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RESUMO

Os metabdlitos priméarios e secundarios sdo substancias naturais que auxiliam nos processos
de crescimento e manutencdo das plantas. Dentro da classe dos metabolitos secundarios
encontram-se 0s terpenos e desses sdo considerados Gleos essenciais 0S monoterpenos e
sesquiterpenos, além de outras substancias, os quais apresentam propriedades medicinais
sendo apreciadas pela industria. O presente constitui em realizar um levantamento no banco
de dados Scopus, este tem como objetivo apresentar estudos relacionados a biotransformagdes
de monoterpenos mediadas por fungos, os produtos dessas reacdes e quais 0s métodos
utilizados para a identificacdo dos produtos. Mediante reacdo de biotransformacao, os micro-
organismos sdo capazes de modificar regides especificas das moléculas e transformar uma
substancia simples em outra com valor industrial agregado. Esse método vem sendo foco de
estudos cientificos na obtencdo natural dos 6leos essenciais, pois ndo utiliza reagentes
quimicos especificos, os produtos sdo considerados naturais e ha uma probabilidade de
geracdo de novas substancias. Isso ocorre devido a complexibilidade que esses organismos
vivos apresentam geneticamente. Os produtos obtidos apds a reacdo de biotransformacao
apresentaram caracteristicas mais hidrofilicas com hidroxilacbes, epoxidacGes, adicdo de
carbonilas e formacdo de ésteres e o método de identificacio mais utilizado foi a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. A biotransformacdo € uma area
que apesar de ser estudada a tempos, ainda estd em desenvolvimento e a grande maioria de
suas pesquisas sdo voltadas para a descobertas de substancias Uteis para o tratamento de

doencas e 0 aumento da atividade biolégica dos produtos de reacéo.

Palavras-chave: Monoterpenos, Oleo essencial, Micro-organismo.
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1. INTRODUCAO

Sdo chamados oOleos essenciais misturas de substancias volateis produzidas por
organismos Vvivos e isolados por meios fisicos apenas, a partir de uma planta ou parte de uma
planta de origem taxonémica conhecida. Estes sdo derivados de trés principais vias
biossintéticas: mevalonato (sesquiterpenos); metileritritol (mono e diterpeno) e &cido
chuquimico (fenilpropenos) (BASER et al., 2010).

Os oleos essenciais possuem propriedades apreciadas pela industria farmacéutica
podendo atuar como antisséptico, antimicrobiano, sedativo, anti-inflamatorio, anestésico
local, sedativo, além de serem utilizadas em industria agrondmica, alimenticia, sanitaria, entre
outras (BAKKALI et al., 2008).

Os o0leos essenciais sdo constituidos por algumas classes de substancias, dentre elas se
destacam os terpenos (mono e sesquiterpenos), aromaticos e outros constituintes alifaticos.
Sao conhecidos mais de 3000 Oleos essenciais, encontrados em diferentes concentracGes de
acordo com seus componentes. Estes sdo obtidos por variados métodos de extracdo, definidos
a partir da aplicabilidade do produto final, por exemplo, para a producdo de perfumes que é
preferencialmente utilizado extracdo com solventes e/ou dioxido de carbono supercritico
(BAKKALI et al., 2008).

A principal classe de substancias as quais os 6leos essenciais fazem parte é a dos dos
terpenos, estes sdo considerados como o maior grupo de produtos naturais, sendo conhecido
mais de 40.000 estruturas. Estdo envolvidos em varios processos fundamentais nas plantas,
como fotossintese (cadeias laterais de clorofila, carotendides), transferéncia de elétrons por
reacOes redox (quinonas), regularizacdo de crescimento, desenvolvimento, defesa,
reproducdo, dentre outras funcdes (SCHWAB, 2015).

Os terpenos variam de acordo com a quantidade de carbonos presentes em suas
estruturas e séo classificados como: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos
(C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40). Podendo apresentar em suas
estruturas, composi¢des aciclicas e ciclicas, diferentes grupos funcionais, tais como alcoois,
aldeidos, cetonas, éster e éter, e atividade 6tica. No Esquema 1 apresenta a formacdo dessa
classe (BAKKALI et al., 2008; PARSHIKOV et al., 2014).
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Esquema 1: Via biossintética de formagdo dos terpenos.
FONTE: SCHWAB, 2015

Muitos monoterpenos sao responsaveis pelo aroma caracteristico das flores e o sabor
das frutas, por exemplo, o R-limoneno esta presente em mais de 90% da composi¢do do 6leo
essencial da laranja; o enantidmero S-linalol é encontrado na composicéo do 6leo essencial de
diferentes frutas como goiaba, lichia, manga, nectarina, laranja, maracuja; o citral é
encontrado em ervas com cheiro de limdo, como o capim-limé&o e verbena (SCHWAB, 2015).

Além dessas propriedades odoriferas e de sabores, as substancias presentes nos 6leos
esséncias possuem interessantes atividades biologicas, por exemplo a canfora, que ¢ um
monoterpeno biciclico, apresenta atividade antimicrobiana, antiviral, agente analgésico e
inseticida, podendo também ser encontrada em cosméticos, alimentos e produtos de limpeza
(SANTOS et al., 2015).

Considerando a importancia dos monoterpenos, esta monografia visou realizar um
levantamento bibliografico, com o intuito de apresentar pesquisas relacionadas as
biotransformaces desta classe de substancias, empregando fungos de diferentes origens como

biocatalisadores.
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1.1. Biotransformacéo

A Dbiotransformacgé@o pode ser definida como um processo de modificagdo em uma
parte especifica de uma determinada substancia, para gerar produtos com semelhancas
estruturais ao material de partida. Estas reacdes sdo realizadas empregando como
catalisadores sistemas biologicos provenientes de micro-organismos (por exemplo fungos,
bactérias, leveduras), sistematicos de plantas, enzimas isoladas, entre outros (HEGAZY et al.,
2015).

Muitas dessas reacdes podem ser desenvolvidas em pH neutro, em temperatura e
pressdo ambiente, apresentam regioseletividade, enantioseletividade, podem produzir
substancias menos toxicas em relacdo ao substrato inicial e apresentam um custo menor
guando comparadas as sinteses organicas (LI et al., 2007; PARSHIKOV et al., 2014).

Véarios monoterpenos aciclicos e ciclicos foram biotransformados por diferentes
espécies de fungos. Estas substdncias foram inicialmente avaliadas quanto as propriedades
antifungicas, antioxidantes, antivirais, ansioliticos, entre outras, buscando apés as reagdes de
biotransformacGes potencializar tais atividades previamente observadas (BHATTI et al.,
2014).

Alguns monoterpenos sdo muito abundantes na natureza e, portanto, sdo produtos
baratos disponiveis em grandes quantidades, como é o caso do limoneno que €é utilizado como
precursor para sintese de muitas substancias (BICAS et al., 2008).

O fungo Aspergillus niger produz vérias enzimas extracelulares e possui a capacidade
de gerar diferentes produtos com o mesmo substrato. Além disto, tem a capacidade de
produzir alguns &cidos organicos como, por exemplo, o oxalico, fumarico e glucénico. Tais
habilidades, o torna um dos fungos mais utilizados como biocatalisador para estudo de

reacOes de biotransformacdo em muitas substancias (PARSHIKQV et al., 2014).

1.2. Enzimas responsaveis pelas biotransformacoes

Enzimas séo excelentes biocatalisadores, com grande importancia no desenvolvimento
de industrias farmacéuticas, alimenticias, entre outros, essa importancia é devido a sua
capacidade de realizar reacOes regiosseletivas e estereosseletivas. Essa especificidade baseia-
se na interagdo entre o substrato e o sitio ativo da enzima, que pode ocorrer por diferentes
tipos de interacdes, como por exemplo, ligacGes de hidrogénio, Van der Waals ou eletrostatica
(CARDOSO et al., 2009)
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A dois modelos que explicam a interacdo entre o substrato e a enzima. O primeiro
apresentado na Figura 1, é o modelo chave-fechadura, onde o substrato é a chave e a enzima é
fechadura, no entanto esse modelo induz imaginar substancias rigidas que se interagem, e ndo
€ isso que ocorre, pois, as enzimas sdo flexiveis e € isso que permite a criacdo de enantiémero.
Assim surge o modelo por encaixe induzido, sugerindo que o substrato induz a modificagéo

estrutural da enzima. Este ultimo modelo é o mais aceito (VERLI et al., 2005).

substrato produtos

as ligacoes no substrato
sdo enfraquecidas

sitjo
N
" % r/\/-\j\/‘

enzima enzima-substrato enzima

Figura 1: Interagdo entre enzima e substrato, modelo chave-fechadura.
FONTE: http://bioquimicaproteica.blogspot.com.br/

Essa capacidade em realizar reacfes induzidas inesperadas, faz com que as enzimas
sejam conhecidas como promiscuas. A promiscuidades pode ser descrita de trés tipos:
condigdo (enzimas com atividade catalitica em condigdes diferentes das suas estruturas
naturais) substrato (enzimas com especificidade de substratos) e catalitica (enzimas que
catalisam reacdes quimicas distintas com diferentes estados de trasicdes) (HULT et al., 2007)

A biotransformacéo é a alteracdo sofrida por um xenobi6tico, e as responsaveis por
essa alteracdo sdo as enzimas, que estdo presentes em todos 0s organismos. As enzimas tém a
capacidade de formar novo metabdlito com caracteristicas mais hidrofilicas, alguns
metabolitos apresentam aumento na atividade (por exemplo, codeina em morfina) ou
propriedades tdéxicas (mutagenicidade, teratogenicidade e carcinogenicidade). Testes
bioquimicos permitiram constatar a presen¢a de enzimas sollveis (desidrogenases, esterases,
amidases e transferases), mitocondrial (monoamino oxidases) e microssomal (citocromos
P450) (FRANCO et al., 2003).

O citocromo P450 é uma superfamilia de enzimas (apresenta ndcleo pirrélico com
presenca de ferro, considerada uma hemoproteina) que utiliza xenobidticos lipossoliveis

como substratos nas reacdes enzimaticas, o P450 tem a capacidade de realizar a
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monooxigenase (insercdo de um atomo de oxigénio), tornando uma molécula hidrossoluvel
(WILDERMAN et al., 2014, FRANCO et al., 2003).

A nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato (NADPH) é um agente redutor presente
na NADPH-citocromo P450 redutase (enzima intermediaria flavoprotéica) e NADH-
citocromo b5 redutase, que acompanha o citocromo P450 e funciona como alternativa na
transferéncia de elétrons, juntamente com o oxigénio molecular. Um atomo de oxigénio é
consumido pelo substrato e o outro é usado na producdo de agua. Na Esquema 2, apresenta

um esquema de reacdo catalisada pelo citocromo P450 (FRANCO et al., 2003).

NADPH — NADP~ NADH — NAD~
) g
NADPH-Cit.P450-redutase NADH-Cit.bs redutase
NADPH-Cit. c-redutase w (
Substrato = © 02
[ CitP450 [Fe™] = > Cit P450 [Fe~] Substrato |&~
l 2H*
HxO

Substrato Oxidado
Esquema 2: Representacdo da reagdo de oxidacao pelo citocromo P450.

1.3. Caracterizacéao estrutural dos produtos de biotransformac6es de monoterpenos

Algumas técnicas sdo empregadas na identificacdo dos produtos das reacdes de
biotransformacéo, cada uma com sua funcionalidade de acordo com a necessidade do estudo,
dentre essas técnicas pode-se citar: Espectroscopia no Infravermelho (1V), Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono 13 (RMN de *H e RMN de '3C) e
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM).

O IV é uma técnica espectroscopica que disponibiliza informagdes estruturais de uma
molécula (tipos de ligacdo e grupos funcionais). Esse processo ocorre através da absorcao de
frequéncias de radiacdo na regido do IV, que aumenta a amplitude dos movimentos
vibracionais das ligagdes nas moléculas (PAVIA et al.,2010)

RMN ¢ uma técnica espectroscopica que estuda comumente os nicleos de *H e de 13C.
A ressonancia ocorre quando um campo magnético € aplicado ao nucleo, que absorve energia
e muda a orientacdo de spin. Por meio da analise do espectro de carbono, é possivel obter o

numero de carbonos nédo equivalentes e quais s@o os tipos de atomos de carbono e pelo de
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hidrogénio (protio), é possivel saber os tipos e quantidades de prétios ndo equivalentes e
informagdes a respeito da vizinhanga de cada um (PAVIA et al., 2010).

O DEPT é uma técnica de sequéncia de pulsos que, juntamente com a RMN de 3C,
permite a identificacdo do numero de hidrogénios ligados a um determinado atomo de
carbono. Essa sequéncia de pulsos envolve atrasos temporais no canal do 'H e 3C, exibe
diferentes fases de acordo com as ligagdes C-H. O DEPT-45 mostra os 4&tomos de carbonos
ligados a um ou mais hidrogénios, no DEPT-90 mostra apenas grupos metinicos, no DEPT-
135 carbonos metilicos e metinicos geram picos positivos e metilénicos aparecem inverso,
carbono quartenério ndo gera sinal no DEPT (PAVIA et al., 2010).

Além das técnicas espectroscopicas, tem também a cromatografia gasosa (CG) que é
uma técnica de identificacdo de substancia volateis, mais acoplada ao espectrémetro de
massas (EM), transforma-se em uma técnica de identificacdo. Assim a CG-EM € uma técnica
de identificagdo e separagéo.

No EM as moléculas sdo transformadas em ions (geralmente por ionizacdo de
elétrons) na fase gasosa, que sdo acelerados por um campo eletromagnético e separados da
amostra por sua razdo massa/carga (m/z), sendo o sinal registrado por um detector. O grafico
do espectro de massas apresenta 0 nimero de fragmentacdes (ions) detectados, essa técnica
permite a determinacdo de pesos moleculares das substancias (PAVIA et al.,2010).
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2. OBJETIVOS

o Efetuar um levantamento bibliografico visando compilar dados acerca da
biotransformacdo de monoterpenos por fungos a partir de artigos obtidos no banco de
dados Scopus.

o Apresentar os produtos das reac6es de biotransformacao.

o Apresentar os méetodos utilizados na identificacdo dos produtos de reacao.
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3. DESENVOLVIMENTO

De acordo com os relatos anteriormente apresentados, que justificam a importancia de
pesquisas a serem desenvolvidas na area de biotransformacdo com micro-organismo,
especificamente como fungos, e tendo-se em vista 0 objetivo proposto nesse trabalho, a seguir
sera apresentado estudos realizados sobre este tema, o quais foram executados por meio
pesquisas no banco de dados Scopus.

Van Dyk et al. (1998) descreveram algumas biotransformacdes empregando o fungo
Hormonema sp. UOFSY-0067. Este utilizou o (+)-limoneno (1) (substancia presente em
grande parte das frutas citricas, usado nas industrias farmacéuticas e de alimentos como
aditivo de aroma e também como solvente em pigmento, resinas, tintas e borracha), o qual foi
biotransformado em trans-isopiperitenol (2), com rendimento de 31% ap06s 12 h de reacdo.
Utilizou também o (-)-a-pineno (3) (principal constituinte do dleo de muitas coniferas)
formando a verbenona (4) (5% ap6s 96 h) e trans-verbenol (5) (6% ap6s 96 h). E também o
(-)-B-pineno (6) (maior constituinte da terebintina) em pinocanfora (7) (2% apds 72 h) e 3-
hidroxi-pinocanfora (8) (4% apds 72 h) (Esquema 3). As identificacdes dos produtos foram

realizadas por meio das técnicas de CG-EM e RMN de *H.

Hormonema sp.
UOFSY-0067,
H B OH
/\ PN
1 2

Hormonema sp.

UOFSY-0067, :

Hormonema sp.

UOFSY-0067,

Esquema 3: Diferentes reacdes de biotransformacdo empregando o fungo por Hormonema sp. UOFSY-0067,
tendo como substrato o limoneno (1), (-)-a-pineno (3) e do (-)-B-pineno (6).



20

Madyastha et al. (1999) utilizaram linhagens do fungo Mucor piriformes na
biotransformacdo da cetona terpénica (R)-(+)-pulegona (9) (Esquema 4), que tem potencial
hepatotdxico. O trabalho mostrou que a (S)-(-)-pulegona apresentava comportamento
semelhante ao seu enantidmero. Os produtos obtidos foram: 5-hidroxipulegona (10);
piperitenona (11); 6-hidroxipulegona (12); 3-hidroxipulegona (13); 5-metil-2-(1-hidroxi-1-
metiletil)-2-ciclohexeno-1-ona (14); 3-hidroxi-isopulegona (15); 7-hidroxipiperitenona (16) e
7-hidroxipulegona (17). As identificagdes das substancias foram feitas por RMN de *H, EM e
V.

OH
+ + + L
0 S0  HO o
| | |
Mucor 10 11 12 13
piriformis
—
B
| 0 CH,0H CH,OH
9 + .\
N0 Ho N0 N No
© |
\ |
OH
14 15 16 17

Esquema 4: Biotransformagdo da (R)-(+)-pulegona por Mucor piriformes. * = estereoquimica ndo definida no
artigo de origem.

Onken et al. (1999) apresentaram um estudo da biotransformacéo do citronelol (18), o
qual é utilizado como constituinte de perfumes e pesticidas e também empregado na sintese
da vitamina A e E. A biotransformacéao foi mediada pelo Cystoderma carcharis (Esquema 5),
formando como produto principal o 3,7-dimetil-1,6,7-octanotriol (19), obtido em 57% de
rendimento. Ocorreu a formagéo dos seguintes produtos secundérios: 2,6-dimetil-2-octen-1,8-
diol (20), 3,7-dimetil-5-octen-1,7-diol (21) e o 3,7-dimetil-7-octen-1,6-diol (22) (Esquema 5).
A identificacdo das substancias, obtidas pelo processo de biotransformacéo, foram realizadas
por meio de CG-EM e comparagdo com espectros de massas existentes na biblioteca do

equipamento.
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OH N OH
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OH OH
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Esquema 5: Biotransformacéo do citronelol por Cystoderma carcharis.

Agrawal et al. (2000) apresentaram um estudo sobre a biotransformacao do a-pineno
(3), o qual foi convertido a verbenona (23) (Esquema 6), utilizando células do fungo A. niger
(ATCC 326 e NCL 612). Propde-se que o a-pineno passe por duas reacGes bioquimicas
distintas: uma hidroxilacdo (causada por enzimas hidroxilases) que converte 0 mesmo em
verbenol e uma desidroalogenacéo (causado por enzimas desidrogenase), o qual transforma o
verbenol em verbenona. O produto de biotransformacdo, obtido apds 6 h de reacdo com
rendimento de 16.5%, foi identificado por meio de CG-EM.

Aspergillus niger
(ATCC 326 e NCL 612) >

3 23
Esquema 6: Biotransformagao do a-pineno por Aspergillus niger ATCC 326 e NCL 612.

O citrol é constituido por uma mistura de geraniol (24) e nerol (25) que sdo
biotransformados em citral, uma mistura de geranial (26) e neral (28) de acordo com Wolken
et al. (2001). Este apresentou a reacdo de biotransformacdo catalisada por esporos do fungo
Penicillium digitatum ATCC 201167, que apresentou também a formacdo do acido geranico
(27) pela substancia 26. De acordo com as identificacOes realizadas por CG-MS outra
substancia também foi formada, a 6-metilept-5-en-2-ona (29) (Esquema 7). Extrato dos
esporos do fungo converteram as substancias por atividade NAD™ dependente, que é uma
coenzima presente nas células dos seres vivos, utilizado como transportador de elétrons nas

reacOes de oxi-redugéo.
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Esquema 7: Biotransformac&o do citrol em citral e em 6-metilept-5-en-2-ona e do geranial em acido geranico
por Penicillium digitatum ATCC 201167.

Lindmark-Henrikson et al. (2002) descreveram a transformagéo do (R)-(+)-a-pineno
(3) (Esquema 8) em uma mistura constituida principalmente de (R)-trans-verbenol (30) (35-
45%), (R)-(+)-verbenona (31) (20-25%), (R)-(+)-a-terpineol (32) (5-10%), (S)-(-)-trans-
pinocarveol (33) (5-10%), (R)-cis-verbenol (34) (5%), (S)-(+)-mirtenol (35) (7-9%) e outros
produtos minoritarios utilizando culturas em suspensdo de Picea abies. Os produtos foram
identificados pelo método de CG-EM.
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Esquema 8: Biotransformacéo do (R)-(+)-a-pineno por Picea abies.

Toniazzo et al. (2006) realizaram um estudo com 17 linhagens de micro-organismos
para verificar a biotransformacdo do (R)-(+)-limoneno (1) e a correlagdo dos marcadores
genéticos (sequéncia de DNA que mostra a varia¢do das caracteristicas genéticas individuos
da mesma espécie) RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Né&o foi possivel
estabelecer uma correlacdo das caracteristicas genéticas e a capacidade de biotransformacéo
entre individuos da mesma espécie. No entanto, das 17 estirpes, 3 apresentaram formacéo do
a-terpineol (36) (0,68% e 0,13%) e 1-metil-4-(2-hidroxi-2-propil)-1-cicloexanol (37) por duas
linhagens de A. niger (Esquema 9) e cis-carveol (38) (0,18%) por Penicillium simplicissimum
(Esquema 10). A identificacéo foi realizada por CG-EM.

Aspergillus niger +
_—

X
OH OH

1 36 37

Esquema 9: Biotransformacdo do limoneno por Aspergillus niger. * = estereoquimica ndo definida no artigo de
origem
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OH

Penicillium
simplicissimum

AN =
1 38

Esquema 10: Biotransformacdo do limoneno por Penicillium simplicissimum. * = estereoquimica ndo
definidade no artigo de origem.

Mardstica Jr. et al. (2007) desenvolveram um estudo utilizando os fungos Penicillium
sp., Aspergillus sp. e Fusarium oxysporum 152B cultivados em agua residual de mandioca e
posteriormente, eles transferiram os micélios para um meio mineral e 6leo essencial de suco
de laranja ocorrendo a biotransformacgéo do R-(+)-limoneno (1) presente no teor de 94,29% no
6leo do suco, em R-(+)-a-terpineol (33), substancia esta que apresenta um odor floral
(Esquema 11). A espécie que obteve maior rendimento foi o Fusarium oxysporum 152B com
448,7 mg/L, o método de identificacdo do produto foi CG-EM.

Penicillium sp.
Aspergillus sp.
F. oxysporum 152B

OH
33

Esquema 11: Biotransformagdo do R-(+)-limoneno por Penicillium sp., Aspergillus sp. e Fusarim oxysporum
152B.

1

Estudos de biotransformacdes realizados por Pinheiro et al. (2007), utilizaram células
inteiras do fungo Trichosporum cutaneum CCT1903 e substancias arométicas como
substratos. Com o cis-jasmona (39) formou 4-hidroxijasmona (40), 7,8-epoxijasmona (41) e
7,8-di-idroxijasmona (42). Utilizando (R)-(-)-carvona (43) foi formado (1S, 2R, 4R)-neoisodi-
idrocarveol (44), (6R)-isoprenil-(3R)-metil-2-oxo0-oxepanona (45), acido (3R)-isopropenil-6-
oxoheptandico (46) e 2,3-epoxi-(5R)-isopropenil-2-metilciclohexenol (47). A a-ionona (48)
formou a-homo-ciclogeraniol (49) e a B-ionona (50) formou 4-o0xo-7,8-di-hidro-B-ionona
(51). Utilizando o (R)-(+)-limoneno (1) foi formado (+)-(4R)-p-1-meten-1-en-8,9-diol (52) e



25

(+)-limoneno-1,2-diol (53) (Esquema 12). Os métodos de identificacdo utilizados foram CG-
EM, RMN de H, RMN de 13C, gCOSY, HSQC e HMBC.

| I
I HO
— T.cutaneum 40 41
CCT 1903 0
2 |
42

T cutaneum O
CCT 1903
COOH

O
|
T. cutaneum
CCT 1903
48 | 49
O
0]
! OH
| T. cutaneum
50

CCT 1903



26

OH

OH
T. cutaneum OH
CCT 1903 +
e
/i*\/

52 53

Esquema 12: Diferentes reacfes de biotransformacéo empregando o fungo por Trichosporum cutaneum CCT
1903, tendo como substrato a cis-jasmona (39), (R)-(-)-carvona (43), a-ionona (48), B-ionona (50) e (R)-(+)-
limoneno (1), formando seus respectivos produtos. * = estereoquimica nédo definida pelo artigo de origem.

Esmaeili et al. (2010) apresentaram um estudo de biotransformacao do citral (28)
utilizando estirpes de Penicillium sp. obtendo os seguintes produtos: timol (54) (21,5%),
geranial (26) (18,6%), nerol (25) (13,7%), geraniol (24) (6,8%), a-pineno (3) (3,7%) e
limoneno (1) (3,1%) (Esquema 13), a identificacdo foi realizada por CG-EM.

~ Penicillium _Penicillium sp. _

| @)
Esquema 13: Biotransformacdo do citral por Pen|C|II|um sp. * = estereoqwmlca nédo deflnlda pelo artigo de
origem.

b o
P

Grudniewska et al. (2010) investigaram a biotransformacdo da mistura racémica de
()-piperitona (55) (maior constituinte do dleo essencial de eucalipto, menta e espécies de
cumbopogon), utilizando varios fungos. Utilizando o micro-organismo Botrytis cinera
AM235 foi transformada em 7-hidroxipiperitona (56) (Esquema 14). Por Absidia
cylindrospora AM336 formou a substancia 56, (+)-(4S,6R)-trans-6-hidroxipiperitona (57) e
(+)-(4S,6R)-cis-6-hidroxipiperitona (58) (Esquema 15). Empregando o fungo Absidia coerula
AMO3 formou as substancias 56, 57 e 58. Pelo fungo Absidia glayca AM177 os produtos
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foram as substancias 56, 57, 58 e 8-hidroxipiperitona (59) (Esquema 16). As técnicas de
identificacdo dos produtos foram: RMN de H e de 3C, DEPT 135, HSQC, IV e ainda

utilizou polarimetro automatico para avaliar a atividade 6tica dos produtos obtidos.

B. cinerea
\ AM 235

Esquema 14: Biotransformac&o da piperitona por Botrytis cinera AM235.

A. cylindrospora )
AM 336

58

Esquema 15: Biotransformac&o da piperitona por Absidia cylindrospora AM336.

HO
HO, HO
A. glauca
AMITT + + + Q
NS
OH

57 58 59
Esquema 16: Biotransformag&o da piperitona por Absidia glayca AM177.

Rottava et al. (2010a) analisaram o potencial de biotransformagdo do a-pineno (3) em
verbenol (5) (usado no controle de insetos e na agricultura) por varias linhagens de micro-
organismos isoladas de residuos industriais de sucos citricos, solo e folhas de frutas citricas,
frutas (laranja, limdo, bergamota e lima), caule de eucalipto e laranjeira. Das linhagens

estudadas, as que apresentaram a biotransformacéo em verbenol foram: Fusarium sp. (caule
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da laranjeira, laranja e residuo industrial do suco de macd); Aspergillus sp. (solo de frutas
citricas); Penicillium sp. (lima, residuo industrial do suco de laranja e residuo industrial do
suco de maca); Rhizopus sp. (solo de frutas citrica) e Paecilomyces sp. (laranja) (Esquema

17). A identificacdo do produto foi realizada por CG-EM.

Esquema 17: Biotransformagdo do a-pineno em verbenol por pelos fungos Aspergillus sp., Fusarium sp.,
Paecilomyces sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp.

Rottava et al. (2010b) descreveram o estudo sobre a biotransformacdo do R-(+)-
limoneno (1) em a-terpineol (33) pelos fungos Penicillium sp. e Paecilomyces sp. (Esquema
18) e a biotransformacéo do (-)-B-pineno (6) em a-terpineol (33) pelos fungos Aspergillus sp.,
Fusarium sp., Paecilomyces sp. e Penicillium sp. (Esquema 19) a identificacdo dos produtos

foi realizada por meio de CG-EM.

Penicillium sp.
Paecilomycessp.)

o>

Esquema 18: Biotransformagéo do R-(+)-limoneno em a-terpineol Paecilomyces sp. e Penicillium sp.

Aspergillus sp.
Fusarium sp.
Penicillium sp.
Paecilomyces SR,
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Esquema 19: Biotransformagdo do B-pineno em a-terpineol pelos fungos Aspergillus sp., Fusarium sp.,
Paecilomyces sp. e Penicillium sp.
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Badde et al. (2011) analisaram a composi¢do quimica do 6leo da casca da laranja e
obteve que 0 mesmo €é constituido por 96,1% de D-limoneno (60). Desta maneira, utilizou
Penicillium digitatum NRRL 1202 para realizar a biotransformacdo em a-terpineol (33)
(Esquema 20). Para seu estudo, utilizou dois meios de cultivo diferentes, Malt Yest Broth
(MYB) e Malt Extract Broth (MEB); desses foi verificado que o meio MYB apresentou maior
potencial para a bioconversdo com 53,1%, a identificacdo do produto foi realizada por CG-
EM.

Penicillium digitatum
NRRL 1202

AN
OH

60 33

Esquema 20: Biotransformacéo do D-limoneno em a-terpineol pelo fungo Penicillium digitatum NRRL 1202.

Rottava et al. (2011) apresentaram a biotransformacéo dos substratos R-(+)-limoneno
(1) e (-)-B pineno (6) (monoterpeno biciclo que é encontrado no 6leo de madeira e um dos

principais constituintes da terebintina, um residuo de papel) em a-terpineol (33) (Esquema

21), realizada por linhagens do fungo A. niger, o produto foi identificado por CG-EM.

Aspergillus niger Aspergillus niger
pglUlg> <pglUlg

6

Esquema 21: Biotransformag&o do R-(+)-limoneno e -pineno em a-terpineol por Aspergillus niger.

o o>
W T

Iscan et al. (2012) desenvolveram um estudo sobre a biotransformacdo do (R)-(-)-a-
felandreno (61) (apresenta atividades biolégicas como antimicrobiano, hipercolesterolémico e
hiperlipidémico) (Esquema 22) em 16 micro-organismos, o produto majoritario e gerado
pela maior quantidade de fungos foi o 5-p-ment-1,2-diol (62) (61%) por Corynespora
cassicola (DMS 62474 E DMS 62475), Fusarium heterosporium, Yarrowia lipolytica,
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Alternaria alternata, Neurospora crassa, Fusarium solani, Fusarium culmorum, Botrytis
cinera, Aspergilus flavus e Phanerochaete chrysosporium. A identificacdo foi realizada por
CG-EM, RMN de H e de **C.

Micro-organismos _

61 62

Esquema 22: Biotransformagdo do a-felandreno por Corynespora cassicola (DMS 62474 E DMS 62475),
Fusarium heterosporium, Yarrowia lipolytica, Alternaria alternata, Neurospora crassa, Fusarium solani,
Fusarium culmorum, Botrytis cinera, Aspergilus flavus e Phanerochaete chrysosporium.

Daramwar et al. (2012) utilizaram Rhizopus oryzae para estudar a biotransformacéao do
alcool monoterpénico (+)-lavandulol (63) e seu derivado (%)-tetraidrolavandulol (64). Foi
constatado que o micro-organismo inicia a transformagéo por hidroxilagdo em grupos metil
alilico ou por epoxidacdo de duplas ligacdes. Na utilizacdo da substancia 63 os substratos
foram 2-((3,3-dimetiloxiran-2-il)metil)-3-metilbut-3-en-1-ol (65); 2-metil-5-(prop-1-en-2-il)-
hex-2-ona-1,6-diol (66); 2-metil-5-(prop-1-en-2-il)-hexano-1,6-diol (67); 2-2-(3-metilbut-2-
enil)-3-metilenobutano-1,4-diol (68) e 5-metil-2-(2-metiloxiran-2-il)-hex-4-en-1-ol (69). Pelo
mesmo fungo a substancia 64 foi biotransformada em o 2-isopropil-5-metilexano-1,5-diol
(70) e 2-isopentil-3-metilbutano-1,3-diol (71) (Esquema 23). Os produtos foram identificados
por CG-EM, 1V e RMN de H e de 1*C.

N
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Esquema 23: Biotransformacdo do lavandulol (63) e tetraidrolavandulol (64) pelo fungo Rhizopus oryzae.

Lehnert et al. (2012) apresentaram um estudo sobre a bioconversdo do car-3-eno (72)
constituinte do 6leo essencial de pinheiros, realizada pelo fungo Pleurotus sapidus, formando
como produtos majoritarios o car-3-en-5-ona (73) (25,3 mg/L), car-3-en-2-ona (74) (5,4
mg/L) e car-2-en-4-ona (75) (7,3 mg/L) (Esquema 24), a identificacdo dos produtos foi
realizada por CG-EM e RMN de 'H e de 3C.

1
Pleurotus \ + +
sapldus N
~o
73 74 75

Esquema 24: Biotransformag&o do car-3-eno por Pleurotus sapidus.

Siddhardhar et al. (2012) desenvolveram um estudo de biotransformacéo, utilizando
como substrato os enantidmeros (x)-a-pipeno (3) e como catalisador o fungo Absidia corulea
MTCC 1335 (Esquema 25). Os produtos formados foram a-terpineol (33) (54,69%) e o
isoterpineol (76) (14,87%). A identificacdo dos produtos foi realizada através de CG-EM.

OH
Absidia
coruela +
—_—
NS
OH
3 33 76

Esquema 25: Biotransformacao do a-pipeno por Absidia corulea. * = estereoquimica ndo definida pelo artigo de
origem.
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Lee et al. (2015) apresentaram um estudo sobre utilizando o fungo Polyporus brumalis
na biotransformacéo dos terpenos (-)-a-pineno (3) e geraniol (24). Os produtos gerados da
reacao do 3 foram a-terpineol (33) (35,85%), fenchol (77) (5,54%) e borneol (78) (8,59%) e
do 25 foram linalol (79), citronelol (18), p-mentano-3,8-diol (80) e isopulegol (81) (Esquema
26). A identificagdo foi realizada por CG-EM.

Polyporus
brumal is

3 33 77 78
* OH
Polyporus + *
_brumalig | HO OH
=
OH
24 79 18 80 81

Esquema 26: Biotransformag&o do a-pipeno (3) e do geraniol (24) por fungos Polyporus brumalis. * =

estereoquimica néo definida pelo artigo de origem.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Reac0es catalisadas por micro-organismos podem servir de avango na ciéncia, uma
vez que estes compdem uma grande classe de seres vivos. As reacgdes de biotransformagdes
apresentam inUmeras vantagens em relacdo a sintese quimica que utiliza reagentes
especificos, que incluem regiosseletividade, estereosseletividade, condices amenas e nédo
utilizacdo de oxidantes e redutores de alto custo. Como observado nos produtos apresentados,
os fungos foram capazes de realizar hidroxilagdes, oxidacdes, epoxidacdes e ciclizaces, tais
reac0es de oxidagdo sdo provenientes normalmente do citocromo P450, que oxida oS
substratos em diferentes posicoes.

Os produtos apesar de obtidos em pequena quantidade, sdo muito importantes no
estudo de novas substancias que podem apresentar uma atividade biolégica maior em relacao
ao substrato. A CG-EM foi usada como método de separacdo e identificacdo, no qual ndo é
necessario o isolamento das substancias. Outro método observado na identificacdo dos
produtos foi a RMN, uma técnica muito utilizada na identificacdo de moléculas organicas que
apresenta dados sobre os atomos de *H de 3C e presentes nas substancias biotransformadas,
além de outras técnicas que corroboram na caracterizagdo dos produtos.

A biotransformacdo é uma area que esta em crescimento e sabe-se que as enzimas sdo
responsaveis pelas reacfes ocorridas entre o fungo e o substrato. No entanto, pouco se sabe
sobre as etapas das reacbes, e como elas ocorrem, o0 que é um estudo de longo prazo, que
podera trazer novas descobertas para a tratamento de diversas doencas, inovacdo na industria
de cosméticos e alimenticias, uma vez que as substancias sdo odoriferas e apresentam sabores

e assim, a ciéncia vai avancando cada vez mais.
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