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RESUMO

O trabalho descrito nesta dissertagio refere-se a biotransformacio do
1soesteviol pelos fungos Penzcillium chrysagenum e Rhigopus arrbizus. O isoesteviol
¢ um composto obtido da hidrdlise quimica do esteviosideo, um glicosideo
diterpenoide extraido da Stevia rebandiana.

Os experimentos de biotransforma¢io com o P. chrysogenum
resultaram no isolamento do 17-hidroxiisoesteviol. Este é o primeiro relato de
funcionalizagio de um grupo metila de um diterpendide tetraciclico por: b
chrysogenum. A tmportancia deste resultado é comparavel a produgio industrial
do norpatchoulenol tendo, como uma das etapas a hidroxilagio da metla do
alcool “patchouli” pelo Penicillinum rubrum.

O 7B-hidroxiisoesteviol foi obtido nos experimentos com o R
arrhizus. Este resultado foi comparado com a obtengio anterior do seu
enantibmero, o 7a-hidroxiisoesteviol, através de biotransformacio do mesmo
substrato por outro fungo. Nossos resultados demonstraram a possibilidade da

obten¢io de novos compostos através do uso de fungos adequados.

Vit



ABSTRACT

This dissertation describe the biotransformation of isosteviol by the
fungt Penicillium chrysogenum and Rhbigopus arrbizus. Isosteviol 1s a compound
obtained by the chemical hydrolysis of stevioside, which 1s a diterpenoid
glycoside obtained from Stevia rebandiana.

The biotransformation experiments with P. chrysogenum produced 17-
hidroxiisosteviol, which was 1solated. This 1is the first report of
functionalization of a methyl in a tetracyclic diterpenoid by P. chrysogenum. The
importance of this result is compared with example of industrial production of
the norpatchoulenol having the step of hydroxylation of a methyl of the
alcohol “patchoult” by Penictlium rubrum.

The 7B-hydroxyisosteviol was obtained with R. arrhigus. This result

was compared with the obtention of 7at-hydroxyisosteviol obtained previously
by biotransformation of the same substrate by another fungus. Our results

shown the possibility of obtaining new compounds using approprate fungi.
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INTRODUGAO
Biotransformagio de Compostos Organicos

A biotransformagio é um processo pelo qual um composto organico
¢ modificado por meio de reagdes quimicas, catalisadas por enzimas. As
enztmas podem ser secretadas ou manter-se dentro da célula do
microrganismo vivo. A molécula de um determinado composto organico pode
ser modificada através de transformagio funcional acompanhada ou nio de
degradacio do esqueleto carbonico. A transformagio quimica pode ser
resultado de uma dnica reagdo ou de uma sequéncia de rea¢des enzimaticas.

As reagles enzimaticas geralmente apresentam algumas propriedades
que podem ser definidas como caracteristicas da biotransformagio:

e Reacio regioespecifica: 2 molécula é atacada em um determinado
ponto mesmo existindo outros atomos com as mesmas caracteristicas .

e Reagdo estereoseletiva: o centro ativo da enzima é capaz de
distinguir entre os enantidmeros de uma mistura racémica fazendo com que a
reagdo ocorra apenas com um dos enantidbmeros.

e Condigdes brandas: em geral ha uma grande interagio entre a
molécula e a enzima fazendo com que a energia de ativagdo seja diminuida e a
reagio ocorre em condigdes suaves (temperatura abaixo de 40° C, pH
proximo da neutralidade, pressdo normal). As condigdes amenas impedem que
ocorra decomposi¢io do produto, requer menor energia e sdo favoraveis para
o desenvolvimento do microrganismo.

e Abrangéncia: Abrange praticamente todos os tipos de reagdes
quimicas: oxidagio, reduc¢io, hidrdlise, condensagio, isomerizacio e formagio
de ligagdes C-C ou ligagdes de carbono com heteroatomo.

As caracteristicas acima podem ser muito tteis na obtencio de alguns

produtos dificets de serem sintetizados por métodos classicos, os quais muitas
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vezes utilizam condi¢des severas de temperatura e pressdo incompativels com
muitas moléculas organicas (Faber,1992).

A utllizagio de microrganismos para modificagio de compostos
organicos é conhecida desde o século passado com aplicacGes industriais
importantes. Como exemplos historicos estio a oxidagio do etanol a acido
acético por Bacterium xylinum realizada por Pasteur em 1862 e a oxidagio de
sorbitol a sorbose por Acetobacter sp estudada por Bertrand em 1896.

Mais recentemente o interesse pelas biotransformagdes foi reativado
com trabalhos realizados com esterdides. Esterdides sio hormoénios que
exercem varias fungdes no organismo e sio produzidos por algumas glandulas
endocrinas. Disfungbes das glandulas produtoras desses hormoénios levam ao
aparecimento de doengas, cujo controle depende da administragio aos
pacientes dos hormoénios que o organismo nio produz eficientemente.

A produgio comercial de esteréides para uso terapéutico era, no
inicio, feita através de extragio de glandulas de mamiferos. Para atender a
crescente demanda foi necessario desenvolver métodos de sinteses, a partir de
materiais naturais abundantes com nucleo esteroidal, tais como os esterdides
(Hechter ez a/, 1949).

Muitos esterdides comercialmente importantes, como por exemplo
os corticosterétdes, possuem uma fung¢do oxigenada no carbono 11.
Entretanto, as fontes naturais abundantes de substincias com o nucleo
esteroidal ndo possuem o carbono 11 funcionalizado, e os métodos quimicos
desenvolvidos para hidroxilar aquele carbono eram extremamente ineficientes.
Para hidroxilar esta posigdo através de reagles quimicas sio necessarios 31
passos de reacdo. Isto levou a métodos alternativos de funcionalizacio de
posigdes ndo ativadas, que culminou com a descoberta da hidroxilagio da
progesterona (1) na posi¢io 11 pelo fungo Rhigopus arrhizus (Esquema 1)
resultando na 1la-hidroxiprogesterona (2) (Peterson e Murray, 1952), um
esteroide utilizado na terapéutica. Este resultado estimulou novos trabalhos
com esteroides e derivados, onginando um grande volume de informacdes

nesta area.
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R. arrhizus
__’

0Y) (2)

Esquema 1: Biotransforamagiao da progesterona (1) em 11a-
hidroxiprogesterona (2)

O fermento de pio (“baker’s yeast”) é catalisador para algumas reagdes
enzimaticas (Esquema 2), como redugio assimétrica de compostos carbonila
produzindo intermedidrios quirais utilizados na obten¢io de produtos com

importante atividade biologica (Stanley, 1998).

o) 0O
"Baker's yeast" oH 0
Rad — RlSM
OEt EtOH, H,0 OFEt

Rl = CH3, CHzph, C6H5

Esquema 2: Redugio assimétrica de composto carbonila
utilizando-se como catalisador fermento de pdo.

O Taxol, um diterpeno policiclico, é um importante produto utilizado
no tratamento de vérios tipos de cancer. E extraido da casca de 4rvores da
espécie Taxus. A porcentagem de Taxol extraido das plantas apresenta baixo
rendimento, cerca de 0,07%, portanto outras técnicas foram utilizadas para sua
obtengio através de sinteses e biotransformagio. Um dos processos
alternativos para produgio do Taxol é a reagdo enzimatica realizada por
Psendomonas sp, onde ocorre a hidrdlise estereoseletiva do cis-3-(acetoxi)-4-
fenil-Z;azetidinona, produzindo o (3R)-acetato (Esquema 3), intermediario

desejado para produgio do Taxol (Patel, 1997).
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Acetato Racémico (3R)-Acetato (3S)-Alcool

Esquema 3: Hidrélise estereoseletiva do cis-3-(acetoxi)-4-fenil-
2-azetidinona

Uma estratégia interessante utilizada em algumas biotransformagdes €
o de submeter ao microrganismo um substrato, semelhante a um intermediario
natural da biossintese de alguma substincia de interesse. E a chamada
biotransformagio biossinteticamente dirigida. Um exemplo interessante é o da
biotransformagio de caurenos. As giberelinas, hormonios de crescimento de
plantas, sio também produzidas por um fungo fitopatogénico, a Gibbereia
Jujikaroi. Este fungo é utihzado na produgio comercial das giberelinas A, e
A, A rota biossintética das giberelinas envolve um caureno, o acido cauren-
19-bico (4). Apos hidroxilagdes nos carbonos C-6 e C-7, ocorre contracio do
anel levando ao esqueleto giberelano e as giberelinas, GA, (5), GA, (6), GA,
(7N, GA; (8) (Esquema 4) (Hanson, 1971).
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Esquema 4: Rota biossintética resumida de giberelinas

Através de virios trabalhos, venificou-se que a G. figikurvi transforma
outros diterpenos tetraciclicos, assitm como caurenos modificados (Hanson e
White, 1968). Na produgio comercial de giberelinas, ao enriquecer o meio de
cultura com o substrato natural, o 4cido caurendico, pode-se aumentar 2a
produtividade por ser o acido caurenodico o principal precursor de giberelinas.
Esta estratégra foi objeto de uma patente (Becher ez a/, 1981).

O sucesso obtido com biotransformagdes estimulou a pesquisa com
outros substratos. Hoje existem na literatura relatos de biotransformacgées de
varias classes de compostos tais como carboidratos, antibidticos e terpenos

(Kielisch, 1984).
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O Processo de Biotransformagio

O processo de biotransformagio envolve um substrato, um
microrganismo, e um método de biocatalise (Kieslich,1984). O substrato € o
composto de partida, a substancia que seri transformada pelo complexo
enzimatico do microrganismo resultando em um produto. Quando o substrato
é totalmente estranho ao microrganismo a biotransformacio é caracterizada
como xenobidtica. Caso o substrato seja estruturalmente semelhante a algum
ntermediario biossintético do microrganismo, a biotransformagio é dita
biossinteticamente dirigida.

Para que a biotransformacdo ocorra é necessario que o substrato
entre em contato com as enzimas do microrganismo. As enzimas poderio
estar dispersas no meto de fermentagio ou no interior da célula. Neste Gltimo
caso, o substrato devera ser capaz de atravessar a membrana celular do
microrganismo. Em casos em que o substrato ¢ insolivel em dgua, é
necessanio realizar uma dispersdo do substrato no meio liquido da melhor
forma possivel. Para isso o substrato é dissolvido em solventes hidrossoliveis
e adicionado a cultura do microrganismo. A dispersio conseguida é, na maioria
dos casos, suficiente para que o composto orginico entre em contato direto
com a enzima que ira transforma-lo.

A escolha do microrganismo pode ser feita analisando resultados
disponiveis na literatura para compostos semelhantes ao qual se pretende
estudar. Alguns microrganismos possuem uma certa tolerancia, realizando
transformagdes com compostos diferentes dos substratos naturats. Qutra
forma de escolher o microrganismo é através de um processo empirico de
selegdo. Nesta selecio realiza-se um experimento em pequena escala e analisa-
se o extrato bruto obtido do caldo de fermentagio, comparando-o a um
controle ao qual nio fot adicionado o substrato. Se houver a formagio de
novos metabolitos o fungo terd realizado alguma transformacio no substrato.
A seguir realiza-se um experimento em escala preparativa para se proceder ao

isolamento e identificagdo dos produtos.



O método de biotransformagio a ser utilizado depende das
caracteristicas do microrganismo e do substrato. Com relagio ao
microrganismo, pode-se realizar a biotransformagdo adicionando o substrato
durante ou apds a fase de crescimento da cultura. Durante a fase de
crescimento do microrganismo ocorre a formagio do seu complexo
enzimatico capaz de metabolizar os nutrientes. Se o composto de partida for
adicionado nesta fase ele podera induzir a formagio de enzimas normalmente
nao produzidas pelo microrganismo. Dessa forma sdo maiores as chances de
resultados positivos. Se a op¢do for de adicionar o substrato apds o
desenvolvimento completo do microrganismo, ele ¢ inicialmente cultivado sob
condigdes Stimas e a biomassa é separada por centrifugagio ou filtragio. Em
seguida as células sio transferidas para um outro meio de cultura simples -
como agua e glicose - e o substrato é adicionado. A composi¢io simples do
meto de cultura facilita o isolamento do produto. Entretanto, a transformagio
ira depender de enzimas j4 formadas (Hanson,1992).

Com relagdo ao substrato, seu estado fisico e volatilidade podem
exigir técnicas especiais. Com relagio aos volateis, por exemplo, é necessario
tomar precauc¢des para evitar a evaporagido do substrato, empregando frascos
especiais de fermentagio, ou adicionando o substrato a intervalos regulares.

E importante ressaltar que nem sempre determinado microrganismo
executa alguma transformagio em um substrato adicionado ao meio de cultura
no qual ele se desenvolve. Resultados obtidos no nosso grupo confirmam esta
afirmativa. Em alguns casos, apesar da detecgdo de novos metabolitos, estes
sdo produzidos em quantidades tio reduzidas que dificultam seu isolamento e
identificacio.

Qutra dificuldade também ji enfrentada é a da ocorréncia de
produtos de biotransformagio com comportamento cromatografico muito
semethante a metabdlitos normais do microrganismo. Nestes casos o
isolamento dos ixodutos de biotransformagio se torna muito dificl sem a

utilizagio de métodos cromatograficos de alta eficiéncia.
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Diterpendides

Os terpendides sio compostos orginicos naturais constituidos de
duas ou mais unidades de isopreno (2-metil-1,3-butadieno) e diterpendides sdo
terpendides constituidos de 20 4tomos de carbono . Eles podem ser aciclicos,
biciclicos, triciclicos, tetraciclicos ou macrociclicos (Hanson, 1971). Dentre os
diterpendides tetraciclicos os de esqueletos giberelano, caurano e baterano
tem sido utihizados como substratos em experimentos de biotransformacio.

Um composto importante com esqueleto giberelano é o acido
giberélico (9). Ele faz parte de um grupo de compostos chamados giberelinas,
que sio hormoénios vegetais envolvidos em varios processos fisioldgicos.
Como dito anteriormente, alguns desses compostos sio também produzidos
por alguns microrganismos, principalmente a G. fujikaroi. O acido giberélico
(9), Figura 1 por exemplo, é produzido comercialmente por fermentagio pela
G. fujikuroi (Kumar e Lonsane, 1989)(Hanson, 1991) e é utilizado em véras
culturas vegetais e na produgio do malte, como auxiliar da fermentacio da

cevada.

Figura 1: Estrutura do acido giberélico (9)

Outros diterpendides tetraciclicos comuns na natureza sio aqueles

com esqueleto caureno (10) e batereno (11), Figura 2.
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(10) (11

Figura 2: Estruturas basicas de caureno e baiereno

Alguns caurenbides, encontrados em virias familias vegetais, possuem
attvidades biologicas importantes: a oridonina (12), por exemplo, ¢ um inibidor
tumoral (Fujita, 1976); o 4cido cauren-19-6ico (4) é um antibiético (Mitscher
et al, 1983); o tripterifordin (13) é um agente anti-HIV (Chen e 4/ 1992), e o
esteviosideo (14) é um adogante ndo-calérico (Hanson ef 441993). Pode-se
observar nestes exemplos que o nimero e as posi¢Ses das hidroxilas
influenciam na atividade bioldgica (Figura 3). A hidroxilagio de diterpendides
pode ser convenientemente realizada por fungos (Hanson, 1992), o que torna
este método atraente para obtengdo de substincias biologicamente ativas a

partir de diterpendides facilmente obtidos.

#OGRGh

“Co,Glu

(13) (14)

Figura 3: Estruturas de alguns caurendides  biologicamente
ativos
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A maioria dos trabalhos de sintese e biotransformagio de
diterpendides tetraciclicos envolvem compostos com esqueleto caureno
(Hanson, 1992). Esta preferéncia pode estar relacionada ao fato de varios
compostos dessa classe possuirem atividades biologicas  significativas
(Ghisalberti, 1997). Sobre os compostos com esqueleto baiereno, muito pouco

fo1 explorado em termos de transformagdes quimicas e microbiologicas.

Biotransformagio de Baieranos

Os trabalhos sobre biotransformagio de baieranos sio relativamente
escassos. Boa parte dos relatos envolve o uso da G. fiikuroi, embora outros
fungos tenham sido utilizados.

Como afirmado anteriormente, as giberelinas sio normalmente
biossintetizadas pela G. fujikuroi via um diterpendide tetraciclico com esqueleto
caureno, o acido caurendico (4). Entretanto o fungo é capaz também de
transformar compostos com esqueleto batereno; o baier-15-eno (15), por
exemplo, foi converido nos  produtos  hidroxilados  7,18-
dihidroxibaierenolideo  (16) e 7B-hidroxibaierenolideo (17), e nas
batergiberelinas A, (18) e A5 (19) (Esquema 5). Este resultado indica que o
fungo tem a capacidade de metabolizar substratos nio naturais, conduzindo a
formacio de giberelinas modificadas (Diaz ef 4/, 1985). Este método pode ser

util para a obtengio de giberelinas nio-naturas.
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R=0OH (16)
R=H @17)

|

MeOzb CO,Me

(19

Esquema 5: Biotransformagdo do baier-15-eno por Gibberella fujikuror

QOutro trabalho apresentou a biotransformagio do 7PB,18-diacetdxi-
14at-hidroxibater-15-eno (20) por Rhigopus nmigricans. Os resultados indicaram
hidroxilagio no carbono C-3, (3a,14a-dihidroxi-78,18-diacetoxi-baier-15-eno
(21)) e oxidagio nos carbonos C-15 e C-16, (7B,18-diacetoxi-14at-hidroxi-
15B,16B-epoxibaterano (22)) (Esquema 6) (Garcta-Granados ez a/, 1985).

20
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R. nigricans
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OAc
(20)

(22)

Esquema 6: Biotransformag¢io do 78,18-diacetoxi-14a-
hidroxibaiereno por Rhizopus arrhizus

Com rela¢io ao 1soesteviol, o numero de relatos de biotransformacio

na literatura é escasso. A seguir serdo descritos alguns trabalhos.
Isoesteviol
O 1soesteviol (23)(Figura 4) é um diterpendide tetraciclico baterano

que pode ser obtido através da hidrdlise acida do esteviosideo (14), um

glicosideo obtido da Stevra rebandiana.

“COo,H 23)

Figura 4: Estrutura do Isoesteviol

21



A Stevia rebandiana é uma planta nativa da Serra de Amambay,
localizada no nordeste do Paraguai. A . rebandiana produz o esteviosideo (14),
um glicosideo diterpénico, caracterizado como um adogante nio caldrico e
trezentas vezes mats doce que a sacarose. O esteviosideo é encontrado nas
folhas da planta e é utilizado como substituto da sacarose em bebidas e
alimentos para diabéticos (Kazuyama, 1979). Ele é produzido e comercializado
em paises como o Brasil, Japio, Israel, Coréia e China (Hanson et 4/
1993)(Brito e Brito, 1993).

A hidrdlise acida do esteviosideo (14) leva ao esteviol que reage
imediatamente, através do rearranjo de Wagner Meerwein, (Esquema 7)

(March, 1992) produzindo o 1soesteviol (Ogawa et a/, 1980)(Avent ez af, 1990).

Esquema 7: Rearranjo de Wagner-Meerwein de caurenos

Poucos trabalhos de biotransformagio do isoesteviol (23) foram
encontrados na literatura. No primeiro foi utilizado a mutante B1-41 do fungo
G. fujikuroi, obtendo-se os metabodlitos 7P-hidroxiisoesteviol (24) e 68,78-
dihidroxiisoesteviol (25) (Esquema 8). Porém a identifica¢ido dos produtos foi
realizada através da CG-EM e eles nio foram isolados e completamente

caracterizados por métodos espectroscopicos (Bearder ez af, 1976).
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a
B1-41
—_—
G. fujikuroi " R,
COH
(23) (24) R1=H, R2=0OH
(25) R1=R2=0H

Esquema 8: Biotransformagio do isoesteviol por Gibberella fujikuroi

Outro trabalho (Costa, 1994) mostrou que o isoesteviol (23) inibe a
biossintese de giberelinas pela G. fijikuroi. Entretanto, nenhum produto de
biotransformacio foi isolado e identificado.

Mais recentemente uma biotransformacio do soesteviol foi realizada
em nosso grupo com o fungo Fusarium verticilloides, sendo obtidos os produtos
Ta-hidroxiisoesteviol  (26) e 12P-hidroxiisoesteviol  (27) (Esquema 9)
(Strapasson, 1996; Oliveira, 1996).

\C O,H F. Ve_rtz% "C O,H

(23)

Esquema 9: Biotransformagio do isoesteviol por Fusarium verticilloides
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Fungos

As espécies de fungos utilizados neste trabalho tem importantes usos
industriais. O P. chrysogenum pertence a classe morfolégica dos fungos
filamentosos chamado de Deuteromicetos, ou Fungos Imperfeitos, uma vez
que as etapas de reprodugio ainda ndo estio perfeitamente definidas
(Stanier,1984). Esta classe de microrganismo é abundante na natureza, sendo
que algumas espécies de Penicillium causam a detenoragio de alimentos como
frutas e pdo, e outras sdo utilizadas na produgio de aromas e na maturagio de
quetjos famosos, como Roquefort, Camembert e Brie (Pelczar, 1980). A
utilizacio mats famosa e importante deste género de fungos, é na produgio de
penicilina a partir de algumas estirpes de P. notatum e P. chrysogenum, sendo que
estas produzem acido penicilico como metabohto secundano (Bullock e
Kristiansen, 1987). Outro antibidético utl produzido por este género é a
griseofulvina usada para tratar infecgdes de fungos sobre a pele, incluindo o pé
de atleta (Wainwright, 1983).

O R. amhyzus pertence a classe moffolégica dos Ficomicetos da
subclasse dos Zigomicetos (Pelczar, 1980)(Atlas, 1981). Sdo de interesse na
biotecnologia devido a sua utilizagio na industria de alimentos na preparagio
de alimentos fermentados (Soccol, 1986). E também utilizado na producio de
acidos organicos, como o acido fumarico (Rhodes ez 4 1959) e o acido latico
(Hang et a/, 1989), assim como na produgio de enzimas como as lipases
(Laboureur et a/, 1966). Ele tem sido utilizado em biotransformagdes, como a
hidroxilagio da progesterona (Peterson ef a/, 1952) e do fenil-ciclohexano
(Fonken e @/, 1967) e em processos de biodegradagio e biossorcio de

poluentes industriats, como a absorgio do uranio (Tsezos ef a/, 1981).
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Objetivos

O presente trabalho tém o objetivo de identificar biotransformagdes
ocorridas com o isoesteviol realizadas pelos tungos P. chrysogenum e R. arrhizus.
A escolha do P. chrysogenum e do R. arrhyzus fo1 devido ao fato de que nenhum
trabalho de biotransformagio do isoesteviol foi realizado com estes fungos.
Portanto, é de interesse verificar se eles s3o capazes de funcionalizar posi¢Ses
na molécula do isoesteviol e comparar com os resultados da literatura.

Em caso positivo, pretende-se isolar e identificar que tipo de
transformagio ocorreu e comparar os resultados obtidos com a literatura. Os
compostos obtidos serdo, posteriormente, submetidos a testes biolégicos de

reguladores de crescimento vegetal e testes farmacoldgicos.
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MATERIAIS E METODOS

Os fungos P. chrysogenum (CMI37767) e R. arrhyzus (CMI83711) foram
formecidos por Commonwealth Micological Institute da Inglaterra. Os fungos
foram mantidos em meio sélido P.D.A. na geladeira. Os experimentos foram
realizados em meio liquido com a seguinte composi¢io: 8,0 g/L  de corn stegp
lbgnor, 10,0 g/L de D-glicose (+) e 2,0 g/L de extrato de levedura. A
esterilizacio dos metos de cultura fot realizada em autoclave vertical
PHOENIX a uma temperatura de 121 °C (110 kPa man.) por 20 minutos.

A Steviafarma (Maringd PR) forneceu o esteviosideo o qual foi
submetido 2 uma hidrdlise acida (Strapasson, 1996) obtendo-se o isoesteviol
100% puro.

Para os testes preliminares foram utilizados frascos de Erlenmeyer de
250 ml contendo 50 mL de meio liquido. Frascos de 1000 mL contendo 200
mL de meio foram usados em escala preparativa. O papel de filtro utilizado
nos experimentos é da marca Fisher, n°® 12A.

O isolamento dos produtos foi realizado por cromatografia em
coluna de silica (Merck, art 9385, 230-400 mesh). A cromatografia em camada
delgada foi realizada em placas preparadas (Merck, art 5554). Os solventes
utilizados acetato de etila e hexano foram destilados antes do uso, sio
comerciats e fornecidos por Quimespar. Para medidas de pH fot utilizado um
pHmetro EVLAB.

Os equipamentos analiticos utlizados foram: espectrometro de
massas AUTOSPEC (University of Georgla, EUA), espectrometro no
infravermelho BOMEM MB-100 (Dep. Quimica, UFPR), espectrometro de
RMN BRUKER DRX400 (Dep. de Bioquimica, UFPR) e GEMINI-300BB

(Dep. Quimica, UEM).
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Determinagio das Curvas de Crescimento e pH

Inicialmente os fungos foram cultivados em placas de Petri contendo
o meio sélido P.D.A., durante 7 dias a 30°C

Em seguida esporos foram transferidos para 16 frascos contendo
meio de cultura liquido descrito acima (isento de isoesteviol), os quats
permaneceram em um agitador-incubador por 108 horas a 27°C e 100 rpm. A
cada 12 horas foram retirados dois frascos e seu conteudo fot filtrado, usando
papel de filtro previamente pesado. A biomassa foi lavada com 4gua destilada
(2 vezes) e acetona/4agua (1:1) (1 vez). Os papéis de filtro contendo a biomassa
foram levados a estufa por 48 horas a 60°C, e em seguida pesados (Krieger,
1995).

A curva de pH fot determinada a partir de amostras (5 mL) coletadas

a cada 12 horas, com auxilio de um pHmetro.

Ensaios preliminares de biotransformagio

O fungo, proveniente do tubo inclinado em meio PDA, fot inoculado
em quatro frascos contendo 50 mL de meio de cultura liquido. Em seguida, os
frascos foram levados a um agitador-incubador orbital e mantidos a 27 °C e
100 rpm por 48 horas. Apds este periodo, 0,031 moles de isoesteviol,
previamente dissolvido em DMSO (1 mL), foi distnbuido em dois dos
frascos. Os outros dois frascos foram mantidos como controle.

Apés a adi¢io do isoesteviol, a fermentagio foi conduzida por 7 dias.
O acompanhamento da reagdo foi realizado coletando-se aliquotas (1,0 mL) a
cada 24 horas dos frascos experimentais e de controle. Apos a extragio com
1,0 mL de acetato de etila, fez-se cromatografia em camada delgada (CCD) das

amostras, utilizando-se hexano/acetato de etila (4:1) como eluente.
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Escala Preparativa

O procedimento geral foi o mesmo descrito nos ensaios preliminares.
Porém, neste caso foram utilizados seis frascos de Erlenmeyer de 1000 mL com
200 mL de meio de cultura. 1,572 moles de isoesteviol foi dissolvido em
DMSO (5 mL) e distribuidos em cinco frascos. Um outro frasco, sem o
isoesteviol, foi usado como controle (sem isoesteviol). A fermentagdo foi
conduzida a 27°C e 100 rpm.

Apés mais 7 dias de fermentagio, o conteddo dos frascos foi filtrado
e submetido a extracio liquido-liquido com acetato de etila (3x300 mL). O
micélio remanescente no papel de filtro foi lavado com o mesmo solvente e os
extratos organicos foram combinados e secos com sulfato de sédio anidro.
Ap6s filtragio e evaporagio do solvente obteve-se o extrato bruto.

Este fo1 fracionado em coluna silica gel (30x300mm) (Still, Kahn e
Mitra, 1978). A eluigdo foi realizada com hexano/acetato de etila (3:2) a
temperatura ambiente e foram coletadas fragdes de 20 mL, o tempo de elui¢io
é cerca de 20 mL/min. As fra¢Ses que apresentaram Rf semelhantes foram

reunidas e evaporadas a 80°C. Os compostos isolados foram recristalizados em

acetato de etila, secos a 50°C e mantidos em frasco em atmosfera inerte, até

serem submetidos as analises espectrométricas.
Derivatizagio com Diazometano

O precursor para a obtengio do diazometano é a metl-
nitrosotolueno-p-sulfonamida. O diazometano ¢é obtido através de reagio com
uma solugio de hidréxido de potassio, sendo posteriormente destilado junto

com o éter. O diazometano é, portanto, obtido em solugio etérea.

NO
| HO~ )
H3C‘©—SOzNCH3 — mc«{D—so3 +CH,N, +H,0

metil-nitrosotolueno- p-sulfonamida diazometano
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a) Preparacio do Diazometano Etéreo: hidréxido de potassio (0,089
moles) fo1 dissolvido em 4gua destilada (10 mL) e a esta solugio acrescentou-se
etanol (25 mL). A solugio alcodlica foi colocada em um balio com saida
lateral e aquecida a uma temperatura de 65°C. Um funil contendo 10% de
metil-nitrosotolueno-p-sulfonamida (diazald®) dissolvido em éter etilico foi
colocado sobre o baldo. Esta solugdo foi gotejada sobre a solugio alcodlica
quente. O éter etilico contendo o diazometano dissolvido foi evaporado e

condensado em banho de gelo (Vogel, 1989).

b) Esterificacgio com Diazometano Etéreo: a substincia isolada fot
dissolvida em metanol e sobre esta solugio fo1 acrescentado o diazometano
etéreo. Apos alguns minutos a efervescéncia devida a liberagdo de N, foi
cessada e a solugio permaneceu amarelada indicando um excesso de
diazometano e térmmno da reagio. O excesso de diazometano foi destruido
com acido acético e o solvente foi evaporado. O produto foi recristalizado em
metanol e seco a uma temperatura de 55 °C. A esterificagio do acido

carboxilico ocorreu de acordo com a seguinte reacio:
+ - + N +
HBC=N=N: — HC-—N=N + H — HC—N=N
AN -

+

H;C—N=N + RCOOH —— RCOOCH; + Naf
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho consistiu em duas etapas: um teste preliminar para
verificar se ocorreria a biotransformagio do isoesteviol pelos dois fungos, e
realizagio de experimentos em escala preparativa com o objetivo de se obter,

1solar e identificar os metabdlitos formados.
Microrganismos

A curva de crescimento fot feita relacionando o peso da biomassa em
g/L e o tempo de incubagio em horas. O objetivo de se fazer a curva fot
apenas para se observar o tempo em que a fase estacionaria era atingida.
Pretendia-se adicionar o substrato durante a fase de crescimento. Dessa forma,
este procedimento facilitarta a indugio de enzimas que transformassem o
1soesteviol e que poderiam nio estar presentes caso a indugdo ndo fosse feita.
Observou-se que a fase estaciondria para ambos os fungos foi atingida apés 72

horas de incubagio (Figura 5 e 6).

Curva de crescimento

8,00
7,00
6,00
500

Biomassa (g/L)
w b
8 8

8 8

0,00 ; :
C 12 24 36 48 60 72 84 108

Tempo (horas)

Biomassa | 0,00 | 0,65 | 1,20 | 215 | 346 | 483 | 6,43 | 733 | 745
(&/L)
Tempo 0 2 24 36 48 60 2 34 108
_(horas)

Figura 5: Curva de crescimento do P. chrysogenum
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Curva de crescimento

€600 +

Blomassa (g/L)
w
8

0 12 24 36 48 60 72 84 108
Tempo (horas)

Biomassa | 0,00 | 0,63 | 0,97 | 1,63 | 2,75 | 3,85 | 4,87 | 543 | 5,54
(g/L)
Tempo | 0 | 12 | 24 | 36 | 48 | 60 | 72 | 84 | 108
(horas)

Figura 6: Curva de crescimento do R. arrhizus

O pH final do meio de cultura é importante para a etapa seguinte de
extra¢io. Como trabalhou-se com um acido carboxilico, um pH final basico
exigiria a acidificacio do caldo antes da extragio com solvente. A evolugio do
pH com o tempo foreceria informagdes importantes e, por isso, foram
construidas as curvas de pH para os dots fungos. Os resultados mostraram que
o P. chrysogenum conduziu a um pH final de 7,45, (Figura 7) portanto proximo
a neutralidade, como o isoesteviol tem carater acido, ndo fot necessario fazer

acidifica¢io do meio.
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Curva do pH

8,00
7,00
6,00
500
400
3,00
2,00
1,00

pH

0 12 24 36 48 €0 72 84 108

Tempo (horas)
pH 428 | 432 [ 448 | 500 | 637 | 7,09 | 748 | 751 | 7,45
Tempo 0 12 24 36 43 60 72 84 108
(horas)

Figura 7: Curva de pH da cultura do P. chrysogenum

Para o R. arrhizus, que produz 4cidos organicos no seu metabolismo,
observa-se que a vartagio de pH fot de 4,28 imnictalmente, diminuindo até 3,4 e

subindo para um pH final de 4,01 (Figura 8).

Curva do pH
4,50
4,00
350
3,00
z 250
2,00
1,50
1,00
0,50
0 12 24 36 48 72 84 108
Tempo (horas)
pH 428 | 3,74 | 3,65 | 3,58 | 3,43 | 3,46 | 3,58 | 3,65 | 4,01
Tempo (horas) 0 12 24 36 43 60 ” 84 108

Figura 8: Curva de pH da cultura do R. arrhizus
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Como o isoesteviol é um 4cido muito fraco (insoluvel em NaHCO,
5%), ndo houve necessidade de acidificagio do meto antes da extragio com

solvente.

Ensaios Preliminares de Biotransformagio

Os ensaios preliminares foram realizados de acordo com o descrito
em Materiais e Métodos. Durante 168 horas de incubacio foram retiradas
aliquotas do caldo de cultura e elas foram analisadas por CCD utilizando-se
como eluente hexano/acetato de etila (4:1).

Para as aliquotas coletadas dos frascos contendo o P. chrysogenum
observou-se uma mancha com Rf=0,80 referente ao isoesteviol. Uma outra
mancha com Rf=0.75 que surgiu apds dois dias de incubacio, intensificou-se
nos dias seguintes.

Nas aliquotas referente ao frasco contendo o R. arrbizus, o 1soesteviol
foi observado com Rf=0,80 e, 2 medida que seguia-se o experimento outra

mancha, com Rf=0,70, foi observada.

Escala Preparativa de Biotransformagio

A escala preparativa foi realizada como descrito em Materias e
Métodos, a partir de 500 mg de isoesteviol. A identificagio dos produtos foi
realizada através da analise dos dados dos espectros de massa, infravermelho e

RMN 'H e RMN "C.

Produto de Biotransformagdo pelo P. chrysogenum

Apéds a extragio e concentragio do extrato bruto foi realizada a
CCD, que confirmou os resultados observados nos ensaios preliminares.
Foram obtidos 467 mg de extrato bruto. A cromatografia em coluna
utilizando-se como eluente hexano/acetato de etila (3:2) levou ao isolamento

de 148 mg de isoesteviol e de 137 mg de um novo produto. Portanto foram
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recuperados 285 mg, atribui-se os 215 mg restantes a perdas durante o
processo de purificagio.

O espectro de massas do produto (pagina 51) apresenta o pico do ifon
molecular em m/z 334, que estd de acordo com a férmula molecular C,)H,,0,
e com 16 unidades a mais que o peso molecular do isoesteviol (PM=318,
CyH,305), indicando a incorporagio de um atomo de oxigénio na molécula.
O pico-base ocorre em m/z 41 podendo ser referente a um fragmento C,H,".
Observam-se também as seguintes fragmentagdes caracteristicas: o pico em
m/z 316 (M-18) indica perda de uma molécula de 4gua, tipica de dlcoots. O
fragmento em m/z 289 (M-45) indica perda de grupo CO,H" tipica de 4cido
carboxilico. Em m/z 55 encontra-se um fragmento caracteristico de cetonas
CH,=CH-C = O"+> " CH,-CH=C=0.

O espectro no infravermelho (pagina 52) apresenta uma banda larga
entre 3500 e 2500 cm™ caracteristica da ligagdo O-H do 4cido carboxilico. A
banda larga ocorre devido a formacgdo de ligagio hidrogénio intermolecular
(Figura 9). A deformacio axial da hidroxila livre s6 é observada em solugées

muito diluidas em solventes apolares.

O—H--0
R—CJ >\C—R
0--H—0

Figura 9: Formagio de ligacdo de hidrogénio em dcidos carboxilicos

Em 1650 cm™ observa-se a banda da carboxila do 4cido enquanto que
em 1719 cm™ ocorre a absorgio referente 3 carbonila cetdnica. Além disso
observa-se em 1250 ¢cm™ a deformagio axial da ligagio C-O e em 995 cm™
deformagio angular fora do plano da ligagio O-H.. O espectro no
infravermelho do isoesteviol apresenta banda larga entre 3500 e 2500 cm’
referente a funcio de acido carboxilico, em 1738 referente a carbonila ceténica

e em 1678 a carboxila do dcido (pagina 47). Portanto, as absor¢Ses observadas
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indicam que o produto de biotransformag¢io mantém as principais fungdes
(CO,H e C=0) observadas para o tsoesteviol..

O espectro de RMNVC do isoesteviol (pigina 49) apresenta 20
atomos de carbono, os deslocamentos quimicos atribuidos aos 4tomos de
carbono s3o apresentados na tabela 1 confirmados através de dados obtidos na
literatura. Observa-se a carbonila cetonica (C-16) em 225,08 ppm e a carboxila
do acido (C-19) em 181,48 ppm(Oliveira e Strapasson, 1996).

O espectro de DEPT do isoesteviol (pigina 50) mostra trés metilas
(C-17, C-18, C-20); nove metilenos (C-1, C-2, C-3, C-6, C-7, C-11, C-12, C-14,
C-15) dots metinos (C-5, C-9). Sao identificados seis carbonos quatemnarios (C-
4, C-8, C-10, C-13, C-16, C-19).

O espectro de DEPT do produto (pagina 55) apresenta duas metilas,
dez metilenos e dois metinos. Um grupo metileno em regiio desblindada do
espectro (65,48 ppm), ndo observada para o isoesteviol (pagina 50), indica a
ligacio do carbono a um dtomo eletronegativo. A incorporagio de um dtomo
de oxigénio na molécula e a presenca de apenas duas metilas indica que pode
ter ocorrido hidroxilacio em uma das metilas do isoesteviol .

Comparando-se ambos espectros de DEPT observa-se que os
deslocamentos quimicos dos metilenos C-2, C-6 e C-11 e dos metinos C-5 e
C-9 nio sofreram mudangas significativas. As metilas identificadas no espectro
de DEPT do isoesteviol em 13,97 ppm e 29,53 ppm sdo observadas em 13,74
ppm e 29,35 ppm no espectro de DEPT do produto e podem ser atribuidas
aos carbonos C-20 e C-18 respectivamente, portanto a hidroxilagio ocorreu na
metila C-17. Um dos grupos metilenos que absorve na regido entre 39 e 45
ppm mudou seu valor para 32,49 ppm, provavelmente devido a proximidade
da metila hidroxilada. e o grupo metileno mais préximo ao C-17 presente
nessa regido de absorgdo influenciado pela presenca da hidroxila foi o C-12.
Os metilenos C-14 e C-15 prdximos ao C-17 também sofrem mfluéncia. Estas
consideragdes sdo importantes para a atribui¢io dos deslocamentos quimicos
do produto obtido, apresentados na tabela 1.

O espectto de RMN"C do produto (pigina 54) apresenta as

absor¢des referentes a carbonila cetonica (C-16) em 223,66 ppm e a carboxila
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do 4cido (C-19) em 183,21 ppm confirmando junto com as absorgdes do
espectro no infravermelho (pagina 52) que estas fungdes identificadas na
estrutura do isoesteviol foram mantidas no produto de biotransformagio.

A hidroxilagio de uma das metilas conduz ao aparecimento de um
duplete em regido mais desblindada do espectro referente ao acoplamento
geminal de dois hidrogénios ligados ao carbono que sofreu hidroxilagio,
inexistente no espectro do isoesteviol. Entretanto, o espectro de RMN'H do
produto (pagina 53), apresenta dois dupletes em 3,54 e 3,67 ppm (J=11,38
Hz), esta situagio ocorre porque os hidrogénios geminais ndo sdo

magneticamente equivalentes.

SR
| Cc=
c/?//

Figura 10: Hidrogénios geminais magneticamente nio equivalentes

Os dados acima mostram que o produto 1solado da biotransformagio
do soesteviol (23) (acido 16-cetobaieren-19-6ico) pelo P. chrysogenam é o 17-
hidroxiisoesteviol (28) (acido 17-hidroxi-16-cetobaieren-19-6ico) (Esquema

10).

CH,O0H
- ey - O e — O
: // P. chrysogenum /
_—
"CO,H "CO,H
(23) (28)

Esquema 10: Biotransformagio do isoesteviol por P. chrysogenum
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A importincia deste resultado se deve ao fato de que nido foi
encontrado na literatura nenhum relato de hidroxilagio microbiolégica de uma
metila de diterpendide tetraciclico realizada por P. chrysogenum e portanto este
fungo pode ser utilizado para funcionalizar seletivamente o C-17 de baieranos.

Um exemplo industrialmente importante de hidroxilagio de metilas
esta relacionado com a obten¢io do norpatchoulenol (31), componente mais
importante da fragrancia “patchouli”. O dleo essencial é obtido das folhas de
Pogostenom cablin e tem o alcool “patchoult” (29) como principal constituinte. O
odor principal do 6leo, entretanto, é atribuido ao norpatchoulenol (31) mas
sua concentragio no dleo é de apenas 0,4-0,5 %. Devido ao seu valor
comerctal métodos quimicos foram desenvolvidos para a sintese do
norpatchoulenol (31), mas o produto foi obtido com baixo rendimento. Assim
foi desenvolvido e patenteado um método microbiolégico (Becher, ez a/ 1981)
utilizando alguns fungos como, por exemplo, o Penicillium rubrum (Esquema
11). Eles promovem a hidroxilagio de (29) na posigido 10 e o diol (30) pode,
entio, ser convertido quimicamente no valioso norpatchoulenol (31). E
importante observar que recentemente foi divulgada a existéncia do dlcool
“patchoult” (29) como principal componente do dleo essencial da Anemia

tomentosa, uma planta brasileira (Carvalho et al. 1998).

HO HO HO
P. rubrum
—_— —_—
~CH,O0H

(29) (30) 31)

Esquema 11: Obtengio do norpatchoulenol por P. rubrum

Este resultado mostra que a hidroxilagio de grupos CH, em

determinados substratos pode levar a produtos de importancia comercial.
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Produto de Biotransformagio pelo R. arrhigus

Apbs a extragdo do caldo de fermentagio obteve-se o extrato bruto
(487 mg), o qual foi submetido a cromatografta em coluna utilizando-se como
eluente hexano/acetato de etila (3:2). Apds o fracionamento foram
recuperados 85 mg do isoesteviol ndo reagido e 193 mg de outro produto. O
produto obtido com R. arhyzus apresentou-se insolavel em cloroférmio, o
que dificultaria a analise de RMN devido ao maior custo dos solventes
deuterados mais polares. Portanto foi necessario fazer sua estenficagio de
modo a toma-lo soluvel em CDCl, . O diazometano, CH,N,, é um composto
utihizado na esterificagdo de acidos carboxilicos. A vantagem do seu uso é que
a reagdo é quantitativa e limpa. Apos a estenificagio com diazometano obteve-
se um produto sélido (PF: 242-245°C).

O espectro de massa do produto (pagina 56) apresentou um m/z de
348 para o ion molecular, o qual estd de acordo com a férmula molecular
CyH;;,0, e o pico base é observado em m/z 123. Outras fragmentagdes
caracteristicas podem ser observadas: em m/z 289 (M-59) a perda do
fragmento CH,CO," e em m/z 271 (M-CH,CO,"-H,0), o pico caracteristico
da cetona ocorre em m/z 55 (CH,=CH-C = O* > * CH,-CH=C=0).

O espectro no infravermelho (pagina 57), apresenta uma forte
absor¢do em 3517 cm’, caracteristica da deformagdo axial da ligagio O-H. A
absorgio em 1744 cm™ refere-se a deformagio axial da carbonila do éster
enquanto que a banda da carbonila cetdnica ocorre em 1707 cm™. Estas
informagdes indicam que ha grupo O-H, (C=0)0O, e C=0 na molécula.

No espectro de RMN™C (pigina 59) observa-se que a absorcio em
18,78 ppm possui quase o dobro da intensidade das outras absorcdes,
indicando que ha mais de um carbono correspondente a este deslocamento
quimico. Portanto considerando a sobreposi¢io em 18,78 ppm tem-se 21

dtomos de carbono. Identifica-se a carbonila ceténica em 221,70 ppm e a
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carboxila do éster em 178,07 ppm mostrando as fun¢des do 4cido carboxilico,
postertormente esterificada, e da cetona foram preservadas no processo de
biotrasnformacio.

O espectro de DEPT (pagina 60) apresenta: quatro metilas em 12,80
ppm, 19,81 ppm e 28,52 ppm referentes as trés metilas C-17, C-18 e C-20 e
em 51,26 ppm a metila do ester; trés metinos em 48,63 ppm e 47,33 ppm
referentes aos carbonos C-5, C-9 e outro em 76,13 ppm referente 2 um
carbono ligado 2 um atomo eletronegativo. Apenas sete metlenos sio
observados, de acordo com a estrutura do isoesteviol deveriam aparecer nove
metilenos, porém a absor¢io de um dos grupos metileno deve estar
sobreposta a outro como observado no espectro de RMNYC (pagina 59) e
outro metileno sofreu hidroxilagio o que explica o aparecimento de um grupo
metino em 76,13 ppm, portanto a estrutura do produto de biotransformagio
deve ter oito grupos metilenos.

Observa-se, comparando-se os espectros de DEPT do isoesteviol
(pagina 50) e do produto (pagina 60), observa-se que os grupos metilenos
sofreram mudangas em seus deslocamento quimicos influenciados pela
hidroxilagio do composto. O metileno C-2 em 20,13 ppm identificado para o
isoesteviol permanece em regido semelhante para o produto em 18,78 ppm
indicando que este carbono e os carbonos préximos a ele nio foram
influenciados pela hidroxilagio. Portanto C-1 e C-3 podem ser identificados
em 39,39 ppm e 37,19 ppm respectivamente. Os grupos metilenos C-14 e C-
15 sdo observados em 49,78 ppm e 47,14 ppm.

No espectro do isoesteviol tem-se dois metilenos em 21,44 ppm e
22,96 ppm referentes aos carbonos C-11 e C-6 respectivamente. Para o
produto a absorgio de um destes dois metilenos esti sobreposta ao carbono
C-2 e outro teve seu deslocamento quimico alterado para 29,30 ppm,
influenciado pela hidroxilagio do carbono vizinho. Portanto a hidroxilagio
ocorre no carbono C-7 ou C-12. A hidroxilagio em C-12 ocasionaria em
alteragio na absorc¢do do C-20 espacialmente proximo, o que nido é observado,
ja que o C-20 absorve em 12,80 ppm. De acordo com estas observagSes pode-

se concluir que a hidroxilagio ocorreu no metileno C-7 alterando seu

39



deslocamento de 42,47 ppm para 76,13 ppm e como grupo metino. O
deslocamento quimico observado em 29,30 ppm é referente ao metileno C-6 o
qual absorve em regido mais desblindada se comparado a0 isoesteviol.

Fazendo-se a integragio do espectro de RMN'H do produto (pigina
58) identificam-se um multiplete na regido entre 0,69 ppm e 2,23 ppm
correspondente a 27 atomos de hidrogénios, neste multiplete sdo observadas
trés metilas em 0,69, 1,00 e 1,18 ppm e sio referentes aos carbonos C-20, C-17
e C-18. Um hidrogénio em 2,55 ppm, 3 hidrogénios em 3,64 ppm referentes a
metila do éster e um hidrogénio em 3,70 ppm sugestivo ao hidrogénio ligado
ao carbono que sofreu hidroxilagio e que acopla com os hidrogénios do
carbono vizinho com J=2,51 Hz. Portanto foram observados 32 atomos de
hidrogénios como indicado na férmula molecular

A estereoquimica do carbono hidroxilado pode ser determinada pela
multiplicidade do sinal em 3,70 ppm (CHOH) e através da constante de
acoplamento. De acordo com os parametros observados no espectro da
pagina 58 tem-se que o acoplamento H-7 do carbono hidroxilado com os
hidrogénios H-6a e H-6b é 2,51 Hz e sua multiplicidade pode ser observada na
Figura 11.

O caso contranio foi observado na dentificagio do 7o-
hidroxiisoesteviol (26) obtido pela biotransformagio do isoesteviol pelo
Fusarium verticilloides. O hidrogénio H-7 possui constante de acoplamento de
11,4 Hz para os hidrogénios axiais H-7 e H-6a e 3,8 Hz entre o hidrogénio
axial H-7 e o hidrogénio equatorial H-6b como é observado na literatura
(Oliveira e Strapasson,1996). Na Figura 12 observa-se um duplo duplete bem

definido referente ao acoplamento destes hidrogénios.
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Figura 11: Espectro ampliado de RMNIH do metil éster 7B-
hidroxiiosesteviol, em CDCI,

Figura 12: Espectro ampliado de RMN'H do 7a-hidroxiisoesteviol,
em CDCI,

41



As constantes de acoplamento e as multiplicidades observadas

indicam que o hidrogénio ligagdo ao carbono C-7 do produto de
biotransformagio do isoesteviol por R. arrbigus esta em posigio equatorial (at)
em relagdo aos hidrogénios ligados ao carbono vizinho C-6. Portanto o grupo
OH esta ligado na posigio axial (B).

No caso do 7a-hidroxiisoesteviol(26), o grupo OH estd na posi¢io
equatorial (@) e o hidrogénio ligado ao carbono C-7 na posi¢io axial (B)(Figura
13).

(26)

Figura 13: Representagio da estereoquimica do metil éster 7(3-
hidroxiisoesteviol e 7a-hidroxiisoesteviol

Através dos dados acima conclui-se que o 1soesteviol sofreu
hidroxilagio em C-7 na posi¢do equatorial, e a esterificagio do composto
isolado formou o produto identificado como metil éster 7B-hidroxitsoesteviol

(metil éster 7B-hidroxi-16-cetobateren-19-oato) (32) conforme o Esquema 12.
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OH
CO2H ‘CO,CH3

Isoesteviol 7 B-hidroxiisoesteviol metil éster 7 B-hidroxiisoeste
23) el (32)

Esquema 12: Biotransformagao do isoesteviol por R. arrhizus

Como foi ressaltado acima, o isémero deste composto for obtido
pela biotransformacio do isoesteviol pelo Fusarium verticilloides. O resultado

obtido neste trabalho mostra, portanto, que é possivel hidroxilar o C-7 do
isoesteviol ndo apenas na posi¢do axial (@), como obtido anteriormente, mas

também na posi¢io equatorial (B).
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CONCLUSOES

O primeiro objetivo do trabalho foi alcangado pots os fungos
utilizados foram capazes de transformar o isoesteviol. O segundo objetivo
também foi alcangado pois foram obtidos, isolados e caracterizados dots
produtos. O 17-hidroxiisoesteviol (28) foi obtido usando o P. chrysagenum e o
7B-hidroxiisoesteviol (24) o R. arrhigus.

Com relagio ao 17-hidroxiisoesteviol (28), este é o primeiro relato de
funcionalizagio de um grupo metila de um diterpendide tetraciclico por P.
chrysagenam. A importancia deste resultado se deve ao fato de que ndo fot
encontrado na literatura nenhum relato de hidroxilagdo microbiolégica de
metila de diterpendide tetraciclico por P. chrysogennm. Portanto este fungo pode
ser utilizado para funcionalizar seletivamente o C-17 de bateranos.

A comparagio dos resultados do 7B-hidroxiisoesteviol (24) com
aquele obtido pela biotransformacio do isoesteviol pelo F. verticzlloides, quando
foi obtido o isémero - 7a-hidroxiisoesteviol (26) - demonstra que, pode-se
obter 1someros de determinado substrato.

O trabalho mostrou também a importancia da utilizacio da
espectrometria na analise das estruturas dos produtos obtidos. A determinagio
do peso molecular e de fragmentos caracteristicos da estrutura através da
espectrometria de massa, a identificagio de grupos funcionais presentes na
molécula observados nos espectros no imnfravermelho, a determinacgio do
numero de 4tomos de carbono e diferenciagio entre carbonos primarios,
secundarios, tercearios e quaternarios observados respectivamente nos
espectros de RMN™C e RMN"C DEPT e a determinagio de estereoquimica
através de analise do espectro de RMN'H foram de extrema importincia para
determinacio das biotransformagdes observadas a partir do 1soesteviol.

A biotransformagio de compostos organicos esta envolvida com as
areas de bioquimica e quimica organica, tormando-a interdisciplinar e tem

evoluido juntamente com o desenvolvimento dos estudos relativos as enzimas



participantes deste processo bem como o aperfeicoamento de métodos para
purificagio e identificagdo dos produtos obtidos.

Como sugestio de trabalhos futuros na drea sugere-se a utilizagio de
outros fungos para biotransformagdo do isoesteviol e derivados. Testes
preliminares ja indicaram biotransformagio com Aspergillus niger, Rhigopus sp e
G. fujikuroi e os trabalhos para obtengio e isolamento dos metabdlitos estio

em andamento.
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Tabela 1: RMN ®C do isoesteviol, 17-hidroxiisoesteviol e metil éster
7B -hidroxiisoesteviol

Carbonos | Isoesteviol 17-hidroxi- | metil  éster-
1soesteviol 7B-hidroxi-
1soesteviol

C1 40,72 40,13 39,39

C-2 20,13 19,24 18,78

C-3 38,48 38,08 37,19

C-4 44.65 44.03 43,58

C-5 58,16 57,34 48,63

C-6 2296 2201 29,30

C-7 4247 41,72 76,13

C-8 49,85 40,09 48,49
C9 35,88 55,82 4733
C-10 39,25 38,66 37,73
C-11 21,44 20,24 18,78
C-12 39,08 32,49 37,66
C-13 41,05 54,51 4320
C-14 55,18 49,41 49,78
C15 49,58 49,32 4714
C-16 225,08 223,66 221,70
C-17 2020 65,48 19,81
C-18 29,53 29,35 28,52
C-19 181,48 183,21 178,07
C-20 13,97 13,74 12,80
c21 | — | 51,26

Isoesteviol

18

17-hidroxiisoesteviol

18 19
metil éster 7 B-hidroxiisoesteviol
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Espectro no infravermelho do isoesteviol, em KBr.
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Solvente: CD,0D
temperatura ambiente

aparelho GEMINI 300BB r“
300 MHz

18 '."”1%02}1 /

Espectro de RMN'H do isoesteviol, em CD;OD (300MHz)



BRASISO-C13

Solvent: CD30D
Amnbient temperature
GEMINI-3008B *“stationl™

PULSE SEQUENCE

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 30.2 degrees

Acg. time 0.601 sec

Width 19500.0 Hz

1048 repetitions
OBSERVE Cl13, 75.4521839 MHZ
OECOUPLE H1, 300.0696164 MMz
Power 40 d8

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Mz

FT size 32768
Total time 27 minutes

. 225.079

NEP—— Y S 1 ¥ ]

~.4%.584
-4%.442

Vk

.49.300

Eaag b ki) 1S
A8.732
48 .432

\

\

220 200 180 160

80

Espectro de RMN"C do isoesteviol, em CD,0D (300MHz)
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Solvente: CD,0D
temperatura ambiente

C

aparelho GEMINT 300BB Cig Ci7 20

decouple H' ,

300 MHz |

e -, -l A m\fw- o -~ Iy
C ppm ’
C-20 1397 i
c2 20,13 !
c17 2020
11 21 44 Cn
C6 2296 C¢ C
C18 2953 2
c3 3848
12 39,08
1 10.72
c7 247
15 49.58
C14 5518
c9 5588
5 38,16
Vol i |
, i :
e M e M
T 7 ; i . N - T i ” 7 1 ; . ; i i - T " ; i T i ; 7
70 B0 50 a0 30 20 10 ppm

Espectro de RMN"C DEPT do isoesteviol, em CD;0D (300MHz)
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17-hidroxiisoesteviol
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P-01-H1

Solvent: cBcl3 Index freq ppm 36 1.60702
cambient temperature 1 7.27093 37 1.59271
PULSE SEQUENCE 2 3.72428 38 1.55695
Mt ot %0 L1946
Q?rigtéﬁgé“ﬂi se¢ 5 365514 41 1.46992
OBSERVE W1, 300.0618821 Mz O 3.64202 42 146158
DaTA PROCESSING 7 2.60604 43 1.44727
Total time 3 mtnutes 8 259293 44 1.43654
9 254405 45 1.42104
17 10 2.53094 46 1.39243
1 2.23052 47 1.37574
0 =0 12 2.22455 48 1.3519
H 16 13 218164 49 1.33998
: 14 207911 50 1.3209
15 2.04096 51 1.30779
15 16 203023 52 1.28275
. H 17 20207 53 1.26368
!
'CO,CH; 18 20052 54 1.25414
18 19 19 1.99685 55 1.24103
20 1.96467 56 1.22315
21 1.95632 57 1.20407
2 1.91579 58 1.18857
23 1.90863 59 1.14208
24 1.84664 60 1.12897
i) 1.82518 61 1.09678 X
26 1.81803 62 1.08367
27 1.78584 63 1.05267
28 1.77631 64 1.03836
29 1.76438 65 1.02644
30 1.74769 66 1.00975
31 1.73935 67 0.98829
32 1.72624 68 0.95849 -
33 1.69047 69 0.94418
34 1.65947 70 0.87742
35 1.63086 7 0.69144 H __f
! i Muﬂ}}
{
—J . ﬂdu A, wi\l\"\__a/‘f\\l‘ﬁb

T MR I — T : ;
7 6 S a 3 2 1 ppn
) D 1 J . .
0.53 —
7.1 137.44

Espectro de RMN'H do metil éster 7B-hidroxiisoesteviol, em CDCl,
(300 MHz).
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MDI-C13

Solvent: CDCI3
Ambient temperature
GEMINI-3008B “stationl™

PULSE SEQUENCE

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 0.600 sec

width 18761.7 Hz

1024 repetitions
OBSERVE Cl3, 75.4506187 MHz
DECOUPLE H1, 300.06239670 MHZz
Power 39 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 32768

Total time 27 minutes

C ppm
C-1 39,39
C-2 18,78
C-3 37,19
C-4 43,58
C-5 48,63
C-6 29,30
C-7 76,13
C-8 48,49
C-9 47.33
C-10 37,73
C-11 18,78
C-12 37.66
C-13 43,20
C-14 49,78
C-15 47,14
C-16 221,70
C-17 19,81
C-18 28,52
C-19 178,07
C-20 12,80
C-21 51,26

Espectro de RMN"C do metil éster 7B-hidroxiisoesteviol, em CDClL
(300 MHz).
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temperatura ambiente
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300 MHz
i i b I )

C m
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C-17 | 1981

C-18 | 28,52 c C, Cs

C-6_ {2930 14 -Cys C

C-3 | 37,19 12

C-12 | 37,66

C-1 ] 3939

C-15 | 4714
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Espectro de RMN”C DEPT do 78-hidroxiisoesteviol metil éster,
em CDCl, (300 MHz).
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