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um processo poro o producdo de derivodos do
limoneno por termento¢do solido e liquido o
portir do biotronsformocgé6o resultondo em
limoneno-1,2-diol, corvono, (-)mentol e o-
terpineol. O processo ogrego o eloboroc¢éo de
meios noturois poro fermento¢8o e produgdo do
in6culo. O bioprocesso tecnoldgico é olternotivo
poro o obten¢do de oromos e flovors noturois
derivodos de limoneno, umo vez que tol
processo e brondo e ndo gero residuos toxicos,
possui boixo custo devido o utilizogéo de
residuos e subprodutos borotos. Outro vontogem
do processo é d néo dependéncio de fontes
noturois S0zonois ou escosSs0S como 0 extrocdo
vegetol. O processo utilizo microorgonismos
isolodos do meio ombiente, e produtos e
subprodutos que contém terpenos como os do
processomento de loronjo e citricos, poro o
redlizo¢do do termentd¢cdo em estodo solido e
submerso, olem de outros motérios-primos tois
como vegetois, coscos, forelos, sementes e
residuos liquidos de distintos noturezos, como
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BIOPROCESSO PARA A PRODUGCAO DE DERIVADOS DE TERPENOS POR
DIAPORTHE SP. E RHODOTORULA MUCILAGINOSA

Campeo da Invencao

[001]. A presente invengdo frata de um processo para producao
de derivados do limoneno utilizando o fungo Diaporthe sp (Phomopsis) e
suas espécies e a levedura Rhodotorula mucilaginosa. Os processos de
producdo de derivados de limoneno por fermentacdo solida e
submersa utilizam meios naturais ricos em terpenos como os produtos,
subprodutos e residuos da agroindustria de processamento de laranja e
frutos citricos; incluem-se outras matérias-primas tais como vegetais,
cascas, farelos, sementes e matérias-primas e residuos liquidos de
qualguer natureza contendo fontes de terpenos. A presente invencdo
inclui o preparo do indculo utilizado e o preparo dos meios para a

fermentacdo.

[002]. A presente invengdo também contemplard a aplicacdo

dos compostos produzidos nas seguintes situacoes:

» Aromas para alimentos processados;
e Produtos com propriedades bioativas.
. Reducdo de toxicidade dos terpenos presentes em

materiais utilizados como substratos da fermentaco;

[003]. A presente invengdo refere-se ao desenvolvimento de um
bioprocesso por fermentacdo no estado sdlido (FES) e fermentacdo
liquida (submersa) para produgdo de compostos derivados de terpenos
por linhagens de Diagporthe sp e R. mucilaginosa. O processo de
producdo por FES € uma alternativa para a obtencdo de bioaromas a
partir de materigis naturais ricos em terpenos em comparag@o aos

produtos obtidos por extragcdo com solventes ou sintefizados
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guimicamente. A maioria absoluta dos trabalhos envolvendo a
biotransformag¢do de limoneno e terpenos faz utilizacdo de compostos
puros padroes como o R-{+}-limoneno como substrato de fermentacdo.
Ao passo que algumas, utilizam substratos sintéticos com adicdo de dleo
essencial de laranja, o qual € rico em limoneno. A grande maioria dos
trabalhos, também utiliza cepas de origem conhecida e utilizadas em
trabalhos envolvendo aromas, enquanto que, no Brasil, hd uma
biodiversidade enorme de microorganismos com possibilidades para
utilizagc@o nas mais diferentes areas sendo que apenas uma pequena

parte destes microorganismos j& foi pesquisada.

[004]. A presente invengdo refere-se ao desenvolvimento de um
processo fermentativo em que meios naturais, baratos e sem a
ulilizac@o de produtos sintéticos, sGo utilizados como fontes de terpenos
- principalmente o limoneno - na obtencdo de derivados de interesse
comercial a partir de microorganismos isolados. Os substratos utilizados
sGo ricos em terpenos e sGo excedentes do processamento de citricos.
Estes, muitas vezes acabam se tornando residuos. O limoneno-1,2-diol é
um dos compostos obtidos como resulfado do presente processo
descrifo nesta invencdo e apresentou-se em uma concentracdo
bastante elevada, além de outros compostos como mentol e alfa-

terpineol.

Historico da Invencdo

[005]. Hoje, centenas de diferentes substGncias sGo produzidas
com a gjuda de microorganismos. Varias espécies de leveduras, fungos,
bactérias e actinomicetos sdo utilizadas em processos de fabricacdo. A
fermentacdo, como uma técnica para producdo biotecnoldgica de
aromas e fragréncias naturais tém grandes perspectivas de aplicagdo

na alimentacdo humana e animal, cosméticos, produtos quimicos e
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farmacéuticos. Ela € responsével por mais de um quarto do mercado
mundial de aditivos alimentares (LONGO; SANROMAN, 2006).

[006]. Desde o comecgo dos tempos, aromas e “flavors” possuem
importante papel na vida do homem. Até o século 20, muitos “flavors”
naturais eram obtidos de animais e plantas superiores. Porém as fontes
destes materiais reduziram-se devido a aspectos sociais, econdmicos,
politicos, conservacionistas, de protecdo da vida selvagem e de
crescimento industrial (SCHARPF et al., 1986).

[007]. A demanda mundial de aromas e fragréncias - incluindo
misturas de sabores, misturas de fragréincias, éleos essenciais, produtos
quimicos e aroma - vai subir 4,4 por cento ao ano até 2016, chegando a
26,5 bilhoes dodlares americanos. O crescente interesse global em
produtos que promovem beneficios & salude ird impulsionar a demanda
em géneros alimenticios e bebidas, cosméticos e produtos de higiene,
sabores e fragrancias sdo empregados em conjunto com antioxidantes
e vitaminas para reduzir gostos e odores indesejaveis. Alem disso, os
esforcos dos paises desenvolvidos de reduzir as calorias, sal e gordura
nos alimentos vao incrementar a procura de flavors e aromas para
melhorar o sabor desses produtos (THE FREEDONIA GROUP, 2012).

[008]. Devido a seu valor no mercado mundial, o interesse sobre os
componentes de aroma direciona a atencdo das indUstrias em busca
de produtividade e gualidade de volateis produzidos (SANTOS, SERAFINI
e CASSEL, 2003). Lactonas, cetonas, vanilina, benzaldeido, dlcoois,
ésteres, terpenos e outros compostos podem ser produzidos por varios
microorganismos (FERON; BONNARME; DURAND, 1994).

[009]. Em adicdo a caracteristicas sensoriais, os compostos de
aroma possuem outras caracteristicas desejaveis como atividade

antibacteriana, anfifingica e antiviral, atividade antioxidante, efeito
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redutor de gordura, reguladores da pressdo arterial e propriedades anti-
inflamatdrias (BERGER, 2009).

Limoneno

[010]. O limoneno, 4-isoprenil-1-metil-ciclo-hexeno,  um
monoterpeno monociclico estd presente na estrutura de mais de 300
vegetais (BURDOCK 1995). Podem-se citar alguns de seus derivados mais
notaveis como os compostos oxigenados a-terpineol, dlcool perilico,
carveol, carvona € mentol. Mentol e carvona sdo compostos de aroma
extensivamente utilizados, sendo que o dlcool periico vem ganhando
destague crescente devido as comprovagdes relacionadas a seu poder
de prevencdo de doencas degenerativas (MAROSTICA JUNIOR, 2006).
Frutas citricas possuem elevadas concentracdes de limoneno (ARCE et
al., 2007; DIAZ, ESPINOSA e BRIGNOLE; 2004; YADAVA et al., 2004;
STEINBRECHER et al., 1999), por conseguinte, seus residuos podem ser de

grande interesse.

[011]. No caso dos dleos essenciais dos citricos em geral, o R-(+)-
limoneno é seu componente mais expressivo, atingindo concentragoes
de 90 a 96%. Aproximadamente 50 mil foneladas de R-(+)-limoneno sGo
recuperadas ao ano como subproduto da industria citrica mundial. O
limoneno é geralmente separado do 6leo essencial obtido no suco de
laranja pela sua baixa solubilidade em dgua, alta tendéncia &
autoxidac@o e polimerizagcdo, e formacdo de "off-flavors”, tornando-se
um subproduto industrial adequado para bioconversdées a compostos
de alto valor comercial (BERGER; KRINGS, 2002).

[012]. Para que o dleo essencial de laranja, que € altamente rico
em limoneno, possa ser obtido é necessdrio que este seja separado. A
partir do momento em que este dleo é extraido na industria ele obtém

valor comercial e passa a ter potencial para comercializacdo,
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deixando, para muitas indUstrias, de ser um residuo e assim tornd-se um
subproduto. Enfretanto, hd ainda industrias e pequenas empresas em
gue a casca e o bagaco de laranja sdo descartados, sem que o dleo
essencial seja extraido. O residuo proveniente dessas fontes poderd ser
utilizado como substrato em fermentacdo no estado sdlido, além dos
subprodutos de origem industrial que poderdo ser utilizados em conjunto

com outros residuos e subprodutos ricos em terpenos.

[013]. Apesar da existéncia de vdarias rotas metabdlicas para a
biotransformacado do limoneno, muitos estudos revelam o efeito inibidor
do limoneno em vdarios micro-organismos. Segundo Maroéstica Junior e
Pastore (2007a), seis rotas principais de conversdo do limoneno podem
ser distinguidas (Figura 1): oxidacdo do substituinte metila a compostos
perilicos; conversdo da dupla ligagcdo do anel ao diol correspondente;
oxidacdo daliica a cis, frans carvedis e carvona; epoxidagdo da ligacdo
dupla na unidade isoprenil a a-Terpineol; oxidacGo aliica a

isopiperitenol e epoxidacdo da ligacdo 8,9 a limoneno-8,9-epdxido.
a-pineno e B-pineno

[014]. O pineno, de formula molecular C10H16, € um terpeno
biciclico que pode ser encontrado nos dleos essenciais de alecrim,
cipreste, cominho, lavanda e também na terebentina, um liquido
incolor obtido a partir da destilagdo da resina de algumas coniferas —
especialmente de Pinus eliottii aqui no Brasil. Pouco solUvel em dgua,
trata-se de um componente que apresenta dois isdmeros opticos ativos:
o alfa e o beta pineno, ambos com massa molar de 136,24 g/mol e com
88,16% de carbono e 11,84% de hidrogénio. Sdo termicamente instdveis,
como diversas outras subst@ncias dos dleos essenciais, inflamdaveis e
podem ser obtidos (por biossintese) a partir do geranil pirofosfato, um
precursor dos terpenos (AZAMBUJA, 2009).
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[015]. O a-pineno e pB-pineno sdo monoterpenos largamante
distribuidos na natureza, além de também serem residuos industriais com
valor comercial reduzido (YOO; DAY, 2002). Coniferas como as
diferentes espécies de Pinus possuem elevadas concentracoes destes
terpenos (LUDLEY et al., 2009).

Uso de residuos

[016]. No Brasil, existe uma abundancia de residuos/ subprodutos
agroindustriais gue poderdo ser utilizados como substratos naturais para
a producdo de derivados de terpenocs, € que muitas vezes ndo

encontram aplicacdo econdmica.

[017]). O processamento de sucos citricos representa uma
importante industria de alimentos no mundo, no entanto gera residuos
que consistem em: cascas, polpa, sementes e melaco citrico. A
quantidade de residuos obtidos a partir de frutas citricas € de 50% da
fruta original. O residuo permanece apds a extragcdo do suco e do dleo
essencial. Em 2014, o Brasil deverd colher 16.452.150 t de laranja (IBGE,
2014). O valor de producdo é cerca de R$ 5 bilhdes, o que representa
29.3% do valor da produgdo brasileira alcancado pelas frutiferas. A
cultura estd concentrada em S&o Paulo, responsdvel por cerca de 80 %
da produgdo brasileira, e onde estdo localizadas as maiores empresas
processadoras de laranja, tornando o estado © maior produtor da fruta
no mundo, e tfambém o maior produtor e exportador de suco (IBGE,
2009). O processamento de suco de laranja produz uma enorme
qguantidade de residuo de processo (TING; ROUSEFF; 1983). Isto constitui
aproximadamente 50% do peso e prové excelentes modelos para
produtos de valor agregado. A casca e outros bioprodutos sGo secos e
comercializados como ragdo animal, entretanto o preco de venda do

produto é baixo e a evaporac@o da dgua consome largas quantidades
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de calor. (GROHMANN; BALDWIN, 1992). De acordo com Ashbell (1992)
o bagaco da laranja compreende cerca de 42% do total da fruta.
Mahmood. Greenman, e Scragg {1998) verificaram a existéncia de 46%

de bagaco, casca e sementes, recuperando 54% de suco.
Qualidade e Tecnologia

[018]. O aumento na utilizacdo de aromatizantes faz com que as
empresas busquem fontes alternativas. As rotas convencionais de
sintese quimica e o isoclamento de plantas continuam sendo viaveis, mas
a produgdo biotecnoldgica se apresenta como uma nova opgdo, pois

permite a obtencdo de aromas naturais.

[019]. A producdo biotecnolégica se desenvolve como opgdo
atrativa, pelo fato dos aromas produzidos por fermentacdo serem
considerados naturais. Além disto, a Biotecnologia oferece vantagens
em relagdo & extracdo tradicional de materiais boténicos, com as
vantagens de alta especificidade dos produtos finais, garantia de
suprimento durante todo o ano e a possibilidade de utilizacdo de
matérias-primas alternativas, como residuos agroindustriais (SOARES,
1998).

[020]. A biotransformacdo de terpenos representa uma alternativa
muito atrativa para producdo de aromas, pois se torna possivel em
condicoes brandas, ndo gera residuos toxicos e permite a produgdo de
aromas naturais que podem ser utilizados como flavors e fragréncia na
indUstria (DIONISIO et al., 2009).

Estado da Arte

[021]. Aromas naturais sdo obfidos exclusivamente mediante
métodos fisicos, microbiolégicos ou enzimdticos, a partir de matérias-

primas naturais. Entenda-se por isso os produtos de origem animal ou
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vegetal normalmente utilizados na alimentacdo humana, gque
contenham substé@ncias odoriferas e/ou sdpidas, seja em seu estado
natural ou apds um fratamento adequado, como torrefacdo e
fermentacdo, entre outros. Os aromas naturais sGo subdivididos em:
oleos essenciais; exiratos; bdlsamos; oleorresinas; oleogomarresinas e
isolados (PEREIRA, 2007).

[022]. As legislacbes norte-americana e européia referem-se aos
compostos de aroma naturais aqueles obtidos por processos fisicos
(extragcGo de suas fontes naturais) ou por processos enzimdticos e
microbianos que envolvem precursores isolados na natureza, sendo que
o composto obtido deve ser idéntico ao ja existente na natureza para
que a substincia seja legalmente rotulada como natural (SERRA;
FUGANTI; BRENNA, 2005).

[023]. R-(+)-a-Terpineol tem um odor tipicamente de Lilds
(Syringa L}, enquanto (S )-(-)-a- Terpineol tem um odor de fragréncias
mais coniferas. a-Terpineol € um dos compostos de aroma mais
comumente utilizados. E em sua maioria produzido quimicamente e esta
comercialmente disponivel em baixo custo (MAROSTICA JUNIOR;
PASTORE, 2007b). O a-Terpineol € um produto comercialmente
importante. Apenas pequenas quantidades sdo isoladas de obleo

essencial.

[024]. O o-Terpineol € um dlcool geralmente estGvel produzido por
sinfese quimica dcido-catalisada a partir de a-pineno ou dleo de
terebentina. E um importante produto comercial, normalmente
aplicado em sabonetes, cosméticos e preparacoes de flavor (BAUER;
GARB; SUBURG, 2001). A biotransformacdo de limoneno para a-Terpineol
como principal produto ja foi descrita por fungos Cladosporium sp,

Penicillium digitatum, Oxisporum e Fusarium . Para as bactérias, este
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caminho de conversdo tem sido relatado em Pseudomonas gladiiolos,
um recombinante de Escherichia coli e P. fluorescens (BICAS et al.,
2008). ‘

[025]. A producdo de a-Terpineol por meio da biotransformacao
tem sido registrada por alguns autfores, tendo sua concentracdo
maxima descrita de 3,2 g/L (Tabela 1).

Tabela 1: Trabalhos relatando a obtencdo do a-Terpineol por
biotransformacdo

Referéncia Substrato da Concentragcdo Microorganismo
biotransformac¢do obtida

Maréstica Oleo essencial de 450 mg /L Fusarium

Junior e laranja oxysporum
Pastore

(2007b)

an, Day e R-{+)-limoneno 3200 mg/L Penicillium
Cadwallader, digitatum
(1998)

Bicas et al., R-(+)-Limoneno 2400 mg/L Fusarium

(2008) oxysporum

[026]. De acordo com Maréstica Junior e Pastore (2007b), ha
relatos anteriores de Limoneno-1,2-diol ser o produto de
biotransformacdo majoritario em leveduras e fungos filamentosos € um
produto minoritario obtido através de biotransformacdo com linhagens
de bactérias. Uma linhagem de Cladosporium sp também se mostrou
capaz de atacar a ligagdo 1,2 do limoneno resultando em cis- e
transdiol como produtos principais, gerando concentracoes finais de 0,2
e 1,5 g/L (VAN DER WERF; SWARTS; DE BONT, 1999).
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[027]. Segundo informagdes do site da empresa The Good Scents
Company (2011) o limoneno-1,2-diol ou limoneno glicol € um composto
que possui odor de menta fresca, de aplicacdo em alimentos. O
limoneno-1,2-diol € um composto que j& teve sua aplicagcdo reportada
em dalimentos, porém tem suas propriedades e toxicidade pouco
estudada (FDA, 2013). SGo poucos os trabalhos focando em limoneno-
1.2-diol como um produto majoritdrio de fermentacdo.

[028]. O mentol € um dlcool de monoterpenos ciclicos, que
possuem caracteristicas bem conhecidas de refrescancia e um cheiro
mentolado. Devido a estas propriedades € um dos mais importantes
aditivos aromatizantes, além de baunilha e de citrinos. Devido a esta
razdo, € utilizado em uma variedade de produtos de consumo, que
variom a partir de produtos de confeitaria tais como chocolate e goma
de mascar a produtos de cuidados orais, fais como pasta de dentes,
assim como em produtos medicinais devido a sua refrescéncia e os
efeitos bioldgicos. Mentol natural é isolado a partir de Mentha
canadensis, mas fambém podem ser sintetizadas quimicamente numa
escala industrial por meio de vdrios processos (KAMATOU et al., 2013).

[029]. O mentol € o principal constituinte do dleo de horteld-
pimenta, uma preparacdo de ervas comumente usado para fratar
nduseas, espasmos durante irritacdes intestinais e espasmos durante
colonoscopia (AMATO; LIOTTA; MULE, 2014).

[030]. A demanda mundial de mentol é alta e foi estimado
anteriormente em 30.000 a 32.000 toneladas métricas por ano. O mentol
ndio € um composto predominante dos dleos essenciais, uma vez que
ele s6 pode ser encontrado como um constituinte de um nimero
limitado de plantas aromdaticas. Estas plantas sGo conhecidas por
apresentar atividade bioldgica in vitro e in vivo, tais como agentes

antibacterianos, antifingicos, anti-prurido, anti-cancro e analgésicos, e
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é também um fumigante eficaz. Alem disso, © mentol € um dos terpenos
mais eficazes utilizados para aumentar a penetracdo dérmica de
farmacos (KAMATOU et al., 2013).

[031]. Carvona é definido por Carvalho e Fonseca {2006) como
tendo odor de horteld doce. Carvona tem grande importéncia como
fragréincia e sabor, relevancia na drea meédica e outros aplicacoes.

[032]. O terpeno carvona tem sido ulilizado hd vdarios séculos
como fragréncia e sabor através da utilizacdo das sementes de
alcardvia e hortel@-comum. As suas sementes, cujo 6leo contém entre
50% e 70% de (4S)-(+)-carvona, tém sido utilizadas como aromatizante
de pdo [rye}, queijo, chucrute, doces, carne, molhos e licores. A
carvona tem sido utilizada ultimamente, sobretudo nos Paises Baixos, no
armazenamento em longo prazo de batatas. A carvona impede de
forma mais eficaz do que os produtos quimicos utilizados habitualmente
para que as batatas grelem, ao mesmo tempo em que apresenta uma
menor toxicidade para o ser humano. Além disso, este terpeno
apresenta propriedades anti-fungicas e anti-bacterianas (CARVALHO;
FONSECA, 2006).

[033]. Pouquissimos trabalhos registraram a producdo de carvona.
A produ¢cdo biotecnolégica de carvona usando limoneno como
precursor ja foi descrita em alguns estudos (CARVALHO; FONSECA, 2003;
VANEK; VALTEROVA; VALSAR, 1999), porém publicacdes a respeito do
assunto sGo bastante escassas.

Vantagens do uso de residuos agroindustriais

[034]. A utilizacdo ou o aproveitamento destes residuos apresenta
uma importante solucdo ambiental porque esses podem ser destinados
aos bioprocessos industricis como matérias-primas e que geram desta
forma novos produtos. Como os residuos apresentam baixo custo,

apresentam vantagem econdmica porque se inserem em bioprocessos
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como insumos alternativos, reduzindo custos de processos e desta forma
viabilizam a producdo de um determinado bioproduto de interesse.
Além disso, formam uma cadeia de producdo, porque residuos sdo
subprodutos de determinado processo que passam a ser insumo de um
novo processo [bioprocesso). Em suma, os residuos agro-industriais séo
de baixo custo, apresentam boa disponibilidade e podem conter muitas
substéncias de alto valor, ou ser convertidos em produtos de importante
valor econdmico, € ao mesmo tempo, promover a reducdo da
disposicdo de residuo no meio ambiente, diminuindo assim a poluicdo
ambiental.

[035]. Residuos agro-industriais tais como farelos, cascas, palha,
bagacos, residuos de frutas e sementes usados como matéria-prima em
bioprocessos comportam-se como excelentes substratos para o
crescimento de microorganismos, pois fornecem nutrientes essenciais
(Pandey e Radhakrishnan, 1992; Pandey et al., 1994; Pandey e Soccol,
1998; Pandey et al. , 2000). Sua aplicagdo em bioprocessos também
oferece vantagens em biorremediacdo e detoxicacdo bioldgica de
compostos toxicos (Ramachandran, 2000).

[034]. Partindo desse conhecimento, e afravés de inUmeros
estudos e experimentos, verificou-se que a utlillizagcdo dos residuos
agroindustriais tais como cascas, polpas, bagacos e residuos liquidos
contendo terpenos possuem grande potencial para a producdo pelas
espécies de Diaporthe sp. e R. mucilaginosa de compostos derivados de
interesse na industria, seja como, componente de aromas  ou
fragrancias.

Descricdo Resumida da Invencéo

[037]. A presente invencdo tem como objetivo prover um

processo para a producdo dos derivados de limoneno e terpenos, tais

como: Limoneno-1,2-diol, carvonag, a-terpineol e mentol, utilizando
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residuos agroindustricis sélidos e liguidos, bem como outros meios
formulados a partir de substratos naturais e/ou sintéticos, tais como da
industria de processamento de frutos citricos como laranja.

[038]. Mais especificamente, a presente invencdo tem como
objetivo o processo de produgdo de derivados da biotransformacdo do
limoneno com o fungo isolado do género Diaporthe sp. (Phomopsis) e a
levedura Rhodotorula mucilaginosa a partir de produtos de descarte e
subprodutos do processamento frutos citricos e matérias-primas e
residuos liquidos de qualguer natureza contendo fontes de terpenos.
Portanto, a presente invencdo tem por objetivo reaproveitar produtos e
subprodutos citricos ou ndo, ricos em terpenos para producdo de novos
produtos naturais (bioaromas) de interesse na industria alimenticia e de
aplicacdo cosmética ou farmacéutica como o mentol, a-terpineol,
limoneno-1,2-diol e carvona.

Citacdo das Figuras

[03%]. Na figura 1, apresenta-se o fluxograma da producdo de

compostos de aromas derivados de terpenos por fermentacdo no

estado sélido.

[040]. Na figura 2, apresenta-se o fluxograma da produgdo de
compostos de aromas derivados de terpenos em fermentacdo

submersa.

Descricdo Detalhada da Invencdo

[041]. As matérias-primas utilizadas nos estudos e experimentos do
processo da presente invencdo foram adquiridas no comércio local do

estado do Parand, Brasil.
Preparo do substrato residuo de laranja

[042]. O residuo da extragcdo do suco de laranja, consistindo em

casca e bagago, foi ulilizado como substrato para os processos
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fermentativos. Os substratos sélidos “in natura” {casca + bagago) foram
cortfados em fragmentos e secos em estufa com circulagdo de ar a
uma temperatura de 60 °C com a finalidade de evitar contaminacdo
durante sua armazenagem, além de facilitar posterior moagem. Foram
triturados em moinho de facas e classificados granulometricamente

enfre 2 e 3 mm; entre 2 mm e 0,8 mm e abaixo de 0,8 mm.
Composicdo média do residuo da laranja

[043]. O residuo de laranja (casca + bagaco) € oriundo do
comeércio local, sendo constituido de uma mistura de bagago e casca
de laranja. A quantidade de dleo essencial no residuo de laranja atinge
um valor méximo de 6,56% ou 65,6g/kg de residuo para um total de
cinco lavagens na extracdo e um valor de 5,36% ou 53,6g9/kg para duas
lavagens. As concenfragdes dos produtos foram analisadas apods
extracdes com duas lavagens e tomaram como base em sua andlise

uma quantidade de 6leo essencial de 5,36%.

Tabela 2: Composicdo fisico-quimica do residuo (casca+bagaco)

de laranja.
Constituintes Residuo de
laranja
Umidade (%) 14,2+0,14
Acucares redutores (%)  10,13+0,99
AcuUcares totais (%) 21,13+ 1,57
Proteinas (%) 5,69
Cinzas (%) 3,20+0,12
Lipidios (%) 2,89+0,15

Carbono/Nitrogénio (%) 31,70
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Tabela 3: Porcentagem de limoneno, a-pineno e PB-pineno no

residuo de laranja.

R-(+)-Limoneno (%) B-pineno (%) a-pineno (%)
95,32+ 0,94 0,4+0,04 0,235+ 0,005

Preparo do meio para inéculo

[044]. O indculo em forma de pellets € obtido através do cullivo
do fungo por um periodo de 5 dias em um meio natural a base de
extrato de laranja. O extrato é preparado em banho-maria sob fervura
por 20 minutos, na concentracdo de kg de residuo seco/L de dgua. O
extrato €& filtrado e separado em Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL
em cada um deles. Apoés adicdo de sulfato de amédnio (5g/L), o meio foi
autoclavado por 15 minutos a 121°C. O pré-inéculo provém suspensdo
aquoso do cultivo da cepa em meio PDA por 7 dias. SGo utilizados 2
frascos de PDA a cada 25 mlL de Ggua, uma vez que o fungo Diaporthe
sp (Phomopsis) ndo apresenta producdo de esporos nestas condigdes.

O volume de in6culo é fixado em 3 mL.
Preparo do meio sélido e fermentacdo em estado sélido

[045]. O residuo de laranja (casca + bagago) foi selecionado
como substrato para fermentacdo em estado sélido considerando
maior quantidade de dleo exiraido (5,36%) e que apresentou 95% de
limoneno em detrimento ao baixo teor de terpenos dos outros substratos
testados. O teor de dgua inicial € gjustado de acordo com a
capacidade maxima de absor¢gdo do substrato em 80%, a qual mostrou
a melhor condic@o para o processo. Apds os experimentos, o pH inicial
do meio para o processo foi gjustado ou ndo, na faixa de 4,5 a 6,0 com
hidréoxido de sodio. A temperatura foi fixada em 30°C, a razdo de
inéculo para o meio extrato de laranja foi fixada em 6 mL e a

granulometria entre 2mm e 3mm. Os meios de cultivo sdo esterilizados
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em autoclave a 121°C por 15 minutos. O processo fermentativo é de 5 a
8 dias.

Fermentagdo submersa

[046]. Apds o preparo do meio exirato de laranja e sua
inoculacdo, os microorganismos crescem por 5 dias (Diaporthe sp.) ,
quando entdo hd a adicdo de 0,5% de limoneno para a batelada
unica ou 0,125%/dia durante 4 dias para a batelada alimentada. O
processo fermentativo dura de 10 a 12 dias. O processo mais vanigjoso
€ o de batelada Unica, com uma producdo de limoneno-1,2-diol que
atinge o dobro da batelada alimentada. Para o processo utilizando a
cepa (R. mucilaginosa), o inoculo é preparado em caldo YM ou extrato
de laranja durante 48h. A fermentacdo pode ocorrer em meio extrato
de laranja (casca+bagag¢o) ou meio mineral adicionados de 0,5% de

limoneno.

Tabela 4: Concentfracdes obfidas dos produtos estudados com a
cepa Diaporthe sp (Phomopsis) na fermentacdo submersa e na

fermentacdo em estado sélido em g/kg de substrato.

Método Limonene-1,2-diol (-) Mentol a-Terpineol D-Carvona
Fermentagdo 2,10 g/L 0,28 g/L 0,26 g/L 0,25 g/L
submersa
Fermentacdo 3,32 g/kg - 0.41 g/Kg -
em estado
solido
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REIVINDICACOES
PROCESSO PARA A PRODUCAO DE DERIVADOS DE TERPENOS

POR DIAPORTHE SP. E RHODOTORULA MUCILAGINOSA caracterizado
pelo uso desses derivados como aromas para alimentos processados,

como produtos com propriedades bioativas e na reducgdo de

toxicidade dos terpenos presentes em materiais utilizados como

substratos da fermentacdo.

2.

PROCESSO PARA A PRODUCAO DE DERIVADOS DE TERPENOS

POR DIAPORTHE SP., de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

por compreender:

L]

L ]

L4

3.

Secagem dos residuos solidos/subprodutos;

Moagem e classificagcdo dos residuos sélidos/subprodutos;
Preparo do meio de fermentacdo;

Esterilizacdo do meio de fermentacdo;

Preparo do meio de indculo a partir de extrato de laranja e
pellets de Diaporthe sp;

Fermentacdo em estado sélido;

Extracdo de compostos aromaticos.

PROCESSO PARA A PRODUCAO DE DERIVADOS DE TERPENOS

POR DIAPORTHE SP. E RHODOTORULA MUCILAGINOSA, de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado por compreender:

L

L4

&

Secagem dos residuos solidos/subprodutos;

Moagem e classificacdo dos residuos sélidos/subprodutos;
Preparo do meio de fermentacdo a partir de extrato de laranja
e esterilizacdo;

Preparo do meio de inéculo a partir do meio de fermentacdo
esterilizado e da adicdo de Diaporthe sp e Rhodotorula

mucilaginosa;



e Adicdo de limoneno ao meio esterilizado;
o Fermentacdo submersa;

o Extracdo de compostos aromdaticos.

4, PROCESSO PARA PRODUCAO DE LIMONENO-1,2-DIOL POR
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO caracterizado por ufilizar fungo
Diaporthe sp  (Phomopsis) em  substrato/suporte  de  laranja

(casca+bagaco) e/ou outras frutas citricas e/ou plantas aromdaticas

ricas em terpenos naturais.

5. PROCESSO DE PRODUCAO DE LIMONENO-1,2-DIOL POR
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO PELO FUNGO DIAPORTHE SP
(PHOMOPSIS), de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado por

utilizar laranja (casca+bagaco) como substrato/suporte e compreender
fermentag¢do realizada em pH entre 4,5 - 6,0, com taxa de indculo de 6
mL e tempo de fermentacdo entre 5 a 8 dias & temperatura 30 °C, com

substrato de granulometria 2 - 3 mm e apresentando 80% de umidade.

é. PROCESSO DE PRODUCAO DE LIMONENO-1,2-DIOL POR
FERMENTACAO SUBMERSA A PARTIR DO INOCULO DO FUNGO
DIAPORTHE SP (PHOMOPSIS) caracterizado por utilizar como substrato

extrato de laranja (casca+bagaco) e/ou outras frutas citricas e/ou

plantas aromdticas ricas em fterpenos naturais fermentado, em

batelada Unica (0,5% limoneno) apods 5 dias de crescimento.

7. PROCESSO DE PRODUCAO DE LIMONENO-1,2-DIOL POR
FERMENTACAO SUBMERSA PELO FUNGO DIAPORTHE SP (PHOMORPSIS), de

acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado por ufilizar extrato de

laranja (casca+bagaco) como substrato, em batelada alimentada

(0,125% de limoneno) por 4 dias.

8. PROCESSO DE PRODUCAO DE MENTOL POR FERMENTACAO
SUBMERSA A PARTIR DO INOCULO DO FUNGO DIAPORTHE SP
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(PHOMORPSIS), caracterizado por utilizar  extrato de laranja

(casca+bagago) como substrato em  batelada Unica (0,5% limoneno)

apods 5 dias de crescimento.

9. PROCESSO DE PRODUCAQO DE MENTOL POR FERMENTACAO
SUBMERSA COM O FUNGO DIAPORTHE SP (PHOMOPSIS), caracterizado
por ufilizar extrato de laranja (casca+bagaco) em batelada alimentada
(0,125% limoneno) por 4 dias.

10. PROCESSO DE PRODUCAO DE ALFA-TERPINEOL POR
FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO PELO FUNGO DIAPORTHE SP
(PHOMORPSIS), caracterizado  por utilizar extrato  de laranja

(casca+bagago) como substrato/suporte e compreender fermentacdo
realizada em pH entfre 4,0, com taxa de indculo de é mL e tempo de
fermentagcdo entre 7 dias & temperatura 30 °C, com substrato de

granulometria 0,8 -~ 2 mm e apresentando 80% de umidade.

11. PROCESSO DE PRODUCAQO DE ALFA-TERPINEOL POR CULTURA
SUBMERSA PELO FUNGO DIAPORTHE SP (PHOMOPSIS) CRESCIDO,
caracterizado por ufilizar como substrato extrato de laranja

[casca+polpa) em batelada Unica (0,5% limoneno} por 5 dias de
fermentacdo.
12. PROCESSO DE PRODUCAQ DE ALFA-TERPINEOL POR CULTURA

SUBMERSA PELO FUNGO DIAPORTHE SP (PHOMOPSIS) caracterizado por
utilizar como substrato extrato de laranja (bagaco+caldo) em batelada

alimentada (0,125% limoneno) por § dias de fermentacdo.

13. PROCESSO DE PRODUCAO DE ALFA-TERPINEOL, CARVONA E
MENTOL caracterizado por ser realizado em fermentacdo submersa a

partir da levedura Rhodotorula mucilaginosa crescida em caldo YM em

meio mineral adicionado de limoneno comercial.
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14. PROCESSO DE PRODUCAQO DE ALFA-TERPINEOL, CARVONA E
MENTOL POR FERMENTACAO SUBMERSA caracterizado por ser realizado
pela levedura Rhodotorula mucilaginosa crescida em caldo YM em

meio extrato de laranja adicionado de limoneno comercial.
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RESUMO
BIOPROCESSO PARA A PRODUGCAO DE DERIVADOS DE TERPENOS POR
DIAPORTHE SP. E RHODOTORULA MUCILAGINOSA

A presente invencdo frata de um processo para a producdo de
derivados do limoneno por fermentacdo sdlida e liguida a partir da
biotransformacdo resultando em limoneno-1,2-diol, carvona, (-)mentol e
a-terpineol. O processo agrega a elaboracdo de meios naturais para
fermentacdo e producdo do indculo. O bioprocesso tecnoldgico é
alternativo para a obtencdo de aromas e flavors naturais derivados de
limoneno, uma vez que tal processo € brando e ndo gera residuos
toxicos, possui baixo custo devido a utilizagdo de residuos e subprodutos
baratos. Outra vantagem do processo € a ndo dependéncia de fontes
naturais sazonais ou escassas como a exfragdo vegetal. O processo
utiliza microorganismos isolados do meio ambiente, e produtos e
subprodutos que contém terpenos como os do processamento de
laranja e citricos, para a realizacdo da fermentacdo em estado sélido e
submersa, além de outras matérias-primas tais como vegetais, cascas,
farelos, sementes e residuos liquidos de distintas naturezas, como fontes

de terpenos.



	Folha de Rosto
	Relatório Descritivo
	Reivindicações
	Desenhos
	Resumo

