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Resumo

RESUMO

Foram estudadas cinco lipases de microrganismos isolados no Laboratério de
Bioquimica da Faculdade de Engenharia de Alimentos-FEA UNICAMP sendo caracterizadas
quanto a capacidade de hidrolisar 6leo de mamona e diferentes substratos tais como: oleo de
milho, soja, oliva e girassol e liberar acidos graxos livres como produtos finais de reagdo. A
lipase de Alcaligenes sp, foi selecionada neste estudo como a enzima de melhor capacidade
hidrolitica frente aos diversos substratos utilizados.

Os acidos graxos liberados na reagio de hidrélise, foram utilizados em meio de cultivo
de fermentagdo submersa, composto por: 1% de glicose, 1% de autolisado de levedura como
precursor na sintese de y-decalactona. As amostras de meio de cultura foram analisadas
atraves de extracdo liquido-liquido, utilizando acetato de etila como solvente de extragio e
padrdo interno B-ionona e posterior analise em cromatografo a gas com detector de ionizagio
de chama-FID. Duas linhagens de levedura, Geotrichum sp e Geotrichum fragans foram
selecionadas como potencialmente produtoras de y-decalactona e estudos em relacdo aos
parametros de produgdo de y-decalactona como: temperatura, pH, substratos e composicio
do meio de cultura foram realizados.

A linhagem de Geotrichum sp e Geotrichum Jragans, apresentou maxima produgao de
Y- decalactona de 370 mg/L. e 650 mg/L respectivamente, quando cultivadas em meio de
cultura composto por 6leo hidrolisado de mamona na concentragdo 5% e 1% de autolisado de
levedura em 96 horas de cultivo a temperatura de 30°C, com agitagdo de 200 rpm em pH 6,0.
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SUMMARY

Five lipases obtained from microorganisms isolated in the Biochemistry Laboratory
of the Food Engineering Faculty-FEA-UNICAMP were studied and characterized for
their hydrolytic capacity using castor oil and different substrates such as- corn oil, soybean,
olive and sunflower releasing of free fatty acids as the final reaction products.

The lipase from Alcaligenes sp was selected as the enzyme that showed the best
hydrolytic capacity using the different substrates evaluated.

The fatty acids released by the hydrolytic reaction were used in a culture medium
for submersed fermentation with the following composition: 1% glucose, 1% yeast as
precursor for gamma-decalactone synthesis.

The culture medium samples were analysed by liquid-liquid extraction using ethyl
acetate as the extraction solvent and B-ionone as the internal standard, followed by gas
chromatography equipped with a flame ionization detector (FID).

Two  yeast strains, Geotrichum sp and Geotrichum Jragans were selected as
potential gamma—decalactone producers and studies related to their production parameters
performed such as: temperature, pH, substrate and culture medium composition.

The  strain of Geotrichum p and Geotrichum fragans, showed maximum
production of gamma-decalactone of 370 mg/L and 650 mg/L respectively, when
cultivated on a culture medium containing 5% hydrolyzed castor—oil and 1% autolyzed
yeast after 96 hours of cultivation at 30°C, 200 rpm and pH 6.0.
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1. INTRODUCAO

Lipases s3o enzimas que pertencem ao grupo das serinas hidrolases (E.C.3.1.1.3) e
catalisam preferencialmente a hidrolise de acilglicerdis na interface oleo-agua. As reagdes
hidroliticas catalisadas pelas lipases s3o essencialmente reversiveis e o potencial destas
enzimas em produtos e processos, particularmente na indistria de laticinios e hidrolise de
oleo e gorduras. Algumas lipases microbianas com alto grau de especificidade para as
posi¢des 1,3 do triglicerideo podem ser utilizadas na clivagem total do triglicerideo,
liberando acidos graxos e glicerol, como também em reagdes de interesterificagdo e sintese
de ésteres. Lipases tém sido utilizadas como catalisadores em reagdes envolvendo
hidroxiacidos e derivados, na produgdo de compostos como lactonas. Os hidroxiacidos sdo
moléculas multifuncionais que possuem uma grande variedade de aplicagbes em
cosméticos, lubrificantes podendo ser encontrados na natureza com ésteres ciclicos
conhecidos como lactonas. As lactonas sio moléculas derivadas de uma esterificagdo
intramolecular entre os grupos hidroxi e carboxilicos do hidroxiacido e apresentam muito
interesse para a industria de alimentos, devido ao aroma de frutas como por exemplo, o de
péssego (gama—decalactona e gama-undecalactona). Estes compostos sdo largamente
encontrados em mais de 120 produtos alimenticios incluindo frutas, vegetais e laticinios, o
que intensifica a sua importancia para a indastria de aromas. A crescente procura pelo
mercado consumidor por produtos de origem natural em relagdo aos compostos
sintetizados quimicamente e a falta de seletividade e estereoseletividade dos produtos
sintetizados quimicamente tém resultado no uso de processos biotecnolégicos visando a
produgio de bioprodutos como as lactonas, principalmente para a gama-decalactona devido
aos aromas de péssego e coco.

A utilizagdo de microrganismos ou enzimas representam uma alternativa na
obtencdo de aromatizantes naturais. Recentes trabalhos mostram que a tecnologia de
enzimas e microrganismos que crescem em culturas submersas podem produzir compostos
volateis complexos tipicos de plantas tais como: terpenos, ésteres alifaticos, fenil
propanoides e lactonas. Alguns fungos, em particular, possuem diversidade metabolica,

como a sintese de novo ou biotransformagdo, dando possibilidade de obtengao de
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compostos volateis com aplicagdo industrial, como por exemplo, gama-decalactona. Muitas
pesquisas tém descrito a bioconversdo de acidos graxos hidroxilados como o acido
ricinoléico (acido 12-hidroxi-9-octadecenoico), presente em cerca de 90% do oleo de
mamona (Ricinus comunis) em gama—decalactona (4-decanolide) ou delta decalactona (5-
decanolide).

A exploragdo da via biossintética microbiana na produgio de aromas naturais tém

sido realizada por ser de grande interesse industrial e econémico.



Objetivos

2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

I- Estudar a capacidade das lipases microbianas, isoladas no Laboratério de Bioquimica
de Alimentos da FEA-UNICAMP, em hidolisar diferentes Oleos vegetais e liberar acidos
graxos como produtos finais de reaggo.

II- Utilizagdo do 4cido graxo liberado no sistema de reagdo enzimatica como precursor em

fermentagdo submersa, na producdo de gama-decalactona.

II- Extragdo e Identificagio da lactonas produzidas e estudos de pardmetros de produgido
como: pH do meio de cultura, tempo de fermentagdo, composigio do meio de cultura e

outros que afetam a produgdo de gama-decalactona.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Consideracdes Gerais sobre Lipases

As lipases sio enzimas responsaveis pela hidrolise de acilgliceréis; no entanto, um
namero de ésteres de alto e baixo peso molecular, tiol-€steres, amidos, ésteres polidis
também podem ser utilizados como substratos por esse grupo de enzimas. Lipases podem
ser capazes de catalisar a reagdo reversa de sintese com eficiéncia. Segundo a revisdo
publicada por GANDHI, 1997, as duas principais categorias de reagdes as quais as lipases

podem catalisar sao:

1) Hidrolise
RCOOR’ + H;O < RCOOH + R’OH

2) Sintese
Esterificacdo

RCOOH + R’OH = RCOOR’> +Hy0

Interesterificagdo

RCOOR’ + R’"COOR* & RCOOR* + R”"COOR’
Alcoolise

RCOOR’ +R”0OH o RCOOR” + R’OH
Acidolise

RCOOR’ +R”COOH <« R”COOR’ + RCOOH
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As reagdes de interesterificagdo, alcoolise e acidolise estdo agrupadas em um tinico
termo denominado transesterificagio. A maioria das aplicagdes potenciais das lipases esta
relacionada com a area de modificagdo de dleos e gorduras usando reagdes quimicas. Um
processo de importancia industrial é a hidrolise de dleos vegetais como 6leo de oliva ou
coco para a produgdo de acidos graxos e glicerol de larga aplicagdo especialmente em sabio
e detergentes, cosméticos, farmacéutica e alimentos. A produgdo € fisico—quimica e
envolve pressdo de 3000 — 5000 KN/m2 e temperatura de 250°C ou mais. O processo
convencional envolve um alto consumo de energia e induz a uma variedade de reagoes
indesejaveis, como a polimerizagdo de 4cidos graxos insaturados e produgdo de cetonas e
hidrocarbonetos e alteragdes na cor e odor do produto final. Por outro lado, os processos
envolvendo enzimas ndo exigem pressdo, a temperatura de reagio varia de 40 a 60°C, baixo
consumo de energia e em geral causam baixo impacto ambiental (FREITAS ef al, 1996).
Os produtos liberados deste bioprocesso apresentam melhores caracteristicas de cor e odor,
apresentando maior grau de pureza em relagio aqueles produzidos por processo
convencional. A baixa temperatura empregada neste processo envolve minima degradagio.
Na reacdo quimica de esterificagdo, cadeias médias de triglicerideos sio manufaturadas por
esterificacdo de acido graxo com glicerol a altas temperaturas (200-250°C) e pressdo na
presenca de catalisadores inorganicos. Esta reagdo quimica ¢ lenta, ndo seletiva e consome
muita energia. O produto obtido necessita ser purificado por lavagem com alcali, destilagéo
molecular, ultrafiltragio e tratamento com carvao ativado.

Aplicacdes das lipases

As lipases compreendem atualmente um grupo de enzimas com grande aplicacdo
industrial. Podem ser utilizadas na produgdo de acidos graxos, biosurfactantes, como
principio ativo em formulagdes detergentes, compostos de aromas, ésteres de aroma, ésteres

e poliésteres, gorduras biomodificadas e na resolugdo de misturas racémicas.
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3.2 Estudos realizados utilizando lipases microbianas

YAMAMOTO et al (1988) estudaram a purificagio e algumas propriedades de
lipase de Pseudomonas sp, uma lipase que hidrolisa 6leo de mamona como substrato. Neste
experimento, cerca de 500 linhagens de bactérias foram isoladas do solo e a melhor
linhagem produtora de lipase foi identificada quanto as caracteristicas microbiologicas
como pertencente ao género Pseudomonas sp. A lipase bacteriana foi purificada por
fracionamento em sulfato de aménio e cromatografia em coluna DEAE-celulose e DEAE—
Toyopearl 650 M. A enzima foi purificada 400 vezes com uma recuperacdo de 13%. A
enzima purificada apresentou peso de 30.000 Dalton em eletroforese em gel SDS-PAGE. A
temperatura e pH 6timos da atividade hidrolitica da lipase na emulsio de oleo de oliva e
alcool polivinilico foram de 60°C e 7,0 respectivamente. A enzima apresentou estabilidade
térmica nas temperaturas de 25-35°C em pH 7,0 por 30 minutos e também estabilidade na
faixa de pH situada entre 9,0 e 10,0 a 4°C por 22 horas. A atividade foi inibida na presenca
de Fe™, Hg", p-cloromercuribenzoato (pCMB) e surfactantes anionicos e sais de bile. A
lipase de Pseudomonas sp hidrolisou eficientemente os éleos de oliva (100%), de algodao
(108%), de milho (104%) e de mamona (107%).

Uma nova enzima que hidrolisa mono e diacilglicerol produzida por Penicillium
camembertii foi isolada e estudada quanto as suas caracteristicas bioquimicas por
YAMAGUCHI & MASE (1991). A lipase extracelular de Penicillium camembertii foi
separada em 2 fragdes (A e B) com seus pesos moleculares de 37.000 e 39.000 Dalton
respectivamente. A composi¢do aminoacidica e a sequéncia terminal foram semelhantes. A
lipase B, a maior fragdo encontrada, foi purificada aproximadamente 210 vezes com uma
recupera¢do de 2,6%. Foi verificado que a lipase B foi especifica aos substratos mono e
diacilglicerol e hidrolisou mais eficientemente monoacilglicerdis de cadeia longa.
Triglicerideos foram completamente inertes como substratos para estas enzimas. Os autores
observaram que no curso da hidrélise, a lipase B clivou preferencialmente a posi¢do a do
monoacilglicerol. Os fons Fe™ e Hg™ inibiram significativamente a lipase de Penicillium

camembertii U-150.
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ANTCZAK et al. (1991) investigaram a lactonizacio enzimatica dos acidosl5—
hidroxipentadecandico e 16-hidroxihexandico para lactonas macrociclicas. Lactonas
macrociclicas Cy4-Cy6 sd0 compostos aromaticos de fragrancias almiscaradas. Preparages
enzimaticas de Mucor javamicus 146, Mucor racemosus L45, Candida cylindracea foram
utilizadas. O sistema de reagdo para a sintese de lactonas em microreator hermético foi
composto de um mmol de acido @-hidroxicarboxilico, 32 mL de solvente éter de petroleo,
640 mg ou 5 mL de preparagdo enzimética. O sistema de reagdo foi incubado a 20°C—
100°C com agitagdo por 1 a 120 horas. A produgio da monolactona obtida foi expressa em
milimoles de monolactona sintetizada em 1 hora utilizando 1 mg de lipase. A monolactona
produzida foi determinada quantitativamente por cromatografia gasosa. A analise
quantitativa das oligolactonas foi realizada através de cromatografia em camada delgada
(CCD) com sistema de eluigdo composto por diclorometano/etanol (20: 0.1, v/v). Dentre as
preparagGes enzimaticas, Lipozyme IM 20 e enzimas de Mucor javanicus L46 e Mucor
racemosus L45 foram habeis em catalisar a lactonizagio do acidol5-

hidroxipentadecandico e 16-hidroxihexadecanéico.

MUKESH et al (1993) realizaram estudos envolvendo a transesterificagido de oleo
de mamona catalisada por lipase, utilizando n-butanol no sistema de reagao, obtendo como
produtos mono e diglicerideos e butil-ésteres. Foi verificado nesse experimento, que n-
butanol teve efeito inibidor na reagdo e que a quantidade de solvente no sistema de reagao
influenciou a taxa da reagdo e distribuigdo dos produtos, porém com o aumento da taxa de

reagdo e altera¢do na distribui¢do dos produtos.

Estudos de transesterificagdo de palma oleina utilizando lipases ndo especificas e
lipases especificas de fonte microbianas foram realizados por GHAZALI et al. (1995). As
enzimas foram inicialmente imobilizadas em Celite, liofilizadas por 4 horas e entio
adicionadas ao sistema de reag3o composto de 10% (v/v) de palma-oleina em agua saturada
com hexano. O perfil catalitico das enzimas na reacdo de transesterificagdo foi
acompanhado através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e formagdo de
acidos graxos livres através de titulagdo. Os estudos com lipases de Candida rugosa

mostraram um decréscimo na reagdo de hidrolise, em contrapartida, o processo de
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transesterificacdo resultou na formagdo de PPP, um triglicerideo ndo detectado em 6leo e
um aumento na concentragdo de OO0 (1,3 — 2,1 vezes), OOL (1,7 - 4,5 vezes) e OLL (1,7

— 4,3 vezes), onde P, O e L sdo os acidos palmitico, oléico e linoléico respectivamente.

FU et al. (1995) estudaram a hidrolise de 6leos e gorduras por lipase de Aspergillus
sp. Os autores obtiveram porcentagem de hidrolise de 98% para o substrato 6leo de oliva,
68% para o substrato 6leo de soja e 26,8% para os substratos 6leo de palma e 6leo de coco
em 24 horas de reagdo. Os sistemas de reagdo contendo os triglicerideos foi incubado a
37°C em pH 7,0. A enzima foi ativada por ions de Ca’**, mas inativada por solventes

0rganicos como propanona e isopropanol.

A sintese de monoésteres de propileno glicol derivados dos acidos
docosahexandicos e eicosapentadendico através de reagdo catalisada por lipases em
solventes organicos foi investigada por LIU & SHAW (1995). Estes ésteres foram
sintetizados enzimaticamente devido aos problemas associados com o processamento
quimico. Os produtos da reagdo foram analisados por cromatografia gasosa. A lipase de
Mucor miehei foi a melhor enzima para sintese de propileno glico monoéster de EPA e
DHA entre as nove linhagens testadas. A produgdo de monoéster foi também afetada pela
temperatura, presenga de solvente hidrofobico, concentragdo de acido graxo/propileno
glicol e tempo de reagdo. A produgio de PGMDHA e PGMEPA com 50 mM de acido
graxo e 225 mM de propileno glicol como substrato em 1 mL de solugdo de solvente
(hexano/ élcool butilico na proporgdo 9:1 (v/v)), catalisada por Lipozyme IM-20 (50 mg) a
40°C por 24 horas foi de 47 e 49 mM respectivamente. A sintese de PGM através de
meétodos quimicos como a esterificagio de propileno glicol com 4cidos graxos na presenca
de catalisador alcalino, resulta usualmente em uma mistura complexa. A conversio

catalisada por enzimas € mais eficiente e seletiva.

HAYES et al (1996) estudaram a atividade catalitica de lipases na hidrolise de
acidos graxos hidroxilados (HFA). Os acidos graxos hidroxilados sio derivados de fontes
naturais, incluindo oleo de plantas e microrganismos, podendo ser utilizados em

cosméticos, lubrificantes, em tintas para revestimento e na industria de alimentos. Lipases
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podem ser empregadas para catalisar reagdes envolvendo hidroxiacidos na formagdo de
compostos denominados estolides e lactonas. A formagio de estolides ou lactonas € mais
dependente da posicio do grupo hidroxi do que do tamanho da cadeia e a concentragio do
hidroxiacido. Lipases de Pseudomonas sp e lipase de pancreas de porco (PPL) 1,3
especificas sdo largamente empregadas para catalisar a formagdo de lactonas opticamente
puras, enquanto lipases que ndo apresentam seletividade posicional catalisam melhor a
formagdo de estolides.

Os estudos de localizacdo e regulagdo da produgdo de lipases por linhagens de
Aspergillus niger foi realizado por MACRIS ez al (1996). A linhagem de Aspergillus niger
produziu lipase extracelular e com alta produtividade nas condigdes 6timas de cultivo. A
biossintese de novo da lipase ocorreu somente na presenca de lipidios e foi completamente
suprimida na presenga de glucose e glicerol no meio de cultura. O sistema de reagdo de
hidrélise foi composto por solucdo de substrato contendo 7 mlL tampao fosfato de potassio
200 mM pH 7; 0,5 mL de NaCl 3 M; 0,5 mL de CaCl, 0,075 M; 1,7 g de trioleina e 0,5 g de
goma arabica emulsificados por sonicagdo. Para 0,5 mL da solu¢do de substrato foi
adicionado 0,05 mL da enzima e o sistema de reagio foi incubado por 30 minutos em
banho termostatizado a 25°C. A reagdo foi paralisada pela adig@o de 1,2 mL de etanol. Os
produtos da reagdo, acido oléico e glicerol, apresentaram diferentes formas de inibiggo
durante a hidrolise de trioleina. A enzima exibiu alta especificidade contra triglicerideos de
cadeia média e para acidos graxos insaturados com dupla ligagdo na cadeia carbonica. A
enzima foi estavel na presenca de solventes organicos como propanol, acetona, etanol, 2-

propanol ou butanol.

XIA & NNANNA em 1996, estudaram a atividade e estabilidade da lipase de
Penicillium cyclopium em solugdes surfactantes. A atividade e estabilidade da lipase
alcalina de Penicillium cyclopium var. album (PG 37) foram estudadas em solugdes
surfactantes como, por exemplo,surfactantes anidnicos dodecil sulfato de sédio (Na
C1280y4), alquibenzeno sulfato (C120805) e C;;,CO0 (laurato) e quatro surfactantes nao
i6nicos de Ci2-Cys alcoois graxos polioxetilenados (AEOQ;, AEOs, AEO; e AEQo). A
atividade lipolitica da enzima foi estimulada quando a variagdo da concentracio de dodecil
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sulfato de sodio e laurato esteve na faixa entre 3,2 — 40 uM, no entanto, na concentragio de
5.5 uM, linear alquil-benzeno sulfonato inibiu a atividade lipolitica de PG 37. A lipase PG
37 apresentou estabilidade na atividade lipolitica quando a concentragdo dos surfactantes
nio idnicos como AEOs e AEQO; variou de 0,25-20 mM. A presenca de solugdes

detergentes no meio promoveu um decréscimo na atividade lipolitica.

OOSTERON et al (1996), estudaram a acilagio regioseletiva de dissacarideos em
alcool terc—butilico catalisada por lipase de Candida antartica. A acilagdo de varios
dissacarideos em etil butanoato e etil decanoato foi catalisada por lipase de Candida
antartica em alcool ter—butilico nas faixas de temperaturas entre 40 e 82°C. A variagdo da
atividade de varios dissacarideos foi diretamente relativa a sua solubilidade. Os produtos
primarios formam monoésteres derivados da acilagdo dos grupos do alcool primarios. Uma
alta conversdo de diésteres foi obtida e a variagio na formagdo de diéster para monoéster
foi marcadamente dependente da estrutura do dissacarideo. O sistema de rea¢@o contendo 0
dissacarideo maltose com etil decanoato em alcool terc-butilico produziu 6-
monododecanoato com alta produtividade, no entanto, em sistema de reagdo contendo
trealose, obteve-se a produgdo de 6,6’ diéster. A acilagdo de dissacarideo menos solaveis
como sacarose e lactose foi muito baixa, mas uma produgio de 37% na taxa de conversao
de sacarose foi observada apos tempo prolongado de reagdo de 168 horas. Varias lipases €
proteases foram testadas, mas a lipase de C. antartica foi a unica lipase que catalisou com
eficiéncia a acilagao de sacarose em alcool terc-butilico. E de grande interesse a produg@o
de ésteres de acidos graxos. Os ésteres graxos de dissacarideos apresentam varias
aplicagdes como, por exemplo, a,a-6,6 trealose—dialcanoato apresentam atividade anti—
tumoral e antibacteriana e ésteres de acidos graxos de sacarose sio utilizados como

detergentes e aditivos em géneros alimenticios por suas propriedades emulsificantes.

SCHUEPP et al (1997) estudaram a produgdo, a purificagdo parcial e a
caracterizagdo de endolipases e exolipases produzidas por linhagem de Pseudomonas fragi
CRDA 037. As lipases extracelulares e intracelulares foram obtidas utilizando meio de soro
de leite, sendo parcialmente purificadas através da precipitacdo com sulfato de amoénio nas

concentragdes de 20-40% de saturagdo para exolipases e 20-60% de saturagdo para as
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endolipases. As fragdes precipitadas foram coletadas e solubilizadas em solugdo tampio
fosfato 0,05 M pH 7,0, dialisadas e liofilizadas. A eletroforese em gel de poliacrilamida
(PEG) para a exolipase apresentou uma unica fragdo com peso molecular de 25,5 kDA,
enquanto que a endolipase apresentou 3 fragdes com pesos moleculares de 35,5,49 ¢ 70
kDA. Os valores de pH 6timo para ag¢do hidrolitica das exo e endolipases foram de 8,75 e
9,0 respectivamente. A especificidade em relagdo ao substrato foi determinada utilizando
trioleina, tributirina, trimistirina e triacetina. A lipase extracelular e endolipase
demonstraram alta especificidade para trimistirina com valor de K, de 5,11 e 3,24 mM
respectivamente. Reagentes quimicos como desoxicolato de sodio, cloreto férrico e N-
bromosuccinimida e acido 2-nitrobenzéico apresentaram efeitos inibidores para as lipases
extracelulares e endocelulares de Pseudomonas Jfragi CRDA 037.

CHEN et al (1998) estudaram as condi¢des de cultivo para a produgdo da lipase
extracelular da linhagem bacteriana do género Acinetobacter radioresistens, Para a
produgéo da lipase foi utilizado meio basal composto por 10 g de triptona, 5 g de extrato de
levedura, 10 g de NaCl e 1 g de NHCl. Durante a fermentagdo, o meio de cultura foi
suplementado com concentragdes variadas de oleo de oliva e n-hexadecano. A enzima
apresentou atividade 6tima em pH 10 e uma estabilidade na faixa de 6-10, indicando um
grande potencial para aplicagio em sistemas detergentes. A temperatura e pH 6timo para a
fermentacdo, formagao de protease, estabilidade e reatividade da lipase foram de 30°Ce 7,0
respectivamente. Alta produgdo de lipase pode ser obtida durante o tempo de cultivo
prolongado na presenca de n-hexadecano. Entretanto, a producio da lipase diminuiu com o
aumento da concentragio do 6leo de oliva. Um aumento na variagdo da formagio de lipase
na presenga de 6leo de oliva e n-hexadecano foi observado. Este aumento segundo os
autores pode ser devido a emulsificagio de n-hexadecano pelos produtos; mono e

diglicerideos; liberados através da reacdo de hidrélise do 6leo de oliva.

A produgio de lipidios estruturados através da reagcdio de interesterificagdo
catalisadas por lipases em reatores equipados com membranas de ultrafiltragdo foi estudada
por Xu et al (2000). Neste estudo, foram utilizadas membranas de ultrafiltracio na
produgdo de lipidios estruturados na reacdo entre triacilgliceréis de cadeia média (MCT) e
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n-3 4cidos graxos polinsaturados presentes em ¢leo de peixe. A reagao foi catalisada por
Lipozyme IM. A incorporagdo de acidos graxos polinsaturados em MCT aumentou cerca
de 15% apos 80 horas de reagdo com separagdo simultinea do acido graxo liberado

comparado com o sistema de reagdo de controle sem a membrana de ultrafiltragao.

BRAUN et al (2001) estudaram a atividade de lipases de bactérias em temperaturas
de refrigeragio. Duas linhagens de Pseudomonas aeruginosa, duas linhagens de
Pseudomonas fluorences, trés linhagens de Aeromonas hydrofila, uma linhagem de
Aeromonas caviae, duas linhagens de Staphylococcus aureus e duas linhagens de Serratia
marcescens foram testadas quanto a sua habilidade de hidrolisar tributirina em
temperaturas na faixa de —2°C a + 7°C por um periodo de 38 dias utilizando um método
modificado de agar difusdo. A hidrolise foi observada em todas as temperaturas
investigadas, com excegdo para a lipase de Serratia marcescens a —2°C. Um decréscimo na
temperatura de armazenagem foi associada com uma redugdo significativa na atividade
enzimatica mas nao foi suficiente para inativar a enzima. Os autores concluiram neste
experimento que durante o armazenamento de produtos em refrigeracdo, a atividade
lipolitica pode ocorrer porque a sintese de enzimas lipoliticas € realizada antes do

resfriamento iniciar.

KRISHNA et al (2001) estudaram a sintese de isoamil butirato por lipase de
Rhizomucor miehei, Lipozyme IM-20, através da esterificagdo do acido isobutirico com o
alcool isoamilico. Para este estudo, 04 wvariaveis foram empregadas: concentragio
enzima/substrato, concentragio do substrato, tempo de reagdo e temperatura. A
porcentagem de conversdo mais eficiente foi quando a faixa de variagdo da concentragdo de
acido butirico foi de 0,5-2,5 e quando uma pequena variagdo E/S (5 g/mol) foi empregada e
em temperaturas variando de 30-40°C. O tempo de reagdo apresentou um efeito
insignificante na produgdo do éster. As condi¢des Otimas encontradas para a produgao
méxima de éster (2,2 M) foram: 19,6 g/mol; concentragdo do substrato, 2,5 M; tempo de
reacdo de 18 horas e temperatura de 26,5°C.
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Estudos sobre a utilizagio de lipases em resolugdes racémicas foram relatados em
revisdo realizada por MURALIDHAR et al (2001). Segundo os autores, a maior dificuldade
na sintese de compostos quimicos é a produgdo de compostos opticamente ativos. A
importancia dessa area ¢ explicada pelo aumento de compostos quirais dos quais somente
um dos enantidmeros ¢ biologicamente ativa. A maioria desses compostos ¢ utilizada como
racematos embora a atividade bioldgica esteja presente em apenas um dos enantidmeros.
Lipases s3o enzimas capazes de realizar a resolu¢do de misturas racémicas para compostos
biologicamente ativos devido a sua conformagdo funcional. O centro ativo desta enzima
constitui um ambiente distinto que € capaz de distinguir entre os enantidmeros. As lipases
podem catalisar reagdes pertencentes a trés categorias denominadas hidrolises assimétricas,

esterificagdo assimétrica e transesterificagdo assimétrica.

A lipase extracelular da linhagem termofilica identificada como Bacillus sp. RSI-1
foi estudada por SHARMA et a/ (2002). A lipase extracelular foi purificada através do
fracionamento com sulfato de aménio, didlise e cromatografia de troca idnica em Q-
Sepharose e filtragdo em gel Sephacril S-200. A enzima foi purificada 201 vezes com
19,7% de recuperagdo. O peso molecular estimado em 37 kDa foi determinado por
eletroforese em gel de SDS-PAGE A enzima purificada exibiu atividade maxima de 50°C e
pH otimo situado na faixa entre 8,0 e 9,0. A lipase mostrou-se estavel a S0°C por 60
minutos, reteve mais de 90% de atividade apos tratamento a 50°C por 120 minutos e
permaneceu estavel na faixa de pH entre 8,0 e 9,0 por 120 minutos. Um aumento da
atividade enzimatica foi observado na presenca de ions como Ca?™ Na’, Mg** e Ba*',

porem, a enzima foi inibida na presenca de ions Cs*, K*, Co>" e Zn?*.

ABDOU (2003) estudou a purificacio e a caracterizagdo parcial da lipase de
Serratia marcescens. A lipase extracelular foi obtida através do cultivo do microrganismo
em meio contendo caldo nutriente e soro de leite. O sobrenadante do meio de cultivo foi
utilizado como preparagio enzimatica bruta. A lipase foi purificada por cromatografia de
troca idnica e filtragio em gel. O peso molecular da lipase purificada foi estimado em 52
kDA através de eletroforese em gel de SDS-PAGE. A lipase purificada exibiu pH 6timo na

faixa entre 8,0 e 9,0. A enzima mostrou-se estavel em pH 8,0 perdendo 30% da atividade
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quando incubada em pH 6,6 por 24 horas a 4°C. A temperatura 6tima da lipase foi de 37°C,
porém, a atividade também foi observada a 5°C. A lipase purificada de Serratia marcescens
reteve apenas 15% da atividade quando incubada a 80°C e foi completamente inativada

ap6s aquecimento a 90°C por 5 minutos. A constante de Michaelis-Menten da lipase para o

substrato tributirina foi de 1,35 mM.
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3.3 Consideracies Gerais sobre Aromas

Cerca de 84% de todos os compostos de aromas existentes sio produzidos por
sintese quimica. Os obstaculos da sintese quimica desses aromas incluem a formagio de
uma mistura racémica e o aumento da preferéncia pelos consumidores por produtos
naturais. Estes fatores contribuiram para o aumento do interesse das companhias de aroma
no desenvolvimento de aromas de origem bioldgica.

Compostos de aroma e fragrancias sdo extremamente importantes para as industrias
de alimentos, cosméticas e farmacéuticas. Mundialmente estes Compostos representam um
faturamento de quase 7 bilhdes U$/ ano (JANSSENS er al, 1992).

Por muitos anos, as plantas foram utilizadas como unica fonte de compostos de
aroma e a maioria destes compostos era extraida a partir dos oleos essenciais. Porém, os
componentes sensorialmente ativos, freqiientemente estio presentes em pequenas
quantidades ou quantidades tragos, o que torna o seu isolamento dificil Por outro lado,
muitos Gleos essenciais e compostos de aroma na sua forma pura s3o avaliados a prego de
mais de 5.000U$/kg. Um exemplo significativo ¢ a gama—decalactona (4-decanolide),
composto caracteristico do aroma de péssego que na sua forma sintética custa 150 US$/kg,
enquanto que a mesma substancia extraida de fonte natural tém o seu valor estimado em
6.000U8 / kg (JANSSENS et al, 1992).

A desvantagem da utilizagdo de plantas como unica fonte de extragdo de compostos
de aroma € a dependéncia de fatores climaticos e o risco de exposi¢do a fitopatogenos, os
quais s3o de dificil controle (BELIN ef al, 1992). Alternativas promissoras para a produgio
de compostos de aroma s3o os avangos de métodos biotecnoldgicos € o uso de biocatalise
para a sua sintese: células vegetais e culturas de tecidos, MICTOrganismos € enzimas
(WELSH et al, 1989; HERRAIZ, 1990; BELIN et al, 1992, VANDAMME et al, 2002).
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3.4 Fatores que Influenciam a Aplicacio Industrial de Aromas Obtidos por
Biotecnologia

Muitos bioprocessos envolvendo microrganismos tém sido descritos na produgdo de
aromas de interesse, no entanto, o nimero de aplicagdes industriais ainda € limitado. Isto €

devido a fatores tais como:

1) Pequena produgido do composto pelo microrganismo, geralmente em mg/mL o que
resulta na baixa recuperagdo do produto final apos a extragdo e um alto custo do processo.
No entanto, este fator pode ser compensado pelo fato que o prego de mercado para os
aromas naturais pode ser de 10 a 100 vezes maior comparado aos aromas sintéticos
(HERRAIZ, 1990; JANSSENS et al, 1992).

2) A volatilidade e a baixa solubilidade em agua dos compostos de aroma produzidos
sendo necessaria a concentragio do produto final no meio fermentativo até o limite em que
este composto ndo cause a inibi¢do e toxicidade a célula microbiana. Neste caso, a extragao
continua com solvente apolar pode ser realizada. Outro método que permite a remogao
continua do produto final apolar é o uso de resinas apolares como Amberlite XAD2
(BELIN et al, 1992).

3) A comercializagio destes compostos de aromas produzidos por via biotecnologica
necessita de regulamentacdo legal. Nos E.U.A a regulamentag3o legal para novos produtos
é de responsabilidade do Food and Drug Administration (FDA). Compostos podem receber
o status de GRAS (Geralmente Reconhecidos como Seguros) se forem produzidos por
processos microbianos ou enzimaticos.

De acordo com HERRAIZ (1990), os fatores que justificam a necessidade de
obtengio de aromas através de processos biotecnologicos sdo: 1) Maior conhecimento do
metabolismo microbiano; 2) Incremento no rendimento do produto obtido; 3)
Desenvolvimento de processos de recupera¢do mais eficazes; 4) Selec@o entre substrato e

microrganismos de baixo custo.
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3.5 Producio de Aromas

Aromas e fragrancias quimicas, utilizadas em alimentos, cosméticos e industria de
alimentos formam uma area de produtos de grande interesse comercial.

Enquanto a maioria das fragrancias produzidas atualmente é obtida por sintese
quimica, uma pequena quantidade de produtos € ainda obtida por extragio vegetal. A
produgdo agricola de fragrancias tem uma importante vantagem devido ao uso de recursos
naturais renovaveis. No entanto, também podem apresentar desvantagem como: 1) a
variagdo sazonal; 2) os produtos podem variar em qualidade e consisténcia, 3) o
suplemento pode ser dependente de fatores, politico € econdmico (SCHINDLER &
SCHIMID, 1982; JANSSENS et al, 1992).

O uso de técnicas de biocatalise na produgdo de compostos de aromas naturais
oferece uma interessante alternativa para a sintese de fragrancias por transformagdo
estereoespecifica com qualidade e produtividade constante aliada ao aumento da procura
pelo mercado consumidor por produtos naturais (WELSH er al.,1989, HERRAIZ, 1990;
JANSSENS et al, 1992). A maioria dos compostos de aromas foi identificada devido a
introdug¢do de varias técnicas instrumentais de analises em quimica orgdnica como
cromatografia gasosa e espectrometria de massas. A transformagdo microbiana de
precursores em fragrancias quimicas e compostos de aromas como terpenos e lactonas tém
sido objeto de intensas pesquisas porque os produtos obtidos sdo considerados naturais e
devido ao grande interesse econdmico em Varios casos.

Lactonas estao associadas com aroma de frutas, coco, manteiga, doce e nozes.
(MAGA, 1976; WANIKAWA et al, 2000), ¢ devido a essa caracteristica, podem ser
utilizadas como aditivos em alimentos (MAGA, 1995; DUFOSSE et al, 1994). Estas
moléculas estdo presentes em diversos vegetais como péssego, damasco, abacaxi, morango,
nozes e tomate € em alimentos de origem animal como carne, leite e derivados (MAGA,
1976; SPENCER ef al, 1978; DUFOSSE er al, 1994). Sio largamente produzidas
quimicamente mas o uso de microrganismos pode ter algumas vantagens em comparagao a
sintese quimica, especialmente para lactonas quimicamente ativas (WELSH ef al, 1989). A
produgdo microbiana destas lactonas por sintese de novo ou biotransformagio € de grande

interesse alternativo a sintese quimica. As diferengas estruturais (nimero de carbono no
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anel e na cadeia lateral, insaturagio e quiralidade) influenciam na qualidade aromatica da
molécula (PITTET & KLAIBER, 1975; MAGA, 1976; MONSANDL & GUNTHER, 1989:
DUFOSSE et al, 1994). A tabela 1 ilustra aa estruturas das principais lactonas. As tabelas
2 e 3 mostram as lactonas presentes em alimentos e o consumo mundial de lactonas

(kg/ano) respectivamente.
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Tabela 1. Estrutura, formula molecular e caracteristica de aroma das lactonas.

Estrutura e formula molecular

Nome usual*

Caracteristicas de aroma

| I Gama-butirolactona* Manteiga (Maga,1976)
o o 4-butanolide
C4HsO,
/[ lo Gama-pentalactona* Herbaceo, doce (Dufosse,
4-pentanolide 1994)
CsHgO,
Gama-hexalactona* Aroma de caramelo, doce,
o o 4-hexanolide herbaceo
(Maga, 1976)
CeH100:
/\/Q\o Gama-heptalactona* Caramelo, herbaceo, malte
C/H1,0, 4-heptanolide (Maga, 1976)
\/\/Q\o Gama-octalactona* Frutal, coco (Maga,1976)

CsHi1402

4-octanolide

Gama-nonalactona

Creme, manteiga (Dufossé,

1994)
(Maga,

Coco, péssego
1976)

3
3
=
o
o

C]OHISOZ

Gama-decalactona
4-decanolide

Péssego, damasco (Maga,
1976, 1995)
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Tabela 1. Estrutura, formula molecular e caracteristicas de aroma das lactonas (cont.)

MO Gama-undecalactona*

C11Ha00, Aldeido C4

Péssego (Maga, 1976)

Delta-nonalactona*

:

CsH1602

Creme, manteiga (Pittet &
Klaiber, 1975)

Delta—decalactona*
5-decanolide

§>

CIO}IISO'Z

Péssego, coco (Maga,
1976)
Péssego (Dufossé, 1994)

2-deceno-6-lactona*

Coco, manteiga (Dufossé,
1994)

6-pentil-a-pirona*

Coco (Colins, 1972)

6-hexil-a-pirona*

Doce, coco, aroma de
champignon (Pittet &
Klaiber, 1975)

Coumarina*

S ) o )
3 5 ) [
P o [ o
/
o =
=== Q (o]
g / /
/
(o]

Apimentado, verde

(Dufossé, 1994)

Adaptado de Dufossé et al, 1994; MAGA, 1976
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Tabela 2. Lactonas presentes em Alimentos.

Vegetais

Lactonas

Damasco

Gama-hexalactona
Gama-octalactona
Delta-octalactona
Gama-decalactona
Gama-dodecalactona

Péssego

Gama-pentalactona
Gama-hexalactona
Gama-heptalactona
Gama-octalactona
Gama-nonalactona
Gama-decalactona
Gama-dodecalactona
6-pentil-alfa-pirona

Abacaxi

Gama-butirolactona
Gama-hexalactona
Gama-Ocatalctona
Delta-Octalactona

Morango

Gama-Hexalactona
Delta-Heptalacatona
Gama-Octalactona
Delta-Octalactona
Gama-Decalactona

Suco concentrado de laranja

Gama-Decalactona

Framboesa Delta—lactona

Coco Delta-decalactona
Delta-Undecalactona
Delta-ocatalactona
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Tabela 2. Lactonas presentes em alimentos (continuagio).

Bebidas Lactonas

Café Gama-butirolactona,
Gama-pentalactona

Cha preto Gama-butirolactona
Gama-pentalactona
Gama-hexalactona
Gama-heptalactona

Vinho Gama-butirolactona

Produtos lacteos

Margarina

Delta-hexalactona
Gama-octalactona
Delta-ocatalcatona
Gama-nonalactona
Gama-decalactona
Delta-decalactona
Gama-undecalactona
Gama-dodecalactona

Blue Cheese

Delta-octalactona
Gama-decalactona
Delta-decalactona
Gama-dodecalactona
Delta-dodecalactona

Cheddar

Delta-octalactona
Gama-decalactona
Delta-decalactona
Gama-dodecalactona
Delta-dodecalactona

Fonte: Adaptado de MAGA, 1976.
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Tabela 3. Consumo mundial de lactonas na forma nativa e sob a forma de aditivo

(kg/ano).

Molécula Forma nativa no Forma de aditivo
alimento
v- C4 44710 149
v-C5 34954 81
y-Lactonas v-C6 829 104
y-C8 4438 770
v-C9 8537 3112
v-C10 3257 647
y-C11 57 3089
y-C12 609 385
8-C6 964 42
5-C8 1740 49
d-Lactonas 8-C9 17 23
8- C10 5619 4801
0-C11 138 616
6-C12 10200 5753
0-C14 8970 1

Fonte: DUFOSSE et al, 1994.
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3.6 Producio de Lactonas por Microrganimos

3.6.1. Producio de Lactonas por Sintese de Novo

Alguns microrganismos s3o habeis em sintetizar lactonas a partir de substrato
simples como a glicose, como metabolitos secundarios, os quais ndo sio necessarios para o
desenvolvimento celular e sdo acumulados durante a fase de crescimento estacionario
(COLLINS & HALIN, 1972; BERGER ef al, 1987; BELIN ef al, 1992). Aminoacidos
como o acido glutimico, por exemplo, podem formar lactonas em bebidas como vinho
(WURZ er al, 1988), mas a rota mais freqiiente da sintese de lactonas envolve
intermediarios do metabolismo de lipidios devido & similaridade das lactonas com a
estrutura dos 4cidos graxos (DUFOSSE e al, 1994). As figuras 1 e 2 mostram a biossintese
de lactonas a partir de glicose e 4acido glutimico respectivamente. A tabela 4 ilustra

exemplos de microrganismos produtores de lactona por sintese de novo.
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GLICOSE

o H,0
0 2
OH redugao H""'». H OH
lactonizacao
o o - :o_; No

acido 4-ceto-pentanéico gama-pentalactona

Figura 1. Biossintese de gama-la

‘ ctona utilizando glicose como substrato.
Fonte: DUFOSSE ez al., 1994.

acido glutdmico

NH,

ol H,0
o OH (\)LOH _2’ I |
OH

o OH

- mJ

gama-butirolactona

(o] 0
(o]
a-cetoglutarato

Figura 2. Biossintese de gama-buti

rolactona a partir do icido glutimico.
Fonte: DUFOSSE et al. 1994.
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Tabela 4. Microrganismos produtores de lactonas por sintese de novo.

Microrganismo Produto Concentracio (mg/L)
Bjerkandera adusta 4-hexanolide 0.6
4-octanolide 0.1
4-decanolide 0.3
5- hexanolide 3.2
5-octanolide 0.3
5-decanolide 0.1
Poria aurea 4-butanolide 0.03
4-octanolide 0.09
2-octen-4-olide 0.48
Tyromyces 4-butanolide 0.03
sambuceus 4-pentanolide 0.02
4-octanolide 0.6
4-decanolide 2.2
Polyporus durus 4-octanolide 100
2-octen-4-olide >100
Ischnoderma 2-octen-4-olide 56
benzoinum

Fonte: (BELIN et al, 1992).
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3.6.2 Sintese de Lactona por Biotransformacio

Poucos estudos tém sido descritos em relagio a via metabolica envolvida na
formag@o de lactonas insaturadas, derivadas de acidos graxos. Alguns acidos graxos de
cadeia longa (oléico, linoléico e ricinoléico) podem ser transformados em 6-pentil-at-pirona
por linhagens de Trichoderma. Em estudos reportados por SERRANO-CARREON er al
(1993), o 4cido linoléico pode originar 6 pentil-o-pirona, uma lactona insaturada,
sintetizada por fungos do género Trichoderma e fungos do género Penicillium roqueforti
pode produzir lactonas insaturadas como cis-6-dodecen-4-olide através da bioconversio do
acido linol€éico e 4-decanolide (gama-decalactona; lactona saturada) a partir do acido oléico
(CHARLIER & CROUZET, 1992). Precursores diretos de lactonas sio os hidroxiacidos,
estas moléculas podem ser sintetizadas por microrganismos a partir de acidos graxos com
ou sem um grupamento hidroxi ou cetona.

Hidroxiacidos naturais como o 4cido ricinoléico, presente em cerca de 80% do dleo
de mamona, podem ser transformados por microrganismos através da via da B-oxidagdo e
convertido em y-decalactona (ENDRIZZI ef al, 1996). Linhagens de levedura do género
Candida podem converter o acido ricinoléico em gama-decalactona. A levedura pode
lipolisar o 6leo de mamona e liberar acido ricinoléico e subseqiientemente metabolizar esse
acido pela via da B-oxidag4o e converté-lo em 4cido 4-hidroxidecanéico e finalmente em Y-
decalactona (GATFIELD, 1998). A figura 3 ilustra a formagio de gama e delta lactona a

partir dos seus respectivos hidroxiacidos.
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OH
. "
R COOH \(\/\c OOH
OH
4cido 4-hidroxidecanéico acido 5-hidroxidecandico
l Lactonizagcao i
4-alcanolide = gama-lactona 5-alcanolide = delta-lactona

Figura 3: Estrutura de gama e delta-lactona a partir de hidroxiacidos graxos.

Fonte: ENDRIZZI et al, 1996.
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B- oxidacio
A B-oxidacdo € um sistema ciclico de oxidagdo de acidos graxos na posi¢do beta e
consiste de quatro importantes reagdes: 1) desidrogenacio, liberagio de trans 2,3 enoil-
CoA; 2) hidratacio da insaturagdo, liberagdo de 3-hidroxiacil-CoA; 3) oxidagio;
formagdo de 3-cetoacil CoA ; 4) liberagdo de Acetil-CoA e acil-CoA sem 2 carbonos. A
figura 4 ilustra o ciclo da B- oxidagao.

R-CH,-CH,-COOH

|

R-CH,-CH,-COS-CoA

FAD/flavina
1
LFADHz/na\ina reduzida

R-CH= CH-CO-S-CoA
R-CHOH-CH,-CO-S-CoA

3
NADH

R-CO-CH,-CO-S-CoA

H-S-CoA
4
R-Co-S-CoA

R-CO-S-CoA
Figura 4. Ciclo da B-oxidacio. Reacdes enzimaticas: 1. Acil-CoA-desidrogenase
(mitocondria) ou oxidase (em peroxissomos): 2. 2,3 enoil CoA hidrolase; 3. 3-
hidroxiacil CoA-desidrogenase; 4. 3-oxoacil-CoA-tiolase.
Fonte: FERON et al, 1996.
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Nas células eucaridticas, como dos fungos filamentosos e leveduras, dois
compartimentos subcelulares, mitocndrias e peroxissomos, sio habeis em realizar a [B-
oxidagdo de acidos graxos. A figura S ilustra a produgdo de lactonas em compartimentos

celulares das leveduras utilizando um hidroxiacido graxo como precursor.

Lactona

\

Laclona
Morte da
levedura

Estoque na
celula

Peroxissomo

Acetil-CoA

Lactona ¢ >
5-oxidacdo Citoplasma

Acido graxo

Figura 5. Esquema geral para a producio biotecnolégica de lactona a partir de
hidroxiicido graxo como precursor utilizando leveduras como biocatalisador.

Fonte: (FERON et al, 1996)

31



Revisdo Bibliografica

3.6.3 Estudos da Producio de Lactonas por Microrganismos

COLLINS & HALIN (1972) reportaram a produgdio de 6-pentil-a-pirona
Trichoderma viride,um fungo obtido do solo capaz de produzir lactonas em meio de cultura
padrdo, como o agar batata dextrosado (BDA) como fonte de carbono, desprovido de
substratos especiais ou precursores. O composto volatil foi obtido por destilagdo do meio
de cultura e continha acima de 90% de 6-pentil-a-pirona, composto responsavel pelo aroma

caracteristico de coco.

TAHARA et al (1972) estudaram a produgdo de gama-decalactona por linhagem de
Sporobolomyces odorus em meio de cultura sintético constituido por 10% de glicose, 0,3%
de MgSOs 7.H,0, 0,1% de K;HPO4 e agua deionizada. Os frascos contendo meio de cultura
esterilizados foram inoculados com a linhagem de Sporobolmyces odorus e incubados por
5-6 dias a 25°C. Cerca de 15 litros do meio de cultura com aroma caracteristico de péssego
foi centrifugado e extraido com éter dietilico purificado. O extrato etilico foi lavado com
pequeno volume de 2% de solugdo de carbonato de sodio desidratado e sulfato de sodio
anidro. O extrato foi evaporado para aproximadamente 20 mL do volume por destilagdo e
concentrado para 0,5 mL com gas nitrogénio. A solugdo resultante foi analisada por CG em
coluna de 1,5 m por 4,5 mm, 10% de PEG—polietileno glicol-20M com fase liquida de
celite 545 AW (60-80) a 190°C. Na analise por CG, dois picos (I e IT) foram isolados. O
pico I, correspondente a gama-decalactona foi identificado através do tempo de retengdo do
composto auténtico e espectrometria de massas. O composto I apresentou o pico m/e 85,
formado pela ruptura da ligagdo entre a cadeia lateral e o anel da molécula de gama-
decalactona, sendo esta caracteristica observada em gama-lactonas de cadeia alifaticas com
cadeia carbonica entre C6-C8.

Os efeitos da fonte de carbono e fonte de nitrogénio na qualidade do aroma e
crescimento de culturas de Ceratocystis moniliformes foram investigados por LANZA et al
(1976). Experimentos preliminares demonstraram que o crescimento de Ceratocystis
moniliformes em meio de cultura contendo dextrose-uréia foi mais rapido e esta cultura

apresentou aroma predominante semelhante a banana. Quando carboidratos como
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galactose, frutose, sacarose, xilose e ribose foram utilizados, uma variedade de aromas
semelhantes a frutas foi obtida, porém nenhum aroma de frutas foi produzido quando a
fonte de carbono utilizada foi o acido oléico. A intensidade do aroma foi geralmente
relacionada com o crescimento, com excegdo de etanol e acido palmitico, os quais
produziram bom crescimento microbiano, mas nfo aroma intenso de frutas. A variagio na
fonte de nitrogénio também afetou a qualidade e a intensidade do aroma produzido. As
fontes de nitrogénio isoleucina, leucina ou norleucina promoveram intenso aroma de
banana similar ao aroma produzido quando uréia foi utilizada como fonte de nitrogénio.
Aroma de abacaxi, limao, foi obtido quando a fonte de nitrogénio utilizada foi glicina e o
aroma de batata foi encontrado quando a fonte de nitrogénio utilizada foi metionina. C.
moniliformes apresentou bom crescimento em fonte inorganica de nitrogénio tais como

nitrato de sédio e sulfato de aménio, mas nenhum aroma foi produzido.

LABOWS ef al (1979) estudaram a produgdo de gama-decalactona por leveduras do
género Pityrosporum. O género Pityrosporum ¢ compreendido por quatro espécies:
Pityrosporum ovale, Pityrosporum.orbiculare, Pityrosporum. canis e Pityrosporum
pachydermatis. Pityrosporum ovale e Pityrosporum orbiculare é encontrado na pele
humana em regides ricas em glandulas sebaceas como a face, pescogo e no couro cabeludo.
Neste estudo, as linhagens do género Pityrosporum (P. ovale, linhagem ATCC 24047,
12078 e 14521, P. pachydermatis, ATCC 2022, P. canis ATCC 14522, P. orbiculare 1SG
6331), Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula rubra e Torulopsis glabrata produziram
compostos volateis em meio de cultura Saboraud—dextrose contendo 1% de Tween 80 e
incubados a 37°C por 7 dias. Pityrosporum ovale também foi cultivado em meio de cultura
composto por YNB (Yeast Nitrogen Base) com 1,5% de agar suplementado com 1% de L-
a-lecitina, 1% de acido oléico, trioleina ou 1% de sebo humano. Alta produgdo de
compostos volateis foi obtida tanto no cultivo em meio de cultura sélido quanto em meio de
cultura liquido. Os volateis foram separados e identificados por CG/MS em coluna CG
(30,5 m por 2mm) Pyrex e 20M Carbowax com temperatura programada de 70 a 210°C
(4°C/min). As condi¢des da analise dos volateis por espectrometria de massas incluem as
condigbes de voltagem de ionizagio de 70 eV, temperatura de 200°C e a temperatura de

interface de CG foi de 260°C. Os componentes volateis individuais foram identificados
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pela comparagio dos tempos de reten¢do dos etil-ésteres dos acidos graxos e o tempo de
retengao e dados do espectro de massas com padrdes auténticos. Uma série homologa de y-
lactonas foi obtida; y-octalactona, y-nonalactona, y-decalactona, y-undecalactona foram
obtidas por P. ovale em meio de cultura YNB suplementado com lecitina. Todos os meios
de cultura inoculados com linhagens de Pityrosporum produziram octa, nona e gama-
decalactona. Lactonas foram produzidas na presenga de acido oléico, trioleina ou sebo
humano. Os compostos volateis isopentanol, hexanol, 4lcool benzilico e 2-feniletanol foram
identificados nos meios de culturas inoculados com linhagens de S. cerevisiae, Rhodotorula

rubra, Candida albicans e Torulopsis glabrata.

Em patente publicada em 1983, FARBOOD ef al relatam a producdo de
gama—decalactona por linhagens de levedura do género Candida em meio de cultura
contendo 6leo de mamona como tnica fonte de carbono. O 4cido graxo formado, 4-
hidroxidecandico, foi convertido em gama-decalactona através de etapas essenciais no
processo de conversdo como o aquecimento a ebuligdo e a acidificagdo do meio de cultura
até pH 1,5 por um periodo de 10 minutos. A lactona produzida foi isolada através de
extrac@o por solvente organico. Uma produgdo de 5 g/l de gama-decalactona foi obtida

apos a extracao.

YONG et al (1985), estudaram o efeito da fonte de nitrogénio na produgio de aroma
pela linhagem de Trichoderma viride. O composto de aroma caracteristico de coco, uma
lactona saturada identificada como 6- pentil-a-pirona foi obtido. A variagdo da fonte de
nitrogénio afetou a quantidade da lactona produzida, mas a qualidade do aroma produzido
ndo foi alterado. Os meios de cultura contendo aminoacidos como fonte de nitrogénio:
histidina, isoleucina, metionina e triptofano nio produziram o aroma de coco, enquanto que
nos meios de cultura contendo fenilalanina foi observado o aroma caracteristico de coco

com uma leve nota de mel.

SARRIS & LATRASSE (1985) estudaram a produgio de lactonas em meio de
cultura liquido contendo extrato de malte por linhagem de Fusarium poae. O meio de

cultura contendo extrato de malte apresentou um forte aroma de frutas devido a presenca
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das lactonas: gama-pentalactona, gama-hexalactona, gama-heptalactona, gama-octalactona,
gama-nonalactona, gama-decalactona, gama-undeclactona, cis-6-dodecen-olide e delta
decalactonas. As lactonas produzidas foram identificadas por cromatografia gasosa e
espectometria de massas por comparag@o do tempo de reten¢@o com o padrao auténtico do
composto. A lactona mais abundante (2 mg/L) foi cis-6—dodecen-4-olide, que € responsavel

pelo aroma de péssego em conserva.

A produgdo biotecnologica de compostos aromaticos utilizando linhagem de
Ischnoderma benzoinum foi estudada por BERGER e al (1987). Neste estudo, foi realizada
a selegdo de 30 linhagens de fungos pertencentes a classe dos basidiomicetos, dente a
linhagens testadas, uma linhagem identificada como Ischnoderma benzoinum foi
selecionada por produzir grande quantidade de metabolitos volateis como os alcoois
alifaticos: 1-pentanol, 2-heptanol, 2-octanol; terpenos como linalol, lactonas como: 4-
pentanolide, 4-butanolide, 4-hexanolide, 2-hexen-4-olide, 4-heptanolide, 4-octanolide e 2
octen-4—-olide, compostos aromaticos como benzaldeido, 3-fenil propanol e fenil etanol.
Para a produ¢do dos metabdlitos volateis, a linhagem foi inoculada em frascos contendo
meio de cultura YM (Yeast Malt) e meio de cultura composto por glicose, asparagina e sais
minerais. Os meios de cultura foram suplementados ou ndo com Migliol 812, fragdo do
6leo de coco, correspondendo com 56% de acidos graxos Cs, 42% de Cioe £ 2% de Cia
Para a analise dos compostos volateis, os meios de cultura foram destilados e o pH do
liquido destilado foi ajustado para 8, e os padrdes internos metil heptanoato, metil
decanoato e metil tridecanoato foram adicionados. A solugdo foi extraida com solugido de
pentano: diclorometano na proporgdo de 2:1 (v/v) e os extratos orgénicos concentrados em

coluna Vigreux e analisados através de CG/MS.

KAPFER et al (1989) estudaram a produg@o de 4-decanolide (gama-decalactona)
por sistema de fermentagdo semicontinua pela linhagem de fungo do género Tyromyces
sambuceus. A linhagem de Tyromyces sambuceus foi cultivada em reator em sistema de
fermentagdo semicontinua por 70 dias em meio de cultura composto por: glicose
monohidratada 20 g, peptona 6,0 g, KH,PO4, 1,5 g, MgS0,0,5 g, tiamina, 0,002 g Em um

litro de meio de cultura foi adicionado 2 mL de Tween-80 e 1 mL de uma solu¢do contendo
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os elementos tragos: FeCls. 6H,0, 0,4g/ L, ZnS04.7H,0, 0,45 g, MgS04.H,0 0,152 g,
CuSO0s4. 5 H,0, 0,025 g/L sendo o pH ajustado para 6,0 com NaOH IN. Durante o tempo
de fermentagdo, a produgdo de gama—decalactona foi acompanhada, sendo obtido um valor
de 220 e 330 mg/L de decalactona. Apos a dispersio do micélio, um tunico pico do
composto foi obtido na concentragdo de 880 mg/L.

A influéncia da atividade de agua no crescimento e produgdo de gama-decalactona
foi estudada por GERVAIS & BATTUT (1989). A influéncia da atividade de 4gua (aw) na
produgdo de gama decalactona pela levedura Sporidiobolus salmonicolor, cultivada em
meio liquido composto por: 30 g/ L de glicose, 3,5 g de Bacto peptona, 2 g de KH,PO,, 3g
de MgSO4. 7 H,0 € 0,13 g de CaCl,. H;O em um litro de agua destilada. O pH foi ajustado
para 6,0 e a produgdo do composto foi acompanhada pela analise em cromatografia gasosa.
A maxima produgdo extracelular de gama-decalactona ocorreu em atividade de agua com
valor de 0,99.

CHARLIER & CROUZET (1992) estudaram a produgdo de lactonas por linhagem
de Penicillium roqueforti, através da bioconversio de oleo hidrolisado de soja como
precursor. As lactonas produzidas foram identificadas como 4-dodecanolactona e cis-
dodecen-4-olide e 4-hexanolide por Cromatografia Gasosa/Espectometria de Massas e
tempo de retengdo dos padroes auténticos do composto. A presenca de cis-6—dodecen—4-
olide no extrato aromatico obtido do meio de bioconversio contendo oleo de soja
hidrolisado, pode ser explicado pela bioconversio do acido linoléico pelos esporos de
Penicillium roqueforti. Por outro lado, lactonas saturadas como 4-dodecanolide pode ser
formada pela gama-hidroxilagdo do acido saturado correspondente. A formagdo de 4-
decanolide pode ser explicada pela via da B-oxidagdo do acido oléico em &cido 3-

dodecanoico, seguido pela lactonizagdo deste hidroxiacido.

A estereoquimica da biogeragdo de gama-decalactona e gama-dodelactona por
linhagens de Yarrowia lipolytica e Pichia ohmeri através da degradagdo de hidroxiacidos
racémicos de cadeia carbonica Cis—Cis, foi estudada por ERCOLI er a/ (1992). Neste
estudo, as linhagens de Y. lipolytica e P. ohmeri, foram cultivadas em 100 mL de meio de
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cultura liquido composto por 0,5% de extrato de carne, 0,01% de Tween 80 e 1 g do
hidroxiacido precursor. Apos 48 horas de cultivo, os meios de cultura foram acidificados e
extraidos com diclorometano (2 x 20 mL). Para a analise da composi¢do de enantidmeros,
foi utilizada cromatografia gasosa com megadex (coluna capilar permetilada de P-
ciclodextrina silica fundida). Foram utilizadas as seguintes condigdes cromatograficas:
temperatura do detector de 240°C, temperatura do injetor de 250°C e gas hélio como gas de
arraste na vazdo de 1mL/min. A temperatura de analise foi de 110°C por 3 minutos,
aumentando de 1/min até 200°C. As formas enantioméricas das lactonas produzidas foram

identificadas por comparagdo das amostras com o padrio auténtico dos compostos.

Numerosos compostos enantidmeros tém sido isolados e/ou sintetizados e suas
propriedades sensoriais intensamente investigadas. As propriedades sensoriais de uma série
de compostos aromaticos enantibmeros, entre eles y-decalactona, foram relatados por
BOELENS (1993). Gama-lactonas opticamente ativas sio encontradas em muitas frutas
como morangos, péssego, damasco, mangas, mamio e frutas maduras. Delta lactonas
quirais estdo geralmente presentes em baixas concentragdes como compostos volateis de
frutas, mas s3o constituintes de aromas de produtos derivados do leite, como cremes,
manteiga e quejjo. A tabela 5 mostra a qualidade sensorial de 7y-alquil-y-lactonas em

solugdo aquosa de 10% de agticar e 0,0015% de acido citrico.
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Tabela 5. Qualidade sensorial de alquil-y-lactonas em solucio aquosa de 10% de

aciicar e 0,0015% de acido citrico.

v- lactona substituinte

Odor

Aroma caracteristico

(R) - (+) — metil Manteiga, doce Doce, caramelo, picante
(S) - (-) — metil Sem odor (?) Doce, caramelo. picante
(R) - (+) —etil Manteiga, coco, herbaceo Herbaceo
(S) - (-) —etil Doce, creme, coco Herbaceo

[R) - (+) - propil

Doce, pimenta, herbaceo

Coco, doce amanteigado

Nozes

(S) - (-) propil

Manteiga, coco, frutal doce

Coco, doce, nozes

(R) - (+) — butil Pimenta verde, coco Coco, extremamente doce

(S) - (<) — butil Gordura, coco Coco, extremamente doce
Menos intenso que R

(R) - (+) — pentil Doce, coco Coco

(S) - (-) — pentil Gordura Coco
Menos intenso que R

(R) - (+)- hexil Caramelo, frutal doce, | Creme, péssego
amanteigado

(S)- (-) —hexil Coco doce, frutal Creme, péssego

(R)- (+)-heptil Péssego, floral, doce|Doce, caramelo
amanteigado

(S)- (-) heptil Nota de doce amanteigado +|Doce, caramelo
aldeido

(R) — () octil Frutal doce, floral, aspecto |Frutal doce, péssego,
amdeirado damasco

(S) - (-) —octil Frutal — amanteigado Frutal doce
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ESAKI et al (1993) estudaram a biotransformac¢do do acido oléico por linhagem de
Alcaligenes 5-18. Foram isoladas do solo 160 linhagens de bactéria, as quais foram
tolerantes a altas concentrages de acido oléico. As linhagens foram testadas quanto a sua
habilidade de transformar acido oléico em novos derivados de acidos graxos. Uma das
linhagens isoladas, Alcaligenes sp 5-18, produziu entre outros compostos derivados do
acido oléico o acido 3-hidroxioléico, &acido 3-hidroxi-hexadecandico e acido tetra
decandico. Estes compostos s3o intermediarios da via da B-oxidagdo do acido oléico e sua
acumulagdo € provavelmente devido a via da B-oxidagio do acido oléico por
microrganismos. Nenhum outro hidroxiacido derivado de 4acido graxo com cadeia

carbonica menor que 14 foi produzido.

De acordo com a revisao realizada por FRONZA ef al (1993) existe uma grande
dificuldade na biogera¢io de precursores de aromas naturais, cuja origem biossintética nio
€ bem conhecida. Este ¢ o caso de C¢-C; gama e delta lactonas, componentes de aromas
em frutas como péssego, damasco, morango, produtos derivados de leite e alimentos
fermentados em quantidades tragos. A geragdo de aromas em frutas, usualmente comega no
amadurecimento do fruto, quando os processos catabolicos estdo prevalentes. No entanto, o
mecanismo pelo quais estes processos sdo ativados ainda é obscuro. Processos degradativos
incluem a B-oxidagdo de intermediarios oxigenados os quais podem ser opticamente ativos
como os envolvidos na cascata da lipoxigenase ou aqueles formados na hidratagdo
enzimatica de metil-dcidos graxos polinsaturados ou racémicos como os compostos
formados na foto ou autooxidagio. Os autores estudaram a habilidade de varios
microrganismos como Yarrowia lipolitica e Pichia ohmeri para degradar hidroxiacidos
graxos naturais e compostos estruturais analogos a gama e delta lactonas, com énfase
especial no aspecto estereoquimico do processo. A figura 6 mostra a obtengdo de gama-

decalactona a partir do acido ricinoléico.



Revisdo Bibliografica

Z 3 CO,H
OH i
2 OH .
wco 2H —_— \N\/Q\O
; OH
4
5

Figura 6. Obtencdo de gama—decalactona por Yarrowia lipolitica utilizando acido
ricinoléico. 1) B-oxida¢do na presenca de uma isomerase atuando no intermediario C,;
2) transformacio em 3; 4) 4-(R) acido 4-hidroxidecandico, a forma aberta da lactona;

5) gama-decalactona.
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NAGO et al (1993) estudaram a via de degradagdo de 2-deceno-8-lactona por
linhagem fungica do género Fusarium solane. A via degradativa de S-alcanolide (alcano—
delta-lactona) e 2-deceno-G-lactona por linhagens de Fusarium solane PM-1 um fungo
produtor de massoialactona foi investigada. Os compostos (+/-) alcanos-8-lactonas foram
primeiramente degradados para uma forma de metilcetona; 4-hidroxi—2-alcanona apés
hidroxilagdo. A molécula de 4-heterose—2-alcanona foi entdo convertida para 2,4 alcadiol, o
que sugere um ciclo de degradagao sucessiva por uma via de B-oxida¢io modificada. Para o
estudo de degradagdo de 2-deceno-8-lactonas, o fungo foi inoculado em placas de Petri
contendo meio de cultura agar batata dextrose (BDA) e incubados a 25°C por trés dias. Na
superficie de cada cultura, 20 mg de lactonas (octano, decano, undecano e dodecano-o-
lactonas) foram espalhadas. As placas foram incubadas por vérios dias. Apés esse periodo,
0s compostos foram extraidos e secos em sulfato de aménio. Os produtos da degradagio

foram analisados por cromatografia gasosa.

SERRANO-CARREON et al (1993) reportaram estudos envolvendo o metabolismo
de acido linoléico ou mevalonato na biossintese de 6-pentil-o-pirona por espécies de
fungos do género Trichoderma, através da incorporagdo de acido linoléico marcado com
(U-"*C) nas células fingicas. A incorporagéo de 4cido linoléico marcado com (UC) por
Trichoderma harzianum e Trichoderma viride foi monitorado por 48 horas. A figura 7

ilustra a provavel via biossintética na produgio de 6PP a partir do acido linoléico.
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Figura 7. Via biossintética provavel da producio de 6-pentil-alfa-pirona através da

bioconversao do acido linoléico.

43



Revisdo Bibliografica

LEE et al (1994) estudaram a produgdo de gama-decalactona e cis—6—dodecen-4-
olide na presenga de acidos graxos. O crescimento € a producdo de gama-decalactona por
Sporobolomyces odorus foram investigados. Foi verificado que a adi¢do de acido decanoico
ou dodecanéico no meio de cultura reduziu o crescimento e produgio de gama-decalactona.
Um aumento da produgio de gama-decalactona para 8,62 mg/L foi obtida quando 3% de

6leo de mamona foi adicionado apés 24 horas de cultivo.

GATFIELD et al (1995) relatam a obtengio de gama-decalactona através de
processo fermentativo, utilizando a via da B-oxidagio do 6leo de mamona pela levedura do
género Candida lipolytica. Na bioconversio de 6leo de mamona obteve-se uma produgdo
de 5 g/L apos um periodo de incubagdo de 50 horas. Apos esse periodo, um declinio na
produgdo ocorreu como resultado da conversio do acido 4-hidroxidecandico (forma
intermediaria da gama-decalactona) para acido 3,4 dihidroxidecandico. Este ultimo
composto € ciclizado para 3-hidroxidecalactona, que nio possui nenhuma caracteristica de

aroma.

FERON et al (1996) estudaram a produgio, a identificacdo e a toxicidade de gama-
decalactona e acido 4-hidroxidecandico das linhagens de levedura do género
Sporiodiobolus ruinenii e Sporidiobolus salmonicolor em meio de cultura composto por 15
g de glicose, 0,5 g/L de bacto triptona, 1 g de extrato de levedura, 1 g de extrato de malte,
2 g de casaminoacidos, 2 g de KH,PO4 e 0.13 g de MgS04.7 H;0. O meio de cultura
esterilizado foi inoculado com suspensio de leveduras contendo 6 x 10° células/mL e
incubados em fermentador a 250 rpm  de agitagio e aeragdo de 1 volume de ar/volume de
meio de cultura/minuto. O pH do meio de cultura foi ajustado para 6,0 com 2,5 N de
NaOH ou 2,5 N de HCI. Apos 24 horas de incubagdo, 5% de ricinoleato de metila foi
adicionado ao meio de cultivo. A producio de gama-decalactona comegou imediatamente
apos a adigdo do substrato ricinoleato de metila e a produgdo méaxima obtida foi de 500
mg/L em130 horas de incubagdo, sendo a extragio do composto realizada apés a
acidificacdo do meio de cultura para pH 2,0 para a linhagem de Sporiodiobolus
salmonicolor. Para a linhagem de S. ruinenii a maxima produgdo de gama-decalactona

obtida foi de 1,6 g/L em 216 horas de incubagdo, apés a acidificagio do meio de cultura
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para 2,0 antes da extragdo do composto. A acidificagdo da cultura para pH 2.0 antes da
extragdo do composto volatil aumentou a concentragdo de gama-decalactona em cerca de
2,5 vezes para a linhagem de Sporodiobolus ruinenii, no entanto, nao produziu nenhum
aumento na produ¢do de gama-decalatona pela linhagem de S. salmonicolor. Segundo os
autores, esta diferenga na porcentagem de reconversio da lactona em pH 6,0 e pH 2,0 deve
ser devido a presenga de acido 4-hidroxidecanéico, a forma aberta da lactona, que ndo é
ciclizada em pH 6,0 e convertida em gama-decalactona, a forma ciclica do acido 4-
hidroxidecandico. Analises em espectrometria de massas foram realizadas. Neste
experimento, dois picos relevantes foram identificados. O primeiro pico, foi identificado
como pertencente 4 molécula de gama-decalactona devido ao ion caracteristico m/z 85
atribuido ao anel da lactona. O segundo pico, descreveu um espectro de massas similar ao
espectro de massas do metil éster do acido 4-hidroxidecanoico. O efeito da toxicidade da
gama—decalactona e o acido 4-hidroxidecanédico no crescimento das linhagens de S
salmonicolor e S. ruinenii foi investigado. A presenca de lactonas durante 0 crescimento
das linhagens resultou em aumento da fase lag e em uma inibigdo significativa no
crescimento especifico para ambas espécies. Nenhuma multiplicagdo celular foi observada
em concentragdes de lactonas superiores a 100 mg/L para S. salmonicolor e na
concentragdo de lactona maior que 300 mg/L para a linhagem de S. ruinenii, que apresentou
ser mais tolerante a presenga de lactona. A concentragdo minima inibitéria (MIC) para S.
salmonicolor esteve entre 100 e 200 mg/L e a MIC para S. ruinenii entre 200 e 300 mg/L.
A linhagem de S. salmonicolor foi capaz de crescer na presenca do acido 4-
hidroxidecanéico em concentragdes variando de 100 a 500 mg/L, porém, uma redu¢io no
crescimento da cultura foi observado na concentragdo de 500 mg/L. Por outro lado, o
crescimento da linhagem de S. ruinenii nio foi afetado na presenca de 4-hidroxidecanoico

nas concentragdes de 100 a 500 mg/L.

O efeito de varios acidos graxos componentes do 6leo de mamona no crescimento e
produgdo de gama-decalactona por linhagem de Sporobolomyces odorus foi estudado por
LIN ef al (1996). O crescimento de Sporobolomyces odorus no meio de cultura contendo
0,06% dos 4cidos graxos palmitico, estearico e oléico foi similar ao meio sem acidos

graxos. A adigdo de acido palmitico, estearico, oléico ou linoléico no meio de cultura,
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reduziu a produgio de gama-decalactona apés 216 horas de cultivo, no entanto, um
aumento significativo de 71,8 mg/L aproximadamente 25 vezes (3,5 mg/L) foi obtido no
meio de cultura contendo acido ricinoléico quando comparado com o meio controle. A
concentrago do acido ricinoléico e o tempo de adigdo foram também observados por afetar
a quantidade de gama-decalactona produzida por S. odorus. Quando 0,06% de acido
ricinoléico foi adicionado no meio de cultura, no inicio do processo fermentativo, a maxima
producdo de gama-decalactona obtida foi de aproximadamente 134, 4 mg/L ap6s 216 horas
de cultivo.

HAFFER & TRESSEL (1996) estudaram o efeito da adicio de acido oléico
marcado com 9,10 dois H? em meio de cultura na formagdo de R-gama—decalactona e
enantidmeros de (z)-6-gama—dodecalactona e gama dodecalactona pela linhagem de
levedura de Sporobolomyces odorus. Neste estudo, os autores verificaram a forte evidéncia
do acido oléico ser um genuino precursor da gama-decalactona e uma nova via
biossintética foi proposta, iniciando uma estrita enantioseletividade R-12 hidroxilagdo do

acido oléico como passo inicial, seguido da B-oxidagdo até a formagdo da lactona.

PAGOT et al (1996) estudaram o metabolismo de acidos graxos e produgdo de
lactona pela levedura Pichia guilliermondii e a influéncia da enzima carnitina octanoil-
transferase no metabolismo dos acidos graxos. Apos o cultivo da levedura em meio de
cultura contendo metil ricinoleato como Gnica fonte de carbono, foi verificado que a B-
oxidagdo mitocondrial ndo foi responsavel pela biotransformagio. O efeito da
clorpromazina, um inibidor da enzima octanoil-transferase  da via da B-oxidagdo
peroxisomal, na produgdo de lactona e o acimulo de lipidios pela levedura foi observado. A
presenga de clorpromazina causou redugdo na produgdo do composto de aroma e esta
reducdo foi inversamente proporcional a quantidade de clorpromazina presente no meio de
cultura. Um consideravel acimulo de derivados do metil ricinoleato também foi observado.
Os autores concluiram que o metabolismo responsavel pela bioconversao foi a B-oxidagdo

peroxisomal.
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A produgdo de gama-decalactona por Trichoderma harzianum foi estudada por
SERRANO-CARREON ef al (1997). A linhagem de Trichoderma harziamum produziu
260 mg/L de gama-decalactona apos 7 dias de inoculagdo utilizando meio de cultura
contendo 6leo de mamona como unica fonte de carbono e sulfato de aménio como fonte
de mitrogénio. A produgdo de gama-decalactona foi significativa, embora nio associada
com o crescimento do microrganismo. Durante as primeiras 96 horas de cultivo, a produgio
de gama-decalactona foi de 0,275 mg (L. h), enquanto que nas 72 horas de fermentagio a
produg@o do metabolito aumentou significativamente para 3,3 mg (L.h).

Um total de 108 linhagens de fungo pertencente ao género Trichoderma sp, foram
analisadas quanto a habilidade em produzir, 6-pentil-a-pirona (6PP), composto responsavel
pelo aroma caracteristico de coco a partir de dleos vegetais e reportados por BONARME ef
al (1997). Dentre elas, uma linhagem identificada como Trichoderma viride TSP2,
demonstrou a capacidade de produzir 6PP de varios oleos vegetais comerciais tais como o
6leo de mamona (C18:1= 89,3%), 6leo de semente de uva (C18: 1= 78,6%), oleo de linhaca
(C18:3 = 46,6%). O aumento da concentragdo dos oleos de 5 a 20% em meio de cultura
composto por: NaNOs;, 2g/1., KH,PO, 1 g/L, KCI 0,5 g/, MgS04.7.H,0 0,5g/L,
CaCl,.6H;0 8mg/L, ZnS04.7H,O 1 mg/L, FeSO4.7 H,0 10 mg/L, extrato de levedura 1
g/L, peptona 2 g/l em pH 6,0, uma produgdo de 6PP de 1,2 g/L foi encontrada apds 144
horas de incubagdo. Por outro lado, quando se utilizou glicose na concentragdo de 20 g/L

como fonte de carbono, uma produgdo de 80 mg/L foi obtida.

DUFOSSE et al (1998) estudaram a produgio de gama-decalactona e acido 4-
hidroxi-decandico por leveduras do género Sporiodiobolus. Neste estudo, a bioconversio
do ricinoleato de metila para lactona foi verificada em 4 linhagens de levedura do género
Sporiodiobolus: S. salmicolor, S. ruinenii, S. jonhsonii e S. pararoseus. Em bioreator
contendo 4,1 g/LL de metil ricinoleato, somente as linhagens de S. salmonicolor e S.
ruinenii, produziram 12 mg/L e 40m/L de gama-decalactona apos 72 horas de
bioconversdo. As linhagens de S. jonhsonii e S. pararoseus ndo produziram nenhuma forma
de lactona apesar do consumo do precursor. As quatro linhagens apresentaram diferentes

sensibilidades para lactona. Durante quatro cultivos sucessivos em batelada em bioreator,
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5,5 g/ de gama-decalactona foi produzida por S. ruinenii em 10 dias de fermentagdo.
Neste mesmo trabalho, o efeito do pH durante a extragio de gama-decalactona foi
verificado. Varios trabalhos e patentes descrevem a acidificagdo e o aquecimento do meio
de cultura como procedimentos necessarios para promover a reconversio total de lactonas.
Isto significa que em pH neutro, parte da lactona ndo é extraida em solvente organico,
proporcionando assim uma baixa concentragdo e perda de um microrganismo produtor de
lactona. Para as trés linhagens de Sporiodiobolus (S. salmonicolor, S. johnsonii e .
pararoseus), a acidificagdo mostrou pequeno acréscimo na taxa de reconversio total de
gama-dacalactona em pH 2,0. No entanto, para a linhagem de S. ruinenii, a acidificagdo
permitiu uma taxa de reconversdo de gama-decalactona seis vezes mais em pH 2,0. Estes
resultados implicam na presenga de um precursor de gama-decalactona no meio de cultura.
Este precursor, segundo os autores, corresponde ao acido graxo 4-hidroxidecanéico. Em pH
2,0, este acido graxo € ciclizado espontaneamente e & consequentemente melhor

reconvertido nesta forma de lactona.

De acordo com trabalhos relatados por WACHE et al (1998) sobre o metabolismo
de acido graxo pelo género de levedura Yarrowinia lipolitica, a enzima acil-CoA oxidase
no processo de B-oxidagdo de acidos graxos, € fundamental na produ¢do de gama—
decalactona. A B-oxidagdo € um sistema ciclico de oxidagio de acidos graxos, o qual
consiste em 4 reagdes significativas catalisadas por trés enzimas, dentre elas, a acil-CoA

oxidase tem papel principal.

LEE et al (1998) estudaram a produ¢io de gama-decalactona a partir de acido
ricinoléico por células de Sporiodiobolus salmonicolor, CCRC 21975 imobilizadas em K-
carragena, frutosana e agarose ou alginato de calcio. Devido aos efeitos da alta temperatura
durante os processos de gelificagdo da k-carragena e agarose como também a toxicidade da
quitosana para o organismo em teste, a imobilizagio de células de Sporidiobolus
salmonicolor com essas matrizes para a produgdo de gama-decalactona foi inadequada.
Nenhuma célula viavel e nenhuma producio de gama-decalactona puderam ser detectadas
no meio de cultura apos quatro dias de cultivo de Sporidiobolus salmonicolor imobilizada

com k-caragena ou quitosana. Poucas células viaveis e pequena produgdo de gama-
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decalactona foram encontradas em meio contendo células imobilizadas em agarose. Por
outro lado, nenhuma redugdo significativa na populagdo viavel foi observada durante
imobilizagdo em alginato de calcio. As células de S. salmonicolor imobilizadas em alginato
de calcio apresentou menor susceptibilidade a toxicidade do acido ricinoléico e produziu
maior quantidade de gama-decalactona que as células livres. Os estudos do efeito do tempo
e a produgdo de gama-decalactona foram realizados tanto para as células imobilizadas
quanto para as células livres. Foi verificado que as células imobilizadas produziram
maximo de 138 mg/L apds cinco dias de fermentagdo e as células livres produziram
maximo de 107 mg/L.

Os efeitos de alguns fatores fisicos, tempo de pré-cultura e pH inicial do meio de
cultura na produ¢do de gama-decalactona por células imobilizadas da levedura
Sporidiobolus salmonicolor CCR 21975 com alginato de calcio também foram investigados
por LEE et al (1999). Apos quatro dias de incubag¢do, nenhuma diferenga significativa no
nimero final de células vidveis dentro ou fora do gel foi notada em relagio ao tempo inicial
de pré—cultura. Isto pode ser devido a deficiéncia de nutrientes que inibe a divisdo celular.
A concentragdo de gama-decalactona no meio de cultura YNB (Bacto Yeast Nitrogen
Base) sem aminoacidos e sulfato de amoénio, suplementado com 3 % de manitol e 0,1% de
asparagina foi determinada apos 96 horas de cultivo, foi maior com o aumento do tempo
da pré-cultura. O aumento na produgdo inicial de gama-decalactona pode ser devido ao
aumento inicial da populagd@o celular ou do metabolismo microbiano. O efeito do pH inicial
do meio de cultura no crescimento e produgdo de gama-decalactona foi investigado.
Nenhuma diferenga significativa na populagdo celular dentro ou fora do gel foi observada
apos 96 horas de incubag¢do nos meios de cultura com pH inicial variando entre 4 ¢ 8. A
produgdo de gama-decalactona apresentou uma variagdo de cerca de 75,0 a 114,7 mg/L
pelas células imobilizadas de S. salmonicolor apos 96 horas de incubag¢do em meio de
cultura com varios valores de pH inicial. Células imobilizadas e células livres produziram
maximo de gama-decalactona em meio de cultura com pH inicial 4,0. No entanto, a
maxima quantidade de gama-decalactona produzida foi maior com células imobilizadas
(114,7mg/L) que com as células livres (62,6 mg/L).
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BAGNON et al (2000), investigaram a produ¢do de 6-pentil-o-pirona (6PP) por
linhagem de 7richoderma harzianum em meio de cultura liquido e meio de cultura sélido,
utilizando bagago de cana como suporte. A linhagem de Trichoderma harzianum foi
inoculada em meio de cultura liquido composto por 7,0 g/lL KH;POys, 2,0 g/L Na,SO,, 1,5
g/L MgS04.7 H;0, 0,1 g/L CaCl,.6H,0, FeCl;.6H20 0,0008 g/L, 0,0001 g/L ZnSO..7
H;0, 30 g/L e 0,94 g/L NH4SO4 e 30 g/L glicose. O meio sélido foi composto de bagago
de cana impregnado com 75% de umidade com a solugdo nutriente utilizada para o meio
liquido. Os meios foram autoclavados e inoculados com o micélio e incubados a 25°C sem
agitacdo. O pH inicial da cultura foi 5,6. Apds o tempo de incubagdo, os compostos de
aroma presentes no meio de cultura solido e no meio de cultura liquido foram extraidos
com 10 mL de hexano. Os compostos volateis foram identificados por técnicas de CG/MS.
A produgdo maxima em meio sélido com bagago de cana foi de 28 mg/g de massa seca,
equivalente a 0,9 g/L.. Para o meio de cultura liquido, a produgio de 6PP obtida foi de 55
mg do quarto ao sétimo dia de incubagdo, no entanto um decréscimo para 28 mg/L foi
observado apos 10 dias de incubagio. A lactona saturada (6PP) possui um aroma
caracteristico de coco e sua produg¢do por sintese quimica requer varias etapas com alta
temperatura (490°C), tornando o processo dificil e de alto custo. Por essa razio, a produgo
de 6PP produzido por processos fermentativos pode ser uma alternativa de grande interesse

em relagdo a sintese quimica.

A importancia das enzimas envolvidas na via da B-oxidagdo na produgdo de gama-
decalactona pela levedura Yarrowia lipolitica foi investigada por WACHE ef al (2001).
Alguns microrganismos podem transformar ricinoleato de metila em gama-decalactona,
mas a producdo € baixa devido: i) a conversdo incompleta do ricinoleato (C;g) para Cio,
precursor de gama-decalactona, ii) acimulo de outras lactonas (3-hidroxi-gama-decalactona
e 2-3-decen—4-olide) e iii) consumo da gama decalactona pelo microrganismo. A atividade
da Acil coenzima A (Acil CoA) oxidase em leveduras do género Yarrowia lipolytica foi
observada em mutantes para o genes POX. Linhagens mutantes sem atividade de acil CoA
oxidase ndo podem consumir a gama-decalactona produzida e em linhagens mutantes com
a disrupgdo do gene POX3, que codifica a cadeia curta de acil CoA oxidase, o consumo é

mais lento.

50



Revisdo Bibliografica

OKAMOTO et al (2002) investigaram a produc¢@o de gama-lactonas pela linhagem
do basidiomiceto Piptoporus soloniensis. A linhagem produziu aroma frutal, semelhante a
frutas tropicais quando incubada em meio de cultura (MGY) composto por 1% de extrato
de malte, 0,4% de extrato de levedura e 0,4% de glicose a 30°C. Para a extra¢do do
composto de aroma, 50 mL do meio de cultura foi filtrado e tratado com solugdo de hexano
e diclorometano na proporgdo 2:1 (v/v). A fase organica foi seca com Na;SOj € as analises
quantitativas e de identificagdo das gama-lactonas foram realizadas por cromatografia
gasosa equipada com detector de ionizagdo de chama e espectrometro de massas. Na
analise por cromatografia gasosa dois compostos principais foram obtidos e identificados
como gama-decalactona e gama-octanolactona. O efeito da adi¢do de acidos graxos no
meio de cultura no crescimento e produgdo de gama-decalactona foi investigado. A adi¢do
dos acidos 12-hidroxiestearico e acido ricinoléico promoveram um aumento na produgao de
gama-decalactona de 7,9 mg/mL para 16 mg/L e 14 mg/L respectivamente. Por outro lado,
a adigdo dos acidos miristico (C14:0), palmitico (C16:0), acido estearico (C18:0) e acido
oléico (C18:1) no meio de cultura, promoveu um aumento na produgdo de gama-
octanolactona de 0,8 mg/L para 1,4 mg/L. Os acidos hexanoico (C6:0), octandico (C:8),
decanoico (C10:0), launico (C12:0), linoléico (C18:2) adicionados ao meio de cultura,
inibiram acentuadamente o crescimento microbiano, o que pode ser devido a atividade

antimicrobiana desses acidos graxos.
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3.7 O substrato éleo de mamona (éleo de ricino)

3.7.1Caracteristicas e aplicacées do éleo de mamona

O oleo de mamona € extraido da semente oleaginosa madura do Ricinus communis
Linné (familia Euphorbiacea), a mamona. Em climas temperados essa planta € anual, mas
nos tropicos € uma arvore perene que pode atingir até quinze metros de altura. S3o varias as
suas formas, com variagdes no formato das folhas, bem como na cor, no tamanho e nas
caracteristicas das sementes. O fruto é uma capsula espinhosa tricelular, e cada célula
contém uma semente albuminosa oval. (ROBBERS ef a/, 1997). A planta é nativa do leste
da Africa. No Egito antigo e no Oriente, o 6leo era utilizado para tratamento de pele, das
feridas, do cabelo, assim como para fins técnicos (TURATTI er al, 2002). E muito
cultivada na India, no Brasil e em outros paises da Ameérica Central e do Sul e em varias
regides da Africa, do sul da Europa e do sul dos Estados Unidos. A mamona é atualmente
utilizada na sua totalidade; as folhas podem ser utilizadas para alimento do bicho da seda e
a haste, além de celulose propria para a fabricagio de papel, fornece matéria-prima para a
produgdo de tecidos grosseiros (ABOISSA, 2002).

O dleo € o mais importante constituinte da mamona, sendo o acido ricinoléico o seu
maior componente, cerca de 85%, o que confere ao dleo suas caracteristicas singulares
como a alta viscosidade, por exemplo, possibilitando ampla gama de utilizagio industrial.
(MAMONA, 2002). Praticamente toda a produ¢do da mamona é industrializada, obtendo-
se como produto principal o 6leo e como subproduto a torta de mamona, que t€m grande

capacidade de restauragio de terras esgotadas.
Extracao do dleo

As sementes de mamona contém de 45 a 55% de oleo fixo; cerca de 20% das
substancias protéicas s@o constituidas por globulina, albumina, nucleoalbumina,
glicoprotéinas e ricina (lectina toxica ou hemaglutina). A ricina ndo ¢é retirada na extragdo
do dleo de ricino, mas fica na torta. E venenosa para o gado, mas ndo afeta as aves

domeésticas.
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O bagago da semente da mamona contém um alérgeno que causa reacdes em
individuos hipersensiveis. Esse poderoso agente alergénico fica na fragio protéico-
polissacaridica atoxica.

A desativagdo das substincias toxicas e a retirada da fragdo alergéncia sdo
problemas que devem ser solucionados na produgio do 6leo de ricino.

Para a extragdo do 6leo da semente completa ou da baga o método utilizado pode
ser prensagem, a frio ou a quente, ou extragdo por solventes. Na prensagem do Oleo a
quente, a semente € processada por vapor para destruir as albuminas, € filtrado e
branqueado.

A produgdo por “prensagem a frio”, em que o dleo é separado por prensagem
hidraulica ou continua, representa 60% do total ¢ rende um 6leo de cor clara e de boa
qualidade. O restante do 6leo € extraido por solventes, rendendo um produto mais escuro e
de pior qualidade.

Caracteristicas do 6leo de mamona

O ¢leo de mamona ¢ amarelo-claro ou quase incolor, transparente e viscoso. Tem
odor fraco e caracteristico gosto delicado.

E composto por uma mistura de triacilglicerdis, cerca de 85% dos quais
triricinoloilglicerdis. O restante é constituido por diricinoleoilglicerdis, com terceiro grupo
acila, representando o 4cido oléico, linoléico ou diidroxiestedrico ou acido saturado

(palmitico ou estearico). A tabela 6 ilustra a composigdo do 6leo de mamona.
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Tabela 6. Composi¢ao do éleo de mamona.

Acidos graxos Porcentagem
Acido ricinoléico 85%
Acido palmitico 1,5%
Acido estearico 1,5%
Acido oléico 4,5%

Acido linoléico 5,0%

Outros 2,5%

* Dados obtidos: CERALIT/ S. A.

Aplicacgdes do oleo de mamona

De acordo com ABOISSA (2002), o ¢6leo de mamona pode ser utilizado na
fabricagdo de tintas e isolantes, como lubrificante na aeronautica, na manufatura de
cosméticos e de muitos tipos de drogas farmacéuticas. O 6leo de mamona também €
empregado em varios processos industriais, como na fabricagdo de corantes, anilinas,
desinfetantes, germicidas, 6leos lubrificantes de baixa temperatura, colas e aderente como
base para fungicidas e inseticidas, em tintas de impressdo e na elaboragdo de maténa
plastica.

Na area médica é utilizado como laxante, devido ao seu efeito catartico e também
como vermifugo (ROBBERS et al, 1997).

Recentemente, na area biotecnologica, o 6leo de mamona tem sido utilizado como
substrato de baixo custo econdmico em estudos de bioconversdo do acido ricinoléico no
composto aromatizante gama-decalactona (LEE ef al, 1998; LIN et al, 1996, PAGOT &
BELIN, 1996).
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4. MATERIAIS e METODOS

4.1 MATERIAIS

Reagentes e Materiais Especificos

Reagentes quimicos: acidos, bases, sais minerais, solventes organicos (Merck, Riedel,
Ecibra ou equivalente).

Reagentes especificos: acetato de etila (Merck), padrdes auténticos de gama-decalactona
e delta-decalactona (Sigma), padrao interno [-ionona, (Sigma), soroalbumina (Merck),
azul de fenol, fenolftaleina.

Acidos graxos: linoléico, oléico e ricinoléico (Sigma) metil ricinoleato (Sigma).

Glicerideos: 1 (3) monoléina, 1,2 (1,3) dioléina, trioleina, e acido oléico (Padrdes para
Cromatografia em Camada Delgada-CCD) Sigma. Oleo de oliva extra virgem e oleos de
soja, girassol e milho de marca comercial. Oleo de mamona (CERALIT/S A).

Placas de vidro para cromatografia em camada delgada (CCD) 20 x 20 cm, silica gel G-60,
Merck.
Aplicador Desaga para preparo de placas para cromatografia em camada delgada.

Meios de cultura: agar, peptona, extrato de levedura (Difco), agar nutriente (Merck), corn

steep liquor (agua de maceragdo de milho).

Reagentes e materiais especificos para microscopia eletronica:
- glutaraldeido
- Tetroxido de Osmio (OsO4)
- Alcool etilico nas concentragdes de 30, 50, 70 90 e 100%.

- Porta Espécimen (Stub) metalico de 12-13 mm (1/2 pol.).
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Enzimas: Lipases microbianas: Alcaligenes sp (LB 212), Rhizopus sp, Aspergillus sp (LB
1099), Aspergillus sp (LB 1068), Geotrichum sp, obtidas no Laboratoério de Bioquimica de
Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos.

Culturas: Geotrichum sp, Geotrichum fragans, Pichia membranaefaciens, 146, 430, 552,

linhagens de leveduras isoladas no Laboratério de Bioquimica de Alimentos e pertencentes

a colegdo de cultura do Laboratorio de Bioaromas.
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Equipamentos

Estufas Bacteriologicas Fanem.

Espectrofotometro Beckman DU —70

Banhos de 4gua de temperatura controlada, Fanem

Potencidmetro Digimed TE — 902

Centrifuga refrigerada Beckman, mod J —21

Balanca analitica Mettler, mod. H-10

Cémara refrigeradora, Gilson

Cromatografo a gas com detector de ionizagdo de chama Chrompack CP 9001 com
integrador software MOSAIC.

Cromatografo a gas CG-17 acoplado com espectrometro de massa QP—5000 Shimadzu

Microscopio Eletronico de Varredura JSM-5800 LV. Laboratério de Microscopia
Eletronica —Instituto de Biologia—IB/ UNICAMP

Outros materiais

- Colunas Capilares para Cromatografia gasosa

- CPWAX52CB;30mx 0,32 um 0,2 mm

- Coluna Varian, VA-WAX: 30 m x 0,25 um x 0,25 mm
- Microseringas Hamilton 10u L

- Micropipetas
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4.2 METODOS

I-ESTUDO DA HABILIDADE DE HIDROLISAR OLEO DE MAMONA E
DIFERENTES SUBSTRATOS PELAS LIPASES MICROBIANAS.

4.2.1 Selecio de lipases

O objetivo desse estudo foi verificar a habilidade das lipases microbianas
produzidas e previamente caracterizadas no laboratério de Bioquimica de Alimentos da
FEA-UNICAMP em hidrolisar diversos oleos vegetais. As lipases microbianas utilizadas
foram isoladas dos microrganismos: Geotrichum sp, Alcaligenes sp, Aspergillus sp (LB
1099 e 1068), Rhizopus sp.

4.2.2 Producio e determinagio da atividade enzimatica das lipases microbianas

4.2.2.1 Produgio da lipase de Alcaligenes sp (SOUSA NETO & PASTORE, 1996)

Em frascos Erlenmeyer de 50 mL, foi adicionado 20 mL de meio de cultivo
composto de 1% de agua de maceragdo de milho (corn steep liquor), 0,5% de fosfato
bibasico de potassio, 2% de farinha de soja torrada em agua destilada. O meio de cultura foi
ajustado para pH 9,0 com 0,2% de carbonato de sodio. Os frascos foram esterilizados em
autoclave a temperatura de 121°C e 1 atm de pressdo por 15 minutos e inoculados com 0,5
mL de suspensio bacteriana e posteriormente incubados por 72 horas em agitador rotatorio
a temperatura de 30°C com agitagdo de 200 rpm. Apos 0 tempo de fermentagio, os meios
foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos a 10°C. O precipitado foi descartado € 0
liquido sobrenadante coletado e adicionado em um unico recipiente. Ao liquido
sobrenadante foi adicionado sulfato de aménio em quantidade suficiente para atingir 80 %
de saturagio. A mistura foi mantida em refrigeragdo por 24 horas a 10°C para total
precipitagio enzimatica. Apos esse periodo, a mistura foi centrifugada a 10.000 rpm e
dialisadas contra 4gua destilada por 48 horas e contra tampao Tris — HCI 0,2 M pH 9,0 por

24 horas. A atividade lipolitica foi determinada na solugao enzimatica dialisada.
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4.2.2.2 Determinacio da atividade de lipase da preparacio enzimitica obtida.

Em Erlenmeyer de 125 mL foram acondicionados 1 g de oleo de oliva, 4 mL de
tampao Tris—HCI pH 9,0 na concentragio de 0,2M, 1 mL de solugdo de CaCl, 110 mM e 1
mL de solug3o enzimatica contendo 10 mg/ mL. O sistema de reagio foi incubado a 40°C
por 60 minutos em banho termostatizado com agitagdo de 130 oscilagdes por minuto. A
reacdo foi paralisada pela adicio de 20 mL de solu¢do de acetona/ etanol (1:1 v/v). Os
acidos graxos livres liberados foram titulados contra solucdo de KOH 0,05M, utilizando
azul de timol como indicador.

Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima capaz de

liberar 1 pmol de acido graxo nas condi¢des descritas acima.

4.2.2.3 Producio da lipase de Geotrichum sp (MACEDO & PASTORE, 1995)

Frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo meio de cultura composto por 1% de
farinha de soja desengordurada, 1% de farelo de trigo, 0,25% de nitrato de aménio e 3% de
extrato de levedura, previamente estenilizados, foram inoculados com 0,5 mL de suspensio
da linhagem de Geotrichum sp, preparada com agua destilada estéril. Os frascos foram
incubados em agitador rotatério a temperatura de 30°C com agitagdo de 200 rpm. Apos 48
horas de fermentagdo, os meios foram centrifugados a 4000 rpm por 25 minutos e liquido
sobrenadante foi coletado. Ao extrato aquoso enzimatico recolhido, foi adicionado sulfato
de ambnio em quantidade suficiente para atingir 80 % de saturagdo. O sal foi adicionado
lentamente com agitacio branda e a mistura permaneceu por 24 horas a 5°C, para
precipitagio da enzima. A mistura foi centrifugada a 4.000 rpm por 20 minutos sob
refrigeragdo. O precipitado foi dialisado contra tamp@o fosfato 0,01 M pH 7,0 por 48 horas
a 5°C. Apés a dilise, o material foi congelado e liofilizado. O po obtido foi denominado
preparacao enzimatica bruta onde foi medida a atividade enzimatica e concentragao

protéica.
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4.2.2.4 Determinaciio da atividade da lipase de Geotrichum sp

A atividade lipolitica da preparagdo enzimatica obtida de Geotrichum sp foi medida
em sistema de reagdo composto por: 5 mL de emulsdo de goma arabica e 6leo de oliva na
propor¢io 75%:25% respectivamente; 2 mL de tampdo fosfato pH 7,0 0,0lM e 1 mL da
solugio enzimatica na concentragdo de 10 mg/mL de enzima. O sistema foi incubado a
40°C por 60 minutos em banho termostatizado com agitago de 130 oscilagdes por minuto.
A reacdo foi paralisada pela adi¢io de solucdo de acetona etanol (1:1 v/ v) e os acidos
graxos liberados foram titulados com solugdo de KOH 0,05 M aquosa usando fenolftaleina
como indicador. Uma unidade de atividade de lipase foi definida como a quantidade de
lipase necessaria para liberar 1umol de acido graxo por minuto, nas condigdes descritas

acima.

4.2.2.5 Producio das lipases das linhagens de Aspergillus sp n° 1099 e 1068 (COSTA &
PASTORE, 1996)

O meio de cultura para a produgdo da lipase foi composto de farelo de trigo e agua
na propor¢ao de 1: 1 ( p/p). Frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 20 g de farelo de trigo
/ 4gua esterilizados por 15 minutos a 121°C com 1 atm de pressdo foram inoculados com
ImL de suspensio de esporos, preparada com esporos da cultura com 96 horas de
crescimento em meio de agar batata dextrosado (BDA). Os frascos foram incubados a 30°C
por 72 horas. Apés a incubagdo foram adicionados 100 mL de 4gua destilada em cada
frasco. Os meios de cultura foram homogeneizados com bastdo de vidro e deixados em
repouso por 1 hora para extragdo. Apos esse periodo, o meio foi filtrado em papel
Whatmam n° 1. Ao filtrado foi acrescentado sulfato de amdnio em quantidade suficiente
para atingir 80 % de saturagdo. O sal foi adicionado lentamente e a mistura permaneceu por
24 horas a 5°C para precipitagio completa da enzima. A mistura foi centrifugada a 10.000
rpm por 15 minutos a 10°C. O liquido sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
coletado e dialisado contra agua destilada por 48 horas a 5°C. Apos a dialise o material foi
congelado e liofilizado. O p6 obtido foi denominado preparado enzimético bruto, onde se

determinou a atividade lipolitica e a concentrac@o de proteinas.
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4.2.2.6 Determinacio da atividade da lipase das preparacoes enzimaiticas obtidas

das linhagens de Aspergillus sp n °1068 e 1099.

A atividade de lipase das preparagGes enzimaticas das linhagens de Aspergillus
(1068 e 1099) foi realizada utilizando sistema de reagdo composto por um g de 6leo de
oliva extra virgem, 4 mL de tampao acetato pH 5,6 na concentragdo de 0,05M e 4 pérolas
de vidro ao qual foi adicionado 1 mL solugdo enzimatica bruta contendo 10 mg/mL. O
sistema de reagdo enzimatica foi incubado a 40°C em banho termostatizado com agitacao
de 130 oscilagbes por minuto por 60 minutos. A reagdo foi paralisada com a adi¢do de 20
mL de solugdo de acetona/etanol (1:1 v/v) e os acidos graxos liberados foram titulados
contra solu¢do de KOH 0,05 M utilizando fenolftaleina como indicador. Para céalculo dos
resultados de atividade foi utilizado curva padrao de acido oléico x mL de KOH 0,05 M.

Uma unidade de atividade de lipase ¢ definida como a quantidade de lipase

necessaria para liberar 1 umol de acido graxo por minuto, nas condig¢des descritas.

4.2.2.7 Producio da lipase de Rhizopus sp (COSTA & PASTORE, 1997)

Para a produgdo da lipase de Rhizopus sp, foi utilizado meio de cultura composto
por farelo de trigo e agua na proporgado de 40% de agua e 60 % de farelo de trigo (p/p). Os
frascos Erlenmeyer contendo 20 g do meio de cultura foram esterilizados por 15 minutos a
temperatura de 121°C a 1 atm de pressdo e posteriormente inoculados com 1 mL de
suspensdo de esporos, preparada com agua destilada esterilizada e com esporos de cultura
de 96 horas de crescimento em meio inclinado agar batata dextrosado (BDA). Os frascos
foram incubados a 30°C por 120 horas. Apds a incubagdo foram adicionados 100 mL de
agua destilada em cada frasco. Os meios de cultura foram homogeneizados com bastdo de
vidro e apds permanecerem em repouso por 1 hora com agitagdo ocasional, foram filtrados
com papel de filtro Whatmam n° 1 e coletados em recipiente unico. Foi acrescentado
sulfato de amonio ao filtrado em quantidade suficiente para atingir 80% de saturagido. A
mistura permaneceu por 24 horas a 5°C, para precipitagio completa da enzima. A mistura
foi centrifugada a 7000 rpm por 15 minutos sob refrigeracdo. O precipitado foi dialisado

contra agua destilada por 48 horas a 5°C. Apos a didlise o material foi congelado e
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liofilizado. O pé obtido foi denominado de preparacdo enzimatica bruta, onde foi medida a

atividade lipolitica e a concentragio de proteinas.

4.2.2.8 Determinacio da atividade da lipase da preparacio enzimatica obtida da

linhagem de Rhizopus sp em oleo de oliva

A atividade da lipase da linhagem de Rhizopus sp foi realizada utilizando sistema de
reagao composto por 1 g de 6leo de oliva extra virgem, 4 mL de tampdo fosfato 0,05 M pH
6,0 e 4 pérolas de vidro ao qual foi adicionado 1 mL da solucdo enzimatica bruta contendo
10 mg/mL. O sistema de reagdo foi incubado a 40°C em banho termostatizado com
agitagdo de 130 oscilagdes /min por 60 minutos. A reagdo foi paralisada com a adigdo de 20
mL de solu¢do de acetona/etanol (1:1 v/v). Os acidos graxos livres foram titulados contra
solugdo de KOH 0,05M utilizando fenolftaleina como indicador. Para o calculo dos
resultados de atividade foi utilizada curva padrio de 4cido oléico x mL de KOH 0,05 M.

Uma unidade de atividade de lipase ¢ definida como a quantidade de lipase

necessaria para liberar 1umol de acido graxo por minuto, nas condigOes descritas.
4.2.3 Determinagio da concentragio de proteinas.
As concentragdes de proteinas das solucdes enzimatica das linhagens de

Aspergillus sp (1068 e 1099), Geotrichum sp, Rhizopus sp e Alcaligenes sp foram
determinadas de acordo com o método de Lowry (LOWRY et al, 1951).
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4.2.4 Estudo do efeito do tempo de reacdo na porcentagem de hidrélise de diferentes
substratos pelas lipases obtidas

4.2.4.1 Relagio entre tempo de reacao e porcentagem de hidrolise de diferentes

substratos pelas lipase de Alcaligenes sp.

Para o estudo do efeito do tempo de reagdo na porcentagem de hidrolise foram
utilizados os substratos: éleo de oliva, 6leo de mamona, dleo de girassol, 6leo de milho e
6leo de soja. Os sistemas de reagiio enzimatica foram preparados de acordo com o item
4222, As respectivas misturas foram incubadas a temperatura de 40°C nos seguintes
intervalos de tempo: 1, 4, 24, 48, 72 e 96 horas de incubagio. Apos estes intervalos de
tempo as reagdes foram paralisadas pela adicdo de 20 mL de solugdo de acetona/ etanol (1
1 v/v). Os acidos graxos liberados foram titulados contra solugdo de KOH 0,05 M aquosa,
utilizando azul de timol como indicador. A porcentagem de hidrolise foi calculada

considerando o mimero de saponificagdo.

% de Hidrolise = mL de KOH 0,05 M / n de saponificacio x 100]

Foram retiradas aliquotas dos sistemas de reacdo para anilise dos produtos de
hidrélise através de Cromatografia em Camada Delgada (CCD).

4.2.4.2 Relacio entre o Tempo de Reacdo e porcentagem de hidrolise de diferentes
substratos pelas lipases das linhagens de Aspergillus sp (1068 e 1099).

Os sistemas de reagdo para os substratos éleo de mamona, 6leo de soja, Oleo de
milho, 6leo de girassol e 6leo de oliva foram preparados de acordo com o item 4.2.2.5 e
incubados nos intervalos de tempo de 1, 4, 24, 48, 72 e 96 horas. A reagio foi paralisada
pela adigdo de 20 mL de solugio de acetona-etanol (1:1 v/v) e aliquotas de cada intervalo e
tempo, foram recolhidas para posterior analise em CCD Os acidos graxos liberados foram
titulados contra solugdo de KOH 0,05 M aquosa, utilizando fenolftaleina como indicador
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4.2.4.3 Relacio entre o tempo de reagio ¢ porcentagem de hidrolise pela lipase de

Rhizopus sp em diferentes substratos.

Para o estudo de tempo de reagdo e porcentagem de hidrolise pela lipase de
Rhizopus sp utilizando os substratos 6leo de mamona, 6leo de soja, Oleo de girassol, Oleo de
milho 6leo de oliva, os sistemas de reagio foram preparados de acordo com o item 4228e¢
incubados nos intervalos de tempo de 1, 4, 24, 48, 72 e 96 horas. A reagdo foi paralisada de
acordo com o item 4.1.2.8 e as aliquotas foram recolhidas para analise em CCD. Os acidos
graxos liberados foram titulados contra solucio de KOH 0,05 M, utilizando fenolftaleina

como indicador.

4.2.4.4 Relacio entre o tempo de reacio e porcentagem de hidrélise pela lipase de
Geotrichum sp.

O estudo do tempo de reagio e porcentagem de hidrolise de diferentes substratos
pela lipase de Geotrichum sp. foi realizado nos intervalos de tempo de 1,4,24,48,72¢96
horas, utilizando sistema de reagio conforme descrito no item 4.2.2.4. Nestes intervalos de
tempo as reagdes foram paralisadas pela adi¢do de 20 mL de solugio de acetona/ etanol
(1: 1 v/v). Os acidos graxos liberados foram titulados contra solu¢ao de KOH 0,05 M

aquosa, utilizando fenolftaleina como indicador.

4.2.5 Determinacio do nimero de saponificacao

A 1 g de o6leo foram acrescentados 4 mL de tampao Tris — HCL 0,2 M pH 9,0 e 25
mL de solu¢io de KOH alcodlica na concentragdo de 5,6%.

A mistura de reagdo foi aquecida a ebuligdo por 40 minutos e apos esse periodo, a
solugio de KOH remanescente foi titulada contra solugio de HCI 0,05 M utilizando-se

fenolftaleina como indicador.
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4.2.6 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos produtos de hidrolise em
diferentes substratos pela lipase de Alcaligenes sp.

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foi realizada preparando-se placas de
Silica Gel-60 com 45 g de silica e 90 mL de solugdo 0,3 M de Acido Bérico. A mistura foi
aplicada em placas de vidro 20 x 20 com aplicador Desaga. O sistema de solventes (fase
movel) utilizado para a cromatografia foi composto por: éter de petrdleo, éter etilico e acido
férmico na proporgdo 210: 90: 0,4 (v/v) respectivamente, a temperatura de 25°C. O tempo
de desenvolvimento da cromatografia foi de aproximadamente de 45 minutos a 25°C.
Foram utilizados como padrdes de cromatografia trioleina, dioleina 1,2 (2,3), monoleina 1
(3) e acido oléico (99% de pureza—Sigma) na concentragdo de 1%, diluidos em solugio de
acetona: etanol 1:1 ( v/v).

A revelagdo do cromatograma foi feita incubando-se a placa de cromatografia em
cuba de Iodo sublimado, a 110°C por 1 hora.
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IT - Utilizagao dos acidos graxos liberados da reaciio de hidrélise obtidos na etapa I
da metodologia como precursores na producio de gama-decalactona em processo
fermentativo.

O fluxograma abaixo ilustra a produ¢do da gama-decalactona por processo fermentativo.

Fluxograma de producio de gama-decalactona

Hidrolise enzimatica do oleo de mamona

Sistema de reagdo enzimatica
U
Liberagdo dos acidos graxos no sistema de reagdo enzimatica
U
O conteudo dos frascos foi adicionado ao meio de cultura composto de 1% de glicose e 1%
de autolisado de levedura

U
Ajuste do pH para 6,0 com HCI 1M
J

Esterilizago do meio de cultura a 121°C por 15 min
U
Inoculagdo do meio de cultura com 1 mL de suspensdo microbiana

U

Incubag@o em agitador rotatorio a 30°C por 72 horas a 200 rpm
Centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 min
U
Acidificagdo do liquido sobrenadante do meio de cultura para 2,0 com HCl 1 M
U

Extragdo da gama-decalactona do liquido sobrenadante com solugdo de acetato de etila
contendo o padr3o interno B-ionona

Anailise por Cromatografia Gasosa
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4.2.7 Producio de gama-decalactona através da biotransformacio dos icidos graxos

liberados da reacio de hidrolise do oleo de mamona e diferentes substratos.

4.2.7.1 Selecao de microrganismos produtores de gama-decalactona.
4.2.7.1.1 Preparo do pré inéculo para a fermentacio

As linhagens selecionadas Geotrichum Jragans e Geotrichum sp, Pichia
membranaefaciens, 146, 552 ¢ 430, foram cultivadas em tubos de ensaio contendo meio de
cultura inclinados Yeast Malt composto por 1% de glicose, 0,5% de peptona, 0,3% de
extrato de malte e 0,3% de extrato de levedura 72 horas a 30°C. Apés o periodo de
incubagdo as culturas foram transferidas para Erlenmeyer contendo 20 mL do Yeast Malt
liquido com auxilio de alga de platina estéril. Os frascos foram incubados por 24 horas a

30°C e as culturas foram utilizadas como pré-indculo.

4.2.7.2 Estudo da Produ¢io de gama-decalactona utilizando éleo de mamona

hidrolisado, rico em dcido ricinoléico, como precursor.

Frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo 15 mL de meio de cultura composto por 5% de
oleo hidrolisado de mamona ( p/v) como indutor, 1% de glicose como fonte de carbono e
1% de autolisado de levedura como fonte de nitrogénio e pH ajustado para 6,0 com HCI 1
M, previamente esterilizados foram inoculados com 1 mL de pré-indculo obtido como
descrito no item 4.2.7.1.1. Os frascos foram incubados em agitador rotatério & temperatura
de 30°C com agitagdo de 200 rpm. Apés 72 horas de incubagdo, a anilise dos compostos
volateis produzidos no meio de cultivo foi realizada com painel ndo treinado e os meios de
cultura centrifugados a 10 000 rpm por 10 minutos a 10°C. O liquido sobrenadante foi
coletado em tubo coletor, selado e armazenado em freezer para posterior analise

quantitativa da gama-decalactona produzida.
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4.2.7.3 Método de extracio de gama-decalactona.

As amostras do liquido sobrenadante obtido no item anterior foram descongeladas,
acondicionadas em frascos Erlenmeyer, saturadas com NaCl, sendo o pH ajustado para
2.0 com HCl 1 M e aquecidas & temperatura de 40°C. As amostras foram resfriadas a
temperatura ambiente e lavadas duas vezes com 5 mL com solugio de acetato de etila e
B-ionona utilizado como padrdo interno na concentragdo de 25 mg/250 mL de acetato de
etila em funil de separagdo. A fase organica foi filtrada e secada com Na;SOs anidro e

acondicionadas em frascos selados até a analise quantitativa por cromatografia gasosa.

4.2.7.4 Condicées de anilise por Cromatografia Gasosa.

Foi utilizado Cromatografo gasoso Chrompack CP 9001 com detector de ionizag¢do
de chama e uma coluna de separagio CP-WAX 52 CB (30 m x 0,32 mm x 0,25 um). As
analises foram realizadas utilizando a temperatura inicial da coluna de 50°C por 2 minutos,
aumentando gradativamente 10°C por minuto até temperatura de 230°C onde permaneceu
por 3 minutos. A temperatura do detector foi fixada em 250°C, a temperatura do injetor de
220°C empregando gas hélio como gas de arraste na vazio de ImlL/minuto em sistema de

injegdo splitless por 1 minuto.

4.2.7.5 Condic¢des de Analise por CG-MS.

Foram realizadas analises utilizando-se cromatografo gasoso acoplado a um
detector seletivo de massa Shimadzu, modelo QP5000. A coluna de separacdo foi VA-
WAX (30m x 0,25mm x 0,25 pm), utilizando as mesmas condigOes cromatograficas
referidas no item 4.2.7.4. Os espectros de massas de cada amostra foram comparados com

o padrio auténtico do composto e com dados da biblioteca do aparelho.
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4.2.7.6 Calculo da concentracio de gama decalactona no meio de cultura.

Para o calculo de gama decalactona foi utilizada uma curva padrdo de padrdo
auténtico de gama decalactona x padréo interno, B-ionona em solvente acetato de etila nas
concentragdes de 0,25 mg, 0,5 mg, 1 mg, 1,25 mg, 2,5 mg, 5, 0 mg, 10 mg, 15 mg, 20
mg e 25 mg. Um microlitro ( pL) de cada amostra foi injetada em cromatdgrafo a gas nas
condigdes previamente descritas no item 4.2.7.4, estabelecendo a razdo padréo externo/
padrdo interno (PE/PI), que foi utilizada no calculo para determinar as concentragoes de

gama decalactona produzidas no processo fermentativo.

4.2.7.7 Estudo da composicdo do meio de cultura na produgio de gama-decalactona

pelas linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans.

Foram estudadas as seguintes composi¢des de meios de cultura:

Meio de cultura 01: éleo hidrolisado de mamona 5%, autolisado de levedura 1% e
glicose 1%.

Meio de cultura 02: glicose 20 g/L, peptona 6 g/L, MgS04 0,5 g/L, KHPO4 1,5 g/L e 1
mL dos elementos tragos FeCls 0,4 g/L, ZnSO4 0,45 g/L, MgSO0;4 0,15 g/L, CuS04.5H0
0,025 g/L emulsificados com 20 mL de Tween 80 (polioxietileno sorbitan monoestearato),
(KAPFER et al,1989).

Meio 03: glicose 20 g/L, NaNO; 0,6 g/, KHPO41 g/L, KCI 0,5 g/L, MgS040,5 g/L, 8
mg/L de CaCl,, 1 g/L de extrato de levedura, 2g/L de peptona e 1% de oleo de mamona
hidrolisado (BONARME et al, 1997).

Meio de cultura 04: (NH;); SO4 9,5 g/L, KH,PO4 7,8 g/L, Na;HPOs4 2,2 g/L, MgSOa. 7

H,0, CaCly, 6 H,0 0,11g/L, ZnSO4.7H;0 0,0001 g/L e 6leo de mamona hidrolisado 1%
(SERRANO-CARREON et al, 1997).
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Meio de cultura 05: glicose 15 g/L, triptona 0,5 g/L, extrato de levedura 1,0 g/L, extrato de
malte 1,0 g/L, casaminoacidos 0,2 g/L, KH,PO, 2,0 gL, de CaCl,2H,0 0.13 g/L, FeSO,. 7
H0 0,1 g/, MgS0,43 g/L e metil ricinoleato 0,1% (FERON et al, 1996).

O pH dos meios foi ajustado para 6,0 com HC] 1M quando necessario. Os frascos
foram esterilizados e inoculados com 1 mL de suspensdao de células das linhagens de
Geotrichum sp e Geotrichum fragans contendo 10°¢ UFC (unidades formadores de colénia),
respectivamente. Apés 96 horas de incubagdo, a anélise quantitativa da gama-decalactona
produzida foi realizada como descrito nos itens 4.2.7.3 € 4.2.7 4

4.2.7.8 Efeito da fonte de nitrogénio na producio de gama-decalactona pelas
linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans.

O efeito da fonte de nitrogénio na produgdo de gama-decalactona pelas linhagens de
Geotrichum fragans e Geotrichum sp foi realizada em meio de cultura composto por 1% de
glicose, 5% de dleo hidrolisado de mamona e 1% das fontes de nitrogénio: peptona, uréia,
extrato de levedura, autolisado de levedura ou sulfato de aménio. Os frascos contendo o
meio de cultivo foram esterilizados em autoclave a 121°C a 1 atm de press3o. Os meios de
cultivo foram inoculados com 1 mL de suspensdo microbiana preparada conforme método
descrito no item 4.2.7.1.1. Apés 96 horas de incubagdo a analise quantitativa da gama-
decalactona produzida foi realizada como descrito nos itens 4273e4274

4.2.7.9 Efeito do pH na taxa de reconversio de gama decalactona pelas linhagens de

Geotrichum sp e Geotrichum Jragans.

Para o estudo da influéncia do pH na taxa de reconversio de gama-decalactona, 15
mL do meio de cultivo composto por: 5% de hidrolisado de éleo de mamona, 1% de
autolisado de levedura e 1% de glicose foram centrifugados e ajustados o pH para 2,0 e 6,0
com HCI IM. As amostras foram aquecidas a temperatura de 40°C por 30 minutos. Apds
esse periodo de tempo a gama-decalactona foi extraida de acordo com o item 4.2.7.3 em

seguida de analise por Cromatografia Gasosa como descrito no item 4.2.7.4.
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4.2.7.10 Rela¢io entre a porcentagem de hidrolisado de mamona e producdo de
gama-decalactona.

A 15 mL do meio de cultivo composto por: 1% de glicose e 1% de autolisado de
levedura foram adicionadas diferentes concentragdes de oleo hidrolisado de mamona nas
seguintes concentragdes: 1%, 2%, 3%, 4% e 5% (p/v). Os meios foram esterilizados a
121°C a 1 atm de pressio por 15 minutos e inoculados com ImL de suspensdo das
linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans contendo 10° U.F.C. Os frascos foram
incubados em agitador rotatorio por 96 horas a 30°C a 200 rpm. Apos esse periodo, as
amostras foram recolhidas e analisadas quanto & produgio de gama decalactona de acordo
comoitem4.2.7.3 e4.2.74.

4.2.7.11 Relacio entre o tempo de fermentagio e a producio de gama decalactona.

Frascos de Erlenmeyer contendo 15 mL de meio de cultivo composto por 1% de
glicose, 1% de autolisado de levedura e 5% de hidrolisado de 6leo de mamona, foram
esterilizados a 121°C por 15 minutos e inoculados com 1 mL de suspensdo das linhagens de
Geotrichum sp e Geotrichum fragans. Os frascos foram incubados em agitador rotatorio a
30°C a 200 rpm nos intervalos de tempo: 24, 48, 72 e 96 horas. A cada intervalo de tempo
as amostras foram recolhidas e a analise sensorial foi realizada. Os meios foram
centrifugados a 10.000 rpm a 10°C, acondicionadas em frascos de vidro selados com septo
de borracha e armazenados em freezer a —10°C para posterior extra¢do da gama decalactona

e analise quantitativa em CG, conforme descrito nos itens 4.2.7.3 €4.2.7 4.
4.2.7.12 Efeito da temperatura na producio de gama-decalactona

No estudo da influéncia da temperatura na produgdo de gama-decalactona, foi
utilizado meio de cultura composto por 1% de glicose, 1% de autolisado de levedura e 5%
de hidrolisado de 6leo de mamona. Os frascos foram esterilizados a 121°C e 1 atm de
pressdo. Os meios foram inoculados com 1 mL de suspensdo das linhagens de Geotrichum

Jfragans e Geotrichum sp e incubados em agitador rotatoério a 200 rpm nas temperaturas:
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20°C, 25° C, 30°C e 40°C. Apds esse periodo as amostras foram centrifugadas e

acondicionadas em freezer a —10°C até a analise quantitativa em cromatografia gasosa.
4.2.7.13 Efeito do pH inicial do meio de cultura na producio de gama-decalactona

Para o estudo do pH foi utilizado meio de cultura composto por 1% de glicose e 1%
de autolisado de levedura e 5% de hidrolisado de 6leo de mamona, sendo o pH ajustado
para 4,0, 5,0, 6,0 e 7,0 com HCl 1M ou NaOH IM. Os frascos foram esterilizados a 121°C
a 1 atm de pressdo por 15 minutos. Os meios foram inoculados com 1 mL de suspensdo das
linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans e incubados em agitador rotatorio a 30°C
por 96 horas a 200 rpm. Apos 96 horas de incubagdo, o conteudo dos frascos foi
centrifugado a 10.000 rpm. No liquido sobrenadante foi medido o pH final, sendo apos
acondicionadosem frascos de vidro com septo de borracha e armazenados em freezer a —

10°C  até extragdo da gama-decalactona e posterior analise quantitativa por cromatografia
gasosa de acordo com os itens 4.2.7.3 € 4.2.7.4.

4.2.7.14 Efeito da concentracio dos dcidos ricinoléico, linoléico, oléico, estedrico e

palmitico na producio de gama decalactona.

Em frascos Erlenmeyer de 50 mL, contendo 15 mL de meio de cultura composto
por 1% de glicose e 1% de autolisado de levedura foi adicionado o acido ricinoléico nas
diferentes concentragdes: 0,1%, 0,3%, 0,7% do volume total do meio de cultura. Os meios
foram esterilizados e inoculados com 1mL de suspensdo das linhagens de Geotrichum sp e
Geotrichum fragans. Os frascos foram incubados em agitador rotaté6rio a 30°C por 96 horas
a 200 rpm. Apos 96 horas o contetido dos frascos foi centrifugado a 10.000 rpm a 10°C por
10 minutos, o liquido sobrenadante foi acondicionado em frascos de vidro, selados para

posterior extra¢do e analise quantitativa em cromatografia gasosa.
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4.2.7.15 Efeito da concentracio de metil ricinoleato na producio de gama

decalactona pelas linhagens de Geotrichum sp e Geoptrichum fragans.

Em frascos Erlenmeyer contendo 15 mL do meio de cultivo composto por 1% de
glicose, 1% de autolisado de levedura foram adicionadas aliquotas de ricinoleato de metila
na proporgio de 0,1%, 0,3% e 0,7% em relagdo ao volume final do meio. Os meios foram
inoculados com 1 mL de suspensdo das linhagens de Geotrichum fragans e Geotrichum sp
e os frascos incubados em agitador rotatorio por 96 horas a 30°C. Apos esse intervalo de
tempo, as amostras foram analisadas quanto ‘a produgdo de gama-decalactona de acordo
comositens4.2.7.2e4.2.74.

4.2.7.16 Estudo do efeito dos éleos hidrolisados de mamona, soja, milho, girassol e

oliva na producao de gama decalactona.

Para este estudo, diferentes 6leos hidrolisados pela lipase de Alcaligenes sp foram
utilizados na concentragdo de 5% em meio de cultivo composto por 1% de glicose e 1% de
autolisado de levedura. Os frascos foram esterilizados e inoculados com ImL de suspensdo
das linhagens de Geotrichum fragans e Geotrichum sp. Os frascos foram incubados em
agitador rotatorio a 30°C a 200 rpm por 96 horas. Apés 96 horas, o conteudo dos frascos
foi centrifugado a 10 000 rpm a 10°C por 10 minutos. O liquido sobrenadante foi recolhido
em frascos de vidro com septo de borracha e armazenado em freezer até a extragao e

analise quantitativa por cromatografia gasosa.

4.2.7.17 Estudo do Efeito do tempo de fermentacio na producio de gama decalactona
pelas linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans utilizando os oleos

hidrolisados de milho, soja, oliva, girassol ¢ mamona.

Foi realizado o estudo do tempo de fermentagao pelas linhagens de Geotrichum sp e
Geotrichum fragans, utilizando hidrolisados enzimaticos de dleo de soja, oliva, milho,
mamona na concentragio de 1% como indutores na produgdo de gama decalactona em

meio de cultura composto de 1% de glicose e 1% de autolisado de levedura. Os meios
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foram esterilizados e inoculados com suspensao das linhagens de levedura. Os frascos
foram incubados em agitador rotatorio a 30°C a 200 rpm nos intervalos de tempo de 24, 48,
72 ¢ 96 horas. Apos esse periodo, os frascos foram recolhidos e o contetdo dos frascos foi
centrifugado a 10.000 rpm a 10°C por 10 minutos. O liquido sobrenadante das amostras foi
acondicionado em frascos de vidro selados com septo de borracha e armazenados em

freezer até a extragdo e analise quantitativa por cromatografia gasosa (CG).

4.2.7.18 Anilise morfologica das linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans

através de elétromicrografia de varredura.

4.2.7.18.1 Preparo das amostras para anilise em microscopia eletronica de varredura
(MEV) (KITAJIMA et al, 1999).

Pequenas porgdes de amostras das culturas de Geomrichum sp e Geotrichum fragans
cultivadas em meio de cultura Yeast Malt solido, cortadas em quadrados de 1 cm de
espessura foram preparadas para observagio em MEV de acordo com os itens descritos

abaixo:

1) Fixacdo em glutaraldeido

Para a fixagdo das amostras, foi utilizada uma solugdo de glutaraldeido dissolvida em
tampdo fosfato de sodio 0,05 M pH 7.0. As amostras permaneceram submersas nessa
solu¢do a temperatura ambiente por 24 horas.

2) Pés-fixaciio em Tetréxido de Osmio (OsOy)

As amostras pré-fixadas em glutaraldeido foram lavadas por 10 minutos em
tampdo fosfato de sddio 0,05M e em seguida, imersas em uma solugio de Tetroxido de

Osmio a 1% dissolvidos em tampio fosfato de sodio 0,05M pH 7,0 durante 1 hora a

temperatura de 25° C em capela.
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3) Desidratacio

As amostras fixadas em OsO4 foram lavadas com agua destilada e a seguir passadas em
solugbes de concentragdes crescentes de alcool etilico (30, 50, 70, 90 e 100%)
permanecendo cerca de 10 minutos em cada uma. Na solucdo a 100% as amostras foram
passadas 3 vezes. Ao término da desidratagio, as amostras foram submetidas a secagem em

Ponto Critico.

4) Secagem das amostras em Ponto Critico (PC)

Para se proceder a secagem ao PC, as amostras imersas em etanol foram colocadas
em Cestos que por sua vez s3o posicionados no interior de uma cimara hermeticamente
fechada, dotada de janela de observagdo e resfriada por volta de 5 — 6°C. Essa cimara ¢
dotada de um mandmetro que tém conexdo regulada por uma valvula a um tanque de CO, e
outra com o meio exterior, também controlado por uma outra valvula. Os residuos dos
solventes foram removidos através de enxagiies. Parte do CO, foi removido o suficiente
para manter as amostras ainda mergulhadas no liquido, acionou-se a valvula e a seguir
completou-se de novo o reservatorio com CO, liquido. A operagao foi repetida até
assegurar-s¢ que nao havia mais residuos de etanol. A camara foi novamente cheia com o
gas carbdnico e a seguir aqueceu-se a cdmara. Quando a temperatura atingiu cerca de 30°C
ocorreu o PC. Esperou-se a temperatura atingir cerca de 40°C quando entio o gas foi
eliminado lentamente por cerca de 20 a 30 minutos para a secagem das amostras.

As amostras secas ao PC foram imediatamente aderidas nos “stubs” (porta —
espécimen metalico) e cobertas com ouro, para evitar reidratagio. As amostras foram
analisadas quanto as caracteristicas morfologicas em Microscopio Eletrdnico de Varredura
modelo JSM-5800 LV.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudos do Tempo de Reaciio e Hidrélise dos Diferentes Substratos pelas Lipases
das Linhagens de Rhizopus sp, Aspergillus 1068 e 1099, Geotrichum sp e
Alcaligenes sp.

S.1.1 Rela¢iio entre o tempo de reacio e porcentagem de hidrolise de diferentes

substratos pelas lipases das linhagens de Aspergillus sp n°1068 e n°1099.

Para o estudo do tempo de reagdo e porcentagem de hidrolise de diferentes
substratos pelas lipases das linhagens de Aspergillus sp n°1068 e n°1099, foram utilizados
sistemas de rea¢do contendo os substratos: oleo de soja, oleo de oliva, oleo de milho, 6leo
de mamona e oleo de girassol preparados como descritos no item 4.2.4.2. O efeito do
tempo de reagdo na porcentagem de hidrdlise dos substratos foi acompanhado, incubando-
se os sistemas de rea¢do descritos no item 4.2.2.6 por periodos de 1, 4, 24, 48, 72 e 96

horas. As figuras 8 e 9 ilustram os resultados obtidos.
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Figura 8. Porcentagem de hidrélise de éleo de mamona, oliva, soja, milho e girassol pela

lipase de Aspergillus sp n° 1068.
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A lipase de Aspergillus sp n°1068 apresentou 43,3% de hidrolise no sistema de
reagdo contendo oleo de oliva apods 72 horas de incubagdo a 40°C pH 5,6. A hidrolise
maxima no sistema de rea¢do contendo o0leo de mamona foi de 31,2% em 96 horas de
incubacdo a 40°C. Nos sistemas de reacdo contendo oleo de soja e Oleo de girassol, a
maxima porcentagem de hidrolise obtida foi de 24% ap6s 96 horas de reagdo. Para o
sistema de reacao contendo o6leo de milho, a porcentagem maxima de hidrélise obtida foi

de 18% apds 96 horas de incubagao.
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Figura 9. Porcentagem de hidrélise de 6leo de mamona, soja, oliva, milho e girassol pela

lipase de Aspergillus sp n° 1099.

A lipase produzida pela linhagem de Aspergillus sp n° 1099 apresentou maxima
porcentagem de hidrolise de 26% em 6leo de mamona apds 72 horas de incubagdo. Nos
sistemas de rea¢do contendo Oleo de oliva e girassol, obteve-se porcentagem de hidrolise
maxima de 24% e 23% respectivamente apos 72 horas de incubagdo a 40°C. A maxima
porcentagem de hidrolise obtida no sistema de reagdo contendo oleo de soja foi de 12%

apos 96 horas de incubagao.
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5.1.2 Relacio entre o tempo de reacio e porcentagem de hidrolise de diferentes

substratos pela linhagem de Rhizopus sp.

O estudo do tempo de reagdo e porcentagem de hidrolise dos substratos oleo de
oliva, oleo de soja, oleo de girassol, 6leo de mamona, 6leo de milho pela lipase de Rhizopus
sp preparados de acordo com o método descrito no item 4.2.2.8. A figura 10 ilustra os

resultados obtidos
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Figura 10. Porcentagem de hidroélise de dleo de mamona, oliva, soja, milho e girassol pela

lipase de Rhizopus sp.

Neste experimento, podemos verificar que a porcentagem de hidrélise maxima de
50% foi obtida em sistema de reagdo contendo oleo de oliva apos 72 horas de incubagio.
Nos sistemas de reagdo contendo 6leo de mamona e 6leo de milho, foi obtido total de 47%
e 42.4% de hidrolise apos 72 horas de incubagdo a 40°C, pH 6,0. Para os 6leos de soja e

girassol, a porcentagem de hidrolise foi de 24,4% e 40,3% respectivamente.
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5.1.3 Relacio entre o tempo de reacio e porcentagem de hidrélise de diferentes

substratos pela lipase da linhagem de Geotrichum sp.

O estudo do tempo de reagdo e porcentagem de hidrolise de diferentes substratos
pela lipase da linhagem de Geotrichum sp foi acompanhado incubando—se os sistemas de
reagdo preparados conforme descrito no item 4.2.4.4. A figura 11 ilustra os resultados

obtidos.
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Figura 11. Porcentagem de hidrélise de dleo de mamona, oliva, soja, milho e girassol pela

lipase de Geotrichum sp.

A porcentagem maxima de 62% de hidrolise obtida neste experimento foi no
sistema de rea¢do contendo oleo de oliva. Em sistema de reagdo contendo 6leo de mamona
como substrato, foi obtido 27% de hidroélise apos 72 horas de incubagao a 37°C, pH 7,0.
No sistema de reag@o contendo oleo de milho, a porcentagem maxima de hidrolise obtida
foi de 18,1% apos 96 horas de incubagdo. Os sistemas de reagao contendo oleo de girassol ¢
6leo de soja apresentaram maxima porcentagem de hidrolise de 25,5% e 16,6% apos 72

horas de incubagao a 37°C.
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5.1.4. Relacdo entre o tempo de reacio e porcentagem de hidrélise de diferentes

substratos pela lipase de Alcaligenes sp.

O estudo do tempo de reagdo e porcentagem de hidrolise dos substratos o6leo de
milho, dleo de girassol, dleo de oliva, dleo de mamona e o6leo de soja pela linhagem de
Alcaligenes sp, foi realizado de acordo com o método descrito no item 4.2.4.1,

A figura 12 ilustra os resultados obtidos.
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Figura 12. Porcentagem de hidrélise de 6leo de mamona, oliva, soja, milho e girassol pela

lipase de Alcaligenes sp.

Pode-se verificar que o sistema de reagdo contendo oleo de mamona apresentou
porcentagem de hidrolise maxima de 89,5% apos 72 horas de reagdo a 40°C e pH 9,0. Para
os sistemas de reagio contendo Oleo de girassol e 6leo de milho, foi obtida hidrolise
méxima de 67% apés 72 horas de incubagio. No sistema de reagdo contendo 6leo de oliva,
obteve-se hidrolise maxima de 66%. A maxima porcentagem de hidrolise obtida em
sistema de reagio contendo 6leo de soja, foi de 50% apos 96 horas de reagio a 40°C.

A tabela 7 mostra a concentragdo de proteinas obtidas pelo método de Lowry

(LOWRY ez al, 1951) e a atividade especifica das lipases estudadas.  p—
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Tabela 7. Concentracio de proteinas e atividades especificas das preparacdes de
lipases.

Preparacées de Concentracio de proteina Lipase
Lipases ( mg/mL) Atividade especifica
(U/mg proteina)
Aspergillus sp 1068 S 0,28
Aspergillus sp 1099 27 0,18
Rhizopus sp 5,3 1,30
Geotrichum sp 12,6 0,68
Alcaligenes sp 5,6 1,60
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5.1.5 Relaciio entre o tempo de reacio e porcentagem de hidrélise de éleo de mamona
pelas lipases de Aspergillus sp 1068, Aspergillus sp 1099, Geotrichum sp, Rhizopus sp e
Alcaligenes sp.

O estudo da relagio entre o tempo de reagdo e porcentagem de hidrolise de oleo de
mamona das lipases microbianas foi realizado como descrito nos itens 4.2.4.1 a 4.2.44. A

figura 13 ilustra os resultados obtidos.
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Figura 13. Porcentagem de hidrolise do 6leo de mamona pelas lipases microbianas.

Observou-se neste experimento que entre as lipases microbianas testadas em sistema
de reagdo enzimatica contendo 6leo de mamona como substrato, a lipase de Alcaligenes sp
apresentou maxima porcentagem de hidrolise de 89,5% sendo escolhida, portanto para o
estudo de utilizagio do hidroxiacido graxo liberado da reagdo de hidrolise catalisada por
esta lipase bacteriana no substrato 6leo de mamona e dos acidos graxos liberados da reagao
de hidrolise dos substratos oleo de milho, 6leo de oliva, dleo de girassol e oleo de soja na
biossintese do composto de aroma gama—decalactona. A figura 14 mostra a cromatografia
em camada delgada (CCD) dos produtos de hidrolise de oleo de oliva pela lipase de
Alcaligenes sp, enquanto que a figura 15 mostra a hidrolise dos substratos oleo de girassol,

oleo de milho e o0leo de mamona.
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Figura 14. Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos produtos de hidrolise de 6leo de

oliva pela lipase de Alcaligenes sp

(1) Trioleina 5- 0 hr de reacio

(2) Dioleina 6- 6 horas de reagiio
(3) (1) -Monoleina 7- 24 horas de reacio
(4) Acido Oléico 8- 48 horas de reagio

9-72 horas de reacio
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Figura 15. Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos produtos de hidrélise de

diferentes substratos pela lipase de Alcaligenes sp.

(1) Trioleina 5-0 hora de reacio- Oleo de Girassol
(2) Dioleina 6-24 horas de reagio-Oleo de Girassol
(3) (1)- Monoleina 7-0- horas de reacio-Oleo de Milho
(4)-Acido Oléico 8- 24 horas de reagio-Oleo de Milho

9- 0 horas de reacio- Oleo de Mamona

10-24 horas de reacio- Oleo de Mamona
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Pode-se verificar pelos cromatogramas obtidos que a lipase de Alcaligenes sp foi
habil em hidrolisar os diferentes triglicerideos testados liberando como produtos finais
monoglicerideos, diglicerideos (1,2), (2,3) ¢ acidos graxos em 24 horas de reagdo de
hidrolise. Os resultados obtidos foram importantes para a escolha da lipase de Alcaligenes
para a hidrolise de triglicerideos e aplicagdo dos produtos de hidrolise como precursores na
producdo de gama-decalactona.

As aplicagdes das lipases na industria oleoquimica sdo extensas. Oleos e gorduras
sdo produzidos mundialmente chegando a faixa de 6x 107 toneladas/ ano sendo que uma
parte substancial (> 2x 10° t/ano) é utilizada nas reagdes de hidrélise, alcoolisis e
glicerolisis. Os produtos destas trés reagdes sdo usados extensivamente na industria
cosmeética e de alimentos (VUFSON, 1993). Um processo de grande aplicagdo industrial € a
hidrolise de oleos e gorduras, como o 6leo de oliva para a produgdo de acidos graxos e
glicerol. O processo convencional na produgdo destes acidos graxos envolve gastos de
energia e produzem compostos que necessitam ser purificados. Por outro lado, a utilizagdo
de lipases requer temperaturas brandas de reagdo além de baixo custo de energia
(GANDHI, 1997).

Lipases microbianas podem ser utilizadas na hidrélise de triglicerideos contendo
hidroxiacidos graxos (HFA) com potencial uso destes acidos graxos hidroxilados na
industria de cosméticos, revestimento para tintas e na industria de alimentos (HAYES ez al,
1996). Varios estudos sio relatados na literatura envolvendo a utilizagdo de lipases
microbianas na hidrélise de 6leo e gorduras visando a aplica¢do industrial.

YAMAMOTO et al (1988) estudou as propriedades da lipase de Pseudomonas sp na
hidrélise de diferentes Oleos vegetais. A lipase de Pseudomonas sp hidrolisou
eficientemente os oleos de oliva com 100% de hidrélise, oleo de algoddo 108%, oleo de
milho 104% e 6leo de mamona 107%.

A figura 16 ilustra o fluxograma de produgdo da lipase da linhagem de bactéria
Alcaligenes sp. A figura 17 ilustra o crescimento da linhagem de Alcaligenes sp em meio
de cultura solido e a figura 18 a micrografia optica da linhagem de Alcaligenes sp corada

pelo método de Gram.
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Figura 16. Fluxograma de produgo da lipase de Alcaligenes sp.

Fermentagdo em frascos a 30°C com agitagdo de 200 rpm.

l
Centrifuga¢o (5000 rpm x 25 min a 5 C)

!

Sobrenadante

l

Fracionamento com Sulfato de Aménio (80% de saturagdo)

i
Centrifugagdo (5000rpm x 25 mina 5 °C)

l

Precipitado

l
Dialise (contra 4gua destilada a 5°C)

l
Dialise (contra tampdo Tris — HCI 0,05M pH 9,0)

l

Enzima bruta
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Figura 17. Crescimento da linhagem de Alcaligenes sp, produtora de lipase alcalina

em meio de cultura sélido contendo o corante “Victoria blue” como indicador.

Figura 18. Micrografia éptica da linhagem de Alcaligenes sp (1000 x), colora¢io de Gram.

Visualiza-se bactéria em forma de bastonetes Gram—negativo.
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5.2 Producio de y—decalactona, composto de aroma, através da biotransformacao
de acidos graxos obtidos através da acdo hidrolitica da lipase de Alcaligenes sp

em diferentes substratos.

5.2.1. Selecio de Microrganismos Produtores de gama-decalactona.

Para a selecio dos microrganismos produtores de gama-decalactona, utilizou-se
fermentacio liquida contendo meio de cultura composto por 1% de glicose, 1% de
autolisado de levedura e 5% de 6leo hidrolisado de mamona, preparado como descrito no
item 4.2.7.2. Apos 72 horas de incubag@o, as amostras foram analisadas qualitativamente
em relagdo ao aroma produzido através de painel ndo treinado. As analises quantitativas
foram realizadas através do método descrito no item 4.2.7.3 e 4.2.7.4. A tabela 8 ilustra os

resultados obtidos.

Tabela 8. Produgio de gama-decalactona pelas linhagens de Geotrichum fragans,
Geotrichum sp, Pichia membranaefaciens e linhagens n° 146, 430 e 552.

Linhagem Producio de gama — decalactona (mg/L)
146 34,7
430 34,3
552 25
Geotrichum fragans 274,7
Geotrichum sp 162,6
Pichia membranaefaciens 60,8

As linhagens identificadas como Geotrichum fragans e Geotrichum sp, foram
selecionadas entre seis linhagens de levedura por se apresentarem potencialmente
produtoras de gama-decalactona.

De acordo com os resultados ilustrados na tabela, as linhagens de Geotrichum
fragans e Geotrichum sp, apresentaram produgio de gama-decalactona de 274 mg/L e 162
mg/L em 72 horas de incubagdo na temperatura de 30°C a 200 rpm, quando foi utilizado
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meio de cultura composto por 1% de glicose, 1% de autolisado de levedura e 5%

mamona hidrolisado. A tabela 9 ilustra a avaliagdo do aroma produzido pelas linhagens

produtoras de gama-decalactona através da biotransformagdo do 6leo hidrolisado de

mamona, rico em éacido ricinoléico, em meio de cultura composto por 1%

de autolisado de

levedura, 1% de glicose ¢ 5% de solu¢do contendo 1 g de 6leo hidrolisado de mamona,

por painel n3o treinado.

Tabela 9. Avaliacio sensorial por painel nio treinado do aroma produzido pelas

linhagens selecionadas como produtoras de gama-

decalactona em meio de cultura

composto por 1% de glicose, 1% de a autolisado de levedura e 5% de solucio
contendo oleo de mamona hidrolisado.
Avaliador
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Linhagem A A A A A A A A A Aroma
146 ++ =+ [+ + ++ ++ = e ++ frutal
250 +H+ [+ + + ++ + + + +++ | fermento
430 + o + + [+ ++ Ak + + banana/
solvente
552 + + ++ + |+ +H+ [+ ++ ey banana
Geotrichum | e [ [ o 2o ++  |frutal doce
fragans
Geotrichum sp. |+++ [++ H+ | [+ [+ t+ |+ |+++  |frutal doce

Legenda: A= grau de aceitabilidade
+ = pouco agradavel

++ = agradavel

+++= muito agradavel

de dleo de

Por serem efetivas na producio de gama—decalactona através da bioconversio de
acidos graxos presentes no 6leo de mamona hidrolisado, as linhagens de Geotrichum sp e

Geotrichum fragans foram estudadas em relacio aos parimetros de produgio de gama—
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decalactona: composi¢do do meio de cultura, fonte de nitrogénio, temperatura 6tima, pH
inicial do meio de cultura, efeito de diferentes acidos graxos no meio de cultura, o tempo
de fermentagao e produgio de gama—decalactona.

As figuras 19 e 20 ilustram o crescimento das linhagens de Geotrichum Jragans e
Geotrichum sp em placa de Petri contendo meio de cultura Yeast Malt composto por 1% de
glicose, 0,5% de peptona, 0,3% de extrato de malte, 0,3% de extrato de levedura apos 48
horas de crescimento. As figuras 21 e 22 ilustram a micrografia eletronica de varredura das
linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans.

As tabelas 10 e 11 apresentam as caracteristicas morfoldgicas das linhagens

estudadas.
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Figura 19. Colénias de Geotrichum fragans cultivadas em meio de cultura Yeast Malt Agar

com 48 horas de crescimento.

Figura 20. Coldnias de Geotrichum sp cultivadas em meio de cultura Yeast Malt Agar com 48

horas de crescimento.
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Tabela 10. Caracteristicas morfologicas da linhagem de Geotrichum fragans

Morfologia em meio solido

Cor: branca
Forma: tissular
Superficie: hirsuta
Brilho: opaca
Borda: ramificada
Elevagdo: plana
Textura: Friavel

Morfologia em meio liquido

Forma: cilindrica, globosa e filamentosa
Reprodugdo: fissdo binaria

Sedimento: floculento

Pelicula: rugosa e espessa

Anel: completo e espesso

Esporulagio

Ausente

Microcultivo

Micélio verdadeiro: presente
Artroconidio: presente

Pseudohifas: ausente

Fonte: Laudo de identificacdo da Fundagdo Tropical de Pesquisa e Tecnologia “ André

Tosello”
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Tabela 11. Caracteristicas morfolégicas da linhagem de Geotrichum sp.

Morfologia em meio de cultura solido Cor: branca
Sem profundidade
Borda irregular

Sem odor ou brilho

Morfologia em meio de cultura liquido Forma: células cilindricas longas
Formac@o de Pelicula espessa
Reproducio: fissdo binaria

Anel: completo e espesso

Esporulagdo Ausente

Microcultivo Micélio verdadeiro: presente

Pseudohifas: ausentes

Artroconidio: presente

Fonte: MACEDO, 1995.
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Figura 21. Micrografia eletronica de varredura da linhagem de Geotrichum fragans em meio

de cultura Yeast Malt com 48 horas de crescimento. Visualiza-se células cilindricas

filamentosas e presenca de artroconidios.

1@k

Figura 22. Micrografia eletronica de varredura da linhagem de Geotrichum sp em meio de
cultura Yeast Malt com 48 horas de crescimento. Visualiza-se  células cilindricas

filamentosas, micélio verdadeiro.
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5.2.2. Estudos dos Parimetros de Producio de gama—decalactona pelas linhagens de

Geotrichum fragans e Geotrichum sp.

5.2.2.1 Estudo da composi¢io do meio de cultura na producio de gama—decalactona

pela linhagem de Geotrichum sp.

O estudo da composi¢io do meio de cultivo ¢ produgdo de gama-decalactona pela
linhagem de Geotrichum sp foi realizado de acordo com o método descrito no item 4.2.7.7.
Os resultados do melhor meio de cultivo para a produgdo de gama—decalactona por

Geotrichum sp estao dispostos na figura 23.
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produgdo de gama- decalactona

meio 1 meio 2 meio 3 meio 4 meio 5

meio de cultura

Figura 23. Estudo da composicio de meios de cultura e produgio de gama—decalactona pela

linhagem de Geotrichum sp.

Foi obtida produgio maxima de gama-decalactona de 370 mg/L. quando se utilizou
o meio de cultura n°1, composto por 1% de glicose, 1% de autolisado de levedura e 5% de
6leo de mamona hidrolisado incubado a 30°C por 96 horas a 200 rpm. No meio de cultura
n°2 composto por glicose 20g/L, peptona 6g/L, KHPOs 1,5 g/LL e 1 mL de solugdo
contendo FeCly, ZnSO4 e MgSO4 emulsificados com Tween 80 (KAPFER e/ al, 1989) a

produgio de gama-decalactona obtida foi de 34 mg/L.. Quando a linhagem de Geotrichum
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sp foi cultivada no meio de cultura n°3 composto por NaNOs 0,6 g/L, KH2PO4 1 g/L, KCl
0,5 g/L, MgS04 0,5 g/L, CaCl, 8 mg/L, extrato de levedura 1 g/L, peptona 2 g/L e 1% de
oleo hidrolisado de mamona (BONARME et al, 1997), foi obtida uma produgdo de 44
mg/L. No meio de cultura n°4, composto por NH4SO; 9,5 g/L, KH,PO, 7,8 g/L, Na,HPO,4
2,2 g/L, MgS04 1,7 g/L, CaCl, 0,11 g/L, ZnSO, 0,00011 g/L e 1% de 6leo de mamona
hidrolisado (SERRANO-CARREON et al,1997), foi obtida a producdo de 48 mg/L de
gama-decalactona. A produgdo de 30 mg/L. foi encontrada quando a linhagem de
Geotrichum sp foi cultivada no meio de cultura n’5 composto por glicose 15 g/L, triptona
0,5 g/L, extrato de malte 1 g/L, extrato de levedura 1 g/L, casaminoacidos 0,2 g/L,
KH,PO, 2 g/L, CaCl; 0,13 g/L, FeSO4 0,01g/L , MgSO43 g/L, acrescido de 0,1% de metil
ricinoleato (FERON et al, 1996) apos 96 horas de incubagao.

5.2.2.2 Estudo da composiciio do meio de cultura na produciio de gama — decalactona

pela linhagem de Geotrichum fragans.

O estudo da composigdo do meio de cultivo e produgdo de gama-decalactona pela
linhagem de Geotrichum fragans foi realizado de acordo com o método descrito no item

4.2.7.7. A figura 24 ilustra os resultados obtidos.

( mg/L)

produgdo de gama - decalactona

meios de cultura

Figura 24. Estudo da composi¢io do meio de cultura e producio de gama-decalactona pela

linhagem de Geotrichum fragans.
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A produgdo maxima de gama-decalactona de 650 mg/L foi obtida utilizando-se a
linhagem de Geotrichum fragans meio de n°1 cultura composto por 1% de glicose, 1% de
autolisado de levedura e 5% de 6leo hidrolisado de mamona.

O meio de cultura n° 2 (KAPFER ef al, 1989), mostrou-se pouco efetivo para a
produgdo de gama—decalactona para a linhagem de Geotrichum fragans, sendo obtida uma
produgdo de 5,4 mg/L ap6s 96 horas de incubagdo. Por outro lado, produgdes de 52,8 mg/L
para o meio de cultura n°3 (BONARME ef al ,1997) € 91,6 mg/L para o meio de cultura
de n° 4 (SERRANO-CARREON ef al, 1997) foram obtidas apos 96 horas de incubagio.
Quando se utilizou o meio de cultura de n° 5 (FERON et al, 1996), uma produgdo de 45
mg/L foi obtida.

Podemos verificar pelos resultados obtidos neste estudo, que a composicio do meio
de cultura afetou de forma significativa a producdo do composto de aroma gama-
decalactona. A producio do composto de aroma foi mais significativa nos meios de cultura
contendo o6leo de mamona hidrolisado ou derivados como o metil ricinoleato tanto para a
linhagem de Geotrichum SP quanto para a linhagem de Geotrichum Jragans o que sugere
que estes compostos devem ser fundamentais para a produgdo de gama-decalactona pelas
linhagens estudadas. Os resultados obtidos neste experimento foram diferentes dos obtidos
por KAPFER et al (1989), que estudaram a produgdo de gama-decalactona em sistema de
fermentagdo continua pela linhagem de 7yromyces sambuceus utilizando o meio de
cultura de n° 2 obtendo uma produgdo de 330 mg/L. FERON et af (1996) investigaram a
produgdo de gama-decalactona por linhagens de Sporidiobolus salmonicolor e
Sporidiobolus ruinenii utilizando o meio de cultura n°5. Os autores obtiveram uma
produgdo de 500 mg/L apés 130 horas de incubagdo para a linhagem de Sporidiobolus
salmonicolor e 1,6 g/L de gama-decalactona apos 216 horas de incubagdo para a linhagem

de Sporidiobolus ruinenii.
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5.2.2.3 Efeito da fonte de nitrogénio na producio de gama-decalactona pela linhagem

de Geotrichum fragans.

A produgio maxima de gama—decalactona por Geotrichum sp fot obtida quando se
utilizou autolisado de levedura como tmica fonte de nitrogénio, em meio de cultura
composto por: 1% de glicose e 5% de oleo de mamona hidrolisado apos 96 horas de

incubagdo a30°C. A figura 25 ilustra os resultados obtidos.
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Figura 25. Efeito da fonte de nitrogénio na producio de gama-decalactona pela linhagem de

Geotrichum fragans.

A melhor fonte de nitrogénio para a produ¢do de gama—decalactona pela linhagem
de Geotrichum fragans foi o autolisado de levedura. No meio de cultura contendo essa
fonte de nitrogénio foi obtido 650 mg/mL de gama-decalactona. Uma produgdo de gama-
decalactona de 178,5 mg/L foi obtida quando se utilizou uréia como fonte de nitrogénio.
Nos meios de culturas contendo sulfato de aménio e extrato de levedura foram obtidas uma

produgio de 74,5 mg/L e 10 mg/L respectivamente.
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5.2.2.4 Efeito da fonte de nitrogénio na produgio de gama-decalactona pela linhagem

de Geotrichum sp.
O estudo referente ao efeito da fonte de nitrogénio na produgio de gama—

decalactona pela linhagem de Geotrichum sp foi realizado de acordo com item 4.2.7.8. A

figura n°26 ilustra os resultados obtidos.
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Figura 26. Estudo do efeito da fonte de nitrogénio na produgio de gama-decalactona pela

linhagem de Geotrichum sp.

A produgdo maxima de gama—decalactona, 370 mg/L foi obtida quando se utilizou
1% de autolisado de levedura no meio de cultura incubado a 30°C por 96 horas a 200 rpm.
No meio de cultura contendo uréia como fonte de nitrogénio a produgdo de gama-
decalactona foi de 80 mg/L. As fontes de nitrogénio: peptona, sulfato de aménio foram
pouco efetivas na produgdo de gama-decalactona, afetando também a qualidade do aroma
produzido no meio de cultura.

LANZA et al (1976), também investigaram o efeito da fonte de nitrogénio na
qualidade do aroma produzido por culturas de Ceratocystis moniliformes. Foi obtido aroma
caracteristico de banana quando se utilizou isoleucina, leucina ou norleucina como fonte

organica de nitrogénio.
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YONG et al, (1985) investigaram o efeito da fonte de nitrogénio na producdo da
lactona saturada 6-pentil-a-pirona, responsavel pelo aroma caracteristico de coco por
linhagem de Trichoderma viride. Os autores observaram que nos meios de cultura contendo
histidina, isoleucina, metionina e triptofano como fonte organica de nitrogénio o aroma
caracteristico de coco ndo foi produzido, enquanto que nos meios de cultura contendo

fenilalanina, um aroma caracteristico de coco com uma leve nota de mel foi obtido.

5.2.2.5 Efeito do pH na extracio e porcentagem de reconversio total de gama-

decalactona pelas linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans.

A porcentagem de reconversio da gama-decalactona extraida do liquido
sobrenadante da cultura acidificado para pH 2,0 e 6,0 respectivamente, foi verificada de

acordo com o método descrito no item 4.2.7.9. A figura 27 ilustra os resultados obtidos.

WpH 2,0 |
OpH 6,(L|

9% de reconversio

Geotrichum sp Geotrichum fragans
linhagens

Figura 27. Porcentagem de reconversio de gama-decalacatona pelas linhagens de Geotrichum

sp e Geotrichum fragans em pH 2,0 ¢ 6,0.

A taxa de reconversio de gama—decalactona em pH 6,0 para a linhagem de

Geotrichum sp foi de 87,8%, equivalente a 332 mg/L. Ap6s o ajuste do pH do meio de
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cultura para 2,0, obteve-se um acréscimo de 12,7% de reconversdo da gama—decalactona. A
taxa de reconversdo total (100%) foi de 378 mg/L. A linhagem de Geotrichum fragans
apresentou taxa de reconversdo de gama—decalactona em pH 6,0 de 30,46%, equivalente a
198 mg/L. Quando o pH do meio de cultura foi ajustado para 2,0, obteve-se uma
reconversdo de 69,5%. A taxa total de reconversio (100%) foi equivalente a 650 mg/L.
Varios estudos citados na literatura (FARBOOD, et al. 1983; GATFIELD, 1995;
DUFOSSE et al 1998) relatam a obtengdo de gama-decalactona através da extragio por
solvente orgénico. Para a eficiéncia na obtengio de lactonas, sio necessarias etapas
essenciais no processo de conversdo como o aquecimento e/ou acidificagdo do meio de
cultura até pH 1,5-2,0. Os resultados obtidos neste experimento foram semelhantes aos
obtidos por FERON et al, (1996) em estudos realizados com linhagens de leveduras do
género Sporidiobolus ruinenii e Sporidiobolus salmonicolor em meio de cultura contendo
metil-ricinoleato. Foi observado que a acidificacdo do meio de cultura para pH 1,0 com
HCI 2,5 N antes da extragdo da gama-decalactona, a concentragdo de gama-decalactona
aumentou em cerca de 2,5 vezes: de 1,6 g/L para 4,0 g/L. No entanto, nenhum aumento
foi verificado ap6s a acidificagio do meio e cultura para a extragdo de gama-decalactona
produzida pela linhagem de Sporidiobolus salmonicolor, indicando que o metil-ricinoleato
utilizado como substrato na produgdo do composto gama-decalactona foi convertido para

gama-decalactona e liberado no meio de cultura.

5.2.2.6 Efeito da temperatura na producio de gama—decalactona pelas linhagens de
Geotrichum sp e Geotrichum fragans.

O efeito da temperatura na producio de gama-decalactona foi testado incubando—

se os meios de cultura preparados de acordo com o item 4.2.7.12 nas temperatura de 20°C,
25°C, 30°C, 35°C € 40°C por 96 horas a 200 rpm. A figura 28 ilustra os resultados obtidos.
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Figura 28. Efeito da temperatura na produ¢io de gama-decalactona pelas linhagens de

Geotrichum fragans e Geotrichum sp.

Foi verificado neste experimento que a produ¢do maxima de gama-decalactona
pelas linhagens de Geotrichum fragans e Geotrichum sp ocorreu na temperatura de 30°C
apos 96 horas de fermentagdo a 200 rpm. Nas temperaturas de 35°C € 40°C observou-se
um acentuado decréscimo na produgdo de gama-decalactona, sendo que na temperatura de

40°C nao houve crescimento microbiano.
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5.2.2.7 Efeito do pH inicial do meio de cultura na produc¢io de gama - decalactona

O efeito do pH inicial do meio de cultura na produgdo de gama-decalactona pelas
linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans foi realizado como descrito no item

4.2.7.13. A figura 29 ilustra os resultados obtidos.

B Geotrichum sp
H Geotrichum fragans

producgdo de
gamadecalactona (mg/L)

Figura 29. Efeito do pH na produgio de gama—decalactona pelas linhagens de Geotrichum sp e

Geotrichum fragans.

A variagio da faixa de pH ndo afetou significativamente a produgao de gama-
dcalactona pelas linhagens estudadas. Foi verificado, porém, crescimento e produgdo de
massa celular em todos os valores de pH testados. LEE ef al (1999), estudaram o efeito do
pH inicial do meio de cultura na produgdo de gama—decalactona pelas células da levedura
Sporidiobolus salmonicolor imobilizadas em alginato de calcio. Foi verificado neste

experimento que a produgdo maxima de gama-decalactona foi em pH 4,0.
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5.2.2.8 Relacio entre a porcentagem do hidrolisado de mamona e producio de gama

— decalactona pelas linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans.
O estudo referente ao efeito da concentragdo de oleo de mamona hidrolisado e

produgdo de gama-decalactona foi realizado de acordo com o método descrito no item

42.7.10. A figura 30 ilustra os resultados obtidos.
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Figura 30. Efeito da concentragio do éleo hidrolisado de mamona na produgio de gama-

decalactona.
A maxima produgio de gama-decalactona pelas linhagens de Geotrichum sp e

Geotrichum fragans foi obtida em meio de cultura contendo 5% de oleo hidrolisado de

mamona em 96 horas de cultivo a 30°C.
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5.2.2.9 Estudo do efeito do tempo de fermentac¢io na produciio de gama—decalactona

utilizando 6leo de mamona hidrolisado como precursor pelas linhagens de Geotrichum

sp e Geotrichum fragans.

O estudo referente ao efeito do tempo de fermentagdo na produgdo de gama-
decalactona foi realizado de acordo com o método descrito no item 4.2.7.11. A produgdo de
gama-decalactona foi acompanhada nos intervalos de tempo de 24, 48, 72, 96 e 120 horas

de incubag@o. A figura 31 ilustra os resultados obtidos.
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Figura 31. Efeito do tempo de fermentac¢éio na produgio de gama—decalactona pelas linhagens
de Geotrichum sp e Geotrichum fragans utilizando o6leo de mamona hidrolisado como

precursor.
A produgdo maxima de gama-decalactona pelas linhagens de Geotrichum fragans

e Geotrichum sp utilizando-se oleo de mamona hidrolisado como precursor foi de 650

mg/L e 370 mg/L respectivamente apos 96 horas de fermentacgdo a 30°C em 200 rpm.

127



Resultados e Discussdo

5.2.2.10 Estudo do efeito do tempo de fermentacio na producio de gama-—
decalactona pelas linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans utilizando éleo

hidrolisado de oliva.

O efeito do tempo de fermentagdo na produgdo de gama-decalactona pelas linhagens
de Geotrichum fragans e Geoirichum sp utilizando oleo de oliva como precursor foi
realizado de acordo com o método descrito no item 4.2.7.17. A produgdo de gama-
decalactona foi acompanhada nos intervalos de tempo de 24, 48, 72 e 96 e 120 horas de

incubagdo. A figura 32 ilustra os resultados obtidos.

produgéo de gama decalactona
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Figura 32. Efeito do tempo de fermentaciio na produciio de gama—decalactona pelas linhagens

de Geotrichum sp e Geotrichum fragans utilizando 6leo de oliva hidrolisado como precursor.
A produ¢io maxima de gama-decalactona utilizando 6leo de oliva como precursor

foi de 28 mg/l. em 72 horas de incubagdo para a linhagem de Geotrichum fragans e 18,46

mg/L apos 96 horas de incubagdo para a linhagem de Geotrichum sp a 30°C a 200 rpm.
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5.2.2.11 Estudo do efeito do tempo de fermentacfio na producio de gama—decalactona
pelas linhagens de Geotrichum fragans e Geotrichum sp utilizando dleo hidrolisado de

girassol.

O efeito do tempo de fermentagdo na produgdo de gama-decalactona pelas linhagens
de Geotrichum sp e Geotrichum fragans utilizando oleo hidrolisado de girassol foi
realizado conforme o método descrito no item 4.2.7.17. A figura 33 ilustra os resultados

obtidos.
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Figura 33. Efeito do tempo de fermentacio na producio de gama-decalactona pelas
linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans utilizando éleo de girassol hidrolisado como

precursor.

Como podemos observar, foi obtida produgdo maxima de gama-decalactona pelas
linhagens de Geotrichum fragans e Geotrichum sp de 159,8 mg/L e 196 mg/L utilizando

6leo de girassol como precursor apos 96 horas de incubagéo a 30°C.
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5.2.2.12 Efeito do tempo de fermentacio na produ¢iio de gama—decalactona pelas
linhagens de Geotrichum fragans e Geotrichum sp utilizando oleo hidrolisado

de soja.

O efeito do tempo de fermentag4o na produgao de gama-decalactona pelas
linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans utilizando 6leo hidrolizado de soja foi
realizado de acordo com o método descrito no item 4.2.7.17. A figura 34 ilustra os

resultados obtidos.
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Figura 34. Efeito do tempo de fermentacio na producio de gama—decalactona pelas linhagens

de Geotrichum sp e Geotrichum fragans utilizando éleo de soja hidrolisado como precursor.

A produgio maxima de gama-decalactona obtida neste experimento foi de 85,7
mg/L para a linhagem de Geotrichum sp ¢ 84 mg/L para a linhagem de Geotrichum
fragans ap6s 96 horas de incubagdo do meio de cultura contendo oleo de soja hidrolisado

na temperatura de 30°C em 200 rpm.
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5.2.2.13 Efeito do tempo de fermentacio na producio de gama-decalaciona pelas
linhagens de Geotrichum fragans e Geotrichum sp utilizando dleo de milho

hidrolisado.

0 efeito do tempo de fermentagio na produgido de gama-decalactona pelas linhagens
de Geotrichum sp e Geotrichum fragans foi verificado utilizando meio de cultura preparado
de acordo com o item 4.2.7.17. A produgdo de gama-decalactona foi acompanhada nos
intervalos de tempo de 24, 48, 72, 96 e 120 horas de fermentacdo. A figura 35 ilustra os

resultados obtidos.

produgéo de gama decalactona
(mg/L)

tempo (horas)

Figura 35. Estudo da produciio de gama—decalactona utilizando o6leo de milho hidrolisado

COmo precursor.

A produgdo maxima de gama-decalactona obtida neste experimento foi de 200
mg/L. para a linhagem de Geotrichum sp e 160 mg/L. para a linhagem de Geoftrichum
fragans apds 96 horas de incubagdo do meio de cultura contendo Oleo de milho
hidrolisado a temperatura de 30°C a 200 rpm.

Pode-se verificar pelos resultados obtidos que a produgdo maxima de gama-
decalactona foi no meio de cultura contendo oleo hidrolisado de mamona. O 6leo de
mamona apresenta na sua composigdo cerca de 80-85% de acido ricinoléico, um

hidroxiacido graxo, acido palmitico (1,5%), acido estearico (1,5%), acido oléico (4,5%),
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acido linoléico (5,0%). O acido ricinoléico tem sido relatado na literatura como precursor
direto na produgdo de gama-decalactona por biotransformacgo através da via da B-oxidagio
dos acidos graxos (ENDRIZZI et al, 1996; GATFIELD, 1995, FARBOOD, 1983). Na via
da B-oxidagdo, o acido graxo € metabolizado em compartimentos celulares como as
mitocondrias e peroxissomos, liberando compostos intermediarios como o acido 4-
hidroxidecanoico (forma aberta da gama-decalactona) que ¢ eliminado para o meio externo
e sob condigdes favoraveis como o pH, este composto intermedirio pode ser convertido
em gama-decalactona (GATFIELD, 1998). Os meios de cultivo contendo 6leos de milho,
girassol ou soja também se mostraram efetivos para a produgio de gama-decalactona. Estes
resultados podem ser devido & presenca do acido linoléico na composi¢do desses oleos. Os
oleos de milho e girassol apresentam na sua composigo o 4cido linoléico e de acordo com
os estudos reportados por CHARLIER & CROUZET (1992) este 4cido graxo pode ser
utilizado como precursor na produgio de gama-lactonas, o que também foi verificado neste
trabalho. Por outro lado, quando se utilizou o meio de cultura contendo o 6leo de oliva
hidrolisado, foi verificado um efeito inibidor na producio de gama-decalactona tanto para a
linhagem de Geotrichum fragans (28 mg/L) quanto para a linhagem de Geotrichum sp
(18,4 mg/L), quando comparado com os outros dleos testados. O dleo de oliva apresenta na
sua composi¢ao cerca de 89% de acido oléico. HAFFER & TRESSEL (1996) estudaram o
efeito da adi¢do do 4cido oléico no meio de cultura e a produgio de gama-lactonas pela
linhagem de Sporobolomyces odorus e comprovaram ser este acido graxo, um precursor na
produgdo do composto de aroma, sendo proposta uma nova via biossintética iniciando a

partir da hidroxilagdo do 4cido oléico, seguida da B-oxidagdo até a formacdo da lactona.

5.2.2.14 Estudo do efeito dos acidos graxos: ricinoléico, linoléico, oléico, estearico e

palmitico na producio de gama—decalacatona.

Para este estudo, foi utilizado o meio de cultura n°1, preparado de acordo com o
item 4.2.7.2, ao qual foi adicionado 0,7% do volume final dos 4cidos graxos: palmitico,
estearico, oléico, linoléico e ricinoléico. Os frascos foram incubados em agitador rotatério

por 96 horas na temperatura de 30°C a 200 rpm. Apos esse periodo, o contetido dos frascos
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foi centrifugado e a extragio da gama-decalactona produzida foi realizada de acordo com o

item 4.2.7.3. A figura 36 ilustra os resultados obtidos.
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Figura 36. Estudo da producio de gama-decalactona utilizando os acidos graxos: Palmitico,

Estearico, Oléico, Linoléico e Ricinoléico na concentracio de 0,7%.

Verificou-se neste experimento, que no meio de cultivo contendo acido ricinoléico,
obteve-se uma produgdo maxima de 67,8 mg/L de gama-decalactona pela linhagem de
Geotrichum sp e de 60 mg/L para a linhagem de Geotrichum fragans. No meio de cultivo
contendo acido linoléico, observou-se um decréscimo na produgio de gama-decalactona de
38 mg/L para a linhagem de Geotrichum fragans e 55,4 mg/L para a linhagem de
Geotrichum sp. Um decréscimo na produgdo de gama-decalactona foi observado no meio
de cultivo contendo acido oléico, sendo obtida maxima produ¢do de 11,8 mg/L para a
linhagem de Geotrichum sp e de 28 mg/L para Geotrichum fragans. Nos meios de cultivo
contendo acido palmitico e acido estearico, nenhuma produgao de gama—decalactona foi
obtida para as duas linhagens. Estes resultados sugerem a utilizagdo preferencial do acido
graxo hidroxilado como precursor principal na produgdo de gama-decalactona pelas

linhagens estudadas.
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Este experimento foi realizado de acordo com LIN ef al (1996), que verificaram os
efeitos dos acidos graxos (palmitico, estearico, oléico, linoléico e ricinoléico) componentes
do oOleo de mamona na produgdo de gama-decalactona por leveduras do género
Sporobolomyces odorus. Os autores verificaram que a adi¢do dos acidos graxos palmitico,
estearico, oléico ou linoléico na concentragdo de 0,06% no meio de cultura, reduziu a
produgdo de gama-decalactona apds 216 horas de cultivo, porém, quando se utilizou o
acido ricinoléico, uma produgdo de 71,8 mg/L. de gama-decalactona foi obtida. LEE et al
(1994), verificaram um efeito inibidor no crescimento e produgdo de gama-decalactona pela
linhagem de Sporobolomyces odorus no meio de cultura contendo acido decanodico (Cio) €
acido dodecandico (Ci2).

OKAMOTO et al (2002) verificaram um aumento na produgdo de gama-
decalactona pela linhagem de Pipfoporus soloniensis apoés a adigdo dos acidos graxos
hidroxiestearico e ricinoléico no meio de cultura, por outro lado, a adigdo dos acidos graxos
laurico, linoléico e linolénico reduziram o crescimento e a produg@o de gama-decalactona.

As lactonas podem ser sintetizadas por microrganismos a partir de acidos graxos
com grupamento hidroxi (&cido ricinoléico; acido 12 hidroxi-9-octadecendico) ou sem
grupamento hidroxi ou cetona (acido oléico, linoléico, estearico e palmitico). A produgdo
biotecnologica de gama-decalactona através dos processos de biotransformagdo envolve a
utilizagdo desses acidos graxos, principalmente do acido ricinoléico por leveduras do
género Candida (ENDRIZI et al, 1996), Sporobolomyces odorus (FERON et al, 1996),
Yarrowia lipolytica (WACHE et al, 2001) e fungos filamentosos do género Trichoderma
viride (SERRANO-CARREON et al, 1993).

A transformac¢do de acidos graxos por microrganismos na produgdo de gama-
decalactona, tém como via catabolica principal a via da B-oxidag@o, que consiste na
oxidagdo beta dos acidos graxos, consistindo nas reagdes de: 1) desidrogenagdo; 2)
hidratagdo; 3) oxidagdo e 4) liberagdo da Acetil CoA e acil sem dois carbonos. Estas
reagdes ocorrem em organelas especiais, mitocOndrias e peroxissomos, nas células

eucarioticas.
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5.2.2.15 Estudo do efeito da concentracio de acido ricinoléico na producio de gama-

decalactona pelas linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans.

Para o estudo do efeito da concentrag@o do acido ricinoléico, foi utilizado 15 mL do
meio de cultura composto por 1% de glicose, 1% de autolisado de levedura ao qual foi
adicionado acido ricinoléico nas concentragdes de 0,1%, 0,3%, 0,7% e 1%. A figura 37

ilustra os resultados obtidos.
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Figura 37. Efeito da concentragdo de acido ricinoléico na producdo de gama—decalactona.

A produ¢@o maxima de gama-decalactona obtida foi de 68,7 mg/LL para a linhagem
de Geotrichum sp e de 60 mg/L para a linhagem de Geotrichum fragans no meio de cultura

contendo 0,7% de acido ricinol€ico a 30°C apos 96 horas de cultivo.
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5.2.2.16 Efeito da concentracio acido oléico na producio de gama-decalactona pelas

linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans.
O efeito da concentragdo de acido oléico na produgido de gama—decalactona pelas

linhagens de Geotrichum fragans e Geotrichum sp, foi realizada com descrito no item

4.2.7.14. A figura 38 ilustra os resultados obtidos.
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Figura 38. Efeito da concentraciio de acido oléico na produgdo de gama-decalactona.

Observou-se que a produgdo maxima de gama—decalactona obtida neste
experimento para a linhagem de Geotrichum sp foi de 11,8 mg/L. em meio de cultura
contendo 0,3% de acido oléico incubado a 30°C apos 96 horas a 200 rpm. Para a linhagem
de Geotrichum fragans, a produgdo maxima de gama—decalactona foi de 28 mg/L no

meio de cultura contendo 0,7% de acido oléico incubado por 96 horas a 30°C a 200 rpm.
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5.2.2.17 FEfeito da concentracio de acido linoléico na producio de gama—decalactona

pelas linhagens de Geotrichum fragans e Geotrichum sp.
O efeito da concentragdo de acido linoléico na produgio de gama-decalactona pelas

linhagens de Geotrichum sp. e Geotrichum fragans foi realizado como descrito no item

4.2.7.14. A figura 39 ilustra os resultados obtidos.
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Figura 39. Efeito da concentragio de acido linoléico na producio de gama-decalactona.

A produgio maxima de gama—decalactona obtida foi de 38 mg/L para a linhagem
de G. fragans e 55,4 mg/L. para a linhagem de Geotrichum sp em meio de cultura contendo

0,7% de acido linoléico a 30°C apo6s 96 horas a 200 rpm.
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52.2.18 Efeito da concentracio de metil ricinoleato na producio de gama -

decalactona pelas linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans.

No estudo do efeito da concentragio de ricinoleato de metila na produgao de gama—
decalactona pelas linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans, foi utilizado meio de
cultura composto por 1% de glicose, 1% de autolisado de levedura ao qual foi adicionado
metil_éster do acido ricinoléico nas concentragdes de 0,1%, 0,3%, 0,7% ¢ 1%. A figura 40

ilustra os resultados obtidos.
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Figura 40. Estudo da producio de gama-decalactona utilizando metil ricinoleato como

precursor na producio de gama—decalactona.

Como podemos verificar, as linhagens de Geotrichum fragans e Geotrichum sp
apresentaram  produgdo maxima de gama-decalactona de 60 mg/L e 653 mg/L
respectivamente em meio de cultura contendo metil ricinoleato na concentragdo de 0,7%
incubado a 30°C ap6s 96 horas de cultivo a 200 rpm.

O objetivo deste experimento foi verificar a utilizagdo do metil ricinoleato como
precursor na producdo de gama-decalactona pelas linhagens de Geotrichum sp e
Geotrichum fragans. DUFOSSE et al (1998) estudaram a bioconversdo de metil ricinoleato

na produgio de gama-decalactona por linhagens de levedura do género Sporidiobolus (S.
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salmonicolor, S. ruinenii, S. jonhsonii e S. pararoseus). Os autores obtiveram uma
produgio maxima de 12 mg/L e 40 mg/L de decalactona para as linhagens de .
salmonicolor e S. ruinenii apés 72 horas de conversao em bioreator contendo 4,1 g/L de
metil ricinoleato. FERON et al.(1996), obtiveram produgdo méaxima de gama-decalactona
para as linhagens de S. salmonicolor de 500 mg/L apos 130 horas de incubacdo e 1,6 g/L
para a linhagem se S. ruinenii em meio de cultura suplementado com 5% de metil
ricinoleato apds 24 horas de incubagdo no meio de cultura de composigdo sintetica
contendo 15 g de glicose como fonte de carbono.

O processo metabdlico na bioconversdo de metil ricinoleato tem sido objeto de
varios estudos. PAGOT ef al (1996) estudaram o metabolismo de acidos graxos e produgéo
de gama-decalactona por linhagem de Pichia guilliermondii em meio de cultura contendo
metil ricinoleato como tinica fonte de carbono. Neste estudo, os autores verificaram a
influéncia da enzima carnitina octanoil transferase no metabolismo de acidos graxos. Os
autores verificaram que na presenga do inibidor enzimatico clorpromazina, houve um
decréscimo na produgdo de gama-decalactona, sendo este decréscimo proporcional a
quantidade de clorpromazina adicionada no meio de cultura.

Alguns microrganismos podem transformar metil ricinoleato em gama-decalactona,
mas geralmente a produgdo € baixa devido a fatores tais como: 1) conversdo incompleta do
metil ricinoleato; 2) acimulo de outras lactonas (3-hidroxi-gama-decalactona e 2,3 decen-
4-olide) e 3) aproveitamento da gama-decalactona pelo microrganismo. A atividade da Acil
coenzima A (Acil CoA oxidase) em linhagens mutantes da levedura do género Yarrowia
lipolytica foi estudada por WACHE et al (2001). Os autores verificaram que as linhagens
mutantes nas quais a atividade de acil-CoA oxidase foi suprimida, ndo podem consumir a
gama-decalactona produzida.

As figuras 41,42 e 43 ilustram os cromatogramas dos padrdes auténticos das gama e
delta-decalactonas e de quantificagdo da gama-decalactona produzida pelas linhagens
estudadas.
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Figura 41. Cromatograma da anilise por cromatografia gasosa (CG) dos padrdes
de lactonas, gama-decalactona e delta-decalactona.

Pico Tempo de retenciio Compostos
1 16,994 Gama-decalactona
2 17,411 Delta- decalactona
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£y
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Figura 42. Cromatograma de quantificaciio da analise por cromatografia gasosa (CG)
da gama — decalactona produzida pela linhagem de Geotrichum sp.

Pico Tempo de retenc¢io
1 14,799
2 16,994
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Figura 43. Cromatograma de quantificacio da analise por cromatografia gasosa (CG)
da gama-decalactona produzida pela linhagem de Geotrichum fragans.

Pico Tempo de reten¢io Compostos
1 14,79 [3-ionona
2 16,99 Gama-decalactona



Resultados e Discussido

5.2.2.19 Identificacio por Espectrometria de Massas da gama-decalactona produzida

pelas linhagens de Geotrichum fragans e Geotrichum sp.

A identificagio da gama-decalactona produzida pelas linhagens de Geotrichum
fragans e Geotrichum sp foi realizada conforme descrito no item 4.2.7.5. A figura 44A
ilustra o espectro de massas obtido do padrdo auténtico da gama-decalactona e a figura 44B
mostra o espectro de massas do composto produzido pelas linhagens de Geotrichum

fragans e Geotrichum sp.

Hase Peak 8505 ( 804794)

®3

PRy e ¥
69 i Wiy gy 128 149 141 178 107 219 235 Ma& 239 284 298 333

40 e 150 00 150 Wi

m/z

Figura 44A. Espectro de massas do composto auténtico gama-decalactona.
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Figura 44B. Espectro de massas do composto gama-decalactona produzido pelas linhagens

de Geotrichum fragans e Geotrichum sp.

Nos espectros de massas do composto auténtico gama-decalactona e o do composto
produzido pelas linhagens estudadas no meio de cultura contendo oleo de mamona
hidrolisado, foi detectado o fragmento do ion m/z 85 (cation tetrahidro piranonil = pico
base). O fragmento do ion m/z 85 ¢ o mais importante na analise dos espectros de massas
de gama-lactonas saturadas (OKAMOTO et al, 2002; FERON et al, 1996, LABOWS,
1979; TAHARA et al, 1972) como a gama-decalactona estudada neste trabalho.
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Conclusdes

6.6 A produ¢do de gama—decalactona foi obtida quando se utilizou Oleo de mamon:
hidrolisado, entre os substratos testados, no meio de cultura composto de 1% de glicose e 1%de

autolisado de levedura.

6.7 No estudo do efeito dos acidos graxos e produgdo de gama-decalactona, obteve-se produgio
maxima de gama-decalactona, 68,7 m/L e 60 m/L para as linhagens de Geotrichum sp e
Geotrichum fragans respectivamente, no meio de cultura contendo 0,7% de acido ricinoléico

apos 96 horas de incubacio a 30°C.

6.8 No estudo do efeito do ricinoleato de metila e producdo de gama-decalactona, foi obtida
produgdo maxima de 65,3 e 60 mg/L utilizando-se as linhagens de Geotrichum fragans e

Geotrichum sp respectivamente no meio de cultura contendo 0,7% de ricinoleato de metila apos
96 horas a 30°C.

6.9 As linhagens de Geotrichum sp e Geotrichum fragans se mostraram potencialmente
produtoras do composto de aroma gama-decalactona nos estudos realizados neste trabalho.
Estudos futuros visando o conhecimento do metabolismo na produ¢do do composto de aroma

pelas linhagens estudadas e a aplicacio do composto de aroma obtido serdo realizados.
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