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APRESENTACAO

A colecéo “A Diversidade de Debates na Pesquisa em Quimica 2” é uma obra
que tem um conjunto fundamental de conhecimentos direcionados a industriais,
pesquisadores, engenheiros, técnicos, académicos e, € claro, estudantes. A colegao
abordara de forma categorizada pesquisas que transitam nos varios caminhos
da quimica de forma aplicada, inovadora, contextualizada e didatica objetivando
a divulgacgao cientifica por meio de trabalhos com diferentes funcionalidades que
compdem seus capitulos.

O objetivo central foi apresentar de forma categorizada e clara estudos
relacionados a revestimentos inteligentes — smart coatings; técnicas eletroquimicas;
modificacao de superficie; processo foto-Fenton; dessulfurizacdo adsortiva de diesel;
otimizacao de sensores; contaminantes organicos; degradacao de compostos;
nanotubos de carbono hidrofilicos; oxidagao parcial do metano; producéao de etanol;
tratamento de efluente aquoso; producao de biogas; processo oxidativo avang¢ado;
particao de ions metalicos; ensino de polimeros; reutilizacdo de 6leo industrial;
analise complexométrica de aluminio e modelagem molecular. Em todos esses
trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado a caracterizacao, aplicacéo,
otimizacao de procedimentos e metodologias, entre outras abordagens importantes
na area de quimica, ensino e engenharia quimica. A diversidade de Debates na
pesquisa em Quimica tem sido um fator importante para a contribuicao em diferentes
areas.

Temas diversos e interessantes sdo, deste modo, discutidos aqui com a
proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles
qgue de alguma forma se interessam pela area de quimica tecnoldgica, bacharel e
licenciatura. Possuirum material que demonstre evolugéo de diferentes metodologias,
abordagens, aplicacbes de processos, caracterizacdo com diferentes técnicas
(eletroquimica, microscopia, espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier e raios-X) substanciais € muito relevante, assim como abordar temas atuais
e de interesse tanto no meio académico como social.

Portanto, esta obra é oportuna e visa fornecer uma infinidade de estudos
fundamentados nos resultados experimentais obtidos pelos diversos pesquisadores,
professores e académicos que desenvolveram seus trabalhos que aqui serao
apresentados de maneira concisa e didatica.

Jéssica Verger Nardeli
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RESUMEN: En el presente trabajo se determiné
la capacidad de tres hongos de transformar
acido ferulico (AF) en solucion acuosa a un
producto de valor agregado. Los hongos fueron
aislados de bagazo de cana y pertenecen
a los géneros Alternaria, Cladosporium y
Fusarium. Las pruebas se realizaron con
cultivos previamente desarrollados en medio
salino durante dos semanas. Después de las
dos semanas de incubacion, se agregd una
solucion de AF estéril y se dio seguimiento
por espectrofotometria uv-visible, leyendo los
espectros de absorcion de los medios en un
intervalo de 200 a 400 nm durante dos semanas
mas. Se trabajaron dos concentraciones de AF:
300y 1000 ppm. El hongo Alternaria sp. mostrd
capacidad de utilizar el AF como fuente de
carbono sin generar ningun producto de interés.
Cladosporium sp. fue el Unico hongo que llevo
a cabo la transformacion del AF a un producto,
el cual es necesario purificar para llevar a cabo
su identificacion. Mientras que, Fusarium sp. no
fue capaz de utilizar al AF.

PALABRAS CLAVE: acido ferulico,
biotransformacion, hongos ligninoliticos.
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TRANSFORMATION OF FERULIC ACID WITH ISOLATED FUNGI FROM CANE
BAGASSE

ABSTRACT: The ability of transform ferulic acid (FA) by three fungi strains was
evaluated. The fungi strains were isolated from bagasse of sugar cane and they are
Alternaria, Cladosporium and Fusarium. The tests were carried out previously with
cultures developed in saline medium during two weeks. Then, a sterile FA solution was
added to cultures. Two concentrations of FA were used: 300 and 1000 ppm. Alternaria
strain showed ability to use FA as source of carbon without producing any interesting
product. Cladosporium strain was the one carrying out transformation of FA to a no
yet identified product. The purification of the latter is necessary for its identification.
Fusarium was not able to use FA.

KEYWORDS: ferulic acid, biotransformation, ligninolitic fungi.

11 INTRODUCCION

Existe una variedad de métodos biotecnolégicos para producir vainillina
natural a partir del acido ferulico, utilizando diferentes especies de hongos
(MOTEDAYEN, et al., 2013). El acido ferulico (AF) (4-hidroxi-3-metoxicinamico) o
bien (3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propenoico) es un compuesto fendlico que se
encuentra abundantemente en el grano de maiz, la pulpa de remolacha azucarera
y el salvado de trigo, cuyo contenido por kilo es: 50, 9y 5 g, respectivamente (OU
y KWOK, 2004).

Los compuestos fendlicos tienen influencia en propiedades sensoriales, como
sabor, aroma y color de los alimentos. En los aromas se debe principalmente por
compuestos volatiles, los cuales se obtienen por hidrélisis de alcoholes superiores o
por el metabolismo de diferentes microorganismos; por ejemplo: hongos, bacterias y
levaduras, los cuales tienen la capacidad de degradar el acido fertlico (RODRIGUEZ,
et al., 2009).

La biotransformacién se define como la conversion quimica de una determinada
sustancia a un producto deseado a través de células vivas que contienen las enzimas
necesarias para realizar dicha transformacién (LERESCHE y MEYER, 2006).
Preferentemente se lleva a cabo a bajas concentraciones, debido a la formacién
de complejos con proteinas que ocasionan que la actividad enzimatica disminuya
(SACHAN, et al., 2006).

Algunos de los métodos biotecnoldgicos para la biotransformacién del acido
ferulico son: La descarboxilacidon no oxidativa, la cual provoca que el acido ferulico
se transforme a 4-vinil guayacol, la desacetilacion dependiente /independiente
de CoOA, es una reaccion comun en hongos y bacterias, ya que se trata de la
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eliminacion de una molécula de acetato de la cadena insaturada del acido ferulico.
Y la desmetilacién del acido ferulico para producir acido caféico a través de varios
microorganismos, entre los cuales se encuentran diferentes especies de hongos
(BAQUEIRO, 2010).

El hongo de podredumbre blanca Pycnoporus cinnabarinus 1-937 fue utilizado
para llevar a cabo la biotransformacién del AF a vainillina. Después de 6 dias de
crecimiento la concentracion de vainillina en el medio de cultivo alcanz6é un maximo
de 64 mg L', que corresponde a un rendimiento molar de 27.5% (FALCONNIER, et
al., 1994).

Se produjo vainillina a partir de acido ferulico utilizando cepas recombinantes
de Escherichia coli. El potencial de produccién de vainillina a través de la bacteria
se compar6 con el fin de seleccionar y clonar genes a partir de Amycolatopsis sp.
HR104 y Delftia acidovorans. La mayor produccion de vainillina fue de 580 mg L
(SANG-HWAL, et al., 2005).

La conversién del acido ferulico a 4-vinil guayacol (2-metoxi-4-vinilfenol)
se llevd a cabo por medio de la cepa de levadura Debaryomyces hansenii. Esta
bioconversidn es un proceso de alto valor agregado, ya que 4-vinil guayacol es casi
40 veces mas costoso que el acido ferulico. Debaryomyces produjo 1.470 mg L™
de 4-vinil guayacol a las 10 horas de incubacion, correspondiendo a un rendimiento
molar de 95%, mientras que la produccion de vainillina alcanzé un maximo de 169
mg L' a las 5 horas de incubacién. La producciéon de vainillina de 4-vinil guayacol
a través de esta ruta biotecnoldgica no es muy econdmica, ya que los niveles de
vainillina fueron de 169 mg L' (MATHEW, et al., 2007).

La bioconversion de acido ferulico a vainillina se llevé a cabo por la accién
combinada de Aspergillus niger K8 y Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725.
Primero, la conversion de acido ferulico a acido vainillinico fue realizada por el hongo
Aspergillus niger K8. La posterior conversion de acido vainillinico a vainillina se llevé
a cabo con Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725. La produccion de vainillina
por este método (44.8 mg L) fue significativa desde el aspecto econdémico, ya que
el acido ferulico como sustrato es una fuente econdémica disponible y se requiere de
poco tiempo para la bioconversion (MOTEDAYEN, et al., 2013).

Phanerochaete chrysosporium y Pycnoporus cinnabarinus son reconocidos
como hongos ligninoliticos, debido a esto, el propésito de este trabajo fue evaluar
si tres cepas de hongos ligninoliticos tienen la capacidad para transformar el acido
ferulico a un compuesto de valor agregado. Las cepas fueron aisladas previamente
de bagazo de cafia y han mostrado capacidad para degradar el colorante Verde de
Malaquita en solucion (AVILA, et al., 2017).

A Diversidade de Debates na Pesquisa em Quimica 2 Capitulo 3




2| EXPERIMENTAL

Las tres cepas de hongos corresponden a los géneros: Alternaria sp,
Cladosporium sp. y Fusarium sp. A partir de cultivos de las cepas en agar extracto
de malta desarrollados a temperatura ambiente durante 4 semanas se prepararon
suspensiones de esporas utilizando un medio salino estéril, cuyo contenido por litro
fue: 2.0 g de fosfato de potasio monobasico (KH,PO,), 0.5 g de sulfato de magnesio
heptahidratado (MgSO, - 7H,0), 0.1 g de cloruro de calcio (CaCl,), 0.5 g de nitrato
de amonio (NH,NO,) y 5.0 g de glucosa (C,H,,0,). Las suspensiones de esporas
fueron utilizadas como inéculo en las pruebas de transformacion del acido ferulico
(AF).

Se prepararon biorreactores de vidrio con 90 mL de medio salino, se esterilizaron
en autoclave y se agregaron 10 mL de inGculo. Los cultivos se dejaron crecer durante
15 dias a temperatura ambiente en condiciones estaticas. Después del periodo de
crecimiento se agregaron 30 mL de una solucion de AF estéril a los biorreactores
para obtener la concentracién inicial de 0.3y 1.0 g de AF L' (Tabla 1). Los cultivos se
mantuvieron durante 15 dias mas a temperatura ambiente en condiciones estaticas.
Cada experimento se hizo por triplicado. Ademas, se prepararon testigos sin indculo
y testigos sin AF.

Hongo [AF) g-L

0.3

Alternaria sp. 1.0
0.0

0.3

Cladosporium sp. 1.0
0.0

0.3

Fusarium sp. 1.0
0.0

0.3

1.0

Sin hongo

Tabla 1. Hongo y concentracion de AF en cada biorreactor.

La biotransformacion de AF se siguié espectrofotométricamente (Shimadzu
UV 1800) en el intervalo de 200 a 400 nm. Para esto, se tomaron muestras y se
hicieron diluciones con una solucién acida (2 mL de HCI concentrado en 150 mL
de agua destilada) para leer el espectro de absorcion en el intervalo indicado. Los
espectros de absorcion de los testigos sin hongo solo se determinaron al inicio y
final de la prueba.

Después del tratamiento realizado, se tomaron los bioreactores con las cepas
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y se separ0 la biomasa por filtracion en papel. A partir del filtrado se obtuvieron
extractos con hexano, con los cuales se realiz6 cromatografia en capa fina utilizando
como eluyente una mezcla acida de acetato de etilo-hexano en una relacion 30-70.

Los extractos se compararon con AF, vainillina (V) y guayacol (G).

31 RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se presentan los espectros de absorcion del medio de cultivo
a la concentracion inicial de 0.3 g AF/L en los diferentes dias del proceso de
biotransformacion con el hongo Alternaria sp. Durante todo el experimento se
observd el mismo patron del espectro de absorcion con la Unica diferencia que
la absorbancia disminuyd con el tiempo. Lo cual indica que la cantidad de AF fue
disminuyendo a través del tiempo sin que se observara la generacion de ningun
otro producto. El comportamiento descrito anteriormente también se observd en la
concentracién inicial de 1.0 g AF/L trabajada con el mismo hongo.

Absorbancia

200 300 400
Longitud de onda (hm)

Figura 1. Espectros de absorcion con el hongo Alternaria a través del tiempo.

Los espectros de absorcién del proceso de biotransformacion del AF a la
concentracién inicial de 0.3 g/L con el hongo Cladosporium se muestran en la
Figura 2. A partir del dia 3 de experimentacion, se produjo un cambio muy evidente
en la forma de los espectros, el pico caracteristico del AF a 321 nm disminuyé
notablemente, en su lugar se empezd a formar un pico a 278 nm, el cual fue
creciendo hasta el final de la experimentacion. A diferencia del hongo Alternaria sp.,
Cladosporium sp. mostré capacidad para llevar a cabo la transformacion del AF. El
comportamiento descrito se observo a las dos concentraciones trabajadas con este

hongo.
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Absorbancia

0 i ' i
200 300 400
Longitud de onda (nm)

Figura 2. Espectros de absorcion con el hongo Cladosporium.

Con el hongo Fusarium no se presentaron cambios importantes, ni en la forma,
ni en la absorbancia de los espectros de absorcién durante la mayor parte del
tiempo de incubacion en ambas concentraciones de AF. Solo se observo una ligera
disminucion de la absorbancia al final de la experimentacion, tal como se muestra
en la Figura 3. En consecuencia, se puede decir que éste hongo no fue capaz de
realizar ninguna transformacion ni de usar el AF, al menos durante este periodo.

Absorbancia

200 300 400
Longitud de onda (hm)

Figura 3. Espectros de absorcion con el hongo Fusarium.

En la figura 4 se presenta la variacion de la concentracion de AF en el tiempo de
cada hongo a partir de una concentracion inicial de 0.3 g/L. Con el hongo Fusarium
sp. la concentracion de AF en el medio no cambi6 de forma importante durante el
tiempo, comparado con los otros dos hongos, por o que podemos decir que éste
hongo no consumi6 el AF con la misma facilidad. Por el contrario, Alternaria sp. y
Cladosporium sp. siguieron una tendencia similar entre ellos al consumir el AF con
mayor rapidez, siendo Cladosporium sp. el que lo consumié mas rapido. Ambos
hongos consumieron mas de la mitad del AF a los seis dias de tratamiento.

Cuando la concentracion inicial de AF fue de 1.0 g/L (Figura 5), se observo
que Alternaria sp. y Cladosporium sp. también presentaron un comportamiento muy
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parecido entre ellos al consumir el AF. A diferencia del experimento realizado con
una concentracion menor, el hongo Cladosporium sp. consumid el 40% del AF a los
tres dias, después de este tiempo la concentracién de AF permanecio practicamente
constante. Por su parte el hongo Alternaria sp. consumio6 el AF de manera continua
durante el transcurso del experimento. El hongo Fusarium sp. presenté el mismo
comportamiento observado a la concentracidn menor de AF, por lo cual se le puede
considerar poco capaz de utilizar el AF. Por otra parte, se observa que hay mayor
consumo de AF a la menor concentracién utilizada.
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Figura 4. Consumo del AF por los tres hongos (300 mg/L).
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Figura 5. Consumo del AF por los tres hongos (1000 mg/L).

4| CONCLUSIONES

Los espectros de absorcion de los medios de cultivo permitieron darle
seguimiento al consumo de AF por los hongos.

Con base a los resultados observados el hongo Alternaria sp. mostré capacidad
para utilizar el AF como fuente de carbono sin generar ningun producto de interés.

Cladosporium sp. fue el unico hongo que llevé a cabo la transformacién del AF a un
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producto aun no identificado. Mientras que, Fusarium sp. no fue capaz de utilizar al
AF.

La cromatografia en capa fina mostré6 que so6lo el hongo Cladosporium sp.
transforma el AF a un producto diferente a la vainillina. En los extractos de los
biorreactores con la concentracién de 1.0 g AF/L se observa la presencia de AF. Es
necesario continuar con la purificacién del producto de la transformacién del hongo

Cladosporium sp. para llevar a cabo la identificacion del compuesto obtenido.
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