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Relatdério Descritivo da Patente de Invencao
“PROCESSO BIOTECNOLOGICO DE OBTENCAO DE HELIOTROPINA.”
Refere-se a presente invengdo a um processo
biotecnoldégico de obtencio de heliotropina, também
conhecida como piperonal, através da oxidacao
microbiolégica de isossafrol, no qual, microorganismos sao
utilizados como agentes biocataliticos na presenca de
per6xido de hidrogénio em meio aquoso, em condicdes de
temperatura, agitag¢do e pH controlados. A heliotropina é
uma substancia quimica utilizada nas industrias de flavors
& fragrancias e de cosméticos como fixadora de perfumes,
sendo um fixador biodegradavel. O presente processo
descreve uma rota natural de producdo deste fixador.
Sabe-se que os isémeros do isossafrol (E e Z) s&o
obtidos, para fins industriais, através de conversdes
quimicas, a partir do safrol, uma substancia natural
encontrada em concentragdes majoritarias nos 6leos
essenciais de espécies vegetais pertencentes as familias
das Lauraceas e Piperdceas. 0Os isémeros do isossafrol sé&o
utilizados como fonte de produgdo de heliotropina
(piperonal), um metilenodixobenzoaldeido utilizado como
fixador biodegradavel de perfume na industria de
cosmeticos. O processo quimico de producido de heliotropina
ja é utilizado em escala comercial e, no Brasil, utiliza-se
um processo quimico através do método de ozondlise. J& sdo
conhecidas no estado da arte, diversas patentes referentes
a processos de produg¢do de heliotropina, por meio de
técnicas diferenciadas: oxidagdo do isossafrol por meio de
catalizador a base de manganés, acido para-
toluenosulfénico, 4&cido sulfirico e dicromato, a uma
temperatura entre 65-80 °C , conforme descrito no documento

de patente SU490793-A; preparacgdo do piperonal a partir da
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reagdo do 1,2-metilenodioxibenzeno com &cido glioxilico na
presenca de acido forte, conforme os documentos de patente
JP2001288179-A e WO0200157016-Al; preparacao do piperonal a
partir da oxidagdo do 3,5-metilenodioxi-acido mandélico com
nitrito na presenga de acido sulfirico de acordo com a
patente JP08027144-A; produgdo de piperonal a partir da
reagdo do 1,2-metilenodioxibenzeno com &acido glioxilico na
presenga de acido sulfurico, utilizando-se agua como meio,
conforme a patente JP07330755-A; preparacdo do piperonal a
partir da oxidagdo do 3,4-metilenodixido-&cido mandélico
com &cido nitrico em uma mistura de solvente organico e
dgua na presenga de &acido sulfirico, descrito na patente
JP07258246-A; preparacdo de piperonal a partir da oxidagéo
do 3,4-metilenodixo-&cido mandélico com &cido nitrico na
presenca de acido cloridrico, conforme as patentes
EP429316-A, FR2653769~-A e US5095128-A; preparacgdo do
piperonal através de técnica eletroquimica, sendo aplicado
eletrdélise no 3,4-metilenodioxi-cloreto de benzila em agua
ou em uma mistura de solvente orgadnico e &gua na presenca
de um eletrblito, conforme as patentes JP62005977-A e
JP92062313~-B; preparacdo do piperonal por técnica
eletroquimica a partir da oxidacgao do 4-
metilmetilenodioxibenzeno com sulfato cérico, descrito na
patente GB2165536-A; preparagdo do piperonal por meio de
oxidagdo eletrolitica do isossafrol glicol na presenca de
eletrdlitos tais como 4lcalis ou hidréxidos de metais
alcalino terrosos, haleto, carbonatos ou hipocloritos ou
haletos da ambénia quaterndria, conforme as patentes
JP60070193-A e JP87056954-B; preparacdo do piperonal a
partir da oxidagdo do &lcool piperonilico wusando um
catalisador de platina e sais de &cidos inorganicos de Pb,

Fe, Bi e Ag na presenca do dioxigénio, conforme as patentes



10

15

20

25

30

JP:55022615-A e JP87021789-B; preparacdo do piperonal em
altos rendimento através da oxidagido do &lcool piperonilico
com nitrato férrico, descrito na patente JP55000314-A;
preparagdo do piperonal através da reacdo do 1,2-
etilenodioxibenzeno com N-alquil-formanilida na presenca de
cloreto de tionila, brometo de tionila e outros sob pressdo
reduzida, conforme as patentes JP54088269-A e JP86034432-B;
preparagao de heliotropina(3,4-metilencdioxibenzaldeido) a
partir da reagdo de haleto de de heliotropila com um sal de
metal alcalino do 2-nitropropeno na presenca de um alcool,
descrito na patente GB1538214-A; preparacao do piperonal a
partir do 1,2-metilenodioxibenzeno com N-alquil-formanilida
e um agente de condensagdo, conforme a patente US4157333-A;
preparacdo do epdxido do isossafrol em altos rendimentos em
presenga de perdxido de hidrogénio e nitrilas (de fenila ou
metila) entre 15-45°C, pH 8-10,5, na presenca de etanol ou
em metanol como solventes, usando-se preferencialmente
tampdao de carbonato de sédio, conforme as patentes
JP62048682-A e JP4013510-B2; preparagido do piperonal
através da extracdo de heliotropo a partir de Heliotropium
dasycarpum grass com etanol a 75-78%, onde a forma N-oxido
da heliotropina ¢é reduzida, alcalinizada com amdnia,
extraido com cloroférmio e recristalizada com acetona,
conforme descrito na patente SU1163861-A; e preparacido de
vanilina e heliotropina a partir da oxidacdo de isossafrol
e eugenol em solventes orgdnicos polares e a exposicdo do
sistema a radiagdo nuclear, conforme a patente SU 229485-A.

Com relagdo a produgdo de derivados da heliotropina,
poucos processos biotecnoldgicos foram desenvolvidos. Um
desses poucos processos se refere a producdo de acetato de
cianoidrina aromatica, uma substancia oticamente ativa

obtida a partir do piperonal, por meio de acdo enzimatica



10

15

20

25

30

(lipase), conforme descrito nas patentes JP05153983-A e
JP03254690~-A.

Em geral, o piperonal pode ser produzido a partir de
diversos anadlogos do safrol. Entretanto, para fins
comerciais, o safrol ainda é a maior fonte para a producdo
do piperonal. O piperonal é produzido a partir do safrol
por meio de processo quimico: o safrol é isomerizado a
isossafrol na presenga de hidrdéxido de potassio e em
seguida o isossafrol é submetido a reacdo com o0zénio, sendo
gerado o piperonal. Como inconvenientes desse processo, na
primeira etapa as condig¢bdes sdo drésticas e, na segunda
etapa, o0 custo da produgdo de ozdénio é alto, pois é
necessario o uso de um reator para produzi-lo, a partir de
oxigénio ou ar, além do consumo de uma grande quantidade de
energia e nao é classificado como “produto-verde”.

Além dos inconvenientes do processo quimico descritos
acima, até o momento, ndo sd&oc conhecidos no estado da arte
processos biotecnoldgicos para produgdo da heliotropina.

Oxidagdo microbiolégica ¢é um dos processos mais
estudados na transformag&o de substadncias orgdnicas ao lado
da reducgdo {Roberts, S.M. (2000} . Preparative
Biotransformations (review). Journal of Chemical Society,
Perkin Trans 1: 611-33.). O processo de oxidacgao
microbioldégica mais simples e mais satisfatério ¢é a
incorporagdo direta de um 4tomo de oxigénio ao substrato
exbgeno {ou xenobiético), a partir do oxigénio molecular,
em virtude do dioxigénio ser o oxidante mais barato na
indistria quimica (Moro-oka & Akita, 1998). Por este
processo, podem ser produzidos 4lcoois a partir de
hidrocarbonetos, derivados de fenol a partir de derivado do
benzeno e 4lcoois alilicos e/ou epdxidos de alguenos.

Termodinamicamente, estas reagdes s3o bastante diferentes
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devido aos potenciais redox envolvidos. Cineticamente,
considerandoc o© mesmo substrato, tal como o limoneno,
caminhos cataliticos diferentes podem acontecer, desta
forma, produtos maltiplos sdo possiveis.

Embora tenham sido descritos muitos exemplos de
oxidagdo bioldgica, poucas enzimas responsaveis por estas
transformagbes foram identificadas, e muito poucas foram
completamente caracterizadas. Porém, investigacdes
especificas indicaram que pelo menos trés tipos de enzimas
podem ser envolvidas em oxidacgéao microbioldgica:
monooxigenases heme-dependentes, peroxidases e metano
monooxigenases (nd&o-hemes dependentes).

A incorporagdo bioldégica de um &tomo de oxigénio é
catalisada por trés grupos de enzimas acima, e estes grupos
de enzimas efetuam as reag¢des em condicdes moderadas, e s&o
oS grupos mais importantes de enzimas para a
biotransformagdo (oxidagdo) de xenobidticos. Genericamente,
enzimas monooxigenases dependentes do citocromo P450, sdo
encontradas facilmente em todos os tipos de células vivas.
Especidficamente, as peroxidases sé sdo encontradas em
microorganismos ou vegetais especializados em expressa-las
(Conesa, A.; Punt, P. J.; van den Hondel; Cees, A. M. J. J.
(2002) Fungal peroxidases: molecular aspects and
applications. Journal of  Biotechnology, 93:143-158;
Fatibello-Filho; Vieira, C.Iolanda (2002). Uso analitico de
tecidos e extratos brutos vegetais como fonte enzimatica.
Quimica Nova, 25(3):455-464).

Muitos estudos foram efetuados em enzimas de mamifero
devido o envolvimento de monooxigenases dependente de
citocrtomo P450 no metabolismo de farmacos, principalmente
nas células do figado. A maior caracteristica destas

enzimas, é oxigenar xenobidticos lipofilicos que
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posteriormente, tornam-se sollGveis em Agua para facilitar
excregdes. Baseados neste fendmeno, muitos pesquisadores
tém trabalhado na oxidacao de substancias lipofilicas
{(xenobidticas) por diferentes MOs, células wvivas ou
preparacdes enzimaticas. Além disso, foi demonstrado que
estas enzimas ou sistemas biomiméticos podem conduzir
reagdes de oxidagbes enantiosseletivas.

Como enfatizado em literatura, principalmente por
Faber, Kurt (1995, Biotransformations in organic chemistry
2%. edition, 101-218. Spring-Verlag, Berlin Heidelberg), a
investigagdo sistemdtica de MOs é uma ferramenta muito
importante para achar o microorganismo capaz de efetuar a
reagdo com alta taxa de conversdo, além de efetuar uma
transformagdo quimica desejada. A base empirica deste
trabalho estd baseado no fato que a maioria, se nao todos
os MOs, tém a maquinaria necessaria para efetuar uma
determinada transformacdo quimica. Claro que o substrato
geralmente ¢é xenobiotico ao MO e, por conseguinte,
potencialmente téxico ao MO. Deste modo a conducdo da
reagdo deve ser muito cuidadosa. Embora oxidacdes sejam
conhecidas por mais de um século, a primeira reacdo
sistematicamente estudada efetuada por MOs
(enantiosselectivamente), foi a redugdo de cetonas
ativadas. Tendo em mente as dificuldades potenciais, a
investigacéao Sistematica microbioldgica para a
biotransformacdo de substancias gquimicas (substratos
xenobioticos) é certamente a UGnica metodologia disponivel
para se conseguir uma determinada transformacdo bioquimica
de uma substancia orgénica.

Microorganismos inteiros, frag¢des de microorganismos,
células de animais e de plantas ou preparacdes enzimaticas

cruas tém sido usadas como biocatalisadores seletivos (ou
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especificos). As metodologias sdo relativamente rapidas,
versateis e, em principio, podem ser usadas por qualquer
quimico treinado {com respeito ao protocolos de
biosseguranca) .

Varios ensaios de transformacdes microbiolégicas tém
sido descritas na literatura. A quantidade de classes
diferentes de substancias usadas como xenobidéticos e as
diferentes MOs estd crescendo rapidamente (Gonsalves, A M
dA R & Pereira, M M (1996), State of the art in the
development of biomimetic oxidation catalysis. Journal of
Molecular Catalysis A: Chemical, 113:29-211). A atracao
principal de usar MOs em vez das transformacdes quimicas
tradicionais é associada a varios fatores: o solvente
normalmente & agua (ndo muito barato, mas sempre amigavel),
as condig¢des de reagdo sdo geralmente moderadas e podem ser
criadas para reciclar o MO (por exemplo imobilizados). E,
fundamentalmente, pode-se rotular o produto como oriundo de
uma rota natural. Por conseguinte, o processo global
normalmente economiza energia, comparado com o processo
classico e uma das reivindicacdes da sociedade por ser um
processo de rota natural. Baseado nestes fatos a oxidacéao
de isossafrol, 1,2-metilenodioxi~4~(1'-propenil)-benzeno no
aldeido correspondente, piperonal ou heliotropina, 4~
carboxialdeido-1,2-metilenodioxibenzeno, foi efetuado,
conforme proposto na presente invencdo, embora a literatura
indiqgue que essa substancia que contém o} grupo
metilenodioxibenzeno se comportaria como um inibidor do
citocromo P450, evidenciando que, possivelmente,
peroxidases sejam responsaveis por esta transformagao
(Delaforge et al., 1999; Keseru, G M; Balogh, G T; Arvai,
G and Bertoék, B (1999) Metalloporphyrin Catalased

Biomimetic Oxidation of Aryl Benzyl Etheres. Implications
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for Lignin Peroxidadase Catalysis. Tetrahedron 55, 4457-
4466). Por outro lado o processo de biotransformacdo é
muito atraente no ponto de wvista industrial como uma
alternativa ao processo quimico que exige alta demanda de
energia, em funcdo da ozondlise. Adicionalmente, uma vez
sendo o produto principalmente usado como fixador na
indGstria de fragradncia e como um aditivo na induastria de
aroma, praticas industriais ditas naturais, torna o
processo proposto muito atrativo. Neste caso, o0 uso de um
processo limpo, de condigdes moderadas e gue economiza
energia para obter um produto de considerdvel importancia
econdmica, & o objetivo da presente invencao.

Embora pertencendo a uma classe importante de produtos
naturais, 0s arilpropenoides, relatos de oxidacgdo
microbioldgica destas substéancias n&o s&o comuns (Isolation
of a Bacillus sp. Capable of transforming isoeugenol to
vanillin. Journal of Biotechnology, 78: 1-9). A oxidacéo
microbiolbégica de safrol, 1,2-metilenodioxi-4-(2"~
propenil)-benzeno, e seu isémero correspondente,
isossafrol, 1,2-metilenodioxi-4-(1"-propenil)-benzeno, até
o momento nao foi assunto de muitos estudos de
biotransformagdo. Evidéncias apontam a alta toxicidade
destas substancias para MOs e as propriedades conhecidas de
agir como inibidoras de monooxigenases dependentes do
citocromo P450 (Kakko, I; Toimela, T and Tahti, H (2000)
Piperonyl butoxide potentiates the synaptosome ATPase
inhibiting effect of pyretrin. Chemosphere, 40; 301-305),
que sao, provavelmente, as razdes principais da escassez de
interesse na oxidagdo microbiologicas de arilpropenoides
com grupo metilenodioxila. Porém, a oxidacgdo de substéancia
contendo © grupo metilenodioxila através de catalisadores

biomimeticos usando metaloporfirina sintética foi reportada
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(Keseru, G M; Balogh, G T; Arvai, G and Bertdk, B (1999)
Metalloporphyrin Catalased Biomimetic Oxidation of Aryl
Benzyl Etheres. Implications for Lignin Peroxidadase
Catalysis. Tetrahedron 55, 4457-4466).

De acordo com a presente invengdo, uma substancia
pertencente a classe dos arilpropenoides contendo um grupo
metilenodioxila, & submetida de forma original e com
sucesso a um processo de oxidagdo microbiologica, através
de Dbiotransformagdo do isossafrol (isémeros E e Z), usado
como © substrato xenobidtico, para obtencdo de piperonal
por meio de oxidagéo bicenzimatica, utilizando-se
monooxigenases dependentes de citocromo P450 ou Peroxidases
presentes em microorganismos tais como: Cladosporium
sphaerospermum, Aspergillus flavus, entre outros.

Os microrganismos s&o capazes de efetuar um grande
nimero de reacgdes quimicas e que sdo essenciais para manter
0 equilibrio fisioldgico <celular. Essas reacdes sio
catalisadas por enzimas que fazem parte das rotas
metabélicas produzidas pelos MOs para degradar e sintetizar
diversas substéncias quimicas. Até o momento mais de 2.000
enzimas foram catalogadas, das quais um grande numero foi
obtido de microorganismos. Cada uma destas enzimas aceita
determinado substrato como sendo adequado para conduzir uma
reagdao especifica. Paralelamente, estas enzimas podem
aceitar substratos xenobidéticos e conduzir uma determinada
reagdo de seu dominio. A este fenbmeno, no qual o
microorganismo ou uma de suas enzimas age como um
catalisador transformando uma substancia gquimica
xenobidtica em outra, da-se o nome de biotransformacio.
Para que o microorganismo possa efetuar uma reacdo
especifica, tal como a oxi-redu¢do, serd necessario que o

mesmo apresente a capacidade de expressar uma ou mais
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enzimas oxidase ou peroxidase que possa atuar sobre o
substrato efetuando a reagdo de interesse, como a insercio
de um adtomo de oxigénio na dupla ligacgao.

Entretanto, nem todos os microorganismos apresentam
esta habilidade, sendo necessdrio conduzir-se ensaios para
encontrar um ou mais microorganismos com as caracteristicas
cataliticas requeridas. Para este prop6ésito o método da
investigagdo sistemdtica microbioldgica de biotransformacio
¢ normalmente usado, e consiste em testar um grande ndamero
de micrébios na presenga do substrato proposto, além de
proceder diversas técnicas de indugdo da enzima desejada,
alterando as varidveis tais como: pH, temperatura,
composigdao do meio de cultura, entre outras. Diversos
ensaios de transformagdes microbioldgicas foram conduzidos
na presenga de diferentes classes de substancias usadas
como xenobidticos. Entretanto, até o momento, nada foi
relatado sobre investigacao sistematica microbiolégico de
biotransformagcdo gque conduza estudos de oxidacdes de
substancias xenobidticas que possuam o} grupo
metilenodixila, como & o caso dos isémeros do isosafrol.

Para a produgdo de metilenodioxibenzaldeido através de
biotransformagdes, a presente invencdo utilizou 4-(-2-
propenila-1,2-metilenodioxibenzeno), isossafrol, como
xenobidtico, com o propdésito de selecionar uma ou mais
linhagens de microorganismos que apresente potencial de
oxidar a dupla ligacdo desta substancia.

O isosafrol, pode ser encontrado nas duas formas
diasteroisoméricas: [E] e [Z], e sd3o as substancias de
partidas na producgao de 4-carboxialdeido-1,2-
metilenodioxibenzeno), piperonal.

Industrialmente, isossafrol,{E] ou [Z], é obtido a

partir do safrol, substédncia natural encontrada em &leos
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essenciais de vegetais pertencentes as familias das
Piperdceas e Lauraceas, principalmente, e apresenta grandes
aplicag®es na indistria de inseticidas e de cosméticos. De
acordo com a presente invengdo, a conversdo microbiolégica
(bioenzimdtica) do isossafrol em substancias oxidadas
promovera a obtengdo de um produto com caracteristicas
naturais, o que na atual politica ambiental, apresenta um
interesse relevante para as indastrias que utilizam
produtos com estas caracteristicas, pois estes produtos s&o
marcados com rétulos verdes para identifica-los como sendo
de origens naturais, como é o caso de produtos gerados por
processos biotecnolégicos.

Na realizagao da presente invengdo foram utilizados
0s microorganismos Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Cladosporium  sphaerospermum, Pseudomonas aeruginosa e
Pseudomonas putida, envolvendo as enzimas Monooxigenases
dependentes do citocromo P450 e/ou Peroxidases, tais como
Ligninas peroxidases, Manganés peroxidase e
Cloroperoxidases.

Na formagdo das composi¢des quimicas dos meios de
culturas usados no ensaio microbiolégico, cada linhagem de
microorganismo liofilizado, foi suspendido, por exemplo, em
1 ml de solugdoc aquosa de NaCl a 1%. As suspensdes foram
usadas como indéculos em meios de culturas sdélidos,
dispostos em placas de Petri contendo 20mL de meio,
conforme resultados relacionados na tabela a seguir. Os
meios de culturas foram esterilizados em autoclave a
1Kf/cm® durante 15 minutos. S6 apbs a temperatura do meio
atingir a temperatura ambiente é que se procedeu a
transferéncia dos indéculos. Foram utilizados 0,2-2mlL de
peroxido de hidrogénio como agente oxidante {H203)

adicionados no meio de cultura de modo que a concentragédo
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final foi de 1-2% v/v. O pH foi ajustado na faixa de 3-4,5
com acido acético glacial. Os cultivos foram mantidos nas

mesmas condi¢des de agitacdo e temperatura iniciais.

Substéncias Czapeck Caldo Sabouraud LB-broth
quimicas para fungos * para leveduras * (Luria-
Bertani~broth)
para
bactérias**
Sacarose 20g/1 30g/1
NaNO3 29/1
KH,PO, 1lg/1
{NH,) .80, 0,01g/1
FeS04.7H,0 0,5g/1 0,2q9/1
Neopeptona 10g/1
Tripeptona 10g/1
Extrato de lévedo 5g/1
NaCl 10g/1
Agar 30g/1 30g/1 30g/1
pPH 3.5-7.0 4.5-7.0 4,5-7.0
Cultivos 27°C/5 dias 27°C/24 horas 35°C/24horas

* Compilado de Demain & Solomon, 1986; ** Compilado de Cappuccino, J.
G. & Scherman, N. (1992) Microbiology: A laboratory Manual, 3nd Ed.
Beijamings Curmmings, New York

Para confirmagdo do ensaio de biotransformacido em
frascos Erlenmeyer, para cada linhagem de microorganismo
foram usados dois frascos Erlenmeyer de 250mlL contendo
100ml de meio com pH ndo ajustado, mantido em 3, cada um.
Os frascos foram fechados com rolha de algodao hidréfilo e
juntamente com o© meio de cultura foram autoclavados a
1Kf/cm® durante 15 minutos. Apbés o meio de cultura atingir
a temperatura ambiente, um volume de 1mL da suspensio de
esporos, obtidos no procedimento anterior, foi inoculado.
Os frascos foram rotulados e mantidos em sistema de
agitagdo a 150rpm e 26-30°C durante 96 horas. Apds este
periodo, foram procedidas as adicdes do substrato e do
peréxido de hidrogénio, como no procedimento anterior e, a
cada 24 horas aliquotas de 2ml de cada frasco foram

retiradas, transferidas pra tubos de ensaios distintos e
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submetidas as extracles. As amostras devidamente rotuladas
foram enviadas para analises.

Na extragdo e separacdo dos produtos, em cada tubo de
ensaio foram adicionados 2mL de acetato de etila PA, que no
caso de bactérias e leveduras as aliquotas foram filtradas
com membranas de 0,22 micrdémetros, e a mistura foi
submetida a agitagdo em agitador de vértice por 20
segundos. A mistura foi deixada em repouso por 3 minutos
para haver a separagdo das fases por decantag¢do. A fase
organica ou fase superior, que foi neutralizada com
bicarbonato de sédio e usou-se NapS0Os anidro para remover
as possiveis moléculas de Aagua presentes, cerca de 1,5mL,
foi removida por meio de uma pipeta Pasteur e filtrada e
transferida para um frasco de vidro de 4mL com tampa de
rosca e septo. O frasco foi rotulado e a amostra enviada
para analise via cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas.

De acordo com a presente invencdo, fungos filamentosos
sdo cultivados em meio sdlido Czapeck, durante 5 dias (120
horas) a 26-30°C. Ap6s este periodo, o0s esporos sao
retirados por meio de uma solugdo aquosa de NaCl a 1% em
temperatura ambiente (~30°C). A suspensdo de esporos é
entdac transferida para uma solugdo nutritiva Czapeck
(tabela-1), de modo que a concentragdo fique dentro da
faixa de 300mg/L - 3000mg/L de esporos. A fonte de carbono
€ a sacarose na concentragido de 30g/L. O sistema deve ser
mantido em agitagd&o (150rpm) durante 4 dias (96 horas) em
temperatura 26-30°C. Apbés este periodo, o isossafrol deve
ser incorporado a tween-80, &gua e perdxido de hidrogénio
30% na proporgdo (1:0,1:0,5:0,4). Em seguida uma aliquota
desta suspensdo deve ser adicionada ao meio de cultura de

modo que a proporgdo seja de 1%-10% do volume total. O pH
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deve ser ajustado na faixa de 3-4,5 com acido acético. O
sistema deve voltar para as mesmas condic¢®es iniciais. A
maxima concentragdao de piperonal no meio deve ser
monitorada via CG. Em seguida o piperonal deve ser extraido
de acordo com o procedimento de extracdo adequado ao

processo conduzido, se por batelada ou continuo.
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REIVINDICACOES

Processo biotecnologico de obtengdo de heliotropina earacterizado pelo fato do
tcacaafral <or submerido 2 om pracessar de axidacio !Hicrmhinlr'\yi(':-a‘ R Presencea de
peroaido de hidrogenio 30%. no qual micro-organisnios e as enzimas, pertencentes ao
grupo compreendida por monooxigenases ¢ peroxidases. presentes nos ditos micro-
arganismos serem utitizados como agentes catalisadores em meio de culura liquido.
em condigdes de temperatura entre 23° ¢ 33°C. agitagdo entre 100 ¢ 150 rpm e pHl
entre 3 ¢ 7 ¢ tendo como agente dispersante do substrato um detergente ndio idnico. na
qual a propor¢do dos componentes fundamentais isossafrol, detergente ndo-idnico,
agua ¢ peroxido de hidrogénio 30% no meio de cultura seja, preferencialmente. igual a
1:0.1:0.5:0.4,

Processo de acordo com o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato do isossatrol
estar nas formas diasteroisoméricas E e Z.

Processo de acordo com o reivindicado em |, caractervizado pelo fato de o
microorganismo set o Aspergillus flavus.

Processo de acordo com o reivindicado em 1. caracterizado pelo fato de o
microorganismo ser Aspergillus niger,

Processo de acordo com o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato ser o
microorganismo ser o Clodosporium sphaerospermum.

Processo de acordo com o reivindicado em 1. caracterizado pelo fato de o
MICroorganismo ser o Pseudomonas aeruginosa.

Processo de acordo com o reivindicado em 1. caracterizado pelo fato de o
microorganismo ser o Pseudomonas putida.

Processo de acordo com o reivindicado em 1. caracterizado pelo fato da enzima
presente no microorganismo ser Monooxigenases dependentes do citocromo P450.
Processo de acordo com o reivindicado em 1. caracterizado pelo fato de o pH da
reacdo ser prefeencialmente 3,3,

Processo de acordo com o reivindicado em 1. caracterizado pelo fato de o detergente

nao 10nico ser o tween-80.

- Processo de acordo com o retvindicado 1. caracterizado pelo (ato de o processo set

em batelada.

. Processo de acordo com o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato de o processo

ser continuo.
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RESUMO

PROCESSO BIOTECNOLOGICO DE OBTENGCAOC DE
HELIOTROPINA.

A presente invengdo se refere a um processo de
obtencao de heliotropina (piperonal) por uma rota natural,
através da oxidagdo microbiolégica do isossafrol nas formas
diasteroisoméricas E e Z, no qual microorganismos e enzimas
presentes nos ditos microorganismos sdo utilizados como
agentes catalizadores na presenga de perdéxido de hidrogénio
em meio aguoso, e em condigdes de temperatura, agitacdo e

pH controlados.
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