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RESUHO

Este trabalho envolve 3 sinlese de gompostos-—modelo de lig-
nina diméricos do tipo /3—0—4; bem como a biossintese de dlcool

vanfilico a partlir de vanilina utilizando Saccharomices cerevi—

segae.,
Foi estudada a biocdedradacéo dos composlos sintetizados, &

também de alduns monfmeros comerciais, por Chrysconilia sitophila

{TFE 27441, funge isolado do-tratn intestinal de um inseto xild~-

fago. Yoi comparade o crescimentlo de C.sitophila nos diferentes

compostos em relisdo a um conlrole de dlicose, onde foi observads
uma inikbicdo do crescimenlo pelos mondSmercs gue conldn carboni-
la ¢ um estimulo pelos compostios /3*6-4 1 ¢ Alcool vanilico,

Foi ocomparada a2 dedradasidc de dimeros /3—Uw4 poyr C.sitophila

& J& conhecida dedradasio por Phanerochaele chryesosporiun, fundo

lidninolitico gque tem sido extensivamente estudado;,; notando-sze
semelhansas guanto ac tipo de dedradasio causada,

Hemina, complexo de ferro porfirina, feoi utilizada como nmo-
delo biomimétlice na dedradasfc de composlos~modelo de lignina, &
que na presenca de Hplp comportla-se como uma peroxidase.

A biodedradasdc por C.sitophila, P.chrysosporium ¢ & dedra~—

dacfo por hemina foram analisadas por espectliromelria no uwltravio—

leta e por cromatlografia liguida de alta eficiEneia (HFLC ).



ABSTRACT

This wor kX involves the synthesis of /6-D~4 lignin model com-—
rounds as well as the biosynlhesis of vanillyl! alcohol from va-

nillin by B8Baccharomices cereviseae.

The biodedradation of the synlthesized compounds and of the

commercial monomers by Chrysonilia gitophila (TFR 274410, fungus

isplated from a xylofadous insectl,; was studied. The growlh of

C.gitophila on differenl compounds was compared relatively 1o =&

glucose conlrel. 11 was observed an inhibkition of drowtlh By
Ce. =—carbonyl monomers and a stimulatlion by models /3“G~4 1 and
vanillyl alcohol.

11 was made a comparison belween the dedradation of dimeric

/5-8—4 1 compound by £.s5itophila and P.chrysesporium, fundus ex-—
tensively studied, where similarities were observed in relation
to the ivype of dedradalion caused.

Hemin; iron porfirin cﬁmplgx which @els as a peroxidase, was
.used as & biomimmelic model in the dedradatlion of lidnin model
compounds in the presence of HoOg.

The biodedradation by C.sitophila, P.chrysosporium and de-

dradation by hemin were analised by ultravioletl speclromelry and

HFLC.
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CAFI{TULD I - INTRODU¢RO



s

I-IKTRODUGHO
1.1-GERAL

Lidnina € o mais abundante polimerc ordi@nico depois da celu-—
lose, ® o consititluinie c#racteristico entre as paredes celulares
dos tecidoz de vedetlals vasculares; tais como madeira, sendo res-—
ponsével por suas rididez (Fendel £ Wedener,1984), Também Jdiminui
a permeasic de &dua através das paredes celulares e protede os
tecidos contra o alaque de microcrdanismos paltod€nicos (Janshekar.
g Fiechler,1%83).

Huito interesse len sido dedicado ao esludo da biocdedradagséc
de lidnina nos dltimes anos considerando suas polencialidades co-
mo albiopolpaeio de madeira e brangueamento de polpas, blconver-—
%o de lidnoceluldsicos em racles zumentando suaz didgeslibilidade,
c)cﬁnversaa de sub~produtcs da lidnina em produtos de interesse
aproveitando seu conteddo aromdtlico, dYlibkerassc dos carboidratos
nos lidgnoceluldsicos para bioconversfo e eliralamenlo de efluen—
tes da inddisiria Je celulese (Kirk,1987).

Lignina & unm folimero tridimensional composto de unidades
fenil propano unidas n&o linearmenle por diferentes tipos de 1i-~
gaglesy; o gue a faz diferente de oulros biopolimeros, lineares e
compostos de subunidades conecladas de forma repetitiva (Tien,
1987 3.

| A conplexidade de sua estrulura e a dificuldade de isclamen-
to da lignina sem reasfes secunddrias, tais como quebra de liga-—

s8es e mudangas no conteddo de drupos funcionais, dificultam o



it
estudo de sua biodedradasfo. Tals eétudes %%ﬂ géralmente realiza-
dos atrawveés de lidgnina de madeira moida (Bjorkman e Person,
1957, onde poucss mudancas esirulurais ccorremn durante ssu iso-—
lamente, lidgninx sinltética (DHFP), e composlios modelo de baixo pe—
sg molecu lar com semelhangas esirulurzic a 1igniﬁa.

IIHE & sintetizada in vitro por polimerizas8o oxidaliva &e
precursores imedialos de lignina, coma Alooois p-hidroxicinamili-
COS& utilizando peroxidase COmO inicia#ar {Freudenkerd &
Heish, 19368 ). Os precursores poden #er marcados em diferenles po-—
cigles paya estudas radioisoldpicos (Faix et.231,1985)2,

Compostios modelo de baixo peso molecular sf&o0 bastanle utili-

1]
71

zados Do ecstudo de biodedradacZo de lignina por wossibilitar,
alraves Az seuw melabolisme, o entendimenic do mecanizmo de aglo
dos fundos que atuam sobre ligninz, bem come das enzimas iscladss

( Janshekay e Fiechter,1%83; Xirk,l988),



1.2-BI0OSS{¥TESE E ESTRUTURA DA LIGHINA

Lignina ¢ um polimerc complexo composto de unidades fenil
propano unidas por diferentes tipos de lidag¢8es. Essa irredulari-
dade do pol imero é consequfncia do mecanismoe de sua biossintese
que se d& atiravés de acoplamenio de varias formas de ressondncia
de radicais livres (Fendel e HWedener, 1984).

A dlicosey, fotossintetizada a partir de C0p almosférico e
Ha0, € conwvertida ao dcido chigquimico. Alravés de varias elapas,
s%n formados o0s &lcooils cinamiliceﬁ. A distribuisdo e & proporsép
dezctes Alcocis %0 diferentes nos diferentes vegdelais vasculares.
Uma vez formados oz &lecois cinamflicos, seu drupo hidroxila &
oxidado por peroxidase ou lacase formando radicais livres em for-
mas mesoméricas. Estes radicais acoplam~se nfo enzimaticamentle de
forms aleatdria formando diligndides, intermedidrios olidoméricos

e finalmente a lignina (Janshekar e Fiechter,;1983)

| HO
; 9 CH,COCO0H
0y +H,0 s H-C-(CHOH)3~CHyOH —= HO COOH—> H ———
COOH
GLICOSE HO
, AC.CHIQUIRICO £C PREFENICO
4 - ’
(O)- cHy-CH-000H—» (O)- CH=CH-COOM
- L-FENILALANIHA A CIHAMICD

: " H
HC= C-CH,0H

HO-.—CH,-CH COOH— Ho@ CH=CH-COOH—= —~ @

L~-TIROSINA AC.p- CUMARICO ' OH Ry

Figura 1- Biossintese de lignina
Ry=Rp=H: Alcool p-cumirice; Rj=H, Rp=0CHz:Alcool coni-

ferflicoj Ry=Rg=0CHz: Alocol sinapflico.
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A ligag&o (entre subunidades feﬁii ?rupéne) mais importanie

na estrutura da ligﬁina é a /@-Dvé ou aril dlicerol /5aril éler;
onde o carbone da cadeia lateral de uma subunidade é lidado ao
oxidBnio do carbono 4 do anel da subunidade adjacentle (enlire
anédis 1 e 2 da Figura 2). Representa cerca de 50 ¥ das ligagles
interunidades na lignina, Dutras lidac¢les presenles ns estrutura
“da lidnina ( Tabela 1) sdo 5,5’ {ou bifenila, enire andis 5 e &1,
/5—5 (eu fenilcumaran,; entre anéis 3 e 4);, /3-1 (enlre andis B e
9), 4-0-5 ¢ ou difenil éter, entre anéis 8 e 10), A~/ (ou pine-

resinol,; ennire andis 10 & 11)Y e K-0-494 {ou o aril éler, enire.

anédis 15 e 16,

Tabela 1-Principais tipos de ligacfies interunidades na lidnina

VR —————— T P A A S e e R R

% das lidgagfes

S . ——— . VT MRt T e e e Ay i e e A Ak A . AR W e e M A T T T e s bl i AR S S

/3 ~aril-éter (/2 -0-4) 45~460
o ~-aril—éter (oX-0-4) &—8
difenil dler (4-0-3) 3,5-8
bifenil (3-5¢) 4,5-17
HA-1 7-10

/3-S5 - 0-14
ﬂw/a _ 0-3

ik oy R Al Sl A SR M W T o Wy i WS e rd i A Y W T R Ak e o A D Al O S T i M e

Janshekar e Fiechtler,1983
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Figura 2 - Estrutura representaliva da lidnina (Adler,1977)



[.3-BIODEGRADAGHO DE LIGNINA E CGHPUSTGS~KODSLO

Embora lignina seja recalcitrante & maioria do0s microorga—
nismos, alduns grupos s%0 capazes de degradid-la. As nudangas em
sua estruluara apts afaque mierobicolégico incluenm quebra de lidgas-—
g les /3—aril éter, abertura de anel aromatico, desmetoxilagles,
podendo ocerrer biodedradaclc até COp e HaO (Leisola e Fiech-
ter,198357.

0z fungdos &80 0s principals responséiveisz pela dedradacdo de
lignina. Estes sfo classificados de acorde com o tipe de dedrada—
¢%c gque causam na madeira, como fungos de decomposic8oc branca
¢("*Yhite-rot fundi’d, fundos de decoRPOSi¢&ac parda ("Erown-rol
fungi') e fungdos de decomposisdc branda ("Spft-rot fungdgi’J.

0s fungos de decomposis&o branca sfo ot mais eficientes pro~
vocande guebras de ligasfes comD Cm“Cﬁ,,B*ari} éter,; etoc. Os fun-
§oé‘ de decomposigdo parda s&o basicamentie responsaveis pela de—
dradasdo dos polissacari{deos da madeira enquanto que 0 de decom—
posigio Lranda ¢causam unm amolecimento da camada syperficial da
nadeira ocorrendo {imitada degradagdo {lLeisola @ Fiechtler, 198357,

Entre os fundes de decorposigén brancé, Phauggpchaéte chyry-—

sosporium ( =Sporotrichum pulverulentum’ 2 0 mais detalhadamente

estudado sendo sua atuacioc sobre lignina ja benm elucidads
(Xirk,1988 ).

Raclérias também podem degradar lignina porém 1Em um papé1
secundérioc {Vicuna, 19882,

Compqstas modelo de lidnina tEm cido muito utilizados no s~

tudo da biodegradagdo de lignina. Estles conpostos apresentam se-



g
melhangas estruturais 3 lignina possibilitan&c uma analodgia gue
tem contribuido para o entendimento do mecanismo da biodedradagi&o
de ligmina. Gends /A-0-4, o tipo de ligagho mais frequenle na
lignina, compostos modelo do tipo A-0-4 sfo os mais representa~

tivos.,

1.3.1-ENZ1KAS ENVOLVIDAS HA DEGRADACHO DE LIGHINA

0s fundos envolvidos na dedradacic de lignina secrelanm dife~
rentes enzimas extracelulares que catalisanm reacles que levam X
dedgradagsdo do polimerc. As principais s8n ligninases, peroxidase
dependente de mangdgan®s (Hn peroxidase)d, fenoloxidases &8 enzimas

que produzem Hp03z.

LIGNINASE

Lidninase, pela 123 vez relatada em 1983 (Tien @ Yirk; 1983;
Glenn et.al.1983), iem um papel importante na despolimerizasdo dé

lignina por P.chrysosporium. £ tambén chamada de peroxidase de

ligninsa. Contém um érupﬁ heme e ltem sido enconirada em virios mi-
croorgdanismos. Seu mecanismo indica gque HaOg primeiramente oxida
a enzima £ © intermedidrio oxidado retira um elétron de nidcleos
aromaticos formando c&tions radicalares arila que se decomplen
espontaneamente via reasbes de cardter iBnice e radicalar (Xirk e
Farrell;1987).

Ligninase provoca quebra de ligagbes C$"C# da cadeisa prﬁpila

de modelos dinéricos de lidnina e despolimeriza lignina in viva.
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Também & capaz de calalicsar outraé reag&eé senda a wmais signifi-
cativa a oxidagfo do 4lcocol veratriliceo a aldeido (Figura 33 que
tem sido piilizada como mélodo para determinzsi4c desta enzima

{Tien e Kirk,19684)

CHOH . CH;OH

wl,

AE: Aceplor de elétronsi Ar: Anel orty
‘Mn PEROXI DASE

Una peroxidase diferente de ligninaze fei descobesria  POT

Gold em 1984 em melo gxtracelular de culluras lidnincliticas de

11

FP.chrysosporium, Como & ligninase,; Kn peroxidass reqguer Halig =
contém wm grupc hene. Forém,; seu mecaniéma depende Ade Hni{ 11
gque ¢ oxidade pela enzima 3 ¥n(l1il) gue por sua ver oXida subs~
tratos ord&nicos,; COmO fendis a radicais fendxi {Xuwzhara =1. 21.
1984 1.
Foi Griginéimente caractlerizada como dependenie tam}zém~ de
doidos oL -hidréxi, como laclalo ou tarlaralo; porém nf%o existe

informasEo gque Jjustifigue eceta dependEnciz, mas sim 0 pstimulo

da atividade por estes icidaos ol-hidrdxi (Kern,l989),
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MeO OMe v o
OH

Mnm Hzo
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Q
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H._0 0
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' |
MeQ OMe WMeQ OMe MeQ OMe
O O o]

Figura 4- Mecanismo proposlo para quekbra Cx—Cp de compostio

/5-1 por Hn peroxidase. (B8)OxigEnio derivado de Og.

(BI0xigEnic derivade de Hp0., (Gold et.al.,1989).
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FENOL OXIDASE

Pxistem 3 tipos de fencl oxidases: tirosinase; lacase € pRE-
roxidase {Crawford,; 19817,

Tircsinase & gma‘enzima zue conlém cobre e participa de rea-
s6es como monooxidagdoe de fendis produzinde o~fendis ou o~guino-
nas e oxida¢lo de calecdis a o—quinonas. ¥ enconlrada em diferen-
tes microocrdanismoes como codumelos e funges que dedradam madeira.
Nestes fundos, titiropsinase ¢ iptracelular, o gue a faz de menar
imporiSncia na dedradagdo de tignina {(Ander & Eriksson,19785.

Lacase ¢ tanmbén uma enzima gque contém cobre. B comumenle en-

contrada em fundgos de decomposicdc branca conmo Coriplus versico-

lor, um dos mais inportanties fundos gue dedradan lidnina {(Xawal

et.al.,;198g8a3. Calalisa a oxidasso de orto e paca-difendis por
abstlragdo de um elétron e um préton do drupce hidroxilz formando
um radical livre fendxi.

As peroxidases cont@m ferrc e necessitam de HpOg. Tamkém ca-
talisam a oxXidasdo de orlc e para—-difendis por abslraclo de um
elédtron € um préton do drupc hidroxila formando um radical livre
fendxi. Tstes radicais formados pedem sofrer transformasles
posteriores, incluinde desproporcionanentie cu polimerizag¢doc por

acoplamento radicalar {(Crawford,; 19812,



ENZIMAS QUE PRODUZEN HaOp

Peroxidases s30 enzimas importanties envolvidas na dedradagsio
de lidnina gue necessitan de HUp para sua atividade. Hplg ¢ for-—
;nada cinult aneamenlie com 0 zistema lidninclitico na presenga de
glicose (Exriksson, 19@7) através, principalmente de glicose oxi=-
dase.

Qutra enzima importan.%e & metanol axidase que produz HaOg
durante o metabolisme da lignina. Tem sido demonstirado {(Ander el.
al.;1983; Ander e Eriksson, 1985 ) que gquantidade considerédvel de .
metanol é formado durante 3 dedradag¢fo de lidnina e seus produlos

de dedradas®o em culluras de P.chrysosporium. Estle metanol & oxi-

dade a formaldefdo pela enzima melanol aoxidase e um subprodutlo

desta oxidag&o ¢ Hpla.
1.3.2- EEG.RAI}AQ%G DE CG}!POSTOS-—HBDELQ DE LIGNINA
1.3.2.1- fA-1
Yo inicic dos anos 80, esforgos foram dedicados para descre-

ver as elapas envolvidas na dedradasdo de compostios-modelo dimé~—

ricos de lignina por P.chrysosporium com o objelivo de "definir

reagbes esyecificas catalisadas por seu sistemna enzimndlico. A
primeira rexg¢doc que levou & descoberta das enzimas lignineliticas
foi a guebra Cw -Cs  na cadeia propila do modelo ﬂ,—-l, que j& era

conciderada importianle na dedgradacfo fundal de lidnina.
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Em 1982, Enoki e Gold descreveranm a degradas&c de composlos—
modelo -1 sugderinde uma quebra oxidativa da ligdas8e C, ~-Cg como

ne figura 5.

HOEH E i CH;0H
= 00 Hy OCH; OCHs & oH CH,OH
oG

@OCH3 OCH:; OCH3 OCH;} 0CH3
OEt

I \\\\ _ -
O
Y- CH,OH

S > (O L ! -
HOCH A Vi
~ OCH;
_H
. OBt N CH,OH
OEt
- N
, OEt
) A |

Figura 5- Degradasfo de dimeros -1 por células intactas de

F.chrysosporium {Enoki e Gold, 19823,

s resultados indicaram que © diol 111 da fidura 5 sofre
clivadem na lidagso Coe ~Cp s produzindo o fenil glicol IV e o
benzaldeido V que ¢ rapidamente reduzido ao respecltivo &lcool pe—
lo ordanismo.

Experimentos COm 1302 foram realizados (Umezawa etl.

al,; 19837 com © objeiivo de decidir se o oxigdEnio era incorporado
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na posig¢doc oL oun /5 durante a clivaden Ct -Cp . O metabélito coyr—
respondente & posigio Ce& ndo gontinha 180 que foi incorporado na

posicdo /3, como moestrade na figura &,

180H
F
J—
OCH;
OBl
160M
CH30 @ OCH;
Ott
figura 6- Incorporaséo de 180 & partir de 1Bg,  nx degrada-

¢Bo de ,3—1 por P.chrysosporiun {Unezawa et.al.,

1983).

Produilos gnélogas foram encontrades a partir da degradas&o
de composto fendlico fé—l, o gque indica gue a quebra CaL*Cﬂ de
dimeros /-1 ccorre tanlc para compostos fendlicos come nioc fend-

licos, na degradagdo por P.chrysosporium {(Xamaya e Hiéuchi,

1984).

‘Coriolus versicelor, cecreta umas enzima fenol oxidase, laca-

ce gque catalisa a retirada de um hidrod@nic de drurec hidroxila
fendlico dando oridem & radicais fendxi (ftem I.3.1), &0 PAasSsO

gque compostos nfoc fendlicos ni%c s%o degradades por lacase de

C.versicolox (Lundqhist e ¥risterson,;1983; Higuchi,1985).



1%

Estudos realizdades com conposlos feaélicds /3*1 indicam "gue
ectes compozlos sofrem guasbhra Cu —Cﬁ via radicais fendxi (Xawal
et.al.,1987). HNo entanto os produtlos formados rodem ey Brove-
nientes tTanto da coxidagic do anel A como B, O esclarecimentc do
mecanismo =¢ foi possivel utlilizande compostos com um 294 drupo
fendlico {¥awai et.al.,19883, onde ccorrem 3 tipos de& rexglo:
gquebra CTot-Cp v axidas4o C, e gquebra alquil-aril (figuras 7 e

&2

OCHs

. OCoHs
OCH
3 FQUEBRA ALQUIL - ARIL ]

] OXIDACAO C | HO

OCHs CHz0

’ OC’H3 . \ O
cuso

["aueera cu-Cs | |

CH50 OCH3
OCH3 0

caso OCH; CH30 OCH3
OH OEt

Figura 7— Degradaz&o de composlo /3*1 com 4rupc fendlico ne anel

& por lacase de C.versicolor (Kawai et.,al. 1988,
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OCHy

[ cuesra C, - Cpe |

e HO

CHO ™ OH ° OH

CHZ0 OCH3 CH,0 OCHz
OH

CH3z0 OCHz
OEt OH

Figura 8- Dedradacio de composlo /6*1 com grupo fendlico To anel

HBE .

B por lacase d8 C.versicaolor (¥zwal el.al. 1

Qutro fando recentemente isolado 2 caracterizadco

centa =alla eficifncia @ celetividade na dedradasio de

1ZU-154 ( Hishida et.xl.,1988).

N=& dedradasfo de composio fendlico /6—1 por 1Z2U-154 ocorre
quebra alaguil-fenil e guebra Cw -Ca como na fidura 7.
QUEBRA CHo0H
ALQUIL — FENIL !
HC OCHa=.
| .
CHZ0H OCH3
CHOH
H?“ﬂ"{(ii?—OCH3
HC-OH OCH4
H
QUEBRA Cu-Cpa C;Hzo
OH OCH3
Figura 9— Dedradacdo de composlo /G—i por cultura de 12Y-154

{Riﬁhiﬁa et.al.y 15893)
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Como Jdito em [.3.1, & reacio—chave catalisada por ligninase
con compost os—modelo ¢ a oxidasSo do nidclee arom&ltico por 1 elé-
tron formandco um célion radicalar.
ge um nucleo aromdticoc € ou ndo unm subsirato para lidninase
-depende de seu potencial de oxidacdo. Substituintes reliradores
de elétron conc Cx —carbonila tendem & inativar o ndcleo arom&ti-
co frente & lidninase enquanto ¢rupos alcéxi o alivanm {Xirkx =
Farrell, 1987 3.
As reac Bes mostradas na figura 10 parsz & oxidagdo de compos—
to ﬂ;—l PO ligninase/Hgls foram encontradas também em células

intacltas de P.chryﬁosporium'e provém de oxidagsio do anel A, Pro-

dutos de guebra de anel para oxidagfo de /5-1 por ligninase nio

foram ohservados.

HO~_ 0*\ _H
C
‘HO OCH3 octly 4
. @ OEl OCH3 OFt
OCH l

OH

, _ j OCHgz
; o
0
0 @ OCH3 Et
(:)l OEt
OCH

OCH3

Figura 10- Oxidag%oc de composto-modelo /-1 por ligninase/Hp03 de

P.chrysosporium (Xirk e Farrel, 1387 3.
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Compost os~modelo do lipo p-1 tanbén 580 oxidados por Mn pe-

roxidase pr oduzindo varies produtos provenientes de 3 lipos de

reacfo comc guebra da lidac%o alguil-fenil, oxidagdo da hidroxila

e quebra da lidagsdo Cx -Cp como na figura 11 {(Wariishi etl.al.,
1989}.

Compost os ndc fendlicos nic foram oxidados por Mn peroxidase

nas mesmas condigfes sugerindo que a etapa crilica na reasio ca-

talisada por Hn peroxidase é a oxidac&o do fenol a radical fendxi

por ¥n 111 gerado pela enzima.

Fidura 11— Dedradasdo de composto-modelo /3~1 por Mn peroxidase

de P.chrysosporium (Hariishi =t.al., 1989).




i%

1.3.2.2- /B—Dﬂq

Estludos ocon mode§e§/5~0~4 com culturas inltaclas de Phanero-

chaetle chrvsosporiuvm 1Em demnonstrado dois caminhos de dedgradasio

{Umezawa et.al.;1983; Umezawa 2 Higughi, 19853, 0O primeirc & ini-
ciado poyr «uebra oxidativa enire a lidacie Cu=Cp da cadelia pro-
pila e o =edundo, envolve guebra inicizal de G-Cq da ligac&o

fB-0-4 (figura 12).

Tigura 12— 1) Quebra Coc -0 & Z) quebra 0-Ug da ligaséo /3-0-4,

tas desle fundo S&C as reacles catlalisadas por ligninase, exceloc
a redus&o de benzaldeldos & aiaaai venzilice nas culturas {Yoko
et.al.,i988). |

Mo caso de composto-modelo B-0-4, ligninase pode oxidar
tanto o anel A como B {figura 13). Abertura de znel também oCOT -

re.
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OCH3 HO. o
OH OH
3 + %
OCH
Hy  ©

Q
—— OCH3 — ..}.. H/fO: :
: s}
oC oc

OCH3 OCH
Hs Hy OCH3
Q,
8] -
=0 0
Ho L~ J_J_oH Ho, Ao, OCHs
0
OCH3 OCH3 OCH3
3 5 OCH3
Figura 13- Produtos de oxidasé&e de cemposto-modele /3 -0-4 por

ligninase/Hp0y de P.chrysosporium {¥Xirk,1988).

A: oxidagi%c do anel A, B axidasdo do anel B.
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Aspergilus flavus € um funge bastante encontrado em ambien-—

tes de degradasdo de madeira e foi classificade como fungo de de-
composisfc branda (Ysoft-rol fungi’)d.

0 primeiro passd na2 dedradasdc de composto-modelo ‘6-8-4 por
é.tiavna & & Oxidagéq da hidroxila o« para carbonila. Este pacso
& analogo @mo processo pelo qual fundos de decomposi¢do branca
atacam lidgnina e compostos~modelo, porém o sislensa engimdtice en-—

volvido na oxidag&o por A.flavus difere consideravelmente desles

microordanismos pois inclui dependEncia de HADY desidrodenase
{enzima extracelular dependente de Ho02) e uma fenol oxidase
{Belts e Darl,1%988).

0 sequndo passo € a desmetilaglc da metoxila na posiglo 4,
cujs mecanismo gnvolve a pérda de metanol {Iyayi e Dart,1982).

Os produtos finais do passo seguinle poderiam ser provenien-—
tes tanto de guekra Ce -C4 coOmo /Z—aril édter, porém estudos com

carbono wmarcado indican gue cocorre guebra C¢,~Cﬂ {figura 14).

e O e ® o0 ~(0)

HG-OH  GCH3 C=0 OCH3 ¢=0 gty

OCHy

OCH OCH3 OH
OCH3 OCH3 |
. COCH COOH OCH3OH

R e +

oM OCH3
OH OH

Figura 14- Degradasdo de compostos—-modelo /3-0-4 por cultura de

A.flavus <(Betts e Daril, 198873,
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0 fungo 1Z2U-154 também é capaz de dedradar compostos-modelo
/6—0~4, onde os produlos de degradagac indicam guebra algquil-fe-
nil; ﬁ>aril Ster ; oxidagic Cw para cumpostos /3~0”4 fendlicos &
quebra Cx —Cp para compostlos /3—0~4 n%o fendlicos como pode ser

Qista na figura 15 (Nishida et.al.,1989b).

HO-CHy ogMs
H?—O
OXIDACAO ¢ =
OXIDAGAD ot C=0 oCHj
OCH3
HO"?HQ CH0 OCH3
H?v*O OH
HO—CH
0CH3 QUEBRA CHEOH OCH3
ALQUIL-FENIL H(}-—--O
CH,0 OCH3 CH,OH
3 oM OCHy
QUEBRA
ARIL - ETER @
CHZ0 OCH3
OH
HO "?Hz
H?*O CH>0H
HO—CH OCHz QUEBRA Cu-Co _
CH40 OCH4
CH30 OCH3 OHt
CE?

Figura 15~ Produlos de dedradac&o identificados na degradac&o de
composto-modelo /3-0~4 fendédlico e né&o fendlico por

cultura de 12U-154 (Nishida et.al.,1989b).



1.3.2.3- ALCOOL VERATRILICO

Estudos 18m demonsirado gue &lcool veratrilico & sinteltizado

de novo a parlir de glicose em culluras de P,chrysosporium ¢« Lund-

éuist e Xirk, 19785 ;ende como intermedi4rio L-fenilalanina, &l-
cool 3,4-dinetoxicinanilico e veratlrilglicerol {(Shinmadsa
et. al.,1981). B carpaz de ativar o sistema ligninol{tico deste
fungo atuando cono mediador na transferBncia de elétrons enlre
peroxidase € o polinmerc da lignina, tnfnandc-o mais acessivel A
oxida¢%o en=zimdlica e favorecendo a estabilidade das ligninases
{Haemmerli et.al.,19861.

Enquantle era monitoradsz a quantidade de &lcool veratrilico

em oculturas de P.chrysosporium . outlros produlos lambém eram en-

contrados {(Leisola et.al., 1985). Fstes pompostos sfc duas laclo-
nas isBmeras provenienltes de aberlura do anel aromitico que lam-—
bém foram delteciados na oxidag8c do Alcool veratri{lico a aldeido
por lidninase.

fstudops foram realizados para elucidar o mecanismo de aber-
tura de anel por ligninase e foi confirmadas a formagdo der_tais
lacionas e um novo produlo foi também enconirado, uma lactona de
& membros (Shimada et.al.,1987a).

Na figura 1& s%o mostradas possiveis reasbes do cation radi~
calar la formado. A perda de préton de Ia produz o radical Ib o
qual,; sob Qondisﬁez anaerdbicas, pode ser oxidado a aldefdo vera-—
tr{lico. Sob condigbes aerdbicas, ativagfo de oxid€nio pode ocor-
rer, O Snion superdxido formado ¢ protonado a pH 4cido formande o

radical peridroxil. Reac¢lo do c&tion radicalar Ia con radical pe—
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ridroxil e Hz0 leva & aberlura do anel aromético formando laclo-

nas., O cé&tion radicalar la pode também reagir conm &dgua formando

radicais fendxi gue posteriormente formam as guinonss.

Peroxidase
F - -2’ 0-0 |
. 1
OH CHOH- H-C-OH H=C~OH _+ v CHO
Peroxidase : M 0y W'+ 0z —(HO0D
e _ 2. N At
1 OCH5 = OCH3 OCH3 OCH3 OCH;

ALDEIDO VERATRILICO
CH50H _
CH,OH CHZOH CH,OH

CHoOH CH,0
: CH,OH /‘\; i
<OCH3 l | .
o-H OCH3 OCHS °
HaC0 g OCHy 0,  OCH;
Con ' 57 F
|| 1 A
% CHOH M0 4™y CHROH
O~ _o ) - Q
H
= OCH o ; o}
] 3 HpO
COOCH; 0 OCH; OCHy
0.0
COOCH3

Figura 16- Mecanisno proposto para akertlura de anel aromilicoe de

&lcool veratrilico por ligninase de P,.chrysosporium

'(Haemmerii et.al., 1987).

Outros produtos também foram identificados posteriormente em

menor propor¢io conmo pode ser visto na fidura 17.
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CHO
‘ Peroxidose /0g

i 1 i ! !

cn,o)@,cm wzoﬁo f\,o ca,omo (: @[ oH
CH30 o o'\’/’(ocn-s, o~ o CHO ([;

COOCH;

!

i (5

CH500¢C

Figura 17- Produlos de degradasfoc de 4&lcool veratrilico por

ligninase de P.chryscspg;ium_(Schmidt,et.al.,l?S?).

¥ possiveis produlos

1.4- Chrysonilia sitophila

Chryseonilia sitophila (TFE 27441) ¢ um {fungo isaiadﬁ do tra-
to intestinal de um inselo xiléfago (Campos et.al.,1986). O esta—
do teleomdrfico desta espécie ¢ Neurospora sitophila, unm fundo
pem conhecido que lem sido usado na preparaglo de *Ontjom*” na in-
danésig, um fermentado de amendoim (Fardiaz e Markakis, 1981) pa-
.ra alimentag&c humana.

Os efeilos de diferenles condig8es de crescimento deste fun-

dgo foram estudados (Ferraz ¢ Duran,;1989).
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C.sitophila ten denonsirade alta atividade Yidninolitica e

capacidade parsa degradar celulosze e casca de arroz {Durdn et.al.,
19882 Durian et.al.;1988b; Durén et.al.,1987 1},

Lidgninase de C.sitophila foi purificada por cromalografia de

troca iBnica sendo gue 3 hemoproteinas feram isoladas com pro-
priedades de lidninase, nenhuma delas dependente de Hn (Rodriguez

e Duran,; 1988).

1.5~ HEKINA

fesde a purificasdo de lidgninase a parlir de meig extracselu-

lar de P.chrvsesporium, alguns nodelos guimices desla peraoxidase

t8m sido relatados (Habe et.al.,19685; Hattori et.al.,;19B8; Ehima-
da et.al.,;1987b). A majoriaz destes modelos de ligninase sdo  ba-
seados em complexos de ferro porfirina.

Aldumas &ag razfhes gque levaram ao estudo de modelos biomimé-—
ticos de ligninase sdo a possibilidade de desenvolvimento de um
catalisador para a indidsiria papeleira & conlribuigdo a0 ezludo
do mecaﬁismo de lidninase.

Hemina .é um complexo nalural protoporfirina com Fe (1113
(figura 18) que na presenga de Hp0p ten catalisado reatlies de
quebra C«x ~Cp de compostos-nodelo de lignina A-1 e 3-0-4 {Habe

e‘.al-}lqsﬁ ).
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Fidura 18— Fatrutura dz hemina (Shimada et.al.,1987%kL 2.

1.6~ OBJETIVOS

Sendo C.sitophila um fundo recentemente isclado, pouco ainda

ce sabe sobre seu sistema ligninolftico & seu mecanismo de azéo
csobre lignina. Varios esforgos ecslfc sendo realizados em nNoGsSso
grupo no sentido de elucidar este sistema, como o estudo da agéo
deo fungo_éobre lignina in situ (madeira}, sobre iignasaulfonato$
e o estudo da produsdo € purificacdo das enzimas desle fundoc.
Este trabalho tlen como objetivo conhecer os tipos de reasbes
gue acorrem nas culturas Ccom OS coppostos—modelo e o eféita des—

tes compostos no crescimento de C.sitophila, comparar eclies re—

sultados com um fundo j& bem estudado; P.chrysospoyrium € com um

modelo de ligninase, hemina.
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11-PARTE EXPERIHENTAL
11.1-MATERIAIS
11.1.1-REAGENTES E PROCEDENCIA

Acetato de zinco

Acetovanileona

gﬁido acélico

Acido bérice

g;idﬁ citrico

Kcido 3,4-dihidroxifenilacetico
ékidﬂ 2,5-dihidroxifenilacelico
fcido DyL-4-hidroxi-3-meloxi mandélico
géido nicolinico

ﬁﬁidﬁ p-aminobenzdico

géido vanilico

A&cocl veratrfilico

Adar—-adar

Biftalato de poléssio

Biotina

Borohidreto de ?ddio

Bromo

Carbonalo de'patéssia anidro
Citrato de s&dio

Cloreto de cdalcio

Cloreto de sadio

MYerck
Aldrich
Herck
Resaden
Qeeal
Signa
Sigma
Sigma
Aldrich
Aldrich
Sidma
Aldrich
Hicromed
Reagden
Ruimis
Sigma
Readen
Cinétlica Quinmica
Dyne
Ecibra

Sinth



Cloreto de zinco

Detapac

Pimelilformamida

Dimetilssulféido
3,4-dimetoxiacelofenona

Fosfato de po it assio maﬂobésico anidro
p-Glicose

‘Guaiacol

Hemina Bovina

Hidroxicobalamina

Hidréxido de sdédio

Molibdato de amBnic lV.telrahidralado
Pantotenato de cdlcio-DL
?arafolmaldeida

Perdxido de hidrog€nio
Pi?idcxina.HCI

Ribeflavina

Si{lica del &G F254 {camada deldada?
Si{lica gel (coluna)

Sulfate de am@Bnio

Sulfato de cobre

‘Sulfato de ferro (11D

Sulfato de madgnésio anidro

Sulfato de mangdanEs

Sulfato de metils

Sufato de potéssic e aluminio

Tartaratc de diamBnio

30
Herck
Aldrich
Herck
Herck
Aldrich
Carlo Erba
Herck
Aldrich
Sidgma
Sguibk
Herck
Aldrich
Fluka Chemier
Aldrich
¥erck
Aldrich
Riedel-de~Haen
Merck
Carlo Erba
Sigma
Carlo Erba
Ecibra
Fisher
Carlo Erka
Aldrich
Aldrich

Carlo Erba
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Tiossulfalo de sdédio- , ~Carlo Erba

Vanilins , Frods.Quim.Labor

Oz dewmais soclvenies utilizados foram de draun p.a. € néos necessi-

taram de Tratamenlo especizl para os obielivos deste ilrakalhao.
11.1.2-INSTRUHENTACRO

~Balanga MHMetler K34 AR

~Ealanca Metler MEZZ

~FepectrofotBmetro DHE 100 Intralab

~Autoclave verlical Phoenix

~Fetufa de cultive modelo 116 Fakbe

~Fluxo laminar Veco modele VLFS 12

-Cromatsédrafo liquido: EBomba Walers &CO0
Detector UV/VIS Varian 50

-Hedidor de ponteo de fusé&o Hetler FPF3S

Os éspectrus de lH-RMN foram redistrados em aparelhe ERUCKER
AU-80. Os deslocamentos guimicos ecifo expressos em ppﬁ, tenda—
ce como referfncia dissiloxano ou THS, indicando-se mulliplicida—
de (s,singleto; d,dubleloj t,tripleto; gsquartelo; m,éuitipleto;
i,largo} € numero de prdétons. Os especlros de ianfravermelho foram
registrados enm aparelho PERKIN-ELMEK 399K, utilizande~se pasti-
lhas de KBr. GEspeclro de massa fol registrado em aparelho VARIAN

HAT 311A.



32

11.2-MICROORGANISHOS E HEIOS DE CULTURA

Os microordanismnos necessitam de nutlrientes para seu cresci-
menlo, que contenham fonte de carbono, cono dlicose; celulose;s
amido, eto.; sails mineraic e elemenlos 1ragos.

Chrysonilia sitophila, TFE 27441, ¢ um fungo pertencente a

classe dos ascomiceles, obtido originalmente do trato intesti-

nal do besouro Tribolium ferrudenium (Campos et. al.,1986), e

posteriormente conservado em placas de adar a 508C, Culturas esio~-
que foram manlidas em glicerocl a ~-15%C. O meic de sultura utili-
zado parz esle microordanismo, Fries modificado {(Ferraz e Durdn,

1989), & constlituido de:

-Sulfato de am@nio ' S5,64/71
~-Fosfatlo de polassico monobasico 1,049/1
-Gulfate de madnésio 0,5¢/1
-Cloretc de sdédio 051471
~Tragos ¥:Sulfato de cobre pentahkidratadoe O,10mg/1
Sulfato de ferra(Il) 0,20mg/1
Sulfato de mandanBs . 0,02mg/1}
‘Cloreto de zinco 0,15mg/1

-Glicose: canCentragéo variada

-TampSc biftalato 0,025 X rH &

¥ <colucSo preparada previamenle e utilizada na gquantidade de ©,;1
wl/l

Phanerochaele chrysosporium, BKH-F 1767 (ATCC 24725), fundo

pertencente & classe dos basideomiceles, fol obtido através do



Prof.Dr.Juan <arraun {(Universidade de Caxias do Sul, Erasil?l.
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0 meio ode cullura utilizado para seu cultive (Linke e Zhond,

1987) & constituido de:

~-p~Glicose

~Tartaratle de diamBnio

~8ulfato
. =Clorelo
-Sulfalo
~Solugdo

~-Boluséo

de

de

de

de

de

rH ajustédo

Tiamina.HCl

9

0,

magdnésic.heptahidratado &,
cdlcie.dihidratado Oy
ferro 11 i8,
vitaminas : 1
elemenlos lrasos i

para 4:;6 com KOH & XN

Soluclo de vitaminas

0og/1
60d/1
S0grs1
10g/1
40mg/s 1

rl

ml

108,40 wmg /1

Piridoxina.HCl

Fiboflaviaa

”
Acido nicotinico

Pantotenalo de sdlcio~DL

7’
Acido p-aminobenzdico

Eiotina

Hidroxicobalamina

20,0 mg/sl
10,0 mg/1
16,0 mg/l
10,0 mg/1

10,0 mgsl

4,0 mng/l

0,2 mg/l



Acetato
Detlapac
Sulfalo
Clorelo
Sulfalo

Sulfatlo

501u§§a de elementos iragos

de zinco.dikidratado

de mangangé.mnnehidratado
de calcio.hexakidratado
de cobre.pentahidratade

de polissio e aluminio.dodecahidralado

g
Acido Bérico

molibdato de amnBnin.tetrahidratado

Clorelo

de sédio

2,300
1,400
1,000
1,000
1,000
¢,010
0,010
0,060

0,002

mg/sl
mg/1
mg/l
mg/1
mg /sl
mg/s1l
md/1
mg/l

mg/l
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Saccharomnyges cerevisiae foi ntilizado na redu¢o da vanili-

na a

Itaigquars. 0 meioc de cultura utilizado para seu

flcoocl vanilico.

constituido de:

~Fermento comercial de levedura

~8acarose (aglicar comercial)d

~Sulfato de magnésio.heptahidratade

-Sulfato de anbnio

-{loreto de cilcio

~-Tampfc citralo 0,1 H pH 3

Foi chtido comercialmente

8,2
200,0
G4
1,3

0,2

COmO

grescinento

g§/1
g/1
g/1
g/1

g/1

fermento

é
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- M8TODO DE IXoCULO

P.chrysosporium & C.sitophila foram incoculadoes em placas de

Eétri, em seus meios de cullurs gcarrespondentes (10ml) contendo
1,5% de dglicose e 1,5% de adar. Estas placas foram incubadas a
289C por 48 horas. Hetade do conleddo de micélio da placa foi
raspado e lransferido para 25 ml de sclusfo inoculante (meio de
cultura) e aditado até dispers8o maxima. i1 ml desta solug&o foi

adicionado & 20 ml de meio.

11.3-SiHTESE E BIOSSINTESE DE COMPOSTOS-MODELO DE LIGHNINA

OK\C,H
11.3.1-ALDEX DO VERATRILICO {( Buck,19432
Hb He.
He OCH;3
OCH3
1
A um bal%oc de 1 1 de 3 bocas, foram coenectados um funil de

adigdo contendo 26,2 ml{0,27 moles) de sulfato de melila, um
condensador ‘de refluxo & um aditador mec&nico, no qual umx mistu—.
ra de 18,2 4(0,12 moles) de vanilinz @ 45 ml de &4uz foi éque~
cida em um banho de vapor. Foram aguecidos até 1009C 36 ml de
soluslc 5 ¥ de NaOH e adicionados a mistura de vanilina e aéua.

80 agquecimento foi mantide e 14,2 m1( 0,15 moles) de sulfata
de metila foram adicionados através do funil de adig¢dc numa vela¥
eidade suficiente para manter a ebuligdo. Apds a adig%o de todo
o sculfato de metila, aproximadamenle uma hora, & mistura de rea—

c&%0 foi aguecida por mais 45 minutos & uma porclo exira de 3 ml
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(0,03 moles)de sulfato de metila foi adicionada. Apds 10 minutlos
de agqueciment o, foranm adicionados & ml de NaOH S M e putlra
porcio de 2 n1<0,03 noles) de sulfalo de melila. Adig¢do allerna -~
da de 6 ml de NaOX e 3 ml de sulfato de metila foi repelida
mais duas veZ €5 completando um volume tolal de 3&6;2 mi{Q,27
moles) de sulfato de melila adicionado. A4 mistura de reagdo;,
foram adicionados 15 ml de NaQOH e agquecida por 20 minutes. A
mistura foi resfriada rapidamentie ate 2%%C sob adilagfo e o
produtos foi extraldo con 3 por¢Bes de 3¢ ml de éter elflico.

0c extratlos foram combinados, secados CoOmnm sulfalo de madné-—
sio anidré, filtrados & © éler evaporado.

A massa de aldeido veralrilicc cblida faoi de 10,86 g( 0,064

moles)d;rendimentioc de 53,3%.

IN-REN(CCla/dissiloxanc):3,80s,6Kj0CK3); &6,8(Hasddi 722004,
535 7325(Hp,d?; ?;?(5,1H} - Espectlro i; p.75
UVimetanol Y Apax=306,4 nm ; €55,=9326,5 H-lem~1 -
Especliro 2, pP.76

P,F.: 39,9-41,1°%C
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11.3.2-SiNTESE DO DIGL,@4D—4 I. 1—(3,4~dimetoxi£eni1)—2~
(2-metoxifenoxi)-1,3-propanodiol, e do cetol A-0-4 11,
1-(3,4ﬂdimetoxifenii)—2*(2—metcxifenéxi)—1~ona—3—prcpanel

(Adlexr el.al.,1952)

HO?HZ HO%H;
H?—O—<;:i> HCv0m<;::>
HOCH {):(tz

ACH; OCHy
OCH; OCHs5
OCHH OCHy
/2-0-4 1 (V) /3-0-4 11 (1)
11.3.2.1- 1-€3,4-dimetéxifenil)-2-bromoetanona Og LH2BT
OCH5
OCH,
I

Em um bal%c de 250 ml, 3,6 g (20 mmoles) de 3,4-dimetloxiz-
cetofenona foram dissolvidos en 160 ml de clorcofdérmio. Fel adap=—
tade um funil de adigdo cﬁntendo 1 ml de bromo (20 mmoles) diluf-
do em 5 ml de‘clnraférmio. Com agitacZo magnélica consiante, bro-
mo foi dotejado muito lentamenie. Apés a adisZ%o total de bromo
(aproximadamente 3 horas); & reasfo foi tratada com 100 ml de so-
luc%c ©;1 M de tiossulfalo de sédic. A fase org&nica foi secada
com sulfato de madnésio anidro e © cloroférmic evaporado & pres-—

sfo reduzida.
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Obteve—se 4,30 ¢ de produte bruto, gque continha, de acordo

com YH-RMN, aproximadamenle 30% do produto desejado e 3¢X da ce-
tona reagente. [ produlo ndo foi purificado pois a celona readen-—

te n%o interferiria na reagfo posterior.

1H-RHUNC CClg/dissilonado 4,20 2H, 535 3,9(6H,s); 6,6-7,8(3H,

aromiticosy - Espectro 3 p.77

11.3.2.2~ 1*(3,4—dimetoxifenil)—2—(2~metoxi£enéxi)*i—etanona

HyC-O
0=C  GcH,
H,; He
He QCH3
OCH3
1T

Em um bal%o de S0 ml, 4,1 ¢ da bromocelona {(brutlo,
11-3.2.1) foram dissolvidos em 135 ml de zacetona. Hantendo adila-
¢%0c conslante, 2,%& ¢ de carbonato de potissio e 0,79 ml de guaia-
col (9,8 mmoles) foran adicionados & a mistura de reagdo fol re-
fluxada &uranie uma noile.

A wmistura foi entfc filtrada, dilufda com &gua e extralda
com diclorometano., O extralo foi lavado com solugdo de NaOH e com
4gua para retlirar 0 excesso de duaiacol. Em seduida, secaaa S Om
sulfato de  magnédsio anidro, fililrada e o gsolvente evaporadc &
pressf&oc reduzida.

0 residuo foi filtrado em sflica del, eluido com éter eli-
lico e posteriormente recristalizado em metanol 2m tirpegert,; ob-

tendo—se 0,63 4 (2,1 mmoles) de produlo puro.



1H-RNNC CDC13/TKS )} 3,9¢3H,s50CH3); 3,95(6H,5;0CH3);
5,2(2%,8); 6,8-7,0(5H,arom&ticos); V,3(Ha,8)
T:6(Hy,d) ~ Espegiro 4, p.78
IV: 1685 C=0 - Especiroe 5, p.79
YU/VISE metanold: hpax=398 nm, €pax=1036,4 ¥ len™1;
€304=9036,4 ¥ lom™1; €p75=13514 ® lem”! -
Espectiro &, p.BO

P.F.: 91,8-93,0°C

11.3.2.3- 1-(3,4~dimetaxifanil}~2~(2—metoxifenaxi)“i—

--ona—BnproPanol {/5—8—4 119

Uma solucBo de formaldeido foi previamente preparadsa dis~
solvendo~se 0,54 4 (& nmoles) de paraformaldef{do ern 5 ml de adua
com agitasdo e refluxo.

Foram adicionadeos (;4 ml da solucfo de formalde{do a 0,61
¢ (2 mmoles) da celona (1113 preparadé anteriormente (11-3.2.2)
dizsolvida em 8 ml de etancl. A mislura foran adicionados G,04 ¢
de carbnnatelde potdssio e esta foi agquecida a 35°C com agitasdo
por 2 horas.

A gistura de reaq&o‘fai dilufds com Adua, extraida com di-
clovromelana, secada com sulfatoe de madnésio anidro, filtfada g
‘gvaporada.

0 cetol obtido foi recristalizado em uma mistura de éter
et{lico-metanol (1:1) em "freezer' oblendo-se G,268 ¢ (03,84 mmo-

l1es ) do produlo puro, © que representa 42% de rendimento.
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1H-REN(CTDC13/THS): 1,65(1H,1;0H); 3,8, 3,9 e 3,95¢ 34,53
OCH3); 4,1(2H,d 235,40 1H, 1)} £,8-7,0(S5H,ar0~
matlicos)) T;80(H .80 7,75(Hy,d> - Especiro 7: p.81
1V: 3600-3100 Y OH; 1680 C=0 - Espectiro 8, p.82
EM {(m/e d: 332CH%L,12,9%); 16501000
UVCetanol dihgax=277 am; €nay=8745 ¥ len™1 -
Espectro 9, p.B3

P.F.: 69,3-70,7°C

11.3.2.4- 1—(3,4—diaetoxifenil)—2-(2“metexifenoxi)-1,3*

propanodial (/3—0~4 1)

Foram adicicnados €,013 ¢ (0,34 mmoles) de borohidrelo de
sédio & uma suspensdo contendo 0,78 mmoles do celel preparado
(11-3.2.3) em 5 ml de etancl. A mislura foi agitada por aproxima-
damente uma hora; guando o celol e © borchidreto se dissolveran.
A soluglo foi deixada durante uma noite, entio diluf{da com &Agua
extraida com>diclorametano, secada com sulfalo de magnésio anli-
dro,; filtrada e o solvenle evaporado a pressfo reduzida,

Obteve—se ©¢,18 ¢ do diol (0,354 mmoles ), com rendimento de

70%. O produto'néa necessitou de purificagdo.

1H-RﬁH(€DCl3/THS): 1,7C1H,130H)Y; 2,8C1H,150H); 3,5(2ZH,d,
HT); 3,8(9H4,s3;0CHz >} 4,0(1H,m,Hﬂ); 4,9 1H;dH } ]
6,8f?,2<?H,aromaticos) - Espectro 10¢, p.84

1V: 3700-3100 QBH - Lspeclro 11; p.BS
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UVetanol)d: Agayx=277 nm, E5ax=3400 ¥ lem™! - Especire 12,

.86

11.3.3~ B10SSENTESE DE ALCOOL VANILICO (De wulf gt.al.;1587;8ee-

bach et.al.,1985) CH,0H
H Ha
He OCHS4
OH
N

Cerca de 20 4 de levedﬁra comercial (fermento) foram adi-
cionzdos & 150 ml de meio de cullura com 30 ¢ de sacarose e sub-—
metidos a agitasio madnélica por uma hora, a 30°%C,; quando enldo,
2 4 de vaniiina (13,2 mmoles) e 100 4 de meio a 44°%C contendo 29
¢ de sacarose foranm adicionados e agitades por uma hora. Em se-
duida, mais 2 ¢ de vanilina (13,2 nmoles) foram adicionados e &
agitacdo fol mantida por mais 50 horas.

Ap6s este periodo de reagéo, esia foi extralda com diclo-
rometanc em extralor conlinuo liquido~iiquid0 por uma noite, se-
cada com sulfatoc de madnésio anidro, filtrada e o solvenle evapo-
rado.

0 produte foi recristalizado em dicleorometano—éter (1:1)
em “freezer’s obtendo-se 1,62 g de produloc puro (15,5 mmolesd; o

que representa 40 % de rendimento.

1H-RMNC CDC13/THS): 1,6C1H,1); 3,8(3H,550CH3); 4,2(2H,)3
5;6(1}{:1); &}8(}{&35); 6:9(}{byﬂc}d) - EBPECt?O 13, P-B?

1V: 2450 V0OH; 3180 vOH - Espectirc 14, p.88



YUY me tanol )i hpax=280 nm, €,ax=23777 ¥-lemn~1 -
Fspectroe 15, p.89

P.F.: 113,4-113,6°%C

11.4-BIODEGRADAGHED DE COMPOSTOS-MODELO DE LIGNINA FOR C.sitophila

11.4.1-CONDICBES DE CULTURA

11.4.1.1-CRESCIHENTO CONFPARATIVO DE C.sitophila EH DIFE-

RENTES COMPOSTOS-HODELD

C.eitophila foil incculada em 2¢ ml de meio liguido conten-—

dao 0,1% p/v de glicose, 0,1 % e 0,3 % dos diferentes compostos-
nodelo em Erlenmevers de 195 ml., O pH foi ajustado para &,0 com
¥aOH 0,1 H. Heste caso nédo foi utilizado tampfoc biftalato devido
4 interferBnoia na andlise espectral realizada posteriormente. As
culturas, feitasz en duplicatla, f{foram incubadas sem aditagsdo a
280C por 3 dias, quando enlfo foram filtradas, secadas em estufa
a B80°C durante umra noile e pesadas, determinando-se assim o peso
ceco de micélio.

Um controle sem suﬁstrato e outro com substirato néo inocu-

lado também foran feitos.

11.4.1.2-BIODEGRADAGHO D023 COMPOSTOS-XODELD >-0-4

C.sitophila fol cultivada durante 3 dias en Erlenmeyvers de

12% ml contendo 20 ml de melo de cultura com O,1% de glicose e
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tampfio biftalato 0,025 X pH 6,0, Apés 3 dias de incubagfic, o meic
foi retirado e o micélio iavado cuidadosamente com &gua esléril
para retirar 1lragos de tanpdo.,

O0s substratos foram adicionados &0 micélio na {forma de
suspensbes px‘e?araaas com S0 al de N;N~-dimetilformanida , conpos—
tao-modelo e 20 ml de meio de cultura sem tampdo hiftalato (pH
ajustado para 6,0 com NaDH Q,1 M) em quantidade suficienle Ppara
uma concentragdo finai de 0,02% p/v.

Foram feitoes um controle sem subsiralo e oulro com sukbs-
trate n&oc inocculado.

As cul turas foram incubadas por mais 4 ou 7 dias, conforme

indicado.
11.4.2-EXTRAGHO DOS PRODUTOS DE DEGRADAGHO DOS MODELOS /3#8—4

Apés =& incubagdo com Os cubstratos; as culturas foram fil-
tradas, acidificadas con HCl & N até pH 2, extrafdas com acelato
de etila (3 x 20 ml), lavadas com soluc&%oe saturada de NaCl, se-
cadas com sulfato de magnésio anidro e o solvente evaporado.

Os residuos foram dissolvidos en etanol ou metanol confor-
me indicado e analisados ?or especirometria no Uv/ViS & cromatlo-

grafia qutidé de alta eficiBncia.
Ii.4.3"ﬁNéLISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIZNCIA(HPLC)

4s amostrzas foram aralisadas por HFLC fase reversa ysando

uma colunz C~18 Bondapzack (25 cm). Os composlos foram eluidos com
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metanol-Ha0 1:1 & um flﬁxn de 1 ml/min e detectados por absorgdo

no ultiraviclela & 280 nan.

11.5-BIODEGRADACHD D£/8—0—4 1 POR P.chrysosporium
11.5.1-CONDIGHBES DE CULTURA

Foram feitas culturas de P.chrysosporium {Erlenmeyers de

125 wl) que foram incubadas durante & diaz a 2B°C em 20 ml de
meio de cultura ja descrito ¢(11.2). Depois desle perfodo de incu-
ba¢lo;, foi feits uma sUSPEnsE0 do subsiratlo disaglvenﬁo~ge g mdg
do compostc em 50 ul de Nyi-dimetilformamida e adicicnando«ée 1
‘ml1 de agua estiléril. Yetade deste volume foi adicionade & uma cul—
tura € a outra metade foi adicionada 2 mésma guantidade de meio
po}ém n&c inoculado, gque foli deixado como controle. Outro conlroe-
te sem substratlo, inoculado, tanbém foi feilo.

As culturas foram incubadas por mails 6 dias. Apds esle pe~
riodo de inﬁubagio, o mesmo procedimento descritlo em 11-4,2 f$foi

feito neste caso para exiragdo dos produtos de &egrada;&o; As

amostiras foram analisadas por HPLC como Jé deserite en 11.4.3.
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11.6-DEGRADAGHO BIOMINETICA DE CONPOSTOS-KODELO POR HEHINA (Fie-

ra
chteyr et.al.,1988) Alcoal veralrilice e A-0-4 1

As reacles dos modelos A-0-4 I e &lcool veratlri{lico con
hemina, foram feilas ao ar} com aditas&c a 30°C por 1,0 horas.
Foi preparada solusdo esloquse de /3~G~4 1, dissolvendo~se primei-
ro em dimetilssulfdxido e completando~se ¢ volume com dgua. Toi
preparada ama suspensdo de hemina, dissolvendo—se 2,35 mg em 0,1
ml de dimetilssulfdxido e completando-se com &dua o volume Ppara
10 ml, havende uma precipitagioe parcial do soluta. Perdxide de
hidrég@nia foi utilizado no lugar de terc-bulil hidroperdxido.
As concentragfes finais na reagdo foram de 5,56 mH para perdxido
de hidrod8nioc ; 0,467 mH para cada substrate e 1,13 nM para hemi-—
na. Um volume homodEneo da suspensfc de hemina foi adicionado a
solucio de cada substlrato e a reagdo foi iniciada com & adi¢&o de
perdxido. Apbs 1,5 horas , a reag&o foi filtrada,; retendo—se toda
2 hemina. Foram feitos 2 conlreoles para cada substrato, na aus&n-—
cia de hemina e oulrc na ausEncia de HpUg, ambos nas mEsSm&S COnR~
digles. ‘A?és s filtrac%o, as amcstiras foram analisadas poY yv e

HFLC,
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CAP{TULO 11I-RESULTADOS E DISCUSSRO



111-RESULTADOS

E DISCUSSHO

HOCH,
HC~0
O3 -H 0=t ~<:::>
=¢  OCH,
OCHs @ OCH3
CHs OCH3
Aldeido g-0-4 1 (V)
veratritico (3)
O\\C—’H O\E/CHS
@ OCH;
OH OH

vanilina (V11}

H,OH

OCH;y
OCH3

ﬁ:lcoo!

verotritico (X1

¥ Loctona {XV)

Figura

Acetovaniiona {VIII)

Qﬁcinh

OCH;
OCH;

3.4—dimet6ri-

geetlofenona (XIT)

COOCH; OH

tos de sua dedradaséo

Guuiocot (XVI)

47

HOCH,
75
H
OGH  Jer H,OH
OCH; OCH;
OCH, OH
g-0-4 1 (V) Alcoo!
vanitico (V)
8] 0 H
S-OH HO-G-COOH
OCH; OCH4
OM OH
Acido Ac.DL-4hidroxi-

vanflico (1X} -3-metoximandelico (X)

CH,COOH

H,COOH
OH

OH
OH

Ac. 2,5-dinidroxi-
fenilccstico (XIV)

Ne. 3,4-dibidroxi-

fenitacetico (X111

O%C,CHchQOH

OCH3
OCH;

OCHj

Cetol (XVII)

19— Compostos—-moedelo de lignina utilizados e alguns produ-
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111.1- CRESCIMENTO COXPARATIVO DE C.sitophila EM DIFERENTES COX-

POSTOS-MODELO DE LIGNIXA

0 crescimento de C.sitophila foi determinade através do pesco

seco de micélio, como pode ser observadoe na tabkela 2; onde os me-
lhores subsiratoes na conceniracio de 0,1% foram &cide 3,4-dihi-
droxifeni lacetico (X111), /3-0-4 1 (V) 4lcool veratrilico (XI) &
4cido 2y S-dihidroxifenilaceélico {XIV), em relagho ao conircle de
dlicose; sendo gue o composlo /S—Qwé 1 (V) apresentou cres¢i-

mentc superior a este controle. lsle indica gue esles compost

o

: &

foram metiabolizados peloe funda.

Tabela 2— Peso seco de micsglio apds 5 dizs de avescimenle em di-
ferentes compustos-modelo de lignina na concentiragdo de

0,1% (p/v) + (,1% de glicose.

—_...,a—-.—-a...,_u_—.......-nu——-....._-a.a-_.m—u—_.-....-—..--_“....—-a..-.._—....__.._‘.a—-.m-_a-_-..__‘-__m

COMPOSTO FPEZC SECOImg 2
COKTROLE % S,06 t (0,63
ALDEIDO VERATRILICE (1) 2,392 t 1,44
f2-0-4 1 (V) Ty56 & 1,70
VANILINA (VII? 1,67 t 1,21
ACETOVANILONA ¢VIILD ' 2,17 2 0,9&6
ACIDO VANILICO C(IX3 : 1,32 & 0,07
AC. DL-4-HIDROXI-3-MET&XIHANDELICD (X)) 4,03 t 0,09
ALCOOL VERATRILICO (X1 5,54 t 0,z2
3,4-DIHETOXTACETOFENONA (X113 4,08 1 1,17
ACIDD 3,8-DIHIDRGXIFENILACETICO (X1113 7:36 + 1,35
ACIDO 2,S-DIHIDRGXIFENILACETICO (X1V) 5,32 t 0,28

¥ 0,1% alicose
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Com © obietiva_#e verificar se & metabolizagio dos comnposzios

pelo fundgo seria maior diante de uma maior cencéntrag&a de subs-—
tratoe, esta fol aumentada para 9,3%. Entretanto, & esla concen-—
tTracao;, o crescimento foi menor chegando a ser inibido complela-—
mente pelos cgmpegtas aldeido veratrilice (1), vanilina (VIld,s
acetovani lona (VII1), dcido vanflico {1%) e 3,4-dimetdniacelcie—
nona (¥11 >, como pode ser visto na tabela 3, enguanto gue as cul-
turas com os composlos &lcool vanili#a {(VI)y &lcool veralrilico
(X1)y, 4&dcide 3,4~dikidroxifenitaceético (X111 = dcide 2,5-dihide—
wifenilacetico (XI1V) apresentaram crescimenlo considerivel, porém

menoyr gqgue o controle de dlicose com excessdo do conpo

1)

1o VI cuja
culturs apresentou crescimento comparsvel ac conilrole de dlicose

nesta concenlirasdc.

Takela 33— Crecimenio comparalivo de C.sitephila sm difersntes

conpostos—-modelao na concentracio de 0,3% (p/fvy + Q. 1%

de dlicose.

........._....._.m_ma—-n—--n«-_-—m.._-ua‘_m......_..-.___..—....—.-.._..M...._....-..-._...,_.-_.a__.....—_....-.......——.-—....._..,...,...

CONMFOSTOD FESO SECO (mg)
CONTROLE * : 8,%3t3,3%
ALDELDO VERATRILICO (19 [OFReY
ALCOOL VAXILICO (VI G,13%0,29
UANILINA (¥VIlD : 0,00
ACETOVANILORA ¢VIIID Q500
ACIDO VANTLICO (13X 0,00
ALCOOL VERATRILICO (X102 £,7410,24
3,4-DINETOXIACETOFENOXRA (X111 0,00
ACIDD 3,4-DIHIDROXITENIL ACETICO {EITT 6:,7030,10
ACIDO 2,S~DIHIDROXIFENIL ACETICO (X1V) 6£,35t0,03

e e it e s it e G T T T U Lt T A N T ™ ST S S S o e e . .

¥ 0,1% de dlicose
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Xirk e Farrel (198Y) propuseram que o© patenbial de oxidag¢i¥o

¢ determinantle para que um nucleo aromatico seja subsiralo para

lidninase. SQubstituintes fortemente retliradores de elélrons como

AC¢A—carbaniia tendem & inativar o nucleo aromidlico & oxidagdo por
ligninase enguanld drupos ajcoxila o ativam.

Em nos=so casos, 0% compostos que inibiram o© crescimento fun-—

dal s%o0 conmnpostos que contE&m carbonila Cx » © que sudere fgue &

carbonila o€ tem um efeito tdxico sobre C.sitophila que lambém im-

pede a mnetakolizagdo.

111.2- BIDDEGRADAGHEO DOS COMPOSTOS-MODELC FOR C.sitophila

Os espectros de absorg&o no vltravioleta dos compostos &cide
3,4ﬂdihidraxifénilacético (XI111) e &lcool veratrilico <(XID) na
concentras8o inicial de §,1% moslram um decréscimo na absorgfo da
banda a 280 nm e andlises por HFLC mosiram diminuig&o na concen-—
trac¢so apdés biodegradagso (Figuras 20 e 21>, Ha dedgradasio do
éampostn 3111, nenhum produto foi observade, o gue pode indicar
um processo de mineralizag8o (COp+H20J ou metabolizag¢do inlrace-
lular. O mesmo nfoc aconlece com &lcool veratri{lice (XI) onde além
de um decréscimo na concentragio, € observada por HFLC a'farmagéa
de .prcdutns com tempo de retencfc 4,4 min e 7,4 min, sendo qué =1
produto com tempoc de relengdo 7,4 min corresponde provavelmenle &
lactona{ ¥V > proveniente de aberilurs de anel arom&tico jd publica-

da para P.chrysogporium (Leiséla gt.al..,1985), A iabela 4 gonver-—

te os tempos de retlengao j4& publicados (Haemmerli et.al., 1987
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para as condi gldes utilizadas neste caso.
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Figura 20-(A >Especlro de absorc¢fo no ultravioleta do compostlo
X111, controle (1) e apés 5 dias de biodedradagio(2)

por C,sitophila; concentirasdo inicial de G,1%.

(B HPLC do somposto X111, contraole e biodedradado.
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Figura 21-(A dEspeclro de absorcdc no ultravicleta do compostlo
X1, controle (1) e apés 5 dias de biodedradasdol(2)
por €£.sitophila; concentraci%o inicial de 0Oys1%.

(E YHPLC do composto X1, controle e bhicdegradado-
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Takela 4- Cnnveraéa_dcs tenpoz de retencle de aldei{do veralrili-

co & lactonalXV) em relasdo ao Alcool veratriiioo.

Compogto * Caleulades Experimental
&Edeido veratrilicol 1) 175 11,5 11,4
Aloool veratrillcc(XI) 13,7 9, 9,0
Lactonal EV) 11,9 7.8 T4

® Hzemmerli et.al.,1987

Na degdradacio de dlcool veratrilico por C.sitophila. n&c fai

observada a formasfo de aldeido veratrilico, 20 contrario do ob-

servado para P.chrysosporium, o 4que sudere gue #sis estleda zendo

metabolizado intraceluliarmente por unmz oxidorredutase cuja exis-

t&ncia J4 foi deteclada pars P.chrysosporium f{(Leiscla el.

al.,; 1988 2.

Na concentrasfo de 0,3% tambén foi observadzs a diminuigio na
abkeorsio da banda a 28Q nm para os compastos cujas culturas apre~
sentaram - crescimento, NAas n&a foi obkservado nenhum produte por
HFLC a esta concentrag8o (Figuras 22, 23, 24 e 2%5) o que esta de
acordo 9que, in vive g a este pstidic de crescimento, esles montc—

meros sejam melabolizados intracelularmenle.
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0 espectro de absorsfo de A-0-4 1 (V) apés‘ biodegradac¢io
mostra o0 aparecimento de uma nova banda a 300 nm (figﬁra 26CA ).
Andlise por HPLC (figura 26(B)) mostira a formacdo de alcool versa-
trilico (4,17 min), guaiacol (4,7 min), um compostlo com lempo de
retencéo 7532 min e o produloc de oxidasfo Cwe (8,9 mind, 0 com-
posto com tempo de retenglo 7,32 min & pravavelmentles derivado do

produto de oxidasfo Cu« de A-0-4 I (V), cujo tempo de retengdoc &

8,9 min (Figura 246). -
: (@]
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g 0400
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<
o
<
' # 3 BIODE GRADADO
- ~ 9
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iR(min)
Figura-Zb-(A)Espectra de absorc¢Sc no ultiravioclestla do composto
A-~0~4 1 (V), contreole (1) e apds 4 dias de biode-

dradaci%ol{2) por C.sitophila.
(B)HPLC do composto ¥V controle e biodedradado.
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Para oconfirmar estes produtlos, foi feita a dedradaslo

de f3~0~4 I (V) por P.chrvsosporium, Jj4 que os produlos sdo co-
nhecidos (Umezawa el.al.,1983; Umezawa e Higuchi, 1983). A fidura
27¢A) mostra o espectro de absorgfo do composlo f3-0-4 1 degradado

por P.chrysosporium cbservando-se um comporlamente semelhantle -3

C.citophila. An&lise por HPLC mestira o aparecimento do composto

,6-0—-4 11 (1V) a 8,4 min, duaiacel (XVI) a 4,7 min e &lcool vera-

trilico (X1> & 3,7 min (Fidura 27(E)). —
E A *h
R B
o
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A &
0,300
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Figurz 27-(A)Especliro de absorgio no ultravioleta do composio
- /3-0-4 1 (V), controle (1) e apés & dias de biode-

dradac%o (2 por P,.chrysosporium.

¢ B YJHPLC do composto A-0-4 1 controle e biodegradado.

£
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A degradagfo de /3-0-4 1 (V) por C.sitophila ¢ semelhante 2

‘dedradacio por P.chrvsosporium para os gquais foram observados

produtios provenienles de quebra da liga;&a/gnﬁ~4.

g dedgrada¢do do compeosio /6-0—4 11 (1w por C.sitophila; o

especliro de ultraviocleta apds biodedradasdo moslra uma diminuigsdo
da banda a 310 nm (figura 28{A}). Andlise por HPLC (figura Z2B(B?)
mostra o aparecﬁmente de dois pradutcs, guaiacol a 4,61 min, e de
oulro & &y6 min. - Espectiro ultraviolela do composto com lempo de
retencX%o &36 min; mostrado na figura 28(C) spresenta maximo de
absorg&%o a 277 nm e 306 nm e razfo Ag77/Azge = 1,27. Espectiro de
ultravioleta com caracleristlicas semelhantes & enconirade para
3,4-dinetoxiacelofencna {X}I) com miximo de absorgfo s 272 am e
303 nm e razlo Apyz/Azpz = 1,38B. Budere-se enl&o que a degra-
dasio de /3"0—4 11 {1V} se d8 em duas elapas (figura.z?) sendo ©
produto final, 3,4-dimetoxiacetofencnal(Xll), provenienle da perda
de CH20 do celol (XVIID correspondente lambénm ao_pr§duto da de-
gradagsio _dE/G—G-Q 1 (Uj, com tempo de retenséo 7,32 min (fidura

26).
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111.3- DEGRADAGARO EICHINSTICA DE CGHPDSTGS“HUEELG POR HEHINA

Para estudar a atividade mimética de lidgninase foram feilos
experimentos uwlilizandeo hemina)HgOz. Na degdradaglo de 4lcool
veratrilico < ¥Xl)s observa-se no especiro de absér;&o ne uwitravio-
leta (figura 31(A})) o aumento da abksorb3ncia a 280 nm e o apare-
cimento de um onmbro em 3310 nm. Na andlise por HPLC (figura 31(E)?
foi observado o éparecimente de aldeido veratr{lico (3,16 min) e

possivelmente um produto de abertura de znel a 2,16 min,
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?}gura 31-( A JEspectro de absorg¢io no ultiraviocleta da reasdo de
4lcool verairflico com hemina na presensa de Hplp
(3), controle sem HgO02(2) e controle senm heminaf{ 1).
(B IYHPLC de produtos da reasfo de dlcoel veratlrilico conm

hemina na presenga de HpO02.
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Ka dedradacde do compostelévﬁ—é 1 (V) por hemina, obeerva-se

ne nltravicleta uma diminuis8o da absorb8ncia a ZBC nm e ma ana-
lise por HFLC, foi enconirado um novo pigco corvespondenle a

duaiacol € 4,17min) apds 1,5 horas de rezacfo zo ar ¢fidura 322,
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Fidura 32-(A)Espectro de absorsdo no ulilravicletla da ?eagéo
de/3~G-4 1 {V) com hemina na presenga de HzGz(3),
controle sem HoOgz(2) e controle sem hemina(l).

(B)IHPLC de produtos da reagéo de f3-0-4 1 cem hemina na

presenga de HaOg.
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1V-CONCLUSOES

Cons iderando os dados relativos ao crescimento de C.sitophi-
la em diferentes composlos-modelo, exisle um efeilo inibidor do
crescimennto causado por composlios menoméricaé gue conl€m carboni-
la ® , mais acentuado na concenlracdo de 0,3% gqus O,1X. Entre o=
demais compostos, alduns estimularam a crescimenio como élcao}
vanilico (Vi) e B-0-4 1 (V> ¢ ounlros mantiveram o crescimento
compardvel ao conlrole sem 5ﬁbstrata.

iz compostos monomériceos estudados gue ndc conl&m carbonilsa
u.apreséntaram diminuisioe n=a cancéntra;&a ap6s biodedradasio,
n&e sendo detectados produlos naguelas condigles, com excegio de
dlcool weralri{lico ande’uﬁa lactona foi deteciada. A ausEncia d#
produtos sudere gue esles compestos estejam sendo melabelizados
intracelularmente a esle esltidio de crescimentc oOw que UM pProces-—

s de mineralizagio ccorre.

A dedradasic dos dimeros /3“8-4 1 2 Il por C.sitoephila lava

a2 concluir gque esta & semelhante & causada por P.chrysosporium
Para o ﬁegma tipo de compostlo, detectando-se produtos ocomo guals—
coly; 0 gque suders }eagéo do lipoc guebra /Sﬂaril—éter y@-D—4). |

Oxidasdo Ce¢ de /3*5-4 1 & gutro tipo de reasdo que ooorre,
sendoc que o produto desta, continua a ser dedradado come foi ob-
servade na dedradasdo de AB-0-4 11,

Quanto & hemina, esta catalisou rea;&d de gquebra da lidasdo
<ﬁ—D—4 do composlo /3*0*4 1 (V) &g também abertura de aﬁel aroma=-
tico do Alcool veratr{lico na presenca de Ho0z, n&o ccorrendo po-

rém oxidas%o Cwde 4-0-4 I neslas condigfes.



6T

Estes resultadocs de dedradasdo de campastos—ﬁedele por C.si-

tophila s&oc a primeira tentativa de esclarecer o mecanismo pelo
qual este fundo atua sobre composlos—modelo,

A partir deste estudo, outros obijetlivos ?odem ser visados

como reacio dos compostos com enzima isolada e purifisada do

fundgo.
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