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Resumo:

Dentro da biotecnologia o uso de enzimas como catalisadores em reac¢des quimicas
tem sido uma alternativa promissora e sustentavel, além de possuirem acao
altamente seletiva. As chalconas apresentam aplicacdes farmacoldgicas de
interesse e 0s seus produtos de biotransformacao representam potenciais alvos ou
intermediarios sintéticos verséateis. O presente trabalho visou a realizacdo de
reacfes de biocatdlise mediadas por fungos filamentosos do género Phoma sp.
(F45) e Aureobasidium sp. (F46) com substratos derivados das chalconas para a
avaliacéo da biotransformacdo das mesmas. As anélises de CCD e de RMN de 'H
demonstraram que houve a metabolizacdo das chalconas, no entanto nao foi
possivel a extracao e detec¢do dos produtos da biotransformacéao.

Introducao

Dentro da biotecnologia, a biocatélise se destaca como uma ferramenta de alta
seletividade, proporcionando uma maior probabilidade de gerar produtos com
elevados excessos enantioméricos, utilizando condi¢gbes reacionais mais brandas
(GONCALVES; MARSAIOLI, 2014). Além disso, o emprego de células integras de
micro-organismos representa uma alternativa ao uso de reagentes quimicos para
obtencdo de novos produtos a partir de um substrato, atendendo aos principios da
Quimica Verde (CHOI; HAN; KIM, 2015).

As chalconas s&o compostos a, B-insaturados caracterizados por apresentarem
atividades antibacteriana, antifingica, antitumoral e anti-inflamatéria, o que justifica
emprega-las como substratos nas reacdes de biocatélise representando uma
estratégia promissora para descoberta de novas aplicacbes medicinais (CHAVAN et
al., 2016).

Os fungos da pele humana representam uma fonte de enzimas com potencial
aplicacdo em reacdes de biocatalise, visto que sédo capazes de metabolizar os mais
diversos tipos de compostos organicos (SILVA, 2012). O objetivo do presente
trabalho foi realizar a biotransformacdo de substratos pré-quirais por meio das
reacOes de biocatalise mediadas por fungos filamentosos de origem humana.
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Materiais e métodos
Substrato e micro-organismos utilizados

Utilizou-se a trans-chalcona (1) e p-metoxi-chalcona (2) como substratos e os fungos
filamentosos do género Phoma sp. (F45) e Aureobasidium sp. (F46), gentiimente
cedidos pela Prof2 Dra. Anita J. Marsaioli (IQ-UNICAMP), isolados da pele humana
pela Dra. Carla Porto, em sua tese de doutorado (Registro SISNEP — Folha de Rosto
1085/2008, Comité de FEtica em Pesquisa/Faculdade de Ciéncias Médicas
(CEP/FCM) da Unicamp).

Manutencao dos micro-organismos

A reativacdo dos fungos filamentosos foi feita com meio liquido de extrato de malte e
peptona a 28 °C e 200 rpm durante 48 horas, depois transferidos para novo meio de
mesma constituicdo e incubados por mais 24 horas nas mesmas condigdes.

Reacdes de biocatalise

Para as reagfes de biocatalise, os fungos crescidos foram filtrados e adicionados
em frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio aquoso adequado,
adicionou-se 10 pL do substrato solubilizado em DMSO a suspensdo e o sistema
reacional foi incubado em agitador orbital a 28 °C e 200 rpm. Foram retiradas
aliquotas de 1 mL do meio reacional nos periodos de 12, 24, 48 e 72 horas para
acompanhar o consumo do substrato e a formacdo do(s) produto(s). As aliquotas
foram transferidas para tubos de ensaio contendo 1 mL de solucéo saturada de NacCl
e extraidas com 1 mL de AcOEt. A fase organica recolhida foi seca sobre Na,SO,
anidro, analisada previamente por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e
enviada para andlises de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de
hidrogénio (RMN de *H).

Resultados e Discussao

Primeiramente foi realizada a selecdo do substrato a ser utilizado nas reacdes e
verificacdo de sua pureza. O substrato escolhido foi a trans-chalcona (1) (Figura 1),
apos analise em cromatografia em camada delgada (CCD), constatou-se que estava
impuro e o mesmo foi purificado por recristalizacdo em etanol a quente.
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Figura 1 —Estrutura molecular da trans-chalcona (1).
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Com a substancia purificada, realizou-se a sintese do padrdo racémico por meio da
reducdo com NaBH, desta e posterior anélise em CCD para acompanhar as reagdes
de biocatalise.

Inicialmente, para que ocorra a reacdo de biocatélise, realizou-se o crescimento dos
fungos em meio liquido, para obtencédo de biomassa suficiente, porém os fungos nao
cresceram de forma adequada e, portanto, realizou-se um novo repigue dos
mesmos e um microcultivo. ApOs tais procedimentos, obteve-se um crescimento
adequado dos fungos.

A p-metoxi-chalcona (2) foi selecionada como um novo substrato para realizar as
reacOes de biotransformacado, por apresentar ampla atividade farmacoldgica e por
possuir grupos funcionais cuja reducdo quimica por métodos convencionais é
onerosa e requer reagentes de custo elevado e potencialmente perigosos. Dessa
forma, o substrato 2 foi submetido a recristalizacdo de modo a deixa-lo com pureza
adequada (avaliada por CCD) e foi sintetizado seu padrédo racémico para posterior
acompanhamento nas reacdes de biocatalise.

Apés a realizacdo das reacdes de biocatalise com os substratos 1 e 2, aliquotas
foram extraidas do meio reacional e submetidas a analises por CCD e de RMN de
'H para avaliar quais grupos funcionais da molécula haviam sido biotransformados.
Os espectros referentes ao substrato 2 encontram-se ilustrados na Figura 2.
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Figura 2 —Espectros de RMN de *H (300 MHz, CDCls) das reacdes de biocatélise (1,
2, 3 e 4), do substrato p-metoxi-chalcona (6) e de seu alcool racémico (5).

Conselho Nacional de Desenvolvimento
bl

Clentffico e Tecnolégico 4 DO ESTADO DO PARANA

SQUEM=" @CVP BT oo



28° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica ; 10e 11 de outubro de 2019

8° Encontro Anual de Iniciac&o Cientifica Junior

Confirmando o resultado observado previamente em CDD realizada durante o
monitoramento das reacdes, com o0s substratos 1 e 2, e quando compara-se 0s
espectros de RMN de *H do substrato 2, de seu alcool racémico e com 0s espectros
das reacgfes de biocatélise, observa-se que ndo h4 nenhum sinal correspondente ao
substrato e/ou de seu produto de biotransformacéo.

Provavelmente quando a chalcona € metabolizada no interior das células dos
fungos, seu produto de biotransformacéo apresenta maior polaridade e encontra
dificuldade para ultrapassar a membrana plasmética, ndo sendo excretado para o
meio extracelular (HYLEMON & HARDER, 1998) e, portanto, os produtos resultantes
das reacdes de biocatélise ndo sdo extraidos pelo método convencional utilizado e
nao sédo detectados em nenhuma amostra analisada.

Conclusodes

As reacdes de biocatalise das chalconas mediadas por fungos filamentosos foram
realizadas, no entanto, ndo foi possivel estudar os produtos oriundos desta
biotranformacé&o, possivelmente aprisionados no interior das células fangicas e
estudos futuros sdo necessérios para otimizagdo dos métodos de extracdo e
deteccéao.
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