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BIOCONVERSAO DE L-FENILALANINA EM 2-FENILETANOL POR
Kluyveromyces marxianus EM MOSTO DE UVA !
Autor: Juliano Garavaglia

Orientador: Prof. Dr. Marco Antdnio Zachia Ayub

RESUMO

O 2-feniletanol ¢ um 4alcool superior que possui aroma caracteristico de
pétalas de rosas. E utilizado pela industria de perfumes e fragrancias e em menores
volumes, na industria de alimentos. Pode ser obtido através de extratos naturais de
muitas flores, da sintese quimica a partir do estireno e benzeno, e também, por vias
biotecnoldgicas com o uso de microrganismos. Leveduras s3o consideradas
microrganismos bons produtores de 2-feniletanol através da bioconversao a partir de L-
fenilalanina, o precursor natural de 2-feniletanol, que ¢ fortemente dependente do meio
e das condi¢des de cultivo. Foram testadas diferentes cepas de levedura, utilizando-se
um meio semisintético. O mosto de uva foi utilizado na bioconversdo a partir da L-
fenilalanina e um planejamento fatorial 2° foi utilizado para a otimizacio da
bioconversdo testando-se diferentes condi¢des de pH, temperatura e concentragdo de L-
fenilalanina. Foram realizados cultivos com mosto de uva pasteurizado (100 °C por 30
min) em biorreatores de 2L, testando-se diferentes sistemas de aeragdo e agitagdo, 250
rpm de agitacdo, 1 vvm e 250 rpm e 2 vvm e 500 rpm. A levedura Kluyveromyces
marxianus CBS 6556 produziu 0,19 gL' de 2-feniletanol, demonstrando ser a melhor
cepa produtora. No mosto de uva pasteurizado, esta cepa foi capaz de produzir 0,51 gL
(aumento de 60% na producdo). Altos rendimentos foram encontrados a temperatura de
37 °C, pH 7,0 e a uma concentragdo de L-fenilalanina de 3,0 gL™'. A aeragdo de 1 vvm e
agitacdo de 250 rpm, demonstrou ser um fator importante para a bioconversao,

K.marxianus CBS 6556 produziu 0,77 gL de 2-feniletanol, com um rendimento de

0,62 gg™.

! Dissertagio de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil.
(104p.) Marco, 2006.
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BIOCONVERSION OF L-PHENYLALANINE INTO 2-PHENYLETHANOL BY
Kluyveromyces marxianus YEASTS IN GRAPE MUST !
Author: Juliano Garavaglia

Advisor: Prof. Dr. Marco Antonio Zachia Ayub
ABSTRACT

The 2-phenylethanol is a high alcohol, which is the characteristic aroma of
the rose petals. It is mainly used for perfume and fragrance industries and, in smaller
proportions, in the food industry. 2-phenylethanol can be produced through chemical
synthesis with benzene or styrene, extracted from several flowers, or by biotechnology
technology with some microorganisms. Yeasts are know as the best producers of 2-
phenylethanol by the bioconversion from L-phenylalanine, the natural precursor of 2-
phenylethanol, that is strongly affected by medium composition and culture conditions.
different types of yeasts were tested, utilizing a semisintetic medium. The grape must
was used in the bioconversion and a 2’ factorial design was used to optimizing the
bioconversion, testing different conditions of pH, temperature and L-phenylalanine
concentration. Were realized cultivations with pasteurized grape must (100 °C for 30
minutes) during bioreactor experiments, under different conditions of aeration rate and
rotation speed, 250 rpm, 1 vvm and 250 rpm and 2 vvm and 500 rpm. The yeast
K.marxianus CBS 6556 can produce 0.19 gL' of 2-phenylethanol, showed be the best
producer. In the grape must, the yeast made 0.51 gL' of 2-phenylethanol (60 % higher
production). Higher yields were found with 37 °C, pH 7.0 and 3.0 gL' of L-
phenylalanine. The aeration rate of 1 vvm and a speed rotation of 250 rpm was showed
an the best conditions to the bioconversion, during this cultivations, K.marxianus CBS

6556 was able to produce 0.77 gL', and yields of 0.62 gg' of 2-phenylethanol.

' Master of Science Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology,
Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS, Brasil. (104p.). March, 2006.
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1- INTRODUCAO

Aromas naturais podem ser definidos como produtos que sdo convertidos
por células livres ou enzimas isoladas. Recentemente, através da preferéncia dos
consumidores por produtos naturais, estimulou-se o desenvolvimento de pesquisas
utilizando processos biotecnoldgicos envolvendo microrganismos. Entretanto, a
producdo de aromas por microrganismos ¢ muito dependente de varios fatores
quimicos, fisicos e biologicos.

Os fungos podem produzir, industrialmente, uma infinidade de metabolitos
aromaticos durante o processo fermentativo. Alcoois superiores sio formados em
grandes quantidades durante o processo de fermentacdo alcoodlica, tanto em leveduras
quanto em fungos filamentosos. A sua presenga ¢ considerada essencial para influenciar
a qualidade organoléptica de muitos produtos alimenticios obtidos por fermentagao.

Dentre estes compostos, os que possuem aromas florais possuem maior
interesse industrial. Como exemplo disto, podemos citar o 2-feniletanol, que ¢ um
alcool superior aromatico que possui odor caracteristico de rosas. Este dlcool aromético
¢ um importante material para a industria de perfumes e fragrancias, porém também ¢

utilizado na industria de alimentos, mas em menores volumes.
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Naturalmente, é encontrado em oOleos essenciais de muitas flores, mas
principalmente, no O6leo essencial de rosas, onde se apresenta em elevadas
concentragdes. Pode ser obtido através de extragdes com solventes a partir das pétalas
de rosas, porém seu preco ¢ muito elevado e inviabiliza sua utilizagdo pela industria.

Sendo assim, a maioria do 2-feniletanol utilizado ¢ produzida por via
quimica, através de reagdes cataliticas que utilizam compostos toxicos e poluentes, e sua
pureza nem sempre € elevada. O preco ¢ um fator crucial e importante para distinguir os
dois produtos. Além disso, a obtencao de 2-FE utilizando vias biotecnoldgicas ¢ uma
maneira de diminuir e/ou minimizar a presenga de impurezas.

A producdo de 2-feniletanol ¢ aumentada quando em cultivos de leveduras
sao enriquecidos com L-fenilalanina, um isomero do aminodcido fenilalanina, da
familia dos aminoacidos aromaticos. Dentre os diferentes produtores, as espécies de
leveduras Kluyveromyces marxianus possuem vdrias vantagens. Além de sua aplicagcao
em processos industriais, ndo sdo microrganismos patogénicos e apresentam altos
rendimentos.

De maneira geral, a produg¢do de 2-feniletanol depende principalmente do
meio de cultura e do microrganismo utilizado no processo.

O objetivo do trabalho foi buscar uma levedura capaz de produzir 2-
feniletanol com bons resultados através da bioconversdo a partir de L-fenilalanina,
utilizando-se o mosto de uva como meio para aumentar a produgdo de 2-feniletanol e
posterior otimizagdo das condigdes de cultivo, utilizando-se um planejamento fatorial
completo com trés variaveis independentes. Obtidas as condi¢des Otimas para a
bioconversdo, o cultivo foi realizado em biorreatores, testando-se as condicoes de

aeracdo e agitacdo favoraveis ao processo.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Aroma nos alimentos

O termo “flavor”, ainda nao estd precisamente definido, porém vem sendo
utilizado para designar tanto percepgoes no paladar, quanto, estimulos olfativos, através
do nariz e todos os 6rgaos do sistema olfativo humano (Webb, 1967). A FIGURA 1
exemplifica as interagdes ocorridas para formar o “flavor” de muitos produtos.

Em alguns alimentos, principalmente naqueles provenientes de processos
fermentativos, o aroma e também o “flavor”, podem ser definidos por uma soma de
sensagdes complexas. Esta complexidade € resultado do sabor e odor caracteristicos dos
alimentos. Considera-se entdo, que o aroma percebido através das sensacdes olfativas se
mistura as percepgdes do paladar.

No caso especifico do vinho, um aroma agradavel se da pela harmonia
existente no balango entre a acidez, o gosto doce e salgado, e também, com o amargor
(Bayonove, 2000). Mas ainda ha a influencia da adstringéncia e do contetido alcodlico

do vinho, ambas sensacdes percebidas através do tato (Bidan, 1975).
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“FLAVOR”

\ 4
A

Impressdo sensorial

PALADAR SENTIDO DE TATO

Impressao gustativa Impressao tactil
A A

AROMA

\ 4
A

Odores gerais

FIGURA 1: Definigdes e interagdes entre “flavor”, aroma, paladar e sensagdes de tato

(Steinhart et al., 2000).

O conteudo aromatico de certos produtos ¢ originado através da matéria-
prima, ou seja, no substrato inicial € que se encontram as principais moléculas de aroma
que o caracterizam. De maneira geral, podemos encontrar na matéria-prima, aroma na
forma livre, ou entdo, na forma de precursores aromaticos. Durante o processamento de
alimentos, uma grande parcela dos aromas presentes na matéria-prima ¢ liberada. Ou
entdo, uma grande contribui¢do ¢ dada pelo processo de fermentacdo dos mesmos, seja
ma transformacdo de precursores aromaticos ou outros componentes essenciais do
substrato.

Um grupo importante de compostos de aroma permanece inalterado durante
o processamento e/ou fermentacdo da matéria-prima, sendo responséavel pela principal

parcela do aroma nos alimentos (Webb, 1967).
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Um segundo grupo, ¢ dado por compostos de aroma presentes na matéria-
prima, porém estes sofrem alteragdes durante a fermentagdo e/ou processamento. Um
terceiro grupo sao especificamente produzidos por leveduras durante o processo de
fermentagdo e posterior metabolismo dos aclicares ou outros componentes da matéria-
prima, como por exemplo, os precursores de aroma. A produgdo de aromas por
leveduras pode ser significativamente afetada pelas técnicas de produgdo, a cepa de
levedura utilizada, a adi¢ao de nutrientes e a temperatura de fermentacao (Hernandez-
Orte et al., 2005).

Sendo assim, o aroma dos alimentos ¢ dado por uma mistura de
componentes (Webb, 1967). Inumeros compostos aromaticos sao encontrados em
pequenas quantidades, originando complexidade e contribuindo para a qualidade do
aroma total. Desta forma, o aroma ¢ formado por varios componentes volateis, tomando
como partes do aroma e sabor de produtos alimenticios, tais como, vinho, cerveja,

queijos e demais alimentos obtidos por fermentagao (Gatfield, 1988).

2.2- Aromas naturais e sintéticos:

De maneira geral, as moléculas aromaticas podem ser classificadas devido a
sua origem, em aromas naturais € aromas sintéticos. Schrader et al. (2004) afirma que
“flavors” naturais se refere a produtos derivados de bioprocessos iniciados por
substratos naturais, os quais ja foram identificados em plantas ou outras fontes naturais.
A partir desta ultima década, houve um substancial interesse cientifico e economico na
utilizagdo da biotecnologia para a produ¢ao de compostos volateis de aroma (Feron et

al., 1996).
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Este incremento na producao ¢ decorrente do aumento na demanda por
aromas naturais, for¢ando os produtores a buscarem rotas alternativas para a obtencao
destes compostos. As rotas de sintese quimica convencionais ou o isolamento a partir de
plantas, ainda sdo vidveis, porém a geracdo de aromas por biotecnologia ¢ altamente
atrativa (Krings e Berger, 1998). A partir de 1970, inimeras pesquisas foram
direcionadas na sintese microbiana e/ou enzimdtica de fragrancias e aromas quimicos
(Rabenhorst, 2000). Na Europa, EUA e Brasil, aromas naturais sao claramente definidos
legalmente.

Na Europa (Diretiva 88/388/EEC), o termo “natural” ¢ definido por uma
“substancia flavorizante, a qual ¢ obtida por apropriados processos fisicos (incluindo
destilacdo e extracdo com solventes) ou processos enzimaticos ou microbiologicos a
partir de material de origem vegetal ou animal, tanto na forma de matéria-prima, quanto
no estado apds o processamento para utilizagdo no consumo humano através de
tradicionais processos de obtencdo de alimentos (incluindo secagem, torrefagdo e
fermentagao).”.

Nos EUA (CFR de 1993), “o termo flavor natural ou flavorizante natural é
dado por 6leos essenciais ou oleoresinas, esséncias ou extratos, hidrolisados protéicos,
residuos de destilacao, ou qualquer produto obtido por torrefacdo, aquecimento ou lise
com enzimas, o qual contenha os constituintes de aroma derivado de especiarias, suco
de frutas, vegetais ou suco de vegetais, leveduras comestiveis, ervas, arvores (casca,
brotos, raizes, folhas ou similares), carnes, frutos do mar, aves domésticas, ovos,
laticinios ou produtos da fermentagdo que possuam significancia tanto nutricional ou

flavorizante no alimento.”.
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No Brasil (portaria da ANVISA n°. 645 de 1997), “aromatizantes ou aromas
naturais sdo obtidos exclusivamente mediante métodos fisicos, microbiologicos ou
enzimaticos, a partir de matérias-primas aromatizantes/aromas naturais. Entende-se por
matérias-primas aromatizantes/aromas naturais os produtos de origem animal ou vegetal
normalmente utilizados na alimentacdo humana, que contenham substancias odoriferas
e/ou sapidas, seja em seu estado natural ou apds um tratamento adequado (torrefacao,
coccdo, fermentacdo, enriquecimento, enzimadticos, etc.). Os aromatizantes/aromas
naturais compreendem Oleos essenciais, extratos, balsamos, oleoresinas e
oleogomaresinas e substancias aromatizantes/aromas isolados.”.

A producao de aromas naturais durante fermentagdes microbianas ¢ uma
tecnologia competitiva para obter moléculas quimicas que sdo isoladas de extratos de
plantas, 6leos essenciais ou outras fontes (Rabenhorst, 2000). Muitos microrganismos
sao capazes de produzir “flavors” por meio da fermentagdo que ¢ iniciada por nutrientes
simples, tais como, agucares e aminoacidos (Janssens ef al., 1992).

A fermentacdo de alimentos ¢ resultado da atividade enzimatica de culturas
microbianas, a qual modifica e melhora as caracteristicas aromaticas dos produtos
(Feron et al., 1996). A biocatalise compreende o uso de enzimas isoladas ou através de
culturas microbianas complexas sobre substratos naturais, que podem ter interesse
industrial (Schrader et al., 2004). Aromas sdo considerados compostos bioativos e com
caracteristicas altamente quirais, portanto o uso da biocatalise para a sua geragdo ¢
indispensavel (Krings e Berger, 1998).

A bioconversdo ou biotransfromacdo pode ser utilizada por diversos
processos microbianos ou enzimaticos para originarem compostos de aroma. A

bioconversdo ¢ muito barata, facilmente desenvolvida por microrganismos através do
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uso de precursores naturais, os quais sdo convertidos em moléculas altamente
aromaticas (Krings e Berger, 1998). Iniciada através de substratos especificos,
diferentes reacdes como oxidacoes, reducdes, hidrélises, reagdes de desidratagao,
formagdo de novas ligacoes C—C e varias reacdes de degradacdo podem ser realizadas
por microrganismos durante a biotransformagcdo de moléculas de aroma naturais
(Janssens et al., 1992).

Como exemplo, a vanilina composto caracteristico de 6leos essenciais de
vagens de baunilha, pode ser obtida a partir de guaiacol ou lignina (Rabenhorst, 2000).
Benzaldeido, composto com aroma caracteristico de cereja e améndoas, pode ser obtido
através do metabolismo da L-fenilalanina (Krings e Berger, 1998). y-decalactona, um
compostos que possui aroma e gosto de pé€ssego, pode ser obtido pela bioconversao a

partir do acido ricinoléico (Schrader, et al., 2004).

2.3- Compostos de aroma

O aroma de alimentos e bebidas fermentadas pode ser considerado como
muito complexo, pois ¢ o resultado de uma grande seqiiéncia de reagdes bioldgicas e
bioquimicas sobre a matéria-prima. Bayonove et al. (2000) afirma que o aroma do
vinho € composto por um elevado nimero de constituintes volateis (mais de 500 ja
identificados), cujas concentracdes vao desde algumas nanogramas a alguns miligramas
por litro.

Dentre os compostos aromaticos, os ésteres possuem uma crucial
importancia nas sensac¢des agradaveis do aroma (Torrea ef al., 2003). Os niveis de acido

isobutirico e isovalérico e de seus ésteres, dos alcoois isobutanol e isoamilico, de 2-
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feniletanol e seu éster acetato, de acetato de isoamila e de outros ésteres sdo encontrados
em quantidades muito variadas em alimentos obtidos por fermentagao (Hérnandez-Orte
et al.,2002).

Os ésteres acetatos possuem um aroma frutado (Torrea et al., 2003). Assim
sendo, os ésteres sao considerados compostos de aroma extremamente importantes na
qualidade organoléptica de inimeros produtos.

Lactonas geralmente possuem aroma agraddvel e sdo potentes materiais
aromatizantes, encontradas em frutas, vegetais, nozes, carnes, laticinios e produtos de
padaria (Gatfield, 1988). Acidos volateis pouco contribuem para a totalidade do aroma
de alimentos fermentados. Dentre estes, destaca-se o dacido acético (produto de
deterioragdo em alimentos), o butirico, o capréico, o amilico e o isovalérico. Os alcoois

superiores sao responsaveis pela qualidade do aroma de muitos produtos.

2.4- Alcoois superiores

Sao compostos produzidos pelas leveduras durante o metabolismo
fermentativo, sendo representados por inimeros compostos. Sao formados por alcoois
de cadeia simples ou ramificada, com niimero de carbonos maior que dois € com ponto
de ebuligdo superior ao do etanol (Bidan, 1975).

A formagao de alcoois superiores e ésteres durante a fermentacao alcodlica ¢
relacionada com a espécie de levedura envolvida (Cabrera et al., 1988). Alcoois
superiores podem ser produzidos diretamente a partir do metabolismo glicolitico dos
agucares, ¢ também através do catabolismo de aminoacidos (Bertolini et al., 1996). A

produgdo destes alcoois parece ser uma propriedade geral das leveduras, embora as
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quantidades produzidas variem nao somente de acordo com as condi¢des de cultivo,
mas também, com relacdo ao género, espécie e cepa de levedura (Giudici ef al., 1990).

A formacao de alcoois superiores se da a partir de substancias nitrogenadas.
Ehrlich (1906 -1912) foi o primeiro a demonstrar que estes alcoois se formam a partir
de aminoacidos correspondentes por meio da acdo de enzimas (Bidan, 1975). Os mais
importantes alcoois superiores sdo: o n-propanol derivado da treonina; o iso-butanol (2-
metil-propanol) derivado da valina; o alcool isoamilico (3-metil-butanol) derivado da
leucina e o alcool amilico ativo (2-metil-butanol) derivado da isoleucina (Zambonelli,
1999).

A adigdo do aminoacido correspondente ao meio de cultura antes da
fermentagdo leva a um aumento nos teores em alcoois superiores (Bidan, 1975). A
influéncia da fonte nitrogenada ¢ muito importante para a formagdao de dalcoois
superiores (Bayonove et al., 2000).

Podem ser considerados como produtos secundarios naturais da fermentagao
alcoolica, e sdo importantes constituintes de bebidas alcoolicas (Giudici et al., 1990). O
mecanismo de formagdao de alcoois superiores ocorre através da via de Erhlich e
compreende a acdo de enzimas e de co-enzimas. A utilizagdo de fontes de nitrogénio
secundarias pelas leveduras requer a sintese de enzimas catabolicas especificas e
permeases (Cruz et al., 2002).

Alternativamente, as leveduras podem formar pequenas quantidades destes
compostos através do metabolismo dos agucares. Quantidades significativas de alcoois
superiores sao formadas ao curso da fermentagdo alcodlica da levedura mesmo num
meio sem aminoacidos (Bidan, 1975). Sendo assim, a formagao de alcoois superiores

pode ocorrer a partir da concentragdo de acido piravico no interior da célula da levedura
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(Bidan, 1975; Bertolini et al., 1996 e Giudici et al., 1990). Sendo assim, o acido
piravico pode sofrer reagdes de reducao e descarboxilagao, formando diferentes alcoois
superiores; esta rota ¢ regulada pela quantidade de acidos cetonicos no interior da célula
da levedura.

Webb (1967), afirma que o hexanol se forma a partir da redu¢ao do acido
caprodico ao curso da fermentagdo alcoolica. O 2-feniletanol ¢ sintetizado pela levedura
tanto em presenga quanto na auséncia de fenilalanina, seu precursor natural (Bidan,
1975). Neste caso, a quantidade de alcoois formada ¢ proporcional aos agucares
assimilados (Bidan 1975). Outra rota utilizada pela levedura se da através do conteudo
de acidos cetonicos presente na cé€lula, os quais sdo gerados pela biossintese de
aminoacidos na levedura. Os mais importantes sdo: o acido piravico, o acido a-
cetolatico, o acido a-cetobutirico, o acido a-cetoisovalérico, o acido a-cetoisocaproico,
o0 acido a-ceto-B-metil-valérico e o acido cetohidroxibutirico (Bidan, 1975).

Porém, o alcool isoamilico € o alcool feniletilico sdo encontrados em

quantidades importantes durante a fermentacdo dos agucares (Webb, 1967).

2.4.1- Fatores importantes na producdo de &lcoois superiores

A levedura desempenha um papel fundamental na formacdo de &lcoois
superiores. Porém, o meio de cultura e as condi¢des de cultivo sdo importantes fatores
para se obter um alto rendimento. Os niveis de alcoois superiores formados durante a
fermentagdo do suco da uva dependem da temperatura de fermentacdo, da cepa de

levedura, dos nutrientes nitrogenados e das condi¢des de aeragdo (Ough e Bell, 1980).
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2.4.1.1- Fonte de nitrogénio

A complexidade da fonte de nitrogénio pode influenciar o metabolismo da
levedura e conseqiientemente, a quantidade de produtos secundarios da fermentagdo
alcodlica. A produgdo de alcoois superiores se d4 em funcdo dos teores de aminoacidos
e de amdnio do meio (Bidan, 1975). A adigdo de sais de amonio no meio de cultura gera
uma diminui¢do na formacdo de alcoois superiores, porém, um meio sem sais de
amonio propicia uma maior formagdo de alcoois superiores (Bidan, 1975).

A adi¢do de aminoacidos faz com que haja um aumento na producdo de
varios alcoois superiores devido a ativagdo da via de Erhlich (Giudici et al., 1990).
Existe uma forte correlagdo entre o espectro de aminodcidos no mosto € nos niveis
absolutos de alcoois superiores no vinho (Hernandez-Orte, et al., 2002).

A producdo de alcoois superiores ¢ potencializada com o aumento na

concentragdo de nitrogénio e glicose no meio e com a taxa de aeragdo (Bidan, 1975).

2.4.1.2- Fontes de carbono

Nao existe uma forte correlagdo entre a quantidade de agticares no meio e a
totalidade de dalcoois superiores formada. Porém, para a mesma concentragao de
nitrogénio no meio e diferentes quantidades de agticares, ha um aumento na producdo de
alcoois superiores em niveis maiores de acucares (Bidan, 1975). De maneira geral, a
natureza da fonte carbono gera uma forte influencia no metabolismo microbiano.
Estudos morfologicos revelam a predominancia da formas filamentosas em cepas de
K.marxianus quando cultivadas com etanol, glicerol ou maltose como fonte de carbonos

(Fabre et al., 1998).
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A natureza da fonte de carbono pode ter um papel importante na formagao
de alcoois superiores quando num meio pobre em nitrogénio (Bidan, 1975). A adicao de

acido malico pode aumentar a taxa de formacao de alcoois superiores (Webb, 1967).

2.4.1.3- Temperatura

Temperaturas baixas causam uma menor producdo de alcoois superiores. A
produgdo 6tima de alcoois superiores se dd a uma temperatura media de 25 °C (Bidan,
1975). A diferentes temperaturas, a maior taxa de producgdo de dlcoois superiores ocorre

a 20 °C, mais que em temperaturas de 15 ou 25 °C, 30 ou 35 °C (Zambonelli, 1999).

2.4.1.4- pH

De maneira geral, se formam mais alcoois superiores em pH ligeiramente
acidos, como pH 4,5 que em pH 4acido ou basico, como pH 2,6 ou pH 6,0,

respectivamente (Bidan, 1975)

2.4.1.5- Aeracéo

A taxa de oxigénio disponivel para a levedura desempenha uma importante
influencia sobre o seu metabolismo. Durante o processo de fermentagdo dos vinhos, ou
seja, em condi¢des anaerobias, hd uma maior produgdo de alcoois superiores, devido ao
metabolismo fermentativo da levedura. Porém uma aeracdo durante a fermentacdo
aumenta a quantidade de alcoois superiores formados, principalmente o isobutanol
(Bidan, 1975).

Estas variacdes ocorrem, pois ndo sdo os mesmos alcoois superiores que sao
formados em condigdes aerdbias e anaerobias (Bidan, 1975). Em aerobiose, os alcoois
isobutirico e isoamilico sdo formados em grandes quantidades (Crowell e Guymon,

1963).
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2.4.2- Importéncia aromatica dos alcoois superiores

Os alcoois superiores, assim como os ¢steres, sao quantitativamente
dominantes no aroma dos vinhos e sdo importantes nas propriedades sensoriais e
qualidade dos vinhos (Gil ef al., 1996). Alem disso, os alcoois superiores influenciam
grandemente o aroma e sabor de vinhos e outros alimentos obtidos por fermentagao
(Bidan, 1975).

Os 4lcoois superiores, em concentragdes moderadas (<0,3 gL™') formam uma
complexidade desejada ao aroma, porém em altas concentragdes, podem deteriorar o
aroma em sua sensagao global (Torrea ef al., 2003).

Os alcoois superiores sdo responsaveis, principalmente, pelas notas florais e
frutadas do aroma. Como exemplos, o alcool isoamilico (notas de banana), o alcool
feniletilico (notas de rosas e jasmim), o dlcool benzilico (notas de améndoas e nozes).
Também, estes compostos sdo reconhecidos por seu forte e pungente aroma (Torrea et
al.,2003).

Dentre os alcoois superiores formados durante o processo de fermentacao, o
2-feniletanol possui um forte impacto no aroma final. De maneira geral, durante o
processo de fermentacdo dos vinhos, sempre ocorre a produgdo deste composto, porém
em maior ou menor propor¢do dependendo da cepa utilizada, das condi¢des de
fermentagdo ¢ da composi¢dao nitrogenada da matéria-prima. Este composto tem um
agradavel odor de rosas e pode ser um atributo positivo no aroma total a baixas

concentragdes (Bertolini ef al., 1996).
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2.5- Alcool feniletilico (2-feniletanol)

Dentre o grupo dos alcoois superiores, o 2-FE ¢ considerado o mais
comercialmente importante componente de aroma (Fabre et al., 1999). 2-FE ¢ uma
importante molécula de aroma em certas frutas e bebidas, mas também na fragrancia de
rosas (Vandamme e Soetaert, 2002). O 2-FE ¢ um alcool superior aromatico com um
odor caracteristico de rosas; a fragrancia de rosas ¢ altamente desejada e popular
(Etschmann et al., 2002). Huang et a/ (2001), caracteriza o 2-FE com uma delicada
fragrancia de pétalas de rosas.

Desta forma, este composto possui um consideravel interesse industrial
(Fabre et al., 1999). Principalmente, ¢ adicionado para modificar certas composicoes de
aromas, especialmente em formulagdes de notas frutadas, onde contribui

organolépticamente (Stark et al., 2003a).

2.5.1- Propriedades fisicas e quimicas do 2-FE

Como a maioria dos compostos quimicos, possui varias denominagdes
usuais e oficiais. Pode ser conhecido como alcool feniletilico ou 2-feniletanol, alcool 2-
feniletilico, alcool B-feniletilico, benzil carbinol, B-hidroxi-etil-benzeno. A FIGURA 2
mostra a formula espacial e centesimal do 2-FE, o qual apresenta oito atomos de
carbono.

Pode ser percebido pelo olfato humano em concentragdes de 12 a 24 ngL™,
no ar ¢ 1000 pgL™" (Etschmann et al., 2002) ou 125 ppm (Vandamme e Soetaert, 2002)

em solucao aquosa.
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Resultados de testes, tanto in vivo, quanto in vitro, indicam que o 2-FE e
compostos correlatos, podem ser utilizados como substancias flavorizantes, pois nao sao
mutagénicos € nem toxicos (Adams et al., 2005). Desta forma, estes compostos estao
incluidos no catalogo FEMA-GRAS, de compostos seguros para serem utilizados em

alimentos (0 2-FE esta cadastrado sob o nimero 2858) (Adamas et al., 2005)

OH

CeH.:O

FIGURA 2: Foérmula espacial e centesimal do alcool 2-feniletilico.

Como todos os alcoois superiores, o alcool 2-feniletilico apresenta mais que
dois atomos de carbono e alto peso molecular (122) e ponto de ebulicio elevado, como

pode ser visto na TABELA 1.

2.5.2- Utilizacao industrial de 2-FE

Como a grande maioria de substancias de aroma, ¢ utilizado como uma
molécula flavorizante na formulacdo de muitos alimentos. Além disso, pode ser
amplamente utilizado na composicao de esséncias, perfumes ou fragrancias.

O 2-FE ¢ uma fragrancia muito importante usada na industria de perfumaria

e cosméticos, mas também, ¢ amplamente usado em alimentos por sua nota
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organoléptica (Lomascolo et al., 2001). Sua principal aplicacdo ¢ na industria de
fragrancias e em menores volumes, na industria de alimentos para aumentar o sabor e
aroma de bebidas leves, bombons, biscoitos e outros alimentos (Etschmann et al.,
2003). Além disso, ¢ considerado como o segundo alcool mais usado em perfumaria e
em cosméticos (Etschmann ef al., 2004).

Na industria de alimentos, ¢ amplamente utilizado para modificar certas
composi¢des de aroma na matéria-prima, tais como, formulas frutadas, sorvetes,
bombons, pudins e gomas de mascar (Huang et al., 2001). O alcool feniletilico
apresenta interessante caracteristica organoléptica influenciando a qualidade do vinho,

bebidas destiladas ou outros alimentos fermentados (Fabre et al., 1998).

2.5.3- Fontes naturais

O 2-feniletanol pode ser encontrado em inimeros produtos obtidos por
fermentagdo, principalmente alimentos. Como por exemplo, o 2-FE ¢ considerado como
um composto aromadtico caracteristicos de vinhos tintos produzidos na regido
vitivinicola de Baga, em Portugal (Rocha et al., 2004). Pode ser encontrado em duas
formas principais: na forma livre, apresentando as propriedades aromaticas
caracteristicas, ou entdo, na forma de conjugados ligados por pontes glicosidicas,
portanto, sem notas odoriferas.

A sua principal fonte, ¢ o 6leo essencial de rosas. O 6leo essencial de rosas
pode, dependendo da variedade, conter mais de 60% de 2-FE (Schrader et al., 2004).
Este alcool pode ser naturalmente encontrado em 6leos essenciais de flores e plantas,

tais como jasmins, jacintos, narcisos, pinho Alep (Lomascolo et al., 2001) e lirios,
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porém em muitos casos, as concentragcdes sao muito baixas (Etschmann et al., 2002). O
2-FE natural (extraido de rosas ou outros Oleos essenciais) ¢ muito caro,

alternativamente pode ser obtido a partir de residuos de destilagao (Savina et al., 1999).

TABELA 1: Propriedades fisicas e quimicas do 2-feniletanol (Etschmann et al., 2002).

Propriedade Descricdo

Coloragao Nao apresenta cor

Ponto de ebuli¢cdo (101,3 KPa) 219,8 °C

Ponto de fusao -27°C

Peso molecular 122

Densidade a 20 °C 1,0202

Indice de refragdo a 20 °C 1,5325

Solubilidade 19 gL' em 4gua a 20 °C,

solivel em alcoois, ésteres, aldeidos,

benzil benzoato, 6leo mineral

Além disso, naturalmente, pode ser encontrado em alimentos fermentados e
em muitos 6leos essenciais (Serra et al., 2005).

A sua obtengdo se da principalmente pela destilacdo de pétalas de rosas, a
qual requer uma grande quantidade de rosas cultivadas, o que reflete no custo da

molécula de aroma obtida (Savina ef al., 1999).
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2.5.4- 2-FE na flor de rosa

2-FE livre foi detectado em niveis de tracos no inicio da abertura do botao da
flor de rosa (Rosa damascena), onde a maior parte ¢ encontrada na forma de B-D-
glicopiranosideos (Watanabe et al., 2002). Além disso, um ciclo ritmico de emissao de
volateis ¢ encontrado em muitas espécies de rosas (Picone et al., 2004). A emissao de
aromas esta correlacionada com a atragdo de insetos polinizadores e/ou o afastamento
de herbivoros (Picone et al., 2004).

Durante a separacdo das pétalas, a atividade de P-glicosidases aumenta
enormemente, o que contribui para a liberagdo de 2-FE que estava na forma de
glicopiranosideos (ndo volatil). Estas enzimas atuam sobre 2-feniletil B-D-
glicopiranosideo, liberando diretamente 2-FE (Watanabe et al., 2002). Nos tecidos da
planta, a L-PHE ¢ transformada em feniletilamina, acido fenilpirtvico ou éacido trans-
cindmico, levando a formagdo de 2-FE ou entdo, 2-feniletil B-D-glicopiranosideo
(Watanabe et al., 2002). A emissdo ritmica de 2-FE pode ser influenciada pela luz,

temperatura e outros fatores endogenos (Picone et al., 2004).

2.5.5- Sintese quimica

Devido ao alto custo, o 4lcool feniletilico ¢é gerado quimicamente,
minimizando os custos de sua utilizacdo pela industria. Quase 80% de aromas e
fragrancias consumidas no mundo todo sdo produzidas quimicamente (Krings ¢ Berger,
1998). Anualmente, em torno de 7000ton de 2-FE sdo produzidas através da sintese

quimica (Etschmann et al., 2003).
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Pode ser sintetizado a partir do tolueno, benzeno, estireno ou
metilfenilacetato (Serpe et al., 2003). Estes compostos utilizados nestas reacdes sao
carcinogénicos e/ou perigosos a saude humana e ao meio-ambiente (Etschmann et al.,

2003). Varias reagdes cataliticas sao utilizadas na sintese de 2-FE.

2.5.5.1- Reagao de Friedel-Craft

E uma reacio realizada entre o 6xido de etileno e o benzeno na presenga de
quantidades molares de cloreto de aluminio, a adi¢do do cloreto de aluminio gera uma
hidrolise, liberando assim 2-FE. A maior desvantagem deste processo, € que 0s
catalisadores sdo corrosivos, além disso, sdo toxicos ao ambiente e a purificacdo do

produto ¢ dificultada (Kirm et al., 2005).

2.5.5.2- Sintese de Gringnard

E uma reacao iniciada com cloro benzeno, que ¢ convertido até cloreto de
fenilmagnésio, que reage com oxido de etileno e origina cloreto de feniletoximagnésio

que ¢ decomposto em presenca de acido sulfurico formando 2-FE.

2.5.5.3- Reducéo de oxido de estireno

O o6xido de estireno ¢ hidrogenado a baixas temperaturas com niquel de
Raney como catalisador e baixas concentragdes de hidroxido de sodio. O 2-FE ¢
produzido como um subproduto da formagao de 6xido de propileno, produto da reacdo

de 6xido de estireno e hidroxido de sodio.

Em todos os processos quimicos, a purificagdo do produto ¢ o maior

problema (Etschmann et al., 2002).
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2.5.6- Rotas bioquimicas

De maneira geral, inimeras leveduras sao capazes de produzir 2-FE durante
seu metabolismo (Etschmann et al., 2002). O élcool feniletilico pode ser obtido através
de rotas metabolicas usando glicose como fonte de carbono, ou entdo pela adigao de L-
fenilalanina, seu precursor natural (Wittmann et al., 2002). Sendo assim, se obtém 2-FE
através da bioconversao de L-PHE ou entdo, pela sintese de novo a partir do

catabolismo da glicose.

2.5.6.1- Viade Ehrlich

A bioconversao a partir da L-PHE se dé através da rota de Ehrlich (Stark et
al., 2002). Ehrlich (1907) demonstrou que véarios alcoois superiores procediam da
degradag@o metabolica dos aminoacidos, mediante um mecanismo que engloba reacdes
subseqiientes de desaminacdo, descarboxilagdo e reducao ou deshidrogenagdo (Lepe e
Leal, 1992). Os aminoacidos executam o papel principal de precursores destes alcoois
em varios produtos obtidos por fermentacdo, como exemplo, a leucina pode
transformar-se em alcool isoamilico (odor de banana), valina ¢ transformada em alcool
isobutilico. Dependendo da composi¢ao em aminodcidos, diferentes alcoois superiores
podem ser formados através da rota de Ehrlich.

A FIGURA 3 ilustra as reagdes envolvidas na via de Ehrlich. O primeiro
passo da via ¢ uma transaminacdo, a qual libera amonia que se condensa com a-
cetoglutarato, formando glutamato (Stark et al., 2003a). A L-PHE ¢ transaminada
formando fenilpiruvato, o qual é descarboxilado até fenilacetaldeido e este, sofre uma

reducdo rendendo 2-FE (Etschmann et al., 2003). A etapa da reducgdo ¢ realizada por
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um enzima alcool desidrogenase, formando alcool feniletilico (Serp et al., 2003)
Através da suplementagdao no meio com L-PHE, a rota de Ehrlich ¢ acelerada e altas
concentragdes do produto podem ser encontradas (Etschmann et al., 2003). Como a
maioria dos alcoois superiores, o 2-FE ¢ toxico para a célula produtora. Concentragdes
entre 2 a 3 gL' inibem completamente o crescimento de varios microrganismos. Uma
concentragdo de 2,5 gL' de 2-FE diminui em 75% a taxa de crescimento especifico de
Saccharomyces cerevisiae (Stark et al., 2003b).

A atividade da rota de Ehrlich é associada ao crescimento, altas taxas de
formagdo de 2-FE foram encontradas durante a fase de crescimento celular (fase log ou
de crescimento exponencial) (Wittmann et al., 2002; Stark et al., 2002 ¢ Etschmann et
al., 2003). A fase inicial do cultivo (de 9h as 15h) € caracterizada pela pequena taxa de
crescimento ¢ menor producdo de 2-feniletanol, visto que a L-fenilalanina ¢ pouco
degradada (Fabre et al., 1997).

Quando a L-PHE ¢ a tnica fonte de nitrogénio disponivel, a via de Ehrlich
predomina sobre a sintese de novo, a qual prevalece quando baixas concentragdes de
aminoacidos sdo encontradas (Etschmann et al., 2003). O papel central ¢ feito pelo
fenilpiruvato, o qual ¢ um metabdlito utilizado na rota de biossintese de fenilalanina na
célula da levedura, e também, na producdo de 2-FE (Wittmann et al., 2002).

A via de Ehrlich, e subseqiiente formacdo de 2-FE sdo influenciadas por
varios fatores. Porém, diferentes nutrientes e a temperatura sao variaveis importantes na
produg¢do de 2-FE, independente da cepa de levedura utilizada na bioconversao

(Etschmann et al., 2004).
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Transamlnase
Descarboxuase DeS|drogenase
2- cetogiularato L-glutamato NADH + H

L-Fenilalanina Fenilpiruvato Fenilacetaldeido 2-Feniletanol
FIGURA 3: Via de Ehrlich para a producao de 2-FE por microrganismos.

Para serem metabolisados, os aminoacidos sdo transportados para o
citoplasma celular através da membrana. Existem 15 diferentes mediadores de
transporte de aminoacidos descritos em Saccharomyces cerevisiae e sua atividade ¢
regulada pela presenca de amonia e da concentragdo de aminoacidos no meio

(Hernéndez-Orte et al, 2002).

2.5.6.2- Sintese de novo

Independente da atividade da via de Ehrlich, importantes quantidades de 2-
FE podem ser obtidas a partir do metabolismo da glicose. Muitas leveduras sintetizam
alcool 2-feniletilico de novo a partir da via do shiquimato ou via do cinamato (Serp et
al., 2003).

Na via do shiquimato, a eritrose-4-fosfato (ciclo das pentoses) e
fosfoenolpiruvato (via glicolitica), sdo condensados formando o shiquimato. Esta etapa
¢ catalisada pela enzima DAHP sintase (3-dioxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato
sintase) (Etschmann et a., 2002). O shiquimato sofre uma série de reacdes catalisadas

por enzimas (corismato sintase) formando corismato, que ¢ convertido a prefenato
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(enzima corismato mutase) (Lehninger ef al., 1995). O prefenato sofre uma desidratacdo
(enzima prefenato desidratase) originando fenilpiruvato (Etschmann et al., 2002).

A partir do fenilpiruvato, pode haver uma transaminagdo com glutamato, que
atua como doador de grupos amino, formando-se L-PHE (Lehninger et al., 1995). Ou
entdo, o fenilpiruvato segue, normalmente, a via de Ehrlich e ¢ descarboxilado e
reduzido at¢ 2-FE. Grandes quantidades de L-PHE causam uma inibi¢do retroativa
sobre as enzimas DAHP sintase e prefenato desidratase, inibindo a via de sintese de
novo. Porém, se pequenas quantidades de L-PHE estdo no meio, esta rota ¢ ativada,
formando baixas quantidades de 2-FE, ou entdo L-PHE, dependendo das necessidades
metabolicas da célula.

Em Saccharomyces cerevisiae e Zygosaccharomyces rouxii, a sintese de
novo durante a biossintese de aminoacidos aromaticos ¢ regulada através da inibi¢ao por
“feedback™ e por mecanismos de repressao da L-fenilalanina sob a enzima 3-dioxi-D-
arabino-heptulosonato-7-fosfato sintase (DAHP) e na enzima prefenato desidratase
(Fukuda et al., 1992). Os efeitos da inibi¢ao catabolica sdo expressos ao nivel dos genes
que codificam as enzimas essenciais na sintese de novo (DAHP sintase e prefenato
desidratase). Mutantes de S.cerevisiae podem formar 750mg/L de 2-feniletanol de novo
e a reacdo ¢ controlada pela inibi¢do por “feedback™ na enzima DAPH sintase que ¢

codificada pelos genes ARO3 e ARO4 (Akita et al., 1990).

2.6- Microrganismos produtores de 2-feniletanol

Os microrganismos possuem um importante papel na geragdo de compostos

naturais, particularmente componentes de aroma em alimentos (Medeiros et al., 2001).
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Naturalmente, microrganismos podem ser utilizados como uma alternativa a sintese
quimica de compostos de aroma (Fabre er al., 1995). Semelhante a muitos alcoois
superiores, o 2-feniletanol ¢ um metabdlito oriundo do processo de fermentagdo

alcoolica (Etschmann et al., 2002).

2.6.1- Fungos filamentosos

Os fungos sao conhecidos pela sua habilidade em sintetizar componentes de
aroma (Lomascolo et al., 2001). O espectro de volateis produzidos por fungos,
especialmente Basidiomycetes, ¢ muito diverso e semelhante ao encontrado em plantas
(Krings e Berger, 1998). Espécies de Ceratocystis sao capazes de produzir uma grande
variedade de terpenos, os quais possuem aromas frutado e floral (Vandamme e Soetaert,
2002). Algumas espécies, tais como Hericium erinaceus € Nigrosporus durus, sao
utilizados para a producdo de 2-feniletanol, através da sintese de novo (Abraham e
Berger, 1994).

A bioconversdo de L-fenilalanina em 2-feniletanol por espécies de
Aspergillus niger, Polyporus tuberaster e Ischnoderma benzoinum tem sido avaliada
obtendo-se bons rendimentos (Lomascolo, ef al., 2001). Fungos Ascoidea hylecoeti sao
capazes de produzir 2-feniletanol e outros alcoois superiores (Janssens et al., 1992).
Fungos Ischnoderma benzoinum sao capazes de metabolizar L-PHE levando a formagao

de 2-FE e alcool benzilico (Lomascolo et al., 1999).
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2.6.2- Leveduras

Dentre os metabdlitos produzidos durante a fermentacdo por leveduras, os
alcoois superiores podem ser considerados como o maior grupo de componentes
aromaticos formados, e sua presenca ¢ essencial para a qualidade do aroma total (Fabre
et al., 1997). Diferentes espécies de leveduras como Kluyveromyces marxianus e
Saccharomyces cerevisiae catalisam a bioconversao de L-fenilalanina em 2-feniletanol
e sdo de interesse para o desenvolvimento de um processo biotecnologico de obtengao
de 2-feniletanol (Wittmann et al., 2002).

As leveduras sdo otimas produtoras de 2-feniletanol, tanto através do
catabolismo dos aglcares e/ou o anabolismo de L-fenilalanina. Muitas espécies sao
capazes de produzir alcool feniletilico, porém, as quantidades e a rota utilizada podem
sofrer modificagdes dentre as espécies de leveduras produtoras.

Saccharomyces cerevisiae, Hansenula anomala e varias cepas de
Kluyveromyces sao capazes de formar grandes quantidades de 2-FE a partir de L-PHE
(Stark et al., 2003b). Pichia fermentans L5, uma cepa isolada do solo, ¢ capaz de
produzir 2-FE (Huang et al., 2001).

Kluyveromyces marxianus ¢ capaz de produzir uma grande quantidade 2-FE
(Etschmann e Schrader, 2003). Dentre varias cepas de levedura, as espécies de
Kluyveromyces marxianus apresentam os maiores niveis de produ¢ao de 2-FE e poderia

ser empregadas num processo industrial de produgdo de 2-FE.

2.6.2.1- Kluyveromyces marxianus.

Kluyveromyces marxianus ¢ um dos melhores produtores de 2-FE descritos
na literatura (Wittmann et al., 2002). As cepas deste género possuem um grande

interesse industrial, devido ao seu metabolismo e suas caracteristicas de crescimento.
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Esta levedura ¢ capaz de crescer a altas temperaturas, sendo que a temperatura 6tima de
crescimento ¢ 40 °C (Rouwenhorst, 1987). As altas temperaturas de crescimento podem
reduzir o risco de contaminagdo com outras leveduras, diminuindo os custos de um
processo industrial.

Rouwenhorst (1987) afirma que Kluyveromyces marxianus apresenta varias
caracteristicas fisiologicas importantes: cresce muito rapidamente (taxa de crescimento,
u = 0,89 h"); temperatura 6tima em 40°C; possui alta afinidade para varios aciicares;
metaboliza lactose, xilose, rafinose e sacarose; efeito Cabtree negativo, pois produz
pequenas quantidades de etanol (metabolismo oxidativo); ndo ¢ capaz de flocular,
produz muitas glicosidases; mas seu genoma ainda nao ¢ totalmente conhecido.

Como vantagens na bioconversdao, ¢ um microrganismo reconhecido como
GRAS (Generally Recognized As Safe), portanto, pode ser utilizado em alimentos e
produtos farmacéuticos (Wittmann et al., 2002). Kluyveromyces marxianus ¢ uma
levedura de efeito Cabtree negativo, o que significa uma vantagem para um processo de
producdo de aroma, pois a formacdao de etanol como um subproduto toxico sob
condig¢des aerobias, pode ser minimizada (Wittmann et al., 2002).

Além disto, quando comparada com leveduras da espécie Saccharomyces
cerevisiae, Kluyveromyces marxianus apresenta uma maior quantidade de substratos
que podem ser metabolisados, principalmente substratos oriundos de processos
industriais e que apresentam baixo custo (Rouwenhorst, 1987). Como exemplo, a
levedura pode crescer em soro de queijo — substrato rico em lactose (Rech et al., 1999) e
hidrolisado de madeira (Rouwenhorst, 1987). Esta versatilidade ¢ um ponto importante,
pois possibilita a utilizagdo de substratos com menor preco, facilitando a aplicagdo a

nivel industrial.
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2.7- Composicdo do mosto de uva

O mosto pode ser caracterizado como um liquido turvo, mais ou menos
viscoso, que ¢ obtido pelo esmagamento ou prensagem da uva madura (Oreglia, 1978).
Sua composi¢do ¢ extremamente complexa. E uma mistura de agua, aglcares,
compostos nitrogenados, acidos organicos, compostos fenolicos e outros compostos
(Walker et al., 2003). A presenca de carotenodides no mosto pode ser importante na
composi¢do aromatica do vinho, principalmente B-caroteno e luteina (Oliveira et al.,
2003).

O mosto ¢ composto por inimeros componentes, tais como: agua (75 a
80%), acucares redutores e ndo-redutores, acidos organicos, sais minerais, compostos
nitrogenados, compostos fendlicos, pectinas, lipideos e vitaminas. As substancias
presentes no mosto sao provenientes de reacdes metabolicas ocorridas na baga da uva
através do metabolismo da planta. Alguns compostos sdo produzidos nos tecidos
celulares da videira e sdo translocados e armazenados no interior das bagas da uva.

Os acucares encontrados no mosto sdo quase que exclusivamente,
compostos por glicose e frutose. Quantidades importantes de sacarose podem ser
encontradas, dependendo da variedade de uva e das condigdes edafoclimaticas
(Ribereau-Gayon et al., 2003). Alguns acucares sdao encontrados em pequenas
quantidades, como L-arabinose, D-xilose, ramnose, maltose ¢ rafinose. As
concentragdes de acucares do mosto sdo muito dependentes do grau de maturagdao da
uva ¢ das condigdes ambientais. Os aglcares acumulados na baga provém da
mobilizagdo das reservas de amido da videira durante o repouso vegetativo, e também,

dos agucares elaborados pelos 6rgdos verdes (Oreglia, 1978).
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Uma grande variedade de compostos contendo nitrogénio ¢ encontrada no
mosto de uva, dependendo da variedade de uva e do tempo da colheita (Salmon e Barre,
1998). As substancias nitrogenadas encontradas no mosto influenciam o metabolismo
das leveduras durante o processo de fermentagdo alcodlica e a produgdo de produtos
secundarios (Torrea et al., 2003). Os ions amonio podem constituir mais de 10% do
nitrogénio assimilavel total (Salmon e Barre, 1998). Aminoacidos representam fontes de
nitrogénio alternativas as rotas facilmente assimilaveis (Salmon e Barre, 1998) e sua
composi¢ao no mosto depende da variedade de uva (Hernandez-Orte ef al., 2002).

Os 4cidos organicos podem ser considerados como os componentes mais
numerosos no mosto depois dos aglicares. A sua composicao ¢ muito variavel e ¢, de
maneira geral, fortemente influenciada pelos fatores fenotipicos e genotipicos das
variedades de uva. Evoluem de maneira diversa que os acticares, no inicio da maturacao
e sdo encontrados em altas quantidades, porém, com o decorrer da maturacdo sofrem
uma grande diminuicdo até o ponto da colheita (Riberéau-Gayon et al., 2003). Os
principais acidos do mosto sdo o tartarico (encontrado quase que exclusivamente na
uva), malico (€ pouco estavel e facilmente consumido pela planta e/ou microrganismos)
e o citrico.

A composi¢ao do mosto em sais ¢ muito diversa, e varia em funcao dos
métodos culturais (irrigagdo e adubagdo, principalmente), do solo e das condigdes
climaticas (Ribéreau-Gayon e Peinaud, 1960). A composi¢do do solo pode influenciar
de maneira efetiva a composi¢do em minerais do mosto, assim como, a utilizagdo de
adubos e tratamentos fitossanitarios (Oreglia, 1978). Alguns minerais podem influenciar
tanto positivamente, quanto negativamente o metabolismo microbiano durante o

processo de fermentagdo alcoolica. O mosto ¢ rico em potassio, calcio e magnésio, ferro
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e sodio. Os minerais podem ser utilizados como cofatores em varias reagcdes enzimaticas
realizadas pelas leveduras durante seu metabolismo no mosto.

As substancias pécticas sao encontradas em pequenas quantidades no mosto
e podem representar dificuldades na filtracdo (Vogt et al., 1986). A pectina, um
polimero de 4cido galactur6nico parcialmente esterificado por alcool metilico, ¢
encontrada em varias frutas e ¢ hidrolisada durante a fermentagdo, liberando acido
péctico e metanol (Peynaud, 1984). As gomas sdo constituidas por cadeias de moléculas
de agucar e se encontram em torno de 0,3 a 6 gL' no mosto (Oreglia, 1978) e possuem
um papel de protecao coloidal no mosto e vinho (Peynaud, 1984).

Além da vitamina C, no mosto de uva somente se encontram as vitaminas
hidrossoluveis do complexo B (Vogt et al., 1986). As vitaminas no mosto possuem um
papel importante como fatores de crescimento para leveduras e bactérias (Peynaud,
1984).

Os compostos fendlicos sdo importantes componentes do mosto, sdo
responsaveis pelas diferengas entre os vinhos, tanto no sabor quanto na coloracio e
possuem propriedades bactericidas, antioxidantes, e previnem doengas cardiovasculares
(Ribéreau-Gayon, 2003). Sao representados principalmente, pelos acidos fenolicos, os
taninos e as antocianinas. Os taninos possuem um sabor adstringente e sao presentes no
mosto em varias concentracdes, dependendo da variedade de uva, da intensidade da
prensagem e do esmagamento. Os pigmentos do mosto que sao dados pelas antocianinas
(uva tinta) e antoxantinas (nas uvas brancas), e também, estdo presentes em quantidades
muito varidveis e dependentes de varios fatos ambientas e tecnoldgicos.

A adstringéncia dos taninos ¢ devido ao tamanho dos polimeros de taninos

formados ao curso da vinificagdo (Oreglia, 1978). Além disso, quando condensados a
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sais de ferro, formam compostos de pigmento amarelo a marrom (Vogt et al., 1978). Os
taninos sao componentes incolores (Oreglia, 1978). As antocianidinas sdo glicosideos e
liberam agucares e antocianinas (compostos de cor vermelha) quando hidrolisadas (Vogt
et al., 1978). Sao encontradas no mosto na forma de monoglicosideos e diglicosideos,
dependendo da espécies de videira (Vitis vinifera L. ou outras variedades hibridas e de

origem americana).

2.8- Planejamento experimental e metodologia de superficie de

resposta

A andlise experimental através da utilizagdo de curvas de superficie de
resposta pode ser considerada como uma técnica estatistica efetiva para a otimizacao de
processos complexos (Lee et al., 2006). A otimizagdo ¢ uma ferramenta essencial para a
engenharia de alimentos na eficiente operagao de sistemas de processamento, adaptando
processos para gerar produtos altamente agradaveis aos consumidores (Madamba,
2002). A metodologia de superficie de resposta ¢ utilizada para diminuir a quantidade
de experimentos, porém ¢ necessaria para avaliar multiplos parametros e suas interagdes
(Lee et al., 20006).

A otimizagcdo de um processo pode ser definida como a melhor condicao
onde a combinagdo das diferentes varidveis gera melhores rendimentos em produtos.
Além disso, a convencional metodologia para otimizacao utilizando multifatores (uma
variavel fixa e variam-se as outras), requer tempo e ¢ incapaz de detectar o Otimo

verdadeiro, devido especialmente a interagdo entre as variaveis (Tanyildizi et al., 2005).
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A grande vantagem de se utilizar esta ferramenta estatistica ¢ a analise da
combinacdo ou interagcdo entre as diferentes variaveis, definindo o 6timo verdadeiro.
Além disso, existe a possibilidade de obter produtos com melhores caracteristicas e
diminuir o tempo de seu desenvolvimento. Outra vantagem ¢ o aumento da
produtividade de processos minimizando a sensibilidade de produtos as variagdes de
condigdes ambientais. A melhor utilizacdo de matérias-primas pode significar uma
menor incidéncia de custos sobre o produto destinado ao consumidor final € um maior

ganho pela industria.

Durante um processo de fermentagdo, as varidveis interagem e influenciam
cada efeito na resposta, isto € importante para determinar as condigdes Otimas
experimentais (Tanyildizi et al., 2005). Com o Planejamento Experimental busca-se

desenvolver um novo produto, ou entdo, melhorar algo ja existente, mediante a

otimizacao de seu processo de produgao.

A primeira etapa no Planejamento Experimental ¢ a definicdo de quais sdo
as variaveis (também chamadas de fatores) e as respostas de interesse para o sistema.
Em seguida ¢ preciso definir quais os objetivos que devemos buscar com a realizagao
destes experimentos, pois isso determinara que tipo de Planejamento Experimental deva
ser utilizado. Elaborado o Planejamento Experimental, realizam-se os experimentos e
as respostas sao coletadas e ¢ feita a validagao do modelo mediante testes estatisticos de

analise da varidncia (ANOVA).

Apos, sdo geradas as curvas de superficie de resposta e definem-se quais as
faixas oOtimas de trabalho, mediante analise dos resultados obtidos. A técnica de
metodologia de superficie e resposta ¢ utilizada para mostrar os efeitos das varidveis

combinados a todos os fatores num processo de fermentacdo, ¢ uma colecdo de
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estratégias experimentais, métodos matematicos e inferéncia estatistica (Tanyildizi et

al., 2005).



3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Microrganismos

Foram utilizadas leveduras cedidas da cole¢do particular do Prof. Juan L.
Carrau do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul (IB-UCS):

Kl: Levedura Killer do tipo K2, identificada como Saccharomyces
cerevisiae ¢ isolada pelo Prof. P. Barre do Institut de la Recherche Agronomique de
Montpellier, Fran¢a. E uma das leveduras mais utilizadas no meio enoldgico na forma
de levedura seca ativa.

1A1G: Levedura nativa da flora do Rio Grande do Sul, isolada e identificada
como Saccharomyces sp. pelo Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do
Sul. E um sub-clone da linhagem 1Am que apresenta a caracteristica de aumentar a
acidez fixa dos mostos durante a vinifica¢do. E sensivel a linhagens Killer.

THORNTON: Levedura isolada pelo Prof. Rankine no Roseworthy
Agricultural  College em  Adelaide, Australia. Foi identificada como
Schizosaccharomyces malidevorans. Este clone ¢ um mutante incapaz de produzir gas

sulfidrico (H,S), que foi patenteado nos EUA pela Nacional University of New Zealand.



46

Encontra-se depositado no IB-UCS desde a obtencdo da patente americana do clone
MB7TCp.

R709: Identificada como Saccharomyces cerevisiae e isolada pelo Prof.
Rankine no Roseworthy Agricultural College em Adelaide, Australia. E uma levedura
floculante de gemagdo incompleta que apresenta atividade desmalificante.

Kluyveromyces marxianus CBS 6556: Esta cepa foi obtida a partir da
colecdo de cepas do Prof. Marco A.Z. Ayub do Instituto de Ciéncias e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICTA-UFRGS).

BLASTOSEL: Levedura de uso industrial enoldgico, identificada como
S.cerevisiae. E vendida na forma de levedura seca ativa, e foi doada pela empresa

Véneto Mercantil Importadora Ltda. de Bento Gongalves-RS.

3.2- Meio para manutencéo das cepas

As cepas de leveduras foram transferidas para placas com meio YEPD,
contendo (gL™): glicose, 20; peptona, 20; extrato de levedura, 10 e agar, 20. As placas
foram colocadas em estufa e mantidas a 37 °C por no minimo 24 horas, ou até o
aparecimento de colonias grandes e isoladas. As cepas foram estocadas a 10 °C e,
mensalmente, as mesmas foram transferidas para novas placas para manter as células
renovadas.

Cultivos em meio YEPD liquido (na mesma composi¢do, porém sem agar)
foram realizados para estocar as leveduras em glicerol. Aliquotas das culturas de 24

horas em YEPD liquido foram transferidas para microtubos contendo glicerol estéril, na
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proporcao de 1:1, ou seja, 500 uL de cultura foram adicionados a 500 pL de glicerol

estéril. Os microtubos foram armazenados a -20 °C.

3.3- Selecéo de leveduras produtoras de 2-FE

Inicialmente, foi realizada uma sele¢ao dentre as cepas de leveduras, com o
intuito de buscar uma levedura que tivesse a capacidade de produzir altas concentragdes
de 2-FE.

A selegdo foi realizada com um meio semisintético modificado a partir de
Etschmann ez al., (2003), contendo (gL™): glicose, 30 ; L-PHE (Nuclear, Brasil), 5;
acido citrico, 12; MgS04.7H,0, 0,6; Na,HPO4.2H,0, 24; YNB (Yeast Nitrogen Base-
Difco), 0,17. O pH foi ajustado para 5,0, utilizando-se solugdes de HCl ou NaOH,
ambas na concentracao de 1N. O meio foi esterilizado por autoclave a 121 °C por 15
minutos, com excec¢do das solugdes de L-PHE e YNB, as quais foram esterilizadas com
filtragdo a membrana de 0,22 pum (éster de celulose, Millipore, USA).

O experimento foi realizado em frascos de Erlenmeyer de 250 mL, contendo
50 mL de meio. O indculo foi padronizado com uma pré-cultura de no minimo 24 h,
dependendo da cepa de levedura, a partir da cultura em meio YEPD soélido. Na pré-
cultura ou pré-indculo, foi adicionado 0,5 gL' de peptona bacteriologica, visando obter-
se uma maior quantidade de cé€lulas. O pré-indculo foi diluido até se obter uma
densidade 6tica (DOgoonm) de 1,0. Logo apos, foi transferida uma aliquota de 1 mL para
cada frasco contendo meio estéril. Apos, os frascos foram transferidos para um agitador

orbital mantido a 120 rpm de agitacao e a temperatura de 30 °C.
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Foram retiradas amostras a cada 12 horas, num total de 72 horas de cultivo.
As amostras foram centrifugadas, as células foram utilizadas para andalise de peso seco,

enquanto que o sobrenadante foi congelado e armazenado para as posteriores analises.

3.4- Meio de cultura

O mosto de uva foi utilizado para avaliar a bioconversdao de L-PHE em 2-FE

por K.marxianus. A TABELA 2 mostra as caracteristicas enoldgicas do mosto.
Foi obtido o mosto da uva branca Riesling Italico, na Cooperativa Vinicola
Aurora Ltda. As uvas foram colhidas e selecionadas, depois foram desengagadas
(separagao dos graos de uva e o engago do cacho) e esmagadas para a obtencdo do
mosto. O mosto sofreu um processo de clarificacdo com a utiliza¢ao de filtro a véacuo,
foi adicionado de enzimas pectoliticas a dose de 0,02 gL e anidrido sulfuroso (SO»)
(Tabela 2). O mosto foi fracionado em sacos plasticos, num volume maximo de 5L e foi

congelado para manter sua integridade até a realizacao do trabalho.

3.5- Curva de crescimento em mosto de uva

Com os experimentos de selegdo de cepas, a levedura K.marxianus
demonstrou um maior rendimento em 2-FE que as outras cepas, portanto, foi utilizada
para todos os experimentos realizados para a otimizacao da bioconversao a partir da L-
PHE. A partir da selecdo, foram realizados experimentos iniciais para utilizacdo de

mosto de uva como meio para produ¢do de 2-FE.
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TABELA 2: Parametros enologicos do mosto utilizado no trabalho.

Parametro

pH 3,46
Acidez total 545 gL
Densidade 1,075

SO, livre 4,8 mgL™!
SO; total 27,2 mgL™
Actcares redutores 186,2 gL™!
Nitrogénio total 600 mgL™!

*Expressado em acido tartarico

O mosto entdo, foi descongelado, o pH foi ajustado para 5,0 e foi adicionado
de 5gL”' de L-PHE. Apds, o mosto passou por um processo de filtragdo esterilizante
com membrana de 0,45 um (éster de celulose, Millipore, USA), pois naturalmente, o
mosto possui uma flora muito diversa de leveduras provenientes da uva. Apds filtragao,
o mosto foi transferido para frascos de Erlenmeyer de 250 mL, previamente
esterilizados (autoclave a 121 °C e 15 mim), num volume de 50 mL. O ino6culo foi
padronizado para uma DOggonm de 1,0, como descrito para o experimento de selecido das
cepas, porém utilizando o mosto de uva como meio de crescimento. Apds a realizagdo
do indculo, os frascos foram colocados num agitador orbital com agitagdo de 120 rpm a
30 °C.

Foram retiradas amostras a cada 12 horas, num total de 120 horas de cultivo.
Todos os experimentos foram realizados em duplicata, obtendo-se a média dos valores

obtidos para as duas repeticdes. Com a verificagdo da influencia benéfica do mosto de



50

uva sobre a produgdo de 2-FE, foram realizados experimentos para otimizar a producao
de 2-FE em mosto de uva, utilizando a ferramenta estatistica de Delineamento

Experimental e Analise das Curvas de Superficie de Resposta.

3.6- Planejamento Experimental

Foi utilizado para a analise do efeito das variaveis pH (x;), concentragcdo de
L-PHE (x;) e temperatura (x3), na produgao de 2-FE (Y). os valores reais e codificados

das variaveis independentes encontram-se na TABELA 3.

TABELA 3: Valores reais e codificados das variaveis independentes e seus diferentes

niveis utilizados para a otimizagdo da producao de 2-FE em mosto de uva.

Variaveis Cddigos Niveis
-q -1 0 +1 +o
pH X 3 4 5 6 7
L-PHE (gL™) X7 0,5 1,5 3,0 4,5 55
Temperatura (°C) X3 23 26 30 34 37

Para o estudo das variaveis, foi realizado um planejamento fatorial completo
2° de segunda ordem para as trés variaveis independentes. Desta forma, foram obtidos
17 experimentos: 8 ensaios na combinacdo das variaveis em seus diferentes niveis, 3

ensaios no ponto central e 6 ensaios com os pontos axiais ou estrela (+o ¢ —0) para a
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obten¢do de um modelo quadratico como pode ser visto na TABELA 4. O valor de a foi

)1/ 4, obtendo-se um valor de 1,68.

calculado através da formula, o = (2°

TABELA 4: Experimentos aplicados no planejamento fatorial completo para a

otimizacao da produ¢ao de 2-FE em mosto de uva.

Experimento pH X; Temperatura X, L-PHE X;
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

Pontos Axiais

9 -1,68 0 0
10 +1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 +1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 +1,68
Pontos Centrais
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

As variaveis independentes foram codificadas de acordo com a seguinte

formula:
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X, = —)("“X”)
(A ,- (1)

onde, x; ¢ o valor codificado da varidvel, X; ¢ o valor real dado para a variavel
independente, X, ¢ o valor real dado para o ponto central (codificado por 0) e AX; ¢ a
valor da variag¢do entre os dois valores.

A andlise dos resultados obtidos nos diferentes ensaios foi realizada com o
auxilio do programa Statistica 5.0. Para a validagdo do modelo, foi utilizada a Tabela de
Anadlise da Variancia (ANOVA), através calculo do valor de F (teste de Fisher),
comparando-se o valor de F" dos dados experimentais com o valor tabelado.

A resposta para as trés variaveis foi a producao de 2-feniletanol, tomando-se
os dados apds 120 horas de cultivo. Foram utilizadas as amostras no cultivo de 120
horas, devido a obtencdo dos maiores valores pontuais. A andlise dos dados foi
realizada a um nivel de significancia de 95%.

O modelo foi representado por uma equagao de segunda ordem (Equagado 2),

a qual foi utilizada para gerar as curvas de superficie de resposta:
Y= bo+bixi + by +biuxi > + bpxs” + bixixa + € ()

A variancia dos dados experimentais do modelo foi dada pelo coeficiente de

~ 2
correlagdo, R”.
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3.7- Cultivo em biorreatores

Para a realizagdo destes experimentos foram utilizados biorreatores
BIOSTAT B de 2L (B.Braun Biotech International, Alemanha), utilizando-se um
volume de trabalho de 1,5L. No biorreator, foram acoplados os eletrodos para medicao
de pH (Mettler-Toledo) e da concentracdo de oxigénio dissolvido (Mettler-Toledo). O
pH foi mantido num valor constante durante o cultivo, através da adi¢do automatica de
solugdes de NaOH a 0,IN ou H3PO4 a 0,01N. As solugdes foram adicionadas com o

auxilio de bombas peristalticas que eram acionadas mediante a variacao do pH no meio.

3.7.1- Meio e condicdes de cultivo

Foi utilizado o mosto de uva como meio de cultura. As condic¢oes de cultivo
foram adotadas mediante os resultados obtidos pela analise das curvas de superficie de
resposta no planejamento fatorial completo. Primeiramente, o meio foi adicionado de L-
PHE na dose de 3 gL' e o pH foi corrigido para 7,0. O mosto de uva foi entdo colocado
no biorreator juntamente com os eletrodos. O eletrodo de pH foi calibrado com solugdes
tampao de pH 7,0 e pH 4,0 e o eletrodo de oxigénio dissolvido foi calibrado no
momento da preparagdo do indéculo no biorreator, com O, e N,, apds o periodo

necessario para polarizagdo do eletrodo.

O biorreator foi pasteurizado, mantendo-o a uma temperatura de 100 °C
(vapor de agua fluente na autoclave) durante 30 minutos. 50 mL de pré-cultura foram
crescidos por 18 horas num frasco de Erlenmeyer de 250 mL, num agitador orbital a 30

°C e 120 rpm de agitagdo. Apds, foi padronizado o indculo como nos experimentos
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anteriores, para uma DOgoonm de 0,5. O indculo foi realizado num volume de 10% do
volume total de trabalho no biorreator, ou seja, 150 mL e entdo, foi colocado no
biorreator juntamente com uma solugdo de ampicilina (100 pg/mL), para impedir o
desenvolvimento de bactérias contaminantes. Para prevenir a formagdo de espuma,
foram adicionadas cinco gotas de anti-espumante (Sigma-Aldrich).

O pH da cultura foi mantido em 7,0 e a temperatura foi mantida em 37 °C.
As amostras foram tomadas num intervalo de 2 horas, num total de 100 horas de
cultivo. As amostras coletadas foram congeladas para as posteriores analises, com

excecao da medida da DOgonm. Foram testadas condi¢des de agitacdo e aeragao.

3.7.2- Aeragio e agitacéo

Para verificar a influéncia destas duas varidveis na producao de 2-FE, foram
realizados trés diferentes experimentos, todos feitos em duplicata. Primeiramente, foi
realizada uma fermentagao, mantendo-se a aeracdo nula, mas com uma agitacao de 250
rpm. Um segundo experimento foi realizado com uma agitacao de 250 rpm, porém com
uma aerac¢ao de 1vvm. E um terceiro experimento, foi realizado com uma agitagao de
500 rpm e uma aeragao de 2 vvm.

Todos os experimentos foram realizados em batelada sem alimenta¢ao, num
total de 100 horas de cultivo e em duplicata. A agitagao foi realizada por um rotor
central munido de duas hélices de pas quadradas. A aeracdo foi realizada com ar
sintético. Nos experimentos com aeracdo, o coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio, kja, foi calculado de acordo com o método dindmico representado na equagao

3:
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In G-C
C -C ;
Kla=——""~/ Y

3)

onde: C, C;, Cy s@o concentragdes especificas de oxigénio e At ¢ o intervalo de tempo

entre as medigdes da concentragdo de oxigénio dissolvido no meio.
3.8- Procedimentos analiticos

3.8.1- Acucares redutores

Foi utilizado o método DNSA (4cido 3,5-dinitrosalicilico, Sigma-Aldrich)
(Miller, 1959). A curva de calibragdo foi realizada com uma solugdo de glicose a 0,5%,
relacionando a concentragdo de glicose com a absorbancia das amostras. 100 uL. de
amostra foi misturado com 1 ml do reagente de DNSA, a amostra foi agitada em vortice
e logo depois, transferida para um banho de dgua fervente e mantida por 10 minutos.
Ap0s resfriar, foi mediada a absorbancia da amostra num comprimento de onda de 570
nm, utilizando-se um espectrofotometro (Hitachi U 1100, Japao).

As amostras foram comparadas com a equagdo da reta obtida na curva de
calibra¢do, para o célculo da quantidade de actcares redutores. As amostras foram

e, , . ~ , . -1
diluidas, sempre que necessario. A concentragcdo de agucares foi dada em gL~
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3.8.2- Biomassa

3.8.2.1- Peso seco

Foram utilizados tubos Falcon de polipropileno com volume de 15 mL. As
analises foram feitas em triplicata, cada uma, representada por um tubo diferente. Os
tubos foram secados previamente a uma temperatura de 75 °C em estufa durante 24 h,
logo apds foram pesados (balanga Adam Equipament-AE ADA 210/C, Inglaterra) e seu
peso foi anotado. Aliquotas de 10 mL da amostra foram colocadas nos trés diferentes
tubos e foram centrifugadas a uma velocidade de 3500 rpm por 15 minutos (Centrifuga
Sigma 4K 15, Alemanha), logo apds, o sobrenadante foi recolhido e congelado para as
posteriores andlises.

As células foram adicionadas de 4dgua destilada e ressuspendidas (agitador
de vortice), sendo novamente centrifugadas nas mesmas condi¢des. Apos foi retirado o
sobrenadante e as células foram lavadas e centrifugadas novamente nas mesmas
condi¢des anteriores. Os tubos foram mantidos em estufa a 75 °C por no minimo 24
horas ou até se obter um peso constante e logo ap6s, foram pesados e seu peso anotado.

A quantidade de células foi obtida através da subtracdo dos dois pesos do
tubo, antes de ser colocada a amostra e depois de conter as células lavadas e

centrifugadas. Os valores de peso seco foram convertidos para gL™.

3.8.2.2- Densidade ética (DO)

A medida da densidade otica foi utilizada para os experimentos com
biorreatores, comparando-se o valor da DOgyonm com uma curva de peso seco realizada

ao final do cultivo. A curva foi feita nas mesmas condi¢cdes da medida de biomassa por
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peso seco, porém tomando-se 80 mL de amostra. O cultivo foi diluido obtendo-se 4
pontos e correlacionando com o valor da DOgyonm para obtengdo da equacao da reta.
Uma aliquota de 1 mL de amostra foi transferida para um microtubo de 1,5
mL e centrifugada por Sminutos (Eppendorf Centrifuge 5410, Alemanha). Entdo, o
sobrenadante foi retirado e as células foram resuspendidas em agua destilada e foi
medida a DO no comprimento de onda de 600nm, com o auxilio de um
espectrofotometro (Hitachi U 1100, Japao). As amostras foram diluidas, sempre que
necessario € o valor da DOggonm fo1 correlacionado com o valor da biomassa obtido na

curva padrio de peso seco. O valor da biomassa foi dado em gL

3.8.3- Viabilidade celular

As células foram visualizadas em microscopio 6tico (400X) (Olimpus 5060,
Japao) utilizando corante azul de metileno (10 ml de solu¢do de azul de metileno a 0,1%
em alcool, 2 g de citrato de so6dio e completa-se para 100 ml com dgua destilada) para
verificar a viabilidade celular da cultura, porém as células nao foram contadas
(biomassa por peso seco).

A 100 pL de amostra foi adicionada 100 pL de corante azul de metileno, a
amostra foi agitada em vortice e uma ou duas gotas foram pingadas numa lamina de
vidro e por cima foi colocada uma laminula, para obter uma visualiza¢dao a fresco da
cultura. A visualizagdo dos cultivos a fresco, também foi utilizada para verificar a
presenca de contaminantes durante o cultivo, feita a cada 12 horas de crescimento

celular.
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3.8.4- 2-feniletanol

A medida de 2-feniletanol foi realizada por Cromatografia Gasosa (CG), de
acordo com a metodologia utilizada por Huang et al. (2000). Foi utilizando um
cromatografo Shimadzu GC 14B, equipado com uma coluna capilar de silica fundida
DB-1 de 30 m x 0,25 mm x 0,25u (Jew Scientific, USA) e um detector FID. Hidrogénio
foi utilizado como gas de arraste. A temperatura do forno foi mantida a 50 °C por 2
minutos, apos foi aumentada a 220 °C a uma taxa de 10 °C por minuto e depois, mantida
a esta temperatura por 10 minutos. A temperatura do injetor e do detector foram
mantidas constantes a 250 °C.

A amostra sofreu uma extracao com solvente éter/pentano (1:1) (Merck) e
como padrao interno, foi utilizando alcool benzilico (Merck). Foi feita uma curva de
calibracdo: a relagdo entre a area do pico do padrao (alcool benzilico) com a area do
pico da amostra foi correlacionada com a relagdo entre a massa do padrao e a massa da
amostra (2-FE). Foi obtida a equagdo da reta e a quantidade de 2-feniletanol foi dada em

gL'l.

3.8.5- Etanol

A andlise de etanol foi realizada com Cromatografia Gasosa (CQG),
utilizando-se um cromatégrafo Shimadzu GC 14B, equipado com uma coluna capilar de
silica fundida DB-1 de 30 m x 0,25 mm x 0,25p (Jew Scientific, USA) e um detector
FID. Foi programado o aparelho para usar o detector e o injetor a 250°C e a coluna a

50°C por 2 min, sendo que a analise completa ocorre em 32 min. Como padrdo interno
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foi utilizado n-propanol (Rech et al., 1999). A quantificacdo de etanol também foi

realizada com uma curva padrdo. A concentragio de etanol foi dada em gL

3.8.6- L-fenilalanina

A L-PHE foi analisada por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Defini¢do). Foi utilizado um cromatégrafo Shymadzu LC-10A, equipado com uma
coluna de fase reversa Supelcosil C18 de 5 p, 250 mm x 4,6 mm (Supelco, USA). Foi
utilizado um detector UV/VIS SPD-10 A (Shymadzu, Japao) no comprimento de onda
de 216 nm. A curva de calibracao foi realizada com diferentes concentragdes de L-PHE
padraio HPLC (Sigma-Aldrich). A fase movel foi composta por uma solugao de
acetonitrila (Merch, USA) e acetato de amodnio a 1% (Nuclear, Brasil), num fluxo de 1
mL/min. A solugdo da fase moével foi filtrada previamente com membranas de 0,22 pm
(Sartorius, USA). A L-PHE ¢ identificada ap6s 4 minutos.

As amostras foram injetadas (al¢a de injecao de 50 pL) diretamente no
injetor, acoplando-se na seringa filtros descartaveis de 0,45 um (éster de celulose) e 13
mm de diametro (Millipore, USA). As amostras foram diluidas sempre que necessario.

A concentragdo de L-PHE foi calculada em gL



4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Selegéo de leveduras

Todas as cepas, com excecao da levedura R709, foram capazes de se
desenvolver no meio semisintético e produzir 2-FE (FIGURA 4). Quando se
comparando a produtividade de cada cepa, K.marxianus foi a melhor produtora de 2-FE.
Esta cepa foi capaz de produzir 0,19 gL' de 2-FE, enquanto que a cepa KI
(S.cerevisiae) produziu 0,055 gL™'. Comparando as duas cepas, K. marxianus
apresentou um rendimento 70% maior que a levedura KI, ao final do cultivo (72h).

Para todas as cepas, com exce¢ao da K. marxianus, houve uma substancial
producao no inicio do cultivo, que foi diminuindo com o decorrer do experimento. A
cepa de S. malidevorans, ndo € uma boa produtora de 2-FE (Bidan, 1975), rendendo
apenas 0,051 gL'l. As cepas de S.cerevisiae apresentaram uma pequena taxa de
conversao de 2-FE, porém, todas as cepas possuem a habilidade de produzir 2-FE,
variando de 0,012 gL' (cepa 1A1 G), até 0,055 gL' (cepa KI).

As leveduras Kluyveromyces sp. sao citadas na literatura como
microrganismos bons produtores de 2-FE através da bioconversao a partir da L-PHE

(Witmann et al., 2002; Etschmann et al., 2002). K.marxianus CBS 600 produziu 0,21
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gL num meio sintético a 35 °C ¢ 0,89 gL' quando a glicose foi substituida por melaco
de beterraba (Etschmann et al., 2004). Inicialmente, de 14 cepas de leveduras testadas
para a produgdo de 2-FE em melaco de beterraba, 11 demonstraram ser capazes de

produzir 2-FE apo6s 41 horas de cultivo (Etschmann ef al., 2003).
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FIGURA 4: Producao de 2-FE por leveduras nos experimentos de selecio em meio

semisintético. K.marxianus CBS 6556 (e), 1A1G (m), KI (A), Thornton ('¥), Blastosel

(#).

Pichia fermentans LS, num meio contendo extrato de levedura e sacarose,
foi capaz de produzir 0,461 gL'l, apos 72 horas de cultivo, a 30 °C e pH inicial de 8,5

(Huang et al., 2001).
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A diferenca nos valores obtidos com a selecao ¢ devido as diferentes
caracteristicas genéticas das cepas estudadas. A producdo de 2-FE (seja através da via
de Ehrlich ou pela sintese de novo) ¢ fortemente dependente da cepa de levedura e do

meio utilizado na bioconversao (Etschmann et al., 2004).

4.2- Utilizagdo de mosto de uva

O mosto de uva pode ser considerado um meio complexo. Seu contetido em
substancias nitrogenadas facilmente assimilaveis (TABELA 2) pelos microrganismos
(principalmente amonia), proporciona uma baixa atividade da rota de Ehrlich no inicio
do cultivo. Além disso, para a utilizagdo de L-PHE e outros aminoacidos, as leveduras
necessitam de um sistema de transporte especifico, ja foram identificados 15 diferentes
sistemas em leveduras S.cerevisiae (Hernandez-Orte et al., 2002). A atividade destes
sistemas de transporte ¢ regulada pela presenca de amonia e da concentragdo relativa
dos diferentes aminoacidos no meio (Herndndez-Orte et al., 2002).

Em decorréncia da regulacdo exercida pela concentracdo de amonia, a
atividade da via de Ehrlich ¢ muito reduzida, o que reflete a baixa produ¢ao de 2-FE.
Com o consumo das fontes de nitrogénio facilmente assimilaveis, a levedura inicia a
utilizacao da L-PHE presente no meio, € aumenta entdo, a atividade da via de Ehrlich.

Durante o cultivo em mosto de uva, K.marxianus CBS 6556 foi utilizada
devido ao seu alto rendimento em 2-FE obtido nos primeiros experimentos de selegao.
Utilizando-se mosto de uva, houve um aumento na producdo final de 2-FE,
comparando-se com o meio semisintético. Com o meio semisintético com YNB, a cepa

produziu 0,19 gL' apés 72 horas de cultivo a 30 °C.
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Utilizando-se mosto de uva, K.marxianus CBS 6556 foi capaz de produzir
0,51 gL' de 2-FE, representando um aumento de 62,7% na produgio de 2-FE. Quando
se comparando o meio sintético com o meio com melaco de beterraba, cepas podem
produzir muito 2-FE no meio sintético € pouco no meio com melago e vice-versa
(Etschmann et al.,2003).

Sendo assim, a produgcdo de alcool feniletilico foi aumentando
gradativamente com o passar do tempo, chegando ao maximo em 84 horas de cultivo
(FIGURA 5). Depois de atingido o valor mdximo, a concentragdo de 2-FE foi
diminuindo permanecendo constante, 0,30 gL', até o final do cultivo (120 horas).

Experimentos com melaco de beterraba demonstram um perfil de produgao
de 2-FE parecido, obtendo-se um maximo de 3,03 gL' a 35 °C ap6s 70 horas de cultivo
e utilizando-se um processo extragdo in situ com alcool oléico (Etschmann et al., 2003).
Utilizando meio semisintético e 5 gL' de L-PHE, K.marxianus (Hansen van der Walt)
produziu 0,81gL™" de 2-FE (Fabre et al., 1998).

Durante o cultivo, houve uma pequena fase de adaptacao ao meio, porém a
fase lag de crescimento foi curta. Logo apds, na fase de crescimento exponencial (fase
log) o valor maximo na formagao de biomassa foi encontrado apos 60 horas de cultivo,
8,76 gL'. A partir de 72 horas de cultivo, a levedura iniciou a fase estacionaria de
crescimento até o final do experimento, obtendo uma concentragdo de biomassa de 6,11
gL em 120 horas de cultivo.

A maior produtividade em 2-FE foi obtida quando a levedura iniciou a fase
estacionaria de crescimento, a partir de 72 horas de cultivo. Wittmann et al (2002) e
Fabre et al (1997) afirmam que a producdo de 2-FE ¢ aumentada durante esta fase de

crescimento da levedura.
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FIGURA 5: Cinética de crescimento e produgdo de metabolitos por K.marxianus CBS

6556 no mosto de uva em agitador orbital (30 °C, 120 rpm e DOjpjcia = 1,0). Biomassa

(®), Aglcares redutores (m), 2-feniletanol (4 ), Etanol (A) € L-fenilalanina (x).

4.2.1- Consumo de L-PHE e producéo de 2-FE

A bioconversdo de L-PHE em 2-FE pode ser influenciada pela quantidade
de precursor que esta disponivel para a célula. Desde o inicio do cultivo até 48 horas, a
fenilalanina ¢ consumida gradativamente pela célula. Porém apds, ocorre um grande
consumo de L-fenilalanina pela levedura, coincidindo com a maior formagdo em
biomassa durante o cultivo (FIGURA 5). Ao final de 120 horas de cultivo, ha um

residual de 2,3 gL' de L-PHE (TABELA 5).
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TABELA 5: Consumo de L-PHE e bioconversdo em 2-FE durante os experimentos

com mosto de uva.

Tempo (h) L-Fenilalanina  2-feniletanol (QL™)  Yare/Lpre (997)
(9L™)

0 5,42 0 -
12 5,42 0,04 0,007
24 4,82 0,16 0,27
36 4,69 0,24 0,33
48 4,52 0,27 0,30
60 3,3 0,3 0,14
72 3,2 0,37 0,17
84 3,17 0,51 0,23
96 3,21 0,34 0,15
108 3,34 0,3 0,14
120 2,3 0,3 0,09

Segundo Fabre ef al. (1998), utilizando 2 gL' de L-PHE, em torno de 50 %
do precursor ¢ rapidamente consumido em 24 horas, porém aumentando até 5 gL', nio
¢ encontrado um aumento significante na producao de 2-FE. Somente com K.marxianus
a totalidade de 2 gL' foi totalmente consumida ao final de 192 horas de cultivo (Fabre
et al., 1997). Em experimentos com melago de beterraba e utilizando pervaporagdo
organofilica para extracdao de 2-FE in situ, ao final do cultivo, havia 1,4 gL'l de L-PHE

residual (Etschmann et al., 2005).
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Com relagdo ao rendimento em 2-FE, até 48 horas de cultivo manteve-se
elevado diminuindo com o passar do tempo at¢ o fim do cultivo (120 horas). A
diminui¢do do rendimento pode ser devido ao efeito inibitério do etanol e 2-FE
acumulados no meio. Concentracio de 2-FE proxima a 0,94 gL', corresponde ao valor
critico para inibi¢cao na bioconversao (Fabre et al., 1998).

A presenca de etanol e 2-FE no meio resultam numa inibicdo no
crescimento da levedura, a qual reduz a tolerancia das células e reduz a concentragao
final de 2-FE (Serp et al., 2003). A taxa de formacao de 2-FE parece ser constante e
independente do conteudo de glicose, onde o valor tedrico encontrado foi de 0,74 gg™!
(Stark et al., 2002).

A maior taxa de consumo de L-PHE foi encontrada durante o final da fase
de crescimento logaritmica, logo apds na fase estaciondria, a levedura continuou a
consumir L-PHE até o final do cultivo, porém em menor propor¢ao (FIGURA 5). A
bioconversdao da L-PHE depende da atividade da rota de Ehrlich, porém uma grande

variedade de fatores pode influenciar a produgdo de 2-FE.

4.3- Otimizacéo da producéo de 2-FE

Esta etapa do trabalho foi feita utilizando-se o planejamento experimental e
a metodologia de superficie de resposta. A producao de 2-FE e os 17 ensaios realizados
podem ser observados na TABELA 6. Como a producdo de 2-FE ¢é fortemente

influenciada pelo meio de cultura (Etschmann et al., 2004), condigdes de cultivo e da
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cepa de levedura utilizada (Fabre et al., 1999), uma otimizagdo no processo pode

aumentar o rendimento na bioconversao.

TABELA 6: Dados experimentais para a producdo de 2-FE e valores reais para a

variaveis independentes utilizados para o planejamento fatorial completo com mosto de

uva
Experimento pH Temperatura (°C) L-fenilalanina (L")  2-FE (gL™)
] 4 26 1.5 0,13
2 4 26 4.5 0,16
3 4 34 1,5 0,22
4 4 34 4,5 0,11
5 6 26 1,5 0,22
6 6 26 4.5 0,37
7 6 34 1,5 0,59
8 6 34 4.5 0,29
9 3 30 3,0 0,27
10 7 30 3,0 0,50
11 5 23 3,0 0,16
12 5 37 3,0 0,36
13 5 30 0,5 0,24
14 5 30 5,5 0,14
15 5 30 3,0 0,34
16 5 30 3,0 0,31

17 5 30 3,0 0,30
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4.3.1- Escolha do limite das variaveis independentes

O limite dado para as trés diferentes varidaveis independentes para a
formulacdo do planejamento e as curvas de contorno e reposta foi definido através de
testes prévios. A producdo de 2-FE durante o processo de fermentacdo pode ser
influenciada por diversas condigdes de cultivo. Altas temperaturas e aeracdo do meio
podem aumentar a produgao de 2-FE (Bidan, 1975).

A diferenca experimental dos cinco niveis da variavel temperatura foi
definida devido a pesquisas anteriores, ou seja, a produgcdo de 2-FE aumenta com o
aumento da temperatura, chegando ao maximo na temperatura de 33-35 °C (Etschmann
et al, 2004). Com relagdo a variacao do pH, foi utilizada a faixa de 3,0 a 7,0, mantendo-
se mais proximo possivel do pH encontrado naturalmente nos mostos de uva em
condig¢des encontradas na regido da Serra Gaucha (por volta de 3,0-4,0).

A concentragao de L-PHE foi variada de 0,5 até 5,5 gL'l, porém, 3,0 gL'1 foi
considerado como oOtimo para obter-se um bom rendimento em 2-FE utilizando

leveduras K.marxianus (Fabre et al., 1999).

4.3.2- Andlise estatistica do modelo

O valor de F ¢ utilizado para verificar se o modelo estatistico ¢ significativo,
além disso, através do teste F' ¢ possivel verificar a relevancia estatistica dos fatores
experimentais no valor das respostas. O teste F' consiste em verificar se had uma relagdo
entre as varidveis independentes e a resposta, ou variavel dependente (Barros et al.,

1995). Para o modelo aplicado, o valor de F foi de 8,96, o que indica que o valor ¢é 4
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vezes maior que o valor de F' tabelado , por isso, o modelo ¢ considerado significativo.
A TABELA 7 mostra a analise da variancia (ANOVA) feita para o modelo.

Barros et al. (1995), afirmam que a regressao ¢ significativa e preditiva quando o valor
de F' ¢ 5 vezes maior que o valor de F' tabelado numa regressao de referéncia, e ainda, os

valores experimentais podem ser representados pelo modelo proposto.

TABELA 7: Analise da variancia (ANOVA) para o modelo de regressao.

Fonte de Soma quadratica  Grau de Média F calculado F tabelado
Variagao liberdade

Regressao 0,250301698 9 0,0278113 8,96237018 2,72
Residuo 0,021721832 7 0,003103119

Falta de Ajuste 0,004066667 2 0,002033333  0,57584659

Erro Puro 0,017655165 5 0,003531033

Total 0,272023529 16

R?=0,92015. Nivel de significancia de 95%.

O valor de R* ¢ muito importante para determinar se o modelo pode ser ou
ndo considerado significativo. R?, coeficiente de correlagio, é um pardmetro estatistico
calculado através da comparacdo entre a varidncia dos pontos experimentais no modelo
com a quantidade de pontos experimentais obtidos (Box, 1978). O valor de R* para ter
um bom ajuste no modelo, deve ser maior que 0,80 (Sin ef al., 2006).

O R? para o modelo proposto foi de 0,92015 a um nivel de significancia de
95%. Este valor demonstra que ha uma boa reprodutibilidade e o modelo ¢ significativo,

indicando que uma alta proporcao de variabilidade foi explicada pelo modelo estatistico
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(Serra et al., 2005). A TABELA 8 mostra os coeficientes de regressio, o valor de R* ¢ 0
valor das probabilidades (P) para as diferentes variaveis independentes.

Os coeficientes de regressdo foram utilizados para gerar a equagao
matematica do modelo. A varidvel dependente, ou seja, a produgdo de 2-FE pode ser
relacionada numa equagao polinomial de segunda ordem. Desta forma, pode-se prever a
resposta mediante mudangas nas variaveis independentes. Sempre que possivel, o
modelo estatistico pode ser simplificado através da eliminagdo dos termos nao
significativos. Propde-se entdo, que o modelo quadratico pode ser reduzido na seguinte

equacgao:

Y=0,3141 +0,0906 x;- 0,0738 x>. x3- 0,029 x; - 0,046 x,.x 4)

Na equacao 4, Y ¢ a resposta (producdo de 2-FE) predita do modelo, x; ¢é o
valor codificado para o pH, x, ¢ o valor para a concentracdo de L-PHE e x; ¢ o valor
codificado para temperatura (TABELA 3).

A validacao do modelo foi realizada mediante a comparagao dos resultados
experimentais com os resultados obtidos da resposta com a equagdo quadratica (4).
Foram utilizadas as seguintes condi¢des: pH 7, 0, temperatura de 37 °C ¢ 3,0 gL' de L-
PHE, as quais foram considerados os valores 6timos para o modelo sugerido. Desta
forma, os valores codificados das variaveis foram: x; / x; = 1,68 e x, = 0, representando
a resposta predita pelo modelo de 0,4663 gL' de 2-FE, num nivel de confianca de 95%
(Equagio 4). Experimentalmente, obteve-se o valor de 0,47 gL' de 2-FE, confirmando a

aproximacao dos resultados experimentais ¢ do modelo estatistico.
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TABELA 8: Coeficientes estimados para o modelo estatistico.

Variaveis Coeficientes de Desvio padréo (f) Valor de P
independentes regressao (f)
Interacdo (So) 0,314 0,026 0,0068
pH” 0,091 0,012 0,0177
pH.pH 0,023 0,013 0,2312
T 0,046 0,012 0,0629
T.T - 0,025 0,013 0,2045
L-PHE "~ -0,029 0,012 0,1394
L-PHE . L-PHE - 0046 0,013 0,0752
pH.T 0,031 0,015 0,1890
pH . L-PHE - 0,009 0,015 0,6382
T.L-PHE" -0,074 0,015 0,0437

* .y . . . .

Varidveis significativas a 95% de confianga
sk ., . . . .

Variaveis significativas a 87% de confianga

EEEY ., . . . .
Variaveis significativas a 93% de confianga

4.3.3- Efeito das variaveis independentes

Dentre as variaveis testadas, o efeito do pH inicial foi considerado
significativo na resposta, € também, a interagcdo entre a temperatura e a concentragao de
L-PHE (TABELA 8). O efeito do pH inicial foi considerado significativo na resposta,
pois o valor de P foi menor que 0,05. Isto indica que a produgdo de aroma ¢ fortemente
influenciada pelo pH inicial do cultivo, obtendo-se uma maior producdao de 2-FE

quando se utilizam valores de pH neutros ou levemente basico.
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Com relacdo a temperatura, esta influencia fortemente o crescimento até
certas temperaturas, favorecendo a via de Ehrlich, a qual ¢ associada ao crescimento
(Wittman et al., 2002). A temperatura Otima para a bioconversdo depende,
principalmente, da cepa de levedura e do meio utilizados. A interacdo da temperatura
com a concentracdo de L-PHE foi significativa, demonstrando que as duas variaveis
desempenham um importante papel na taxa de producao de 2-FE e ambas podem ser
limitantes para a producdo de 2-FE.

Os efeitos linear e quadratico da concentracdo de L-PHE no meio nao foram
considerados significativos pelo modelo a 95% de significancia (TABELA 8). Como a
quantidade de L-PHE no meio influencia fortemente a quantidade de 2-FE produzida
(Fabre et al., 1998) e o valor de P foi proximo a 0,05, o efeito da concentragdao de L-
PHE tanto na forma linear quanto quadratica, foram considerados significativos na
producao de 2-FE. Além disso, se a L-PHE nao esta presente no meio, a via de Ehrlich
ndo ¢ ativada pela levedura e o rendimento em 2-FE ¢ reduzido (Etschmann et al.,
2002).

O efeito da concentracdo de L-PHE no meio ¢ considerado significativo
para aumentar a quantidade de 2-FE formada no cultivo. Wittman et al/ (2002) afirma
que a totalidade de 2-FE produzida ¢ derivada da L-PHE presente no meio, e ¢
considerada o precursor dominante na bioconversdo. Alta concentracdo de L-PHE ¢
necessaria para aumentar o fator de conversao de 2-FE (Y2.pg/pug) até o valor maximo

de 0,93 molmol™ (Stark et al., 2003a).
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4.3.4- Otimizagao da producéo de 2-FE

Os coeficientes de regressao foram utilizados para gerar as curvas de
contorno, as quais mostram a melhor condi¢do para se obter a maior resposta na
bioconversdo. A Figura 6 mostra as curvas de contorno pra o pH e a temperatura, a

concentracdo de L-PHE foi mantida no ponto central (codificado como 0).

37
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> 0.558 g/l
34 ° \
0.558 g/L
_ 0.489 g/L
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©
£ %) . 0.42 g/L
g 0.352 g/L
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0.214 g/L
23 -
3 4 5 6 7

pH

FIGURA 6: Curvas de contorno para o efeito do pH e da temperatura na produgdo de 2-

FE por K.marxianus CBS 6556 em mosto de uva.

Com a andlise da FIGURA 6, nota-se que o aumento na producao de 2-FE
se d4 com o aumento no pH inicial do cultivo, obtendo-se a regido 6tima no maior valor
de pH testado, pH 7,0. Isto também se aplica a temperatura, demonstrando que a 37 °C a
bioconversdo se torna mais eficiente e a producdo de aroma ¢ evidenciada. A FIGURA

7 mostra as curvas de contorno para a concentragdo de L-PHE e pH. A concentracdo de
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L-PHE mantida a 3,0 gL' ¢ o pH a 7,0, representam as melhores condi¢des para a
producao de 2-FE (FIGURA 7).

A FIGURA 8 mostra as curvas de superficie de resposta para a temperatura
e a concentragdo de L-PHE. A andlise da FIGURA 8 demonstra que as melhores
condig¢des sao encontradas quando a temperatura ¢ de 37 °C e a concentragao de L-PHE

for de 3,0 gL' ou menos.
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FIGURA 7: Curvas de superficie de resposta do efeito do pH e da concentracao de L-

PHE na bioconversao.

Utilizando a quantidade de precursor em 1,5 gL', a concentragdo de 2-FE
no meio ¢ diminuida, como pode ser visto nos dados experimentais (TABELA 6). Para
verificar a influéncia da concentragdo de precursor, utilizou-se uma concentragao de 0,5

-1 .. , - . .
gL', como indicada pelo modelo. Porém, ndo houve um incremento na quantidade de 2-
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FE durante o cultivo, inversamente, houve uma diminui¢do na produc¢do de aroma

comparando-se com o ponto central (0= 3,0 gL™).

5,5 -
4.5 ° °
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3 0.257 giL \
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FIGURA 8: Curva de contorno do efeito da temperatura e da concentragdo de L-PHE

na formacgao de 2-FE por K.maxianus em mosto de uva.

Para se obter uma boa taxa de conversio de L-PHE em 2-FE, deve-se

utilizar o ponto médio, isto €, 3,0 gL'1 de L-PHE (TABELA 6).

4.3.5- Influencia do pH na bioconverséo

O pH ¢ uma varidvel muito importante para o crescimento de

microrganismos. O pH do meio pode ter um efeito na atividade enzimatica durante o

processo de fermentacdo microbiana e produgdo de aromas (Feron ef al., 1996). Desta
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forma, o pH pode modificar a atividade das enzimas envolvidas nas reagdes ocorridas
durante a bioconversao de L-PHE em 2-FE (Huang et al., 2001).

O pH inicial do meio foi variado (TABELA 3) para se encontrar a faixa
Otima para a producdao de 2-FE no mosto de uva. As cepas de K.marxianus podem
crescer numa ampla faixa de pH, porém o 6timo ¢ o pH 5,0 (Rouwenhorst, 1987).

O pH desempenha um importante papel no crescimento de cepas de
Saccharomyces sp., pH proximo a 4,7 pode aumentar o acimulo de biomassa (Serra et
al., 2005). pH proximo a neutralidade também ¢ favoravel para a formagao de biomassa
por cepas de K.marxianus, como a via de Ehrlich ¢ associada ao crescimento, uma
grande concentracdo de biomassa aumenta a produtividade de 2-FE (Wittmann et al.,
2002).

Com o valor de pH inicial em torno de 8,5, o rendimento molar da
bioconversao de L-PHE ¢ de 0,77 ap6s 16 h de cultivo utilizando Pichia fermentans L-

5, porém com pH inicial abaixo de 8,5 o rendimento molar ¢ diminuido (Huang et al.,

2001).

4.3.6- Influéncia da temperatura sobre a producgéo de 2-FE

O crescimento dos microrganismos pode ser induzido por diversos
parametros, dentre estes a temperatura desempenha um papel fundamental. Em
temperaturas mais altas, a taxa de crescimento especifico sofre um aumento linear com
0 aumento da temperatura, até que se transforme num fator limitante para o crescimento
celular (Lepe, 1997). Para a bioconversdo de L-PHE em 2-FE a temperatura pode

representar um fator importante quando se busca sua otimizagao.
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Com os resultados do planejamento experimental, demonstra que se
mantendo a temperatura no maior nivel testado, a producao de 2-FE ¢ aumentada. Desta
forma, na temperatura do cultivo de 37 °C, ha a maior produ¢do de aroma. A
temperatura de 35 °C foi considerada ideal para a bioconversdao em experimentos com
melago de beterraba (Etschmann et al., 2003) e a temperatura 6tima para a bioconversao
com K.marxianus CBS 600 ¢ dada em torno de 33 °C (Etschmann et al., 2004).

O méximo na produgado de 2-FE por Pichia fermentans foi encontrado entre
30-35 °C, quando esta temperatura ¢ aumentada para 40 °C, a producdao diminui
bruscamente (Huang et al., 2001).

Durante experimentos de selecao de cepas de leveduras para a producao de
2-FE em melaco de beterraba, o aumento da temperatura de 35 °C para 41°C causa uma
rapida diminuicao na producao de 2-FE (Etschmann et al., 2003). Em temperaturas
abaixo de 30 °C, cerca de 10 % de 2-FE ¢ sintetizado ao fim de 15 h, enquanto que
acima de 30 °C este valor ¢ de 20 %, porém ha um efeito positivo adicional na varia¢do
da temperatura ¢ o maximo na produ¢do de 2-FE ¢ dado a 33 °C (Etschmann et al.,

2004).

4.3.7- Papel da concentracéo de L-PHE na bioconverséo

A presenga do aminoacido L-fenilalanina no meio ¢ essencial para se obter
uma grande quantidade de 2-FE durante o cultivo, por isso, ¢ considerada como o seu
precursor natural. Somente com altas concentracdes de L-fenilalanina ¢ que a via de
Ehrlich ¢ ativada e altos rendimentos em 2-FE podem ser encontrados (Wittmann et al.,

2002).
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A bioconversdo ¢ pouco eficiente e ndo excede 37 % quando o precursor foi
adicionado na concentracdo maior que 2 gL' (Fabre et al., 1998). Utilizando-se L-
fenilalanina marcada com *C no anel benzénico (Cg), apés 28 h de cultivo com
K.marxianus, analisando-se a quantidade de 2-FE formada demonstra niveis de 99,8 %
de fracdes de isotopos de massa (°C), apontando que a L-PHE ¢ o precursor para a
formagdo de 2-FE durante o cultivo (Wittmann et al., 2002). O 2-FE formado ¢
provavelmente derivado exclusivamente da L-PHE extracelular adicionada no meio de
cultura, enquanto que a contribui¢do da glicose pode ser nula (Wittmann et al., 2002).

Durante cultivo em agitador orbital com cepas de K.marxianus, 0,83 gL' de
2-FE foram encontradas utilizando-se 3 gL' de L-PHE, aumentando-se esta
concentracdo, nao houve um acréscimo na concentragao de 2-FE produzida (Fabre et
al., 1998). Entretanto, uma alta concentracdo de L-PHE no meio origina um elevado
rendimento na bioconversao, Y,.rgi1-pue, quando em condi¢des puramente oxidativas
(Stark et al., 2003a).

O rendimento molar de 2-FE na bioconversdo varia de acordo com os
diferentes niveis de L-PHE presentes no meio (Huang et al., 2000). Sendo assim,
somente quando a L-PHE esta presente no meio ¢ que o rendimento em aroma ¢é
elevado. A producao de 2-FE vai aumentando proporcionalmente com a concentragao
de L-PHE inicial do meio. Porém, com o acimulo de biomassa e conseqiiente formagao
de 2-FE, ¢ estabelecido um equilibrio na bioconversao e o acréscimo na concentragdo de
L-PHE nio causa efeito sobre o rendimento em aroma.

Huang et al. (2000) afirmam que a porcentagem de consumo de L-PHE
diminui quando a concentragdo inicial do precursor no meio ¢ aumentada. Porém, a

quantidade total de L-PHE nunca é completamente convertida em 2-FE (Stark et al.,
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2003a). Utilizando-se 0,1 % de L-PHE a producdo de 2-FE foi de 0,45 gL'l, 22,5 vezes
maior que a na concentragao de 0.025 %, e ainda, 0,1 % de L-PHE origina um aumento

significante na formagao de 2-FE (Huang et al., 2000).

4.4- Experimentos em biorreatores

Durante os experimentos em frascos com 50 mL de mosto de uva sob
agitacdo, houve um rendimento maximo de 2-FE a partir da L-PHE de 0,33 gg' ¢ uma
concentragao de 0,51 gL'1 de aroma foi obtida em 84 h de cultivo. Desta forma, foram
determinadas as condi¢des Otimas para a bioconversdo utilizando-se mosto de uva,
chegando aos pardmetros de pH 7,0, temperatura de 37 °C e 3 gL' de L-PHE.

A partir da definicdo das condigdes Otimas para a bioconversdo, foram
utilizados biorreatores com 2L de capacidade, como explicado no capitulo 3, Materiais e
M¢étodos, testando-se diferentes condigcdes de aeracdo e agitagdo. A aeragdo pode
aumentar a produgdo de 2-feniletanol e outros alcoois superiores durante a fermentagao

do mosto de uva (Bidan, 1975).

4.4.1- Producédo de aroma em biorreatores

Comparando-se com os experimentos em frascos sob agitacao, independente
do regime de aeragdo e agitacdo, a producao maxima de 2-FE ocorreu antes de 84 h de
cultivo (dado obtido em agitador orbital). A levedura K.marxianus apresenta-se no

inicio do cultivo com uma pequena producdo de aroma, a qual vai aumentando
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gradativamente com o passar do tempo. Com relagdo a taxa de producao de 2-FE, dois
maximos podem ser observados (Wittmann ef al., 2002).

A fase de produc¢ao méaxima de 2-FE ¢ encontrada quando o crescimento da
levedura ¢ reduzido, ou seja, quando se encontra na fase estacionaria de crescimento.
Neste mesmo periodo de crescimento ocorre uma maior taxa de consumo de L-PHE.
Durante a fase inicial do cultivo, a taxa de consumo de L-PHE ¢ reduzida, levando a
uma pequena formagao de 2-FE. A taxa maxima de produgao de 2-FE ocorre apds 9h de
cultivo, porém apds 14 h diminui, com a deplecao da glicose, ¢ observado um aumento
na taxa de producao de 2-FE, formando uma segunda fase de produ¢cdo maxima em 2-
FE apo6s 28 h de cultivo (Wittmann ef al., 2002).

Em cultivos aerados, uma alta taxa especifica de consumo de oxigénio (goz)
e, um baixo rendimento em biomassa (Yxs), induz ao aumento na concentracao exogena
de 2-FE a uma taxa de diluicdo constante (Stark et al., 2003a). Além disso,
concentracdes maiores que 4 gL' de L-PHE no biorreator sdo necessarias para obter-se
Y5 pp/L-pue maior que 0,9 molmol™ (Stark et al., 2002). Num processo convencional de
cultivo em biorreatores, foram produzidas 10,97 gL' de biomassa e 0,97 gL' de 2-FE,

o qual corresponde a um rendimento (Y;.rg/-pug) de 0,44 (Etschmann et al., 2005).

4.4.2- Producgéo de 2-FE em condicdes fermentativas

Foi utilizado o regime de batelada sem alimentacdo ¢ com uma agitacao
(rotor central de pas quadradas) de 250 rpm. Durante as primeiras 20 h de cultivo, a
levedura apresenta um crescimento exponencial, porém devido a presencga de fontes de

nitrogénio facilmente assimilédvel, ha uma constante e diminuta producdo de 2-FE. A
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FIGURA 9 mostra a producdo de 2-FE e outros metabdlitos durante o cultivo em

biorreator agitado (250 rpm).
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FIGURA 9: Produgdo de 2-FE a partir de L-PHE em biorreator da sem aeracao,

somente com agitagdo (250 rpm). Biomassa (e), Agucares redutores (m), 2-feniletanol

(#), Etanol (A) e L-fenilalanina (x).

Porém, apdés 24 h de cultivo, a concentracdo de 2-FE sofre um forte
incremento até atingir a produ¢do maxima em 50 h, mantendo-se constante até as 72 h,

logo ap6s diminui até a concentragio de 0,19 gL no final do cultivo (100 h). A

2-feniletanol (gL™)

Biomaszsa (gL
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diminui¢do da concentragao de 2-FE pode ser devido ao efeito inibitoério combinado do
etanol e 2-FE, como ja afirmado anteriormente. Porém vale ressaltar, que a partir de 80
h de cultivo, a quantidade de células sofre uma diminui¢do, e conseqlientemente, ha um
decréscimo no rendimento da bioconversdao. Isto porque a producdo de 2-FE ¢
relacionada ao crescimento e pode ser descrita pela equagao de Ludeking-Piret (Stark et
al.,2003).

A quantidade maxima de 2-FE produzida foi de 0,32 gL', e na
bioconversdo houve um rendimento de 0,30 gg'1 (Y2-re-pue). Em condicdes enologicas
de fermentacdo de mostos, leveduras S.cerevisiae var. uvarum (cepas criotolerantes)
foram capazes de produzir até 0,29 gL' (Bertolini et al., 1996).

Com relacao ao consumo de L-PHE, no inicio do cultivo até 24 h, a
utilizacao de precursor foi insignificante. A partir de 24 h, hd um consumo brusco de L-
fenilalanina, até 80 h de cultivo, apds a concentragdao de precursor se mantém constante,
chegando a 0,99 gL' em 100 h de fermentacio. De toda L-PHE suplementada no inicio
do cultivo, a levedura foi capaz de metabolisar 68 % da concentragdo total de precursor.

Durante todo o cultivo, uma pequena quantidade de etanol foi produzida,
chegando ao maximo de 0,515 gL' K. maxianus é uma cepa que possui efeito Cabtree
negativo (Rouwenhorst, 1987), ou seja, possui uma alta capacidade respiratoria. Alguns
autores afirmam que esta cepa ndo ¢ capaz de formar etanol. Leveduras do género
Kluyveromyces sdo leveduras respiratorias aerobias, enquanto que S. cerevisiae ¢ uma
levedura fermentativa aerdbia (Gonzalez-Siso et al., 2000). Desta forma, somente
condi¢des particulares de cultivo determinam as preferéncias metabdlicas da levedura, e

a decorrente produgdo de etanol (Gonzalez-Siso ef al., 2000).
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4.4.3- Producéo de 2-FE sob regime de aeragio

Estes ensaios foram realizados para avaliar o efeito da aeragao e agitagdao na
bioconversao de L-PHE em 2-FE, comparando-se com os dados obtidos durante os
experimentos com fermentacdo. Foram realizados dois diferentes cultivos, o primeiro,
com uma aeracao de 1vvm e agitacao de 250 rpm, e um segundo, com uma aeragao de 2
vvm e agitagdo de 500 rpm. Todos os cultivos foram realizados em duplicata, e as

condig¢des de cultivo como descritas anteriormente no capitulo 3, Materiais e Métodos.

4.4.3.1- Experimento com 1 vvm e 250 rpm

Dentre todos os sistemas de aeracdo e agitacdo testados, esta condi¢do (1
vvim e 250 rpm) apresentou os melhores resultados para a produgdo de 2-FE por K.
marxianus em mosto de uva. Durante o cultivo, houve um grande acumulo de biomassa,
apresentando um maximo de 11,2 gL', quando comparado com os experimentos de
fermentagdo. A FIGURA 10 apresenta a cinética de crescimento e producdo de
metabolitos em cultivo aerado com 1vvm e 250 rpm de agitacao.

Um aumento na concentracdo de biomassa durante o cultivo, pode
influenciar fortemente a quantidade 2-FE produzida, visto que, a bioconversdo a partir
da L-PHE ¢ uma rota associada ao crescimento da levedura. Nas condi¢gdes de 500 rpm,
1 vvm e 40 °C, a alta formacdo de 2-FE foi realmente encontrada durante a fase de
crescimento celular (Wittmann ef al., 2002). Com a reducdo no rendimento de biomassa
a partir da glicose (Yxss), ocorre uma redug¢do na concentragdo de 2-FE (Stark et al.,
2002).

A producdo de 2-FE foi aumentada a partir de 40 h de cultivo, onde foi
encontrada uma fase de acumulag¢do de aroma. Antes de 40 h, a produgdo de 2-FE vai

aumentando gradativamente com o crescimento celular da levedura (FIGURA 10).
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Durante as primeiras 20 h de cultivo, a concentragdo de 2-FE aumenta com a
concentracdo de biomassa, levando a um rendimento (Y2.rgx) constante de 0,29 gg'1
(Serp et al., 2003). Logo apo6s ¢ verificada uma queda na producao de 2-FE, porém esta

volta a aumentar apos 60 h de cultivo.
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FIGURA 10: Producdo de 2-FE e formacao de biomassa por K.marxianus CBS 6556

em mosto de uva e em biorreatores com lvvm de aeragdo e 250 rpm de agitacao.
Biomassa (®), Agtcares redutores (m), 2-feniletanol (4 ), Etanol (A), L-fenilalanina (x)

e oxigénio dissolvido (—).
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Desta forma, ocorre uma segunda fase de producao de 2-FE. A concentragao
de 2-FE vai aumentando, chegando a 0,77 gL' em 76 h de cultivo, depois diminui até
0,57 gL', mantendo-se constante até o final do cultivo. A levedura K.marxianus possui
duas fases de producao de 2-FE em cultivos com 1 vvm de aeragdo e 500 rpm de
agitacdo (Wittmann et al., 2002).

O rendimento maximo em 2-FE (Y2.pgppue) foi de 0,62 gg'l, o qual ¢
mantido até o final do cultivo. Desta forma, pode-se identificar um aumento de 51 % no
rendimento, quando comparados com os resultados obtidos com experimentos de
fermentagdao (Yz.ppipue = 0,30 gg'l). Ambas fases de producdo maxima de 2-FE
aconteceram durante os periodos de maior degradagdo de L-PHE através da via de
Ehrlich.

A concentracdo de L-PHE foi diminuindo gradativamente com o passar do
tempo. Durante as primeiras 20 h de cultivo, o consumo de L-PHE foi muito pequeno,
porém sofreu um forte incremento a partir de 40 h de cultivo. Todavia, a concentracao
total do precursor nio foi consumida, restando 0,92 gL' de L-PHE ao final do cultivo
(100 h). Somente 74 % de L-PHE foi consumida durante a bioconversao.

Durante o cultivo, a concentragdao de etanol produzida foi muito varidvel,
porém ao final obteve-se uma concentragio de 0,069 gL' de etanol. No inicio do cultivo
ocorre uma fase de producdo crescente de etanol pela levedura, chegando até a
concentracdo de 1,29 gL', mas a partir de 24 h ha uma queda na sua produgdo. Logo
apods, em 36 h, encontra-se a produgdo maxima de etanol, 1,51 gL']. A partir de 56 h de

cultivo, a producao de etanol ¢ diminuida, mantendo-se constante até final do cultivo.
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Durante o cultivo, foi medida a concentragdo de oxigénio dissolvida no
meio, através da utilizagdo de um eletrodo polarizado. No inicio do cultivo, a
concentracdo de O, era de saturagdo em meio e foi diminuindo gradativamente com o
aumento da concentracdo de biomassa, chegando a zero apds 78 h de cultivo. A
diminui¢do da quantidade de O, dissolvida no meio ¢ devido ao crescente aumento na
concentracdo de biomassa, visto que as células vao utilizando o O, no processo de
respiragdo celular. Desta forma, foi calculado o kja para os experimentos com aeracao,

obtendo-se um valor de 1,99 h'l, utilizando-se o método dinamico.

4.4.3.2- Experimento com 2 vvm e 500 rpm

A FIGURA 11 apresenta a cinética de crescimento e producdo de
metabolitos no cultivo com 2vvm de aeracdo e 500 rpm de agitacdo. Analisando-se a
FIGURA 11, observa-se que o aumento na aeracdo e agitagdo, ndo desempenha um
fator importante para o aumento na produgdo de 2-FE. Como nas outras condi¢des de
aeracdo e agitacdo testadas, no inicio do cultivo, hd uma menor taxa de formagao de 2-
FE.

Somente a partir de 60 h é que a concentracdo de 2-FE aumenta, chegando
ao maximo de 0,102 gL', porém logo apos, sofre uma diminui¢do e mantém-se em
0,027 gL™" até o final do cultivo (100 h). O aumento na aeragdo para 2 vvm nio propicia
um aumento na producdo de 2-FE, ao contrario, foram um aspecto negativo para a
bioconversao, pois a quantidade total de 2-FE produzido ¢ muito inferior as quantidades
obtidas durante o cultivo nas condi¢des de lvvm e 250 rpm. Além disso, houve um
menor acimulo de biomassa durante o cultivo, o que pode representar um obstaculo

para aumentar o rendimento em aroma a partir da bioconversdao da L-PHE.
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FIGURA 11: Produgdo de 2-FE e formagdo de biomassa por K.marxianus CBS 6556

em mosto de uva e em biorreatores com 2vvm de aeracdo e 500 rpm de agitagdo.
Biomassa (®), Agucares redutores (m), 2-feniletanol (# ), Etanol (A), L-fenilalanina (x)

e oxigénio dissolvido (—).

Durante o cultivo, a quantidade de L-PHE consumida foi diminuindo
gradativamente com o passar do tempo, mas a partir de 82 h, manteve-se constante,

restando no biorreator, ainda 1 gL' de L-PHE apés 100 h. Uma pequena quantidade de
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etanol foi formada durante todo o experimento, chegando a o maximo de 0,97 gL' em
36 h de cultivo, acumulando-se 0,09 gL'1 ao final do cultivo.

A producdo de biomassa ndo ultrapassou a quantidade de 5,69 gL', um
valor menor dos resultados obtidos com 1 vvm e 250 rpm. Como a rota de Ehrlich esta
associada ao crescimento, uma pequena formac¢do de biomassa pode desempenhar um
fator limitante para a obtencdo de altos rendimentos na bioconversdao. A utilizacdo de
oxigénio durante o cultivo, foi aumentando com a maior formacao de biomassa durante
o cultivo. No inicio, a quantidade de oxigénio dissolvido era de saturacdo, a qual foi
diminuindo gradativamente até chegar a 2 % em 74 h. Logo apds, ha um novo aumento
na quantidade de oxigénio dissolvido, decorrente do crescimento da levedura ser menor,
ou seja, durante a fase estaciondria.

Desta forma, foi calculado o kja para estes experimentos, obtendo-se o valor

de 6,04 h’".

4.4.4- Producéo de 2-FE em diferentes condicGes de aeracéo e agitacéo

Como ja mencionado anteriormente, as condi¢cdes de 1 vvm e 250 rpm,
foram as melhores para a obtencao de bons rendimentos para a bioconversao de L-PHE
em 2-FE por K.marxianus utilizando-se mosto de uva. A FIGURA 12 mostra as
diferentes quantidades de 2-FE produzidas nas diferentes condi¢des de aeragdo e
agitacao.

Como mostrado na FIGURA 12, a concentragdo maxima de 2-FE
produzida, foi de 0,77 gL'l, com um rendimento maximo de 0,62 gg'l. Estes resultados

demonstram um grande incremento no rendimento em 2-FE quando comparados com os
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resultados obtidos nos experimentos com 50 mL de mosto, sem aeracdo, apenas
agitacdo (agitador orbital). Sendo assim, houve um acréscimo de 46,8 % no rendimento
em 2-FE (Y,.rpi1-pue). Com a aeragdo no biorreator, o crescimento celular e posterior
acumulagdo de biomassa, sao aumentados, proporcionando uma maior atividade da rota
de Ehrlich e, conseqilientemente, elevado rendimento na bioconversao.

Num processo convencional (1,1 L de meio contendo melago de beterraba,
aeracdo de 1 vvm e 35 °C) foi encontrados 10,7 gL-1 de biomassa, 0,97 gL' de 2-FE ¢

um rendimento molar (Y2.rg/-pue) de 0,44 (Etschmann et al., 2005).

0.8

2-feniletanol (gL

FIGURA 12: Producdo de 2-FE nos diferentes sistemas de aeragdo e agitacdo testados.

1 vvim e 250 rpm (@), 250 rpm (m) € 2 vvm e 500 rpm (A).
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Utilizando-se leveduras S. cerevisiae ¢ 10 gL™' de L-PHE, a concentracio
maxima de 2,9 gL' de 2-FE foi encontrada, com uma produtividade total de 0,14 gh™
(Serp et al., 2003). Em cultivos com S.cerevisiae, a concentracdo maxima de 2-FE
encontrada foi de 2,6 gL', 3,8 gL' foi obtida num processo de otimizacdo para uma
batelada alimentada, mas a concentrac¢io de 2-FE foi aumentada para 12,6 gL' quando
o produto foi extraido com acido oléico (cultivo com uma fase organica e outra fase
aquosa) (Stark et al., 2003b).

Em culturas de K. marxianus a uma aeragao de 1 vvm, 500 rpm de agitacdo
e a 40 °C obteve-se um rendimento maximo de 0,65 mol de 2-FE/mol de L-fenilalanina,
porém, o coeficiente foi abaixo do 6timo teérico de 1 mol mol™ (Wittmann ez al., 2002).
Desta forma, foi encontrado um rendimento em 2-FE de 0,62 g g, muito préximo do
coeficiente encontrado nas mesmas condi¢des de aeragao, ou seja, 1 vvim. Em culturas
de S. cerevisiae Giv 2009, que ¢ uma cepa industrial utilizada na producao de 2-FE, um
rendimento maximo de 0,91 mol mol™ foi encontrado (Stark et al., 2002).

O aumento na taxa de aeragdo no biorreator proporcionou um aumento no
rendimento da bioconversdo. Porém quando a aeragdo foi aumentada para 2 vvm, nao
houve um acréscimo na produgdo de 2-FE, demonstrando que a aera¢do no biorreator
pode representar um efeito negativo na bioconversao, quando em altas taxas. Contudo, o
aumento na aeragdo para 1 vvm, demonstrou ser altamente benéfico para a
bioconversdo. Ou seja, das condi¢des testadas, uma aeracdo de 1vvm e agitacao de 250
rpm, com kja proximo de 2 h™', foram ideais para se obter um bom rendimento de 2-FE a

partir de L-PHE.



5- CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O mosto de uva representou ser um 6timo meio para a produgdo de 2-FE
através da rota de Ehrlich. Pois comparando os resultados obtidos com o meio
semisintético modificado, nota-se que houve um substancial aumento na concentragao
de 2-FE obtida com o mosto de uva sem otimizacao das condi¢des de cultivo. Além
disso, a cepa K. marxianus CBS 6556 apresentou-se como uma levedura produtora de 2-
FE com bons rendimentos. Dentre as cepas testadas, K. marxianus CBS 6556
demonstrou ser a melhor produtora.

A utilizagcdo da metodologia de superficie de resposta foi considerada como
um bom método para a otimizagdo da bioconversio de 2-FE a partir da L-PHE.
Mediante esta metodologia, pode-se buscar as melhores condi¢des de cultivo para a
obtengdo de altos rendimentos na bioconversao. Desta forma, a otimizagao da produgao
de 2-FE foi encontrada nas condi¢des de pH 7,0, temperatura de 37 °C e concentragao
de L-PHE de 3,0 gL™".

Os melhores rendimentos na bioconversao foram encontrados no cultivo em
batelada sem alimentacdo com 1 vvm de aeragdao e 250 rpm de agitagdo. Porém em
todos os experimentos, o efeito inibitorio do 2-FE pode ser considerado como uma

causa para a diminui¢do no rendimento da bioconversdo. Por isso, um processo de
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extracdo de 2-FE durante o cultivo deve ser testado, o que poderia aumentar
enormemente o rendimento na producdo de 2-FE. Além disso, diferentes estratégias de
alimentacdo no biorreator poderiam incrementar o rendimento na bioconversao,
minimizando o efeito inibitério do etanol e do proprio 2-FE no metabolismo da

levedura.
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