido mevalénico (56) 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (55)

(57

OH l
)</\
HOOC OPP opP

Isopentenil Difosfato (59)
Acido mevalénico difosfato (IPP)

(58)
)L/\OPP

Dimetilalil Difosfato (60)
(DMAPP)

Figura 4. Biossintese de monoterpenos: Formagdo de isopentenil difosfato (IPP) e

dimetialil difosfato (DMAPP) via 4cido mavel6nico.
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Figura 5. Biossintese de Monoterpenos: Formacao de geranil difosfato (GPP) e formagao

de monoterpenos.

A oxidacao do limoneno pode levar a formacao de intimeros derivados, que podem
apresentar atividades bioldgicas interessantes e propriedades sensoriais atraentes,
despertando o interesse da comunidade cientifica na utilizacdo do limoneno como substrato
para a producao desses compostos (Figura 6). A formacdo de isopiperitenol, composto de
aroma presente na Mentha aquatic L., ocorre quando a posicao 3 do anel de seis membros
sofre reacdo de hidroxilagdo, em contrapartida a formagdo de a-terpineol, a reacdo de
hidroxilagdo se d4 na posicdo 8 (Figura 6) ( LUPIEN et al., 1999; MAROSTICA JR.,
2006).
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A oxidagdo de a-pineno também pode gerar diferentes intermediarios dependendo
da posicdo da cadeia carbonica que sofrerd a reacdo. A formacdo de verbenol e
posteriormente verbenona ocorrerd quando a posi¢ao 4 do biciclo sofrer oxidagao. Se essa
reacdo ocorrer na metila do carbono 10 havera a formagdo de mirtenol, outro composto
monoterpenico utilizado na inddstria de cosméticos e fragrancias (Figura 7) (BHATIA et

al., 2008).

Os monoterpenos sdo encontrados como componentes do 6leo essencial de muitas
plantas aromdticas (XIE et al., 2014). Alguns desses monoterpenos podem estar associados
com a atracdo de agentes polinizadores, na defesa da planta contra diversos tipos de
parasitas como insetos ou suas larvas, fungos e bactérias (HORNSTEIN, 1966; SANTOS et
al., 2011; MAREI et al., 2012; CANTORE et al., 2009). Dessa maneira, os monoterpenos
podem ser utilizados como agentes alternativos para o controle de pragas ou para o
desenvolvimento de novos inseticidas devido as varias vantagens que apresentam, como a

seguranca, efetividade e o fato de serem totalmente biodegradaveis (XIE et al., 2014).
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Figura 6. Transformacdes quimicas em monoterpenos: Produtos de régio-hidroxilacio do

limoneno.
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Figura 7. Transformacdes quimicas em monoterpenos: Produtos de régio-Oxidacao de a-

pineno.
3. Monoterpenos como precursores de compostos de aroma

Os compostos terpénicos ocorrem amplamente na natureza e sao obtidos em larga
escala em residuos industriais (ROTTAVA, 2010). O (R)-(+)-limoneno, monoterpeno mais
abundante na natureza, € o constituinte majoritirio de 6leos essenciais de laranja e limao,
sendo encontrado nos residuos industriais do processamento de frutas citricas e tem sido
utilizado como precursor para a produgdo biotecnolégica de aromas monoterpendides,
bioativos e de maior valor agregado, como a-terpineol, carvona e dlcool perilico (TAN;
DAY, 1998; SAVITHIRY; CHEONG; ORIEL, 1997; DUETZ et al., 2001; BEILEN et al.,
2005).
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Outros monoterpenos como o- € [-pinenos, compostos majoritdrios do O6leo
essencial de coniferas, sdo encontrados em grandes concentragdes na terebentina, residuo
da industria de papel, representando um substrato ideal para processos biotecnoldgicos
devido a seu preco acessivel (YOO; DAY, 2002; BICAS; DIONISIO; PASTORE, 2009).
Estes monoterpenos biciclicos sdo precursores de importantes compostos de aroma, como
terpinedis, canfora, geraniol, mentol, verbenol, verbenona e mirtenol (BAUER; GARBE;

SURBURG, 2001).

A transformacdo microbiana de terpenos em compostos de alto valor agregado tem
potencial econdmico na industria de perfumaria, alimentos e farmacéutica (FAROOQ et al.,

2004; DE CARVALHO; DA FONSECA, 2006a).

Diversos derivados oxigenados de monoterpenos, como mentol, carvona, carveol,
alcool perilico, a-terpineol, mentol, verbenol e verbenona sdo reconhecidos por suas
fragrancias agraddveis e também por serem compostos bioativos, alguns com atividade
antimicrobiana e anti-tumoral (RAVINDRANATH, 1983; RAO; RAO; AGRAWAL, 2003;
CROWELL, 1999; JUN; JEONG; HO, 2006; DA FONSECA et al., 2006b). Processos
biotecnoldgicos para a produgdo de derivados oxigenados de monoterpenos sdo, portanto,
uma interessante perspectiva, levando-se em consideracdo as vantagens quanto ao menor
impacto ambiental, apelo comercial dos produtos formados e quanto a possibilidade de
utilizacdo de substratos de baixo custo, o que tornaria o processo global muito vidvel e de

grande interesse.

Diversos estudos foram desenvolvidos no intuito de utilizar monoterpenos como
substratos para a producdo biotecnoldgica de aromas naturais de maior valor comercial
como a biotransformacgdo de R-(+)-limoneno em alcool perilico e a-terpineol por variados
tipos de micro-organismos (MENENDEZ et al., 2002; TRYTEK; FIEDUREK, 2005;
ROTTAVA et al., 2010). A biotransformacdo de a-e B-pineno também é relatada para a
producido de verbenol e verbenona (DIVY ASHREE; GEORGE; AGRAWAL, 2006). Outro
monoterpeno utilizado como substrato € o citronelol que em alguns casos foi

biotransformado em 6xido de rosa (MAR()STICA JR.; PASTORE, 20006).
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Os trabalhos de biotransformacdo de terpenos utilizam enzimas purificadas, células
vegetais, leveduras, fungos e bactérias como biocatalisadores, sendo que os dois ultimos
representariam juntos por aproximadamente 75% do total (DE CARVALHO; DA
FONSECA, 2006). A biotransformacdo fingica ¢ relativamente superior quando
comparada com a bacteriana, pois 0 metabolismo bacteriano é rdpido e frequentemente
resulta na degradacdo de compostos quimicos, enquanto as transformacdes flingicas sdo
relativamente lentas e produz os produtos desejados com as alteracdes estruturais minimas
e em rendimentos consideraveis (FAROOQ; ATTA-UR-RAHMAN; CHOUDHARY,
2004). Assim a utilizac@o de linhagens fingicas para a biotransformagao de monoterpenos
para a produgcdo de bioaromas emerge como uma importante abordagem na drea de

biotecnologia.
3.1 Biotransformacio de limoneno em a-terpineol

O o-terpineol, 1-metil-4-isopropil-1-cicloexen-8-ol, monoterpendide ciclico
hidroxilado, incolor e de aroma ligeiramente adocicado € um interessante produto de
bioconversdo do limoneno valorizado comercialmente (BAUER, GARBE, SURBURG,
2001; MAROSTICA JR. et al., 2009). Esta presente em teores de 3 a 4% em Oleos
essenciais de Melaleuca alternifolia, Salvia officinalis e Carthamus tinctorius (BRITISH

PHARMACEUTICAL CODEX, 1949; KANAT; ALMA, 2004; HARRATHI et al., 2012).

Diversos estudos evidenciaram atividades bioldgicas importantes do a-terpineol,
como atividade antiproliferativa in vitro frente a linhagens celulares de adenocarcinoma da
mama (MCF-7) e leucemia mieldide cronica (K-562), comprovando nesse caso maior
especificidade que o limoneno (BICAS et al., 2011). Atividade antimicrobiana contra
bactérias cariogénicas, periodontogé€nicas e Campylobacter jejuni (PARK et al., 2012;
KUREKCI et al., 2013) além de atividade antiftingica contra Trichophyton mentagrophytes
e Geotrichum citri-aurantii (PARK et al., 2009; ZHOU;TAO; JIA, 2014). Atividade
antioxidante e antimutagénica também sao relatadas para o o-terpineol (DI SOTTO et al.,
2013; MAROSTICA JR. et al., 2009). Além de suas atividades bioldgicas, comprovou-se a
viabilidade do a-terpineol como solvente visando a melhoria das propriedades coloidais de

formulacdes de nanotubos de carbono, contudo, a maior utilizagdo desse monoterpendide €
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na industria de cosméticos e higiene pessoal ( KIM et al., 2006; ; BHATIA;LETIZIA; API,
2008).

O primeiro relato da biotransformacdo de limoneno em a-terpineol foi em 1969, por
uma linhagem de Cladosporium sp (KRAIDMAN, MUKHERIJEE, HILL, 1969). Desde
entdo indmeros estudos demonstraram essa capacidade de biotransformagdo para vdrias
espécies de fungos como as do género Aspergillus sp., Fusarium sp. e Penicillium sp.
(NOMA, YAMASAKI, ASAKAWA, 1992; TAN, DAY, CADWALLADER, 1998;
DEMYTTENAERE, DE KIMPE, 2001; ADAMS, DEMYTTENAERE, DE KIMPE, 2003;
TRYTEK, FIEDUREK, 2005; BICAS, 2009; MOLINA et al., 2013).

A utilizacdo de bactérias para a produgdo biotecnoldgica de a -terpineol também €
conhecida, estudos com linhagens de Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas gladioli,
Pseudomonas fluorescens, Bacillus stearothermophillus BR388 e Escherichia coli
recombinante, demonstraram a capacidade de biocatdlise bacteriana do limoneno a a-
terpineol e outros derivados oxigenados (CADWALLADER et al., 1989;
CADWALLADER; BRADDOCK; PARISH, 1992; ACOSTA et al., 1996; BICAS et al.,
2008; CHANG; GAGE; ORIEL, 1994; SAVITHIRY; CHEONG; ORIEL, 1997).

Recentemente, alguns dos processos de bioconversdao de limoneno em a -terpineol
descritos na literatura tiveram suas condi¢cdes otimizadas utilizando técnicas de
planejamento experimental e seus rendimentos foram aumentados significativamente

(BICAS et al., 2008; ROTTAVA et al., 2011).

Assim, a producdo biotecnoldgica de a -terpineol é sem duvida uma importante
abordagem na produgdo biotecnoldgica de compostos de aroma utilizando substratos
terpénicos de baixo custo e apresenta a vantagem de se obter um composto valorizado
comercialmente, considerado natural e com importantes atividades bioldgicas justificando,
portanto, estudos de screening de novos biocatalisadores fiingicos e bacterianos aptos a

producio desse composto.
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3.2 Biotransformacao de a-pineno em verbenona

z

A verbenona, um ceto-monoterpendide biciclico, € um composto de aroma
encontrado naturalmente sob as formas isoméricas (1R)-(+)-verbenona e (15)-(-)-
verbenona. Trata-se do componente majoritdrio de Oleos essenciais de Rosmarinus
officinalis, Verbena triphylla e Eucalyptus globulus e estd associado a fragrancia de
canfora, compondo o aroma de diversas ervas e frutas (RAVID et al., 1997). Esse composto
também ¢é encontrado na natureza como um feromodnio natural de alguns insetos como
Dendroctonus frontalis, podendo ser um marcador volatil especifico de machos dessa

espécie (RENWICK et al., 1973; BRAND et al., 1976; BLOMQUIST et al., 2010).

Uma interessante aplicagcdo da verbenona € a sua utilizagdo como material de partida
para a sintese de variados compostos organicos, dentre eles andlogos ciclobutilicos de
GABA e intermedidrios ciclobutanos enantiomericamente puros e substituidos, que podem
ser utilizados como agentes terapéuticos e ligantes quirais em catdlises assimétricas,
respectivamente (MOGLIONI et al., 2002; LEE-RUFF; MLADENOVA, 2003). Outros
compostos organicos de interesse que sdo sintetizados utilizando essa mesma perspectiva
sdo tiadiazolidinas, lactonas biciclicas e até mesmo o quimioterdpico Taxol ® ou seus

derivados (SARMIENTO et al., 2011; WENDER et al., 1995).

Considerando tais aplicacdes, a verbenona ¢ um importante composto de aroma que
tem despertado o interesse pelo seu valor mercadolégico e que tem na biotecnologia uma
interessante via de producdo de forma a aumentar seu valor comercial j4 que o composto

produzido seria considerado “natural”.

A utilizacdo de a-pineno como substrato em processos biotecnoldgicos para a
obtencao de verbenona foi descrita utilizando diferentes biocatalisadores. Dentre os micro-
organismos utilizados estdo fungos e leveduras, como Aspergillus niger
(BHATTACHARYYA; PREMA, 1962; DIVYASHREE; GEORGE; AGRAWAL, 2006),
Penicillium k. (AGRAWAL; JOSEPH, 2000), Hormonema sp. (VAN DYK; VAN
RENSBURG; MOLELEKI, 1998) e Botrytis cinerea (FAROOQ et al., 2002); bactérias:
Serratia marcescens (WRIGHT et al., 1986), Pseudomonas spp. (DIVYASHREE;
GEORGE; AGRAWAL, 2006) e Nocardia sp. (PEREZ et al., 1999). Culturas de células
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vegetais também foram utilizadas, como as de Nicotiana tabacum, Cannabis sativa e Picea
abies (HIRATA et al., 1994; LINDMARK-HENRIKSSON et al., 2003; VANEK et al.,
2005).

No trabalho desenvolvido por Van Dyk et al. (1998), utilizando uma linhagem de
levedura Hormonema sp., a produgdo de verbenona atingiu 0.3 g.L’l e a de trans-verbenol
chegou a 04 gL' apés 96 horas de fermentacio. Em outro estudo desenvolvido por
Mardéstica Jr. (2006) com o uso de terebentina como fonte de alfa-pineno para o processo
de biotransformacdo as concentra¢des de verbenol ficaram entre 6 a 51 mg.L'1 para
linhagens de Mucor sp. e Penicillium sp. apés 72 horas de fermentacio (MAROSTICA JR.,
20006).

A via metabdlica de bioconversdo de alfa-pineno em verbenona utilizada pelos
micro-organismos nem sempre € a preferencial, podendo haver outras vias envolvidas na
biotransformagao, como por exemplo, a metabolizacao via derivados de p-menteno como o
relatado em um processo de bioconversdo de a- e B-pineno usando Pseudomonas sp. em
que os produtos majoritarios foram o limoneno e p-cimeno, sendo também observados
outros produtos minoritdrios, entre eles borneol e canfora (Figura 9) (YOO; DAY;

CADWALLADER, 2001).

Essa tendéncia de formagdo de outros produtos de oxidacdo do a-pineno foi
observado no estudo de Wright et al. (1986) usando uma linhagem de Serratia marcescens,
em que houve a bioconversdo de o-pineno em frans-verbenol como produto majoritério e

em verbenona e trans-sobrerol como produtos minoritarios.
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Figura 9. Outros produtos de oxidagdo do a-pineno encontrados na literatura.
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Portanto, processos de producdo biotecnolégica de verbenona que utilizem
substratos de baixo custo como o a-pineno ou até mesmo residuos industriais ricos nesse
monoterpeno sdo importantes sob o ponto de vista econdmico e estudos que proponham a
otimizagdo das condigdes do processo, visando aumento no rendimento total, sdo altamente
promissores. Além disso, a selecdo de novos micro-organismos que apresentem elevada
regiosseletividade para a oxidacdo de alfa-pineno torna-se necessdria e caracteriza-se como

um ponto desafiador nos estudos de biotransforma¢do de monoterpenos.
4. Conclusao

Os monoterpenos sd@o compostos orginicos provindos do metabolismo secundéario
das plantas e desempenham diversos papéis na natureza, desde a atragdo de agentes
polinizadores até a protecdo contra parasitas. Podem estar presentes em grandes
concentracdes em residuos de processamento de varios setores industriais, incluindo a

industria de alimentos.

Dessa forma, podem ser adquiridos a baixo custo e o apelo ambiental envolvido no
aproveitamento desses residuos é uma tendéncia no campo cientifico. Os processos
biotecnoldgicos de transformag¢do de monoterpenos por micro-organismos por sua Vez,
surgem como uma promissora alternativa ja que possibilita a geracdo de compostos de
maior valor comercial, como monoterpendides com caracteristicas sensoriais particulares.
Além disso, esses monoterpendides podem apresentar atividades bioldgicas importantes,
como antividade antitumoral, antimicrobiana e anti-inflamatéria, podendo ser utilizados

como novos candidatos a farmacos.

Portanto, estudos que procurem avaliar o potencial dos monoterpenos como
substratos para biotransformacdo € de grande importancia, pois fomentaria novas
possibilidades para a aquisicdo de compostos bioativos e de aproveitamento de residuos

aliados a conceitos de minimizacao de custos e impacto ambiental reduzido.
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RESUMO

A producdo biotecnolégica de compostos de aroma por linhagens fungicas se mostra
vantajosa comparada com a biocatdlise bacteriana em termos de robustez e rendimentos.
Dessa forma, muitos estudos visam a selecdo de fungos com potencial aplicacdo em estudos
de biotransformac¢do de monoterpenos. Esse capitulo se divide em duas partes: a Parte I
trata do screening de 81 linhagens de fungos isolados de diversas fontes capazes de utilizar
a-pineno e/ou R-(+)-limoneno como substrato para a produgdo de derivados oxigenados
com caracteristicas sensoriais valorizadas comercialmente, nesse caso, verbenona e o-
terpineol respectivamente. Das linhagens testadas apenas 5 linhagens demonstraram esse
potencial, contudo, apenas uma linhagem foi a que propiciou rendimento acima de 50
mg.L™" e foi foco de estudo de efeito de inducio enzimdtica e estudo de influéncia de idade
do indéculo no processo de produgdo de aroma. A Parte 11 foca no estudo de otimizagdo do
processo de biotransformacao, utilizando um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) com 4 varidveis, totalizando 28 experimentos. A varidvel dependente foi a
concentragdo de verbenona em 96 horas de processo. A otimiza¢do proporcionou o

estabelecimento de condicdes mais favordveis ao processo, elevando a producdo de 66
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mg.L" para aproximadamente 108 mg.L"' em um dos ensaios do DCCR e em torno de 98
mg.L"' no ensaio de validagdo. Dessa forma, a otimiza¢do de processos é uma importante
ferramenta que permite o estabelecimento de condi¢cbes em que hd um aumento do
rendimento nos estudo de biotransformagdo de compostos monoterpénicos em compostos

de aroma.
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PARTE 1

SCREENING DE LINHAGENS FUNGICAS PARA A BIOTRANSFORMACAO DE
R-(+)-LIMONENO E S-(-)- a-PINENO

1. INTRODUCAO

A relevancia econdmica dos fungos reside na utiliza¢do desses micro-organismos e
suas enzimas em diversos processos industriais. Na indudstria de alimentos e bebidas, por
exemplo, a utilizacdo vai desde a producdo de paes até a producdo de fermentados,
laticinios e derivados, contribuindo tanto para a melhoria do processo global de fabricacao
quanto para conferir sabores adicionais (SAXENA et al, 2001; GHORALI et al., 2009).
Outra aplicacdo € o uso dos metabolitos secundérios, que despertaram e ainda despertam
interesse e investimentos da industria farmacéutica, principalmente na producdo de
antibidticos e esteroides, medicamentos de grande demanda e importancia farmacolégica

(HUNTER et al., 2009; SURYANARAYANAN et al., 2009; KRISTAN;RIZNER, 2012).

Grande aporte de enzimas provenientes de fungos tem relevantes aplicacdes na
industria farmacéutica e de alimentos, tais como tanases, proteases, amilases e lipases,
podendo advir de varias espécies, como Aspergillus sp., Penicillium sp., Colletotrichum sp.,
Paecilomyces sp., Phoma sp., entre outros (PARANTHAMAN et al., 2009; RAMIREZ-
CORONEL et al., 2003; NAKADALI et al., 1973; KUMAR, 2011; GENIE ez al.,2006;
FALONY et al., 2006; SURYANARAYANAN et al., 2009).

Dentre as aplicagdes biotecnoldgicas dos fungos, tem sido feito o uso extensivo
desses micro-organismos em estudos de biotransformagdo de terpenos em compostos de
aroma, biotransformacdo de esterdides, compostos fendlicos, alcalides e outras moléculas
bioativas se valendo de indmeros tipos de reacdes que podem ser quimio-, régio- e
estereosseletivas (AGRAWAL et al., 1999; KRINGS et al., 2006; PUPO et al., 2008;
BORGES et al., 2007; BORGES et al., 2009; BERDY, 2005; SHIBUYA ez al., 2003).
Essas reacOes podem ter seu estudo facilitado devido a utilizacio de condicdes

rigorosamente controladas, geralmente mais brandas que as utilizadas em sistemas de
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sintese quimica e o uso de matrizes simples que permitem e facilitam a andlise dos produtos

formados (BORGES et al.,2009).

A biotransformacao de monoterpenos para a obtencdo de seus derivados oxigenados
utilizando fungos ja é bem estabelecida e demonstra resultados satisfatérios, como na
biotransformacgdo de limoneno em o-terpineol, alcool perilico, carvona, limoneno-diol por
varias espécies do género Aspergillus sp., Fusarium sp. e Penicillium (NOMA,
YAMASAKI, ASAKAWA, 1992; TAN, DAY, CADWALLADER, 1998;
DEMYTTENAERE, DE KIMPE, 2001; ADAMS, DEMYTTENAERE, DE KIMPE, 2003;
TRYTEK, FIEDUREK, 2005; BICAS, 2009). Estudos de otimizacdo de processos
biotecnoldgicos demonstram a viabilidade do uso de ferramentas de planejamento
experimental para a obtencdo de melhores condi¢des experimentais nas quais o rendimento
dos produtos de bioconversao, entre eles o a-terpineol, sdo maximizados (BICAS et al.,

2009; ROTTAVA et al., 2011).

N3ao existem relatos na literatura sobre a otimizagdo de processos biotecnoldgicos de
conversao de a-pineno em derivados oxigenados, sendo assim, o objetivo desse trabalho foi
o screening de novas linhagens de fungos com potencial de biotransfomacdao de

monoterpenos, principalmente o a-pineno e posterior estudo de otimizagao.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Reagentes

Os substratos utilizados nos estudos de biotransformagao foram (R)-(+)-limoneno
(Sigma-Aldrich, > 93% de pureza) e (1S)-(-)-a-pineno (Sigma-Aldrich, >98% de pureza).
Os padrdes utilizados para confirmagio dos produtos foram: R-(+)-a-terpineol (Fluka, 99%
de pureza), (1S)-(-)- verbenona ( Sigma-Aldrich, > 93% de pureza), (S)-cis-verbenol
(Sigma-Aldrich, 95% de pureza) e mirtenol (Sigma-Aldrich, >95% de pureza).

Para a extracdo dos compostos de biotransformacgdo, foi utilizado acetato de etila

P.A.(Synth) com 1% de n-decano (Sigma-Aldrich,>99% de pureza) como padrao interno.

52



2.2 Linhagens fingicas utilizadas no Screening

No total 81 linhagens de fungos pertencentes a Cole¢do de Micro-organismos do
Laboratério de Bioaromas foram selecionadas para a etapa inicial desse projeto. As
linhagens fungicas selecionadas foram isoladas de diversas fontes naturais como solo,
folhas, frutos e estocadas em meio Yeast-Malt (YM; g.L'l: Glicose = 1,0; Peptona
bacterioldgica = 0,5; Extrato de Malte = 0,3; Extrato de Levedura = 0,3 e dgar = 2,0) em
tubos inclinados em ambiente refrigerado. Dessa forma, apds a sele¢do das linhagens, essas
foram reativadas em placas de meio YM, a 30°C em estufa bacterioldgica por 72 horas até
crescimento satisfatorio. As linhagens crescidas foram novamente repicadas e estocadas

como descrito anteriormente até a garantia de pureza da linhagem.

Tabela 1. Linhagens fingicas utilizadas no screening de biotransformacgado de terpenos.

Cédigo da Linhagem Substrato
R-Limoneno Alfa-pineno

ALB 30108 2288SEC X X
ALB 24108 M.MEIKEY 2 X X
ALB 24108 PITAYA POLPA2.1 X X
ALB 23108 A.NIGER & <
ALB 30108 A5-33 X X
ALB 30108 356 X X
ALB PERA WILL SEM-9 * *
ALB 23108 MEX.MUR CASCA8 X X
ALB 30108 144 X X
ALB 30108 201 X X
ALB 23108 PITAYA POLPA 2.2 X X
ALB 30108 PERA PORT P-10 X X
ALB 30108 2025 SEC X X
ALB 30108 154 SEC X X
ALB 30108 198 X X
ALB 23108 MARACUJA SEM2  * *
ALB 30108 212 * *
ALB 30108 209 X X
ALB 30108 44-21 X X
ALB 24108 CAJU CAST 10 - -

ALB 30108 18.36 X X
ALB 30108 234 X X
ALB 24108 M.MEIKEY 1 X X
ALB 24108 MACA VERDES.7 X X
ALB 23108 403 MARI X X
ALB 30108 31.54 X X

53



ALB 30108 MACA VERDE S.6 X

ALB 23108 PITAYA POLP 2.1 X X

ALB 30108 33.52

w4
>

ALB M. MEIKEY 2

>
%

ALB 23108 PEN. ITALICUM X X

*
>

ALB 30108 338

ALB 24108 ASP. ORYZAE X X

ALB 23108 PERA P. TALO 5 X X

ALB 30108 3.30 X X

ALB 30108 DAMASCO S.3 X X

ALB 30108 165 X X

ALB 30108 1.29 X X

ALB 23108 M.MEIKEY 1 X X

ALB 13108 207 X X

LF APD 81 X X

LF APD AV 1 X X

LF APD 485 X X

LF APD 38 X X

LF APD 54B X X
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LF APD 49 PDA
LF APD 49 YM A
LF APD 49 YM B
LF APD 165

LF APD 207

LF APD 2188 A
LF APD 2188 B
LF APD C514
LF APD 52

LF APD 27

LF APD 44

LF GMF1

LF GM F2

LF GM F3

LF GM F4

LF GM F5

LF GM F6

LF GM F7

I T i Tl R R i
I I Tl R R i

Total 81 linhagens

(X): linhagem utilizada no estudo de biotransformacao ; ( *): linhagem nao utilizada no estudo de
biotransformacgao.

2.3 Pré-inoculo

Cada linhagem foi repicada em meio Yeast-Malt (YM; g.L'I: Glicose = 1,0; Peptona
bacteriologica = 0,5; Extrato de Malte = 0,3; Extrato de Levedura = 0,3 e dgar = 2,0) e
estocadas a 30°C em estufa bacterioldgica por 72 horas até crescimento satisfatorio. As
linhagens com crescimento e pureza satisfatorios foram utilizadas para o preparo do in6culo

para o processo de biotransformacao.
2.4 In6culo

. . 2 2 .
Foi retirado lecm” do 4gar de cada placa com linhagens que apresentaram
crescimento satisfatério em 72h. Em seguida o mesmo foi transferido para um erlenmeyer

de 250 mL contento 50 mL de meio YM liquido para a homogeneiza¢do com Ultraturrax
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(Ika, Wilmington, NC, USA), e incubado em shaker climatizado a 30°C a 150 rpm por 72

horas.
2.5 Processo de biotransformacao

A biomassa crescida foi filtrada a viacuo com filtro Whatman n° 1 em condi¢des
estéreis e transferida para um erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de meio mineral (em g.L"
L. MgSO4 = 0,5; NaNO; = 3,0; K,HPO4 = 1,0; KCI = 0,5 e Fe,SO4 = 0,01) . Foram
adicionados 0.5% de a-pineno ou de R-(+)-Limoneno e o processo de biotransformacao foi

conduzido a 30°C, 150 rpm por 96 horas em shaker climatizado.

Foram selecionadas as linhagens de fungos capazes de resistir a concentracao dos
monoterpenos citados anteriormente em meio mineral, em que esses monoterpenos foram a
unica fonte de carbono e que demonstrassem a capacidade de utilizd-los como substratos

para a producdo de compostos de aroma com maior valor mercadolédgico.

Aliquotas de 500uL. do meio de biotransformagdo foram retiradas e extraidas com
igual volume de acetato de etila com 1% (v/v) de n-decano como padrio interno, sendo que
1uL foi injetado em diferentes tempos (Oh, 24h, 48h, 72h, 96h) em cromatdgrafo a gas para
monitoramento do processo. Amostras controle foram realizadas em meio mineral com as

concentracdes de substratos anteriormente citadas, na auséncia de biocatalisador.

2.6 Estudo da influéncia da idade no inéculo na formacao de verbenona e outros

produtos de oxidacdo do a-pineno

Para verificar qual da idade do indculo mais adequado ao processo de
biotransformacdo de S-(-)-a-pineno buscou-se avaliar o potencial de producdo de
verbenona, cis-verbenol e mirtenol pela linhagem fingica LBGM F6 em diferentes idades

do indculo.

O preparo dos indculos deu-se em meio YM liquido a partir de lcm? de uma placa
de YM sélido com 72 horas de crescimento, como descrito no item 2.4. No estudo foram
obtidos trés indculos: Inéculo A, com 48 h de crescimento em meio YM liquido; Inéculo B,
com 72 horas de crescimento em meio YM liquido e Inéculo C, com 96 horas de

crescimento em meio YM liquido. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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2.7 Efeito da inducio enzimatica e idade do inéculo na formacao de produtos de
oxidacao do alfa-pineno pela linhagem fingica LB GM F6
Alguns autores sugerem que a indugdo pelo substrato na fase de crescimento pode
aumentar os rendimentos em processos de biotransformacdo de compostos terpénicos
(TAN, DAY, CADWALLADER, 1998; ADAMS, DEMYTTENAERE, DE KIMPE, 2003;
FONTANILLE, LARROCHE, 2003). Dessa forma, durante o preparo do inéculo procedeu-
se mais uma etapa, a adicdo de 0,1% de substrato (S-(-)-a-pineno) no meio YM liquido.
Assim, foi avaliada a capacidade de biotransformagdo em diferentes idades de inéculo e sob

inducdo enzimadtica pelo substrato.
2.8 Identificacio e quantificacao dos produtos de Biotransformacao

As aliquotas do item anterior foram analisadas em cromatégrafo a gids Hewlett
Packard — HP 6890 Series GC System GI1530A (Palo Alto, CA - Estados Unidos),
equipado com detector de 1onizagdo em chamas (DIC), em modo split 20:1, com a coluna
capilar de fase reversa HP-5 (30 m comprimento x 0.25 mm diametro interno x 0.25 pm
espessura do filme). O método cromatografico utilizado foi programado com temperatura
do forno foi iniciada a 80 °C por 2 minutos, aumentando a 20 °C.minuto™’ até atingir 220
°C, e finalmente, mantida por 6 min. A temperatura do injetor e detector permaneceu a 250

°C.

A quantificacao foi realizada por curva de calibra¢do contendo pontos de diferentes
concentracdes de padrdes com elevada pureza para os substratos (15)-(-)-a-pineno ou R-
(+)-limoneno, e para os produtos de interesse S-(-)- verbenona, (S)-cis-verbenol, mirtenol e
R-(+)-o-terpineol, utilizando acetato de etila como solvente e n-decano como padrdo
interno. Para que se estabeleca o efeito de matriz, correspondente a biomassa dos micro-
organismos, foi realizada ainda curvas de quantificacdo em matriz (meio mineral
juntamente com biomassa autoclavada) com quantidades definidas de substratos para a

determinacgdo da eficiéncia de extragcdo e correcao dos resultados.

Em paralelo foram realizadas andlises das amostras em Cromatdgrafo a gas
acoplado a um Espectrometro de Massas. O equipamento empregado para esse estudo foi

um cromatégrafo a gids HP-7890 acoplado a um espectrometro de massas HP-5975C
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(CG/EM - Agilent Technologies) equipado com uma coluna capilar HP-5MS (30 m de

comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pm de espessura de filme).

Hélio foi usado como gds de arraste a uma vazdo constante de 1,0 mL.min". O
injetor permaneceu a 250 °C, o detector foi mantido a uma temperatura de 250 °C na linha
de transferéncia, energia de impacto de +70 eV e faixa de massas de 35-450 m.z"'. A
identificacdo dos compostos foi realizada por comparagdo dos espectros com a biblioteca
NIST2008, com similaridade superior a 90%, pelo seu indice de reten¢do, como também
pela confirmacdo com os padrdes comerciais. A programacdo da temperatura do forno foi a

mesma citada anteriormente

2.9 Planejamento Experimental e Estudo de Otimizacio do Processo

Biotecnolégico

Considerando a importancia das varidveis tipicamente ligadas ao processo
biotecnolégico como temperatura, agitacao, quantidade de biocatalisador e concentracdo de
substrato avaliou-se a influéncia dessas varidveis na produgdo de derivados oxigenados pela
linhagem de fungo LB GM F6 utilizando um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) com 4 varidveis, para que fossem estabelecidas as condi¢des 6timas do processo a

partir da andlise do modelo de superficie de respostas (RODRIGUES; IEMMA, 2005).

Os pontos centrais para o estudo de otimizac¢do possui condicdes padrao utilizados

no processo de biotransformacgdo e os seus valores encontram-se na tabela 2.

Tabela 2. Varidveis avaliadas no Delineamento Composto Central Rotacional

Niveis
L Codigo | 1 0 | 42
Variaveis
In6culo (g.50 mL™) X1 1 2 3 4 5
Substrato (% v/v) X2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Agitaciio (rpm) X3 50 100 150 200 250
Temperatura (°C) X4 20 35 30 35 40
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Tabela 3. Matriz DCCR 24 e seus respectivos niveis codificados.

Ensaios X1 X2 X3 X4

2 +1 -1 -1 -1

4 +1 +1 -1 -1

6 +1 -1 +1 -1

10 +1 -1 -1 +1

12 +1 +1 -1 +1

14 +1 -1 +1 +1

16 +1 +1 +1 +1

18 +2 0 0 0

20 0 +2 0 0

22 0 0 +2 0

24 0 0 0 +2

26 0 0 0 0

28 0 0 0 0

2.10 Analise de Resultados

Os resultados foram analisados pelo software STATISTICA ® versao 12.0
considerando um nivel de significancia de 10 % (p<0,1) para o DCCR. Esse nivel estd
adequado para processos biotecnoldgicos segundo estudos anteriores conduzidos pelo

nosso grupo de pesquisa.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selecao de linhagens fungicas para a biotransformacio de a-Pineno

No screening realizado com 81 linhagens de fungos pertencentes a colecdo de
Micro-organismos do Laboratério de Bioaromas, 5 linhagens se mostraram capazes de
utilizar o-pineno como substrato para a producdo de verbenona, contudo, apenas uma
linhagem apresentou rendimento significativo, maior que 50 mg.L"' em 96 horas de
processo. A linhagem LF GM F6, portanto foi escolhida para a realizacdo de um estudo
voltado a verificagao das possiveis varidveis que poderiam afetar a producdo de verbenona

e outros derivados oxigenados como cis-verbenol e mirtenol.
3.2 Selecao de linhagens fungicas para biotransformacao de R-(+)-limoneno

No screening realizado com 81 linhagens de fungos pertencentes a colecdo de
Micro-organismos do Laboratério de Bioaromas, 3 linhagens se mostraram capazes de
utilizar R-(+)-Limoneno como substrato para a producdo de derivados oxigenados, como a-
terpineol e limoneno-1,2-diol contudo, nenhuma das linhagens apresentou rendimento
significativo, maior que 30 mg.L™' em 96 horas de processo e dessa ndo foram selecionadas

para posteriores estudos.
3.3 Identificacio e quantificacido dos produtos de Biotransformacio de a-pineno

Para a linhagem LB GM F6 foram identificados e quantificados trés derivados
oxigenados do a-pineno: S-cis-verbenol (tempo de retencdo 5.3 minutos), mirtenol (tempo
de retencdo 5,7 minutos) e S-(-)-verbenona (tempo de retencao 5.9 minutos) (figura 10). A
identificacdo foi realizada por comparaciao dos tempos de retencio dos produtos observados
com padrdes de elevada pureza em Cromatdgrafo a Gds com ioniza¢do por chama (CG-
FID) e por comparacdo com a biblioteca NIST no Cromatdgrafo a Gé4s acoplado a um

analisador de Massas com ionizacao por elétrons (CG-MS) (Figura 11).

O processo de biotransformacdo foi conduzido durante 96 horas e as concentragcdes
dos produtos observados foram aproximadamente: 61 mg.L" de cis-verbenol, 24 mg.L" de
mirtenol e 66 mg.L'1 de verbenona (valores ja corrigidos considerando uma eficiéncia de

extragdo de 59%).
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Figura 10. Cromatograma dos compostos produzidos a partir da biotransformagao de a-
pineno em 96h de processo em meio mineral, temperatura de 30 °C e agitacao del150 rpm,

pela linhagem LBGM F6: 1) cis-verbenol; II) mirtenol; III) verbenona.
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Verbenol: 5.321 min
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Verbenona: 5.902 min
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Figura 11. (continuagdo). Espectro de Massas dos produtos de oxidac¢do do a-pineno:
verbenol; mirtenol e verbenona.

3.4 Estudo da influéncia da idade no indculo na formaciao de verbenona e outros

com 72 horas de crescimento. No estudo foram obtidos trés indculos: Inoculo A, com 48 h

de crescimento em meio YM liquido; In6culo B, com 72 horas de crescimento em meio

produtos de oxidacio do a-pineno pela linhagem fiingica LB GM F6

O preparo dos indculos deu-se em meio YM liquido a partir de lem? de uma placa

YM liquido e Inéculo C, com 96 horas de crescimento em meio YM liquido.

apresentaram melhores resultados, e assim a padronizag¢do do processo de biotransformacao

foi para um inéculo com 72 horas de crescimento em meio YM liquido. A producdo de

Observou-se que indculo e pré indculo com 72horas de cultivo foram os que

. . 1 . .,
verbenona foi de aproximadamente 66 mg.L-" , em torno de 8 vezes maior que do inéculo

com 48 horas e 3 vezes superior a producio observada no inéculo com 96 horas de cultivo.
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A idade do indculo estd associada ao desenvolvimento adequado da maquinaria
enzimadtica, metabolismo e também a fatores adaptativos dos micro-organismos ao
ambiente quimico e fisico imediato nos processos fermentativos (SEN; SWAMINATHAN,
2004). Dessa forma, percebe-se que as maiores concentracdes dos produtos de oxidagdo de
a-pineno ocorreram no indculo com idade de 72 horas em 96horas de processos de
biotransformacao caracterizando esse tempo como o mais adequado para a formacao das

enzimas responsdveis pelo processo de oxidacdo do substrato em questao.

Tabela 4. Efeito da idade do in6culo na formagao de produtos de oxidag¢ao de a-pineno.

Idade do Inoculo Verbenona (mg.L’l)
24h 48h 72h 96h
A (48h) 52+1,2 6,723 7,1+ 1,6 8,3+ 1,9
B (72h) 15,9+ 2.4 24,7+ 3,6 39,9+ 5,9 65,8 +4,1
C (96h) 8,3+ 3,1 13,7+ 1,7 16,2+ 2,5 20,3+3,5
Idade do Inoculo Verbenol (mg.L’l)
24h 48h 72h 96h
6.1+ 2,6 8,9+1,6 13,3+ 3,2 14,1 £2,2
B 19,0+ 1,1 28,2+1,9 32,4+2,2 61,1+1,6
56+14 6,8+2,2 75+1,5 9,7+19
Idade do Inéculo Mirtenol (mg.L™")
24h 48h 72h 96h
A N.D N.D AD 6,6 £2,4
B 15,7£ 1,2 17,8+ 1,1 21,3+ 1,9 25,6 2,1
C N.D 7,3+2,6 10,5+ 2.4 13,8 £3,2

N.D: Nao detectado. A.D: Apenas detectado, ndo quantificado.
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Figura 12. Producao de verbenona pela linhagem fingica LBGMF6 em 96 horas de

processo. Condi¢des experimentais: 30°C, 150 rpm, 0,5% de substrato e indculo de 72
horas.

3.5 Efeito da inducio enzimatica e idade do in6culo na formacao de verbenona e

outros produtos de oxidacao do alfa-pineno pela linhagem LBGM F6

No presente trabalho, a inducdo enzimdtica ndo apresentou efeitos positivos para o
aumento da producido de compostos aroma a partir de S-(-)-a-pineno. Houve uma reducao
de aproximadamente 44 % na concentracdo de S-(-)-verbenona com indculo de 72 horas de
idade em 96 horas de processo de biotransfomac¢ao em meio mineral. No entanto o processo
de conversdo de S-(-)-a-pineno em verbenol pouco foi afetado para as mesmas condigdes.
Assim, percebe-se que a inducdo enzimdtica ndo foi favordvel nos estudos de
biotransformacdo com a linhagem LB GM F6 e essa estratégia foi descartada nos estudos

para o aumento da concentracdo dos compostos de aroma conduzidos posteriormente
(Tabela 5).
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Tabela 5. Efeito da inducdo enzimatica e idade do in6culo na formagdo de produtos de

oxidag¢do de a-pineno.

Idade do Indéculo

Verbenona (mg.L™")

24h 48h 72h 96h
A (48h) N.D N.D N.D N.D
B (72h) 10,1+ 1,3 13,6+ 1,9 24,8+2.9 29,6 2,2
C (96h) N.D 11,2+2,3 12,7+ 2,8 143 +2,5
Idade do Inéculo Verbenol (mg.L™)
24h 48h 72h 96h
48h N.D N.D N.D N.D
72h 13,0£2,3 182422 22,8+2.8 28,9 +2.,6
96h N.D 6,8+ 2,2 75+1,5 9,7+1,9
Idade do Inéculo Mirtenol (mg.L™")
24h 48h 72h 96h
48h N.D N.D N.D N.D
72h N.D N.D 12,64 2,7 153+2,8
96h N.D N.D N.D N.D

N.D: Nao detectado. A.D: Apenas detectado, ndo quantificado.
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PARTE 2

OTIMIZACAO DA PRODUCAO BIOTECNOLOGICA DE VERBENONA
UTILIZANDO LINHAGEM DE FUNGO ENDOFITICO LBGM F6 ISOLADO DA
ROMA (Punica granatum)

1. Estudo de otimizacao

Para a otimizacdo do processo biotecnoldgico de biotransformagdo de a-pineno em
verbenona utilizando a linhagem fungica mais promissora encontrada no screening foi
realizado um delineamento composto central rotacional de 4 varidveis, composto de 16
combinacdes possiveis para os dois niveis estudados, acrescidas de 8 ensaios
correspondentes aos niveis axiais € mais 4 repeticoes no ponto central, totalizando 28
ensaios. Os resultados dos experimentos do DCCR sdo dados em relacdo a concentragdao
(g.L'l) de S-(-)-verbenona (Tabela 6). No estudo de otimiza¢do ndo foram consideradas as
concentracdes de cis-verbenol e mirtenol como varidveis dependentes, sendo assim, nao
serdo utilizadas para a avaliagdo estatistica pois as concentracdes, da mesma forma como
ocorreu no estudo de inducdo enzimdtica, foram afetadas sobremaneira sendo que esses
compostos somente foram detectados em alguns dos ensaios, provavelmente por conta das

diversas condicdes testadas e que afetaram a producdo dos mesmos.

As varidveis estudadas foram: x; .Quantidade de Indculo, em g.50 mL'l; X».
Quantidade de Substrato (S-(-)-a-pineno) , em %v/v; X3, Agitacdo, em rpm € Xg

Temperatura (°C).

Buscou-se estabelecer as condicdes Otimas para essas varidveis no processo de
biotransforma¢do de a-pineno através da andlise de superficies de resposta e curvas de

contorno obtidas apds o tratamento estatistico dos resultados obtidos no DCCR.

Observando os dados da Tabela 6, percebe-se considerdveis variacdes nas
concentracdes de verbenona nos ensaios tanto das combinacdes (ensaios 1 al6) quanto dos
pontos axiais (ensaios 17 a 24), revelando dessa forma que o extrapolamento nos niveis das

varidveis estudadas € pertinente, uma vez que, permite avaliar o comportamento do
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processo biotecnolégico em condi¢des diversas das usuais. Comparando-se os pontos
centrais (ensaios 24 a 28), que representam as condi¢des-padrdo do processo, com o0s
demais pontos observa-se em termos quantitativos que existem influéncias significativas na

producdo de verbenona quando diferentes combinagdes das varidveis sdo realizadas.

Tabela 6. Resultados do DCCR para a resposta Concentragdo de Verbenona (g.L'l).

Concentracao
de
Verbenona
L

Ensaio X1 X2 X3 X4

2 +1 -1 -1 -1 0,01912

4 +1 +1 -1 -1 0,02646

6 +1 -1 +1 -1 0,04055

8 +1 +1 +1 -1 0,07579

10 +1 -1 -1 +1 0,03607

12 +1 +1 -1 +1 0,03825

14 +1 -1 +1 +1 0,06473

16 +1 +1 +1 +1 0,09498

18 +2 0 0 0 0,06112

20 0 +2 0 0 0,03622

22 0 0 +2 0 0,10614

24 0 0 0 +2 0,02304

26 0 0 0 0 0,06051

28 0 0 0 0 0,06149
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A anidlise dos coeficientes de regressdo estd na tabela 7 e revelam juntamente com
p-valor quais sdo os parametros estatisticamente significativos e que fardo parte do modelo

matematico predito para o processo de biotransformacao de a-pineno em verbenona.

A significincia de cada coeficiente foi determinada pelo p-valor e pelo teste de ¢-
Student. Quanto maior for a magnitude em moédulo do valor de 7 obtido em relagdo ao valor
de t tabelado e menor o valor de p, mais significativo € o coeficiente correspondente. Isto
implica que os efeitos linear e quadratico para a varidvel x; (substrato) foram significativos
considerando um intervalo de confianga de 90 %. Além disso, os efeitos linear da varidvel
X3 (agitacdo) e quadratico da varidvel x4 (temperatura) também foram significativos. Em
termos de interacdes entre as varidveis a andlise estatistica mostrou que a interagdo entre as

varidveis X; € X3 também foram significativos a 10% de significancia.

Tabela 7. Minimos quadrados e significancia dos coeficientes de regressdo dos parametros

do modelo (96 horas de biotransformacao).

Parametro Coeficiente de Erro Padrio t(13) p-valor
Regressao

Média 0,061273 0,006944 8,82359 0,000001
I 0,002757 0,002835 0,97243 0,348583
I? - 0,002549 0,002835 - 0,89928 0,384859
S 0,006969 0,002835 2,45826 0,028763
s? - 0,005468 0,002835 - 1,92884 0,075873
A - 0,020948 0,002835 7,38937 0,000005
A’ 0,000144 0,002835 0,05092 0,960167
T 0,002221 0,002835 0,78342 0,447418
T? - 0,005966 0,002835 -2,10433 0,055376
IxS - 0,001436 0,003472 - 0,41360 0,685907
IxA - 0,000395 0,003472 -0,11382 0911121
IxT 0,002526 0,003472 0,72753 0,479797
SxA 0,007718 0,003472 2,22278 0,044590
SxT 0,002166 0,003472 0,62396 0,543449
AxT - 0,000700 0,003472 - 0,20166 0,843302

t(13) = valor t de Student para 13 graus de liberdade; I = in6culo; S = substrato; A = agitacdo; T =
temperatura. Em negrito e vermelho os parimetros estatiscamente significativos ( p<0.10) para o modelo.
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Ap6s a determinacdo dos coeficientes de regressdo, foi possivel montar o modelo
incluindo somente os termos significativos, com um nivel de significancia de 0,10

representado na equacao abaixo:

Concentraciio de verbenona (g.L™) = 0,061273 + 0,006969x, — 0,005468x, % —
0,020948x; — 0,005966x4 + 0,007718x,x;

Com o objetivo de verificar a validade do modelo, uma andlise de variancia
(ANOVA) foi feita considerando apenas as varidveis estatisticamente significativas

(p<0,10) da tabela 7.

Tabela 8. ANOVA do modelo quadratico

Fonte de SQ gl QM F calculado p-valor
Variacio

Regressao  0,013908 5 0,002782 19,18345 0,044
Residuos 0,003200 22 0,000145

Total 0,017 108 27 F 0,90(5,22) = 2, 13

R’ 0,81

SQ= Soma dos quadrados; gl= graus de liberdade; QM: Quadrados médios

A tabela de ANOVA (Tabela 8) demonstrou que o modelo quadrético ajustado para
as respostas do processo é satisfatério. O coeficiente de determinacdo (R?) para a
concentracdo de verbenona foi igual a 81,29 %, apesar de ndo ideal esse valor €
perfeitamente aceitdvel para sistemas biol6gicos (RODRIGUES; IEMMA, 2005). O teste F
foi altamente significativo, em que o valor de F calculado (19,183) mostrou-se nove vezes
maior que o respectivo valor de F tabelado para 5 graus de liberdade da regressdo e 22
graus de liberdade dos residuos, Fs2,- 2,13, enquanto que o p-valor do modelo mostrou-se
menor que 0,1. Portanto, a equacdo do modelo é vidlida e pode ser graficamente
representada por meio de superficies de respostas e as respectivas curvas de contorno

(figura 13).

A andlise das superficies de respostas, figura 13a e 13b, permite verificar que

quando o substrato estd em torno de 0,6% e o indculo na faixa de 3 a 4 gramas, a produgdo
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de verbenona foi em torno de 60 mg.L™". As figuras 13c e 13d mostram os efeitos da
agitacdo e da quantidade de inéculo, indicando que em valores superiores a 250 rpm e 3 a 4
gramas de inéculo a producdo de verbenona seria superior a 100 mg.L"'. A andlise das
figuras 13e e 13f mostra que as faixas de temperatura e in6culo 6timas sdo em torno de 33 °

Ce 3,0 a4,5 gramas de in6culo.

Na figura 13g e 13h, observa-se que em valores maiores que 250 rpm de agitacdo e
concentracdes superiores a 0,7 % de substrato seria possivel alcangar uma concentragdo de
verbenona maior que 140 mg.L'l. A figura 13i e 13}, mostra que a faixa 6tima em relacdo a
temperatura e substrato € aquela que estd em torno de 30°C e 0,6% de substrato. Ja a ultima
figura, 13k e 131 mostram novamente que em valores superiores de agitacdo haveria um
incremento na produ¢do de verbenona, em uma temperatura em torno de 30°C,

confirmando que essa temperatura seria a mais adequada para o processo.

Para validar as condi¢des 6timas resultantes da andlise das superficies de respostas
foi realizado o processo de biotransformacao em triplicata utilizando 0,6% de substrato, 30
°C, 4g de indculo e 30°C, e considerando a inviabilidade operacional de agitacdes maiores
que 250 rpm para o processo envolvendo fungos, o valor de 250 rpm foi fixado. Obteve-se
em torno de 97,8 mg.L"' de verbenona nessas condi¢des. Esse valor é aproximadamente 10
% menor que a concentragdo obtida no ensaio 22 do DCCR (3,0 g de in6culo, 0,5% de
substrato, 250 rpm e 30 ° C). A validacdo € aceitdvel pois a agitacdo ndo foi superior ao
recomendado apds a andlise das superficies de respostas resultantes da otimizacdo (maior
que 250 rpm), além de considerar o fato de que a biomassa utilizada sofreu influéncia inter-
dia j& que houve novo preparo da mesma e ainda considerando que existem fatores
adaptativos relacionados a sensibilidade do micro-organismo nesse tipo de processo, o que

compromete a uniformidade dos resultados.
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2. Conclusao

O estudo de otimizagdo utilizando um Delineamento Composto Central Rotacional
para a producdo biotecnoldgica de verbenona a partir de S-(-)-a-pineno foi descrito pela
primeira vez. De acordo com as superficies de respostas e curvas de contorno as melhores
condi¢des para a maior producdo de verbenona seriam 30°C, 3 a 4g de indculo, 0,6 % de

substrato e agitagdes superiores a 250 rpm.

Considerando as faixas utilizadas no estudo e os resultados obtidos, percebe-se que
o nivel superior de agitacdo testado ndo abrangeu o valor 6timo, sendo necessdrio a
primeira vista o aumento da agitacdo para valores maiores que 250 rpm. Contudo, agitacao
superior a esse valor, pode ter impacto negativo uma vez que se trata de uma linhagem
fingica e agitacdes elevadas poderiam comprometer a integridade do micélio e por
consequéncia inviabilizando o processo. Além disso, uma faixa de agitacdo superior a 250

rpm € desvantajosa em termos operacionais.

Nas condig¢des validadas: 0,6% de substrato, 30° C, 250 rpm e 4g de inéculo houve
um aumento em torno de 30% na producio inicial de verbenona, sendo isso um incremento
considerdvel no processo e que foi alcangado gragas a utilizagdo do DCCR, demonstrando
dessa maneira a utilidade do planejamento experimental e a otimizacdo de processos na

area de biotecnologia.

A linhagem utilizada no estudo (LBGM F6) j4 estd em processo de identificacao.
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CAPITULO 3

OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE o-TERPINEOL A PARTIR DA
BIOTRANSFORMACAO DE R-(+)-LIMONENO POR LINHAGEM DE BACILLUS
TEQUILENSIS

. . 1 . 2 . . 1 .
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Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Rua Monteiro Lobato n°

80, CEP 13083-862, Campinas, Sao Paulo, Brasil.
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dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Campus JK, Rodovia MGT 367-Km 583 n°5000,
Alto da Jacuba, CEP 39100-000 Diamantina, Minas Gerais, Brasil.

RESUMO

O a-terpineol é um monoterpendide comercialmente valorizado e utilizado na industria de
cosméticos e higiene pessoal. Além disso, € descrito na literatura diversas propriedades
bioldgicas para esse composto e pode ser produzido via biotecnoldgica a partir de R-(+)-
limoneno. Esse capitulo traz um estudo de otimizacdo do processo de bioconversdo de R-
(+)-limoneno a a-terpineol utilizando uma linhagem bacteriana de Bacillus tequilensis
isolado de residuos de processamento de frutas citricas. A producdo de a-terpineol em
estudos preliminares era de em torno de 25 mg.L™"' e apds a otimizacdo e validagdo do
processo nas condi¢des consideradas 6timas por meio da andlise de superficies de respostas
para esse linhagem, foi aumentada para 85 mg.L™". Portanto, a aplicabilidade de ferramentas
estatisticas em processos biotecnoldgicos de producdo de aromas € vantajosa e permite o
aumento de rendimento em estudos de escala laboratorial, permitindo assim possiveis

aplicagdes em estudos de scale-up.
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1. Introducao

O primeiro relato da biotransformagao de limoneno em a-terpineol foi em 1969, por
uma linhagem de Cladosporium sp (KRAIDMAN, MUKHERIJEE, HILL, 1969). Desde
entdo inumeros estudos avaliaram o potencial de biotransformagdo para vdérios tipos de
micro-organismos, principalmente fungos e bactérias (TRYTEK, FIEDUREK, 2005;
BICAS, 2009; BICAS et al., 2008; MOLINA et al., 2013).

O o-terpineol € um monoterpendide ciclico hidroxilado, incolor e de aroma
ligeiramente adocicado valorizado comercialmente e utilizado na industria de cosméticos e
higiene pessoal (BAUER, GARBE, SURBURG, 2001; MAROSTICA; PASTORE, 2007;
BHATIA; LETIZIA; API, 2008). Esta presente em teores de 3 a 4% em Oleos essenciais de
Melaleuca alternifolia, Salvia officinalis e Carthamus tinctorius (BRITISH
PHARMACEUTICAL CODEX, 1949; KANAT; ALMA, 2004; HARRATHI et al., 2012).
Além da sua valorizacio como composto de aroma, recentes estudos evidenciaram
importantes atividades biologicas do o-terpineol, como atividade antioxidante,
antiproliferativa, atividade antimicrobiana e antimutagénica (MAROSTICA JR. et al.,
2009; BICAS et al., 2011; PARK et al., 2012; KUREKCI et al., 2013; ZHOU;TAO; JIA,
2014; DI SOTTO et al., 2013)

Recentemente, alguns dos processos de biotransformacdo de limoneno em a -
terpineol tiveram suas condi¢des otimizadas através de técnicas de planejamento
experimental e seus rendimentos foram aumentados significativamente (BICAS et al.,
2008; ROTTAVA et al., 2011). Dessa forma, a utilizacdo de ferramentas estatisticas se
mostra promissora sob o ponto de vista de aumento de rendimento uma vez que possibilita

a determinacdo de condi¢Oes 6timas nos processos de bioconversao.

Portanto, estudos de otimizagdo de processos que utilizam substratos
monoterpénicos como o R-(+)-limoneno para a producdo de a-terpineol, sdo sem divida
uma importante abordagem na drea de biotecnologia, visto que os substratos sdo de baixo
custo e uma vez estabelecidas as condi¢des 6timas do processo, € possivel a obtencdo um

composto valorizado comercialmente, considerado natural e com atividades bioldgicas.
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Assim o objetivo desse capitulo foi o estudo da otimizagdo da produgdo de a-
terpineol a partir de R-(+)-limoneno utilizando uma linhagem bacteriana LB285JLB isolada
de residuos de processamento de frutas citricas e resistente a altas concentracdo de R-(+)-

limoneno.

2. Materiais e Métodos

2.1 Reagentes

Os substratos utilizados no estudo de biotransformacdo foi (R)-(+)-Limoneno
(Sigma-Aldrich, > 93% de pureza) e padrio utilizado para confirmacio do produto foi o R-

(+)-a-terpineol (Fluka, 99% de pureza).

Para a extracdo dos compostos de biotransformacgdo, foi utilizado acetato de etila

P.A.(Synth) com 1% de n-Decano (Sigma-Aldrich,>99% de pureza) como padrao interno.

2.2 Manutencao e crescimento da linhagem bacteriana

A linhagem bacteriana foi obtida da Cole¢do de Micro-organismos do Laboratdrio
de Bioaromas. Essa linhagem vem de um estudo prévio de isolamento de micro-organismos
de residuos de processamento e se mostrou resistente em concentragdes maiores que 2% de
limoneno (BICAS; PASTORE, 2007). A linhagem foi crescida e estocada em placa

contendo meio YM.

2.3 Identificacao da linhagem por sequenciamento e anilise filogenética do gene
RNA ribossomal 16S

A metodologia consistiu na amplificacdo do gene RNA ribossomal 16S pela técnica
de PCR, utilizando como molde o DNA gendmico extraido diretamente da cultura, segundo
protocolo descrito por Van Soolinger et al. (1993). Os primers (oligonucleotideos
sintéticos) utilizados para a reacdo de PCR foram plOf e pl1100r, homdlogos as

extremidades conservadas do gene RNA ribossomal 16S de bactérias.
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Os produtos da amplificacdo foram purificados e submetidos diretamente ao
sequenciamento usando o sequenciador automdtico ABI3500XL Series (Applied

Biosystem). Os primers utilizados para o sequenciamento foram 10f e 1100r.

As sequéncias parciais do gene RNA ribossomal 16S obtidas com diferentes
primers foram montadas em um contig (sequéncia unica combinando os diferentes
fragmentos obtidos) e comparadas com as sequéncias de organismos representados nas
bases de dados do Genbank (hhtp://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e do RDP
(hhtp://rdp.cme.msu.edu/). Foram entdo selecionadas sequéncias de micro-organismos

relacionados a linhagem LB285JLB para realizacdo das analises filogenéticas.

As sequéncias de DNA foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X
(THOMSON et al., 1997) e as andlises filogenéticas foram conduzidas utilizando o
programa MEGA versao 4.0 (TAMURA et al., 2007). A matriz de distancia evolutiva foi
calculada com o modelo de Kimura (1980) e a construcdo da drvore filogenética a partir das
distancias evolutivas foi feita pelo método de Neighbor-Joiningi ( SAITOU; NEI, 1987),
com valores de bootstrap calculados a partir de 1.00 re-amostragens, utilizando o software

incluido no programa MEGA 4.0.

2.4 Preparo do biocatalisador bacteriano

Pré-indculo foi preparado a partir da transferéncia de trés algadas de uma cultura em
meio solido de 24 horas de idade para um erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio
YM liquido. Em seguida, o meio foi incubado a 30 ° C e 150 rpm durante 24 horas, para
atingir uma densidade 6ptica, cerca de 3 a 600 nm (OD600).

Vinte mililitros do pré-inoculo foram transferidos assepticamente para um
erlenmeyer de 500 mL com 180 mL de meio mineral (em g L'l, NaNOs: 3,0; KoHPOy: 1,0;
MgSO, ¢ 7TH,0: 0,5; KCI: 0,5; Fe;S04: 0,01) e 1% de R-(+)-limoneno como unica fonte de
carbono. Novamente procedeu-se a incubagdo a 30 ° C e 150 rpm em shaker climatizado,

até um crescimento satisfatorio.

Apds atingir um crescimento satisfatério o meio com micro-organismo foi

centrifugado (2600g) durante 10 min, o sobrenadante foi descartado e a biomassa resultante
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foi re-suspensa em 50 mL de tampdo fosfato (20 mmol.I") pH 7,5 e utilizado como

biocatalisador no processo de biotransformacao.

2.5 Otimizac¢ao da Producio de a-terpineol

Para a otimiza¢do do processo biotecnoldgico de biotransformagdo de R-(+)-
limoneno em a-terpineol utilizando a linhagem bacteriana LB285JLB, foi desenvolvido um
Delineamento Composto Central Rotacional de 4 varidveis, composto de 16 combinacdes
possiveis para os dois niveis estudados, acrescidas de 8 ensaios correspondentes aos niveis
axiais e mais 4 repeti¢des no ponto central, totalizando 28 ensaios. As varidveis estudadas
foram: X; . Quantidade de Substrato (R-(+)-limoneno) , em %v/v;, X,: Quantidade de

Indéculo, em DOgo; x3: Temperatura (°C) e x4: Agitacdo, em rpm ( Tabela 9).

Tabela 9. Varidveis avaliadas no Delineamento Composto Central Rotacional para

Otimizacao da produgdo de a-terpineol.

Niveis
o Codige |, -1 0 +1 +2
Variaveis
Substrato (%v/v) X1 0,2 0,6 1 1,4 1,8
Inéculo (DO o) X2 2 4 6 8 10
Temperatura (°C) X3 20 25 30 35 40
Agitacao (rpm) X4 0 75 150 225 300

N

Os resultados dos experimentos do DCCR sdao dados em relacdo a concentragdo

(g.L'l) de a-terpineol (Tabela 10).

Buscou-se estabelecer as condigdes 6timas para essas variaveis na produgdo de a-
terpineol a partir da andlise de superficies de resposta e curvas de contorno obtidas apds o

tratamento estatistico dos resultados obtidos no DCCR.
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Tabela 10. Resultados do DCCR para a resposta Concentragao de a-Terpineol em 72 horas

de processo.

Concentracao
de a-
Terpineol
(gL"

Ensaio X1 Xo X3 X4

2 +1 -1 -1 -1 0,006

4 +1 +1 -1 -1 0,007

6 +1 -1 +1 -1 0,003

8 +1 +1 +1 -1 0,003

10 +1 -1 -1 +1 0,029

12 +1 +1 -1 +1 0,045

14 +1 -1 +1 +1 0,019

16 +1 +1 +1 +1 0,018

18 +2 0 0 0 0,027

20 0 +2 0 0 0,035

22 0 0 +2 0 0,040

24 0 0 0 +2 0,082

26 0 0 0 0 0,055

28 0 0 0 0 0,058

A andlise estatistica dos dados experimentais e a obtencdo das superficies de

resposta foram realizadas no software Statistica 12.0 (StatSoft Inc, Oklahoma, USA).
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2.6 Quantificacao e identificacao de a-terpineol

Aliquotas de 500uL foram retiradas em diferentes tempos do processo e foram
analisadas em cromatdgrafo a gas Hewlett Packard — HP 6890 Series GC System G1530A
(Palo Alto, CA - Estados Unidos), equipado com detector de ionizacdo em chamas (DIC),
em modo split 20:1, com a coluna capilar de fase reversa HP-5 (30 m comprimento x 0.25
mm didmetro interno x 0.25 um espessura do filme). O método cromatografico utilizado foi
programado com temperatura do forno foi iniciada a 80 °C por 2 minutos, aumentando a 20
°C.minuto™ até atingir 220 °C, e finalmente, mantida por 6 min. A temperatura do injetor e

detector permaneceu a 250 °C.

A quantificacao foi realizada por curva de calibracido contendo pontos de diferentes
concentracdes de R-(+)-Limoneno e R-(+)-a-terpineol, utilizando acetato de etila como
solvente e n-decano como padrdo interno. O efeito de matriz foi determinado através de
curva com os reagentes citados acima em meio de biotransformagdo contendo biomassa

autoclavada do micro-organismo.

Para a identificacdo do produto de biotransformacao, foi utilizado um Cromatdgrafo
a gds acoplado a um Espectrometro de Massas. O equipamento empregado para esse estudo
foi um cromatégrafo a gas HP-7890 acoplado a um espectrometro de massas HP-5975C
(CG/EM - Agilent Technologies) equipado com uma coluna capilar HP-5MS (30 m de

comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura de filme).

Hélio foi usado como géds de arraste a uma vazdo constante de 1,0 mL.min"'. O
injetor permaneceu a 250 °C, o detector foi mantido a uma temperatura de 250 °C na linha
de transferéncia, energia de impacto de +70 eV e faixa de massas de 35-450 m.z"'. A
identificacdo dos compostos foi realizada por comparag@o dos espectros com a biblioteca
NIST2008, com similaridade superior a 90%, pelo seu indice de reten¢do, como também
pela confirmacdo com os padrdes comerciais. A programacao da temperatura do forno foi a

mesma citada anteriormente.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Identificacido do micro-organismo

A sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S da linhagem LB285JLB
apresentou 100% de similaridade com sequéncias do gene RNA ribossomal 16S de
linhagens de Bacillus subtilis, B. tequilensis e B.licheniformis, além de similaridade com

sequéncias de varias linhagens de Bacillus sp. contidas nas bases de dados consultadas.

A anélise filogenética (Figura 14) recuperou a linhagem LB285JLB em um agrupamento

com a linhagem tipo de Bacillus tequilensis, identificando a linhagem em nivel de espécie.

Bacillus amyloliquefaciens NBRC15535T (AB255669)
|:Bacillus vallismortis ATCC 7000927 (AB021198)

Bacillus atrophaeus ATCC 493377 (AB021181)

Bacillus subtilis subsp. subtilis DSM10T (AJ276351)

Bacillus subtilis subsp. spizizenii DSM 150297 (AF074970)

LB285JLB

Bacillus tequilensis 10bT (HQ223107)

'— Bacillus mojavensis ATCC 515167 (AB021191)

Saccharococcus thermophilus ATCC 431257 (L09227)

Figura 14. Arvore filogenética demonstrando as relagdes evolutivas entre a sequéncia do
gene RNA ribossomal 16S da linhagem LB285JLB e sequéncias de linhagens de micro-

organismos relacionados presentes nas bases de dados RDP e Genbank.

3.2 Otimizacao do processo de biotransformacao
A andlise dos coeficientes de regressdao (Tabela 11) revela juntamente com os

valores de p-valor quais sdo os parametros estatisticamente significativos e que fardo parte

do modelo matematico predito para o processo de producao de a-terpineol.
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A significancia de cada coeficiente foi determinada pelo p-valor e pelo teste de #-
Student. Quanto maior for a magnitude em médulo do valor de ¢ obtido em relagdo ao valor

de 7 tabelado e menor o valor de p, mais significativo é o coeficiente correspondente.

Dessa forma, considerando os critérios acima discutidos, percebe-se que apenas o
efeito linerar da varidvel agitacdo (A) e os efeitos quadrdticos para as varidveis substrato
(Sz), quantidade de indculo (IZ) e temperatura (Tz), além da interacdo temperatura x

agitacdo ( T x A) foram estatisticamente significativos.

Tabela 11. Minimos quadrados e significancia dos coeficientes de regressdao dos

parametros do modelo (72 horas de biotransformagao).

Parametro Coeficiente de Erro Padrio t(13) p-valor
Regressao

Média 0,055750 0,006909 8,43510 0,000001
S - 0,004458 0,002698 - 1,65232 0,122404
S? -0,009594 0,002698 - 3,55557 0,003519
I 0,002125 0,002698 0,78755 0,445081
I - 0,007969 0,002698 -2,95332 0,011200
T - 0,02792 0,002698 - 1,03463 0,319706
T? 0,007594 0,002698 -2,81434 0,014623
A 0,016458 0,002698 6,09068 0,000038
A’ - 0,004344 0,002698 - 1,60985 0,131434
SxI 0,000687 0,003305 0,20804 0,838421
SxT 0,001438 0,003305 0,43499 0,670701
SxA - 0,003188 0,003305 - 0,96455 0,352370
IxT 0,002563 0,003305 0,77542 0,451965
IxA 0,000813 0,003305 0,24587 0,809625
Tx A - 0,008438 0,003305 - 2,55322 0,024045

t(13) = valor t de Student para 13 graus de liberdade; I = in6culo; S = substrato; A = agitacdo; T =
temperatura. Em negrito e vermelho os parimetros estatiscamente significativos ( p<0.05) para o modelo.

Ap6s a determinagdo dos coeficientes de regressdo, foi possivel elaborar o modelo

reparametrizado, com um nivel de significancia de 0,05 representado na equagao abaixo:

Concentraciio de a-terpineol (g.L™) = 0,055750 - 0,009594x * — 0,007969 x, * —
0,007594x5° + 0,016458x4 - 0,008438x3x4
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Para verificar a validade do modelo, uma andlise de variancia (ANOVA) foi
realizada considerando apenas as varidveis estatisticamente significativas (p<0,05) da

tabela 11.

Tabela 12. ANOVA do modelo quadrético.

Fonte de SQ gl QM F calculado p-valor
Variacao

Regressao  0,011251 5 0,002250 15,5172 <0,001
Residuos 0,003200 22 0,000145

Total 0,014451 27 F 0,95(5,22) = 2,68

R’ 0,73

SQ= Soma dos quadrados; gl= graus de liberdade; QM: Quadrados médios

A tabela de ANOVA (Tabela 12) revela que o modelo quadrético ajustado para as
respostas do processo € adequado. O coeficiente de determinagdo (R?) para a concentragao
de a-terpineol foi igual a 73,59 %, apesar de ndo ideal esse valor € considerado razoédvel
para esse tipo de processo (RODRIGUES; IEMMA, 2005). O teste F foi altamente
significativo, em que o valor de F calculado (15,5172) mostrou-se cinco vezes maior que o
respectivo valor de F tabelado para 5 graus de liberdade da regressdo e 22 graus de
liberdade dos residuos, Fs ;- 2,68 para um nivel de significancia de 0,05, enquanto que o p-

valor do modelo mostrou-se menor que 0,001.

Portanto, a equacdo do modelo é vélida e pode ser graficamente representada

através de superficies de respostas e as respectivas curvas de contorno (Figura 15).

Resultados preliminares mostraram que essa linhagem foi capaz de resistir
concentracoes em torno de 8% de R-(+)-limoneno, utilizando-o como unica fonte de
carbono e também que esse micro-organismo era capaz de produzir 27 mg.L"' de o-

terpineol durante o processo de biotransformacao ( MOLINA, 2010).

A andlise da superficie de resposta e curva de contorno que relacionam substrato e
quantidade de in6culo, figura 15a e 15b, percebe-se que o ponto 6timo para a producdo de
a-terpineol estd em 1% de substrato e DOggo na faixa de 6 para quantidade de in6culo, o

que resultaria em uma produgio maior que 40 mg.L"'. As figuras 15¢ e 15d mostram o
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efeito da interacdo da temperatura e da quantidade de in6culo no processo, indicando que
em valores superiores de 30°C e DOgyy na ordem de 6 para a quantidade de indculo seriam
os recomendaveis para alcangar maiores concentragdes de a-terpineol, superiores a 30
mg.L™". A andlise das figuras 15e e 15f mostra que a faixa Gtima de agitacdo e concentracio
de substrato ndo foi alcancada mas que seria em torno de 1% de substrato, corroborando

com as andlises anteriores, e valores maiores que 300 rpm.

Nas figuras 15g e 15h, fica claro as condi¢des 6timas de temperatura e quantidade
de indéculo mais adequadas ao processo em questdo, valores de 30° C e DOgg

respectivamente. Esses valores sdo condizentes com as de outras superficies analisadas.

As demais superficies e curvas de contorno, 151,15k, e 15j e 151, mostram a
influéncia da agitacdo juntamente com quantidade de indéculo e temperatura. Novamente
percebe-se a influéncia determinante da agitacdo uma vez que para se alcancar producdes
de a-terpineol maiores que 7Omg.L'1, a temperatura 6tima seria de 30°C, in6culo com valor

de DOgpp em torno de 6 e agitacao superior a 300 rpm.

A validagdo experimental foi realizada em triplicata e o valor médio de a-terpineol
produzido foi de aproximadamente 85mg.L'1, valor esse condizente com o valor predito
pelo modelo que foi de em torno de 82 mg.L"'. A partir da andlise das superficies de
resposta as condi¢cdes Gtimas para o processos sdo: indculo com valor de DOggo préximo de
6,0, temperatura de 30°C, concentracdo de substrato em torno de 1,0% e valores de

agitacdo superiores a 300 rpm.
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4. Conclusao

A otimizacdo da produgdo biotecnoldgica de a-terpineol a partir de R-(+)-limoneno
foi descrita utilizando uma linhagem de Bacillus tequilensis isolada de residuo de
processamento de frutas citricas. De acordo com as superficies de respostas e curvas de
contorno as melhores condi¢des para a maior produ¢do de a-terpineol foram 30°C, DO ¢
igual a 6 de in6culo, 1,0 % de substrato e agitacdes superiores a 300 rpm elevando a
producdo de a-terpineol de 25 mg.L'1 para aproximadamente 85 mg.L'1 (concentragao

obtida na validacio do processo) , um aumento de 3 vezes a produgdo inicial.

Considerando as faixas utilizadas no estudo e os resultados obtidos, percebe-se que
novamente o nivel superior (+2) de agitacdo testado ndo contemplou o valor 6timo, sendo
necessario o aumento da agitacdo para valores maiores que 300 rpm para esse processo.
Contudo, levando-se em conta termos operacionais a condi¢do de agitacdo foi fixada para

250 rpm para a validacao experimental.
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CONCLUSAO GERAL

O primeiro capitulo da Dissertacio trouxe uma revisdo de literatura sobre
compostos monoterpénicos, incluindo monoterpenos e monoterpendides, abordando suas
caracteristicas quimico-estruturais, atividades biolégicas e ponteciais aplicacdes em

biotecnologia.

O segundo capitulo foi dividido em duas partes: A primeira parte trata do screening
de 81 linhagens de micro-organismos capazes de biotransformar dois substratos
monoterpénicos presentes em grandes percentuais em residuos de processamento de frutas
citricas e de papel e celulose, limoneno e a-pineno. Das linhagens testadas apenas 5
linhagens demonstraram esse potencial, contudo, apenas uma linhagem fingica foi a que
propiciou rendimento acima de 50 mg.L™" e foi foco de estudo de efeito de indugio
enzimatica e estudo de influéncia de idade do in6culo no processo de producdo de aroma.
Os resultados mostraram que o indculo com 72 horas de crescimento foi o mais vidvel,
sendo utilizado como padrdo para a condugcdo do processo biotecnoldgico em estudos
posteriores visando a producao de derivados oxigenados. A induc@o enzimética por sua vez
ndo demonstrou aplicacdo ji que ocorreu significativa diminui¢do na producdo de

derivados oxigenados de a-pineno.

A Parte II foca no estudo de otimizag@o do processo de biotransformacao, utilizando
um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com 4 varidveis. A varidvel
dependente foi a concentracdo de verbenona em 96 horas de processo. De acordo com a
andlise das superficies de respostas e curvas de contorno, as melhores condicdes para a
maior producdo de verbenona foram 30°C, 3 a 4g de in6culo, 0,6 % de substrato e agitagdes
superiores a 250 rpm.A otimiza¢do proporcionou o estabelecimento de condi¢cdes mais
favordveis ao processo, elevando a producdo de 66 mg.L™ para aproximadamente 108

mg.L" em um dos ensaios do DCCR e em torno de 98 mg.L™' no ensaio de validacdo.

O terceiro capitulo consiste no estudo de otimizagdo do processo de bioconversao
de R-(+)-limoneno a a-terpineol utilizando uma linhagem bacteriana de Bacillus tequilensis
isolado de residuos de processamento de frutas citricas. A producdo de a-terpineol em

estudos preliminares era de em torno de 25 mg.L™" e apds a otimizagdo e validacdo do
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processo foi verificado que as condicdes consideradas 6timas por meio da andlise de
superficies de respostas para esse linhagem seriam aquelas em que a temperatura era de em
torno de 30°C, DO ¢ igual a 6 de inéculo, 1,0 % de substrato e agitacdes superiores a 300

rpm. Nessas condi¢des a produgdo de a-terpineol foi aumentada para 85 mg.L™".

Portanto, demonstrou-se a aplicabilidade de ferramentas estatisticas em processos
biotecnolégicos de producdo de aromas, sendo que a otimizacdo de processos € uma
importante e vantajosa abordagem ja que permite o estabelecimento de condicdes em que
hd um aumento do rendimento em estudos de biotransformacdo em escala laboratorial

permitindo assim possiveis aplicacdes em estudos de scale-up.

As proximas etapas desse trabalho estio relacionadas a identificacdo da linhagem
LBGM F6 e ainda a utiliza¢do dessa linhagem em estudos para a avaliacdo do seu potencial
de biotransformacdo com outros substratos monoterpénicos e possiveis estudos de

otimizacao.
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