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RESUMO

O uso de células e enzimas oriundas de micro-organismos como
biocatalisadores € bem documentado na literatura. A reducdo de carbonilas em
sistemas q, B insaturados € de grande interesse para a produg¢ao de farmacos
e insumos para quimica fina. A literatura registra apenas a biorreducdo de
carbonilas em sistemas a, 3 insaturados em sistemas abertos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial de células integras de Saccharomyces
cerevisiae (fermento de p&o) como catalisador na reducdo de carbonilas
presentes em sistemas a, B insaturados ciclicos como cumarinas. Neste
trabalho furano e pirano cumarinas, obtidas de Zanthoxylum tingoassuiba e
Metrodorea mollis (Rutaceae) respectivamente, e padrdo comercial de
xantotoxina foram reduzidas com borohidreto de sodio (NaBH,) e fermento de
pao em sistema bifasico contendo solvente organico e tampéo fostato. O meio
reacional foi extraido e os produtos obtidos foram purificados através de
técnicas cromatograficas como CLAE, identificados e caracterizados por
métodos espectroscépicos como IV e RMN 'H e *C e espectroscopia de
massa. Na reducdo com NaBH,, das furanocumarinas, foram identificados o 9-
metoxi-3,5,6,7-tetrahidro-2H-furo[3,2-g]cromen-7-ol e 9-metoxi-6,7-dihidro-5H-
furo[3,2-g]cromen-7-ol. Na reducdo com fermento de pao das furanocumarinas
foi identificada apenas a 9-metoxi-6,7-dihidro-5H-furo[3,2-g]jcromen-7-ol. A
baixa solubilidade da piranocumarina nao permitiu sua reducdo pela via
quimica. Pela via biolégica foi possivel identificar o produto 3’,4’-dihidrobrailina.
O uso de células integras de S. cerevisiae na biotransformacdo de cumarinas é
dependente da solubilidade do substrato em solvente ndo téxico para a
levedura. Este método se constitui numa alternativa para a reducdo de
sistemas a, B insaturados ciclicos contendo carbonilas. Este estudo relata
ainda, pela primeira vez, a ocorréncia da piranocumarina brailina na espécie

Metrodorea mollis.

Palavras-chave: biotransformacdo; biorreducdo; cumarinas; Saccharomyces

cerevisiae



ABSTRACT

The use of cells and enzymes from microorganisms as biocatalysts is well
documented in the literature. The reduction of the carbonyl present in the o,
unsaturated systems is an important step for the production of pharmaceuticals
and fine chemicals. The objective of this study was to evaluate the potential of
the whole cell Saccharomyces cerevisiae (baker's yeast) as a catalyst in the
reduction of coumarins. In this work, furan and pyran coumarins obtained from
Zanthoxylum tingoassuiba and Metrodorea mollis (Rutaceae) respectively, and
a standard xanthotoxin were reduced with sodium borohydride (NaBH,4) and
baker's yeast in a biphasic system containing organic solvent and phosphate
buffer. The reaction medium was extracted and the products purified by
chromatographic techniques such as HPLC. Starting materials, products, and
impurities were characterized and identified by spectroscopic methods as IR, *H
and *C NMR and mass spectroscopy. In the reduction with NaBH,4 of the
furanocoumarins were identified 9-methoxy-3,5,6,7-tetrahydro-2H-furo[3,2-g]
chromen-7-ol and 9-methoxy-6,7-dihydro-5H-furo[3,2-g]Jchromen-7-ol. In
furanocoumarins reduction with baker's yeast the product identified was the 9-
methoxy-6,7-dihydro-5H-furo[3,2h]Jchromen-7-ol. The biotransformation of the
pyranocoumarin was identified 3',4'-dihydrobraylin. The use of whole cells of S.
cerevisiae in the biotransformation of coumarins is dependent of the solubility of
the substrate in a non-toxic solvent to fungi. This method is an alternative to
reducing carbonyl present in the a,f unsaturated systems. This study also
reports for the first time, the occurrence of pyranocoumarin braylin in

Metrodorea mollis.

Keywords: Biotransformation; biorreduction; coumarins; Saccharomyces

cerevisae
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Introducéo

1.1 ConsideracOes gerais

A biotecnologia tem sua origem na producédo de alimentos como pao,
cerveja e vinho através da fermentacdo. Este processo conhecido desde a
antiguidade por diversas culturas foi o Gnico método para obtencéo de bebidas
alcéolicas e derivados do leite (SERRA et al, 2005). A partir de 1858, Louis
Pasteur, estabeleceu as bases para o entendimento do papel dos
microrganismos como promotores das biotransformagcdes (PARALES et al,
2002).

A biotransformacao se define como sistemas bioldgicos para produzirem
mudancas quimicas de compostos naturais ou sintéticos (SIMEO et al, 2009).
O desenvolvimento da biocatalise possibilitou a aplicacdo de métodos em
escala comercial, assim foi possivel um maior crescimento, principalmente, na
industria de quimica fina (STRAATHOF et al, 2002). A aplicacdo de uma
tecnologia econbmica, como a biotransformacdo, foi necesséaria para a
producédo de novos produtos para a quimica fina, agropecuaria e farmacéutica
(FUJIWARA et al, 2011).

A producédo biotecnologica fornece uma alternativa viavel para a
obtencao de compostos usando substratos simples (KHOR et al, 2011). Com o
uso de vias sintéticas e matérias-primas baratas para uma variedade de novas
moléculas interessantes (NESTL et al, 2011). As reacdes catalisadas s&o
enantiosseletivas e regiosseletivas, além de serem realizadas em temperatura
ambiente e pressdo atmosférica, evitando a utilizacdo de condi¢cbes extremas e
nao havendo a necessidade de protecdo aos grupos funcionais reativos, que
poderiam causar problemas como racemizacdo, isomerizacdo, rearranjo e
epimerizacao (PATEL, 2008).

Devido as suas aplica¢cdes ocorreu um crescimento nos ultimos anos de
publicacdes, principalmente, na area farmacéutica no uso de biocatalisadores
(THOMAS et al, 2002). O uso da biotransformacéo para se obter produto com
um Unico enantioméro € economicamente viavel do que as reacdes quimicas

tradicionais (SIMEO et al, 2009). Assim, tornou-se uma ferramenta alternativa
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na modificacdo estrutural de complexos, principalmente, obtidos de produtos
naturais (MARUMOTO et al, 2011)

1.2 Saccharomyces cerevisiae

A levedura S. cerevisiae € um dos modelos de organismos eucariéticos
mais estudados e isso se deve ao melhor conhecimento de sua fisiologia,
genética e bioquimica favorecendo para a sua aplicacdo industrial (HUANG et
al, 2008). Além disso, a facilidade de acesso e do baixo preco contando com o
longo histérico de sua utilizagcado segura na indastria de alimentos tornando-se a
escolha ideal para conduzir reacdes de oxidagao-reducdo e consequentemente
aplicagéo quimica para conversdes (CHIN-JOE et al, 2001; NASCIMENTO et
al, 2002; PSCHEIDT, 2008).

Algumas vantagens na utilizagdo de enzimas das células integras S.
cerevisiae nas reacdes (HUDLICKY et al, 2009; FABER, 2011):

e Na&o é necessario reciclar o cofator

e Tolerancia a uma variedade de substratos estruturalmente
diversos

e Condicdes de reacdes suaves e “quimica verde”

e Facilidade na manipulacéo

e Na&o é toxico

e Alto grau de regio, estéreo e enatiosseletividade

e As enzimas e cofatores sdo bem protegidos dentro do seu
ambiente celular

e As células imobilizadas podem ser novamente usadas

Devido a grande variedade de atividade enzimatica presente nas células
integras apresenta algumas desvantagens (NASCIMENTO et al, 2002;
HUDLICKY et al, 2009; FABER, 2011):

e Baixa seletividade e produtividade, ja que o mesmo substrato

pode sofrer cinéticas e velocidades de conversao diferentes
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e Necessidade de cofatores ou reciclagem dos mesmos, quando
utilizar para reacoes de oxirreducao

e A grande quantidade de biomassa presente no meio da reagao
provoca baixo rendimento e muitos subprodutos

e Pouca solubilidade em solventes organicos

e As células imobilizadas tem baixa atividade enziméatica

A aplicacdo de enzimas isoladas foi implantada na inddstria para
resolver as dificuldades com o uso de células integras. No entanto, apresentam
também tém algumas vantagens e desvantagens conforme a Tabela 1
(FABER, 2011):

Tabela 1: Vantagens e desvantagens do uso das enzimas isoladas

Tipo Vantagens Desvantagens
Melhor produtividade, Necessario reciclar o
Geral maior tolerancia de cofator
concentracgao.

Partes das reacdes sao
Dissolvidas em agua | Alta atividade enzimatica | realizadas, substratos

lipofilicos sdo insolaveis.

Suspensas em Facilidade para
solventes organicos | trabalhar, substratos séo
soluveis, as enzimas Baixa atividade

sao recuperadas.

Imobilizadas As enzimas sao Perda da atividade

recuperadas facilmente enzimatica

Existem no mercado, aproximadamente, 3000 enzimas conhecidas e
estas sdo usadas em diversas reacbes (HUDLICKY et al, 2009). As enzimas

sdo classificadas em seis grupos principais:

e Oxidoredutases: catalisam as reacdes envolvendo transferéncia

de elétron como em ligacdes duplas e oxidagéo de alcoois
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e Hidrolases: catalisam por hidrélise como de grupos ésteres

e Liases: reacOes catalisadas por adicdo ou remocdo de grupos
envolvendo ligagbes como C=C, C=0 e C=N

e Ligases: reacfes de formacado catalisadas a partir de ligacoes ja
existentes e clivagem de ligacdes C-N, C-O, C-S

e Transferases: reagbes envolvendo transferéncia de diversos
grupos funcionais como cetona, aldeido e amina

e Isomerases: catalisam reaces de isomerizacdo como olefinas e

racemizacao

O fermento de pé&o, S. cerevisiae, pode catalisar diversas reagcdes como
condensacao, ciclizacdo, reducdo e oxidacdo (PEREIRA, 1995). A aplicacéo
mais usada &, principalmente, na catalise de reagcdes em estruturas contendo
grupos carbonilicos e ou ligagbes duplas carbono-carbono, isoladas ou
conjugadas. A enzima responsavel pela atividade catalitica nas reducbes de
carbonilas é a alcool desidrogenase (ADH) e das ligacdes duplas carbono-
carbono a enolato redutase (ER), Figura 1 (KHOR et al, 2011).

Com a aplicacdo das enzimas a partir de células integras se tornou
viavel a producdo de farmacos com o0 uso menor quantidade de rotas
sintéticas. Como por exemplo, Escherichia coli e Candida boidinii, o0 uso de
células recombinantes liofilizadas. Como fonte das enzimas fenilalanina e
desidrogenase de formiato permitindo a producéo do anti-hipertensivo utilizado
para inibir a enzima conversora de angiotensina, omapatrilat® (PATEL, 2001;
ZAKS, 2001). A producédo do farmaco tamiflu®, um inibidor da neuraminidase,
faz 0 uso de um intermediario, o acido chiquimico, obtido através das enzimas
E. coli recombinante (PANKE et al, 2005).

Outro micro-organismo aplicado na para producdo de farmacos com
menores etapas sintéticas para a producao de vacinas para hepatite B e contra
papiloma humana virus (HPV) é o S. cerevisiae (ROBERTS et al, 2011). A L-
carnitina € outro farmaco desenvolvido a partir de células integras de S.
cerevisiae, Figura 2. Esta droga é aplicada na prevencao do infarto agudo do
miocardio obtida em duas etapas sintéticas na industria farmacéutica
(BEATRIZ et al, 2005).



22

As reacbes de reducgéo catalisadas por S. cerevisiae apresentam boa
estéreo e enantiosseletividade. Podendo ser aplicadas na reducdo de
carbonilas isoladas ou conjugadas, onde podem atuar as enzimas ADH e ER.
Estruturas contendo sistemas alfa-beta insaturado sdo amplamente distribuidas

em produtos naturais de origem vegetal como, por exemplo, as cumarinas.

0]
iy o
ADH N
_—
R R, NAD(P)H ——» NAD(P)’ R R1
R X H s X
2 N c— C/ ER }C e C:\\/
/ AN e Rz““/ AN
Ry R4 NAD(P)H ——— NAD(P)* Rs H

NAD(P)H, forma reduzida; NAD(P)", forma oxidada; ADH, alcool
desidrogenase; ER, enolato redutase; X, substituinte retirador de elétron

Figura 1. Reacdo com o fermento de pao biologico (FP) e as enzimas

responsaveis pela atividade catalitica

cl S. cerevisiae Cl
—_—

OCgH; OCgHy
4-cloro acetoacetato de etila (R)- 4-cloro-B- hidroxibutirato de octila
HCI | (CH3):N

L-carnitina

Figura 2: Producéo da L-carnitina usando o micro-organismo S. cerevisiae
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1.3 Via quimica rea¢g6es com NaBH,4

O borohidreto de sédio (NaBH4) é um agente redutor tradicional muito
usado na producdo de compostos inorganicos e organicos. Sendo muito
utilizado na reducéo de aldeidos e cetonas e tendo como principal vantagem o
fato de ser usado nas reacBes com solventes proticos (ZEYNIZADEH et al,
2005).

O NaBH; atua como um nucleéfilo protonando simultaneamente o
oxigénio do grupo carbonila e o solvente. Quando a cetona € exposta ao ion
tetrahidretoborato ocorre a doagcdo de um hidrogénio ao carbono do grupo
carbonilico, que esta com deficiéncia eletrénica. O solvente (metanol ou etanol)
perde um hidrogénio do grupo (OH’) dando origem a um metoxido que se
combina com os fragmentos do boro formando o metdxido borato de sodio,
Figura 3 (SILVA et al, 1996).

O reagente NaBH, pode ser substituido por enzimas desidrogenases
qgque fazem o papel de redutoras nas ligacdo dupla carbono-carbono e a
carbonila (PEREIRA, 1995).

R4

- N A |
Na' H.B /H\%o H—OCH; —» H/T\ +  N&H;BOCH,
OH

Ry

Tetrahidreto cetona metanol alcool metoxihidreto borato
borato de sédio secundario de sédio

Figura 3: Reducao de cetona por NaBH,4

1.4 Sistemas a,B-insaturados

As reacdes utilizando compostos carbonilicos a,B-insaturados séo
empregados como etapas chaves na producdo de diversas moléculas. A
reducdo de aldeidos e cetonas pode formar em &lcool saturado ou
especificamente nas carbonilas pode levar a formacdo de alcool alilico. A
aplicacdo de microorganismos em reducdes nos sistemas a,B insaturados é

mais frequente para a obtencgao de produtos quirais (MACHADO et al, 2006).
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Stuermer e colaboradores (2007) estudaram a reducdo assimétrica
empregando o fermento de pao (FP) e pode demostrar a regiosseletividade em

cetonas ciclicas através da enzima enolato redutase, Figura 4.

R= cadeia alquila curta; n=1,2
Figura 4: Biorredugéo de cetonas ciclicas

Outro exemplo da redu¢ao de compostos carbonilicos a,B-insaturados é
apresentado no trabalho de Huang e colaboradores (2005), Figura 5. A sintese
do (S)-2-etil-hexan-1-ol através da biorreducédo usando FP no substrato 2-etil-
hexan-2-enal em meio aquoso e obtendo como produtos formados o alcool

saturado e o alcool alilico.

Figura 5: Biorreducéo do (S)-2-etil-hexan-2-enal por FP

A estrutura das cumarinas apresenta carbonila a,B-insaturados e pode
ser usadas para as reacdes de reducdo, pois oferece opcdes de ataque para
as enzimas de FP. Abaixo, Figura 6, sdo exemplos de cumarinas encontradas
em espécies de Rutaceae como Zanthoxylum tingoassuiba, que podem ser
usadas para biorreducées (HOHLEMWERGER, 2010).
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OCHg OCHj

1 2 3
1 - xantotoxina; 2 - isopimpinelina; 3 - imperatorim

Figura 6: Cumarinas encontradas no género Zanthoxylum

1.5 Cumarinas

As cumarinas sao fenilpropandides encontrados em diversos clados de
plantas que compartilham uma estrutura quimica comum 2H-1-benzopirano-2-
ona. S&o lactonas do acido orto-hidroxi-cinAmico e a maioria Sado substituidas
na posicado 7 oxidada. Seus metabolitos secundarios sdo produzidos pela rota
do &cido chiquimico derivada do metabolismo da fenilalanina (SIMOES et al,
2010).

O acido para-hidroxi-cinamico € hidroxilado na posicdo C2’ (orto-
hidroxilagcdo). O derivado orto-hidroxilado sofre isomerizagéo fotocatalizada da
ligacdo dupla (E-Z), espontanemante, o isdbmero Z, lactoniza-se produzindo a
umbeliferona. Assim, a prenilacdo do anel benzénico nas posi¢cées 6 ou 8 do
derivado 7-hidroxi-cumarina inicia a biogénese das furano e pirano cumarinas.
A ciclizacdo dos derivados 6 ou 8 isoprenilcumarina ocorre por ataque
nucleofilico do grupo hidroxila em C7 ao epoxido formado pela oxidacdo da
ligacdo dupla do residuo isopentenila. O produto sera o hidréxi-isopropil-di-
hidrofuranocumarina ou hidroxi-dimetil-di-hidropiranocumarina, de acordo com
a orientacdo do ataque nucleofilico, Figura 7 (SIMOES et al, 2010).

As cumarinas tém importantes atividades bioldgicas tendo propriedades
antioxidante, anti-inflamatorio, anticoagulante, antiviral e anticancerigeno
(AGUIRRE-PRANZONI et al, 2011).

Ocorrem principalmente nas familias Asteraceae, Fabaceae, Moraceae,
Apiaceae e Rutaceae ocorrendo na forma livre ou como glicosideos. Dentre
estas familias, a segunda ordem em ocorréncia de cumarinas é a familia

Rutaceae, que apresenta uma grande diversidade e produz de quatro a sete
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tipos de cumarinas, sendo considerados verdadeiros marcadores
guimiotaxondémicos. Existem quatro classes principais de cumarinas a simples
(umbeliferona, ostol), cumarina dimérica (dicumarol), piranocumarina
(xantiletina) e furanocumarina (psoraleno, xantotoxina, isopimpinelina)
conforme Figura 8 (RIBEIRO et al, 2002).

Normalmente, as cumarinas sdo encontradas em misturas formando
cristais incolores ou amarelos. A extracdo &cido-base pode ser em meio
alcalino, no qual ocorre a abertura do anel lactdnico, proporcionando a
obtencédo de substancias na forma de sais sollveis em 4gua e a relactonizacao
ocorre por acidificagcdo do meio aquoso. Na cromatografia em camada delgada
suas manchas aparecerem em cores diversas como amarelo, azul, roxa,
sendo, sao realcadas pelo vapor de amdnia e visualizadas por luz ultravioleta
em comprimento de onda caracteristico 300-400 nm e sendo fortemente
influenciado pela natureza e posicdo dos grupos substituintes (SIMOES et al,
2010; RAO, 2012).
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Figura 7: Biogenética de cumarinas e derivados
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X ~
o o HaCO o o o} o

HO O

Umbeliferona Ostol Psoraleno

Dicumarol Xantiletina

OCHs

OCHs OCH;

Xantotoxina Isopimpinelina

Figura 8: Exemplos de estruturas das principais cumarinas

1.6 Familia Rutaceae

A familia Rutaceae € composta por aproximadamente 150 géneros e cerca
de 1600 espécies distribuidas pelas regides temperadas e tropicais no mundo.
Possui uma composicdo quimica bastante diversificada sendo capaz de
produzir alcaléides e fenilpropandides como: cumarinas, lignanas, flavonédides,
limondides e terpendides (WATERMAN et al, 1983). Entdo, muitos estudos
guimiotaxondmicos tém sido realizados devido a grande ocorréncia de
metabalitos restritos (HOHLEMWERGER, 2010).

No Brasil, a familia Rutaceae possui 32 géneros com 154 espécies e tem
como grande representante o género Zanthoxylum (PIRANI, 1999). Este
género possui importancia etnobotanica, fitoquimica e biolégica é
frequentemente usado como fonte de matéria-prima para produtos

farmacéuticos e cosméticos. Os alcaléides e cumarinas sdo 0s principais
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constituintes do género sendo atribuido um amplo espectro de atividades
biol6égicas com aplicacdes terapéuticas (VELOZO, 1995; NEGI et al, 2011).

As espécies pertencentes ao género sdo muito utilizadas na medicina
popular para tratamento anti-inflamatoria, antiparasitaria, antiespasmoédico e
antimalarico (JULLIAN et al, 2006; SILVA et al, 2008; PENELUC et al, 2009;
SILVA et al, 2010). Dentre o género Zanthoxylum, que apresenta potencial
biolégico e constituinte quimico diverso se encontra na espécie Z. tingoassuiba.

1.6.1 Zanthoxylum tingoassuiba

A espécie Z. tingoassuiba A. St. Hil. € uma das 710 plantas medicinais
presentes na 12. edicdo da Farmacopéia Brasileira (1926) e foi estudada pela
primeira vez em 1825 por Gottieb e Antonaccio. Esta distribuida nos estados
Rio de Janeiro, Goias, Sdo Paulo, Pernambuco, Maranh&o, Minas Gerais,
Amazonas e Bahia, no entanto, encontra-se em risco de extingdo sem o estudo
completo de seus metabdlitos (PIRANI, 1999).

Esta espécie também conhecida popularmente como limédo bravo,
laranjeira-do-mato, casca preciosa e limdozinho € usado na medicina popular
como antiespasmoédico, anti-hipertensivo, analgésico e diurético. Estudos
anteriores evidenciaram a presenca de metabdlitos como alcaldides, triterpenos
e cumarinas (SILVA et al, 2008).

Nas folhas foram realizadas analises do 06leo essencial por Detoni e
colaboradores (2009) apresentando 0 seu potencial antimicrobiano e
antifangico, além da composicdo quimica (Figura 9 e Tabela 2). Nos frutos e
caule de Z. tingoassuiba foi possivel a identificacdo de cumarinas o-prenilada e
furanocumarinas lineares mais frequentemente associado com as Rutaceae
mais primitivas, as proto-Rutaceae (SILVA et al, 2008). Além disso, na agua da
hidrodestilacdo das folhas foi encontrada as furanocumarinas (xantotoxina e
isopimpinelina) e estas foram usadas para estudo de atividade citotoxica contra
células GL-15 in vitro obtendo resultado positivo para o desenvolvimento de
novos agentes anticancerigenos (HOHLEMWERGER, 2010; EL-BACHA et al,
2010).
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tingoassuiba



Dessa forma, esta espécie se apresenta como produtora de cumarinas
de classes diversificadas para estudos bioldgicos e para reducdes por
biotransformacé&o. Na figura 10 se mostra os possiveis produtos das reducdes

de uma furanocumarina isopimpinelina.

Tabela 2: Composicao do 6leo volatil das folhas de Z. tingoassuiba

Componentes % Componentes %
a-pineno 0,27 elemol 1,33
B-felandreno 0,63 neroliol 0,97
eucaliptol 0,30 oxide cariofileno 0,42
trans-ocimeno 0,81 B-eudesmol 7,11
linalol 0,50 oxi-a bisabolol 2,38
cariofileno 1,15 a bisabolol 11,60
a-humuleno 0,74 N-metil antranilato de | 66,38
metila
y-muroleno 0,83
OCH, OCH,
/
° (o) OH © 0 OH
OCH, OCH; OCH,
OCHj, OCHj, OCH,
/ X
o o o S o o 0 o
OCH, OCH, OCH,

Figura 10: Estruturas dos possiveis

isopimpinelina

produtos de

reducdo com FP da
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1.6.2 Metrodorea mollis

A subfamilia Rutoideae possui 5 tribos e 32 géneros nativos do Brasil. A
tribo Galipeae € a melhor representada no territorio nacional, com 26 géneros
nativos entre 0s quais encontra-se Metrodorea com cinco espécies
identificadas. As espécies M. nigra e M. flavida foram descritas na literatura
como fontes naturais, principalmente, de pirano e furanocumarinas (BAETAS et
al, 1999). No quadro 1 e 2, se pode observar algumas substancias isoladas
nas espécies M. flavida e M. nigra (BAETAS et al, 1996; BAETAS et al, 1999;
MULLER et al, 1995).

A espécie M. mollis é endémica no estado da Bahia n&o havendo relatos
na literatura da sua composicdo quimica. Este € o primeiro trabalho descrito

sobre a composicao desta espécie.

Quadro 1: Substancias isoladas nas espécies M. flavida

Nome Estrutura

Escoparona

Bergapteno

Xantotoxina OCH,
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Isopimpinelina

6,7-metilenodioxi-8-metoxicumarina

Imperatorina

OCHj

OCH;

8-(2,3-diidroxi-3-metilbutioxi)-6,7-

metilenodioxicumarina

y-Fagarina

Brailina

HO
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Eudesmina

Heraclenol

5,6-metilenodioxi-7,8-

dimetoxicumarina

OCH;

OCH,

N

HsCO

OCHj

OCH;




Quadro 2: Substancias isoladas nas espécies M. nigra
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Nome

Estrutura

(Z)-roifolinato de dimetila

Isogosferol

2’.3’,4’6’-tetrahidroxi-4-metoxi-3’'5-di-

(3,3-dimetilalil) - diidrochalcona

2’,3,6’-triidroxi-4-metoxi-5-(3,3-
dimetilalil)-3’,4’-(2”,2”-dimetilidropirano)
- diidrochalcona
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2. Justificativa e Objetivos

2.1 Justificativa

A biocatélise se tornou uma alternativa com grande potencial para a
crescente utilizacdo nas reacdes de biotransformacdo. Por isto, esta sendo
possivel uma producdo variavel de ingredientes para alimentos, produtos da
guimica fina e agropecuaria.

O uso de micro-organismos como S. cerevisiae, que funciona como
catalisador atingindo o seu pleno potencial na sintese de substancias e
exigindo técnicas com poucos recursos, além, de ecologicamente viavel tornou-
se um grande atrativo para a producdo em grande escala na industria
farmacéutica.

As espécies Z. tingoassuiba e M. mollis foram selecionadas para este
estudo por serem plantas nativas do semi-arido baiano e por apresentarem
fontes de cumarinas na familia Rutaceae.

Por isso, este projeto se caracteriza pela inovacdo no grupo de
pesquisa, que ha uma década isola e identifica as cumarinas em espécies de
Rutaceae. Porém a utilizacdo das cumarinas para a modificacdo nas estruturas
de micromoléculas em sistemas ciclicos ainda é incipiente ndo se conhecendo
a regio e estereosseletividade do amparo enzimatico do S. cerevisiae nas

reducoes.

2.2 Objetivos
2.2.1 Objetivo geral

Avaliar a regiosseletividade de células de Saccharomyces cerevisiae

(fermento de pao comercial) na reducéo de furano e pirano cumarinas.

2.2.2 Objetivos especificos

e |Isolar, identificar e caracterizar as cumarinas puras ou em misturas

presentes no decocto da hidrodestilagéo das folhas de Z. tingoassuiba e
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das raizes de M. mollis através das técnicas de espectroscopia
Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) *H e **C.

e Reduzir as cumarinas isoladas de Z. tingoassuiba, M. mollis e do padrao
xantotoxina com borohidreto de sodio (NaBH,) e fermento de péo (FP).

e Avaliar e caracterizar os produtos obtidos através das técnicas
Cromatografia Gasosa acoplado com Espectro de Massa (CG/EM),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e RMN 'H e **C.
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3. Material e Métodos

3.1 Solventes, Reagentes, Fase estacionéria e Biocatalisador
3.1.1 Solventes

Os solventes utilizados foram acetato de etila, acetonitrila,
diclorometano, dicloroetano, dimetilsulfoxido, éter etilico, hexano, metanol e
octanol de grau analitico das marcas Nuclear, Qhemis e Quimex.

Os solventes para Cromatografia Gasosa acoplado ao espectro de
massa (CG/EM) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram de
grau 99,5% sendo o diclorometano marca Tedia®, acetonitrila e metanol marca
Merck®, respectivamente. Além disso, agua tipo 1 por sistema de purificacdo e
filtracdo Option-Q para o CLAE.

Para a obtencdo dos espectros de ressonancia magnética nuclear
(RMN) foi usado cloroformio deuterado da marca Cambridge®, tendo como

referéncia interna o tetrametilsilano.

3.1.2 Reagentes

e Potassio fosfato bibasico da marca FMaia®
e Acido citrico da marca Merck®

e Cloreto de sddio marca Quimex®

e Borohidreto de sodio marca Neon®

e Sulfato de magnésio marca QHemis®

e Padrao xantotoxina de marca Deg®

3.1.3 Fase Estacionaria

Para as separacfes através de cromatografia em coluna foram usadas
silica gel 70-230 mesh da marca Merck®. Além disso, foram usadas placas
cromatograficas camada delgada comparativa (CCD) UV 254 da marca Merck.

Para a revelacao das placas CCD foram utilizados luz de ultravioleta em

254 e 366nm, e reveladas em camara com vapor de iodo.
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3.1.4 Biocatalisador

Para as reacdes foi usado o fermento biolégico comercial como agente
biolégico, leveduras secas de Saccharomyces cerevisiae, da marca
Fleischmann®.

3.2 Equipamentos

e Os solventes dos extratos e fracbes foram sob pressdo reduzida
utilizando evaporadores rotativos da marca FISATOM

¢ A hidrodestilacéo foi realizada numa aparelhagem Clevenger modificado
preconizada pela Farmacopéia Brasileira da 32 edicéo

e Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear foram obtidos nos
aparelhos da marca VARIAN modelo Inova 500 operando a 500 MHz
para 'H e 125 MHz para®*C.

e Para analisar as cumarinas e o produto da reacdo com o aparelho de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de marca SHIMADZU
modelo Prominence 20 A.

e Para obtencdo dos cromatogramas foi usado um Cromatografo a Gas
acoplado ao Espectro de Massa (CG/EM) com analisador quadrupolo da
marca SHIMADZU modelo QP-2010.

e Os espectros obtidos na regido do infravermelho (1V), 4000-400 cm™,
foram registrados no aparelho de marca SHIMADZU modelo IRAffinity-1

em filme de KBr.
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3.3 Obtencéao das furanocumarinas

As folhas de Z. tingoassuiba foram coletadas no distrito de Jaiba em
Feira de Santana - Bahia em 2009. Sendo identificada pela professora Msc.
Maria Lenise da Silva Guedes, curadora do Herbario Alexandre Leal Costa
(ALCB), do Instituto de Biologia da Universidade de Federal da Bahia e tendo
sua exsicata depositada sob o nimero 88005.

Aproximadamente 1311,0 g de folhas frescas foram submetidas a
hidrodestilacdo, durante 4 horas, em um aparelho Clevenger modificado a
temperatura de 100°C, conforme descrito no Esquema 1. A 4gua obtida apds o
processo de hidrodestilacdo das folhas foi filtrada e submetida a particdo com
acetato de etila, esta solucdo foi concentrada sob presséao reduzida usando
evaporador rotatério originando o extrato acetato de etila a partir das folhas de
Z. tingoassuiba (ZT). Este material foi analisado por IV, CLAE e RMN *H, *3C.

Folhas frescas de
Z. tingoassuiba

m =1311,0g
«— 1
[ Oleo essencial } [ Decocto das folhas }
<+«— 2/3
[ Fase organica } [ Fase aquosa }
«— 4
ZT
m= 0,634 g

Esquema 1: Obtencgéo do extrato das folhas de Z. tingoassuiba (ZT)
1- Hidrodestilag&o; 2- Filtracdo; 3- ParticAo com acetato de etila; 4- Evaporagao a

baixa presséao.
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3.4 Obtencéo da piranocumarina

A espécie de Metrodorea mollis, escolhida para obtencdo das
piranocumarinas, foi coletada na estrada de Catolés, municipio de Piatd —
Bahia em 2004. Esta espécie foi identificada pela professora Msc. Maria Lenise
da Silva Guedes e sua exsicata foi depositada no Herbario Alexandre Leal
Costa do Instituto de Biologia da Universidade de Federal da Bahia, sob o
ndmero 69153.

As raizes de M. mollis foram secas a temperatura ambiente, trituradas e
submetidas a extracdo com hexano e posteriormente com metanol a
temperatura ambiente. O solvente foi destilado sob pressdo reduzida
resultando nos extratos hexanico (MMH) e metandlico (MMM) das cascas das
raizes de M. mollis, conforme o Esquema 2.

O extrato hexanico foi fracionado por cromatografia em coluna eluida
com hexano/acetato de etila em gradiente de concentracdo obtendo-se 37
fracOes. As fracdes foram monitoradas por CCD, reveladas em camara com
vapor de iodo, lampada ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366
nm. A fracdo 17 foi submetida a cromatografia em coluna eluida com
diclorometano/acetato de etila em gradiente de concentracdo, obtendo-se a
fracdo 3. Na purificacdo desta fracdo, utilizou-se cromatografia em coluna
isocratica com hexano/diclorometano/acetato de etila (7:2:1), no qual foi
possivel o isolamento da piranocumarina. A substancia foi identificada e

caracterizada através das andlises por CLAE, CG/EM e RMN 'H, **C.
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Raizes de M. mollis

m=76g
<« 13
[ Solucéo Hexanica } [ Torta }
<+— 4 <+«— 2/3
MMH
m=2,2¢g [ Torta } [ Solucéo Metandlica }
«— 4
MMM
m=4,7¢g

Esquema 2: Obtencéo dos extratos hexanico e metandlico das raizes de M. mollis

1 - Maceracdo com hexano (3x); 2 - Maceracdo com metanol (3x); 3 - Filtracédo
simples; 4 - Evaporacao sob baixa presséo

MMH- Extrato hexanico de M. mollis; MMM — Extrato metandlico de M. mollis

3.5 Procedimento para areducdo das cumarinas mediada por NaBH,

As furanocumarinas obtidas do extrato de Z. tingoassuiba (ZT), a
piranocumarina obtida de M. mollis e o padrdo comercial xantotoxina foram
submetidas a reacéo de borohidreto de sédio (NaBH,) (VOGEL,1971).

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL, foram adicionados,
aproximadamente 500 mg, do substrato dissolvida em 30 mL de metanol e, a
seguir adicionou-se em excesso aproximadamente 300 mg NaBH,. A reacéo foi
acompanhada por CCD utilizando como eluente hexano/acetato de etila (1:1).

No final a fase orgéanica foi tratada com solugéo saturada de NaCl e extraida
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com diclorometano e acetato de etila (3 x 30mL/solvente). A fase organica foi
seca com Mg,SO4 anidro e depois concentrada sob pressdo reduzida dando
origem a fracdo de diclorometano e acetato de etila, respectivamente. As
frac6es foram submetidas & CCD comparando com o material de partida.

Os produtos da reducdo quimica, a xantotoxina padrdo e a
piranocumarina, foram purificadas através de cromatografia preparativa (CP)
tendo como eluente hexano/acetato de etila (4:1).

3.6 Biotransformacao das cumarinas mediada por FP

As furanocumarinas de Z. tingoassuiba, a piranocumarina de M. mollis e
0 padrao comercial xantotoxina foram usados como substratos. As reacdes de
biotransformacé&o foram realizadas usando as células integras das leveduras S.
cerevisiae (FP) obtidas na sua forma liofilizada pronta no comeércio local.

Aproximadamente 500 mg do substrato, em um erlenmeyer de 250 mL,
solubilizadas, em 30 mL de uma mistura de hexano/diclorometano (95:5), e a
seguir adicionou-se 30 mL de solucéao tampao K;HPO,/acido citrico (0,2 M /0,1
M pH 4,5) e o biocatalisador (2 g), no qual a mistura reacional foi submetida a
agitacdo magnética e a temperatura ambiente. O meio reacional foi submetido
a extracdo com diclorometano e acetato de etila (3 x 15mL/solvente) (WIMMER
et al, 1992). A formac&o do produto foi analisada por CLAE, CG/EM e RMN *H,
13C.

Os produtos da reducdo com FP, xantotoxina padrdo e a
piranocumarina, foram purificadas por CP tendo como eluente hexano/acetato
de etila (4:1).

3.7 Procedimento de identificacao

3.7.1 Condi¢bes cromatograficas do CG/EM

O cromatografo a gas acoplado com espectro de massa (CG/EM) com
analisador quadrupolo com impacto eletrénico a 70 eV foi usado para analisar
os produtos obtidos da reacdo com FP e NaBH,4. O volume de injecao foi de

1L, para todas as amostras e no modo SPLIT. O gas de arraste foi o hélio
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com fluxo de 1,0 mL/min. A coluna utilizada para andlises foi a DB5-MS (30m x
0,25mm x 0,25um). A temperatura do injetor foi de 240°C e a temperatura
inicial da corrida foi de 100°C, durante 4min, incrementando 5°C/min até
alcancar a temperatura de 280°C, mantendo-se por mais 10 min. e com 0
tempo total de corrida de 50 minutos. Os espectros foram comparados com a
biblioteca de espectros, WILEY 7.0 e NIST 08.

3.7.2 Condicdes cromatograficas do CLAE

O volume usado na inje¢cdo manual no loop de 20 pL, tanto do padréo
guanto as amostras. A coluna cromatografica utlizada foi a C18
(5pumx4,6x150mm) marca Shimadzu, no modo de eluicdo gradiente binario
acetonitrila:agua (1:1) com vazao da fase movel de 1mL/min, tendo o tempo de
eluicdo de 20 min. O detector do CLAE foi o UV-Visivel com arranjo de diodo
(DAD) comprimento de onda de 200-800 nm e tendo o software para obtencao

dos cromatogramas o LC-Solution.
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4. Resultados e Discussdes

4.1 Efeito do solvente

Nas reacbes em quimica organica os solventes desempenham papel
fundamental permitindo a solubilizacdo de substratos e produtos, além de
impedir reacbes laterais pela &agua. Além disso, promove uma maior
seletividade do FP pelo substrato. No entanto, para que a enzima se mantenha
cataliticamente ativa € importante a presenca de pequenas quantidades de
agua no meio reacional (NASCIMENTO et al, 2002).

Os produtos sédo mais facilmente isolados em meio orgéanico do que em
meio aquoso e essa variacao da solubilidade pode ser explicada, devido ao log
P. Solventes com log P < 2, sédo hidrofilicos, e promovem desnaturacdo ou
inativacdo do biocatalisador, devido a alteragdo na interagdo agua-
biocatalisador, ja os solventes com o log P entre 2 e 4 sdo moderados e
alteram pouco a interacdo, apesar de também serem hidrofilicos. Os solventes
com log P> 4 permitem que o biocatalisador esteja ativo com menos interacdes
com a fase aquosa (LAANE et al, 1987).

Silva e colaboradores (2010) realizaram estudos avaliando a importancia
dos solventes para solubilizacdo dos substratos para reacdes usando o S.
cerevisae, principalmente, o diclorometano, no entanto, este solvente é veneno
para o biocatalisador, sendo necessario testar outros solventes para substituir
no meio reacional como hexano (Log P 3,5), dicloroetano (Log P 1,91),
acetonitrila (Log P -0,33), dimetilsufoxido (Log P -1,49), tetracloreto de carbono
(Log P 2,86) e octanol (Log P 2,64). Os solventes foram testados, no entanto,
0s substratos apresentaram solubilidade moderada com estes solventes, sendo
bastante soluveis em diclorometano (Log P 1,0), entdo, foi escolhido o solvente
hexano e como co-solvente o diclorometano para auxiliar na solubilizacdo dos
substratos.

A escolha do sistema bifasico para reacfes catalisadas por células
integras e ou enzimas apresenta como vantagem producdo moderada de
compostos com baixa toxicidade e menor nimero de subprodutos (LEON et al,
1998).
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4.2 Reducdes mediadas por FP e NaBH4

4.2.1 Padrdo xantotoxina
4.2.1.1 Analise por CCD

Para acompanhamento das reacdes de reducéo foram realizadas CCD
tendo como eluente hexano:acetato (4:1). No qual pode ser observado tanto no
UV e exposto no iodo, o material de partida (xantotoxina) (1); produto da
reacdo FP(2) e o produto da reacdo NaBH4 (3). No produto formado pela via

biolégica pode ser observada a reducdo da xantotoxina, Figura 11.

~  lodo
1 2 3 1 2 3
Figura 11: CCD dos produtos das reac6es com FP e NaBH,4 da xantotoxina

uv

4.2.1.2 Analises dos cromatogramas por CLAE

A analise através da CLAE permitiu uma comparacao qualitativa dos
tempos de retencdo da xantotoxina padrdo com os produtos das reacdes com
NaBH,; e FP observado no comprimento de 365 nm, conforme apresentadas
nas Figuras 12, 13 e 14. Podendo ser inferido que ocorreu a formacédo do
produto da reacdo com NaBH,4, mas ndo foi possivel observar diferencas no
cromatograma do produto da reagdo com FP, que se apresenta com 0 mesmo

TR obtido do padrdo xantotoxina.
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Figura 13: Cromatograma observado em 365 nm do produto da reacdo com FP
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Figura 14: Cromatograma observado em 365 nm do produto da reacdo com

NaBH, da xantotoxina



48

4.2.1.3 Analises dos espectros de RMN

O espectro de RMN 'H (Figural5) da xantotoxina apresenta dois pares
de dubletos em 6 7,68 e 5 6,29 em (J = 9,5 Hz) caracteristicos de acoplamento
orto integrando para um hidrogénio e cada outro par de dubletos em 6 7,61 e &
6,74 (J = 1,5 Hz), integrando para um hidrogénio tipico do acoplamento dos
prétons do anel furénico. Outro sinal caracteristico é o singleto em & 7,19 que
integra para um hidrogénio e da metoxila em 6 4,22 integrando para trés
hidrogénios estes dados sdo compativeis com a estrutura xantotoxina conforme
a literatura (STECK et al, 1972; MARUMOTO et al, 2010).

Os espectros de RMN 'H e °C (Tabela 3) da xantotoxina padréo
serviram como modelo para comparacdo com os dados obtidos nos produtos
obtidos da reducéo por via quimica e biologica.

O deslocamento quimico do produto da reducdo por via quimica no
espectro RMN 'H apresenta majoritariamente os sinais caracteristicos da
xantotoxina indicando que a reducdo ocorreu, mas com baixo rendimento
(figura 16), sendo necessaria a analise no espectro de RMN *3C para confirmar
os dados dos espectros de préton. Com os dados de RMN 3C (tabela 3 e
figura 17) foi possivel inferir a reducdo nos C3 e C4 devido aos sinais em &
29,7 e & 26,0, respectivamente, passaram a ser saturados e 6 173,7 atribuido a
carbonila da lactona insaturada indicando que a reducdo com NaBH, ocorreu
no C3 e C4.

Os dados de RMN *H (figura 18), da via biolégica mostraram sinais de
um singleto na regido de 6 4,15 da metoxila, além de dois pares como o
dubleto em & 7,72 e 5 6,36 em (J = 9,5 Hz) caracteristicos de acoplamento em
orto. Outros dois dubletos em & 7,61 e & 6,74 (J = 1,5 Hz) caracteristicos do
acoplamento dos protons do anel furanico demonstrando que nao houve
reducdo nesta posicdo. No H3 apresenta multipletos em & 2,71 e no H4 sinais
em & 3,01 e tendo H5 um singleto em & 7,00 e em 6 4,27 a integragdo para trés
hidrogénios da metoxila em C8. Estas informa¢des em conjunto com os dados
de RMN 3C (tabela 3 e figura 19) permitiram deduzir a formacao do produto de

reducéo por FP.
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Figura 15: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) da xantotoxina
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Tabela 3: Dados de RMN **C (125 MHz, CDCl;) da xantotoxina padrdo e do

produtos das reacdes com FP e NaBH, comparado com a literatura

Marumoto et al, 2010

Posicao xantotoxina (100 MHZ, CDCl3) FP NaBH,
C2 160,6 160,4 173,4 173,7
C3 114,9 114,7 28,4 29,7

C4 144,5 144,3 24,5 26,0

C5 113,1 112,9 1147 114,8
C6 126,3 126,1 129,7 126,2
C7 147,9 147,7 146,7 146,7
C8 133,0 132,8 131,8 132,6
C2 146,8 146,6 1477 147,8
C3 106,9 106,7 106,7 106,6
Cda 116,7 116,5 1145 114,8
C8a 143,2 143,0 143,7 144,3
8-OMe 61,5 61,3 60,5 61,3
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Figura 16: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) do produto da reacdo com
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Figura 17: Espectro de RMN **C (125 MHz, CDCls) do produto da reagdo com

NaBH, da xantotoxina
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Figura 19: Espectro de RMN *3C (125 MHz, CDCls) do produto da reagdo com

FP da xantotoxina
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4.2.1.4 Analises dos cromatogramas dos ions totais dos produtos da

reducéo xantotoxina

O cromatograma de ions totais (Figura 20) do produto da reducdo por
via quimica apresenta 5 picos. Em 24,68 minutos observa-se um pico com m/z
222, compativel com a férmula molecular C1,H1404 (Figura 21). Esta substancia
possui 6 hidrogénios a mais que a xantotoxina. Seu espectro de massa
apresenta fragmentacdo com perda de agua tipica de alcoois como também
perda de metila e de mondéxido de carbono (CO). Esses fragmentos séo
compativeis com o lactol (9-metoxi-3,5,6,7-tetrahidro-2H-furo[3,2-g]Jcromen-7-
ol), produto da reducdo completa das ligacbes duplas da furanocumarina
(Figura 22). No TR de 25,40 minutos apresenta um pico com m/z 220 com
formula molecular C;,H;204 € pico base com m/z 202 indicando novamente
perda, que pode ser atribuido a agua e metila (m/z 187) e perda de CO (m/z
174), sendo este o produto da reducdo parcial. Em 26,99 minutos ocorre um
pico m/z 216 compativel com a formula molecular Ci;,HgO4 (Figura 23)
indicando a substancia xantotoxina, conforme relatado em Santana e
colaboradores (2011). Estes dados corroboram com os resultados obtidos

através dos espectros RMN *H e *3C.
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Figura 20: Cromatograma do produto da reducdo com NaBH, da xantotoxina
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Figura 21: Espectro de massa do produto NaBH4 no TR 24,68 minutos
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Figura 22: Espectro de massa do produto NaBHsno TR 25,40 minutos
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Figura 23: Espectro de massa do produto NaBH;no TR 26,99 minutos

No cromatograma de ions totais (Figura 24) do produto da reducédo por
via biolégica se pode observar no TR 26,86 minutos o ion molecular m/z 216
compativel com a féormula molecular C1,HgO, atribuida a xantotoxina (Figura

25), cuja fragmentacédo esta apresentada no esquema 3.
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Figura 25: Espectro de massa do produto FP no TR 26,86 minutos
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Esquema 3: Fragmentacao da xantotoxina
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4.2.2 Furanocumarinas do decocto de Z. tingoassuiba

A fracdo organica do decocto das folhas de Z. tingoassuiba, apos
extracdo com acetato de etila, forneceu uma mistura de 3 substancias. Estas
foram purificadas e identificadas como cumarinas e um derivado do &cido
antranilico. A analise dos dados espectroscOpicos e comparacdo com a
literatura permitiram a identificacdo de duas furanocumarinas, além do metil
antranilato de N-metila (Figura 26). Esta mistura foi usada como substrato na
reducdo com FP e como material de partida nas reacdes de reducdo com
NaBH,.

R1=H; R2=0OCHj; (xanthotoxina) ) ] .
R1=0OCHj;; R2=OCHj (isopimpinelina) Metil antranilato de N-metila

Figura 26: Constituintes quimicos isolados de Z. tingoassuiba

4.2.2.1 Analise por CCD

Para acompanhamento das reacoes de reducdes foram realizadas CCD
no sistema hexano:acetato (4:1). No qual pode ser observado tanto na faixa de
365nm do UV e exposto ao iodo, o material de partida (furanocumarinas) (1);
produto da reacédo FP (2) e o produto da reacdo NaBH, (3). O produto pela via
biolégica indica uma reducdo nas furanocumarinas, assim, como na via

guimica, Figura 27.
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Figura 27: CCD dos produtos das reagcdes com FP e NaBH, das

furanocumarinas

4.2.2.2 Analise do espectro no IV

Os produtos formados na biotransformacdo da mistura das
furanocumarinas, mediadas por FP no sistema bifasico e NaBH,; foram
comparados e analisados por IV, conforme a figura 28.

Em torno de 3400 cm™ aparece uma banda caracteristica do estiramento
de hidroxila (Figura 28) que pode ser atribuida ao alcool formado na reacéo
com NaBHa.

O estiramento da ligacdo carbono-oxigénio da carbonila (C=0) a,B-
insaturada, presente no substrato usado para a reacdo com FP, pode ser
observada na regigo de 1686 cm™. Na regi&o de aproximadamente 1735 cm™
podem ser observadas bandas relativas ao estiramento das ligacbes de

carbonilas que podem ser associadas a ésteres e acidos.
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Figura 28: Espectro no infravermelho do material de partida e do produto da

reacdo com FP e NaBH, das furanocumarinas

4.2.2.3 Analises dos cromatogramas por CLAE

Os cromatogramas avaliados qualitativamente auxiliaram para observar
dos produtos da reacdo com FP e NaBH4, nho comprimento de onda em 254 nm
das misturas de furanocumarinas (Figuras 29, 30 e 31). Pode se inferir que os
cromatogramas apresentam picos diferentes do material de partida indicando a

reducédo por FP e NaBHy,.
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Figura 30: Cromatograma observado em 254 nm do produto da reacdo com

FP das furanocumarinas
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Figura 31: Cromatograma observado em 254 nm do produto da reacdo com

NaBH, das furanocumarinas
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4.2.2.4 Analises dos espectros de RMN

Da agua da hidrodestilagdo, apds extracdo com acetato de etila, foram
isoladas as furanocumarinas. Os dados das misturas de furanocumarinas
foram comparados com a literatura segundo Elgamal et al (1979) e Liu et al
(2004) e estes dados auxiliaram na andlise dos resultados obtidos dos
produtos das reagdes por via quimica e biologica.

Os espectros de RMN 'H e *C (Figuras 32 e 33), da reacdo por via
guimica desta mistura, mostraram que o NaBH, é capaz de reduzir tanto as
ligacdes duplas carbono-carbono como a carbonila. Embora, no solvente e as
condi¢Oes utilizadas esta reagdo ndo ocorra com rendimento de 100%. Atravées
do espectro de RMN *3C observa-se sinal em & 101,3 caracteristico do carbono
anomeérico do lactol.

O processo de extracdo dos produtos da reducdo por via biolégica
extraiu também componentes da membrana celular como acidos graxos e seus
ésteres. Isto pode ser observado através dos sinais, no espectro de RMN *3C
(Figura 34) em 6 173,5. Enquanto que os produtos da reducao formados devem
apresentar sinais em & 28,9 e & 24,5 encobertos pelos deslocamentos dos
carbonos metilénicos dos acidos graxos e seus ésteres.

Analisando os dados de RMN *H (Figura 35) do produto da reduc&o com
FP é possivel observar ainda os sinais remanescentes caracteristicos dos

substratos xantotoxina e isopimpinelina (Figura 36).
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Figura 32: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) do produto da reacdo com

NaBH, das furanocumarinas
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Figura 33: Espectro de RMN *3C (125 MHz, CDCls) do produto da reacdo com

NaBH, das furanocumarinas
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Figura 34: Espectro de RMN *3C (125 MHz, CDCI3) do produto da reacdo com

FP das furanocumarinas
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Figura 35: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) do produto da reacdo com

FP das furanocumarinas
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Figura 36: Estruturas obtidas da reacéo de biotransformacéo com o FP

4.2.2.5 Analises dos cromatogramas de ions totais dos produtos da

reducéo das furanocumarinas

No cromatograma de ions totais (Figura 37) do produto da reducédo por
via quimica podem ser observados os picos com m/z 216 e m/z 246 (Figuras
38 e 39) compativeis com as estruturas da xantotoxina e da isopimpinelina.

N&o sendo possivel observar os sinais relativos aos produtos da reducéo.
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Figura 37: Cromatograma do produto da reducdo por NaBH; das

furanocumarinas
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Figura 39: Espectro de massa do produto da reacdo NaBH; no TR 30,38

minutos

O cromatograma de ions totais (Figura 40) do produto da reducao por
via biologica revela que foram extraidos, acidos graxos e seus ésteres
oriundos, provavelmente, da membrana da levedura. Observa-se picos com
m/z 256, m/z 282, m/z 284, m/z 310 e m/z 312, (Figuras 41,42, 43, 44 e 45),
compativeis com as férmulas moleculares C6H320; (acido palmitico), C1gHz602
(éster etilico do acido palmitico), CyH3s0, (éster etilico do acido oleico) e
C20H400, (acido estearico). No TR 36,55 minutos pode ser observado a
presenca do produto reduzido com FP. O material de partida ndo é observado,
possivelmente por efeito da matriz podendo estar na regido entre 27-29

minutos. Estes espectros corroboram com os dados de RMN *H e **C.
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Figura 41: Espectro de massa do produto FP no TR 25,55 minutos
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Figura 42: Espectro de massa do produto FP no TR 25,81 minutos
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4.2.3 Piranocumarina
4.2.3.1 Analise por CCD

Para acompanhamento das reacdes de reducao foram realizadas CCD
tendo como eluente a mistura hexano:acetato (4:1). A CCD foi observada no
UV e exposto ao iodo, o material de partida (piranocumarina) (1); produto da
reacdo FP (2) e o produto da reacdo NaBH,4 (3). O produto pela via biologica
ocorreu uma alteracdo ao se comparar com o material de partida indicando

uma reducédo da piranocumarina, Figura 46.

uv - . Q. ' lodo

1 2 3 1 2 3
Figura 46: CCD dos produtos das reacoes com FP e NaBH; da

piranocumarina
4.2.3.2 Analises dos cromatogramas por CLAE

Os cromatogramas por CLAE do material de partida e dos produtos da
reacdo com FP e NaBH, podem ser observados no comprimento de onda 365
nm. Estes cromatogramas apresentam ha ndo formacdo do produto através da
reducdo por NaBH, e baixo rendimento na formacdo do produto na reacdo com
FP (Figuras 47, 48 e 49). O produto da reacdo com FP pode ser observada

através das andlises dos espectros de CG/EM e RMN C.
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Figura 48: Cromatograma observado em 365 nm do produto da reacédo com FP
da piranocumarina
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Figura 49: Cromatograma observado em 365 nm do produto da reacdo com
NaBH, da piranocumarina
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4.2.3.3 Analises dos espectros de RMN

Apos fracionamento e purificacdo do extrato hexanico das raizes de M.
mollis as fracBes obtidas foram realizadas analises a partir dos dados de RMN
e comparados com a literatura.

O espectro de RMN *H (Figura 50) revelou a presenca de dois dubletos
em d 7,53 (J = 9,5 Hz) e § 6,16 (J = 9,5 Hz) referentes os hidrogénios da
ligacdo dupla do anel benzopirona. Outros dois dubletos podem ser observados
em 0 6,78 (J = 10,0 Hz) e & 5,68 (J = 10,0 Hz) caracteristicos do anel pirano
um singleto em & 6,73 referente ao hidrogénio H5 ligado no anel aromatico e
singleto em & 3,82 atribuido aos hidrogénios de metoxila. O outro singleto em &
1,45, integrando para 6 hidrogénios, atribuido as duas metilas ligadas ao anel
pirano estes dados corroboram para identificacdo estrutural da brailina
conforme comparacdo na literatura Randrianarivelojosia e colaboradores
(2005).

A partir do espectro do material de partida pode ser realizado uma
comparacado com os produtos das reacdes com FP e NaBHj. Inicialmente,
analisando o espectro do produto da reacdo com NaBH, pode ser observado
no espectro RMN 'H (Figura 51) 5 7,58 e d 6,26 (J= 10,0 Hz) referente ao
hidrogénio pirano e um singleto ® 6,78 do hidrogénio do anel aromatico, doa
regiao do pirano os sinais 6,90 e 6 5,74 ( J = 10,0 Hz) e da metilaem & 3,90 e
duas metilas em ® 1,56 do singleto. Com analises nestes resultados de préton
e as informacdes no RMN *3C (Figura 52 e tabela 4) pode-se afirmar que na
reacdo com NaBH; ndo se obteve produto reduzido, isto se deve,
provavelmente, baixa solubilidade ao metanol.

Os dados de RMN *H (figura 53), da via biolégica mostraram sinais de
dois dubletos referente a ligacdo dupla do anel benzopirona em & 7,58 (J=10,0
Hz) e 6 6,26 (J=10,0 Hz) e os sinais ‘residuais” na regido aromatica dos
hidrogénios do anel pirano 6 6,90 (J = 10,0 Hz) e & 5,76 (J=10,0 Hz), dos
singletos em ® 6,78 integrando para um hidrogénio do anel aromatico e em &
3,90 atribuido aos hidrogénios da metoxila e além do singleto em 61,53
integrando para 6 hidrogénios atribuido as duas metilas do anel pirano. Este

resultado ndo apresenta como indicativo de ocorréncia de reducao biolégica, ja
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gue se repetiu praticamente 0s mesmos sinais, no entanto ao se observar 0s
sinais nas regides de multipletos na regido entre & 2,00- 82,40, que pode ser
dos hidrogénios do pirano ou da lactona. Entdo, propondo que tenha ocorrido
reducdo, mas com baixo rendimento, o que pode ser observado no RMN **C
(figura 54). Estes dados inferem na identificagdo da estrutura 3’,4'-

dihidrobrailina, quadro 3, conforme descrito em Um e colaboradores (2003).
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Figura 50: Espectro de RMN *H(500 MHz, CDCl3) da piranocumarina
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Tabela 4: Dados de RMN C (100 MHz, CDs;OD) da brailina
e dos produtos das reacées com FP e NaBH, (125 MHz, CDCls)

Posicao brailina FP NaBH,
Cc2 163,4 161,4 161,2
C3 113,4 113,2 113,2
C4 146,3 143,6 145,0
Cda 113,2 115,2 113,2
C5 110,5 106,8 110,3
C6 146,6 1449 145,7
Cc7 147,3 145,6 146,1
C8 1111 130,8 111,3
C8a 146,7 131,4 143,2
cr 115,7 22,7 115,2
Cc2 132,5 31,9 130,1
C3¥ 79,1 78,0 80,7

C4’I5’- Me 28,1 29,7 28,0

OMe 56,9 56,6 56,5

4.2.3.4 Analises dos cromatogramas de ions totais dos produtos da

reducdo da piranocumarina

Nos cromatogramas de ions totais das substancias isoladas na fracao
MMH (Extrato hexanico M. mollis) (Figura 55) pode ser observado um pico
majoritario do material de partida compativel com a formula molecular C15H1404
sendo compativel com a substancia brailina. No TR 26,85 minutos em m/z 216
a partir da fragmentacdo pode-se inferir que esta substancia é a xantotoxina.
No TR 27,23 minutos em m/z 220 e o pico de 192 indicando a substancia 6-
metoxi-7,8-metilenodioxi-6-metoxicumarina. Em TR 30,49 minutos com m/z 252
e 0 pico base 250 indicando a substancia 5,6-metilenodioxi-7,8-
dimetoxicumarina e no TR 31,14 minutos em m/z 274, provavelmente, um
époxido, 4-metoxi-2,2-dimetil-1a,2-dihidrooxireno[2,3-c]pirano[2,3-flcromen-
8(9cH)-ona, provavelmente, um artefato proveniente do processo de
purificacdo. Os espectros podem ser observados nas figuras 55, 56, 57, 58 e
59.
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Figura 56: Espectro de massa da fracdo de MMH no TR 26,85 minutos

100

5163 7991

121

192

]
:

o

~° A
p o N
-

T1100 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330

Figura 57: Espectro de massa da fracdo de MMH no TR 27,23 minutos

73



100 o
o/—\O
\
- A 235
] N
i 207
Q1 4 09 14
7‘ 83 04 109 0 |5, ‘ - ‘ o | .
_LII || I|||| H|\||| ||I||| ||\‘ |MI| I||| | ‘I || | b Ik | |\|| i | i
e B LA B ] L] ELAN L L UL A A il A A LA L L
30 90 110 130 ]50 170 190 210 230 250

Figura 58: Espectro de massa da fragdo de MMH no TR 30,49 minutos

100
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60) pode ser observado a presenca um pico com ion molecular m/z 258 e pico

base em m/z 243 compativel com a férmula molecular Ci5H1404. Seu espectro

de massa apresenta fragmentacdo com perda de uma metila em 243 m/z e

outra em 228 m/z e perda C,HzO em 215 m/z (Figura 61), sendo compativel

com a estrutura da brailina e sendo condizente com descrito em Barnes e

colaboradores (1964), cuja proposta de fragmentacdo esta apresentada no

esquema 4. No TR 30,51minutos em m/z 253 e com pico base em m/z 250

identificada a substancia 5,6-metilenodioxi-7,8-dimetoxicumarina, no qual seu

espectro de fragmentacdo mostra perda de metila e CO (Figura 62) e corrobora

com os dados de RMN*3C.
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Figura 62: Espectro de massa do produto NaBH4no TR 30,51minutos

Analisando o espectro de massa do produto da reducdo com FP (Figura
63) pode ser observado ion molecular m/z 260 e pico base m/z 245 compativel
com férmula molecular C15H1604 a substancia 3,4’ - dihidrobrailina, quadro 3,
com uma insaturacdo a menos da brailina (Figura 64). Seu espectro de massa
apresenta fragmentacdo com perda de metila, CO e C,H,0. No pico base m/z
243 TR 30,33 minutos com o pico em m/z 258 identificada como a substancia

brailina (Figura 65). A substancia 5,6-metilenodioxi-7,8-dimetoxicumarina foi
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identificada no TR 30,43 minutos com ion molecular em m/z 250 e pico base
m/z 250 (Figura 66). Estes espectros confirmam com os dados de RMN 'H e
13C do produto reduzido a partir do FP.
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Figura 63: Cromatograma do produto da reducéo com FP da piranocumarina
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Figura 64 Espectro de massa do produto FP no TR 28,52 minutos
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Figura 65: Espectro de massa do produto FP no TR 30,33 minutos



100

(R

hO

- ‘ o\

i 177 5

1 66 . " g 207

| - ‘ 83 94 |l|]) 119 134 ITJ Led ‘ ‘ . ‘
T L O N T | L | o222

RS 1 1SS N1 M A o it A 4RSS Sttt Gt A, 1

30 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250

Figura 66: Espectro de massa do produto FP no TR 30,43 minutos

Quadro 3: Estrutura do produto obtido da reagdo com FP da brailina

3'4’- dihidrobrailina
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Esquema 4: Proposta de fragmentacéo da brailina

() )
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5. Conclusdes

O sistema bifésico utilizado para as biorreducdes com S. cerevisae se
mostrou adequado para xantotoxina, isopimpinelina e brailina. Embora a baixa
solubilidade desses substratos em agua e no co-solvente utilizado tenha
permitido apenas baixos rendimentos na redugédo pretendida.

As reacodes de reducdo com borohidreto de sédio das furanocumarinas se
mostraram eficientes, apesar do baixo rendimento, também em funcdo da
solubilidade. Na piranocumarina nédo foi observada a reducdo devido a baixa
solubilidade da brailina com o solvente usado para a reagéo.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) foi
uma ferramenta importante para a caracterizacdo dos produtos e
contaminantes provenientes da reacdo com fermento de p&o. Esta técnica
permitiu a identificagdo do lactol formado a partir das furanocumarinas e dos
acidos palmitico, estearico e de seus ésteres etilicos. Da fragdo rica em brailina
utilizada para a biotransformacéao foi caracterizado a 3’4’-dihidrobrailina.

Através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi possivel fazer
uma analise qualitativa dos produtos obtidos das reacdes com fermento de péo
nas cumarinas. A combinacdo da CLAE, CG/EM com ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio e carbono 13 (RMN 'H e '*C) possibilitou analisar os
produtos formados pelas reac6es com fermento de pdo e NaBH4, mesmo com
0s baixos rendimentos obtidos.

Este trabalho descreve pela primeira vez a ocorréncia da piranocumarina
brailina e a 5-6-metilenodioxi-7,8-dimetoxicumarina na espécie M. mollis e o
seu uso para a biotransformacao.

Este método se constitui numa alternativa para a biorreducdo de carbonilas
em sistemas a, B insaturados ciclicos, como furano e pirano cumarinas,

embora os rendimentos ainda possam ser otimizados.
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6. Perspectivas

Este trabalho € inovador na pesquisa desenvolvida no laboratério e pode
contar com resultados promissores. Entdo, para a continuidade deste estudo

sugerem-se as seguintes perspectivas:

1. Otimizar as condi¢Oes para aumentar o rendimento dos produtos obtidos

nas reacgdes com fermento de péo.

2. Fazer um comparativo entre S. cerevisiae soélida e liquida para avaliar a
ocorréncia de reducao e o rendimento desta producao.

3. Avaliar a atividade biolégica dos produtos obtidos nas reacdes de
biotransformagdo de cumarinas em células gliais realizando um

comparativo dos substratos nao reduzidos.

4. Continuar com isolamento de cumarinas de M. mollis para conhecer
melhor a quimica desta espécie, que € desconhecida, e utilizar como

substrato, para as biotransformacoes.
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