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THE BIOTRANSFORMATION OF STEROLS. In this work we describe the isolation of a Gram-
positive bacterium from a soil sample and its ability to transform [3-sitosterol into androst-4-en-
3,17-dione, a valuable intermediate in the synthesis of steroids.
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1. INTRODUCAO

Ester6is sdo substincias orgédnicas encontradas abundante-
mente na natureza, usualmente em fra¢des nio saponificiveis
de gorduras de animais e plantas. Todos possuem o esqueleto
béasico peridrociclopentanofenantreno (1).

Os esterdis mais comuns, tais como o colesterol (2) (encon-
trado em praticamente todos os organismos eucariotes), p-si-
tosterol (3) e estigmasterol (4) (encontrados em 6leos vegetais)
e ergosterol (5) (encontrado em leveduras e outras fontes mi-
crobiolégicas), diferem entre si principalmente quanto & natu-
reza da cadeia lateral ligada ao C-17.

Esteréides, tais como os ester6is, sdo substancias orgénicas

que também possuem um niicleo peridrociclopentanofenantreno.
Eles diferem dos esterdis, por possuirem uma menor ou nenhu-
ma cadeia lateral na posicdo C-17, e por possuirem um ou
mais grupos carbonilicos ligados aos anéis do esqueleto
esteroidal. Sdo compostos de grande importincia médica e
usados na terapéutica anti-inflamatéria e anti-concepcional,
entre outras.

A maioria dos processos industriais de produg@o de este-
r6ides utiliza matérias-primas obtidas de fontes naturais'. Por
exemplo, as sapogeninas esteroidais sdo substincias glicosi-
dicas encontradas em alguns vegetais. Elas sfo as principais
matérias-primas utilizadas na produgdo de horménios
esteroidais. A sapogenina de maior importancia econdmica, a
diosgenina (6), pode ser obtida a partir das raizes de algumas
espécies de Dioscoreaceas?.

A sintese total de esterdides é também possivel, apesar de
nfo ser economicamente vidvel®,

Recentemente, tem havido um grande interesse pela procura
de métodos alternativos para a obtengdo de esterdides. O pro-
blema maior € a disponibilidade da principal matéria-prima, a
diosgenina, cujo suprimento tem sido inferior ao requerido pela
inddstria farmacéutica®, Devido a sua grande abundincia natu-
ral e semelhanga estrutural com os esteréides, os esterdis tem
sido apontados como candidatos potenciais como precursores
para sintese”. O B-sitosterol (3), que pode ser isolado da fracdo
insaponificdvel de dleos vegetais, ¢ uma matéria-prima alter-
nativa na produgio desses intermedidrios®. No Brasil, princi-
palmente no Parand, existe um grande nimero de inddstrias de
6leos vegetais, principalmente do 6leo de soja; portanto é con-
siderdvel a quantidade de fitoesteréis disponivel.

Para serem utilizados como intermedidrios esteroidais, os
esteréis precisam ter a cadeia lateral clivada seletivamente em
C-17 ou C-20, dando origem a ester6ides C,y ou C;. Ndo hd
método quimico eficiente que execute tal transformagdo. Por
isso virios grupos tém procurado métodos microbiolégicos para
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realizar tal transformagfo, e vdrios casos bem sucedidos sdo
relatados na literatura, utilizando Brevibacterium sp’, Rhodo-
coccus sp®, Rhodococcus coralling®, Mycobacterium fortui-
tum'™'Y, Mycobacterium sp'?, Mycobacterium vacae" Pseudomo-
nas sp'*. Muitos se tornaram processos de uso industrial®. Para
tal, técnicas especiais de fermentagdo tém sido empregadas,
tais como a imobilizagio de microorganismos!>!7.

O presente trabalho teve como meta a obten¢do de interme-
didrios de sintese de hormdnios esteroidais, a partir do p-sitos-
terol (3). Para isso procuramos inicialmente isolar, & partir de
solo e sementes de soja (Glycinia max), microorganismos ca-
pazes de utilizar colesterol (2) como tnica fonte de carbono e,
com os microorganismos obtidos, realizar experimentos de
degradacdo do [B-sitosterol (3) para tentar obter algum interme-
didrio esteroidal.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Obtencdo de microorganismos degradadores de esteréis

O solo contém um niimero considerivel de classes de micro-
organismos. Considerando que o Gleo de soja contém esterdis,
imaginamos que o solo utilizado para o cultivo daquela
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leguminosa poderia ter maior chance de conter microorganis-
mos capazes de utilizar aqueles triterpenos. Por este motivo
utilizamos amostras de solo de um campo onde havia recente-
mente sido colhida uma safra de soja, assim como grios da-
quela leguminosa deixados no solo apds a colheita.

As amostras de solo e de sementes de soja (total de 60)
foram incubadas em “Meio Al” o qual continha colesterol
como tnica fonte de carbono'®!?,

Os frascos foram entfio mantidos a temperatura ¢ velocida-
de de agitagdo constantes, por 7 dias. Apés este tempo, uma
aliquota de cada frasco foi transferida para novos frascos con-
tendo o mesmo meio de cultura e estes foram submetidos ao
mesmo tratamento dos primeiros. Este processo foi executado
por um total de 15 vezes.

Através deste procedimento, ocorre um processo de pres-
sdo seletiva, em que sobrevivem apenas aqueles microorga-
nismos com maior habilidade de utilizar o colesterol como
tnica fonte de carbono. Os que nfo tiverem tal habilidade
sdo eliminados gradativamente.

Ao final das inoculagdes sucessivas, todos os frascos apre-
sentaram desenvolvimento microbiano, indicando que todos
continham microorganismos degradadores. Como era invidvel
trabalhar com todos os frascos, decidiu-se escolher aqueles que
continham os microorganismos degradadores mais eficientes.

Para fazer a selegdo, os frascos contendo os microorganis-
mos foram incubados em “Meio B1”, um meio de cultura rico
em nutrientes, para rdpida proliferacdo microbiana. Apés um
periodo de 7 dias, uma aliquota da cultura foi transferida para
um frasco contendo “Meio Al”, e colesterol como tnica fonte
de carbono e entdo incubado novamente durante 7 dias, sob
agitacdo. Ao final deste processo, as 60 amostras incubadas
contendo colesterol supostamente degradado, foram extraidas
com acetato de etila e os extratos submetidos a uma determi-
nagio espectrofotométrica®, a fim de se verificar a concentra-
¢do de colesterol remanescente em cada frasco.

Os resultados dos 20 frascos com menor teor de colesterol
remanescente sdo resumidos nas tabelas 1 e 2.

Até esta fase, os frascos poderiam conter mais de uma espé-
cie de microorganismo. Para isso seria necessdrio fazer o iso-
lamento de cada uma delas em cada frasco selecionado. Por
uma questio de tempo, optou-se por fazer apenas o isolamento
da espécie de microrganismo predominante da amostra 10(S),
tendo em vista a maior degradacdo de colesterol por esta amos-
tra (cf. tabelas 1 e 2).

Uma aliquota do frasco 10(S) foi espalhada sobre “Meio B1
s6lido” em placas de Petri. Apés incubacgdo, foi isolada da
amostra a espécie de microrganismo predominante a qual, apds

Tabela 1. Degradacio de Colesterol por Microorganismos Pro-
venientes da Amostragem 1. (S = amostra de semente; So =
amostra de solo). Concentracio inicial de colesterol = 200 mg%

Amostra Absorbincia(**) Colesterol Colesterol

Remanescente Degradado
(mg %) (%)
10 (S)(*) 0,113 93,96 53,02
25 (S) 0,118 98,15 50,92
8 (So) 0,123 102,35 48,82
14 (S) 0,125 104,03 47,98
7(S) 0,147 122,48 38,76
28 (S) 0,149 124,16 37,92
5 (So) 0,153 127,52 36,24
26 (S) 0,154 128,36 35,82
15 (S) 0,158 131,71 34,14
6 (S) 0,160 133,39 33,30

(*) amostra utilizada nos experimentos de degradagio do -
sitosterol; (**) apGs tratamento com &cido sulfiirico concentra-
do e leitura a 560 nm; para detalhes veja referéncia 25.
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Tabela 2. Degradacdo de Colesterol por Microorganismos Pro-
venientes da Amostragem 2. (S = amostra de semente; So =
amostra de solo). Concentragéo Inicial de colesterol = 200 mg%

Amostra Absorbancia(*) Colesterol Colesterol
Remanescente  Degradado
(mg %) (%)

1 (S) 0,122 101,51 49,24
3 (So) 0,126 104,86 47,57
25 (S) 0,134 111,58 4421
24 (S) 0,137 114,09 42,95
21 (So) 0,143 119,13 40,43
20 (S) 0,155 129,19 35,40
28 (So) 0,156 131,71 34,14
23 (S) 0,163 135,91 32,04
22 (S) 0,166 138,42 30,79
5 (So) 0,168 140,10 29,95

(*) apés tratamento com 4cido sulfiirico concentrado e leitura
a 560 nm; para detalhes veja referéncia 25.

coloragdo de Gram e observagiio ao microscépio, mostrou ser
um bacilo Gram negativo.

Apds o isolamento, a bactéria foi utilizada para experimen-
tos de fermentacio em escala preparativa, utilizando desta vez
B-sitosterol como substrato.

2.2 Biotransformacdes

As fermentacdes em escala preparativa foram realizadas nos
meios de cultura “Meio A3” e no “Meio B2”, ambos contendo
2g/L de B-sitosterol além de a,o’-dipiridil. A diferencga entre
eles é que o segundo € um meio de cultura complexo e, por
isso, muito mais nutritivo que o primeiro que contém apenas
sais minerais além dos componentes citados acima. Todas as
fermentacdes foram realizadas em micro-fermentador, com
capacidade para 1 litro.

Para clivar seletivamente a cadeia lateral de esteréis, a de-
gradagdo do niicleo esteroidal tem que ser inibida, visto que a
maioria dos microorganismos capazes de degradar o esterol
decompée a molécula completamente. Isto pode ser consegui-
do pela inibi¢do da enzima 9a-hidroxilase, responsdvel pela
clivagem do miicleo??,

Estudos revelaram que uma série de inibidores, tais como
o0’ -dipiridil, ortofenantrolina, 8-hidroxiquinolina, sdo efici-
entes para inibir a enzima 9o-hidroxilase, impedindo assim, a
degradagio do niicleo esteroidal??. Outra abordagem para o
problema ¢é a do uso de microoganismos mutantes?’.

Para o isolamento dos produtos de degradagdo, foram utili-
zadas as fragdes neutra e 4cida provenientes da fermentagdes,
obtidas através da extra¢do do extrato bruto com uma solucdo
de bicarbonato de sédio. As fracdes dcidas, apds esterificagdo
com diazometano etéreo, ndo forneceram nenhum produto re-
ferente a biotransformacio.

A fragdo neutra do “Meio B2”, entretanto, forneceu um
produto (12,9 mg), o qual foi também obtido da fra¢do neutra
da fermentacdo em “Meio A3”. Este produto foi caracteriza-
do como androst-4-eno-3,17-diona ou AD (7) com base nos
dados espectrométricos.

O espectro de RMN'H (500 MHz) mostrou um singlete em
5,76 ppm atribuido ao préton vinilico H-4, bem como os
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singletes em 1,22 e 0,92, atribuidos aos prétons das metilas em
C-19 e C-18, respectivamente.

O espectro de RMN!C (125 Mhz) mostrou 19 absorcdes.
As ressonéncias a 13,7 e 17,4 ppm foram atribuidas aos carbo-
nos 18 e 19 (grupamento metila), enquanto que as ressonincias
a 199,2 e 220,2 ppm foram atribuidas aos carbonos carbonili-
cos 3 e 17. A ressonincia do carbono olefinico 4 ¢ 5 foram
observadas a 124,2 ¢ 170,2 ppm. O especiro € compardvel ao
da literatura®,

Tabela 3. RMN'*C do produto obtido (androst-4-eno-3,17-diona).

C )

1 35,7
2 33,9
3 199,2
4 124,2
5 170,2
6 32,6
7 31,3
8 35,2
9 53,8
10 38,6
11 20,3
12 30,8
13 41,5
14 50,9
15 21,7
16 357
17 220,2
18 13,7
19 17,4

O espectro no infravermelho apresentou 5 bandas princi-
pais: 2870-2940 cm’!, atribuidas aos grupos metila C-18 e C-
19; 1749 cm™! atribuida a carbonila C-17 e, em 1670 cm’),
absorbancia atribufda & carbonila C-3. A absorbincia referente
‘a dupla ligagio entre C-4 e C-5 foi observada em 1620 cm™"
O espectro no ultravioleta apresentou absorbancia tipica de uma
cetona o,B-insaturada em 238 nm.

3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Equipamentos e Materiais

Agitador-incubador orbital Etica; Microfermentador “New
Brunswick Scientific Co”, modelo MF-202 F, com capacidade
util para 1 litro de mosto (doagdo da University of Sussex,
Inglaterra); Espectrofotdmetro UV-VIS Varian modelo 634;
Autoclave vertical Phoenix; Espectrofotdmetro UV/VIS HP,
mod. 8450 A. (Laboratério Central da Companhia Paranaense
de Energia Elétrica - LAC-COPEL); Espectrometro Brucker
RMN WM 500 (500 MHz) (University of Sussex-Inglaterra);
Espectrometro no Infra-Vermelho Bomem, FT-IR, MB-100.

Para cromatografia em coluna, utilizou-se silica 60 (70-
230 mesh ASTM). Os solventes de grau comercial foram tra-
tados e purificados. Todos os reagentes utilizados foram de
grau analitico. ’

3.2 Meios de Cultura

Meio Seubert: (NHsNO; 1,0 g/L; K;HPO; 0,2 g/L;

MgS0,4.7H,0 0,25 g/L; NaCl 0,005 g/L; FeSO4.7H,0 0,001 g/L)
“Meio Al1”: Meio Seubert adicionado de colesterol (2,0 g/L).
“Meio A2”: Meio Seubert de B-sitosterol (2,0 g/L)
“Meio A3”: semelhante ao “Meio A2”, adicionado de o0 -
dipiridil (0,3 mM)
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“Meio B1”: Meio Seubert adicionado de glicose (10,0 g/L),

extrato de levedura (1,0 g/L) e caldo nutriente (8,0 g/L)

“Meio B1 sélido”: semelhante ao “Meio B1” contendo dgar-

dgar (20 g/L)

“Meio B2”: semelhante ao “Meio B1” adicionado de B-

sitosterol (2,0 g/L) e o,0’-dipiridil (0,3 mM)

Apés a preparagdo dos meios, o pH foi ajustado para 7,00
e, ap6s distribuicdo em frascos apropriados, os mesmos foram
autoclavados a 121°C por 20 minutos.

3.3 Metodologia
3.3.1 Amostragem

Amostragem 1- Amostras de solo (5 X 5g) e amostras de
sementes de soja (25 X 5g), foram coletadas em uma érea de
cultivo de soja préximo ao aeroporto da cidade de Maringi-
PR, cuja colheita havia sido feita hd 10 dias. Esta coleta foi
realizada em margo de 1990.

Amostragem 2- Amostras de solo (10 X 5g) e amostras de
semente de soja (20 X 5g) foram coletadas no mesmo local da
primeira coleta, 20 dias depois.

3.3.2 Obtengdio de microorganismos degradadores de colesterol

Cada uma das 60 amostras foi individualmente incubada em
erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de “Meio A1”!8. Os
frascos foram agitados, durante 7 dias, a4 30°C. Apés este peri-
odo, aliquotas de 10 mL de cada erlenmeyer foram inoculadas
em novos frascos contendo 100 mL do mesmo meio de cultura,
os quais também foram incubados sob as mesmas condigdes.
Este procedimento foi repetido por um total de quinze vezes.

3.3.3 Selecdo das melhores amostras degradadoras de colesterol

Aliquotas de 10 mL do 15" indculo obtido anteriormente,
foram inoculadas em 100 mL do “Meio B1”**, Os frascos fo-
ram incubados sob agitagdo, durante 24 horas, a 30°C. Apés
este tempo, aliquotas de 10 mL de cada frasco foram inocula-
das em 100 mL do “Meio A1”. Os frascos foram novamente
incubados sob agita¢fio, durante 7 dias, a 30°C. Apds este tem-
po, as amostras foram acidificadas até pH = 1-2 com 4cido
sulfirico 10% e submetidas a quatro extragdes com porgdes de
20 mL de acetato de etila. O volume de cada extrato foi com-
pletado para 100 mL com o mesmo solvente e foi, entdo, feita
a determinac@o da concentragio de colesterol remanescente®.
Os resultados das 20 amostras que apresentaram menor teor de
colesterol estdo nas tabelas | e 2.

3.3.4 Isolamento de Microorganismos Degradadores

Ap6s aplicagdo da amostra 10(S), utilizando-se alga de pla-
tina, nas placas de Petri contendo o “Meio B1 sélido”, estas
foram incubadas por 24 horas a 30°C. Ao final deste tempo, as
colénias arredondadas de coloragiio branca foram “fisgadas”
da superficie do meio e transferidas para tubos de ensaio con-
tendo o mesmo meio de cultura. Os tubos (em triplicata) foram
incubados por 24 horas, a 30°C. Apés esse tempo, os isolados
foram conservados em geladeira cobertos por uma camada de
6leo mineral (Nujol) esterilizado. Obteve-se um isolado de
bactéria que foi submetida & coloracio de Gram?®. Anilise
microscépica revelou ser uma bactéria em forma de bastonete
¢ “Gram negativa”.

3.3.5 Biotransformacdo em Escala Preparativa

A bactéria isolada foi inoculada em um litro de meio de
cultura no vaso de fermentagdo. Foram utilizados o “Meio A3”
e o “Meio B2”, descritos anteriormente. Foram utilizadas as
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seguinte condigbes; temperatura: 30°C; velocidade de agitagdo:
140 r.p.m; vazdo de ar: 1 v.v.m; volume de meio: 1 I; tempo
de fermentagdo: 7 dias.

Apés as fermentagdes, os mostos foram acidificados até pH
= 1-2 com H;S04 10% e extraidos com acetato de etila (4 X
250 mL). Apés secagem dos extratos com NapSOy4 anidro, es-
tes foram concentrados sob pressdo reduzida e extraidos com
carbonato de sodio 5%. As fases aquosas foram acidificadas e
extraidas com acetato de etila. Apds secagem com sulfato de
s6dio anidro e evaporacdo do solvente, os extratos dcidos fo-
ram redissolvidos em metanol e esterificados com diazometano
etéreo. Apds evaporagdo do solvente, os residuos foram
cromatografados em coluna de silica. Nao foi obtido nenhum
produto de degradagdo parcial do B-sitosterol.

As fragdes neutras foram também fracionadas em coluna de
silica, sendo a elui¢do feita com diferentes proporgdes de di-
clorometano e acetato de etila. Do “Meio B2” foi isolada uma
substincia (12,9 mg) que se mostrou idéntica aquela isolada do
“Meio A3” (11,2 mg). Ela foi caracterizada como androst-4-
eno-3,17-diona (8). P.f: 164°C (lit"? 171°C); Amax.: 1749, 1670,
1620, 2870, 2940 cm’!; RMN'H (500 MHz): § ppm (CDCl3):
5,76 (1H, s, H-4); 1,22(3H, s, H-19); 0,92 (3H, s, H-18).
RMN!C (125 MHz): & ppm (CDCls): 13,7 (C-18), 17,4 (C-
19), 199,2 (C-3), 220,2 (C-17), 124,1 (C-4) e 170,2 (C-5)
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