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PROCESSO DE OBTENCAO DE VERBENOL A PARTIR DE ALFA-
PINENO POR BIOTRANSFORMAQAO

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencao diz respeito a um processo de obtencao de
verbenol a partir de alfa-pineno por biotransformacdo. Mais
especificamente, a presente invencdo diz respeito a um processo de
obtengdo de trans-verbenol com rendimentos elevados, por
biotransformacao de alfa-pineno, em que o biocatalisador utilizado séo
culturas liquidas de Bipolaris sorokiniana.

FUNDAMENTOS DA INVEN(;AO

Biotransformacao pode ser definida como todo e qualquer processo
quimico efetuado por um biocatalisador, este sendo entendido como
Qualquer material biolégico que exiba atividade enzimatica, incluindo
desde enzimas isoladas até células metabolicamente viaveis. O
biocatalisador promove mudangas quimicas de produtos de origem
natural ou sintéticos que ndo sao seus substratos naturais, ou seja, ndo
nutritivos ao organismo, denominados xenobidticos. Distingue-se da
biossintese, a qual € definida como a capacidade natural de sintese de
sistemas bioldgicos em ambiente normal.

A aplicagcdo da biocatalise comegou a ser evidenciada no seculo
XIX, quando Pasteur utilizou o fungo Penicillium glaucum para obter L-
tartarato de amoénio a partir de uma mistura racémica dos isdbmeros D e
L. Estes estudos preliminares geraram uma cascata de outros
trabalhos, tendo como principal obstaculo, na ocasido, a dificuldade de
obtencgao de culturas puras. A partir de entdo, o aumento do numero de
trabalhos utilizando reagdes de biotransformacdo foi baseado,
inicialmente, em reacbes catalisadas por Saccharomyces

cerevisiae, como a produgdo microbiolégica de acetona, glicerol e
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butanol durante a Primeira Guerra Mundial. Posteriormente, com o uso
de leveduras contaminadas por bactérias, ficou caracterizado o
potencial biocatalitico destes microorganismos.

Em se tratando de metabdlitos secundarios e seus intemediarios, o
primeiro exemplo de reacdes de biotransformacao conhecido pode ser
considerado como a condensacao estereoseletiva de benzaldeido com
piruvato endégeno, mediada por S. cerevisiae, levando a formagao de
(R)-1-hidroxi-1-fenil-propan-2-ona, a qual é facilmente convertida em
(1R,2S)-efedrina, alcaléide com propriedades adrenérgicas, utilizado no
tratamento de asma, hipotensao e congestao nasal.

Outras aplicacdes industriais desenvolvidas na mesma década
foram a sintese da Vitamina C (1934) e a redugao de androstenediona
para testosterona, ambas utilizando S. cerevisiae (1937). Esta ultima
caracterizou uma das maiores aplicacdes industriais das reagdes de
biotransformacio, a producdo de hormdnios sexuais.

Apesar de culturas de células vegetais serem biocatalisadores
altamente viaveis, devido a sua capacidade de produzir uma vasta
gama de micromoléculas, além de constituirem uma ferramenta
importante na regulagédo da produgao de metabdlitos de interesse,
somente em 1964, foram publicados estudos relacionados a habilidade
destes sistemas em transformar substratos exdgenos, visando a
obtencdo de metabdlitos secundarios. Assim, o artigo de Sthols, S. J.; e
Staba, E. J. “Production of Cardiac glycosides by plant tissue culture.
IV. Biotransformation of digitoxigenin and related substances”. Journal
of Pharmaceutical Science, v.54, p.56-64, 1964, relata a
suplementacdo de culturas de células de Digitalis lanata com o
cardenolideo digitoxigenina com isolamento, apds 7 dias, deo um

produto, posteriormente denominado 3-desidrodigitoxigenina.
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Desde entdo, centenas de espécies vegetais e de fungos tém sido
cultivadas in vitro, e o numero de substancias passiveis de serem
bioconvertidas por culturas de células é praticamente ilimitado. Estes
estudos vém sendo realizados, ndo so6 visando a sintese assimétrica de
substancias biologicamente ativas ou de seus intermediarios, mas
também a resolugdo de muitas misturas racémicas, a degradacao de
praguicidas e, mais recentemente, a avaliagdo do metabolismo de
farmacos, imprescindivel para a avaliacdo clinica dos mesmos,
possibilitando maior Seguranca na introducdo de novos produtos no
mercado.

Comparativamente com outras classes de metabdlitos secundarios,
mono- e sesquiterpendides tém sido intensivamente investigados
visando a obtencdo de produtos naturais especificos de relevancia
industrial ou de seus equivalentes (natural identicals), principalmente
quando associados a tendéncia de substituicdo de flavorizantes
sintéticos por seus equivalentes naturais (NACs: natural aroma
chemicals), produzidos por processos biocataliticos e ndo quimicos, os
quais podem ser incluidos em alimentos e perfumes sem serem
considerados aditivos. De acordo com o FDA (Food and Drug
Administration), NACs devem ser obtidos de fontes naturais ou
produzidos de um material de partida natural, sendo o produto final
idéntico a algum produto ja existente na natureza, conforme citado por
Demyttenaere, J. C. R. e Kimpe, N. — “ Biotransformation of terpenes by
fungi. Study of the pathways involved.” Journal of Molecular Catalysis
B: Enzymatic, v.11, p.265-270, 2001.

Um exemplo de bioconversdo de mono- e sesquiterpendides, é a
hidroxilacdo de alfa-pineno em verbenol em presenga de Aspergillus

niger descrita por Agrawal, R.; Deepika, N. U. A.; Joseph, R. — “Strain
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improvement of Aspergillus sp. and Penicillum sp. By induced mutation
for biotransformation of alpha-pinene to verbenol.” Biotechnology and
Bioengineering, v. 63, n.2, p. 249-252, 19909.

B. sorokiniana (sin.: Helminthosporium sativum) € um fungo
patogénico do trigo e de diversas gramineas, que sobrevive em
sementes infectadas e restos de plantas, ou ainda, em hospedeiros
secundarios, por varios anos. Nao sédo conhecidos trabalhos referentes
a estudos in vitro, e com relagao ao metabolismo secundario, apenas o
trabalho de Nakajima, H.; Toratsu, Y.; Fuji, Y.; Ichinoe, M.; Hamasaki,
T. “Biosynthesis of sorokinianin a phytotoxin of Bipolaris sorokiniana:
Evidence of mixed origin from the sesquiterpene and TCA pathways”.
Tetrahedron Letters, v.39, p.1013-1016, 1998, que descreve o
isolamento e caracterizacdo de uma fitotoxina sesquiterpénica, por eles
denominada sorokinianina, destacando o metabolismo terpénico desta
espécie e, consequentemente, sua aplicabilidade em estudos de
biotransformacdo de mono- e sesquiterpendides.

A patente DD 251993 ensina a producdo de trans-verbenol por
uma cepa de Acetobacter.

A literatura de patentes ilustra igualmente exemplos de oxidacao
quimica de terpenos como alfa-pineno. Assim as patentes US 2767215
e US 2911442 ensinam a sintese de cis-3-pinen-2-ol a partir de alfa
pineno com cerca de 15% de rendimento, o isébmero trans sendo obtido
com 1% de rendimento.

Mais recentemente, a patente US 6111118 descreve a obtencéo de
derivados de alfa-pineno como verbenol e verbenona por oxidacdo em
presenca de acido periodico e hidroperoxido de alquila.

Também a patente US 5411992 ensina composi¢cdes a base de

derivados oxigenados de terpenos, como alcoois, aldeidos, cetonas ou
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ésteres, uteis no controle de piolhos de cabelo e pele humanos e
animais. As composicoes contém de preferéncia entre 0,01 e 10% em
peso dos derivados terpénicos.

Tanto o verbenol como a verbenona sdo feromdnios de agregacao
e anti-agregacao, respectivamente, de diversas espécies de besouros
dos géneros Tomicus (Hylesininae), Ips e Dendroctonus (Scolytinae).
Estas substancias sdo amplamente utilizadas como bioinseticidas,
principalmente no Sul dos Estados Unidos, no controle de infestagcbes
de plantacdées de Pinus. O verbenol é colocado em armadilhas para
atrair os insetos e a verbenona, pulverizada sobre as plantacdes, para
repeli-los, conforme a patente FR 2377156-A.

Nesta mesma linha de utilizagcdo, a patente US 6203786 ensina
composi¢des atrativas de besouros que infestam pinheiros contendo
100 partes de alfa-pineno e 10 partes de trans-verbenol.

Ainda uma aplicagcdo do produtos trans-verbenol obtido com as
reacdes de biotransformacdo de alfa-pineno conforme o presente
processo, destacando-se a sintese de (-)-dendrobina ilustrada na
Figura 5, alcaldide presente em Dendrobium nobile (orquidea
ornamental chinesa), com importantes atividades antipirética e
hipotensiva, utilizando (+)-trans-verbenol como material de partida,
como descrito por Cassayre, J.; Zard, S. Z. “A short synthesis of (-)-
dendrobine. Some observation on the nickel mediated radical
cyclisation and on the Pauson-Khand reaction”. Journal of
Organometallic, v.624, p.316-326, 2001.

Torna-se evidente portanto que ha interesses em varias areas
técnicas em desenvolvimentos para a obtencdo, com rendimentos de
80% em peso ou mais, de produtos de alto valor agregado como o

verbenol, derivado de terpenos e sesquiterpenos, utilizando como
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sistema biocatalitico culturas de células integras de B. sorokiniana, tal
desenvolvimento sendo descrito e reivindicado no presente pedido.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencéo € dirigida ao processo de obtencao de trans-
verbenol por biotransformacdo de alfa-pineno utilizando como
biocatalisador, culturas de B. sorokiniana.

De acordo com a invencgéao, o processo inventivo compreende:

a) Prover um meio nutritivo a uma cultura de B. sorokiniana de
modo que a cultura possa adquirir biomassa celular suficiente para a
biotransformacéao de alfa-pineno;

b) Adicionar a cultura de a) que adquiriu biomassa celular uma
propor¢ao de alfa pineno capaz de ser biotransformada pela dita cultura
e deixar reagir, sob condi¢gdes de biotransformacgao, durante o tempo de
incubacao necessario para a reagao;

c) Apdés o término da reagdao de biotransformacgao, extrair os
produtos; e

d) Separar o produto verbenol.

Assim, a presente invencdo prové um processo de obtencao de
trans-verbenol por biotransformagdo de alfa-pineno utilizando como
biocatalisador, culturas de células de B. sorokiniana.

A presente invencdo prové ainda um processo de obtencdo de
trans-verbenol por biotransformacdo de alfa-pineno com mais de 80%
de rendimento (% de peso de produto em relagdo ao substrato
administrado) e poucos subprodutos reacionais.

A presente invencio prové ainda um processo de biotransformacéao
de alfa-pineno em presenca de células integras de B. sorokiniana como
biocatalisador, gerando como produto principal o trans-verbenol,

importante material em si e intermediario igualmente interessante pois
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facilita a formacio de outros derivados de interesse comercial de dificil
obtengao por outros meios.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A FIGURA 1 anexa ilustra o (1S, 5R)(-)alfa-pineno e o (1R,
5S)(+)alfa-pineno, substrato da reacdo de biotransformacdo da
invencgao.

A FIGURA 2 anexa ilustra os produtos comerciais atualmente
obtidos a partir do substrato da Figura 1, com destaque para canfeno e
tricicleno, importantes intermediarios quimicos.

A FIGURA 3 anexa ilustra esquematicamente a bioconversédo de
alfa-pineno.

A FIGURA 4 anexa ilustra a cinética de biotransformacao de (+)-
alfa-pineno por B. sorokiniana. No eixo das ordenadas estao
relacionadas as concentragdoes relativas dos produtos durante o
periodo de incubagao e no eixo das abscissas, o tempo de reagao, em
dias.

A FIGURA 5 anexa ilustra uma aplicagdo farmacéutica importante
do trans-verbenol, a saber a sintese de (-)dendrobina a partir de (+)
trans-verbenol.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencdo compreende pois um processo de
biotransformacédo de alfa-pineno para produzir principalmente trans-
verbenol e outros derivados uteis, com o trans-verbenol sendo
produzido em rendimentos superiores a 80% e com poucos sub
produtos.

O processo de acordo com a invencao compreende colocar em
contato, sob condi¢des de biotransformacao, alfa-pineno e culturas de

B. sorokiniana.
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A seguir, serao descritos detalhadamente os substratos, o
biocatalisador e procedimentos envolvidos no processo inventivo.

A nomenclatura IUPAC do trans-verbenol é trans-4,6,6-trimetil
biciclo[3.1.1]-hept-3-en-2-ol.

Conforme a invencdo, os substratos escolhidos para serem
bioconvertidos foram (-) e (+) alfa-pineno, produtos comerciais
fornecidos pela Merck e Sigma.

Embora ndo tenham sido explicitamente tratados no presente
pedido, a Requerente acredita que outras estruturas terpénicas
contendo uma ligagao alilica possam ser oxidadas pelo biocatalisador
da invencao.

e Alfa-pineno

Alfa-Pineno € um monoterpeno biciclico de nucleo pinano,
amplamente distribuido no reino vegetal e um dos monoterpenos mais
amplamente utilizados, encontrando aplicacées desde produtos domi-
sanitarios até as industrias quimica e farmacéutica.

A nomenclatura IUPAC do alfa-pineno é 2,6,6-trimetil biciclo [3.1.1]-
hept-2-eno.

As estruturas dos enantibmeros (1S,5R)-(-)alfa-pineno e (1R,5S)-
(+)-alfa-pineno estéo ilustradas na Figura 1.

O alfa-pineno é o principal componente do 6leo de terebentina,
obtido por destilacido de resinas de pinheiros (Pinus sp.) e de outras
coniferas, além de estar presente em uma grande variedade de 6leos
volateis de diversas outras espécies vegetais. Os Estados Unidos
produzem anualmente cerca de 13 mil toneladas/ano de 6leo de
terebentina, principalmente como sub produto da industria do papel.
Deste total, 25% ¢é utilizado na industria de sabores e fragrancias, o

restante sendo dirigido para aplicagbes como solvente odorifero,
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aerossois, desinfetantes, inseticidas, industria de tintas e esmaltes e
para mascarar odores.

Na industria quimica, ha uma diversidade de produtos que vém
sendo obtidos em escala comercial utilizando alfa-pineno como
material de partida, tais como canfeno e tricicleno, importantes
intermediarios quimicos de diversos produtos comerciais como canfora,
borneol e terpineol e acetato de terpenila e isomerizagdo deste para
beta-pineno, com subsequente conversao para linalol, geraniol e nerol,
produtos largamente utilizados em sintese e em perfumaria. Outra
aplicacao relevante do alfa-pineno, que tem recebido consideravel
atencado, é a oxidacdo ao ar, levando a formacdo de 6xido de alfa-
pineno, pinonal, pinocarveol, verbenol, verbenona, carveol, canfolenal,
sobrerol, mirtenol e mirtenal. Mas a multiplicidade de produtos
associada a baixa especificidade dificultam a aplicagdo industrial dos
meétodos atuais. A Figura 2 ilustra a diversidade de produtos derivados
de alfa-pineno.

e Cultura celular

e Bipolaris sorokiniana

O fungo B. sorokiniana foi isolado de sementes de trigo infectado,
pela EMBRAPA (Passo Fundo, RS), e vem sendo mantido no
laboratério de Tecnologia Bioquimica da Faculdade de Farmacia da
UFRGS, na forma de esporos, em glicerina a 50% em agua Milliq. Em
periodo de experimentos, o fungo foi inoculado em agar Sabouraud,
em tubos inclinados, com repiques periodicos de 2 meses.

e Reacdes de Biotransformacéo

As metodologias utilizadas para as reac¢des de biotransformacao de
alfa-pineno em trans-verbenol em presenca de culturas liquidas de

Bipolaris sorokiniana foram adaptadas de Agrawal, R.; Joseph, R.
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“Optimization of condition for the biotransformation of alfa-pinene to
verbenone by a Penicilllum sp.”. Journal of Food Science and
Technology, v.37, n.4, p.430-432, 2000, em estudo utilizando (R)-alfa-
pineno como substrato exdégeno em sistema de culturas celulares de
Aspergillus niger.

Para crescimento das culturas liquidas usadas em
biotransformacé&o, utilizou-se meio de dextrose de batata (100g de
batatas, 30 g de dextrose e 1L de agua), sem ajuste de pH e
temperatura ambiente (20 a 30°C). Indculos iniciais foram obtidos a
partir de culturas em meio sélido. Para os ensaios de biotransformacao,
cerca de 10g de biomassa de fungo (peso fresco) foram incubadas em
cada 100 mL de tampao fosfato de potassio 0,05 M, pH 7,0, a 30°C, na
presenca de 50 mg de alfa pineno.

Culturas de B. sorokiniana foram transferidas assepticamente, com
auxilio de alga de semeadura, para frascos Erlenmeyer contendo meio
nutritivo (caldo BDA). Apdés um periodo de aquisicdo de biomassa
celular, os microorganismos foram transferidos, apds decantacéo, para
frascos contendo tampao fosfato de potassio, e entdo suplementados
com o substrato.

Em geral as reagdes de biotransformacédo foram efetuadas na
proporcao de 0,5% em peso de substrato em relacdo ao biocatalisador.
No entanto, outras proporgcdes podem ser usadas sem prejuizo para os
rendimentos do processo, tal aspecto ndo sendo limitativo da invencgao.
De um modo geral admite-se que faixas razoaveis compreendem desde
0,01% em peso de substrato até 1% em peso. Para proporgoes
proximas a 1% em peso, em que poderia haver uma preocupacao com
a toxidez do alfa-pineno, recomenda-se reduzir o tempo de exposicao

da cultura ao substrato ou mesmo alterar o overhead gasoso do frasco
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de reacao.

O monitoramento das bioconversdes foi realizado mediante a
retirada de aliquotas periddicas de 5 ml, extraidas com hexano e
analisadas por CG/EM. Ao final do experimento, foram retirados 35ml
da suspensao reacional.

Todos o0s experimentos foram conduzidos em quadruplicata,
repetidos e acompanhados de brancos, constituidos de frascos
contendo apenas células e meio, sem a presencga de substrato e outros
frascos contendo apenas meio e substrato, sem a presenca de células.

A reacdo de biotransformagdo € geralmente terminada com o
préprio solvente de extracdo (por exemplo n-hexano) que destréi as
membranas celulares e inativa as enzimas oxidativas, provavelmente
responsaveis pela reagao (e.g. citocromo P450 mono-oxigenases).

Um modo alternativo é o uso de extragao por fluido supercritico,
onde a mudanga da composi¢cao gasosa do meio tem efeito similar,
inibindo o metabolismo oxidativo.

e Caracterizacao dos substratos e de seus metabdlitos

Para caracterizagdo, as amostras foram submetidas a
cromatografia gasosa capilar com detector de ionizacdo de chama
(CG/DIC) para analise quantitativa e a cromatografia gasosa com
detector de massas (CG/EM), para a analise qualitativa.

Para tanto, foi utilizado um cromatégrafo gasoso GC-17A
(Shimadzu, Toquio, Japao) acoplado a detector de ionizacdo de
chamas (DIC) ou detector de massas (EM) GC/MS - QP5000. A
ionizacdo foi obtida pela técnica de impacto eletrénico. Hélio foi
utilizado como gas de arraste a uma pressao de 80 Kpa e velocidade
linear de 1 ml por minuto. Nitrogénio, ar sintético e hidrogénio foram

utilizados como gases auxiliares a chama do DIC, na razdo de 1:1:10,
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respectivamente.

Os modulos de separagao utilizados foram coluna Durabond-DB5
(30mx0,25mmx0,25 um), preenchida com polidimetildifenilsiloxano e
coluna Supelco B-CDEX120 (30mx0,25mmx0,25um), preenchida com
beta-ciclodextrina. A quantificagdo foi obtida por integracao eletrénica,
pela técnica de normalizagéao.

A identificacdo dos produtos foi baseada no indice de Kovats e nos
respectivos espectros de massa, por comparacao destes com amostras
auténticas, dados retirados da literatura, espectrotecas, ou ainda, por
RMN'H e ®C, no Instituto de Quimica da UFRGS, sendo a identificagéo
baseada em dados da literatura ou por comparacdo com amostras
provenientes de métodos quimicos sintéticos.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e °C e
aqueles com técnicas especiais (DEPT, COSY e HETCOR) foram
obtidos nos espectrdbmetros Brucker AC-300/P, Gemini 300 BB
utilizando 300 MHz para 'H e 75,5 MHz para *C e Varian XL 200
utilizando 200 MHz par "H e 50 MHz para "*C. O solvente utilizado foi o
cloroférmio deuterado (CDClI;) usando CHCI; como referéncia. Os
deslocamentos quimicos (8) foram indicados em ppm e as constantes
de acoplamentos (J) em Hertz.

Os valores de rotacdo otica ([a]p) foram medidos em aparelho
Perkin Elmer lampada de sodio e temperatura de 20°C. O comprimento
de cela utilizado foi de 0,1 dm.

e Isolamento dos substratos ou de seus metabaolitos

O isolamento dos substratos ou de seus metabdlitos foi realizado
por cromatografia sélido-liquido (CSL) segundo o meétodo de Kirchner,
que consiste na eluicao da amostra com quantidades crescentes de

acetato de etila em hexano. Os terpenos ndo oxigenados apresentam
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maior afinidade pelo hexano sendo rapidamente eluidos, enquanto os
terpenos oxigenados formam pontes de hidrogénio com a silica,
ficando mais adsorvidos, tendo sua eluicdo retardada. A ordem de
eluicdo dos constituintes oxigenados com o aumento do gradiente de
acetato de etila em hexano é a seguinte: Oxidos, ésteres, cetonas e
alcoois.

Como suporte foi utilizada coluna de 30 cm de comprimento por 2
cm de diametro interno, e como fase estacionaria, silica 70-230 mesh.
Foram coletadas fracbes de 10 ml, as quais foram monitoradas por
cromatografia em camada delgada, utilizando gel de silica 60 GFs4
como fase estacionaria, hexano e acetato de etila (80:20) como
sistema eluente e anisaldeido sulfurico para deteccao.

As fragbes contendo os analitos sdo reagrupadas, apos a analise
dos cromatogramas, reavaliadas por CG/EM e, se necessario,
analisadas por RMN.

Quanto a separacao dos produtos, esta € tradicionalmente feita por
destilacdo fracionada a vapor, destilacdo a vacuo e extracdo com
diferentes solventes.

Alternativamente pode ser efetuado fracionamento adicional apos
destilacdo a vapor em fracdo acida (extraida de pentano contendo os
volateis de plantas por meio de solucdo aquosa 5% de carbonato de
sbdio), basica (extraida de pentano contendo os volateis de plantas por
meio de solugdo aquosa 5% de acido cloridrico) e neutra (solugao
residual de pentano) (Piry, J; Pribela, A.; Durcanska, J.; Farkas, P.
Fractionation of volatiles from blackcurrant (Ribes nigrum L.) by
different extractive methods. Food Chemistry 54 (1995) 73-77).

Um processo muito empregado é cromatografia em coluna de silica

gel para separar os componentes hidrocarbonados dos oxigenados,
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que pode ser adaptado para uso industrial com colunas bulk
preparativas, obtendo-se verbenona.

Ainda outros processos mencionam a separagao de terpenos
componentes de aromas por adsorcdo diferencial em colunas de
poliestireno-divinilbbenzeno (Gehrke, M.; Krings, U.; Berger, R.G.
Selective recovery of flavour components using reversed phase
polystyrene adsorbents. Flavour and Fragrance Journal 15: 108-114,
2000).

Mais recentemente, ha varios relatos de separacdo de aromas
terpénicos vegetais por extracdo supercritica com CO, (Reverchon, E.
Supercritical fluid extraction and fractionation of essential oils and
related products. Journal of Supercritical Fluids 10 (1997) 1-37). Este
método parece ser vantajoso e mais barato que os métodos
convencionais, além de permitir 6tima separagdo de componentes. O
uso de CO, como solvente supercritico permite trabalhar com pressdes
relativamente baixas e temperatura préxima da ambiente. Resultados
encorajadores, embora ainda necessitando confirmagcdo em escala de
producdo, foram relatados para fracionamento de monoterpenos
hydrocarbonados e componentes de aroma oxigenados de casca de
laranja (Budich, M.; Brunner, G. Vapour-liquid equilibrium data and
flooding point measurements of the mixture carbon dioxide + orange
peel. Fluid Phase Equilibria (1999) vol. 158-160, p. 759-773).
Aparentemente, extracdo por fluido supercritico sera uma técnica
importante para extragéo de terpenos e aromas no futuro préximo.

e Biotransformacéo de alfa-pineno

Conforme a Figura 3, as principais reagdes observadas na
bioconversdo do alfa-pineno foram hidroxilacdo, formando verbenol,

seguida de posterior oxidacgao alilica, levando a verbenona.
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Os resultados obtidos com o biocatalisador utilizado na invencéo
estdo apresentados a seguir, ordenados de acordo com as formas
enantioméricas do alfa-pineno.

e Biotransformacéo de (1S,5R)-(-)-alfa-pineno

Nos experimentos conduzidos como branco, constituidos de
frascos contendo apenas células e meio, sem presenca de substrato,
nao houve detecgao de substancias relacionadas aos metabdlitos em
questdo. Em contrapartida, nos frascos constituidos apenas de
substrato e meio, houve rapida conversao de (-)-alfa-pineno a trans-
verbenol e inumeros outros produtos de oxidacdo. A TABELA 1 abaixo
ilustra os produtos obtidos na degradacdo de (-)-alfa-pineno (50 mg)
em meio reacional (50 ml). Os valores apresentados representam as
meédias das concentracbes obtidas em experimentos individuais
realizados com cada um dos meios utilizados com os diferentes
sistemas biocataliticos (agua destilada, agua milliq, tampao fosfato de
potassio pH7,0, meio MS preparado com agua millig e meio MS
preparado com agua destilada), com o desvio padrao calculado através
do conjunto dos resultados obtidos nestes diferentes meios reacionais,
demonstrando que n&o houve diferenca significativa entre eles, o que

pode ser verificado pelos baixos valores de desvio-padrao obtidos em

cada ponto.
TABELA 1

3 horas d1 d3 D5 d7 d10 d15
(-)-alfa-pineno | 2,2+1,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Canfolenal 7,242,5 3,2+0,9 2,0+0,9 1,5+0,6 0,8+0,2 | 1,6+0,4 | 0,2+0,1
Trans- 10,943,7 6,5+2,7 5,6+£2,3 4,4+0,8 3,1+1,7 | 3,014 1,0+0,3
pinocarveol
cis-verbenol 2,140,5 2,3+1,3 3,1+0,8 2,7+1,0 2014 | 29404 | 2,701
trans-verbenol | 62,5+3,5 | 64,646,0 | 67,5+2,9 | 67,6+2,4 | 64,6+2,4 | 59,4+1,6 | 60,0£2,5




10

15

20

16/18

Mirtenol 6,7£2,5 6,1£1,2 6,6+0,5 6,5+0,6 6,0£0,5 | 6,5+0,5 | 6,9+0,4
(-)-verbenona | 7,6+0,8 8,1£1,3 10,9+0,8 12,910,7 | 17,6+2,2 | 19,6+1,3 | 23,8+0,3
Mirtanol 2,3+1,5 1,7+0,9 2,1£0,3 2,2+0,4 2,7£0,6 | 2,61£0,2 | 2,7+0,3

Os valores apresentados representam as médias das
concentragcdes obtidas em experimentos conduzidos em duplicata,
contendo (-)-alfa-pineno (50mg) em 50 ml de agua destilada, agua
milliq, tampao fosfato de potassio pH7,0, meio MS preparado com agua
millig ou meio MS preparado com agua destilada, com os respectivos
valores de desvio-padrao.

De acordo com os dados expostos acima, o consumo total de (-)-
alfa-pineno ocorre em cerca de 3 horas de reacdo, sendo trans-
verbenol o principal produto formado, em proporgdes superiores a 50%.
Bem como nos experimentos contendo células, ao longo do periodo de
incubacdo, trans-verbenol se forma em rendimentos elevados no
entanto nestes experimentos “branco” ocorre a formagdo de varios
produtos paralelos a formacédo de trans-verbenol, enquanto o uso do
biocatalisador proposto produz o produto desejado com pequena
proporcao de sub produtos.

Os resultados obtidos com os experimentos utilizando B.
sorokiniana e (-)-alfa-pineno estao apresentados na TABELA 2 abaixo,
indicando alto rendimento de trans-verbenol, com pouca formacéo de
outros produtos, como verbenona e outros produtos.

A bioconverséo de (-)-alfa-pineno (50mg) por Bipolaris sorokiniana
envolveu (10g) em meio n&o nutritivo, tampéo fosfato de potassio
(pH7,0). Os valores apresentados representam as médias das
concentracdes obtidas em 2 experimentos independentes, realizados

em quatruplicatas, com os respectivos valores de desvio-padrao.
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TABELA 2
+ d1 d3 d5 d7
(-)-alfa-pineno 2,1£1,7 1,0+2,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol 11,7+£0,3 8,7+0,8 6,3+0,7 5,4+0,7
trans-verbenol 47 9417 68,4+3,3 81,9+2,5 78,3+5,1
Mirtenol 5,110,3 3,610,2 0,9+1,7 3,1+3,3
nao identificado* 6,1+0,4 4,3+0,3 0,0 1,0+1,8
(-)-verbenona 4,3+1,1 7,5+1,1 10,9+1,3 11,31£2,1

* miz= 95(100); 41(47,1); 93(25,2); 43(21,5); 55(17,4); 79(14,1); 67(13,9);
91(13,7); 121(13,4); 105(12,5); 53(11,6); 77(10,7); 81(7,8); 110(7,8); 139(6,5);
136(4,6); 154(2,8).

e Biotransformacéo de (1R,5S)-(+)-alfa-pineno

O potencial biocatalitico de B. sorokiniana frente a (+)-alfa-pineno
foi testado utilizando tampéao fosfato de potassio (pH 7,0) como meio
reacional e concentracido de substrato de 0,5% com relacédo ao peso de
células. A cinética da reagao, ao longo de todo o periodo de incubacao,

esta ilustrada na Figura 4.

Os resultados obtidos estdo apresentados na TABELA 3 abaixo
para a bioconversdo de (+)-alfa-pineno (50mg) por B. sorokiniana (10g)
em tampéao fosfato pH7,0. Os valores apresentados representam as
medias das concentragdes obtidas em 2 experimentos independentes,

realizados em quatruplicata, com os respectivos valores de desvio-

padrio.
TABELA 3
d1 d3 d5 d7
(+)-alfa-pineno 14,316,2 0,0 0,0 0,0
trans-verbenol 63,919,3 69,319,4 68,2+9,2 71,1£4,8
(+)-verbenona 18,9+8,8 30,349,9 31,7491 27,845,5

De forma analoga as reacbdes envolvendo o enantioméro (-), a

reacao de biotransformacdo de (+)-alfa-pineno por B. sorokiniana
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envolve a formacgdo inicial de trans-verbenol com rendimentos
superiores a 70% apds 7 dias de incubacéo e subsequente conversao
a (+)-verbenona. Nao foram detectadas presenca de trans-pinocarveol
e mirtenol, geralmente presentes como constituintes minoritarios em

reacdes de biotransformacéao de alfa-pineno.
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REIVINDICACOES
1. Processo de obtencdo de verbenol a partir de alfa-pineno por
biotransformacéo, caracterizado por que compreende:
a)Prover um meio nutritivo a uma cultura de B. sorokiniana de
modo que a cultura possa adquirir biomassa celular suficiente
para biotransformacéao de alfa-pineno;
b)Adicionar a cultura liquida de a) que adquiriu biomassa celular
uma proporgao de alfa-pineno capaz de ser biotransformada pela
dita cultura liquida e deixar reagir, sob condicbes de
biotransformacéao, durante o tempo de incubacédo necessario para
a reacao;
c)ApoOs o término da reacdo de biotransformacdo, extrair os
produtos; e
d) Separar o produto verbenol.
2. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por que
a B. sorokiniana é isolada de sementes de trigo infectado, sendo
mantida na forma de esporos, em glicerina a 50% em agua milliq e
quando utilizado em experimentos, inoculado em agar Sabouraud, em
tubos inclinados, com repiques periodicos de 2 meses.
3. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por que
o crescimento das culturas liquidas é efetuado em meio de dextrose de
batata e 0.025% de extrato de levedura, pH 5,8 e temperatura de 30°C,
os indculos iniciais sendo obtidos a partir de culturas em meio salido.
4. Processo de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado por que
adicionalmente o meio é suplementado com 1% de glicose.
5. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por que
as culturas de B. sorokiniana sio transferidas assepticamente, com

auxilio de alga de semeadura, para frascos contendo meio nutritivo
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caldo BDA e sao deixadas adquirir biomassa celular.

6. Processo de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado por que
os frascos contendo as culturas que adquiriram biomassa celular sao
suplementados com alfa-pineno.

7. Processo de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado por que
o conteudo dos frascos contendo as culturas que adquiriram biomassa
celular é decantado para frascos contendo tampéao fosfato de potassio
0,05M a pH 7, e entao é feita a suplementagao com alfa-pineno.

8. Processo de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado por que
a proporcao de alfa-pineno para o biocatalisador € de 0,01 a 1% p/p.

9. Processo de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado por que
a proporc¢ao de alfa-pineno para o biocatalisador € de 0,5% (p/p).

10.Processo de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado por
que a propor¢ao de alfa-pineno para o biocatalisador esta entre 0,01 e
1% (p/p).

11.Processo de acordo com a reivindicagado 1, caracterizado por
que sao produzidas proporcdes menores de trans-pinocarveol e
verbenona.

12.Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por
que a biotransformacéo ocorre em um periodo de 5 a 7 dias.

13.Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por
que a reacdo de biotransformacao € terminada pela adicdo de um
solvente organico.

14.Processo de acordo com a reivindicagao 13, caracterizado por
que o solvente organico € um hidrocarboneto alifatico como n-hexano.

15.Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por

que a separacdo dos produtos de reagao € feita por destilagao
fracionada a vapor, destilacdo a vacuo e extragdo com solventes.

16.
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16. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por
que a separacao dos produtos de reacdo é feita por cromatografia em
coluna de silica gel para separar os componentes hidrocarbonados dos
oxigenados, adaptado para uso industrial com colunas bulk
preparativas.

17.Processo de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado por
que a separacao dos produtos de reacao € feita por destilagdo com um

fluido supercritico como CO,,
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RESUMO
PROCESSO DE OBTENCAO DE VERBENOL A PARTIR DE ALFA-
PINENO POR BIOTRANSFORMACAO

E descrito um processo de obtencdo de verbenol a partir de alfa-
pineno por biotransformagao, utilizando como biocatalisador, culturas
liquidas de B. sorokiniana. O substrato é colocado sob condi¢des de
biotransformacdo em contato com as células de biocatalisador e entre 5
e 7 dias é obtido o produto trans-verbenol com rendimentos de
conversao superiores a 71% ou 81%, enquanto a propor¢cédo de
subprodutos € minimizada. O trans-verbenol encontra utilizagdo como
bioinseticida e importante intermediario de sintese de produtos

farmacéuticos.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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