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RESUMO

Os fungos endofiticos sdo micro-organismos que mantém uma associagdo mutua com a
planta hospedeira, e devido a essa interagdo podem desenvolver um aparato quimioenzimatico
bem diferenciado. Nesse trabalho foi investigada a atividade de w-transaminases expressas
pelo fungo endofitico HB4a, frente a amina racémica 1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilamina. Foi
realizada uma andlise em Cromatografo em fase gasosa, com coluna de 5% fenilmetil-
policiloxino. Com as células liofilizadas do micro-organismo foi observada uma bioconversdo
de 25 % a 1-tetralona. Com a utilizagdo das células integras foi observado 45% de conversao.
Para obter o excesso enantiomérico, foi realizada uma andlise por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, com fase movel de n-hexano e isopropanol (95:5) (v/v) e com fase estaciondria em
coluna quiral OD-H. Os resultados mostraram um excesso enantiomérico de 70% para o
enantiomero R, em 48 horas de incubagdo. Os resultados evidenciam a presenca de -
transaminases (S)-seletivas no fungo endofitico estudado.

Palavras-chave: aminotetralina, reagdes de -transaminagdo, tetralona, fungo endofitico,
resolucao cinética.

INTRODUCAO

As restingas recobrem aproximadamente 79% da costa brasileira (CARVALHO et al,
2001). O Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, no litoral norte do Estado do Rio de
Janeiro, ocupa a costa entre Quissama, Carapebus e Macaé¢ (ARAUJO et al, 1998).

A espécie vegetal Humiria balsamifera, nativa do sudeste do Brasil, pertence a familia
Humiriaceae, e ¢ conhecida popularmente como béalsamo de humiri.

A utilizagdo de MO no desenvolvimento de novos produtos e processos
biotecnoldgicos vem se destacando recentemente. Uma aplicagcdo biotecnologica de relevante
importancia para a industria farmacéutica ¢ a utilizagdo de MO em reacdes de w-transaminagao,
utilizando subtratos quirais, a fim de se obter blocos de aminas enantiomericamente puras,
utilizadas na sintese de farmécos. Esses blocos de aminas sdo importantes na construgdo de
uma gama de produtos farmacéuticos, como exemplo a 1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilamina, que é
empregada na sintese da norsertralina.

Esses MO combinam a riqueza bioquimica da planta com a sua capacidade
fermentativa, o que torna mais simples o processo de obtengdo de compostos de interesse
biotecnoldgico por uma fonte quimioenzimatica. Nesse contexto, os doze Principios da
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Quimica Verde sdo observados, uma vez que o processo se baseia no desenvolvimento da
quimica sustentavel.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal (Humiria balsamifera) foi coletado pela Profa. Dr®. Tatiana Konno-
NUPEM- UFRJ/Maca¢, no Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba em 2011, no Municipio
de Quissama. A exsicata foi depositada no herbario da UFRJ-RJ sob o niimero de registro
RFA38751. Os fungos endofiticos associados a espécie vegetal foram isolados a partir das
folhas, por colaboradores do grupo, sendo o fungo codificado como HB4a o escolhido para os
estudos no presente trabalho.

O fungo endofitico HB4a foi crescido em placa de Petri contendo Agar batata dextrose
(BDA) por 7 dias, a temperatura de 30 °C. Em seguida, 6 fragmentos dos micélios crescidos
(0,5 cm de didmetro) foram adicionados em Erlenmeyers contendo 12 mL de meio pré-
fermentativo e 0,5mM de piridoxina. A pré-cultura foi incubada sob agitacdo de 120 rpm, 30
°C, por 5 dias. A massa micelial obtida foi totalmente inoculada com 20 mL de meio
fermentativo Czapek modificado (HILARIO et al, 2012) e com 50mM da amina comercial rac-
1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilamina. A mistura reacional foi agitada em incubadora refrigerada tipo
Shaker a 30 °C e 120 rpm por 120 h (CLAY et al, 2010; JIANG et al, 2014). Para os controles
com as enzimas utilizou-se um equivalente de piruvato como aceptor do grupo amino, o
piridoxal-5’-fosfato (0,2 mM) e o acido piravico (50 mM) (CLAY et al, 2010; JIANG et al,
2014).

As amostras obtidas foram particionadas com acetato de etila e posteriormente analisadas
por Cromatografo em fase Gasosa acoplado a Espectrometro de Massas (CG-EM) a fim de se
identificar a possivel conversdo a cetona pro-quiral correspondente.

Para analise do excesso enantiomérico da amina formada, as amostras reacionais que
apresentaram conversdes promissoras para o produto de interesse foram analisadas pela técnica
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O comprimento de onda foi monitorado
a 265nm para a 1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilamina. Como fase estaciondria utilizou-se a coluna
quiral OD-H. A fase movel foi constituida por n-hexano/isopropanol (95:5) em eluigcdo
isocratica. O excesso enantiomérico foi calculado de acordo com a féormula a seguir (Figura 1)

(BORGES et al, 2011).

A-B
o
excesso enantiomérico % ATB x 100

Figura 1: Foérmula para célculo do excesso enantiomérico. Sendo:A, maior valor em area
relativa de pico referente a um dos enantidmeros; B, menor valor em area relativa.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Com o isolamento dos fungos endofiticos a partir da espécie vegetal H. Balsamifera, a
cepa HB4a isolada das folhas de H. balsamifera (Figura 2) foi alvo do presente estudo.
Figura 2: Foto do fungo endofitico isolado da espécie vegetal Humiria
balsamifera, por Larissa Zambe Pinheiro, em Junho de 2015.

A andlise do percentual de conversdo a tetralona foi realizado
de acordo com a metologia do esquema a seguir (Figura 3).

Figura 3: Esquema referentes a s 30°C, 120 tpm i i
reagdo para formacdo da 1- por até 96 h >

tetralona a partir da rac-1,2,3,4- @f} 50 mM do subshato (:(j +
tetrahidro-1-naftilamina. 6 plugs de HB4a

Czapeck (pH=5,5)
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Na analise por CG-MS, figura 4, ¢ possivel observar o perfil cromatografico dos padrao
utilizado, a saber: rac-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilamina (Tr= 13,7 min) e 1-tetralona (Tr= 13,9
min), sendo possivel observar em todos os cromatogramas a auséncia de picos relevantes
referentes a subprodutos ou contaminantes.

i (8) L ©

Figura 4: Cromatogramas das analises por CG-EM referentes a reagdes apos 48 horas de
incubagdo. (A) Controle apenas com a rac-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilamina; (B) Experimento
com células integras de HB4a com a piridoxina no meio pré-fermentativo; (C) Experimento
com a enzima (S)-seletiva de V. fluvialis.

Com base na figura 4, ¢ nos valores obtidos das areas dos picos analisados, podemos
observar que o fungo HB4a apresentou um potencial relevante para producdo da 1-tetralona,
em 48 h de incubagdo, uma vez que foi possivel observar que o MO apresentou um percentual de
conversdo na presenca do substrato rac-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilamina de 45%.

E importante salientar que nesse trabalho foi utilizado células integras, sendo observado
a bioconversao a l-tetralona de 45% para reagdo catalisada com HB4a, sendo esse resultado
promissor quando comparado aos estudos de Jiang e colaboradores (2014), onde a enzima
isolada apresentou conversdao de 51% a 1-tetralona. Vale ressaltar que 51% ¢ o valor tedrico
maximo a ser obtido, considerando que a enzima ¢ (R) ou (S)-seletiva e, apenas um dos
enantidmeros € bioconvertido ao produto, cetona pro-quiral, sendo liberado no meio a amina
remanescente. Dessa forma, € possivel afirmar que 45% de conversdo, encontrado nesse estudo,
representa um excelente resultado.

Apbs a obtencao do percentual de conversdo, as amostras foram analisas em CLAE para
identificacdo do excesso enantiomérico formado. Desse modo, foram analisados todos os
padrdes comerciais, a fim de se verificar a eficiéncia da separacdo do método estabelecido para as
analises dos experimentos. Em seguida, as amostras referentes aos experimentos.

Na analise por CLAE, figura 6, ¢ possivel observar o perfil cromatografico dos padrdes
utilizados, a saber: rac-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilamina (Tr= 6,2 ¢ 9,2 min) e (S5)-1,2,3,4-
tetrahidro-1-naftilamina (Tr= 9,5 min), sendo possivel observar em todos os cromatogramas o
pico do solvente, o qual apresenta tempo de reten¢do de 4,5 a 5 minutos.

Meio de cultura + fungo

: (A) | (B) R Padrao 1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilamina

S

(®) Padrdo (S)-1,2,3 4-tetrahidro-1-naftilamina (D) Experimento com o-Ta de V. fluvialis
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(E) Experimento com o-Ta de 4. fumigatus (F) Experimento com as células integras de HB4a

Area relativa (%) Area relativa (%) % de ee
(R)-tetra (S)-tetra
79,64 20,36 70 (R)

Figura S: Cromatogramas obtidos por CLAE a 265 nm.

No experimento com as células integras de HB4a ¢ possivel observar que na presenga
da rac-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilamina houve a diminuicdo do pico relativo a (S)-1,2,3,4-
tetrahidro-1-naftilamina. Com isso, sugerimos a biotransformag¢do do racemato em um
enantiomero (R), com excesso enantiomérico de 70%, e, portanto, fica evidente a presenga de
transaminases (S)-seletivas. Estes resultados sdo interessantes considerando o uso de células
integras. No estudo realizado por Kroutil e colaboradores (2010), observou-se um valor de 99%
de ee apos testes como um total de 35 MO liofilizados, entre bactérias e actinobactérias.

CONCLUSOES

O estudo com a rac-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilamina em processos de biotransformagao
por fungos endofiticos € bastante escasso, sendo este trabalho o primeiro na literatura trazendo
esta informagdo. Sabe-se que tais blocos aminados estdo presentes em uma variedade
significativa de medicamentos atuantes no SNC, como a sertralina. Dessa forma, o excesso
enantiomérico de 70% alcangado nos experimentos ¢ bastante interessante por se tratar de
ensaios com as c€lulas integras. No entanto, ¢ interessante complementar os estudos através de
uma etapa de otimizac¢do do processo considerando estudos com os materiais liofilizados e com
novas faixas de temperatura, pH e solventes organicos, os quais ainda nao foram trabalhados.
Para a otimizagdo, serdo utilizadas faixas de pH de 6,5 a 8, com temperaturas de 25°C 4 33°C e
os solventes organicos utilizados serdo o terc-butil metileter e o tolueno.
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