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INTRODUCAO

Os flavors e fragrancias sdo utilizados em industrias de alimentos, cosmeticos,
farmacéutica e quimica, e 0s processos de obtencdo dessas substdncias sdo relativamente
dispendiosos e caros. Os produtos que levam em sua composicao os flavors e fragrancias tém
alto valor agregado, mesmo que sejam utilizadas quantidades pequenas dessas substancias nos
produtos a serem comercializados. Pensando nesses fatores, pode-se considerar que 0
desenvolvimento e otimizacdo de métodos viaveis e baratos de sintese de flavor e fragrancias
sdo validos e relevantes, principalmente se esses métodos puderem ser desenvolvidos em
larga escala e ndo somente em escala laboratorial.

Os biocatalisadores conseguem biotransformar compostos polifuncionalizados em
condi¢cdes amenas. De acordo com Oliveira e Mantovani (2009) os termos biocatalise ou
biotransformacédo, abrangem os processos em que um catalisador bioldgico é utilizado para a
conversdo de um substrato em um numero limitado de etapas enzimaticas. Muitas enzimas
conseguem promover a transformacéo de varios substratos em produtos dificilmente obtidos
por processos industriais nas quais nao existem alternativas quimicas viaveis.

A selecdo de microrganismos, plantas ou células animais representam um caminho
natural para obtencdo de novos produtos biotecnoldgicos de baixo custo. Os microrganismos,
neste caso, sdo de particular interesse devido a grande diversidade de processos metaboélicos e
enzimas que podem produzir, bem como o nimero ilimitado de microorganismos na natureza
que podem ser testados. Eles modificam e degradam uma grande variedade de compostos
organicos complexos (ROTTAVA et al., 2010). Atualmente, os procedimentos quimicos
classicos sdo ainda os principais métodos para a obtencdo de monoterpenos. Embora em
alguns métodos introduzem-se oxidantes ou catalisadores, esses procedimentos tém provado
ser geralmente de baixa regio, e quimiosseletividade (HOUJIN et al., 2006).

O limoneno é um monoterpeno monociclico faz parte da estrutura de mais de 300
vegetais (BURDOCK 1995). Os dois enantiomeros do limoneno sdo os mais abundantes
monoterpenos na natureza. S-(-)-limoneno é principalmente encontrado numa variedade de
plantas e ervas como Mentha spp, enquanto R-(+)-limoneno é o componente majoritario dos
6leos das cascas de limdo e laranja e do Oleo essencial de alcardvia, sendo a prevencdo da
desidratacdo e inibicdo de crescimento microbiano suas fungdes naturais nos vegetais
(DEMYTTENAERE; DE KIMPE, 2001).

O trabalho tem como objetivo principal desenvolver um processo biotecnologico de
conversdo do limoneno a partir dos microrganismos selecionados, pois estes tém como
caracteristicas principais o curto periodo de geracdo, apresentam grande diversidade de
processos metabolicos e enzimas envolvidas e, devendo-se salientar que ha um ndmero
ilimitado de microrganismos na natureza que podem ser testados, os quais sdo bastante
diferentes entre si. Eles modificam e degradam uma variedade de moléculas organicas
complexas e, entdo, é de se esperar que pelo menos um deles catalise uma dada reacdo de
interesse (DE CONTI et al., 2001). Destaca-se neste panorama, o acervo das colegdes de
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culturas de microrganismos como a Colecdo de Culturas de Microrganismos da Bahia
(CCMB), lotada Universidade Estadual de Feira de Santana, que € de grande importancia uma
vez que é composta de linhagens microbianas isoladas do semi-arido brasileiro, regido ainda
pouco explorada quanto & sua riqueza microbiana (UETANABARO; GOES NETO, 2007), e
que devido as condicBes adversas do meio ambiente podera agir na selecdo de
microrganismos que produzam enzimas diferenciadas.

MATERIAL E METODOS

Screening dos fungos Betrania e Idriella (HOMANN, et al., (2004) de placas de
multi-pocos)

Na busca de novos micro-organismos que realize esta biotransformacdo foram
avaliadas mais 55 espécies pertencentes aos diversos géneros de fungos do semiérido entre
eles: Acremonium, Acrogenosporo, Alternria, Ascomycota, Aspergillus, Beltraniella,
Chloridium, Cocleopu, Gonytrichum, Idriella, Memnoniella, Periconia, Picnideo, Pithomyces,
Pseudobotrytis, Sarcopodium, Speiropsis, Thozetella, Volutella, Beltrania, Chloridium
Gonytrichum, Pestalotiopsis, Cladosporium, Dictyochaeta, Dictyosporium, Memnoniella,
Curvularia, Stachybotrys, Speiropsis, Thozetella, Volutella oriundos da Cole¢édo de Cultura de
Micro-organismos do Estado da Bahia (CCMB) da Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS) coletados nos municipios pertencentes ao semiarido brasileiro, de materiais vegetais
em decomposicdo. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Quimica de
Produtos Naturais e Bioativos da UEFS (Lapron).

Para triagem utilizou-se a metodologia de Homann et al., (2004), com modificagdes
preparou-se 0 meio YM (Yeast Mold and Broth) suplementado com minerais constituidos de
3,0 g extrato de levedura; 3,0 g de extrato de malte; 5,0 g de peptona; 5,0g dextrose; 0,69
CaCl,.2H,0; 0,4g MgSO4.7H,0; 0,08g MnSO4H,0; 0,059 ZnS0,7H,0; 0,01 ¢
FeS0O,.7H,0 para 1L &gua destilada, sendo transferido 5,0 mL para os frascos (10 mL) e
esterilizados. Apds, esfriar acrescentou uma aliquota de 10 pL de uma solucdo
limoneno:etanol a 50% (v/v) resultando numa concentracéo final de 0,1% (v/v) e 01 disco de
micro-organismos, com circunferéncia de 6mm. Os frascos foram incubados em repouso na
camara de incubacdo BOD a 30°C por 5 dias (120h). Finalizado o tempo de reacdo, se
adiciona a mistura 2,0 mL de acetato de etila para realizar o processo de extracdo dos
componentes organicos presente na mesma. Para a manutencdo da viabilidade destes fungos
usou-se 0 método de preservacdo de Castellani (1967).

Andlise cromatogréfica

Apds este periodo de cultivo foi acrescentado 2,0 mL de acetato de etila, para realizar
a extracdo do produto biotransformado. As amostras foram analisadas por CG em
equipamento Varian CP-3380 com detector de ionizacdo de chama DIC, com coluna quiral
CYDEX-B. (25mx0,22mx0,22 um). A analise quantitativa foi obtida pela integracdo do
Cromatograma Total de fons (TIC) para determinac&o da convers3o.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os testes desenvolvidos mostraram que o limoneno nédo é biotransformado pelos dois
fungos testados. Outro experimento foi realizado como quinze novos isolados de fungos
(07/06, 35/06, 82/06, 101/06, 98/06, 12/07, 26/07, 35/07, 42/07, 1M5, 2M2, 2M3, 4Ag6,
4Ag7 e 4Ag12). Modificando algumas condigdes de cultivo: exclusdo dos cofatores do meio,
incubacdo dos micro-organismos por 96h antes do acréscimo do substrato e nas condic¢des da
reacdo: agitacdo a 200 rpm a 30°C durante a reacdo. Nao foi detectado conversdo dos
limoneno em produto biotransformado. Mas os fungos 82/06, 42/07, 12/07 e 4Agl2, tiveram
0 substrato consumido.



Continuou os testes com os fungos Periconia byssoides (82/06), Periconia hispidula
(42/07), Myrothecium leucotrichum (12/07) e Paecilomyces sp. (4Agl2). Para determinacéo
do tempo de reacdo em volume maior de meio: 5 discos do micélio foram inoculados em 100
mL do caldo YM, em frascos reagentes de 250 mL e incubado a 30°C. Adicionou-se ap6s 96
h uma aliquota de 100 pL da solucdo limoneno/EtOH solucgdo 1:1. Para controle do produto
biotransformado coletou-se 2 mL do caldo fermentado a cada 24 h durante. Foram realizados
experimentos de controle positivo e o controle negativo.

Na tabela 1, se apresentam os melhores resultados obtidos na biotransformacéo do (+)
limoneno.

TABELA 1. Percentagem de conversao do screening da biorreducdo do (+)limoneno
por fungos conidiais do semiarido brasileiro em meio agar batata.

Seletividade (%)
- L. Conversao
Cadigo Espécie
(%)

1 2 3 4 5
003/06 Dictyochaeta simplex 21 100 | - - - -
003/10 Myrothecium roridum 100 46 - 54 - -
025/13 Sporoschisma saccardoi 87 45 - - - 42
054/06 Ndo identificado 93 25 | 68 - - -
069/13 Aeroaquatico 2 100 49 - 51 - -
58/12 Sarcopodium circinosetiferum 84 100 | - - - -
080/07 Beltrania copaifera 100 13 - 56 | 31 -
95/12 Beltrania rhombica 99 6 - 80 13 -
101/13 Beltraniella portoricensis 99 6 - 80 13 -
129/08 | Chloridium virescens var.virescens 84 16 - 58 10 -
141/12 Dictyosporium tetraseriale 23 100 - - - -

249/12 Sporoschisma saccardoi 52 24 - - - 28



284/12 Parasympodiella laxa 77 35 - - - 55

375/12 Beltraniella botryospora 94 32 - 48 14 -

O resultado negativo encontrado para a bioconversdo do limoneno pelos fungos
Acremonium, Acrogenosporo, Alternria, Ascomycota, Aspergillus, Beltraniella, Chloridium,
Cocleopu, Gonytrichum, Idriella, Memnoniella, Periconia, Picnideo, Pithomyces,
Pseudobotrytis, Sarcopodium, Speiropsis, Thozetella, Volutella, Beltrania, Chloridium
Gonytrichum, Pestalotiopsis, Cladosporium, Dictyochaeta, Dictyosporium, Memnoniella,
Curvularia, Stachybotrys mostra que o substrato pode ser tdxico para esses micro-
organismos. Dos 55 fungos testados, somente 14 bioconverteram o (+) limoneno. Até a
presente data foi identificado o produto correspondente ao 4-isopropenil-1-metil-1,2-
ciclohexanodiol. Os  fungos Periconia  byssoides,Periconia  hispidula, Myrothecium
leucotrichum e Paecilomyces sp., Myrothecium roridum, Aeroaquatico 2, Beltrania copaifera,
Beltrania rhombica, Beltraniella portoricensis, Beltraniella botryospora, consumiram tudo o
(+)-limoneno, produzindo monoterpenos oxigenados, ainda ndo identificados com
seletividade variada.

CONCLUSOES

Os dados obtidos até 0 momento demonstram que ainda sdo necessario testar mais
micro-organismos na busca daquele com potencial enzimatico para biotransformacdo do
limoneno em aroma de potencial comercial, e com a confirmacdo (identificacdo) do produto
biotransformado do isolado 82/06 em aroma partir otimizar as etapas das condicGes de
cultivo para producdo de aroma. Verifica-se que a seletividade de alguns fungos para a
biotransformagdo do (+)-limoneno é variada, mas talvez esse problema possa ser resolvido
modificando-se algumas variaveis do processo, como por exemplo, suplementacdo do meio
de crescimento e pH do mesmo.
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