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Resumo- Biotransformagao é um processo que visa modificar estruturalmente compostos organicos através
de reacbes enzimaticas. Esta tecnologia sustentavel, quimica verde, € realizada em meio aquoso,
temperatura ambiente, pH neutro, baixo nivel de poluicdo e modificagées quimicas dificeis de serem obtidas
por reagdes quimicas convencionais. O objetivo do trabalho foi verificar a melhor condigdo de cultura para a
biotransformacao do acido caurendico (AC) pelo Aspergillus terreus. O AC € um composto organico extraido
da planta Mikania glomerata, o guaco, que possui acdo antiinflamatéria. O AC foi extraido através de
Cromatografia em coluna. O fungo Aspergillus terreus foi inoculado ao meio liquido Czapeck em duas
etapas (pré-fermentativa e fermentativa), sendo o substrato (AC) inoculado na fase fermentativa. Os
extratos da cultura foram filtrados, particionados e analisados diariamente, através de cromatografia em
camada delgada até a total biotransformacao. Os resultados demonstraram que as melhores condi¢cdes de
cultura foram: meio liquido Czapeck, agitagao de 120 rpm, 30°C, por 384 horas. O analogo biotransformado
serd isolado, identificado e avaliado em relagdo ao aumento ou diminuigdo do seu potencial antiinflamatorio.
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Introducao

O género Mikania compreende cerca de 300
espécies as quais algumas sdo usadas na
medicina popular (AGRA et al, 2007; 2008).
Muitos trabalhos demonstram as diversas
atividades bioldgicas atribuidas ao guaco como,
atividade anti-alergénica (FIERRO et al., 1999),
antimicrobiana (PESSINI et al., 2003; AMARAL et
al., 2003); anti diarréica (SALGADO et al., 2005) e
anti-inflamatéria das vias aéreas (FALCAO et al.,
2005).

Um dos principais componentes do guaco é o
diterpeno Acido caurendico (acido ent-caur-16-en-
19-6ico), conhecido como AC, apresentado na
Figura 1 (DA COSTA, 1996).
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Figura 1: Estrutura do acido ent-caur-16-en-19-

18

6ico (acido caurendico).

Biotransformacdo é um processo no qual um
composto organico é modificado a um produto
estruturalmente  correlacionado, recuperavel,
mediado por reagdes quimicas “simples” e
catalisadas por enzimas contidas nas células.
Neste processo utiliza-se um catalisador biolégico
com a finalidade de modificar um determinado
substrato, envolvendo um ndmero limitado de
etapas enzimaticas. (BU'LOCK & KRISTIANSEN,
1987, CANNEL, 1998, GIRI ET AL., 2001, LIMA &
MOTA, 2003).

As Dbiotransformagbes sao preferidas aos
processos quimicos, pois atualmente existe um
forte apelo dos 6rgaos publicos, principalmente os
nao-governamentais perante as industrias e
laboratérios de pesquisa, quanto & adequagédo ao
desenvolvimento sustentavel. (CHOUDHARY et
al., 2005).

As razdes para ser considerada uma tecnologia
verde, englobam diversos fatores, pois as reagcdes
enzimaticas podem ser realizadas em solugdes
aquosas (possuem baixa eficiéncia em solventes
orgénicos), a temperatura ambiente, pH proximo a
neutralidade, sem a necessidade de altas
pressbes, condicdes severas e quantidade
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significante de energia, polui menos que os
solventes orgénicos e metais utilizados nas
sinteses quimicas e tecnicamente podem ocorrer
modificagbes quimicas em varios centros
moleculares, inclusive em locais que dificilmente
poderiam ser alcangados através da sintese
quimica, além do baixo custo para a
implementacdo de centros de pesquisa (GIRI et
al., 2001)

Os resultados obtidos através da
biotransformacao podem ser utilizados para
produzir ou modificar compostos bioativos,
visando melhorar drogas antigas, aumentar a sua
poténcia, o tempo de meia vida, estabilidade e
diminuir seus efeitos adversos (MIYAZAWA, 2001,
HEA et al., 2006).

O presente trabalho teve como objetivo geral
realizar a biotransformagéo do Acido caurendico
(AC) pelo fungo Aspergillus terreus, obtendo assim
analogo(s) biotransformado(s) para posterior
andlise da sua agao antiinflamatéria em relacdo ao
prototipo AC.

Metodologia

O Acido caurendico foi obtido das partes
aéreas secas e rasuradas de “Guaco” (Mikania
glomerata — lote GUA0O109VB, colhido em abril de
2008) junto a um fornecedor de plantas medicinais
(Nutri-ervas) localizado em Sao Paulo — Capital,
na Rua do Bucolismo no. 144 — Bras, CEP 03008-
040.

Realizou-se o processo de maceragcao do
material vegetal, seguido de percolagdo exaustiva
ambas com Diclorometano e posterior filtracdo
convencional. De acordo com o fluxograma
abaixo:

Fluxograma 1: Preparo do Extrato Bruto

Mikania glomerata
Partes agreas (2000 g)

-Maceraéo comdiclorometano 72h
-Percolacao exaustiva
- Filtracéo convencional

Mikania glornerata

A Extrato dicloromatano

Concentrar em rotaevaparador

Extrato Diclorometano Concentrado Desprezar
(EGD)m=422¢

O extrato de guaco diclorometanico (EGD) foi
submetido a particdo com metanol e agua, e a
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fracdo resultante, submetida a particdo com
hexano e acetato de etila. A fracdo hexéanica
(EGDH) apds ser submetida ao rotaevaporador
apresentou formacao de cristais.

O AC foi obtido através de sucessivas etapas
de fracionamento cromatografico, efetuadas a
partir da fracdo hexanica. Para tal, 11,4 g de
EGDH foi submetido a cromatografia liquida a
vacuo (CLV; Pelletier et al., 1986) utilizando-se
uma coluna de vidro de 9 cm de didmetro por 16
cm de altura contendo em sua extremidade inferior
uma placa sinterizada. Para este procedimento
foram utilizados 460 g de silica gel do tipo 60H
(Merck, cédigo 1.07736) com empacotamento a
vacuo. A proporcdo de silica em relagdo a
quantidade de amostra foi de aproximadamente
40:1 — uma proporgéao relativamente pequena para
uma boa resolugdo cromatografica, porém essa
primeira coluna era simplesmente para uma
separacao inicial dos componentes de acordo com
0 grau de polaridade dos metabdlitos. Como fases
moéveis, foram utilizadas misturas de hexano e
acetato de etila em gradiente crescente de
polaridade, além do metanol ao final do processo.

As sub-frac6es obtidas foram entdo analisadas
por Cromatografia em camada delgada
comparativa (CCDC), composta por silica gel
GF254 — Macherey-Nagel, cédigo: 816320.1 e
utilizando-se como fase mével mistura de
hexano:acetato de etila na propor¢ao de 8:2 (V/V).
O AC foi utilizado como padrdo nesse
procedimento, permitindo verificar que esse
metabdlito era o constituinte principal da fragédo
EGDHS3.

A manutencdo dos fungos, assim como a
preparacao das culturas e extracdo dos fluidos
destas foram realizados de acordo com Arakawa
(2008), com modificagbes como seguem.

O Aspergillus terreus, foi mantido em estoque
em meio PDA a 4 °C, posteriormente repicado em
meio PDA inclinado e incubado a 30 °C por sete
dias para a obtengéo de esporos (Arakawa, 2008).
Em seguida, os esporos foram coletados em
suspensao aquosa por raspagem de pipeta e,
apdés contagem em camara de Neubauer, estes
foram inoculados ao meio de cultivo na
concentracdo de 1.10" esporos/mL de meio de
cultivo. O meio utilizado para a biotransformagao
foi o Czapeck, (3,0 % de sacarose, 0,2 % de
NaNO;z;, 0,1 % de K;HPO,, 0,05 % de
MgS0,4.7H,O, 0,05 % de KCI e 0,001 % de
FeS0O,.7H,0O) com pH inicial ajustado em cinco
(Alviano et al., 1992).

A biotransformagdo pode ser dividida em duas
etapas, a pré-fermentativa e a fermentativa. Na
etapa pré-fermentativa, inoculou-se a solugdo de
esporos em dois erlenmeyer com 150 mL de meio
liquido cada. As culturas foram incubadas a 30 °C,
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sob agitacdo constante de 120 rpm por 72 horas,
tempo necessario para a obtengdo de maior
quantidade de biomassa, antes de ser submetido
ao processo de biotransformacdo. Em seguida,
realizou-se a filtragcdo da biomassa obtida em
ambiente asséptico, sendo o fluido da cultura
descartado e a biomassa obtida transferida para
um meio de cultivo fresco.

Apos a transferéncia, as culturas foram
incubadas por mais 24 horas (a 30 °C e 120 rpm)
e ao final deste periodo foi suplementado com a
AC (0,2 mg/mL) dissolvida em DMSO (0,2 %),
iniciando a etapa fermentativa. O solvente
escolhido foi aquele que promove menor
interferéncia sobre a viabilidade celular dos fungos
testados (Arakawa, 2008).

As culturas foram re-incubadas nas mesmas
condi¢cdes anteriores e amostras de um mL do
meio de cultura de ambos os frascos foram
coletadas de 24 em 24 horas, até o periodo
necessario para a deteccdo do processo de
biotransformacgéao do AC.

A andlise diaria consistiu na retirada, com o
auxilio de uma pipeta automatica, de um mL do
caldo de cada cultura, submetido a particdo com o
mesmo volume de Acetato de etila (irés
extracdes). A fase organica obtida foi concentrada
em banho-maria e o microextrato bruto da
biotransformagéo foi entdo submetido a analises
por CCDC utilizando-se como fase movel mistura
de hexano:acetato de etila na proporcdo de 8:2
(V/v).

Detectada a biotransformacao com auxilio de
CCDC, realizou-se a ampliagdo da escala do
processo, mantendo as mesmas condi¢cdes de
cultivo, porém com um volume maior de meio
liquido, 300 mL em cada erlenmeyer. Para assim,
garantir a obtencdo de uma quantidade maior do
derivado biotransformado.

O caldo resultante da ampliagdo do processo,
depois de detectada a biotransformacdo por
cromatografia em camada delgada comparativa
com padrao auténtico de AC foi submetido a
filtracdo a vacuo para dar inicio aos processos de
isolamento do derivado.

Resultados

As condi¢cdes para obtencdo de esporos do
fungo Aspergillus terreus envolvem o meio de
cultura PDA (Potato Agar Dextrose), tempo de
incubacgao por um periodo de sete dias a 30 °C, de
acordo com estudos realizados anteriormente pelo
orientador em Arakawa, 2008.

O cultivo do fungo durante as etapas pré-
fermentativa e fermentativa envolve as seguintes
condigdes: Meio liquido Czapeck, agitacao de 120
rem a 30°C (Incubadora Shaker).

Encontro Latino Americano
de Pés Graduacao

Encontro Latino Americano

de Iniciagao Cientifica Junior

Observou-se que para o fungo selecionado a
idiofase (massa micelial maxima) é atingida apos
um periodo de 24 horas, de modo que a adi¢gédo do
substrato utilizado no processo de
biotransformacdo do presente trabalho (acido
caurenoico, 0,2 g/L) foi realizada nessa etapa
sempre 1 dia apés o desenvolvimento dessas
culturas no meio fermentativo.

O tempo para que ocorra a total
biotransformacao foi de 384 horas, avaliacao
realizada com andlise diaria dos microextratos da
cultura em CCDC.

Discussao

O meio de cultura Czapeck por ser um meio
pobre em nutrientes, ativa o metabolismo do fungo
Aspergillus terreus, o que consequentemente faz
com que o substrato inoculado, o acido caurendico
sofra agdo das enzimas flngicas, sendo assim
biotransformado.

O tempo necessario para a massa micelial
atingir sua fase estacionaria, no meio de cultura
fermentativo, € o momento adequado para a
adicao do substrato AC, devido a ativacdo das
enzimas utilizadas na biossintese dos metabdlitos
secundarios (Gaden-Junior, 2000; Elias et al.,
2006), sendo assim, esse periodo foi escolhido
para inocular o substrato.

O tempo total de biotransformacao, 384 horas,
pode ser reduzido, diminuindo a quantidade de
fonte de carbono (Sacarose), presente no meio de
cultura Czapeck.

Conclusao

Os resultados demonstraram que as melhores
condigdes de cultura foram: meio liquido Czapeck,
agitacdo de 120 rpm, a 30°C, por 384 horas. Apos
0 processo de filtracdo para a obtengcéo do extrato
da cultura, serdo realizados particdo e diversos
métodos cromatograficos para isolar e identificar o
analogo encontrado.

O derivado biotransformado encontrado serd
submetido a analise comparativa do seu potencial
antiinflamatério em relacdo ao seu protétipo AC,
assim poder-se-a contribuir para o entendimento
do mecanismo de acdo do acido caurendico e
para o desenvolvimento de novas drogas na
farmacologia antiinflamatéria, tudo isso através de
uma tecnologia sustentavel, a biotransformagao.
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