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BIOTRANSFORMATION OF LIMONENE: A REVIEW OF THE MAIN METABOLIC PATHWAYS. There is considerable progress
in the study of the biotransformation of limonene. Extensive research on the biotransformation of limonene has resulted in the

elucidation of new metabolic pathways. Natural flavors can be produced via biotransformation, satisfying consumer demand for
natural products. This review presents some elements concerning the biotransformation of limonene with emphasis on the metabolic
pathways. Some comments are also made on problems related to biocatalysis as well as on the application of some compounds

originating from the biotransformation of the inexpensive limonene.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a produgdo biotecnolégica de compostos de
aroma vem sendo estimulada pela crescente demanda do mercado
consumidor por produtos rotulados como “naturais” e “sauddveis”".
As legislagdes norte-americana e européia referem-se aos com-
postos de aroma naturais como aqueles preparados tanto por pro-
cessos fisicos (extracdo de suas fontes naturais) como por proces-
sos enzimdticos e microbianos que envolvem precursores isolados
na natureza, sendo que o composto gerado deve ser idéntico ao ja
existente na natureza para que a substancia seja legalmente rotula-
da como ‘natural’?. Isso, aliado ao interesse por aromas naturais
em vez de aromas sintéticos levou a um aumento de investigagdes
focadas em producio biotecnolégica dos denominados ‘bioaromas’.
A maioria dos compostos de aroma usados no mundo (aproxima-
damente 80%) utiliza processos quimicos para sua obtencdo. En-
tretanto, observa-se uma nova tendéncia em paises desenvolvidos,
como a Alemanha, onde 70% de todos os compostos de aroma utili-
zados em alimentos s@o ‘naturais’!. Diferentemente dos processos
quimicos, que requerem temperaturas e pressoes extremas, as con-
versdes microbianas ocorrem sob condi¢des brandas e, em alguns
exemplos, os produtos sdo formados estereosseletivamente®.

O limoneno, 4-isoprenil-1-metil-ciclo-hexeno, um monoterpeno
monociclico faz parte da estrutura de mais de 300 vegetais*. Os
dois enantiomeros do limoneno sdo os mais abundantes mono-
terpenos na natureza. S-(-)-limoneno € principalmente encontrado
em uma variedade de plantas e ervas como Mentha spp, enquanto
R-(+)-limoneno € o componente majoritdrio dos 6leos das cascas
de limdo e laranja e do dleo essencial de alcardvia, sendo a preven-
¢do da desidratacdo e a inibi¢do de crescimento microbiano suas
fungdes naturais nos vegetais'.

No caso dos 6leos essenciais dos citricos em geral, o R-(+)-
limoneno € seu componente mais expressivo, atingindo concentra-
¢oes de 90 a 96%°°. Aproximadamente 50 mil t de R-(+)-limoneno
sdo recuperadas ao ano como subproduto da industria citrica mundi-
al*®. O limoneno ¢é geralmente separado do dleo essencial obtido no
suco de laranja pela sua baixa solubilidade em dgua, alta tendéncia a
autoxidagdo e polimerizagdo, e formacdo de “off-flavors”, tornando-
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se um subproduto industrial adequado para bioconversdes a compos-
tos de alto valor comercial®. Além disso, existem diversas aplicagdes
para o limoneno, como solvente para resinas, sintese de outros com-
postos quimicos, aplicagdes em borracha, tintas, agente dispersante
para dleo, além da utilizagdo na sintese quimica do mentol’.

A era entre 1945 e 1960 marcou o inicio da inddstria de suco
de laranja na Flérida, o que levou a um aumento na porcentagem
de laranjas destinada ao suco concentrado de menos de 1 para 80%.
A conseqiiente disponibilidade de grandes quantidades de R-(+)-
limoneno de baixo custo (US$ 1-2/kg) interessou a quimicos e bié-
logos. Isso se explica, principalmente, pelo fato de alguns compos-
tos medicinais e de aroma possuirem férmulas estruturais seme-
lhantes ao limoneno, sugerindo grande potencial para a utilizacio
industrial desse rejeito industrial®.

Como exemplo, pode-se citar alguns de seus derivados mais
notdveis como os compostos oxigenados o-terpineol, dlcool perilico,
carveol, carvona e mentol. Mentol e carvona sdo compostos de aro-
ma extensivamente utilizados, sendo que o dlcool perilico vem ga-
nhando destaque crescente devido as comprovagdes relacionadas a
seu poder de prevengdo a doengas degenerativas. Portanto, a utili-
zacdo de R-(+)-limoneno para sintese de compostos de aroma e com-
postos funcionais pode ser considerada promissora do ponto de vis-
ta econdmico. Assim sendo, a biotransformacao catalitica de R-(+)-
limoneno em compostos de aroma, como carvona e dlcool perilico,
foi considerada desde os anos 60 por duas vantagens principais:
grandes regioespecificidade e enantioespecificidade enzimadticas,
fazendo com que numerosos microrganismos e células de plantas
fossem descritos como transformadores deste monoterpeno®.

Entretanto, a grande maioria dos estudos de biotransformagio de
monoterpenos descritos até 0 momento s3o apenas académicos, sendo
invidveis do ponto de vista industrial, pois sua aplicacdo direta em
escalas maiores esbarra nos baixos rendimentos devido a volatilidade
do substrato e toxicidade do limoneno aos microrganismos em geral®.

Problemas da biocatalise

A toxicidade dos microrganismos ao precursor limoneno e a
multiplicidade dos metabdlitos originados da biotransformagdo do
monoterpeno resultam em baixas concentracdes dos produtos finais
e intermedidrios, elevando os custos da recuperagdo dos compos-
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tos gerados. Adicionalmente, um longo tempo de fermentacdo ¢
necessdrio para que os produtos se acumulem em grandes quanti-
dades, o que contrasta diretamente com a necessidade de um curto
tempo de fermentagdo, uma vez que o substrato monoterpénico
(limoneno) possui altas instabilidade e volatilidade®.

O baixo rendimento dos processos de biotransformacio

Os compostos de aroma estdo freqiientemente presentes em baixas
concentracdes nos sistemas fermentativos, resultando em alto custo
para os processos de recuperagdo (isso pode ser compensado pelo alto
preco dos aromas naturais, de 10 a 100 vezes maiores que os sintéti-
c0s)'°. Muitos estudos revelam o efeito inibidor do limoneno em varios
microrganismos. Além disso, alguns autores relatam que o limoneno
diminui a velocidade do processo de fosforilacdo oxidativa nas célu-
las’. Log P ¢ utilizado como medida estabelecida da toxicidade de mi-
crorganismos a solventes organicos imisciveis em dgua. As toxicidades
mais fortes foram observadas em valores de log P entre 1 e 5. Compos-
tos como o limoneno (com log P = 4,83) aumentam a fluidez das mem-
branas dos fungos filamentosos, o que leva a permeabilidade ndo espe-
cifica, perda de integridade celular, decréscimo de matéria seca e
inativacdo da energia metabdlica devido a dissipacdo da forca préton
motiva (gradiente eletroquimico de H* através da membrana)''. A alta
fluidez da membrana pode prevenir a manuten¢do dos complexos en-
tre enzima e membrana como, por ex., o complexo formado entre
citocromo P450 monoxigenase e citocromo P-450 redutase dependente
de NADPH, que estd envolvido nas transformagdes oxidativas de
terpenos, hidrocarbonetos policiclicos arométicos, esterdides e outros
compostos lipofilicos, promovidas por fungos''.

Problemas relacionados a recuperacio dos produtos da
biotransformacao

“Downstream processing” significa isolamento, concentracao e
purificagdo de um produto. O sistema de destilagdo ou extragdo em
batelada, padrdo nas industrias de biotecnologia, requer operagdes
em grandes volumes. A volatilidade e baixa solubilidade em agua
de muitos compostos de aroma tornam sua recuperacdo dificil de
ser realizada. Por outro lado, existe um limite superior para a con-
centragio do produto final no meio de fermentacdo por causar inibi-
¢do e toxicidade aos microrganismos!?. Pelo fato de os produtos
biotransformados encontrarem-se presentes em pequenas concen-
tragdes, esse processo torna-se custoso. Quatro razdes sugerem a
extragdo de bioaromas in situ utilizando avancadas técnicas de se-
paragdo'”: perda de produtos por volatilizagdo; instabilidade bio-
quimica do produto na presencga das células; fendmeno de inibicao
e, concentracdo de produto ndo constante nas bateladas.

Ha, portanto, a necessidade de desenvolvimento de técnicas mais
especificas aplicaveis in loco e em condigdes de esterilidade. Aro-
mas muito voldteis s3o 0s que mais necessitam desse tipo de tecnologia.

ROTAS METABOLICAS ENVOLVIDAS NA
BIOTRANSFORMACAO DO LIMONENO

A introdugio regioespecifica de grupos carbonilas ou hidroxilas atra-
vés de reagdes quimicas € dificil, devido as propriedades eletronicas simi-
lares dos grupos metilas presentes nos carbonos 3 e 6 e nos carbonos 7 e
10 do limoneno'" (Figura 1). Conseqiientemente, a oxida¢ao quimica clds-
sica gera mistura de produtos. Um exemplo representativo € a oxidacdo
alilica do limoneno utilizando di6xido de selénio que produz limonen-4-
ol, trans-carveol, cis-carveol, dlcool perilico e limonen-10-ol. Entretanto,
hé uma excegao: limoneno pode ser convertido exclusivamente a carvona
através da reacdo com cloreto de nitrosila.
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Figura 1. Estrutura do limoneno

Dessa forma, o processo biotecnolégico apresenta a vantagem
de ser regido por reacgdes enzimdticas, as quais se diferenciam da
sintese quimica por serem enantio e regioespecificas. Por essa ra-
z40, a oxidacdo enzimdtica do limoneno foi primeiramente estuda-
da nos anos 60 por Dhavalikar e Bhattacharyya'®. Posteriormente a
esse estudo, grande nimero de metabdlitos foi isolado e identifica-
do e vérios microrganismos e células de plantas foram classificados
como capazes de transformar o limoneno em compostos de interes-
se, demonstrando que o monoterpeno em questdo € facilmente ata-
cado pelo sistema enzimdtico de certos microrganismos. Entretan-
to, pouco sucesso tem sido alcancado na tentativa de converter os
dados laboratoriais em processos industriais.

Os ultimos cinco anos tém visto significativos progressos no
campo da biotransformacio de limoneno, especialmente no que se
refere a regioespecificidade da biocatdlise por microrganismos. Tra-
balhos recentes descrevem a hidroxilag@o das posicdes 3 (resultan-
do em isopiperitenol), 6 (produzindo carveol e carvona) e 7 (dlcool
perilico, aldeido perilico e 4cido perilico como produtos). Progres-
sos considerdveis tém sido atingidos na caracterizacdo de limoneno-
hidroxilases de plantas e clonagem dos seus genes codificantes®.

Seis rotas principais de conversdao do limoneno podem ser
distinguidas (Figura 2): oxidacdio do substituinte metila a compostos
perilicos; conversdo da dupla ligagdo do anel ao diol corresponden-
te; oxidagdo alilica a cis, trans carvedis e carvona; epoxidagdo da
ligacdo dupla na unidade isoprenil a o-terpineol; oxidacdo alilica a
isopiperitenol e epoxidagdo da ligacdo 8,9 a limoneno-8,9-epdxido.

Oxidaciio do substituinte metila a compostos perilicos

Primordialmente, trés substincias de interesse industrial sdo
resultantes do ataque da posicdo 7 do limoneno (1): dlcool perilico
(2), aldeido perilico (3) e 4cido perilico (4). O composto (2) € de
particular importincia, uma vez que vdrias investigacdes tém rela-
tado que essa substancia, extraida de lavanda (Lavandula
angustifolia), possui propriedades preventivas contra cancer de fi-
gado, mama e pulmdes®. Segundo ensaios in vivo, (1) e (4) tem
demonstrado inibi¢do da metdstase em células de ratos's.

Um vasto nimero de estudos tem estabelecido que alguns
isoprendides como (1), (2), além de y-tocoferol, B-ionona e farnesol
apresentam propriedades de inibi¢do da formagdo de tumores.
Isoprendides tém se mostrado capazes de diminuir o crescimento de
vasto niumero de tumores animais, incluindo células leucémicas,
melanomas, tumores pancredticos e hepatomas. Ratos alimentados com
1% da dieta com (2) apresentaram uma taxa de regressao do tumor de
55%. Nesse estudo, conclui-se que o monoterpeno (2) é um candidato
excelente para tratamento terapéutico de cincer humano'’. Recente-
mente, foi evidenciado o uso de (2) e seus derivados monoterpénicos
(utilizados isoladamente ou em combinag¢do com agentes imuno-
depressivos como ciclosporinaA e azatioprina) para tratamento de pa-
cientes submetidos a transplante de 6rgdos'®. Relata-se que esses com-
postos sdo capazes de promover uma redugdo no nivel de rejeicdo.

Investigagdes relatam a biotransformacao de (1) com obtencgao
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Figura 2. Principais rotas envolvidas na biotransformagdo do limoneno

dos compostos perilicos por linhagens de leveduras', fungos
filamentosos (Penicillium digitatum) e, principalmente, por
bactérias®®1320-22,

Uma estratégia comum para selecdo de linhagens de bactérias
com potencial biotransformador de (1) € a utiliza¢do de técnicas de
enriquecimento de cultura usando o substrato como tnica fonte de
Carb0n09,13,20,21,23.

O primeiro relato de biotransformacdo de (1) a compostos
perilicos foi realizado por Dhavalikar e Bhattacharyya. Os autores
descreveram a biotransformacio de R-(+)-(1) por meio de uma li-
nhagem de Pseudomonas isolada de uma amostra de solo. Relata-
ram a formagdo de outros compostos de interesse industrial, como
carveol (11), carvona (12) e diidrocarvona (13)"*. Cadwallader et
al.® selecionaram uma linhagem de Pseudomonas gladioli capaz de
biotransformar (1) a (4) e o-terpineol (14). A concentragio de (4)
atingiu 1861 ppm no quarto dia de contato com o substrato terpénico
e posteriormente sofreu um rapido decréscimo, sendo que no sétimo
dia ndo podia mais ser detectado®. Em 1992, Yoshiaki et al. relata-
ram a biotransformacdo de R-(+) e S-(-)-(1), respectivamente, a R-
(+)- e S-(-)-(2) por uma linhagem de Aspergillus cellulosae®.

J4 uma linhagem de Bacillus stearothermaphilus BR388 isolada
da casca de laranja foi capaz de metabolizar (1) como tnica fonte de
carbono (mostrando resisténcia ao substrato, suportando concentra-
¢do maxima de 0,15% do monoterpeno), mas degradou (1) mais efi-
cazmente na presenca de extrato de levedura. (2) foi o composto pro-
duzido em maior quantidade, atingindo concentracdo mdxima de
200 mg/L?". Um fragmento cromossomal de 9,6 kb da mesma linha-
gem foi inserido em E. coli, a qual foi capaz de metabolizar (1) nos
mesmos produtos obtidos com a linhagem bacildcea®. Em um estu-
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do posterior, 0 mesmo grupo inseriu um fragmento de 3,6 kb da
mesma linhagem em E. coli, resultando na biotransformagdo do R-
(+)-(1) a (2) e (12), sendo (12) formada pela acdo de uma
desidrogenase néo especifica da linhagem de E. coli**. A produgio de
(4) em alta concentragdo (3 g/L) foi descrita por Speelmans er al.’.
Linhagens identificadas como Pseudomonas putida possuem a ca-
pacidade de adaptar sua membrana pela conversio de dcidos graxos
cis- para trans- na presenga de solventes como tolueno e estireno.
Linhagens resistentes a solventes sdo excelentes candidatos para re-
alizar a conversao de (1), uma vez que se mostram mais resistentes
ao actimulo de terpendides toxicos. Os autores revelam que glicerol
foi necessdrio como co-substrato para crescimento e producio de
(4), sendo 6tima a combinagdo de 150 mM de (1) e 50 mM de glicerol.
O uso de amonia ou uréia como fonte de nitrogénio revelou-se como
fator de grande importancia a bioconversdo. As condigdes de 30 a
34 °C e pH=7, assim como a utiliza¢do de emulsificantes, foram
determinantes para o acimulo do produto de interesse, o qual nao
sofreu etapas de metabolizacido subseqiientes a outros compostos,
apresentando-se quimicamente estdvel, sendo, ainda, o (4) o tnico
composto resultante da conversao’.

Uma outra linhagem de Pseudomonas putida MTCC 1072 oxi-
dou (1) a (2) e p-ment-1-eno-6,8-diol com rendimentos de 36 e 44%,
respectivamente, sendo que ndo foram observadas degradagdes sub-
seqiientes. Os autores relatam que a linhagem € resistente a uma
concentragdo de (1) de 0,2% (v/v), sendo que na concentragdo de
0,5% (v/v) os rendimentos sofreram uma redugdo significativa.
Relatam também que o pH tem forte influéncia na conversio, sen-
do pH=5,0 o valor 6timo, observando-se ainda queda brusca na
atividade a valores de pH=3,0 ¢ 7,0°.

Trytek e Fiedurek® relatam a biotransformagdo de (1) a (2) e (4)
a partir de uma linhagem de fungo filamentoso psicrotréfico,
Mortierella minutissima 01, isolada de uma amostra de solos articos.
A linhagem foi selecionada por melhor se desenvolver em placas de
Petri contendo dgar em contato com vapor de (1). A produgéo de ou-
tros compostos, como (11) e (12) além de 6xido-de-limoneno, indi-
ca que a linhagem € capaz de atacar o monoterpeno em diferentes
posi¢des. Os autores relatam que a hidroxilacio da posicdo C-6, ge-
rando (11), parece ser favorecida a 30 °C em comparacdo a 15 °C, a
qual se mostrou mais eficiente para a hidroxilagdo da posi¢do C-7,
gerando (2). A linhagem mostrou resisténcia a concentragdes de 0,8%
(v/v) de (1), sendo que um aumento em sua concentragio para 1,2%
gerou inibigdo. Os autores defendem que biotransformagao a baixas
temperaturas com microrganismos psicrotréficos pode ser vantajosa
por um lado por evitar a evaporac@o do substrato, por outro, apresen-
ta o empecilho do lento desenvolvimento da linhagem.

Conversao da dupla ligacao do anel ao diol correspondente

Recentemente van der Werf er al.™* confirmaram a rota de de-
gradacdo de (1) ao seu diol correspondente, através de estudos
bioquimicos com uma linhagem de Rhodococcus erythropolis sub-
metida a (1) como tnica fonte de carbono. Observou-se que a li-
nhagem inicia seu ataque com a epoxidagdo da ligagdo dupla 1,2
do anel (através da limoneno-1,2-monoxigenase), sendo que a
hidrélise de limoneno-1,2-epdxido (6) a limoneno-1,2-diol (7) foi
catalisada por uma limoneno-1,2-ep6xido-hidrolase muito ativa e
indutivel [enzima indutivel € aquela expressa apenas em presenga
do seu substrato, no caso, o monoterpeno em estudo, (1)]. As de-
gradacdes subseqiientes ddo origem a 1-hidréxi-2-oxo-limoneno
(8), que se rearranja espontaneamente a 3-iso-propenil-6-
oxoeptanoato (9)'5. Ambos os enantidmeros de (1) foram degrada-
dos analogamente, mas as configuragdes estereoquimicas dos in-
termedidrios de R-(+) e S-(-)-(1) sdo opostas, sendo que as ativida-
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des das mesmas enzimas foram detectadas na biotransformacado de
ambos os enantidmeros, 0 que sugere que as enzimas envolvidas
apresentaram enantio e estereoespecificidades'. Este foi o primei-
ro relato sobre microrganimos que metabolizam (1) por meio de
uma rota iniciada pelo ataque de sua ligacdo dupla 1,2. Essa subs-
tdncia ndo possui aroma impactante, mas pode ser utilizada para
sinteses posteriores.

Ha relatos anteriores de ser (7) o produto de biotransformacao
majoritdrio em leveduras e fungos filamentosos e um produto
minoritdrio obtido através de biotransformagdo com linhagens de
bactérias'. Uma linhagem de Cladosporium sp também se mos-
trou capaz de atacar a ligagdo 1,2 de (1) resultando em cis- e trans-
diol (7) como produtos principais, gerando concentracdes finais de
0,2 e 1,5 g/L, respectivamente, apds 4 dias de fermentagdo. Abraham
et al.* produziram o mesmo composto utilizando uma linhagem
de fungo filamentoso, Corynespora cassiicola DSM 62475. Do
ponto de vista da produtividade, esta foi uma das mais interessan-
tes aproximacdes préticas relatadas até entdo: em um fermentador
de 70 L, 1,3 kg de (1) foram transformados em 900 g de produto
em 96 h de fermentag@o®. Um outro estudo de sele¢do com mais
de 60 linhagens também resultou na formagao de cis- e trans-diol
(7) a partir de R-(+)- e S-(-)-(1), por uma linhagem de Corynespora
cassiicola, com rendimentos de 50% aproximadamente®.

Oxidacdo alilica a cis, trans carveéis e carvona

A oxidacdo da posi¢do 6 de (1) pode gerar substincias de rele-
vada importancia industrial como (11) e (12). (12) ocorre nas for-
mas R-(+) e S-(-) e seus isdmeros diferem consideravelmente nas
propriedades sensoriais. Eles ocorrem em altas porcentagens em
grande nimero de dleos essenciais. R-(+)-(12) é o componente prin-
cipal do 6leo de alcardvia (presente em concentracdes de 60%,
aproximadamente), enquanto que S-(-)-(12) ocorre em 6leo de hor-
teld, em uma concentra¢do de 70 a 80%%. Ambos os isdmeros sdo
utilizados como compostos de aroma em alimentos e bebidas. S-(-
)-(12) € produzida em maiores quantidades, sendo utilizada em
produtos de higiene bucal®.

Monoterpendides quirais sdo importantes para o balanceamento
do bouquet de muitos dleos essenciais e aroma de frutas. Por ex.,
uma mistura de (-)-linalol, (-)-citronelol, (-)-cis-6xido de rosa, (-)-
mentol e R-(+)-(12) € a base molecular para o aroma de 6leo de
Rosa Bulgdria, um composto com potencial utilizagdo pela indus-
tria de aromas e fragrancias®.

Além disso, (11) e (12) parecem atuar no organismo humano
como antioxidantes e, segundo recentes investigagdes, encontram-
se em vdrios compostos que podem atuar como coadjuvantes para
tratamento e prevengdo do processo de envelhecimento®'. O ataque
da posi¢do C-6 de (1) foi relatado primeiramente em 1966 pelo
pioneiro grupo indiano, que obteve (11), (12) e (13)". Foi estudada
a transformacdo de (1) por linhagens de Penicillium digitatum e
Penicillium italicum isolados de frutas citricas. A biotransformacao
conduzida com a linhagem de P. italicum apresentou rendimento
de 80% na conversdo de (1), quando sua concentragdo inicial foi
0,5% (v/v). Concentragdes maiores que essa foram inibitérias. A
biotransformag@o de (1) por P. italicum resultou em cis- e trans-
(11), (12), cis e trans-p-menta-2,8-dien-1-ol, p-menta-1,8-dien-1-
ol e p-menta-8-eno-1,2-diol*. Um estudo mais recente mostrou o
potencial de um basidiomiceto, Pleurotus sapidus, ao transformar
regioespecificamente R-(+)-(1) em cis,trans-(11) e R-(+), S-(-)-(12)
como produtos principais. O substrato foi adicionado com 2.5 dias
de crescimento até o quarto dia, sendo a biotransformagdo estendi-
da até 12 dias pela adi¢do do substrato em fase gasosa. Os rendi-
mentos foram aumentados com a realizacdo do pré-cultivo em pre-
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senca de (1). Depois de 2 dias de fermentacdo, 97% do substrato se
acumulou no micélio e 3% ficaram no meio de cultura. Em
contrapartida, os produtos se acumularam em concentracdes trés a
quatro vezes maiores no meio aquoso em relacdo ao micélio. Apos
12 dias de cultivo, as concentracdes de (11) e (12) atingiram valo-
res ao redor de 70 e 30 mg/L, respectivamente quando o substrato
terpénico foi adicionado na forma gasosa. Os autores relataram
que o pré-cultivo realizado em presenca de (1) ndo aumentou a
capacidade de crescimento do microrganismo, mas a taxa de
biotransformag@o e as concentra¢cdes maximas dos produtos foram
mais de duas vezes maiores para (11) e trés a quatro vezes maiores
para (12) comparando-se aos testes sem a pré-adaptacdo. A adap-
tacdo do microrganismo pode ser devida a dois fatores: adaptagio
geral do metabolismo e/ou inducdo das enzimas envolvidas pela
adicdo do substrato''. Entretanto, até o momento, as enzimas de
plantas tém demonstrado a maior regioespecificidade. A enzima
limoneno-6-hidroxilase isolada do microssomo de uma espécie de
Menta spp foi capaz de converter o S-(-)-(1) em (11)**. Outro
exemplo € a oxidagdo de R-(+)-(1) as misturas racémicas de (11) e
(12) pelas espécies Solanum aviculare e Dioscorea deltoidea. Ob-
servou-se que as c€lulas de S. aviculare foram capazes de transfor-
mar 34% do (1) adicionado em (12) (mistura racémica). Apesar da
alta regioespecificidade, observa-se que a atividade das células ve-
getais em geral ainda € insuficiente para uma aplicagdo de um pro-
cesso em escala industrial®.

Uma linhagem de bactéria, Rhodococcus opacus PWD4, foi
capaz de hidroxilar (1) exclusivamente na sua posi¢do 6, gerando
(+)-trans-(11) como tnico produto, com rendimento final de 94 a
97%. Os pesquisadores realizaram o cultivo das células em presen-
¢a de tolueno como tnica fonte de carbono e energia. A mesma
linhagem desenvolvida em glicose como tnica fonte de carbono
ndo foi capaz de biotransformar (1), sugerindo que uma das enzimas
envolvidas na degradacdo do tolueno pode ser responsdvel pela
biotransformacdo de (1). Os autores sugerem que uma possivel
candidata seja a tolueno-2,3-dioxigenase®.

Epoxidacio da ligacdo dupla na unidade isoprenil a o-
terpineol

O o-terpineol (14) é um importante produto comercial. Peque-
nas quantidades do terpendide sdo encontradas em muitos 6leos
essenciais (por ex., em coniferas e 6leos de lavanda); enquanto que
B-, y- e d-terpineol ndo ocorrem largamente na natureza.
S-(-)-(14) ocorre na espécie Pinus palustris Mill., apresentando-se
em concentra¢do menor que 60% em seu dleo essencial. (S)-(-)-
(14) possui um odor caracteristicamente conifero, enquanto (R)-
(+)-(14) tem aroma floral intenso, com “treshold” de 350 ppb. Ape-
sar do (14) ocorrer em muitos 6leos essenciais, como de “grape
fruit”, bergamota e lima, apenas pequenas quantidades sdo isola-
das, por ex., por destilagdo fracionada de 6leos de pinho. Esse com-
posto possui aplicagdes importantes, sendo utilizado, por ex., em
sabonetes e alguns cosméticos®.

Reconhecidamente, (14) é um interessante produto final da
bioconversdo de (1). Esse processo tem sido descrito utilizando-se
uma grande variedade de microrganismos como catalisadores. O pri-
meiro relato da obtenc@o de R-(+)-(14) por meio da biotransformagio
de R-(+)-(1) foi feito por Kraidman et al. em 1969. A transformagio
foi catalisada por uma linhagem de Cladosporium sp®. Desde 1985,
vérios autores t€m relatado o relevante potencial de linhagens de
Penicillium sp ao converter R-(+)-(1) em R-(+)-(14)*%*. Tan et al.
relataram que a linhagem utilizada demonstrou enantiosseletividade
e enantioespecificidade ao converter a mistura racémica de (1) a R-
(+)-(14). A atividade aumentou mais de 12 vezes apds inducdo atra-
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vés da adigdo seqiiencial do substrato, o que proporcionou um rendi-
mento de 3,2 g/LL de (14) ap6s 96 h de reacdo em escala laboratorial .
Levando-se em conta a indu¢@o enzimdtica, e outras caracteristicas
como inibi¢do pelo agente quelante de ferro fenantrolina, pode-se
concluir que o sistema enzimatico citocromo P450-dependente en-
volvido na bioconversdo se assemelha ao das bactérias, como por
ex., da linhagem Pseudomonas sp., da qual diferentes monoxigenases
citocromo P450-dependentes foram purificadas e caracterizadas®*.
Tan e Day utilizaram o micélio imobilizado (da mesma linhagem) em
biorreator. Relataram que o leito se manteve ativo por pelo menos
14 dias. A produgdo de R-(+)-(14) atingida foi de aproximadamente
13 mg/(g de leito)/dia, correspondendo a uma conversdo molar do
substrato maior que 45%, quando o nivel de oxigénio dissolvido foi
de 50 umol/L. A avaliagdo econdmica mostrou que a produtividade
precisa ser aumentada para que o processo possa ser aplicdvel do
ponto de vista industrial*!. Os mesmos autores ainda avaliaram o
efeito de 22 co-solventes organicos em células livres e imobiliza-
das. Com as imobilizadas, um aumento de 2 vezes na produgdo de
(14) foi observado em sistema de micela reversa (0,1%(v/v)) de
Tween 80 ou Triton 100-X). O alginato de cdlcio € hidrofilico, en-
quanto que o substrato € hidrofébico, promovendo,
indubitavelmente, uma reducdo do contato com o substrato para as
células imobilizadas. J4 para células livres, o aumento na atividade
foi de 2,2 e 2,4 vezes com 1,5% (v/v) de decanoato de etila e
dioctilftalato, respectivamente*. Outros materiais utilizados para
a imobilizacdo de células, além do alginato de cdlcio, sdo materi-
ais celuldsicos (como DEAE-celulose) e porosos (como alginatos,
dgar, quitosana e dcido poli-galacturénico)®.

O potencial da microextracdo em fase sélida (MEFS) foi reco-
nhecido para selecdo de linhagens biotransformadoras de (1) por
um grupo belga. Demyttenaere et al.?® investigaram mais de 60
linhagens de fungos filamentosos, realizando uma otimizagao dos
parametros de MEFS relevantes: tipo de fibra a ser utilizado, tem-
po de extracdo e temperatura. Os autores concluiram que as me-
lhores condi¢des de andlise foram adsorcdo em fibra de
polidimetilsiloxano revestida com divinil-benzeno/carboxeno (50/
30 um), a temperatura de 25 °C por 30 min. Deste trabalho desta-
ca-se a nova e pratica metodologia para selecdo das linhagens, uti-
lizando culturas de superficie desenvolvidas nos préprios frascos
especificos para MEFS. As linhagens selecionadas foram
investigadas posteriormente quanto a biotransformacio em cultura
submersa. Uma linhagem de P. digitatum isolada de uma amostra
de ponca mostrou alta enantiosseletividade ao converter 93% de R-
(+)-(1) em R-(+)-(14) em presenca de etanol como co-solvente. O
mesmo microrganismo foi capaz de transformar o S-(-)-(1), entre-
tanto, apenas quantidades traco foram alcancadas*.

Oxidacao alilica a isopiperitenol e isopiperitona

Os respectivos isomeros de isopiperitona (16) foram obtidos por
meio da hidroxilagdo alilica e desidrogenac@o da posi¢do C-3 de R-
(+)- e S-(-)-(1) com uma linhagem de Aspergillus celulosae com
rendimentos de 19 e 3%, respectivamente, sendo que a (+)-piperitona
foi apresentada como principal produto da biotransformacio, que
gerou também outros produtos apds 7 dias de incubagdo a 30 °C*.

Em um trabalho posterior, uma linhagem de levedura identificada
como Hormonema sp. foi capaz de transformar o R-(+)-(1) em trans-
isopiperitenol (15) em concentragdo de 0,5 g/L apds 12 h de incuba-
¢do. Este foi o primeiro relato da obtengdo biotecnoldgica de trans-
(15), o qual pode ser facilmente convertido a (-)-mentol por meio de
uma hidrogenacdo. Infelizmente, os autores relataram pouca
reprodutibilidade dos resultados, o que compromete a implantagdo
de um processo industrial com o microrganismo. Atribui-se a falta
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de reprodutibilidade a mutacoes morfoldgicas evidenciadas por meio
de variacdes da aparéncia, ao microscépio, e cor da cultura, que
variava de preto a amarelo-esverdeado®.

De forma geral, os microrganismos oxidam (1) ndo especifica-
mente, produzindo uma ampla variedade de metabdlitos, levando a
um grande nimero de compostos indesejados, embora haja algu-
mas excecdes. Entretanto, a conversdo ¢ sempre catalisada por
enzimas catabdlicas, que permitem que (1) seja utilizado como fon-
te de energia. Em plantas, enzimas de algumas espécies mostraram
regioespecificidade ao atacar o S-(-)-(1) em sua posigdo C-3.

Em uma espécie de Mentha ssp (M.x piperita) a hidroxilagido
alilica na posi¢do C-3 de S-(-)-(1) levou a formagdo de (-)-(15) e,
posteriormente, a (-)-mentol*. O mesmo grupo demonstrou que a
regioespecificidade das C-3 e C-6 limoneno-hidroxilases envolvi-
das na transformacdo de S-(-)-(1) em mentol e (12), respectiva-
mente, € determinada pela substitui¢do de um aminodcido, F363I,
a qual converte C-6 em C-3 hidroxilase. Esses estudos sugerem
uma possibilidade futura de modificar geneticamente e clonar o
citocromo P450 de plantas para alterar a especificidade das
hidroxilases quanto ao substrato e/ou produtos®.

Além disso, relata-se que os genes de Mentha spp responsaveis
pela producdo de limoneno-hidroxilases foram expressos com su-
cesso em Saccharomyces cerevisiae e Escherichia coli*.

Epoxidacio da ligacdo 8,9 a limoneno-8,9-epoxido

O primeiro relato da obten¢do de limoneno-8,9-epdxido (17)
através da epoxidacdo de (1) nas posi¢des 8 e 9 foi feito por van der
Werf et al.*®, que utilizaram uma linhagem de Xanthobacter sp.
C20 isolada de uma amostra de sedimentos cujo crescimento ocor-
reu em cicloexano como tunica fonte de carbono. Aparentemente,
uma monoxigenase indutivel do citocromo P450 catalisa a
hidroxila¢do do cicloexano (possivelmente uma enzima citocromo
P450 dependente) e ndo hidroxila o anel cicloexénico do R-(+)-(1),
mas catalisa sua epoxidagdo, dando origem a (4R,8R)-(17) como
unico produto da reagdo, sendo relatada uma taxa de conversdo de
aproximadamente 100%. S-(-)-(1) também foi convertido a uma
mistura na propor¢do de 78:22 de (4S,8R)- e (4S5,85)-(17), com
100% de taxa de conversdo. Relata-se a forte inibicdo pela forma-
¢do de produtos, a qual ndo pdde ser minimizada por meio da uti-
liza¢do de co-solventes orgénicos*. (17) tem sido encontrado na
fracdo voldtil de muitos alimentos, incluindo ponci e gengibre*’.

CONCLUSAO

Apresentaram nesta revisdo alguns dos principais avancos ob-
servados nos dltimos anos com relacdo a biotransformagdo de (1)
em compostos de interesse industrial, assim como a elucidagdo de
algumas rotas metabdlicas por meio de enzimas régio e estéreo
especificas. A biotransformac@o com células inteiras apresenta re-
ais vantagens econdmicas se comparada aos processos com enzimas
purificadas e, em alguns casos, as enzimas sdo mais estdveis den-
tro das células, estendendo a “vida” da biocatdlise, além da adigdo
de co-fatores ndo ser requerida, uma vez que ja estdo contidos nas
mesmas. Os processos de transformagdo microbiana de terpendides
tém explorado a obtengdo de produtos de interesse comercial®.

E evidente o progresso que a biotransformacéo de (1) sofreu na
ultima década. Ratifica-se que a busca por novas biocatdlises
regioespecificas teve sucesso por estabelecer rotas metabdlicas di-
ferentes das ja conhecidas, o que acarretou na producio de novos
compostos de aroma com aplicag@o industrial relevante, os quais
podem ser considerados ‘naturais’, atendendo a exigéncia do mer-
cado consumidor.
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Compostos de aroma produzidos por biotransformagdo tende-
rdo a substituir os compostos de aroma obtidos sinteticamente em
um futuro préximo. Em paises europeus, essa transformacao ja
estd em curso. Isso se deve principalmente as vantagens que o pro-
cesso de biotransformacao oferece frente a sintese quimica, além
da potencialidade das transformag¢des microbianas em produzir
compostos de aroma novos e com aplicacdes diversas na industria,
como demonstrado ao longo desta revisao.

Entretanto, algumas dificuldades precisam ser vencidas.
Metodologias em biologia molecular sdo necessdrias para otimizar
as propriedades da biocatdlise, como conferir maior estereos-
seletividade ou termoestabilidade, até mesmo uma diferente capa-
cidade de atacar substratos diferentes.

Apesar de alguns relevantes avangos, a aplicag@o direta da
biotransformagdo em escala industrial ainda esbarra em alguns
empecilhos, como a expressdo de enzimas régiosseletivas e
estereosseletivas em altos niveis em linhagens hospedeiras seguras
(“food-grade”) e o desenvolvimento de técnicas de extracdo com-
pativeis com o apelo dos compostos de aroma originados do proces-
so de biotransformacdo, considerados naturais.

Um dos desafios para o futuro € a expressdo de oxigenases do
citocromo P450 de plantas responsdveis pela sintese de diferentes
enantidmeros e estereoisdmeros de (2), (11) e (15) em linhagens
hospedeiras, que permitam o aumento da escala, utilizando-se de
produgdo em biorreatores.

Espera-se que a disponibilidade de oxigenases especificas, o
rdpido desenvolvimento de suas aplica¢des e o alto valor agregado
dos produtos biotransformados a partir de (1) possibilitem
bioprocessos industriais de alta escala nos proximos anos, para que
seja possivel atender a crescente exigéncia do mercado consumidor
por produtos ‘naturais’ e de qualidade.
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