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Resumo

O esteviosideo é um adogante natural proveniente das folhas de S#evia rebandiana. Ele é um
glicosideo do esteviol e outros glicosideos da mesma aglicona também estdo presentes na
planta e no produto comercial. O esteviosideo ¢ o componente majoritario do produto
comercial, mas nio é o que tem melhores propriedades organolépticas. Ele possui um
amargor residual caracteristico e, por isso, tentativas tém sido feitas no sentido de modifica-
lo. Nesse trabalho o esteviosideo comercial e o esteviosideo puro foram submetidos a
modificagio por enzimas hidroliticas obtidas do fungo filamentoso Gibberella fujikuroi. A
producao das enzimas pelo fungo foi induzida através do seu cultivo em meio minimo
contendo esteviosideo como unica fonte de carbono e o extrato enzimatico obtido foi
entdo utilizado nos experimentos. Os produtos obtidos foram analisados por CLAE-EM-
EM. Os resultados mostraram um significativo aumento de rebaudiosideo A no produto
final, o qual possui uma unidade a mais de glicose em relagdo ao esteviosideo e melhores
propriedades organolépticas. Além disso, foi observada uma redugdao na concentragao do
esteviol. A utilizacdo de extrato de enzimas hidroliticas do fungo Gibberella fujikurot,
portanto, ¢ eficiente para a modificagao do esteviosideo e melhora suas caracterisiticas

organolépticas.
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Abstract

Stevioside is a natural sweetener obtained from the leaves of Stwia rebaudiana. 1t is a
glycoside of steviol and other glycosides of the same aglicone are also found in the plant
and in the commercial product. Stevioside is the major component in the commercial
product but it is not the one with the best organoleptic properties. Is has a characteristic
bitter aftertaste and, for this reason attempts have been made in order to modifie its
molecule. In this work the commercial and pure stevioside were modified by hydrolytic
enzimes from the filamentous fungus Gibberella fujikuroi. The production of the enzimes by
the fungus was induced by its culture in a medium containing stevioside as the sole carbon
source and the enzimatic extract was then used in the experiments. The products obtained
were analized by HPLC-MS-MS. The results showed a significative increase of rebaudioside
A in the final product, which has na extra glucose unit when compared to stevioside and
has better organoleptic properties. Furthermore a reduction in the concentration of steviol
in the final product was also observed. The use of an extract of hydrolitic enzimes from the
tungus  Gibberella fujikuroi is, therefore, efficient for the modification of stevioside and

enhance its organoleptic properties.



Introducio 1

1 INTRODUCAO

O esteviosideo ¢ um adogante natural extraido da Stevia rebandiana. A expansao da
aceitacio do produto comercial tem sido comprometida pelos seus problemas
organolépticos e algumas solucbes tém sido propostas na literatura cientifica para resolve-
los. Uma delas se refere a modificagdo enzimatica do produto. Esta estratégia esta
relacionada com as estruturas quimicas do esteviosideo e outros glicosideos presentes no
produto comercial. Os processos descritos procuram modificar enzimaticamente o
esteviosideo de modo a converté-lo em rebaudiosideo A, ou em outro derivado com
unidades extra de agticar na molécula. Este projeto pretende utilizar estratégia semelhante,
aproveitando resultados preliminares encorajadores ja obtidos pelo grupo de pesquisa com

a utilizagdo de enzimas hidroliticas do fungo filamentoso Gibberella fujikurot.

1.1 A PLANTA STEVIA REBAUDIANA (BERT.) BERTONI

A Stevia rebandiana, também conhecida como: caa-hé-e, caa-jhe-hé, azuca-caa, eira-
caa, caa-yupl, erva-adociada, folha-doce, planta-doce, yerba-dulce, capim-doce, erva-doce e
estévia, possul imenso potencial adogante devido a presenca de esteviosideo em suas folhas
(LORENZI e MATOS, 2002). A planta tem o seguinte enquadramento taxonomico de
acordo com a classificacio de CRONQUIST, 1988:

Divisao: Magnoliophyta;

Classe: Magnoliopsida;

Subclasse: Asteridae;

Ordem: Asterales;

Familia: Asteraceae;

Género e espécie: S. rebandiana (Bert.) Bertoni.

A 8. rebaudiana é uma planta herbacea de caule ereto cujo comprimento, quando

florido, pode variar de 20 a 80 cm, podendo excepcionalmente alcancar até cerca de 1 m de



Introducio 2

altura. As regides caulinares localizadas junto ao 4pice do vegetal apresentam cor verde, ao

passo que as basais sdo pardacentas (LORENZI e MATOS, 2002).

Figura 1 - A Folha de Stevia rebaudiana

:

FONTE: http:/ /www.pinnaclenature.com/images/stevialeaf.jpg

As folhas (Fig.1) sao opostas, espatuladas a lanceoladas, subsésseis a sésseis, de
apice agudo, base cuneada (atenuada) e margem serrilhada do meio ou do tergo basal para
o apice foliar. Flas sdo alternas apenas quando junto a inflorescéncia. Sao trinervadas
longitudinalmente, apresentando a nervura mediana mais desenvolvida. Apresentam
consisténcia membranosa e sio verde-escuras na parte superior (adaxial), sendo a parte
inferior (abaxial) mais clara. Medem até 6 cm de comprimento por até 2,5 cm de largura.
Algumas vezes a parte superior das folhas adquire tonalidade verde-azulada e lustrosa. As
folhas sao quebradigas quando secas e apresentam venacio actinédroma. As folhas acham-
se reunidas em capitulos agrupados em inflorescéncias terminais corimbiformes de
coloracio alvinetente. As flores sao protegidas por um invélucro de cinco a seis bracteas
(LORENZI e MATOS, 2002).

Os frutos sao do tipo aquénio de tamanho reduzido, forma angular (quatro a
cinco angulos longitudinais) e tém superficie pilosa. Os frutos sio acompanhados do papus
formado por uma so6 fileira de cerdas (LORENZI e MATOS, 2002).

Na época da colonizagao da América do Sul pelos espanhodis e portugueses, nas
imediages do territério paraguaio e regides circunvizinhas, como Brasil, Argentina e
Bolivia, habitavam os indios nativos tupi-guaranis que constitufam uma populagao de
aproximadamente 400 mil individuos. As plantas retiradas das florestas eram por eles

utilizadas, principalmente, para adogar bebidas medicamentosas ja que suas folhas
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apresentavam atividade extremamente doce. Embora conhecida dos indios e documentada
pelos conquistadores espanhdis, conforme documentos mantidos pelo Arquivo Nacional
de Assuncao, somente em 1887 esta planta teve sua primeira abordagem cientifica feita
pelo naturalista Moisés S. Bertoni, diretor do Colégio de Agricultura em Assun¢ao, em uma
de suas viagens as florestas do leste paraguaio. A partir de uma pequena amostra e alguns
fragmentos de inflorescéncias o pesquisador determinou que a planta tinha certas
caracteristicas do género Stevia ou Eupatorium. Parte do material foi enviado ao quimico
paraguaio, Ovidio Rebaudi, que realizou os primeiros ensaios quimicos sobre a planta,
publicados em 1900, na revista Argentina: Quimica e Farmacia. Numa homenagem ao
pesquisador, Bertoni havia denominado a planta de Ewpatorium rebandiana. Em 1905, ap6s
estudos botanicos mais aprofundados, Bertoni comprovou que se tratava realmente de uma
Eupatoriae, porém do género Stevia e assim denominou-a de Stevia rebandiana. Mais tarde a
Sociedade Botanica do Paraguai denominou-a de S. rebaudiana Bertoni (EMBRAPA, 2004).

No Brasil foram encontradas quatro espécies, embora existam informagoes sobre
a ocorréncia de 14 espécies no Rio Grande do Sul. Das espécies que ocorrem no pais
merecem destaque a S. rebaudiana e a S. aristata que também apresenta principios
edulcorantes (EMBRAPA, 2004).

A 8. rebaudiana é cultivada no Japao, América Central, China, Coréia, Israel,
Taiwan, Tailandia, Indonésia e Filipinas. Na América ¢é cultivada principalmente no
Paraguai ¢ no Brasil, mas também ¢é cultivada na Argentina e no Uruguai (Fig.2)
(MARCAVILLACA e TORTORELLI, 1992; ELKINS, 1997). A industrializacio e
consumo sao liderados pelo Japao (41% dos adogantes consumidos), seguido da Coréia do

Sul, China e Brasil (KINGHORN et al, 2001).

Figura 2 - Localizagdo dos maiores cultivos na América

FONTE: http://nics.naro.affrc.go.jp/hatasaku/mihonen/maps/CROP28.gif
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1.1.1 Constituintes quimicos e caracteristicas organolépticas da planta

A droga vegetal é constituida pelas folhas secas contendo, no minimo, 12,0 % de
carboidratos totais e 4,0 % de esteviosideo (F.BRAS.IV, 2003). As folhas de S. rebaudiana
também contém proteinas, fibras, fésforo, zinco, célcio, potassio, sodio, magnésio,
flavonoides, vitaminas C e A entre outras (ELKINS, 1997). Nove glicosideos doces do
esteviol, um diterpeno tetraciclico, estao presentes nas folhas (Fig.4): esteviosideo,
esteviolbiosideo, rebaudiosideo A, rebaudiosideo B, rebaudiosideo C, rebaudiosideo D,
rebaudiosideo E, rebaudiosideo F e dulcosideo A. Apenas o esteviosideo e o rebaudiosideo
A estdo presentes em quantidades apreciaveis da matéria seca das folhas (CRAMMER e
IKAN, 1987)

A biossintese do esqueleto diterpénico comega, paralelamente a biossintese de
giberelinas, com a condensagao do difosfato de dimetilalila (DMAPP) e trés moléculas de
difosfato de isopentenila (IPP), resultando em pirofosfato de geranilgeranila (GGPP). A
GGPP ¢ ciclizada e rearranjada para formar o ent-caureno. A conversao de IPP em ent-
kaureno ocorre no cloroplasto. O ent-caureno ¢ oxidado em passos subseqiientes para acido
ent-kaurendico por monoxigenases microssomais. O ponto de ramificagdo com a
biossintese de giberelinas corresponde a hidroxilagao deste acido ent-caurendico no C-13
dando origem ao esteviol, o precursor dos glicosideos diterpénicos da S. rebaudiana
(TOTTE et al.,, 2000) (Fig.3). Subseqiientes glicosilacdes resultam em esteviolmonosideo,
esteviolbiosideo, esteviosideo e trebaudiosideos, mas niao foi encontrado trabalho
experimental sobre essa sequiéncia de glicosilagdes. O que se sabe é que algumas enzimas
atuantes na rota biossintética de formacao do esteviol atuam também nestas subseqiientes
glicosilagbes (RICHMAN et al., 1999).

As caracteristicas organolépticas sao variaveis de acordo com a temperatura de
utilizagio da planta. Em temperaturas mais altas o poder edulcorante é aumentado e o
residual amargo é reduzido (CARDOSO et al,, 2004). O gosto residual amargo também ¢é
reduzido quando a concentra¢ao na planta de rebaudiosideo A aumenta em comparagao ao

esteviosideo (GOTO e CLEMENTE, 1998).
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Figura 3 - Rota de biossintese de diterpenos

Acetil CoA Piruvato + GAP
i DXS i(CLAl)
DXP
Acetoacetil CoA
DXR
HMGR —> i
MEP
MVA
DMAPP <—> |pp IPP DMAPP
| | +IPP
+IPP I +IPP
FPP GGPP ey Carotendides
Esteréides -~
Clorofila
Sesquiterpendides
. . Diterpendides
Giberelinas ~<—f ent-Kaureno
Plastoquinonas
Citosol Plastidios

Nota: HMGR= 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase; MVA= mevalonato; IPP= difosfato de
isopentenila; GGPP= difosfato de geranilgeranila; FPP= difosfato de farnesila; DXS= 1-deoxi-D-
xilulose 5-fosfatase sintase; DXP= 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfatase; DXR= 1-deoxi-D-xilulose 5-
fosfatase redutoisomerase; GAP= gliceraldeido-3-fosfato; DMAPP= difosfato de dimetilalila;
MEP= metileritritol fosfato. (Fonte: KASAHARA et al, 2002).
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Figura 4 - Esteviol e seus derivados

Composto R1 R2
Esteviol H H
Esteviolbiosideo H B-Glc-B-Glc (2—1)
3  Esteviosideo B-Gle B-Glc-B-Glc (2—1)
B-Glc-B-Glc (2—1)
4  Rebaudiosideo A B-Glc |
B —Glc (3—1)
B-Glc-B-Glc 2—1)
5 Rebaudiosideo B H |
B —Glc (3—1)
6 Rebaudiosideo C 8- Gle P G1|C - - Rha 2—=1)

(Dulcosideo B)

B - Glc 3—1)

7 Rebaudiosideo D

B-Glc-B-Glc (2—1)

8- Glc- 8- Glc 2—1)

|
8 — Glc (3—1)|

8 Rebaudiosideo E

8- Glc -8 - Gle 2—1)

8- Glc- 8- Gle 2—1)

9 Rebaudiosideo F

8- Glc

8- Glc - 8- Xyl 2—1)

|
B - Glc 3—1)

10 Dulcosideo A

B - Glc

B - Glc -« - Rha 2—1)

FONTE: GEUNS, 2003

Dentre as plantas com poder edulcorante a S. rebaudiana produz glicosideos de
médio poder quando comparada com outras duas plantas produtoras de edulcorantes, mas

ao contrario da Pervilla frutescens, ela produz principios adogantes em maior quantidade

(Tab.1).
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Tabela 1 - Comparagio entre trés plantas produtoras de principios adogantes

Nome Botanico

Principio ativo

Estrutura quimica

Dulcor  Origem da
e familia adocante frente a espécie
sacarose (planta)
P. frutescens Grupo: <|>H 400-2000 India,
L. Labiatae Monoterpendides H. AN Japao e
(Perilartina) sudoeste
da Asia
Hae™ XCH,
S. rebaudiana Grupo: 200-300  Paraguai e
Bert. (Bertoni) Diterpendides sul do
Asteraceae (Esteviosideo) Brasil
Glycyrrhiza Grupo: 100 Paises do
Zlabra L. Triterpenoides mediter-
Leguminosae (Glicirrizina e raneo e
acido glicirrizico) China

Fonte: DWIVEDI, 1999.

1.1.2 Farmacologia e toxicologia

O cha da planta, além de ser hipoglicemiante reduz o colesterol, estimula a

regeneracao celular e a coagulagio sanguinea. Também foram evidenciadas outras agoes

como supressaio do crescimento de tumores neoplasicos, propriedades coleréticas,

antiinflamatorias, preventiva de udlceras no trato gastro intestinal (ZUBTSOV et al., 2002),
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antioxidante (XI et al, 1998), anti rotavirus humano (TAKAHASHI et al, 2001) e
preventivo de formagao de placas de tartaro, caries e infec¢oes bucais (ELKINS, 1997).
Além de adogante a planta é considerada tonica para o coracao, hipertensao, azia e para
baixar os niveis de acido urico, sendo usada no Brasil como o adogante mais apropriado
para pessoas diabéticas (LORENZI e MATOS, 2002).

Estudos sobre os possiveis efeitos de mutagenicidade e genotoxidade do extrato
de estévia em, por exemplo, bactérias e diferentes espécies de mamiferos ja foram relatados
(SMIRNOVA, 2001; GEUNS, 2000; HUXTABLE, 2002). Estes estudos, baseados nos
ultimos 20 anos de utilizagao controlada no Japao e no Brasil demonstram que o extrato de
estévia é seguro. O FDA (Food and Drug Administration), entretanto, exigiu que outros
estudos fossem feitos em especial os de metabolismo do esteviosideo e rebaudiosideo A
em humanos e em modelos animais bem como experimentos zz vitro com o uso da
microflora fecal animal.

Um dos estudos mais recentes nessa area comprovou, pela administragao de
esteviosideo em hamsters, a presenca de esteviol e de seu 16, 17-epoxido no sangue, fezes e

urina dos animais (HUTAPEA et al, 1999).

Estudos 7z vitro demonstraram que as enzimas O-amilase, pepsina e pancreatina
(HUTAPEA et al,, 1997) e tecido hepatico foram incapazes de hidrolizar o esteviosideo ¢ o
rebaudiosideo A (ISHI-YAMAMOTO e BRACHE, 1995). Ja a microflora humana
hidrolizou completamente o esteviosideo e o rebaudiosideo A em esteviol em 10 e 24
(vinte e quatro) horas, respectivamente, sem grande comprometimento da flora
(GARDANA et al., 2003).

Estudos sobre fertilidade mostraram que nao ha alteragao, em machos ou fémeas,
com o uso de esteviosideo (SHIOTSU, 1996; MELIS, 1999; GEUNS, 2004). Com relaciao
a carcinogenicidade tanto o esteviosideo quanto o rebaudiosideo A nao se mostraram
carcinogénicos em estudos prolongados; o esteviosideo, ao contrario, reduziu a incidéncia
de adenomas mamarios e cancer de pele em ratos (TOYODA et al., 1997; YASUKAWA et
al.,, 2002; KONISHIMA e TAKASAKI, 2002).
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1.2 ESTEVIOSIDEO

Quimicamente o esteviosideo é um glicosideo do esteviol, um diterpeno
tetraciclico da classe dos cauranos. Ele ¢é cerca de 250 a 400 vezes mais doce que a sacarose
e, por isso, ¢ utilizado como adogante (EMBRAPA, 2004). Além do esteviosideo a planta
produz também outros glicosideos (Fig.4; Tab.2). Os teores de esteviosideo e dos outros
compostos sao: esteviosideo 5-15% (250 a 400 vezes mais doce que a sacarose),
rebaudiosideo A 3-6% (350 a 450 vezes), rebaudiosideo C ou dulcosideo B (50 a 120 vezes)
1-2% e dulcosideo A 0.5-1% (50 a 120 vezes). Outros glicosideos que podem estar
presentes sao rebaudiosideo D (200 a 300 vezes), rebaudiosideo E (250 a 30 vezes) e
esteviolbiosideo (100 a 125 vezes). O rebaudiosideo B (300 a 350 vezes mais doce que a
sacarose) tem sido detectado, mas é provavelmente um artefato formado durante o
isolamento. O teor de esteviosideo aumenta até o inicio do florescimento, diminuindo
continuamente até a producao de sementes, sendo aconselhavel, portanto, a colheita das
folhas no inicio da abertura das flores (EMBRAPA, 2004).

O esteviosideo ¢ produzido comercialmente no Brasil pela Steviafarma Industrial
S/A na cidade de Maringd (PR). O processo de fabricacdo sofreu modificagio com a
finalidade de melhorar as caracteristicas do produto final e nao utilizar solventes para
extracdo do adogante, como preconizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e FDA. Basicamente o processo consistia em uma extra¢ao aquosa das folhas
secas € O extrato aquoso era particionado com solvente organico (z-butanol). Apds
concentra¢ao do extrato organico o material cristalino era recristalizado e os cristais obtidos
eram pulverizados. O novo processo consiste basicamente em substituir a extracio com
solvente por resinas de adsor¢dao que realizam a limpeza do extrato aquoso. A solugao é
finalmente introduzida em um atomizador (“Spray-Dryer”) fornecendo o produto final
como um po fino.

Dentre as abordagens descritas para a melhoria das propriedades do esteviosideo,
a adi¢ao de novas unidades de agtcar a molécula ¢ uma das que mais tem atraido a atengao.
Esta estratégia se baseia na estrutura quimica do esteviosideo (GEUNS, 2003) e de outras
substancias semelhantes também presentes nas folhas da . rebandiana. Estes compostos sio

glicosideos, ou seja, eles possuem na sua molécula uma parte aglicona (esteviol) a qual estao
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ligadas unidades de agucar. Esses compostos diferem entre si no nimero e na posi¢ao das

unidades de glucose ligadas ao esteviol.

Tabela 2 - Qualidade adogante de alguns dos glicosideos do esteviol

Glicosideos do Poder adocante Indice de Dulcor
esteviol comparado a
sacarose
Esteviosideo 143 0
Rebaudiosideo A 242 +2
Rebaudiosideo C Nd -1
Rebaudiosideo D 221 +3
Rebaudiosideo E 174 +1
Dulcosideo A Nd -2
Esteviolbiosideo <50 -3
Esteviolmosideo <50 -3

Fonte: TANAKA, 1997.

Nota: Nd: Nao determinado.

Um desses glicosideos, o rebaudiosideo A, possui uma unidade de glucose a mais
em relagao ao esteviosideo. Esta unidade extra de glucose faz uma grande diferenca do
ponto de vista de qualidade edulcorante. O rebaudiosideo A é qualitativamente superior ao
esteviosideo. Apesar de presente na planta, o teor de rebaudiosideo A é muito pequeno.
Por isso, tentativas tem sido feitas na selecio de variedades de S. rebaudiana produtoras de
maiores teores de rebaudiosideo A. O esteviosideo comercial com maior teor de
rebaudiosideo A tem melhores propriedades adogantes. Estudos de solubilidade e sabor do
adogante final produzido também tém demonstrado que teores mais elevados de
rebaudiosideo A melhoram a solubilidade do produto de forma que para se alcangar
solubilidade total do produto o teor minimo de rebaudiosideo A deve ser de 12,5 %, caso
contrario temos precipitagao do adogante (GOTO e CLEMENTE, 1998).

A obtengao de esteviosideo enriquecido com rebaudiosideo A pode ser alcancada

de varias formas como, por exemplo, a glicosilagio do esteviosideo catalizada por uma
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transglicosilase especifica (DAINIPPON INK & CHEM, 1987). A hidrélise seletiva do
esteviosideo comercial, através de uma glicosilase, de forma que a proporgao rebaudiosideo

A: esteviosideo seja aumentada ¢ uma alternativa potencial.

1.2.1 Modificagdo enzimatica do esteviosideo

Varias enzimas de transglicosilacdo ja foram usadas para este propdsito como a
pulanase, isomaltase, a [-galactosidase (KITAHATA, 1989) e a dextrina dextranase
(YAMAMOTO et al., 1994), com pululam, maltose, lactose e um hidrolizado parcial de
milho, respectivamente; no entanto, o produto obtido tem remogao de somente parte do
residual amargo. Os melhores resultados foram obtidos utilizando a ciclodextrina
glucanotransferase (CGTase) obtida do Bacillus macerans FUKUNAGA et al., 1989), sendo
que outros microrganismos como Bacillus circulans, Bacillus  stearothermophilus, Bacillus
alcalophilus e Bacillus halophilus também produzem bons resultados fazendo uso da mesma
enzima.

Resultados preliminares do nosso grupo de pesquisa mostraram que a hidrélise
seletiva do esteviosideo ¢é possivel (CHIMELLI, 2003). Foi obtido um complexo
enzimatico produzido pela Gibberella fujikuroi, que foi utilizado na modificagio do
esteviosideo purificado. Analises cromatograficas dos produtos de hidrélise do esteviosideo
purificado com o extrato enzimatico mostraram um aumento na relagdo
rebaudiosideo:esteviosideo, além da formagiao de outros produtos que ainda nido haviam
sido caracterizados.

Trata-se de um problema analitico nao trivial devido a inexisténcia de padroes
cromatograficos obteniveis comercialmente. A solugdo mais trabalhosa e mais lenta seria o
isolamento e caracterizacio de todos os componentes e posterior uso como padrdes
cromatograficos. A solu¢ao mais rapida e precisa seria a Cromatografia Liquida acoplada a
Detector de Massas (CLAE-EM; MRM), que permite a determinagdo estrutural dos
componentes através de seus espectros de massas. Com esta técnica é possivel conseguir
uma caracterizag¢ao rapida e segura dos componentes da amostra final. Neste caso uma

vantagem adicional é a da utilizagdo dos resultados analiticos de alta confiabilidade nas



Introducao 12

solicitagoes de licenciamento do eventual produto, junto a 6rgaos regulatérios, no Brasil e

no exteriot.

1.3 GIBBERELLA FUJIKUROI

A G. fujikuroi é um fungo que, no seu estado imperfeito produtor de esporos, foi

denominado de Fusarium moniliforme (Fig.5).

Figura 5 - Gibberella fujikuroi

FONTE: http://www.bccm.belspo.be/news/11-02/images/Fus04.jpg

A G. fujifnroi tem como caracteristicas a produgao de giberelinas e carotendides.
As giberelinas sio fito hormonios envolvidos na regulagio do crescimento e
desenvolvimento de plantas (MACMILLAN, 2002). Uma analise genética da biossintese de
giberelinas pelo gene “cluster” de nove espécies de Fusarium sp foi reportada dividindo-se
em populagoes (variedades) (Tab.3).

Os pigmentos produzidos pela cepa de G. fujikuroi sao carotendides acumulados
intracelularmente (LALE et al., 2006). Carotendides sao pigmentos terpendides presentes
em espécies fotossintéticas e alguns microrganismos nao fotossintéticos, como bactérias e
fungos (BRITTON et al., 1998; SANDMANN e MISAWA, 2002).

A populagio MP-C da G. fuikuroi (Fusarium fujikuroi) é uma das maiores
produtoras de giberelinas (AVALOS et al, 1999; TUDZYNSKI, 1999). Além de

giberelinas este fungo produz outros metabdlitos secundarios como carotendides
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(AVALOS, 1986), policetideos como fusarina (BARRERO et al, 1991) e pigmento
vermelho bikaverina (GIORDANO e DOMENECH, 1999).

Tabela 3 - Espécies de Fusarium sp e sua capacidade para sintese de giberelinas

Denominagao das

Espécies de

Presenga do gene “cluster” produtor

populacdes Fusarium de Giberelina

MP-A F. verticillioides Presenca de alguns genes responsaveis
somente

MP-B F. sacchari Em sua totalidade

MP-C F. fujikuroi Em sua totalidade

MP-D F. proliferatum Em sua totalidade

MP-E F. subglutinans Em sua totalidade

MP-F F. thapsinum Em sua totalidade

MP-G F. mygamai Em sua totalidade

MP-H F. circinatum Presenca de alguns genes responsaveis
somente

MP-I F. konzum Em sua totalidade

FONTE: KAWAIDE, 20006.

NOTA: Em negtrito estdo as duas espécies utilizadas para producio de giberelinas em meio de

cultura ICI.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo Geral

Melhorar as caracteristicas organolépticas do produto comercial, Stevita Cristal®,

utilizando o metabolismo enzimatico do fungo filamentoso Gibberella fujikuroi.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Isolar e purificar os componentes majoritarios (rebaudiosideo A e esteviosideo) e

sintetizar demais compostos (esteviol, isoesteviol, esteviolbiosideo e rebaudiosideo B)

que nao seja possivel o isolamento em maior quantidade do produto comercial;

e Otimizar a limpeza das amostras em EFS (Extracio em Fase Sélida);
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Otimizar a analise em CLAE, CLAE-EM e MRM dos compostos que serdo utilizados

como padrdes cromatograficos;
Isolar e caracterizar o fungo filamentoso G. fujikuroi,
Realizar a biotransformagao do esteviosideo purificado e dos produtos comerciais;

Analisar os resultados obtidos
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2 METODOLOGIA

2.1 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

Autoclave FABBE, modelo 108, série 6779; Autoclave vertical marca Phoenix;
Balanga eletronica analitica marca Ohaus, modelo Explorer; Balanga eletronica de prato
superior marca Micronal, modelo B360; Banho ultra-sonico marca Unique, modelo
USC700; Bomba hidropneumatica marca Haskel, modelo DSTV150; Camara Fluxo
Laminar Vertical marca TROX, modelo FLV, série 293; Centrifuga refrigerada Sigma
modelo 4K15, rotor no. 11156 121/00, tubos Falcon 50ml; Chromatotron; Destilador de
agua de vidro marca Marte, modelo MB 10.02; Estufa bacteriol6gica marca Fanem, modelo
002CB; Estufa microbiologica FABBE, modelo 108, série 6779; Estufa FANEM, modelo
315 SE; Fotomicroscépio Olympus, modelo CH30 e camera acoplada Olympus, modelo
PM-10AK3; Incubadora com agitacao orbital termostatizada marca Tecnal, modelo TE421;
Medidor de pH marca Quimis, modelo Q400A; Purificador de agua marca Millipore,
modelo Simplicity 185; Sistema de prepara¢ao de amostras a vacuo marca Varian, modelo
Vac Elut 20; Sistema CLAE, marca VARIAN (bomba quaternaria modelo 9012, injetor
automatico modelo AI200, detector de arranjo de fotodiodos, modelo 9065, coluna C 4 de
150 x 4,6mm); Sistema CLAE-EM/EM Apllied Biosystems/MDS Sciex (bomba
quaternaria, espectrofotémetro de massas triploquadrupolar API 3000™, bomba de infusdo
Harvard Apparatus; software Analyst® versio 1.4.1) — LACEN/PR; Os solventes utilizados
foram de grau analitico (destilados) e grau HPLC Merck (CLAE; CLAE-EM-EM; MRM).

2.2 CROMATOGRAFIA

Cromatografia em camada delgada (CCD): foram utilizadas placas preparadas de
sflica gel (Sigma-Aldrich, Cat. 818133, lot. 304098). As manchas foram visualizadas

utilizando acido sulfarico:metanol (50:50) seguido de aquecimento.
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Cromatografia em coluna (CC): foram utilizadas colunas de vidro (28x5 cm) com
saida lateral inferior para vacuo. A fase estacionaria (85,0 g) Silica Gel 60-H (Merck, 500 a
600 mesh, 2 a 25 pm) ou Silica Flash (Sigma-Aldrich, 230 a 400 mesh, 0,040 a 0,063 mm)

foi empacotada a vacuo com auxilio da fase mével (diclorometano, metanol, agua; 73:23:4).

Cromatografia em camada delgada centrifuga (CCDC, Chromatotron®): foram
utilizadas placas circulares (rotores) com uma camada de 2 mm de silica gel 60 PF254

(Merck, 5 a 40 um).

2.2.1 Analise por CLAE

Foi utilizado sistema descrito em Equipamentos e Materiais. A otimizacao da fase
movel (acetonitrila:agua acidulada) foi feita através da variacdo das proporcdes de seus

componentes e dos tempos de gradiente.

2.2.2 Analise por CLAE-EM-EM

Foi wutlizado o sistema descrito em Equipamentos e Materiais. O
espectrofotometro de massas foi operado com ionizagao por “electrospray”’, no modo
negativo, a 100 °C. A voltagem do capilar foi otimizada a -4500 V, com um potencial de
orificio (“Declustering Potencial” — DP) de -50 V. Nitrogénio foi usado como gas de

TM> ,)

colisaio (“CAD Gas”) e gas de dessolvatagdao (“Curtain Gas as pressoes respectivas de
06,0 e 9,0 psi. Ar sintético ultrapuro foi empregado como gas nebulizante (“GS17) e como
gas secante aquecido (“GS2”) a pressao de 6,0 psi. A bomba de infusiao trabalhou num
volume de 10 pl/min. A amostra foi diluida em acetonitrila:dgua (80:20) e preparada para
infusdo com acetato de amonio 5 mM.

As condic¢bes para a analise no espectrometro de massas (MS1) foram: modo
negativo, fonte de ionizagao “turbo spray”’, gis nebulizador a 8 psi, gas de solvatagao a
9 psi, “ion spray” a -4500.0 volts, potencial de orificio a -50 volts. As condi¢cdes para a

analise de MS2 foram as mesmas do MS1, sendo gas de colisdao a 4 psi e energia de colisdo -

80 volts.
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2.3 OBTENCAO DO ESTEVIOSIDEO E DO REBAUDIOSIDEO A

2.3.1 Purificagdo por cromatografia em coluna

Uma coluna foi empacotada com silica (85,0 g) e condicionada com a mesma fase
movel utilizada para cromatografia de camada delgada. O produto comercial (5 g),
previamente dissolvido na fase moével, foi adicionado e a eluigao foi feita a vacuo. Apos
analise por CCD as fragoes semelhantes foram reunidas e o solvente foi evaporado em

rotavapor. Apods varias tentativas com diferentes condi¢oes a separacao nao foi satisfatoria.

2.3.2 Purificacdo por cromatografia circular centrifuga (Chromatotron®)

O esteviosideo comercial (500 mg) foi dissolvido na fase moével e aplicado em
rotor previamente ativado e seco. As fra¢oes (10 ml) semelhantes (CCD) foram reunidas e
o solvente foi evaporado. Os produtos obtidos foram recristalizados em metanol e
submetidos a analises espectropicas e os dados comparados com os da literatura.

a) Esteviosideo:

EM: 803,4 uma (MS1); 640,4 uma; 479,6 uma; 317,5 uma (MS2) (Fig.36 e 37).

IV (cm™): 3388 (hidroxila), 2937 (ligagio C-H de carbono sp’), 2883 (ligacio C-H
de carbono sp?), 1735 (carbonila), 1660 (ligacio dupla entre carbonos), 1446 (deformagio
assimétrica de grupo metila), 1367 (deformacao simétrica de grupo metila), 1076 (ligagao C-
O), 895 (deformacao fora do plano de ligagio C-H em sistema olefinico, indica também
que um dos carbonos da ligacao dupla esta totalmente substituido e que o outro suporta
dois hidrogénios geminais) (Fig.38).

RMN 'H (200 MHz) em DMSO-d; 8: 0,60 a 2,20 (H aglicona, exceto os de
ligacio dula); 0,87 (3H ligados C20); 1,14 (3H ligados C18) 2,09 (residual de acetona);
2,51(solvente); 2,80 a 5,80 (hidrogénios alquilicos das glicoses, hidrogénios das hidroxilas e
ligados aos carbonos sp” da ligagio dupla); 3,41 (dgua) (Fig.39).

RMN “C (50 MHz) 8: 18,6 (C-2); 37,3 (C-3); 43,1 (C-4); 56,4 (C-5); 21,1 (C-6);
41,9 (C-8); 53,0 (C-9); 19,9 (C-11); 35,5 (C-12); 84,5 (C-13); 43,4 (C-14); 46,8 (C-15); 153,4
(C-16); 103,8 (C-17); 28,0 (C-18); 175,6 (C-19); 15,0 (C-20); 94,0 (C-17); 72,4 (C-27); 77,5
(C-37); 69,6 (C-47); 60,4 (C-6"); 96,3 (C-17"); 82,5 (C-277); 70,2 (C-4""); 76,1 (C-5""); 60,9 (C-
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67); 104,5 (C-177"); 75,2 (C-2"7"); 75,9 (C-3"""); 69,4 (C-4"""); 76,8 (C-5""); 60,6 (C-6""")
(Fig.40).

b) Rebaudiosideo A:

EM: 965,4 uma (MS1); 803,6 uma; 640,5 uma; 479,5 uma; 317,5 uma (MS2)
(Fig.41 e 42).

2.4 OBTENCAO DO ESTEVIOLBIOSIDEO E REBAUDIOSIDEO B

O esteviosideo comercial (4,4 g) foi dissolvido em uma solug¢ao de hidréxido de
potassio 10% e aquecido sob refluxo por 1 hora. Apds resfriamento a mistura foi
acidificada com acido acético glacial e o precipitado formado foi removido por filtragio a
vacuo. O residuo foi entdao fracionado por cromatografia em camada delgada centrifuga
circular (Chromatotron®). As fracées semelhantes foram recolhidas ap6s analise por CCD e
os solventes foram evaporados em rotavapor. Os produtos obtidos foram submetidos a
analises espectropicas e os dados comparados com os da literatura.

a) Esteviolbiosideo

EM: 641,4 uma (MS1); 479,3 uma; 317,5 uma (MS2) (Fig.43 ¢ 44).

IV (cm™): 3410 (hidroxila), 2987(ligagio C-H de carbono sp’), 2941 (ligacio C-H
de carbono sp?), 1693 (carboxila), 1641 (ligagio dupla entre carbonos), 1448 (deformagio
assimétrica de grupo metila), 1365 (deformacao simétrica de grupo metila), 1076(ligagao C-
0O), 895 (deformacao fora do plano de ligacio C-H em sistema olefinico, indica também
que um dos carbonos da ligacao dupla esta totalmente substituido e que o outro suporta
dois hidrogénios geminais) (Fig.45).

RMN 'H (200 MHz) em DMSO-d,: 0,88 (3H ligados C20); 1,10 (3H ligados C18);
0,60 a 2,20 (H aglicona, exceto os de liga¢ao dula); 2,80 a 4,60 (hidrogénios alquilicos das
glicoses, hidrogénios das hidroxilas e ligados aos carbonos sp” da ligagio dupla) (Fig.46).

RMN “C (50 MHz) 8: 18,8 (C-2); 37,5 (C-3); 42,7 (C-4); 55,9 (C-5); 21,6 (C-6);
41,7 (C-8); 53,2 (C-9); 19,8 (C-11); 36,2 (C-12); 84,9 (C-13); 43,6 (C-14); 47,1 (C-15); 153,0
(C-16); 104,2 (C-17); 28,2 (C-18); 178,5 (C-19); 15,1 (C-20); 96,1 (C-17); 82,5 (C-2"); 76,0
(C-57); 60,9 (C-6"); 104,4 (C-17"); 75,2 (C-2""); 76,2 (C-3""); 69,9 (C-4""); 76,8 (C-5"")
(Fig.47)
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b) Rebaudiosideo B
EM: 803,4 uma (MS1); 641,1 uma; 479,4 uma; 317,1 uma (MS2) (Fig.48 ¢ 49).

2.5 OBTENCAO DO ESTEVIOL

O esteviosideo (100 g) foi dissolvido em agua destilada (500 ml), periodato de
sodio (15 g) foi adicionado e a solugao foi deixada em repouso, no escuro, por 16 horas. A
mistura foi entdo foi basificada com hidréxido de sédio até pH 12 (~ 7,5 g) e aquecido sob
refluxo por uma hora. A mistura foi resfriada, acidificada lentamente 4cido acético, até
pH 4 e extraida imediatamente com acetato de etila. A fase organica foi lavada com
bissulfito de sédio 5 % e agua destilada e depois seca com sulfato de sédio anidro. Depois
da evaporacao do solvente o produto foi recristalizado com metanol, submetido a analises
espectropicas e os dados comparados com os da literatura.

EM: 317,3 uma (MS1); 259,0 uma; 245,5 uma (MS2) (Fig.50 e 51)

IV (cm-1): 3462 (hidroxila), 3277 (hidroxila), 2993 (ligacao C-H de carbono sp3),
2949 (ligagio C-H de carbono sp3), 1691 (carboxila), 1465 (deformagdao assimétrica de
grupo metila), 1396 (deformagao simétrica de grupo metila), 1238 (ligagao C-O), 1188
(ligagao C-O), 1093 (ligagao C-O), 879 (deformacio fora do plano de ligac¢io C-H em
sistema olefinico, indica também que um dos carbonos da ligacio dupla esta totalmente
substituido e que o outro suporta dois hidrogénios geminais) (Fig.52).

RMN 'H (200 MHz) em DMSO-d,: 0,98 (3H ligados C20); 1,19 (3H ligados C18);
0,80 a 2,20 (H aglicona, exceto os de ligacao dula) (Fig.53).

RMN "C (50 MHz) &: 41,5 (C-1); 19,9 (C-2); 38,8 (C-3); 44,0 (C-4); 57,5 (C-5);
22,8 (C-6); 42,3 (C-7); 49,7 (C-8); 54,8 (C-9); 40,2 (C-10); 21,1 (C-11); 40,8 (C-12); 80,1 (C-
13); 47,5 (C-14); 48,5 (C-15); 157,4 (C-16); 102,9 (C-17); 29,2 (C-18); 179,0 (C-19); 16,1 (C-
20) (Fig.54).

2.6 OBTENCAO DO ISOESTEVIOL

O esteviosideo comercial (10,0 g) foi lavado com metanol (50 ml), filtrado e o

residuo foi dissolvido em agua destilada (50 ml). Acido cloridrico concentrado (5 ml) foi
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acrescentado e a mistura foi aquecida sob refluxo por um 1 hora. Apds resfriamento a
mistura foi deixada na geladeira até o dia seguinte. A mistura foi filtrada a vacuo e o residuo
lavado com agua gelada. O produto remanescente na fase aquosa foi recuperado através de
extracao com diclorometano (3 x 150ml). As fragoes organicas foram reunidas e secas com
sulfato de sédio anidro. O solvente foi evaporado e o composto recristalizado com
metanol. O isoesteviol (Fig.6) foi entido analisado por espectroscopia e os dados

comparados com os da literatura.

Figura 6 - Estrutura do isoesteviol

EM: 317,3 uma (MS1) (Fig.55)

IV (em-1): 3454 (hidroxila), 2956 (ligagao C-H de carbono sp3), 2922 (ligagao C-H
de carbono sp3), 2846 (ligagdo C-H de carbono sp3), 1737 (carbonila da cetona), 1693
(carboxila), 1454 (deformagao assimétrica de grupo metila), 1373 (deformagio simétrica de
grupo metila), 1269 (ligagao C-O), 1180 (ligacao C-O) (Fig.50).

RMN 'H (200 MHz) em DMSO-d: 0,83 (3H ligados C20); 0,94 (3H ligados C17);
1,20 (3H ligados C18); 0,80 a 2,20 (H esqueleto diterpénico); 2,60 (H 15 a) (Fig.57).

RMN “C (50 MHz) 8: 41,1 (C-1); 20,1 (C-2); 39,0 (C-3); 44,6 (C-4); 58,1 (C-5);
22,9 (C-6); 42,4 (C-7); 55,8 (C-9); 39,2 (C-10); 21,4 (C-11); 38,4 (C-12); 40,7 (C-13); 55,2 (C-
14); 20,2 (C-17); 29,5 (C18); 181,4 (C-19); 14,0 (C-20) (Fig.58).

2.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA

Solugdes concentradas (2 mg/ml) de esteviol, isoesteviol, esteviosideo,
rebaudiosideos A e B, e esteviolbiosideo foram impregnados (20 ul) em discos previamente

esterilizados (Schleicher & Schuell MicroScience, C6d.740-E, Lot. FE013). Estes discos
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foram aplicados em placas de agar sangue (cinco discos por placa), em triplicata, com
auxilio de materiais estéreis e em camara de fluxo laminar. Foram realizados os controles
dos solventes aplicados para solubilizacdo das amostras (acetonitrila e agua) e controles
positivo (Staphylococeus sp.) e negativo (agua). As placas foram deixadas em estufa a 25 °C

por 48 horas e depois analisadas.

2.8 PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DA CEPA DE GIBBERELLA
FUJIKUROI

2.8.1 Isolamento

Os meios de cultura Agar Sabouraud modificado com glicose e Agar YPG 2 %
foram preparados e esterilizados em vapor fluente.

Agar Sabouraud modificado (g/L): peptona (10,0 g); glucose (40,0 g); 4gar
(20,0 g); solugio de elementos-traco (2 ml).

Agar YPG 2% (g/1.): glucose (20,0 g); Extrato de levedura (10,0 g); Peptona (10,0 g);
Agar (15,0 g).

Solugio de elementos-trago (g/100ml): Acido citrico monohidratado (5,00 g);
ZnSO,.7TH,0 (5,00 g); Fe(NH,)2.80,.6H,0O (1,00 g); CuSO,.5H,0 (0,25 g); MnSO,.1H,0O
(0,05 g); H;BO, anidro (0,05 g); Na,MoO,.2H,0 (0,05 g).

Com auxilio de agulha estéril foi recolhida pequena por¢ao de micélios da cepa de
G. fujikuroi do interior do tubo de ensaio contendo a cultura e inoculada no agar. Esta
operacao foi realizada de modo que em cada placa tivemos cinco pontos de inoculagiao
com distancias equivalentes entre si. As placas foram incubadas em estufa a 28 °C por

7 dias. O procedimento foi repetido até obtengao da cepa purificada de G. fujikuroi.

2.8.2 Conservacao da cepa

As cepas de G. fuwikuroi foram identificadas pelas suas caracteristicas

macroscopicas, microscopicas e bioquimicas (produgio de giberelinas). Para conservagao
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estas cepas foram repicadas, a cada trés meses, em agar Sabouraud modificado. Apos
inoculagao foram incubadas a 28 °C por quatro dias e entdo conservadas em geladeira
(4 °C).

Agar Sabouraud modificado (g/I.): Peptona (10,0 g); Sacarose (40,0 g); Agar
(20,0 g); Solugio de elementos-traco (2 ml).

2.8.3 Ativacéo da cepa e verificacdo da producdo de pigmentos

A cepa isolada foi repicada para meio de cultura Agar Sabouraud modificado com
glicose e YPG 2 % e incubada por um periodo de 15 dias a 28 °C. Este processo de repique
foi repetido para que a cepa de G. fuwikuroi produzisse as coloragoes (os pigmentos
carotenoides) caracteristicas. Completado o udltimo periodo de crescimento a cepa foi
repicada para Agar Sabouraud modificado com sacarose como fonte de carboidrato e entio
incubada novamente a 28 °C por um periodo de 15 dias. A inoculac¢do foi feita em tubo
inclinado e em placa. Decorrido o periodo a cepa foi caracterizada. A produgao de
pigmentos ¢é caracteristica da Gibberella sp., bem como, a producao de giberelinas ambas

mencionadas na introducao do trabalho.

2.8.4 Verificagcédo da producao de giberelinas

O fungo ativado foi inoculado em meio ICI (BORROW et al.,, 1955), com a

composi¢ao mostrada abaixo, e o pH foi ajustado para 5,0.

Esteviosideo purificado 40,0 g Stevita Cristal® (SE/RA) 80,0 g
Nitrato de aménio 24¢ Nitrato de amoénio 24¢g
Fosfato de potassio dibasico 5,0 g Fosfato de potassio dibasico 5,0 g
Sulfato de magnésio.10H,O 10g Sulfato de magnésio.10H,O 1,0¢g
Solucao de. Elementos-traco 2,0 ml Solu¢io de Elementos-traco 2,0 ml
Agua destilada (qsp) 1000 ml | Agua destilada (qsp) 1000 ml
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Estes frascos (triplicata para cada fonte de carbono) foram entao dispostos em
uma incubadora com agitacao orbital na temperatura de 28 °C, a 140 rota¢des por minuto.
Ao final de 10 dias (tempo de incubagao foi verificado nos tempos de 24 h, 48 h, 5, 10 dias)
o material foi filtrado a vacuo, a biomassa retida no filtro foi lavada com acetato de etila
(50 ml) e seca a 70 °C até peso constante. O filtrado aquoso foi extraido com acetato de
etila (3x50 ml), as fases organicas foram agrupadas, secas ¢ o solvente evaporado.

As seis amostras obtidas foram redissolvidas em acetonitrila:agua 70:30 (3 ml), as
solugoes foram entdo limpas em seringas com silica C;y (500 mg), fazendo uso da técnica
de extracdo em fase sélida (EFS) e a eluicdo das giberelinas foi realizada com a mesma
mistura solvente. As amostras foram entdo analisadas por CCD e por CLAE e comparadas
com padrio de GA,; A anilise por CCD foi realizada utilizando a fase moével
cloroférmio:acetato de etilazacido acético glacial (60:39,5:0,5). A analise por CLAE foi
realizada utilizando coluna C4 (150 x 4,6 mm), com fluxo de 1 ml/min e o eluato foi

monitorado a 205 nm. A programacao do gradiente utilizada esta resumida na Tabela 4.

Tabela 4 - Condiges para analise de GA; por CLAE

Tempo (min) Solventes utilizados

Acetonitrila Agua (pH 3,0 com H,PO,)

Inicial 30% 70%
6,00 30% 70%
6,01 90% 10%
13,00 90% 10%

2.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
COMPONENTES DO ESTEVIOSIDEO COMERCIAL

Foi utilizado o método de suspensao direta de colonias. As colonias dos
microorganismos utilizados foram suspensas em solugao salina e a turbidez das suspensoes
foi ajustada para o equivalente ao padrao 0,5 de McFarland. As placas com os meios de
cultura, 4agar soja tripticaseina para bactérias e agar Sabouraud dextrosado para fungos,

foram preparadas e inoculadas com os microorganismos.
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Os discos de papel (Schleicher & Schuell MicroScience, C6d.740-E) previamente
autoclavados foram impregnados com 30 pl da solugiao de cada substancia (esteviosideo,
esteviolbiosideo, esteviol, isoesteviol, rebaudiosideos A e B e amoxicilina) e pressionados
firmemente sobre a superficie do agar previamente inoculados. As placas foram incubadas
da seguinte forma: 35 °C por 16 a 18 horas (bactérias) ou a 25 °C por 5 dias (fungos). As
zonas de inibicao foram medidas com um paquimetro.

As cepas selecionadas foram Staphylococcus anrens (ATCC 25923 - TAL 16006),
Escherichia coli (ATCC 11229 - 1AL 2074); Salmonella choleraesuis var. typhimurium (ATCC
14028 - IAL 23064); Psendomonas aernginosa (ANTCC 15442 - 1AL 1853); Candida albicans
(ATCC 10231 - IAL 2083); Gibberella  fujikuroi (ATCC 12616). Elas foram previamente
ativadas em caldo Sabouraud (fungos) e caldo soja tripticaseina (Bactérias).

Os meios de cultura utilizados foram Agar Soja Tripticaseina (Biobras
Diagnésticos, produto 108-1), Agar Sabouraud Dextrosado (Biobras Diagnosticos, produto
107-1), Caldo Peptona de Caseina-Peptona de Soja (Merck), Caldo Sabouraud Dextrosado
(Biobras Diagnosticos, produto 224-1).

Esta metodologia ¢é baseada no Manual de provas de susceptibilidade

antimicrobiana/ OMS.

2.10 OBTENCAO DO COMPLEXO ENZIMATICO

Foram preparados cinco frascos erlenmeyers cada um contendo meio ICI
modificado (50 ml) tendo esteviosideo como unica fonte de carbono. Apés autoclavagao
trés frascos foram inoculados com G. fujikuroi e os outros dois frascos foram utilizados
para controle. Os frascos foram agitados a 140 rpm e a 28 °C por 14 dias. O conteudo dos
frascos foi entdao centrifugado e ao sobrenadante foi adicionada acetona (20 ml) a 4 °C. As
proteinas precipitadas foram separadas e o sobrenadante foi novamente centrifugado. O
extrato bruto enzimatico foi entdo redissolvido em meio ICI e armazenado na geladeira
para uso posterior.

O meio de cultura utilizado para o experimento foi o ICI, com a seguinte

composicao (BORROW et al., 1955) (g/L): Glicose (80,0 g); Nitrato de amoénio (2,4 g);
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Fosfato de potassio dibasico (5,0 g); Sulfato de magnésio.10H,O (1,0 g); Sol. Elementos-
traco (2,0 ml). O pH deve foi ajustado para 5,0 (cinco).

2.11 MODIFICACAO DO ESTEVIOSIDEO

O meio de cultura ICI, modificado com a substitui¢ao da glicose por esteviosideo
puro (80,0 g) ou esteviosideo comercial (100,0 @), foi preparado, distribuido em
Erlenmeyers de 250 ml (50 ml cada) e os frascos foram autoclavados em vapor fluente.
Ap6s adi¢ao do extrato enzimatico (5 ml) os frascos foram agitados a 28 °C e a 140 rpm.
Foram coletadas amostras nos tempos 0, 1, 2, 5, 7 e 15 dias. Elas foram limpas por

extragdo em fase sélida e analisadas por CLAE.

2.12 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Foi realizada otimizagdo para o procedimento de limpeza da amostra para SPE
variando-se as porcentagens de composicio acetonitrila:agua da fase mével bem como
quantidade de amostra a ser aplicada por mg da silica em questdo, quantidade de solvente a

ser eluido e procedimentos de limpeza e ativagao da silica.

Tabela 5 - Condigdes utilizadas para analise por CLAE do metabdlito produzido

Tempo (min) Solventes utilizados

Acetonittila Agua (pH 3,0 com H,PO,)

Inicial 30% 70%
3,50 30% 70%
3,51 40% 60%
10,00 90% 10%

NOTA: Fluxo de 1ml/min

A otimizagao resultou nos seguintes parametros: para 500 mg de silica C,g aplicar

nao mais que 250 pg de amostra em um volume de solugio nio maior que 5 ml. O
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procedimento de limpeza da coluna consistiu em passagem de 10 ml de acetonitrila e a
ativagao também requereu igual volume de agua. Para elui¢ao dos analitos a fase moével
com maior recuperagao para Os compostos em questio consistiu de acetonitrila:agua
(65:35). Volumes de 5 ml foram utilizados para a elui¢do dos analitos. A fase moével de
acetonitrila : agua foi alterada chegando a melhor separagdo na seguinte propor¢ao

apresentada na Tabela 5.

2.13 ANALISE DO ESTEVIOSIDEO E DO REBAUDIOSIDEO A POR MRM

As andlises foram realizadas em sistema de CLAE-EM/EM. O espectrometro de
massas foi operado em modo MRM (Multipla Reagao Monitorada) com ionizagido por
“electrospray”’, no modo de ions negativo a 450 °C. A voltagem do capilar foi otimizada a
-4.500V, com um potencial de orificio (“Declustering Potential” - DP) de -80V. Nitrogénio
foi utilizado como gés de colisio (“CAD Gas”) e gas de dessolvatagio (“Curtain Gas™ )
as pressoes respectivas de 7,0 e 9,0 psi. Ar sintético ultrapuro foi empregado como gas
nebulizante (“GS1”) e gas secante aquecido (“GS2”) a pressio de 12,0 psi. A bomba de

infusdo trabalhou num volume de 10 pl/min. A amostra foi diluida em acetonitrila:dgua

(80:20) e preparada para infusao com acetato de amoénio 5 mM.

2.14 CARACTERIZACAO DO ESTEVIOLMONOSIDEO

A caracterizacdo do esteviolmonosideo foi realizada com auxilio do CLAE-EM-
EM apds a obtengao dos cromatogramas de biotransformacdo, nos quais obtivemos
compostos majoritarios que foram analisados permitindo a identificacio do

esteviolmonosideo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O esteviosideo comercial tem cerca de 150 componentes. Para avaliar a
modificagdo enzimatica que o extrato enzimatico da G. fujikuroi fez no esteviosideo foi
necessario obter o esteviosideo puro bem como outros glicosideos do esteviol, para utiliza-

los como padroes cromatograficos.

3.1 OBTENCAO DO ESTEVIOSIDEO E DO REBAUDIOSIDEO A

A obtengao do esteviosideo puro a partir do produto comercial foi feita através de
cromatografia em coluna e por cromatografia em camada delgada centrifuga utilizando o
Chromatotron®. O esteviosideo e o rebaudiosideo A obtidos foram caracterizados por
métodos espectrométricos e por compara¢ao com dados da literatura.

Inicialmente foi feita a separagao por cromatografia em coluna, pois era necessaria
uma quantidade consideravel de esteviosideo purificado. Utilizando a silica gel 60H e com
eluicio a vacuo o resultado nio foi satisfatorio (baixa resolucdo). Talvez isso tenha
ocorrido devido ao elevado tempo de eluicio por causa da viscosidade da fase moével
(diclorometano:metanol:agua; 73:23:4) e do pequeno tamanho de particula da silica. Em
outra tentativa foi utilizada silica flash também com eluicdo a vacuo e com a mesma fase
movel. A elui¢do foi mais rapida e a separagao melhor mas ainda insuficiente para obtengao
dos produtos isolados em uma tnica corrida cromatografica.

O segundo método preparativo foi o de cromatografia em camada delgada
centrifuga (Chromatotron®) que tem menor capacidade do que CC, mas possui melhor
resolu¢ao devido ao pequeno tamanho de particula da silica utilizada. As amostras (300 mg
a 500 mg) foram aplicadas em placa de 2 mm de espessura. Para elui¢do foram utilizadas
misturas de acetato de etila, metanol, agua e acetato de etila, propanol, agua. A fase mével
de escolha foi acetato de etila:metanol:agua (81,3:10,6:8,1) e a separa¢io foi adequada.

Para aumentar o rendimento da separagao resolvemos fazer uma pré-purificagao

do produto comercial através da lavagem com metanol e posterior recristalizagio no



Resultados e Discussao 28

mesmo solvente. Esse procedimento foi suficiente para remover boa parte de pigmentos
remanescentes no produto comercial.

O material separado por Chromatotron® foi dividido em trés fragdes maiores. A
primeira que deveria conter o rebaudiosideo, a segunda que deveria conter rebaudiosideo e
esteviosideo e a terceira que deveria conter esteviosideo. A primeira e a terceira amostras
foram evaporadas em rotavapor. A terceira amostra (esteviosideo) foi analisada por CCD
em conjunto com padrao comercial que comprovou a identidade do material em questdo.
Desta forma foram processadas as separagoes até que se obtivesse esteviosideo isolado
suficiente para as demais analises.

As amostras de esteviosideo (Fig. 7) e rebaudiosideo A (Fig. 8) obtidas foram
analisadas por CLAE para comprovag¢ao de sua pureza. A elui¢io foi realizada com fluxo

de 1 ml/min e em gradiente de acordo a Tabela 6.

Tabela 6 - Condigdes para analise dos compostos isolados em CLAE

Tempo (min) Solvente

Acetonitrila Agua (pH 3,0 com H,PO,)

Inicial 30% 70%
3,50 30% 70%
3,51 40% 60%
10,00 90% 10%

Apds comprovagio de pureza do composto pelo CLAE as amostras foram
analisadas por CLAE-EM e foram obtidos os resultados a seguir.

Na Figura 36 pode-se observar o sinal correspondente ao esteviosideo (803,4
uma) ionizado em modo negativo [M-H]. O sinal em 863,3 uma corresponde ao aduto de
acetato [M+CH,COO].

Na Figura 37 niao se pode observar o sinal correspondente ao esteviosideo
(803,4 uma) (MS2), pois o mesmo foi totalmente fragmentado pela alta energia de colisao
fornecida. Os fragmentos a serem analisados sao: 640,4 uma; 479,6 uma e 317,5 uma e sdo

indicativos da perda das trés moléculas de glicose em configuragio $ com retengdo de
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oxigénio pela molécula a ser fragmentada. O dltimo fragmento (317,5 uma) corresponde a

estrutura do esteviol altamente estavel.

Figura 7 - Cromatograma por CLAE do esteviosideo
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Nota: Condi¢oes de analise: Tabela 6

Figura 8 - Cromatograma por CLAE do rebaudiosideo A
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Nota: Condi¢oes de analise: Tabela 6
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Na Figura 41 péde-se observar o sinal correspondente ao rebaudiosideo A (965,4
uma) ionizado em modo negativo [M-H]. O sinal em 1025,0 uma representa um aduto de
acetato [M+CH,COOQ].

Na Figura 42 nio foi observado o sinal correspondente ao rebaudiosideo A (965,4
uma) (MS2), pois o mesmo foi totalmente fragmentado pela alta energia de colisao
fornecida. Os fragmentos a serem analisados sao: 803,6 uma, 641,5 uma, 479,5 uma, 317,5
uma e sao indicativos da perda das quatro moléculas de glicose em configuracio 3 com
reten¢dao de oxigénio pela molécula a ser fragmentada. O ultimo fragmento (317,5 uma)
corresponde a estrutura do esteviol altamente estavel. As condi¢oes ofertadas foram as

estabelecidas na metodologia com exce¢ao do gas de colisdo: 6 psi.

3.2 OBTENCAO DO ESTEVIOLBIOSIDEO E DO REBAUDIOSIDEO B

Com a aplicagdo da metodologia descrita no item 2.4 obtivemos os seguintes

resultados:

Figura 9 - Cromatoplacas de separagio de esteviolbiolsideo (I)

Pode-se observar nestas cromatoplacas os tubos (fragcdes) com residuais da
hidrolise alcalina (tubos 1 a 3), fragdes contendo esteviolbiosideo (tubos 5 e 6) e fragdes

contendo rebaudiosideo B (tubos 9 a 15).
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Figura 10 - Cromatoplacas de separagao de esteviolbiolsideo (II)

Acreditou-se que os tubos 1 a 4 ainda apresentem alguma contaminagao residual
da hidrolise alcalina. Os tubos 5 a 7 seriam as fra¢oes purificadas de esteviolbiosideo. Os
tubos 8 e 9 fracGes de transicao e os tubos 10 a 15 frag¢oes purificadas de rebaudiosideo B.
A ordem entre o esteviolbiosideo e o rebaudiosideo B sio explicadas pelas suas ordens de

polaridade e afinidade com a placa de silica gel.

Figura 11 - Cromatoplacas de separagao de esteviolbiolsideo (III)

Esta separacao foi realizada apos recristalizacao do esteviolbiosideo. O resultado
obtido demonstra a retirada dos residuais da hidroélise alcalina e aumenta o rendimento da
separacao. Tem-se os tubos 1 a 4 com fragoes de esteviolbiosideo, o tubo 5 de transigao e
os tubos 6 a 11 com fracSes de rebaudiosideo B.

Para continuar o isolamento de esteviolbiosideo e rebaudiosideo B o
procedimento utilizado foi o mesmo apresentado neste ultimo CCD, ou seja, antes de

proceder a separagao por Chromatotron® foi realizada a recristalizacio do material.
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Este material purificado foi examinado por CLAE de acordo com metodologia

anteriormente descrita e 0s cromatogramas estao dispostos a seguir:

Figura 12 - Cromatograma por CLAE do esteviolbiosideo
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Figura 13 - Cromatograma por CLAE do rebaudiosideo B
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Ap6s comprovacao de pureza pelo CLAE as amostras em questio foram
analisadas em Espectrometro de Massas e foram obtidos os seguintes resultados:

Na Figura 43 pode-se observar o sinal correspondente ao esteviolbiosideo
(641,1 uma) ionizado em modo negativo [M-H]".

Na Figura 44 pode-se observar o sinal correspondente esteviolbiosideo (641,3
uma) (MS2). Os fragmentos a serem analisados sao: 4793 uma e 317,5 uma, ¢ sao
indicativos da perda das duas moléculas de glicose em configuracio 3 com retencao de
oxigénio pela molécula a ser fragmentada. O ultimo fragmento (317,5 uma) corresponde a
estrutura do esteviol altamente estavel. As condi¢coes ofertadas foram as estabelecidas na
metodologia com exce¢ao do gas de colisdo: 6 psi, e da energia de colisio: -60 volts.

Na Figura 48 pode-se observar o sinal correspondente ao rebaudiosideo B
(803,4 uma) ionizado em modo negativo [M-H]".

Na Figura 49 pode-se observar o sinal correspondente ao rebaudiosideo B (803,4
uma) (MS2). Os fragmentos a serem analisados sao: 641,1 uma; 479,4 uma e 317,1 uma e
sao indicativos da perda das trés moléculas de glicose em configura¢io 8 com retencao de
oxigénio pela molécula a ser fragmentada. O ultimo fragmento (317,1 uma) corresponde a
estrutura do esteviol altamente estavel. As condigdes de analise constam na metodologia

com excegao do gas de colisao: 6 psi.

3.3 OBTENCAO DO ESTEVIOL

O esteviol obtido (ver método 2.5) por hidrdlise acida foi purificado fazendo uso
da técnica aliada ao Chromatotron® com as mesmas condicdes utilizadas anteriormente.
Ap6s purificacdo visualizada por CCD fez-se uso de CLAE para comprovagao de pureza
(Fig.13). A amostra em questao foi analisada em Espectrometro de Massas de acordo com
método 2.2.2 e foram obtidos os seguintes resultados.

Na Figura 50 pode-se observar o sinal correspondente ao esteviol (317,3 uma)

ionizado em modo negativo [M-H]. O sinal em 373,2 uma representa um aduto de acetato

[M+CH,COO].
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Figura 14 - Cromatograma por CLAE do Esteviol
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Na Figura 51 podemos observar o sinal correspondente ao esteviol (317,6 uma)
(MS2) e fragmentos a serem analisados: 259,0 uma e 245,5 uma e sao indicativos da perda
dos radicais dos carbonos 4 e 16. As condi¢bes de analise constam na metodologia com

excec¢ao do gas de colisdo: 6 psi, e da energia de colisdo: -60 volts.

3.4 OBTENCAO DO ISOESTEVIOL

O isoesteviol obtido fazendo uso da metodologia 2.6 foi purificado e analisado
por CLAE (Fig.15).

Foi utilizado o espectrometro de massas para confirmacao de peso molecular do
composto. O espectro pode ser visto no modo negativo [M-H] (MS1) no anexo deste

trabalho (Fig.55), com sinal correspondente ao isoesteviol em 317,3 uma.
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Figura 15 - Cromatograma por CLAE do isoesteviol
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3.5 ATIVIDADE HEMOLITICA

Com a finalidade de pesquisar possiveis compostos hemoliticos entre os
anteriormente purificados foi realizada a atividade hemolitica de cada um deles. A origem
do interesse para esta pesquisa foi baseada nas atividades biolégicas do esteviol e suas
caracteristicas fisicas.

Os resultados foram auséncia de atividade em todos os compostos analisados
(esteviosideo, rebaudiosideo A e B, esteviolbiosideo, esteviol e isoesteviol) e confirmacao

de atividade hemolitica no controle positivo.

3.6 CARACTERIZACAO DA CEPA DE GIBBERELLA FUJIKUROI

A primeira etapa, quando tratamos do fungo filamentoso G. fujikuroi, foi a

purificacio da cepa. A cepa que nos foi entregue estava em cultura estoque e foi entdo
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repicada para agar em placa para visualizacdo de uma possivel contaminagao. A
contaminagao foi comprovada logo nas primeiras 48 horas, tratava-se de Aspergillus sp.
Nossa proxima ag¢ao foi na tentativa de isolamento da cepa de interesse.

A opgao pelo uso da glicose no lugar da sacarose na composi¢ao do meio de
cultura (agar) deve-se ao fato de facilitar a utilizagdo da fonte de carboidrato por parte da
cepa injuriada. Diminuindo a fase /ag (fase de adaptacdo) e recuperando a injuria com maior
rapidez. Temos a consciéncia que alterando esta fonte de carbono estamos diminuindo o
tempo de incubagio, pois certamente a fonte de carboidrato glicose sera esgotada mais
rapidamente pelo sistema enzimatico do fungo que a fonte de carboidrato: sacarose.

Os resultados ja foram bastante satisfatorios na primeira sele¢ao, mesmo assim
repetimos novamente a metodologia para maior garantia da purificacio da cepa de G.
fujikuroi nos meios Agar Sabouraud modificado ¢ YPG 2 %. Os meios de cultura
escolhidos foram estes, pois precisivamos de crescimento adequado para a expressiao

maxima dos microrganismos.

Figura 16 - Cultura de G. fujikuroi em Meio Agar Sabouraud modificado (face
superior), repique por isolamento
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Figura 17 - Cultura de G. fujikuroi em Meio Agar Sabouraud modificado (face
inferior), repique por isolamento

Nota: Verificagdo da coloracio (carotenéides) caracteristica da cepa de G. fujikuroi.

Figura 18 - Cultura de G. fijikuroi em Meio YPG 2 % (face superior), repique por
isolamento

Figura 19 - Cultura de G. fujikuroi em Meio YPG 2 % (face inferior), repique por
isolamento
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Foram realizadas fotomicrografias da cepa de G. fujikuroi para comprovar sua

natureza e identidade.

Figura 20 - Fotomicrografia do fungo filamentoso G. fujikuroi

Nota: Verificagio da estrutura filamentosa do fungo.

Figura 21 - Fotomicrografia do fungo filamentoso G. fujikuror

Nota: Verifica¢io da coloracdo de parede e crescimento do fungo.

Realizado o isolamento da cepa de G. fuwjikuroi foi preciso ativa-la e restabelecer
todo seu sistema enzimatico. Para isto foi utilizado Agar Sabouraud modificado com
glicose em tubos inclinado. A finalidade de utilizar-se a glicose aqui é a mesma do
isolamento da cepa, ou seja, facilidade em sua utilizagao.

Apbs verificagdo da presenca de coloragao caracteristica de G. fujikuroz, foi dado
inicio ao experimento de producio de giberelinas. Este ensaio foi realizado com o objetivo
de caracterizar o fungo em questdo e sua atividade de sintese de giberelinas, cuja rota
coincide inicialmente com a rota de metabolizagdo enzimatica requerida. Analisamos o

produto obtido por CCD, primeiramente, para visualizacio da presenca de giberelinas
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comparativamente ao padrao e apos, por CLAE. Confirmamos a presenca de giberelinas
no produto de biotransformacao do fungo.

Estes resultados confirmaram a identidade da cepa em questao.

3.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A razdo para realizagdo do teste de atividade antimicrobiana foi verificagao de
possivel atividade de alguns dos constituintes majoritarios do adogante comercial estarem
interferindo nos resultados de biotransformac¢ao que estarao apresentados a seguit.

As cepas para esta analise foram escolhidas de acordo com seu perfil
microbiolégico, de forma que temos uma cepa representante de cocos gram positivos
(Staphylococcus anrens ATCC 25923 - IAL 16006), duas representantes de bacilos gram
negativos fermentadores (Escherichia coli ATCC 11229 - 1AL 2074, Salmonella choleraesuis var.
typhimurium ATCC 14028 - TAL 2364), uma representante de bacilos gram negativos nao
termentadores (Psexdomonas aeruginosa ATCC 15442 - TAL 1853), um fungo leveduriforme
(Candida albicans ATCC 10231 - IAL 2083) e um fungo filamentoso (Gibberella  fujikuroi
ATCC 12616). Outro critério que também foi utilizado para escolha destes microrganismos
foi a legislagao (Resolugao - RDC n® 12 de 2 de janeiro de 2001) e critérios estabelecidos
pela mesma. Estas cepas foram obtidas do Instituto Adolfo Lutz (IAL) com exce¢ao da
cepa de G. fujikuroi que foi obtida do Instituto Nacional de Controle de Qualidade.

Um dos passos mais importantes no processo da prova em questdo, foi a
preparacao do inéculo por suspensio direta de colonias e fase logaritmica de crescimento.
Somente o método de suspensido direta de colonias promoveu resultados precisos para
certos microrganismos e por tal motivo este foi o método de escolha para realizacio da
pesquisa. Em ambos os métodos, a turbidez da suspensio foi padronizada (para que seja
igual) ao padrio 0,5 de McFarland (o que corresponde a aproximadamente
1,5x10° UFC/ml). As suspensdes assim ajustadas foram utilizadas como inéculo dentro dos

15 minutos seguintes.
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Tabela 7 - Qualificagio da atividade antimicrobiana

Microrganismos 1 2 3 4 5 6
AT | A2 | AT | A2 | AT |[A2|AT[A2| AT | A2 | Al | A2

Staphylococcus anrens e e

Psendomonas aeruginosa - - - - Sl o] o] _ _ -

Escherichia coli T T - T+1+«T+T+1T -1 -1 <-7°:

Salmonella choleraesuis - - - e - _ -

var. typhimurium

Candida albicans - - - e k= T - _ R -

G. fujikuroi - - - - + |+ - - - R _ _

Nota: (1) Esteviosideo; (2) Esteviolbiosideo; (3) Esteviol; (4) Rebaudiosideo A,
(5) Rebaudiosideo B; (6) Isoesteviol; (A1) Analise; (A2) Replicata.

Tabela 8 - Atividade antimicrobiana: esteviol

Microrganismos Esteviol Média obtida
Al A2
Staphylococcus anreus - - -
Pseudomonas aernginosa - - -
Escherichia coli 1mm | 1 mm 1 mm
Salmonella choleraesuis var. typhimurium I mm | 1 mm 1 mm
Candida albicans 4 mm | 3mm 3,5 mm
G. fujiknroi 5mm | 4 mm 4,5 mm

Nota: (A1) Amostra; (A2) Replicata.

Figura 22 - Atividade antimicrobiana do esteviol frente a Candida albicans




Resultados e Discussao

41

Figura 23 - Atividade antimicrobiana do esteviol frente a Gibberella fujikuror

Tabela 9 - Atividade antimicrobiana: rebaudiosideo A

Microrganismos Rebaudiosideo Média obtida
Al A2
Staphylococcus anreus - - B
Pseudomonas aernginosa - - -
Escherichia coli 1 mm | 0,8 mm 0,90 mm
Salmonella choleraesuis var. typhimurium 1 mm | 0,9 mm 0,95 mm
Candida albicans - - -
G. fujiknroi - - _

Dos compostos diterpénicos analisados somente o esteviol e o rebaudiosideo A

demonstraram atividade antibacteriana frente aos microrganismos testados.

Mas o que nos chamou a atengdo foi o efeito antibacteriano que o esteviol

produziu frente a cepa de G. fujikuroi. Por este motivo foi dado prosseguimento as

experiéncias com o extrato enzimatico do fungo, para que este efeito seja reduzido.

3.8 MODIFICACAO ENZIMATICA DO ESTEVIOSIDEO

A modificagdo enzimatica do esteviosideo puro, e do produto comercial, foram

realizadas de acordo com método 2.11. Os cromatogramas a seguir sio referentes ao

produto do metabolismo das enzimas (extrato enzimatico) da G. fujikuroi quando da
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utilizacdo do substrato purificado esteviosideo (Fig.6) como fonte unica de carboidrato nos
tempos de 5 (Fig.24), 7 (Fig.25) e 15 (Fig.26) dias. As condigdes de analise podem ser
observadas na Tabela 5.

Quando foi comparado este cromatograma (metabolizacao enzimatica do
esteviosideo purificado) com os cromatogramas obtidos dos glicosideos isolados
(esteviosideo, rebaudiosideos A e B, esteviol, isoesteviol e esteviolbiosideo) e do
esteviolmonosideo (identificado em espectrometro de massas a partir do extrato, ver item
3.11), obteve-se a identificagio dos picos correspondentes aos compostos majoritarios
(interesse deste trabalho) nestes cromatogramas.

Pode ser evidenciado nestes cromatogramas o consumo do esteviosideo pela G.
Jfujikuroi e a transformagao deste em produtos de grande interesse como o rebaudiosideo A,
aumentando a qualidade do produto final em dulgor e estabilidade como discutido

anteriormente na introducao do trabalho.

Figura 24 - Cromatograma por CLAE do produto da modificagdo enzimatica com
esteviosideo purificado: 5 dias

Nota: (1) Rebaudiosideo A; (2) Esteviosideo; (3) Rebaudiosideo B; (4) Esteviolbiosideo; (5)

Esteviolmonosideo; (6) Esteviol; (7) Isoesteviol.
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Figura 25 - Cromatograma por CLAE do produto da modificagdo enzimatica com
esteviosideo purificado: 7 dias

2

EE

Nota: (1) Rebaudiosideo A; (2) Esteviosideo; (3) Rebaudiosideo B; (4) Esteviolbiosideo; (5)

Esteviolmonosideo; (6) Esteviol; (7) Isoesteviol.

Figura 26 - Cromatograma por CLAE do produto da modificagdo enzimatica com
esteviosideo purificado: 15 dias

Nota: (1) Rebaudiosideo A; (2) Esteviosideo; (3) Rebaudiosideo B; (4) Esteviolbiosideo; (5)

Esteviolmonosideo; (6) Esteviol; (7) Isoesteviol.
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Grafico 1 - Cinética da modificagao enzimatica do esteviosideo puro.
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Observando o Grafico 1, tempo de 0 a 5 dias, pode-se evidenciar o consumo de
esteviosideo e a formagdo de esteviol (principalmente), sugerindo portanto a atividade de
enzimas hidroliticas. A partir deste ponto (tempo 5 dias) pode-se observar a formagao de
compostos como o rebaudiosideo A e B, principalmente apés o tempo de 7 dias. O
produto assim formado no 15° dia tem uma alta propor¢do de rebaudiosideo A em
comparagdo com o esteviosideo. O que nos sugere a melhora nas caracteristicas
organolépticas e fisicas deste produto. Somente testes de analise sensorial poderiam
confirmar esta hipotese, pois além do rebaudiosideo A pode-se observar a formacgiao de

compostos de paladar inferior.

3.9 MODIFICACAO ENZIMATICA DO PRODUTO COMERCIAL

Como a purificagio do esteviosideo se torna onerosa para implementagao
industrial, a partir deste ponto foi iniciado o trabalho com a modificacio do produto
comercial (Stevita Cristal®).

Seguindo metodologia anteriormente descrita os resultados estao dispostos a
seguir. Vale lembrar que foram utilizados para esta biotransformac¢iao os dois produtos
comerciais com a finalidade de comparagao, o produto antigo obtido por extracio com

solvente (ES) e o produto novo em que se faz uso de resinas de adsor¢ao (RA).
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O primeiro aspecto que aqui vale salientar ¢ a solubilidade destes dois produtos: o
produto anteriormente comercializado teve solubilidade dificultada a frio e necessitou de
um volume maior de 4gua para solubilizar-se quando comparado com o produto
atualmente comercializado que solubilizou-se facilmente a frio.

Outro aspecto que merece destaque ¢ sua estabilidade quando da autoclavagao
para esterilizagdo do meio de cultura para biotransformacio: o produto anteriormente
comercializado com simples autoclavacio sofreu hidrélise e por tal motivo cuidados
adicionais foram dispensados ao contrario do produto atualmente comercializado que nao
foi hidrolizado por autoclavagao simples quando analisados os produtos de interesse.

Os produtos da biotransformagao coletados nos tempos 5, 10 e 15 dias bem
como o produto comercial em questdo (tempo 0) foram analisados por CLAE (Tab.5) de
acordo com metodologia anteriormente citada e também pelo Espectrémetro de massas
cujo resultado esta disposto em anexo (Fig.59). Vale ressaltar que para esta e as
biotransformagdes seguintes foi utilizado meio de cultivo livre de células do fungo G.

Jfujiknroi.

Figura 27 - Cromatograma por CLAE do produto Stevita Cristal® (ES)
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Nota: (1) Esteviosideo; (2) Rebaudiosideo A; (3) Rebaudiosideo B; (4) Esteviolbiosideo; (5)

Esteviolmonosideo; (6) Esteviol; (7) Isoesteviol.
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Figura 28 - Cromatograma por CLAE do produto da modificagdo enzimatica com
Stevita Cristal® (ES): 5 dias

Nota: (1) Esteviosideo; (2) Rebaudiosideo A; (3) Rebaudiosideo B; (4) Esteviolbiosideo; (5)

Esteviolmonosideo; (6) Esteviol; (7) Isoesteviol.

Figura 29 - Cromatograma por CLAE do produto da modificagido enzimatica com
Stevita Cristal® (ES): 7 dias
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Nota: (1) Esteviosideo; (2) Rebaudiosideo A; (3) Rebaudiosideo B; (4) Esteviolbiosideo; (5)

Esteviolmonosideo; (6) Esteviol; (7) Isoesteviol.
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Figura 30 - Cromatograma por CLAE do produto da modificagido enzimatica com
Stevita Cristal® (ES): 15 dias

Nota: (1) Esteviosideo; (2) Rebaudiosideo A; (3) Rebaudiosideo B; (4) Esteviolbiosideo; (5)

Esteviolmonosideo; (6) Esteviol; (7) Isoesteviol.

Grifico 2 - Cinética da modificagio enzimatica da Stevita Cristal® (ES)
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O que se pode observar nesta biotransformac¢iao do produto comercial extraido
com solventes ¢ a utilizagao do esteviosideo (principalmente), por ser rico em moléculas de
glicose necessarias para o processo de biossintese dos demais compostos e a transformagao
em compostos de menor energia (numero de moléculas de glicose) nos primeiros dias
(esteviol e esteviolmonosideo). A partir do 5° dia existe a retomada da rota de biossintese
para produgdo de rebaudiosideo A (com melhores caracteristicas organolépticas).
Observando os resultados desta biotransformagao sugere-se a presenga de enzimas que
retiram e colocam glicoses (B-glicoses), talvez até a mesma enzima que trabalhe nas duas
situagoes dependentes do substrato fornecido. O experimento nio teve continuidade
depois do 15° dia, pois nao foi possivel manter o meio de cultura sem contaminagiao

cruzada no agitador orbital termostatizado.

Figura 31 — Cromatograma por CLAE do produto Stevita Cristal® (RA)
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Nota: (1) Rebaudiosideo A; (2) Esteviosideo; (3) Rebaudiosideo B; (4) Esteviolbiosideo; (5)

Esteviolmonosideo; (6) Esteviol.
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Figura 32 - Cromatograma por CLAE do produto da modificagdo enzimatica com

Stevita Cristal® (RA): 5 dias

Ln

Nota: (1) Rebaudiosideo A; (2) Esteviosideo; (3) Rebaudiosideo B; (4) Esteviolbiosideo; (5)

Esteviolmonosideo; (6) Esteviol; (7) Isoesteviol.

Figura 33 - Cromatograma por CLAE do produto da modificagao enzimatica com

Stevita Cristal® (RA): 7 dias

Nota: (1) Rebaudiosideo A; (2) Esteviosideo; (3) Rebaudiosideo B; (4) Esteviolbiosideo; (5)

Esteviolmonosideo; (6) Esteviol; (7) Isoesteviol.
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Figura 34 - Cromatograma por CLAE do produto da modificagao enzimatica com
Stevita Cristal® (RA): 15 dias
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Nota: (1) Rebaudiosideo A; (2) Esteviosideo; (3) Rebaudiosideo B; (4) Esteviolbiosideo; (5)

Esteviolmonosideo; (6) Esteviol; (7) Isoesteviol.

Utilizando como substrato para biotransformagao a Stevita Cristal® obtida com
resinas de adsor¢dao, o resultado foi um pouco diferenciado do anterior (processo de
extracdo com solvente). Primeiramente (tempo O a 5 dias) foi observado um consumo
exacerbado de esteviosideo pelo complexo enzimatico e formagdo de esteviol,
rebaudiosideo B e esteviolmonosideo. O esteviol formado pode ser justificado pelo
consumo de esteviosideo, ou seja, das glicoses do esteviosideo. O rebaudiosideo B formado
pode ser produto de reposicionamento de glicoses do esteviosideo e o esteviolmonosideo
produto de formagao a partir do esteviol ou entio produto advindo do consumo do
esteviosideo.

Analisando os compostos nos tempos 5 e 7 dias foi observada uma producio
mais acentuada de rebaudiosideo B e um decréscimo de esteviol. O produto formado no
tempo 7 dias apesar de ter, proporcionalmente, menos esteviol teria uma alta concentragao
de rebaudiosideo B o que nos remeteria a uma préxima fase de glicosilagdo, a formaciao de

rebaudiosideo A (interesse do trabalho).
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Grafico 3 - Cinética da modificagio enzimatica da Stevita Cristal® (RA)
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No tempo 7 a 15 dias foi observado o consumo de rebaudiosideo B para
formagdo de rebaudiosideo A, sendo isto de interesse no trabalho por suas propriedades
organolépticas que seriam acrescentadas ao produto final.

Portanto, o consumo de esteviosideo promoveu a liberagao de moléculas de
glicose para entdo num segundo passo reposiciona-las no esqueleto ent-kaurendico
formando compostos de grande interesse. Isto pode ser observado pelo aumento de
rebaudiosideo A e esteviosideo num terceiro momento (7 a 15 dias). Novamente pode-se
observar que neste complexo enzimatico foi trabalhado com enzimas diferentes: um grupo
que retira e outro que adiciona moléculas de glicose e/ou foi trabalhado com enzimas que
reposicionam estas moléulas trabalhando nos dois sentidos.

A rota de interconversoes seguinte (Fig.35) é sugerida sob ponto de vista
estrutural e analisando os resultados podemos somente ter certeza do inicio (esteviol) e
final (rebaudiosideo A) de rota. Os compostos intermediarios sao posicionados na rota

pelo observado no experimento, alterando sutilmente o proposto por TOTTE et al, 2000.
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Figura 35 - Possivel rota de interconversées dos glicosideos do esteviol
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Na fig. 58 podemos observar os produtos do metabolismo do fungo filamentoso
G. fujikuroi com pesos moleculares conhecidos de 317,2 uma (Esteviol), 641,6 uma
(Esteviolbiosideo), 803,5 uma (Esteviosideo e Rebaudiosideo B), e 9654 uma
(Rebaudiosideo A) ionizados em modo negativo [M-H]. Os pesos moleculares 373,5 uma,

704,2 uma e 863,6 uma representam adutos de acetato.
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3.10 CARACTERIZACAO DO ESTEVIOSIDEO E DO REBAUDIOSIDEO A
POR MRM

O que pode ser observado pelo CLAE quando estes dois compostos sao
analisados em conjunto sio seus tempos de reten¢do muito proximos o que resultou em
incertezas quanto a seqiiéncia na identificagdo em comparagdao com seus padroes isolados e
areas obtidas pelos mesmos. Para solucionar este problema a co-elui¢ao nao foi suficiente e
foi entdo realizada a instaura¢do do método em MRM (Multipla reagdo Monitorada), para
subsequiente analise.

Os resultados obtidos com a utilizacdo deste método podem ser visualizados
através dos espectros em anexo (Fig. 60 e 61).

A Figura 60 mostra o resultado obtido quando sao solubilizadas aliquotas em igual
propor¢ao de esteviosideo e rebaudiosideo A isolados do adogante comercial como
descrito anteriormente. O que se pode observar é a separagao dos picos. Em vermelho esta
o Rebaudiosideo A e em azul esta indicado o esteviosideo ambos identificados
anteriormente por espectrometria de massas modo negativo em MS1 e MS2.

A Figura 61 mostra o resultado obtido quando analisado o esteviosideo e o
rebaudiosideo A do biotransformado pela G. fujikuroi (extrato enzimatico). A identificagdo
dos picos foi obtida da mesma forma da situagdo anterior, mas aqui foi observada difusao
dos picos o que nos permite pensar em aumento de afinidade quimica entre os dois

compostos quando a rota biossintética é estabelecida.

3.11 CARACTERIZACAO DO ESTEVIOLMONOSIDEO

O esteviolmonosideo foi caracterizado a partir do biotransformado da Stevita
Cristal® (RA) no tempo 15 dias. Foi escolhida esta amostra, pois esta apresentou trés
compostos majoritarios, sendo dois conhecidos e um desconhecido de interesse, a saber.

Os resultados obtidos podem ser observados em MS1, modo positivo (Fig.62;
sinal de interesse: 4985 uma) e negativo (Fig.63; sinal de interesse: 479,4 uma),
identificando os sinais dos trés compostos majoritarios, e em MS2 (Fig.64) identificando o
ion molecular 479,2 uma e fragmento 317,4 uma (modo negativo), indicando a presenca de

uma glicose na estrutura.



Conclusoes 54

4 CONCLUSOES

Comparando os produtos comerciais com os produtos obtidos apds a
biotransformagao, podemos concluir que o produto biotransformado tem melhores
caracteristicas organolépticas, pois a propor¢ao rebaudiosideo A:esteviosideo foi elevada
num tempo de 15 dias.

Podemos concluir que teoricamente este produto possui melhor caracteristica
fisica, maior estabilidade, quando analisamos a solubilidade do produto, pois propor¢oes
elevadas de rebaudiosideo A melhoram sensivelmente a solubilizagio do produto ao
contrario do esteviosideo que facilita a cristalizagao e desenvolve também amargor residual
quando da sua utilizagdo como discutido anteriormente.

Também vale lembrar que o esteviol produz comprovadamente efeitos
indesejaveis quando da sua utilizacao em longos periodos e neste sentido podemos analisar
como fator importante o aumento nas propor¢des dos glicosideos complexos do esteviol,
pois estes precisarao de maior tempo de contato na mucosa intestinal para serem
convertidos pela microflora humana a esteviol e com isso dependendo da velocidade do
transito gastrointestinal terfamos redugao na absor¢ao deste comporto.

Em resumo, conseguimos produzir com auxilio do sistema enzimatico do fungo
filamentoso G. fujikuroi um produto, teoricamente, mais seguro ¢ de melhor qualidade em

edulcorantes provenientes da Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni.
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6 ANEXOS

Figura 36 - Espectro de massas do esteviosideo (MS1)
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Figura 37 - Espectro de massas do esteviosideo (MS2)
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Figura 38 - Espectro no IV do esteviosideo
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Figura 39 - Espectro de RMN 'H do esteviosideo
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Figura 40 - Espectro de RMN BC do esteviosideo
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Figura 41 - Espectro de massas do rebaudiosideo A (MS1)
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Figura 42 - Espectro de massas do rebaudiosideo A (MS2)
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Figura 43 - Espectro de massas do esteviolbiosideo (MS1)
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Figura 44 - Espectro de massas do esteviolbiosideo (MS2)
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Transmitancia (%)
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Figura 45 - Espectro no IV do esteviolbiosideo
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Figura 46 - Espectro de RMN 'H do esteviolbiosideo
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Figura 47 - Espectro de RMN BC do esteviolbiosideo
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Figura 48 - Espectro de massas do rebaudiosideo B (MS1)
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Figura 49 - Espectro de massas do rebaudiosideo B (MS2)
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Figura 50 - Espectro de massas do esteviol (MS1)
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Figura 51 - Espectro de massas do esteviol (MS2)
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Figura 52 - Espectro no IV do esteviol

1465

2993

2949
1691

KBr

1396

1238
1188

1093

879

4000

I
3500

I I I I
3000 2500 2000 1500

Numero de ondas (cm™)

I
1000

I
500



Anexos

78

Figura 53 - Espectro de RMN 'H do esteviol
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Figura 54 - Espectro de RMN “C do esteviol
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Figura 55 - Espectro de massas do isoesteviol (MS1)
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Transmitancia (%)

Figura 56 - Espectro no IV do isoesteviol
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Figura 57 - Espectro de RMN 'H do isoesteviol

|
|
|
| T WU\
T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T | T
a.0 4.0 3.0 2.0 1.0 n.n

prm (1)



Anexos

83

Figura 58 - Espectro de RMN BC do isoesteviol
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Figura 59 - Espectro de massas do produto obtido da modificagio enzimatica da Stevita Cristal® (ES)
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Figura 60 - Espectro do esteviosideo e rebaudiosideo A purificados (MRM)
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Figura 61 - Espectro do esteviosideo e do rebaudiosideo A biotransformados (MRM)
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Figura 62 - Espectro de massas do produto obtido da modificagio enzimatica da Stevita Cristal® (RA): modo positivo
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Figura 63 - Espectro de massas do produto obtido da modificagio enzimatica da Stevita Cristal® (RA): modo negativo
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Figura 64 - Espectro de massas do esteviolmonosideo (MS2)
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