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PRODUCTION OF VANILLIN: A BIOTECHNOLOGICAL OPPORTUNITY. Natural aroma compounds are of major interest to
the food and fragrance industry. Vanillin (3-methoxy-4-hydroxybenzaldehyde) was isolated from the vanilla beans in 1816 and its

world consumption has reached today about 12000 tons per year. But only approximately 50 tons per year are extracted from

vanilla pods (Vanilla planifolia). The remainder is provided by synthetic vanillin. This review is about alternative processes to produce

natural vanillin de novo or by biotransformation using biotechnological methods involving enzymes, microorganisms and plant

cells.
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INTRODUCAO

A vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido) € um dos compos-
tos aromdticos mais apreciados no mundo e um importante flavori-
zante para alimentos, bebidas e é usada também em produtos farma-
céuticos'. Ela possui vdrios efeitos como prevengdo de doengas,
antimutagénico, antioxidante, conservante e antimicrobiano*.

O aroma de baunilha, ou seja, a vanilina, é obtida da planta
Vanilla planifolia na forma de gluco-vanilina, na propor¢io de 2%
em peso. A fonte natural da gluco-vanilina (a vagem da baunilha)
pode fornecer apenas 20 t métricas das 12000 t métricas consumidas
anualmente (cerca de 0,2%)°.

A producdo de baunilha é um processo trabalhoso e de alto
custo (a vanilina de extrato natural rende US$ 4000 por kg). Existe
também a vanilina artificial, comumente derivada de liquores de
sulfito, produzidos durante o processamento da polpa de madeira
para a fabrica¢do de papel®. Porém, o extrato sintético de vanilina
fornece apenas a nota sensorial principal do “flavour” de baunilha.
Além disso, esse tipo de produgéo rende somente US$ 12 por kg
para a inddstria. Esses nimeros demonstram o interesse industrial
em encontrar novas alternativas para a produ¢@o de vanilina natu-
ral, que poderiam fornecer um preco significativamente maior quan-
do comparado a producdo sintética de vanilina.

A distin¢do entre a vanilina natural e a sintética pode ser feita
através de vdrios métodos analiticos como, por ex., andlises de
isétopos. Nesta andlise ¢ feito um perfil de is6topos usando um
espectro de massa (*C EMPI) ou o método de ressonincia magné-
tica nuclear (*H-RMN) onde é possivel destinguir a origem natural
ou sintética da vanilina, ja que a percentagem de "*C na vanilina de
origem da orquidea Vanilla planifolia difere da sintética’™".

Os métodos de andlise usados para controle de qualidade in-
cluem cinzas, acidez total, espectroscopia UV, cromatografia de
camada delgada e em papel'*'®, cromatografia gasosa e liquida de
alta eficiéncia'”'®8,

De acordo com as normas européias e norte-americanas, clas-
sificam-se como produtos “naturais”, os compostos obtidos de fon-
tes bioldgicas, como as biotransformacdes em que se empregam as
enzimas ou suas células vivas de fontes naturais. Para a inddstria,
tem-se tornado cada vez mais importante o uso de compostos
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aromatizantes que possam ser denominados “naturais”, a fim de
obter a aceitagdo do consumidor.

A vanilina produzida biotecnologicamente é considerada um
produto natural e pode ser produzida com baixos custos, a partir do
uso de fontes renovaveis. Ela pode ser produzida biotecnolo-
gicamente através de extratos enzimdticos ou enzimas purificadas,
microrganismos e cultura de células de planta’. Os principais pre-
cursores para a producio biotecnoldgica de vanilina sdo eugenol,
isoeugenol, 4cido feridlico e outros menos utilizados'.

Recentemente, foi desenvolvida uma alternativa para obtengdo
de vanilina, tendo a glicose como precursor. A D-glicose € trans-
formada, utilizando-se Escherichia coli recombinante, em acido
vanilico, o qual ¢, subseqiientemente, reduzido a vanilina, utilizan-
do-se a atividade de aldeido desidrogenase®.

Devido a toxicidade celular da vanilina, esta ndo é facilmente
formada em grandes quantidades em sistemas microbioldgicos. Em
geral, concentragdes de vanilina acima de 1 g/L inibem o cresci-
mento de microrganismos. Neste caso, torna-se dificil encontrar
vanilina no sistema microbiano, mas pode-se encontrar dlcool
vanilico ou dcido vanilico?. A dlcool vanilico oxidase do fungo
Penicillium simplicissimum foi descrita como um catalisador da
oxidagdo de dlcool vanilico para vanilina®?.

A biotransformacdo do acido ferdlico, eugenol, isoeugenol e
outros em vanilina pode ser feita enzimaticamente. Um rendimento
de vanilina de até 17 g/L foi obtido pelo tratamento de isoeugenol
com lipoxidase. Enquanto que o eugenol tratado com lipoxidase re-
sultou em concentragdes bem mais baixas que 0,5 g/L, o dcido fertlico
ndo pode ser transformado em vanilina usando-se lipoxidase. Eco-
nomicamente, esses resultados ainda ndo sdo vidveis*.

PRODUCAO BIOTECNOLOGICA DE VANILINA POR
MICRORGANISMOS

A bioconversdo de acido fertdlico e outros precursores nos seus
correspondentes aldeidos, dlcoois e dcidos carboxilicos por micror-
ganismos oferece a possibilidade de produg@o de vanilina natu-
ral®. A producdo de compostos arométicos por fermentagdo
microbioldgica tem muitas vantagens comparada a sintese quimi-
ca e enzimdtica (enzimas puras ou extratos enzimadticos). Em rela-
¢do a sintese quimica, as vantagens de se usar microrganismos sio:
acesso a atividade e especificidade enzimadticas, condi¢des bran-



Vol. 28, No. 4

das de reacdo, o que torna possivel reduzir custos e a possibilidade
de produzir os aromas diretamente no alimento. Em relagdo a sin-
tese enzimdtica, as vantagens de se usar microrganismos sio a
reciclagem de cofatores necessdrios nas reagdes enzimdticas, a dis-
ponibilidade de enzimas e cofatores do préprio sistema biolgico
do microrganismo e uma atividade enzimadtica estdvel®.

As limitagoes da sintese biotecnoldgica utilizando-se micror-
ganismos sio o rendimento baixo do produto, pois 0 mesmo néo é
acumulado; a toxicidade do substrato e do produto aos microrga-
nismos; e tempos longos de fermentagdo. Algumas fermentacdes
sdo dificeis de proceder, devido a morfologia dos microrganismos
(dificuldades de aeracio, alta viscosidade, etc.)”’. Os subprodutos
apresentam ‘off flavours’ (e.g. vinila guaiacol), os quais devem ser
removidos completamente, caso o produto seja utilizado em in-
dustria de flavorizantes.

A formagdo de vanilina utilizando-se bactérias foi estudada.
Isoeugenol ou eugenol foram usados na biotransformagao, utili-
zando-se espécies de Corynebacterium®, Serratia e Enterobacter®.
Vanilina, acido ferdlico e acido vanilinico foram identificados como
intermedidrios no metabolismo de eugenol de Pseudomonas®>.
Foi investigado um plasmideo catabdlico de Pseudomonas sp. para
o metabolismo de acido fertlico®.

As vias B-oxidativas e ndo B-oxidativas foram descritas na
bioconversdo do dcido ferilico em vanilina por Pseudomonas
fluorescens®. As vias ndo B-oxidativas da degradacdo de écido
ferdlico foram estudadas, recentemente, com o microrganismo
termofilico Bacillus sp. retirado de madeira em decomposicio e
fontes de dgua quente®. Existe um terceiro caminho para a degra-
dagdo de 4cido ferdlico em vanilina. Este mecanismo ndo direto e
ndo-B-oxidativo foi estudado no microrganismo Delftia
acidovorans. Este caminho poderia levar a um novo processo
biotecnolGgico para a produgdo de vanilina®.

A biotransformagdo em vanilina foi realizada em duas etapas,
sendo que na primeira o recombinante Escherichia coli XL1-Blue
(pSKvaom-PcalAmcalB) transformou eugenol em &cido fertlico,
com rendimento de 14,7 g/L, depois de uma fermentagdo de 30 h.
O gene vaoA foi retirado do Penicillium simplicissimum
CBS 170.90, produzindo a enzima élcool vanilico oxidase. Os genes
calA e calB foram retirados de Pseudomonas sp. HR199, produ-
zindo as enzimas dlcool coniferilico desidrogenase e aldeido conife-
rilico desidrogenase. Na segunda etapa, o recombinante Escherichia
coli (pSKechE/Hfcs) fez a conversdo do dcido fertlico em vanilina,
com rendimento de 0,3 g/L¥.

Streptomyces setonii acumulou vanilina até uma concentraciao
de 6,4 g/L e um rendimento molar de 68%. Guaiacol e 4cido vanilico
também foram produzidos e participam no aroma de vanilina.

O efeito téxico do formaldeido produzido durante a degrada-
¢do de mondmeros de lignina, como a vanilina e o 4cido vanilico,
foi estudado com o microrganismo Burkholderia cepacia TM1.
Encontraram-se duas enzimas que podem ser usadas na
detoxifica¢do através da incorporacdo do formaldeido®.

A bactéria Nocardia sp. NRRL 5646 foi utilizada na conversao
de acido vanilico e dcido o-benzil vanilico em vanilina, usando
células completas ou preparagdo de enzimas. A enzima dcido
carboxilico redutase de Nocardia sp., que depende de ATP e
NADPH, reduziu quantitativamente o dcido vanilico em vanilina®.

O microrganismo Sphingomonas paucimobilis SYK-6 foi ana-
lisado e encontraram-se dois genes essenciais, ferA e ferB, respon-
sdveis pela degradagdo do 4cido ferilico a vanilina. O gene ferB
tem uma similaridade na seqiiéncia dos aminoécidos de 40 até 48%
com as enzimas encontradas em Pseudomonas e Amycolatopsis. Ja
o gene ferA possui uma similaridade de 31% com uma enzima
encontrada no Pseudomonas mendocina 35%.

Obtengdo de Vanilina: Oportunidade Biotecnoldgica 643

Dois genes responsdveis pela degradacdo de vanilina em
Pseudomonas sp. HR199 produzindo a enzima protocatecéico 3,4-
dioxigenase foram caracterizados molecularmente®“’. Posterior-
mente, o catabolismo de 4cido fertdlico em Pseudomonas sp. HR199
foi analisado bioquimica e geneticamente*'. Pseudomonas
fluorescens E118 pode ser usado para a produgio de acido feridlico
através de eugenol com um rendimento de 6,1 g/L*.

A bactéria Bacillus coagulans foi isolada de madeira em de-
composi¢do, a qual utiliza como fonte de carbono. Tendo em vista
este fato, a bactéria pode apresentar uma facilidade para crescer na
presenca de dcido ferulico. Neste caso a biotransformagdo foi tes-
tada como a linhagem de Bacillus coagulans BKO7, a qual mos-
trou uma rdpida descarboxilacdo de 4cido ferdlico em 4-vinil-
guaiacol, o qual foi imediatamente convertido em vanilina e oxi-
dado para 4cido vanilico. O 4cido vanilico foi, entdo, desmetilado
e obteve-se dcido protocatecdico®.

O microrganismo Streptomyces setonii, através do metabolis-
mo do 4cido fertlico, é capaz de produzir vanilina e acido proto-
catecéico™.

Escherichea coli recombinante foi usada como biocatalisador
na producdo de vanilina, utilizando como substrato a glicose. Pri-
meiramente, a glicose foi convertida em 4cido vanilico, que foi
entdo reduzido a vanilina pela enzima aril aldeido desidrogenase,
isolada de Neurospora crassa®™.

Alguns fungos podem ser usados na bioconversido de dcido
fertlico em 4cido vanilico e vanilina. Como ex. podem-se citar os
fungos filamentosos Aspergillus niger e o basidiomiceto Pycnoporus
cinnabarinus**®. Foi analisada a produ¢do de vanilina através de
Pycnoporus cinnabarinus usando [5-2H] dcido fertlico*’. A produ-
¢do de vanilina através de acido fertlico em presenga de celobiose
produziu vanilina e dlcool vanilico®. Pycnoporus cinnabarinus
foi usado para a producdo de vanilina de 4cido vanilico com rendi-
mento de 1260 mg/L%'. A biotransformagdo de dcido ferdlico em
4cido vanilico pode ser feita através do microrganismo Sporotrichum
thermophile com um rendimento de 4798 mg/L>.

Em concentra¢des de vanilina acima de 1 g/L ocorre uma inibi-
¢do do crescimento de microrganismos. Uma maneira possivel de
superar esse problema € utilizar um solvente aquoso-orginico em
um sistema de duas fases, acumulando vanilina na fase organica e
reduzindo sua concentra¢@o na fase aquosa. Lee et al.® reportaram
um rendimento superior de biotransformacio do acido fertlico em
4-vinilguaiacol utilizando o n-pentano, n-hexano ou n-octano como
fase organica. Outra maneira de aumentar o rendimento € a extragdo
continua do produto pela extracdo da fase sdlida™.

A B-ciclodextrina foi utilizada para separar e concentrar vanilina
pela formacdo de complexos de inclusdo e gerou resultados
satisfatérios, como o aumento de rendimento de vanilina®. A habi-
lidade das ciclodextrinas de formar complexos de inclusdo estd-
veis com moléculas orginicas provocou uma mudanga nas propri-
edades fisicas dos ligantes, incluindo sua solubilidade em meios
aquosos, ¢ diminuiu a inibi¢do do substrato e do produto™*’.

A absorc¢do de vanilina por polimeros especiais e sua posterior
remogdo a altas temperaturas permite a diminuicdo da concentra-
¢do de vanilina na fase aquosa, reduzindo os problemas da inibicido
através da toxicidade celular da vanilina e permitindo a extracio
do produto®®. Pela aplica¢do de um adsorvente seletivo usando
Phanerochaete chrysosporium, a formagdo de dlcool vanilico foi
reduzida com sucesso e o rendimento de vanilina aumentou®. A
vanilina foi oxidada para acido vanilico pela aldeido 6xido-redutase
reversivel e o 4cido vanilico foi reduzido para édlcool vanilico pela
dlcool desidrogenase®.

A bioconversdo com temperaturas elevadas, proximas a de ebu-
licdo da dgua, foi reportada para Pyrococcus furiosus®.
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Além dos precursores ja mencionados acima, aldeido
protocatecdico, dcido cafeico e estilbenos fendlicos foram utiliza-
dos como substrato para a biotransformag@o em vanilina®'-,

PRODUCAO BIOTECNOLOGICA DE VANILINA POR
CULTURA DE CELULAS DE PLANTA

A biotransformagdo de compostos sintéticos e naturais utili-
zando culturas de células de plantas ¢ um método possivel para a
sintese de vanilina e que tem recebido bastante aten¢do®. As plan-
tas sdo fontes de diversas substincias quimicas inclusive aromas,
drogas, pigmentos e agroquimicos. Algumas das reagdes que ocor-
rem em células de plantas sdo complexas e ndo podem ser
alcancadas facilmente por caminhos sintéticos. Para produzir es-
sas reacdes complexas, as células de plantas, a cultura de 6rgdos e
as enzimas de plantas s@o os biocatalisadores adequados. As rea-
¢des mediadas por biocatalisadores (oxidagdes, redugdes,
hidroxilagdes, metilagdes, acetilagdes, isomerizagdes, glicosilagdes,
esterificagdes, etc.) sdo produzidas em valores de pH e temperatu-
ra ndo extremos e sdo regio e estereosseletivas®.

Fitormonios e elicitores sdo necessdrios para produzir vanilina
através de culturas de tecidos de plantas®. Por ex., um extrato aquoso
de micélios de Aspergillus niger foi usado como um elicitor de
fungos'. Além disso, diversas biotransformacdes, como a do dcido
ferdlico e vanilil-amina em capsaicina e vanilina, foram efetuadas
utilizando células de plantas e fitormonios’™’!. O crescimento ce-
lular mdximo acontece durante a fase em que as células estdao
indiferenciadas, ou seja, em que as células desenvolvem somente
metabolismo primario. Muitos compostos aromaticos sdo produ-
zidos somente a partir do metabolismo secunddrio, que ocorre s
durante a fase em que as células ja estdo diferenciadas. O proble-
ma é que nesta fase de células diferenciadas o crescimento celular
¢ baixo™.

PATENTES/APLICACOES INDUSTRIAIS

Recentemente foi mostrada uma boa aplica¢do industrial para
a produ¢@o de vanilina, através de um processo fermentativo do
acido ferdlico, no qual empregou-se o microrganismo
Amycolatopsis, cuja producdo de vanilina atingiu a concentracio
de 11,5 g/L™7. No processo fermentativo com o fungo Pycnoporus
a mesma reacdo levou somente a uma produgdo de 46 mg/L de
vanilina’®"".

A Kraft General Foods descreveu o processo no qual
Pseudomonas putida ATCC 55180 acumulou uma concentra¢do de
até 210 mg/L de vanilina, através do dcido ferulico, em 54 dias. Tal
concentracdo pode ser obtida pela adi¢do de um agente redutor
(tiol glicol) a cultura de fermentagdo para reduzir a produgdo de
acido vanilico, favorecendo a produg@o de vanilina. A biotrans-
formag@o do eugenol em vanilina apresentou uma concentracdo de
apenas 3,6 mg/L de vanilina. Nesse sentido, o dcido ferulico apre-
senta-se como um melhor substrato para a produgido de vanilina™.

Um actimulo de até 280 mg/L de vanilina foi obtido pela linha-
gem de Pseudomonas sp. TK2102 (FERM P-12689) através do
eugenol. Além disso, nesta reacdo foram identificados outros
metabdlitos que incluem dlcool coniferilico, aldeido coniferilico,
dlcool vanilico e 4cido ferdlico”.

A bactéria Serratia marcescens oxidou o isoeugenol em vanilina
em concentragdes de até 3,8 g/l (com um rendimento tedrico de
5% e velocidade de biotransformagdo de apenas 0,018 g/L por h).
O eugenol como precursor apresentou um menor rendimento de
vanilina (apenas 18 mg/L) por um periodo de 13 dias®.

Aminodacidos aromaticos (metoxitirosina) foram usados como
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substratos iniciais para a producdo de vanilina utilizando Proteus
vulgaris CMCC2840.

Uma nova dioxigenase (Pseudomonas sp) foi patenteada, a qual
clivou estilbenos naturais, uma matéria-prima em potencial para a
produc¢do de vanilina®'.

Enzimas sintéticas foram patenteadas e produzem, além de
outros, acido ferulico, vanilina e 4cido vanilico®.

A produgdo de vanilina em cultura de Vanilla planifolia e em
plantas intactas, inclusive células e plantas transgénicas, foi paten-
teada, mas o rendimento obtido ndo foi economicamente interes-
sante®. E provavel que, no futuro, novos sistemas microbiolégicos,
que acumulem uma maior concentra¢do de vanilina, sejam desco-
bertos®.

CONCLUSAO

Pelo que foi estudado, observa-se que o melhor método atual
para a producdo de vanilina biotecnologicamente ¢ o método de
Haarman e Reimer™, que utiliza Amycolatopsis e rende 11,5 g/L
na cultura de fermentagao’ ™.

A drea de biotransformag@o para a obtenc¢@o de vanilina preci-
sa ser mais pesquisada. Existe uma boa possibilidade de se encon-
trar novos microrganismos que podem ser usados para aplicacdes
préticas e mais vidveis para a industria.
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