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INTRODUCAO
Nos ultimos anos a procura por aromas naturais pelas industrias farmacéuticas, de

cosméticos e de alimentos tem aumentado cada vez mais devido a preferéncia dos
consumidores por produtos de origem natural (Pacheco, 2007). Além da notdria
simpatia por parte dos consumidores, esses produtos sao produzidos a baixo custo, a
partir de fontes renovaveis e possuem maior valor comercial se comparados com 0s
sintéticos. A vanilina (aroma de baunilha) é um dos compostos aroméaticos mais
utilizados nas industrias farmacéuticas e de alimento e é considerada um produto natural
se obtida através de processos biotecnoldgicos tendo seu custo (a vanilina natural rende
US$ 3.200 por kg e a artificial US$ 12 por kg) e sua procura no mercado mais elevado
(Daugsch & Pastore, 2005). Vaérios trabalhos mostram a producdo biotecnoldgica da
vanilina através de micro-organismos como fungos (Mello, 2002), (Srivastava, 2010)
tendo como substrato para a sua biocatéalise o eugenol (6leo de cravo) ou isoeugenol
(isémero do eugenol). Por conta disso, este trabalho tem como objetivo principal avaliar
a atividade catalitica de 20 espécies de fungos oriundas da Colecdo de Cultura de
Micro-organismos do Estado da Bahia (CCMB) da Universidade Estadual de feira de
Santana (UEFS) coletados nos municipios do semi-arido baiano, na biotransformacéo
do eugenol e isoeugenol em vanilina em duas diferentes metodologias.
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Figura 1. Transformacao do eugenol a vanilina

METODOLOGIA
Os fungos conidiais avaliados foram coletados nos municipios pertencentes ao
semiarido baiano a partir de materiais vegetais em decomposi¢do. Estes pertencem a



Colecéo de Cultura de Micro-organismos do Estado da Bahia (CCMB) da Universidade
Estadual de Feira de Santana-BA, selecionados aleatoriamente. Os experimentos foram
conduzidos no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais e Bioativos da UEFS
(Lapron). Para a manutencdo da viabilidade destes micro-organismos sem mudancas
morfoldgicas, fisiologicas ou genéticas, usou-se 0 método de preservacdo de Castellani
(1967) a temperatura ambiente. A metodologia utilizada foi a de Hommann (2004) com
modificagdes.

IEm frascos de 10 mL adicionou-se 5,0 mL do caldo do meio YM (Yeast Mold and
Broth) para 1L de &gua destilada, que foi autoclavado por 20 minutos a 121 °C. Ap06s
esfriar o recipiente de reacdo adicionou-se 01 disco de micro-organismo dos fungos
26/07, 35/07, 4Agl2, 07/06, 42/07, 1MS, 101/06, 13/07, 2M2, 29/07, 86/06, 2M3,
35/06, 4Ag6, 88/06, 4Ag7 com circunferéncia de 5 mm. Os frascos foram armazenados
na BOD a 30 °C por 96 h, em repouso, ap6s o periodo de cultivo foram inoculados em
frascos de 10mL contendo 5mL de meio YM e uma aliquota de 10 pL de uma solucgéo
de eugenol em etanol (1:1) de concentracdo 3,26mM, ap6s 96h em agitacao,
acrescentou-se 2,0 mL de acetato de etila (2x) para a extracdo do produto
biotransformado, Figura 2.

Figura 2. Biotransformacéo do eugenol na presenca de diversos fungos.

Para verificar a reprodutibilidade do método foi realizado o mesmo experimento, porém
em frascos de 100 mL. Foram adicionados 100mL do caldo YM a cada frasco e
acrescentado uma aliquota de uma solucéo de eugenol em etanol (1:1), foram postos 05
discos dos micro-organismos 42/07, 12/07, 4Agl2 e 82/06. Foram feitas 3 coletas
48h,72h e 96h. O solvente foi evaporado e 0 extrato bruto analisado por cromatografia
gasosa. A identificacdo dos componentes foi feita com base na utilizacdo de amostras
padrdes adquiridas comercialmente.

I. Em frascos de 10 mL adicionou-se 5,0 mL do caldo do meio BDA para 1L de dgua
destilada, que foi autoclavado por 20 minutos a 121 °C. Apo6s esfriar o recipiente de
reacdo adicionou-se 01 disco de micro-organismo dos fungos 2Aglc, 4Agl2, 1Ag12B,
101/06, 12/07, 86/06, 35/07, 35/06, 42/07, 2m3, 82/06 com circunferéncia de 5 mm. Os
frascos foram armazenados por 96h na cadmara de incubagdo de Baixa demanda de
oxigénio (BOD) a 30°C em repouso e foram inoculados em frascos de 10 mL contendo
5mL de meio BD juntamente com uma aliquota de 10uL da solucéo de isoeugenol em
etanol (1:1) de concentracdo 3,26mM e armazenados em agitacdo por 24h, apds esse
periodo foi realizada extracdo da parte organica com 2mL de acetato de etila. O solvente
foi evaporado e o extrato bruto analisado por cromatografia gasosa. A identificagdo dos
componentes foi feita com base na utilizagdo de amostras padrdes adquiridas
comercialmente.



RESULTADOS

Nas analises cromatogréafica das amostras dos fungos estudados inicialmente, 26/07,
35/07, 4Ag12, 07/06, 42/07, 1MS, 101/06, 13/07, 2M2, 29/07, 86/06, 2M3, 35/06,
4Ag6, 88/06, 4Ag7 ndo indicaram produtos da biotransformacdo do eugenol e este
também ndo foi consumido. Por conta disso, no novo experimento realizado houve uma
mudanca no substrato, no meio e no tempo reacional. O novo substrato foi o isoeugenol,
um isémero do eugenol, mais facilmente oxidavel quando comparado com o eugenol,
além de ser um intermediario no processo de bioconverséo do eugenol em vanilina. O
tempo reacional foi reduzido para 24h para selecionar, primeiramente, os fungos que
cresciam na presenca deste substrato. Através da analise das amostras por cromatografia
gasosa, ficou claro que os fungos 2Aglc, 4Agl2, 1Agl12B, 101/06, 12/07, 86/06, 35/07,
35/06, 42/07, 2m3, 82/06 testados com essa nova metodologia também néo
biotransformaram o isoeugenol.

CONSIDERACOES FINAIS

Todos os fungos analisados ndo foram capazes de biotransformar o eugenol e o
isoeugenol nas metodologias utilizadas. Novos testes utilizando outra série de fungos
(29) esta sendo realizada no laboratorio.
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