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INTRODUCAO

A biotransformacado ou biocatalise é um processo biotecnolégico que permite obter uma série
de compostos para diagnoéstico, controle e tratamento de doencas, pela modificacdo de um
composto orgdnico em outro por enzimas isoladas ou presentes em células integras de
organismos vivos (micro-organismos ou plantas). Este processo é um dos mais adequados
para a producdo de isomeros opticamente puros, intermediarios importantes em quimica fina
para a producdo de vitaminas, inseticidas, fragrancias, aromatizantes e farmacos como os
hormonios esteroides e anticoncepcionais, entre outros produtos de interesse industrial.

O mercado para a utilizacdo de aromas naturais tem crescido muito nos ultimos anos em
funcdo de sua aceitabilidade pelos consumidores, principalmente no que se refere aos
alimentos.

Embora muitos flavorizantes no mercado ainda sdo produzidos via sintese quimica, uma
tendéncia para o uso de aromas naturais tem ocorrido, e somente na inddstria alimenticia a
demanda por aromas naturais aumentou cerca de 80% nos tltimos 10 anos.

Os oleos essenciais sao compostos muito utilizados no aroma terapia, técnica muito
empregada na Europa, especialmente na Francga, tendo dado resultados muito bons processos
infecciosos, inflamatério e inclusive tumoral. Outras aplicacdoes dos Oleos essenciais é na
perfumaria (pinenos, citral, safrol) como matéria prima na semi-sintese de lo¢des, sabonetes e
perfumes; na industria alimenticia devido a caracteristicas organolépticas de muitos 6éleos; na
industria de produtos de limpeza entre outros.

Os fenilpropenos sao moléculas de baixo peso molecular e hidrofébicas, ou seja, possui medo
de agua, que constituem as esséncias aromaticas. O anetol é um o6leo essencial extraido da
erva-doce, onde em pequenas doces estimula a respiracdo e a circulacdo e em doses elevadas
provoca perda de memoria, problemas visuais e sonoléncia. Para a preparagdo de produtos
farmacéuticos sao utilizadas pequenas proporcdes para que nao tenha nenhum efeito toxico no
homem.

Foram coletados varios tipos de micro-organismos por isso foi necessario a realizacao de
testes onde houve a modificacdo de algumas condicdes de cultivo: exclusdo de co-fatores do
meio, incubagdo do microrganismo por 96 h antes do acréscimo do substrato e nas condigcoes
da reacdo: agitacao a 200rpm a 30°C durante a reagao.

METODOLOGIA
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Os fungos conidiais avaliados foram coletados nos municipios pertencentes ao semirido
brasileiro a partir de materiais vegetais em decomposicdo. Estes pertencem a Colecdao 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
Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais e Bioativos da UEFS (Lapron). Para a
manutencdo da viabilidade destes micro-organismos sem mudangas morfoldgicas, fisiologicas
ou genéticas, usou-se o método de preservacao de Castellani (1967) a temperatura ambiente.
Para verificacao da pureza e reativacao do crescimento os fungos foram repicados em meio
agar YM (Yeast Mold and Broth), constituido de 3,0 g extrato de levedura; 3,0 g de extrato de
malte; 5,0 g de peptona; 5,0 g dextrosepara 1L. de dgua destilada e armazenados a 30 °C em
camara de incubacao de Baixa Demanda de Oxigénio (BOD), durante 7 dias.

Na realizacdo da triagem utilizou-se a metodologia HOMANN, et al., (2004) de placas de
multi-pocos com modificacdes. Em frascos de 10 mL adicionou-se 5,0 mL do caldo YM para
1L de agua destilada, que foi autoclavado por 20 minutos a 121 °C. Apds esfriar o recipente
de reacao, acrescentou-se uma aliquota de 10 pLL de uma solucao de Anetol em etanol (1:1) de
concentracdo 3,26 mM e adicionou-se 01 disco de micro-organismo dos fungos 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 com circunferéncia de 5 mm. Os frascos foram armazenados na BOD a 30 °C por 96 h,
em repouso. Apos este periodo de cultivo acrescentou-se 2,0 mL de acetato de etila (2x) para
a extracao do produto biotransformado. Para verificar a reprodutibilidade do método foi
realizado o mesmo experimento, porém em frascos de 100 mL., adicionou-se 100mL do
caldo YM ao frasco e acrescentou-se uma aliquota de uma solucdao de Anetol em etanol (1:1)
de concentracao e adicionou-se 05 discos dos micro-organismos 42/07, 12/07, 4Ag12 e 82/06.
Foram feitas 3 coletas 48h,72h e 96h

RESULTADOS E DISCUSSOES

A primeira etapa deste trabalho envolvia a selecdo de micro-organismo produtores de enzimas
capazes de bioconverter o anetol (propenilbenzeno substituido na posicdo para por um
agrupamento metoxila) em anisaldeido ou outros produtos de oxidacdo. Segundo se apresenta
na figura 1, intermediarios como trans-epoxido do anetol (1), diol do anetol (2), anisaldeido
(3-produto de interesse), acido p-anisico (4), p,p’ -dimetoxiestilbeno (5) podem ser obtidos
pela acdo da trans anetol oxigenase (TAO) (HAN et. al., 2012).

O anisaldeido é o produto de interesse devido a que é amplamente utilizado como fragrancia e
saborizante na inddstria quimica. Também é utilizado como revelador de compostos em
cromatografia de camada delgada.
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Figura 1. Produtos de biotransformacdo do trans anetol.

Foram avaliadas mais 55 espécies pertencentes aos diversos géneros de fungos do semiarido
entre eles: Acremonium, Acrogenosporo, Alternria, Ascomycota, Aspergillus, Beltraniella,
Chloridium, Cocleopu, Gonytrichum, Idriella, Memnoniella, Periconia, Picnideo, Pithomyces,
Pseudobotrytis, Sarcopodium, Speiropsis, Thozetella, Volutella, Beltrania, Chloridium
Gonytrichum, Pestalotiopsis, Cladosporium, Dictyochaeta, Dictyosporium, Memnoniella,
Curvularia, Stachybotrys, Speiropsis, Thozetella, Volutella. oriundos da Cole¢do de Cultura
de Micro-organismos do Estado da Bahia (CCMB) da Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS) coletados nos municipios pertencentes ao semiarido brasileiro, de materiais
vegetais em decomposicao.

Na literatura se conhece a acao antimicrobiana dos propenilbenzenos, sobre tudo do anetol,
eugenol e isoeugenol. Por tal motivo, foi preparado um experimento com o objetivo de
verificar se o anetol estava inibindo o crescimento dos fungos. Através deste experimento
realizou-se o monitoramento da biomassa dos fungos ap6s 14 dias de reagdo. Por comparagao
com o controle positivo (sem adicdo de anetol), verificou-se que o anetol ndo inibiu o
crescimento microbiano, devido a que ndo teve variagdo significativa da biomassa seca. Ao
analisar, por cromatografia gasosa, os cromatogramas obtidos dos extratos organicos
(extraidos em acetato de etila), percebeu-se a ndo formacdo de produtos de biotransformacao;
sugerindo assim a auséncia de enzimas (oxidase) capazes de metabolizar o anetol.

Outro experimento foi realizado utilizando quinze novos isolados de fungos (07/06, 35/06,
82/06, 101/06, 98/06, 12/07, 26/07, 35/07, 42/07, 1M5, 2M2, 2M3, 4Ag6, 4Ag7 e 4Agl2)
como biocatalisadores. Neste experimento foram modificadas algumas condi¢des de cultivo:
exclusdo os co-fatores do meio, incubacdo do micro-organismos por 96h antes do acréscimo
do substrato e nas condi¢des da reacdo: agitacao a 200 rpm a 30-c durante a reacao.

Os resultados da reagdo de biotransformacgao com os fungos 4Ag12 e o micro-organismo 12-
07 indicaram a formagdo de um produto de oxidacdo que ainda ndo foi identificado.

Novos testes serdo realizados para aumentar a quantidade de substrato e identificar o produto
de oxidacao formado.



Figura 2: Crescimento dos fungos

CONCLUSAO

Neste trabalho concluiu-se que com o uso desta metodologia que o substrato ndo inibiu o
crescimento microbiano devido aos valores da biomassa seca encontrados. Onde de fato, as
enzimas do micro-organismo, que apresentam sitios ativos que se “encaixam” no anetol
(substrato), para a producdo do composto desejado ndo obteve um resultado esperado.
Embora ndo foi observado a formacdao dos produtos de oxidagcdo desejados, em varios
experimentos se obteve um produto ndo identificado ainda.
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