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Resumo

Os estudos da biotransformacao tém-se mostrado um método eficiente para
reacdes que envolvam a obtencdo de compostos com interesse comercial. Dentre
estes produtos utilizados podemos destacar monoterpenos por constituirem uma
variedade de compostos com grande aplicagdo tanto no ambito farmacéutico,
como em perfumes, cosméticos e alimentos. As suspensdes de células vegetais e
os fungos filamentosos tém sido largamente usados em reacbes de
biotransformacgao destes metabdlitos secundarios como substratos exégenos. A
habilidade das culturas celulares e fungos em transformar tais compostos vém
sendo dirigidos principalmente para a obtencédo de derivados oxigenados de maior
valor agregado, principalmente visando a produgcdo de flavorizantes,
aromatizantes e fragrancias.

As suspensdes de células vegetais apresentam sistemas enzimaticos mais
complexos, podendo levar a produtos especificos, enquanto os microrganismos,
por serem mais simples e de crescimento mais rapido, geralmente promovem
mais rapidamente a metabolizacao dos substratos.

Neste contexto, o presente trabalho descreve a investigacdo do potencial
de bioconversao dos monoterpenos (R)-(+)-a-pineno, (S)-(-)-a-pineno e (S)-(-)-p-
pineno, bem como do 6leo de terebentina, para avaliacdo de suas potencialidades
frente a reacdes de biotransformagdo mediadas pelos microrganismos
Cunninghamella echinulata ATCC 9245, Mortierella isabellina NRRL 1757 e
Cunninghamella elegans ATCC 36112 e por suspensdes de células vegetais de
Catharanthus roseus.

Todos os sistemas estudados mostraram habilidade na bioconverséo dos

substratos testados. O principal produto obtido a partir dos pinenos e do 6leo de

[ IPRGURY FRQ -GS - P S |

Palavras-chave: Biotransformagdo, Terpenos, Culturas de células vegetais,

suspensées de fungos filamentosos.
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Abstract

Biotransformation has been an efficient method to obtain important
commercial compounds such as monoterpenes, that have a range of applications
in the pharmaceutical, perfumery, cosmetics and food industries.

Plant cell cultures and filamentous fungi suspensions have been widely
used in biotransformation reactions of monoterpenes as exogenous substrates.
The ability of the cells and fungi cultures to transform these compounds has being
mainly used for the synthesis of oxygenated derivatives aiming at the production of
flavours and fragrances.

The plant cell cultures suspensions have complex enzymatic systems with
the production of specific compounds, where as filamentous fungi, which are
structurally simpler and fast growing, can promote quicker transformations
reactions.

In this context, the present work describes the evaluation of bioconversion of
the monoterpenes (R)-(+)-a-pinene, (S)-(-)-a-pinene, (S)-(-)-B-pinene, as well as
turpentine oil using the filamentous fungi suspensions of Cunninghamella
echinulata ATCC 9245, Cunninghamella elegans ATCC 36112 and Mortierella
isabellina NRRL 1757, aswer as Catharanthus roseus plant cell cultures.

All evaluated systems were capable of bioconverting the studied substrates.

The main product obtained from pinenes and turpentine oil was a-terpineol.

Keywords: Biotransformation, Terpenes, Plant cell cultures, filamentous fungi

suspensions.
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As plantas constituem uma fonte importante de substancias biologicamente
ativas, muitas das quais podem servir de modelos para a sintese de um grande
numero de farmacos, devido a sua diversidade estrutural e de propriedades fisico-
quimicas e biolégicas (WALL e WANI, 1996). A natureza tem produzido a maioria
das substancias orgénicas conhecidas. O reino vegetal tem fornecido grande parte
dos metabdlitos secundarios com grande valor agregado, com grande aplicagao

em medicamentos, cosméticos, alimentos, dentre outros (PINTO et al, 2002).

No Brasil, estima-se que 25% do faturamento da industria farmacéutica
nacional sejam originados de medicamentos derivados de plantas. Destes, apenas
uma pequena parte das espécies vegetais da flora foi estudada na busca de
compostos bioativos e uma pequena parte das espécies vegetais foi avaliada
quanto a suas propriedades medicinais (GARCIA et al., 1996), constituindo
modelos para o desenvolvimento de medicamentos sintéticos (PINTO et al, 2002).
As perspectivas dentro deste campo quimico-farmacéutico sdo, portanto, imensas
frente a vasta fonte de produtos naturais potencialmente uteis, ainda nao
investigados. Em paises como o Brasil, onde se concentra a maior e mais variada
flora do planeta, a investigagcado do potencial farmacéutico de suas espécies é uma

questao estratégica.

A utilizacdo de produtos naturais como matéria—prima para a sintese de
substancias bioativas, especialmente farmacos, tem sido amplamente relatada ao
longo do tempo. Pode-se exemplificar este uso através de estudos desenvolvidos
sobre a sintese de hormdnios esterdides, progesterona, a partir de saponinas
como a diosgenina isolada de cactos mexicanos (Dioscorea macrostachya Benth.)
(MARKER et al., 1947). Este trabalho foi de suma importancia para o
desenvolvimento de esterbéides e também para a descoberta da pilula
contraceptiva feminina (CRABBE, 1979).

Rogério Zen Petersen
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Assim, o emprego de produtos naturais na sintese de substancias de
interesse farmacéutico compreende uma estratégia util para a obtengdo de novos
compostos bioativos, desde que o planejamento molecular seja adequadamente

realizado, respeitando as caracteristicas das classes terapéuticas alvo.

Dentre as muitas classes de metabdlitos secundarios utilizados destacam-
se os terpendides por sua vasta aplicacdo farmacéutica (CRAKER, 1990;
FIGUEIREDO, 1992), complexidade estrutural e dificil emulagdo laboratorial.
Segundo Harbone, (1989) os terpenos constituem-se na classe de produtos

naturais com maior numero de substancias descritas.

Como alternativa na busca de modificagdes estruturais para a obtencao de
moléculas com maior potencial terapéutico estdo as reacdes de biotransformacao.
O desenvolvimento recente e quase exponencial de trabalhos com culturas in vitro
de células vegetais e fungos filamentosos deve-se ao grande potencial
biotecnolégico que ja esta se concretizando, inclusive industrialmente, bem como
suas aplicacbes latentes que estdo por emergir. Sdo inegaveis as potencialidades
existentes na moderna biotecnologia da cultura de células e seu uso na

biotransformacao.

A transformacédo de substratos adicionados aos meios de cultura destas
células desperta o interesse de diversas areas, como farmacéutica e alimentos.
Os monoterpendides tém sido largamente explorados como substratos para
reacdes biocataliticas, onde a versatilidade dos sistemas enzimaticos possibilita a
obtengcdo de grande variabilidade estrutural dos compostos obtidos, além de
agregar maior valor comercial as moléculas originalmente encontradas na

natureza.

Estas reacdes de biotransformacéao, efetuadas pelo sistema enzimatico das
células em cultura, sdo altamente especificas ao substrato, permitindo reconhecé-
lo de forma régio e estereoseletiva, sendo, portanto, capazes de realizarem

reacOes ndo acessiveis por processos quimicos classicos.
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Os estimulos a estes tipos de trabalhos podem render aplicagbes no setor
industrial, gerando também parcerias nestas pesquisas. Além disso, varios
produtos naturais, como monoterpenos, tém mostrado interesse tanto do ponto de
vista farmacéutico quanto industrial justificando, assim, a busca de novos

processos que possam otimizar os produtos formados.

Neste contexto, este trabalho visa o desenvolvimento de metodologias
utilizando culturas de células vegetais e fungos filamentosos em reagdes de
biotransformacao, utilizando como substratos exdgenos os terpendides. Encontra-
se dividido em 3 capitulos. O primeiro compreende revisdo do tema. O segundo
aborda estudos de biotransformacéo de (R)-(+)-a-pineno, (S)-(-)-a pineno, (S)-(-)-
B-pineno com culturas de células vegetais de Catharanthus roseus, e o terceiro,
biotransformagdes dos mesmos substratos utilizando culturas de fungos

filamentosos.

Rogério Zen Petersen
27



Tese de doutorado

2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral

Tendo em vista a importancia da classe dos terpendides, produtos do
metabolismo secundario, o presente projeto visa a investigagdo do potencial de
bioconversao de alguns dos monoterpenos obtidos de dleos volateis por cultura de

suspensao de células e culturas de microrganismos.

2.2. Objetivos Especificos

O presente trabalho visa a utilizagdo dos terpenos,R-(+)-a-pineno, S-(-)-a-
pineno, B-pineno, além de dleo de terebentina para avaliar suas potencialidades
frente a reagbes de Dbiotransformacdo utilizando o0s microrganismos
Cunninghamella echinullata ATCC 9245, Morthierella isabellina NRRL 1757 e
Cunninghamella elegans ATCC 36112 e por suspensdes celulares de

Catharanthus roseus, enfocando:

O acompanhamento do crescimento das culturas bem como a

detecgao dos produtos obtidos.

e A analise quanto a sua estabilidade frente aos sistemas biocataliticos
e aos meios reacionais.

e O acompanhamento da cinética das rea¢des por cromatografia a gas
utilizando detector de ionizagao de chama.

e A caracterizagdo dos produtos obtidos por cromatografia a gas

acoplada a espectrometria de massas.
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3.1. Metabolitos secundarios

Comparados com outras moléculas encontradas em plantas, os metabdlitos
secundarios caracterizam-se por apresentarem baixa abundancia, chegando a
aproximadamente 1% do total de todas as moléculas contendo carbono que
ocorrem na natureza. O desenvolvimento de técnicas bioquimicas e o trabalho
desenvolvido pela biologia molecular tém sido importante para demonstrar a
funcdo destes metabdlitos, produtos que possuem papel importante
principalmente na adaptagcdo do vegetal ao meio ambiente (BOURGAUD et al.,
2001).

Estas moléculas contribuem para a interatividade da planta com o
ecossistema através de sistemas de defesa do vegetal, sendo considerados como
antifungicos, antibiéticos e antivirais, atuando no processo de protegdo da planta
contra estes patogenos (fitoalexinas) e, também, na inibicdo de outras espécies
vegetais (alelopatia) (BOURGAUD et al., 2001; MORANT et al., 2003; PERVAIZ,
2004).

Os compostos secundarios sao classificados de acordo com sua via
biossintética, sendo consideradas grandes familias: os compostos fendlicos, os
terpenos, esterdides e alcaldides (HARBORNE, 1989). Compostos fendlicos sao
metabdlitos comuns as plantas e estdo envolvidos na sintese de lignanas
(BUNSIRI et al., 2003), sendo encontrados em todas as plantas superiores. Ja
metabdlitos como alcaldides sdo esparsamente distribuidos entre os varios
vegetais sendo especificos a determinados géneros e espécies e o estudo de sua
distribuicao constitui uma preocupacéo basica do estudo da taxonomia e quimica
ecoldgica. (GRIFFIN e LIN, 2000; TRIGO et al., 2003; LOPES et al., 2004).
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Devido a larga atividade biolégica dos metabdlitos secundarios de plantas,
estes produtos tém sido usados durante séculos na medicina tradicional. Os
compostos de maior valor sdo os utilizados na industria farmacéutica, de
cosméticos e na quimica fina onde aproximadamente 25% das moléculas usadas
sao de origem natural (PAYNE et al., 1991a; RATES, 2001).

3.2. Terpenos

Os terpendides constituem uma classe de produtos naturais com grande
diversidade estrutural e para a qual, até o momento, verifica-se 0 maior nimero de
substancias descritas. Dentre as estruturas de maior importéncia incluidas neste
grupo, estdo aquelas classificadas como monoterpendides, sesquiterpendides,
diterpendides, triterpendides e carotendides, derivadas sem excecdo, de um

mesmo precursor biossintético, o pirofosfato de isopentila (BRUNETON, 2001).

Para os produtos de origem terpénica observa-se vasta aplicagao
farmacéutica, onde mono e sesquiterpendides, devido a sua alta qualidade
sensorial, figuram como os principais compostos utilizados como flavorizantes na
industria de alimentos e medicamentos (BAUER et al., 1990). Fragrancias florais,
frutadas, amadeiradas e citricas destacam-se dentre os aromas apresentados por
terpenos isolados. Esta variedade de fragrancias e aromas, ponto de grande
relevancia no interesse comercial por estes produtos, pode ser atribuida a

ocorréncia de um grande numero de isdmeros para esta classe de metabdlitos.

As estruturas dos terpendides comercialmente relevantes em virtude de

seus aromas encontram-se ilustradas na figura 1.

Além da utilizagdo como matéria-prima para composi¢cao de formulagdes
farmacéuticas, o uso de produtos de origem terpénica ocorre também in natura,

como acontece para os chamados feromonios, os quais estdo envolvidos em
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processos de reproducao e de defesa quimica contra microrganismos e insetos
(TORSELL, 1999).

g g
o e g

éaé5©< 2t

3 14 15 16

Figura 1.: Estruturas de alguns terpendides. 1: Geraniol (floral, citrico); 2. Linalol
(floral); 3.Citronelol (doce, citrico); 4. Nerol (floral); 5. a-Terpineol; 6.
Terpinen-4-ol (medicinal); 7. Oxido linalol (herbaceo); 8. Nerolidol
(floral); 9.Farnesol (floral); 10. B-mirceno (medicinal); 11. a-pineno
(pinos); 12. B-pineno (pinos); 13. Limoneno (citrico, doce); 14. o-
humuleno (medicinal); 15. B-cariofileno (herbaceo); 16.0xido p-

cariofileno (herbaceo).

Os compostos terpénicos mais frequentes nos 6leos volateis sdo os

monoterpenos (cerca de 90% dos Oleos volateis) e os sesquiterpenos. Outros
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terpendides, como os diterpenos, sao geralmente encontrados em odleos vegetais
extraidos com solventes organicos além de serem unidades terpénicas pouco
volateis e, portanto, excluidas do grupo dos dleos essenciais (SCHANTZ, 1967;
CROTEAU, 1987; BRUNETON, 1992; TYLER et al., 1996).

Muitos destes terpenos, ainda s&o responsaveis por um grande numero de
substancias sintéticas e artificiais produzidas por processos puramente quimicos
(JANSSENS et al.,, 1992). Grande parte destes compostos apresenta atividade
antinflamatéria, expectorante (DUKE, 1985) e antimicrobiana (RAMAN et al.,

1995), entre outras.

Alguns terpenos volateis ocupam posigdo de destaque por apresentarem
comprovada atividade biolégica e, portanto, grande interesse comercial, como o -
mirceno, que apresenta atividade analgésica destacada, além de ser um importante
intermediario para a produgdo de uma diversidade de aromas, tais como geraniol,
nerol e linalol (DERFER e DERFER, 1981). Além deste, alguns outros terpenos
como limoneno e terpinoleno, apresentam atividade antimicrobiana, sendo
largamente utilizados como material de partida para a sintese de produtos também
comercialmente importantes, como mentol e carvona (CARVALHO E FONSECA,
2006).

Os compostos sesquiterpénicos também destacam-se por sua utilizacao
em varias propostas sintéticas e atividades biolégicas descritas (ERMAN, 1985).
Assim como observado para os monoterpendides, muitas destas substancias sao
isoladas diretamente de amostras de Oleos essenciais e apresentam como
principais caracteristicas estruturais a presencga de grupos funcionais que incluem
hidroxilas e carbonilas nas mais variadas posi¢cdes, em presenga ou nao de
insaturacdes, e com efeitos significativos na atividade destes compostos (ALEIXO,
1999). Um exemplo € o (-)-a-bisabolol, para o qual é relatada significativa
atividade antiinflamatéria, sendo este utilizado em diversos produtos comerciais e

obtido diretamente de sua fonte natural - geralmente da Vanillosmopsis

Rogério Zen Petersen

34



Tese de doutorado

erythropappa - através de destilagcdo do extrato da planta sob presséo reduzida
(O'DONNELL et al., 1989).

O interesse comercial por produtos naturais tem aumentado
significativamente ao longo dos anos e, no caso dos terpendides, este fato deve-
se principalmente, ao grande consumo de fragrancias e substancias odoriferas.
Além disso, a classificagdo “natural” tem se mostrado de grande impacto
comercial, sendo consideradas “substancias naturais” também as estruturas
derivadas de reagdes puramente enzimaticas ou provenientes de processos
envolvendo microrganismos. Esses mantém sua classificagdo como natural, mas,
no entanto, existem ainda os produtos classificados como “idénticos aos naturais”,
0s quais ocorrem na natureza, mas sao obtidos a partir de reacdes com processos
nao-naturais (CHEETHAM, 1997).

O consumidor tende a preferir produtos naturais que produzem uma
conotagcédo positiva enquanto que o termo artificial € geralmente associado a
conotacdo negativa, o que justifica, em parte, o estudo nas reagdes utilizando
biocatalisadores naturais para a producao de fragrancias industriais (SHARPELL,
1985, WELSH et al., 1989, TYRREL, 1990).

Podemos destacar os terpenos oxigenados como aqueles de maior
importancia para a industria por apresentarem sabores e odores caracteristicos,
sendo atrativos do ponto de vista industrial. Estudos reafirmam a importancia
destes compostos como flavorizantes em processos industriais, como nas
fermentagdes envolvendo a producgao de cerveja (KING, 2003) e na produgao de
alimentos, onde alguns exemplares terpendides conferem sabor até 1000 vezes
mais doce do que a sacarose (SOUTO-BACHILLER et al., 1997).

Do ponto de vista comercial, os produtos ditos naturais sdo interessantes
por apresentarem valor econdmico pronunciado, embora nem todos os

terpendides justifiuem sua exploragdo, como €& o caso dos terpenos
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hidrocarbonetos, que embora sejam considerados naturais, nédo apresentam
caracteristicas odoriferas. No entanto, tais compostos sdo de baixo custo e podem
servir como material de partida para a sintese de produtos naturais ou idénticos
aos naturais (LIMBERGER, 2001).

3.3. Biossintese

Os terpendides formam uma larga e extensa familia de metabdlitos, sendo
o isopreno a estrutura basica para a formacao destes compostos através de uma

unidade basica de cinco carbonos, a unidade isoprénica (Cs) (Figura 2.).

PP

unidade isopreno isopreno

Figura 2.: Unidade basica de formacao de terpenos

As estruturas tipicas que contém a estrutura isoprénica (Cs), unem-se
principalmente através de ligagbes cabega-cauda, possibilitando a formagao dos
diversos grupos de terpenos, tais como hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cqo),
sesquiterpenos (Css), diterpenos (Czo), sesterpenes (Cgs), triterpenos (Cso) €
tetraterpenos (Ca4o) . No entanto, o isopreno ndo participa diretamente da formagao
destes compostos. Neste caso, os precursores dos terpenos sao identificados
como ésteres difosfatos denominados pirofosfato de dimetilalila (DMAPP) e
pirofosfato de isopentilalila (IPP) mostrados na figura 3. (DEWICK, 1997).
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Acido Mevalénico

)\/\OPP — )\/\OPP Hemiterpenos (C5)

(DMAPP) (C5) (IPP) (C5)

Monoterpenos (C10)

C10 Iridoides

IPP

/

c15 —mMmMM Sesquiterpenos (C15)
PP
X 2 \
c20 ———————————> Diterpenos (C20)
IPP \
X2
c25 B ——— Sesterpenos (C25)
C30 Triterpenos (C30)
Esteroides (C18-C30)
{ Tetrater
penos
C40 Carotendides (C40)

Figura 3.: Processo de formacao de terpenos derivados de DMAPP e IPP pela via
do acido mevalénico (DEWICK, 1997).

Estes compostos sdo formados através de duas vias principais destacando-
se como principal a via acetato/mevalonato. A bioquimica das unidades
isoprénicas, com formagdo de IPP sédo derivadas da rota metabdlica principal
denominada via do acido mevaldnico (McCASKILL e CROTEAU, 1997; DEWICK,

1999), sendo que em bactérias, algas e plantas superiores ocorre também por
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outras vias (ROHMER, 1999, ROHMER et al., 2001), localizada principalmente co
cloroplasto, das quais muitas enzimas ja foram isoladas e caracterizadas.
Finalmente, a isomerizacdo de IPP por IPP isomerase leva a formacao de
DMAPP, conforme figura 4.

)J\ 3 etapas w\
S.CoA . HOC o —

Enzima ]
2 NADPH Acido Mevalbnico
3etapas | & Via Mevalonato
3 ATP

\
OH )\/\ IPP isomerase)\/\
OPP ~— OPP

piruvato gliceraldeido 3-fosfato -
isopentenila difosfato isopentenila alil difosfato
(IPP) (DMAPP)
\I’\iamina-PP N -

OH

Enzima OH b. Via Rohmer
OP HO \
o  OH NADPH OoP
OH

2-metil-erititol-4-fosfato

Figura 4: Primeiro passo da biossintese de terpenos com formacgao de IPP via: a.

mevalonato. b. via mevalonato independente Rohmer (DEWICK, 1997).

Os terpendides naturais sao formados por ligagdes de unidades isoprénicas
predominantemente via cabega-cauda lineares, ocorrendo a formacao de produtos
como geraniol (C10) e farnesol (C15), embora muitos compostos possam ser
formados através de ligagdes cauda-cauda formando compostos, como por
exemplo, o esqualeno (C30). O rearranjo de unidades isoprénicas lineares pode

originar ainda nucleos esterdides ou compostos alcaloidicos, onde ocorre a
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conjugagao entre elementos terpendides e estruturas nitrogenadas (DEWICK,
1997).

A biossintese de monoterpenos ocorre pela combinagcao de DMAPP e IPP
via enzima prenil transferase, formando a unidade basica pirofosfato de geranila
(GPP) em um mecanismo que envolve a ionizagdo de DMAPP, com formacéo de

um cation alilico e com a adi¢&o a dupla ligagdo da molécula de IPP (Figura 5).

OPP

)\/\OPP
/j‘\/\ IPP isomerase )\/\ W =
opp MY OPP N\, Xy X"opp

isopentenil difosfato dimetil alil difosfato |

(IPP) (DMAPP) geranil difosfato (GPP)
(GPP)

Figura 5.: Formacao do GPP: precursor dos monoterpenos

A ligagao dupla formada apresenta geralmente configuragao trans, mas a
unidade GPP pode sofrer modificacbes através de sua ligacdo dupla formando
isbmeros LPP (pirofosfato de linalila) e NPP (pirofosfato de nerila), o que
possibilita a obtencdo de novos monoterpenos. Com a mudanga da
estereoquimica sao obtidos compostos com diferentes caracteristicas
principalmente quanto a sua utilizagdo como flavorizantes e perfumes,
propriedades relacionadas com a presenga de grupos funcionais diversos tais
como alcodis, aldeidos e ésteres (Figura 6) (HARBORNE, 1989; MANN, 1994;
DEWICK, 1997).
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NS
OH é:A 0
citronelol \ N / geraniol ( Z-citral)
6leo de rosas OPP 6leo de limao
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~
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Figura 6: Monoterpenos derivados de GPP, LPP e NPP e seus aromas

A diversidade de moléculas monoterpénicas estende-se consideravelmente
através de reacgdes de ciclizacdo, as quais possibilitam a formacado de sistemas
monociclicos e biciclicos, observados para um grande numero de compostos
volateis ja relatados. Assim a grande maioria dos monoterpenos isolados deriva
de processos de ciclizagdo (DEMYTTENAERE e KIMPE, 2001). As estruturas de
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monoterpenos ciclicos mais comumente encontrados em esséncias estao

apresentadas na figura 7.

I

tipo mentano tipo pinano tipo canfeno/bornano
tipo isocanfeno tipo fenchano
tipo trujano

tipo carano

Figura 7.: Principais estruturas dos monoterpenos ciclicos

Entretanto, muitas vezes os precursores para a formacao de terpenos, GPP
NPP e LPP, propiciam uma estereoquimica favoravel para a formacado de
precursores de estruturas monociclicas provenientes da geragao de carbocations.
Estes intermediarios sao sintetizados a partir da atividade de enzimas especificas
com habilidade para isomerizar os compostos através de um mecanismo que
envolve a deslocalizacdo de cations alilicos oriundos do cation OPP e posterior
aproximacéo de elétrons © para a formacé&o da dupla ligagdo (DEWICK, 1997,
SCHWAB et al., 2000) (Figura 8).
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OPP
X OPP X
— [
| OPP

GPP LPP NPP

adigdo eletrofilica com formagéao
cation terpinila/mentila

> OPP
|_j

deslocalizagao cation alilico
Figura 8.: Formacao do cation mentila/terpenila a partir de GPP

A ocorréncia da formagao de carbocations possibilita que varios compostos
sejam formados por reagdes que envolvem nucledfilos, ciclizagdes e rearranjos do
tipo Wagner-Meerwein. Como por exemplo, podemos citar a adigdo de agua ao
cation terpenila que leva a formagao de a-terpineol, e posteriormente a ciclizagao

levando a cineol, ou ainda, a perda de um préton formando o limoneno (Figura 9.).

cation mentila/terpenila

OH, ? HY
cncllzagao
alfa-terpineol N limoneno

cineol

Figura 9.: Formagao de a-terpineol e limoneno
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Alternativamente, podem ocorrer ciclizagdes que produzem compostos
biciclicos através da obtengcédo de novos cations, como por exemplo, pinil e bornil,
levando a formagdo de estruturas que originam carbocations secundarios e
terciarios, formando compostos como borneol, canferol, pinenos, dentre outros.
Podem-se ainda destacar, casos em que ocorre a migragcdo de um proton do
cation mentil, formando carbocations terciarios levando a sintese de estruturas
como sabineno e tujona (DEWICK, 1997, CANE, 1999) (Figura 10.).

2 G

cation mentila/terpenila ¢

P@%

@Te

% forma(;ao cation
secundario formaggo cation

+ OH, ﬂ \ tercedrio

. +

T

 —

cation terpinen-4-ila
cation pinila cation bornila
H

l

OH -H j
alfa-pineno cation fenchila j/

beta-pineno borneol cation-iso-canfila

l gama-terpineno  cation trujila terpinen-4-ol
+
(0] -H ﬁ
fenchona fenchol o
canfora canfeno

(0]

e

red

sabineno trujona

Jo
O

O

Figura 10.: Estruturas de monoterpenos derivados de cations pinila, bornila e
mentila (DEWICK, 1997)

A formacao da estrutura basica dos sesquiterpenos € idéntica a observada

para os monoterpenos, sendo realizada pela adicdo de uma unidade C5-IPP a
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uma molécula de pirofosfato de geranila (GPP). Assim, ocorre inicialmente a
ionizagdo da molécula de GPP, com formagéo posterior de uma ligagdo dupla
envolvendo o préton do carbono 2, formando a molécula de FPP (pirofosfato de

farnesila) (Figura 11).

S
/K/\)\/\OPP

geranil PP

|
M p)\@opp

cétion alilico Hr Hs
adicao eletrofilica

43 OPP

OPP

farnesil PP
(FPP)

Figura 11.: Formacao da unidade basica de sesquiterpenos

A partir da formagdo do intermediario FPP, varios sesquiterpendides
lineares e ciclicos podem ser formados. Nestas estruturas, o aumento do numero
de carbonos é determinante para o aumento do numero de isémeros
possibilitando uma grande diversidade estrutural para esta classe. No entanto,
varios estudos tém evidenciado que o mecanismo de formagao destas estruturas
nao esta completamente elucidado (BULOW e KONIG, 2000), apesar do numero
de sesquiterpenos conhecidos ser estimado em centenas, apresentando estes
estruturas variadas resultantes da diversidade de mecanismos envolvidos em sua
biossintese (LIMBERGER, 2001).
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Dentre os sesquiterpenos lineares, pode-se destacar o nerolidol composto

que apresenta diversas atividades, tais como repelente (WARZECHA et al.,1999),

antimalarico (LOPES et al.,1999) e precursor de compostos com atividade

antiulcera (DEFER e DEFER, 1981). Em muitos sistemas, o cation farnezila E,E e

E,Z serve como precursor para a formacao do esqueletos carbdnicos que, em

processos enzimatico-dependentes,

podem sofrer ataques eletrofilicos que

possibilitam a ciclizagdo destas estruturas através do deslocamento das duplas

ligagbes, formando os diversos sistemas anelares observados no

(HARBORNE, 1989; BRUNETON, 1992; DEWICK, 1997) (Figura 12.).
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(DEWICK, 1997)
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Alguns sesquiterpendides, como o cation bisabolila, merece destaque pela
capacidade de formar uma vasta gama de compostos. Sdo obtidos a partir do
referido cation, o bisaboleno e outros intermediarios formados principalmente pela
ciclizagdo do esqueleto linear inicial. Estruturas com estereoquimicas
diferenciadas, como por exemplo, Oxido de bisabolol A e B, influenciam
diretamente nas caracteristicas odorificas dos isdbmeros. Outro isémero de
natureza sesquiterpenoide que deve ser destacado € o (-)-a-bisabolol, para o qual
observa-se potente propriedade antiinflamatdria, sendo este largamente utilizado
em perfumaria e na composicao de produtos antiacne (FROSCH, 1987;
McANDREW, 1992) e antiacne (SAEKI e HARA, 1986) (Figura 1.13.).

beta bisaboleno cat|on bisabolila gama bisaboleno
(-)-6xido de bisabolol B

/Q/yg (-)-6xido de bisabolol A

-)-alfa-bisabolol

Figura 13.: Estruturas derivadas do cation bisabolila (DEWICK, 1997).

3.4. Biotransformacgao

O desenvolvimento recente e quase exponencial de trabalhos com culturas
in vitro de células vegetais pode ser atribuido as inegaveis potencialidades

existentes na biotecnologia, fato ja concretizado, inclusive industrialmente. Sao
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inUmeros 0s processos quimicos e aplicagdes latentes que estdo por emergir,
envolvendo a cultura de células e seu uso na biotransformacgdo. (SCHULZE e
WUBBOLTS, 1999; THOMAS et al., 2002).

A possibilidade de transformacgao dos substratos adicionados aos meios de
cultura destas células desperta o interesse de diversas areas, como farmacéutica,
quimica e de alimentos (ZAKS, 2001, RAO e RAVISHANKAR, 2002). Estas
reacdes de biotransformacao, efetuadas pelo sistema enzimatico das células em
cultura, sao altamente especificas ao substrato, permitindo reconhecé-lo de forma
régio e estereoseletiva, sendo possivel a realizagao de reagdes ndo acessiveis por

processos quimicos classicos (GIRI et al., 2001).

As reacgdes de biotransformacdo destacam-se pelo uso de diferentes
sistemas. Sdo comumente utilizadas suspensdes de células vegetais e de
microrganismos, células imobilizadas e enzimas isoladas, sendo estas técnicas
fortemente empregadas para conversdes especificas e complexas de substratos,
representando metodologia com grande potencial para a formagdo de novos
produtos (GIRI et al., 2001). Estas reagdes possibilitam uma nova perspectiva
para a producdo de substancias naturais em substituicdo aos equivalentes
sintéticos, uma vez que os produtos resultantes de processos biocataliticos podem
ser adicionados aos alimentos e perfumes sem serem considerados aditivos
(DEMYTTENAERE e DePOOTER, 1996; TECELAO et al., 2001).

Nos ultimos anos, a inclusdo de etapas de biotransformagdo usando
microrganismos ou enzimas isoladas em sequéncias sintéticas propiciou um
aumento significativo das sinteses realizadas em escala laboratorial. A utilizagdo
da biotransformacado permitiu a introdu¢cdo de reagdes catalisadas por enzimas
com controle régio e estéreoquimico, gerando compostos opticamente puros além

do desenvolvimento de rotas mais eficientes (LOUGHLIN, 2000).
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Apesar de sistemas celulares oportunizarem reacdes de biotransformacao
multi-enzimaticas e o uso de cofatores e co-enzimas, estes sistemas podem ser
sensiveis a desnaturacdo em reacdes que incluem fatores abidticos como pH
extremo, aquecimento e solventes organicos. Neste caso, 0 uso de enzimas
isoladas ou de imobilizagado de células vegetais € indicado por estes constituirem
sistemas mais resistentes, podendo ser utilizados por longos periodos (PANDA et
al., 1989).

Dentre as principais técnicas podemos citar a imobilizagdo de células
vegetais ou enzimas isoladas que inclui a utilizacdo de um sistema de
aprisionamento realizado por diversas substancias, tais como géis, através de
precipitacao, polimerizagao ou troca iénica. Além disso, o sistema enzimatico pode
ser imobilizado por outros suportes como polipropileno e celite, usando para isso
interagdes dipolo-dipolo podendo, ainda, ocorrer ligagdes covalentes, destacando-
se poliacrilamida como uma matriz bastante utilizada para a imobilizagdo (HULST
e TRAMPER, 1989).

O processo de imobilizagdo baseia-se no uso de culturas como biorreatores
(SUGA e HIRATA, 1990; ZAFFAR et al., 1992), onde as reag¢des quimicas s&o
mediadas por organismos vivos (microrganismos, células animais ou vegetais) ou
enzimas isoladas, em processos brandos quando comparados aos métodos
sintéticos tradicionais. Este sistema apresenta grande vantagem na possibilidade
de realizacdo de reagdes enantio e estereosseletivas, que, em processos
sintéticos, apresentam maior dificuldade (SUGA e HIRATA, 1990; IZUMISAWA,
1998). Isto ocorre porque nestes sistemas as caracteristicas que regem a
regioespecificidade diferem daquelas que controlam a especificidade quimica,
permitindo a biotransformacédo de centros que s&o quimicamente pouco reativos
(HANSON, 1995).

Dentre alguns exemplos da utilizacdo de sistemas de imobilizacdo na

producao de produtos naturais de interesse farmacoldgico esta a obtenc&o, com
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excelente produtividade, de capsaicina e diidro-capsaicina, a partir de células
imobilizadas de Capsicum frutescens, uma espécie de pimenta (JONHSON e
RAVISHANKAR, 1996). Para os estudos envolvendo terpendides, observa-se que
o emprego de células vegetais imobilizadas representa metodologia de grande
relevancia para a obtencdo de substancias naturalmente pouco abundantes ou
que possuam um maior valor comercial (VANEK et al., 1999a). Exemplo desta
utiizacdo para a biotransformagdo de terpenos foi descrito em estudo
desenvolvido por VANEK e colaboradores (1999a), onde células imobilizadas de
Solanum aviculaie e Discorea deltoideai foram utilizadas para a producao de cis e

trans carveol e carvona a partir de (-)-limoneno, utilizado como substrato.

Existem diversos metabdlitos, cujo potencial uso farmacoldgico justifica um
empenho no desenvolvimento da busca de técnicas biotecnoldgicas de produgéo,
que permitem manipulagdes bioquimicas e genéticas de culturas para aumento de
rendimento de compostos. Um exemplo € o do acido betulinico (Figura 14), um
triterpeno pentaciclico, cujos derivados, apresentaram potente atividade como
inibidores seletivos da replicagdo do virus HIV tipo 1 (MAYAUX et al., 1994;
EVERS et al. 1996; KASHIWADA et al., 1996; SOLER et al., 1996), como
inibidores de tumores  (YASUKAWA et al., 1991; PISHA et al., 1995), como
antimalaricos (BRINGMANN et al., 1997) e como agentes antiinflamatorios
(RECIO et al., 1995; MUKHERJEE et al., 1997).

Figura 14.: Estrutura do acido betulinico presente em Tabernaemontana

catharinensis
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3.5. Utilizacao de enzimas nas reagoes de biotransformagao

As células integras de culturas vegetais ou microrganismos contém
enzimas com diferentes estruturas, responsaveis por catalisar diversas reacoes.
As enzimas podem ser classificadas dentro de seis categorias principais de acordo
com o tipo de reagao que catalisam, conforme pode ser observado na tabela 1.

Tabela 1: Classificagao das enzimas utilizadas em reacdes de biocatalise

Classe Numero Tipo de Reacéo Utilizacao
Oxidoredutase 650 Oxidagao-redugao: oxigenagao de C-H, 25%
s C-C,C=C
Transferases 720 Transferéncia de grupos aldeidicos, 5%

cetdnicos, acil, metil

Hidrolases 636 Hidrélises com formacgéao de ésteres, 65%
amidas, lactonas, lactamas, epdxidos,

anidridos, glicosideos, nitrilas

Liases 255 Adicao-eliminacdo de moléculas C=C, 5%
C=N, C=0
Isomerases 120 Isomerizagao, racemizacao, 1%

epimerizacao

Ligases 80 Formacgao-clivagem de C-O, C-S, C-N, C- 1%
C
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Fonte: Faber:2000

A maioria dos processos de biotransformacdo utilizados em sintese
organica é realizada através do uso de enzimas da classe das hidrolases, embora
também devam ser destacadas enzimas do tipo oxidoredutases, transferases,
isomerases e ligases. A ampla variedade da catalise enzimatica proporciona
reagcdes equivalentes aos processos de sintese orgénica, incluindo reagbes de
hidrolises de ésteres (BOLAND et al., 1991), lactonas (GUTMAN et al., 1990),
lactamas (TAYLOR et al.,1990), epoxidos (LEAK et al., 1992); oxidagao-redugao
de alquenos (MAY, 1979), alcoodis (LEMIERE et al., 1985), sulféxidos e sulfitos
(PHILLIPS e MAY, 1981); adigao e eliminagao de agua (FINDEIS e WHITESIDES,
1987), ambnia (AKHTAR et al., 1989); hidrogenagao-desalogenagéao (NEIDLEMAN
e GEIGERT, 1983) e reagdes de Diels-Alder (OIKAWA et al., 1998).

As vantagens do uso de enzimas na sintese organica incluem diversos
fatores tais como: (i) a eficiéncia catalitica das enzimas que aceleram as rotas
enzimaticas quando comparada com a catalise quimica (MENGER, 1979); (ii) a
acao enzimatica sob condi¢des brandas de operacao tais como temperatura; (iii) o
processo € adequado a reacao de interesse, pois determinadas enzimas podem
nao ativar sitios dos substratos; (iv) a seletividade envolvendo a
regioespecificidade e a enantioseletividade quando enzimas realizam catalises
quirais (SWEERS e WONG, 1986; SIH e WU 1989); (v) a nao restricao do
substrato pelo sistema enzimatico (pois a enzima deve ser especifica para o tipo
de reacado) e; (vi) se o trabalho pode ser realizado em meio aquoso (embora

muitas reagdes possam operar em solventes organicos) (KLIBANOV, 1990).

Desvantagens do uso de enzimas em sintese também s&o observadas,
principalmente no caso de aminoacidos que demonstram a impossibilidade de
resolucdo quiral para estas reacdes. No entanto, com o isolamento de novas

enzimas e o progresso de modernas técnicas de biologia molecular, poderéao ser
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desenvolvidos métodos para a modificacdo de enzimas de uso especifico neste
tipo de substrato (LOUGHLIN, 2000).

3.5.1. Biotransformacao utilizando rea¢cdes de hidrélise

As principais reacbdes de biotransformacbes relatadas para enzimas
hidroliticas envolvem compostos como ésteres a amidas que usam basicamente
proteases, esterases ou lipases. Outras aplicagdes importantes demonstram a
formacao e/ou clivagem de epdxidos, nitrilas e ésteres e, ainda, recentes estudos
relatam a importancia de reacdes de biotransformacéo envolvendo condensacgao e
hidrolise (LOUGHLIN, 2000).

A quimioseletividade na hidrolise de ésteres é a chave para a sequéncia
sintética de muitos processos, tendo sido demonstrado que a hidrélise de trietil
citrato por proteases (CHENEVERT et al., 1998) e a hidrélise de malonatos por
esterases (SANO et al., 1998) levam a excelentes excessos enantioméricos, bem
como em reagbes enzimaticas hidroliticas em amidas com formacédo de

compostos quirais considerados de grande importancia.

Algumas aplicagdes de hidrolases em reagdes com epodxidos tém sido
relatadas. As chamadas epdxido hidrolases aparecem em uma grande variedade
de microrganismos preferencialmente realizando hidrolises, como em
epoxioctanos, com formagcdo do respectivo diol em excelente excesso
enantiomérico (BOTES et al., 1998). Entretanto, novas metodologias possibilitam a
reacdo de epoxidos utilizando epoxido hidrolases de Aspergillus niger e
Syncephalastrum racemosum, verificando-se alta pureza enantiomérica para o
produto resultante (Figura 15) (MOUSSOU et al., 1998).
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Figura 15.: Reagao de epdxidos utilizando epodxido hidrolases

A resolugao de enantidmeros através de biotransformagdes hidroliticas é de
grande significancia, principalmente em estratégias de inversdo realizadas “in situ”
e utilizando um subtrato racémico, as quais possibilitam resolugbées de até 50%
para cada enantidmero. Exemplos sao descritos através do potencial enzimatico
de Pseudomonas aeruginosa usadas para a resolugdo enantiomérica para formar
cianoidrinas (Figura 16) (SAKAI et al., 1998b).

F OCOEt F OCOEt
F lipase F F
CN — + CN
3-pentanona
F F tampéo fosfato  F F F
F F

Figura 16: Resolugéo enantiomérica para formar cianoidrinas

Exemplos de resolugbes quirais mediadas por enzimas e amplamente
utilizadas para aumentar o excesso enantiomérico de determinados produtos sao
estudos envolvendo o emprego de proteases alcalinas para obtencdo de
aminoacidos piperidinicos em rendimento aumentado em cerca de 30% (Figura
17) (KISE e BOWLER, 1998).
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Figura 17.: Resolugéo quiral de aminoacidos piperidinicos com proteases

As transformacgdes hidroliticas também envolvem sinteses com
condensacgdes de ésteres e amidas. A sintese de ésteres usando enzimas em
sistemas de solventes tem sido bastante explorada, podendo ser citada como
exemplo desta metodologia, a utilizagéo de lipases alcalinas presentes em Bacillus
sp., para a conversao de acido oléico em oleato de metila (NAWANI et al., 1998).
Outros métodos utilizam a enantiosseletividade de lipases de Pseudomonas
fluoresens e Pseudomonas cepacia para a obtencdo de alcodis primarios e
secundarios, em reacdes de esterificacido realizadas a baixas temperaturas
(SAKAI et al., 1998a).

Outras aplicagdes de enzimas hidroliticas incluem a formacao de fosfatos.
Observa-se para muitas enzimas, potencialidade para a introducao de fosfatos em
reacdes de bifosforilagdo que representam eficientes alternativas para as diversas
etapas e sequéncias que envolvem a sintese quimica destes produtos. Como
exemplo, pode-se citar a fosforilagao regioseletiva de fosfofrutose com formacgao
de analogos de frutose bi-fosfatadas (FUKUSIMA et al., 1998).

A sintese de polimeros utilizando hidrolases também vem sendo estudada.

Nestas reacdes, que utilizam lipases presentes em cepas de Pseudomonas sp.,
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estruturas de alto peso molecular sdo obtidas a partir da agado enzimatica na

condensacao de unidades do tipo hidroxiésteres (DONG et al., 1998).

3.5.2. Biotransformacgao utilizando reagoes de redugao

Desidrogenases tém sido extensivamente utilizadas na redugdo de grupos
carbonila de aldeidos e cetonas, assim como na redugédo de ligagdes duplas
carbono-carbono. A importancia do uso destas enzimas, atuando em mecanismos
variados, esta na possibilidade de formacdo de produtos quirais e redugcao
assimétrica de compostos carbonilados, como acontece para a acido das
redutases NADPH-dependentes, encontradas em fermento de pé&o, para as quais
verifica-se habilidade para producao de alcodis com alto excesso enantiomérico
(>98%), a partir da redugao de determinados compostos carbonilados (EMA et al.,
1998).

Outro exemplo do uso de redutases € a utilizagdo destas enzimas na
reducao de estruturas do tipo B-ceto-ésteres levando a formacéo, com excelente
estereosseletividade, dos correspondentes hidroxi-ésteres, conforme a figura 18
(KAWAI et al., 1998b). A utilizacdo destas enzimas, também representa alternativa
para a redugao de cetonas aromaticas e cetonas alifaticas simples, com formagéao
dos respectivos alcodis, obtidos em rendimentos satisfatérios, em processo
altamente seletivo. Essa metodologia, a qual envolve células de Geotrichum
candidum, proporciona uma reatividade e seletividade superior quando se utilizam
células isoladas, sendo conveniente para a obtengcdo de alcodis com pureza
enantiomérica em grande escala (NAKAMURA e MATZUDA, 1998).

0]

redutase _

CoMe - ' ~__-CO,Me

CO.Me glicose-6-fosfato
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llllo
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Figura 18.: Redugéo de B-ceto-ésteres com redutase

A reagao com outros grupos funcionais inclui a reducao de ligagées duplas
carbono-carbono através de redutases isoladas de Saccharomyces cerevisiae,
fermento de pao, possibilitando reagbes seletivas com cetonas a,p insaturadas,
conforme figura 19 (KAWAI et al., 1998a).

NADPH

E— -

Ar redutase

Figura 19.: Reduc¢ao de cetonas a-f insaturadas com redutases isoladas de

fermento

3.5.3. Biotransformacao utilizando reag6es de oxidagao

A utilizacdo de biocatalisadores oxidativos atualmente é considerada uma
alternativa para problemas nao solucionados pela catalise quimica convencional.
Problemas estes que envolvem principalmente a possibilidade de controle das
reacdes de oxidagdo a partir dos reagentes utilizados. Em contraste, a alta
seletividade de enzimas oxidantes constitui uma das principais vantagens no

desenvolvimento deste tipo de reagao de biotransformacao (BURTON, 2003).

Dentre as muitas vantagens do uso destas enzimas, podem ser incluidas a
estereoseletividade, regioseletividade, aumento da funcionalizagdo e a introdugao

de quiralidade. A efetividade destas reagdes pode ser atribuida, particularmente,
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ao alto poder oxidante, através de reagdes quimicas com formacao de produtos
muito estaveis. Hidroxi e oxi compostos sdo importantes exemplos utilizados na
industria farmacéutica, alimenticia e agricola, além de potencializar reagdes
biolégicas que podem promover alternativas quimicas para muitas rotas
biossintéticas (SCHUTZE et al., 1999; DUETZ, 2001; BOYD 2001, CIRINO e
ARNOLD, 2002).

Em sistemas vivos, enzimas oxidativas podem atuar tanto em rotas que
envolvem metabolismo primario quanto secundario. Muitas bactérias utilizam
hidrocarbonetos aromaticos como unica fonte de carbono (metabolismo primario)
através de atividade de mono e dioxigenases, enquanto que outras enzimas estao
envolvidas na producao de metabdlitos secundarios com maior complexidade
estrutural, o que em muitos casos torna necessaria a utilizagao de cofatores em

bioprocessos envolvendo enzimas oxidativas (HOLLAND, 1992).

Vérias enzimas oxidantes sdo conhecidas e suas diferentes atividades
fazem com que sejam classificadas de acordo com as reagbes quimicas que sao
capazes de realizar em um sistema especifico. As enzimas oxidativas podem ser
subdivididas em oxigenases, oxidases e peroxidases, onde o atomo de oxigénio
atua como doador de elétrons, caracteristica que as distingue das diidroxigenases,
as quais nao envolvem o oxigénio como intermediario (SILVERMAN, 2000)
(Figura 20).

As oxidases e peroxidases reagem com o oxigénio tendo como resultado
reagcdes que podem nao ser especificas, podendo, no entanto, propiciarem a
producao de diferentes compostos. As oxigenases introduzem um ou dois atomos
de oxigénio em seus substratos e muitas vezes s&o mais seletivas que oxidases e

peroxidases, particularmente em termos de regioespecificidade (BURTON, 2003).
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Figura 20.: Tipos de enzimas com caracteristicas oxidantes

3.5.3.1. Monoxigenases

As monoxigenases realizam a catalise através da introdugdo de um atomo
de oxigénio geralmente utilizando NADH e NADPH que, através de seu potencial
redutor, promovem a supressao dos elétrons do substrato realizando sua
oxidagdo. Muitos sistemas usados em biotransformagédo séo citocromo P-450
dependentes, envolvendo primeiramente a ativagao do complexo oxigenado por
metais, geralmente ferro (lll), levando a redugdo de um elétron. A adicdo de um

segundo elétron resulta na formagao de H,O e na adigdo da molécula de oxigénio
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ao substrato. No caso de sistemas flavina-dependentes, estes reagem com o
substrato formando intermediarios, produzindo agua e, apds, em um segundo
passo, € requerido um cofator para regenerar o complexo enzimatico (BURTON,
2003).

Outros complexos necessitam de ativantes diversos, sendo estes
separados em outros grupos e envolvendo novos sistemas que incluem a
utiizacdo de oxidases, flavina-molibdénio, cobalto-dependentes e aldeido
oxidases (FETZNER, 2000).

Importantes reagdes biocataliticas sao realizadas em engenharia genética
através do uso de monoxigenases de Pseudomonas putida (BUHLER, 2002).
Sistemas similares, utilizados em reagdes regioseletivas, utilizam monoxigenases

flavina-dependentes isoladas de Pseudomonas azelaica (SUSKE, 1997).

Muitas bactérias apresentam-se como sistemas enzimaticos citocromo P-
450 dependentes, onde as reagdes podem ser catalisadas por NADH,
possibilitando a oxidagdao de diversos substratos tais como arenos, nucleos
poliaromaticos e terpenos (FRUETEL, 1994). Neste sentido, sao relatadas
epoxidagdes de alquenos terminais e de estireno por monoxigenases de
Pseudomonas putida (PANKE, 1999), além de oxidagdes enantioseletivas de

sulféxidos, levando a reagdes com rendimentos satisfatorios (HOLLAND, 1999).

De particular importancia destacam-se esteroides hidroxilases, largamente
utilizadas em reagdes de biocatélise realizadas por bactérias e fungos, em etapas
de rotas sintéticas, como por exemplo, em hidroxilagdes especificas de esterdides,
terpenos e compostos benzilicos (HOLLAND, 1992; HOLLAND e WEBER, 2000).

Reacdes similares tém sido relatadas, como as hidroxilacbes de derivados

do tipo dieno por cepas de Cunninghamella elegans (SUN, 2001) e reacdes

Rogério Zen Petersen

59



Tese de doutorado

envolvendo adicdo em dienos conjugados, com a obtengdo de compostos mais
complexos (BOUGIONKON e SMOUNOU, 2002) (Figura 21).

OMe

OH
HO OMe

Figura 21.: Reacdo de hidroxilagao utilizando peroxidase

As monoxigenases NADPH dependentes foram as primeiras enzimas
relatadas na catalise de reag¢des do tipo Bayer-Villinger, sendo esta oxidagao de
significativo interesse na sintese quimica (FANG, 1995) (Figura 22).Este grupo
enzimatico destaca-se também na formacao de hidroxibenzaldeidos, a partir de
reacdes de substituicdo em compostos fendlicos (VAN DEN HEUVEL, 2001).

Figura 22.: Oxidacao do tipo Bayer-Villinger utilizando monoxigenases.
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3.5.3.2. Dioxigenases

As dioxigenases incorporam dois atomos de oxigénio aos substratos e
compreendem dois grandes sistemas: ferro-sulfurico dioxigenases, chamados
heme-dependentes e ferro-sulfuricos, chamados Rieske. Estas reag¢des incluem
diidroxilagbes com clivagem de anéis aromaticos de substratos com arenos e
carboxilatos (WACKETT, 2002), além de incorporar grupos hidroxila a anéis
aromaticos gerando didis que podem ser posteriormente oxidados para a
formagao de novos produtos (HOLLAND, 1992).

As reagdes de dihidroxilagdo de arenos possibilitam uma grande variedade
de reacdes, uma vez que € possivel obter produtos com substituintes em posicoes
diferentes gerando varios substratos, sendo este tipo de reagao importante para a

formagao de prostaglandinas e agentes hipotensivos (BOYD, 2001).

Como exemplos podemos citar os estudos desenvolvidos por DELUCA e
HUDLICKY (1990) e FANG (1995), os quais relatam o uso de reagbes com arenos
e dienos conjugados formando estruturas do tipo didis em rendimentos
satisfatorios. Além destes, destaca-se a producdo de compostos diidroxilados, a
partir da utilizagdo de dienos conjugados (Figura 23) como substratos para
culturas de Caldariomyces fumago, em trabalho desenvolvido por SANFILIPINO e
NICOLOSI (2002).

OH OH

OH

OH

Figura 23: Hidroxilagdo utilizando enzimas de Caldariomyces fumago
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3.5.3.3. Peroxidases

As peroxidases sao encontradas em plantas, animais e células microbianas.
Estas enzimas, nao seletivas quando ocorrem via mecanismo de radicais livres,
utilizam peréxido de hidrogénio como elétron aceptor sendo que estas reagdes
ocorrem na maioria das vezes catalisadas por metais como magnésio, vanadio,
sendo estes regenerados (BURTON, 2003).

As halo-peroxidases sdo consideradas como as primeiras enzimas isoladas
de organismos marinhos, além de demonstrarem melhor capacidade para
halogenacdo de substratos em presenga de haletos e perdxido de hidrogénio
(COLONNA, 1999). Estas enzimas atuam através de diferentes mecanismos, com
sistemas que normalmente utilizam vanadio e outros metais livres (LITTCHILD,
1999), catalisando reacdes que incluem sulfoxidacéo, epoxidacao e hidroxilacdes

aromaticas (Figura 1.24.).

X
X= Me, CI, OMe

Figura 24.: Reagdo com composto aromatico catalisado por peroxidases

Peroxidases podem catalisar um grande numero de reagdes que incluem
oxidagdo de hetero-atomos, epoxidagdes de peroxidos (ADAM, 1999; VAN DER
VELDE, 2001), sendo que a maioria dos compostos aromaticos formados,
mostram-se estaveis, como por exemplo, os produtos provenientes de reagdes de

oxidagao utilizando enzimas peroxidases de Caprinus spp. (RUSS, 2002).
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As peroxidases microbianas e as obtidas de fungos (particularmente
lignanas peroxidases e peroxidases manganés dependentes) sdo também
destacadas pelo seu alto poder redox, sendo aquelas obtidas de fungos, mais
vantajosas por serem produzidas de forma extracelular até o esgotamento das
lignanas (usadas como fonte para a produgcdo). No entanto, a instabilidade de
muitas peroxidases constitui uma desvantagem quanto a sua aplicagédo industrial
(BURTON, 2003).

Muitas das aplicagbes das peroxidases em biocatalise resultam na
formagdao de ligagdes carbono-carbono - como na producdo de estruturas
poliméricas e polifendis - (UYAMA, 2002), muito embora muitas destas reagdes
tenham um dificil controle regiosseletivo, como acontece nas reagdes de
peroxidases utilizadas para sintetizar orto-poli-anilinas (LIM e YOO, 2000). Muitas
cloroperoxidases isoladas de fungos marinhos como Caldariomyces fumago
mostraram grande versatilidade catalitica com excelentes excessos

enantioméricos para varios tipos de compostos (COLONNA, 1999).

Além disso, a promissora utilizacdo de peroxidases € comprovada por
estudos recentes envolvendo novas enzimas extraidas de algas e fungos, as quais
tém apresentado consideravel estabilidade quando na presenca de diferentes
solventes (ALMEIDA, 2001; VAN DER VELDE, 2001).

3.5.3.4. Oxidases

O potencial biocatalitico de oxidases € relatado em um grande numero
estudos, sendo estas enzimas destacadas por suas vantagens quanto a utilizagao
em uma vasta gama de substratos, mesmo quando em meio organico, nao
requerendo o uso de cofatores. Entretanto, a formacdo de alguns subprodutos,
pode levar a inativacdo do complexo enzimatico, sendo esta a principal
desvantagem da utilizacdo de enzimas deste grupo. Este efeito, no entanto, pode

ser reduzido através do controle das condigbes reacionais. Em reacdes que
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utilizam catecol como substrato sdo utilizadas polifenol oxidases que podem
catalisar reacbes de polimerizagcdo em rotas para a producido de polimeros

polifendlicos evitando a formagao de subprodutos indesejaveis (BOSHOFF, 2003).

Os produtos gerados por fenol oxidases produzem moléculas antioxidantes
que apresentam potencial para aplicacdo como aditivos em alimentos e na
industria de farmacos. Exemplos disso sado flavondides, metabdlitos secundarios
encontrados em varias qualidades de frutas, para os quais observa-se um maior

potencial antioxidante para os derivados hidroxilados (RIDGEWAY, 1997).

Reacdes de oxidagdes em carboidratos também s&o de grande interesse
para a industria farmacéutica. Enzimas do tipo piranose oxidases, isoladas de
bactérias e fungos, séo utilizadas principalmente sobre derivados cetbnicos de
carboidratos, em reagdes de sintese de glicosideos, sendo observado nestes
processos um alto indice de conversdo de produtos, o que demonstra a
seletividade e especificidade enzimatica (GIFFHORN, 2000).

Outras enzimas, como lacases, sdo altamente estaveis e facilmente obtidas
de sistemas fungicos. As reagdes destas enzimas incluem modificagdes em
alquenos, compostos fendlicos, aminofendis, aril aminas, polifendis e ligninas
(BURTON, 2003), sendo necessaria utilizagcdo de mediadores em algumas destas
reacdes, geralmente naquelas onde polifendis e ligninas servem de substrato
(RODAKIEWICZ-NOWAK, 2000).

3.6. Reagoes enzimaticas em meio aquoso

Nas ultimas décadas, a extraordinaria seletividade de substratos (incluindo
quimio, régio e enantio-especificidade), passou a ser intensamente explorada. A
capacidade de determinadas enzimas em catalisar reagdes em meio aquoso, em
condicbes moderadas de temperatura e de pressio, reduz a possibilidade de

danos a analitos termossensiveis € minimizam os efeitos de corrosao em alguns
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processos quimicos. Em contrapartida, a aplicacdo eficaz de enzimas tem sido
restrita a uma série de limitagdes, particularmente aquelas referentes a sua
estabilidade operacional (essencial para o uso por longos periodos ou para

procedimentos automatizados).

Para eliminar esses efeitos desfavoraveis, algumas estratégias tém sido
investigadas. A mais antiga é a via sintética, a qual utiliza técnicas de quimica
organica, buscando a sintese de catalisadores com atividades similares aquelas
observadas para as enzimas. Técnicas de engenharia de proteinas podem
promover a formacao de ligagdes intramoleculares estrategicamente posicionadas,
a modificagdo de polaridade ou, ainda, a alteragdo de densidade de carga na
superficie da proteina, produzindo biocatalisadores robustos capazes de manter a
atividade catalitica mesmo em condigbes pouco favoraveis (LIMA e AGNES,
1999).

Outra abordagem tem sido a utilizagdo de procedimentos para a
imobilizacdo das enzimas, preferencialmente através de liga¢gdes covalentes com
um ou mais pontos de ligacdo. Neste caso, ligacbes multiplas originam
preparagdes mais estaveis, porém com menor flexibilidade espacial das enzimas,

0 que acarreta em um decréscimo de atividade (LIMA e AGNES, 1999).

Estes métodos de imobilizagdo estdo disseminados tanto em aplicagdes
industriais como em sistemas de analise. Contudo, os procedimentos utilizados
para imobilizacdo sao bastante demorados, com limitagdes difusionais e ainda
custos adicionais. Como principais vantagens destacam-se a reutilizacdo de

enzimas, a facilidade de separacao e a reprodutibilidade do procedimento.

Finalmente, uma outra possibilidade para reduzir as limitacbes da
estabilidade, € o emprego direto das enzimas naturais, seja através de enzimas
isoladas ou sistemas enzimaticos de organismos que sao bastante estaveis sendo

este, até o momento, um dos principais métodos para a obtengcdo de substancias
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novas em reacgdes realizadas em meios aquosos. Com respeito as restricoes de
solubilidade do analito, os recursos mais utilizados séo a adigao de um solvente
miscivel ou de um surfactante no meio onde ocorre a reag¢ao, podendo isto, no

entanto, acarretar diminuicdo da atividade enzimatica (LIMA e AGNES, 1999).

3.7. Culturas de Células Vegetais

Culturas de células vegetais sao capazes de produzir metabdlitos
secundarios através de diversas técnicas. A utilizacdo de células nao
diferenciadas obtidas de calos ou suspensdes celulares encontra-se relatada em
diversos estudos, como o desenvolvido por ZENK e colaboradores (1975), onde
culturas de células de Morinda citrifolia foram empregadas para a produgao de
antraquinonas. Trabalhos como estes abriram uma perspectiva para extensos
trabalhos com o uso de culturas vegetais in vitro na busca da produgcdo de

metabodlitos secundarios de interesse industrial.

Muitos programas de pesquisa que visam uma maior produgdo de
metabdlitos tém seu ponto de origem na farmacognosia e na busca de novas
fontes naturais, principalmente vegetais, de principios ativos farmacologicamente
promissores. Assim, a partir dos extratos vegetais, os compostos de interesse s&o
identificados, executando-se logo a seguir, a selegdo dos individuos com melhor
gendtipo (HAMBURGER e HOSTETTMANN, 1991).

ApOs a localizagédo dos individuos promissores, sao estabelecidas culturas
in vitro de calos, buscando a melhor adaptacao ao meio. Estes calos, mantidos
através de subculturas ciclicas, podem necessitar de semanas ou até mesmo de
anos para atingir a estabilidade genética (BOURGAUD et al., 2001). Assim que a
cultura atinge esta estabilidade, tornam-se necessarias novas investigagoes para
determinar a eficiéncia de producdo de metabdlitos. Culturas de suspensodes
celulares séo obtidas a partir de calos, tornando-se possivel uma melhor avaliagdo

das rotas biossintéticas, além de possibilitar a adi¢ao de elicitores e o controle de
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fatores abidticos como pH, temperatura e luz ultravioleta, itens que podem
influenciar positivamente a produgdo dos metabdlitos de interesse (YEOMAN,
1985).

Os estudos com biorreatores representam o final do processo e a avaliagédo
da possibilidade da producdo comercial de metabdlitos secundarios. Este € um
importante passo para a solugdo dos problemas observados quando se utilizam
sistemas em pequena escala, como por exemplo, 0 uso de um grande numero de
frascos de Erlenmeyer. Neste caso, o crescimento é modificado, as células sao
cultivadas em reatores para a produgao de biomassa, o que diminui as limitagdes
principalmente quanto ao teor de oxigénio (HULST et al., 1985) e de nutrientes
(JONES et al., 1981).

Apos a otimizagao da producdo de biomassa em biorreatores, a cultura é
adaptada para que se obtenha producdo em bons rendimentos, sendo possivel
para tanto, o uso de processos semicontinuos ou de fermentadores continuos.
Basicamente, a escolha do processo é determinada pela quantidade de biomassa
utilizada para a obtengao dos produtos, bem como pela possibilidade do produto
ser excretado ou nao para o meio de cultura. Muitas vezes 0 processo
desenvolve-se em duas etapas, sendo a primeira referente a produgdo de
biomassa utilizando um biorreator e a segunda relacionada a produgdo dos

metabdlitos, utilizando um segundo reator (PAYNE et al., 1991a).

Em muitos casos, a producdo de metabdlitos ocorre de forma intracelular,
sendo necessario o rompimento e extravasamento da biomassa para a retirada
dos produtos com a utilizagdo de solvente adequado. Diferentemente disso,
quando a produgdo € extracelular os produtos de interesse sao retirados

diretamente do meio aquoso por processo de particdo (PAYNE et al., 1991b).

A producdo de uma grande quantidade de produtos obtidos de plantas,

através de culturas celulares utilizando biorreatores, tem sido investigada em
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diversos trabalhos. Dentre estes, pode ser destacado como um dos primeiros
estudos desenvolvidos em escala industrial com biorreatores, a pesquisa
desenvolvida por TABATA e FUGITS (1985), além de trabalhos envolvendo
culturas de Panax ginseng em larga escala (HIBINO e USHIYAMA, 1999). O
desenvolvimento destes processos também possibilitou a produgdo de compostos
como alcaldides inddlicos (MORENO, 1994) e tropanicos (OSKMAN-CALDENTEY
e ARROO, 2000), dentre outros.

3.7.1. Aplicagoes de células vegetais em biotransformacao

Em reacbdes de biocatalise com terpenos, as culturas de células tém
demonstrado sua importancia na produgcao de substancias de interesse comercial
e farmacoldgico. A habilidade das culturas celulares em transformar monoterpenos
pode ser demonstrada pela utilizacdo de Catharanthus roseus em reagdes de
hidroxilagao regiosseletiva na posi¢ao alilica de geraniol, nerol e carvona com
formagdo de vasta gama de produtos hidroxilados (HAMADA et al., 1997,
LINDMARK-HENRIKSSON et al., 2004).

Uma alternativa altamente viavel como fonte potencial de moléculas
organicas € constituida por culturas de células vegetais, ndo s6 como material de
partida para a sintese organica, como também para a produgcdo de moléculas
complexas. Essencialmente, reagdes com células vegetais envolvem a sintese
multienzimatica de metabdlitos secundarios, os quais sdo comercialmente
valiosos. Tal alternativa para a producao destes compostos tem sido explorada
(TABATA e FUGITS, 1985), demonstrando a capacidade em produzir inUmeras
micromoléculas (ZENK, 1978; STABA, 1981; BROWEN, 1985; ELLIS, 1988;
FURUYA, 1988), além de se constituir em uma ferramenta importante na

regulagdo de metabdlitos de interesse.

Diversas espécies vegetais tém sido cultivadas in vitro no mundo inteiro, e o

numero de substancias passiveis de serem bioconvertidas por culturas de células
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€ praticamente ilimitado (STAFFORD e GRAHAM, 1991), devido a sua

complexidade enzimatica.

Muitos estudos relacionados com terpenos séo realizados utilizando
células vegetais para avaliacdo e comparacao de sistemas vegetais distintos.
Desta forma, o monoterpeno limoneno foi utilizado como substrato em reagdes
com culturas de Solanum aviculare e Dioscorea deltoidea, com formagao de cis e
trans carveol e carvona como principais produtos, sendo observadas, no entanto,
diferencas quanto a conversdo dos produtos formados (VANEK et al., 1999a,
VANEK et al., 1999b).

Atualmente, reacbes com terpenos tém sido apresentadas em inumeros
estudos, sendo estes metabdlitos, alvo de interesse crescente. Como exemplo de
destacado componente deste grupo pode-se citar o limoneno, utilizado como
produto de partida em diversas reacdes de biotransformacgao, utilizando-se os
mais variados sistemas enzimaticos, sendo possivel a formacdo de diferentes
compostos (LINDMARK-HENRIKSSON, 2004), como representado na Figura 25.
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Figura 25.. Produtos de biotransformagdo de limoneno com organismos e

enzimas.

O limoneno também foi estudado quanto a sua utilizacdo como substrato
em reacgdes de biotransformacéao, tendo em vista o interesse em hidroxilagdes que
resultem em compostos terpénicos. Muitos microrganismos sao descritos como
viaveis para a transformagao de limoneno em carveol e carvona (DHAVALIKAR e
BHATTACHARYA, 1966; TAKAGI et al., 1972; BOWEN, 1975; RHODES e
WINSKILL, 1985), mas a quantidade obtida nestes processos € insuficiente para
aplicagdes industriais buscando-se, desta forma, estudos para otimizar reagdes
utilizando (R)-(+)-limoneno na produgéao de (+)-carveol e (+)-carvona, através de
sistemas enzimaticos de Pleurotus sapidus (ONKEN e BERGER, 1999).

Além disso, reagbes com culturas celulares de Picea abies, utilizando (3-

pineno como substrato, levaram a formacdo de uma vasta gama de compostos
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tendo como produto principal o trans-pinocarveol, com alta taxa de conversao
(Figura 26) (LINDMARK-HENRIKSSON et al., 2004).

b §

(15)- ()transO;(J)/lnocarveol (1S)-(+)-mirtenol (4R)-(+)-alfa-terpineol
0 28% 13%
—_—
(1R)-(+)-beta-pineno 0] O
+
Material de partida
(1S)-(-)-pinocanfona (18)-(-)-pinocarvona

5% 0.4%

Produtos majoritarios

Figura 26.: Produtos de biotransformacéo de B-pineno com Picea abies

Muitos compostos, como a vanilina, s&o obtidos de Vanilla planifolia, sendo
utilizados, principalmente, na industria como flavorizantes (RONADIVE, 1994).
Muitos outros compostos como eugenol e isoeugenol sédo utilizados como material
de partida para a producdo de vanilina (HOPP, 1993) e estudos de
biotransformagéao de isoeugenol e eugenol tém sido realizados para a obtengao de
vanilina utilizando culturas de células imobilizadas de Capsicum frutescens (RAO,
1999).

Estudos realizados com microrganismos e fungos mostraram a
potencialidade destes sistemas na reducdo de canfoquinonas (PFRUNDER e
TAMN, 1969; CHENEVERT e THIBOUTOT, 1988; REBOLLEDO et al., 1999) e
em alguns casos, possibilitaram reagdes estereosseletivas com estes compostos
(MIYAZAWA et al., 1995a). As culturas de células de Catharanthus roseus
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também demonstraram bons resultados quando utilizadas em reacbes de
canfoquinonas através de reducdes estereoseletivas formando alcodis quirais,
importantes intermediarios na sintese de produtos naturais opticamente ativos
(CHAI et al., 2001).

Reacgdes envolvendo monoterpenos, como o acetato de linalila, sao
estudadas através de oxidacbes seletivas realizadas por sistemas de culturas
celulares. Este composto foi investigado quanto a sua capacidade de
biotransformacgao por Papaver bracteatum, levando a formacao de linalol, geraniol
e terpineol com cerca de 40% do produto de partida transformado (HOOK et al.,
1990). Outros monoterpenos, tais como geraniol, nerol e carvona foram avaliados
quanto a possibilidade de hidroxilagbes alilicas e redugdes das ligagdes duplas e
dos compostos cetbnicos apds incubagdo com células de Catharanthus roseus
(HAMADA et al., 1997).

A utilizagdo de culturas vegetais de Picea abies foi examinada em reacdes
de biotransformagdo com diversos monoterpenos, como a-pinenos racémicos
transformados por esta cultura produzindo como produtos majoritarios verbenol e
verbenona com altas taxas de conversao (LINDERMARK-HENRIKSON et al.,
2003).

Culturas de células mostram grande capacidade para transformar
substratos do tipo cetona em varias substancias de interesse (SUGA e HIRATA,
1990). Diversos estudos foram realizados com o intuito de conhecer o mecanismo
bioquimico de reducgdo de grupos carbonila pelas culturas (HIRATA et al, 1982).
Desta forma, reagcbes de biotransformacao utilizando quinonas quirais com
culturas de células de Catharanthus roseus e Nicotiana tabacum resultaram na

formagao dos respectivos alcodis (CHAI et al., 2001).

A habilidade de culturas de células em converter substancias de interesse

motivou estudos com Catharanthus roseus em reagdes de hidroxilagao de (-)-(R)-

Rogério Zen Petersen

72



Tese de doutorado

piperitona em estudos de biotransformacao fornecendo os produtos hidroxilados
regioespecificos sem a redugdo de duplas ligagdes carbono-carbono e grupos
carbonila (HAMADA et al., 1994). Além disso, estudos utilizando varfarina,
composto largamente utilizado como anticoagulante, mostraram que células de
Catharanthus roseus possibilitaram a redu¢do do grupo carbonila e formacéao do
respectivo alcool (HAMADA et al., 1993). As reagdes de glicosilagao utilizando
Catharanthus roseus também foram realizadas em compostos fendélicos que foram
convertidos nos correspondentes glicosideos, com rendimento de 47%,
confirmando a potencialidade de bioconversdo destes sistemas enzimaticos
(SHIMODA et al., 2002).

Estas culturas foram utilizadas em transformagdes de outros compostos
tais como a piperidona, através de reacdes de hidroxilacdo regiosseletiva em

posicoes adjacentes a dupla ligagdo (HAMADA et al., 1994) (Figura 27.).

1 R1, R2=0, R3=R4=R5=H

2 R1=0H, R2=R3=R4=R5=H

3 R1=H, R2=0H, R3=R4=R5=H

4 R1, R2=0, R3=R4=H, R5=0H

5 R1, R2=0, R3 ou R4=0H, R5=H

Figura 27.: Estrutura de varfarina e seus metabdlitos

Os compostos bufanodienolideos exibem diversas atividades biologicas
como propriedades cardiotonicas, estimulagdo da pressao sanguinea, estimulagao
da respiracdo, além de possuir atividades anti-neoplasicas. Dentre os compostos

com estas atividades destaca-se a cinobufagina de grande importancia na
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industria farmacéutica. A biotransformacao foi uma ferramenta importante para
modificar estruturalmente este tipo de composto, aumentando consideravelmente
seu potencial. Desta forma, foram realizadas reagdes utilizando culturas celulares
de Catharanthus roseus em reagdes de glicosilagdo produzindo diversos
derivados glicosilados (YE et al, 2002) (Figura 28).

OAc
Catharanthus roseus

25°C, 6 dias
R1

Cinobufagin 2 R1=0H, R2=H, R3=0-Gli

3 R1=H, R2=0H, R3=0-Gli
4 R1=R2=0, R3=0-gli
5 R1=0-gli, R2=H, R3=0Ac

Figura 28.: Reacdes de glicosilagao utilizando células de células de Catharanthus

roseus.

Diversas culturas celulares tém sido utilizadas em reag¢des de redugao régio
e estereosseletivas, como relatado por HAMADA e colaboradores (1988), os quais
utilizaram a-dicarvelona como substrato para culturas de Nicotiana tabacum, o que
resultou na obtengdo do respectivo alcool. Além disso, estas culturas foram
utilizadas no desenvolvimento de reacdes de reducdo de moléculas esterdides
com bons rendimentos (KERGOMARD et al., 1988).

Cetonas a e [ insaturadas também foram estudadas quanto a possibilidade
de realizarem reagdes de redugao por diversos sistemas, tais como bactérias
aerobicas, bactérias anaerdbicas, protozoarios (DESRUT et al., 1983) e fungos.
Neste contexto, muitas reducbes destes grupos quimicos foram realizadas
utilizando culturas de células envolvendo redugdes de esterdides (PIETRUSZKO,

1966), e de carvona com culturas de Nicotiana tabacum (HIRATA et al., 1982), e
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com Medicago sativa que possibilitaram a reducdo com obtengdo de produtos 3

substituidos (Figura 29).

A \
\\\\\ o

carvona

Figura 29.: Reduc¢ao de carvona com formagao de produtos 3 substituidos

Além da utilizacado do sistema enzimatico de C. roseus na transformacao de
monoterpendides, estudos mostram a eficiéncia de reagdes de glicosilagao desta
cultura em reagdes com compostos fendlicos (SHIMODA et al., 2002), sendo este
sistema também capaz de realizar reagdes de hidroxilagbes (HAMADA et al.,

1993) utilizando diversos sesquiterpenos.

3.7.2. Fatores interferentes em culturas de células vegetais

Diversas condigdes podem modificar a produgado e a indugcédo na produgao
de metabdtitos secundarios por culturas celulares e também possibilitar maior

eficiéncia em reagdes de bioconversao.

A atividade bioquimica desenvolvida por culturas de células vegetais pode
ser obtida através de selegdo de linhagens de células que possuem alta
produtividade. Esta escolha pode ser feita para a produgdo de substancias de
interesse tais como antocianinas através de triagem realizada com culturas de
Euphorbia milli e Daucus carota (DOUGALL, 1980; YAMAMOTO et al. 1982,).

Outras técnicas podem ser utilizadas como estratégias através de agentes
seletivos que podem ser explorados atuando como inibidores nas células de forma
a modificar a producdo de determinados compostos tais como a utilizagcdo de

analogos de fenilalanina no aumento de capsaicina e acido rosmarinico em
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culturas celulares de Capsicum annuum (QUESNELL e ELLIS, 1989; SALGADO-
GARCICLIA e OCHOA-ALEJO, 1990)

A manipulagdo de nutrientes também é determinante em culturas vegetais.
Os meios nutritivos baseiam-se nas necessidades das plantas quanto aos
nutrientes minerais, com algumas modificagcdes para atender as necessidades in
vitro especificas como metabdlicas, energéticas e estruturais das células. A
mudanga de meio surgiu na tentativa de otimizar o crescimento, modificacées que
envolveram, principalmente, o aumento da concentragdo de sais, diminuigdo de
sodio e acréscimo de nitrogénio para complementar o nitrato. Este meio conhecido
como Murashige e Skoog (MS), (MURASHIGE e SKOOG, 1962) foi desenvolvido
a partir de testes de suplementacdo do meio White com extrato de folhas de fumo
sendo o0 meio MS juntamente com o meio B5 (GAMBORG et al., 1968), o mais

usado para a maioria das especies.

Dentre os principais constituintes destacam-se fontes de carbono, agucares
componentes inorganicos bem como outros nutrientes. A sacarose é o carboidrato
mais utilizado nos meios nutritivos. Este agucar suporta as mais altas taxas de
crescimento na maioria das espécies, sendo sua concentragdo um fator

importante, dependendo da cultura utilizada.

A quantidade de sacarose € determinante em muitas culturas como, por
exemplo, a acumulagcdo de alcaldides inddlicos em culturas de Catharanthus
roseus atinge condigbes otimas com 8%(m/v) de sacarose (KNOBLOCH e
BERLIN, 1980). Muitas vezes, no entanto, o aumento da concentragdo de
sacarose pode reduzir a produgao de compostos como, por exemplo, o aumento
da producgéo de antocianinas através de diminuicao de 5% (m/v) para 3%(m/v) na
quantidade de sacarose (SAKAMOTO et al., 1993).

Outro componente importante € o nitrogénio que aparece normalmente na

forma de cation (aménio) ou anion (nitrato e nitrito). Entretanto a modificacéo da
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razao amoénia/nitrato pode alterar a produgcdo de metabdlitos. Como exemplo a
reducdo do nivel de amdnio e o aumento do nivel de nitrato promove a producgao
de betacianidinas enquanto que o aumento da razdo entre estes promove a
producao de berberina em diversas culturas celulares (IKETA et al., 1977; FUJITA
et al., 1981; NAKAGAWA et al., 1984; BOHM e RINK, 1988).

O fosfato também pode influenciar a producdo de metabdlitos em culturas
de células vegetais. Quando o meio de crescimento mostra niveis altos de fosfato
€ observado que ocorre um efeito negativo no acumulo de metabdlitos
secundarios. Em meios com limitagao de fosfato ocorre a indugéo e o estimulo na
producdo de enzimas consideradas importantes para a produgao dos metabdlitos
(SASSE et al., 1982).

Os reguladores de crescimento também representam fator crucial onde a
composicao e a concentracdo de hormbnios no meio sao fatores determinantes no
crescimento e no padrao de desenvolvimento na maioria dos sistemas de cultura
de tecidos. As auxinas e citocininas sao reguladores mais utilizados em culturas,

sendo usadas na formacao de raizes, partes aéreas e calos.

O tipo e a concentracdo de auxina e citocinina, bem como a relagao
auxina/citocinina altera drasticamente o crescimento e a formacao de culturas
(MANTELL a SMITH, 1984). Outros reguladores como 2,4-acido
diclorofenoxiacético (2,4 D) inibem a produgdo de metabdlitos em uma grande
quantidade de casos onde a eliminacdo deste ou a mudanga por outros como
acido naftaleno acético (NAA) ou acido indol acético (IAA) mostram a possibilidade

do aumento de compostos como antocianidinas em suspensdes de células.

A otimizagdo das culturas celulares também depende de fatores como
temperatura, pH, luz e oxigenagdo. A temperatura de trabalho geralmente fica
entre 17 e 25°C. No entanto, no caso de reacbes de biotransformacédo a

temperatura pode favorecer a formagédo de determinados produtos. Quando sao
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utiizadas culturas de Digitalis lanata a temperatura de 17°C mostra a
bioconversdo de digitoxina para digoxina, enquanto na temperatura de 32°C

favorece a maior formagdo de um glicosideo (KREIS e REINHARD, 1992).

A utilizacao de células vegetais em diversos tipos de reagdes com terpenos,
bem como o estudo de diversos fatores que influenciam estas reagdes, possibilita
a realizacao de novos experimentos, tendo como substratos monoterpenos a fim
de aperfeicoar condi¢cdes reacionais e obter novos produtos de interesse. Desta
forma inicialmente foram definidos os produtos de partida e as condigdes iniciais
para a realizagdo deste trabalho buscando definir o tempo e os compostos

formados através da utilizagao do sistema de cultura de células de C. roseus.

3.8. Culturas de Microrganismos

A biotecnologia consiste no uso de sistemas celulares para o
desenvolvimento de processos e produtos de interesse econdmico ou social. Entre
os sistemas celulares, os fungos sao de grande interesse biotecnolégico e os mais
utiizados em reacbdes de biotransformagdao devido ao rapido crescimento e

metabolismo.

Na verdade, o reino dos fungos € um dos mais numerosos. Estima-se que
existam pelo menos um milhdo e quinhentas mil espécies de fungos espalhadas
pelo mundo. Neste contexto, apenas cerca de 70.000 espécies de fungos foram
até hoje descritas, ou seja, menos de 5% das possivelmente existentes. Entre
esses cinco por cento de espécies, ja existem muitas de grande importancia, como
as que entram na fabricacao de alimentos, incluindo bebidas, de acidos organicos,
de farmacos e inumeros outros produtos. Com a descoberta de novas espécies

espera-se o surgimento de propriedades com potencial e valor biotecnolégico.

Os fungos (do latim fungus = cogumelo) tém sido tradicionalmente

considerados como organismos muito semelhantes as plantas. Os fungos crescem
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como células unicas, as leveduras, ou como coldnias filamentosas multicelulares,
os bolores e cogumelos. As formas multicelulares nao possuem folhas, caules ou
raizes e sdo muito menos diferenciadas do que as plantas superiores, porém sao
muito mais diferenciadas do que as bactérias. Contudo, os fungos ndo possuem
pigmentos fotossintéticos e, assim, estdo restritos a uma existéncia saprofitica ou
parasita (TRABULSI et al., 1996, CORNELISSEN e MELCHERS, 1993).

Os esporos assexuados sdo as vezes chamados conidios; mais
frequentemente, contudo, esse termo é reservado para os esporos assexuados

que se formam nos terminais ou nos lados das hifas (Figura 30).

Figura 30.: Estruturas de um fungo vistas através de microscépio 6tico.

Os esporos, que contém um ou varios nucleos, variam bastante em cor,
tamanho e forma. Sua morfologia e modo de origem constituem a principal base
para a classificacdo dos fungos que nédo possuem sexualidade. Algumas espécies
produzem somente uma espeécie de esporos e outras produzem até quatro tipos

diferentes.
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Os fungos tém sido instrumento interessante no estudo dos processos
metabdlicos, tanto plasticos como energéticos, pois sao de facil manejo,
crescimento rapido e utiliza meios bem caracterizados quimicamente. A via
glicolitica ou da fermentacdo alcodlica, ou via de Embden-Meyerhof, € um dos
exemplos de via metabdlica conhecida em profundidade e que serve de padrao
para as pesquisas em outros mecanismos metabdlicos. Ela apresenta interesse,
ainda, porque o organismo animal pode utilizar uma via semelhante para a
degradagado do agucar. Os fungos s&o microrganismos heterotréficos e, em sua
maioria, aerébios obrigatorios. No entanto, certas leveduras fermentadoras,
aerobias facultativas, se desenvolvem em ambientes com pouco oxigénio ou

mesmo na auséncia deste composto.

Os fungos podem produzir enzimas como lipases, invertases, lacases,
proteinases, amilases etc., que hidrolisam o substrato tornando-o assimilavel
através de mecanismos de transporte ativo e passivo. Muitas espécies fungicas
podem se desenvolver em meios minimos, contendo aménia ou nitritos, como
fontes de nitrogénio. As substancias organicas, de preferéncia, sdo carboidratos
simples como D-glicose e sais minerais como sulfatos e fosfatos.Outros elementos
como ferro, zinco, manganés, cobre, molibdénio e célcio sdo exigidos em
pequenas quantidades. No entanto, alguns fungos requerem fatores de
crescimento, que ndo conseguem sintetizar, em especial, vitaminas, como tiamina,
etc. Os fungos necessitam de agua para o seu desenvolvimento, sendo alguns

halofilicos, crescendo em ambiente com elevada concentragao de sal.

Ainda que o pH mais favoravel ao desenvolvimento dos fungos esteja entre
5, 6 e 7, a maioria dos fungos tolera amplas variacbes de pH. Os fungos
filamentosos podem crescer na faixa entre 1,5 e 11. Os meios com pH entre 5 e 6,
com elevadas concentragdes de acgucar, alta pressdo osmotica, favorecem o
desenvolvimento dos fungos nas porgdes em contato com o ar. Muitas espécies

fungicas exigem luz para seu desenvolvimento; outras sdo por ela inibidos e
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outras ainda mostram-se indiferentes a este agente. Em geral, a luz solar direta,

devido a radiagao ultravioleta, é elemento fungicida (TRABULSI, 1996).

3.8.1. Aplicagoes de Microrganismos em Biotransformacgao

No campo de transformagdes enzimaticas, o0 maior numero de
investigacbes baseia-se na utilizagcdo de microrganismos. Estes organismos
destacam-se por serem primitivos, frequentemente unicelulares, estruturalmente
simples, pequenos e de crescimento rapido, o que facilita a assimilagdo de
nutrientes acelerando o crescimento e, consequentemente, as reacgdes de
biotransformagédo (LIMBERGER, 2001). Em contrapartida, apesar dos
microrganismos aceitarem transformar uma maior gama de substrato e em menor
tempo, algumas reagdes sdo0 mais provaveis em organismos superiores, como as
células vegetais, que por serem maiores, mais complexas e de crescimento mais
lento, metabolizam mais lentamente os substratos, podendo levar a bioconversdes
mais complexas do que a maioria dos organismos inferiores. Como exemplo s&o
as (licosilagbes que, quando catalisadas por microrganismos, geralmente
fornecem produtos secundarios e com baixa conversao, ja que glicosideos nao
séo reconhecidos como metabdlitos secundarios de microrganismos (DICOSMO e
MISAWA, 1996).

Nas ultimas décadas, a extraordinaria seletividade de substratos (incluindo,
quimio-, régio- e enantio-especificidade), passou a ser explorada de forma cada
vez mais intensa. Assim, tem-se feito o estudo da capacidade das enzimas
isoladas de catalisar reagbes em meio aquoso, em condi¢des moderadas de
temperatura e pressao, reduzindo assim a possibilidade de danos a analitos
termosensiveis. Em contrapartida, a aplicacao eficaz de enzimas tém sido restrita
devido a uma série de limitagdes, particularmente aquelas referentes a sua

estabilidade operacional.
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Para eliminar esses efeitos desfavoraveis, algumas estratégias tém sido
investigadas. A mais antiga é a via sintética que utiliza técnicas da quimica
organica buscando a sintese de catalisadores com atividades semelhantes a de
enzimas. Recentemente, foi demonstrado que técnicas de engenharia de
proteinas podem promover a formacao de ligagdes intramoleculares, produzindo
biocatalisadores robustos capazes de manterem a atividade catalitica mesmo em
condicdbes menos favoraveis. Outra abordagem tem sido a utilizagdo de
procedimentos para a imobilizagdo das enzimas, através de ligagdes covalentes,
formando sistemas muito estaveis, entretanto com menos flexibilidade espacial

para as enzimas, resultando em decréscimo na atividade.

Como alternativa pode-se incluir o uso de reacdes de biotransformacao,
mostrando-se eficaz, como por exemplo, em reagdes estereosseletivas de
aldeidos e cetonas, sendo esta técnica praticamente apliacada a um grande
numero de compostos. Um grande numero de estudos pode ser encontrado em
transformacdes de substratos nitrogenados (NAKAMURA et al., 1988), fluorados
sulfuricos (ITOH et al., 1985; KITAZUME e NAKAYAMA, 1986; TAKANO, 1987;
KITAZUME e KOBAYASHI, 1987; BERNARDI et al., 1988; BUCCIARELLI et al.,
1989) e grupos funcionais de anéis heterociclicos (TICOZZI, 1988; DONDONI et
al., 1988). As a-dicetonas tém sido estudadas ndo sé formando ceto-alcodis como
também podendo formar didis a partir da redugdo de dois grupos carbonilicos
(figura 31). Em geral, ocorre a formacédo de um dos diastereocisbmeros por uma
etapa rapida e, em seguida, ocorre a formagédo da mistura dos dois produtos
predominando a configuragao anti ( IVANCIUC et al., 1998).

Q ?H Saccharomyces ?H ?H

Saccharomyces or _
R cerevisiae _ /SYR cerevisiae . /\rR + /\/R
rapido lento z

o o OH OH
anti _syn B
(majoritario) (minoritario)

Figura 31.: Reduc¢ao de a-dicetonas por S. cerevisiae
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Além das reacdes estereosseletivas, reacdes de estéreo-inversdo de didis
mostraram-se de grande importancia e muitos dos produtos formados s&o
utilizados como intermediarios para a sintese de agentes anti-HIV (KIM et al.,
1994). A estéreo-inversao utilizando microrganismos mostra-se extremamente
flexivel podendo, em alguns casos, realizar a inversao de dois centros como
mostrado na figura 32. (CARNELL et al., 1994; MATSUMUDA et al., 1994; PAGE
et al.,, 1998). Neste caso, a mistura trans, racemizada por Corynesporium

cassicola, forma o produto com rendimento de 82% e excesso enantiomérico de

99%.
Corynesporium
oH cassucola (C)ji><

rac-trans 1S,2S

>99% e.e.
82% rendimento

Figura 32.: Estéreo-inversao de diois ciclicos por C. cassiicola

Além da reducdo de compostos carbonilados, torna-se importante as
reducdes de duplas ligagbes utilizando reacdes de biotransformacao tendo em
vista a dificuldade da realizagdo por métodos convencionais. Reagdes utilizando
Saccharomyces cerevisiae reduziram geraniol com 97% de e.e (excesso
enantiomeérico), conservando a dupla n&o ativada como mostrado na figura 33.
(GRAMATICA et al., 1982).

Saccharomyces

\K\/\K\/Oﬂ cerevisiae Wm

geraniol e.e. >97%
R-citronelol

Figura 33.: Reducgao de geraniol a citroanelol por S.cerevisiae
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As reacdes hidroliticas constituem um importante tipo de biocatatise que
envolve principalmente amidas e ésteres usando proteases, esterases ou lipases.
Estas reagbes enzimaticas constituem-se como o principal tipo de
biotransformacgao realizada ao longo das ultimas décadas (BORSCHEUER e
KAZLAUSKAS, 1999), além de outros tipos de reagdes hidroliticas que podem
envolver a formagao e/ou a clivagem de ésteres fosfatados, epoxidos e nitrilas.
Beta-lactamas foram utilizadas como material de partida em sinteses de
antibiéticos e antifungicos utilizando enzimas hidroliticas isoladas de Rhodococcus
sp. (figura 34) (EVANS et al., 1991).

)

N NH o
NH Rhodocuccus sp. HOC, —~— 772 NH

> +
lactamase Q/

Figura 34.: Resolugdo enzimatica de B lactamas biciclicas via lactamase

Lactamases isoladas de Pseudomonas solanacearum também foram
empregadas na hidrélise de B-lactamas biciclicas para resolugédo enantiomeérica e
obtencao de um intermediario para a sintese de outros tipos de agentes antivirais
(figura 35) (EVANS et al., 1991).

Rhodocuccus sp.

HaNL, A~ ,CO,H _ _0
lactamase 'Q's N /
0] —— N
// ~ I
—] H
N

||_| Rhodocuccus sp.  HO,C,, +NH>
lactamase > R'Q' . / 7 N

Figura 35.: Resolucdo enzimatica de lactamas biciclicas via lactamase
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A utilizagdo de esterases também apresenta interesse, principalmente,
quanto ao uso de fungos e bactérias, que comparados com enzimas isoladas,
possibilitam uma boa seletividade. Esta seletividade p6de ser demonstrada via
hidrolise de produtos acetilados racémicos por Bacillus sp. com formagao do

respectivo alcool secundario e quiral conforme a figura 36. (TAKAISHI, 1982).

OH
s>/F;\/\/ COO-t-Bu
OAc :
g S ee=94%
< >/\/\/ COO-t-Bu  Bacillus sp.

- OAc
S s
>)\/\/ COO-t-Bu
( S
S

Figura 36.: Resolugao microbiana por Bacillus sp.

Estudos mostraram a possibilidade da hidrélise de epdxidos desenvolvidos
utilizando 6xido de estireno como precursor nas reagdes réegio e enantiosseletivas
(PEDRAGOSA-MOREAU et al., 1993), como mostrado na figura 37. Culturas de
Asperqgillus niger foram capazes de hidroxilar o epoxido com ataque ao atomo de
carbono do anel possibilitando assim a resolucdo do epdxido com formagao do
diol com moderada pureza optica. O (S)-epoxido foi recuperado com 96% de e.e.
Em contraste, a utilizagcdo de Beauveria bassiana exibiu uma oposicao quanto a
enantio e régio-seletividade com inversao da configuragado resultando o (R)-

epoxido.
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OH
O
. . OH
0 Aspergillus niger _ R
retencao
l 96% e.e. 51% e.e.
A.n.
BS. \ O o OH
< OH
@ Beauveria sulfurescens R
inverséo B
98% e.e. 83% e.e.

Figura 37.: Diracemizacao do éxido de estireno por microrganismos

Compostos como a-hidroxi e a-aminoacidos foram obtidos através das
correspondentes a-hidroxinitrilas e a-aminonitrilas, utilizando a forma racémica e a
hidrolise enzimatica dos respectivos produtos hidroxilados com Torulopsis candida
para a formacao do (S)-hidroxiacido (FUKUDA et al., 1973), enquanto o uso de
Alcaligenes faecalis levou a formagao do (R)-acido mandélico (YAMAMOTO et al.,
1991) (Figura 38.).

OH
> :
Torulopsis NN
candida R™s ~CO.H
OH
R;\CN
Alcaligenes OH
faecalis
L
R g “CO.H

Figura 38.: Hidrolise enantioseletiva de a hidroxinitrilas por microrganismos

Mahato e Majumdar (1993) demonstraram que sistemas microbianos

apresentam versatilidade na produgdo de compostos largamente utilizados na
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industria farmacéutica. Neste sentido, a transformagdo de esterdides tem
proliferado principalmente na incorporacdo em partes de processos sintéticos, na
formacéo de farmacos e hormdnios. Os esterdides sdo utilizados, principalmente,
como antiinflamatadrios, diuréticos, contraceptivos, agentes anticancer entre outros,
0 que justifica diversos estudos com um grande numero de microrganismos que

apresentam elevado poder de biotransformacéo.

As reacgdes oxidativas também se constituem em importante utilizacdo para
a obtencdo de compostos que possibilitem a introdu¢do de um grupo funcional
como alcanos, alquenos e moléculas aromaticas. A metodologia tradicional utiliza
normalmente um grande numero de oxidantes cuja constituicdo é baseada em
metais toxicos, além das reacdes mostrarem-se ineficientes quanto a formacao de
produtos régia e estereoseletivos. Desta forma, a quantidade de microrganismos
testados com a capacidade de hidroxilagdo tornou-se muito ampla. Como
exemplo, fungos como Beauveria bassiana ATCC 7159 foram muito estudados
para este proposito (ARCHELAS et al., 1988). Na maioria dos casos, a
hidroxilagdo por Beauveria bassiana ocorreu de forma regiosseletiva como

mostrado na figura 39.

H
Beauveria
bassiana
_—
N_ Ph N_ _Ph
V4
O/ ~ O/ ~_
rac rac

Figura 39.: Régio hidroxilagao por Beauveria bassiana

A hidroxilagédo de compostos aromaticos € de grande importancia industrial.
A producédo de acido 6-hidroxidonicotinico a partir de acido nicotinico foi realizada

em escala industrial por Pseudomonas sp. e Bacillus sp. (HOEKS et al., 1990).
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Além disso, o prenalterol racémico, um importante composto com atividade
farmacoldégica, pode ser obtido por hidroxilagao regiosseletiva por Cunninghamella
echinulata (PASUTTO et al., 1987) como demonstrado na figura 49.

COsH CO-H
©/ pseudomonas sp. /©/
~N / HO~ N

0O, acido 6-hidréxinicotinico
OH OH
OQ\/N Cunninghamella OQ\/N
Y echinulata /©/ Y
/ HO
03 prenalterol

Figura 40.: Hidroxilagdo microbiana de aromaticos

Os processos quimicos de oxidacao apresentam como principal limitagao a
dificuldade em obter-se a seletividade desejada para determinado grupo quimico
ou posigcdo da molécula. Enzimas capazes de introduzirem um atomo de oxigénio
em um substrato — as monoxigenases — podem catalisar varias reagoes
sinteticamente uteis como (1) hidroxilacdo de alifaticos, (2) epoxidacdo de
alquenos, (3) sulfoxidagao de tioésteres e (4) oxidacao de cetonas do tipo Bayer-
Villiger. Todas estas reagbes podem, potencialmente, ser conduzidas de forma
assimétrica. Uma limitagdo comum a quase todas as reagdes com monoxigenases
€ que elas requerem um cofator como NADH ou, mais comumente, NADPH. A
reciclagem do NADPH é fundamental nas reagbes de oxidagao; assim, a maioria
das reagdes com monoxigenases é realizada com sistemas de células intactos e

nao com sistemas enzimaticos isolados.

As reacbes de oxidagcdo constituem a etapa inicial da degradagao

metabdlica de substratos orgéanicos. Assim, € usual que as reagdes de oxigenagao
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freqientemente sejam acompanhadas por transformagdes subseqlentes dos
produtos formados, resultando em rendimentos globais baixos. O bloqueio seletivo
das etapas metabdlicas subseqlentes, ao se deixar intactas as células que
contém as enzimas € a chave para se conseguir rendimentos elevados em
reacdes de oxidacdo. Como exemplo, pode-se citar a hidroxilagao régio-seletiva
de esterdides, que é realizada, rotineiramente, em escala industrial. A hidroxilagao
da progesterona na posicéao 11a, efetuada por Rhizopus arrhizus (PETERSON et
al., 1952) ou Aspergillus niger (Figura 41), elimina cerca da metade das 37 etapas
de sintese do esterdide, resultando em consideravel reducdo dos custos de

producgao.

HO,

Rhizopus arrhizus

(-

Aspergillus niger

O O

Figura 41.: Hidroxilacdo microbiana regiosseletiva efetuada em escala industrial.

Os monoterpenos sao precursores importantes para a producio
biotecnologica de produtos naturais. Neste sentido, alcodis terpénicos como o
geraniol e nerol foram biotransformados por Penicillium digitatum com formagao
de 6-metil-5-hepten-2-ona (DEMYTTENAERE e KIMPE, 2001), bem como reagdes
com R e S limoneno utilizando fase soélida (DEMYTTENAERE et al., 2001). Além
disso, diversos fungos em reacdes com terpenos vém sendo estudados como
diterpenos extraidos de Stemodia maritima, que mostraram atividade antiviral, e
foram incubados em culturas de Aspergillus niger e entdo biotransformados,
resultando na produgcdo de uma vasta gama de novos andlogos de produtos
naturais hidroxilados (CHEN e REESE, 2002).

Rogério Zen Petersen

89



Tese de doutorado

O estudo de monoterpenos biciclicos também é de grande interesse, o
que justificou a realizagdo de importantes trabalhos como o de YOO e
colaboradores (2001), que empregaram a e 3 pinenos utilizando Pseudomonas sp
com formacgao de limoneno, cimeno, a-terpinoleno, a-terpineol e borneol, sendo

bioconvertidos 33,5% de a-pineno e 58,8% de B-pineno.

Substratos como o esteviosideo s&o facilmente hidrolisados em meio acido
com formacgado de isosteviol e a introducdo de grupos hidroxila confere novas
propriedades bioldgicas. Estudos foram realizados com o composto hidrolisado
utilizando Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum e Rhizopus arrhizus em
reacbes de biotransformacdo para funcionalizar a molécula de isosteviol
(OLIVEIRA e SANTOS, 1999), bem como a utilizacdo de Fusarium verticilloides e
sua habilidade de transformar este diterpeno (OLIVEIRA e STRAPASSON, 1996).

Durante os dultimos anos o estudo de reagdes de biotransformagao
utilizando fungos tendo diterpenos como substratos vem despertando interesse.
Varios microrganismos tais como Cunninghamella elegans sao utilizados em
reacdes utilizando alcaléides com bons rendimentos (SAYED, 2000). Um dos
microrganismos utilizados em reagdes tem sido o sistema Mucor phumbeus em
processos especificos para a preparacédo de diterpenos bioativos (FRAGA et al.,
1998) bem como a utilizagdo de diferentes esqueletos carbdnicos, a fim de
desenvolver modelos e expandir as hidroxilagbes com este fungo (FRAGA et al.,
2003)

A utilizacdo de fungos em reagdes de biotransformagado possibilitou que
muitos farmacos fossem estudados. A terbinafina foi utilizada em oxidagbes
regioseletivas, em reatores com Cunnighamella blakeslleana levando a derivados
furdnicos (SCHMITZ et al., 2000) (Figura 42), compostos estes largamente
estudados e usados em sinteses (BEVINAKATTI e BANERJII, 1992).
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Figura 42.: Derivados de furanodienos obtidos de oxidagbes em reatores

Um grande numero de fungos filamentosos mostrou-se capaz de catalisar
reacbes com estruturas alcaloidicas do tipo tebaina. Dentre estes sistemas
podemos citar culturas de Mucor piriformis (MADYASTHA e REDOY, 1994), bem
como reagdes que utilizam Cunninghamella echinulata e Streptomyces sp.(DAVIS
et al., 1979) como também a utilizagdo de substratos como a codeina (GIBSON et
al., 1984). A utilizagcao de Cunninghamella possibilitou também a desmetilacdo de
tebaina em reacgdes regioseletivas que levaram a obtencdo de intermediarios de
morfina (ABEL et al., 2003).

As hidroxilagdes com fungos filamentosos possibilitam reagbes com
compostos aromaticos com sistemas do tipo Mortierella isabellina promovendo a
hidroxilagdo de aromaticos simples como tolueno e etil benzeno, bem como a
adicdo a hidrocarbonetos mais complexos e outros compostos aromaticos. Estes

estudos mostraram a vasta gama de compostos que apresentam seletividade
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quanto a hidroxilagao, além de possibilitar a determinacédo da estereoquimica e da
topologia da enzima que determina a seletividade da hidroxilagdo (HOLLAND et
al., 1993).

A hidroxilagdo de derivados monoterpenos driménicos utilizando fungos
amplia o uso destes, sendo descrita em estudos realizados por ARANDA e
colaboradores (2001), com a obtengdo de derivados hidroxilados com atividade
biolégica e possibilidade de aplicagdo industrial. Outros experimentos que
utilizaram como sistema catalitico culturas de Cunninghamella echinulata
possibilitaram a produgdo de novos derivados hidroxilados (CARRERAS et al.,
1996).

A atividade biolégica de muitos farmacos esta relacionada diretamente com
sua estereoquimica absoluta (WITIAK e INBASEKARAM, 1982). Compostos como
o atenolol e o propanolol sdo muito usados como bloqueadores do sistema
adrenérgico usados no tratamento de problemas cardiovasculares, sendo
caracterizados por estruturas do tipo arilpropanolamina com um centro quiral e sua
atividade residindo no isbmero S, sendo o enantibmero R responsavel pelos
efeitos indesejaveis (NELSON e BURKE, 1978). A sintese destes compostos é
largamente estudada utilizando lipases para catalisar as reag¢des hidroliticas, o
que evidencia a busca por sistemas enzimaticos, tais como Rhizopus arrizus e
Geotrichum candidum para otimizar processos para o0 desenvolvimento de
metodologias para a sintese destes compostos em reagdes de biotransformacéo
(DAMLE et al., 2000).

A utilizagdo de reagdes de biotransformacédo tem sido investigada em
monoterpenos como limoneno, onde a bioconversao por culturas de Penicillium
digitatum levou a formagéo do alcool terpénico a-terpineol (DEMYTTENAERE e
KIMPE, 2001; ADAMS et al., 2003). Diversos monoterpenos também tém sido

utilizados em reagbes com este sistema, tais como geraniol e nerol, com a
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obtencao de produtos de bioconversdo com bons rendimentos (DEMYTTENAERE
e KIMPE, 2001).

3.8.2. Condigoes reacionais em reagoes de bioconversao utilizando fungos

Além da grande possibilidade da utilizagado de diversas culturas de fungos
em reacdes de biotransformacgao, varios fatores reacionais podem influenciar a
capacidade de bioconversdo. Dentre as condi¢cdes investigadas pode-se citar a
composicao e o tipo de meio reacional, a adaptacdo do substrato durante a

inoculacao e a concentragao de co-solventes utilizados.

No caso da utilizagdo de substratos flavorizantes estes sdo, geralmente,
parcialmente soluveis em meio aquoso, mostrando ser a escolha do solvente um
fator importante para a solubilizacdo da amostra (LAANE et al., 1987,
ANDERSSON e HAHN-HAGERDAL 1990), sendo estes muitas vezes toxicos para
as reacbes enzimaticas (LAYMAN, 1984). Diversos solventes sédo altamente
toxicos e/ou inibidores de sistemas enzimaticos. Este problema ocorre pelo fato de
que muitas culturas de células possuirem diferentes respostas (SALTER e KELL,
1995), mostrando que selegdo de solventes se torna fator chave para muitos

estudos.

Relatos mostram testes em que 22 solventes foram testados em reacdes
com limoneno utilizando Penicillium digitatun como sistema enzimatico,
demonstrando que o melhor sistema de co-solvente organico modifica ndo s6 a
quantidade de produto formado para o caso da utilizacdo de células livres, como

também quando é utilizado sistema de células imobilizadas (TAN e DAY, 1998).

Reacdes de bioconversdo com fungos filamentosos também foram
estudadas utilizando solvente aquoso e misturas de agua com solventes organicos

visando avaliar reagcbes de redugdo enantioseletiva de nitrocetonas aromaticas
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mostrando um aumento significativo no excesso enatiomérico quando se utiliza a
mistura agua/solvente (MOLINARI, et al. 1998).

As reacgdes de biotransformacdo realizadas em sistemas bifasicos séo
implementadas, muitas vezes, para proteger os microrganismos dos efeitos
toxicos de alguns substratos, intermediarios e produtos e ao mesmo tempo prever
a oxidagao dos compostos por agdo da agua. Desta forma, estudos foram
realizados utilizando Pseudomonas putida nas reagcbes com pinenos onde foram
utilizados  diversos solventes minimizando problemas associados a
biotransformacgao de terpenos (VAN KEULEN et al., 1998).

Assim como para culturas de células vegetais, os microrganismos se
mostraram eficientes para o estudo com monoterpenos, com a definicdo de novos
sistemas de fungos na reagdo com os terpenos anteriormente utilizados, bem
como a avaliagao de melhores condi¢cbes reacionais para a obtencdo de novos

produtos.
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4.1. Substratos

Para o estudo das reagdes de biotransformacdo foram utilizados os
substratos (R)-(+)-a-pineno, (S)-(-)-a-pineno e (S)-(-)-B-pineno, da marca MERCK,
sendo os dois ultimos purificados por cromatografia em coluna, empregando-se
como fase estacionaria gel de silica MERCK (70-230 mesh). O dleo de terebentina
foi utilizado diretamente para as reacbdes. Todos os compostos utilizados sao
abundantes na natureza e, relativamente, de baixo custo para as reacgdes de

biotransformacao (Figura 43.).

(S)-(-)-beta-pineno

(S)-(-)-alfa-pineno (R)-(+)-alfa-pineno
Figura 43.: Produtos utilizados nas reagdes de biotransformacéo

4.2. Solventes

Foram utilizados solventes das marcas MERCK, SYNTH e NUCLEAR, os

quais nao sofreram nenhum tipo de tratamento preliminar.
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4.3. Preparagao da Suspensao de células de Catharanthus roseus

Para o estudo de biotransformacao foram utilizadas culturas de células em
suspensao de Catharanthus roseus obtidas na Universidade de Sao Paulo (USP),
sendo esta linhagem estabelecida em 1998. As condicbes de preparagao e
manutencdo foram previamente estabelecidas de acordo com metodologia ja
descrita (MORENO, 1994), sendo realizada a sele¢gdo dos explantes de folhas de
Catharanthus roseus (Figura 44) mais adequados para a formagao de calos. Os
explantes livres de contaminagcdo foram adaptados as condigdes in vitro,

ocorrendo induc&o de calos e posterior transferéncia para o meio liquido.

Figura 44: Flores de Catharanthus roseus

A suspensao foi iniciada a partir da transferéncia de calos friaveis para um
meio liquido, sob agitagdo continua, na presenga de luz, em temperatura na faixa
de 24 a 28°C.

A cultura de células utilizada para os ensaios, cultivada em meio base
MURASHIGE e SKOOG (meio MS) (MURASHIGE e SKOOG, 1962), apresentou-
se como uma suspensao fina. O meio base MS utilizado foi preparado, conforme

tabela 2.1, sendo todos os componentes adicionados através de pipetador

Rogério Zen Petersen

97



Tese de doutorado

automatico em capela de fluxo laminar, sendo a sacarose, devidamente pesada e
adicionada posteriormente ao meio. Apds este processo, o pH do meio foi
ajustado - valores entre 5,7 e 5,9 — e, apds, o meio foi esterilizado em autoclave

vertical por um periodo de 20 minutos a 1 bar de presséo.

Tabela 2.: Componentes meio MS utilizado para Catharanthus roseus

Componente Quantidade
Macro MS* 100 mL
Micro MS** 10 mL
C MS*** 1 mL
Meso inositol (100 mg/mL) 1mL
Tiamina HCI (1mg/mL) 0,40 mL
NAA (1mg/mL) 2mL
Cinetina (0,5 mg/mL) 0,40 mL
Sacarose 30g
Agua Destilada / milli-q gsp 1000 mL

* KNO3(19g/L), MnSO,.7H20(3,7g/L), CaCl,.2H,0(4,4g/L), NH;NO;(16,5g/L), KH,PO,(1,7g/L), H,O
(9.s.p.).

**  MnSO0,.7H,0(1,69g/L), H3BO3(0,62g/L), ZnS0,.7H,0(0,86g/L)Na,H,  EDTA(3,73g/L),
FeS0,.7H,0 (2,78g/L), H,O(q.s.p.)

*** KI(0,83g/L), NazM00,4.2H,0(0,25¢g/L), CuSQO4.%H,0(25mg/L), CoCl,.6H,O(25mg/L), H,O (qg.s.p)

As suspensdes celulares obtidas foram mantidas sob agitagao continua
(100 rpm), temperatura de 25+/-2°C, luminosidade de 12 pméis/s.m? e fotoperiodo
de 12 horas, em Erlenmeyers de 250 mL, com 50 mL do meio MS liquido (Figura
45). As subculturas foram efetuadas quinzenalmente distribuindo-se entre 2

Erlenmeyers uma quantidade equivalente de massa celular contendo meio novo.
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Figura 45.; Cultura de suspenséo celular de Catharanthus roseus

4.3.1.Caracterizagao do ciclo de crescimento da suspensao celular

Para que pudessem ser determinados os periodos de adi¢édo do substrato
exégeno ao meio de cultura, tornou-se necessaria a afericdo do ciclo de
crescimento das células em suspensdo. Para tanto, foram investigados pontos da
curva de crescimento celular, incluindo o dia de inoculacéo. Para esta analise, dois
frascos de suspensao foram analisados separadamente, como réplica, para cada

ponto.

Para a preparacdo do indculo da curva de crescimento foram utilizados
frascos de 250 mL contendo 100 mL de células em suspensao com 14 dias de
cultivo, em seus respectivos meios. Em camara de fluxo laminar, as suspensoes
foram reunidas em frasco Erlenmeyer de 1000 mL. Sob vacuo, a suspensao
homogeneizada foi filtrada rapidamente sobre funil de vidro sinterizado, em
condigdes assépticas. Cerca de 0,7-1,5 g de células foram inoculadas em cada
frasco Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL de meio tampado com rolhas de

silicone T32.
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As suspensdes obtidas foram mantidas sob agitacdo continua (100 rpm),
temperatura de 25+/-°C, luminosidade de 12 pmdis/s.m? e fotoperiodo de 12

horas.

Para cada frasco coletado, o seguinte procedimento foi realizado:

e Filtragcdo da suspensao, sob vacuo, sobre funil de vidro sinterizado;
e Lavagem das células com agua destilada e posterior filtracdo e pesagem para

a determinacao de peso fresco.

4.3.2. Adigao do substrato ao meio de cultura

Os substratos foram adicionados ao meio de cultura de Catharanthus
roseus com auxilio de pipeta volumétrica, na quantidade de 60 uL e apos 4 dias de
crescimento da cultura, durante a fase de crescimento exponencial. Em alguns
casos, houve a necessidade de dissolugcdo do substrato em 1 mL de metanol.
Apds as adigbes, as culturas permaneceram sob agitagdo constante e a
temperatura do meio foi mantida em aproximadamente 25°C nas mesmas

condicdes de luminosidade descritas anteriormente.

4.3.3. Acompanhamento da reag¢ao de biotransformacgao

Para o acompanhamento e determinacdo da cinética da reacgao, fez-se a
retirada periodica de aliquotas do meio reacional. Para tanto, em capela de fluxo
laminar, foram retirados 5 mL da solugao reacional a cada 2 dias e, apos, realizou-
se extragdo com agitagdo manual por particdo com 5 mL de acetato de etila,
descartando-se a fase aquosa. A fase organica foi levada a secura em evaporador
rotatério ou equipamento de secagem a vacuo (speed vac) e o residuo
redissolvido em acetato de etila para a analise através de injecdo em cromatografo

gasoso. Para os monoterpenos (R)-(+)-a-pineno, (S)-(-)-a-pineno e (S)-(-)-B-
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pineno, assim como para o 6leo de terebentina, as aliquotas foram coletadas até

decorridos 15 dias do inicio do experimento.

Todos os experimentos foram acompanhados de controle, contendo o
substrato em meio reacional com a auséncia de células, assim como de branco,
cultura de células sem a adicdo de substrato. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata, onde cada ponto, da mesma forma, foi analisado em

triplicata.

4.4. Isolamento dos produtos

O acompanhamento das reacdes foi realizado através de cromatografia em
camada delgada (CCD), em placas analiticas de gel de silica GF54 MERCK,
utilizando-se como fase moével, acetato de etila, hexano e metanol, em diferentes
proporgdes. As placas foram visualizadas sob luz utravioleta a 254 e 365 nm e
como reagentes reveladores foram empregadas solu¢des de anisaldeido sulfurico,

e vanilina sulfurica.

Para o isolamento dos produtos de biotransformagcdo empregou-se
cromatografia rapida em coluna, utilizando como fase estacionaria gel de silica
MERCK. A técnica de escolha, Método de Kirchner (CLARK-STILL et al. 1978)
consiste na eluicdo da amostra com quantidades crescentes de acetato de etila
em hexano, sendo possivel também, a utilizacdo de metanol como eluente. Nesta
técnica e no uso destes eluentes, os terpenos ndo oxigenados apresentam maior
afinidade pelo hexano sendo rapidamente eluidos, enquanto os terpenos
oxigenados formam pontes de hidrogénio com o gel de silica, sendo mais
adsorvidos, o que resulta no retardo de sua eluicdo. A ordem de eluicdo dos
constituintes oxigenados com o aumento do gradiente de acetato de etila e hexano

segue a seguinte ordem: oxidos, ésteres, cetonas e alcoois (IKAN, 1991).
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Quando necessario, os produtos foram submetidos a nova cromatografia
em coluna ou a cromatografia preparativa em camada delgada utilizando placas

de vidro 10x10 cm como suporte.

4.5. Analise por cromatografia a gas

Para a analise qualitativa por cromatografia a gas, a amostra foi
inicialmente dissolvida em solvente (conforme procedimento abaixo) e, logo apds,
injetada em quantidade de 3 pul, em cromatégrafo a gas acoplado a um
espectrometro de massas GC/MS — QP5000 (Shimadzu, Téquio, Japao), equipado
com quadrupolo cilindrico, operando com energia de ionizagao de 70 eV técnica
de impacto eletrénico. A coluna utilizada foi Durabond-DB5 (John Wiley & Sons
Scientific, U.S.A.), com 30 m de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno,
preenchido com polidimetildifenilsiloxano contendo 5% de grupamentos fenila em
filme de 0,25 um de espessura. Para a determinacao do indice de retencgao foi

utilizado seguinte procedimento:

- Programa de temperatura: 60 a 240°C, a 3°C/min
-Tempo de analise: 60 minutos
-Injetor: 220°C
-Detector (DIC) / Interface (EM): 250°C
-Raz&o de divisdo de fluxo: 1:20 (CG/EM).
-Fator de diluicdo: 2:100 (v/v) em éter etilico
-Quantidade de amostra injetada: 1 uL da diluigdo em éter etilico
-Intervalo de massa: 40-600 u.m.a.
Também foram utilizados métodos de analise diferenciados para o
acompanhamento das reagdes. O procedimento utilizado encontra-se descrito

abaixo:

- Programa de temperatura: 60 a 240°C, a 15°C/min

- Tempo de analise: 19 minutos

Rogério Zen Petersen

102



Tese de doutorado

-1 njetor: 220°C

- Detector (DIC) / Interface (EM): 250°C

- Razéo de divisédo de fluxo: 1:20 (CG/EM)

- Fator de diluicdo: 2:100 (v/v) em éter etilico

- Quantidade de amostra injetada: 1 uL da diluicdo em éter etilico

- Intervalo de massa: 40-600 u.m.a

Para analise quiral utilizou-se coluna Cyclodex-B (John Wiley & Sons
Scientific, U.S.A.), com especificagdes de 0,25 ym de didmetro e 30 metros de

comprimento, sendo descrita abaixo a metodologia empregada :

- Programa de temperatura: 60 a 240°C, a 2°C/min

- Tempo de analise: 73 minutos

- Injetor: 200°C

- Detector (DIC) / Interface (EM): 230°C

- Raz&o de divisao de fluxo: 1:50 (CG/EM)

- Fator de diluigdo: 2:100 (v/v) de dleo em éter etilico

- Quantidade de amostra injetada: 1uL da diluigdo em éter etilico

- Intervalo de massa: 40-600 u.m.a.

4.6. Analise Quimica

A caracterizagcado dos produtos foi baseada no indice de retencéo relativo e
nos respectivos espectros de massa, por comparagdo destes com amostras
auténticas, com dados retirados da literatura (ADAMS, 2001; JENNINGS e
SHIBAMOTO, 1980) ou por comparagdo com espectros de massa registrados em
bancos de dados de referéncia (NIST 62 e NIST 12, National Institute of Standards
and Technology, Quioto, Japao) e banco de dados de terpenos denominado

LIMBERG, 1998 - desenvolvido pelo grupo de pesquisa.
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Primeiramente foram calculados os indices de retencao relativa respectivos
a cada pico, uma vez que este indice de retencdo pode sofrer varias influéncias
(temperatura, fluxo, operador, equipamento, coluna), tornando-se necessario
portanto, corrigi-lo para minimizar tais fatores. O método utilizado consiste na
comparagao dos tempos de retengdo da amostra com os tempos de retencao
obtidos para uma mistura de alcanos lineares — indice de Retengao de Kovats, ou
seja, indice de retengao relativo ao tempo de retengcédo de 2 dos componentes de
uma série analoga, de menor e maior retencdo que a substancia analisada. O
modelo de equacgao utilizada foi o modelo de Kovats, aplicado a sistemas com
temperatura isotérmica modificada, os quais se basearam na equacao de Kovats,

expandindo seu uso para sistemas de programacgao linear de temperatura.

Como colunas menos polares, as mais utilizadas sao as revestidas com
polidimetilsiloxano e polidimetildifenilsiloxano, respectivamente e, como coluna de
média polaridade, as revestidas com polietilenoglicol de alto peso molecular. As
informagdes destes dois tipos de colunas sdo complementares (SANDRA e
BICCHI, 1987), uma vez que fornecem cromatogramas com ordem de eluigdo
diferenciada, facilitando a caracterizacdo dos constituintes. Além disso, quando
necessarios se fez uso de coluna quiral para a acompanhamento e identificacdo

dos compostos de interesse.

4.7. Polarimetria

As amostras foram submetidas a analise em polarimetro Perkin Elmer com
volume percorrido por feixe de luz de 1 decimetro e temperatura de 20°C com
célula de 1 cm. Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Quimica

Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFRGS.
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4.8. Culturas de Cunninghamella echinulata ATCC 9245, Mortierella isabellina
NRRL 1757 e Cunninghamella elegans ATCC 36112

Os microrganismos utilizados para os experimentos de bioconversdo de
terpenos foram culturas de Cunninghamella echinulata ATCC 9245, Mortierella
isabellina NRRL 1757 e Cunninghamella elegans ATCC 36112, provenientes do
Laboratorio de Controle de Qualidade da Universidade Federal de Goiania.

4.8.1. Manutenc¢ao das culturas

As culturas dos microrganismos foram mantidas em tubos inclinados com
meio agar Sabouraud na forma de esporos colocados na geladeira a 4°C a fim de

manter sua viabilidade sendo realizados repiques periédicos a cada dois meses.

4.8.2. Meios de cultura

O meio utilizado para a manutengao e para os experimentos de crescimento
de fungos foi preparado adicionando-se 35 g de agar Sabouraud MERCK para
cada 1000 mL de agua milli-q, sendo esta mistura homogenizada e fervida. Apos,
o meio foi colocado em tubos inclinados e levado a autoclave durante 20 minutos
e deixado esfriar e acondicionado na geladeira.

Para os repiques o tubo de ensaio contendo esporos foram lavados com
solugédo de glicerina 40% sendo entdo retirado 1 mL desta solugdo com pipeta
esterilizada e imediatamente colocado em novo tubo e deixados a temperatura
ambiente por aproximadamente 24 horas. Apds este periodo foi observado o

crescimento de novas hifas e esporos e o tubo foi entdo colocado em geladeira.
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4.8.3. Ensaio em agitador orbital de plataforma

4.8.3.1. In6culo

Tubos com agar Saboraud foram inoculados a partir das culturas estoque e
incubados em estufa a 28°C, por 48 horas. Os tubos contendo esporos foram
lavados com 1 mL de solug&o de glicerina 40%, homogeneizados em voértice e 1 pl
desta suspensao foram inoculados em frascos de Erlenmeyer contendo 70 mL de

meio Sabouraud.

4.8.3.2. Avaliagao do crescimento dos microrganismos

Para determinar os periodos de adicdo do substrato exégeno ao meio de
cultura, foi necessaria a afericao do ciclo de crescimento dos microrganismos bem
como a determinagao de glicose do meio reacional. Para tanto, foram investigados
pontos da curva de crescimento, incluindo o dia de inoculag&o, sendo dois frascos

de suspensao analisados separadamente, como réplica, para cada ponto.

Para a avaliagdo do crescimento dos fungos, foram utilizados 20
Erlenmeyers contendo 70 mL de caldo Saboraud. Apds o inoculo, os Erlenmeyers
foram colocados em agitador orbital de plataforma. A cada 12 horas, dois
Erlenmeyers foram retirados para determinagdo de pH, massa seca e agucares

redutores.
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4.8.4.. Determinagoes dos parametros fisico-quimicos

4.8.4.1. Determinagao de massa seca

As aliquotas referentes aos tempos de crescimento foram agitadas em
vortice por 15 segundos em tubo de ensaio. Uma aliquota de 10 mL do mosto dos
crescimentos dos fungos foi filtrada através de sistema de filtragdo a vacuo,
utiizando-se membrana com poro de 0,45 um, previamente pesada apds a
mesma ter sido mantida por 3 dias a temperatura de 50 °C. As membranas
contendo o mosto foram lavadas com 10 mL de agua destilada por trés vezes,
sendo levadas a estufa a 40°C. As amostras secas foram pesadas diariamente até
a massa permanecer constante e destes valores foram descontados os pesos

iniciais das membranas e dos papéis filtro.

4.8.4.2. Determinacgao de agucares redutores

As determinacgdes de agucares redutores totais foram realizadas para cada
tempo de fermentagao e comparadas com a respectiva curva-padréo. O reagente
de Somogyi foi preparado em duas solugdes separadas, sendo estas misturadas
no momento de uso. Em um baldo volumétrico de 1.000 mL foram colocados 25 g
de Na,CO,, 25 g de bitartarato de potassio, 20 g de bicarbonato de sédio, 200 g de
sulfato de sodio e completado o volume com agua destilada. A segunda solugao
foi preparada colocando-se em um baldo volumétrico de 100 mL 15 g de sulfato
de cobre penta hidratado, uma gota de acido sulfurico concentrado e completado

o volume com agua destilada.

O reativo de Nelson foi preparado em um baldo volumétrico de 1.000 mL,
colocando-se 50 g de molibdato de amdnio penta hidratado, 50 mL de &cido

sulfurico concentrado e 6 g de arseniato de sédio. Dissolveu-se o molibdato de
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aménio em 900 mL de agua. Adicionou-se o volume total de acido sulfurico.
Colocou-se arseniato de sodio dissolvido em agua e misturou-se em banho de
agua a 37°C até completa dissolugdo. A solugao foi guardada em frasco ambar até

0 momento do uso.

A curva foi preparada com glicose anidra. Foram transferidos 160 mg de
glicose para um baldo volumétrico de 100 mL, produzindo-se a solugdo-estoque
com concentragdo de 160 mg %. Pipetou-se 5,0 mL desta solugéo e colocou-se
em um baldo volumétrico de 100 mL, completando-se o volume com agua
destilada. Foram colocados nos tubos em duplicata volumes crescentes de 0,1
mL, 0,2 mL, 0,4 mL, 0,8 mL, 1,0 mL e 1,2 mL da solugéo diluida de glicose a 8
mg%. Os tubos de ensaio continham as concentracdes crescentes de 0,08 mg,

0,16 mg, 0,32 mg, 0,64 mg, 0,8 mg e 0,96 mg, respectivamente.

Os volumes foram completados até 2 mL com agua destilada, adicionado
mais 1 mL do reagente de Somogyi e mantidos em banho de agua fervente por
dez minutos. Apds esfriar o tubo foi adicionado 1,0 mL do reagente de Nelson e
mais 6,0 mL de agua destilada a cada tubo. Os tubos foram agitados em vortice
por 15 segundos. O branco da reacéo foi feito em duplicata colocando-se 2 mL de
agua destilada por tubo, adicionando-se os reagentes e repetindo-se a mesma
operagao realizada nos tubos com diluicbes crescentes de glicose. Em seguida foi

medida a absorbancia de cada amostra.

4.8.4.3. Determinagao de pH

A determinacdo foi realizada com medidor de pH sendo analisado
diretamente no meio reacional a cada 12 horas, realizado em triplicata para cada

ponto.
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4.8.5. Preparagao dos meios nutritivos

4.8.5.1. Meio Sabouraud (SB)

O meio liquido utilizado nos experimentos foi preparado adicionando-se 60
g para cada 1000 mL de agua Milli-q até a formagdo de uma mistura homogénea.
Apds, 70 mL deste meio € colocado em erlenmyers de 250 mL sendo estes
fechados com rolhas de silicone, autoclavados durante 20 minutos. Os frascos
foram entdo, retirados, deixados esfriar e acondicionados na geladeira até sua

utilizacao.

4.8.5.2. Meio caldo Batata-dextrose (PDB)

Para a preparagédo do caldo PDB foram descascadas e picadas 100 g de
batatas brancas e, apés, colocadas em um recepiente contendo 1000 mL de agua
milli-q e 30 g de D(+)-glicose anidra e a mistura levada ao forno de microondas,
em poténcia média por 10 minutos. Apds, o caldo filtrado e aliquotas de 70 mL
foram transferidas para frascos Erlenmeyer de 250 mL, sendo estes cobertos com

algodao, cobertos com aluminio e autoclavados por 20 minutos.

4.8.5.3. Tampao Fosfato de Potassio

A solucéo fosfato de potassio pH 7 foi preparada a partir da mistura de uma
solucdo de KH,PO4 0,1 M e uma solugcdo NaOH 0,1 M. Para a solugdo foram
misturados 500 mL de solugcdo de KH,PO, 0,1 M e 296 mL de solucdo NaOH
0,1 M. Apds a mistura ser homogenizada foram transferidos 70 mL de mistura
para frascos Erlenmeyer de 250 mL, sendo tampados com algodao e cobertos

com aluminio e autoclavados por 20 minutos.
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4.8.6. Preparacao dos “pellets” de Cunninghamella echinulata, Mortierella

isabellina e Cunninghamella elegans

Os tubos inclinados contendo os esporos repicados foram retirados da
geladeira e colocados em capela de fluxo laminar, sendo entdo abertos e
adicionados 1 mL de glicerina 40% sendo a mistura homogeinizada. Apos foram
adicionados a Erlenmeyer de 250 mL contendo 70 mL de meio Sabouraud, PDB
ou tampao. A mistura foi mantida sob agitagdo de 110 rpm, a 25°C durante 3 dias
sendo observada a formacéao de “pellets”. O aspecto do mosto pode ser observado

na figura 46.

Figura 46. Aspecto da cultura de fungos filamentosos

4.9. Adigao do substrato ao meio de cultura

Apds o tempo de incubacédo foram adicionados diretamente ao meio de
cultura os substratos na quantidade de 60ul em relagdo ao meio sendo que, em
certos casos, os substratos foram dissolvidos em 1 mL de metanol ou
dimetilformamida (DMF). A temperatura de experimento foi de aproximadamente

25°C, sendo realizado sob agitagéo constante a 110 rpm.
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Apds a adicdo do substrato ao meio reacional foram retiradas aliquotas
periddicas para acompanhar a reacdo. Para tanto, foram retirados 5 mL da
solugdo reacional em capela de fluxo laminar e, apds, foram adicionadas 3 gotas
de HCI 0,1M e 5 mL de acetato de etila. A mistura foi entdo extraida utilizando
extrator do tipo ultra-turrax durante aproximadamente 1 minuto, retirado o
sobrenadante e levado a secura em evaporador rotatério ou equipamento de
secagem a vacuo (speed vac). O residuo foi entdo redissolvido com acetato de
etila e realizada a analise através de injecdo em cromatégrafo a gas, sendo que,
para os monoterpenos, (R)-a-pineno, (S)-a-pineno, (S)-B-pineno e terebentina,

foram coletadas aliquotas periddicas a cada dois dias.

Todos os experimentos foram acompanhados de controle contendo o
substrato no meio reacional com a auséncia de hifas, bem como meio com células
sem a presenga de substrato. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata sendo retiradas triplicatas de cada ponto. O isolamento, bem como a
analise dos produtos obtidos foi realizada como descrito anteriormente no capitulo

Il ponto 2.4, 2.5, 2.6, 2.8, respectivamente.
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5.1. Transformagcdao de Monoterpenos por Culturas de Células de

Catharanthus rose

5.1.1. Produtos de Transformacgao de (R)-(+)-a-pineno

De acordo com a literatura, os estudos envolvendo reagbes de
biotransformacao utilizando culturas de células de Catharanthus roseus tém-se
mostrado promissores (HAMADA et al., 1994; HAMADA et al., 1997; SHIMODA et
al., 2002, YE et al., 2002). Os monoterpenos destacam-se por apresentarem
estruturas simples que possibilitam rea¢gdes com culturas de células e a formacgao
de produtos com poucos dias de experimento (LINDMARK-HENRIKSON et al.,
2004).

Para a realizagdo dos estudos de biotransformagéo utilizando culturas de
células vegetais de Catharanthus roseus, o trabalho teve como premissa a
realizacdo de uma curva de crescimento dos organismos, cuja importancia esta
relacionada a possibilidade de adigcdo do substrato ao meio reacional durante a
fase crescimento exponencial da cultura, permitindo maiores taxas de conversao

do produto de partida.

Inicialmente foi realizada uma curva de crescimento envolvendo a cultura
de células de Catharanthus roseus a fim de avaliar o momento de inoculacédo do
substrato ao sistema enzimatico (Figura 47.). Observou-se que para esta cultura o
crescimento exponencial ocorreu a partir do primeiro dia até o 5° dia, sendo
considerado este o melhor intervalo para a adigdo do substrato ao meio reacional,

procedimento este utilizado para os demais substratos.
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Figura 47.: Curva de crescimento das células de Catharanthus roseus

A tabela 3 mostra os resultados para o experimento realizado em duplicata

para cada ponto até o dia 13 da curva de crescimento de C. roseus.

Tabela 3.: Valores da curva de crescimento para culturas de células de

Catharanthus roseus®

Dia0O dia3 dia 5 dia 7 dia9 dia11 dia13
Ponto1 0,0 30,66* 54,32 63,49 61,24 5492 47,71
Ponto2 0,0 28,13 5537 62,9 56,32 57,99 44,98
Média 0,0 29,40 54,85 63,20 58,78 56,46 46,35
desvio 0,0 1,79 0,74 0,42 3,48 2,17 1,93

*Valores em gramas

Desta maneira partiu-se para a investigacdo das reagbes de
biotransformacgao utilizando (R)-(+)-a-pineno como substrato. Para avaliar a
capacidade de biotransformagao inicialmente foi realizado um experimento, onde 60
ML do substrato foi adicionado ao meio reacional apds quatro dias de crescimento.
Este experimento foi acompanhado pela retirada de aliquotas, durante 15 dias, até a
conversao total do substrato. O meio reacional foi extraido sendo obtida a fragao
organica, analisada através de cromatografia a gas. O cromatograma obtido esta

apresentado na figura 48.
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Figura 48.: Cromatograma de transformagao do R-(+)- a-pineno. O produto de

partida (tempo de retencao 4,8 minutos) nao foi observado.

O cromatograma revelou a alta capacidade de biotransformac¢do da cultura
celular com formagdo de um produto majoritario com tempo de retencao de 8,92
minutos e bom rendimento de conversao (produto 4), apés 15 dias de experimento.
Estes resultados comprovam a eficiéncia da cultura utilizada, verificada pelo alto
indice de conversao do substrato, resultado que corrobora dados apresentados em
outros estudos (HAMADA et al., 1994).

Um novo experimento foi realizado a fim de avaliar a cinética reacional e os
demais produtos formados, bem como o tempo e as condigdes otimas para a
obtencdo de melhores resultados. Foram entdo realizados trés experimentos,
adicionando-se 60 pL do produto de partida em 100 mL de meio MS, sendo

retiradas aliquotas periddicas até o 15° dia de experimento.

Os resultados demonstram que, ja a partir do 4° dia de experimento,
verificou-se a formagdo de compostos derivados cujo produto majoritario (produto
4) apresenta um maximo de obtencado (cerca de 82%) no 7° dia de experimento,
nao havendo alteracao significativa na cinética de reagao até o 15° dia e sendo
por esse motivo, apresentados apenas os resultados obtidos para as aliquotas

retiradas até o 7° dia (Tabela 4).
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Tabela 4.: Cinética da reacao de (R)-(+)-a-pineno em cultura de Catharanthus

roseus”
Produtos Dia 0 Dia 1 Dia 3 Dia 4 Dia7
(R)-(+)-a-pineno 100,0 100,0 91,7+/-0,7 73,1+/-0,2 2,4+/-0,8
Fenchol (tr 7,90)** 0,0 0,0 0,0 3,7+/-2,1 4.1+/-1,1
Borneol (tr 8,58)** 0,0 0,0 0,0 2,8+/-0,2 3,7+/-0,3
Terpinen-4-ol(tr 8,70)** 0,0 0,0 0,0 2,5+/-0,6 2,2+/-0,4

a - terpineol (ir 8,92)** 0,0 00 4,9+/-0,5 14,1+/-0,3 82,4+/-1,3

* Tragos de outros produtos foram desprezados

** Tempo de retengdo em minutos

A formacao do produto 4, bem como o consumo quase total do substrato,
com alta taxa de conversao deste e formacado dos produtos derivados, podem ser

melhor avaliados através da representagao grafica (Grafico 1).
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Grafico 1.: Biotransformagao de (R)-(+)-a-pineno por cultura de células em

suspensao de Catharanthus roseus
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As aliquotas referentes aos 7 dias iniciais de experimento foram entao
avaliadas em cromatografo a gas acoplado a espectrOmetro de massas (anexo 2).
Os resultados foram comparados com espectrotecas (NIST 62, LIMBERG) e com
dados da literatura, sendo realizada coinje¢cao do produto majoritario com padréo, o
que tornou possivel a caracterizagdo do produto 4 como a-terpineol apresentando
indice de retengdo (IR) de 1186. Os demais produtos foram identificados como
fenchol (produto 1) e IR de 1110, borneol (produto 2) e IR de 1160 e terpinen-4-ol
(produto 3) com indice retengcdo de 1172. As estruturas dos produtos formados

podem ser melhor observadas na figura 49.
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Fenchol Borneol
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Terpinen-4-ol Terpineol
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Figura 49: Produtos de biotransformacao de (R)-(+)-a-pineno por suspensdes

celulares de C. roseus

O produto 4, caracterizado como a-terpineol, foi purificado através de CCD
preparativa, em placa de gel de silica, empregando-se como fase mdvel uma
mistura hexano:acetato de etila (1:1, V/V), o qual apresentou-se como um liquido
incolor. O rendimento obtido para este composto foi de 29,7% (17 mg). Na
tentativa de elucidar a estereoquimica do a-terpineol, utilizou-se coluna quiral.

Nessa analise observou-se um tempo de retencédo de 11,16 minutos e a presenca

Rogério Zen Petersen

118



Tese de doutorado

de um Unico pico para o o-terpineol (Figura 50). Apds purificagdo por
cromatografia em coluna, determinou-se rotagao o6tica de [a]p=+10,0 com leve

desvio positivo, para a fracdo enriquecida em a-terpineol.

R PP,

- |.._ — — = = _.]. I
8 10 1£

Figura 50.: Cromatograma do produto 4 em coluna quiral

O substrato de partida também foi utilizado como controle em reagao
apenas com meio de cultura. Foi observado que ocorreu o consumo total de (R)-(+)-
a-pineno, comprovando estudos ja realizados que verificaram a formacédo de
produtos como pinoaldeido e canfolenealdeido (LIMBERGER, 2001). Muitos relatos
descrevem que a autoxidacdo de monoterpenos como a-pineno levam a formacgao
de produtos majoritarios como verbenona, verbenol e sobrerol (MOORE et al., 1956,
BHATTACHARYYA et al., 1960; ROTHENBERG et al., 1998), os quais ndo foram
identificados. Para o sistema utilizado nao foi observada a formagao de produtos de
degradacgéo e, portanto, todos os produtos de biotransformacgéo obtidos podem ser

atribuidos ao sistema enzimatico da cultura celular em estudo.

5.1.2. Produtos de Transformacgao de (S)-(-)- a-pineno

Para este substrato também se realizou experimento onde o produto foi
colocado em meio reacional durante 15 dias, sendo retiradas aliquotas periodicas,
de forma idéntica ao procedimento adotado para o substrato descrito anteriormente.
O experimento foi analisado através de cromatografia a gas e o cromatograma

obtido encontra-se apresentado na figura 51.
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Figura 51.: Cromatograma transformagao (S)-(-)-a-pineno. O substrato de partida,

tempo de retencao de 4,8 minutos, ndo aparece no cromatograma.

Desta forma foi realizado novo experimento onde a analise cromatografica
revelou formagao majoritaria, apés o 15° dia de experimento, de um produto
(produto 2) cujo tempo de retencdo foi determinado em 8,92 minutos. Estes
resultados comprovam a eficiéncia da cultura utilizada levando a formagéo de um
composto majoritario, com alta taxa de conversao do substrato adicionado. A maior
taxa de conversao foi observada para a aliquota retirada no 9° dia. Porém, ja a partir
do 3° dia, foi possivel a quantificacdo dos produtos derivados provenientes da
tranformacéo do (S)-(-)-a-pineno. Os resultados encontram-se apresentados na
tabela 5.

Tabela 5.: Cinética da reagao de (S)-(-)-a-pineno em cultura de Catharanthus

roseus*
Produtos Dia0 Dia1 Dia 3 Dia 4 Dia 7 Dia 9
(S)-(-)-a-pineno 100,0 100,0 81,5+-1,0 81,6+/-0,2 9,6+/-0,3 9,4+/-0,3
trans-pinocarveol (tr 7,90)** 0,0 0,0 1,9+/-0,7 1,9+/-0,3 4,0+/-0,2 1,2+/-0,6
A-terpineol (tr 8,92)** 0,0 0,0 9,6+/-0,8 9,2+/-1,1 771+/-1,7 83,9+/-0,5
Mirtenol (tr 9,09) 0,0 0,0 1,0+/-0,2 1,4+/-0,1 3,5+/-0,2 2,4+/-0,3
NI (tr 9,17) 0,0 0,0 1,3+/-0,1 1,3+/-0,2 3,2+/-0,2  2,1+/-0,2

* Tragos de outros produtos foram desprezados
** Tempo de retengao em minutos

*** NI: Produto Nao lentificado
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A formagdo do produto majoritario bem como o consumo quase total do
substrato de partida também pode ser avaliado através da representagédo grafica,
onde ¢ ilustrada a taxa de conversao do produto de partida a partir do 3° dia de

experimento, assim como a formagao dos demais produtos (Grafico 2).
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Grafico 2: Biotransformagao de (S)-(-)-a-pineno por suspensdes celulares de

Catharanthus roseus

As aliquotas referentes aos dias representados foram entdo avaliadas em
cromatografo a gas acoplado a espectrémetro de massa (anexo 3). Os resultados
foram comparados com espectrotecas (NIST 62, LIMBERG) e com dados da
literatura levando a caracterizagao do produto 2 como ao-terpineol e indice de
retencao (IR) de 1185. Os demais produtos foram identificados como frans-
pinocarveol (produto 1) e IR de 1132, mirtenol (produto 3) e IR de 1192 e um
produto ndo identificado (produto 4) com IR de 1198.

O produto 2, caracterizado como a-terpineol, foi purificado através de CCD
preparativa em gel de silica, utilizando-se como eluente uma mistura

hexano:acetato de etila (1:1, V/V). Este produto apresentou-se como um o6leo
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incolor idéntico ao obtido como produto de transformagao de (R)-(+)-a-pineno com
rendimento de 32,4% (19 mg). A caracterizagdo da estereoquimica do produto foi
realizada através de injecdo em coluna quiral, observando-se para o a-terpineol,
tempo de retencéo igual a 11,15 minutos e a presenga de um unico pico (Figura

52), sendo descartada a presenca de isbmeros.

- T
8 10 12

Figura 52.: Cromatograma da a-terpineol em coluna quiral
Apos purificagao por cromatografia em coluna, a fragao enriquecida em a-

terpineol apresentou rotagcédo otica de [a]p= -21,0, com leve desvio negativo. Os

produtos formados encontram-se ilustrados na figura 53.
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Figura 53.: Produtos de biotransformacgao de (S)-(-)-a-pineno em suspensodes de

células de C. roseus
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O substrato de partida também foi conduzido como controle utilizando
apenas meio de cultura e o produto de partida. Foi observado o consumo total de
(S)-(-)-a-pineno comprovando estudos realizados que mostraram a formagédo de
diversos produtos de degradacao (LIMBERGER, 2001).

Muitos relatos descrevem que a autoxidacdo de monoterpenos como
(S)-(-)-a-pineno leva (de forma idéntica ao do produto (R)-(+)-a-pineno) a produtos
como verbenona, verbenol. Para o sistema utilizado, os produtos formados nao
coincidem com os produtos de degradacao relatados na literatura, com excecao de
mirtenol e, portanto, a maioria dos produtos de biotransformacdo podem ser

atribuidos a catalise do sistema enzimatico da cultura em estudo.

5.1.3. Produtos de Transformacgao de (S)-(-)-B-pineno

As reacbes de biotransformacdo com (S)-(-)-B-pineno foram realizadas
durante 15 dias a fim de avaliar efetivamente o potencial de biotransformacao da
cultura celular. O experimento foi analisado através de cromatografia a gas cujo

cromatograma € apresentado na figura abaixo (Figura 54).

10

o -

Figura 54.: Cromatograma transformacgao (S)-(-)-B-pineno. O substrato de partida,

tempo de retencdo de 5,2 minutos, ndo aparece no cromatograma.
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Apods o0 15° dia de experimento, os resultados revelam a formagao de quatro
produtos, sendo dois destes majoritarios, com tempos de retengédo determinados em
8,92 (produto 3) e 10,15 minutos (produto 4). Um novo experimento foi realizado,
em ftriplicata, a fim de avaliar a cinética reacional. Os resultados obtidos sao

apresentados na tabela 6.

Tabela 6.: Cinética da reagao do de (S)-(-)-B-pineno em cultura de Catharanthus

roseus®
produtos Dia 0 Dia 1 Dia 3 Dia 4
(S)-(-)-B-pineno 100,0 73,0+/-1,4 3,3+/-1,2 1,5+/-1,3
Fenchol (tr 7,90)** 0,0 2,4+/-0,2 3,6+/-0,6 2,6+/-0,5
Borneol (tr 8,58)** 0,0 2,1+/-0,6 3,1+/-0,3 3,3+/-0,5
3 (tr 8,92)** 0,0 17,5+/-0,8  81,3+/-1,3 81,5+/-2,5
4 (tr 10,20)** 0,0 3,3+/-0,8 5,8+/-1,4 10,5+/-2,6

*Tragos de outros produtos foram desprezados

** Tempo de retengdo em minutos

Os resultados demonstram que a partir do 1° dia de experimento
observamos o decréscimo do produto inicial com formagdo de uma mistura de
quatro produtos, sendo um produto majoritario. A partir do 3° dia observa-se
predominancia de um dos produtos, até 4° dia, onde ocorre 0 maximo de formacgao

conforme grafico 3.
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Grafico 3.: Biotransformagao de (S)-(-)-B pineno por Catharanthus roseus

As amostras foram, entdo, avaliadas em cromatégrafo a gas acoplado a
espectrometro de massa (anexo 4). Os resultados foram comparados com
espectrotecas (LIMBERG, 1998) e com dados da literatura levando a identificagcao
do produto 3, caracterizado como a-terpineol e indice de retencao (IR) de 1186. Os
demais produtos foram identificados como sendo fenchol (produto 1) e IR de 1112,
borneol (produto 2) e IR de 1162 e hidrato de terpineol (produto 4) e indice
retencao de 1292.

O produto majoritario foi purificado através de CCD preparativa, utilizando
uma mistura hexano: acetato de etila (1:1, V/V), a partir da qual o produto foi
obtido com rendimento de 23,7% (14 mgq). Este apresentou-se como um odleo
incolor idéntico ao obtido para (R)-(+)-a-pineno e (S)-(-)-a-pineno. Para avaliar a
estereoquimica do produto foi realizada injecdo em coluna quiral, observando-se a
presenca de um pico majoritario e praticamente puro, para o qual determinou-se

um tempo de retengao igual a 11,09 minutos, conforme figura 55.
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Figura 55.: Cromatograma de a- terpineol em coluna quiral

A avaliacao da rotacao otica da fragao purificada enriquecida em a-terpineol
foi de [a]p=-37,0, com desvio negativo. As estruturas dos produtos formados podem

ser observadas na figura 56.
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Figura 56.: Produtos de biotransformacao de (S)-(-)-B-pineno em suspensdes de

células de C. roseus
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A passagem de(S)-(-)-a-terpineol (produto 3) para hidrato de terpineol
(produto 4) foi avaliada. Os experimentos foram realizados nas mesmas condigdes
dos experimentos anteriores, com a realizagdo dos devidos controles, sendo
adicionado 60 pl de substrato em 100 mL de meio de cultura com células.
Aliquotas foram retiradas até o 15° dia de experimento. Os resultados encontram-

se apresentados na tabela 7.

Tabela 7.: Cinética da reagao de (S)-(-)-B-pineno em cultura de Catharanthus

roseus®
Produto Dia 0 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12 Dia 15
(S)-(-)-B-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

1 (tr 7,90) 0,0 5,6+/-0,7 6,2+/-25 57+-23 59+-08 4,8+/-2,3 6,4+/-0,8

2 (tr 8,58) 0,0 2,3+/-0,7 59+/-25 25+-09 3,6+-0,9 4,2+/-0,3 5,2+/-0,7
o-terpineol (1r8,92) 0,0 83,8+/-3,2 80,3+-0,9 76,4+/-1,1 70,6+/-3,7 71,6+/- 56,8+/-4,5

2,80

Hidrato de 0,0 8,4+/-26 9,2+/-7,7 125+/-7,5 18,8+/-8,0 17,6+/-3,9 30,7+/-6,7
a-terpineol(tr 10,20)

5 (tr 10,38) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,8+/-0,7

* Tragos de outros produtos foram desprezados

** Tempo de retengao em minutos

O experimento revelou que durante os quatro primeiros dias houve a
formagao de um produto majoritario (conforme experimento anterior) com tempo de
retencdo semelhante. A partir do 8° dia, observa-se um decréscimo de (S)-(-)-a
terpineol (produto 3) e a formacgao do hidrato de terpineol (produto 4), cujo tempo de

retencao foi igual a 10,20 minutos (Grafico 4.).
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Grafico 4.: Biotransformacao de (S)-(-)-B-pineno por Catharanthus roseus

Durante a realizagao do experimento foram retiradas aliquotas para os dias
quatro, seis, oito, dez, doze, quatorze e quinze, sendo observada formagao maxima
do produto 4, apds o 15° dia de experimento. As aliquotas referentes a estes dias,
foram entdo avaliadas em cromatdégrafo a gas acoplado a espectrometro de
massas. Os resultados demonstraram que apds a formacéo de a-terpineol, este foi
transformado em um produto derivado, caracterizado como hidrato de terpineol
(produto 4).

O produto 4 foi purificado através de CCD preparativa em gel de silica,
utilizando como fase moével uma mistura de hexano:acetato de etila (1:1, V/V), a
partir da qual o produto pode ser obtido com rendimento de 35,1% (23 mg). Este
apresentou-se como um Oleo incolor, para o qual buscou-se definir a
estereoquimica, sendo realizada injegdo em coluna quiral. Como resultado dessa
ultima analise, observou-se um tempo de retencgéo igual a 13,05 minutos para o o

hidrato de terpineol (Figura 57).
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Figura 57: Cromatograma do produto 4 em coluna quiral

A avaliagdo da rotagao o6tica da fracdo enriquecida em terpineol, apds
purificagdo por cromatografia em coluna, foi de [a]p= -11,0, revelando leve desvio

negativo.

O substrato de partida também foi conduzido como branco utilizando
apenas meio de cultura e o produto de partida. Foi observado o consumo total de
(S)-(-)-B-pineno comprovando estudos realizados que mostraram a formacao de
diversos produtos de degradacdo (LINDMARK-HENRIKSSON et al., 2004) nao
identificados. Para o sistema utilizado, os produtos formados nao coincidem com os
produtos de degradagao relatados na literatura, com exceg¢do de quantidades
pequenas de a-terpineol e, portanto, todos os produtos de biotransformagcao sao

atribuidos ao sistema enzimatico da cultura em estudo.

As reagdes realizadas com (S)-(-)-a-pineno e com (S)-(-)-B-pineno levaram
a obtencdo do mesmo produto majoritario, sugerindo que a formacéo de a-terpineol

ocorra, para os trés ensaios, através de um mesmo conjunto de enzimas
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5.1.4. Produtos de Transformacio do Oleo de Terebentina

Os resultados obtidos para os produtos isolados demonstraram a
capacidade das culturas de células de Catharanthus roseus em transformar os
monoterpenos (R)-(+)-a-pineno, (S)-(-)-a-pineno e (S)-(-)-B-pineno. Isso possibilitou
que novos estudos fossem realizados a fim de investigarmos reagdes utilizando dleo
de terebentina. Este O6leo apresenta em sua composi¢cdo, dois constituintes

monoterpénicos maijoritarios, a e B-pineno.

De acordo com estudos ja realizados (KIMLAND e NORIN, 1972,
PERSSON et al., 1996), o 6leo de terebentina apresenta composigao de 42% de a
pineno com relagdo de 62/38 para o isbmero (R)-(+)-a-pineno e 27% de B-pineno
com relacédo de 97/3 para o isbmero (S)-(-)-B-pineno e 17% de limoneno. Em
relagcado ao oleo utilizado observamos 49,9% de a-pineno e 38% de B-pineno, com
relagdo de 80/20 para isbmero (S)-(+)-a-pineno e quantidade superior a 99% de (S)-
(-)-B-pineno. Desta forma, o experimento foi realizado com 60 ul do 6leo adicionado
em 100 mL de meio MS contendo células, sendo acompanhado de controle com

meio e indculo. Os resultados sdo mostrados na tabela abaixo (Tabela 8).

Tabela 8.: Cinética da reacao de terebentina em cultura de Catharanthus roseus*

Produto Dia 0 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12 Dia 15
a pineno 49,9 0,6-0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B pineno 382 1,311 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fenchol (tr 7,90)** 0,0 10,5+/-1,8 7,9+/-1,7 9,7+/-16 8,4+/-3,7 8,6+/-06 7,4+/-3,3

Borneol(tr 8,58**) 0,0 4,3+/-08 4,2+/-01 58+/-18 6,7+-15 55+/-06 6,3+/-1,2

a terpineol (ir8,92**) 0,0 69,4+/-99 81,0+/-1,9 72,6+/-7,0 65,1+/-4,3 61,2+/-3,6 53,5+/-54

Hidrato de a- 0,0 1,1+/-0,7 2,6+/-1,4 7,7+/-5,7 16,9+/-3,3 18,8+/-1,5 30,1+/-5,7
terpineol(tr 10,20**)

* Tragos de outros produtos foram desprezados

** Tempo de retengcdo em minutos

Os produtos obtidos e o cromatograma deste experimento podem ser

observados no grafico abaixo (Grafico 5).
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Grafico 5.: Biotransformagao de terebentina por Catharanthus roseus

De acordo com os cromatogramas obtidos e os dados de espectrometria
de massas e de acordo com a comparagao com dados da literatura e com
espectrotecas (LIMBERG, 1998), os produtos foram identificados como fenchol
(produto 1) e indice de retencdo (IR) de 1112, borneol (produto 2) e IR de 1162, a-

terpineol (produto 3) e IR de 1187 e hidrato de a-terpineol (produto 4) com IR de
1292,

O produto majoritario foi purificado através de CCD preparativa em gel de
silica, utilizando-se como fase moével uma mistura hexano:acetato de etila (1:1, V/V),
onde o produto foi obtido com pureza satisfatoria. O produto 3, apresentou-se como
um O6leo amarelado com 21,6% de rendimento (13mg), enquanto o produto 4,
apresentou-se como um oleo incolor com rendimento de 26,7 (16 mg). Na tentativa
de determinar a estereoquimica destes produtos, foram realizadas inje¢des em
coluna quiral, para as quais foram observados tempos de retengao iguais a 11,15 e

13,05, para o a-terpineol e o hidrato, respectivamente.

O substrato de partida também foi conduzido como controle utilizando-se

apenas meio de cultura e o produto de partida. Verificou-se total conversdo do 6leo
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de terebentina, sendo observados os mesmos produtos de degradagao
anteriormente descritos sendo, portanto, todos os produtos de biotransformacao

atribuidos ao sistema enzimatico.

Em ensaio utilizando-se o 6leo de terebentina como produto de partida,
verificou-se a conversao total do substrato e a formagédo de a-terpineol como

produto majoritario. Os resultados comparativos podem ser visualizados na tabela
9.

Tabela 9.: Produtos biotransformagdo monoterpenos

Catharanthus roseus

(R)-(+)-a-pineno  (S)-(-)-a-pineno  (S)-(-)-B-pineno Terebentina
Produtos Dia 7 Dia 9 Dia 4 Dia 6
fenchol 4,1+/-1,1 0,0 2,6+/-0,5 7,9+/-1,7
trans-pinocarveol 0,0 1,2+/-0,6 0,0 0,0
Borneol 3,7+/-0,3 0,0 3,3+/-0,5 4,3+/-0,1
terpin-4-ol 2,2+/-0,4 0,0 0,0 0,0
a-terpineol 82,4+/-1,3 83,9+/-0,5 81,5+/-2,5 81,0+/-1,9
Mirtenol 0,0 2,4+/-0,3 0,0 0,0
hidrato de terpineol 0,0 0,0 10,5+/-2,6 2,6+/-1,4

* Tragos de outros produtos foram desprezados

** Tempo de retencao em minutos

O produto majoritario da conversao de todos os substratos utilizados foi a-
terpineol, em proporgcdes variando entre 81 e 84%. A bioconversdo para o
substrato (S)-(-)-B-pineno, foi observado, apos o 4° dia de experimento, a
formagdo do composto hidrato de terpineol com conversdo de 10%. Os demais

produtos observados foram obtidos em baixas proporgdes.

O produto a-terpineol foi avaliado quanto a pureza e estereoquimica através
de inje¢cdo em coluna quiral, com a obtengdo de um pico principal. Posteriormente,
quando avaliado o desvio ético, foi observado leve desvio do produto formado,

sendo este positivo para o produto proveniente da transformacgédo de (R)-(+)-a-
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pineno e negativo quando obtido a partir das reagdes utlizando (S)-(-)-a-pineno e
(S)-(-)-B-pineno.

Segundo trabalhos realizados por LINDMARK-HENRIKSSON (2003), as
oxidacdes utilizando sistemas enzimaticos e envolvendo pinenos, levando a
formacgao de a-terpineol, podem ser atribuidas a clivagem oxidativa do anel e
posterior oxidacdo terminal, produzindo o respectivo alcool terpénico. Os
processos enzimaticos também podem estar associados com reacdes envolvendo
monoxigenases € a presenga de co-fatores. Alguns estudos relacionam o
desempenho satisfatério do sistema enzimatico ao citocromo P-450, sendo
possivel que este componente esteja atuando como co-fator nas reagdes.
(McCASKILL e CROTEAU, 1997).

O a-terpineol € um monoterpeno pouco abundante na natureza, com
grande potencialidade farmacoldgica, sendo encontrado principalmente no 6leo de
Melaleuca alternifolia. Este terpeno esta entre o0s principais compostos
empregados na industria como flavorizante tipo floral e doce, além de existirem
relatos de sua atividade antioxidante, antifungica, antibacteriana, antiviral e
antinflamatéria (ADAMS et al., 2003).

As reacgdes realizadas com monoterpenos e culturas de células vegetais de
Catharanthus roseus mostraram a boa capacidade de conversdo deste sistema.
Estudos ja realizados com pinenos mostram que estes substratos sdo muitas
vezes modificados geralmente por oxidacdo (McCASKILL a CROTEAU, 1997),
onde as transformagdes enzimaticas incluem hidroxilagbes realizadas pelo
citocromo P-450. A hidroxilagdo de B-pineno com Hyssopus officinalis com
formagado de pinocanfona e isopinocanfona € um exemplo (KARP e CROTEAU,
1992). Além disso, transformag¢des mediadas por culturas de células de Picea
abies (LINDEMARK-HENRIKSSON et al., 2003), possibilitaram que monoterpenos
como alfa e beta pinenos formassem produtos via reacdes de oxidacdes alilicas e

abertura de anel, semelhante as obtidas para Catharanthus roseus.
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Pode-se verificar que muitos dos produtos obtidos nos ensaios realizados ja
foram anteriormente relatados (LINDEMARK-HENRIKMAN et al., 2004), tais como
pinocarveol e mirtenol, produtos de oxidagao dos pinenos, preservando a estrutura
biciclica. Nestas reacdées o composto a-terpineol foi formado em baixas
concentragcdes. Um relato recente mostra conversdes de B-pineno para terpineol
como produto principal, utilizando Aspergillus niger, entretanto com obtencdo de
apenas 4% (TONIAZZO et al., 2005), o que demostra a relevancia dos resultados

obtidos em alguns casos com formacéo de até 90%.

Quando avaliamos estudos realizados com Catharanthus roseus como
sistema enzimatico, observa-se que monoterpenos como geraniol, nerol e carvona
sdo facilmente hidroxilados, possibilitando a formagdo de um grande numero de
compostos (HAMADA et al., 1997). Este fato confirma a potencialidade do sistema
em realizar reacbes de hidroxilacdo, fato este observado nos estudos deste

trabalho.

A formacdo dos produtos de biotransformacao através da oxidacdo de
monoterpenos pode ser sugerida através da formacao de cations, derivados de
pinenos. Estes cations sofrem rearranjos e, através da adigcdo de nucledfilos,
formam diversos compostos, geralmente hidroxilados. As estruturas dos
compostos obtidos com monoterpenos e C.roseus ratificam a utilizacdo desta via
mecanistica na formagao da maioria dos produtos derivados do cation mentila, a-
terpenila, com presenga também de produtos de oxidagao direta do esqueleto

pinano.

O experimento utilizando 6leo de terebentina, composto basicamente pela
mistura de a e B pineno, foi realizado frente a C. roseus, uma vez que estes
pinenos apresentaram resultados satisfatérios neste sistema. O experimento
mostrou que o 6leo foi completamente consumido e como produto principal
obteve-se a-terpineol de forma idéntica aos experimentos quando utilizados

individualmente, demonstrando potencialidade do emprego desta matéria-prima.
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5.2. Biotransformagao de monoterpenos por microrganismos

O estudo realizado com culturas de células de Catharanthus roseus
possibilitou verificar reagdes de ensaios de biotransformacdo para todos os
monoterpenos utilizados, observando-se a conversao total do substrato de partida e
a formagao de varios produtos. A fim de estabelecer novas condi¢cbes reacionais,
em sistemas mais simples, os substratos foram estudados em reagdes com culturas
de fungos filamentosos de Cunninghamella elegans, Cunninghamella echinulata e

Mortierella isabellina.

Para as suspensdes celulares dos fungos filamentosos Cunninghamella
elegans, Cunninghamella echinulata e Mortierella isabellina foi realizada uma curva
de crescimento das culturas, o que foi de suma importancia para que a adigdo do
substrato ao meio reacional fosse realizada durante a fase de crescimento

exponencial, permitindo alcancar o maximo de conversao.

Os experimentos foram realizados de forma idéntica ao protocolo utilizado
com cultura vegetal, porém, precedido do doseamento de glicose. Foram realizadas
curvas para avaliar o ciclo de crescimento dos fungos em estudo. Para tanto, foram
analisadas a massa de fungo e também a quantidade de glicose no meio (Tabela
10.).

Tabela 10.: Valores de glicose e massa seca para o fungo C. elegans*

Tempo Valor Médio (g/l) Desvio padrao Massa Desvio

(Horas) (9) Padrao
0 17,91 0,51 0,118 0,02
12 17,55 0,15 0,129 0,03
24 16,84 0,39 0,197 0,03
36 13,35 2,42 0,876 0,08
48 8,56 4,43 1,336 0,08
60 4,78 2,84 1,661 0,01
72 1,84 1,33 2,087 0,07
84 1,26 0,89 2,437 0,21
96 0,47 0,22 2,492 0,24

* Valores para duplidada de cada ponto
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Estes dois fatores possibilitam analisar a faixa de crescimento exponencial
e o consumo de acucar, permitindo avaliar o melhor momento para iniciar os
experimentos de biotransformagédo. Os resultados para o fungo Cunninghamella

elegans sdo mostrados abaixo (Grafico 6.).
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Grafico 6.: Curva de crescimento e consumo de glicose do fungo Cunninghamella

elegans em meio Saboraud.

O grafico mostra que para o fungo Cunninghamella elegans, a partir de 20
horas, a massa celular aumentou, enquanto foi observada uma diminuicdo da
concentracdo de glicose do meio, chegando a valores muito baixos em
aproximadamente 80 horas. Desta forma, se estabeleceu que o substrato, quando
adicionado no terceiro dia, garante a fase de crescimento exponencial, aumentando
a taxa de metabolismo e diminuindo a quantidade de glicose no meio reacional,
fazendo com que o substrato seja importante fonte de energia para a célula. Foram
ainda analisadas as variagbes de pH durante o crescimento dos fungos. Os valores

podem ser observados na tabela 11. abaixo.
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Tabela 11.: Valores de pH para o fungo C. elegans®

Tempo (horas) pH Desvio padrao
0 6,95 0,14
12 6,93 0,11
24 6,68 0,16
36 4,62 1,37
48 3,43 0,73
60 3,17 0,19
72 3,03 0,33
84 3,23 0,49
96 3,20 0,52

* Valores para duplidada de cada ponto

Para o fungo Cunninghamella elegans os resultados mostraram decréscimo
com os valores chegando a aproximadamente 3 (Grafico 7.). Isto ocorre porque o
consumo de glicose e de outras fontes energéticas leva a formagao de subprodutos

como diversos acidos organicos (acido lactico).
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Grafico 7.: Variacédo de pH para o fungo Cunninghamella elegans cultivado em

meio SB

Para os fungos C. echinullata e M. isabellina também foram realizadas as

curvas de crescimento sendo avaliada massa seca, glicose e pH. Inicialmente sao
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apresentados resultados de glicose e massa seca para o fungo C. echinulata
(Tabela 12.).

Tabela 12.: Valores de glicose e massa seca para o fungo C. echinulata*

Tempo Valor Médio Desvio Massa Desvio

(Horas) (g/l) padréao (9) Padréo
0 20,17 0,98 1,099 0,07
14 18,60 2,07 1,038 0,07
24 16,71 0,71 1,327 0,08
38 9,99 0,57 1,771 0,05
49 2,63 0,14 2,900 0,01
62 0,37 0,22 4,238 0,01
70 0,01 0,00 4,969 0,00
86 0,00 0,00 5,626 0,06
110 0,00 0,00 5,854 0,19

* Valores para duplidada de cada ponto

Os resultados podem ser melhor avaliados através do Grafico 8.
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Grafico 8.: Curva de crescimento e consumo de glicose do fungo C. echinulata

em meio SB.

O grafico mostra que para o fungo C. echinulata, a partir de 30 horas o
consumo de glicose diminuiu bruscamente enquanto o fungo seguia seu

crescimento demonstrando crescimento exponencial a partir de 40 horas.
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Os valores de pH podem ser observados na Tabela 13. abaixo.

Tabela 13.: Valores de pH para o fungo C. echinulata*

Tempo pH Desvio

(horas) padréo
0 5,50 0,06
12 5,48 0,00
24 5,40 0,18
36 4,28 0,99
48 3,64 0,18
60 3,31 0,01
72 3,53 0,01
84 3,45 0,13
96 3,62 0,06

* Valores para duplidada de cada ponto

Para o fungo Cunninghamella echinulata os resultados mostraram
decréscimo com os valores chegando a aproximadamente 3,62 unidades de pH. Os
valores mostraram valores decrescentes relativos ao consumo de glicose do meio

reacional. Os resultados podem ser melhor avaliados através do grafico 9.
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Grafico 9.: Variacado de pH para o fungo Cunninghamella echinulata cultivado em

meio SB.
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Finalmente foram realizados experimentos com o fungo M.isabelina, sendo

realizadas as medidas de massa seca e glicose. (Tabela 14.).

Tabela 14.: Valores de glicose e massa seca para o fungo M. isabelina*

Tempo Valor Médio Desvio Massa Desvio

(Horas) (g/l) padrédo (9) Padrao
0 15,60 1,58 1,185 0,06
14 14,71 0,32 1,240 0,06
24 13,14 2,28 2,430 0,01
38 0,80 0,01 3,905 0,03
49 0,01 0,00 4,375 0,01
62 0,01 0,00 5,240 0,00
70 0,01 0,00 5,940 0,01
86 0,00 0,00 6,600 0,01
110 0,00 0,00 7,060 0,07

* Valores para duplidada de cada ponto

Os resultados podem ser observados através do Grafico 10.
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Grafico 10.: Curva de crescimento e consumo de glicose do fungo M. isabellina em

meio SB.
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O grafico mostra que para o fungo Mortierella isabellina, a partir de 30 horas
o consumo de glicose chegou ao seu valor minimo enquanto o fungo seguia seu

crescimento demosntrando crescimento exponencial a partir de 40 horas.

Os valores de pH podem ser observados na Tabela 15. abaixo.

Tabela 15.: Valores de pH para o fungo M. isabelina*

Tempo (horas) pH Desvio padrao
0 5,80 0,01
12 5,78 0,06
24 5,22 0,46
36 3,61 0,03
48 3,54 0,01
60 3,44 0,03
72 3,05 0,05
84 3,25 0,60
96 2,76 0,11

* Valores para duplidada de cada ponto

Para o fungo M. isabelina os resultados mostraram decréscimo com os
valores chegando a aproximadamente duas unidades de pH (Grafico 11.). Os

valores se mostraram muito semelhantes aos obtidos anteriormente.
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Grafico 11.: Variagdo de pH para o fungo M.isabellina cultivado em meio SB.
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Para as reagdes de biotransformacéao utilizando os monoterpenos todos os
experimentos foram realizados em meio Sabouraud e o substrato adicionado no dia
3, sendo colocado 60 pyL em 70 mL de meio. Para o experimento foram retiradas
aliquotas periddicas sempre acompanhadas de controle. Os resultados
demonstraram que a adigdo do substrato deve ser realizada no terceiro dia de
crescimento coincidindo com o decréscimo da taxa de glicose no meio e o periodo
de crescimento exponencial, induzindo os microrganismos a utilizar fontes

alternativas de carbono.

5.2.1. Produtos de Transformagao de (R)-(+)- a-pineno com fungos

filamentosos

Inicialmente foi utilizado como substrato (R)-(+)-a-pineno no estudo com os
fungos filamentosos. Os resultados s&do mostrados na tabela 16.. Apos o tempo de
incubacéo, o meio reacional foi extraido e obtida a fragdo organica, sendo analisada

através de cromatografia a gas.

Tabela 16.: Cinética da reagao do de (R)-(+)-a-pineno com fungos filamentosos *

Cunninghamella elegans

produtos Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3
(R)-(+)-a-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol (tr 5,01) ** 0,0 9,2+/-1,5 12,3+/-1,3 17,1+/-1,6
Menta-1,5-dien-8-ol (tr 5,11) ** 0,0 13,6+/-1,1 0,0 0,0
Cimen-8-ol (tr 5,47) ** 0,0 13,7+/-5,4 0,0 0,0
a-terpineol (tr 5,55)** 0,0 26,7+/-1,3  32,5+/-1,7 26,0+/-5,7
Mirtenol (tr 5,70)** 0,0 15,7+/-1,3  13,1+/-3,7 6,7+/-1,1
Verbenona (tr 5,80)** 0,0 21,14/-3,3  39,7+/-0,9 36,8+/-1,8
Cunninghamella echinulata
produtos Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3
(R)-(+)-a-pineno 100,0 11,3+/-0,1 0,0 0,0
trans-pinocarveol (tr 5,01) ** 0,0 4,6+/-1,0 10,2+/-1,2 12,1+/-4,5
Menta-1,5-dien-8-ol (tr 5,11) ** 0,0 8,5+/-1,2 9,1+/-0,6 10,0+/-2,1
Cimen-8-ol (tr 5,47) ** 0,0 11,1+/-8,6 9,0+/-0,5 4,0+/-0,9
a-terpineol (tr 5,55)** 0,0 34,8+/-3,1 42,1+/-1,2 33,24/-4,0
Mirtenol (tr 5,70) ** 0,0 9,2+/-1,5 8,5+/-1,0 11,8+/-1,1
Verbenona (tr 5,80) ** 0,0 21,5+/-2,1  34,3+/-3,2 17,2+/-1,4
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Mortierella isabellina

produtos Dia0 Dia 1 Dia 2 Dia 3

R-(+)-alfa-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol (tr 5,01) ** 0,0 5,4+/-2,2 12,0+/-1,9 12,7+/-1,6
Menta-1,5-dien-8-ol (tr 5,11) ** 0,0 9,9+/-1,2 9,2+/-0,8 14,7+/-1,7
Cimen-8-ol (ir 5,47) ** 0,0 2,0+/-0,5 3,4+/-0,9 8,4+/-0,5
a-terpineol (tr 5,55)** 0,0 28,8+/-1,4  34,5+/-3,6 34,0+/-1,8
Mirtenol (tr 5,70) ** 0,0 6,7+/-1,5 5,9+/-0,8 11,5+/-2,9
Verbenona (tr 5,80) ** 0,0 29,2+/-6,9  30,4+/-0,6 20,4+/-7,0

* Tragos de outros produtos foram desprezados
** Tempo de retengao produtos principais em minutos
NI: Produto Nao Identificado

Para o fungo Cunninghamella elegans a formagdo dos produtos
majoritarios, bem como o consumo parcial do substrato de partida (R)-(+)-a-pineno
podem ser avaliados através do grafico, onde se mostra a alta taxa de converséo do
produto de partida. A partir do primeiro dia observou-se a formacgao de seis
produtos, sendo que o produto majoritario (6) mostrou maxima conversido no

segundo dia de experimento (Grafico 12.).
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Grafico 12.: Biotransformacgao de (R)-(+)-a-pineno com cultura de Cunninghamella

elegans
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Os resultados mostram que a partir do primeiro dia, seis novos produtos
foram formados, e com o decorrer do experimento, foi observado o decréscimo do
composto 2 e 3 e 0 aumento dos demais obtendo-se como resultado, 4 produtos. O
rendimento total para a reagdo foi de 31,3% (17 mg). De acordo com os
cromatogramas obtidos (anexo 5), os dados de espectrometria de massas e através
de comparacido com dados da literatura os produtos foram identificados como trans-
pinocarveol (1) e indice de retencdo (IR) de 1136, a-terpineol (4) e IR de 1186,
mirtenol (5) e IR de 1192 e verbenona (6) com IR de 1198 cujas estruturas podem

ser observadas na figura 58.

WOH

OH

R-(+)-alfa-pineno

OH

terpineol mirtenol

Figura 58.: Produtos de biotransformacéao de (R)-(+)-a-pineno com o fungo

C.elegans.

O experimento utilizando como substrato (R)-(+)-a-pineno com
Cunninghamella echinulata mostrou que o produto de partida nao foi totalmente
consumido no primeiro dia. Posteriormente, foi observada a formagdao de uma
mistura de seis produtos. A reacdo se mostrou rapida, com o maximo de conversao

do produto de partida no segundo dia de experimento (Grafico 13.).
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Grafico 13.: Biotransformagao de (R)-(+)-a-pineno com culturas de Cunninghamella
echinulata

Os resultados mostram a formacao de seis substancias. De acordo com os
cromatogramas obtidos, os dados de espectrometria de massas (anexo 6) e de
acordo com a comparacao com dados da literatura os produtos foram identificados
como trans-pinocarveol (1) e indice de retengao (IR) de 1135, menta-1,5-dien-8-ol
(2) e IR de 1166, cimen-8-ol (3) IR de 1180, a-terpineol (4) e IR de 1185, mirtenol
(5) e indice de retencédo de 1192 e verbenona (6) com IR de 1198, sendo o a-
terpineol, produto majoritario, obtido com alta taxa de conversdo (Figura 59.). O
rendimento total obtido foi de 37,2% (19 mg), considerando a massa total obtida

apos o tempo de experimento de 3 dias.
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Figura 59.: Produtos de biotransformacéao de (R)-(+)-a-pineno com o fungo C.

echinulata.

Na reacgao utilizando Mortierella isabellina a formagéo do produto majoritario
com pode ser avaliado através do grafico, onde se verificou a alta taxa de
conversao do produto de partida. O resultado se mostrou semelhante ao obtido para
Cunninghamella elegans, sendo completamente consumido todo substrato e
observada a formagado de uma mistura de seis produtos, dos quais, 2 majoritarios
(Grafico 14.).
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Grafico 14.: Biotransformacgao de (R)-(+)-a-pineno com cultura de Mortierella

isabellina em Meio SB.

De acordo com os cromatogramas obtidos e os dados de espectrometria de
massas e comparagado com dados da literatura os produtos foram identificados
como trans-pinocarveol (produto 1) e indice de retencao (IR) de 1135, menta-1,5-
dien-8-ol (2) e IR de 1165, cimen-8-ol (3) e IR de 1179, a-terpineol (4) e IR de
1184, mirtenol (5) e IR de 1193 e verbenona (6) com IR 1197, sendo o a-terpineol
e verbenona, os produtos majoritarios, obtidos com boa taxa de conversdao com

rendimento total obtido de 23,5% (12 mg), considerando a massa ap6és 3 dias.
5.2.2. Produtos de transformacgao de (S)-(-)- a-pineno com fungos filamentosos

Os resultados das reacgdes de biotransformagao utilizando como substrato
(S)-(-)-a-pineno estdo mostrados na tabela 17.. Apds o tempo de incubagao, o meio
reacional foi extraido e obtido a fracdo organica, sendo analisada através de

cromatografia a gas conforme descrito no experimento anterior.
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*

Tabela 17.: Cinética da reagao do de (S)-(-)-a-pineno com fungos filamentosos

Cunninghamella elegans

produtos Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3
(S)-(-)-a-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol (tr 5,01) ** 0,0 11,0+/-3,8  11,7+/-5,9 0,0
NI (tr 5,32) ** 0,0 11,3+/-1,1 9,1+/-1,3 15,5+/-1,6
Cimen-8-ol (tr 5,47) ** 0,0 5,6+/-1,4 5,8+/-2,7 0,0
a-terpineol (tr 5,55) ** 0,0 9,5+/-0,9 7,2+/-0,7 42,9+/-2,3
Diidro-carvona (tr 5,65) ** 0,0 15,0+/-2,5 14,9+/-3,4 25,0+/-2,3
Verbenona (tr 5,80) ** 0,0 37,3+/-44  36,2+/-3,4 14,3+/-1,5
Cunninghamella echinulata
produtos Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3
(S)-(-)-a-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol (tr 5,01) ** 0,0 0,0 9,0+/-2,5 8,7+/-0,5
Cimen-8-ol (tr 5,47) ** 0,0 11,3+/-1,8 4,0+/-2,9 13,4+/-1,6
a-terpineol (tr 5,55) ** 0,0 20,3+/-1,6  16,4+/-0,7 17,4+/-1,0
Mirtenol (tr 5,70) ** 0,0 442+/-4,3  21,5+/-2,9 16,5+/-1,2
Verbenona (tr 5,80) ** 0,0 19,2+/-1,5  19,6+/-9,4 44,0+/-1,5
Mortierella isabellina
produtos Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3
(S)-(-)-a-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol (tr5,01)** 0,0 9,6+/-1,2 12,9+/-1,9 15,3+/-2,6
Menta-1,5-dien-8-ol (tr 5,10) ** 0,0 6,2+/-1,9 8,5+/-0,5 10,3+/-0,8
Cimen-8-ol (tr 5,47) ** 0,0 19,0+/-1,8  16,1+/-1,5 10,4+/-2,0
a-terpineol (tr 5,55) ** 0,0 9,2+/-0,6 13,2+/-0,6 14,6+/-1,5
Mirtenol (tr 5,70) ** 0,0 14,7+/-2,2  15,3+/-2,3 11,2+/-4,2
Verbenona (tr 5,80) ** 0,0 22,8+/-1,6  152+/-4,4 22,8+/-3,4

* Tragos de outros produtos foram desprezados
** Tempo de retengao produtos principais em minutos
NI: Produto N&ao Identificado

A formacéo do produto maijoritario para o experimento com Cunninghamella
elegans, bem como o consumo parcial do substrato de partida pode ser avaliado
através do grafico. Pode-se observar a conversao do produto de partida a partir do

primeiro dia de reacdo (Grafico 15.).
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Grafico 15.: Biotransformacgao de (S)-(-)-a-pineno com cultura de Cunnighamella

elegans.

Os resultados mostram que seis novos produtos foram formados e, com o
decorrer do experimento, foi observado para o terceiro dia de experimento o
decréscimo do composto 6 e aumento da formacao dos compostos 3, 4 e 5,
obtendo se ao final, 4 substancias. Os produtos foram identificados como, a-
terpineol (4) e indice de retengao (IR) de 1185, dihidro-carvona (5) e IR de 1195 e
verbenona (6) com IR de 1198, sendo a-terpineol o produto majoritario e o produto 3
nao identificado (anexo 7). O rendimento total do experimento foi de 21,5% (11 mg)
considerando a massa total obtida. As estruturas podem ser observadas na figura
60.
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Figura 60.: Produtos de biotransformacéao de (S)-(-)-a-pineno com C. elegans.

Para o experimento utilizando como substrato (S)-(-)-a-pineno com
Cunninghamela echinulata, inicialmente, observou-se a formacéo de uma mistura
de 4 produtos e o consumo total do substrato de partida. No terceiro dia foi
observada a formacdo de uma mistura de cinco produtos, sendo o produto 5,

majoritario. (Grafico 16.).
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Grafico 16.: Biotransformacao de (S)-(-)-a-pineno com Cunninghamella echinulata.
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Na experimentacdo foi observada uma mistura de cinco monoterpenos
identificados como frans-pinocarveol (1) e indice de retencéo (IR) de 1135, cimen-
8-ol (2) e IR de 1179, a-terpineol (3) e IR de 1185, mirtenol (4) e IR de 1192 e
verbenona (5) com IR de 1201, sendo, a verbenona, o produto majoritario, obtido
com alta taxa de conversao (anexo 8). O rendimento total do experimento foi de
29,4% (15 mg), considerando a massa total. Os produtos obtidos apresentam as

estruturas conforme figura 61.
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Figura 61.: Produtos de biotransformacao de (S)-(-)-a-pineno com Cunninghamella

echinulata.

Para o fungo Mortierella isabellina foi observada a formagado do produto
majoritario, bem como o consumo total do substrato de partida, avaliado através do
grafico, com rapida conversdo do produto de partida a partir do primeiro dia e

formacao de uma mistura de seis produtos. (Grafico 17.).
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Grafico 17.: Biotransformacgao de (S)-(-)-a-pineno com cultura de Mortierella

isabelina.

Os resultados mostram que a partir do primeiro dia seis novos produtos
foram formados, com tempo de retengao entre 5,01 (1) e 5,80 (6), identicos aos
obtidos para (R)-(+)-a-pineno com Cunninghamella echinulata. Os produtos foram
identificados como trans-pinocarveol (1) e indice de retengédo de 1134, menta-1,5-
dien-8-ol (2) e indice de retencédo de 1167, cimen-8-ol (3) e indice de retencao de
1180, a-terpineol (4) e indice de retencdo de 1186, mirtenol (5) e indice de
retencdo de 1190 e verbenona (6) com indice de retengao de 1202. O rendimento
total do experimento foi de 31,3% (16 mg), considerando a massa total. Os

produtos obtidos apresentam as estruturas mostradas na figura 62.
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Figura 62.: Produtos de biotransformacao de (S)-(-)-a-pineno com Mortierella

isabellina.

5.2.3. Produtos de Transformacgao de (S)-(-)- B-pineno com fungos

filamentosos

Apods os estudos realizados com (R)-(+)-a-pineno e (S)-(-)-a-pineno, foram
realizadas reacdes de biotransformacédo utilizando como substrato (S)-(-)-B-pineno
no estudo com fungos filamentosos. Os resultados estdo mostrados na tabela 18.
Apds o tempo de incubagdo o meio reacional foi extraido e obtido a fragdo orgénica,

sendo analisada através de cromatografia a gas.
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Tabela 18: Cinética da reacao do de (S)-(-)-B-pineno em cultura de fungos

filamentosos *

Cunninghamella elegans

produtos Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3
(S)-(-)-B-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol (tr 5,01) ** 0,0 13,8+/-0,5 15,9+/-0,5 5,5+/-2,4
NI (tr 5,32) ** 0,0 0,0 3,1+/-0,5 3,1+/-1,1
Terpinen-4-ol (tr 5,40) ** 0,0 0,0 3,0+/-1,0 1,1+/-1,8
a-terpineol (tr 5,55) ** 0,0 76,2+/-9,6 73,0+/-1,9 63,3+/-1,2
Mirtenol(tr 5,70) ** 0,0 4,8+/-0,8 2,9+/-4,5 0,5+/-0,2
Verbenona (tr 5,80) ** 0,0 0,0 0,8+/-0,3 22,8+/-3,6

Cunninghamella echinulata

produtos Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3
(S)-(-)-B-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
Menta-1,5-dien-8-ol (tr 5,10) ** 0,0 1,3+/-1,0 3,8+/-1,9 4,8+/-0,5
NI (tr 5,32) ** 0,0 2,3+/-2,0 2,5+/-1,1 3,4+/-0,5
Terpinen-4-ol (tr 5,40) ** 0,0 2,1+/-0,9 1,9+/-0,6 2,1+/-0,8
a-terpineol (tr 5,55) ** 0,0 88,5+/-0,8 87,2+/-2,0 86,4+/-1,8
Mirtenol (tr 5,70) ** 0,0 1,7+/-0,2 2,4+/-0,4 1,8+/-0,2

Mortierella isabellina

produtos Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3
(S)-(-)-B pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol (tr 5,01) ** 0,0 2,4+/-1,0 1,7+/-0,9 3,9+/-1,2
NI (tr 5,32) ** 0,0 3,6+/-0,3 3,6+/-0,8 1,6+/-0,3
Terpinen-4-ol (tr 5,40) ** 0,0 2,1+/-0,6 1,7+/-0,4 1,8+/-0,4
a-terpineol (tr 5,55) ** 0,0 89,8+/-2,5 90,1+/-3,5 86,1+/-1,6
Mirtenol (tr 5,70) ** 0,0 1,5+/-0,3 1,7+/-0,3 2,94/-0,7

* Tragos de outros produtos foram desprezados
** Tempo de retengao produtos principais em minutos
NI: Produto N&o Identificado

O experimento com Cunninghamella elegans mostrou o consumo total do
substrato de partida, pode ser avaliado através do grafico, onde se mostra total
conversao do produto de partida desde o primeiro dia, sendo observada a formacgao
de uma mistura de seis produtos apos e dias de reagao (Grafico 18.), sendo dois

majoritarios.
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Grafico 18.: Biotransformacao de (S)-(-)-B-pineno com cultura de Cunnnighamella

elegans.

Os resultados mostram que, a partir do primeiro dia, trés produtos foram
formados havendo dimuigdo do teor do produto majoritario com formagéo de um
novo produto a partir do terceiro dia. Os compostos apresentaram tempos de
retencao entre 5,01 e 5,80 e, de acordo com os cromatogramas obtidos, os dados
de espectrometria de massas (anexo 9) e com a comparagéo com a literatura os
produtos foram identificados como frans-pinocarveol (1) e indice de retencéo (IR)
de 1136, terpinen-4-ol (3) com IR de 1173, a-terpineol (4) com IR de 1186,
mirtenol (5) e IR de 1190 e verbenona (6) com indice de retengao de 1198. Um
composto com tempo de retengdo de 5,32 ndo foi identificado (2) apresentando
indice de retengcdo de 1154 e como principais ions 59, 79, 95, 110, 136, 151. O
rendimento total do experimento foi de 25,0% (13 mg), considerando todos os dias

de experimento. As estruturas dos produtos sdo apresentadas no figura 63.
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Figura 63.: Produtos de biotransformacéao de (S)-(-)-B-pineno com Cunnighamella

elegans.

O experimento realizado utilizando como substrato (S)-(-)-B-pineno no
estudo com Cunnighamella echinulata mostrou resultados que podem ser avaliados
através do grafico, com conversao do produto de partida a partir do primeiro dia e a
formagao de um produto majoritario idéntico ao obtido para o experimento anterior
(Grafico 19.).
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Grafico 19.: Biotransformacgao de (S)-(-)-B-pineno com Cunninghamella echinulata.

Os resultados mostram que a partir do primeiro dia se observou a formagao
de predominantemente do produto 4, com uma conversao préxima a 89% e tempo
de retencdo de 5,55 minutos. Os demais compostos apresentaram tempo de
retencdo entre 5,10 (1) e 5,70 (5) e foram identificados como menta-1,5-dien-8-ol (1)
e indice de retencao (IR) de 1166, terpinen-4-ol (3) e IR de 1173, a-terpineol (4) e IR
de 1185 e mirtenol (5) com indice de retencdo de 1192 (anexo 10). Os produtos
obtidos apresentam as estruturas conforme figura 64. O rendimento total do
experimento foi de 28,8% (15 mg), considerando a massa total. Os espectros dos

compostos, bem como o0s espectros de massa sao
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Figura 64.: Produtos de biotransformacéao de (S)-(-)-B-pineno com Cunninghamella

echinulata.

No experimento utilizando Mortierella isabellina como biocatalista verificou-
se 0 consumo total do substrato de partida e conversao de quase 90% para o

produto majoritario (Grafico 20.).
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Grafico 20.: Biotransformacgao de (S)-(-)-B-pineno com cultura de Mortierella

isabellina
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Os produtos apresentaram tempo de retengdo de 5,01 (1), 5,32 (2), 5,40
(3), 5,55 (4) e 5,70 (5) minutos, respectivamente e foram identificados como trans-
pinocarveol (1) e indice de retengao (IR) de 1134, terpinen-4-ol (3) e IR de 1172,
a-terpineol (4) e IR de 1184 e mirtenol (5) com indice de retencdo de 1192. O
rendimento total do experimento foi de 32,6% (17 mg), considerando a média. O
produto com tempo de retencdo de 5,32 nédo foi identificado. Os produtos obtidos

apresentam as estruturas mostradas na figura 65.
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Figura 65.: Produtos de biotransformacéao de (S)-(-)-B-pineno com Mortierella

isabellina.

5.2.4. Produtos de transformacao de 6leo de terebentina com fungos

Os resultados obtidos para os produtos isolados mostraram a habilidade
das culturas de fungos em biotransformar os monoterpenos (R)-(+)-a-pineno, (S)-(-)-
a-pineno e (S)-(-)-B-pineno. Isso possibilitou que novos estudos fossem realizados,
a fim de investigarmos reagdes utilizando o 6leo de terebentina, caracterizado pela
presenca alfa e beta pineno como produtos majoritarios. Conforme apresentado

anteriormente nas reacdes com C. roseus o 6leo utilizado é composto de 49,9% de

Rogério Zen Petersen

159



Tese de doutorado

a-pineno e 38% de B-pineno, sendo adicionado 60 pul de dleo. Os resultados séao

mostrados na tabela abaixo (Tabela 19.).

Tabela 19.: Cinética da reagao do oleo de terebentina em cultura de fungos

filamentosos*

Cunninghamella elegans

Produtos Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3

a-pineno 45,7 0,0 0,0 0,0

B-pineno 38,6 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol (tr 5,01) ** 0,0 10,1+/-3,6 7,7+/-4,5 12,4+/-1,4
NI (tr 5,32) ** 0,0 8,6+/-3,0 7,1+/-41 10,0+/-0,4
Terpinen-4-ol (tr 5,40) ** 0,0 4,6+/-1,0 3,6+/-1,8 5,0+/-0,4
a-terpineol (tr 5,55) ** 0,0 71,5+/-4,0 75,2+/-10,2 56,7+/-4,5
Mirtenol (tr 5,70) ** 0,0 1,7+/-0,5 3,2+/-2,1 4,6+/-1,3

Cunninghamella echinulata

Produtos Dia 0 Dia1 Dia 2 Dia 3

a-pineno 45,7 0,0 0,0 0,0

B-pineno 38,6 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol (tr 5,01) ** 0,0 5,5+/-1,0 11,5+/-1,5 14,4+/-1,6
Menta-1,5-dien-8-ol (tr 5,10) ** 0,0 11,1+/-1,0  10,2+/-0,6 11,2+/-0,5
NI (tr 5,32) ** 0,0 4,8+/-0,6 5,1+/-0,1 4,7+/-0,2
Terpinen-4-ol (tr 5,40) ** 0,0 4,2+/-0,8 5,0+/-1,8 6,3+/-4,3
a-terpineol (tr 5,55) ** 0,0 73,3+/-2,6  57,4+/-4,3 58,6+/-6,4

Mortierella isabellina

Produtos Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3

a-pineno 45,7 0,0 0,0 0,0

B-pineno 38,6 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol (tr 5,01) ** 0,0 1,4+/-0,3 3,9+/-1,6 11,3+/-0,5
Menta-1,5-dien-8-ol (tr 5,10) ** 0,0 10,5+/-1,1  11,1+/-0,2 15,3+/-0,5
NI (tr 5,30) ** 0,0 2,6+/-1,1 4,9+/-1,2 6,5+/-0,5
Terpinen-4-ol (tr 5,40) ** 0,0 19,6+/-1,6  21,0+/-0,6 6,7+/-2,2
a-terpineol (tr 5,55) ** 0,0 63,4+/-3,6  53,7+/-0,6 55,9+/-6,1

* Tragos de outros produtos foram desprezados
** Tempo de retengao produtos principais em minutos

NI: Produto N&o Identificado

Para o experimento com Cunninghamella elegans o consumo dos produtos

de partida ocorreu de forma extremamente rapida, levando a formacdo de um
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produto majoritario chegando a 71% de conversao no primeiro dia como se observa

no grafico 21, havendo diminuigdo acentuada no seu teor a partir do terceiro dia.
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Grafico 21.: Biotransformagao de terebentina com cultura de Cunninghamella

elegans.

Os produtos apresentaram tempo de retencao de 5,01 (1), 5,32 (2), 5,40
(3), 5,55 (4) e 5,70 (5) minutos, respectivamente e foram identificados como trans-
pinocarveol (1), terpinen-4-ol (3), a-terpineol (4) e mirtenol (5) com indices de
retencao idénticos aos obtidos nos experimentos anteriores sendo o produto 5,32
(2) nao identificado. Os produtos obtidos apresentam as estruturas conforme

figura 66 com rendimento de 41,6% (25 mg), considerando a massa total para o
experimento.
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Figura 66.: Produtos de biotransformacgéo de terebentina com Cunninghamella

elegans.

No experimento utilizando como substrato 6leo de terebentina no estudo
com Cunninghamella echinulata foi observada a formag¢ao do produto majoritario (a-
terpineol) com uma converséo proxima a 73% apresentando tempo de retencdo de

5,55 minutos (5) (Grafico 22.) e diminuigdo do seu teor no segundo dia.
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Grafico 22.: Biotransformacéo de terebentina com cultura de Cunninghamella

echinulata.
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Os produtos apresentaram tempo de retencéo entre 5,01 (1) e 5,55 (5) e
foram identificados como frans-pinocarveol (1), menta-1,5-dien-8-ol (2), terpinen-4-ol
(4) e a-terpineol (5) semelhantes aos obtidos no experimento anterior com
acréscimo do composto 2. O rendimento total do experimento foi de 29,4% (15 mg),
considerando a massa total. O composto com tempo de retengao de 5,32 nao foi
identificado apresentando indice de retencdo de 1154 e fragmentagcdo semelhante
ao obtido para o experimento de (S)-(-)-B-pineno e C. elegans. Os produtos obtidos
apresentam as estruturas mostradas no figura 67. Os indices de retengcdo foram

semelhantes aos produtos ja obtidos.
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Figura 67.: Produtos de biotransformacao de terebentina com Cunninghamella

echinulata.

No experimento com Mortierella isabellina verificou-se conversao total do
produto de partida a partir do primeiro dia e conversao de aproximadamente 55%

para o produto majoritario (Grafico 23.).
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Grafico 23.: Biotransformacao de terebentina com cultura de Mortierella isabellina.

Os resultados mostram que a partir do primeiro dia o produto de partida
mostrou alta capacidade de bioconversdo com uma conversdo maxima ja no
primeiro dia. Os compostos apresentaram tempo de retencao de 5,01 (1), 5,10 (2),
5,30 (3), 5,40 (4) e 5,55 (5) minutos, respectivamente, sendo identificados como
trans-pinocarveol (1), menta-1,5-dien-8-ol (2), terpinen-4-ol (4) e a-terpineol (5) e
indices de retengdo idénticos aos obtidos nos experimentos anteriores. O
rendimento total do experimento foi de 28,3% (17 mg), considerando a massa

total. Os produtos formados séo idénticos aos obtidos no experimento anterior.

5.3.5. Produtos de transformac¢ao de monoterpenos utilizando PDB

Os monoterpenos utilizados para as reagdes foram submetidos a novos
experimentos onde foi entdo modificado o meio reacional buscando verificar a
formagao de novos produtos ou a diminuicdo do tempo de conversao. Para isto
foram utilizados 70 mL de meio PDB (caldo batata-dextroxe) adicionados 60 ul do

substrato, sendo realizado um unico experimento com branco, com o procedimento
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idéntico para os demais substratos. Inicialmente foi utilizado (R)-(+)-a-pineno e os

resultados podem ser observados na tabela 20. abaixo.

Os resultados obtidos para este substrato com os fungos em estudo
mostram que a conversdo ocorreu de forma rapida logo no primeiro dia de
experimento. Foi observada a formagao de um produto majoritario, a-terpineol, com
maximo de conversao no terceiro dia de experimento para todos os sistemas. Os
demais produtos formados foram caracterizados utilizando espectrometria de
massas e comparados com dados da literatura com estruturas semelhantes as

obtidas para os experimentos utilizando meio Sabouraud.

Tabela 20.: Produtos de biotransformagao de fungos para (R)-(+)-a-pineno em meio

PDB.
Cunninghamella elegans
produtos dia0 dia1 dia 2 Dia 3
R-(+)a-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
(trans-pinocarveol) 0,0 10,5 4.9 4,7
(menta-1,5-dien-8-ol) 0,0 9,5 7,4 3,7
(Ni) 0,0 9,2 7,2 9,9
(a-terpineol) 0,0 59,4 69,2 72,5
(verbenona) 0,0 11,2 6,1 5,1
Cunninghamella echinulata
produtos dia0 dia1 dia 2 Dia 3
R-(+)-a-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
(trans-pinocarveol) 0,0 11,7 10,5 3,3
(Ni) 0,0 5,3 3,6 3,4
(a-terpineol) 0,0 59,2 69,1 80,1
(verbenona) 0,0 7,5 10,1 13,1
Mortierella isabellina

produtos dia0 dia1 dia 2 Dia 3
R-(+)a-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
(trans-pinocarveol) 0,0 9.8 6,2 7.9
(menta-1,5-dien-8-ol) 0,0 7.8 6.4 49
(a-terpineol) 0,0 60,8 69,6 72,9
(verbenona) 0,0 6,7 11,3 9,6

* Tragos de outros produtos foram desprezados
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Para o substrato (S)-(-)-a-pineno a conversao ocorreu de forma rapida,
sendo observado para o sistema com Cunninghamella echinulata o maior conversao
do composto majoritario (a-terpineol), obtido com 54% de conversédo (Tabela 21).
Para os demais sistemas, além da formagao de a-terpineol foi observada formacéao

de verbenona, ambos produtos obtidos com maximo de conversao apos trés dias.

Tabela 21.: Produtos de biotransformacao de fungos para (S)-(-)-a-pineno em meio

PDB.
Cunninghamella elegans
produtos dia0 dia 1 dia 2 Dia 3
(S)-(-)-a-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol 0,0 7,4 11,9 12,7
Menta-1,5-dien-8-ol 0,0 7,1 10,9 9,6
a-terpineol 0,0 27,9 22,7 27,2
diidro-carvona 0,0 23,2 19,3 11,8
verbenona 0,0 3,6 17,1 19,8
Cunninghamella echinulata
produtos dia0 dia 1 dia 2 Dia 3
(S)-(-)-a-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol 0,0 12,4 12,2 8,8
Menta-1,5-dien-8-ol 0,0 11,9 10,2 3,8
cimen-8-ol 0,0 27,1 38,4 4,8
a-terpineol 0,0 11,5 8,1 54,8
verbenona 0,0 3.1 16,4 4,1
Mortierella isabellina
produtos dia0 dia 1 dia 2 Dia 3
(S)-(-)-o-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol 0,0 11,2 10,7 9,1
Menta-1 ,5-dien-8-ol 0,0 11,5 10,1 4,1
cimen-8-ol 0,0 8,3 9,7 7,3
a-terpineol 0,0 22,2 31,4 39,7
mirtenol 0,0 15,2 6,5 3,7
verbenona 0,0 10,4 16,6 25,1

* Tragos de outros produtos foram desprezados

O experimento utilizando como substrato (S)-(-)-B-pineno foi realizado
seguindo a mesma metodologia anterior cujos resultados s&o observados na
tabela 22.
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Tabela 22.: Produtos de biotransformacao de fungos para (S)-(-)-p-pineno em

meio PDB.
Cunnighamella elegans
produtos dia 0 dia 1 dia 2 dia 3
(S)-(-)-B-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol 0,0 1,2 5.1 1,4
borneol 0,0 2,8 4,2 4.9
terpinen-4-ol 0,0 1,3 9,3 1,2
a-terpineol 0,0 91,2 79,9 80,9
mirtenol 0,0 1,2 1,5 1,1
Cunnighamella echinulata
produtos dia 0 dia 1 dia 2 dia 3
(S)-(-)-B-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
Menta-1,5-dien-8-ol 0,0 2,7 3,2 25
borneol 0,0 6,4 2,2 1,5
a-terpineol 0,0 79,3 92,8 84,1
verbenona 0,0 6,9 1,5 4,2
Mortierella isabellina

produtos dia 0 dia 1 dia 2 dia 3
(S)-(-)-B-pineno 100,0 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol 0,0 6,7 2,4 2,8
borneol 0,0 3,7 3,3 2,3
A-terpineol 0,0 88,3 92,1 94,2
mirtenol 0,0 1,4 1,3 1,6

* Tragos de outros produtos foram desprezados

Os resultados obtidos para este substrato com os fungos em estudo
mostram a formagdo de um produto majoritario, a-terpineol, com maximo de
conversao no primeiro dia de experimento para C. elegans, no segundo dia para C.

echinulata e terceiro dia para M. isabellina e rendimentos superiores a 80%.

Para o 6leo de terebentina foram realizados os estudos com os fungos

utilizando a mesma metodologia. Os resultados estdao mostrados na tabela 23.
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Tabela 23.: Produtos de biotransformacao de fungos com Oleo de terebentina em

meio PDB.
Cunninghamella elegans
produtos dia0 dia 1 dia 2 dia 3
a-pineno 45,7 0,0 0,0 0,0
B-pineno 38,6 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol 0,0 4.1 5,2 9,2
Ni 0,0 4,7 4,4 5,5
terpinen-4-ol 0,0 3,9 57 3,6
A-terpineol 0,0 85,7 68,2 67,7
mirtenol 0,0 1,5 94 1,2
Cunninghamella echinulata
produtos dia0 dia 1 dia 2 dia 3
a-pineno 45,7 0,0 0,0 0,0
B-pineno 38,6 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol 0,0 12,4 6,7 5,2
Ni 0,0 5,2 3,5 3,1
A-terpineol 0,0 65,5 80,5 84,7
Mortierella isabellina

produtos dia0 dia 1 dia 2 dia 3
a-pineno 45,7 0,0 0,0 0,0
B-pineno 38,6 0,0 0,0 0,0
trans-pinocarveol 0,0 7,3 6,5 5,1
Ni 0,0 3,4 4,4 2,7
A-terpineol 0,0 71,1 75,5 82,8

* Tragos de outros produtos foram desprezados

Foi observada a formacdo de um produto majoritario, a-terpineol, com
maximos de conversao com tempos similares ao experimento realizado com (S)-(-)-
B-pineno e rendimentos maximos superiores a 80%. Os monoterpenos utilizados
nos experimentos com meio Sabouraud e PDB apresentaram resultados muito
promissores quando ao tempo e produtos formados. No entanto, a variagdo do meio
pode possibilitar a formacdo de novos compostos. Desta forma foi utilizado tampao
fosfato como meio reacional para a reagdo de biotransformagdo com os fungos

filamentosos em estudo com os monoterpenos.
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Para todos os substratos foram adicionados 60 uL ao meio reacional sendo

realizado um unico experimento acompanhado de controle. Para os substratos,

(R)-(+)-a-pineno, (S)-(-)-a-pineno, (S)-(-)-B-pineno e 6leo de terebentina ndo foram

observados produtos de conversao para nenhum dos fungos sendo apenas obtidos

os respectivos produtos de partida analisados por cromatografia a gas e o meio

utilizado foi considerado inadequado para a reacdo utilizando estes substratos.

Como produtos majoritarios nos experimentos utilizando os monoterpenos a e 3

pineno foi observada a formacdo de a-terpineol e verbenona conforme podemos

observar na tabela 24. abaixo.

Tabela 24.: Produtos de biotransformacdo de monoterpenos com fungos
filamentosos em meio Sabouraud.
Cunninghamella elegans
(R)-(+)-a-pineno (S)-(-)-a-pineno (S)-(-)-B-pineno  Terebentina
produtos Dia 3 Dia 3 Dia 3 Dia 3
trans-pinocarveol 17,1+/-1,6 0,0 5,5+/-2,4 12,4+/-1,4
terpin-4-ol 0,0 0,0 1,1+/-1,8 5,0+/-0,4
A--terpineol 26,0+/-5,7 42,9+/-2,3 63,3+/-1,2 56,7+/-4,5
Diidro-carvona 0,0 25,0+/-2,3 0,0 0,0
mirtenol 6,7+/-1,1 0,0 0,5+/-0,2 4,6+/-1,3
Verbenona 36,8+/-1,8 14,3+/-1,5 22,8+/-3,6 0,0
Cunninghamella echinulata
(R)-(+)-a-pineno (S)-(-)-a-pineno (S)-(-)-B-pineno  Terebentina
produtos Dia 3 Dia 3 Dia 3 Dia 3
trans-pinocarveol 12,1+/-4,5 8,7+/-0,5 0,0 14,4+/-1,6
menta-1,5-dien-8-ol 10,0+/-2,1 0,0 4,8+/-0,5 11,2+/-0,5
cimen-8-ol 4,0+/-0,9 13,4+/-1,6 0,0 0,0
terpin-4-ol 0,0 0,0 2,1+/-0,8 6,3+/-4,3
A-terpineol 33,2+/-4,0 17,4+/-1,0 86,4+/-1,8 58,6+/-6,4
Diidro-carvona 0,0 0,0 0,0 0,0
mirtenol 11,8+/-1,1 16,5+/-1,2 1,8+/-3,6 0,0
verbenona 17,2+/-1,4 44,0+/-1,5 0,0 0,0
Mortierella isabellina
(R)-(+)-a-pineno (S)-(-)-a-pineno (S)-(-)-B-pineno  Terebentina
produtos Dia 3 Dia 3 Dia 3 Dia 3
trans-pinocarveol 12,7+/-1,6 15,3+/-2,6 3,94/-1,2 11,3+/-0,5
menta-1,5-dien-8-ol 14,7+/-1,7 10,3+/-0,8 0,0 15,3+/-0,5
cimen-8-ol 8,4+/-0,5 10,4+/-2,0 0,0 0,0
terpin-4-ol 0,0 0,0 1,8+/-0,4 6,5+/-0,5
A-terpineol 34,0+/-1,8 14,6+/-1,5 86,1+/-1,6 55,9+/-6,1
mirtenol 11,5+/-2,9 11,2+4/-4,2 2,9+/-0,7 0,0
verbenona 20,4+/-7,0 22,8+/-3,4 0,0 0,0
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Os experimentos realizados com fungos levaram a formagao de a-terpineol
como produto majoritario, com conversdes entre 14 e 86 % em meio Sabouraud.
O maximo de conversao em verbenona (44% em 3 dias de experimento) foi obtido
com o sistema Cunninghamella echinulata e (S)-(-)-a—pineno e para a obtengao de
alfa-terpineol os sistemas mais adequados foram (S)-(-)-f—pineno com C.
echinulata e M. isabellina. Os resultados sugerem que a formacao de terpineol e
verbenona constituem rotas competitivas no processo de biocatalise, uma vez que
nos experimentos onde ocorre 0 acumulo de verbenona, ocorre diminuigdo na

formacéao de a-terpineol.

A troca do meio Sabouraud para PDB n&o modificou os tempos reacionais,
parece inibir a rota de formagao de verbenona, observando-se majoritariamente
alfa-terpineol, com obtencao de até 94% deste produto no sistema M. isabellina e
(S)-(-)-B—pineno (Tabela 25.). A utilizacdo de tampéao fosfato ndo mostrou reagao

de biotransformagéo para nenhum dos substratos utilizados.

Tabela 25. Produtos majoritarios de biotransformagcdo de monoterpenos com

fungos filamentosos em meio Sabouraud e PDB.

Cunninghamella elegans

(R)-(+)-a-pineno (S)-(-)-a-pineno (S)-(-)-B-pineno Terebentina
SB PDB SB PDB SB PDB SB PDB
Produtos Dia 3 Dia 3 Dia 3 Dia 3
a-terpineol 26,0 72,5 429 27,2 63,3 80,9 56,7 67,7
verbenona 36,8 5,1 14,3 11,8 22,8 0,0 0,0 0,0
Cunninghamella echinulata
(R)-(+)-a-pineno (S)-(-)-a-pineno (S)-(-)-B-pineno Terebentina
produtos Dia 3 Dia 3 Dia 3 Dia 3
SB PDB SB PDB SB PDB SB PDB
a-terpineol 33,2 80,1 17,4 54,8 86,4 84,1 58,6 84,7
verbenona 17,2 13,1 44,0 41 0,0 4,2 0,0 0,0
Mortierella isabellina
(R)-(+)-a-pineno (S)-(-)-a-pineno (S)-(-)-B-pineno Terebentina
SB PDB SB PDB SB PDB SB PDB
Produtos Dia 3 Dia 3 Dia 3 Dia 3
a-terpineol 34,0 72,9 14,6 39,7 86,1 94,2 55,9 82,8
verbenona 20,4 9,6 22,8 251 0,0 1,6 0,0 0,0
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O segundo produto formado em quantidades apreciaveis, a verbenona
apresenta também vasta aplicagdo na industria alimenticia, sendo constituinte do
sabor de morango-framboeza, conferindo notas canforadas e mentoladas (RAVID
et al., 1997).

Quando comparamos os resultados para os sistemas cataliticos utilizando
as culturas de fungos filamentosos, para monoterpenos observamos conversoes
mais rapidas. Para os monoterpendides poucos estudos foram realizados em
transformacdo com os fungos utilizados. Dentre estes trabalhos, destacam-se
hidroxilagbes com C. echinulata (CARREARAS et al., 1995) e hidroxilagdes
benzilicas com M. isabellina em varios substratos aromaticos (HOLLAND et al.,
1993).

As reacgbes utilizando pinenos com fungos filamentosos levaram a varios
compostos, dentre estes, destaca-se o a-terpineol. No entanto, estes sistemas
enzimaticos possibilitaram que outros compostos fossem formados com conversao
superior as obtidas para o sistema de culturas vegetais de C. roseus, sendo a via
mecanistica utilizada por estes sistemas semelhante ao observado para a cultura

de células.

Quando sao comparados os rendimentos para a as reagdes que utilizam C.
roseus observamos que o melhor resultado obtido para o produto majoritario o-
terpineol foi para o monoterpeno (S)-(-)-B-pineno chegando a 35%. Dentre os
fungos filamentosos observamos melhores rendimentos para o 6leo de terebentina
chegando a 41,6% para o fungo C. elegans. Os rendimentos podem ser

observados na tabela 26 abaixo.
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Tabela 26.: Rendimentos para as reag¢des de biotransformagao com fungos e

células.
RENDIMENTOS (a-terpineol) %
C.roseus
(R)-(+)-a-pineno  (S)-(-)-a-pineno  (S)-(-)-B-pineno Terebentina
29,7 32,4 35,1 21,6
C. elegans
31,3 21,5 25,0 41,6
C. echinulata
37,2 29,4 28,8 294
M. isabellina
23,5 31,3 32,6 28,3

Um importante fator a considerar € o valor dos produtos obtidos nas
reagcdes de biotransformacdo. Todos os produtos de partida mostram valores
comerciais inferiores a 100 ddlares, diferentemente dos produtos formados que
apresentam valores de compra que chegam a mais de 1000 délares. Os valores

podem ser observados na tabela 27.

Tabela 27.. Precos dos produtos de partida e obtidos com as reagdes de

biotransformacao®.

Produtos partida Preco ($) 5ml  Produtos formados Preco ($)
(R)-(+)-a-pineno 10,20 trans-pinocarveol 1.152,00
(S)-(-)-a-pineno 38,00 a-terpineol 836,00
(S)-(-)-B-pineno 88,00 Mirtenol 928,00
Verbenona 345,00

* Os precos referen-se a valores cotados em délares em 20/06/2006 no catélogo on line sigma-

aldrich.

Os produtos avaliados nas reagbes com células vegetais e fungos
filamentosos mostraram que o estudo com estes sistemas sdo promissores,
tornando-se necessarias novas avaliagcbes quanto aos meios reacionais, na busca

de condi¢des que possam incrementar os produtos formados.
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- A realizagdo da curva de crescimento para Catharanthus roseus
possibilitou que fosse definido o dia 4 como o melhor para a inoculagdo do

substrato no meio reacional.

- A purificagdo dos experimentos realizados com (R)-(+)-a-pineno, (S)-(-)-a-
pineno, (S)-(-)-B-pineno levaram ao isolamento de a-terpineol com 29,7%, 32,4%,

23,7 de rendimento, respectivamente utilizando C.roseus.

- Para o 6leo de terebentina na reagcao com C.roseus foi purificado e isolado
o produto a-terpineol obtido rendimento de 21,6% quando comparado com a

massa total de 6leo adicionado.

- Nos experimentos utilizando (S)-(-)-B-pineno foi isolado o produto hidrato
de terpineol com rendimento de 3,51%. Para o 6leo de terebentina o produto
hidrato de terpineol foi obtido rendimento de 26,7% em relagdo a massa

adicionada de dleo.

- O experimento de (R)-(+)-a-pineno, (S)-(-)-a-pineno e (S)-(-)-B-pineno e
Oleo de terebentina com Catharanthus roseus levou ao consumo total do produto
de partida em tempos entre 7 e 9 dias, sendo a-terpineol o produto majoritario
para todas as reagdes, com conversdes superiores a 80%. O experimento de (S)-
(-)-B-pineno realizado em 15 dias levou ao consumo parcial de a-terpineol a partir

do dia 6, com formacao de hidrato de terpineol.

- A curva para avaliar o ciclo de crescimento dos fungos e identificar o ponto
de crescimento exponencial definiu o dia 3 como o melhor para a adigdo do

substrato no meio reacional.

- Os experimentos de (R)-(+)-a-pineno, (S)-(-)-a-pineno, (S)-(-)-B-pineno e

Oleo de terebentina com Cunninghamella elegans, Cunninghamella echinulata e
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Mortierella isabellina levaram ao consumo total do produto de partida em 3 dias e
formagao de a-terpineol, em concentragées que variaram de 14 a 86%, em 3 dias

de reacdo em caldo Sabouraud.

- O experimento de (S)-(-)-a-pineno com Cunninghamella echinulata levou
ao consumo total do produto de partida em 3 dias e formacgao de verbenona como
produto majoritario, na concentracdo de 44%, acompanhada de 17% de o-

terpineol.

- O melhor rendimento de verbenona obtido foi de 41,6% para o fungo

C.elegans com 6leo de terebentina.

- A utilizacdo de PDB como meio reacional levou a alteragdes significativas
no perfil biocatalitico dos fungos estudados, ocorrendo favorecimento na formagéao

de a-terpineol.

- Quando as reagdes foram conduzidas em tampéao fosfato pH 7,0, nenhum
produto de biotransformacéo foi observado, para os substratos (R)-(+)-a-pineno,

(S)-(-)-a-pineno, (S)-(-)-a-pineno e 6leo de terebentina.

- Todos os produtos obtidos pelas reagdes de biotransformacéao
apresentaram valores comerciais superior aos produtos de partida utilizados nos

experimentos.
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ANEXO 1: Cromatograma e equacgao utilizados para os calculos dos indices de
retengao dos produtos formados.

Data:ALCANDS .D A3 Method :ALCANDS . HBY Ch=1
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Onde:

n = numero de carbonos do carbono mais leve
m = numero de carbonos do carbono mais pesado
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ANEXO 2: Cromatogramas produtos de biotransformacao obtidos com cultura de
células vegetais de C. roseus em reagao de biotransformacéo utilizando (R)-(+)-a-
pineno como substrato, sendo (A) produto 1 (Fenchol), (B) produto 2 ((Borneol),
(C) Produto 3 (Terpinen-4-ol) e (D) produto 4 (Terpineol).
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ANEXO 3: Cromatogramas produtos de biotransformacao obtidos com cultura de
células vegetais de C. roseus em reagao de biotransformagao utilizando (S)-(-)-a-
pineno como substrato, sendo (A) produto 1 (frans-pinocarveol), (B) produto 2
(Terpineol), (C) Produto 3 (Mirtenol) e (D) produto 4 (Nao identificado).
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ANEXO 4: Cromatogramas produtos de biotransformacao obtidos com cultura de
células vegetais de C. roseus em reagao de biotransformacéo utilizando (S)-(-)-B-
pineno como substrato, sendo (A) produto 1 (Fenchol), (B) produto 2 (Borneol), (C)
Produto 3 (Terpineol) e (D) produto 4 (Hidrato de Terpineol).
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ANEXO 5: Cromatogramas produtos de biotransformacao obtidos com cultura de
células de C. elegans em reacéo de biotransformacéo utilizando (R)-(+)-a-pineno
como substrato, sendo (A) produto 1 (trans-pinocarveol), (B) produto 2 (Terpineol),
(C) Produto 3 (Mirtenol) e (D) produto 4 (Verbenona).
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ANEXO 6: Cromatogramas produtos de biotransformacao obtidos com cultura de
células de C. echinulata em reagcdo de biotransformagéo utilizando (R)-(+)-0-
pineno como substrato, sendo (A) produto 1 (frans-pinocarveol), (B) produto 2
(Menta-1,5-dien-8-ol), (C) Produto 3 (Cimen-8-ol), (D) produto 4 (Terpineol), E
produto 5 (Mirtenol) e (F) produto 6 (Verbenona).
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ANEXO 7: Cromatogramas produtos de biotransformacao obtidos com cultura de
células de C. elegans em reacdo de biotransformacgéo utilizando (S)-(-)-a-pineno
como substrato, sendo (A) produto 3 (Nao identificado), (B) produto 4 (Terpineol),
(C) produto 5 (Dihidro-carvona) e (D) produto 6 (Verbenona).
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ANEXO 8: Cromatogramas produtos de biotransformacao obtidos com cultura de
células de C. echinulata em reacéo de biotransformacéo utilizando (S)-(-)-a-pineno
como substrato, sendo (A) produto 1 (trans-pinocarveol), (B) produto 2 (Cimen-8-
ol), (C) produto 3 (Terpineol), (D) produto 4 (Mirtenol) e (E) produto 5
(Verbenona).
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ANEXO 9: Cromatogramas produtos de biotransformacao obtidos com cultura de
células de C. elegans em reacado de biotransformacé&o utilizando (S)-(-)-B-pineno
como substrato, sendo (A) produto 1 (trans-pinocarveol), (B) produto 2 (Nao
identificado), (C) produto 3 (Terpinen-4-ol), (D) produto 4 (Terpineol), (E) produto
5 (Mirtenol) e (D) produto 6 (Verbenona).
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ANEXO 10: Cromatogramas produtos de biotransformagao obtidos com cultura de
células de C. echinulata em reacéo de biotransformacéo utilizando (S)-(-)-B-pineno
como substrato, sendo (A) produto 1 (Menta-1,5-dien-8-ol)), (B) produto 2 (Nao
identificado), (C) produto 3 (Terpinen-4-ol), (D) produto 4 (Terpineol) e (E) produto
5 (Mirtenol).
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