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RESUMO

No presente trabalho 37 fungos isolados das margens do rio
Una do Prelado, na Estagiio Ecolégica Jurdia-ltatins foram estudados
quanto a sua capacidade de sintetizar vanilina a partir do acido
fertlico e do eugenol. Aiguns testes foram realizados variando-se os
substratos, e utilizando-se agitagdo ou culturas estaticas. Apos a
selecdo baseada no perfil de crescimento dos fungos frente a
substratos diversos e nos cromatogramas obtidos dos caldos de
crescimento, as linhagens que apresentaram melhores resultados de
producéo de vanilina foram 755 (55,2 mg/L - teste 7) e 1051 (27,1
mg/L. - teste 2). O método utilizado para a quantificacéo da vanilina foi
a cromatografia liquida de aita eficiéncia utilizando-se uma coluna
ZORBAX ODS (fase reversa) e deteccdo a 279 nm. O espectro de
absorcdo UV foi utilizado para a confirmacdo da identidade do
composto de interesse. Dos dez testes realizados, sete utilizaram
acido ferdlico e trés utilizaram eugenol como substrato. Os testes
envolvendo o eugenol ndo apresentaram resultados satisfatorios,
embora condizentes com a literatura afim. A atividade de enzimas
ligninoliticas foi estudada. As enzimas lignina- peroxidase, manganés-
peroxidase e alcool veratrilico-oxidase afetaram negativamente a

sintese de vanilina.
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SUMMARY

in the present work, 37 fungal strains isolated from the Una do Prelado
river, at the Ecological Station Jureia-ltatins, were studied for their
ability to synthesize vanillin from ferulic acid and eugenol. Some tests
were done varying the substrates and using shaken or unshaken
cultures. After selection based on the growth profile in medium
containing several compounds and on the chromatograms obtained
from the growth cultures, the strains that presented high values of
vanillin production were numbers 755 (55,2 mg/L - test 7) and 1051
(27,1 mg/L - test 2). Vanillin production was quantified using HPLC
employing a ZORBAX ODS column, reverse phase, and detection at
279 nm. The absorption espectrum UV was used to confirm the
identity of the compounds. In 10 tests, 7 utilized ferulic acid and 3
utilized eugenol as the substrate. The tests involving eugenol did not
show good results, although agreeing with results reported in recent
literature. The activities of the ligninolytic enzymes were studied. The
enzymes Lignin-peroxidase, Manganese-peroxidase and Veratryl

alcool-oxidase affected negatively vanillin synthesis.



1. INTRODUCAO

O extrato de baunilha € um dos mais populares ingredientes
mundialmente conhecidos e utilizados na fabricacdo de alimentos. E
um componente importante em geléias, sobremesas, sorvetes, paes,
jogurtes, doces, bolos, refrigerantes, bebidas aicodlicas, tabaco e
fragréncias. Os componentes do extrato de baunilha possuem
caracteristicas muito agradaveis ao paladar. O conjunto dos
compostos presentes no extrato confere a este um amplo e rico

“pouquet”, tornando-o universaimente aceito e difundido.

A vanilina & o principal componente responsavel pelo aroma de
baunilha e aparece juntamente com inumeros outros compostos. O
produto comercial € um extrato etandlico diluido de frutas verdes
fermentadas de um género de orquideas, Vanilla, geralmente Vanilla

fragrans, também conhecida como Vanilla planifolia.

Originaria da América tropical e de outros paises com o mesmo
clima, algumas espécies de orquideas foram cultivadas e processadas
pelos Astecas, que ulilizavam seu aroma e sabor em bebidas e
chocolates. Devido ao processo de obtengéio demorado e
dispendioso, o extrato de baunilha puro ainda € considerado muito
caro. A polinizagdo é realizada manualmente, ja que os botdes destas
orquideas abrem-se somente uma vez ao ano e apenas por algumas
horas, 0 que torna a sua polinizagdo natural bastante dificil (FOUCHE
& COUMANS, 1992). Acredita-se que estas plantas estariam extintas

sem a intervencado humana.



Uma vez que a disponibilidade de extrato puro de bauniltha
nao atende a demanda crescente entre os paises industrializados, faz-
se entdo necessaria a sua obten¢ao a partir de outras fontes, sejam
elas naturais ou artificiais, sendo as mais ulilizadas a oxidagdo
quimica de componentes da madeira obtidos durante a fase de
poipacao nas industrias de papel e celulose (MATHIAS et al., 1995); a
partir de produtos petroguimicos como o guaiacol (CLARK, 1990); ou
por biocatalise, ou seja, a utilizacdo de microrganismos vivos ou suas
enzimas para se obter este produto a partir de compostos organicos
como substratos (ROSAZZA, 1995).

O interesse de pesquisadores tem aumentado
significativamente, sempre na tentativa de encontrar alternativas
biotecnolégicas para este fim. A exploragdo industrial de
microrganismos para a producdo de aromas &, na verdade, uma
extensdo da biotecnologia utilizada para processos tradicionais como

a producao de metabdlitos primarios e secundarios.

Tendo em vista estas consideracfes, 0s objetivos para o

presente trabaltho foram:

1. Encontrar fungos altamente produtores de vanilina a partir de

acido ferdlico e eugenol.

2. Estudar o efeito de outros compostos fendlicos derivados da

lignina quanto a inibigdo ou ndo do crescimento fungico.



3. Monitorar a atividade das enzimas do sistema ligninolitico
destes fungos, e verificar a correlacdo entre a atividade enzimatica e a

producao de vanilina.

4. Manipulacéo dos meios de cultura, variagdo dos substratos e
agitacdo na tentativa de otimizar as condicdes de cultivo visando um

maior rendimento na sintese de vanilina.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Vanilina

2.1.1. Consideracdes gerais

A vanilina € o principal componente responsavel pelo aroma de
baunitha existente na semente de orquideas do género Vanilla, e
aparece na concentracao de + 2 %. Ouiros componentes importantes
do aroma séo o acido vanilico, o acido 4-hidroxibenzdico, além de
muitos outros compostos presentes em quantidades bastante
inferiores (WESTCOTT et al., 1994).

Segundo BURRI et al. (1989), além das caracteristicas que the
conferem aroma e sabor, a vanilina tem sido utilizada visando uma
tentativa de mascarar o aparecimento de “off-flavours” indesejaveis
desenvolvidos durante a estocagem de produios susceptiveis a
degradacdo oxidativa natural. Apresenta ainda um poder antioxidante
muito potente em alimentos que contenham acidos graxos poli-
insaturados, o gue tem aumentado seu uso como ingrediente nas

formulagdes industriais.

A vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido), cuja estrutura se
encontra representada na Figura 1, € um composto fendlico do tipo
aldeido e aparece na forma de pequenos cristais brancos ou
levemente amarelados. Apresenta ponto de fusdo a 81 °C e ponto de
ebulicdo a 285 °C. Os exiratos de baunilha convencionais possuem

um contetido minimo de etanol na faixa de 35 %.



CHO

" ocH,
OH

Figura 1. Estrutura guimica da vanilina.

As caracteristicas do aroma de bauniha s3c bastante
interessantes. Suas sementes recém colhidas sdo desprovidas de
aroma e sabor, pois 0s eventuais componentes do aroma ocorrem na
forma de dlicosideos, como a glicovanilina, e somente séao
potencializados durante o processo de cura, o qual estimula a
hidrélise enzimatica destes glicosideos (RILEY & KLEYN, 1989).

2.1.2. Requisitos naturais

As plantas do género Vanilla crescem em climas tropicais, 20
graus ao norte e ao sul da linha do equador. As condigbes ideais para
o crescimenio dessas plantas sdo, entre outras, um clima anuai medio
de 24 a 30 °C, alta umidade e baixa incidéncia de ventos. O solo deve
ser rico em matérias organicas, levemente inclinado e bastante

e5CLIFo.



ADEDEJ! et al. (1993) reportaram que a vanilina € um produto
obtido da agricuitura e, por esta razao, praticas de agricuitura, pais de
origem, fatores climaticos, tipos de solos, grau de maturidade da
semente no momento da colheita e métodos de fermentagao ou cura
terdo um papel importante na qualidade dos constituintes do aroma

final do produto.

A maiocria dos paises tropicais apresentam estes pré-requisitos,
mas mesmo assim, nem todos conseguem desenvolver a producdo
de extrato de baunilha (WEBSTER, 1995). Entre os paises que se
destacam na producdo de vanilina natural, os paises africanos,
asiaticos e outros com clima umido e quente possuem no exirato de
baunitha um de seus principais elementos para exportacdo, como

representado na Figura 2.

Indonésia
34%

Bourbon
52%

Qutros
Taiti 9%
5%

Figura 2. Producdo mundial de extrato de baunilha (%).
A denominagdo “Bourbon® envolve as sementes de paises

como Madagascar, Comores, Reunion e llhas Seychelles.



2.1.3. Adulteracdo do extrato bruto

Por se tratar de um composto relativamente carc e de dificil
obtencéo, a industria tem buscado alternativas para adulterar o extrato
puro sem perda substancial da qualidade do aroma. Atualmente ha
uma busca de sofisticacdo nas téecnicas de adulteracdo e,
conseqientemente, um maior desenvolvimento nos métodos de

deteccdo desta adulteragio.

Os extratos de baunitha podem ser adulterados com derivados
da lignina, guaiacol ou eugenol e esta vanilina sintética exibe
caracteristicas semelhantes 4 vanilina natural, porém, perde alguns de
seus fatores aromaticos presentes somente na semente de Vanilia
(RILEY & KLEYN, 1989).

O composto mais utilizado para a adulteracdo da vanilina é a
etil-vanilina (EV), a qual possui um aroma duas ou trés vezes mais
intenso, e geralmente é utilizado em conjunto com a vanilina
(LAMPRECHT et al., 1994).

2.2. Acido Feriilico

2.2.1. Consideracdes gerais

O acido ferulico foi descrito primeiramente em 1866 como um
componente de Ferula foelida Reg. (Umbelliferae), e seu nome
obviamente deriva do nome botanico da planta da qual & obtido
(ROSAZZA et al., 1995).



Este acido deriva do ataque oxidativo ao alcool coniferilico, um
dos mais representativos mondmeros da lignina (CRAWFORD &
CRAWFORD, 1980; HIGUCHI, 1980).

O acido ferdlico (acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico - Figura 3),
assim como oufros Aacidos fendlicos, ocorre geralmente na
configuracao trans e aparece covalentemente ligado a parede celuiar
de varias familias de vegetais, incluindo a economicamente
importante familia Gramineae. Estes componentes fendlicos séo
esterificados aos polissacarideos da parede celular. Isto é evidenciado
apods tratamento alcalino, que promove a sua liberagdo. As mudancgas
espectrais gue ocorrem séo diagnostico de quebra de ligagdo do tipo
éster (SMITH & HARTLEY, 1983).

Figura 3. Estrutura quimica do acido ferdlico.



2.2.2.- Ocorréncia do acido ferulico

Ele raramente ocorre na forma livre. Além de aparecer
esterificado a polissacarideos, pode ser encontrado também como
amida e outros ésteres, na forma monomeérica ou dimérica (AKIN et
al., 1992; FRIEND, 1981 e GRAFF, 1902). A ligacado do acido ferulico
a parede celular vegetal tem sido estudada determinando-se a
estrutura dos compostos soltveis em agua liberados peio tratamento
de bagaco de cana, casca de trigo e casca de milho com alguns tipos
de celulases (MUELLER-HARVEY et al., 1986). Todos estes produtos
contém acido ferulico esterificado a arabinose, que por sua vez &
ligada a xilana, indicando que s&o derivados de arabinoxilanas

ferdlicas.

Pode também aparecer na forma dimérica, como acido
diferdlico, em ligacdo com a hemicelulose (MARKWALDER &
NEUKOM, 1976; HARTLEY & JONES, 1976).

FRY (1983) desenvolveu um trabalho relativo ao acido ferulico,
sua estrutura e possiveis funcbes. Utilizando-se de folhas de
espinafre, encontrou acido ferdlico esterificado a residuos de

- galactopiranose e arabinopiranose dos polissacarideos.

ROMBOUTS & THIBAULT (1986) reportaram a presenca de
acido ferdlico e ouiros fendis esterificados a substancias pécticas
encontradas na polpa de beterraba utilizada para a producéo de

aclcar. Os principais agtcares encontrados nesta polpa foram a
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arabinose e galactose. Ramnose, fucose, xilose, manose e glicose

também estavam presentes, porém em menores quantidades.

O acido trans-ferdlico € o isdmero dominante e constitui acima
de 90% dos acidos fendlicos totais da farinha de trigo (SOSULSKI et
al., 1982). Na ultima década alguns tipos de arabinoxilanas ferulicas
foram isoladas de varias plantas (KATO & NEVINS, 1985 ;
AHLUWALIA & FRY, 1986).

O acido fertlico livre ou esterificado também pode se polimerizar
com a lignina, formando ligagtes alcali-resistentes {(SCALBERT et al.,
1985).

Este pode ainda aparecer como um vildo na industria de suco de
laranja, onde atua como precursor de “off-flavors” (NAIM et al., 1988;
PELEG et al.,, 1992), ou também produzir um efeito desejado no
amadurecimento dos vinhos em tonéis de madeira, pois confere um
aroma agradavel ao produto (CHATONNET et al., 1852).

2.2.3. Degradacao do acido fertlico

Por ser um composto extremamente abundante na natureza,
este acido fendlico desperta em muitos pesquisadores o sentido de
curiosidade, de descoberta da potencialidade de se manipular as vias

do seu metabolismo.
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Varias etapas importantes da via metabdlica de degradacéo ja
sdo devidamente conhecidas e apresentam interesse comercial;

outras, por sua vez, necessitam de estudos mais aprofundados.

As transformacgdes microbianas ou enzimaticas do acido ferdlico
e outros derivados cindmicos tem sido examinadas sob diversas
perspectivas. Seus metabdlitos apresentam um papel muito
importante na germinacao e crescimento das plantas (TURNER &
RICE, 1875). Os derivados do tipo estirenos conferem resisténcia a
pragas na lavoura (HASHIKADO et al., 1993).

Muitos s&o os compostos de interesse industrial que podem ser
obtidos do metabolismo do acido ferdlico, como: vanilina, estirenos
oxigenados, epdxidos, guaiacol, catecol, alquil-benzenos e polimeros
de estirenos (HUANG et al., 1893; ROSAZZA, 19985).

LEHTONEN (1983) e CHATONNET et al. (1892), atribuiram aos
hidroxiestirenos e metabdlitos microbianos do acido ferdlico a
capacidade de conferir aroma a sucos de frutas, vinhos, cerveja, etc.
O acido ferdlico também é utilizado como um modelo de substrato de
lignina para o estudo da degradacdo de compostos aromaticos
presentes em residuos da industria quimica, farmacéutica,

petroquimica e de alimentos, através de enzimas ligninoliticas.

2.2.3.1. Microrganismos capazes de degradar o acido feralico

A conversao de acido ferdlico a vanilina & atuaimente de grande

interesse e ressalta a viabilidade de se obter produtos caros e de
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grande importancia para a industria.

inimeros s&o os microrganismos capazes de degradar os
compostos semelhantes a lignina, embora os fungos filamentosos
apresentem mais facilidade (ANDER et al.,, 1980 ; BETTS & DART,
1988).

Varias rotas de degradacgdo tem sido propostas, todas levando
a0 acido vanilico como um intermediario importante, e peguena
quantidade de compostos reduzidos, como a vanilina. Sabe-se que os
fungos de degradacéo branca sdo ricos em fenol-oxidases, as quais
catalisam a polimerizacdo dos precursores aromaticos (BUSWELL et
al., 1982). Em trabalho de GUPTA et al. (1981), imediatamente apds a
adi¢ao do &cido ferdlico as culturas de Pycnoporus cinnabarinus, uma
coloragde marrom tornou-se aparente, o que demonstrou a ocorréncia

de polimerizacao do composto fenélico induzida pela lacase presente.

Para se atingir uma quantidade razoavel do produto em questio,
as vias metabodlicas devem acarretar a quebra da cadeia lateral.
Varios s8o os microrganismos descritos na literatura, capazes de
realizar esta conversdo. ISHIKAWA et al. (1963) demonstraram que
os fungos de degradacdc branca Polyporus versicolor e Fomes
fomentanus tinham a capacidade de bioconverter o acido ferllico a
vanilina, e esta entdo ser reduzida a alcool vanilico ou oxidada a acido
vanilico. CARTWRIGHT & SMITH (1967) e TOMS & WOOD (1970)
obtiveram resultados semelhantes com bactérias do género

Pseudomonas.
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A rota de degradacdo proposta por GURUJEYALAKSHMI &
MAHADEVAN (1987) demonstra uma perda da cadeia lateral do acido
ferdlico através da acdo de uma deacetilase, produzindo a vanilina,

que seria entdo metabolizada a acido vanilico e acido protocatecsico.

NAZARETH & MARVINKURVE (19886), utilizando uma linhagem
de Fusarium solani que mostrava um o6timo crescimento em outros
substratos fendlicos, sugeriram uma rofa diferente, onde o acido
ferdlico passaria por um metabdlito intermediario, o 4-vinilguaiacol, um
composto nio identificado anteriormente nas vias de degradacéo dos
fungos, e este, por sua vez, seria metabolizado a vanilina e acido

vanilico, entre outros compostos de menor interesse.

EDLIN et al. (1995) demonstraram a mesma via de metabolismo
descrita anteriormente onde a degradacido do acido ferulico pela
levedura Brefanomyces anomalus passa pela descarboxilacdo e
subseqiente reducdo a derivados 4-vinil e 4-elil, sendo que os
resultados obtidos foram os mesmos para frascos agitados e em

repouso.

TILLETT & WALKER (1990) propuseram uma nova rota
desenvolvida por uma linhagem de Penicillium sp, provavelmente
Penicillium rubrum e que envolvia a demelilacao preliminar do acido
ferdlico a acido cafeico, seguido de encuriamento da cadeia lateral
produzindo acido protocatecdico, o gual sofreu subseqlientemente
uma quebra na posicao orfo do anel benzénico. Esta rota alternativa

provocoeu uma queda nos niveis de produgéo de vanilina.
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Poucos actinomicetos séo capazes de metabolizar compostos
fendlicos derivados da lignina. Uma linhagem de Streptomyces setonii
termotolerante e degradadora de fenol e lignina apresentou produgéo
de vanilina a partir do acido ferdlico, por rompimento na cadeia lateral
do acido. Houve também uma producdo de acetato, na medida em
que o acido ferulico era consumide (SUTHERLAND et al.,1983). A
presenga de catecol 1,2-dioxigenase e acido protocatecdico 3,4-
dioxigenase nao permitiram que houvesse acumulo de vanilina no

meio de cultura.

GUPTA et al. (1981) reportaram a degradacéo do acido trans-
ferdlico por uma linhagem mutante de um fungo de degradagéo
branca, o Sporotrichum pulverulentum, com baixa atividade de fenol-
oxidase, porém a producédo de vanilina foi da ordem de tracos, uma
vez que altos niveis de produtos reduzidos foram obtidos, incluindo

aldeido coniferilico, acido dihidroferdlico e aicool dihidroconiferilico.

O metabolismo do acido ferdlico foi estudado em culturas do
fungo de degradacado branca Pycnoporus cinnabarinus linhagem 1-937
por FALCONNIER et al., (1994). Apos 6 dias de crescimento, durante
¢ metaholismo secundario do fungo, a conceniragdo de vanilina
atingiu um maximo de 64 mg/l., correspondendo a um produto molar
de 27,5 %. O processo de biotransformacdo ndo foi faciimente
controlado uma vez que este fungo liberava lacase para o meio de
cultura. Quando produzida, a enzima ligninolitica lacase conteve a
formacéo de vanilina promovendo a polimerizacéo do acido ferulico

em polimeros semelhantes a lignina. Uma outra rota metabdlica foi
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evidenciada neste fungo, gerando alcool e derivados diméricos, como

resultado de varias redugbes quimicas.

£m trabalho pioneiro utilizando compostos derivados de lignina,
TOMS & WOOD (1970) demonstraram a degradagic de acido fertilico
em acido vanilico e vaniling, utilizando suspensées de células lavadas
de Pseudomonas acidovorans, na presenca de nicotinamida-adenina
dinucleotideo. O acido ferdlico foi marcado com [2-'%C] e a

degradacgao foi assim evidenciada.

OTUK (1985) utilizou uma linhagem de Escherichia coli isolada
de matéria organica em decomposicdo. Apds crescimento em acido
ferdlico como unica fonte de carbono, os produtos de degradagéo
foram identificados por espectroscopia na regido de infravermetho e
ultravioleta e por cromatografia em camada deigada (CCD). O autor
sugeriu que o acido ferdlico & degradado via vanilina, acido vanilico e
acido protocatecoéico, uma vez que estes metabolitos se acumularam

no meio de cultura. Quase toda a vanilina foi oxidada a acido vanilico.

Um processo de bioconversio em duas etapas para a producéo
de vanilina a partir de acido ferulico foi desenvolvido por LESAGE-
MEESSEN et al. (1996) combinando os microrganismos Aspergillus
niger e Pycnoporus cinnabarinus. No primeiro passo, a linhagem de
Aspergilius niger tfransformou o acido ferulico em acido vanilico, e este
entdo foi reduzido a vanilina pela linhagem de Pycnoporus
cinnabarinus. A primeira etapa ocorre por uma via de degradacéo da
cadeia propendica, e a segunda etapa consiste de uma reducéo

quimica simples. Pouco se sabe sobre essa conversdo do acido
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vanilico a vanilina. Os passos de redugdo no metabolismo flngico de
compostos aromaticos poderiam ser parte de um sistema de
detoxificagéo para manter o nivel de compostos inibitérios abaixo de

uma concentracao limiar prejudicial.

RAHOUTI et al. (1989) reportaram o aparecimento de vanilina
(15,2 mg/L) em cuituras de Paecilomyces varioti com 24 horas de
incubagéo, e em culturas de Pestalotia palmarum também com 24
horas de incubagéo (2,0 mg/L).

Observando-se a literatura, varias rotas alternativas para o
encurtamento da cadeia lateral tem sido propostas, todas levando a

producéo do acido vanilico:

a) Oxidativa: TOMS & WOOD (1970) propuseram uma rota oxidativa
onde uma sub-unidade de 2 carbonos era clivada do acido ferdiico
para produzir vanilina, a qual era quase que automaticamente oxidada

a acido vanilico;

b} Redutiva: ENOKI et al., (1981) encontraram mais intermediarios
reduzidos que oxidados nos estudos do metabolismo de acido fertilico
por Sporotrichum pulverulentum. Similarmente NISHIDA & FUKUZUMI
(1978) reportaram que um fungo basidiomiceto (Trametes sp.) reduzia
o acido fertlico a alcool coniferilico, o qual era subsegilentemente

convertido a vaniiina.

¢) Nao-oxidativa: Esta rota passa obrigatoriamente pela formacao de
intermediarios 4-vinil e 4-etil (NAZARETH & MARVINKURVE, 1986).
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De acordo com os trabalhos revisados anteriormente, a rota de
degradag@o do &cido ferilico mais comum em fungos imperfeitos
passaria por compostos como vanilina, &acido vanilico, acido
protocatecdico e derivados do ciclo do B-cetoadipato, como pode ser

visto na Figura 4.

CH=CH-COOH CHO COOCH COOH

M ock, A ocn, o, |
OH OH OH OH
Ac. Ferdlico Vanilina Ac.Vanfico  Ac.Protocatecdico
Q':3l';'\-; -
~ " OCH, _ COOH
‘CO0OH
CH
Eugenot Ac. Beta-Cetoadipico

Figura4. Principal via de degradacéo do acido fertilico e eugenol por

microrganismos.

2.3. Eugenol

2.3.1. Consideragdes gerais

O eugenol, representado na Figura 5, € o principal constituinte

do 6leo de cravo-da-india. Existem varios relatos evidenciando a

presenca de vanilina e acido ferdlico como intermediarios metabdlicos
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da degrada¢ao do eugenol por microrganismos (TADASA, 1977
TADASA & KAYANARA, 1983).

CH,

OH

Figura 5. Estrutura quimica do eugenol.
2.3.2. Degradacgédo do eugenol

Uma linhagem de Corynebacterium foi isolada de eugenol e
baixos niveis de vanilina foram encontrados (8,0 mg/L) (TADASA,
1977).

Uma linhagem de Serratia marcescens foi utilizada para oxidar o
isoeugenol a vanilina, atingindo um maximo de 3,8 g/L. e um produto
tedrico de 5%. O microrganismo foi primeiramente crescidc em
ghicerol e entdo fransferido para um meio minimo contendo
isoeugenol. Porém a faxa de degradagédo foi muito baixa (0,018 g/L

por hora). O eugenol também foi metabolizado por esta bactéria, mas
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altos niveis de exirato de levedura e de camne foram utilizados, e a
sintese de vanilina foi bem menor (HOOP, 1993).

O eugenol é um composto comumentemente utilizado como
antimicrobiano, com amplo espectro de agao contra Aspergillus niger,
Saccharomyces cerevisiae, Mycoderma sp, Lactobacillus acidophilus
e Bacillus cereus, entre muitas outras espécies de fungos, bactérias e
leveduras, e isto explica o fato de poucos microrganismos serem
capazes de degrada-lo (MEENA & SETHI, 1994).

2.4. Metodos cromatograficos para determinacio da vanilina

Estudando-se o metabolismo do eugenol e acido ferdlico na
obtencdo de vanilina foram encontrados muitos relatos na literatura
que descrevem a determinagdo da vanilina por métodos de
cromatografia a liquido (CLAE), empregando colunas de fase reversa

e eluicdo isocratica ou por gradiente.

HUANG et al. (1983) relataram em seu trabalho sobre as
transformacées microbianas do acido ferulico a deteccao da vanilina e
de outros metabdlitos utilizando coluna Versapack C18 (30 cm x 4,6
mm) e fase moével constituida por metanol / agua / acido acético

(30:70:1, viviv) e uma vazao de 1,2 mbL/min.

A Tabela 1 evidencia alguns trabalhos que, ao longo dos anos
apresentaram metodologias diversas para a determinag¢ao de vanilina

e outros compostos originarios da degradacao da lignina.



Tabela 1. Determinacéo de vanilina por CLAE.
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Produto Coluna Fase mével Detector Referéncia
bebibas FR Cie Agualécido UV (280 nm) LEHTONEN,
aicodlicas acético/metanol/ {1983)
destiladas 1-prapanoci
(gradiente)
$0rgo FR Cig Agua/acido UV (254 nm) HAHN et al.,
acético/butanolf (1983)
metanol
{gradiente)
bebida alcoolica FR Cqa Dioxana/acido UV (280 nm) REGNAULT-
acetico ROGER
{15:85) et al.,
{1987)
extrato de FRCs Metanol/agua UV (254 nm) KAHAN et al.,
bauniltha acidificada (1989)
(10:90)
metabolismo de FRCy Metanolfagua/ UV (278 nm) RAHOUTI &t al.,
acido fertlico acido acético {1989}
(30:70:1)
azeite de oliva FR Cis Agua/metanol/ UV (254 nm) NERGIZ &
acido acético UNAL
{(95:15:5) (1991)
produtos de FRCis Metanolfagua/ UV (280 e 320 KERMASHA
“‘maple” acido nm) et al,
trifluoroacético (1995)
(gradiente}

FR = fase reversa, UV = ultravioleta
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2.5. Enzimas do sistema ligninolitico

Embora o objetivo principal do trabalho ndc tenha sido o estudo
da degradagéo de lignina, resolveu-se tentar encontrar uma relagéo
entre a sintese de vanilina por fungos e a producdo de enzimas
ligninoliticas, uma vez que os fungos foram isolados das margens do
rio Una do Prelado, conhecido por suas altas quantidades de acidos
himicos decorrentes da matéria organica em decomposicéo o que

demanstra se tratar de um ecossistema em constante mutacio.

Sabe-se que os fungos especializados na degradacdo de lignina
s&o principaimente os pertencentes a classe dos basidiomicetos (CAI
et al,, 1993, BUSWELL & ERIKSSON, 1994).

2.5.1. Lignina-peroxidase (LiP)

Esta enzima foi primeiramente conhecida como ligninase e,
mais recentemente, recebeu o nome atual. O mecanismo de acéo da
LiP envolve a abstracéo de um elétron de compostos fendlicos e ndo
fendlicos existentes na molécula de lignina, formando radicais

catidnicos, os quais sdo decompostos quimicamente.

A medida da atividade de LiP estd baseada na oxidacdo do
alcool veratrilico, reacdo esta que absorve intensamente a 310 nm. A
LiP tem sido caracterizada por catalisar a oxidacgéo inicial de muitos
xenobibticos, assim como modelos de lignina naoc-fendlicos
(VAZQUEZ-DUHALT et al., 1994).
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2.5.2. Manganés-peroxidase (MnP)

A manganés peroxidase € um outro tipo de peroxidase que
necessita de manganés para sua atividade. Presumivelmente, Mn{ll)
difunde-se na matriz polimérica de lignina e oxida grupos fendlicos
ivres (MILLIS et al, 1989). A enzima MnP pode ser quantificada
através da oxidacd@o do vermelho de fenol (GOLD et al., 1992) na

presenga de Mn (li).

2.5.3. Fenol-oxidases

Este nome genérico designa trés tipos de enzimas: peroxidases,
lacases e tirosinases (ANDER et al, 1980). As peroxidases sé&o
enzimas que contém grupos heme e requerem perdxido de
hidrogénio. Lacases e tirosinases contém cobre, nao requerem
peroxido e variam entre si pela especificidade do substrato. As
tirosinases em geral sdo intracelulares, ¢ que as torna de pouca

importancia na degradacéo da lignina.

A lacase € uma enzima que catalisa a abstracio de um eiétron
de grupos hidroxil-fendlicos de lignina, formando radicais fendxi.
Assim como a MnP, a lacase pode catalisar o fenil-alquil e clivar a
ligacdo Co-Cp de dimeros de lignina, aléem de catalisar a

demetoxilagcdo de diversos radicais fendlicos.

2.5.4. Oxidases
As oxidases sao enzimas que utilizam o oxigénio como



aceptor final de hidrogénio. Estas enzimas sio responsaveis pela
producdo de H,O, extracelular para a acic das peroxidases. E
possivel que oxidases estejam envolvidas diretamente na
biodegradacéo de lignina como sugerido apos a descoberta da enzima

alcool veratrilico-oxidase (AVO).

A enzima alcool veratrilico-oxidase apresenta duas fungbesl
conhecidas na degradacédo da lignina. Ela parece estar envolvida na
producac de peréxido de hidrogénio a ser utilizado pelas peroxidases
(GUILLEN et al., 1992). Pode desempenhar também a prevencio da
polimerizacdc dos compostos fendlicos, reduzindo assim o peso
moiecular dos lignosulfonatos soliiveis gerados durante a degradacéo
da lignina (MARZULLO et al., 1995).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Solventes, reagentes e materiais diversos

- Padrdes: vanilina, acido vanilico, acido fertlico, marca Aldrich;

Fittros para fase mével organica HVLP 04700, 0,45um de poro e 47

mm de diametro, marca Millipore;

|

Reagentes de uso comum em laboratério, grau para analise;

Reagentes grau cromatografico, Lichrosolv, marca Merck.

}

Substratos: acido ferulico e eugenol, marca Aldrich.

3.2. Equipamentos

|

Agitador rotatdrio, marca New Brunswick Scientific.

Banho-maria, modelos SB-8 / SB-11, marca Eyeia.

Banho ulfra-som, marca Heat Systems.

Camara de fluxo laminar, marca Veco.

;

Centrifuga, modelo Himac CR 21, marca Hitachi.

Cromatografo a liquido, marca Shimadzu, constituido de:

degaseificador de solventes modelo DGU-4A, bomba de alta
pressdaoc modelo LC-6A, detector UV de comprimento de onda
variavel entre 195 e 350 nm, cela de 8 ul. de volume modelo SPD-
BA, integrador modelo CR4-A, injetor Rheodyne e coluna
cromatografica com fase estacionaria de octadecilsilano, ZORBAX
ODS, 5 um, 15 cm x 4,6 mm.

~ Espectrofotbmetro ultravioletalvisivel, modelo UV - 1201, marca

Shimadzu.
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~ Micropipetadores com volumes regulaveis 10 - 100 pl, 10 - 200 ul
e 100 - 1000 uL, marca Gilson.

- Ultrapurificador de agua para uso em CLAE, marca Milli-Q plus.

3.3. Microrganismos

Os fungos selecionados para o presente trabalho foram isolados
da Estacéo Ecolbgica Juréia-ltatins, préxima ao litoral do Estado de
Sdo Paulo. Foram coletadas amostras de varias regides da reserva,

como: mangue, estuario, rios, encostas, vegetagéo, eic.

inicialmente foram testadas 37 espécies de fungos quanto a sua
capacidade de sintetizar vanilina a partir do acido ferdlico. Estes
fungos foram testados também quanto ac crescimento em meios
coniendo outros compostos fendlicos derivados da lignina, tais como
acido p-anisico, acido t-cindmico, acido cafeico, acido lignosulfonico,
vanilina, aldeido veratrilico e éter guaiacol-glicérico. Estes compostos
foram utilizados para destacar os fungos que possuem maior
facilidade em degradar compostos quimicamente semelhantes e de

varios niveis de complexidade.

Os fungos selecionados foram mantidos em camara fria a 16°C,
em tubos inclinados contendo agar batata-dexirose. Posteriormente
foram testados também quanto ao crescimento em meio de cuitura

contendo eugenol.

Sabe-se que estes fungos pertencem a classe dos

Deuteromicetos, ou seia, sdo fungos imperfeitos que se reproduzem
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de maneira assexuada, geralmente através de conideas. Recebem o
nome “imperfeitos” pois ha uma perda na “perfeicdo” do estagio sexual
(DUBE, 1983).

3.4. Selecdo dos fungos

3.4.1. Sintese de vanilina

G crescimento dos fungos foi realizado em tubos contendo 20
ml. de um meio de cultura apropriado composto por sais minerais
(Tabela 2) e acido ferdlico como tinica fonte de carbono. Apods 6 dias
de crescimento, cs meios foram centrifugados a 17.000 rpm, durante
15 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram recolhidos e filtrados em
& de vidro. Estes foram estocados a -10°C para posterior

determinacao da producao de vanilina por cromatografia a liquido.

Tabela 2. Composicdo do meic de cultura basal.

Composto Concentragao

(NH,)2S0, 1.4 g/l
KH,PO, 2,0g/L
Uréia 0,15 g/L
MgSQ,.7H,0 0,30 g/L
CaCl, 0,30 g/L
FeS0,.7H0 5,0 mg/L

MnSQO,.H0 1,56 my/l.
CoCl; 2,0 mg/L

Zn804.7THO 1,4 mg/L
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3.4.2, Determinacdo de vanilina por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

A determinacdo da vanilina foi realizada por CLAE, em um
cromatografo da marca Shimadzu, utilizando-se uma coluna com fase
reversa, ZORBAX ODS, 5 um, com dimensdes de 15 cm x 4,6 mm. O
volume de amostra injetado foi de 20 pl. Foi utilizado um sistema
isocratico de solventes como fase movel, constituido por
metanol/agua na proporgcao 30:70(v/v) a uma vazio de 0,8 mi/min. A

deteccao foi realizada em detector ultravioleta, utilizando-se 279 nm.

3.4.2.1. Padroes

3.4.2.1.1. Preparo das solugdes estoque

As solugdes estoque foram preparadas pesando-se os padrées
em balanca analitica e dissolvendo-os em metanol grau
cromatografico. As concentracbes das solugcées foram determinadas
pela razdo enire o peso do composto e o volume de solvente utilizado.
As concentragdes das solugdes estoque foram; vanilina, acido ferdlico

e acido vanilico 10,0 mg / 50 mi.

3.4.2.1.2. Preparo das solugtes de trabalho

As solucdes de trabalho foram preparadas a partir das solugdes
estoque, fazendo-se as diluicbes necessarias com metanol grau
cromatografico. As concentracbes das solugdes trabatho foram:

vanilina 2,0 mg/L., acido ferdlico 4,0 mg/L e acido vanilico 2,0 mg/l.
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Todas as solugbes de trabalho foram armazenadas sob
temperatura de —15 °C, em frascos ambar fechados. A qualidade dos
padrées foi verificada diariamente e foram preparadas novas solucdes
padrées de estoque e trabalho quando houve 0 aparecimento de picos

estranhos aos anteriores, indicando oxidagao.

3.4.2.2. Preparo da curva padrao de vanilina

Para a quantificacdo de vanilina presente nos sobrenadantes
das culturas foi desenvolvida uma curva padrao de vanilina, utilizando-
se um padrdo 10,0 mg/L (em metanol, grau cromatografico) diluido
para se obter as concentracdes de 1,0 mg/L, 2,0 mg/l, 4,0 mg/L, 6,0
mg/L, 8,0 mg/L e 10,0 mg/l.. Quando a concentracdo de vanilina
encontrada era superior a 10,0 mg/l,, uma nova determinacdo era

realizada utilizando-se a amostra diluida.

3.4.3. Perfil de crescimento dos fungos em meios de cultura

liquidos contendo compostos fendlicos

O crescimento dos fungos foi realizado em tubos de ensaio
contendo 20 ml. de meio basal de sais minerais acrescido de 0,2 % do
composto a ser testado. Alguns destes compostos ndo sao faciimente
dissolvidos em agua, e por esse motivo foram previamente dissoclvidos
em NaOH, para a sua completa dissolucdo. Posteriormente foram adi-

cionados ao meio liquido. O pH foi ajustado a 5,5.

Para a devida selecdo dos fungos, aiguns parametros foram

observados atentamente, principalmente 0 crescimento abundante
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nos tubos contendo acido ferdlico e a inibicdo do crescimento nos
tubos contendo vanilina, pois ndo havia o interesse em se selecionar
um fungo que degradasse o acido ferulico além da vanilina, o que

acarretaria uma baixa produgédo do composto de interesse.

Deve-se ainda observar que a vanilina € descrita na literatura
como um composto altamente inibidor do crescimento de fungos,
bactérias e leveduras, quando presente em concentracdes acima de
0,5% (PERESTELO et al., 1989).

3.5. Experimentos

Apbs a primeira selecdo dos fungos, alguns testes foram
realizados na tenialiva de otimizar as condigdes para a maxima
producao de vanilina. Estes testes foram baseados na literatura ou
realizados aleatoriamente, variando-se condigdes de oxigenacao,
presenca de co-substratos, presenca de cisteina e modificacdes no

tempo de adicdo do substrato.

3.5.1. Inoculo

O indculo foi preparado semeando-se os fungos em placas
contendo meio GYP (glicose / extrato de levedura / pepiona). A
concentracéo do agar base foi igual a 1,0 %. Isto colaborou para que o
indculo se desprendesse faciimente do meio, evitando assim gue
compostos presentes no meio GYP fossem transferidos para os
Erdlenmeyers dos experimentos posteriores, que deviam conter

somente acido ferdlico como fonte de carbono.
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Cada inoculo foi preparado marcando-se uma area de 1,0 cm x
1,0 cm na parte de tras da placa de Petri. Esta padronizacao do
inécuio foi essencial para que os resultados obtidos pudessem ser
estudados e comparados entre si. A retirada do indculo foi realizada
lentamente e com o maximo cuidado, evitando-se assim a perda de

micélio e esporos.

3.5.2. Condicgobes de cultivo

Foram desenvolvidos 10 experimentos variando-se 0 tempo de
adicdo do substrato e a utilizacdo ou néo de agitacdo. O meio de
cultura basico de sais minerais foi o mesmo utilizado para a sele¢éo
por CLAE, sendo que ¢ acido ferulico foi utilizado como substrato nos
testes de nimero 1 a 7 e o eugenol nos testes de namero 8 a 10
(Tabela 3).

Os fungos foram crescidos em Erlenmeyers contendo volume
final de 50 ml. Em alguns experimentos, o acido ferdlico foi adicionado
ao meio basal e autoclavado a seguir, e em outros foi introduzido
assepticamente ao mesmo meio basal contendo 2% de glicose e
0,1% de extratc de levedura como substrato apés 3 dias de
crescimento, para favorecer o metabolismo secundario dos

microrganismos. A temperatura utilizada foi de 30°C.

Nos testes de 6 a 10, o agente redutor cisteina foi utilizado.
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Tabela 3. Experimentos realizados visando a sintese de vanilina,

Teste e Diluigdo do Agitacdo  Adigéo do Co- Cisteina

Substrato Substrato 200 rpm inbculo  Substratos

1-Ac. Ferlico NaOH Nio Primeiro dia - Néo

2-Ac. Ferdlico NaQH Nao Apbs 72 Glicose 2% Nao
horas EL 0,1%

3-Ac. Ferglico Etanol Sim Apbs 72  Glicose 2% Nao
horas £.L. 0,1%

4-Ac. Ferdlico Etanol N&o Apés 72 Glicose 2% Nao
horas EL 0,1%

5.-Ac. Fertilico NaOH Sim Ap6s 72  Glicose 2% Nao
horas EL 01%

6-Ac. Ferdlico Etano! Sim Apos 72 Glicose 2% Sim
horas EL 01%

7-Ac. Ferdlico NaGCH Nao Apds 72  Glicose 2% Sim
horas EL 0,1%

8-Eugenol - Sim Primeiro dia - Sim

g-Eugenoi - Sim Apos 72 Glicose 2% Sim
horas EL. 0,1%

10-Eugenn! - Nao Apds 72 Glicose 2% Sim
horas E.L. 0,1%

E L. = Extrato de levedura,



As aliquotas de sobrenadante foram retiradas em cada um dos 6
dias subsequentes a introdugdo do acido ferdlico aoc meio e
submetidas & cromatografia liquida de alta eficiéncia e a verificacéo

das atividades das enzimas ligninoliticas (para os testes 4 a 10).

3.5.3. Obtencgéo dos filtrados

Todos os Erlenmeyers foram filtrados para a coleta do
sobrenadante que foi entéic submetido @ CLAE, determinacédo da
massa seca e a uma série de quantificagbes enzimaticas na tentativa
de relacionar a sintese de vanilina com a atividade de determinadas
enzimas do sistema ligninolitico. A filtragdo foi realizada em funis
comuns, com pequena quantidade de algoddo de vidro que é
quimicamente inerte e impossibilita a ligacdo inespecifica com

enzimas presentes nos meios liquidos.

3.6, Determinac¢des enzimaticas

As culturas dos testes 4 a 10 foram selecionadas para a
determinacéo das enzimas lignina-peroxidase, manganés-peroxidase,

lacase, peroxidase e alcool veratrilico-oxidase.

O calculo para a quantificacéo da atividade destas enzimas foi

realizado de acordo com a equacéo apresentada na Figura 6.
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4 Onde A = Absorbancia (nmy).
E&? w10° =UI/ L E = £ (do produto formado).
R

R = Quantidade de caldo enzimatico (mL).

t = tempo de reagao (min).

Figura 6. Equacdo para calculo da atividade das enzimas ligninofiti-

cas.

3.6.1. Atividade de Lignina-peroxidase (LiP)

Esta atividade (TIEN E KIRK, 1984) fol determinada pela

oxidacdo do alcool veratrilico (€310 = 9.300 L/M x cm). A mistura de

reacéo foi composta de 0,6 mL de sobrenadante; 0,2 mL de H,0- 2,0
mM e 0,2 mi de uma solugdo de alcool veratrilico 2,0 mM em tampao
tartarato de sodio 0,4 M, pH 3,0. A reagéo foi iniciada pela adicéo de
H,0O, e o aparecimento do aldeido veratrilico foi determinado lendo-se
a absorbancia a 310 nm. Esta atividade foi expressa em UL por

minuto.

3.6.2. Atividade de Alcool Veratrilico-oxidase (AVO)

A atividade de AVO foi determinada da mesma forma que para

LiP, excetuando-se o H,O, da mistura reacional.
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3.6.3. Atividade de Manganés-peroxidase (MnP)

Esta atividade foi quantificada através da oxidagéo do vermelho

de fenol {€s1p = 4.460 L/M x cm), na presenca de manganés e

peréxido de hidrogénio (KUWAHARA et al, 1984). A mistura de
reacsio foi composta de 0,5 mbL do sobrenadante; 0,1 mL de lactato de
sadio 0,25 M: 0,05 mL de MnSO,4 2,0 mM; 0,2 mL de albumina bovina
0,5 %:; 0,1 mL. de vermelho de fenol 0,1 %; 0,05 mL de peroxido de
hidrogénio 2,0 mM em tampao succinato de sddio 0,2 M, pH 4,5. Essa
mistura foi incubada por 5 minutos a 30 °C, e a reagao foi interrompida
adicionando-se 0,04 mL de NaOH 2,0 N.

Apos a adigdo de NaOH foi lida a absorbancia a 610 nm. A
preparagdo do branco foi realizada da mesma forma, sendo o
sobrenadanie substituido pelo mesmo sobrenadante tratado a 100°C

durante 15 minutos. A atividade fol expressa por UlA. por minuto.

3.6.4. Atividade de Lacase

Esta atividade foi determinada na auséncia de H;0O, exégeno no
meio de reacéo - tipo lacase (SZKLARZ et al., 1989 - modificado).
Para descartar uma possivel interferéncia de peroxidase nesta
determinacéo, o caldo foi previamente tratado com catalase (1,0 U/ml)

para degradar qualquer H.O, presente nos caldos extracelulares.
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A mistura de reacdo foi constituida por 0,6 mL de sobrenadante;
02 mb de tampdoc citrato-fosfato 0,05 M, pH 50; 0,1 mL de
siringaldazine 1,0 mM em etanote 0,1 mL de agua destilada.

Para o branco, foi utilizado o mesmo caldo aquecido a 100 °C/

15 min. A oxidagdo da siringaldazine até sua forma quinona foi
acompanhada durante 10 minutos a 525 nm (€595 = 65.000 LM x cm.).

A atividade foi expressa em UL por minuto.

3.6.5. Atividade de Peroxidase

Esta atividade foi determinada na presenga de HyO2 (SZKLARZ
et al., 1989).

A mistura de reacéo foi preparada nas mesmas condicdes como
para lacase, utilizando-se 0s mesmos substratos enzimaticos, porém
na presenca de 0,1 mk de H0; 2,0 mM em lugar de agua destilada. A

atividade de peroxidase foi expressa em UI/L por minuto.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAD

4.1. Curva padrao de vanilina

A Figura 7 mostra a curva padro de vanilina que foi elaborada

utilizando-se 6 solugdes metandlicas de concentragdes variadas (1, 2,

4,6,8e 10 mg/lL).

E00000

T

300006

Area Relativa

200000

H

100000 -

1 I ] A i i | 5 |

Y p 4 6 8 10

Padrdes de Vanilina (mg/L)

4

Figura 7. Curva de calibragdo da vanilina.

A partir dos valores obtidos, foi calculada a regressao linear e

determinou-se que y = 2195,02466 + 54469,31781. X (r = 0,09724).



37

4.2. Selegédo dos fungos produtores de vanilina

4.2.1. Quantificagdo por CLAE.

A selecdo dos fungos produtores de vanilina foi realizada em
duas etapas. Primeiramente todos os 37 fungos foram desenvolvidos
em meio de cultura liquido contendo acido ferulico como fonte de
carbono e sais minerais, sob temperatura de 30 °C e sem agitagéo.
Qs sobrenadanies foram submetidos a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

A quantificacao de vanilina foi realizada através de padronizacao
externa. Os valores de area dos picos obtidos através dos
cromatogramas foram quantificados com base na curva padréo

elaborada para este fim.

A sintese de vanilina nos caldos sobrenadantes esta

representada na Figura 8.
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As linhagens que apresentaram melhores resultados foram: 534,
710, 711, 755, 756, 804, 845, 888, 1040 e 1051. Os valores de tempo

de retencéo e concentraco de vanilina obtida estdo representados a

seguir, na Tabela 4.

Tabela 4. Comparacéo do tempo de retencio, area dos picos e con-
centracdo de vanilina obtidos através dos cromatogramas
das amostras dos fungos desenvolvidos em meio de cultu-

ra contendo acido ferulico.

Tempo de retengéo Area Relativa Concentracao de
(min.) Vanilina {(mg/L.)
Fungo
534 8,309 88912 1,59
710 8,245 388543 7,11
711 8,312 53262 0,93
755 8,189 165385 2,98
756 8,287 296882 54
804 8,345 56399 0,99
845 8,320 137189 2,47
898 8,219 238878 4.34
1040 8,314 68835 1,22
1051 8,333 159973 2,89
Padrao

de vanilina (4mg/L) 8,247 219120 398




40

4.2.1.1. Resultados cromatograficos
A Figura 9 apresenta o perfil cromatografico do padrdc de
vanilina onde & possivel observar o tempo de retengdo do composto

{tr = 8,247 minutos).

O padrao foi aplicado na coluna cromatografica todos os dias

em que houve determinacéo de vanilina nos sobrenadantes das
amostras (padr@o diario), para a verificacdo da estabilidade e
reprodutibilidade do equipamento. A coluna utilizada mostrou-se
eficiente na separacgéo de todos os compostos, ¢ que pbdde ser

visualizado através dos cromatogramas das amostras.

Vanilina

Resposta do detector

S '\.r-j\»ﬂ’*\ﬁ-‘ e T S

1 | 1
% 1 ¥ 3 g i

Tempo de retengdo {min.}

Figura 9. Perfil cromatografico do padréo de vanilina.
Condic¢Bes cromatograficas: Coluna: ZORBAX ODS, 5 um, 15 cm x 4,6

mm, fase mével: metanol / agua (30:70, viv), vazdo: 0,8 mL/min.,

volume de amostra injetado: 20 ub., detecgdo: UV, 279 nm.
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A Figura 10 mostra o perfit cromatografico dos padrfes de acido

ferdlico (tr = 2,103 minutos) e acido vanilico (g = 5,324 minutos).

Ac. Fendlico

|
|
[J Ac. Vanilico

AN

E 1 11 a1 )
g ] 4 [ ] X 1& . 4

Resposta do detector

R

Tempo de retengdo {min.}

Figura 10.Perfil cromatografico dos padrées de acido ferdlico e acido vanilico.
Condigtes cromatograficas: Coluna: ZORBAX OD5, 5 um, 15 cmx 4,6
mm, fase mével:metanol / agua (30:70, viv), vazéo: 0,8 mi/min., volu-

me de amostra injetada; 20 plb, detecgao:UV, 279 nm.

Para uma melhor visualizagdo do  comportamento
cromatografico dos compostos encontrados nos caldos obtidos dos
crescimentos fungicos, encontra-se demonstrado na Figura 11 o perfil
cromatografico das amostras. A Figura 11-A represenia o
cromatograma de uma amostra do fungo linhagem 755 - teste 7, onde

se verifica a presenca do pico de vanilina (ir = 8,401 minutos).

Na Figura 11-B esta representada uma amostra do fungo 1051 -

teste 2, onde o pico de vanilina também esta presente (g = 8,367




minutos). Estes picos foram confirmados através do espectro

absorgao.
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Figura 11.Perfil cromatografico da amostra do fungo linhagem 755 (A) e 1051(B),

obtidos a partir dos testes realizados. Condigdes cromatograficas:
Coluna: ZORBAX ODS, 5 um, 15 cm x 4,6 mm, fase mével metanol /

agua (30:70, viv}, vazdo: 0,8 ml/min., volume da amostra injetado: 20

LiL e detecgio: UV, 279 nm.
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4.2.1.2. Espectroscopia de absorcao

O detector utilizado nao pérmite a comprovacao da identidade
dos picos, por ndo se tratar de um detector por arranjo de diodos. Faz-
se necessaria a confirmacdo através de algum meétodo analitico para
este fim. No presente trabalho, a espectroscopia de absor¢dc na
regido ultravioleta foi utilizada por apresentar facilidade de manuseio

e rapidez de resultados.

O espectro de absorcéo da vanilina esta representado na Figura
12, bem como dos compostos obtidos apds separacdo cromatografica

nos testes 2e 7.

a0
35 --
3.0 —
2.5 --

2.0 F

1.0 +

0,5

0.0 -

L { A ! L |
250 300 350 400

0.5 L

Comp.de onda {(hm)

Figura 12. Espectro de absorgéo do padréo de vanilina ( ... ), com-
posto coletado durante andlise cromatografica do caido
obtido do crescimento do fungo 755 -teste 7 { —) e do
fungo 1051 - teste 2 {~~—). A = Absorbancia.
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O espectro de absorgéo dos produtos metabdlicos encontrados
nos caldos de crescimento dos fungos 755 e 1051 confirmaram a
identidade do composto vanilina, pois apresentaram dois picos de
maior absor¢éo (309 nm e 340 nm), em conformidade com os valores
apresentados para o padrdo. OTUK (1985) utilizou uma linhagem da
bactéria Escherichia coli na degradacdo do acido ferulico para
obtencé@o de vanilina, e os resultados obtidos para o espectro de

absorcéo foram equivalentes aos encontrados neste trabalho.

4.2.2. Perfil de crescimento dos fungos frente a diversos

substratos fendlicos.

Através da andlise do perfil de crescimento dos fungos em
diversos substratos pode-se verificar que os fungos apresentaram
crescimento em alguns dos substratos testados, mas encontraram
certa dificuldade em degradar o acido p-anisico, aldeido veratrilico e a
vanilina. Estes compostos sdo quimicamente mais simples que os
compostos onde houve maior crescimento e este crescimento pode
estar relacionado com a inducéo de enzimas ligninoliticas ocasionada
pelos compostos mais complexos, o que ndo ocorreria na presenca de

mondmeros mais simples.

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos neste teste,
demonstrando o crescimento das 37 linhagens de fungos utilizadas

neste trabatho.
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Tabela 5. Perfil do crescimento dos fungos em varios substratos.

Fungo Ac. Ac. Ac. Ac. p- Ac. Eter  Aldeido. Vanilina
Fertlico Cafeico Cinamico anisico Lignosul- Guaiacol  Veratri-
fonico  glicérico fico

4A - - - - - - - -
56 +++ +4++ 4 +++ ++ +4 - ek
227 - - - - - - - -
241 + + - + LS ++ - —
390 ++ o - * ek + - -
477 + e - - ot ++ — +
480 +++ Ao ++ 44 o + - —
490 ++ + —- — + + + oo
4949 + 4 + +44 i + + ™
534 + + + - e + - -
561 + + + - 4 + - -
582 b +++ + + 4 + - —
711 + ++ - - R + - +
726 4+ +++ - + e + - -
749 + ++ + +F +

765 +++ okt - — o - -
783 + +++ - - ++ + +

+ +

+ - b + + +

+4b ++4 + - + + - -

o b ++ ++ + + + —

856 0 o+ +++ + o ¥ + ++ +
870 + — ++ +++ ++ + - -
893 ++ + 4+ - ++ + - -
897 oo +4d — + + + — -
084 + ++4 +++ +4+ e ++ - +44
1025 + + + +++ + + b + +
1039 + + ++ ot 4 + - —

(-) N&o houve crescimento.  {+) Crescimento fraco.  (++) Crescimento moderado.

{(+++} Crescimento intenso.
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Apbs as analises cromatograficas durante a fase de selegdo dos
fungos, as linhagens 534, 711 e 1040 apresentaram crescimento em
vanilina, e por esse motivo foram abandonadas. Para o
prosseguimento dos trabalhos foram selecionados os fungos 710,
755, 756, 804, 845, 898 e 1051.

4.3. Experimentos

Os sete fungos selecionados (710, 755, 756, 804, 845, 888 e
1051) foram estudados em uma série de 10 experimentos, para
avaliacdo de sua capacidade em degradar acido ferulico e eugenol em
vanilina, pois estes si0 0s substratos mais utilizados para este fim, de

acordo com a literatura.

Os testes consistiram de seu crescimento em um meio de
cultura basal fixo contendo sais minerais e a inclusdo ou ndo de
glicose 2%, extrato de levedura 0,1 %, cisteina 0,1 %, eugenol 0,001M
ou acido fertlico 0,001 M dissolvido em efanol ou NaOH, e
adicionados ao meio antes ou apods o crescimento dos fungos,
conforme descrito anteriormente na Tabela 3, num volume final de 50
mb. Somente os testes numero 1 e 8 foram realizados com 0
substrato sendo adicionado no momento da incubagéo, sendo que
para os demais o substrato foi adicionado apés o terceiro dia de

crescimenio.

Para melhor entendimenio dos testes foram atribuidas letras que
identificam os parametros utilizados na realizagdo dos mesmos.
Glicose 2% (G), extrato de levedura 0,1 % (Y), cisteina 0,1 % (C),
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acido fertlico 0,001 M diluido em etanol (FEt), acido ferulico 0,001 M
diluido em NaOH (FNa) e eugenol 0,001 M (E). A temperatura
utilizada para todos os testes foi de 30° C, e o pH do meio sem 0O
inoculo foi de 5,5. Quando houve agitagéo, a indicagéo esta presente

na legenda dos graficos.

A Figura 13 mostra os resultados obtidos apos a realizagéo do

Teste 1.

N

ER S
E 3/ |@Dia 1 ‘
-] |mDia 2
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s 4| mDia 6
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o 0 —— o= ﬂ A ﬂ_E I:. :!:l:‘_ = B

710 755 756 804 845 898 1051
Fungo

Figura 13. Produgéo de vanilina obtida no Teste 1.

(meio FNa, sem agitacao).

Pode-se observar que o Teste 1 utilizou o substrato acido
fertlico, onde este foi adicionado ao meio de crescimento antes da
inoculagdo do microrganismo. Os resultados de produgéo de vanilina

foram bastante baixos, excetuando-se 0 fungo linhagem 1051 (3,6
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mg/L), o que pode estar relacionado ao fato de que esta sintese faz
parte do metabolismo secundario do fungo, e neste teste os demais
microrganismos provavelmente utilizaram o acido ferulico para a

producéo de biomassa ou crescimento celular.

A Figura 14 apresenta os resultados obtidos no Teste 2.

) _
g“zo m@Dia 1
e ' mDia 2
é 15 | ODia 3
5 CiDia 4
- 10 mDia 5 |
% mDia6
g 5 =
g
C 5 - - ey N

710 756 804 845 898 1051

Fungo

Figura 14. Producéo de vanilina obtida no Teste 2.

(meio GYFNa, sem agitaco).

Com a adicdo de acido ferdlico apés os trés dias de
crescimento, duas linhagens, 755 e 1051 apresentaram crescimento e
sintese de vanilina satisfatérios (18,2 mg/L e 21,7 mg/L
respectivamente) frente as outras linhagens utilizadas no teste,
embora ndo tenham produzido niveis de interesse industrial. Quando

o acido ferulico é dissolvido em NaOH forma-se o sal de acido ferulico
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ou ferulato, que pode ser mais facilmente assimilavel pelo

microrganismo empregado no teste.

Na Figura 15 estao apresentados os resultados obtidos apos a

realizagao do Teste 3.
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Figura 15. Produgao de vanilina obtida no Teste 3.

(meio GYFEt, com agitacao).

As linhagens 755 (3,6 mg/L) e 1051 (0,64 mg/L) novamente
apresentaram capacidade superior para sintetizar vanilina, porem, a
producdo foi afetada negativamente. Posteriormente, durante a
realizagdo de outros testes, verificou-se que a agitagdo a 150 rpm
afeta a sintese de vanilina, causando diminuicdo desta, em

comparagao com os testes similares sem agitacao.
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A partir destes trés testes iniciais, uma segunda selecao foi
realizada baseada nos resultados obtidos. Os fungos linhagens 755 e
1051 foram os que atingiram melhores resultados nestes testes e, por

essa razio, escolhidos para a continuidade do trabalho.

A Figura 16 mostra o desempenho das linhagens selecionadas

na produgéo de vanilina no Teste 4.
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Figura 16. Produgéo de vanilina obtida no Teste 4.

(meio GYFEt, sem agitacéo).

Ap6s a realizagdo do Teste 4 a linhagem 755 apresentou melhor
sintese de vanilina (17,5 mg/L) que a linhagem 1051 (0,82 mg/L).
Esse comportamento pode ser verificado em quase todos os testes
realizados, uma vez que a linhagem 755 apresenta valores bem mais

altos que o outro fungo utilizado nos experimentos.



51

Estes valores obtidos, quando comparados ao Teste similar com

agitacao (Teste 3) sao bastante superiores.

A Figura 17 ilustra a producado de vanilina obtida apds a

realizacao do Teste 5.
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Figura 17. Produgao de vanilina obtida no Teste 5.

(meio GYFNa, com agitacao).

Conforme pode-se observar na Figura 17, novamente o fungo
linhagem 755 apresentou melhores resultados (4,1 mg/L) que o fungo
linhagem 1051 (n&o sintetizou vanilina). A influéncia da agitagéo pode
novamente ser evidenciada, o que refletiu na obtencado de valores

menores quando comparados ao teste similar sem agitagao (Teste 2).

A linhagem 1051 havia produzido grande quantidade de vanilina
no Teste 2 e, por algum motivo, ndo obteve éxito no teste com

agitacéo.
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A partir do Teste 6 o agente redutor cisteina foi
empregado, em conformidade com alguns relatos encontrados na
literatura (GRBIC-GALIC, 1985, TURNER & RICE, 1975 e ANGELES
De La TORRE & GOMEZ-ALARCON, 1991). A Figura 18 apresenta

os resultados obtidos no Teste 6.
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Figura 18. Produgéo de vanilina obtida no Teste 6.
(meio GYCFEt, com agitagao).

Neste teste o fungo linhagem 755 novamente apresentou
melhores resultados de sintese de vanilina (0,32 mg/L) que o fungo
linhagem 1051 (0,28 mg/L), ainda que em valores bastante reduzidos
quando comparados aos testes anteriores (Testes 2 a 5). A presenca
do agente redutor cisteina ndo causou elevagdo na sintese de
vanilina, pelo contrario, os niveis obtidos foram menores que no teste
similar sem a presenca de cisteina (Teste 3), e mais uma vez a

agitacdo teve uma importante influéncia, diminuindo os niveis de
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vanilina gerados.

Na Figura 19 podemos observar os resultados de sintese de

vanilina obtidos através do Teste 7.
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Figura 19. Produgéo de vanilina obtida no Teste Z.
(meio GYCFNa, sem agitagao).

Analisando a Figura 19 podemos verificar que o teste 7 foi o que
apresentou melhores resultados (55,2 mg/L-produto molar de 28,4 %),
principalmente quando comparado aos outros testes que utilizaram
agitacdo a 150 rpm. Neste teste 7 o fungo linhagem 755 novamente
se mostrou mais eficiente que o 1051. Quando comparado com 0
Teste 2, onde o mesmo meio (excetuando-se a cisteina) foi
empregado, observa-se que a sintese de vanilina foi 3 vezes superior

para o fungo 755, mas a producao pelo fungo 1051 caiu bastante.

A concentracdo de vanilina alcangada neste teste foi maior que

a obtida por FALCONNIER et al., (1994) utilizando uma linhagem do
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fungo basidiomiceto Pycnoporus cinnabarinus, que foi de 64 mg/L |,
com um produto molar de aproximadamente 27,5 %. Por ser um fungo
deuteromiceto pouco estudado, o fungo 755 demonstrou otimos
resultados e, por esse motivo, a realizagao de estudos posteriores é

indicada.

Empregando agitacdo de 120 rpm e uma bioconversdo em duas
etapas, ou seja, utilizando dois microrganismos, Aspergillus niger e
Pycnoporus cinnabarinus, LESAGE-MEESSEN et al., (1996) conse-

guiram atingir um maximo de 237 mg/L de vanilina.

As maiores concentracoes de vanilina foram alcancadas durante
a realizacdo deste trabalho quando nao se utilizou agitacéo, fato nao
observado na maioria dos trabalhos encontrados na literatura, onde

foram utilizadas culturas agitadas variando de 80 a 300 rpm.

Os testes seguintes utilizaram eugenol como substrato. Nao foi
observado nenhuma producao de vanilina, devido ao fato do eugenol
ser um antifingico potente, e bem poucos microrganismos sao
capazes de crescer em meios contendo este substrato, conforme ja
foi discutido no capitulo de revisao bibliografica.

Teste 8: Crescimento em meio EC, com agitacao.

Teste 9: Crescimento em meio GYCE, com agitacao.

Teste 10: Crescimento em meio GYCE, sem agitagao.
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4.4. Efeito do pH sobre a sintese de vanilina

Durante a realizacao dos testes o valor do pH dos caldos
filtrados foi constantemente monitorado para verificar uma possivel
relacao entre o pH e a sintese de vanilina. De uma maneira geral esta
sintese € acompanhada pelo abaixamento exacerbado do pH ,

atingindo valores préximos a 2,0.

Durante a degradacdo do acido ferulico os microrganismos
utilizam-se de uma enzima deacetilase que rompe a cadeia lateral,
formando a vanilina e liberando uma molécula de acetato para cada
molécula de vanilina gerada, causando acidificacdo do meio
(GURUJEYALAKSHMI & MAHADEVAN, 1987 e ROSAZZA et al.,
1995). As linhagens 755 e 1051 parecem apresentar esta enzima e
promover a degradacdo do acido ferulico por esta via metabdlica,
conforme os resultados dos cromatogramas das amostras. Como a
linhagem 755 foi a que apresentou melhores resultados de sintese de

vanilina, o efeito do pH foi analisado somente para este fungo.

Para melhor visualizacdo e comparagao dos resultados, foram
agrupados os testes 3 e 6 pois estes apresentaram baixa
concentracdo de vanilina, e os testes 4 e 7 que forneceram

concentracées maiores de vanilina.

Na Figura 20-A sdo apresentados os niveis de pH observados
durante o crescimento do fungo linhagem 755 durante a realizagédo do
teste 3, ou seja, na presenca de agitacdo e sem adi¢ao de cisteina

como agente redutor e a Figura 20-B mostra os valores de pH



56

anotados durante a realizacéo do teste 6, o qual utilizou agitacao e

adicao de cisteina.
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Figura 20.Efeito do pH e da massa celular sobre a sintese de vanilina
observados nos testes 3 (Figura 20-A) e 6 (Figura 20-B).

m pH, * massa celular, A conc. de vanilina.
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Conforme os resultados demonstrados nas Figuras 20-A e 20-B,
nota-se que o abaixamento do pH foi bastante discreto, principalmente
no teste 6, e a concentracao de vanilina obtida neste teste & inferior
a0s niveis encontrados no teste 3, onde houve um maior decrescimo
do pH. O crescimento celular também foi menor no teste 6. Estes dois
fatores em conjunto podem ter levado a diminuicao da sintese de

vanilina durante a realizagéo do teste 6.

Estes valores de pH encontrados durante a sintese de vanilina
s3o bastante proximos dos valores encontrados em trabalho de
GUPTA et al., (1981), embora o abaixamento do pH tenha sido maior.
Ja a curva que representa a massa celular apresenta caracteristicas

similares.

No teste 6, o qual utilizou cisteina, & observado um crescimento
celular um pouco menor em relagéo ao crescimento apresentado pelo
fungo linhagem 755 durante a realizagao do teste 3, que nao utilizou
cisteina. Ndo ha como avaliar a extensdo da influéncia da cisteina
sobre o crescimento celular e a variagdo do pH somente com a

realizagéo destes testes.

Por outro lado, como pode ser observado nas Figuras 21-A e
21-B, o abaixamento do pH teve uma notavel influéncia sobre a

produgéo de vanilina durante a realizacdo dos testes 4 e 7.

Os valores baixos de pH parecem ter colaborado para o
aumento de massa celular e a sintese de vanilina poderia estar

relacionada com este crescimento, uma vez que, quanto maior o
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abaixamento do pH, maior foi o crescimento observado o que poderia

ter ocasionado uma maior sintese de vanilina.
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Figura 21. Efeito do pH e da massa celular sobre a sintese de vanilina

observados nos testes 4 (Figura21-A) e 7 (Figura 21-B).

m pH, * massa celular, A conc. de vanilina.
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4.5. Determinacgao da atividade de enzimas ligninoliticas

Foram realizadas varias determinacoes de atividades
enzimaticas responsaveis pela degradacao da lignina numa tentativa
de relacionar estas atividades e a sintese de vanilina, porém os
resultados comprovaram que algumas dessas enzimas exercem uma
influéncia negativa, diminuindo ou impedindo que maiores valores de

vanilina sejam encontrados.

4.5.1. Atividade de Lignina-peroxidase

Durante o crescimento do fungo linhagem 755 nos diversos
testes, foram encontrados valores baixos, porém significativos de
lignina-peroxidase (Figura 22), sendo que no teste 7, quando ela
apareceu em pequena quantidade (0,56 UI/L), a producéo de vanilina
diminuiu.
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Figura 22. Atividade de lignina-peroxidase nos meios liquidos de

crescimento do fungo linhagem 755.



60

Para o fungo linhagem 1051 a influéncia da enzima lignina-
peroxidase péde mais facilmente ser observada, pois, nos testes onde
ela aparece (testes 5 e 6), concentragées mais baixas de vanilina

foram encontradas.
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Figura 23. Atividade de lignina-peroxidase nos meios liquidos de

crescimento do fungo linhagem 1051.

4.5.2. Atividade de alcool veratrilico-oxidase (AVO)

Conforme se observa na Figura 24, nos testes realizados com o

fungo linhagem 755, a enzima AVO apresenta niveis comparados aos

de LiP e ocorre juntamente com esta.
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Figura 24. Atividade de alcool veratrilico-oxidase nos meios liquidos
de crescimento do fungo linhagem 755.
Nos caldos obtidos dos testes relacionados com o fungo
linhagem 1051 (Figura 25), a enzima AVO revelou o mesmo padréo

de comportamento observado nos testes envolvendo a linhagem 755.
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Figura 25. Atividade de alcool veratrilico-oxidase nos meios liquidos
de crescimento do fungo linhagem 1051.



4.5.3. Atividade de manganés-peroxidase (MnP)

A enzima manganés-peroxidase esteve ausente em todos os
testes realizados com o fungo linhagem 755, como pode ser visto na
Figura 26. Isso pode ter contribuido para a obtencdo de maiores

resultados de concentragao de vanilina pela linhagem 755.
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Figura 26. Atividade de manganés-peroxidase nos meios liquidos de

crescimento do fungo linhagem 755.

Conforme demonstrado na Figura 27, os altos niveis de MnP
encontrados para o fungo 1051 podem ter acarretado baixa na
producéo de vanilina por este fungo, quando comparado aos valores

obtidos com a outra linhagem.
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Figura 27. Atividade de manganés-peroxidase nos meios liquidos de

crescimento do fungo linhagem 1051.

4.5.4. Atividade de Lacase

A enzima lacase esteve mais regularmente distribuida nos
caldos do fungo linhagem 755 e 1051 (ver Figuras 28 e 29), porém
uma tentativa de se explicar a sua influéncia sobre a producéao de
vanilina seria muito imprudente. Um maior numero de testes deveriam
ser realizados para se determinar a relagdo entre a atividade de
lacase e a produgéo de vanilina. A lacase € descrita na literatura como
causadora de polimerizagdo de substratos fendlicos, e pode estar

agindo desta forma nos caldos dos testes.
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Figura 28. Atividade de lacase nos meios liquidos de crescimento

do fungo linhagem 755.
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Figura 29. Atividade de lacase nos meios liquidos de crescimento

do fungo linhagem 1051.
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Os fungos com alta produgéo de lacase devem ser descartados
quando se visa a sintese de vanilina (LESAGE-MEESSEN et ali,

1996).

4.5.5. Atividade de Peroxidase

De acordo com as Figuras 30 e 31, a enzima peroxidase
encontrava-se amplamente difundida nos caldos de ambas as
linhagens, inclusive aparecendo nos testes que utilizaram o eugenol
como substrato. Nos testes que utilizaram o eugenol ndo houve
crescimento dos fungos, e o surgimento de peroxidases sugere que,
ou os fungos sintetizaram essa enzima apés a indugéo frente a um
substrato toxico e complexo, ou houve interferéncia do eugenol no

método de determinacao da enzima.
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Figura 30. Atividade de peroxidase nos meios liquidos de

crescimento do fungo linhagem 755.
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Figura 31. Atividade de peroxidase nos meios liquidos de

crescimento do fungo linhagem 1051.

Como a lacase, a enzima peroxidase foi encontrada
amplamente distribuida nos meios de cultura e para tentar explicar
sua atividade sobre a sintese de vanilina seriam necessarios novos
experimentos, uma vez que nao foram encontrados trabalhos na

literatura que expliquem sua influéncia.

A determinacdo dessas enzimas ligninoliticas procurou
estabelecer parametros para o entendimento das vias metabdlicas e

enzimas envolvidas na degradagéo do acido ferulico e do eugenol.

Dos resultados obtidos, pode-se abstrair que as enzimas
ligninoliticas atuam de forma diferenciada e complexa, geralmente

inibindo a producgao de vanilina.
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5. CONCLUSOES

Durante o desenvolvimento dos experimentos deste trabalho

algumas caracteristicas dos fungos foram evidenciadas:

1y Os fungos que apresentaram melhores resultados de sintese de
vanilina foram os fungos linhagem 755 (55,2 mg/L -teste 7) e iinhagem
1051 (21,7 mg/L-teste 2).

2} A melhor combinacgéo de substratos visando a sintese de vanilina
foi o acido ferdlico adicionado ao meio basal de sais minerais apds o
terceirc dia de crescimento, dissolvido em etano! ou NaOH, na
presenca de cisteina 0,1 %. A cisteina como agente redutor causou
um acréscimo na concentracdo de vanilina obfido quando comparado
aos testes sem a presenca de cisteina, desde que ndo tenha sido

utilizado o fator agitagac.

3) A agitagéio foi o fator que mais influenciou a sintese de vanilina
durante a realizacéo dos experimentos. Quando comparados entre si,
os testes com agitacdo apresentaram valores bem inferiores aos
atingidos pelos testes similares sem agitagcéo. A vanilina é oxidada
naturalmente por uma enzima, a vanilina-oxidase, que aparece
intracelularmente. Talvez por este motivo os valores de vaniiina
encontrados nos frascos agitados tenham sido muito inferiores. A
agitagdo mecdnica pode causar um rompimento dos micélios

fungicos, liberando as enzimas presentes para o meio de cultura.
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4) Entre os dois substratos, o é&cido ferdlico demonstrou ser o
composto de escolha para o estudo da sintese de vanilina, inclusive
sendo encontrado em um maior nimero de trabalhos na literatura.
Quando o eugenol foi utilizado, o crescimento fungico aparente foi
pequeno, o que é perfeitamente explicado, uma vez que o eugenol &

conhecido e utilizado como antimicrobiano em diversas situacoes.

5) Quanto maior o abaixamento do pH, maior o crescimento celular e
isso parece ter sido preponderante para a obtencao de altos valores

de vanilina.

6) Nos testes visandc a determinagdo de enzimas ligninoliticas
destacou-se o fato de gue nenhuma enzima demonstrou ativar ou
methorar a sintese de vanilina nos fungos testados. As enzimas LiP,
MnP e AVO parecem atuar negativamente pois, guando elas

ocorreram a sintese foi prejudicada.

7) As concentragbes de vanilina obtidas durante a realizacio dos
experimentos ndc sdo suficientes para aplicagéo industrial. O fungo
linhagem 755 é um fungo imperfeito e que possui caracteristicas
diferentes das apresentadas pelos fungos de degradacédo branca,
mais conhecidos nos estudos de sintese de vanilina. Os valores de
concentracdo de vanilina tornaram-se entao muito importantes e

sugerem a continuidade dos estudos.
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