PRODUCAO DE BIOAROMAS A PARTIR DE ISOEUGENOL UTILIZANDO
FUNGOS ISOLADOS DO SEMI-ARIDO BAIANO.

Maria Horténcia Machado Carneiro'; Heiddy Marquez Alvarez?; Angélica Maria Lucchese®; Serly
Santiago Machado®.

1. Bolsista PROBIC, Graduando em Engenharia Civil, UEFS, e-mail: hortenciamachado.uefs@yahoo.com.br.
2. Orientadora, Departamento de Ciéncias Exatas, UEFS, e-mail: marquezheiddy@gmail.com
3. Co-Orientadora, Departamento de Ciéncias Exatas, UEFS, e-mail: angelica.lucchese@gmail.com
4. Departamento de Exatas, Universidade Estadual de Feira de Santana, e-mail: sserly2005@yahoo.com.br

PALAVRAS-CHAVE: fungos, oxidacao, isoeugenol, vanilina.

INTRODUCAO

Um dos aromatizantes mais utilizados pelas industrias de alimentos, bebidas e
farmacos é a vanilina, composto tradicionalmente extraido da orquidea Vanilla planifélia, de
dificil cultivo e cujo processo de extracdo apresenta pouco rendimento, tornando o preco do
produto bastante alto. Segundo Pacheco e Damasio (2010) “os custos da vanilina natural
oscilam entre US$ 1.200,00 e 4.000,00 por quilo, em contraste com o preco da vanilina
sintética, cujo quilo custa menos de US$ 15,00”.

Devido aos elevados custo e ao baixo rendimento na producdo de vanilina natural tem-
se buscado desde 1874 formas de sintetizar a vanilina através do eugenol para
comercializacdo a precos mais baixos (PACHECO, JUNIOR e MORGADO, 2007).

Quimicamente o isoeugenol, um produto de isomerizacdo do eugenol, € utilizado
como material de partida na obtencdo da vanilina, empregada na aromatizacdo de doces,
chocolates, sorvetes e tabacos (RAMACHANDRA e RAVISHANKAR, 1999). Ele pode ser
facilmente extraido do 0leo essencial de cravo da india, obtido atraves do botdo flordo do
craveiro da india, de baixo custo por ser produzido em varias regies da Bahia.

A vanilina sintetizada a partir do isoeugenol pode ser considerada um produto natural
pois sdo produzidas por um processo biocatalitico, por meio de compostos de fontes
renovaveis mediante o0 uso de extrato enzimatico bruto ou ainda por cultora de micro-
organismos (DAUGSCH e PASTORE,2005).

MATERIAIS E METODOS

Triagem de Micro-organismos

Os micro-organismos (fungos) utilizados pertencem a Colecdo 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, fisioldgicas ou genéticas, usou-se 0 método
de preservacdo de Castellani (1967) a temperatura ambiente. Para verificacdo da pureza e
reativacdo 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 dextrose para 1L de 4gua destilada e armazenados a 30 °C em cadmara de incubacdo 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-pogos
com modifica¢es. Em frascos de 10 mL adicionou-se 5,0 mL do caldo YM para 1L de agua
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destilada, que foi autoclavado. Apds esfriar acrescentou-se um disco de micro-organismo,
com circunferéncia de 5 mm e incubou os frascos na BOD a 30 °C por 96 h, em repouso.
Posteriormente uma aliquota de 10 pL de uma solucdo de isougenol em etanol 1:1 (v/v) e 0s
mesmos foram armazenado no agitado orbital a 30°C, 150 rpm por 72h. Apos este periodo de
reacdo acrescentou-se 2,0 mL de acetato de etila para a extracdo do produto biotransformado.
Os experimentos foram realizados em triplicata.
As amostras diluidas em acetato de etila foram analisadas por cromatografia a gas (CG) em
equipamento da marca Varian CP-3380 com detector de ionizacdo de chama (DIC), com
coluna quiral CYDEX-B (25mx0,22mx0,22 pm) da marca SGE. Mantendo-se um fluxo de 1
mL min* de He (hélio) como gas de arraste, e agquecimento com temperatura inicial de 70°C
com gradiente de 7°C min™ até 240°C, a temperatura do injetor e detector foi de 220°C. (tem
que ver amanhd) A analise quantitativa foi obtida pela integracdo do cromatograma, pelo
método da normalizacdo e para determinacdo da conversdao foi utilizada a relacdo entre as
areas do substrato e produto nos cromatogramas.

Os micro-organismos testados foram do género Penicillium sp, ( 07/06; 35/06;
101/06; 13/07; 26/07; 29/07; 35/07); Periconia (82/06) e Myrotecium (12/07). 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.  Também foram testados. Estes micro-
organismo sdo oriundos da Colecdo 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 decomposicéo.

Substrato
O substrato isoeugenol foi adquirido comercialmente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira etapa deste trabalho envolvia a sele¢cdo de micro-organismo produtores de
enzimas capazes de bioconverter o isoeugenol (produto de isomerizacdo do eugenol) em
vanilina.

A vanilina (conhecida como aroma da baunilha) é um produto de interesse devido a
que € amplamente utilizado como flavorizante na industria de alimentos, bebidas e também
pela industria farmacéutica. O esquema da figura 1 mostra a transformacdo do eugenol em
isoeugenol.
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Figura 1. Obtencdo da vanilina.



Os 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 biotransformaram o
isoeugenol.

No Teste de Indugdo, ap6s 24h de incubacdo em BOD, o fungo 101/13 (12) foi o que
apresentou maior crescimento visivel, com um raio de 1,2 cm, os outros fungos néo
apresentaram um crescimento visivel. 1sso mostra que este fungo € capaz de metabolizar a
Unica fonte de carbono disponivel, o isoeugenol, e, portanto esta produzindo as enzimas
necessarias para metabolizar esse substrato.

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de terem sido realizados diferentes testes com 55 espécies de micro-
organismos em diferentes tempos de reacdo, pode-se observar por cromatografia que nédo
houve conversdo de isoeugenol em vanilina. Isto se deve, principalmente, a capacidade
antifungica do isoeugenol e da vanilina que em pequena quantidade inibe o crescimento dos
microorganismos.
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