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RESUMO

As reagbes de biotransformagdo sdo de grande aplicabilidade tanto na
pesquisa basica quanto aplicada. Elas podem ser feitas usando-se células
integras de microrganismos, plantas e animais ou com enzimas isoladas. Nesse
trabalho, foram estudadas as biotransformag¢des da canforquinona e do fujenal por
fungos.

Inicialmente, foi feita uma triagem da biotransformag¢ao da canforquinona,
um monoterpeno biciclico, com os fungos Mucor plumbeus, Thamnostylum sp.,
Lecanicillium muscarium e Syncephalastrum racemosum. As reacgdes foram
realizadas por diferentes periodos (5, 10, 15 e 20 dias) e as analises dos produtos
foram feitas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM).

Na reagdo com o fungo Mucor plumbeus foram detectados trés produtos,
além da recuperacdo de pequenas quantidades de canforquinona. Um dos
produtos mostrou ser um monoceto-alcool, que foi detectado durante todo o
periodo de reagdo. Para o fungo Thamnostylum sp. foram detectados dois
produtos; um deles somente foi detectado com 10 dias de reacgao e, o outro, com
10, 15 e 20 dias.

Da reacéo envolvendo o fungo Lecanicillium muscarium foram detectados
quatro produtos. A analise da aliquota retirada com 15 dias de reacdo mostrou,
também, a presenca de um monoceto-alcool. Com o fungo Syncephalastrum
racemosum nao foi detectada a formacéao de produtos.

Constatou-se, pela analise dos controles, a estabilidade da canforquinona
nos meios utilizados e também que os produtos obtidos ndo sdo metabdlitos
fungicos, mas correspondem a metabolizagdo da canforquinona pelos mesmos.

Foi feito, paralelamente, um estudo tedérico comparando-se 0s possiveis
produtos obtidos na reacdo com os dados encontrados na literatura a respeito de
produtos obtidos em biotransformagdes anteriores feitas com a canforquinona.
Observou-se nesse estudo que, teoricamente, a substancia (-)-3S-endo-
hidroxiepicanfor seria a mais abundante em solugéo, concordando, na maioria dos

casos, com os dados experimentais descritos na literatura.
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Foi realizada a reagao do diterpeno fujenal com o fungo Thamnostylum sp.,
tendo sido isolados, por cromatografia em coluna de silica gel, dois produtos de
biotransformagdo. Porém, a analise dos espectros de RMN de 'H e de "*C n3o foi
completamente conclusiva, ndo tendo sido possivel realizar a elucidacao estrutural
completa dos mesmos, porém foram observadas evidéncias espectroscéopicas de

que um dos produtos consiste de um derivado glicosidado do fujenal.

Xiv



ABSTRACT

Biotransformations are a useful tool of great applicability either in basic as in
applied research. They can be accomplished by using whole cells of
microorganisms, plant and animals or using enzymes isolated from them. In the
present work, fungal biotransformations of camphorquinone and fujenal were
studied.

Initially the biotransformation of camphorquinone, a bicyclic monoterpene,
was screened using the fungal species Mucor plumbeus, Thamnostylum sp.,
Lecanicillium muscarium e Syncephalastrum racemosum. Reactions were carried
out by 5, 10, 15 and 20 days and the products were analyzed by gas
chromatography coupled to mass spectroscopy (GCMS).

Three products were detected when M. plumbeus was used although small
amounts of camphorquinone were detected in its unaltered form. One of the
products showed to be a monoketo-alcohol that was detected all over the reaction
period. Using Thamnostylum sp., two products were detected; the first one only
after 10 days of reaction and, the second one, after 10, 15 and 20 days of reaction.

From the experiment using Lecanicillium muscarium there were detected
four products, one of them, observed after 15 days of reaction, showed to be a
monoketo-alcohol. Using Syncephalastrum racemosum no products were
detected.

Analysis of the controls indicated that camphorquinone is stable in the
biotransformations conditions and therefore, detected products are not fungal
metabolites but correspond to camphorquinone fungal metabolization.

A theoretical study was simultaneously conducted towards the most
common monoketo-alcohols reported in the literature from camphorquinone
biotransformation. It was observed that, in theory, (-)-3S-endo-hydroxyepicamfor
should be the most abundant monoketo-alcohol present in solution, in agreement
with the most common data found in the literature.

From the reaction of fujenal with the fungus Thamnostylum sp., two
biotransformation products were isolated by silica gel column chromatography.

However, analysis of "H and "*C NMR spectra of such products was not completely
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unambiguous. There were observed strong spectral evidences that one of the
products is a fujenal glucoside.
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1 INTRODUGAO

Biotransformagbes consistem em conversdes quimicas de uma
substancia (material de partida) em um produto, com o uso de células integras
de plantas, microrganismos e animais, contendo a(s) enzima(s) necessaria(s),
ou através de enzimas isoladas [Leresche et al., 2006].

As reagdes envolvendo microrganismos sao realizadas utilizando-se
culturas puras do microrganismo desejado, cultivadas em meios de cultura
especificos, contendo os nutrientes necessarios para o crescimento dos
mesmos. Ja nas reacgdes envolvendo plantas, utilizam-se culturas de células
das mesmas, sendo mais afetadas por fatores como variagado de pH e pressao
osmotica das células [Giri et al., 2001]. As reagdes com células de plantas tém
a vantagem de levar ao acumulo de grandes quantidades do produto desejado,
em ciclos de crescimento de normalmente, uma a duas semanas. Um exemplo
desse tipo de reacdo é a oxidacao seletiva de apenas um isbmero do borneol
racémico (1 e 2), utilizando células de Nicotiana tabacum (Figura 1) [Ishihara et
al., 2003].

HO\¢ ¢/OH Oﬁ ¢/O |
Nicotiana
tabacu
+ +
1 2 3 4
)

(RIS)-borneol

Figura 1 — Esquema da conversao do (R/S)-borneol com o fungo Nicotiana
tabacum.

Como dito anteriormente, as biorreacbes também podem ser feitas
usando-se enzimas. Estas obedecem a uma classificagdo criada pela Unido
Internacional de Bioquimica, que as divide em seis classes principais, a saber:
oxidoredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases
[Loughlin, 2000].

Diversos parametros precisam ser considerados para uma reagao com o

uso de enzimas isoladas, como o tipo de reagao desejada, a solubilidade do
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substrato, a atividade da enzima em questdo e a ocorréncia de reacdes
paralelas. Muitas vezes, tem-se, ainda, a necessidade de se utilizar técnicas
especiais de imobilizacdo dessas enzimas devido a instabilidade destas, frente
as condigcdes operacionais empregadas, a necessidade econbmica de
reutilizacdo das mesmas e a sua baixa tolerancia diante de altas concentragdes
do substrato. A imobilizagdo de enzimas pode ocorrer por ligagdo idnica, na
qual o catalisador € preso a uma resina de troca idnica, por ligacdo covalente,
na qual as ligagcbes sao mais fortes e podem causar perda da atividade
enzimatica e por dissolucdo em gel, na qual as enzimas estdo dispersas em
algum tipo de &agar. Essa ultima técnica tem o inconveniente da baixa
resisténcia a altas temperaturas e a instabilidade mecéanica [Faber, 1992].
Técnicas de imobilizagdo também podem ser empregadas para células
integras de microrganismos e de plantas.

Outra técnica utilizada para aumentar o desempenho de enzimas em
reagdes de biotransformacao é a adigado de solventes orgéanicos. Essa técnica
pode contornar problemas como a baixa solubilidade do substrato em meio
aquoso, contaminacdes microbianas, desativagdo da enzima por altas
concentracbes do substrato ou dos produtos, reacgdes indesejadas e a
dificuldade de se remover as enzimas do meio reacional [Faber, 1992].

Um exemplo de biotransformacdo usando enzimas consiste da
dimerizagdo da morfina (5) a 2,2-bimorfina (6), efetuada por uma enzima
isolada de Cylindrocarpon didymum (Figura 2). Essa enzima foi capaz de
transformar também hidromorfona, a diidromorfina e a 6-acetilmorfina, mas nao
a codeina [Rathbone et al., 2002].

Cylindrocarpon
didymum
—»

@)
Z
~

HO™ 6

Morfina 2,2'-Bimorfina

Figura 2 — Esquema da reacédo de biotransformagao da morfina (5) com o
fungo Cylindrocarpon didymum. 19



As biotransformagdes podem ser feitas com substratos naturais ou
sintéticos, sendo possivel utilizar uma grande diversidade de substancias como
substratos das reagdes, como terpenos, esterdides e alcaldides, dentre outros.
Estas podem ser utilizadas tanto para a obtencdo de novos produtos como
também de produtos conhecidos, de forma mais eficiente. Entre as vantagens
dessas reacdes estdo a possibilidade de obtengcdo de regio, estereo e
enantiosseletividades, diferentes daquelas obtidas na sintese organica
classica, as condigdes brandas utilizadas nas mesmas, como pH em torno de 7
e temperatura ambiente, e a possibilidade de se funcionalizar posi¢coes de
baixa reatividade nas moléculas usadas como substratos, em sitios que a
aplicagdo da quimica convencional é dificil. No caso das reagdes envolvendo
células integras de microrganismos, ha ainda uma outra vantagem, que é o alto
ganho de biomassa em tempo reduzido [Giri et al., 2001].

Um exemplo do uso da estereoespecificidade das reacbdes de
biotransformagéo esta no seu emprego para resolugédo de enantibmeros. Esta
técnica € muito utilizada na obtengdo de substancias como farmacos,
agroquimicos e aditivos alimentares quirais que s&o considerados
comercialmente puros apenas quando um dos enantidmeros esta presente em
excesso enantiomérico de, no minimo, 98% [de carvalho e da Fonseca, 2006].

Esta abordagem tem sido usada para a sintese do Diltiazem (15), um
farmaco bloqueador dos canais de calcio e vasodilatador coronariano,
produzido pela Tanabe no Japdo e DSM Andeno na Holanda, que possuia, em
1997, produgédo anual de mais de 100 toneladas [Zaks et al., 1997]. Como
apenas um dos enantidmeros do Diltiazem possui a atividade farmacologica de
interesse, a etapa inicial da sintese quiral deste farmaco (Figura 3, pag. 21)
consta de uma resolucdo enzimatica realizada por uma lipase isolada de

Candida cylindracea.
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Figura 3 — Esquema da sintese do Diltiazem (15), utilizando lipase de Candida
cylindracea na etapa inicial, em uma resolugdo enantiomérica do
material de partida.
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Inicialmente, realiza-se a resolugdo do material de partida, o metil-3-(4-
metoxifenil)oxirano-2-carboxilato (7), por lipase de Candida cyclindracea, com
a hidrélise do enantibmero indesejado. O produto hidrolisado é instavel e
descarboxila espontaneamente, resultando em diéxido de carbono e 4-
metoxifenil acetaldeido (11). Esse aldeido formado rapidamente reduz a
atividade da enzima e forma um material insoluvel que atrapalha o curso da
reagao. Esse problema é contornado processando-se a reagdo em fase aquosa
na presenga de bissulfito de sédio. Dessa forma, € formado o 1-hidroxi-2-(4-
metoxifenil)etanosulfonato de sodio (13), que pode ser removido por filtragdo. O
bissulfito também auxilia na manutengdo do pH desejado para a reagao
enzimatica. O enantibmero resolvido, (2R,3S)-4-metoxifenil metil glicidato (8),
passa por uma condensagdo com 2-aminotiofenol (12), seguido pelo
fechamento do anel tiazepinico. Posteriormente, ocorre a acetilagdo do grupo
hidroxila e a alquilagao do nitrogénio do anel, levando ao Diltiazem (15).

Outro exemplo da utilizacdo de biotransformagao para a obtencado de
farmacos é na sintese da L-dopa (17) [Zaks et al., 1997], uma droga com
atividade contra a Sindrome de Parkinson, produzida no Japao pela Ajinomoto.
Utiliza-se, nesse processo, uma B-tirosinase de Erwinia herbicola (Figura 4).
Nessa reacgao, o produto € obtido misturando-se piruvato de aménio a enzima
citada, em um fermentador. De outra forma, as células podem ser coletadas e

resuspendidas sendo, entdo adicionados o catecol e o piruvato de amonio.

HO HO
B-tirosinase
catecol
HO piruvato de aménio HO
1
6 L-popa 17

Figura 4 — Esquema da sintese da L-Dopa (17) utilizando-se a enzima (-
tirosinase de Erwinia herbicola
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As biotransformagbes envolvendo células integras de microrganismos
sdo realizadas em sistemas aquosos, ja que esses sdo compativeis com o
crescimento das células. As reagbes de biotransformagdo com fungos séo
aliadas importantes da sintese organica, industrial ou académica [Loughlin,
2000]. Sao utilizadas na agregacao de valor a substancias mais simples, como
na sintese de farmacos como vitaminas, esteréides, alcaléides e antibidticos
[Zaks et al., 1997]. A aplicagcdo das biotransformacdes na quimica fina gera
grande custo-beneficio.

Um trabalho envolvendo agregacao de valor a substancias foi feito na
biotransformagéo de alguns monoterpenos utilizados em fragrancias [Pinheiro
et al., 2007]. Buscou-se, nesse trabalho, a oxigenagéo de terpenos como R-(-)-
carvona (18), a-bisabolol e geraniol pelo Trichosporum cutaneum, pois
monoterpenos oxigenados sdo responsaveis pelos odores mais agradaveis em
misturas de fragrancias. A Figura 5 apresenta os produtos obtidos da

biotransformagéo da R-(-)-carvona por T. cutaneum.

_ O

s 0 OH
Trichosporum \\‘\OH o) é)OOH
cutaneum

+ + +
48h, 28°C het
= 18 2 19(3,8%) = 20(31%) = 21(5%) = 22 (2,2%)
A\ A\ e N A\ AN

Figura 5 — Esquema da reacao de biotransformagédo da R-(-)-carvona (18) com
o fungo Trichosporum cutaneum.

Biotransformacdes também foram utilizadas para o preparo de derivados
do esteviol, uma substéncia capaz de reduzir os niveis de glicose no sangue.
Nesse estudo, foram isolados os metabdlitos 24-28, como produtos da
biotransformacdo do esteviol (23) com Bacillus megaterium, Mucor
recurveratus e Aspergillus niger. Um destes metabdlitos (28) mostrou-se mais

ativo que o esteviol (Figura 6, pag. 24) [Yang et al., 2007].
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23: Ri= Ry;=R3=R4=H

24: R»]:B-OH, R2=R3=R4=H
25:R1=R2=R4=H,R3=G|C
26:R1==O,R2=R3=R4=H

27: R1 =ﬁ-OH, R2=OH,R3=R4=H

Figura 6 — Estruturas dos produtos da reagdo de biotransformagao do
esteviol (23) com os microrganismos Bacillus megaterium (24-
28), Mucor recurveratus (24-28) e Aspergillus niger (24-28).

Biotransformacdes podem ser divididas em dois tipos, as
biotransformagdes biossinteticamente dirigidas e as de xenobidticos. Nas
reagdes biossinteticamente dirigidas, o substrato deve ser analogo a um
intermediario de uma rota biossintética natural do microrganismo e a
biotransformagcdo obedece as regras naturais deste caminho biossintético
[Hanson, 1992]. Ja nas biotransformagdes de xenobidticos, o substrato é
estranho ao microrganismo utilizado existindo uma baixa especificidade desse
em relagdo ao substrato. No entanto, em geral observa-se uma seletividade
predominante, caracteristica de cada organismo.

Um exemplo de reagdes biossinteticamente dirigidas foi descrito por
Takahashi e colaboradores (1994). Neste trabalho, estudou-se a sequéncia de
hidroxilagbes do esqueleto da afidicolina (um agente antitumoral) durante a sua
biossintese pelo fungo Lecanicillium muscarium (anteriormente conhecido
como Cephalosporium aphidicola [Zare et al., 2004]). Nesse trabalho, fez-se
uso de afidicolanos similares aos presentes na rota natural da biossintese da
afidicolina, deuterados em posicdes estratégicas, tendo-se determinado que a
as hidroxilagbes ocorrem em C-16 (29), C18 (30), C-3 (31), sendo a ultima
hidroxilagdo em C-17 (32) (Figura 7, pag.25).
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Figura 7 — Sequéncia de hidroxilagdes a partir do intermediario 29 na
biossintese da afidicolina (32) determinada por Takahashi e
colaboradores (1994).

Um exemplo de reagbes de biotransformagao de xenobidticos, realizado
pelo mesmo grupo [Takahashi, 1994], consistiu da biotransformacdo do
caurano 33 (acido ent-15-oxo-caur-16-en-19-6ico) pelo fungo Lecanicillium
muscarium, resultando nos produtos (34-37) apresentados na Figura 8, pag.
26. Entre estes, o produto 35, hidroxilado em C-11, exemplifica o grande

potencial de fungos para a funcionalizagao de carbonos nao ativados.
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36 37

Figura 8 — Estruturas dos produtos (34-37) obtidos a partir da biotransformacéao
do caurano 33 pelo fungo Lecanicillium muscarium.

Os exemplos anteriores corroboram que uma classe de substancias
muito abundante na natureza e muito explorada em reagbes de
biotransformacgao, é a classe dos terpenos. Até o ano 2005, mais de 22.000
terpenos ja eram conhecidos, sendo esta a maior classe de produtos naturais
existente [de Carvalho e da Fonseca, 2006]. As atividades relacionadas aos
terpenos sao variadas, como antifungicos e atratores de polinizadores

(monoterpenos em plantas). Eles sdo também largamente utilizados como
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fragrancias, residindo ai um grande interesse na pesquisa de
biotransformacbdes dessas substancias, obtendo-se produtos em condigcbes
brandas. Ha estudos publicados sobre biotransformacdes de terpenos
utilizando enzimas e células integras de bactérias, cianobactérias, leveduras,
microalgas, fungos e plantas. Entretanto, a maior parte dos trabalhos
publicados se refere a fungos e bactérias, como ilustrado no grafico a seguir
(Figura 9) [de Carvalho e da Fonseca, 2006].

@ Fungos

W Bactérias
OEnzimas

O Microalgas

B Plantas

@ Cianobactérias
M Leveduras

41%

Figura 9 — Tipos e porcentagens de biocatalisadores utilizados para a
biotransformagéo de terpenos em artigos publicados entre 1995
e 2005 [de Carvalho e da Fonseca, 2006]

Os terpenos sao pouco soluveis em agua e a adigdo de solventes
organicos ao meio de reagdo aquoso aumenta o rendimento das
biotransformagdes microbianas e enzimaticas. Sistemas multifasicos possuem
vantagens no rendimento das biotransformacdes de terpenos, mas sistemas
puramente organicos podem causar perda da viabilidade das células,
interferindo em sua membrana celular e desativando a enzima utilizada. Alguns
terpenos s&o microbicidas e a sua dissolu¢do em um solvente organico pode
minimizar esse efeito sobre as células que estdo sendo utilizadas na
biotransformacao. Em grande parte das vezes, as reagbes de
biotransformacédo de terpenos sdo feitas em frascos sob agitagcao
(aproximadamente 48% dos artigos sobre biotransformacdes envolvendo
terpenos), mas as reagdes podem ser feitas também em placas de Petri (meio

sélido), biorreatores ou em micro-escala.

27



Um exemplo de um monoterpeno biciclico, bastante utilizado em
reagdes de biotransformagdo com microrganismos e plantas, é a
canforquinona, uma molécula que contém duas carbonilas pré-quirais reativas,
que levam a uma gama de produtos de reducéao diferentes, como ilustrado na
Figura 10, pag. 29. Chénevert e Thiboutot (1988) relataram uma reducao
regiosseletiva, mas nao enantiosseletiva, da (+)-canforquinona (38) e da (-)-
canforquinona (44) utilizando fermento de pao (S. cerevisiae). O rendimento foi
de 61% para (-)-3S-exo-hidroxiepicanfor (41), 36% para (+)-3R-endo-
hidroxiepicanfor (42) e 3% de (+)-2R-exo-hidroxiepicanfor (39) a partir de 38.
Em outra reagéo, desta vez partindo-se de uma mistura de (+) canforquinona e
utiizando-se  Acinetobacter sp. obtiveram-se 44% de (+)-3R-exo-
hidroxiepicanfor (47) e 41% de (+)-2R-exo-hidroxiepicanfor (39). Utilizando-se
Pseudomonas sp. Obtiveram-se 31% de 47 e 69% de 39 [Rebolledo et al.,
1991].
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Em um trabalho envolvendo cinco espécies de fungos, Aspergillus niger,
Fusarium solani, Glomerella cingulata, Mucor mucedo e Rhizoctonia solani,
formaram-se seis ceto-alcoois diferentes, trés a partir da (+)-canforquinona (38)
e trés a partir da (-)-canforquinona (44), como mostra a Tabela 2 [Miyazawa e
colaboradores, 1995]. Outro trabalho de biotransformacédo da canforquinona
pelo fungo Glomerella cingulata, gerou, além de uma mistura diasteroisomérica
de oito ceto-alcoois, dois diois, o 43, que foi transformado via os ceto-alcoois
39 e/lou 41, e o 49, transformado via 46 e/ou 47. Algumas reagdes
apresentaram alta estereo e enantioseletividade (Tabela 2) [Miyazawa e
colaboradores, 1997]. A mistura diasterecisomérica de (+)—canforquinona foi
utilizada também para reagdes de biotransformagao envolvendo culturas de
células de plantas [Chai et al., 2001]. Na reagcdo de 38 com N. tabacum, o
substrato foi reduzido seletivamente em trés ceto-alcoois, sendo que a reacao
com 44 forneceu quatro ceto-alcoois diastereoisoméricos (Tabela 2). A reacao
envolvendo C. roseus forneceu os mesmos produtos da anterior, mudando-se

apenas as propor¢des dos produtos (Tabela 2).

Tabela 1 — Cdodigos dos substratos e produtos de redugdo mencionados neste

trabalho

Cdédigo | substancia Cdédigo | Substancia

38 (+)-canforquinona 44 (-)-canforquinona

39 (+)-2R-exo-hidroxiepicanfor | 45 (-)-2S-exo-hidroxiepicanfor

40 (-)-2S-endo-hidroxiepicanfor | 46 (+)-2R-endo-hidroxiepicanfor

41 (-)-3S-exo-hidroxiepicanfor 47 (+)-3R-exo-hidroxiepicanfor

42 (+)-3R-endo-hidroxiepicanfor | 48 (-)-3S-endo-hidroxiepicanfor

43 (+)-2-exo-3-exo-canfano-2,3- | 49 (+)-2-endo-3-exo-canfano-2,3-
diol diol

Tabela 2 — Produtos de reducao e seus respectivos rendimentos obtidos a partir

da biotransformacéo da canforquinona por varios organismos

Organismo Substrato Produto (%) Ref.
utilizado

Saccharomyces | (x)-canforquinona | 39 (61), 41 (36), 42 (3) 14
cerevisiae (38 e 44)

Acinetobacter (x)-canforquinona | 47 (44), 39 (41) 15
sp. (38 e 44)

30



Pseudomonas (x)-canforquinona | 47 (31), 39 (69) 15

sp. (38 e 44)

Aspergillus (+)-canforquinona | 39 (51), 41 (13), 42 (33) 16

niger (38)

Aspergillus (-)-canforquinona | 45 (3), 46 (80), 47 (12), 48 (3) 16

niger (44)

Fusarium solani | (+)-canforquinona | 39 (28), 41 (35), 42 (34) 16
(38)

Fusarium solani | (-)-canforquinona | 45 (8), 46 (26), 47 (57), 48 (7) 16
(44)

Glomerella (+)-canforquinona | 39 (7), 41 (70), 42 (22) 16

cingulata (38)

Glomerella (-)-canforquinona | 45 (17), 46 (24), 47 (51), 48 (6) 16

cingulata (44)

Mucor mucedo | (+)-canforquinona | 39 (14), 41 (71), 42 (14) 16
(38)

Mucor mucedo | (-)-canforquinona | 45 (2), 46 (30), 47 (22), 48 (43) 16
(44)

Rhizoctonia (+)-canforquinona | 39 (8), 41 (37), 42 (53) 16

solani (38)

Rhizoctonia (-)-canforquinona | 45 (2), 46 (33), 47 (40), 48 (24) 16

solani (44)

Glomerella (+)-canforquinona | 39, 40, 41, 42, 43 (10) 17

cingulata (38)

Glomerella (-)-canforquinona | 45, 46, 47, 48, 49 (20) 17

cingulata (44)

Catharanthus (+)-canforquinona | 39 (5), 40 (25), 41 (29), 42 (41) 18

roseus (38)

Catharanthus (-)-canforquinona | 45 (11), 47 (66), 48 (23) 18

roseus (44)

Nicotiana (+)-canforquinona | 39 (49), 40 (8), 41 (37), 42 (6) 18

tabacum (38)

Nicotiana (-)-canforquinona | 45 (37), 47 (57), 48 (6) 18

tabacum (44)

Se ha motivacdo para o uso de terpenos como substratos para
biotransformagdes, o mesmo pode ser dito acerca dos microrganismos. Um
microrganismo pode ser utilizado porque apresentou atividade anteriormente
sobre outros substratos ou pode ser usado, pela primeira vez, almejando-se
diferentes atividades metabdlicas sobre um dado substrato ou maior
rendimento de uma dada reagdo. Dentre os fungos filamentosos, uma espécie
bastante utilizada em biotransformagcées € o Mucor plumbeus, conhecido
1976] que,

capacidades, atua na reducdo de carbonilas [He et al., 2006]. A reacdo da

também como Mucor spinosus [Schipper, dentre outras
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ribenona (50) com M. plumbeus levou a dois produtos (51 e 52), que
apresentaram uma redugdo enantioespecifica da carbonila presente no
carbono 3, na posicdo B, além das demais modificagdes estruturais
apresentadas (Figura 11). Este resultado foi obtido anteriormente com os
microrganismos Curvularia lunata e Gibberella fujikuroi, enquanto que a

redugao com boroidreto forneceu apenas o isdbmero C3a [Fraga et al., 2001].

/ HO
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. OH/

—
\]

50

HO

Z
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Figura 11 — Estruturas dos produtos de biotransformacgao da ribenona (50) com
o fungo Mucor plumbeus.

Em outro experimento, o sesquiterpeno 11-hidroxi-1-oxo-4a,5a-,73,108-
eremofilano (53) foi incubado com o fungo Mucor plumbeus, resultando na
redugao da carbonila em C1 em dois produtos (54 e 55) (Figura 12, pag.33). O

segundo produto (55) também apresentou uma nova hidroxilagdo em C-10
[Arantes et al., 1999].
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Figura 12 — Estruturas dos produtos de biotransformacdao do 11-hidroxi-1-oxo-
40,50,7pB,10B-eremofilano (53) utilizando-se o fungo Mucor plumbeus.

As redugdes de carbonilas pelo fungo Mucor plumbeus nao sao restritas
a terpenos. Em um trabalho com os fungos Whetzelinia sclerotiorum,
Phanerochaete chrysosporium e Mucor plumbeus, visando a hidroxilagdo de
uma série de esterdides (56, 59 e 61), obtiveram-se quatro produtos (57, 58, 60
e 62) que, além de outras modificagdes, apresentaram a redugao da carbonila
com este ultimo fungo, como pode ser visto na Figura 13, pag.34 [Lamm et al.,
2007].

Outros exemplos de biotransformagdo com o fungo Mucor plumbeus
podem ser encontrados na literatura [Alarcén et al., 2007; Fraga et al., 1996;
1998; 2003; 2004; Boaventura et al., 1995; Tian et al., 2005; Ye et al., 2005;
Zhang et al., 2007].
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Figura 13 — Esquema da biotransformacao dos esterdides 56, 59 e 61 com o

fungo Mucor plumbeus



Outro género de microrganismo importante em reacgdes de
biotransformacédo € o Thamnostylum, também chamado Thamnidium [Delgado
et al., 2005]. Sao encontrados na literatura exemplos diversificados de reacoes
com fungos desse género, principalmente das espécies T. piriforme e T.
elegans.

Um processo fermentativo com grande potencial de aplicagao industrial
€ a reacao feita por T. elegans de fermentacdo de polpa de maga em fase
sélida, com o objetivo de se produzir o acido y-linoléico. Esta espécie foi
selecionada a partir de uma triagem inicial, devido aos bons resultados obtidos
na primeira fase dos experimentos [Stredansky et al., 2000].

Outro trabalho de grande relevancia e aplicabilidade foi a O-
desmetilagao diasterosseletiva do intermediario 63 na sintese do composto CP
— 336,156 (64) (agonista do estrogénio no combate a osteoporose) (Figura 14,
pag.36). O uso de microrganismos eliminou a etapa da sintese na qual era
produzido o brometo de metila, um gas dificil e caro de se armazenar. Os
microrganismos utilizados no experimento foram Cunninghamella echinulata,
Monosporium olivaceum e Thamnostylum piriforme, sendo que apenas os dois

ultimos apresentaram diastereosseletividade [Truesdell, 2001].
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Figura 14 — Esquema da reagao de biotransformagéao do composto (63) levando
ao CP - 336,156 (64) com o fungo Thamnostylum piriforme.

Hu e colaboradores, objetivando a hidroxilagdo de esterdides, como a
progesterona e a testosterona, usaram Thamnostylum piriforme (Figura 15),
que apresentou Otimos resultados para a hidroxilaggo em C-14a da
progesterona (65). No mesmo trabalho, o fungo Mucor griseocyanus, mostrou-
se mais seletivo para a hidroxilagdo na posigao C14a da androstenediona e da

testosterona [Hu et al., 1995].

o

Thamnostylum
piriforme

65

Figura 15 — Esquema da reagao de biotransformacédo da progesterona (65)
com o fungo Thamnostylum piriforme.
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S&o encontrados ainda, na literatura, outros estudos envolvendo esse
género de fungo, como a resolucgao cinética de alcoois secundarios, utilizando-
se fermentagdo em fase sélida [Nagy et al., 2006], a biotransformagéo do
Trimegestone®, um farmaco que vem sendo desenvolvido para mimetizar a
progesterona - sendo também regulador da absorcdo de calcio e atuando no
tratamento da osteoporose - [Lacroix et al., 1999] e a transformagdo do
rapamicina por Thamnidium elegans visando a obtencdo de uma substancia
com atividade imunossupressora, ja que foi descoberta esse tipo de atividade
biolégica em um macrolideo com estrutura similar a rapamicina [Kuhnt et al.,
1997].

No trabalho anterior [Kuhnt et al, 1997], outro fungo, o Syncephalastrum
racemosum, mostrou-se capaz de transformar a rapamicina em outros trés
metabdlitos. Esse fungo foi também utilizado na biotransformag¢ao do fungicida
metalaxil (68), obtendo-se quatro produtos nessa reagéo (69-72) (Figura 16,
pag.38). Nesse estudo, além de se determinar a habilidade de fungos de solo
em metabolizar o metalaxil, isolar e caracterizar os metabdlitos obtidos,
também se avaliou o efeito da concentragdo do fungicida sobre a atividade do
fungo. Observou-se que, para concentragbes acima de 100 pg/mL, o
microrganismo nao consegue metabolizar o substrato, ndo interferindo, porém,

no crescimento do fungo [Zheng et al., 1989].
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Figura 16 — Estruturas da reagao de biotransformagao do metalaxil (68) com o
fungo Syncephalastrum racemosum.



Em um trabalho realizado com diterpenos, foi feita a reacao de
biotransformacéo de uma lactona analoga (75) a dois diterpenos tri-epéxidados
(73 e 74), isolados da Tripterygium wilfordii (Figura 17) com o fungo
Syncephalastrum racemosum. Essas substancias apresentaram atividade
antileucémica e antiinflamatéria. Por ser dificil a sintese de derivados
modificados em determinadas posigcdes nessas moléculas, buscou-se com o
uso de microrganismos, a obtencdo de substancias similares estruturalmente,
com boa atividade biolégica. Foram obtidos quatro produtos nessa reacao
(Figura 18, pag.40), sendo trés hidroxilados e um com inser¢do de uma

carbonila [Milanova et al., 1993].

Figura 17 — Estruturas dos diterpenos tri-epoxidados (73 e 74) isolados de
Tripterygium wilfordii.
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Figura 18 — Esquema da reagao de biotransformagao de 75 com o fungo
Syncephalastrum racemosum.

Baseando-se em uma triagem inicial feita com varios fungos e bactérias,
o fungo Syncephalastrum racemosum foi escolhido para a biotransformacéao do
olivetol (80), uma substéncia que possui uma cadeia lateral n-pentila, comum a
muitos canabindides de ocorréncia natural. Alguns canabindides possuem
atividade farmacologica potencial, como atividade antidepressiva,
anticonvulsionante, broncodilatadora e redutora da pressao intra-ocular.

Estudos de biotransformagao de substancias dessa classe visavam a obtencao
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de novas moléculas dificeis de obter por vias sintéticas normais. O olivetol foi
usado como um modelo potencial para se entender a degradacdo da cadeia
lateral dos canabindides. Nessa reacgdo, foram obtidos trés produtos (81-83),

como indicado na Figura 19 [McClanahan et al., 1984].

OH Syncephalastrum oH oH oH
HO HO HO CH,0OH HO COOH
80 81 82 83

Figura 19 — Esquema da reacdo de biotransformagéo do olivetol (80) com o
fungo Syncephalastrum racemosum.

Dois outros trabalhos encontrados na literatura utilizaram epédxido
hidrolases de Syncephalastrum racemosum com o intuito de se encontrar
novos biocatalisadores com potencial para resolucdes cinéticas. Os estudos
envolveram estirenos para-substituidos sendo, um dos substituintes, um grupo
epoxido [Moussou et al., 1998], ou alquil e aril epéxidos [Moussou et al., 1998].

Transformagbdes envolvendo microrganismos sdo frequentemente
realizadas com o fungo Cephalosporium aphidicola, também chamado
Lecanicillium muscarium. Em um trabalho de otimizacido das condicbes de
biotransformacgéao de diterpenos envolvendo esse microrganismo, estudou-se a
transformacédo de um terpeno da classe dos traquilobanos (84) (Figura 20,
pag.42) variando-se a quantidade de substrato inoculado, o tempo de reagao, o
solvente utilizado na extracdo dos metabdlitos e também aquele que deve ser
usado para a adicdo do substrato ao meio de cultura. Observou-se, nesse
estudo, que, para condigdes otimas, o substrato (15-30 mg por 100 mL de
meio), deve ser dissolvido em etanol antes da dissolugao e a extragao deve ser
feita com acetato de etila, utilizando-se a fase aquosa e o micélio, apds 6 dias
de reacao [Takahashi et al., 2000].
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Figura 20 — Estrutura do 19-traquilobanoato de metila (84) utilizado no trabalho
de Takahashi e colaboradores (2000).

Outro terpeno utilizado em reagdes de biotransformagéo com esse fungo
foi o (1R,2S,5R)-(-)-mentol (85), um monoterpeno com caracteristicas
anestésicas, desinfetantes e fotoprotetoras (Figura 21). Nesse trabalho, foram
obtidos seis produtos (86-91), sendo quatro novos e dois ja conhecidos [Atta-
ur-Rahman et al.,, 1998]. Em outro estudo com C. aphidicola e Neurospora
crassa, foi realizada a transformacéo do diisosporano racémico (92) (Figura
22, pag.43), uma substancia com atividade antifungica contra Aspergillus niger
(fungo que causa um bolor negro em certos tipos de frutas e vegetais, como
amendoim, uva e tomates). Nesse trabalho foi obtido o0 mesmo produto nas
duas reagdes, (93) [Kiran et al., 2005].

10 R1 86(30/0):R1:OAC, R2:R3:R4:R5:H
87(4,8%):R2:OH, R1:R3:R4:R5:H
88(7,5%):R3:(X,OH, R1:R2:R4:R5:H

Cephalosporium Rz 89(2,3%):R4=aOH, R|=R,=R;=Rs=H
aphidicola 90(14%):Rs=OH, R;=R,=R;3;=R,=H
_—

91 (21 ,50/0):R]:OH, R2:R3:R4:R5:H
OH R4

85 é
\‘4}?\
2

o0
\>|||II||-
)
X
&

Figura 21 — Esquema da reacao de biotransformacdo do (1R,2S,5R)-(-)-
mentol (85) com o fungo Cephalosporium aphidicola.
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Figura 22 — Esquema da reagao de biotransformacgédo do diisosporano
racémico (92) com o fungo Cephalosporium aphidicola e

Neurospora crassa.

O fungo Cephalosporium aphidicola foi utilizado em uma série de outras

reagdes envolvendo monoterpenos [Farooq et al., 1995], sesquiterpenos [Gand
et al., 1995], diterpenos [Hanson et al., 1995; 1996; Oliveira et al., 1995,
Ackland et al., 1988] e também alguns esterdides [Hanson et al., 1996; 1998;

Bensasson et al., 1999].

O fujenal (94, Figura 23), substrato utilizado em uma reagédo de

biotransformacédo nesse trabalho, € um diterpeno que pode ser obtido de
filtrados do fungo Gibberella fujikuroi [Cavell e MacMillan, 1967.; Baynham et

al., 1987]. Na biossintese normal do fujenal (Figura 24, pag.44) ele é formado

através do diol 100, embora possa vir também do caurenolideo 99 [Hanson,

1992].
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Figura 23 — Estrutura do diterpeno fujenal (94)
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Figura 24 — Biossintese do fujenal (94)

Em um estudo visando observar a influéncia da oxigenagao da posigao 6
em biotransformacgdes de ent-caurenos, a incubagao das substancias 101-105
com o fungo Gibberella fujikuroi forneceu o fujenal como produto das reagdes
em todos os casos (Figura 25, pag.45) [Alan et al., 1991]. A presenca de trés
carbonilas em ambientes estereoeletrénicos diferentes no fujenal, motivou
também sua utilizagdo como substrato de varias transformagdes por vias
sintéticas [Galt et al., 1965; Hanson et al., 1968; 1981;1982].
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Figura 25 — Esquemas das reagbes de biotransformacédo de ent-caurenos
(101-105) com o fungo Gibberella fujikuroi.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho consistiram de:

Realizar uma triagem inicial comparativa da redugdo da canforquinona
com os fungos Mucor plumbeus, Thamnostylum sp., Lecanicillium muscarium e
Syncephalastrum racemosum.

Estudar, mais detalhadamente, o curso da redugcédo da canforquinona
com o fungo que se mostrar, na triagem inicial, mais promissor para a redugao
da canforquinona.

Realizar a biotransformacao do fujenal, purificar e identificar os produtos
obtidos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos

Para a pesagem de substratos e fragées foi utilizada uma balanca analitica da
marca QUIMIS, modelo Q-ILA2104, 210g/0,1mg.

A pesagem dos reagentes para os meios de cultura foi feita em uma balanga

da marca Digimed KN1000C, classe de exatidao Il, série 04G6.

A esterilizacdo dos meios de cultura foi feita em uma autoclave vertical da
marca FANEN, modelo 415/3, série J03610.

Os procedimentos feitos em ambiente estéril foram realizados em uma capela
de fluxo laminar da marca VECO, modelo JLF 912, série FL 5799.

A inoculagdo da 1R - (-) — canforquinona e do fujenal foram feitas com uma

pipeta automatica Finnpipette Colour 4027, Lab systems, série E19971.

A agitagdo dos meios de cultura durante o periodo das biotransformagdes foi
feita em uma incubadora com agitacao da marca TECNAL, modelo TE-421, a

temperatura ambiente.

A concentragdo dos extratos e fragdes de coluna foi feita em evaporadores
rotatoérios das marcas Blchi Waterbath, modelo B — 480 e Fisaton modelo 802,
série 531782.

A dissolugcdo das amostras para a obtengdo dos cromatogramas foi feita com

uma pipeta de capacidade de 10uL — ICELL, modelo p — 213.

Os cromatogramas foram obtidos em um equipamento modelo VARIAN 3380
com detector de ionizagdo de chama. O modo de injecdo usado foi o modo split
1/100. O gas de arraste usado foi hidrogénio a um fluxo de 1,0mL/min. A

coluna utilizada foi uma coluna capilar de silica fundida de fase estacionaria
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polidimetilsiloxano ( SE30; 30m x 0,25 mm, 0,25 um). A temperatura de injegao
e detecgdo foram de 300 °C. A temperatura inicial foi de 100 °C e foi
aumentada a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min até 300 °C. Para cada
amostra foi injetada uma aliquota de 2uL. As areas e os tempos de retencéo
foram obtidos por meio da estacdo de tratamento PC/Chrom+, versao 4.2.0
(DQ-ICEx-UFMG).

As analises das amostras das biotransformag¢des da canforquinona foram
realizadas em um equipamento de CG/EM, modelo GC-17A/GCMSQP5050 da
Shimadzu, utilizando uma coluna capilar de silica fundida de fase estacionaria
5% fenil metilsiloxano, 95% dimetilsiloxano (HP5; 25m x 0,20mm x 0,33um).
Uma aliquota de 1uL das amostras foi injetada no modo split (1:10) utilizando
hélio como gas de arraste, a um fluxo de 0,6 mL/min. A temperatura do injetor
foi de 230 °C e, a do detector, de 250 °C. As analises foram realizadas a uma
temperatura de inicial de 50°C que foi mantida constante por 4 min. Em
seguida, a temperatura foi aumentada a uma taxa de aquecimento de 10°C/min
até 240°C. A temperatura final foi mantida por 4 min (LEC-DQ-ICEx-UFMG).

Os espectros de massas foram obtidos por impacto eletrénico (IE) utilizando o
modo scan, tendo como analisador de massas um quadrupolo. O potencial de
ionizacao da fonte foi de 70 eV. A aquisi¢gao dos dados foi realizada utilizando-
se o software Chemstation. A identificacdo dos compostos foi realizada
utilizando-se a biblioteca WILEY135 (LEC-DQ-ICEx-UFMG).

As analises por cromatografia em coluna foram feitas utilizando-se silica 70 a
230 mesh (Merck, Lote 107734) e silica 230-400 mesh (Sigma, Lote 10k3497).

A cromatografia em camada delgada foi feita utilizando-se silica 60 G (Vetec,
Lote 0507764). Foi utilizado, como revelador, uma solugédo de
metanol:agua:acido sulfurico concentrado nas proporg¢des de 45:45:10, na qual,

para cada 100 mL de solugao, foi adicionado 1mg de vanilina.
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Os espectros de RMN de 'H e de ™®C, subespectros DEPT 135 e mapas de
contornos (COSY, HMBC e HMQC) foram obtidos em espectrométros Bruker
modelos DX-200 (200 MHz) e DRX 400 (400 MHz) linha AVANCE
(Departamento de Quimica, ICEx, UFMG). A referéncia interna foi feita
utilizando-se tetrametilsilano (TMS) e o solvente deuterado usado foi

cloroférmio (CDCI3) da marca Aldrich Chemical Company .

3.2 Reagentes

Os reagentes utilizados foram:

Agar batata dextrosado (Biobras S.A., Lote 1191737%), alcool etilico comercial
(92,8/NPM, Minascgucar S/A, Lote 18), cloreto de potassio P.A. — ACS (Synth,
lote 26546), D - glicose anidra P.A. — ACS (Synth, Lote 47038), diclorometano
P.A. — ACS (CAQ - Casa da Quimica, Lote 06020259), extrato de levedura
(Biobras Diagnésticos, Lote 757/06), fosfato monobasico de potassio (ECIBRA,
Lote 15956), glicina (Synth, Lote 27358), metanol P.A. (CRQ — Cromato
Produtos Quimicos LTDA, Lote 2229.12/05), padrdo de 1R-(-)-canforquinona
99% (Aldrich Chem. Co., 14903HU), peptona bacteriolégica (biobras
Diagnosticos, Lote 757/06), sulfato monoidratado de manganés (Synth, Lote
32095), solugao de elementos trago: molibdato de aménio P.A. (VETEC, Lote
980629), nitrato de cobalto Il P. A. (VETEC, Lote 961092), sulfato de cobre P.
A. - ACS (Synth, Lote 50367), sulfato ferroso P. A. — ACS (Synth, Lote 28136),
sulfato de zinco P. A. — ACS (Synth, Lote 28316), Corn Steep Liquor (Sigma,
Lote 57H0651), fosfato dibasico de potassio (Synth, Lote 512772), Sulfato de
magnésio heptahidratado (Vetec, Lote 951240), Sulfato de ferro heptahidratado
(Synth, 28136).

3.3 Biotransformagao da 1R-(-)-canforquinona (44)
3.3.1 Repique dos fungos

Os fungos escolhidos para o processo de biotransformagdo da

canforquinona foram Mucor plumbeus, Thamnostylum sp., Lecanicillium
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muscarium e Syncephalastrum racemosum. A partir de culturas pré-existentes
no laboratdrio, foi feita uma transferéncia desses fungos para meio PDA (agar

batata dextrosado).

Preparo do meio:

O agar batata, ap6s ser dissolvido na agua (39 g/L), foi vertido em tubos
de ensaio, que foram tampados com rolhas de gaze e algodao e esterilizados
em autoclave a aproximadamente 120 °C de temperatura e 1 atm de presséao.
Apds o endurecimento do agar, a transferéncia dos fungos foi feita dentro de
uma capela de fluxo laminar, previamente esterilizada com uma solugao
etanol/agua 70%v/v. Para o manuseio dos fungos foi utilizada uma alca de
platina também esterilizada na solugcdo anterior. A mesma, apds ser flambada
exaustivamente com a chama do Bico de Biinsen, foi passada sobre a
superficie de uma cultura de um dos microrganismos em questéo, coletando-
se, assim, varias células do mesmo. Essas células foram posteriormente
inoculadas nos tubos contendo o agar batata esterilizado, em movimentos de
zigue-zague da algca de platina sobre a superficie do agar estéril. Este
procedimento foi feito para cada um dos quatro fungos utilizados no

experimento.
3.3.2 Cultivo dos fungos em meio liquido
Apds o crescimento dos fungos, tendo-se verificado a uniformidade e a

pureza da cultura, estes foram transferidos para um dos dois meios de cultura

liquidos descritos abaixo, de acordo com cada espécie de fungo.

Lecanicillium muscarium:

Glicose 100,00g/L
Fosfato monobasico de potassio 5,00g/L
Sulfato monoidratado de manganés 2,00g/L
Cloreto de potassio 1,00g/L
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Glicina 2,00g/L
Solucao de elementos traco [Hanson et al., 1992]  2,00mL/L

Mucor plumbeus, Thamnostylum sp. e Syncephalastrum racemosum:

Glicose 1g/L
Extrato de levedura 0,5g/L
Peptona bacteriologica 0,5g/L

A inoculagdo dos meios contidos nos erlenmeyers com os fungos foi
feita em uma capela de fluxo laminar, previamente esterilizada com uma
solugéo de etanol/agua 70%vV/v, pela transferéncia de uma pequena aliquota de
células contidas no interior do tubo com a cultura fungica. Inicialmente, apenas
um erlenmeyer foi inoculado com cada um dos microrganismos. Apds a
constatacdo do bom crescimento desses, uma pequena aliquota do meio
liquido foi transferida para os outros frascos. Assim, cada fungo foi inoculado
em cinco erlenmeyers contendo 200 mL do meio liquido adequado a sua
especie.

O processo de esterilizagao e flambagem da alga de platina, bem como
a inoculagao do meio de cultura, foram feitos separadamente para cada fungo,
com o objetivo de garantir a presenga de uma unica espécie fungica em cada
erlenmeyer.

Os meios de cultura liquidos apresentados acima foram utilizados para a

realizagao da biotransformacgao da 1R-(-)-canforquinona.

3.3.3 Inoculagao da 1R-(-)-canforquinona

Apods a constatagdo do bom crescimento dos fungos nos erlenmeyers,
com adequado ganho de biomassa e sem contaminagdes por outros
microrganismos, foram adicionados 3 mg da 1R-(-)-canforquinona por frasco,
solubilizados em diclorometano. Um frasco de cada espécie, foi utilizado como
controle negativo (ou seja, continha meio e fungo, sem adicao de

canforquinona). Além desses, outros dois frascos, cada um contendo um dos
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meios de cultura descritos no item 3.3.2, foram utilizados como controles
positivos, nos quais foram inoculados 3 mg de 1R-(-)-canforquinona, mas,
nestes, os fungos nao foram inoculados, com o intuito de se verificar a
estabilidade da substancia em questdo na presenca do meio utilizado. Durante

todo o processo, os erlenmeyers foram mantidos sob agitagao.

3.3.4 Extragoes

Nos experimentos com a canforquinona, as extragcbes dos meios de
cultura foram feitas nos periodos de 5, 10, 15 e 20 dias, sendo extraido um
erlenmeyer de cada espécie de fungo em cada um dos prazos citados. O
solvente utilizado nas extragcdes foi o diclorometano, sendo o processo repetido
trés vezes consecutivas para cada frasco.

Nessa etapa do trabalho, todo o conteudo do erlenmeyer foi filtrado e
transferido para um funil de separagédo de 1L, sendo adicionado em seguida
uma aliquota de 30 mL de diclorometano. Apds agitacdo branda, a fase
organica foi separada da fase aquosa por diferengca de densidade. Esta
primeira fase, mais densa, foi transferida do funil de separagédo para um baldo
de fundo redondo de 500 mL. Apds a execugao desse processo por mais duas
vezes, a fase organica obtida foi concentrada a 40°C em um rotavapor e
transferida para um vidro de penicilina tarado.

Para os controles, a Unica diferenga no modo de extracao foi a utilizacao
de aliquotas de 20 mL do meio e do solvente. As aliquotas foram retiradas
dentro de uma capela de fluxo laminar esterilizada e préximo ao bico de

Biinsen.

3.4 Biotransformacgao do fujenal (94)

3.4.1 Repique do fungo

O procedimento utilizado para o repique do fungo Thamnostylum sp. foi

0 mesmo procedimento do item 3.3.1.
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3.4.2 Cultivo do fungo em meio liquido

Inicialmente, o fungo em questdo foi transferido com o auxilio de uma
alca de platina do tubo onde estava armazenado em meio sélido para um
erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL do meio de cultura utilizado na
biotransformacéao (BT).

Apos 3 dias, o fungo apresentou ganho de biomassa adequado e,
garantindo-se a sua n&o contaminagdo com outros microrganismos, 0 mesmo
foi transferido para um erlenmeyer de 6L, contendo 2,5 L do meio de cultura
BT.

Meio de cultura BT (Hu, et al., 1995)

Glicose 30g/L
Corn Steep Liquor (caldo de milho) 10g/L
KH2PO4 1g/L
KoHPO4 2g/L
NaNO; 2g/L
KCI 0,5g/L
MgS04.7H,0O 0,5g/L
FeS04.7H20 0,02g/L

3.4.3 Inoculagao do fujenal

Apds 3 dias foram inoculados 400 mg do substrato, dissolvidos em 40
mL de diclorometano, utilizando-se uma micropipeta automatica, no erlenmeyer
com o fungo ja crescido no meio utilizado na reagéo.
3.4.4 Extracao

Sendo decorridos 10 dias de reacao, foi feita uma extracdo do meio de

cultura utilizando-se acetato de etila como solvente, a exemplo do item 3.3.4. A

diferenga é que a extragao feita na biotransformacao do fujenal utilizou todo o
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meio de reacdo, e nao pequenas aliquotas como na biotransformacao da

canforquinona.

3.4.5 Fracionamento do material obtido na biotransformacgéao do fujenal

As dimensodes da coluna utilizada eram 5,7 cm de didmetro e 22,0 cm de
comprimento. Foram utilizados 181,24 g de silica nesse processo. Obtiveram-
se 117 fragOes, eluidas com misturas de hexano, acetato de etila e metanol, de
forma a se aumentar sempre a polaridade do solvente. As fragdes foram
analisadas através de cromatografia em camada delgada, sendo combinadas
levando-se em conta a sua semelhanga por CCD. A Tabela 3 apresenta as

fragbes agrupadas, com as suas respectivas massas.

Tabela 3 — Combinagdes e respectivas massas das fragées obtidas da coluna
cromatografica do extrato obtido da biotransformagdo do fujenal por

Thamnostylum sp.

Fracoes Massa (mg)
1-4 21,8
5-10 21,8
11-14 13,0
15 4,5
16 3,6
17 3,7
18 1,8
19 1,2
20 0,8
21-31 (exceto a fragao 27) 12,3
27 3,2
32-37 39,2
38-39 5,5
44-66 30,9
67-69 7,5
70 2943
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71-75 202,3
76-86 14,3
87-93 10,4
94 3,9
95 5,8
96 4,5
97 2,6
98 1,6
99 1,9
100 5,9
101 10,3
102 5,4
103 4,0
104 29
105 9,8
106-108 58,4
109 159,8
110-114 432,1
115-116 133,4
117 62,4

Dentre as fracbes obtidas na coluna anterior, a fracdo 27 apresentou
uma mancha unica, tendo sido enviada para analise por RMN. A fragao
combinada 32-37 foi recromatografada em coluna de silica gel com o intuito de
se isolar uma substancia com Rf préximo ao do fujenal. Foram obtidas 25
fracdes, utilizando-se hexano, acetato de etila e metanol como solventes. Nao
foi possivel isolar a substancia em questao.

A fragdo combinada 44-60 também foi submetida a analise por CCD e
cromatografia em coluna. Foram obtidas 27 fragcdes. As dimensdes da coluna
foram 2 cm de didmetro e 15 cm de comprimento, sendo utilizadas 26,82 g de
silica 230-400 mesh. A coluna foi eluida isocraticamente usando-se uma
mistura de 20% de acetato de etila em hexano, ja que, analisando-se a fragao
44-60 por CCD com essa polaridade, foi obtido um Rf de 0,34, ideal para a

57



utiizagdo da cromatografia em coluna “flash” [Still et al., 1978]. O produto
obtido, com 1,5 mg, veio da combinagcdo das fracbes 16-21 dessa ultima

coluna.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 4 mostra os cddigos utilizados para as amostras durante todo

0 experimento de biotransformacgao da canforquinona.

Tabela 4 — Cédigos das amostras dos experimentos de biotransformac¢ao da canforquinona

Fungo 5dias |10 dias | 15 dias | 20 dias
Mucor plumbeus Q1 Q11 Q21 Q31
Mucor plumbeus controle negativo Q2 Q12 Q22 Q32
Thamnostylum sp. Q3 Q13 Q23 Q33
Thamnostylum sp. controle negativo Q4 Q14 Q24 Q34
Syncephalastrum racemosum Q5 Q15 Q25 Q35
Syncephalastrum racemosum controle negativo Q6 Q16 Q26 Q36
Mucor  plumbeus, Thamnostylum  sp. e | Q7 Q17 Q27 Q37
Syncephalastrum racemosum controle positivo

Lecanicillium muscarium Q8 Q18 Q28 Q38
Lecanicillium muscarium controle negativo Q9 Q19 Q29 Q39
Lecanicillium muscarium controle positivo Q10 Q20 Q30 Q40

4.1 Analise cromatografica e espectrométrica da
Biotransformagao da Canforquinona

A analise das amostras obtidas pelo processo de extragdo descrito no
item 3.3.4 foi feita, inicialmente, através de cromatografia gasosa. Para tal,
foram utilizadas solugdes (1% m/v) em frascos Eppendorf, sendo diclorometano
o solvente. Posteriormente, a confirmacao dos resultados foi realizada usando

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.
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41.1 Cromatogramas obtidos por cromatografia gasosa na

biotransformagao da canforquinona

Os cromatogramas obtidos para a canforquinona e para as aliquotas dos

experimentos realizados estao apresentados no anexo (pag.129).

4.1.2 Analise dos cromatogramas obtidos por cromatografia gasosa para

a biotransformagao da canforquinona

A partir da analise dos cromatogramas obtidos foram construidos
graficos para cada uma das reagdes, com o intuito de verificar a metabolizagéo
da canforquinona pelos fungos e a sua consequente transformagao estrutural
pelos mesmos.

Para tanto, o controle negativo (meio + fungo) foi utilizado como branco
das outras amostras, subtraindo-se, dos dados obtidos nos cromatogramas dos
frascos de reagao, os picos referentes ao meio de cultura ou aos metabdlitos
naturais do fungo no meio em que ele foi cultivado. Dessa forma, obteve-se
uma monitoragao da canforquinona e dos seus derivados, ao longo dos vinte
dias de reagéo.

Os graficos obtidos por esse processo estao dispostos a seguir. O tempo
de retengao encontrado para o padrao de 1R-(-)-canforquinona (44) por CG,
utilizado para comparagdo durante a construgdo dos gréficos, foi de 3,058

minutos.
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41.21 Analise dos cromatogramas obtidos na biotransformacao da

canforquinona por Mucor plumbeus
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Figura 26 — Porcentagens de canforquinona e dos produtos derivados
da sua biotransformagéao com o fungo Mucor plumbeus

De acordo com a Figura 26, observou-se que a canforquinona foi
recuperada em quantidade reduzida na reacdo de biotransformacido desta
substancia com o fungo Mucor plumbeus. Notou-se também que os produtos 1,
2 e 3 mostraram rendimentos altos, com taxa maxima de reacdo de 5 dias,
para o produto 1, e 20 dias para os produtos 2 e 3. Observa-se também que,
para o produto 1, apds um valor percentual inicial alto (94,15%), houve um
decréscimo nos valores seguintes. Uma hipotese para explicar o fato seria que,
inicialmente a canforquinona tenha sido metabolizada nos produtos 1, 2 e 3 e,
posteriormente, o produto 1 tivesse sido parcialmente convertido nos produtos
2e3.
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41.2.2 Analise dos cromatogramas obtidos na biotransformacao da

canforquinona por Thamnostylum sp.
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Figura 27 — Porcentagens dos produtos derivados da biotransformagéao

da canforquinona com o fungo Thamnostylum sp.

A reacao de biotransformacéo envolvendo o fungo Thamnostylum sp.
apresentou 2 produtos (Figura 27), sendo que, no caso do produto 1, o
derivado foi observado apenas com 10 dias de incubagdo, n&o sendo
detectado antes ou apds esse prazo. Esse fato poderia dever-se a uma grande
instabilidade do produto formado, que poderia ter se degradado antes da
analise com 15 dias de reagao.

O segundo produto, por sua vez, foi detectado com 10, 15 e 20 dias,
porém de forma irregular, com um decréscimo inicial de 12,93% para 4,27% e
um aumento posterior para 5,91%. Inicialmente, pode ter ocorrido uma
metabolizagdo do produto 2, diminuindo a sua concentragdo no meio de
reagao. Apds essa reagao, o fungo voltou a metabolizar o substrato de partida,
a canforquinona, convertendo-o novamente no produto 2, aumentando a sua

concentragao naquele meio de 4,27% para 5,91% [Pedras et al., 2000].
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4.1.2.3 Analise dos cromatogramas obtidos na biotransformagcao da

canforquinona por Lecanicillium muscarium
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Figura 28 — Porcentagens de canforquinona e dos produtos derivados da
sua biotransformagao com o fungo Lecanicillium muscarium

Para o fungo Lecanicillium muscarium, o perfil dos cromatogramas
também se mostrou bastante irregular, tanto com relagéo aos tempos (niumero
de dias) em que os produtos foram detectados, quanto em relacdo as
quantidades percentuais dos mesmos. Em quase todos os casos, o derivado
da canforquinona foi detectado apenas uma vez (exceto no caso do produto 3,
detectado com 5 e 20 dias, porém em quantidades muito diferentes). No caso
desse produto (em quantidade inicial de 100%), tendo sido a detecgao inicial
feita em 5 dias, o mesmo pode ter sido metabolizado nos outros produtos,
observados apenas com 10 ou 20 dias. Observou-se também a presenca da
canforquinona com 15 dias de reacéo (Figura 28).

Realizou-se a analise de uma amostra da reagao envolvendo o fungo em
questdo (aliquota recolhida com 15 dias de reagdo) por CG-EM para a
identificagdo do produto maijoritario da reagédo. Por essa analise, descrita no
item 4.1.3, observou-se a presenga de um pico com m/z 168, sugerindo a

presenca de um produto de redugédo de uma das carbonilas da canforquinona.
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4.1.2.4 Analise dos cromatogramas obtidos na biotransformagao da

canforquinona por Syncephalastrum verruculosum
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Figura 29 - Porcentagens de canforquinona durante a sua
biotransformagdo com o fungo  Syncephalastrum
racemosum

A analise do grafico acima mostrou que nao ocorreu a biotransformagéao
da canforquinona pelo fungo Syncephalastrum racemosum, sendo esta
recuperada em todos os dias de reagdo, como evidenciado pelo seu tempo de
retengao (3,183 minutos).

A linha de tendéncia (Figura 29) mostrou um pequeno decréscimo da
canforquinona ao longo do periodo de reacdo. Esse decréscimo pode ser

devido a volatilizagdo da canforquinona.

4.1.3 Anadlise por CG-EM de amostras selecionadas da biotransformagao

da canforquinona

Como pode ser observado no item 4.1.1, para algumas amostras os
cromatogramas obtidos foram inconclusivos em relagdo a reagédo de
biotransformacdo da canforquinona. Com o intuito de se comprovar algumas
hipéteses obtidas na analise dos primeiros cromatogramas, foi feita uma

segunda analise, em CG-EM, de amostras selecionadas. As amostras
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selecionadas foram aquelas para as quais se obteve resultado mais promissor
em relacdo a obtencao de produtos de biotransformacgéo, apds a analise por
CG, e também aquelas que apresentaram poucos ou nenhum pico na primeira
analise por CG, tornando inconclusivos os experimentos. Foi necessario, entao,
obter-se novos cromatogramas, desta vez tentando-se também a obtencio de
espectros de massa, com o objetivo de se confirmar ou ndo a existéncia de
derivados da canforquinona.

A polaridade das colunas utilizadas na andlise por CG e CG-EM ¢é
parecida, sendo a primeira composta de polimetilsiloxano e, a segunda, de
polimetilsiloxano 95% e fenilsiloxano 5%. A diferenca encontrada no tempo de
retengdo da canforquinona e dos seus derivados para as duas analises nao se
originou da composi¢do da coluna, mas das condigdes utilizadas durante a
andlise das amostras. Na andlise feita em CG-EM, o controle de temperatura
usado foi diferente e a vazédo de gas foi menor em relagéo aquela utilizada para
a analise por CG, para possibilitar que a amostra ficasse por tempo suficiente
na fonte de ionizagao, onde ocorre a colisdo com o feixe de elétrons.

Observou-se, também, uma inversao na ordem de saida dos produtos
em relagao a canforquinona. Na analise por CG, o tempo de retengdo dos
produtos foi maior que o da canforquinona, sendo encontrado o inverso por
CG-EM. A inversao ocorrida vem do fato de que, sendo inerte o gas utilizado
no experimento, a unica interagdo existente é entre o analito e o material que
compdbe a coluna. Nas colunas de menor polaridade, como a utilizada neste
experimento, as substancias sado separadas por ordem de pressao de vapor, ou
seja, aquela que tiver menor pressdo de vapor eluiria da coluna primeiro. No
caso da canforquinona e do seu derivado mono-hidroxilado, as substancias sao
muito parecidas, o que faz com que a substancia mais polar (o ceto-alcool), por
interagir menos com a coluna, seja detectada primeiro na anadlise [Turner e
Acosta, 2000].

41.3.1 Cromatogramas e espectros de massas obtidos na

biotransformacgao da canforquinona

Nao foi possivel a obtengdo dos espectros de massas de algumas

amostras devido a baixa quantidade de ions gerada apds a separagédo da
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amostra no cromatografo. Nesses casos, a conclusao a respeito da obtencéo
de um produto de biotransformacéo, ou da recuperagdo da canforquinona, foi
feita através de comparagbes com cromatogramas de amostras que
apresentaram espectros de massas conclusivos a respeito da reagao ocorrida.
Os graficos dessas comparagbes, bem como a sua analise, estdo
apresentados nos itens 4.1.3.3 € 4.1.3.4.

As figuras a seguir apresentam os espectros de massas obtidos para os
experimentos realizados com os fungos Mucor plumbeus, Thamnostylum sp.,
Lecanicillium muscarium para a biotransformagao da canforquinona (Figuras
30-35, pag.67-69).
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Figura 30 — Espectro de massas da 1R—(—)—canforquinona
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Figura 31 — Espectro de massas da amostra obtida com 15 dias de reagéo da
canforquinona com o fungo Mucor plumbeus (Q21)
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Figura 32 — Espectro de massas da amostra obtida com 20 dias de reacéo da
canforquinona com o fungo Mucor plumbeus (Q31)
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Figura 33 — Espectro de massas da amostra obtida com 20 dias de reacéo da
canforquinona com o fungo Thamnostylum sp. (Q13)

J k10200 fibs Intem 150 Ballmien 007
3 49 a4
200s37
150e3]
3 55
10063
0a3] ‘ ‘ | ‘ 125 168
3 100
= ||. I R T | T 12.3| R | 184 207
e T B e e e e R L
50 75 100 125 130 175 200

Figura 34 — Espectro de massas da amostra obtida com 15 dias de reacéo da
canforquinona com o fungo Lecanicillium muscarium (Q28).
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Figura 35 — Espectro de massas da amostra obtida com 20 dias como controle
positivo para a reagdo da canforquinona com o fungo Lecanicillium

muscarium (Q37).
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4.1.3.2 Proposta de fragmentacdao da canforquinona no espectro de

massas
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Figura 36 — Estruturas propostas para a fragmentagao da canforquinona
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Uma proposta para a fragmentagdo da molécula de canforquinona na

espectrometria de massas encontra-se na Figura 36, pag.70.

4.1.3.3 Controle negativo

Para os controles positivos (meios + canforquinona, sem fungo), foram
feitas analises de CG-EM para as aliquotas obtidas em 5, 10, 15 e 20 dias para
ambos os meios de cultura utilizados no experimento.

Observando-se o espectro de massas da aliquota Q37 do controle
(Figura 35, pag.69), retirada apos 20 dias de reagao, conjuntamente ao
cromatograma das amostras Q17, Q37 e do padrédo de canforquinona (Figura
38, pag.72), pode-se concluir que a canforquinona permaneceu intacta neste
meio mesmo apds este tempo, pois notou-se a presenca de um pico com
tempo de retengdo 16,975 minutos, valor observado para a canforquinona
padrdo. O espectro de massas obtido a partir do pico com tempo de retencao
16,975 minutos apresentou um pico com m/z 166, massa correspondente a da
canforquinona. A presenga de picos com m/z 168 ou 170, correspondentes a

redugao de uma ou de ambas carbonilas da canforquinona nao foi observada.
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Figura 37 — Comparacgao entre os cromatogramas das amostras
Q17, Q31 e da canforquinona
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A Figura 37, pag.71, apresenta a superposi¢cao entre os cromatogramas
da canforquinona e da amostra do controle Q17, onde se pode observar
tempos de retengao idénticos. Para efeito de comparagao, esta representado
também o cromatograma da amostra da amostra Q31, cujo pico apresentou um
espectro de massas com m/z 168.

Outro grafico, apresentado a seguir (Figura 38), mostra a superposicao
dos cromatogramas dos controles Q17, Q37 e da canforquinona, mostrando

que o substrato de partida da reagcao mostrou-se estavel no meio em questao.
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Figura 38 — Comparagéo entre os cromatogramas das amostras Q17, Q37 e
da canforquinona

A detecgdo da canforquinona somente em alguns dos cromatogramas
pode ser devida a alguma deficiéncia no processo de extragdo, a pequena
quantidade utilizada em cada aliquota (20 mL), ou até mesmo a evaporagao da

mesma, devido a sua alta volatilidade.
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4.1.3.4 Meios de reagao

Para o fungo Mucor plumbeus, foram analisadas as amostras Q1, Q11,
Q21 e Q31, correspondentes a 5, 10, 15 e 20 dias de reacao, respectivamente.
Os espectros de massas dos picos proximos ao tempo de retengcdo da
canforquinona apresentaram picos com m/z 168 em todas as amostras,
mostrando que esse fungo provocou a redugcdo de uma das carbonilas da
canforquinona, o que foi detectado em todo o processo de reacao.

O fungo Mucor plumbeus foi escolhido para analise de todo o processo
por ter apresentado resultados mais congruentes durante a andlise dos
primeiros experimentos (item 4.1) com relagcdo a formacédo de produtos de
biotransformagao da canforquinona. Isto permitiu que fosse monitorado todo o
curso desta reagéo, durante os 20 dias de incubagéo do fungo com o substrato,
sendo entdo comprovada a reducdao de uma das carbonilas do mesmo por
espectrometria de massas.

Para as amostras Q1 e Q11, como néao foi possivel obter os respectivos
espectro de massas do pico de interesse, a andlise foi feita por comparagao
dos cromatogramas destas amostras com aqueles da canforquinona (m/z 166)
e das aliquotas Q31 (m/z 168) e Q17 (m/z 166). O resultado, como mostrado
nas Figuras 39, pag.74 e 40, pag.75, a seguir, indicou que as amostras Q1 e
Q11 possuiam picos com mesmo tempo de retengcdo que a amostra Q31, que
apresenta espectro de massas com m/z 168, referente a presengca de um
produto de redugao da canforquinona

Na Figura 39, a comparagao foi feita entre as amostras Q1 e Q31, que
apresentaram tempo de retengdo em 16,70 min e que geraram um pico em m/z
168 no espectro de massas, e a canforquinona, com m/z 166 no espectro de
massas. Pode-se observar que o perfil dos cromatogramas Q1 e Q31 sao
semelhantes entre si e diferentes do da canforquinona, indicando serem ambos
referentes a um derivado mono-hidroxilado da canforquinona.

Na Figura 40, a analise foi feita comparando-se as amostras Q11, Q31
(m/z 168), Q17 (m/z 166) com a canforquinona (m/z 166). O cromatograma de
Q11 apresentou dois picos (tR=16,75 e 16,95 min). O maior sobrepds ao pico

correspondente a amostra Q31 (m/z 168). O outro pico se superpds aos picos
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correspondentes as amostras Q17 e padrdao (m/z 166), indicando tratar-se de

uma mistura entre a canforquinona e um derivado mono-hidroxilado desta.
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Figura 39 — Comparacgao entre os cromatogramas das aliquotas
Q1, Q31 e da canforquinona
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Figura 40 — Comparagao entre os cromatogramas das amostras
Q17, Q11, Q31 e da canforquinona

A Figura 41, pag.76, mostra o perfil do experimento como um todo,
comparando os cromatogramas obtidos ao longo do experimento com relagdo
ao fungo Mucor plumbeus. Essa figura mostra a superposicédo dos picos das
amostras Q1 (tR=16,65 min), Q11 (tR=16,75 min), Q21 (tR=16,70 min) e Q31
(tR=16,70 min). Observou-se, também, que esses picos ndo se sobrepbem ao
pico correspondente ao padrao (tR=17,00 min). Notou-se que o0s picos
correspondentes as primeiras quatro amostras (a exce¢gdo de um dos picos da
amostra Q11) se sobrepdem, todos correspondendo a um produto de redugao
de uma das carbonilas da canforquinona. O pico da amostra Q11 com tR 16,95
min sobrepde-se ao pico da canforquinona, evidenciando a recuperacido de

parte do substrato inicial da reagéo.
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Figura 41 — Comparagao entre os cromatogramas das amostras

Q1, Q11, Q21, Q31 e da canforquinona

Foram ainda analisadas duas outras amostras, Q13 e Q28. A amostra
Q13, referente a 10 dias de reagéo do fungo Thamnostylum sp., apresentou um
pico com m/z 166, indicando a recuperacao da canforquinona. No caso da
amostra Q28, referente a 15 dias de reagéo do fungo Lecanicillium muscarium,
foi observado um pico em m/z 168, evidenciando a presenca de um produto de
reducdo da canforquinona. Entretanto, a falta de dados nao possibilitou o
monitoramento desse produto nos outros dias de reagdo com o fungo

Lecanicillium muscarium.

76



4.2 Calculos tedéricos para a obtencdo das populagdes dos
possiveis produtos de redugao da 1R-(-)-canforquinona.

A partir dos dados obtidos por CG e CG-EM, para a reacao da 1R-(-)-
canforquinona com os fungos Mucor plumbeus, Thamnostylum sp.,
Lecanicillium muscarium e Syncephalastrum racemosum, constatou-se que
houve a reducido dessa molécula, o substrato de partida, que foi transformado
em um ou mais cetoalcoois pelos trés primeiros microrganismos citados, de

acordo com a Figura 42.

Y 45 T 46 " 47 48

Figura 42 — Estruturas dos cetoalcoois possiveis de serem obtidos a partir
da 1R-(-)-canforquinona (44).

Analisando dados da literatura sobre a reacdo de biotransformacao da
canforquinona com outros organismos, notou-se que ha certa preponderancia
de um dos produtos (48) em relagdo aos demais, como pode ser observado na
Tabela 5, pag.78. Foi realizado um estudo tedrico com o objetivo de se
entender esse fato. O objetivo desse estudo foi verificar a estabilidade relativa
desses produtos em solugdo e, dessa forma, determinar teoricamente as
porcentagens relativas desses produtos na reacgao.

Para a realizacdo dos calculos, levou-se em conta o fato de que néao
havia como calcular a variagdo da energia global para a reacédo, ja que ndo se
tinha informagdes a respeito de quais reagentes, além da canforquinona, que
participavam da reacgdo, pois a(s) enzima(s) que os microrganismos utilizam
nesse processo nao sao conhecidas. Apesar disso, a estabilidade dos produtos
poderia ser avaliada tendo em vista que a mistura dos cetoalcoois foi obtida a
partir dos mesmos reagentes. Dessa forma, a energia livre de Gibbs relativa,
determinada a partir da estrutura mais estavel em fase gasosa, poderia ser

empregada na determinagao da populagao tedrica das espécies.
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Tabela 5 - Quantidades percentuais dos monocetoalcoois obtidos como

produtos da biotransformacdo da 1R-(-)-canforquinona com diversos

organismos
Organismo 45 46 47 48 Referéncia
M. plumbeus 21 28 0 51 68
A. niger 80 3 3 12 16
F. solani 26 7 8 57 16
G. cingulata 24 6 17 51 16
M. mucedo 30 43 2 22 16
R. solani 33 24 2 40 16

Este estudo foi realizado pelo Dr. Cléber Paulo Andrada Anconi, sob a
orientagdo dos professores Wagner Batista de Almeida (UFMG) e Hélio
Ferreira dos Santos (UFJF). As estruturas dos quatro cetoalcoois foram
otimizadas sem qualquer restricdo de geometria ou simetria, usando Post-HF
Moller-Plesset second order pertubation theory (MP2) [Szabo et al., 1996]. Para
todas as estruturas, em otimizacdes e calculos de freqliéncias harmdnicas, o
conjunto de fungdes de base de Pople 6-31G(d,p) [Ditchfield et al., 1971] foi
utilizado.

Apos o calculo de frequéncias harmoénicas, todas as estruturas
investigadas foram caracterizadas como minimo na Superficie de Energia
Potencial (PES) no nivel de teoria utilizado (todas as frequéncias calculadas
sdo reais).

Teoricamente, os valores relativos da energia livre de Gibbs (AG) séo
determinados através da soma dos valores relativos de energia eletronica-
nuclear (AEeenuc), resultantes da resolugdo da equacdo de Schrddinger
independente do tempo, para uma molécula isolada no vacuo perfeito, a
correcao térmica a energia livre de Gibbs (AGt), grandeza dependente da
temperatura e da pressao.

A corregdo térmica a energia livre de Gibbs (Gt), de cada estrutura

analisada, foi obtida em calculos quanticos de freqléncias harménicas, por
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intermédio das equacbes da termodinamica estatistica [Mcquarrie et al., 1973],
nas quais sao empregadas as aproximagdes da particula na caixa, rotor rigido
e oscilador harménico na obtencdo das fungbes de particdo translacional,
rotacional e vibracional. A partir das funcbes de particdo, as quantidades
termodinamicas (entalpia, entropia e energia livre de Gibbs) sdo determinadas.

Com o objetivo de se obter dados termodindmicos mais realistas, o
efeito do solvente foi adicionado utilizando-se o modelo Polarizable Continuum
Model (PCM) [Cossi et al., 1996; Barone et al., 1997], sendo os calculos de
energia, nos quais o efeito do solvente foi considerado, efetuados empregando-
se as estruturas otimizadas previamente, no nivel de teoria MP2/6-31G(d,p),
em fase gasosa. Assim, a energia livre de Gibbs relativa em solugéo (AGs,) foi
calculada como a soma da energia livre de Gibbs relativa (AG) e a energia de
solvatacao relativa, em agua (¢ = 78,39) foi determinada empregando como
referéncia o minimo global em fase gasosa. Todos os calculos foram feitos no
Laboratério de Quimica Computacional e Modelagem Molecular (LQC-MM),
Departamento de Quimica, ICEx, UFMG, usando o pacote de programas de
mecanica quantica Gaussiam Program 2003 [Frisch et al., 2003].

A Tabela 6, pag.80, mostra a energia livre de Gibbs relativa em fase
gasosa e em solugéo, utilizando a agua como solvente e a populagéo relativa
da mistura dos quatro cetodlcoois. Os valores das energias livres de Gibbs
relativas foram calculados tendo a molécula 48 como referéncia, justificando o
valor zero disposto na Tabela 6. Esse produto mostrou ser o mais estavel, a
T=298,15K e p=1,0atm. Observa-se, pela Tabela 6, que as energias livres de
Gibbs relativas obtidas para os produtos em fase gasosa e em solugao nao
apresentaram diferengas significativas. Isso ocorreu devido as pequenas
diferengas nas energias de solvatagao calculadas para os mesmos. Observou-
se também, de acordo com as energias livres de Gibbs relativas em solugéo,
que provavelmente existira uma mistura dos quatro cetoalcoois a temperatura
ambiente, em solucdo aquosa, com forte preponderédncia para o produto

representado por 48.
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Tabela 6 - Energia livre de Gibbs relativa em fase gasosa (AG) e em solugao
(AGsol), €M Kcal.mol”, e populacdo da mistura dos quatro cetodlcoois, a

T=298,15K e p=1atm.

Produto AG AGsol Populagdo (%)
45 1,43 1,51 4,90
46 0,88 0,86 14,60
47 0,61 0,73 18,20
48 0,00 0,00 62,30

"Determinado em solugédo (agua) empregando o nivel de teoria MP2/6-31G(d,p). O efeito do

solvente foi adicionado utilizando-se o modelo Polarizable Continuum Model (PCM).

O grafico a seguir (Figura 43), mostra as diferencas relativas na energia
livre de Gibbs dos produtos em fase gasosa e em solugao aquosa, assim como

a populagao tedrica desses produtos, determinada a T=298,15K e p=1, 0 atm.

45
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124 4,90%
‘_'_D 47
£ o8- o -
= 14,60% —_®
2 -
G 18,20%
2 % \ | 48
007 52,30%\'
I I | T
28 29 30 "
Cetoalcool

Figura 43 — Grafico dos valores relativos das energias livres de Gibbs
em fase gasosa e em solugdo aquosa obtidos pelos
calculos tedricos feitos com os quatro produtos, no nivel
MP2/6-31G(d,p).
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Como resultado deste estudo, observou-se coeréncia entre o produto
principal da reagdo com varios fungos relatado na literatura com aquele que
apresenta maior populacao tedrica, embora os quatro cetoalcoois possiveis de
serem formados possuam valores relativos de energias livres de Gibbs
proximas. Entretanto, a literatura relata que alguns organismos, como o A.
niger [Miyazawa et al., 1995], sdo capazes de fornecer, como produto principal,
o cetoalcool 45 que, teoricamente, além de ter a maior energia livre de Gibbs,
também é aquele que teria menor populacao tedrica. Isto mostra o potencial do
uso de fungos em sintese organica, ja que €& possivel obter produtos
majoritarios  diferentes usando  microrganismos  diferentes. Mesmo
considerando-se 0 mesmo género, Mucor, os produtos majoritarios fornecidos

por duas espécies diferentes (M. mucedo e M. plumbeus) sao diferentes.

4.3 Biotransformacao do fujenal

Apods se estudar a biotransformagédo da canforquinona com os fungos
Mucor plumbeus, Syncephalastrum racemosum, Lecanicilium muscarium e
Thamnostylum sp., tentou-se fazer a biotransformacdo de outras moléculas
utilizando-se dois desses microrganismos. Inicialmente, tentou-se fazer a
biotransformagdo do caurenol (115) [Raldugin et al., 1976] e da
estigmastadienona (116) [Turner, 1991] (Figura 44, pag.82) com o fungo Mucor
plumbeus, com o qual foram obtidos os resultados mais promissores na reagao
com a canforquinona. Nao sendo obtidos produtos de biotransformagao com
esse fungo, fez-se a biotransformacgéo do fujenal (94, Figura 23, pagina 43),

um diterpeno, com o fungo Thamnostylum sp..
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Figura 44 — Estrutura do caurenol (115) e da estigmastadienona
(116)

Obtiveram-se 3,65 g de extrato, que foi posteriormente submetido a
cromatografia em camada delgada e em coluna de silica gel.

Em uma primeira andlise do extrato por cromatografia em camada
delgada, utilizando-se o fujenal como padrdo, observou-se apenas uma
mancha fraca com tR igual ao do fujenal presente na placa. Apesar de nao
terem sido visualizadas manchas nitidas referentes a produtos, o extrato foi

submetido a cromatografia em silica gel.

4.3.1 Caracterizagao do fujenal e dos produtos da sua biotransformacao

por Thamnostylum sp.

As analises foram feitas utilizando-se os espectros de RMN de 'H e de
3C, subespectro DEPT-135 e os mapas de contornos de HMQC e HMBC.

4.3.1.1 Elucidagao estrutural do fujenal

Por ser uma molécula conhecida a algum tempo [Avent et al., 1985], o
fujenal ja apresenta seus dados de RMN de 'H e de "*C atribuidos na literatura
[Avent et al., 1985]. Dessa forma, foi feita uma comparacédo dos dados obtidos
com os dados ja registrados anteriormente (Tabela 7, pag.83, Figuras 46-52,
pag.85-91).

82



Tabela 7 — Dados de RMN de 'H e de "*C encontrados para o fujenal em CDCl3

Carbono Dados da literatura Fujenal
(Avent et al., 1985)
8¢ (100 MHz) | 64 (400 MHz) | 8¢ (100 MHz) | 64 (400 MHz)
1 33,30 1,80 e 1,60 33,29 1,82 (m) e 1,64
(m)
2 17,86 1,60 e 1,40 17,82 1,63 (m) e 1,36
(m)
3 28,83 2,35e 1,21 28,89 2,34 (d) J 2,35
Hz e 1,22 (m)
4 44,60 - 44,58 -
5 56,25 2,61 56,22 2,61 (s)
6 172,42 - 172,58 -
7 203,74 9,70 203,97 9,70 (s)
8 58,98 - 58,97 -
9 46,49 2,67 46,32 2,68 (m)
10 41,91 - 41,89 -
11 19,62 1,92e 1,70 19,61 1,93 (m) e 1,70
(m)
12 32,06 2,00 e 1,50 31,93 2,00 e 1,50 (m)
13 44,00 2,85 43,92 2,85
14 32,44 1,70 e 1,60 32,40 1,70 (m) e
1,61(m)
15 42,84 2,46 e 2,20 42,75 2,22 (d) J 2,20
Hz e 2,45 (d) J
2,47 Hz
16 150,97 - 150,87 -
17 105,07 4,96 e 4,83 105,15 4,92 (s)e 4,83
(s)
18 29,81 1,37 29,90 1,37 (s)
19 175,89 - 175,76 -
20 22,68 0,87 22,65 0,87 (s)
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Algumas correlagdes importantes também puderam ser vistas nas
expansoes dos mapas de contornos HMBC (Figuras 50-52, pag.89-91), entre

C-8 e H-7 (4), C-8 e H-11 (3), C-15 e H-17 (3J) e entre C-13 e H-17 ()
(Figura 45).

)
S
L

Figura 45 — Algumas correlagdes do fujenal (94) observadas
nos mapas de contornos de HMIBC.
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4.3.1.2 Tentativa de elucidacdo estrutural dos produtos da

biotransformacao do fujenal pelo fungo Thamnostylum sp.

O primeiro produto da biotransformacao do fujenal (F1) foi obtido da
fracdo 27 da coluna feita com o extrato obtido do fungo Thamnostylum sp.. Na
tentativa de se elucidar as mudangas estruturais na molécula de partida,
inicialmente fez-se uma comparagao dos dados de RMN dessa molécula com
os dados obtidos para o fujenal. Foi possivel identificar 20 carbonos através
dos espectros de RMN de '®C (Figuras 59-60, pag.100-101), confirmados
pelos mapas de contornos HMQC. Através dos espectros de DEPT-135
(Figura 61, pag.102) verificou-se que eram 2 primarios, 9 secundarios, 9
terciarios e 6 quaternarios.

Pelos espectros de HMQC e suas expansbdes (Figuras 62-64, pag.103-
105) foi possivel determinar a conectividade de quase todos os carbonos da
molécula em questéo, confirmando a regido do substrato em que houve uma
mudancga estrutural. Nos mapas de contornos HMBC foram encontradas
diversas correlagdes importantes para quase todas as partes da molécula,
inclusive para os carbonos do anel lactbnico, no qual parece nao ter havido
alteragdes apds a reagcao. Nao foram encontradas correlagées (HMBC) para
os carbonos 2, e 12, que tiveram sua atribuicdo realizada por comparagdo com
os deslocamentos quimicos relatados para o fujenal.

Os sinais caracteristicos dos dois hidrogénios ligados a C-17 foram
visualizados no espectro de RMN de "Hem 54,76 e 5 4,83, a exemplo dos
simpletos referentes a H-5 (6 3,13) e H-18 (6 1,37) (Figuras 56-58, pag.97-99).
Duas mudangas ocorridas em relagao aos espectros do substrato inicial foram
a auséncia do sinal correspondente ao hidrogénio do grupo aldeido do material
de partida e a presenga de um novo sinal que poderia corresponder a um
carbono anomérico de uma glicose (6 5,41). Tendo sido utilizada uma
quantidade expressiva de glicose para o preparo do meio de cultura, supds-se,
primeiramente, que o material em analise estivesse impuro e fosse constituido
por uma mistura de um produto de biotransformagao do fujenal e de glicose.
Entretanto, foram encontradas correlagcbes, no mapa de contornos HMBC,

entre C1’ (da glicose) com os carbonos 8 e 15, indicando tratar-se de uma
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mesma substancia e ndo de uma mistura. Nos espectros de RMN de 'C,
encontraram-se sinais de outros carbonos que poderiam pertencer a uma
molécula de glicose (Figura 53 e Tabela 8, pag.96). O sinal do carbono
pertencente ao grupo aldeido do fujenal também nao foi detectado nesses

espectros.

118

Figura 53 — Estrutura da molécula de glicose no produto F1 e respectivos
deslocamentos quimicos (118).

Apesar de parecer ter ocorrido a glicosilagao do fujenal com o fungo
Thamnostylum sp., nao foi possivel determinar de forma inequivoca em que
carbono do substrato inicial a molécula de glicose estava ligada. Considerando
as atribuicbes feitas até o momento, apenas C-8 ainda nao foi atribuido. No
material de partida, o sinal de C-8 aparece em &, 58,96. No espectro de RMN
de C do produto, o unico sinal de carbono quaternario ainda n&o atribuido
aparece em &. 52,89, supondo-se, entdo, ser este o valor de deslocamento
quimico de C-8. Haveria diversas possibilidades para a ligagdo da glicose a
molécula do fujenal. Primeiramente, considerando-se que a fungdo em C-7 nao
€ mais um aldeido, mas que este carbono ainda pertence a molécula, as

seguintes estruturas (119 e 120, Figura 54, pag.94) seriam as mais plausiveis:
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Figura 54 — Propostas estruturais para o produto F1 da

biotransformacéao do fujenal por Thamnostylum sp..

Entretanto, nem o sinal de uma carbonila de éster, nem o sinal de um
carbono metilénico oxigenado (exceto o de C-6’) estdo presentes no espectro
de RMN de C deste produto. Além disto, nas duas situacdes anteriores, a
correlacao entre C-1" e C-15 e C-1’ e C-8, observadas no mapa de contornos
HMBC (Figura 65-68, pag.106-109), seriam *J e °J respectivamente, ou seja,
improvavel de serem observadas.

Assim, passou-se a considerar a possibilidade de ter havido a remocgao
do carbono 7 da molécula do fujenal, para a entrada da molécula de glicose em
C-8. Nesse caso, possou-se a considerar duas possibilidades, ter ocorrido uma
C-glicosilagéo levando a estrutura 121 ou uma O-glicosilagdo, levando a
estrutura 122 (Figura 55, pag.95).
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Figura 55 — Propostas estruturais para o produto F1 (121 e 122) da
biotransformacgéao do fujenal por Thamnostylum sp..

O valor do deslocamento quimico do carbono anomérico C-1’, no caso de
uma C-glicosilagdo, ndao poderia ser 6. 103,59, como observado pois, neste
caso, C-1’ estaria ligado a apenas um atomo de oxigénio, nao justificando um
valor de deslocamento quimico tdo alto [Iranshahi et al., 2007; Manns., 1995;
Huang et al., 2006].

Considerando-se a estrutura 122, na qual se propde ter havido uma O-
glicosilagao, o valor de deslocamento quimico de C-1’ é coerente, porém, o
valor encontrado para C-8 esta abaixo da faixa esperada [Wang et al., 2001;
Castillo et al., 1997].

Assim, tendo-se esgotado os recursos disponiveis para esta elucidacao
estrutural, a proposta estrutural mais coerente encontrada seria a estrutura
122, respaldada inclusive pelas correlacdes entre C-1' e C-8 (*J), embora ainda
sejam incomuns o valor do deslocamento quimico encontrado para C-8 e a
visualizacdo de uma correlacéo do tipo *J entre o carbono anomérico e C-15.

Espera-se repetir este experimento em um futuro préximo, em maior
escala, visando a obtencdo de maiores quantidades de produtos que

possibilitem o término desta elucidac&o estrutural.
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Tabela 8 — Dados de RMN de 'H e de "*C encontrados para o produto F1 de

biotransfomacgao do fujenal com o fungo Thamnostylum sp. em CDCl3

¢ (100 MHz) 81 (400 MHz) HMBC
Carbono
1 34,57 1,68 (m) e 2,72 (m) H9 (J)
2 17,20 1,23 (s) e 1,57 (m) -
3 28,29 1,26 (m) H18 (°J)
4 45,11 - H5 (3J), H18 (°J)
5 55,39 3,13 (s) -
6 171,75 - H5 (° J)
7 - - -
8 52,89 - H1', H9 (°J)
9 45,36 2,12 (m) -
10 41,44 - H5 (°J), H9 (°J)
11 21,16 - H9 (°J)
12 31,94 1,26 (m) -
13 43,46 2,68 (m) H17 (¢ J)
14 32,53 1,53 (m) e 1,63 (m) H9 (¢ J)
15 39,99 2,10 (m) H1', H17 (3J)
16 154,85 - H14 (°J), H15 (°J)
17 103,25 4,79 (s) e 4,83 (s) -
18 28,30 1,37 (s) H5 (3J)
19 175,89 - H5 (CJ), H18 (°J)
20 25,36 1,29 (s) -
1 103,59 5,41 (s) -
2 74,64 4,74 (m) -
3 78,55 3,49 (m) -
4 70,13 3,74 (qui) (J) 3,75 Hz -
5 79,72 3,55 (m) -
6’ 61,00 4,11 (q) (J) 4,12 Hz -
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Para o segundo produto da reacao (F2) nao foi possivel a obtencao de
espectros 2-D, devido a pequena quantidade de material. Pelo espectro de
RMN de 'H (Figura 69, pag.112) foram observados os simpletos
correspondentes a H-5 (6 3,13), H-18 (5 1,37) e H-20 (6 0,88) (Tabela 9), além
dos sinais correspondentes a H-9 (6 2,12), H15(5 3,13) e H13(5 3,13), também
presentes no primeiro produto e no fujenal.

Nos espectros de RMN de 3C observou-se também o mesmo aspecto
geral encontrado no fujenal e em F1 (Figuras 70-71, pag.113-114). A analise
conjunta com os espectros de DEPT-135 (Figura 72, pag.115) mostrou a
presenca de sinais de 17 dos vinte carbonos da molécula do fujenal, ndo sendo
possivel a atribuicdo dos demais carbonos devido a falta de dados inequivocos.
Na Figura 70, foi adicionada uma expansao na regiao do espectro de RMN de
3C entre § 27,5 e 30,5, mostrando que os picos correspondentes aos carbonos
C-3 e C-18 possuem deslocamentos quimicos muito proximos, sendo
necessaria a expansao para a sua visualizacdo. Quatro dos picos de carbonos
correspondentes ao agucar presente no primeiro produto apareceram também
nos espectros de RMN de '*C desse segundo produto (foi observado também o
mesmo simpleto correspondente a H1’ no espectro de RMN de 1H), estando
ausentes, no entanto, dois dos picos da glicose, tornando inconclusiva a
presenca do acucar. Nao foi possivel, portanto, a proposicdo de uma estrutura

para esse produto.

Tabela 9 - Dados de RMN de 'H e de "*C encontrados para o segundo
produto de biotransfomacdo do fujenal com o fungo Thamnostylum sp. em
CDCl;

Carbono oc (100 MHz) on (400 MHz)

35,12 -

17,49 -

28,59 -

45,40 -

55,69 3,13 (s)

172,04 -

N O] O B~ W N =
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8 53,19 -

9 45,65 2,12 (m)

10 - -

11 21,46 -

12 32,82 -

13 43,75 2,68 (m)

14 34,86 -

15 40,29 2,10 (m) e 2,72 (m)
16 155,15 -

17 103,54 4,78 (s) e 4,83 (s)
18 28,59 1,37 (s)

19 175,51 -

20 25,66 1,29 (s)
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5 CONCLUSOES

Nesse trabalho estudou-se a reagdo de biotransformacdo da 1R-(-)-
canforquinona com quatro fungos, Mucor plumbeus, Thamnostylum sp.,
Lecanicillium muscarium e Syncephalastrum racemosum.

O processo de metabolizagdo da 1R-(-)-canforquinona pelo fungo Mucor
plumbeus foi monitorado, com éxito, utilizando-se cromatografia gasosa e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

O fungo Mucor plumbeus produziu trés diferentes produtos, sendo um
deles em grande quantidade percentual (94,15% com 5 dias de reac&o). Foi
detectada para esse fungo, por CG-EM, a formagao de um derivado com m/z
168, durante todo o periodo de reagado. Esse dado indica que houve a redugao
de uma das carbonilas da canforquinona, formando um ceto-alcool.

A presenga de um produto da redugdo de uma carbonila (m/z 168) foi
verificada também apdés 15 dias de reagdo com o fungo Lecanicillium
muscarium, embora nao tenha sido possivel realizar-se o monitoramento
completo da reagéo envolvendo esse fungo.

Observou-se, também, através de CG e CG-EM, a estabilidade da 1R-(-
)-canforquinona nos meios reacionais utilizados. Dessa forma, pode-se garantir
que as reacgbes de formacdo dos produtos devem-se ao metabolismo dos
microrganismos utilizados.

O estudo tedrico realizado para os quatro possiveis cetoalcoois
resultantes da biotransformagdo da 71S-(-)-canforquinona mostrou que a
substancia (-)-3S-endo-hidroxiepicanfor seria, teoricamente, a mais abundante
em solucdo, o que esta de acordo com os dados praticos encontrados na
literatura. Isso indicou que, em alguns organismos, as enzimas responsaveis
pela reducéo da canforquinona reagem de forma a se obter o produto mais
estavel termodinamicamente.

Da biotransformagédo do diterpeno fujenal obtiveram-se dois produtos.
Obtiveram-se fortes indicios espectroscépicos de que um deles consiste em um
glicosideo, embora ndo tenha sido possivel a elucidagédo completa da estrutura

dos produtos com os dados espectrométricos obtidos.
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Anexo
Cromatogramas obtidos por cromatografia gasosa na

biotransformacgao da canforquinona

A seguir, apresentam-se o0s cromatogramas obtidos para a
canforquinona e para as aliquotas dos experimentos realizados na

biotransformacao dessa substancia (Figuras 73-83, pag.129-139).
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Figura 73 — Cromatograma da canforquinona obtido por CG
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Figura 74 — Cromatogramas das amostras Q1, Q11, Q21 e Q31,
obtidos por CG, referentes aos experimentos de
biotransformagéo da canforquinona com o fungo Mucor
plumbeus. 130
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Figura 75 — Cromatogramas das amostras Q2, Q12 Q22 e Q32,
obtidos por CG, referentes aos controles negativos dos
experimentos com o fungo Mucor plumbeus.
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Figura 76 — Cromatogramas das amostras Q3, Q13, Q23 e Q33,
obtidos por CG, referentes aos experimentos de
biotransformacdo da canforquinona com o fungo
Thamnostylum sp..
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Figura 77 — Cromatogramas das amostras Q4, Q14, Q24 e Q34,
obtidos por CG, referentes aos controles negativos dos
experimentos com o fungo Thamnostylum sp..
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Figura 78 — Cromatogramas das amostras Q5, Q15, Q25 e Q35,

obtidos por CG,

referentes aos experimentos de

biotransformagdo da canforquinona com o fungo

Syncephalastrum racemosum.
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Figura 79 — Cromatogramas das amostras Q6, Q16, Q26 e Q36, obtidos
por CG, referentes aos controles negativos dos experimentos
com o fungo Syncephalastrum racemosum .
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Figura 80 — Cromatogramas das amostras Q7, Q17, Q27 e Q37, obtidos
por CG, referentes aos controles positivos dos experimentos
com os fungos Mucor plumbeus, Thamnostylum sp. e
Syncephalastrum racemosum.

136



mV
450.0]
Q8
] 1
300.0
150.0]

00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

mV
450.0] Q18
300.0!
] 1
150.0 | 2| 3
fo - N [P Sp— --“"--l— —

00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

mv - - - )
450.0} Q28
300.0! ]

| 4
] 5 6 7
150.0 2 3 |
fL RN |
L ) ———_ T ——
6

00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

mvV - |- -
450.0! Q38
300.0! 4
1 | 6 7
150.0] | 2 3 J\\EL | |
N~ _J._ i S

00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Injection Time: 05 May 2000 at 16:15:24 [Active Status] Minutes

Figura 81 — Cromatogramas das amostras Q8, Q18, Q28 e Q38,
obtidos por CG, referentes aos experimentos de
biotransformacdo da canforquinona com o fungo
Lecanicillium muscarium .
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Figura 82 — Cromatogramas das amostras Q9, Q19, Q29 e Q39, obtidos
por CG, referentes aos controles negativos dos experimentos
com o fungo Lecanicillium muscarium.
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Figura 83 — Cromatogramas das amostras Q10, Q20, Q30 e Q40,
obtidos por CG, referentes aos controles positivos dos
experimentos com o fungo Lecanicillium muscarium.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

