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Introducao

A capacidade de bioconversdo dos microrganismos tem sido bastante empregada
na obtencdo de protétipos e na otimizacdo das propriedades de candidatos a
farmacos, a partir da utilizacdo do candidato como substrato para a bioconversao
(FURA et al, 2004).

Os fungos filamentosos destacam-se entre 0s microrganismos utilizados em reacoes
desse tipo. O uso de bactérias € limitado a cepas de Actinomicetos, tendo em vista
que outros grupos de bactérias consomem 0 xenobidtico por utilizarem-no como
fonte de carbono e nitrogénio (AZERAD, 1999).

A espécie Beauveria bassiana ATCC 7159 é capaz de realizar varias reacdes, entre
elas oxidagdes, reducdes e hidrolises (CIRILO, 2006). E a segunda espécie de fungo
filamentoso mais frequentemente utilizada em reagfes biocataliticas, ficando atras
somente da espécie Aspergillus niger. Beauveria spp pertence a familia Moniliaceae.
(GROGAN e HOLLAND, 2000). Diversas cepas de Beauveria sp foram extraidas de
amostras de solo do cerrado e identificadas pelo Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica da Universidade Federal de Goias como IP3a, IP6, IP8, IP11, IP94,
IP98, IP127, IP132, IP147 e IP153 (COSTA et al, 2008).

Os flavondides sédo fenois de ampla distribuicdo nas plantas (BREINHOLT et al,
2002). A sua estrutura basica consiste no ndcleo flavanico, que possui 15 atomos de
carbono. As classes de flavondides sao diferenciadas por anéis heterociclicos
adicionais, pelas diversas posicoes do anel B e pela distribuicdo dos grupos
hidroxila, metila e metoxila (DAS e ROSAZZA, 2006).
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O potencial farmacolégico da naringenina tem sido intensamente investigado, e a
literatura j& conta com relatos de que a naringenina ajuda no reparo do DNA no
cancer de prostata (GAO, 2006), melhora a resisténcia a insulina (HORIBA, 2010),
tem efeito antioxidante (SHIMODA, 2010) e vasodilatador (AJAY at al, 2003).

A producdo de derivados de naringenina tem sido intensamente pesquisada,
prioritariamente com a intencdo de melhorar as propriedades do composto inicial.
Ibrahim (2000) produziu um derivado sulfatado de naringenina a partir de uma
cultura de Cunninghamella elegans NRRL 1392 e obteve um rendimento de 23%
(Figura 1). Seu propoésito era chegar a um protétipo com melhor atividade

antioxidante.
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Figura 1: Sulfatagc&o da naringenina utilizando C. elegans (IBRAHIM, 2000)

Ja Shimoda (2010) utilizou células de Eucalyptus perriniana na biotransformacéo de
naringina e naringenina e obteve nove derivados glicosilados. A metilagéo
regioespecifica da naringenina, com o intuito de aumentar sua solubilidade, foi
obtida pela expressdo de uma o-metiltransferase da soja em Escherichia coli,

gerando um metabdlito metilado na posicao 4’ (KIM et al, 2005).
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Figura 2: Metilagdo da naringenina por o-metiltransferase da soja em E. coli
(KIM et al, 2005).

Material e Métodos



Além da cepa de Beauveria bassiana ATCC 7159, foram utilizadas cepas isoladas de
amostras de solo do cerrado (IP3a, IP6, IP8, IP11, IP94, IP98, IP129, IP132, IP147 e
IP153. Estas cepas pertencem ao Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da
Universidade Federal de Goias. Todas as cepas foram mantidas a 4 -C em tubos
inclinados contendo agar batata. Antes do uso, todas as cepas foram repicadas em
agar batata e incubadas a 28 -C por 7 dias. Apos este periodo, o micélio foi
suspenso em 2 mL de glicerol 25% (p/v) esterilizado. Aliquotas de 0.5 mL de cada
cepa foram utilizadas para inocular Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio
liquido PDSM (Peptone Dextrose Soybean Meal) (COSTA et al, 2008). As culturas
foram mantidas em incubadora rotatéria a 200 rpm e 27 + 2°C por 72 horas antes de
receberem, uma a uma, 50 mg de naringenina diluida em 1 mL de acetona. Apos
adicdo do substrato, as culturas foram novamente incubadas sob as mesmas
condigdes. O controle consistiu de um meio de cultura contendo substrato e sem
microrganismo. Aliquotas (2 mL) de cada cultura foram retiradas a cada 24 horas,
até 96 apds a adicdo do substrato. As amostras foram saturadas com cloreto de
sodio, extraidas com acetato de etila e centrifugadas a 3000 g por 10 minutos. As
amostras resultantes foram aplicadas sobre placas de silica gel GF254 (Whatman,
0.25 mm de espessura) e desenvolvidas em acetato de etila:metanol (95:5). As
placas cromatograficas desenvolvidas foram visualizadas sob fluorescéncia a 254
nm. Culturas contendo padrdes cromatograficos semelhantes foram agrupadas
antes da extragdo. Para isto, os meios fermentados foram filtrados em gaze e o
micélio foi lavados com 20mL de agua destilada. O filtrado foi saturado com cloreto
de sédio e extraido com volumes iguais de acetato de etila. O micélio foi extraido
com acetona. Os extratos resultantes foram tratados com sulfato de sédio anidro e
concentrados em rotoevaporador. Os metabdlitos foram purificados utilizando-se
flash cromatografia, em coluna de silica gel (2cm x 22cm) eluida com acetato de
etila:metanol (95%:5%). A analise de massas foi realizada em um Varian 1200L

triplo-quadrupole MS/MS e os experimentos de RMN em um Bruker Avance 1l - 500.
Resultados e Discussao

Todas as cepas de Beauveria sp. Converteram a naringenina a um metabdlito
majoritario, que foi identificado como naringenina-O-glicosideo. As estruturas dos
produtos foram elucidadas a partir de técnicas espectroscopicas e espectrométricas,
incluindo ESI-MS/MS, 'H e *C RMN, HSQC e HMBC. Os espectros de RMN foram



registrados em CD30OD, com tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno. O
metabalito majoritario foi identificado como naringenina 7-O- glicosideo. O sitio de
glicosilacao foi determinado como 7-OH (Fig. 2) com a ajuda do experimento HMBC,
no qual a correlagdo entre o préton anomérico (6 H 4.97) e o C-7 (6 165.3) foi

observada.

O controle do experimento, que tinha sido tratado com naringenina, foi submetido
aos mesmos procedimentos de extragcdo e analise. A naringenina foi adequadamente

detectada, enquanto nenhum metabdlito péde ser encontrado.

O rendimento da biotransformacao foi de 38%, significativamente melhor do que os

relatados anteriormente (Shimoda et al, 2010; Yamamoto et al, 2004).
Conclusoes

O método de biotransformacgao apresentado € util na conversdo de naringenina ao
seu derivado 7-O-glicosilado. Estudos sobre a habilidade de culturas de Beauveria

sp. em conjugar carboidratos a flavonoides estdo sendo conduzidos.
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