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RESUMO

ESTUDO DO POTENCIAL DE MICRO-ORGANISMOS ENDOFITICOS NA
BIOTRANSFORMACAO DE PRODUTOS NATURAIS. Os micro-organismos
endofiticos Penicillium griseoroseum, Penicillium brasilianum, Aspergillus flavus
e Aspergillus aculeatus se mostraram bastante eficientes para a realizagéo das
mais diferenciadas reacdes de biotransformacdo. O fungo Penicillium
griseoroseum apresentou elevada seletividade de desmetilagdo do substrato
cafeina além da desmetilacdo da 2’,4’,6’-trimetoxiacetofenona. Modificagdes
quimicas mais complexas como formacado de ligacdo C-C ( no flavandide
5,7,3,4’,5'-pentametoxiflavanona) e cloragdo também foram observadas com
este micro-organismo. Ainda quando explorado com flavondides como
naringenina e hesperetina, obteve-se suas respectivas chalconas e, com o
flavondide glicosilado o fungo também se mostrou ativo. Por outro lado
explorou-se a capacidade oxidativa dos fungos Penicillium brasilianum e
Aspergillus flavus com o substrato 1-indanona. Ambos os fungos realizaram
tanto a reagdo de oxidacdo de Baeyer-Villiger quanto hidroxilagdo. No entanto
ao se testar flavondides glicosilados com o fungo Aspergillus flavus obteve-se a
degradacdo completa dos mesmos, porém com o0s respectivos substratos
metoxilados nenhuma transformacéo foi obtida. O fungo Aspergillus aculeatus
por sua vez foi explorado quanto a sua capacidade de dimerizar substancias.
Dessa forma os substratos utilizados foram os compostos fenolicos 2-naftol, 1-
naftol e 1-naftilamina. Como produto de biotransformacéao foi obtida uma nova
reagao, um rearranjo de Fries que originou a adi¢ao do grupo cetil em todos os

substratos testados.
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ABSTRACT

STUDY OF ENDOPHITIC MICROORGANISMS POTENTIAL ON THE
BIOTRANSFORMATION OF NATURAL PRODUCTS. The endophytic
microorganisms Penicillium griseoroseum, Penicillium brasilianum, Aspergillus
flavus e Aspergillus aculeatus have shown to be very efficient in order to
perform the most diferenciated biotransformation reactions. The fungi
Penicillium griseoroseum has presented an elevated desmethylation selectivity
of the caffeine substrate besides the desmethylation of the 2',4’,6'-
trimethoxyacetophenone. More complex chemical modifications as the
formation of the C-C bond (in the flavanoid 5,7,3',4’,5’-pentamethoxyflavanone)
and chloration were also observed with this microorganisms. Yet when explored
with flavonoids such as the naringenin and hesperetin, their respective chalcone
and, with the glicosylated flavonoid the fungi has also shown itself active.
Besides that, the oxidative capability of the Penicillium brasilianum e Aspergillus
flavus fungi has been explored with the 1 indanone substrate. Both fungi have
performed the Baeyer-Villiger oxidation reaction and the hidroxylation as well.
Therefore, when testing glicosylated flavonoids with the fungi Aspergillus flavus
their complete degradation was obtained, but with the respective methoxylated
substrates no transformation has been obtained. The Aspergillus aculeatus
fungi was explored concerning its capability of dimerizing substances. This way,
the used substrates were the phenolics 2-naphthol, 1-naphthol e 1-
naphthilamine compounds. As a biotransformation product a new reaction was
obtained, a Fries rearrangement that has originated the adition of the ketil group

to all tested substrates.
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1 - INTRODUGCAO
1.1 — Biotransformagodes — aspectos gerais

Biotransformagdes s&o processos em que um agente biologico €
utilizado para a conversdo de um substrato (composto organico) por um numero
limitado de etapas, sendo uma(s) enzima(s), o principal agente dessas reacdes’.

De fato, transformagdes biotecnologicas incluem uma variedade de
processos, ordenados de acordo com o numero de etapas biologicamente realizadas
e a complexidade dos substratos. O termo biotransformacao pode ser aplicado para
modificagdes especificas ou interconversées quimicas realizadas por enzimas
presentes nas células ou na forma isolada®.

Ja “processos biocataliticos” sdo descritos como transformagdes de um
substrato definido para um produto alvo definido com uma ou diversas etapas
enzimaticas envolvidas. No entanto, quando se comparam as biocatalises com as
demais catalises obtem-se boas vantagens em termos de seletividade e
especificidade, contudo a estabilidade do catalisador biologico torna-se em alguns
casos um desvantagem consideravel. As vantagens e desvantagens do uso de

biocatalises encontram-se listadas na Tabela 1.12.

TABELA 1.1 — Vantagens e desvantagens de biocatalisadores e enzimas®.

Biocatalisador Vantagens Desvantagens
Alta especificidade Custo elevado
. Maior produtividade Necessidade de cofatores
Enzimas
Facilidade de isolamento Disponibilidade em alguns
dos produtos casos

. Baixa tolerancia a substratos e
Baixo custo

) solventes organicos
Células

. Reacbes pararelas devido ao
Regeneracgao de cofatores .
metabolismo celular

O uso de biocatalisadores naturais ndo € nada novo. Eles vém sendo

utilizados por mais de 100 anos, sendo o primeiro uso de biotransformacao descrito
2
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por Pasteur em 1858, quando ele obteve L-tartarato de aménio de DL-tartarato de
amoénio utilizando o fungo Penicillium glaucum®. Inicialmente as biotransformagées
foram consideradas um movimento “fashion”, sendo empregadas em algumas
etapas da quimica organica sintética. Contudo, com o desenvolvimento de novas
técnicas, o uso de biotransformacao foi crescendo até ser empregado, atualmente,
como uma poderosa ferramenta de producdo de compostos com alto valor
agregado. Acredita-se que o futuro da industria de sintese quimica, essencialmente
devido as crescentes exigéncias de qualidade e preservagdo do meio ambiente,
passara em muitos casos pela utilizagao de processos biocataliticos.

Os biocatalisadores tém se tornado mais acessiveis e de facil obtengao
e manuseio. Sua eficiéncia em realizar diversas reagdes quimicas, até as mais
dificeis de serem obtidas pelos métodos tradicionais, como a modificagdo de grupos
pouco ativados e a introdugao de fungdes organicas, principalmente hidroxilagées,
em carbonos sp® remotos a funcdes pré-existentes, tém sido o grande atrativo para
sua aplicacdo em sinteses quimicas multi-etapas. A seletividade apresentada pelos
biocatalisadores naturais (quimioseletividade, enantioseletividade e
regioseletividade), o amplo espectro de substancias quimicas que sédo aceitas para
as reagdes como substratos, o custo, as condicdes amenas e ecologicamente
corretas, conferem aos mesmos algumas caracteristicas fundamentais para sua
utilizagdo®. Nos ultimos anos as biotransformacdes tém explorado conhecimentos de
areas como a biologia molecular, com o intuito de desenvolver biocatalisadores mais
ativos, estaveis e seletivos, passiveis de serem utilizados pela industria a um custo
mais acessivel.

As reagdes de biotransformacdo sao realizadas empregando-se
enzimas isoladas ou células integras de organismos vivos (como plantas) ou micro-
organismos (leveduras, bactérias e fungos). Os micro-organismos compreendem
uma enorme diversidade em espécies, mas apesar das inumeras aplicacdes
bioldgicas apresentadas na literatura®®, os fungos e as bactérias constituem os
grupos menos estudados do ponto de vista do metabolismo secundario®.

Os fungos tém sido uma fonte excepcionalmente rica de farmacos ou
pro-farmacos importantes, incluindo antibidticos antibacterianos (B-lactémicos,
aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos, glicopeptideos e estreptograminas),
antibiéticos-antitumorais (antraciclinas, bleomicinas, actinomicinas, mitomicinas e

acidos auredlicos), agentes redutores do colesterol sanguineo (estatinas), agentes
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1011 De fato, o metabolismo

imunossupressores (ciclosporina A), entre outros
secundario dos fungos é rico em diferentes classes de substancias, desde
terpenoides, alcaloides, e policetideos, como zearalenonas, antraquinonas,
alquiresorcindis, e meroterpenos, dentre outras. Aproximadamente um quarto de
todos os produtos naturais biologicamente ativos foram obtidos de fungos'?.

Ha diferentes estimativas sobre a quantidade de espécies de fungos
que habitam o nosso planeta’. Estima-se que haja cerca de 1,5 milhdes de fungos,
dos quais apenas 5% das espécies estdo descritas'®. Entre as espécies descritas
(69.000), somente 16% (11.500) tém sido cultivadas''. Estes dados ilustram o
grande potencial quimico e bioldégico a ser explorado com estudos de metabdlitos
secundarios produzidos por fungos, bem como seu sistema enzimatico.

De fato os micro-organismos sao seres importantes para a humanidade
por inumeras razdes, incluindo sua participacdo em reflorestamentos (micorrizas),
fermentacgao para a producgao de alimentos, sendo uma das principais a produgao de
substancias valiosas, como acido citrico, ciclosporina, penicilina dentre outras
substancias biologicamente ativas. As principais caracteristicas dos micro-
organismos que os tornam uteis para a producdo de tais compostos, os quais
poderiam ser obtidos de plantas ou ainda serem sintetizados in vitro por vias
quimicas sdo a alta razdo superficie/volume, que facilita o rapido consumo de
nutrientes para seu metabolismo e biossintese; a ampla variedade de reagdes que
0s micro-organismos sdo capazes de realizar; a grande facilidade de adaptacéo nos
mais diferentes ambientes, permitindo o seu transporte da natureza para meios
artificiais, no qual eles sdo capazes de crescer utilizando fontes de carbono e
nitrogénio de baixo custo e produzir compostos de interesse; a simplicidade de
procedimentos de screening, permitindo examinar milhares de culturas em um
tempo razoalmente curto; e a ampla diversidade de espécies, produzindo diferentes
enzimas, que podem catalisar as mesmas reagdes, permitindo assim, um
monitoramento diferenciado nas condigées de cultivo'.

O desenvolvimento de enzimas para uso industrial depende
primeiramente do uso de fontes microbianas. As enzimas de fontes microbianas sao
preferidas sobre as de plantas e animais devido a viabilidade econdmica para sua
producao, facil processo de modificacéo e otimizagao'®.

A abordagem tradicional para inclusdo de biotransformagdées em um

processo sintético, normalmente inicia-se com a escolha do micro-organismo a ser
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utilizado. Essa pode ser a etapa mais critica do procedimento global. Inicialmente,
analisam-se os resultados semelhantes ja disponiveis na literatura em relagdo a
reacao de interesse, na tentativa de se obter dados no que diz respeito as possiveis
enzimas envolvidas no processo. Obtém-se as cepas com outros grupos de
pesquisa ou em colecdes de culturas de instituicbes de pesquisa. Na auséncia de
dados na literatura que indique o sistema enzimatico desejado a reagdo em estudo,
pode-se isolar o micro-organismo da natureza (solo, plantas, ambientes marinhos) e
testa-los através de um processo empirico de selegcéo (screening). Nessa selegéo
realizam-se experimentos em pequena escala com os organismos disponiveis e
analisam-se os extratos brutos obtidos do caldo de fermentagao, comparando-se a
um controle, o qual n&do foi adicionado substrato. Se houver a formagdo de novos
metabdlitos isso significa que aquele organismo realizou alguma transformagéao
quimica no substrato'’.

Atualmente, visando o aprimoramento de estratégias de producédo na
area da quimica fina, os procedimentos utilizados para a inclusdo de etapas
biocataliticas encontram-se cada vez mais focados. Busca-se a atividade especifica
de uma determinada enzima com o objetivo de se obter o composto de interesse em
alto rendimento e de facil purificagdo e, principalmente, a baixos custos®. Essa
otimizacdo € plenamente justificada e responde bem aos requerimentos atuais de
desenvolvimento sustentavel, preservacido do meio ambiente, etc. No entanto, o uso
da estratégia de triagem (screening) aleatéria de grandes colegbes de micro-
organismos durante a etapa de descoberta das enzimas ideais pode ser
contraditorio e inconsistente com os objetivos finais de introduzir processos pouco
poluidores, ecologicamente corretos. Além disso, a abordagem focada e especifica
para a transformacio de um unico substrato certamente dificulta novas descobertas.
Assim, usando essa estratégia, fontes promissoras de outras enzimas podem ser
descartadas.

Como em todas as atividades visando o desenvolvimento cientifico e
tecnolégico, o campo das biotransformgdes deve também ser bem seguimentado em
etapas de descoberta, desenvolvimento e aplicacdo. Os trabalhos feitos no
Laboratério de Bioquimica Micromolecular de Micro-organismos (LaBioMMi) da
Universidade Federal de Sdo Carlos visam contribuir com novas estratégias para a
descoberta de diferentes processos enzimaticos. Essa abordagem envolve estudos

cuidadosos das relagdes ecoldgicas dos micro-organismos e o estudo de rotas
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biossintéticas procurando verificar transformacdo enzimatica em substratos
endoégenos. Os micro-organismos estudados s&o aqueles vivendo em ambientes

especiais, principalmente associados a plantas — os micro-organismos endofiticos.
1.2 — Micro-organismos endofiticos como biocatalisadores

A definicdo de micro-organismos endofiticos € ainda bastante
polémica. Essa definicdo é frequentemente usada de acordo com as particularidades
das areas de estudos. As vezes as consequéncias bioquimicas desse tipo de
associagao simplesmente n&do importam e as definicbes usadas s&o generalistas.
Muitas areas usam os termos endofitico e patogénico para designar dois tipos de
associagodes diferentes conforme a interagao € positiva (ndo ha desenvolvimentos de
sintomas de doengas no hospedeiro), ou negativa, (com prejuizo para o hospedeiro)
respectivamente®'®. O grupo LaBioMMi usa o termo endofitico para designar o
habitat de onde o micro-organismo foi obtido. Usando metodologias que garantam a
assepsia da superficie do vegetal, ao inocular esse material em meios de cultura
artificiais os micro-organismos vivendo no interior (endo) da planta (fito) sdo obtidos.
O termo fitopatdogeno deve ser associado a uma consequéncia negativa (para o
hospedeiro) da interacdo entre a planta e o micro-organismo, porém isso nao é
verificado somente pela metodologia de isolamento.

Um endofitico mutualista pode evoluir para uma condicdo de
fitopatogeno em situagbes em que a planta hospedeira ndo dispde dos nutrientes
para o desenvolvimento controlado do micro-organismo. Alguns pesquisadores tém
demonstrado que, da mesma maneira que fitopatégenos, fungos endofiticos, quando
re-inoculados na planta hospedeira podem estimular a enzima fenilalanina-amonia-
liase (PAL)®?', que é responsavel em muitos casos pela biossintese de
fitoalexinas?® derivadas de fenilpropanoides. Enfim, para muitas areas de estudos
essas definigdes sdo meramente topoldgicas. Em resumo, na fase patogénica o
micro-organismo degrada elementos essenciais para a sobrevivéncia da planta,
enquanto que durante o mutualismo, a planta consegue controlar o desenvolvimento
do micro-organismo19. Portanto, as consequéncias bioquimicas das fases mutualista
e patogénica podem ser muito distintas.

As plantas sdo capazes de responder de diversas maneiras ao ataque

por micro-organismos. As maneiras mais conhecidas sado o estabelecimento de
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barreiras fisicas®® (enrijecimento da parede celular com actumulo de ligninas) e

2324 (produgdo de fitoalexinas). A indugdo da biossintese de fitoalexinas é

quimicas
uma das possiveis maneiras para promover o aumento da producdo de metabdlitos
secundarios em plantas®>%. Por sua vez, o micro-organismo invasor pode degradar
enzimaticamente essas barreiras, estabelecendo uma verdadeira “batalha” quimica,
dificultando a identificacdo das fitoalexinas como metabdlitos finais produzidos pelo

hospedeiro®”?® (FIGURA 1.1).

fi -.I. )

FIGURA 1.1 — llustragdo hipotética da interagdo bioquimica entre fungos e plantas.
Em A o contacto do fungo com a planta induz a biossintese de fitoalexinas; em B, o

fungo detoxifica essas fitoalexinas.

Um exemplo classico de contra-defesa, ou seja, degradacdo de
fitoalexinas por micro-organismos, € constatado em um sistema envolvendo o fungo
Fusarium solani. O fungo foi isolado da espécie de planta Pisum sativum, fortemente
conhecida pela elevada producéo de fitolaexinas, como a pisatina. Aparentemente
como uma estratégia de defesa, o micro-organismo apresentou a capacidade de
biotransformar a substancia fungicida produzida pela mesma, para conviver em
harmonia nos tecidos internos da planta. O que se descobriu foi que o fungo
desmetilou a pisatina tornando-a n&o tdéxica ao seu proprio organismo.
Posteriormente, designou-se a enzima responsavel por tal desmetilagdo por pisatina
demetilase (FIGURA 1.2)%.
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FIGURA 1.2 — Biotransformacé&o da pisatina por Fusarium solani.

Além disso, metabdlitos isolados da planta podem ter sido produzidos
por micro-organismos invasores. A habilidade de patdogenos para produzir
substancias fitotdxicas in situ durante a infecgéo foi demonstrada para fungos do
género Fusarium infectando espigas de trigo no campo®. Essas micotoxinas sdo
tricotecenos do grupo deoxinivalenol e sao bastante agressivas inibindo o
desenvolvimento de varias plantas®. Muitas vezes, essas substancias podem ter
atividades bioldgicas que levam a concluir que elas apresentam fungdo de manter a
associagdao mutualista. Essas substancias produzidas por micro-organismos e que
tém apresentado possiveis papéis na protecdo do hospedeiro, tém recebido a
denominacdo de “metabolitos terciarios™'. Plantas infectadas por endofiticos podem
ser protegidas da predagéo por insetos através de toxinas. Assim, algumas plantas
infectadas com fungos da familia Clavicipitaceae exibem uma melhor tolerancia e
tem resisténcia aumentada aos micro-organismos fitopatogénicos®.

A despeito da vasta possibilidade de acao enzimatica em varios
substratos, os fungos endofiticos ainda s&o uma fonte pouco explorada para os
estudos de biotransformagdo. Alguns trabalhos se destacam na literatura como: i) a
biotransformagao de 6-metoxibenzoxazolinona (MBOA) e 2-benzoxazolinona (BOA)
em N-(2-hidroxi-4-metoxifenil) e N-(2-hidroxifenil), respectivamente, por Fusarium
moliniforme 33 além dos diversos outros produtos obtidos com diferentes endofiticos
(FIGURA 1.3); ii) biotransformac&o estereoseletiva da tioridazina estudada por

/34,35 (

Borges et a FIGURA 1.4). Algumas biotransformacgdes envolvendo farmacos

também foram obtidas®®®’.
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FIGURA 1.3 — Biotransformac&o da MBOA e BOA.
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FIGURA 1.4 — Biotransformacao esteroseletiva da tioridazina.

Enfim, os fenbmenos ilustrados na FIGURA 1.1 (pag. 7) refletem o
inicio do desenvolvimento da relagdo ecoldgica entre fungos e plantas, e podem ser
vistos como um conjunto enorme de oportunidades para sua exploracédo na
producdo de substdncias de interesse. Do ponto de vista bioquimico, os
mecanismos de estabelecimento da associagao micro-organismo / planta envolvem
uma seérie de transformacdes enzimaticas. A reproducdo desses fenbmenos de
forma controlada em laboratério pode servir como uma boa ferramenta para a
producdo de moléculas quirais ou funcionalizadas conforme o interesse do
pesquisador.

Por sua vez, as associagdes simbitticas entre fungos endofiticos e
plantas, que quase sempre sdo especificas, tém revelado uma intrigante intimidade

no nivel bioquimico micromolecular. A habilidade demonstrada in vitro pelos
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organismos associados em produzir metabdlitos secundarios, algumas vezes
idénticos aos produzidos pela planta hospedeira e vice-versa, tem chamado a
atencdo de diversos pesquisadores. Um dos primeiros exemplos documentados
dessa situacao foi dado pelo fungo Gibberela fugikuroi [forma sexuada de Fusarium
moniliforme (Sheldon)] associado a planta Cucurbita maxima produzindo derivados
do &cido giberélico®®, um diterpeno com atividade hormonal de crescimento até
entdo conhecido como metabdlito de plantas. Hoje € conhecido que fungos
produzem uma variedade de giberelinas®***°. Por sua vez, tricotecenos macrociclicos
foram surpreendentemente isolados da planta Baccharis megapotamica
(exclusivamente da planta fémea)*'. Essas substancias sdo conhecidas como
micotoxinas produzidas pelas espécies de fungos dos géneros Fusarium e
Myrothecium“, que podem ser isolados do solo em torno da planta. Ainda ndo ha
opinidao unanime quanto a origem desses metabdlitos. Ha sugestdes de que os
fungos do solo produzem os tricotecenos e a planta os absorve®'. Em favor dessa
hipotese, esta o fato de que plantas geneticamente relacionadas, B. megapotamica
macho e B. dracunculifolia, ndo acumulam tricotecenos mesmo quando coletadas na
mesma regido e em convivéncia com os fungos produtores®'***. Por outro lado, a
grande quantidade de tricotecenos nos diferentes 6rgaos da planta tem indicado a
planta como a produtora das micotoxinas*. Tricotecenos macrociclicos foram
também isolados de outra espécie de Baccharis (B. coridifolia DC)***®.

No inicio da década de 90 foi descoberto que um fungo (Taxomyces
andrenae) isolado como endofitico em Taxus brevifolia produz paclitaxel (Taxol™)
em meio de cultura artificial na auséncia de células da planta*’“®. Essa descoberta
causou grande impacto no meio académico devido as propriedades
anticancerigenas diferenciadas apresentadas por esse diterpeno®®. O rendimento de
taxol na planta T. brevifolia € muito baixo, uma quantidade menor do que 0.02 % da
planta seca®. Devido a grande demanda dessa substancia, certamente, e
principalmente por razdes ecoldgicas, a planta ndo se tornou uma fonte sustentavel
de taxol. Muitas outras espécies de fungos produtores de taxol em rendimentos
bastante razoaveis foram isolados dos tecidos de T. brevifolia* e também de outras
espécies de Taxus®'2.

Ha ainda alguns dados intrigantes sobre a biossintese de taxdides por
fungos endofiticos. Por exemplo, o fungo Periconia sp, endofitico em Torreya

grandifolia, planta da mesma familia do género Taxus, mas que nao produz taxanos,
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I°*. A biossintese de

produz taxol quando recém isolado e cultivado em meio artificia
taxol decai com sucessivas transferéncias do fungo de meios de cultura, porém, é
reativada com a adicdo de acidos carboxilicos e fendis, sendo o acido benzédico o
melhor estimulante®. O fungo Pestalotiopsis guepinii, endofitico em Wollemia
nobilis, uma espécie da familia Araucariaceae, nado relacionada com Taxus, é
também produtor de taxol. Os autores desse trabalho sugerem que o fungo tenha
adquirido a “habilidade” de produzir taxol hospedando alguma espécie de Taxus e
entdo transferido para Wollemia nobilis através de insetos ou passaros®>. No mesmo
sentido, o fungo Seimatoantlerium tepuiense gen. nov. foi relatado recentemente

I°° isolado de

como o primeiro caso de um fungo epifitico produtor de taxo
Maguireothamnus speciosus, uma Rubiaceae.

Os trés casos discutidos acima, a produgao de giberelinas por fungos,
0 acumulo de micotoxinas tricotecenos em plantas do género Baccharis e a
producao de taxol por fungos endofiticos em Taxus e plantas afins, definitivamente
tém motivado pesquisadores a investigar os mecanismos desse fendmeno
bioquimico-ecoldégico. Embora ainda ndo unanimemente aceito, este fenbmeno tem
sido interpretado do ponto de vista bioquimico, como sendo uma “transferéncia
genética horizontal” (TGH) entre plantas e fungos®’. O metabolismo secundario é
uma consequéncia fenotipica do organismo e €, portanto, uma expressdo do seu
conteudo genéticoss. Embora ainda aceita por poucos, a transferéncia genética entre
fungos e plantas parece ser a melhor explicagdo para o "aprendizado" que os
organismos associados adquirem na produgao de metabdlitos secundarios. Alguns
trabalhos envolvendo biologia molecular tém demonstrado a ocorréncia desse
fendmeno ecoldgico, onde foi constatado que as sequéncias de bases no DNA de
espécies de Bambusoideae (Bambu) estavam contaminadas com DNA de fungos
endofiticos®>®,

As consequéncias previstas para essa troca de informagdo séao
observadas na biossintese de moléculas idénticas as produzidas pelo hospedeiro
(ou vetor), ou a codificagdo de enzimas que tém papel chave na biossintese de
classes de substancias que atuam em parte da rota biossintética. Numa versao
“artificial” dessas possiveis interagées genémicas entre micro-organismos e plantas,
0 gene que codifica a enzima taxadieno sintase, uma molécula chave na ciclizagéo
do difosfato de geranilgeranila para produzir taxadieno, foi recentemente introduzido

na bactéria Escherichia coli. Essa transferéncia genética levou a uma superprodugao
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de taxadieno sintase pela bactéria®' e podera vir a ser uma poderosa ferramenta na
sintese de taxol. Em outro exemplo, a transferéncia do gene que codifica a enzima
tricodieno sintetase em fungos do género Fusarium, que s&o produtores de
micotoxinas do grupo dos tricotecenos, para a planta Nicotiana tabacum, levou a
planta a produzir tricodieno (precursor dos tricotecenos)®>. Essa estratégia
(engenharia genética) vem sendo utilizada com sucesso para a obtencdo de
metabdlitos secundarios®?.

A principal critica que se faz nos trabalhos mencionados anteriormente,
aqueles que reportam que fungos endofiticos podem produzir substancias idénticas
aquelas produzidas pela planta hospedeira, € que esses trabalhos reportam a
ocorréncia de um unico representante da classe da substancia em questdo. Por
exemplo, Taxomyces andrenae produz taxol, mas ndo ha relatos da ocorréncia de
outros diterpenos taxanos no fungo; podofilotoxina ocorre isoladamente em
Phialocephala fortinii isolado como endofitico de P. peltatum, mas néo ha relatos da
producdo de outras lignanas pelo fungo. Todos os demais trabalhos podem ser
analisados no mesmo sentido. Em geral, estudos quimicos envolvendo metabolismo
micromolecular de organismos vivos mostram que as substancias ocorrem em
classes compostas de varios membros e quase nunca apenas um unico membro &
detectado.

Assim, como apenas poucos micro-organismos endofiticos séo de fato
simbiénticos com a planta hospedeira, a interagao gendmica que levaria a esse tipo
de consequéncia metabdlica mencionada acima, se de fato existir, deve ser um
fendbmeno bastante raro. Caso contrario seria muito maior o numero de estudos
relacionados na literatura. Além disso, moléculas como taxol e podofilotoxina sao
estruturalmente muito complexas. Suas biossinteses devem envolver numerosos
passos, cada um envolvendo enzimas especificas. Ao declarar TGH como o
fendbmeno responsavel pela co-producdo de metabdlitos secundarios de estruturas
quimicas complexas em organismos associados, assumimos que toda a “maquinaria”
genética necessaria para a producao de tal substancia € completamente codificada no
organismo receptor. Enfim, um numero grande de enzimas deve ser codificado por
uma regido muito extensa do genoma, o que significa que, se a “transferéncia
genética” ocorreu, ela deve ter envolvido uma sequéncia muito grande de bases.

De qualquer forma, interagcdes gendmicas (inser¢ao de plasmidios,

ativacdo de genes silenciados, etc), se ocorrem nessas associagdes micro-
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organismos/plantas, devem produzir conseqiéncias primeiramente no sistema
enzimatico usado para a biossintese dos metabdlitos finais pelo fungo. Portanto, a
expressao dessas enzimas em outras classes de substancias pode ser também uma
documentagcdo da interacdo gendmica entre os organismos associados. Nos
trabalhos feitos no DQ-UFSCar, visando contribuir para essas investigagdes, tenta-
se encontrar a reproducdo desse modelo de associagdo fungo-planta. Foram
escolhidas algumas plantas, sobre as quais sua fitoquimica ja foi estudada em
consideravel extensdo. De uma dessas plantas, Melia azedarach, uma Meliaceae,
foi obtida uma larga colecéo de fungos endofiticos de seus frutos, folhas, galhos e
raizes®. Os fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus foram os que se
destacaram como principais hospedeiros dessa planta. O principal resultado obtido,
que possa eventualmente refletir uma possivel interacdo gendmica entre a planta e o
fungo, foi o isolamento e a identificagdo de meroterpendides (substancias de
biossintese mista terpenoidica e policetidica) de extratos de um fungo (Penicillium
brasilianum) endofitico em Melia azedarach. Uma série inédita dessas substancias foi
produzida em culturas desse fungo em arroz®®®8. A semelhanca estrutural entre os
meroterpenos e os limondides (FIGURA 1.5), os quais sdo substancias tipicas de
Meliaceas, é algo destacavel. Os limondides sao triterpendides bastante modificados
por oxidagdes do tipo Baeyer-Villiger, sendo essa a principal semelhanga estrutural
com os meroterpendides, o que leva a supor que o sistema enzimatico usado pelos
dois organismos tem a mesma origem genética.

O estudo dessas rotas biossintética pode inspirar e direcionar a pesquisa
de enzimas uteis para uso em biotransformacao de substratos naturais e sintéticos. A
incorporacao da unidade policetidica nos terpendides para formar os meroterpenos é
uma substituicdo nucleofilica aromatica, envolvendo a formagéo de uma ligagdo C-C
(Esquema 1.1). Isso é verificado em uma série de outros compostos de biossintese
mista entre terpendides e policetideos® ™. Essa reacdo ¢ de grande utilidade em
sintese orgéanica. A sua reprodugdo controlada in vitro, usando células vivas ou
enzimas isoladas pode ser entdo uma boa ferramenta para produzir substancias
aromaticas alquiladas. Os passos seguintes na biossintese dos meroterpenos
envolvem as oxidagbes do anel A a ciclohexanona e lactonizacdo (Baeyer-Villiger)
tanto na porgédo terpenoila como na parte derivada do acido orselinico, levando a

compostos polifuncionalizados como 1, 2 e 37°.
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(2) (3)

(4) (5) (6)
FIGURA 1.5 — Estruturas moleculares dos meroterpenos isolados de Penicillium
brasilianum (1-3) e dos limondides (4-6) caracteristicos de Meliaceas.

Esquema 1.1 — Formacao do esqueleto meroterpenoidico pelo acoplamento entre o
acido dimetilorselinico e farnesilpirofosfato. A formacado do esqueleto ftriciclico na
porcao terpenoidica poder ser invertida, com etapas nucleofilicas culminando na
adicdo tipo Michael no orselinado.

A inspiragdo em rotas biossintéticas para a busca de enzimas uteis em

processos de biotransformagdo, pode ser uma abordagem mais interessante em
14
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relagdo ao screening aleatorio de colegcbes microbianas, uma vez que, em muitas
situacdes, ao avaliar a rota de producdo de metabdlitos secundarios, pode-se supor
quais enzimas sao de fato produzidas pelo micro-organismo e que estdo ativas na
biossintese. Se substratos adequados sao adicionados, eles podem ser
‘incorporados” e metabolizados pelas enzimas em rotas biosintéticas ativas.
llustramos isso com mais algumas substancias isoladas no LaBioMMi/DQ/UFSCar.
Alcaloides tremorgénicos também foram produzidos por P. brasilianum, o mesmo
fungo produtor dos meroterpenos discutidos acima. Esses alcaldides séo
dipeptideos (Try-Pro) alquilados com grupos prenilas. “Lendo” as estruturas
quimicas dessas substancias, pode-se supor que na sua biossintese ha
envolvimento de enzimas preniltransferases. Essa idéia ja foi seguida por outros
pesquisadores, usando o fungo Aspergillus fumigatus, levando a possibilidade de
produgao e isolamento da enzima em larga escala’'. Preniltransferases podem ser
uteis para aplicacdo em diversas etapas sintéticas para produgao de substancias
importantes para o ser humano’?.

O estudo do genoma de micro-organismos, tentando encontrar genes
responsaveis pela produg¢ao de certas enzimas, vem sendo apontado como uma
estratégia também interessante para triagem de ferramentas uteis para
biotransformagdes’. No entanto, esses genes podem estar silenciados e um grande
esforco buscando ativadores tem obrigatoriamente que ser feito. As rotas

biossintéticas sdo um testemunho de que esses genes ja estao ativados.
1.3 — Biotransformacao de flavonodides

Como constituintes integrais da dieta, os flavondides exercem amplos
efeitos benéficos sobre a saude humana, incluindo prote¢do contra doencas
cardiovasculares e até mesmo algumas formas de cancer’®. Recentes estudos tém
mostrado algumas das atividades fisiolégicas e farmacoldgicas destes compostos

naturais, tais como: estrogénico’®, antilipoperoxidante’®, antitumor’™®, antiviral’’,

antifungico’®, antibacteriano’®, antialérgico e antiinflamatério®®?’

. Estes compostos
naturais também apresentam a capacidade de inibir a acdo de diversas enzimas,
como lipooxigenases®?, ciclooxigenases®®, monooxigenases®, xantina oxidase®,

DNA polimerase®, dentre outras. Os efeitos biolégicos apresentados pelos
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flavondides se devem, principalmente, pelas suas atividades antioxidantes®®

e
habilidades quelantes com muitos metais®.

A estrutura basica dos flavondides contém um nucleo flavano, o qual
consiste de 15 atomos de carbonos derivados do esqueleto Cs — C3 — Cs (FIGURA
1.4, (7))®. As diferentes classes de flavondides se distinguem pela adicdo de anéis
oxigenados (heterociclicos), pela posi¢ao diferenciada do anel B e pela adigdo de
grupos substituintes como hidroxilas, metoxilas, isoprenilas, metilas em diferentes

posices nos anéis® %,

Esqueletos de alguns flavondides comuns tais como
chalcona (8), flavona (9), flavonol (10), flavanona (11), catequina (12), isoflavona

(13) e isoflavanona (14) sao apresentadas na FIGURA 1.6.
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FIGURA 1.6 - Estruturas quimicas das chalconas, flavondides e isoflavondides.

~

Os flavondides pertencem a uma das classes de substancias mais
abundantes e mais amplamente estudadas na natureza. Milhares de flavondides ja
foram isolados e identificados, sendo geralmente encontrados na sua forma
glicosilada em vactolos de flores, folhas, sementes e raizes”®®. Os aguicares
podem ocorrer nos grupos hidroxilas presentes no esqueleto, no caso O-
glicosilagédo, ou diretamente nos atomos de carbono do anel A e no anel C (mais
raramente encontrada). O numero de acgucares varia de um a quatro grupos
glicosidicos®™®°. As agliconas dos flavondides, ou até mesmo os flavondides simples
e polimetoxilados ndo sdo comumente encontrados, no entanto algumas espécies
de Citrus sdo grandes fontes produtoras de tais flavondides®®®’.

Muitos dos flavondides conhecidos sdo metabolizados no organismo

humano, principalmente pela presenca do citocromo P450%. Citocromo P450 é o
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nome dado para um conjunto de enzimas, formando uma super familia de
hemeproteinas presentes em uma série de espécies desde bactérias até

mamiferos'®% 101,

Elas sdo agrupadas em familias e subfamilias, baseado nas
similaridades do sequenciamento dos seus aminoacidos constituintes, sendo as
principais responsaveis pelo metabolismo oxidativo dos xenobidticos'®"'%?. Muitos
citocromos P450 encontrados em fungos filamentosos estdo envolvidos nas reagdes
de desintoxicacdo ou na sintese de metabdlitos secundarios®. Dentre as reacgées
catalisadas pelo citocromo P450 encontram-se reagdes de reducdo, hidrélise e
principalmente oxidac&o®'°"'%2 Embora os citocromos P450, geralmente convertam
xenobidticos para produtos menos toxicos, as reagdes frequentemente envolvem a
formagdo de intermediarios reativos ou permitem o vazamento de radicais livres
capazes de causar toxicidade.

Essas proteinas estdo envolvidas nas interacbes com flavondides pelo
menos de trés formas: (i) flavonodides induzem a biossintese de muitos citocromos
P450; (ii) atividades enzimaticas de citocromos P450 s&o inibidas ou estimuladas por
estes compostos e (iii) flavondides sdo metabolizados por muitos citocromos
P450'%. Alguns estudos experimentais vém sugerindo que muitos flavonoides
podem ser metabolizados por citocromo P450, aumentando a contribuicdo de
substancias que apresentam atividades biolégicas marcantes'%.

A busca de meios alternativos para a obtencao de flavondides naturais
tem aumentado com o desenvolvimento da quimica dos micro-organismos
associada a biologia micromolecular'®.

Assim, devido a elevada aplicabilidade e disponibilidade destes
compostos na natureza, eles se tornaram alvos de facil obtencado para a realizacao
de biotransformacdes, uma vez que qualquer alteragdo, mesmo que minima, na
estrutura dos flavondides podera acarretar no aumento, diminuigdo ou até mesmo na
anulacdo dos efeitos ja apresentados pelos mesmos. Isso faz com que as
biotransformagdes tornem-se uma alternativa para a busca de novas substancias
potencialmente ativas, derivadas de substidncias conhecidas e ativas
biologicamente.

Os estudos envolvendo biotransformacbées de flavondides tém
aumentado consideravelmente nos Ultimos anos'®. Dentre as reagdées mais
estudadas destacam-se as reagdes de oxidacdo, redugdo, clivagens de anel,

conjugacao e desglicosilacbes. Estas reagdes incluem o uso de biocatalisadores
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para converter protétipos abundantes de flavondides em produtos mais raros; micro-
organismos como modelos de transformacdo metabdlica de flavondides para
mamiferos, plantas e solos e seu uso como fontes de varios mecanismos
envolvendo hidroxilagbes enzimaticas, metilacbes e formagao de ligagdes carbono-
carbono'®'%°. No entanto o uso de micro-organismos endofiticos para tais reacées
ainda é muito pouco explorado.

Existe uma série de estudos que envolvem transformagdes

" e flavononas'"?

microbianas de flavonas''®, flavonois' , que constituem o grupo
mais abundante dos flavondides. Muitos micro-organismos ja foram avaliados de
acordo com suas habilidades em produzir transformacées em flavondides. Como
ilustrado na FIGURA 1.7, um unico substrato pode gerar uma variedade de outras

substancias quando diferentes micro-organismos sdo empregados' %2,

R3=H, Ry= OH Ra

R3', R4-= OH

o O ‘ ‘
R3' ‘ | o] OH
/ i ©
S. fulvissimus A. niger

O.
S. lividans
R,,R3=OH \ ‘ O O — ‘

o A. niger

R2=0OH, R3=H A. blakesleeana
O Ry=H, Ry=OH

OH /
S. fulvissimus o A. niger
OH (15)
P. chrysogenum ;
‘ / A. niger A-niger

OH
- "
e 0
OH
‘ o

(e}

(0]

FIGURA 1.7 — Metabdlitos das transformagdes microbiais obtidas a partir da
flavanona (15).

Apesar dos flavondides serem bastante explorados para as reagoes de

biotransformacao, principalmente na tentativa de obtencdo de novos compostos,
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existem alguns tipos de flavondides que foram pobremente estudados, tratam-se dos
flavondides polimetoxilados e os flavondides glicosilados.

Dessa forma, busca-se verificar a capacidade dos micro-organismos
endofiticos em biotransformar os flavondides glicosilados, polimetoxilados como uma
contribuigao para o desenvolvimento da ciéncia micromolecular dos fungos, uma vez

que sao estudos ausentes na literatura.

1.4 — Biotransformagodes oxidativas

Reacbes de oxidagao constituem uma das etapas chaves na
introdugdo de grupos funcionais em compostos da sintese organica, os quais na
maioria das vezes sao alcanos, alcenos ou uma molécula aromatica.
Tradicionalmente esta metodologia encontra-se associada a diversos problemas,
como: muitos oxidantes sdo baseados em ions de metais toxicos como cromo
(incompativel ao meio ambiente); subprodutos indesejados devido a perda da
quimioseletividade; o mais acessivel oxidante — oxigénio molecular — nao utilizado
de maneira eficiente além de ser extremamente dificil utilizar oxidagdes régio- e
estereoespecificas '3,

Como consequéncia, compostos organo-halogenados tém sido
amplamente utilizados como intermediarios para a sintese de compostos oxigenados
(tais como alcoois, aldeidos/cetonas e acidos carboxilicos), gerando problemas para
o tratamento residual. Muitos destes problemas podem ser reconsiderados utilizando
oxidagdes bioldgicas, em particular para aqueles casos onde a estereoseletividade &
requerida®.

Enzimas que catalisam a incorporacao direta de oxigénio molecular em
moléculas organicas sdo denominadas oxigenases. A transferéncia de oxigénio de
uma molécula de oxigénio para um receptor organico pode proceder de trés
diferentes mecanismos:

1) As monooxigenases sdo enzimas oxidativas que utilizam oxigénio molecular
para inserir um atomo de oxigénio no substrato, enquanto o segundo oxigénio
€ reduzido por elétrons provenientes do NADH ou NADPH resultando em
égua”?’;

2) As dioxigenases incorporam simultaneamente ambos atomos de oxigénio no

substrato formando espécies de peroxidos''?;
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3) Oxidases, por outro lado, catalisam a transferéncia de elétrons na molécula

de oxigénio®,

As oxidagdes régio e estereoseletivas obtidas com as oxigenases tém
tornado as mesmas uma ferramenta muito util para a sintese organica, ja que essas
reacdes sdo muito uteis para a obtengao dos mais variados compostos. Dentre uma
das oxidagbes mais exploradas, encontra-se a reagdo de oxidacdo de Baeyer-
Villiger (BV).

A oxidacao de Baeyer-Villiger de cetonas ciclicas ou aciclicas é uma
das mais exploradas das reagdes organicas. Esta reacdo, descrita ha
aproximadamente 100 anos, permite transformar cetonas nas correspondentes
lactonas e estéres por oxidantes tais como o acido meta-cloro-perbenzéico, acido
trifliorperacético, acido peréxibenzoico e perdxido de hidrogénio''. Estes oxidantes
sao instaveis, toxicos e levam a perda da enantioseletividade. Ultimamente o uso de
procedimentos envolvendo metais tem sido amplamente aplicado’'®"'®. Entretanto
estes procedimentos mostram uma baixa versatilidade fornecendo somente uma
pequena porcentagem de produto enantiomericamente puro. Por outro lado, o
envolvimento de etapas de oxidacdo de Baeyer-Villiger no metabolismo de muitos
micro-organismos ja é conhecido por mais de 10 anos, mediados por enzimas entdo
denominadas Baeyer-Villigerases''®'%.

Em muitos casos, a aplicacdo destas enzimas permite aumentar muito
a enantioseletividade, sendo aplicadas até mesmo em escalas preparativas através
do cultivo de micro-organismos, partindo-se de produtos racémicos ou proquirais'?'.
Assim, a aplicagéo desta “quimica verde” tornou-se uma alternativa para os métodos
quimicos, diminuindo assim os impactos causados ao meio ambiente.

Dessa forma, as biotransformacgdes de cetonas envolvendo reagdes de
Baeyer-Villiger tém aumentando nos ultimos anos devido a possibilidade de
producao de lactonas opticamente ativas com alta estereoseletividade. Tais reacdes
envolvem enzimas Baeyer-Villiger monooxigenases (BVMOs), as quais utilizam
oxigénio molecular como oxidante (como ja descrito acima).

As BVMOs sado produzidas por numerosos micro-organismos. Dentre

119,120,122

eles encontram-se os fungos e bactérias , 0 que os tornam promissores

biocatalisadores para tais reacoes.
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Assim, sao inumeras as biotransformacdes oxidativas estudadas, seja
para oxidagées de BV, hidroxilagdes, dihidroxilagbes entre outras. Ou seja, o
potencial oxidativo dos micro-organismos é bastante elevado, podendo este ser
explorado de diversas maneiras para a obtencdo de novos compostos,
principalmente, os compostos obtidos de reagdes altamente estereoseletivas.

Visando a obtencdo de tais reacdes, foram realizados experimentos
testes para a comprovagao da presenca de enzimas BVMOs, nos micro-organismos

endofiticos Penicillium brasilianum e Aspergillus flavus.

1.5 — Alguns resultados ilustrativos obtidos no LaBioMMi/DQ/UFSCar

A fundamentagdo dada acima indica que micro-organismos fitopatogénicos,
aqueles que se associam as plantas e logo provocam sérios prejuizos ao seu
desenvolvimento, causando-lhes doengas, sdo sempre muito agressivos ao
hospedeiro. Seu sistema enzimatico € extremamente ativo, diminuindo as chances
do hospedeiro em suprimir ou controlar esse ataque. Do ponto de vista quimico essa
relacdo ecoldgica pode ser correlacionada com a habilidade do fungo para fazer
reagdes de maior velocidade, porém pouco seletivas. Em geral esses patdégenos séao
habeis para metabolizar rapidamente substancias tipicas da planta. Por outro lado,
micro-organismos de relagdo aparentemente simbidntica com a planta, sdo mais
seletivos e especificos ao metabolizar substancias endégenas no hospedeiro. Essa
correlagdo entre o tipo de associagdo micro-organismo/planta e a expressdo do
sistema enzimatico dos organismos consorciados ainda € uma hipétese de dificil
verificagdo, pois o momento em que o endofitico inicia a fase patogénica da
colonizacédo dos tecidos vegetais € um evento muito particular para cada sistema.
Nossos estudos envolvendo biotransformagdes de produtos naturais visam dar
contribui¢des na verificagdo dessas hipéteses, além de tentar gerar substéncias e

processos biossintéticos uteis para os seres humanos.

1.5.1 — Biotransformacgao de cetonas

Conforme discutido acima, em trabalhos anteriores conduzidos na

UFSCar, um dos fungos isolados da planta Melia azedarach, identificado como
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Penicillium brasilianum, produziu uma série de substédncias da classe dos
meroterpenos, contendo uma porgao da estrutura oriunda de um sesquiterpeno (Cis)
e outra de um tetracetideo (C10)°°®®. Essas substancias apresentam em suas
estruturas moleculares varios grupos funcionais lacténicos semelhantes ao
encontrado nos limondides, substancias enddégenas na planta hospedeira (FIGURA
1.8)'3124 As modificacdes estruturais verificadas no anel A da porcéo terpenoidica
envolvem uma lactonizagdo a partir de uma ciclohexonona, rearranjo para uma
funcado spiro e insaturagdo nos carbonos C-1 e C-2. Essas modificagdes estruturais
sdo idénticas aquelas seguidas na biosintese de limondides produzidos por espécies
de plantas correlacionadas taxionbmicamente com a planta de onde este fungo foi

125

isolado Ha também a presenca de lactonizagdo na porcao policetidica dos

meroterpenos.
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AO-1 AO-2 AO-11
Co6H3606 Co6H3606 Co6H3606
444.56 g/mol 444.56 g/mol 444 .56 g/mol

AO-9 AO-4 AO-13

Co6H3607 C26H3407 Ca4H3006
460.56 g/mol 458.55 g/mol 414.49 g/mol

AO-3 AO-6 AO-8
Ca29H32011 C7H300g C25H3006
556.56g /mol 498.52 g/mol 426.50 g/mol

FIGURA 1.8 — Meroterpenos produzidos por Penicillium brasilianum.

Durante as tentativas de exploracdo do sistema enzimatico deste
fungo, cuja expressao e atividade sao constatadas pela produgao dos meroterpenos,
foram avaliados inicialmente experimentos de lactonizagdo de substratos naturais,
como a canfora'®. A canfora foi totalmente consumida e o produto majoritario
identificado foi a lactona com a regioquimica prevista pela reagado de Baeyer-Villiger.
Este resultado confirma a presenca de enzimas do tipo Baeyer-Villiger

monooxigenases no micro-organismo (FIGURA 1.9).
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Oxidagdo —0
Baeyer-Villiger
C10H160 C10H1602
152.24 g/mol 168.24 g/mol

FIGURA 1.9 — Biotransformacao da canfora por Penicillium brasilianum.

Aparentemente, essa insergdo segue a regioquimica da reagao de
Baeyer-Villiger classica, porém, quando a catalise € enzimatica, ha forte

possibilidade de discriminacdo entre possiveis estereoisdmeros'*'%’,

1.5.2 — Reagao de Desmetilagao

A facilidade com que os micro-organismos possam reconhecer e
transformar substancias pertencentes ao seu ambiente natural foi mostrada com um
experimento inicial realizado com o fungo Penicillium griseoroseum, um endofitico
isolado dos frutos verdes de Coffea arabica. Essa é a primeira vez que este fungo foi
isolado dos frutos da planta do café e, além disso, ha poucas citagbes deste fungo
em casos de fitopatogenia. Dessa maneira, ndao ha indicativos claros sobre sua
forma de associacdo com a planta nem sobre sua maneira de lidar com constituintes
quimicos do hospedeiro. Como sabemos, cafeina € um constituinte simbolo da
bebida “café”, preparada com sementes de plantas do género Coffea. De fato, este
fungo é bastante adaptado a essa planta, crescendo abundantemente quando é
cultivado apenas em sementes de café trituradas e esterilizadas como unica fonte de
carbono'?®. Quando cafeina pura foi adicionada a um meio de cultivo artificial, o
fungo P. griseoroseum efetuou uma desmetilagdo na posi¢do N-7, produzindo a
teofilina (FIGURA 1.10)129.
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Cafeina Teofilina

FIGURA 1.10 — Desmetilagao da cafeina por Penicillium griseoroseum.
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2 - OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho foi investigar a capacidade
enzimatica dos micro-organismos endofiticos Penicillium griseoroseum, Penicillium
brasilianum, Aspergillus aculeatus e Aspergillus flavus em biotransformar diferentes

substratos.

As metas desenvolvidas foram:

1 - Avaliar a seletividade das metilacbes e desmetilagbes feitas pelo fungo
Penicillium griseoroseum, em diferentes substratos tais como flavondides
polimetoxilados.

2 - Estabelecer protocolos para extragcdo e analise de culturas fungicas em
diferentes meios e em pequena escala por técnicas de separagdo (CG-EM e
CLAE/UV-EM).

3 - Propor esquemas de fragmentacdo e estratégias de identificacdo para os
substratos e possiveis produtos de biotransformacédo usando compostos modelos.

4 - Aplicar as metodologias analiticas e os protocolos desenvolvidos em
experimentos de biotransformacao.

5 — Isolar e identificar os produtos por RMN e outros métodos espectroscopicos.

6 - Avaliar novas condicbes de biotransformacdo, tais como meio de cultivo,
agitacéo, temperatura e luminosidade, na tentativa de obtengdo de novos produtos
biotransformados.

7 - Comparacao da seletividade e capacidade de biotransformagdo do género
Penicillium com outros micro-organismos.

8 - Realizar a sintese de derivados de flavondides especificos para a avaliagao da
seletividade apresentada pelo fungo;

9 - Investigar via extracbes e fracionamentos, as possiveis enzimas produzidas
pelos fungos para a realizagao de reagdes de biotransformacao.

10 - Realizar ensaios para avaliagdo das atividades biologicas dos metabdlitos

secundarios e de biotransformacéo.
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3 — EXPERIMENTAL

3.1 — Materiais

a) Suportes para cromatografia:

As separacgdes cromatograficas em colunas foram realizadas utilizando
como fase estacionarias:
- Silica gel 60 (70-230 mesh) Merck;
-Silica gel 60 (230-400 mesh) Merck;

Para fracionamentos em camada delgada preparativa (CCDP) e
analitica (CCDA) foram utilizadas silica gel 60 PF2s4 € silica gel 60 G.

Para separagao por cromatografia em CLAE/UV analitica utilizou-se a

coluna ODS Synergi 250 x 4.6mm - 4y (Phenomenex).

b) Eluentes para cromatografia:

Nas eluigdes de colunas cromatograficas a baixa presséo e de camada
delgada analitica e preparativa foram utilizados solventes P.A. (Merck e Synth) e
solventes comerciais destilados no DQ-UFSCar.

Nas eluicbes de colunas cromatograficas de alta eficiéncia (CLAE/UV)

foram utilizados solventes de grau CLAE/UV (Mallinckrodt, Tedia e JT Baker).

c) Solventes utilizados para obtencao de espectros de RMN:
Os espectros de RMN foram obtidos utilizando solventes deuterados da
Merck e Aldrich (98,0-99,9%).

d) Meios de cultura utilizados para o cultivo dos fungos Penicillium
brasilianum, Penicillium griseoroseum, Aspergillus flavus e Aspergillus
aculeatus

Foram utilizados para o cultivo dos fungos o meio de cultura sélido agar
batata e dextrose (BDA); e os meios liquidos Czapek’s e Czapek’s enriquecido com
extrato de levedura (0,8-2%).

Os seguintes reagentes foram utilizados para a preparagao dos meios:

- dextrose
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- KoHPO,

- MgSO,. 7TH,0O
-FeSO,4 . 7H,0

- KCI

- NaNO3

- extrato de levedura

- agar-agar

3.2 — Equipamentos utilizados

a) Cromatégrafo a gas

As analises por CG-EM foram realizadas em um espectrdometro CARLO
ERBA, modelo GC 8000 series, equipado com uma coluna DB-1 (30 m x 0,25 mm
ID) (J&W Scientific).

b) Espectrometros de massas

Os espectros de massas foram adquiridos em dois equipamentos: o
espectrometro MICROMASS Platform |l, equipado com a interface por impacto
eletrbnico 70eV, utilizado quando acoplado ao cromatégrafo a gas; e o
espectrometro MICROMASS Quattro LC (triplo quadrupolo) equipado com uma fonte
ESI/APCI “Z-spray” e gas de arraste argbnio, utilizado em insergao direta e acoplado
ao cromatoégrafo liquido WATERS Alliance 2695.

c) Espetrometros de RMN
Os espectros de RMN foram obtidos nos espectrometros Bruker ARX
200 e AVANCE DRX 400, operando a 4,7 e a 9,4 Tesla, respectivamente.

d) CLAE/UV

As anadlises em CLAE analitico foram realizadas em dois
cromatégrafos: um cromatégrafo Shimadzu LC-10AD, equipado com um detector de
UV Shimadzu SPD-M10Avp diode array, Auto injetor Shimadzu SIL-10Advp e
Sistema de controle Shimadzu SCL-10A e um cromatdégrafo WATERS Alliance 2695,
equipado com um detector de UV WATERS 2996 Photo Diode Array.
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e) Estufa de secagem e esterilizagao
Para secagem de vidrarias e esterilizagées de placas de Petri foram
utilizadas as estufas FANEM-315 SE.

f) Autoclaves verticais
Para a esterilizacdo de materiais e meios de cultura foram utilizadas as
autoclaves PHOENIX AV 75 e AV 30.

g) Camara de fluxo laminar
A manipulagdo dos micro-organismos foram realizadas em um fluxo
laminar da VECO VL FS — 12M.

h) Rotaevaporador
A eliminagdo das solventes nos extratos e fragdes foram realizadas em

rotaevaporadores a pressao reduzida utilizando Buchi Waterbath B — 480.

i) Moinho
Para a moagem de meios de culturas contendo os micro-organismos

para tornar a extracao mais eficiente foi utilizado um moinho TECNAL — TE 631.

3.3 — Métodos

3.3.1 — Cultivo dos micro-organismos

A ativacao de todas as cepas obtidas ocorreu através da inoculagao de
recortes (0,5 x 0,5cm) do fungo em placas contendo o meio BDA. Apds o
desenvolvimento dos mesmos nestas placas (aproximadamente trés dias) eles ja
encontravam-se aptos para os posteriores experimentos de biotransformacao.

Para os experimentos de biotransformag&o os micro-organismos foram
cultivados em meio liquido:
Meio liquido Czapek’s: Este meio liquido foi obtido da seguinte forma: em um Becker
adicionou-se 3,0 g de NaNOs, 1,0 g de K;HPO4, 0,5 g de MgS04.7H,0, 0,5 g KCl e
0,01 g FeS0O4.7H,0 e 1 L de agua destilada agitou-se até a completa dissolugao dos
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sais. Em seguida adicionou-se 30 g de glicose e manteve-se a agitagao.
Homogeneizada a solugéo, autoclavou-se a mesma por 15 minutos.

Meio liquido Czapek’s enriquecido com extrato de levedura: em um Becker
adicionou-se 3,0 g de NaNOs, 1,0 g de K;HPO4, 0,5 g de MgS04.7H,0, 0,5 g KCl e

0,01 g FeS0O4.7H,0 e 1 L de agua destilada agitou-se até a completa dissolugao dos

sais. Em seguida adicionou-se 30 g de glicose e manteve-se a agitagdo. Adicionou-
se por fim 20 g de extrato de levedura. Homogeneizada a solugéo, autoclavou-se a
mesma por 15 minutos. Apds autoclavados e resfriados a temperatura ambiente os
micro-organismos foram inoculados. O tempo de cultivo dos mesmos variou

conforme o experimento realizado.

3.3.2 — Experimentos de biotransformacgao utilizando Penicillium griseoroseum

3.3.2.1 — Biotransformacgao da cafeina

O preparo do meio de cultura utilizado seguiu a descrigdo contida no
item 3.3.1. 200 mL do meio liquido Czapek’s contendo 2% de extrato de levedura
foram adicionados em frascos de Erlenmeyers de 500 mL. Apds autoclavados
inoculou-se o fungo Penicillium griseoroseum em alguns dos frascos, deixando-se
um frasco como controle (sem o micro-organismo), em seguida adicionou-se uma
solugédo contendo 20 mg de cafeina dissolvidos em 2 mL de acetona por frasco. O
experimento foi mantido estatico por 25 dias.

Adicionou-se em cada um dos frascos 70 mL de metanol e deixou-se
extraindo por 24 horas. Triturou-se o micélio, filtrou-se a vacuo e o filtrado restante
foi particionado com acetato de etila (3 x 100 mL). O extrato organico obtido foi
purificado através de colunas cromatograficas. As fragdes obtidas das colunas
cromatograficas foram monitoradas por CCDA. A presenga de um possivel produto
de biotransformacéao foi detectada e, portanto realizou-se CCDP para o isolamento

do produto, que foi caracterizado via as analises de RMN'H 1D e 2D.

3.3.2.2 - Biotransformacao da 5,7,3’,4’,6’-pentametoxiflavanona

O preparo do meio de cultura utilizado seguiu a descrigao anterior (item

3.3.2.1), na qual o meio liquido utilizado foi Czapek’s contendo 2% de extrato de
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levedura. Apds autoclavado o meio inoculou-se o fungo Penicillium griseoroseum
(sempre mantendo um frasco controle — contendo somente o micro-organismo) e
adicionou-se uma solugdo contendo 20 mg do substrato 5,7,3,4°,5-
pentametoxiacetofenona dissolvidos em 2 mL de acetona por frasco. O experimento
foi mantido estatico por 25 dias.

Adicionou-se em cada um dos frascos 70 mL de metanol e deixou-se
extraindo por 24 horas. Triturou-se o micélio, filtrou-se a vacuo e o filtrado restante
foi particionado com acetato de etila (3 x 100 mL). O extrato organico obtido foi

purificado através de colunas cromatograficas (Fluxograma 3.1).

Meio Liquido § 2>0pmL de meio +
Czapek's  Ior frasco (500mL)

Inéculo do microrganismo |

20mg do substrato por frasco

25 dias
Adicao de 70mL de metanol
24 horas

Filtracdo I

Fase Aquosa I Micéliol
Particdo AcOEt

Extrato orgénicoI

Purificacao I

FLUXOGRAMA 3.1 — Procedimento experimental para o experimento de
biotransformagao da 5,7,3’,4’,5’-pentametoxiflavanona.

O produto purificado (2 mg) foi caracterizado por RMN 1D e 2D e
anadlises de EM. As condicbes para a analise por EM foram: ionizagdo por
electrospray modo positivo; temperatura da fonte 130°C; temperatura do probe
450°C; potencial do capilar 3,08 kV; potencial do cone 32 V; potencial do extrator 3 V
e lentes RF 0,61 V. Para os experimentos de ions fragmentos utilizou-se 20 eV de

energia de coliséo.
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3.3.2.3 — Biotransformacao dos flavonéides glicosilados

Todos os experimentos utilizando os flavondides glicosilados foram
realizados em meio liquido, no entanto se distinguiram em relagdo a composi¢ao do
meio liquido, a maneira de adicionar os substratos, assim como o tempo e ambiente

de cultivo. Os meios de cultura foram obtidos de acordo com o item 3.3.1.

3.3.2.3.1 - Experimento com a adi¢gao da mistura de flavondides

Inicialmente, dois experimentos foram realizados: (I) — o fungo foi
cultivado em meio liquido Czapek’s e estatico; (II) — o fungo foi cultivado no mesmo
meio liquido, porém sob agitacdo constante (120 rpm).

Em cada um dos doze frascos de Erlenmeyers utilizados nos
experimentos foram distribuidos 150 mL de meio liquido. Autoclavou-se os frascos e
quando resfriados a temperatura ambiente, o micro-organismo foi inoculado e a
mistura dos flavonodides (rutina, naringina e hesperidina — 10 mg de cada dissolvidos
em 4 mL de uma solugdo agua:metanol 4:1) foi adicionada ao meio, sendo um dos
frascos mantido como controle — sem micro-organismo e sem substratos.

O experimento foi mantido sob temperatura ambiente e estatico por 30
dias (experimento (1)), os outros 12 frascos, preparados sob as mesmas condigdes,
foram mantidos sob agitacdo constante (120 rpm), por 30 dias (experimento (I1)).

Apos o término de cultivo do micro-organismo, os conteudos dos
frascos foram filtrados sob vacuo, por um funil de Buchner, onde a fase aquosa foi
recolhida e os micélios armazenados numa solugdo agua:metanol (4:1). A fase
aquosa foi acidificada com acido cloridrico diluido (0,1mol/L) para pH,
aproximadamente, 5,0. Em seguida, retirou-se uma aliquota de 8 mL e a esta
adicionou-se 2 mL de metanol (4:1). Esta amostra de 10 mL foi submetida as demais
analises. Inicialmente a amostra foi pré-purificada por EFS e, entdo analisada por
CLAE/UV e CLAE/UV-EM (Fluxograma 3.2).
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24h
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150mL/frasco 5 5 5 5 substratos Apés 30 dias
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2) Inoculgéo do Filtrac&o & vacuo
fungo
5 pedagos/frasco Parte
liquida

Erlenmeyers Frascos com meio
de 250mL autoclavado
Aliquota de 10mL
Pré—purifica(;éo Izq(;j‘;n me?ano:n |
Cartucho de SPE Restante
(]
nalises
FLUXOGRAMA 3.2 - Procedimento utilizado para o experimento de

biotransformacgao dos flavondides glicosilados e Penicillium griseoroseum.

3.3.2.3.2 - Cultivo dos flavonéides individualmente sob agitacao

O experimento sob agitacdo constante de 120 rpm foi realizado
novamente, porém com os flavondides padrboes adicionados individualmente para
facilitar as posteriores analises. Outra modificacao foi realizada no meio de cultura,
do qual diminuiu-se pela metade a quantidade de glicose normalmente utilizada.

As demais condigcbes de cultivos foram as mesmas descritas
anteriormente no item 3.3.2.2. O experimento foi mantido sob agitagado constante por
25 dias e, ao término do cultivo interrompeu-se a agitagao, filtrou-se o conteudo dos
frascos, acidificou-se os mesmos com acido cloridrico até pH = 5,0. Retirou-se uma
aliquota de 10 mL com 20% de metanol. Submeteu-se essas aliquotas a pre-
purificacdo no cartucho de EFS e, em seguida estas foram analisadas por CLAE/UV,
exatamente como descrito para os experimentos (l) e (ll), inclusive nas mesmas

condigdes (item 3.3.2.3.1).

3.3.2.3.3 — Cultivo em meio rico, adigcao dos flavondides glicosilados, cultivo

em meio pobre

Inicialmente, o fungo foi inoculado no meio liquido Czapek’s
enriquecido com 0,8% de extrato de levedura (meio rico). Ultilizou-se no
experimento, frascos de 250 mL contendo 62,5 mL de meio em cada. Apds 7 dias de
cultivo estatico, os micélios foram filtrados na capela de fluxo laminar,

completamente esterilizada (papel de filtro, funil de Buchner e kitasato). Os micélios
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foram transferidos para outro meio de cultura (meio liquido Czapek’s), os quais
estavam divididos em triplicata de acordo com os flavondides utilizados:

- 3 frascos contendo 15 mg de naringina;

- 3 frascos contendo 15 mg de hesperidina;

- 3 frascos contendo 15 mg de rutina;

- 3 frascos contendo somente o micélio;

- 1 frasco contendo somente meio liquido;

- 3 frascos contendo os substratos individualmente.

Os substratos foram previamente solubilizados em DMSO e
adicionados ao meio de cultura apds a esterilizacdo. Os frascos foram mantidos sob
agitacao contanste (120 rpm) por 12 dias.

Ao término do cultivo filtrou-se o experimento, o filtrado foi extraido com
acetato de etila, enquanto o micélio foi extraido com metanol:diclorometano (1:1). Os

extratos obtidos do filtrado foram analisados por CCDA e por CLAE/UV.

3.3.2.3.4 — Analise dos experimentos com flavondides

Os solventes utilizados na eluigdo gradiente foram: eluente A: agua
MilliQ, eluente B: Metanol, ambos contendo 0,1% de TFA. A concentracdo do
eluente B variou de 20 — 60% (0 — 10 min), 60 — 100% (10 — 30 min), 100% (30 — 35
min), 100 — 20% (35 — 37 min) e condicionou-se a coluna em 20% por 13 min.

O volume de injecéao foi de 20 pL e o fluxo utilizado foi de 0.7 mL/min. A
coluna utilizada foi a coluna Phenomenex — Synergi Fusion RP 80A 4 p, 250 x 4.6
mm. A deteccao por UV variou entre 190 — 800 nm.

As analises por EM utilizou ionizagao por electrospray no modo
negativo, onde os parametros foram: temperatura da fonte 130°C; temperatura do
probe 350°C; potencial do capilar 3,08 kV, potencial do cone 36 V, extrator 4 V e
lentes RF 0,70 V. Para os experimentos de ions fragmentos utilizou-se 15 eV de

energia de colisao.
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3.3.2.4 — Reagao de permetilacao dos flavonodides glicosilados

Pesou-se 10 mg de naringina, rutina e hesperidina, separadamente e
colocou-se nos respectivos baldes de 10 mL. Os baldes foram colocados sob
agitacdo magnética e os substratos foram dissolvidos em 0,300 mL de DMF e
conectou-se 0 gas nitrogénio para desaerar. As quantidades de reagentes utilizadas
foram calculadas baseando-se nas quantidades relativas de excesso, como
discutido por ROGMANN et al (2000)"°. Pesou-se a quantidade de hidreto de sodio
(5 equivalente molar/grupo —OH) necessario para a reacdo de cada flavondide
individualmente e colocou-se nos baldes de adi¢do. Apds a dissolugdo completa dos
flavondides iniciou-se a adigdo do hidreto ao baldo reacional, vagarosamente.
Deixou-se reagindo por meia hora. Passado esse tempo, adicionou-se o iodo
metano aos baldes (5 equivalente molar/grupo —OH) para cada flavondide e deixou-
se sob agitagao por 24 horas.

Ao término das 24 horas, interrompeu-se a reacido com a adigao de 3
mL de agua destilada. Acidificou-se a solugao reacional com algumas gotas de acido
aceético e realizou-se uma parti¢cao liquido-liquido com acetato de etila. Separou-se a
fase aquosa da fase organica. Secou-se a fase organica com sulfato de sodio
anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente, como ilustra detalhadamente o

Fluxograma 3.3.
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Adigéo de agua
a—CCD (4,0 x 2,5cm), Hex:AcOEt:MeOH
(2:2,5:0,5)

b — CC (¢ - 2,0cm; h= 20cm), isocratico
Hex:AcOEt:MeOH (2:2,5:0,5)

¢ — CCDP (20 x 20cm) Hex:AcOEt:MeOH
(75:95:30)

d — CCDP (20 x 20cm) Hex:AcOEt:MeOH
(40:140:20)

e — CCDP (20 x 20cm) Hex:AcOEt:MeOH
(80:100:20)

Fase organica concentrada

FLUXOGRAMA 3.3 — Procedimentos experimentais para extracdo dos produtos de
reacao dos flavonodides glicosilados.

3.3.2.4.1 — Anadlises dos produtos reacionais por EM

Como os possiveis produtos da reacdo encontrariam-se metoxilados,
as analises por EM nao foram realizadas no modo de ionizagao negativo e sim no
modo positivo, uma vez que a adicdo de protons na molécula ocorreria de maneira
mais facilitada. O solvente utilizado nas analises foi metanol e as condigdes para os

flavonoides encontram-se descritas nas Tabelas 3.1 e 3.2:

TABELA 3.1 — Condicbées do espectrdbmetro de massas para as amostras com

naringina (ESI+).

Temperatura da fonte (°C) 130
Temperatura do probe (°C) 350
Capilar (kV) 2.62

Cone (V) 35

Extrator (V) 6
Lentes RF (V) 0.60
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TABELA 3.2 — Condi¢cdes do espectrébmetro de massas para hesperidina e rutina
(ESI+).

Temperatura da fonte (°C) 130
Temperatura do probe (°C) 350
Capilar (kV) 413

Cone (V) 36

Extrator (V) 5

Lentes RF (V) 0.70

Para os experimentos de ions precursores, as condi¢gbes utilizadas
foram as mesmas citadas acima, porém as energias de colisdo foram:
- naringina: 17eV
- hesperidina: 20eV
- rutina: 20eV

3.3.2.5 - Experimento de biotransformagao dos flavonéide polimetoxilados

Os flavonodides polimetoxilados naringina, hesperidina, e rutina foram
obtidos de acordo com o item 3.3.2.4. No entanto, reagdo em grande escala foi
obtida primeiramente somente com o flavondide naringina, para que um teste de
biotransformacao fosse realizado. De acordo com os resultados obtidos com a
reacdo de permetilagcdo, dois flavondides polimetoxilados foram obtidos, um deles
apresentou a abertura do anel C (naringina 1), enquanto o outro nao (naringina 2).
Para o experimento de biotransformagao utilizou-se 16 frascos de Erlenmeyer de
250 mL contendo 100 mL de meio liquido Czapek’s enriquecido com extrato de
levedura, sendo divididos da seguinte maneira: 3 frascos contendo 10 mg da
naringina 1, 2 frascos contendo 10 mg da naringina 2, 3 frascos contendo meio e
fungo. O experimento permaneceu e protegido de luz por 20 dias.

Apods 20 dias de cultivo, os frascos foram filtrados a vacuo, os micélios
foram armazenados em 100 mL de metanol por 24 horas, sendo posteriormente
triturados, filtrados e concentrados. O filtrado inicial foi submetido a particao liquido-
liguido com acetato de etila, denominada A. Em seguida, a fase aquosa foi

acidificada com uma solucéo de HCI (pH 2) e extraida com acetato de etila (Aa).
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Adicionou-se ainda a fase aquosa remanescente uma solugdo basica (NaOH),
invertendo-se o pH para 10 e extraiu-se novamente com acetato de etila (Ab).
Adicionou-se sulfato de sédio anidro a todas as fases organicas obtidas, filtrou-se e

evaporou-se no rotaevaporador (Fluxograma 3.4).

10mg -.&“oﬁm;m
mgﬁm ocE, ©

Pem

griseorosenm

Meio eslatico e protegido de
luz por 20 dias

" Acelato de efila

FLUXOGRAMA 3.4 - Procedimento para a biotransformagdo dos flavondides
polimetoxilados.

3.3.2.5.1 — Analise do experimento com os flavonéides polimetoxilados

Os solventes utilizados na eluigdo gradiente foram: eluente A: agua
MilliQ, eluente B: Metanol. A concentragdo do eluente B variou de 60 — 100% (0 — 45
min), 100% (45 — 50 min) e condicionou-se a coluna em 45% por 15 min.

O volume de injegéo foi de 30 pL e o fluxo utilizado foi de 0.7 mL/min. A
coluna utilizada foi a coluna Phenomenex — Synergi Fusion RP 80A 4 p, 250 x 4.6

mm. A deteccao por UV variou entre 190 — 800 nm.

3.3.2.6 — Reagéo de hidrélise dos flavonoéides glicosilados

Os flavondides foram solubilizados em uma solugdo metandlica (1:1),
sob agitagao constante. Para 500 mg de cada flavondide individualmente, adicionou-
se 20 mL de HCI concentrado e deixou-se sob refluxo a 80°C por 24h. A reacéo foi
monitorada por CCDA, cujo eluente foi acetato de etila:agua:acido formico (6:1:1).

Ao término da reagdo adicionou-se a mistura reacional 200 mL de agua destilada.
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Extraiu-se com acetato de etila (3 x 200 mL) e secou-se com sulfato de sddio anidro.
As fases organicas foram concentradas. O extrato obtido foi purificado através de
coluna cromatografica de silica do tipo flash, sendo o eluente hexano:acetato de etila

(1:1). As fragbes purificadas foram analisadas por CLAE/UV-EM.

3.3.2.7 - Biotransformagao da naringenina e hesperetina

O micro-organismo foi inicialmente cultivado em meio liquido Czapek’s
sem extrato de levedura (item 3.3.1) durante trés dias sob agitagcado constante (120
rom). Apdés os trés dias de cultivo, as agliconas dos flavondides glicosilados,
naringenina e hesperitina, solubilizadas em DMSO e adicionadas aos frascos
contendo 0 meio e 0 micro-organismo, em seguida o experimento foi mantido por
mais sete dias sob agitagao constante.

Ao término do cultivo, filtrou-se todos os frascos dos experimentos.
Retirou-se uma aliquota de 5 mL de cada filtrado e adicionou-se 5 mL de metanol
para as posteriores analises por CLAE/UV-EM. O restante do filtrado foi extraido
com acetato de etila, sendo as fases orgéanicas depois de secas, analisadas por
CLAE/UV-EM.

3.3.2.7.1 — Analises do experimentos contendo naringenina e hesperetina

Os solventes utilizados na eluigdo gradiente foram: eluente A: agua
MilliQ, eluente B: Metanol. A concentragdo do eluente B variou de 20 — 65% (0 — 10
min), 65 — 100% (10 — 30 min) e condicionou-se a coluna em 20% por 15 min.
O volume de injecéao foi de 15uL e o fluxo utilizado foi de 0.7 mL/min. A coluna
utilizada foi a coluna Phenomenex — Synergi Fusion RP 80A 4p, 250 x 4.6 mm. A
detecgao por UV variou entre 210 — 500 nm.

As analises por EM utilizou ionizagdo por APCI no modo positivo,
sendo os potenciais utilizados: corona 3,10 kV, cone 25 V, extrator 6 V e lentes RF
0,70 V, as temperaturas foram: da fonte 170°C e do probe 400°C. Para os

experimentos de ions fragmentos utilizou-se 15 eV de energia de colis&o.
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3.3.2.8 — Reagao de metilagao da 2’,4’,6’-trihidréxiacetofenona

Os reagentes 2’,4’,6-trihidroxiacetofenona (100 mg), carbonato de
potassio (446 mg) e dimetilsulfato (0,310 mL) foram adicionados e dissolvidos em
um baldo de 50 mL contendo 15 mL de acetona, a 45°C de aquecimento em um
banho de 6leo, sob refluxo, durante aproximadamente 14 horas. A reagéo foi
interrompida com a adicdo de 10 mL de HCI 10%. Realizou-se uma parti¢ao liquido-
liquido com acetato de etila, em seguida, lavou-se a fase organica com agua para a
retirada do excesso de acido. Posteriormente, lavou-se ainda a fase organica com
NaCl saturada para facilitar a sua secagem. Secou-se com sulfato de sodio anidro e
concentrou-se o solvente. Para a purificagdo do produto metilado realizou-se uma
coluna cromatografica (h=20 cm e ¢=2,5 cm) com silica do tipo flash como fase
estacionaria, sob pressdo, sendo a eluigdo realizada no modo isocratico com
hexano:acetato de etila (8:2). As fragbes purificadas do produto foram reunidas e

submetidas as analises por RMN'H.

3.3.2.9 - Biotransformacgao da 2’,4’,6’-trimetoxiacetofenona

Cultivou-se o micro-organismo em meio rico por 7 dias. Transferiu-se o
micélio para o meio pobre contendo 15 mg do substrato previamente dissolvido em
DMSO, como ja descrito no item 3.3.2.3.3. Apds 12 dias de cultivo em meio pobre
sob agitagcao constante, filtrou-se o experimento e retirou-se uma aliquota de 5 mL
do filtrado. Adicionou-se a aliquota 5 mL de metanol para as analises por CLAE/UV-
EM. O restante do filtrado foi extraido com acetato de etila. As fases organicas foram
secas e concentradas. Os extratos obtidos foram monitorados por CCDA. As
substancias foram isoladas por CCDP e submetida as analises por CLAE/UV-Em e
RMN'H.

3.3.2.9.1 — Analise da amostra biotransformada de 2’,4’,6’-trimetoxiacetofenona

Os solventes utilizados na eluigdo gradiente foram: eluente A: agua
MilliQ, eluente B: Metanol. A concentragao do eluente B foi mantida em 20% durante
10 minutos, em seguida variou de 20 — 100% (10 — 11 min), manteve-se em 100%

por 5 minutos e condicionou-se a coluna em 20% por mais 15 min.
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O volume de injecéao foi de 5 uL e o fluxo utilizado foi de 1 mL/min. A coluna utilizada
foi a coluna Phenomenex — Synergi Fusion RP 80A 4 y, 250 x 4.6 mm. A deteccédo
por UV variou entre 210 — 500 nm.

As analises por EM utilizou ionizagao por APCI no modo positivo,
sendo os potenciais utilizados: corona 3,22 kV, cone 25 V, extrator 6 V e lentes RF
0,70 V, as temperaturas foram: da fonte 170°C e do probe 300°C. Para os
experimentos de ions fragmentos utilizou-se 20 eV de energia de colis&o.

3.3.2.10 - Isolamento de metabdlitos secundarios

Os frascos contendo o meio liquido Czapek’s (200 mL em frascos de
500 mL) foram autoclavados e o fungo Penicillium griseoroseum foi inoculado. Os
frascos foram mantidos em modo estatico e protegido da luz durante 20 dias.

Ao término do cultivo, o conteudo dos frascos foram filtrados, sendo a
fase aquosa extraida com acetato de etila (3 x 100 mL). Todas as fases organicas
foram reunidas em um unico extrato. O extrato foi purificado em coluna
cromatografica de silica do tipo flash, sendo uma substéancia isolada. Cerca de 5 mg

da substéancia pura foi obtida, que foi caracterizada pelos métodos espectroscépicos.

3.3.3 — Experimentos de biotransformacgao utilizando Penicillium brasilianum

3.3.3.1 — Reacgao de oxidagao da 1-indanona (reacao de Baeyer-Villiger in vitro)

Em baldo de fundo redondo de 125 mL contendo 60 mL de
diclorometano tratado, adicionou-se 1,00 g de 1-indanona. O bal&do foi mantido sob
agitagcdo constante. A completa solubilizagdo da 1-indanona tornou a solugao
amarela. Em seguida, adicionou-se, aos poucos, 3,83g de bicarbonato de sodio e
consequentemente o acido meta-cloroperbenzoico (4,37g). A reagcdo permaneceu
sob agitagao por um periodo de 24 horas.

Ao término das 24 horas, adicionou-se 20 mL de uma solugao 10% de
iodeto de potassio e 20 mL de uma solugao de NaHSOs3. Posteriormente, realizou-se
uma particado liquido-liquido com 200 mL acetato de etila. Secou-se a fase organica
e evaporou-se o solvente. O produto obtido foi analisado e caracterizado por CG-EM
e RMN.
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3.3.3.2 - Biotransformacgao da 1-indanona por Penicillium brasilianum

3.3.3.2.1 — Modo estatico (20 dias de cultivo)

O meio liquido utilizado para a reacdo de biotransformacdo com o
fungo Penicillium brasilianum foi o Czapek’s enriquecido com extrato de levedura. O
modo de preparo do meio também foi semelhante aos meios de cultura ja
mencionados anteriormente. Porém antes de serem autoclavados, realizou-se uma
modificagdo: em 7 dos 9 frascos utilizados, foi adicionada uma solugao de 20 mg de
indanona dissolvida em acetona. Em seguida, todos os frascos foram autoclavados
por 15 minutos a pressao de 1atm. Depois de resfriado o meio até a temperatura
ambiente, inoculou-se 5 pedacos do fungo em cada frasco e reservou-se em meio
estatico protegido de luz, por 20 dias.

Ao término dos 20 dias de cultivo, o conteudo dos frascos foram
filtrados a vacuo, onde o filtrado foi separado do micélio. Ao micélio, adicionou-se
125 mL de etanol, triturou-se e, em seguida, foram novamente filtrados. Juntaram-se
as partes liquidas semelhantes, inicialmente separadas, extraiu-se as mesmas com
acetato de etila, secou-se a fase organica obtida com sulfato de sédio anidro e
concentrou-se. A fase etandlica obtida dos micélios foi somente concentrada.
Retirou-se uma aliquota do extrato do micélio e do extrato do meio liquido para a
realizacdo de colunas cromatograficas. O eluente utilizado nas colunas foi hexano e
acetato de etila, uma eluigdo gradiente com a variagdo da porcentagem de acetato
de etila, ou seja, inicialmente com 0% AcOEt e término com 100% do mesmo. Ja as
fases estacionarias utilizadas foram: para o extrato do micélio utilizou-se alumina,
enquanto para o extrato do meio liquido foi silica comum. O monitoramento foi

realizado através de CCDA (Fluxograma 3.5).
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FLUXOGRAMA 3.5 — Procedimento utilizado na biotransformacéo da 1-indanona.

3.3.3.2.2 - Adigao da 1-indanona apoés 3 dias de cultivo

Utilizou-se o meio liquido Czapek's enriquecido com extrato de
levedura. Adicionou-se, separadamente, 30 mL do meio de cultura em frascos
erlenmeyers de 125 mL.

Adicionou-se 0 micro-organismo ao meio de -cultura liquido em
ambiente estéril (capela de fluxo laminar), retirando-se 100 uL da suspensao de
esporos, em seguida, transferiu-se os mesmos ao meio de cultura liquido, ja a
temperatura ambiente. Os frascos foram mantidos sob agitagao (120 rpm). O fungo
foi mantido sob tais condi¢gdes por aproximadamente 3 dias, quando boa parte de
seu micélio ja encontra-se desenvolvido. Os frascos foram colocados em ambiente
estéril (capela de fluxo laminar) e adicionou-se a solugdo do substrato 1-indanona.
Para tal, pesou-se 30 mg do substrato e dissolveu-se em 1 mL de DMSO e
transferiu-se para os frascos. Em seguida, o experimento foi mantido por 3 e 10 dias
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apods a adicdo dos substratos. Ao término dos dias de cultivo, no caso, 3 e 10 dias,
os experimentos foram extraidos em triplicata, através de parti¢ao liquido-liquido (2 x
15 mL) com acetato de etila. A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro e
concentrada. As amostras foram monitoradas com CCDA. De acordo com a
variedade de substancias adquiridas, colunas para pré-purificacao foram realizadas,

facilitando assim as posteriores analises por CG-EM e CLAE/UV-EM.

3.3.3.2.3 - Biotransformagao monitorada da 1-indanona

Foram utilizados 25 frascos de Erlenmeyer de 250 mL, todos contendo
100mL de meio liquido Czapek’s enriquecido com extrato de levedura. Em 20
frascos foram adicionados 20 mg do substrato (dissolvidos em 1 mL de acetona),
sendo 18 frascos para o experimento de biotransformacao e 2 frascos para controle
do substrato (substrato e meio liquido). Os demais 5 frascos continham apenas o
meio e o fungo. ApoOs autoclavados e resfriados a temperatura ambiente foram
inoculados 5 pedagos dos fungos nos respectivos frascos. O experimento foi
mantido em ambiente estatico e protegido de luz por um periodo de 20 dias.

Este experimento foi monitorado de 3 em 3 dias de cultivo, ou seja,
realizou-se extragcdes nos dias: 3, 6, 9, 12, 15 e 20. Em cada dia da extragao,
retiraram-se 3 frascos contendo fungo, meio e substrato (triplicata) e um frasco
contendo somente o meio e o fungo. Em seguida, estes frascos foram filtrados,
sendo o0s micélios armazenados em 100 mL de metanol por 24 horas,
posteriormente foram triturados, filtrados e concentrados. O filtrado inicial foi
submetido a uma extracdo liquido-liquido (3 x 100 mL) com acetato de etila. Secou-
se a fase orgénica com sulfato de sddio anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente

no rotaevaporador.
3.3.3.2.4 - Analises do experimento com 1-indanona

Os solventes utilizados na eluigdo gradiente foram: eluente A: agua
MilliQ, eluente B: Acetonitrila. A concentragédo do eluente B variou de 20 — 65% (0 —

10 min), 65 — 100% (10 — 30 min), 100% (30 — 35 min) e condicionou-se a coluna em
20% por 15 min.
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O volume de injecéao foi de 20 pL e o fluxo utilizado foi de 0.7 mL/min. A
coluna utilizada foi a coluna Phenomenex — Synergi Fusion RP 80A 4p, 250 x 4.6
mm. A deteccao por UV variou entre 190 — 600 nm.

As amostras também foram analisadas por CG-EM, onde utilizou-se a
coluna J&W Scientific DB-5, 30 m x 0.25 mm, 0.25 y, o gas de arraste — hélio White
Martins e a rampa de aquecimento 55 — 120°C (2°/min); 120 — 300°C (4°/min).

3.3.3.3 — Biotransformacgao da 1-indanona utilizando células em suspensao

O micro-organismo foi inicialmente cultivado em meio liquido Czapek’s
enriquecido com extrato de levedura (item 3.3.1). Apos o inéculo do fungo, manteve-
se os frascos sob agitagcdo durante 4 dias (para o bom desenvolvimento micelial).

Preparou-se uma solugédo tampao de fosfato de sddio (fosfato de sddio
monobasico e fosfato de sédio bibasico) a pH 7,0, sendo 100 mL em cada frasco de
Erlenmeyer de 250 mL. Autoclavou-se os frascos contendo tampao. Em seguida,
adicionou-se aos frascos 20 mg de 1-indanona (dissolvidos em 1 mL de acetona) e
manteve-se em ambiente estéril.

Os frascos contendo o fungo sob agitacdo foram filtrados a vacuo na
capela de fluxo laminar devidamente esterilizada. O micélio filtrado com lavado com
agua destilada e adicionado aos frascos contendo a solugéo tampao. Sendo mantido
trés controles durante o experimento: controle do tampao (somente tampao),
controle do fungo (meio + fungo) e controle do substrato (meio + substrato).

O experimento foi mantido durante 12 dias sob agitagdo constante (120
rpm). Ao término do cultivo, o conteudo dos frascos foram filtrados e a fase aquosa
foi extraida com acetato de etila (3 x 50 mL). As fases organicas foram secas com
sulfato de sddio anidro e concentradas.

Os extratos obtidos foram monitorados por CCDA e analisados por
CLAE/UV-EM (item 3.3.3.2.4).

3.3.3.4 — Reagao de oxidagcao da a,B-amirina

Foram dissolvidos 500 mg do substrato a,pB-amirina em 15 mL de
diclorometano em um baldo de 50 mL, que encontrava-se sob agitacdo constante.

Apds a dissolugdo completa da substancia, adicionou-se 275 mg do oxidante PCC,
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mantendo a mistura sob agitacdo constante e vigorosa por 10 horas. Ao término da
reacao, adicionou-se 10 mL de éter etilico. Em funil de placa sinterizada, colocou-se
uma porgcao de silica do tipo Florisil. Aplicou-se o conteudo do baldo para a
realizacdo de uma filtragdo e lavou-se constantemente com uma grande quantidade
de éter etilico (cerca de 100 mL). Concentrou-se o éter. Realizou-se cromatografia
em camada delgada analitica (CCDA) para a definicho de um eluente
cromatografico, sendo o obtido: hexano com duas gotas de acetato de etila o eluente
que melhor resolveu as bandas observadas. Para a purificacdo do produto utilizou-
se uma coluna cromatografica com 3 cm de didmetro e 20 cm de altura, contendo
silica do tipo flash. A coluna foi condicionada inicialmente com hexano (100%) e
apoés a aplicagdo da amostra eluiu-se as fragdes, no modo isocratico, com hexano
contendo duas gotas de acetato de etila. As fragdes obtidas foram monitoradas por
CCDA e posteriormente reunidas. Aquelas que apresentaram um elevado grau de

pureza foram submetidas a analises por RMN'H.

3.3.3.5 — Biotransformacao de diversas cetonas por Penicillium brasilianum

O mesmo procedimento descrito no item 3.3.3.3 foi utilizado para o
experimento com diversas cetonas, ou seja, o fungo foi cultivado em Czapek’s e, em
seguida o micélio foi suspendido em solugdo tampado contendo os diferentes
substratos:

e 20 mg de benzopinacolona;

e 20 mg de dibenzalacetona;

e 20 mg de canfora;

e 20 mg de a,B-amirinona;

e 20 pL de (R)-carvona;

e 20 pL de (S)-carvona;

e 20 pL de ciclopentanona;

e 20 uL de 2-(3-metoxifenil)-ciclohexanona;

e 20 L de 6-hidroxi-ciclohexanona.

O experimento também foi mantido durante 12 dias sob agitacao
constante. A extracdo foi obtida com a filtragdo dos micélios e, em seguida a fase

aquosa extraida com acetato de etila (3 x 50 mL). A fase aquosa remanescente da
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extragdo, foi acidificada com acido cloridrico (pH 3) e extraida novamente com
acetato de etila (3 x 50 mL). Todas as fases organicas foram secas com sulfato de
sédio anidro e concentradas. O micélio filtrado foi extraido com metanol durante 24
horas, em seguida, filtrado e concentrado.

As amostras foram analisadas inicialmente por CCDA, sendo as
amostras benzopinacolona e dibenzalacetona analisadas por CLAE/UV-EM,
enquanto as demais amostras foram analisadas por CG-EM (item 3.3.3.2.4).

3.3.4 — Experimentos de biotransformacao utilizando Aspergillus aculeatus

Para o experimento, utilizou-se 48 frascos contendo 100 mL de meio
liquido Czapek’s enriquecido com extrato de levedura. Os substratos a-naftol, -
naftol, a-naftilamina e alizarina foram inoculados com o fungo por 15 dias sob
agitagao constante (120 rpm).

Ao término dos 15 dias de cultivo o conteudo dos frascos foram
submetidos a filtracdo a vacuo, reunindo-se os frascos semelhantes. Aliquotas de
6mL do filtrado foram retiradas (aliquota aquosa). Os micélios foram mantidos
durante 24 horas em 100 mL de etanol, sendo posteriormente triturados, filtrados e
concentrados. Com a fase inicialmente filtrada realizou-se particao liquido-liquido
com acetato de etila (3 x 200 mL). Todas as fases orgéanicas foram secas com a
adicdo de sulfato de sodio anidro, filtradas e evaporadas no rotaevaporador

(Fluxograma 3.6).
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Meio Liquido Czapek’s enriquecido
com extrato de levedura

c A 9 frascos contendo
S asnacy fungo + meio

a-naftol
Aspacu_anaftol

10 frascos contendo
fungo + 10mg

B-naftol
Aspacu_bnaftol

9 frascos contendo | 10 frascos contendo
fungo + 20mg fungo + 20mg

o-naftilamina alizarina

I Aspacu_anaftilamina I | Aspacu_alizarina I

FLUXOGRAMA 3.6 — Procedimento utilizado para os substratos a-naftol, B-naftol, a-
naftilamina e alizarina.

Ao término dos 18 dias de cultivo os frascos foram submetidos a
filtracdo & vacuo, reunindo-se os frascos semelhantes. Os micélios foram mantidos
durante 24 horas em 100 mL de metanol, sendo posteriormente triturados, filtrados e
concentrados. Com a fase inicialmente filtrada realizou-se, primeiramente, uma
particao liquido-liquido com acetato de etila (neutra), denominados A; em seguida,
na fase aquosa remanescente adicionou-se uma solugéo basica (NaOH) elevando-
se o pH a 10 e extraiu-se com acetato de etila (Ab). Novamente com a fase aquosa
remanescente inverteu-se o pH para 2 (com a adicdo de uma solugao acida de HCI)
e realizou-se uma nova extragcdo com acetato de etila, denominada Aa. Todas as
fases orgénicas foram secas com a adicdo de sulfato de sodio anidro, filtradas e

evaporadas no rotaevaporador.

3.3.4.1 — Analises por CLAE/UV-EM

As analises foram realizadas com uma coluna Synergi Fusion RP 4 p
da Phenomenex, sendo 250 x 4,6 mm suas dimensdes. Os solventes utilizados na
eluicdo gradiente foram: eluente A: agua MilliQ, eluente B: Metanol. A concentragéo
do eluente B variou de 40 — 100%B (0 — 40 min), 100%B (40 — 45 min) e
condicionou-se a coluna em 40% por 15 min.

O volume de injegéo foi de 20 pL e o fluxo utilizado foi de 0.7 mL/min. A

detecgao por UV variou entre 190 — 800 nm.
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As analises por EM ionizagao por APCIl no modo negativo, sendo os
potenciais utilizados: corona 3,50 kV, cone 30 V, extrator 6 V e lentes RF 0,71 V, as
temperaturas foram: da fonte 170°C e do probe 350°C. Para os experimentos de

ions fragmentos utilizou-se 20 eV de energia de colisdo.

3.3.5 — Experimentos de biotransformacgao utilizando Aspergillus flavus

3.3.5.1 — Biotransformacao de flavonéides por Aspergillus flavus

O fungo Aspergillus flavus foi cultivado em meio liquido Czapek’s
enriquecido com extrato de levedura (item 3.3.1). Em cada um dos frascos de
Erlenmeyers (250 mL) utilizados no experimento foram distribuidos 100 mL de meio
liquido. Autoclavou-se os frascos e quando resfriados a temperatura ambiente, o
micro-organismo foi inoculado. Os substratos naringina, hesperidina e rutina foram
adicionados aos frascos (dissolvidos em agua:metanol (4:1)), enquanto os
substratos polimetoxilados naringina e chalcona (apos abertura do anel C) foram
dissolvidos em acetona e também adicionados aos respectivos frascos, todos os
substratos foram adicionados em triplicata. Os frascos foram mantidos estaticos e
protegidos de luz por 20 dias.

Apos o término de cultivo do micro-organismo, os conteudos dos
frascos foram filtrados sob vacuo, por um funil de Buchner, onde a fase aquosa foi
recolhida e os micélios armazenados numa solugao agua:metanol (4:1). A fase
aquosa foi acidificada com acido cloridrico diluido (0,1mol/L) para pH,
aproximadamente, 5,0. Extraiu-se com acetato de etila (3 x 100 mL), secou-se a fase
organica e concentrou-se. As amostras foram analisadas por CLAE/UV-EM (como
descrito nos itens 3.3.2.3.4 ¢ 3.3.2.5.1).

3.3.5.2 — Biotransformacgao da 1-indanona por Aspergillus flavus

O meio liquido utilizado para a reacdo de biotransformacédo foi o
mesmo descrito anteriormente (meio liquido Czapek’s enriquecido com extrato de
levedura). Apds autoclavados, os frascos foram enriquecido com a adigdo do
substrato 1-indanona (20 mg dissolvidos em 1 mL de acetona por frasco) e o fungo

Aspergillus flavus. O experimento foi mantido em meio estatico por 20 dias.
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Ao término dos 20 dias de cultivo, o conteudo dos frascos foram
filtrados a vacuo, onde o filtrado foi separado do micélio. Ao micélio, adicionou-se
125 mL de etanol, triturou-se e, em seguida, foram novamente filtrados. As fases
aquosas foram extraidas com acetato de etila, secou-se a fase organica obtida com
sulfato de sédio anidro e concentrou-se. A fase etandlica obtida dos micélios foi
somente concentrada. Os extratos obtidos foram monitorados por CCDA. A
presenca de produto de biotransformacéao foi detectada e, portanto a substancia foi
isolada por CCDP e caracterizada pelas técnicas espectroscopicas.

Um outro experimento também realizado com o substrato 1-indanona e
o fungo Aspergillus flavus foi com as células ressuspensas em solugao tampéao ja
contendo 20 mg da 1-indanona. O procedimento utilizado foi o mesmo descrito no
item 3.3.3.3.

3.3.6 — Triagem para a detecgcao de Baeyer-Villiger monooxigenases

Para o experimento de triagem de Baeyer-Viliger monooxigenase
utilizou-se o substrato 1-indanona para as diferentes espécies de Aspergillus e
Penicillium. O meio liquido utilizado foi Czapek’s enriquecido com 2% de extrato de
levedura (item 3.3.1). O meio foi distruido em frascos de Erlenmeyer (125 mL)
contendo 30 mL de meio. Apds autoclavados, os frascos foram enriquecidos com o
substrato 1-indanona, sendo realizado em triplicata para cada fungo, mantendo-se
sempre os controles dos fungos (ou seja, sem adicdo do substrato). Os micro-
organismos foram inoculados através de solugcdo de esporos e mantidos estaticos
por 15 dias.

Ao término do cultivo, os micélios foram filtrados a vacuo, sendo a fase
aquosa extraida com acetato de etila (2 x 20 mL). As fases orgéanicas foram secas e

concentradas. As amostras obtidas foram analisadas por CLAE/UV-EM.

3.3.6.1 — Analises por CLAE/UV-EM

Os extratos orgénicos obtidos do experimento foram diretamente
analisados por CLAE/UV-EM. As analises foram realizadas com uma coluna Synergi
Fusion RP 4 u da Phenomenex, sendo 250 x 4,6 mm suas dimensdes. Os solventes

utilizados na eluicdo gradiente foram: eluente A: agua MilliQ, eluente B: Metanol,
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ambos acrescidos de 0,1% de TFA. A concentragdo do eluente B foi mantida em
25% durante 15 minutos e, em seguida variou de 25 — 100%B (15 — 16 min), 100%B
(16 — 26 min) e condicionou-se a coluna em 25% por 15 min.

O volume de injecao foi de 10 uL e o fluxo utilizado foi de 0.9mL/min. A
detecgao por UV variou entre 210 — 500 nm.

As analises por EM utilizou ionizagcdo por APCI no modo positivo,
sendo os potenciais utilizados: corona 3,34 kV, cone 32 V, extrator 5 V e lentes RF
0,62 V, as temperaturas foram: da fonte 170°C e do probe 450°C. Para os

experimentos de ions fragmentos utilizou-se 18 eV de energia de coliséo.
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4 - RESULTADOS

41 - Experimentos de biotransformagdo utilizando Penicillium

griseoroseum

4.1.1 — Biotransformagao da cafeina

Recentemente muitas biotransformacbdes estudadas envolvem, em
geral, os fungos Penicillium e Aspergillus. Dentre elas, as que mais se destacam séo
biotransformagdes do citronelol™’, terpenos’? e corticosterdides'?. No entanto, a
abordagem geralmente utilizada para a escolha das cepas nesses experimentos é
aleatdria. Conforme temos enfatizado, o uso de micro-organismos endofiticos seria,
no nosso entendimento, uma abordagem com um pouco mais de racionalidade.

O principal fungo, que inicialmente foi utilizado no presente trabalho
trata-se do Penicillium griseoroseum (FIGURA 4.1), o qual foi isolado como
endofitico dos frutos de café verde e posteriormente depositado na micoteca de
nosso laboratério (LaBioMMi). Como no ambiente natural do micro-organismo
encontra-se presente uma elevada concentracdo de cafeina, podia-se esperar o
reconhecimento bioquimico desta substancia pelo fungo quando adicionada ao seu

meio de cultura — o que chamamos de biotransformagé&o biossinteticamente dirigida.

FIGURA 4.1 — Penicillium griseoroseum isolado dos frutos do café.

Realizou-se a biotransformagéo da cafeina, sendo o fungo cultivado em

129

meio liquido Czapek’s contendo cafeina como substrato <. A reagao observada foi a

desmetilacdo na posi¢cao N-7 desta substancia (FIGURA 4.2), produzindo a teofilina.
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FIGURA 4.2 — Biotransformagé&o da cafeina.

A biodegradacdo da cafeina vem sendo estudada durante anos por

134,135 com o

pesquisadores utilizando os mais diferenciados micro-organismos
objetivo de desintoxicar ambientes poluidos com polpas das plantagbes de café. Os
produtos de biotransformacéo da cafeina encontrados normalmente sao a teofilina,
teobromina e xantina, sendo a ultima uma substancia ndo toéxica. A degradacéo da
cafeina é seguida de sucessivas desmetilagbes e em poucas horas uma grande
variedade de micro-organismos € capaz de converté-la na sua forma mais simples, a
xantina.

Dentre as diversas enzimas responsaveis pela desmetilacdo de
substancias, pode-se destacar o citocromo P450, conhecido pela detoxificacdo de
diversas substancias. No entanto, outras enzimas como amina monooxigenase
realizam reag¢des de desmetilagdo. Assim, a FIGURA 4.3 ilustra o mecanismo geral

de desmetilacdo tanto via citocromo P450 quanto via amina monoxigenase'®"38,

R R R OH
+ N—CHj -HY :N—CH, | 21 5 :N—CH,
/ / /

R R R

CYP 450

R\
:N— CHy “°
i _CH,0
amina R /CH3 -CHO \

. N :
monooxigenase N\ 3 Vi

FIGURA 4.3 — Mecanismo proposto para a conversao da cafeina em teofilina.
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No entanto, a seletividade apresentada pelo fungo em desmetilar
apenas uma posicdo na molécula de cafeina, proporcionou um grande interesse
para o estudo dos processos de biotransformagdo envolvendo este micro-
organismo. Como os demais micro-organismos, o fungo Penicillium griseoroseum
iniciou a degradacado da cafeina com a desmetilagcdo da posicao N-7, contudo,
independente do tempo de cultivo, as demais desmetilagdes n&do foram observadas.

Além da seletividade obtida durante o experimento, a biotransformacéao
da cafeina indicou também a possivel presencga de citocromo P450 como uma das
enzimas ativas no metabolismo do micro-organismo, o que proporciona um aumento
do potencial das reagdes que 0 micro-organismo pode realizar, uma vez que como
descrito anteriormente o citocromo P450 é responsavel por diversas reagdes nos

organismos Vivos.

4.1.2 — Biotransformacgao da 5,7,3’,4’,5’-pentametéxiflavanona

Os flavonoides, como ja discutido, tratam-se de uma classe de
substancias alvo para as reagdes de biotransformacao. As diferentes atividades
bioldgicas, assim como a disponibilidade das substancias sdo os principais atrativos
para os seus estudos. No entanto, muitos flavondides ainda ndo foram explorados
em Dbiotransformagdes; como pode-se destacar os flavondides altamente
funcionalizados, flavonodides glicosilados e polimetoxilados, principalmente quando
0s micro-organismos empregados sao endofiticos.

Portanto, como o fungo ainda pouco explorado Penicillium
griseoroseum apresentou uma seletividade de desmetilagdo, assim como, uma
possivel presenca de citocromo P450 (que normalmente sofre alteragdo na presenca
de flavondides), foi obtida uma nova classe de substancias para os estudos
envolvendo este micro-organismo.

Assim, o substrato natural inicialmente selecionado apresentava
diversas metoxilas, as quais proporcionariam o possivel reconhecimento enzimatico,
para a reacgao de desmetilacao.

O flavonoide utilizado foi a 5,7,3",4,5"-pentametoxiflavanona, a qual foi

adicionada ao meio de cultivo do fungo, como descrito no item 3.3.2.2 (FIGURA 4.4).
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FIGURA 4.4 — Estrutura quimica da 5,7,3",4",5 -pentametodxiflavanona.

O experimento proporcionou a obtencdo de pelo menos um produto
biotransformado, que foi detectado inicialmente por analises de CCDA. A substancia
foi purificada através de coluna cromatografica e submetida a analises de RMN 1D e
2D.

Os espectros de RMN'H entre as amostras padrdo e o possivel
produto de biotransformacédo foram comparados e diferengas significativas foram
observadas, como ilustrado na FIGURA 4.5, onde os espectros encontram-se

alinhados pelo sinal do CDCl3 para facilitar a visualizacao.
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FIGURA 4.5 — Espectros de hidrogénio da amostra padréo (A) e do produto de
biotransformacgao (B) (CDCl; — 400MHz).

As principais diferengas entre os espectros de hidrogénio estao
assinaladas em vermelho e foram obtidas no anel A, onde somente um singleto foi
observado em 6 6,18, indicando que houve a introdu¢do de algum outro grupo na
molécula, pois na substancia padrao tem-se os dois dubletos em posicdo meta no
anel A (6 6,20). Quatro sinais na regido das metoxilas podem ser observados como
na amostra referente ao padréo; ja os singletos em & 2,10, 2,52, 7.32 e 7.48 sao
inexistentes no espectro padrao; além de um sinal em 6 13,10 indicando a possivel
presenca de uma hidroxila. A hidroxila encontra-se bastante deslocalizada (6 13,10),
isto se deve ao fato de estar quelada com uma carbonila préxima, a qual atrai para si
os elétrons, deixando a hidroxila desblindada quanto a uma nuvem eletrénica.

Os valores da amostra padrédo e do produto biotransformado foram
comparados com dados obtidos na literatura’™® e estdo apresentados na Tabela 4.1.
Através desta comparagcdo € confirmada que a reagcdo observada ocorreu,
possivelmente, no anel A da flavanona, pois o sinal referente ao anel B apresentou a

mesma integracao (dois hidrogénios) e no mesmo deslocamento quimico que a
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amostra padrao (6 6,60), enquanto os dubletos esperados para o anel A nao foram

observados e sim a presengca de um singleto com integracdo para somente um

hidrogénio (6 6,18), regido dos dubletos observados no padréao.

TABELA 4.1 — Valores de RMN ™C da literatura, amostra padrdo e produto

biotransformado, respectivamente.

C 3C — Literatura (ppm) 3C — padrao (ppm) 3C — Produto (ppm)
2 79,33 79,00 79,00
3 45,65 46,00 45,87
4 189,00 189,00 189,00
5 164,75 165,00 160,00
6 93,52 93,50 112,00
7 165,90 167,00 162,00
8 93,14 93,00 104,00
9 162,21 162,00 162,00
10 105,85 106,00 107,00
1’ 134,23 134,00 132,00
2’ 103,16 103,00 103,00
3 153,42 153,00 153,00
4 138,10 137,00 137,00
5 153,42 153,00 153,00
6’ 103,16 103,00 103,00
-OCH; 60,74 57,00 60,50
-OCH; 56,11 56,00 56,00
-OCH; 55,53 55,00 55,78
16,00
26,00
116,00
130,00
202,00

Portanto, por comparagédo destes valores,

observou-se que o0s

deslocamentos quimicos do *C padrao utilizado condizem com os deslocamentos
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quimicos obtidos pela literatura, enquanto que o produto biotransformado obtido
apresenta significativas diferengas. A FIGURA 4.6 ilustra o esqueleto semelhante
das flavanonas com os respectivos deslocamentos quimicos dos *C semelhantes

nas trés colunas da Tabela 4.1.

OCH;

OCH; O

FIGURA 4.6 — Esqueleto semelhante entre amostra padrdo, dados da literatura e
produto biotransformado, indicados pelos '*C.

Ao analisar o espectro de HMBC da amostra biotransformada (FIGURA
4.7), observou-se as principais diferengas em relagéo ao anel A, indicando, portanto,

que a reagao de biotransformacgao tenha ocorrido.

.
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FIGURA 4.7 — Espectro de HMBC do produto de biotransformacao.
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As diferencas e os valores obtidos pelo espectro de HMBC da amostra

biotransformada encontram-se resumidos na Tabela 4.2.

TABELA 4.2 — Correlagdes obtidas pelo HMBC — produto de biotransformagao

Proposta estrutural 8 "H (ppm) 8§ °C (ppm)
Anel B 6,72 79,00; 103,00; 132,00;
137,00; 153,00
Anel C 2,83 189,00
3,10 79,00; 189,00
Anel A 6,18 105,00; 106,50; 162,00
13,10 112,00; 162,00
Sinais inexistentes no 2,10 116,00; 130,00
padrao
2,52 112,00; 202,00
7,32 162,00; 202,00
7,48 116,00

As semelhancas existentes entre a amostra padrdo e a amostra

biotransformada encontra-se ilustrada na FIGURA 4.8.

FIGURA 4.8 — Correlacdes similares a amostra padrao e produto biotransformado.

Além destes espectros de RMN'H e HMBC, foram realizados espectros

de NOE e analises por Espectrometria de Massas, como citado anteriormente.
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Pelos espectros de NOE observou-se que:
- Quando irradiou-se sobre o hidrogénio posicionado em & 2,52 obteve-se uma
alteragao no hidrogénio em 6 7,32 (FIGURA 4.9).
- Quando a irradiagdo ocorreu no hidrogénio em & 6,18 (anel A), observou-se a
alteracao na regiao referente as metilas (FIGURA 4.9).
- Quando, contudo, a irradiagao ocorreu no hidrogénio na regido das metoxilas (por
volta de & 4,00), observou-se uma alteragdo com aumento da intensidade do
hidrogénio em & 6,18 (o inverso do que ocorreu com a irradiagao anterior), FIGURA
4.10.
- Irradiando-se o hidrogénio em 6 2,10, observou-se uma alteragdo com aumento de

intensidade do hidrogénio em & 7,32, FIGURA 4.11.

ey

5

T
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FIGURA 4.9 — Irradiagao sobre o hidrogénio em & 2,52 e & 6,18, respectivamente.
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FIGURA 4.10 — Irradiagéo sobre o hidrogénio das metilas.
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FIGURA 4.11 — Irradiag&o sobre o hidrogénio em 2,10ppm.
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Pelos sinais observados no espectro de hidrogénio e suas correlagdes
com os respectivos carbonos, juntamente com os dados do NOE, uma proposta
estrutural foi realizada (FIGURA 4.12).

H3C

OCH; O

OH

X C30H32010

© 552.58 g/mol

FIGURA 4.12 — Estrutura proposta para o produto biotransformado.

Como pode se observar, na FIGURA 4.12, a proposta da estrutura
confirma os sinais obtidos pelos espectros de hidrogénio, ou seja, os sinais em &
2,10 e 6 2,52, sdo correspondentes as possiveis duas metilas ilustradas. A hidroxila
proposta também esta quelada com uma carbonila, apresentando assim o sinal em 6
13,10. Os outros dois sinais obtidos como singletos sao observados numa regiao
caracteristica de anéis aromaticos e como sdo singletos e largos, estes podem
desdobrar-se em dois dubletos, os quais corresponderiam aos hidrogénios do anel
aromatico proposto, ou seja, na posicao meta (FIGURA 4.12). No entanto, o sinal
referente ao carbono a a carbonila (-CH>), o qual seria observado em torno de 6 4,0,
pode estar encoberto pelos sinais das metoxilas que sdo quatro como no espectro
padrao, confirmando também que realmente ndo ocorreu desmetilagdo da posicéo 5
do anel A. Tanto o espectro de NOE quanto os espectros de HMBC confirmam a
estrutura proposta, como esta demonstrada as correlacdes existentes na FIGURA
4.13.
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FIGURA 4.13 - I) Correlagbes existentes no espectro de HMBC; Il) Correlagdes dos
espectros de NOE: a) FIGURA 4.8, b) FIGURA 4.10 e c) FIGURAs 4.8 € 4.9.

Dessa forma, a estrutura confere todos os dados de HMBC (FIGURA
4.7) e os espectros de NOE (FIGURAs 4.9, 4.10 e 4.11).

Além destes experimentos obtiveram-se os espectros de massas da
amostra biotransformada apresentada na FIGURA 4.14. Pelo espectro de massas
obtido através de insergédo direta utilizando a ionizagédo por electrospray no modo
positivo (item 3.3.2.2), observou-se um pico bastante intenso em m/z 553, o que

indicou que a possivel massa do flavonoide biotransformado seja 552.
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FIGURA 4.14 — Espectros de massas: ions fragmentos de m/z 553 e espectro de
varredura de ions, respectivamente.

Analisando o espectro de massas observou-se que ocorre uma perda

de 178 Da fornecendo um pico em m/z 375, o qual por sua vez corresponde a

mesma massa do flavondide padrao ionizado (374 Da). Isso mostra que a adigao

que ocorreu na molécula ndo afetou o esqueleto basico da mesma, apenas foi
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adicionado um grupo no carbono 6 de massa 178. Para uma maior confiabilidade da
estrutura proposta, estudaram-se as possiveis fragmentagdes obtidas através do
espectro de massas dos ions produtos de m/z 553. A proposta de fragmentagao esta
esquematizada na FIGURA 4.15.
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FIGURA 4.15 — Esquema de fragmentagao sugerido para a estrutura proposta.

Dessa forma tem-se como produto de biotransformag¢ao um flavonoide

substituido no anel A com um grupo aromatico. Esta estrutura, apesar de nao usual,
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encaixa-se na quimica de produtos naturais, uma vez que outros flavondides com

grupos benzilicos j& vem sendo isolados de plantas, como ilustra a FIGURA 4.16"%
142

OH
O
OH
H OH
OH
HO O HO o)
OH OH O O OH 0

FIGURA 4.16 — Flavondides substituidos com grupos benzilicos.

A formagdo de ligagdo C-C é alvo constante das reagdes de
biotransformagao, pois ndo s&o todos 0s micro-organismos que possuem enzimas
ativas para tal transformagao.

O experimento realizado para a busca de reagdes de desmetilagao
proporcionou a descoberta de outra reacao realizada pelas das enzimas do fungo
Penicillium griseoroseum. A presenga do flavondide n&o ativou as possiveis enzimas
responsaveis pela desmetilacdo e, em contra partida, uma enzima ligase foi
acionada promovendo a nova formagao da ligacdo C-C entre o substrato adicionado
e um possivel metabdlito do fungo, ja que nenhum outro composto organico foi
adicionado no meio.

A reacdo de biotransformagdo proporcionou ainda mais uma
informacgéo sobre o metabolismo secundario do fungo, o qual deve estar associado a
producao de substancias aromaticas. Com relagado ao flavondide biotransformado, o
substituinte em especial detectado ainda nao foi relatado na literatura, sendo o

flavondide proposto inédito. Por se tratar também de uma reacdo de
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biotransformacgao, tanto a reagao (formacéo de ligagdo C-C) quanto o produto sao
considerados inéditos para estudos de biotransformacao envolvendo flavondides e

micro-organismos endofiticos.

41.3 - Experimentos de biotransformagao dos flavondides glicosilados:

naringina, rutina e hesperidina

O fungo Penicillium griseoroseum apresentou habilidade em
biotransformar a 5,7,3’,4’,5-pentametoxiflavanona, o que tornou ainda maior a
possibilidade do seu sistema enzimatico em reconhecer e biotransformar diferentes
flavonoides. Por isso, para ampliar a capacidade de transformacéo de flavondides,
explorou-se uma outra classe das substancias funcionalizadas, os flavondides
glicosilados. Contando-se ainda com a disponibilidade dos flavondides naringina,
hesperidina e rutina (flavondides glicosilados) (FIGURA 4.17), normalmente
encontrados em diversas espécies de plantas, tais como, cifrus, investigou-se o

potencial do micro-organismo frente a adicdo destes substratos ao meio de cultura.
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Ca7H32014 OH CgH34015
580.54 g/mol OH 610.57 g/mol

[e]
OH
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Ca7H30046
610.53 g/mol

FIGURA 4.17 — Flavondides glicosilados utilizados.

Inicialmente, partiu-se para a administracdo dos flavonodides
glicosilados misturados nos frascos, ou seja, os trés substratos foram adicionados
juntamente ao meio de cultura do fungo, imitando assim, o ambiente natural que o

micro-organismo encontraria se habitasse uma planta produtora de tais substancias.
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Contudo, a utilizagcdo da mistura de flavondides, como descrito no item 3.3.2.3.1,
dificultou a identificacdo de possiveis produtos biotransformados.

Os flavonodides glicosilados possuem comportamento cromatograficos
muito similares (dados n&o apresentados) deixando ainda mais obscura a
descoberta por produtos biotransformados. A mistura dos flavondides juntamente
com os metabdlitos do fungo tornou os dados muito complexos para informagdes
mais concretas.

Assim, como com os resultados anteriores a identificagcdo de algum
produto de biotransformacdo se tornou um tanto quanto complexa devido a
numerosa quantidade de substancias presentes no meio, resolveu-se realizar
experimentos com o fungo Penicillium griseoroseum com uma diferenga atenuante:
que os flavondides padrbes (naringina, hesperidina e rutina), utilizados como
substratos, fossem adicionados individualmente por frasco no experimento (item
3.3.2.3.2. Talvez com a administracdo individual dos substratos, o sistema
enzimatico do micro-organismo poderia reconhecé-lo mais facilmente do que em
uma mistura de substancias parecidas para entdo realizar sob as mesmas, algum
tipo de transformacéo.

A agitacao também foi escolhida, pois sob agitagdo o micro-organismo
€ cultivado com um certo grau de estresse, o que de fato pode também influenciar
no seu sistema enzimatico, além de proporcionar a maior oxigenagdao do meio e 0
contato do fungo com o substrato, uma vez que o meio estd em constante
movimento (ndo havendo o perigo de decantacdo do substrato). Além de tal
modificacdo, diminuiu-se a concentracdo de agucar adicionado ao meio de cultura
pela metade. Com a redugéo de agucar disponivel para o desenvolvimento do fungo,
seria de extrema importancia para o fungo fazer uso dos substratos como fonte de
energia. O experimento foi mantido sob agitagdo constante durante o periodo de 25
dias.

Todas as amostras obtidas foram analisadas igualmente por CLAE/UV.
Assim, para facilitar a descricdo dos dados, os resultados estdo separados por
flavondides administrados.

Iniciou-se as analises da amostra controle contendo naringina, ou seja,
aquela que apresenta apenas 0 meio e a naringina sem presenga do micro-
organismo. Em seguida, a amostra contendo meio, fungo e naringina (FIGURA
4.18).
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FIGURA 4.18 — (A) Amostra controle (meio + naringina), (B) Amostra contendo
fungo +meio + naringina em 279nm.

A anadlise dos dados indicaram claramente a presencga tanto da
naringina padrédo (13,37 min) quanto de algumas outras substancias inexistentes na
amostra controle com tempos de retengdo em 9,97; 17,29 e 21,90 min (FIGURA
4.18). A presenca de tais bandas indicam suspeitas sob a ocorréncia de produtos de
biotransformacgao da naringina, porém sao dados ainda muito preliminares.

As amostras da rutina ndo apresentaram nenhuma banda diferenciada
entre a amostra controle e a amostra do experimento. O flavondide rutina nao foi
aparentemente consumido e/ou transformado pelo fungo.

Ja as amostras analisadas da hesperidina apresentaram diferencas
significativas. A amostra controle detectou perfeitamente a hesperidina padréo
(14,14 min), assim como seu espectro de UV apresentou sua identificagdo clara e
facil (FIGURA 4.19). De acordo com o cromatograma para a amostra contendo o
fungo e a hesperidina (FIGURA 4.19 B), pode se observar a presenca de diferentes
bandas (em 10,72; 13,44; 18,02; 21,41 e 25,43 min) quando este é comparado com

a amostra controle.
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FIGURA 4.19 — Cromatogramas em 284nm das amostras: (A) meio + hesperidina e
(B) meio + fungo + hesperidina.

Os dados obtidos dos experimentos com Penicillium griseoroseum e 0s
flavondides padrdes, principalmente naringina e hesperidina, indicaram a presenca
de possiveis produtos de biotransformacao. As diferentes bandas observadas ja séo
um indicativo de que alguma transformacéo tenha ocorrido. Contudo somente com
os dados cromatograficos € pouco confiavel a afirmagao de que realmente o micro-
organismo realizou uma biotransformagcdo sob os substratos utilizados. O
experimento de mais facil acessibilidade para a detecgao de tais bandas seria a
realizagcao de analises no espectrometro de massas, o qual realmente foi utilizado
para uma das amostras em questdo. Como tratou-se de uma analise de extrato,
quanto maior a resolugdo do cromatograma melhor seria a analise obtida pelo
acoplamento do CLAE/UV-EM, pois com bandas definidas a probabilidade de co-
eluicdo é menor, sendo a relagdo massa/carga (m/z) um dado referente a somente
uma determinada banda, facilitando sua possivel identificagcdo. Para isto diferentes
métodos foram testados na CLAE/UV com o objetivo de melhorar a resolugao das
bandas obtidas no cromatograma. O método utilizado para as analises de CLAE/UV-
EM encontra-se descrito no item 3.3.2.3.4.

O cromatograma da amostra apresentado na FIGURA 4.20
apresentado a seguir, indicou a presenga de bandas muito interessantes e seus

respectivos espectros de UV, assinalados pela sua coloracgao.
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FIGURA 4.20 — A) Cromatograma do extrato da biotransformagao da hesperidina; B)
Espectros de UV das bandas indicadas.
Mesmo sendo possivel a deteccdo de produtos de biotransformacéo,

observou-se a presenca marcante do flavonoide padrao (hesperidina), representado
pela coloragéo preta (FIGURA 4.20). O seu respectivo espectro de massas (FIGURA
4.21) confirmou a presenga da hesperidina através da detecgéo do ion m/z 609 ([M-
H]).
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FIGURA 4.21 — Espectro de massas obtido para a banda em 14,22 minutos, onde
observa-se a presencga da hesperidina (m/z 609).

O espectro de massas gerado a partir da banda em 9,77 min
(asssinalado em azul na FIGURA 4.20) apresentou como possivel ion quasi
molecular m/z 689 (FIGURA 4.22).
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FIGURA 4.22 — Espectro de massas obtido para a banda em 9,77 minutos, referente
a banda assinalada em azul.

A principio tem-se uma adigdo de 80 Da no padrao hesperidina (610
Da). Contudo, esta afirmacdo somente seria verdadeira se apds a realizagéo de
experimentos de ions produtos de m/z 689, fosse observado o ion produto m/z 609,
correspondente a hesperidina padrao. Para tanto realizou-se o experimento de ions

fragmentos de m/z 689 (FIGURA 4.23) e observou-se o ion fragmento m/z 609.
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FIGURA 4.23 — Espectro de fragmentos de m/z 689.

Comumente, os flavondides glicosilados apresentam um padrdo de
fragmentagao, onde inicialmente perdem os agucares produzindo a aglicona, como
pode ser observado no experimento de ions produtos de m/z 689, que apods a perda
de 80 Da produziu m/z 609 (correspondente a hesperidina — flavondide glicosilado),
o qual posteriormente perdeu o acgucar levando ao pico base m/z 301
(correspondente a aglicona), FIGURA 4.24.

Pode-se ainda afirmar que o acréscimo de 80 unidades de massa
ocorreu na aglicona do flavondide, uma vez que a perda direta dos agucares produz
o ion produto m/z 381, que trata-se da aglicona da hesperidina acrescida das 80

unidades de massa, como observado na FIGURA 4.24.
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FIGURA 4.24 — Proposta de fragmentacao para a hesperidina biotransformada.

Portanto, pelo experimento de CLAE/UV-EM, pode-se concluir que o
micro-organismo biotransformou o flavondide glicosilado hesperidina.

Pode-se ainda afirmar que o sistema enzimatico do micro-organismo
reconheceu e atuou sob um dos substratos adicionados ao meio de cultura, porém a
quantidade de substancia biotransformada foi muito pequena.

Durante o desenvolvimento do experimento observou-se o precario
crescimento do fungo, provavelmente ocasionado pela redugédo do agucar utilizado.
Para certificar se o crescimento do fungo provocou alguma alteragdo no
metabolismo do mesmo, realizou-se um novo experimento nas mesmas condi¢des
descritas para o experimento anterior, porém com a quantidade de acucar mais
elevada.

O experimento foi realizado em pequena escala com os flavondides
glicosilados e serviria de base para estudos mais minuciosos de reacbes de
biotransformacado. Por ter sido realizado em pequena escala, as amostras obtidas
foram analisadas diretamente por CLAE/UV-EM, contudo dentre as diversas
analises realizadas, nao foi detectado nenhum produto de biotransformagao de
nenhum dos flavonoides testados. Vale ressaltar que a busca de produtos de
biotransformacéao foi, inicialmente, direcionada pela presencga do ion m/z 689 para as

amostras contendo hesperidina. Contudo, a auséncia da substancia provocou o
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estudo detalhado de cada amostra e de cada flavondide e mesmo assim, nenhum
produto de biotransformacéo pode ser detectado.

Outra maneira para enriquecer o meio liquido seria a utilizagdo do meio
liquido Czapek’s enriquecido com extrato de levedura, como descreve o item
3.3.2.3.3. Neste experimento o fungo foi inicialmente cultivado em meio liquido rico
(Czapek’s contendo extrato de levedura) por sete dias. Este periodo foi suficiente
para o total desenvolvimento do fungo, inclusive de sua esporulagdo. O fungo foi
devidamente filtrado, sendo o micélio transferido para um meio mais pobre
(Czapek’s sem extrato de levedura), o qual ja havia sido aditivado com os substratos
(flavondides glicosilados dissolvidos em DMSO, adicionados individualmente e em
triplicata). Apos a transferéncia do micélio para o meio pobre contendo os
substratos, armazenaram-se os frascos sob agitagado constante, permitindo assim, a
maior interacao entre o micélio e os substratos. Ao término dos doze dias de cultivo,
o conteudo dos frascos foi filtrado. Tanto as aliquotas quanto os extratos organicos
foram analisados por CLAE/UV.

Os cromatogramas preliminares indicaram a possivel metabolizagédo
dos flavondides padrées ou parte deles, porém nenhuma outra banda

cromatografica significativa foi observada (FIGURA 4.25).
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FIGURA 4.25 — Cromatogramas sobrepostos, em preto representado pelo meio
liquido e substrato; azul meio liquido e fungo; rosa meio liquido, fungo e substrato,
sendo (A) naringina, (B) hesperidina e (C) Rutina.
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As amostras das aliquotas apresentam uma concentragdo muito baixa,
visto que somente 5 mL de cada frasco foram retirados para as analises. As
pequenas modificacbes observadas se destacam na regido mais polar do
cromatograma (ou seja, no inicio da eluicdo, indicando possivelmente que se
ocorreu uma biotransformacgao, essa transformou o substrato em algo com uma
polaridadade mais elevada).

Ja as amostras da fase organica confirmaram tal observagéo descrita
acima, pois se o possivel produto encontra-se mais polar, este nao foi extraido para
a fase organica utilizada (Acetato de etila). Os cromatogramas obtidos para a fase
organica nao demonstraram nenhuma modificacdo, assim nenhum produto de
biotransformacgao pode ser detectado nas amostras organicas.

Como ndo se esperava que a transformacio levasse ao aumento da
polaridade dos substratos, nenhuma atengao especial foi dada a fase aquosa do
experimento.

Dessa forma, a adi¢do dos flavondides glicosilados como substratos
nos diferentes experimentos citados, pode ter sido indiferente para o
desenvolvimento do fungo. O fungo n&o foi capaz de atuar explicitamente sobre os
flavondides, com excecgao da hesperidina no experimento com pouca quantidade de
agucar no meio (15 g/L). O estresse causado pela pequena quantidade de fonte de
carbono pode ter favorecido a reacao, contudo a taxa de conversido obtida foi tdo
pequena que o produto ndo pode nem ser isolado.

A possivel presenca do citocromo P450 pode ser uma das causas da
atividade praticamente nula, pois se este conjunto de enzimas normalmente
transforma os flavondides, a inibicdo deste complexo provocou a inalteracdo nos

substratos.

4.1.3.1 — Reacao de biotransformacgao dos flavondides glicosilados utilizando
Aspergillus flavus

Os resultados obtidos no item anterior (4.1.3) possibilitaram a
investigacdo dos mesmos substratos (rutina, hesperidina e naringenina) quando
adicionados ao meio de cultura de outro micro-organismo. Ja que o micro-organismo
citado no resultado anterior trata-se de fungo isolado como endofitico de plantas de

caracter mutualista, sem qualquer vestigio de patogenicidade, utilizou-se para fins
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de comparagao um micro-organismo distinto, dessa vez isolado como patégeno de

Murraya paniculata'®®. O fungo estudado foi Aspergillus flavus (FIGURA 4.26).

FIGURA 4.26 — Aspergillus flavus isolado de Murraya paniculata.

O metabolismo do fungo Aspergillus flavus ja esta bem estabelecido na
literatura, sendo as principais substancias produzidas pelo fungo as aflatoxinas
(FIGURA 4.27).

O O OCHj O O OCHjs

Aflatoxina G1 Aflatoxina G2

FIGURA 4.27 — Estruturas das principais aflatoxinas produzidas por Aspergillus
flavus.
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Por ser classificado como um fungo patégeno, muitas vezes seu
sistema enzimatico apresenta uma certa facilidade em degradar as mais diversas
substancias. Dentre as substancias degradadas por este tipo de fungo destacam-se
aquelas que possuem atividade antifugica ou com certa toxicidade, sendo as
reacoes de biotransformagdo uma maneira de sobrevivéncia neste habitat.

Muitos dos flavondides encontrados na natureza apresentam as mais
diferenciadas atividades biologicas, dentre elas as de carater protetor das plantas.
Como os flavondides mais encontrados na natureza apresentam-se na sua forma
glicosilada, teria-se a possibilidade de investigar a capacidade de transformacéo do
micro-organismo patogeno frente aos substratos naringina, hesperidina e rutina.

No entanto, os dados obtidos com o fungo Aspergillus flavus
mostraram uma certa divergéncia em relagcdo aos dados observados para o fungo
Penicillium griseoroseum. Os experimentos de biotransformagao envolvendo o fungo
Aspergillus flavus e os flavondides glicosilados forma descritos no item 3.3.5.1.

As amostras foram analisadas diretamente por CLAE/UV-EM (item
3.3.5.2). Para facilitar a interpretagdo dos dados, iniciaram-se as analises das

amostras contendo a naringina como substrato (FIGURA 4.28).

FIGURA 4.28 — Cromatogramas obtidos para as amostras: (A) meio + fungo, (B)
meio + fungo + naringina e (C) meio + naringina (indicada pela seta) e seu
respectivo espectro de UV.

Como observado nos cromatogramas (FIGURA 4.28), nenhuma banda
referente a naringina padrdo foi obtida na amostra contendo meio + fungo +
naringina (FIGURA 4.28 B). Tal observacdo se justifica pelo consumo ou
degradagdo completa do substrato adicionado ao meio de cultura. Contudo,

nenhuma outra banda pode ser detectada quando comparado os cromatogramas
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das amostras A e B (FIGURA 4.28), referentes as amostras do fungo com e sem
substratos. Ou seja, as analises indicaram a degradagao completa do substrato pelo
micro-organismo sem que nenhum outro produto pudesse ser detectado.

O fato do fungo Aspergillus flavus degradar os flavondides
completamente, ou seja, em CO; e H,O, como provavelmente foi observado, nao é
inédito na literatura. Herrman et al (2001)™*, discutiu a facilidade do micro-
organismo em degradar compostos polifendlicos como os flavonoides glicosilados
(naringina, hesperidina e rutina) como fontes de carbono para o seu préprio
desenvolvimento.

Este fato, pode ser atribuido também ao carater patogénico do fungo
Aspergillus flavus, o qual utiliza de mecanismos enzimaticos para a sobrevivéncia
nos mais diferenciados meios.

Assim, como a degradacéo total dos flavondides e a falta de produtos
de degradacao e/ou biotransformacado foram observadas para os trés flavondides
testados, tornou-se desnecessaria a apresentacdo dos demais resultados.

Independente das metodologias empregadas para os experimentos de
biotransformagao envolvendo os flavondides glicosilados, o micro-organismo foi

capaz de degradar os substratos, inclusive quando variado os tempos de cultivo.
4.1.4 — Reagoes de Permetilagao dos flavonoéides glicosilados

Como os primeiros resultados obtidos com o fungo Penicillium
griseoroseum sobre a cafeina foi a reacdo de desmetilagdo, resolveu-se ainda
explorar os flavondides glicosilados, porém modificados quimicamente. Para tanto
realizaram-se com os flavondides glicosilados (rutina, naringina e hesperidina),
reacdes de metilagdo com o objetivo de metilar todas as hidroxilas presentes nas
substancias. Assim, seriam avaliadas duas possibilidades: 1) a capacidade de
desmetilacdo do fungo e/ou 2) a capacidade de biotransformar flavondides.

Toda a descrigdo da metodologia empregada para a realizagdo das
reacdes, encontra-se no item 3.3.2.4. As condi¢cbes adotadas nas reagdes dos trés
flavondides utilizados foram semelhantes para cada um deles e foi baseada sobre a
reacdo descrita por Rogmann et al (2000)'?°. Utilizou-se um excesso tanto de base
(hidreto de sddio) quanto de reagente (iodo metano) para garantir que as metilagoes

ocorressem em todas as hidroxilas, inclusive nas hidroxilas dos agucares.
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As fases organicas obtidas passaram por colunas cromatograficas e os

produtos foram isolados por placas cromatograficas preparativas. As substancias

obtidas das preparativas foram analisadas por CCDA, como ilustra a FIGURA 4.29.

A

Hex:AcOEt:MeOH
(2:2,5:0,5)

1

T

Hex:AcOEt:MeOH
(1:3,5:0,5)

c

t

Hex:AcOEt:MeOH
(2:2,5:0,5)

FIGURA 4.29 - Plaquinhas (CCDA) apés a realizagdo de CCDP, onde as
substancias assinaladas foram analisadas por EM e RMN'H, sendo: (A) naringina,

(B) rutina e (C) hesperidina, com seus respectivos sistemas de elui¢ao.

Estas substancias foram analisadas por EM (condigdes descritas no

item 3.3.2.4.1). As massas esperadas para cada flavondide dependiam da

quantidade de hidroxilas metiladas (ou seja, da quantidade de metoxilas existentes),

assim as possiveis massas obtidas para cada flavondide encontram-se resumidas

na Tabela 4.3.
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TABELA 4.3 — Possiveis massas obtidas para os flavonoides apds as reacgdes de
permetilacao.

N° de metilagoes Naringina Hesperidina Rutina
0 580 610 610
1 594 624 624
2 608 638 638
3 622 652 652
4 636 666 666
5 650 680 680
6 664 694 694
7 678 708 708
8 692 722 722
9 736 736
10 = e e 750

4.1.4.1 - Andlise da naringina polimetoxilada

A primeira amostra analisada foi a fragdo da naringina (segunda
substancia com coloragdo marrom ilustrada na FIGURA 4.29 A). Como a substéncia
encontrava-se praticamente pura, realizou-se um experimento de RMN'H para a
confirmacéao da estrutura obtida.

Através do espectro de hidrogénio (FIGURA 4.30), pode-se observar a
presenca dos sinais caracteristicos da flavanona, referentes ao anel A, B e ao se
analisar o anel C, notou-se a presengca de dois dubletos com constantes de
acoplamento J = 16Hz, além dos nove sinais de metoxilas presentes no espectro,

confirmando assim que ocorreu todas as metilagdes inclusive uma metilagao extra.
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FIGURA 4.30 — Espectro de hidrogénio da naringina polimetoxilada (400MHz —
CDCl3).

Dessa forma, no anel A, observou-se um singleto referente aos dois
hidrogénios presentes, em posigdo meta um ao outro. O anel B contendo quatro
hidrogénios também foi identificado por dois dubletos com J = 8,7Hz, a qual
corresponde como o esperado a posicido orto entre ambos. A presenca de somente
dois sinais trata-se da equivaléncia quimica entre ambos, ou seja, os hidrogénios
representados em azul sdo equivalentes, do mesmo modo que os hidrogénios
representados em vermelho (como ilustra a Tabela 4.4 no anel B). A surpresa foi
realmente quando observou-se a presenca de dois dubletos com constante de
acoplamento em 16Hz, a qual equivale a constante entre hidrogénios olefinicos em
trans. Os demais sinais observados correspondem aos sinais das metoxilas, as
quais podem ser contadas fornecendo o numero total das mesmas (nove metoxilas),
o sinal em & 1,33 referente a metila do agucar, representada por um dubleto como o
esperado e ainda outros sinais presentes no espectro sdo atribuidos aos hidrogénios

do agucar, como os hidrogénios anoméricos, em d 4,84 e 5,35 (FIGURA 4.30).
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TABELA 4.4 — Dados dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios observados para
a naringina metoxilada.

3u (ppm) Representacao estrutural
H
o
Anel A 6,35 (s) e
H
OCH;,
J=8Hz
H
7,47 (d, J = 8,65Hz) B OCH;,
Anel B
H
6,87 (d, J=8,7Hz) Y
7,30 (d, J = 16Hz)
Anel C
6,81 (d, J = 16Hz)
H,CO
_CH; (agcar) 1,33 (d) Hsé*é%%
H [o] \I'r,r'
H3C [0}
H,CO OCH;4
H,CO
H,CO

;o o}
Anoméricos 5,35 HSE&%O W
o
4,84 h
o

H,CO

Como houve uma metoxilagdo a mais na molécula da naringina,
imaginou-se a possibilidade da formagao do anion enolato, uma vez que a existéncia
de um hidrogénio acido vizinho ao carbono carbonilico permitiria a abstracdo deste
pela base. Isto resultaria na formagdo de uma dupla ligagédo, a qual deslocaria os
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elétrons © da carbonila para o oxigénio que suporta bem uma carga negativa. Este

por sua vez abstrairia uma metila, proveniente do iodo metano, sendo explicado

assim a deteccdo de uma metoxila a mais na molécula, como ilustrado na FIGURA

4.31.
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FIGURA 4.31 — Proposta para a formacg¢ao de m/z 707 com a adicdo de uma metoxila

a mais.

Contudo, esta proposta nio estaria de acordo com os sinais obtidos

para o anel C da molécula, onde existe apenas um hidrogénio olefinico. A Unica

alternativa seria ter ocorrido a abertura do anel C, favorecendo a formagao de uma

dupla ligacéao trans (FIGURA 4.32) o que de fato confirma a reag&o ocorrida.
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FIGURA 4.32 — Esquema proposto para a formagao de m/z 707.

Foram realizadas andlises por espectrometria de massas (insergcéo

direta). O espectro de massas encontra-se ilustrado na FIGURA 4.33.
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FIGURA 4.33 — Espectro de massas obtido para amostra Prep2_naringina

metoxilada.

O pico de maior intensidade observado em m/z 707 nao correspondia a
nenhuma massa esperada para a naringina (Tabela 4.3), pois esperava-se que o
numero total de metoxilas fosse igual a oito. Contudo somando-se 692 Da (oito
metilacbes) + 14 Da (referente a adicdo de mais uma metila), obtém-se 706 Da
correspondente este ao ion m/z 707 ([M+H]') observado, uma vez que o
experimento foi realizado no modo positivo de ionizagdo. Dessa forma, confirmou-se
que houve uma metilagdo a mais na molécula da naringina.

Realizaram-se ainda experimentos de ions produtos para confirmar a
estrutura proposta. O espectro obtido comprovou realmente que o ion em m/z 707
correspondia ao flavondide metoxilado, inclusive com as hidroxilas do acucar
metiladas, uma vez que o pico base observado no espectro (FIGURA 4.34)
corresponde exatamente a aglicona do flavonéide metoxilado, ou seja, obtida a partir

da perda de agucar completamente metoxilado (FIGURA 4.35).

85



Resultados

315
100+

31
1 |
o RAAdd LAARE | SYLINTE

R A R M I M St 4
FIGURA 4.34 — Espectro de ions filhos de m/z 707, 17¢eV.
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FIGURA 4.35 — Proposta de fragmentagao para a perda de agucar fornecendo o pico
base em m/z 315.

Mesmo o produto obtido apresentando uma metoxila a mais do que a
esperada, tratava-se de um produto muito interessante, pois o objetivo era
justamente a obtengdo de uma substancia completamente metoxilada para analisar
a capacidade de desmetilacdo do Penicillium griseoroseum. O fato de ter ocorrido a
abertura do anel C durante o desenvolvimento da reacdo pode ter sido ocasionado
pelas condi¢cbes extremas de basicidade e excesso de reagentes utilizados, onde
desejava-se garantir a total metilacéo, inclusive das hidroxilas do agucar, as quais
sdo mais dificeis de serem realizadas. A duragdo da reagdo também foi favoravel
para que este processo ocorresse (abertura do anel C). Porém, como ja
mencionado, para a finalidade do produto obtido ndo havia problema algum ter

ocorrido tal abertura.
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4.1.4.2 — Andlise da hesperidina polimetoxilada

A mesma reacdo de permetilacdo foi repetida com o flavondide
hesperidina, lembrando que tratava-se de uma reacido teste e portanto pouco
material de partida estava sendo utilizado. J4 que a hesperidina € uma flavanona
como a naringina (ou seja, n&o possui a dupla ligagao no anel C), esperava-se que a
mesma abertura ocorresse, uma vez que as condigdes empregadas foram as
mesmas. E isto foi realmente comprovado.

Quando analisou-se a amostra B ilustrada na CCDA em C da FIGURA
4.29, observou-se a presenca de uma coloragdo alaranjada como a da prépria
hesperidina padrdo, porém muito mais intensa e, portanto esta despertou
rapidamente o interesse para ser analisada.

Primeiramente realizou-se um experimento full scan (varredura de
ions), FIGURA 4.36, para identificar se a massa da substancia se esta estava ou

ndo de acordo com as massas previstas (Tabela 4.3).
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FIGURA 4.36 — Espectro de varredura de ions da amostra B (CCDA C da FIGURA
4.24).

De acordo com a Tabela 4.3 o pico de m/z 737 corresponde a massa
736, correspondente a nove metoxilas na molécula. A intensidade pequena referente
ao pico de m/z 737 foi observada devido ao intenso pico de m/z 759, o qual
corresponde ao aduto de sddio formado (ja que utilizou-se o modo positivo de
ionizagao facilitando a formacdo do mesmo). A massa 736 Da corresponde a nove
metoxilas na molécula, que corresponde a abertura do anel C, pois a hesperidina

possui oito hidroxilas e uma metoxila, sendo possiveis oito metilacbes, o que
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equivale a massa de 722 Da. A metilagdo a mais deve ter procedido igualmente ao
ocorrido com a naringina, ja que o pico majoritario em m/z 759 (FIGURA 4.36),
confirma o ion molecular de m/z 737.

O experimento de ions fragmentos de m/z 737 foi obtido para a

confirmacéao estrutural da substancia (FIGURA 4.37).
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FIGURA 4.37 — Espectro de ions fragmentos de m/z 737.

De acordo com a FIGURA 4.37, referente ao espectro de massas de
ions fragmentos pode-se observar a presenga do pico de m/z 345 o que
corresponde a perda de 392 unidades de massa, equivalente esta ao acucar

completamente metoxilado, como ilustra a FIGURA 4.38.

FIGURA 4.38 — Proposta de fragmentagéo para a obtencéo de m/z 345.
Porém, para comprovar que realmente a abertura do anel havia

ocorrido como para a naringina foi necessario realizar RMN'H da amostra (FIGURA
4.39) analisada por EM.
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FIGURA 4.39 — Espectro de hidrogénio da hesperidina polimetoxilada (400MHz —
CDCl3).

Através do espectro obtido (FIGURA 4.39) pode-se observar os sinais
caracteristicos para a flavanona (identificando os anéis A, B e C), como resume a
Tabela 4.5. Os dois hidrogénios presentes no anel A da molécula sdo observados
como um singleto em 6 6,30 e quando integrado fornece um valor igual a dois,
indicando a presenca de dois hidrogénios no mesmo. Ja para o anel B séo
observados trés sinais referentes aos trés hidrogénios deste anel, em & 7,1
observou-se um dubleto com constante de acoplamento 2Hz (acoplamento em
meta), em 6 7,07 observou-se um duplodubleto, pois este acopla tanto em orfo como
em meta, justificando os dois valores de J = 2Hz e 8Hz (meta e orto) e um outro sinal
em o 6,85 correspondente também ao anel B, um dubleto com J = 8Hz, indicando o
acoplamento em orto, como ilustrado na Tabela 4.5. A caracterizagdo do produto
deu-se com os sinais observados em 6 7,25 e § 6,8, ambos dubletos com J = 16Hz,
caracteristico de hidrogénios olefinicos na posicao trans. Na regiao das metoxilas
(entre 5 3,2 — 4,0) pode-se observar a presenga das nove metoxilas, indicando a

presenca da metilagdo a mais obtida. Os sinais em 6 4,92 e 6 4,82 correspondem
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aos hidrogénios anoméricos, enquanto o dubleto observado em & 1,2 corresponde a

metila, estando estes presentes no agucar da molécula.

TABELA 4.5 — Dados dos deslocamentos quimicos observados para os hidrogénios
da hesperidina metoxilada.

Ou (ppm) Representacao estrutural
H
Anel A 6,30 (s) o’
H
OCH;
OCH;,
OCH
7.1(d, J = 2Hz) " ’
Anel B 7,07 (dd, J = 2 e 8,65Hz) 3= 2hs
6,85 (d, J = 8,7Hz) H,J
J =8Hz
7,25 (d, J = 16Hz)
Anel C

6,8 (d, J = 16Hz)

-CHjs (agucar) 1,2 (d)
Anoméricos 4,92
4,82
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Assim com os dados obtidos para a hesperidina metoxilada pode-se
comprovar que ocorreu a abertura do anel como esperado, além das demais

hidroxilas terem sofrido as metilagdes desejadas.

4.1.4.3 — Analise da rutina polimetoxilada

Com a rutina a reagao também foi repetida nas mesmas condigcoes,
porém por se tratar de uma flavona, ndo era esperado a abertura do anel C, ja que
este possui a dupla ligagdo no anel, ndo havendo a possibilidade de abstragcado de
préton.

O numero de metoxilas esperadas seria, entdo, somente dez, o que
forneceria uma massa de 750 Da. A analise iniciou-se com os experimentos de EM
para a amostra que mais despertou interesse, no caso a amostra B da CCDA B
(FIGURA 4.29), devido a sua intensa coloragao, além de sua pureza.

No espectro de varredura de ions obtido para a amostra, observa-se a
presenga do ion m/z 751 (FIGURA 4.40), que corresponde a rutina contendo dez

metoxilas, enquanto o ion m/z 773 trata-se do aduto de sddio para 750 Da.

[M+MNa)*

713
1004

0 . - P —————
........ e p———————— rr T T T T T

600 65 650 65 700 725 70 775 800 625 80 85 90 925 90 975 1000

FIGURA 4.40 — Espectro de varredura de ions para a amostra da rutina metoxilada.

Em seguida, realizou-se o experimento de ions fragmentos para m/z
751 (FIGURA 4.41).
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FIGURA 4.41 — Espectro de ions fragmentos para m/z 752.

De acordo com o espectro obtido (FIGURA 4.41), pode-se observar
que o pico base para este corresponde exatamente a perda do acucar metoxilado
(FIGURA 4.42), como se esperava, uma vez que para os demais flavonoides

analisados o mesmo tinha sido observado.

+H

OCH i
wws 3 - 392.45 \
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m/z 360
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B m/z 751 " " o ° OCH3
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FIGURA 4.42 — Esquema de fragmentacao para m/z 751 para a obtencao de m/z
361, correspondente a perda do agucar metoxilado.

Assim, através das analises realizadas por EM ja poderia-se afirmar
que o produto havia sido totalmente metilado como o desejado, contudo para a
melhor confirmacdo dos dados estruturais, realizou-se com a amostra analises de
RMN'H (FIGURA 4.43). Onde através dos sinais, o produto pode ser completamente

caracterizado.
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FIGURA 4.43 — Espectro de hidrogénio para a rutina polimetoxilada (400MHz —

CDCly).
Os sinais observados em 6 6,48 e & 6,35, ambos dubletos,

apresentaram J = 2Hz, indicando o acoplamento em meta dos hidrogénios presentes
no anel A. Ja os sinais em: 8 7,81 um dubleto com J = 2Hz, 5 7,70 um duplodubleto
com J =2 e 8Hz e em § 6,95 outro dubleto com J = 8Hz, caracterizou os sinais
equivalentes aos hidrogénios presentes no anel B. As metoxilas puderam ser

facilmente contadas (num total de dez metoxilas) na regido entre 6 3,2 e 4,0
(ampliadas no espectro). Os demais sinais observados referem-se aos hidrogénios

do acgucar da molécula: anoméricos em 6 4,65 e 6 5,75 e a metilaem o 1,1.
A Tabela 4.6 apresenta o resumo dos dados obtidos pelo espectro de

hidrogénio, assim como, suas representagdes estruturais.
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TABELA 4.6 — Dados dos deslocamentos quimicos obtidos para a amostra da rutina
metoxilada.

On (ppm) Representagao estrutural
H
H3CO
Anel A 6,48 (d, J = 2Hz)
6,35 (d, J = 2Hz) H
OCH;
OCH;,4
H OCH;,4
7,81 (d, J = 2Hz)
Anel B 7,70 (dd, J = 2 e 8Hz) A
6,95 (d, J = 8Hz) H\j

J =8Hz

CHj,
o
OCH3

-CHjs (agucar) 1,1 (d) Hﬁ% OW)%

H3CO

Anoméricos 5,75

0
- o OCH;
o} o OCH3
4,65 H3CO ocH, HGCO
HafO
H
H

Portanto, a reacdo de metilagcao para todas as hidroxilas presentes nos
substratos de partida foram satisfatorias para os trés substratos utilizados (rutina,
naringina e hesperidina). Porém o rendimento da reacgao foi baixo (em torno de
25%), sendo atribuido talvez a alguns parametros da reagdo, como tempo e

quantidade de reagentes utilizados.
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4.1.5 — Experimento de biotransformacao dos flavondides polimetoxilados

O produto da reacao de permetilagao obtido em maior quantidade foi a
polimetoxilagdo da naringina, a qual foi obtida em duas formas: com o anel C aberto
e com o anel C fechado (FIGURA 4.44).

H,CO HyCO

OCH, OCH,
HsCO o H4CO o
H4CO o o H4CO o OCH,
o o
H3CO OCH, OCH; 0 HsCO OCH, OCH; O

H;CO H,CO

§) @ F

IGURA 4.44 — Estruturas quimicas dos produtos de metilagado da naringina: (1) anel
C fechado e (2) anel C aberto.

No entanto, para o experimento foi utilizada somente a naringina
polimetoxilada com o anel C aberto, ja que foi obtida com maior grau de pureza e em
maior quantidade. O experimento seguiu o procedimento descrito no item 3.3.2.5. O
fungo Penicillium griseoroseum foi inoculado com o substrato por 20 dias. Foram
obtidos de cada extrato trés amostras referentes as particdes acida, neutra e basica.

As amostras foram analisadas por CLAE/UV. A analise dos
cromatogramas (FIGURA 4.45), ilustrou a inexisténcia de produtos de
biotransformagao, uma vez que em todas as amostras contendo fungo e substrato,
observou-se uma banda referente ao substrato padrao e nenhuma outra banda

diferenciada, ou seja, bandas inexistentes nos controles (somente meio e fungo).

o 1 1 £l
Meritos

FIGURA 4.45 — Cromatogramas sobrepostos: A) Fungo + naringina polimetoxilada;
B) Somente fungo; C) Naringina polimetoxilada.
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Os cromatogramas apresentados acima resumem os demais
cromatogramas obtidos, pois todos foram muito similares, sendo desnecessaria a
apresentacdo dos mesmos.

Dessa forma, o flavonoide polimetoxilado nao foi transformado pelo
fungo. Inumeras podem ter sido as justificativas pela auséncia de biotransformacéo,
como por exemplo, a baixa solubilidade do substrato, falta de agitagdo dos frascos,
baixa permeabilidade da substancia nas membranas celulares, o volume dos
substratos, entre outros. Enfim, o micro-organismo nao foi capaz de metabolizar o

substrato polimetoxilado.

4.1.5.1 — Reacao de biotransformacao da naringina polimetoxilada utilizando

Aspergillus flavus

Da mesma forma como realizado para os flavondides glicosilados,
utilizou-se o fungo Aspergillus flavus para a biotransformacdo dos flavondides
modificados quimicamente, ou seja, a naringina polimetoxilada (item 3.3.2.4).

Novamente, iniciaram-se as analises com as amostras contendo
naringina polimetoxilada (FIGURA 4.46).
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FIGURA 4.46 — Cromatogramas obtido das amostras: (A) meio + fungo, (B) meio +
fungo + naringina polimetoxilada e (C) meio + naringina polimetoxilada (indicada
pela seta) e seu respectivo espectro de UV.
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Como ilustrado nos cromatogramas da FIGURA 4.46, o substrato
polimetoxilado n&o sofreu nenhuma alteracdo quimica causada pelo micro-
organismo.

Ao contrario do que se obteve para o substrato naringina (flavondide
glicosilado), o sistema enzimatico do fungo nao utilizou o substrato como fonte de
carbono, permanecendo este inalterado na amostra contendo meio + fungo +
naringina polimetoxilada (FIGURA 4.46 B).

Dessa forma, tem-se que com as amostras naturais, ou seja,
glicosiladas, o fungo é capaz de degradar completamente as substancias, no
entanto, a partir das metilagbes obtidas, o sistema fungico passa a nao reconhecer
mais o substrato.

Os motivos que provocam tal discrepancia podem ser inumeros, desde
a falta de agitacdo durante os experimentos, a pouca solubilidade do substrato, a
possivel toxicidade do mesmo, enfim, as variaveis devem ser todas analisadas antes
de uma afirmagao mais concreta sobre as possiveis causas de nenhuma reacao ter
sido observada.

O fungo Aspergillus flavus, entdo como um legitimo patégeno se
diferenciou do fungo Penicillium griseoroseum (sem patogenicidade aparente ou
relatada), principalmente com relagdo a degradagao dos flavondides glicosilados. O
Penicillium griseoroseum nao foi capaz de degradar os flavondides como o fungo
Aspergillus flavus. Por sua vez o fungo Penicillium griseoroseum mostrou uma certa
seletividade quando observado uma possivel adicdo de 80 unidades de massas na
hesperidina (item 4.1.3). Enquanto que o Aspergillus flavus ndo selecionou nenhum
dos flavonodides, promovendo a degradagéo completa de todos os testados.

Ja com relacdo aos substratos polimetoxilados, ambos os fungos

apresentaram o mesmo comportamento, ou seja, nenhuma transformacéo foi obtida.

4.1.6 — Reacgao de Hidrélise dos flavonodides glicosilados

Anteriormente ja se discutiram as caracteristicas e a importancia de se
estudar os flavondides. No entanto, estavamos mais direcionados ao estudo dos
flavondides glicosilados tais como, naringina, hesperidina e rutina e flavondides
polimetoxilados, ja que se encontram poucos relatos de biotransformagao destes na

literatura.
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Decidiu-se assim, ampliar a faixa dos flavondides, ou seja, partiu-se
para o uso de flavonoides mais simples, dentre eles as proprias agliconas dos
flavondides glicosilados ja estudados.

Os flavondides glicosilados (hesperidina e naringina) foram tratados
com uma solucdo metandlica acidificada, por 24h sob refluxo a 80°C (item 3.3.2.6),

para a remog¢ao dos glicosideos presentes na molécula (FIGURA 4.47).

HO OH
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HO O HO o
HO 0. O.
O ‘
o~ | oH oH 0
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HO Naringenina

Naringina Ci5H1205

HO MeOH:H,0
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24h oH

OCH
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FIGURA 4.47 — Esquema geral para a obtencao das agliconas.

O extrato organico obtido para ambas as amostras foram purificados. O
rendimento das reacgdes foi de 83% para hesperetina e 30% para naringenina, a qual
foi retirada com somente 20h de reacdo. As substancias purificadas foram
analisadas por CLAE/UV.

A reagao forneceria as agliconas dos flavondides, as quais sao
substancias mais apolares do que os respectivos materiais de partida. Além dos
diferenciados tempos de retencéao, os flavondides apresentam absor¢des no UV bem
caracteristicas.

Dessa forma, os flavondides foram analisados e detectados por
CLAE/UV (FIGURA 4.48), sendo o tempo de retencéo para hesperetina 16.9 minutos
e para a naringenina 16.5 minutos. As diferencas tanto no tempo de retengao quanto
nos espectros de UV sdo minimas, pois somente uma metoxila os diferem. A banda
detectada em torno de 20.0 minutos trata-se do padrdo interno adicionado as

amostras, flavona, caso uma possivel quantificacao fosse realizada.
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FIGURA 4.48 — Cromatogramas obtidos para os padrdes naringenina e hesperetina
e seus respectivos espectros de UV.

As agliconas obtidas foram confirmadas através de analises por
CLAE/UV-EM. Os espectros de massas para cada uma das agliconas, analisadas no
modo positivo comprovaram o sucesso da reagado, ja que se observou m/z 273
(referente a naringenina — 272Da) e m/z 303 (referente a hesperetina — 302Da)
(FIGURAS 4.49 e 4.50).
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FIGURA 4.49 — Analises realizadas para naringenina.

100



Resultados

1.0e-1

AU

5.0e-2

0.0

15 83 Cromatograma (# = 294 nm)

20 20

100

10.00 20.00 30.00 40.00 50.00

’5133 Cromatograma de ion selecionado — m/z 273

.

kadinl

- ' - ' : - <= Time
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00

3034  Espectro de massas— electrospray - modo positivo

OCH,

C1eH140g
302.28 gimol

200

miz

300 400 500 600 700 80O 800 1000

FIGURA 4.50 — Andlises realizadas para hesperetina.

Dessa forma, os produtos obtidos foram utilizados para os

experimentos de biotransformacdo, sendo os mesmos administrados ao micro-

organismo Penicillium griseoroseum.

4.1.7 - Biotransformagao da naringenina e hesperetina

De acordo com levantamentos bibliograficos realizados em bancos de

dados como, sciencefinder, scirus e elsevier, encontram-se muitos trabalhos

relacionados a biotransformacdo de flavondides, porém com os flavondides

glicosilados como substratos sao raros os trabalhos desenvolvidos. Ja flavondides

mais simples, ou seja, sem unidades glicosidicas, muitos trabalhos ja foram
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descritos, destacando-se os esqueletos mais basicos com poucas oxigenagoes.

Assim, mantendo-se a originalidade do trabalho, passou-se a se
investigar o potencial do fungo frente aos flavondides, mas desta vez das agliconas
dos flavondides glicosilados (obtidos via reacao de hidrélise — item 3.3.2.6). Os
flavondides naringenina e hesperitina se diferenciam daqueles ja estudados, pela
presenca de diversas oxigenagdes em seus esqueletos. Outra caracteristica destes
flavondides trata-se da pequena semelhanga do flavondide ja biotransformado pelo
fungo (5,7,3,4’,5-pentametoxiflavanona), podendo indicar assim uma certa
vantagem para obtencgao de produtos de biotransformacgao.

O experimento utilizou as condi¢des normais de cultivo sob agitagcao
constante, sendo os substratos adicionados apods sete dias de cultivo (item 3.3.2.7).

Apos 7 dias de cultivo os frascos contendo o experimento foram
filtrados. Separou-se uma aliquota do filtrado e, em seguida, realizou-se a extragao
com acetato de etila. O micélio também foi extraido com metanol durante 24h. As
aliquotas foram inicialmente analisadas por CLAE/UV.

As amostras contendo somente hesperetina e meio e naringenina e
meio foram analisadas via CLAE/UV e CLAE/UV-EM (item 3.3.2.3.7.1) e
apresentaram comportamento semelhante aqueles obtidos nas FIGURAS 4.47 e
4.48, indicando a estabilidade das substancias no tempo de cultivo considerado.

As demais amostras foram analisadas por CLAE/UV-EM, as quais

encontram-se ilustradas na FIGURA 4.51.
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FIGURA 4.51 — Cromatogramas: (A) Somente meio, (B) Meio e fungo, (C) Meio e

hesperetina e (D) Meio + fungo + hesperetina.

Diferentemente dos flavondides glicosilados, observou-se o consumo

da hesperetina (FIGURA 4.51 D), assim como o aparecimento de uma nova banda

em 14.5 minutos, a qual possui o espectro de UV ilustrado na FIGURA 4.51.

Da mesma forma como obtido para a hesperetina, observou-se ainda a

presenca de naringenina na amostra contendo o fungo,

como

ilustra o

cromatograma D (FIGURA 4.52), porém uma nova banda, também com tempo de

retencdo menor (14.0 minutos) foi detectada.
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FIGURA 4.52 — Cromatogramas: (A) Somente meio, (B) meio e fungo, (C) meio e
naringenina e (D) meio + fungo + naringenina.

O espectro de UV obtido para a banda em 14,0 minutos se mostrou
bastante similar ao espectro de UV da propria naringenina (FIGURA 4.48).

Frente aos resultados obtidos, partiu-se para as analises por CLAE/UV-
EM, na tentativa de identificagcado dos possiveis produtos biotransformados.

As amostras da hesperetina se mostraram bastante promissoras
quanto a possiveis produtos de biotransformacéo, uma vez que quando selecionado
tanto o comprimento de onde 294nm quanto o ion m/z 303 (correspondente a

hesperetina), outras bandas foram detectadas (FIGURA 4.53).
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FIGURA 4.53 — Analises por CLAE/UV-EM para a amostra contendo hesperetina
como substrato.

A presenca intensa das bandas em 13.65 e 15.87 minutos no

cromtagrama quando selecionado 294 nm e das bandas em 14,11 e 16,36 minutos

no cromatograma de ion selecionado (m/z 303), confirmou que o substrato

hesperetina ndo havia sido completamente consumido (FIGURA 4.53). Contudo,

duas bandas no cromatograma de ion selecionado despertaram o interesse, pois

outra substdncia com a mesma massa molecular havia sido detectada, porém com

tempo de retengao diferenciado. Analisando-se ainda os respectivos espectros de
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UV (FIGURA 4.53), observou-se a grande semelhancga existente entre a hesperetina
e o possivel produto de biotransformacéo.

Para confirmar se trata-se de alguma modifcacdo estrutural no
esqueleto basico da hesperetina, realizaram-se experimentos de ions fragmentos de
m/z 303, pois se possuem o padrao de fragmentacao, as chances da hesperetina ter

sofrido alguma transformacao eram grandes (FIGURA 4.54).
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FIGURA 4.54 — Experimento de ions fragmentos para m/z 303.

Os espectros de massas (FIGURA 4.54) indicaram claramente que as
substancias presentes em 14.11 e 16.36 minutos possuem o0 mesmo esqueleto
quimico, ou seja, o esqueleto da hesperetina, uma vez que o padrdo de
fragmentacdo apresentado é altamente semelhante. Os picos com m/z 153 e 177
além de serem os mais intensos, se repetem em ambas as bandas.

Esse resultado sugeriu, a principio, que algum grupo poderia ter sido
adicionado a molécula da hesperetina. Para certificar-se de tal fato, realizaram-se
experimentos de ions precursores de m/z 303, onde se detectariam ions que fossem

capazes de gerar o fragmento m/z 303.
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Contudo, os espectros de massas obtidos para tal experimento
apresentaram-se com baixa resolugdo, sem nenhum pico realmente notavel. Tal
acontecimento pode ser facilmente explicado, pelo fato das condi¢gdes de analises
estarem voltadas para a deteccao dos flavondides, podendo assim o ion precursor
ser pobremente ionizado. Ou entdo, nenhum grupo foi adicionado ao flavonodide
hesperetina, sendo o ion detectado corresponde a massa da substancia.

A simples abertura do anel C para a formagdo da chalcona ja
provocaria alteracdo no tempo de retengcdo da substancia, além da alteracdo no
espectro de UV. Porém, os dados ainda sao somente suposicdes.

Dessa maneira, seguiu-se 0 mesmo raciocinio para o desenvolvimento
das analises para as amostras contendo naringenina. Proseguiu-se as analises para
a possivel identificacdo da nova banda detectada (FIGURA 4.55). Os
cromatogramas por detecgao de UV e por ion m/z 273 selecionado, assim como, 0s
espectros de massas e espectros de ions fragmentos para m/z 273 encontram-se
ilustrados na FIGURA 4.55.
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FIGURA 4.55 — Experimentos realizados com a amostra contendo meio + fungo +
naringenina.

Assim, observou-se a presenca de m/z 273 em dois tempos de
retencdo diferenciados, como ja observado para a hesperetina. Realizaram-se os
experimentos de ions fragmentos de m/z 273 para verificar as semelhangas
existentes entre as substancias, as quais foram identificadas, principalmente por m/z
153, pico base dos espectros de ions fragmentos para m/z 273 (FIGURA 4.55).

O forte indicativo da presenca de uma alteragdo quimica sobre a
molécula da naringenina, promoveu a realizacdo dos experimentos de ions
precursores, ja que a nova banda com tempo de retengdo em 14,1 minutos

apresentou 0 mesmo padrdao de fragmentacdo da naringenina. Porém, ndo se
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obteve nenhum resultado a partir do espectro de ions precurssores. Provavelmente
devido as mesmas razdes discutidas com o experimento da hesperetina.

Com os flavonoides naringenina e hesperetina ficou mais claro o
reconhecimento enzimatico por estas substancias. Os dados por CLAE/UV-EM
apresentados, indicou claramente a presenca de pelo menos um produto de
biotransformagao. Aparentemente, ambos os flavonéides sofreram o mesmo tipo de
reacao, ja que os produtos apresentaram as mesmas caracteristicas (mais polares e
com espectros de UV bastante similares aos dos respectivos substratos).

A inexisténcia de ions precussores e o deslocamento das bandas no
espectro de ultravioleta (bandas em torno de 300 nm), indicaram a formagao da
chalcona para ambos os flavondides utilizados. A abertura do anel C dos flavondides
permitem a maior deslocalizacido dos elétrons, o que favorece as maiores absorcdes
obtidas (FIGURA 4.56).

OH o OH
Naringenina CHOs
C15H1205 272.26 gimol
272.26 g/mol Penicillium -
OH griseoroseum OH
OCHj, OCHj3
oo o
OH (‘3 OH O
iti C16HuOs
Hesperitina 300,28 gimol
C16H1406
302.28 g/mol

FIGURA 4.56 — Biotransformacgao das agliconas naringenina e hesperetina.

4.1.8 — Reacgao de Metilagao da 2’,4’,6’-trihidroxiacetofenona

Na busca de novos substratos para as reagdes de biotransformacéo,
partiu-se para a metilacdo de um dos precursores dos flavondides, pois na maioria

das transformacgdes microbiais envolvendo estas substancias raramente observa-se
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a presenga de grupos metoxilados, sendo mais comum a presenga de hidroxilas
livres'®®. Para a obtencdo de um precursor metoxilado utilizou-se a 2',4’,6-
trinidroxiacetofenona (FIGURA 4.57), que foi mantida a 45°C com K;COs3 e
(CH3)2S0O4 durante 14 horas (item 3.3.2.8). Interrompeu-se a reacdo através do
monitoramento por CCDA e realizou-se sua extragdo. A purificagcdo do produto
ocorreu através de uma CC (h = 15cm e ¢ = 1,5cm) com eluicdo isocratica de
hexano:acetato de etila (8:2). O produto obtido foi caracterizado através da analise
por RMN'H, como ilustra a FIGURA 4.58.

-

O
OH © I b
Acetona | \
K.CO; - 0
) , HCI 10% o
(CH2);S04 _ - . oh Fase  Anglises
HO OH 45°C | arganica

14h Particdo: AcOet _f.-’ i

& )

2°-4°-6 -trihidroxiacetofenona | /

FIGURA 4.57 — Reagao de metilagdo da 2’,4’,6’-trihidroxiacetofenona.
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FIGURA 4.58 — Espectro de hidrogénio da 2’,4’,6’-trimetoxiacetofenona (200MHz —
CDCl3).
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Através do espectro obtido, pode-se observar a presenca de apenas
um sinal em & 6,05 integrando para dois hidrogénios, referente aos hidrogénios do
anel aromatico. O mesmo deslocamento quimico observado para esses hidrogénios
deve-se a semelhanga existente nas suas vizinhangas, tornando-os equivalentes
quimicamente. Ja os sinais obtidos em 6 3,77 e 3,73 (regido ampliada do espectro)
referem-se as metoxilas. No entanto, trés metoxilas eram esperadas, mas somente
dois sinais foram observados, este fato deve-se também a equivaléncia quimica de
duas das metoxilas, as quais apresentam o mesmo deslocamento quimico em &
3,73, comprovado ainda pela integracédo do sinal, referente a presenca de seis
hidrogénios. E por fim um sinal em & 2,40 referente a metila, com integragcédo para
trés hidrogénios. A estrutura, finalmente, comprovada encontra-se ilustrada abaixo
(FIGURA 4.59).

OCH; O

HACO OCH;
C11H1404
210.23 g/mol

FIGURA 4.59 — Estrutura quimica do produto 2’,4’,6’-trimetéxiacetofenona metilado.

Dessa forma, a reagdo foi comprovada com sucesso sendo obtidos

76,6 mg do produto purificado.

4.1.9 - Biotransformacgao da 2’,4’,6’-trimetoxiacetofenona

Analisando-se os dados obtidos com os flavondides e o fungo
Penicillium griseoroseum podemos afirmar a grande afinidade que o mesmo
apresenta frente a substratos contendo em especial o grupo aromatico
funcionalizado. Supondo-se que o sistema enzimatico do fungo fosse capaz de
reconhecer os flavonodides através da presenca de tais grupos, seria bastante
favoravel a utilizacdo de um composto aromatico substituido para uma reacédo de

biotransformacéo.
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Um primeiro teste foi a utilizacdo de um composto aromatico
substituido, principalmente com grupos funcionais metoxilados, no caso, utilizou-se a
2’4’ 6’-trimetoxiacetofenona, obtida através de reacdo de metilacdo da 2’,4',6'-
trihidroxiacetofenona (item 4.1.8).

Cultivou-se o fungo durante sete dias em ambiente estatico, transferiu-
se 0 micélio para o meio liquido mais pobre ja acrescido do substrato. Sob agitagao
o experimento foi mantido por doze dias, sendo o conteudo dos frascos filtrado (item
3.3.2.9).

As aliquotas foram diretamente analisadas por CLAE/UV-EM (item
3.3.2.9.1). As amostras obtidas do extrato organico foram inicialmente analisadas
por CCDA, na qual observou-se claramente a presenga de um produto de
biotransformacao. O produto foi identificado na CCDA pelas mesmas caracteristicas
apresentadas pelo substrato padrao, porém com um tempo de retengdo menor, ou
seja, mais polar (FIGURA 4.60).

Purificagao por CCDP -

—

Eluente: Hex:Acetona:Dicl (2:1:1)

FIGURA 4.60 — CCDA das amostras do extrato organico do experimento contendo
2’4’ 6’-trimetoxiacetofenona e produto de biotransformacgao purificado através de
CCDP.

Como o experimento foi realizado em ftriplicata, uma das amostras foi
submetida a CCDP e posteriormente submetida a analises por CLAE/UV-EM.

O cromatograma obtido para a banda de coloragdo alaranjada
(FIGURA 4.60) apresentou duas bandas quando analisada por CLAE/UV-EM
(FIGURA 4.61), com diferentes espectros de UV.
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FIGURA 4.61 — Cromatograma referente ao produto de biotransformagéao isolado via
CCPD e seus respectivos espectros de UV.

A partir do CIT obteve-se os espectros de massas de cada uma das
bandas observadas. A primeira banda com tempo de retengdo em 12,08 minutos

apresentou como ion quasi molecular de m/z 197 (FIGURA 4.62)

1514

100 lons fragmentos de m/z 197

1004
Full scan

155.2
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60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

FIGURA 4.62 — Espectros de massas da banda em 12,08 minutos e espectro de
ions fragmentos de m/z 197.

O substrato utilizado 2’,4’,6’-trimetoxiacetofenona possui massa 210
Da, no entanto a possivel massa observada foi 196 Da, sendo a diferengca 14 Da. A

reducdo de 14 Da indicou a desmetilacdo de uma posi¢cdo das metoxilas do
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substrato. Assim, o produto majoritario da biotransformagdo foi a
dimetoxiacetofenona.

Ja a banda observada em 14,55 minutos gerou o espectro de massas
da FIGURA 4.63.

- 1775 lons fragmentos de m/z 231
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FIGURA 4.63 — Espectros de massas da banda em 14,55 minutos e espectro de
ions produtos de m/z 231.

O ion quasi molecular de m/z 231 indicou a possivel massa do produto
biotransformado ser 230 Da. A diferenca de 20 Da para o substrato utilizado nao
corresponde a nenhum fragmento comumente adicionado ou perdido. Porém
quando comparado com a massa do produto dimetoxiacetofenona (196 Da) tem-se
em torno de 34 Da a diferencga.

A diferenca de 34 Da poderia ser atribuida a adicdo de cloro na
substancia. Contudo, o is6topo do cloro 37,5 Da deveria ser facilmente observado
como [M+H+2]", o que de fato foi obtido com m/z 233 com aproximadamente 30%
da intensidade do ion [M+H]" (FIGURA 4.63). Outra forma de verificar a presenca de
isotopos trata-se da simulacdo do espectro de massas através do software
MassLynx 4.1. Bastou adicionar a formula molecular do composto e o programa
gerou o espectro de massas com a contribuicdo isotopica dos elementos, como
ilustrado na FIGURA 4.64.
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231.0
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FIGURA 4.64 — (A) Espectro de massas simulado e (B) espectro de massas real da
amostra biotransformada.

O espectro simulado foi praticamente idéntico ao espectro obtido para
a amostra, confirmando a presenca do cloro no produto biotransformado.

Para a certificagdo dos produtos de biotransformacédo obtidos, foi
realizado ainda analises de RMN'H (FIGURA 4.65).

T

a0 75

FIGURA 4.65 — Espectro de hidrogénio da amostra biotransformada (200MHz —
CDCl3).

Como o esperado a amostra encontrava-se em mistura. No entanto, as

proporcdes dos produtos sdo bem diferenciadas. Os sinais assinalados em azul
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escuro, referem-se ao composto dimetoxiacetofenona, sendo dois hidrogénios
aromaticos observados em 6 6,01; seis hidrogénios metoxilados em & 3,70, referente
as duas metoxilas quimicamente equivalentes e trés hidrogénios em & 2,45,
referentes a metila. Os deslocamentos obtidos comprovaram um dos produtos como
sendo a 2’,6’-dimetoxiacetofenona (196 Da) (FIGURA 4.66).

Os sinais observados com menor intensidade apresentaram a
substituicdo no anel aromatico, pois somente um hidrogénio foi obtido em § 6,41; as
metoxilas também apresentaram uma modificagdo, ja que nao sdo mais
equivalentes quimicamente e sofreram uma diferenciacdo ocasionada pela
substituicdo no anel aromatico. Em & 2,47 manteve-se a metila. Dessa forma, com a
auséncia de qualquer outro sinal de hidrogénio, a substituicdo do anel pode ser

comprovada como sendo oriunda de cloragédo (FIGURA 4.66).

OCH; O
OCH; O H
HO OCHj3
C4oH420 M
10" 124
C10H11ClO,
196.20 g/mol 230.65 g/mol

FIGURA 4.66 — Produtos biotransformados: 4’-hidroxi-2’,6’-dimetoxiacetofenona e 3’-
cloro-4’-hidroxi-2’,6’-dimetoxiacetofenona.

Assim, o micro-organismo apresentou a capacidade de desmetilar a
2’4’ 6’-trimetoxiacetofenona além de ser capaz de realizar halogenagéo, no caso, a
cloracéo do produto biotransformado gerado.

Normalmente, os micro-organismos realizam a desalogenacédo das
substancias na tentativa de diminuir a toxicidade das mesmas. Na literatura ha
relatos de halogenacdo por micro-organismos marinhos, porém por micro-
organismos terrestres e ainda endofiticos € até o momento desconhecida.

O composto clorado obtido, apesar da simplicidade estrutural também
€ inédito na literatura, como produto de biotransformacao.

Portanto, de fato o fungo Penicillium griseoroseum confirmou sua

habilidade em desmetilar substancias, fortificando a presenca de citocromo P450.
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Ainda a substancia aromatica utilizada foi capaz de ativar outra habilidade do micro-
organismo, até entdo desconhecida, a capacidade de realizar halogenagdo nas

substancias.

4110 - Substancia isolada do metabolismo do fungo Penicillium

griseoroseum

Paralelamente aos estudos de biotransformacao, foi realizado o estudo
do metabolismo secundario do fungo Penicillium griseoroseum. Inumeras colunas
cromatograficas foram realizadas, como descrito no item 3.3.2.10. E dentre as
substancias isoladas, somente uma delas foi obtida em quantidade suficiente para
as analises. Com a substancia purificada, realizaram-se primeiramente analises por
RMN'H (FIGURA 4.67).

T T T T T T T T T
15 14 13 12 1 10 9 a8 7 (-] 5 4 3 2 1 0 ppm

FIGURA 4.67 — Espectro de hidrogénio da amostra isolada. (200MHz — CDClIs).

O sinais obtidos em & 2,1 e 2,2 indicam a presengca de possiveis
metilas; em torno de & 2,6 envolve o deslocamento de metila vizinha ao carbono
carbonilico; em & 7,3 um sinal de hidrogénio aromatico e por fim a presenga de uma

hidroxila, possivelmente quelada com uma carbonila, com sinal em § 12,9. Assim, a
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estrutura proposta somente com os dados de hidrogénio encontra-se ilustrada na

FIGURA 4.68.

CHj3

C10H120,
164.20 g/mol

FIGURA 4.68 — Estrutura proposta com os dados do espectro de hidrogénio.

Em seguida, foram realizadas analises por CLAE/UV-EM. Porém a

banda cromatografica detectada gerou um espectro de massas com m/z 179 como
ion quasi molecular (FIGURA 4.69).
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FIGURA 4.69 — Cromatograma da amostra isolada e seu respectivo espectro de

massas.
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A massa obtida para a amostra (180 Da) nao corresponde a estrutura
proposta inicialmente (164 Da). A diferenca de 16 Da indicou a presenga de uma
hidroxila no anel aromatico. A substituicdo de uma hidroxila no anel aromatico
confirmou o unico hidrogénio observado no espectro de hidrogénio. Dessa forma, o
produto isolado trata-se do 2’,4’-dihidroxi-3’,5’-metil-acetofenona (180 Da) (FIGURA
4.70).

OH O
e
HO H
CH;
C10H1203
180.20 g/mol

FIGURA 4.70 — Estrutura proposta para o produto do metabolismo secundario do
fungo.

A estrutura produzida pelo fungo, apesar de ser considerada simples
para um metabdlito secundario, foi de extrema importancia, uma vez que a
capacidade de produzir compostos aromaticos tais como o isolado, confirmou a
habilidade do fungo de introduzir um grupo aromatico no flavondéide polimetoxilado
inicialmente testado (FIGURA 4.12). A grande semelhanca entre os grupos
aromaticos indicou que o fungo é produtor de grupos aromaticos como o isolado,

além de promover a formacgéao de ligagéo C-C.

4.2 - Experimentos de biotransformagado utilizando Penicillium

brasilianum

4.2.1 - Reagao de Oxidagao da 1-indanona

A reacao de oxidagao in vitro da 1-indanona tornou-se necessaria para
servir de padrao de um possivel produto de biotransformacéao realizado pelo fungo
Penicillium brasilianum.

O procedimento adotado para tal oxidagao encontra-se detalhado no

item 3.3.3.1. Para a caracterizacdo do produto obtido realizou-se uma analise de
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RMN'H. O espectro do produto reacional (FIGURA 4.71) ao ser comparado com os
dados mostrados na Tabela 4.7, indica a obtencdo do produto de oxidacdo de
Baeyer-Villiger.
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FIGURA 4.71 — Espectro de hidrogénio da dihidrocumarina obtida via reagédo de
oxidacao da 1-indanona (200MHz — CDCl3).

TABELA 4.7 - Dados de RMN'H obtidos para 1-indanona padrao e dihidrocumarina.

8 'H 1-indanona padrao & 'H dihidrocumarina

'H (ppm) (Ppm)
7,77 7,38
Anel Aromatico 7,6 7,29
7,49 7,25
7,39 7,0
Anel de cinco membros 3,1 3,1
2,6 2,7

Os sinais dos aromaticos encontram-se na mesma faixa de
deslocamento quimico tanto para o padrao, quanto para o produto oxidado, em torno
de 6 7,5. Os tripletos referentes aos hidrogénios do anel de cinco e seis membros

também foram observados em & 3,1 e 2,7, confirmando assim, a estrutura quimica
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da substancia como sendo o produto da reacdo de oxidacdo de Baeyer-Villiger
(FIGURA 4.68). No entanto, o espectro de hidrogénio (FIGURA 4.71) apresentou
outros sinais, provavelmente referentes a impurezas residuais da reacdo. Assim, a
estrutura obtida para o produto foi confirmada como sendo a lactona

dihidrocumarina, como ilustra a FIGURA 4.72.
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FIGURA 4.72 — Estruturas quimicas das substancias: (1) 1-indanona padrao e (2)
dihidrocumarina.

O rendimento obtido para a reacao foi de 95%, indicando a eficacia da

mesma para a obtengao deste tipo de oxidagéo.
4.2.2 — Biotransformagao da 1-indanona
O fungo Penicillium brasilianum foi isolado como endofitico de Melia

Azedarach e armazenado na micoteca do LABioMMi pela Dra. Regina Maria Geris
dos Santos (FIGURA 4.73).

FIGURA 4.73 — Penicillium brasilianum isolado como endofitico de Melia azedarach.
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Além da exploragdo do metabolismo do mesmo'?*, foram realizados
estudos sobre as possiveis transformagées que o fungo era capaz de realizar, e
dentre os estudos realizados, observou-se a forte tendéncia deste em realizar
reacOes de Baeyer-Villiger, a qual trata-se de uma reagcdo de oxidagcdo onde um
atomo de oxigénio é introduzido em uma molécula contendo uma funcdo cetona
(como citado no item 1.5.1). Como o presente trabalho trata-se do estudo de
biotransformagdes, resolveu-se analisar a real capacidade deste micro-organismo
em realizar uma reagdo de Baeyer-Villiger frente a um substrato diferente, n&o
testado anteriormente (1-indanona). Paralelamente, realizou-se para fins de
comparagao, a mesma reacao de Baeyer-Villiger in vitro sobre o mesmo substrato
(tem 4.2.1). Assim, seria comparado o potencial enzimatico do fungo versus a
sintese quimica. Lembrando que em termos de reagentes, geragdo de residuos e
rendimentos de reagao, a reagao microbial é (em teoria) muito mais vantajosa.

O experimento foi realizado de acordo com o procedimento descrito no
item 3.3.3.2.1. ApOs obtidas as amostras partiu-se para as analises das mesmas.

Através de analises por CCDA pode-se observar que nenhum material
de partida foi detectado nas amostras contendo o fungo, o que evidenciou uma
conversao totalmente eficaz do substrato pelo micro-organismo. Para certificar-se de
gue a substancia nao tivesse sido simplesmente degradada pelo fungo realizou-se o
experimento de RMN'H tanto para a amostra padrdo quanto para a amostra
possivelmente biotransformada.

Esperava-se um espectro de hidrogénio, praticamente semelhante ao
da 1-indanona padrédo, uma vez que o produto desejado apresentaria somente um
atomo de oxigénio de diferenga, afetando de maneira sutil o espectro da mesma. De
fato o espectro obtido (FIGURA 4.74) revelou-se similar ao espectro obtido na
FIGURA 4.71, onde pequenos deslocamentos dos hidrogénios aromaticos foram
observados, porém os hidrogénios do anel de cinco membros permaneceram
semelhantes ao da amostra padrao. A biotransformagcdo observada foi, entdo, a

reacao de oxidacao de Baeyer-Villiger.
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FIGURA 4.74 — Espectro de hidrogénio da amostra biotransformada (400MHz -
CDCl3).

Os sinais obtidos para os hidrogénios aromaticos encontraram-se,
alguns, encobertos pelo sinal do solvente deuterado utilizado, no caso, cloroférmio
deuterado. Porém, ao se calcular as constantes de acoplamento, conseguiu-se
facilmente identificar a presenca de todos os quatro sinais dos hidrogénios
aromaticos, os quais apresentaram a multiplicidade de dubletos com J = 8Hz em &
7,38; 7,29; 7,25 e 7,0. Os sinais referentes aos hidrogénios do anel de cinco
membros foram detectados em & 3,1 e 6 2,7 como tripletos.

Dessa forma, todos os hidrogénios puderam ser identificados, né&o
restando duvidas sobre a posicdo do oxigénio, pois se este estivesse no outro
carbono (no caso no lugar do carbono carbonilico) o deslocamento dos hidrogénios
o ao heteroatomo seria muito maior, pois estariam mais desblindados. Outro fator
que determinou a posi¢ao do atomo de oxigénio adicionado trata-se da migragao do
grupo substituinte com maior densidade eletrbnica, como normalmente é observado
para as reagdes de Baeyer-Villger. A substancia obtida encontra-se ilustrada na
FIGURA 4.75, com os respectivos valores para os hidrogénios observados no
espectro de hidrogénio.

123



Resultados

7,0
H
7,29
H o /0
H
H
2,7
H ’
7,25 H
’ H
H 3.1
7,38

FIGURA 4.75 — Estrutura do possivel produto biotransformado (148,0 Da) com os
respectivos deslocamentos quimicos dos seus hidrogénios.

Uma outra analise realizada para comprovar a biotransformacéao foi a
insercao direta no espectrémetro de massas, uma vez que a diferenga entre ambos
€ de 16 unidades de massa, exatamente um oxigénio a mais na molécula. Através
do espectro de varredura de ions obtido para a amostra (FIGURA 4.76), pode-se
verificar a presenga do ion em m/z 149 ([M+H]"), uma vez que as analises estavam

sendo realizadas no modo positivo de ionizagéo.
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FIGURA 4.76 — Espectro de massas da amostra biotransformada, m/z 149 comprova
realmente que a 1-indanona foi biotransformada.

As diversas massas observadas no espectro podem tratar-se de
pequenas impurezas presentes na amostra, ou mesmo no préprio injetor do
equipamento. Necessitava-se descobrir se m/z 149 estava presente e poderia ser
detectado, e isto foi claramente obtido. Portanto, a indanona foi realmente oxidada
pelo fungo Penicillium brasilianum, devido a presenca da enzima Baeyer-Villigerase,
responsaveis entido pela reacdo que possui o nome da mesma: Oxidagdo de
Baeyer-Villiger.

Como em todos os experimentos ja realizados e discutidos
anteriormente, os substratos utilizados para a biotransformagao foram adicionados

ao meio liquido juntamente com o micro-organismo. No entanto, para a possivel
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investigacao e posterior fracionamento e isolamento de enzimas torna-se necessario
que O micro-organismo seja habil em realizar tais reagbes apos o0 seu
desenvolvimento. Em outras palavras, torna-se necessario verificar a existéncia de
biotransformacdo quando o substrato é adicionado ao meio com o fungo ja
desenvolvido.

Dessa forma, iniciou-se o experimento com o cultivo do micro-
organismo Penicillium brasilianum em meio liquido Czapek’s enriquecido com
extrato de levedura por trés dias sob agitagdo constante (item 3.3.3.2.2). Como trata-
se de um micro-organismo que se reproduz muito facil e rapidamente, trés dias de
cultivo foi tempo suficiente para um consideravel crescimento micelial.

Adicionaram-se o0s substratos ja solubilizados em acetona, pois o
DMSO néao foi capaz de solubilizar os substratos. A solubilizagdo dos substratos é
de extrema importancia, pois torna-os mais acessiveis ao micro-organismo.

Outro fator que possibilita a maior interacdo entre os substratos e o
micro-organismo é a agitagdo constante. O experimento foi monitorado nos dias trés
e dez (contados apds a adi¢gao dos substratos). Realizou-se a extragdo com acetato
de etila e analisou-se primeiramente através de CCDA, sendo o eluente
hexano:acetato de etila (6:4) (FIGURA 4.77).

1-Indanona
3 dias 10 dias
* W
L B
|+ B4
M M+ P 1 23| M M+F P 1r23

FIGURA 4.77 — CCDA das amostras obtidas apds extracdo com acetato de etila,
sendo: M (meio), M+F (meio + fungo), P (padrdo dos substratos) e 1, 2 e 3
(amostras contendo meio + fungo+ substratos).

Pelas analises iniciais por CCDA, pode-se observar que os substratos
adicionados ao fungo foram consumidos e/ou biotransformados principalmente apos
10 dias de cultivo. No caso de 1-indanona, observou-se claramente a producao de
uma substancia mais polar do que o material de partida e de mesma coloracgao,

podendo esta ser fruto de reacdes de oxidacao.

125



Resultados

Para maiores detalhes dos resultados obtidos, partiu-se para as
analises de CG-EM (condigbes descritas no item 3.3.3.2.4).

As amostras selecionadas para as analises de CG-EM foram as
amostras contendo somente o meio, contendo meio e o fungo, 1-indanona padrao,
amostra contendo fungo+meio+substrato com 3 dias e com 10 dias. O

cromatograma de ions totais (CIT) encontra-se na FIGURA 4.78.
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FIGURA 4.78 — Cromatogramas de ions totais (CIT) para as amostras: 1-indanona e
canfora, meio +fungo+indanona 10 dias, meio+fungo+indanona 3 dias, meio+fungo,
Meio+indanona e somente meio.

Comparando-se os cromatogramas pode-se observar que o substrato
1-indanona presente no meio controle (meio + indanona), assinalada em vermelho
encontra-se presente na amostra contendo o fungo e indanona apés 3 dias de
cultivo, porém apos 10 dias de incubagdo o substrato esta praticamente ausente
(FIGURA 4.78).

Os cromatogramas ilustraram também uma variedade de substancias
tanto presentes no meio liquido quanto no meio liquido + fungo. Para facilitar o
processamento dos dados, ampliou-se regido por regido do cromatograma e

comparou-se efetivamente as diferengas obtidas entre eles.
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As bandas diferenciadas observadas foram processadas para a
obtencdo dos respectivos espectros de massas. Dentre as substancias obtidas,
detectou-se o produto obtido da oxidagdo de Baeyer-Villiger, com a adigdo de 16

unidades de massa, produzindo assim m/z 148, como ilustra a FIGURA 4.79.
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FIGURA 4.79 — Espectro de massas obtido para a banda em 14.6 minutos.

Outra banda detectada em 19.2 minutos gerou um espectro de massas
com m/z 180, indicando provavelmente a abertura da lactona previamente formada
(FIGURA 4.80). No entanto, a auséncia de um padrao para tal substancia, torna-se

necessario seu isolamento para a confirmagéo estrutural da mesma.
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FIGURA 4.80 — Espectro de massas obtido para banda em 19.2 minutos.

Duas outras bandas foram detectadas gerando m/z 148 e 162
(FIGURA 4.81). Como ja havia sido observado a formacé&o da lactona (em um tempo
de retencdo menor), atribuiu-se essa substdncia como sendo produto de
hidroxilagdo, uma vez que foram adicionados novamente 16 unidades de massa. Ja
m/z 162 com 14 unidades de massa a mais do que o possivel produto hidroxilado
(148 Da), indica a possivel ocorréncia de O-metilacdo. Contudo as substancias

devem ser isoladas para a total confirmacgao e elucidacao estrutural.
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FIGURA 4.81 — Espectros de massas para as bandas em 20.1 e 21.3 minutos.

Dessa forma,

o fungo Penicillium brasilianum confirmou sua

capacidade oxidativa mesmo quando os substratos sdo adicionados apds o seu

desenvolvimento inicial. Os possiveis produtos biotransformados obtidos encontram-

se resumidos na FIGURA 4.82.
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FIGURA 4.82 — Produtos de oxidacdo obtidos com 1-indanona e Penicillium

brasilianum.

No entanto, para a confirmagao das estruturas obtidas, realizou-se uma
purificacdo das amostras obtidas através de CCDP (FIGURA 4.83).
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FIGURA 4.83 — CCDA das fragdes purificadas apos CCDP.

As substancias isoladas foram submetidas a analises de RMN'H. A
banda indicada pela letra A (FIGURA 4.83), corresponde ao substrato 1-indanona. A
banda B (FIGURA 4.83), de acordo com o espectro de hidrogénio, corresponde ao
produto de oxidacdo de Baeyer-Villiger, uma vez que o espectro obtido foi
comparado ao do padrao sintetizado (FIGURA 4.71). A banda D (FIGURA 4.83)
corresponde ao metabdlito secundario produzido pelo fungo, o acido penicilico, o
qual foi caracterizado posteriormente através de analises por CLAE/UV-EM.

Ja a banda C (FIGURA 4.83) de coloragdo amarela intensa apresentou

um espectro de hidrogénio (FIGURA 4.84) um pouco diferenciado.
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FIGURA 4.84 — Espectro de hidrogénio da banda C (FIGURA 4.83) (CDCl; —
400MHz).

A analise do espectro obtido indicou a presencga dos quatro sinais dos
hidrogénios aromaticos em & 7,76, 7,72, 7,70 e 7,50, os quais evidenciaram que
nenhuma mudanga aparente tenha ocorrido em relagcdo a substituicdo do anel
aromatico, uma vez que a integragcédo para cada um dos sinais foi equivalente a um
hidrogénio. Ja os duplos dubletos em 6 5,45 (J = 2,9 e 6,8Hz), em 5 3,1 (J=6,8 €
19Hz) e em & 2,6 (J = 2,9 e 19Hz), indicaram a ocorréncia de alguma substituicdo no
anel de cinco membros (FIGURA 4.82), ja que os trés sinais obtidos equivalem um
total de trés hidrogénios, enquanto no substrato padrdo (1-indanona), seriam
observados quatro. Outro indicio da presenca de um substituinte trata-se da
diferenciagdo observada para os hidrogénios geminais em & 3,1 e 2,6, 0os quais
acoplam entre si com uma constante de 19Hz, caracterizando a existéncia de um
carbono quiral vizinho. A substituicao foi atribuida a uma hidroxilagéo, contudo como
nenhum outro sinal foi observado no espectro, nenhuma informagcdo mais precisa
pode ser obtida somente com essa analise.

Para maiores investigagdes sobre o substituinte adicionado pelo fungo
ao substrato utilizado, partiu-se para as analises por CG-EM.
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Os cromatogramas de ions totais (CIT) para as fracées B e C da CCDP
realizada (FIGURA 4.83), estdo apresentados na FIGURA 4.85 abaixo.
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FIGURA 4.85 — Cromatogramas de ions totais das fragées B e C (FIGURA 4.83).

Para o cromatograma da fragdo B, obteve-se um espectro de massas
(FIGURA 4.86) com m/z 148.
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FIGURA 4.86 — Espectro de massas para o pico em 9,74 min do cromatograma da
FIGURA 4.85.

Essa relagdo massa/carga da banda em 9,74 minutos confirmou a
ocorréncia da reacao de oxidacdo de Baeyer-Villiger, pois a massa do substrato
padrao é 132 Da e com a adigdo de um atomo de oxigénio levaria a 148 Da, a
massa entao obtida. Além de tratar-se de uma fragdo referente a banda mais polar
do que o substrato padrao e mais apolar do que o outro produto biotransformado de
coloracéo amarela (banda C — FIGURA 4.83).

A analise do cromatograma da fragdo C (banda amarela intensa) gerou
uma banda em 9,52 minutos (FIGURA 4.85), a qual ao ser processada forneceu o
espectro de massas da FIGURA 4.87, também com m/z 148.
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FIGURA 4.87 — Espectro de massas para o pico em 9,52 minutos do cromatograma
da FIGURA 4.85.

A massa 148 Da indicou entdo o acréscimo de 16 u.m.a., ou seja, a
adicdo de um atomo de oxigénio ao substrato padrdo. Mas a adigdo deste oxigénio
nao poderia ser na forma de lactona, caso contrario apresentaria um espectro de
hidrogénio muito similar ao do substrato padrdo, assim como um espectro de
massas semelhante, o que nao foi observado em ambos os casos. No entanto,
como houve uma substituicdo no anel de cinco membros e a adigdo de um atomo de
oxigénio, esta substituicdo sé poderia ser pela adicdo de uma hidroxila ao substrato,
ja que o sinal do hidrogénio da hidroxila é labil muitas vezes nao captado pelo
RMN'H, devido a troca com deutério do solvente utilizado (FIGURA 4.88). Sendo o
fungo capaz de realizar tanto uma oxidacdo de Baeyer-Villiger quanto uma

hidroxilacdo.

OH
148.16 g/mol

FIGURA 4.88 - Estrutura quimica proposta do produto biotransformado a partir da 1-
indanona.

Como os resultados obtidos com o experimento discutido anteriormente
foram satisfatérios, ou seja, o fungo foi eficaz na transformagdo da cetona ciclica
para uma lactona (oxidacdo de Baeyer-Villiger), partiu-se para a determinagao
otimizada de quanto tempo o fungo levaria para realizar tal transformacéao. Para isso

utilizou-se o procedimento descrito no item 3.3.3.2.3.
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Como as amostras ja haviam sido analisadas por CG-EM, partiu-se
para a analise por CLAE/UV, pois talvez substancias mais polares ndo estavam
sendo detectadas pelo CG-EM. As amostras foram analisadas por CLAE/UV nas
condi¢des descritas no item 3.3.3.2.4.

O estudo das amostras analisadas por CLAE/UV iniciou-se pela injegao
da amostra padrao (FIGURA 4.89).
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FIGURA 4.89 — Cromatograma do substrato 1-indanona com seu respectivo
espectro de UV.

De acordo com o cromatograma obtido, pode-se observar que o
substrato 1-indanona apresentou um tempo de retencdo de 21,26 minutos,
encontrando-se praticamente no centro do cromatograma, facilitando assim, sua
identificacdo nas amostras a serem analisadas, além de permitir a analise de
produtos com maiores e com menores tempos de retengao.

Dentre as amostras analisadas do fungo Penicillium brasilianum
encontram-se discutidas somente algumas delas, pois apresentaram, de um modo
geral, os mesmos resultados e as mesmas consideragdes. Para as amostras eluidas
com diclorometano:metano (9,9:0,1) obteve-se o0s cromatogramas para
Cont_Pen_3dias_1%, Pen_Inda_3dias_1%, Cont_Pen_12dias_1% e
Pen_Inda_12dias_1% (FIGURA 4.90).
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(C) Sobreposicao de A e B e 1-indanona padrao em rosa, D) Cont_Pen_12dias_1%,
E) Pen_Inda_12dias_1% e F) Sobreposigcédo de D e E e 1-indanona padrao em rosa.

De acordo com os cromatogramas obtidos pode-se observar que
muitas sdao as substancias presentes nas amostras do experimento. Muitas das
bandas observadas encontram-se ausentes nas amostras controles, indicando que
possam ter ocorrido biotransformagdes. No entanto, o substrato adicionado pode ter
ativado o sistema enzimatico do fungo tanto para sofrer transformagdes quanto para
a producéao de outros metabdlitos.

Os cromatogramas indicaram também que com apenas trés dias de
cultivo muitas ja sao as substancias produzidas pelo fungo, um numero ainda maior
€ observado para 12 dias. A quantidade de bandas tornou as analises bastante
complexas, pois diversas bandas poderiam ser produtos de biotransformacao ou
ainda diferentes metabdlitos.

Com o experimento monitorado pode-se observar que a conversao
realizada pelo fungo é eficaz mesmo e poucos dias de cultivo. O metabolismo
acelerado do micro-organismo torna-se um atrativo para as biocatédlises, uma vez
que quanto mais otimizada a reag&o, maiores sao as chances de serem empregadas
para diferentes fins.

Assim, a conversao da 1-indanona para a isocumarina poderia ser

usada para monitorar futuros experimentos de fracionamento enzimatico.
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4.2.2.1 - Biotransformacgao da 1-indanona utilizando células em suspensao

Os experimentos realizados com o fungo Penicillium brasilianum e 1-
indanona mostraram a capacidade do micro-organismo de reconhecer o substrato
mesmo quando adicionado ao meio apds o seu desenvolvimento inicial. Entretanto,
0 meio ainda continha nutrientes para manter o fungo em crescimento. Isso
possibilitou, como discutido anteriormente, uma grande quantidade de metabdlitos
produzidos pelo fungo, que dificultaram a identificagdo dos produtos de
biotransformacéo.

Uma maneira que minimizar tal efeito seria a adicdo do substrato em
um meio onde o fungo nado estivesse mais em crescimento, ou seja, onde se utiliza
as células adultas do micro-organismo em suspensao.

A metodologia de utilizar as células em suspensao trata-se de uma
etapa determinante para as posteriores extragdes enzimaticas, uma vez que apos
desenvolvidas, as enzimas sédo extraidas em uma solugédo, normalmente, tampéao e
testadas frente ao substrato de interesse.

Com o objetivo de determinar a atividade enzimatica das reacgbes de
oxidagao realizada pela enzima Baeyer-Villigerase, o fungo Penicillium brasilianum
foi testado em solugao tampéo de fosfato de sdédio como descrito no item 3.3.3.3. As
amostras foram obtidas apds extragdo com acetato de etila e analisadas por
CLAE/UV-EM.

Os dados cromatograficos obtidos inicialmente revelaram a facilidade

de interpretacdo, como ilustrada na FIGURA 4.91.
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FIGURA 4.91 — Cromatogramas obtidos das amostras: (A) somente tampao, (B)
tampao + fungo, (C) tampao + indanona e (D) tampao + fungo + indanona.

Os cromatogramas tanto do controle do fungo quanto do fungo e
indanona apresentaram pouca interferéncia de metabdlitos secundarios, que
provavelmente foram excretados no meio liquido Czapek’s. Quando o micélio foi
transferido para a solugédo tampao pouco foram os metabdlitos extraidos para a
solucao, facilitando assim a identificacdo de produtos de biotransformacéo.

O metabdlito majoritario do fungo encontra-se em 12,8 minutos
enquanto que o substrato 1-indanona apresentou tempo de retengdo em torno de 21
minutos (FIGURA 4.91). Os produtos de biotransformagédo detectados encontram-se
assinalados em azul no cromatograma D (FIGURA 4.91).

Para a identificacdo dos produtos analisaram-se as amostras por
CLAE/UV-EM. A banda referente ao metabdlito secundario gerou o espectro de
massas ilustrado na FIGURA 4.92.
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FIGURA 4.92 — Espectro de massas da banda em 12,8 minutos, referente ao
metabdlito secundario do Penicillium brasilianum.

As caracteristicas ja observadas para o composto, como intensa
absorcao no UV, espectro de UV e massa molecular detectada (170 Da), levaram a

identificagcdo do composto como sendo o acido penicilico (FIGURA 4.93).

H,CO

HO O
CgH1004
170.17 g/mol

FIGURA 4.93 — Estrutura do acido penicilico, substancia produzida por Penicillium
brasilianum.

O acido penicilico ja havia sido isolado anteriormente por Santos
(2003)'**, como um dos metabdlitos majoritarios produzidos por Penicillium

brasilianum.
As demais bandas obtidas no cromatograma D (FIGURA 4.91) geraram

os seguintes espectros de massas (FIGURA 4.94).
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FIGURA 4.94 — Espectros de massas das bandas nos tempos de retencio: 6,7, 9,8
e 21 minutos.

Como esperado, o substrato 1-indanona (132 Da) ainda encontra-se
presente no meio, como mostrado pelo espectro da banda com tempo de retencao
21 minutos (m/z 133). As bandas mais polares foram identificadas como oriundas
das reagdes de oxidagdo: em 6,7 minutos observou m/z 149 para o produto
hidroxilado e em 9,8 minutos a mesma relagdo massa/carga m/z 149 para o produto
da oxidagado de Baeyer-Villiger. As substancias referentes aos espectros de massas

discutidos encontram-se ilustradas na FIGURA 4.95.

O O
132.16 g/mol OH 148.16 g/mol
148.16 g/mol - _
1-indanona 3-hidréxi-1-indanona dihidrocumarina

FIGURA 4.95 — Estruturas referentes aos espectros de massas (FIGURA 4.90).

Assim, o micro-organismo realizou a oxidagdo da 1-indanona ja com as
células adultas e ressuspensas em solugao tampéao, o que facilitou a identificagcao
desses produtos.

Como o experimento utilizando a solugdo tampao permitiu a facil
deteccdo dos produtos (sem grandes interferéncias de metabdlitos secundarios),

adotou-se tal metodologia para verificar a capacidade de oxidagao do fungo frente a
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um novo espectro de substancias. O estudo adicional realizado sobre a tolerancia da
enzima a variagdes estruturais do substrato delinearia as possibilidades reais de sua
aplicacdo em sinteses organicas, por exemplo. Os experimentos a seguir foram

desenvolvidos com esses objetivos.

4.2.2.2 - Reagao de biotransformacao da 1-indanona utilizando Aspergillus

flavus

Quando o Aspergillus flavus foi testado com os flavondides, tinha-se
por objetivo comparar seu comportamento patogénico com o comportamento
mutualista do fungo Penicillium griseoroseum, utilizando para isto os flavonodides
glicosilados e polimetoxilados. Ainda restava comparar a capacidade oxidativa deste
fungo em relacdo a outro fungo mutualista — Penicillium brasilianum, o qual por sua
vez se mostrou habil em oxidar substéncias.

Como o fungo Aspegillus flavus também possui um metabolismo rico
em oxidagdes (FIGURA 4.27), investigou-se a capacidade deste fungo em realizar
oxidagbdes do tipo Baeyer-Villiger na molécula teste 1-indanona, de acordo com a
metodologia ja empregada para o fungo Penicillium brasilianum (item 4.2.2).

As analises iniciais por CCDA indicaram a presenca de uma banda de
coloracdo amarela intensa inexistente nas amostras contendo somente o meio +
fungo (FIGURA 4.96).

Aspergiius flavus

FIGURA 4.96 — CCDA das amostras contendo 1-indanona e Aspergillus flavus.
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Como indicado na FIGURA 4.92, a banda de coloragao amarela foi
isolada por CCDP e submetida as analises por RMN'H (FIGURA 4.97).

J o UL

FIGURA 4.97 — Espectro de hidrogénio da fragado biotransformada de 1-indanona por
Aspergillus flavus (CDCl3 — 400MHz).

Observou-se a presenga dos sinais referentes aos hidrogénios
aromaticos em & 7,71, 7,68, 7,65 e 7,46, integrados para um total de quatro
hidrogénios. Os duplos dubletos em & 5,40 (J = 2,9 e 6,8Hz), em 6 3,09 (J=6,8 €
19Hz) e em 6 2,58 (J = 2,9 e 19Hz) também indicaram a presenca de um centro
quiral, ja que os hidrogénios geminais possuem J = 19Hz. Assim, a substituicdo do
produto ocorreu na mesma posicdo do produto obtido com o fungo Penicillium
brasilianum. A semelhanga entre os espectros de hidrogénio também puderam ser
observadas (FIGURA 4.84 e 4.97).

Para a confirmacdo do produto obtido, realizaram-se analises por CG-
EM da amostra purificada (FIGURA 4.98) e ainda selecionou-se o ion m/z 148 para
detectar a presenca ou ndo do produto hidroxilado, como suspeitava-se pela analise
de RMN'H.
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FIGURA 4.98 — (A) Cromatograma de ions totais e (B) cromatograma de ion
selecionado (m/z 148).

Como o esperado, a substancia majoritaria da amostra tratava-se do
produto hidroxilado, assim como o obtido com o fungo Penicillium brasilianum. O
espectro de massas para a banda observada em 9,59 minutos comprovou a massa
do produto 148 Da (FIGURA 4.99).
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FIGURA 4.99 — Espectro de massas da banda em 9,59 minutos (FIGURA 4.98).

O espectro de massas obtido (FIGURA 4.99) para a amostra
biotransformada do fungo Aspergillus flavus mostrou o ion m/z 148 e o mesmo perfil
do produto ja obtido para o fungo Penicillium brasilianum (FIGURA 4.87).

As demais amostras obtidas foram analisadas e buscou-se a deteccao
do possivel produto oxidado a partir da oxidagdo de Baeyer-Villiger, porém nenhum
outro ion m/z 148 foi detectado, indicando que o fungo foi habil na reacdo de

hidroxilagdo, mas nao realizou a reagcédo de Baeyer-Villiger (FIGURA 4.100).
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FIGURA 4.100 — Biotransformagao de 1-indanona por Aspergillus flavus.
4.2.3 — Reacao de Oxidacgao da a,B-amirina

Para a reagdo de oxidagdo da substancia o,f-amirina seguiu-se um

procedimento descrito por HATA et al.'*®

, 0 qual utilizou PCC como oxidante
(descrito no item 3.3.3.4). Assim, 500 mg da substancia foram dissolvidos em
diclorometano tratado sob agitacdo magnética constante. Apos a extragcdo do
produto realizou-se CCDA com o eluente hexano:acetato de etila (4,75:0,25) e
observou-se a presenga de impurezas na amostra (FIGURA 4.101 A),

provavelmente devido aos residuos dos reagentes.

A B

FIGURA 4.101 — CCDA da amostra extraida da reagao de oxidagéo da a,B-amirina.

Definiu-se o eluente, que foi hexano e duas gotas de acetato de etila,
(FIGURA 4.101 B), para a realizagdo de coluna cromatografica. Foram recolhidas ao
todo dez fragdes da coluna, sendo 320,9 mg obtidos do produto purificado, levando

ao rendimento de 64%.
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Para a caracterizagdo do produto obtido realizou-se uma analise de

RMN'H e RMN™3C, FIGURAS 4.102 e 4.103.
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FIGURA 4.102 — Espectro de hidrogénio do produto oxidado (CDCl; — 200MHz)
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FIGURA 4.103 — Espectro de carbono 13 do produto oxidado (CDCI; — 200MHz).
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Analisando-se o espectro de hidrogénio (FIGURA 4.102) pode-se
observar a auséncia do sinal referente ao hidrogénio da hidroxila, o qual poderia ser
observado em torno de & 4,0. Os demais sinais observados referem-se aos
hidrogénios do esqueleto do triterpeno.

O sinal obtido em & 218, no espectro de carbono 13 (FIGURA 4.103),
indicou a formagao da carbonila, ja que se trata de um sinal caracteristico desta
funcdo organica, que apresenta um elevado deslocamento quimico, devido a alta
deficiéncia destes carbonos.

Dessa forma, o produto pode ser caracterizado como sendo a «,p-

amirinona, indicando a eficiéncia da reacao (FIGURA 4.104).

(1) (2)

FIGURA 4.104 - Estruturas quimicas de (1) a-amirinona e (2) g-amirinona.
4.2.4 — Biotransformacgao de diversas cetonas por Penicillium brasilianum
Devido a alta eficiéncia do fungo Penicinllium brasilianum em converter

o substrato 1-indanona, partiu-se para a exploragao da capacidade enzimatica deste

fungo em oxidar uma ampla variedade de cetonas (FIGURA 4.105).
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FIGURA 4.105 - Estruturas das cetonas utilizadas no experimento de
biotransformacao com Penicillium brasilianum.

Como descrito no item 3.3.3.5 os substratos foram adicionados a
solucado tampao de fosfato de sddio. O experimento foi mantido por 12 dias. Os
extratos organicos (neutro e acidos) foram previamente analisados via CCDA
(FIGURA 4.106).
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FIGURA 4.106 — CCDAs das amostras obtidas do experimento com as diversas
cetonas.

As analises das CCDAs indicaram claramente a biotransformacao de
alguns dos substratos de partida, como nos casos da (R)-carvona e (S)-carvona.
Algumas das bandas observadas encontram-se ausentes na amostra controle
provavelmente por serem produtos oriundos de biotransformagao (FIGURA 4.106).

Alguns dos substratos, como a ciclopentanona e dibenzalacetona
aparentemente foram completamente consumidos e/ou biotransformados.

Devido a baixa polaridade dos substratos, foram realizadas analises
por CLAE/UV-EM somente das amostras contendo dibenzalacetona e
benzopinacolona.

As analises com a amostra do controle de benzopinacolona mostraram
a estabilidade do substrato no tempo de incubacgao utilizado para o experimento em
solugao tampao (FIGURA 4.107).
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FIGURA 4.107 — Cromatogramas das amostras: (A) tampao + benzopinacolona, (B)
tampao + fungo e (C) tampao + fungo + benzopinacolona.

Comparando-se os trés cromatogramas apresentados (FIGURA 4.107),
observou-se que mesmo apos 12 dias de cultivo, o substrato de partida ainda
encontrava-se em quantidade consideravel na amostra contendo o fungo. A
auséncia de bandas dfierenciadas entre os cromatogramas indicaram a possivel
inexisténcia de produtos de biotransformacao para o substrato.

Ja as amostras do substrato dibenzalacetona também comprovaram a

estabilidade do mesmo durante o experimento (FIGURA 4.108).
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FIGURA 4.108 — Cromatogramas das amostras: (A) tampéo + dibenzalacetona, (B)
tampao + fungo e (C) tampao + fungo + dibenzalacetona.

Os cromatogramas apresentados ilustraram pequenas diferengas entre
as amostras controles (tampé&o + dibenzalacetona e tampao + fungo) e a amostra
contendo o fungo e o substrato (FIGURA 4.108). Infelizmente, devido a baixa
quantidade de material obtido, nenhum produto pode ser isolado ou identificado.

As demais cetonas testadas deveriam ser analisadas por CG-EM,
porém com O equipamento em manutengdo, as amostras ainda nao foram

analisadas.

4.3 — Triagem para a detecg¢ao da enzima Baeyer-Villigerase

A reacdo de oxidagdo do substrato 1-indanona por Penicillium
brasilianum e Aspergillus flavus serviu para monitorar a presenga da enzima Baeyer-
Villigerase, no caso, nos experimentos realizados somente o Penicillium brasilianum
pOSsuiu a enzima presente.

Como a biotransformacgao da 1-indanona promoveu a obten¢ao de dois
produtos (oxidacdo de Baeyer-Villiger e hidroxilagdo), ambos os produtos foram

analisados por CLAE/UV-EM. As técnicas tandem por espectrometria de massas
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possibilitou a facil deteccao da presenca desses produtos em quaisquer amostras
analisadas pela simples fragmentagdo de m/z 149, sendo as bandas detectadas
correspondentes aos produtos.

Assim, analisou-se a mistura dos produtos (FIGURA 4.109) através da
fragmentagao de m/z 149.
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FIGURA 4.109 — Cromatograma da mistura dos produtos de oxidacao de Baeyer-
Villiger e hidroxilagao, pelo experimento de ions frgamentos de m/z 149.

As duas bandas observadas referem-se as substancias de massas 148
Da, que se fragmentam gerando os espectros de massas caracteristicos dos
produtos (FIGURA 4.110).
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FIGURA 4.110 — Espectros de massas das bandas em 8,08 minutos (produto
hidroxilado) e em 11,43 minutos (oxidagcado de Baeyer-Villiger).
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A substancia com menor tempo de retencado trata-se do produto
hidroxilado, facilmente caracterizado pelo seu espetro de fragmentagc&o. A proposta
de fragmentacdo para o produto identificou todos os ions presentes no espectro
(FIGURA 4.111).
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FIGURA 4.111 — Proposta de fragmentacgao para o produto hidroxilado.

Ja a banda observada no tempo de retencdo de 11,43 minutos,
corresponde ao produto da reagcdo de Baeyer-Viliger. O espectro de ions
fragmentos para m/z 149 deste produto foi caracterizado pela presenga do pico base
em m/z 107 (FIGURA 4.110). A proposta de fragmentacédo apresentada confirma a
detecgéo deste ion (FIGURA 4.112).
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FIGURA 4.112 — Proposta de fragmentacédo para o produto da reacdo de Baeyer-
Villiger.
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Assim, com o0s espectros de ions fragmentos para os padroes das
reacdes obtidos, realizou-se um experimento com os mais diferenciados tipos de
Penicillium e Aspergillus da micoteca do LaBioMMi para a detec¢do de atividade
oxidativa destes micro-organismos.

O objetivo do experimento seria, principalmente, monitorar a presenga
de Baeyer-Villigerases, para tanto as amostras obtidas foram todas analisadas por
CLAE/UV-EM/EM.

As andlises foram realizadas através de ions fragmentos m/z 149,
assim as bandas obtidas corresponderiam aos produtos da reagao de Baeyer-Villiger
e/ou hidroxilado. Os cromatogramas obtidos para as diferentes espécies de
Penicillium detectaram duas bandas cromatograficas referentes a fragmentacédo de
m/z 149 (FIGURA 4.113).
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FIGURA 4.113 — Cromatogramas de ions fragmentos de m/z 149 para as espécies
de Penicillium.

Como detectado nos padrdes, as bandas com tempo de retencdo em
torno de 8,00 minutos referem-se ao produto de hidroxilagdo, como ilustrado nos

respectivos espectros de massas da FIGURA 4.114.
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FIGURA 4.114 — Espectros de ions fragmentos de m/z 149 para as bandas com

tempo de retengao em torno de 8,00 minutos.

Todas as bandas geraram o mesmo espectro de massas, 0 que

confirmou a reacdo de hidroxilagdo em todos os fungos testados. O fungo

Penicillium brasilianum, ja discutido anteriormente, foi utilizado como controle

positivo tanto para a reagdo de hidroxilagdo quanto a reagdo de Baeyer-Villiger, a

qual para este fungo foi detectada em torno de 11,47 minutos (FIGURA 4.113).

Contudo, somente dois outros fungos Penicillium sp 01 e Penicillium sp

04 apresentaram a reacao de Baeyer-Villiger como o fungo Penicillium brasilianum,

devido a presenca de bandas com o mesmo tempo de retencido e mesmo espectros

de ions fragmentos (FIGURAS 4.113 e 4.115).
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FIGURA 4.115 — Espectros de ions fragmentos para as bandas detectadas em torno
de 11,47 minutos (FIGURA 4.113).

As demais bandas observadas com tempos de retengcdo em torno de
12,30 minutos (FIGURA 4.113), também sao correspondentes a substancias com
massas moleculares de 148 (FIGURA 4.116), ja que realizou-se experimento de ions

fragmentos de m/z 149.
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FIGURA 4.116 — Espectros de ions fragmentos para as bandas em torno de 12,30
minutos (FIGURA 4.113).
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A diferengca observada nos tempos de retencdo indicou uma nova
possibilidade de biotransformagdo, contudo a massa molecular obtida e a
semelhancga existente entre os espectros de ions fragmentos tanto para as bandas
em 11, 47 minutos (FIGURA 4.115) e 12,30 minutos (FIGURA 4.116), mostraram a
similaridade estrutural entre os produtos.

Dessa forma, a diferenca nos tempos de retencdo pode ser explicada
por uma possivel reagao de Baeyer-Villiger, porém a adicdo do atomo de oxigénio

nao seguiu a orientagdo ja observada (FIGURA 4.117).

(@) = 0]
/ [
Oxidacéo de tr 11,47 min
Baeyer-Villiger 0
1-indanona R : o

tr 12,30 min

FIGURA 4.117 — Oxidagao de Baeyer-Villiger catalisada pelos micro-organismos.

No entanto, a confirmagdo do novo produto obtido para os demais
Penicillium testados ainda deve ser investigada, através do isolamento do produto e
analises por RMN'H, o que pode ser observado somente pelo deslocamento que
dos hidrogénios metilénicos.

Ja para o experimento das diversas espécies de Aspergillus, utilizou o
fungo Aspergillus flavus, ja discutido anteriormente, como um controle positivo para
a deteccdo de hidroxilagcdo, uma vez que o mesmo nao apresentou a Baeyer-
Villigerase ativa. Os cromatogramas de ions fragmentos de m/z 149 indicaram a

presenga dos produtos de oxidagado (FIGURA 4.118).
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FIGURA 4.118 — Cromatogramas de ions fragmentos de m/z 149 para as espécies
de Aspergillus.

Como observado para o fungo Aspergillus flavus, a banda em torno de
8,00 minutos corresponde ao produto de hidroxilagdo. Os espectros de massas
correspondentes as bandas observadas neste mesmo tempo de retengao

encontram-se ilustradas na FIGURA 4.119.
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FIGURA 4.119 — Espectros de massas para as bandas em 8,00 minutos (FIGURA
4.118).
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Dessa forma, todos os fungos testados foram capazes de realizar a
hidroxilagdo do substrato 1-indanona. Entretanto, diferentemente do fungo
Aspergillus flavus, os demais Aspergillus apresentaram bandas em torno de 11,42
minutos (Aspergillus aculeatus) e em torno de 12,30 minutos (demais Asperqillus)
como ilustrado na FIGURA 4.118. As bandas observadas, de acordo com os
respectivos espectros de massas correspondem a reagdo de oxidagcdo Baeyer-
Villiger (FIGURA 4.120).
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FIGURA 4.120 — Espectros de massas para as bandas em 11,42 minutos e 12,30
minutos (FIGURA 4.119).

Somente o fungo Aspergillus aculeatus apresentou a seletividade
diferenciada dos demais fungos. A banda em 11,42 minutos corresponde a lactona,
onde o atomo de oxigénio esta ligado diretamente ao anel aromatico (FIGURA
4.117).

A seletividade da reacdo de Baeyer-Villiger € de extrema importancia
para a obtencdo das mais diferenciadas lactonas, principalmente quando se trata da
seletividade oposta aquela obtida em sinteses classicas. Normalmente, o
mecanismo da reagédo de Baeyer-Villiger envolve a adicdo do peracido a carbonila
da cetona (ou aldeido), seguida de migracdo de um dos grupos (R' ou R?) para o
atomo de oxigénio do peracido, acompanhada de clivagem da ligagao perdxido (O-
O) e regeneracao da carbonila (FIGURA 4.121).
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FIGURA 4.121 — Mecanismo de reacao de oxidacao de Baeyer-Villiger.

A migracao do grupo substituinte segue dos mais ricos em elétrons, ou
seja, dos grupos mais substituidos para os menos substituidos. Portanto, as
oxidacdes observadas para as bandas nos tempos de retengcdo em 12,30 minutos
indicam a obtencdo nao classica dessa oxidacdo, o que dificilmente se observa em
sinteses.

A obtencdo dessas enzimas, portanto, seria de grande valia para
estudos de lactonizagdo de substancias.

Como todos os fungos do género Aspergillus apresentaram a enzima
Baeyer-Villigerase ativa exceto o fungo Aspergillus flavus, resolveu-se realizar um
novo experimento com o fungo Aspergillus flavus, porém utilizando-se a agitagao
com o objetivo de aumentar a oxigenagdo do meio de cultura e ainda ressuspendeu-
se as células em solugao tampé&o contendo o substrato 1-indanona (item 3.3.5.2).

As amostras foram analisadas como as amostras anteriores, ou seja,

monitoraram-se os fragmentos de m/z 149 (FIGURA 4.122).

100 809

12.33
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FIGURA 4.122 — Cromatograma de ions fragmentos de m/z 149 para a amostra do
fungo Aspergillus flavus em solugédo tampao.
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Como o observado, trés bandas foram detectadas para ions
fragmentos de m/z 149. A banda em 8,09 minutos corresponde ao produto
hidroxilado, ja a banda em 12,33 minutos corresponde ao produto de oxidacdo de
Baeyer-Villiger, como observado para os demais Aspergillus. Os respectivos

espectros de massas confirmam os produtos (FIGURA 4.123).

100+ 107

T T ARARSRRARS) Y T .i? T UARRRN ARRAS) .‘l‘_ T paass; T Y T TT :? TTrTTT T T T Mz
FIGURA 4.123 — Espectros de massas para as bandas em (A) 8,09 minutos e (B)
12,33 minutos (FIGURA 4.122).

Porém, em 14,52 minutos (FIGURA 4.122) obteve-se outra banda para
a fragmentagdo de m/z 149. O espectro de massas para a banda encontra-se
ilustrado na FIGURA 4.124.
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FIGURA 4.124 — Espectro de massas para a banda em 14,52 minutos (FIGURA
4.122).
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De acordo com o espectro de massas obtido (FIGURA 4.124), pode-se
observar a grande semelhanga entre este e o espectro para o produto hidroxilado
(FIGURA 4.123 A). Contudo, a diferenca do tempo de retengcdo entre os dois
compostos pode ser atribuida a interagdo intramolecular do hidrogénio da hidroxila
com a carbonila, sendo a hidroxila introduzida no carbono o carbonilico (FIGURA
4.125).

O\ >~ o
[
o)

148.16 g/mol

FIGURA 4.125 — Estrutura proposta para a segunda hidroxilagao observada.

A interacdo observada provocaria a maior retencdo do composto e
portanto o tempo de retengao obtido foi em 14,52 minutos (FIGURA 4.122).

Dessa forma, com a simples agitacdo foi detectado para o fungo
Aspergillus flavus a capacidade de oxidar a 1-indanona de trés diferentes maneiras
(dois produtos hidroxilados e a lactona). Assim, a enzima Baeyer-Villigerase se
tornou ativa com a maior oxigenagéo do meio.

Portanto, as enzimas Baeyer-Villigerase encontram-se ativas nos
diversos micro-organismos testados, porém suas seletividades variam de espécie

para espécie, o que torna o estudo dessas reacdes ainda mais interessante.

4.4 — Experimentos de biotransformacao utilizando Aspergillus aculeatus

Em estudos realizados sobre o metabolismo secundario do micro-

"S(FIGURA 4.126), observou-se que o mesmo

organismo Aspergilllus aculeatus
possui uma notavel habilidade de produzir substancias dimerizadas, como por
exemplo, orlandina (1), kotanina (2), fonseciona A (3), e fonseciona B (4) (FIGURA

4.127).
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FIGURA 4.126 — Aspergillus aculeatus.

OCH3; CHg OCH3; CHg
(1) (2)

OCH; OH O

()

FIGURA 4.127 — Estrutura quimica dos dimeros isolados de Aspergillus aculeatus:
(1) orlandina, (2) kotanina, (3) fonseciona A e (4) fonseciona B.

Na tentativa de investigar quais seriam os mondémeros produzidos por

%7 realizou experimentos monitorados por dias e horas

este fungo, Rodrigues (2006)
de cultivo, mas nenhum mondmero foi isolado, nem ao menos identificado. Ou seja,
assim que os primeiros produtos eram formados, estes ja apresentavam-se na forma

de dimeros.
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O fato observado despertou interesse, pois alguma enzima muito eficaz
para a formagao de dimeros deveria ser produzida pelo micro-organismo, para que
mesmo em pequenissimas quantidades o fungo ja fosse capaz de produzir os
dimeros como produtos principais do seu metabolismo.

Buscando a capacidade de dimerizacdo da(s) enzima(s) foram
realizados experimentos de biotransformagao utilizando substancias fendlicas e
analogas, as quais sao propicias formadoras de dimeros. A FIGURA 4.128 ilustra a

estrutura das substancias utilizadas.

o Ao

(3) (6)

NH, OH

O  OH
‘O “‘ CHs
o)

(7)
(8)

FIGURA 4.128 — Estrutura quimica das substancias (5) a-naftol, (6) p-naftol, (7) a-
naftilamina e (8) crisofanol.

Para o primeiro experimento foram utilizados 15 frascos de
Erlenmeyers (como descrito no item 3.3.4), contendo 100 mL de meio liquido
Czapek’s e 20 mg dos substratos a-naftol, B-naftol e a-naftilamina, enquanto do
substrato crisofenol foram utilizados 5 mg. Ao término do cultivo os frascos foram
extraidos e foram obtidas, trés amostras de cada grupo de frascos segundo as
extragdes: acida, basica e neutra. Em seguida, as amostras foram submetidas a
analises por CLAE/UV-EM, de acordo com o método descrito no item 3.3.4.1.

Iniciou-se as analises com as amostras contendo o substrato B-naftol +
meio e B-naftol + meio + fungo (FIGURA 4.129).
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FIGURA 4.129 — Cromatogramas das amostras contendo meio + -naftol e meio + -
naftol + fungo.

Comparando-se ambos os cromatogramas, observou-se uma sutil
diferenca (assinalada em verde — FIGURA 4.129) entre os mesmos. Os espectros de
massas gerados a partir das duas bandas obtidas para o cromatograma da amostra
contendo fungo e substrato e apresentaram em 12,97 minutos o ion m/z 143,
referente ao substrato padrao (B-naftol (144 Da), FIGURA 4.130.

[M-HI 213.2 tr 13,22 min
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0- I I 1 1 I 1 L I ] I I 1 1
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FIGURA 4.130 — Espectros de massas para as bandas obtidas no cromatograma do
fungo + B-naftol (FIGURA 4.129).
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Como ja observado em analises prévias por CCDA, o substrato nao foi
consumido completamente pelo micro-organismo, sendo este, portanto, detectado
na amostra contendo meio + fungo + substrato. Contudo, a banda observada em
13,22 minutos, ausente na amostra do controle (meio + B-naftol), apresentou como
possivel ion quasi molecular m/z 185 (FIGURA 4.130).

O provavel composto biotransformado apresentava uma diferenca de
42 unidades de massa (186 — 144 = 42) do substrato padrdo. Um possivel grupo de
42 Da é o cetil (-COCH3).

A adicao de grupo cetil em um composto via biotransformagao pode ter

ocorrido por uma simples reacao de acetilacédo (FIGURA 4.131).

OH O\/
Acetilagéo ‘ ‘
Aspergullis aculeatus o

144.17 g/mol 186.21 g/mol

FIGURA 4.131 — Reacao de acetilacdo por Aspergillus aculeatus.

Entretanto, sabe-se que o composto gerado (naftil acetato — 186 Da)
pode sofrer um rearranjo de Fries, onde o grupo cetil encontra-se localizado no anel
aromatico (FIGURA 4.132).

s

AICI; @/?lCI:; ﬂ
“ OJo
o 0 T AICH
—_—>
I >
(0] O:
186.21 g/mol
Naftil acetato lAICI3
0] O\
x
£
0]
OH 7 He
OO
186.21 g/mol

FIGURA 4.132 — Rearranjo de Fries para o composto naftil acetato.
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Assim, tornaram-se necessarias analises dos padrbes de cada um dos
possiveis produtos para a comparagdo com os extratos obtidos do experimento.
Ambos os compostos, naftil acetato e o produto do rearranjo de Fries, foram obtidos
junto ao laboratério de ensino do Departamento de Quimica da UFSCar.

A amostra obtida do extrato organico do experimento foi submetida a
puricaficagdo por CCDP, sendo uma fragdo isolada, a qual foi analisada por
CLAE/UV-EM e comparada com as amostras padrdes, principalmente com relagéo
ao tempo de retencéo (FIGURA 4.133).
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FIGURA 4.133 — Cromatogramas obtidos para as amostras: (A) naftil acetato, (B)
produto do rearranjo de Fries e (C) fragédo biotransformada.

Como pode-se observar, o cromatograma B (FIGURA 4.133) referente
a amostra do produto do rearranjo de Fries, apresentou diversas bandas. As
impurezas observadas foram atribuidas a falta de purificagdo do produto apods a
reacao.

Os espectros de massas de cada uma das bandas referentes as
amostras (FIGURA 4.133) mostraram como o esperado a detec¢do do ion m/z 185
(FIGURA 4.134) em todas as bandas processadas.
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FIGURA 4.134 — Espectros de massas das amostras: (A) naftil acetato, (B) produto
do rearranjo de Fries e (C) fragao biotransformada.

Os dados obtidos indicaramm provavelmente que a fragao
biotransformada trata-se de um produto de rearranjo de Fries ao invés da acetilagao,
ja que o tempo de retengcdo das amostras sdo muito proximos (rearranjo de Fries
13,33 min e fragao biotransformada 14,12 min, FIGURA 4.133). A pequena diferenca
observada no tempo de retencdo de ambas as amostras pode estar relacionada a
grande quantidade de substancias presente na amostra contendo o produto de
rearranjo de Fries. Interagdes intermoleculares podem afetar o tempo de retencéo do
composto em relagdo a amostra contendo o mesmo composto, mas purificado.

Os espectros de massas (FIGURA 4.134) confirmam a massa
molecular do composto obtido (186 Da — m/z 185). Contudo para afirmar a
semelhanga estrutural entre as amostras, tornou-se necessario realizar
experimentos de ions fragmentos do ion m/z 185 para ambas as amostras (FIGURA

4.135), com a finalidade de se confirmar se tratam-se do mesmo composto.
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FIGURA 4.135 — Espectros de ions fragmentos de m/z 185 para as amostras: (A)
produto do rearranjo de Fries e (B) fragédo biotransformada.

Como observado, os espectros obtidos para o experimentos de ions
fragmentos (FIGURA 4.135) mostraram, com clareza, a semelhancga estrutural entre
as amostras, pois apresentaram o mesmo perfil de fragmentagdo. Assim, uma

proposta de fragmentacao foi elucidada para o composto analisado (FIGURA 4.136).
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FIGURA 4.136 — Mecanismo de fragmentagao proposto.

Dessa forma, tanto o pico base (m/z 143) quanto o ion m/z 59 foram
identificados, sendo portanto a fragdo biotransformada um produto de rearranjo de

Fries ao invés de reagao de acetilagao.
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A posicado do grupo cetil no produto biotransformado (FIGURA 4.136)
foi indicada no carbono o do B-naftol. Tal afirmacgéo foi obtida através dos sinais
obtidos pelo espectro de hidrogénio (FIGURA 4.137) que comprovou a existéncia de

seis hidrogénios aromaticos com multiplicidade de dubletos.
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FIGURA 4.137 — Espectro de hidrogénio da fracdo biotransformada. (200MHz —
CDCl3).

Apesar da baixa concentragdo da amostra, o espectro foi satisfatorio
para a identificacdo da substituicdo aromatica. Os seis hidrogénios aromaticos foram
identificados: em 6 8,6, 8,1, 7,5, 7,7, 7,8, 7,2, sendo quatro dubletos e dois tripletos e
em 6 1,7 hidrogénios referentes a metila do grupo cetil.

Para a certificagdo dos dados obtidos, o espectro de hidrogénio da
amostra foi comparado com o espectro simulado no programa ACD/HNMR Predictor
para a estrutura substituida na posi¢céo 3 (FIGURA 4.138).
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FIGURA 4.138 — Espectro simulado para a estrutura proposta indicada.

O espectro ilustrado na FIGURA 4.138 esta ampliado na regidao dos
aromaticos, onde pode-se observar a grande diferenga entre este e o espectro da
amostra na FIGURA 4.137. A principal justificativa da estrutura proposta trata-se da
auséncia de singletos para o anel disubustituido, como observado na FIGURA
4.138.

Assim, a posicdo correta de acordo com os dados de RMN'H trata-se

da substituicdo no carbono 1, como ilustra a FIGURA 4.139.

OH

186.21 g/mol
FIGURA 4.139 — Estrutura do produto biotransformado.

Até o presente documento, ndo ha relatos na literatura sobre rearranjos
de Fries biocatalisados, sendo a reagdo de biotransformagdo obtida inédita na

literatura.
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Os demais substratos também foram analisados por CLAE/UV-EM.
Assim como o ocorrido para o substrato B-naftol, a amostra contendo a-naftol
também apresentou produto de biotransformagao. No entanto, com os resultados de
adicao de grupo cetil, selecionou-se o ion m/z 185 para a amostra com o objetivo de

detectar a mesma reagao para o composto a-naftol (FIGURA 4.140).
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FIGURA 4.140 — Cromatograma de ion selecionado m/z 185, para a amostra
contendo a-naftol.

O cromatograma obtido indicou, portanto, a presenca de pelo menos
duas bandas referentes ao ion m/z 185 (FIGURA 4.140). Experimentos de ions
fragmentos foram realizados para ambas as bandas, porém somente a banda em
18,28 min indicou a mesma fragmentacéo ja observada para o (-naftol (FIGURA
4.141).
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FIGURA 4.141 — Espectro de ions fragmentos de m/z 185 para a amostra contendo

a-naftol.

Assim, o micro-organismo foi capaz de biotransformar ambos os
naftois, através da adicdo de um grupo cetil via rearranjo de Fries. Admitiu-se o

rearranjo de Fries (FIGURA 4.142), pois foi a mesma reagdo observada
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anteriormente para o substrato B-naftol, entretanto, novos experimentos devem ser

realizados para a afirmacéo desse resultado.

OH OH O
Aspergillus
aculeatus
144.17 g/mol 186.21 g/mol

FIGURA 4.142 — Biotransformacao do substrato a-naftol.

A mesma metodologia foi adotada para a amostra contendo o substrato
a-naftilamina (FIGURA 4.143).

m/z 184

FIGURA 4.143 — Cromatograma de ion selecionado m/z 184 para a amostra
contendo a-naftilamina.

A mesma reacgao observada para os naftois foi detectada também para
o substrato a-naftilamina (143 Da), onde a adigdo de 42 unidades de massa (grupo
cetil) levaria ao composto de massa 185, detectado portanto em m/z 184 (FIGURA

4.143). Experimento de ions fragmentos foi também realizado (FIGURA 4.144).
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FIGURA 4.144 — Espectro de ions fragmentos de m/z 184 da amostra contendo a-

naftilamina.

Portanto, o micro-organismo realizou um rearranjo de Fries nos
compostos testados (FIGURA 4.145). Porém, para a completa elucidagdo do produto

biotransformado obtido seria necessaria a obtencao do padréo.

NH, NH, O

Aspergillus
aculeatus

143.19 g/mol 185.23 g/mol

FIGURA 4.145 — Biotransformacao do substrato a-naftilamina.

A capacidade de dimerizar substancias como o observado durante todo
o estudo de metabolismo secundario do micro-organismo Aspergillus aculeatus nao
foi detectado nos experimentos de biotransformagéo contendo os naftais.

Entretanto, as substancias induziram outra habilidade do micro-
organismo, a qual se mostrou inédita frente as reagdes ja descritas por fungos na
literatura.

A possivel enzima responsavel pelo rearranjo de Fries, onde um grupo
cetil é introduzido nos substratos, se mostrou pouco seletiva frente a posi¢cao da
hidroxila ou ao grupo quimico substituinte, sendo provavelmente o conjunto
aromatico, a parte quimica responsavel pela ativacdo enzimatica. A atividade
expressada pelo fungo pode ser facilmente explorada para o preparo dos mais

variados compostos organicos para as mais diversas aplicagdes.
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5 — CONSIDERAGOES FINAIS

A investigagado enzimatica dos micro-organismos endofiticos através do
uso de substancias quimicas similares com as presentes no ambiente natural dos
mesmos tratou-se de uma alternativa satisfatéria para a obtencdo de
biotransformacdes.

O caso da biotransformagao da cafeina por Penicillium griseoroseum
(fungo endofitico isolado dos frutos verdes do café) confirmou o reconhecimento
enzimatico da substancia, mesmo quando cultivado em meio artificial contendo a
cafeina. A seletividade da reagao de desmetilagdo, no entanto, foi decisiva para o
estudo deste micro-organismo com outras substancias, como no caso a 5,7,3',4’,5'-
pentametoxiflavanona. Buscava-se explorar as reagdes de desmetilacdo, contudo
para a flavanona utilizada, outro complexo enzimatico do fungo foi ativado. A
desmetilacdo néo foi obtida, porém o fungo realizou a introdugdo de um grupo
aromatico na molécula. Os dados espectroscopicos permitram a elucidagao
estrutural do composto, o qual é inédito na literatura.

Os demais substratos adicionados aos meios de cultura do Penicillium
griseoroseum, em particular os flavondides glicosilados, ndo foram facilmente
reconhecidos pelo sistema enzimatico do fungo, restando somente a
biotransformag¢ao de um dos flavondides, a hesperidina, que sofreu a adicdo de 80
Da ainda desconhecido.

Os flavondides naringenina e hesperetina foram utilizados como
substratos e mostraram claramente a presenca de produtos de biotransformacéo,
porém devido a pouca quantidade de material obtido, ndo foi possivel a elucidagao
estrutural dos produtos.

Tal resultado levou a investigacdo do sistema enzimatico frente a
substratos mais simples contendo no minimo um anel aromatico, pois a presenca de
substancias altamente funcionalizadas poderia provocar o impedimento de atividade
enzimatica. A substancia utilizada foi a 2’,4’,6’-trimetoxiacetofenona, foi a que
promoveu a atividade enzimatica do fungo tanto para a desmetilagdo quanto para a
cloracédo da mesma. O experimento comprovou a capacidade do micro-organismo
de reconhecer grupos aromaticos, desmetilar substancias como também realizar
halogenacdo. Tanto o produto da halogenagdo microbial quanto a estrutura do
composto em si sdo inéditos na literatura.
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O metabolismo pouco explorado do fungo Penicillium griseoroseum,
permitiu ainda o isolamento da substancia 2,4-dihidréxi-3,5-dimetilacetofenona, que
se assemelha muito com o grupo introduzido no flavanona (5,7,3,4°,5-
pentametoxiflavanona). A produgédo de substancias aromaticas provou que o micro-
organismo é capaz de reconhecer e produzir compostos com grupos aromaticos
substituintes.

Ja os experimentos de biotransformagédo, envolvendo o fungo
Penicillium brasilianum, direcionados para a deteccdo de reagao de oxidacdo de
Baeyer-Villiger, informagao também obtida pelo prévio estudo do fungo endofitico, foi
realizada com sucesso. O fungo foi habil em realizar tal reacdo, uma vez que o
substrato adicionado foi completamente consumido e convertido para o produto
esperado (uma lactona) facilmente identificado pelas técnicas utilizadas. O
experimento monitorado deste substrato indicou ainda a velocidade de
transformacao apresentada pelo fungo, o qual em poucos dias foi capaz de
biotransformar o substrato de partida. Partindo para estudos mais avancados
buscando a otimizacdo da reacdo, utilizou-se a administracdo do substrato com
células em suspensao. A utilizagcdo de solugao tampao com células ressuspendidas
facilitou a deteccdo dos produtos de biotransformacdo, uma vez que parte do
metabolismo do fungo foi eliminado. Os produtos da reagédo foram caracterizados e
além da lactona, um produto de hidroxilacdo também foi obtido.

O metabolismo do fungo Penicillium brasilianum ja havia indicado a
forte presencga de substancias oxigenadas, porém a atividade enzimatica em in vivo
foi comprovada pelas biotransformacdes obtidas com o substrato 1-indanona.

Os experimentos realizados com os fendis e analogos com o fungo
Aspergillus aculeatus resultaram na identificacdo por CLAE/UV-EM de alguns
produtos de biotransformacao. O produto identificado foi oriundo de um rearranjo de
Fries pela adicdo de um grupo cetil no anel aromatico. Tal reagdo nunca foi descrita
via enzimatica na literatura, sendo o resultado obtido inédito. O sistema enzimatico
mostrou ainda a capacidade de realizar a mesma reagcdo em substratos diferentes,
como a-naftol, f-naftol e a-naftilamina.

Os resultados obtidos comprovaram a eficiéncia de se utilizar dados
provenientes do ambiente natural dos fungos como também o prévio estudo de seu
metabolismo para o direcionamento das biotransformag¢des. Os dados com os

fungos endofiticos mutualistas foram satisfatorios quanto as conversdes obtidas.
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Ja para o fungo patdégeno Aspergillus flavus, utilizou-se os flavondides
como substratos e observou-se a completa degradagcdo dos mesmos quando
cultivados com o fungo. O resultado obtido confirmou a atuagé&o patéogena do fungo
frente a substancias protetoras de plantas. Como patégenos, fungos como
Aspergillus flavus devem possuir o sistema enzimatico ativo e habil com essas
substancias, para s6 assim conseguirem sobreviver. Portanto, nenhum produto de
biotransformagao foi observado com o fungo e os flavondides.

Entretanto, quanto a capacidade oxidativa deste fungo, observaram-se
enzimas ativas quando 1-indanona foi utilizado como substrato. O mesmo produto
hidroxilado foi obtido, porém a lactona formada apresentou um tempo de retencgao
diferenciado, que poderia ser consequéncia da inversao na adigdo do oxigénio.

Outra caracteristica detectada para as enzimas de Aspergillus flavus foi
quando o fungo foi cultivado sob agitagdo. As enzimas foram mais seletivas e
portanto dois produtos hidroxilados foram obtidos além de uma possivel Baeyer-
Villiger com a inversao da adigdo do atomo de oxigénio.

Dessa forma, tanto micro-organismos endofiticos mutualistas ou
patdbgenos sao fontes ricas de enzimas ativas para as mais diferenciadas
substancias. Sendo a principal riqueza do uso destes fungos, a capacidade reativa
de cada um deles em particular, ou seja, um unico composto pode gerar diferentes
produtos quando adicionados ao meio de cultura de diferentes micro-organismos.

A tabela 5.1 resume todas as biotransformacdes obtidas no decorrer do
trabalho.

Assim, pode-se concluir que todos os micro-organismos testados foram
capazes de realizar as mais variadas biotransformacdes, que conferiu com os
objetivos propostos.

Como futuras etapas pode-se seguir estudos de isolamento das
enzimas oxidativas do fungo Penicillium brasilianum, ja que testes em soluga tampéo
foram obtidos com sucesso. Investigagao da atividade de cloragcéo apresentada pelo
fungo Penicillium griseoroseum, que originaria futuros projetos de pesquisa, assim
como o estudo do rearranjo de Fries com outros substratos pelo fungo Aspergillus

aculeatus.
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TABELA 5.1 — Resumo das biotransformacgdes obtidas.

Fungos Substratos Produtos biotransformados
(Pag.)
b ﬁ/>
\
Cafeina Teoflllna (55)
5,7,3,4'5- Qe
Penicillium pentametoxiflavanona ° (57)
griseoroseum &7/, ’;‘j/‘
Hesperidina S )
Demais flavonodides testados Nenhuma reagao observada (96)
OCH; O OCH; O
HaCO OCHs /@iu\ OCH,
2',4",6'-trimetoxiacetofenona HO OCH,8 c (1 12)
/O
Penicillium o0 o
brasilianum @
1-indanona (122) OH
ooy
2-naftol ° (160)
OH OH (0]
Aspergillus
aculeatus (160)
1-naftol
NH, NH, O
1-naftilamina I il (160)
O [0}
/ o [¢)
/
0 OH
Aspergillus 1-indanona OH
flavus (140)

Naringina, hesperidina e rutina

Degradadas a CO; e H,O (77)

Naringina polimetoxilada e
Chalcona polimetoxilada
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