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RESUMO

A bioconversdo € uma area da biotecnologia que tem crescido extensamente e
inclui reacbes enzimaticas por meio de microrganismos. Dentre 0s
microrganismos utilizados destacam-se os fungos filamentosos, que apresentam
um sistema enzimatico semelhante ao dos seres humanos, o citocromo P450
(CYP, P450), responsavel pelo metabolismo dos farmacos. O Pycnoporus
sanguineus é um basidiomiceto da familia Polyporaceae produtor de lacase (EC
1.10.3.2), que € uma enzima da classe das oxidoredutases. Neste trabalho, foi
avaliada a influéncia dos flavonéides naringina, naringenina e quercetina no
crescimento de P. sanguineus e producédo de lacase em diferentes meios de
culturas. Foram utilizadas condi¢cdes reacionais variadas como alteracdo de
temperatura, agitacdo e o tempo de adicdo dos flavondides. As reacbes de
bioconverséo de flavondides por P. sanguineus foram realizadas por um periodo
de 24 a 96 horas e monitoradas por CCD e CLAE para verificar a presenca de
possiveis metabdlitos. Aplicou-se a lacase purificada do P. sanguineus para
avaliar a participacao desta enzima na producdo dos metabdlitos da naringina. O
fungo cresceu nos meios de cultura testados. A naringenina e a naringina
apresentaram a capacidade de induzir a producdo de lacase pelo fungo,
enguanto a quercetina inibiu a producdo da mesma. Nas incubacdes com o meio
PDSM nédo houve a producdo de lacase. Nos ensaios de bioconversédo foram
detectados varios metabdlitos nas incubagdes com microrganismo inteiro, sendo
que nas incubacdes com quercetina foram obtidos catorze metabdlitos diferentes.
Nas incubacbes com naringenina foram produzidos nove metabodlitos e a
naringina levou a producéo de oito metabdlitos. No ensaio biocatalitico a 28T e

150rpm na presenca de naringina nao foi evidenciada a presenca de metabdlitos.

PALAVRAS-CHAVE: bioconversao, flavondides, lacase, Pycnoporus sanguineus.
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ABSTRACT

The bioconversion is an area of the biotechnology that has increased in an
expansive way, and it includes enzymatic reactions by microorganisms. These
microorganisms that present enzymatic systems similar to those present in
mammalian systems, it's the cytochrome P450 (CYP450). That's why the
biotransformation an important alternative constitute as models for drug
metabolism study. The Pycnoporus sanguineus is a filamentous fungi,
basidiomycete of the Polyporaceae family and laccase producer (EC 1.10.3.2), an
oxidoreductase enzyme. It was evaluated the influence of flavonoids naringin,
naringenin, and quercetin in the growth of P. sanguineus, production of laccase in
differents culture media. It was performed various conditions of reaction, such as
temperature, agitation and the time of the flavonoids addition. The bioconversion
processes were carried out for 24 up to 96 hours and monitored by TLC and
HPLC to confirm the existence of potential metabolites. It was used purified
laccase of the Pycnoporus sanguineus to evalute the participation of laccase in
metabolites of naringin production. Pycnoporus sanguineus developed in
differents culture media tested. Naringenin and naringin presented the capability
to induce the laccase production by P. sanguineus, whereas quercetin and rutin
inhibited the laccase production. The incubation using PDSM did not producted
laccase. It was detected several of metabolites, whereas the incubations using
guercetin acquired fourteen differents metabolites and the incubations using
naringenin producted nine metabolites and naringin producted eight metabolites.
In biocatalytic assay under 28°C and 150rpm using naringin it was not detected

the presence of metabolites.

KEYWORDS: flavonoids, Pycnoporus sanguineus, laccase.
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1 Introducéo
1.1 Bioconversao

A bioconversdo é uma area da biotecnologia que tem crescido
extensamente e inclui reacfes enzimaticas por meio de microrganismos (Kaul
et al., 2004). O processo de isolamento, purificagdo e producéo de uma enzima
na maioria das vezes é trabalhoso epode levar a perda da atividade. A
utilizacdo do microrganismo inteiro ao invés da enzima isolada, pode ser a
primeira escolha na tentativa de se fazer a bioconversdo da molécula (Holland,
1991, Zhou et al., 2005).

Varios estudos consideram como maior prioridade a reducéo dos custos
na producdo enzimatica. Deste modo, o aumento do rendimento enzimético e
uma melhor desempenho da enzima tem sido alvo de pesquisas realizadas
recentemente nos campos da microbiologia, tecnologia de fermentacdo e
biotecnolégica (Holland, 1991; Ikehata et al., 2004; Zhou et al., 2005; Garcia
et al., 2007).

As enzimas sao catalisadores muito eficientes. Os processos mediados
por enzimas sdo acelerados, comparando a algumas rea¢cdes ndo-enzimaticas
correspondentes, como as observadas em catalise quimica. A velocidade das
reaces aumentam cerca de 108-10°, podendo exceder até 10 o que é muito
além da aceleracdo observada por catalisadores quimicos. Diferentes dos
metais pesados, por exemplo, os biocatalisadores s&o completamente
degradados no meio ambiente (Azerad, 1995; Faber, 2000; Das & Rosazza,
2006).

Séo vérias as vantagens da utilizacdo de enzimas a catdlise quimica
usualmente empregada. As condi¢cfes brandas de analise, como por exemplo,
temperatura entre 20 e 40°C, pH entre 5 e 8 e solvente aquoso; a versatilidade
que apresentam como reagentes, sdo ambientalmente seguras e altamente
seletivas. Além disso, as enzimas apresentam a capacidade de minimizar
reacfes indesejaveis como decomposicdo, isomerizagdo, racemizacdo ou
rearranjos inoportunos que frequentemente interferem nas metodologias

quimicas e também realizar reacbes que podem ser inviaveis ou até mesmo



impossiveis por sintese quimica (Azerad, 1995; Alarcon et al., 2007; Woodley,
2008).

As enzimas atuam sob condi¢Ges de incubacéo similares em diversas
reacoes biocataliticas propiciando a realizacdo destas reacbes em um unico
recipiente e sem interferéncias entre elas, pois sdo especificas para cada
reacdo. O mesmo ndo pode se realizado por catélise quimica. Deste modo, as
reacdes sequenciais podem ser desenvolvidas usando @ sistemas
multienzimaticos a fim de simplificar processos reacionais. S&o capazes de
atuarem em uma grande variedade de substratos sintéticos ndo-naturais e
realizar diversas reacdes biocataliticas. Muitas delas apresentam elevada
especificidade para um determinado tipo de reacdo e possuem uma ampla
diversidade estrutural em seu substratos (Faber, 2000).

A biodiversidade enzimatica dos fungos pode ser demonstrada pela
geracdo de moléculas que podem apresentar atividade farmacologica diferente
do farmaco original (Faber, 2000). Dentre os microrganismos utilizados em
reacoes de bioconversdo destacam-se os fungos filamentosos, formados por
células eucaridticas. O uso de bactérias (organismos procarioticos) esta
limitado as cepas de Actinomicetos, como por exemplo, 0s géneros:
Streptomyces, Nocardia, Actinoplanes, Mycobacteria e Corynebacteria (Azerad,
1999).

Os microrganismos utilizados na bioconversdo apresentam um sistema
enzimatico semelhante ao dos seres humanos, o citocromo P450 (CYP450),
por isso sao considerados uma alternativa em estudos do metabolismo de
farmacos e reduz o uso de animais nos experimentos (Ma et al., 2007). O uso
de culturas de microrganismos nao esta limitado apenas a bactérias ou fungos;
algas unicelulares também tém sido empregadas em estudos de
biotransformacgéo, além de culturas de células de algumas plantas (Azerad,
1999).

Em estudos de bioconversdo podem ser empregados diversos tipos de
meios de cultura, desde de que atendam a uma composicdo minima de
nutrientes que possibilitem o crescimento fungico. A agitacdo do meio deve ser

constante, permitindo uma homogeneidade do sistema e a transferéncia de



calor e oxigénio por toda a biomassa dentro do recipiente de incubag&o. O
oxigénio ndo é o Unico nutriente que pode tornar-se limitante devido a uma
pobre agitacdo, mas € provavelmente o mais importante fisiologicamente, pois
uma limitacdo de O, pode resultar na supressao ou até na inibicdo total da
producdo de metabdlitos em fungos aerdbios (Gibbs et al., 2000; Papagianni,
2004).

Uma agitacdo muito vigorosa durante a incubacdo pode afetar os
microrganismos, causando, por exemplo, mudancas morfolégicas, bem como,
variacbes na taxa de crescimento e na formacdo do produto (Papagianni,
2004).

O pH do meio € um fator muito relevante, porém €& frequentemente
negligenciado e que pode afetar a morfologia fungica. Diferentes valores de pH
podem ser observados durante a incubacdo e podem estar relacionados ao
transporte de nutrientes, a solubilizacdo dos nutrientes, a reagbes enzimaticas
produtos de excrecdo ou fenbmenos de superficie. Os fungos podem crescer
sob uma larga escala de pH, sendo que a maioria tolera uma escala de pH de 4
a 9, mas atingem 0 maximo crescimento e esporulagdo proximo da
neutralidade (Papagianni, 2004).

A temperatura € um parametro ambiental facilmente controlavel e que
pode provocar mudancas em outras variaveis, como taxa de crescimento,

oxigénio dissolvido e pH (Papagianni, 2004).

1.2 Pycnoporus sanguineus

O Pycnoporus sanguineus € um fungo filamentoso, basidiomiceto, da
ordem Polyporales e familia Polyporaceae. Encontra-se amplamente distribuido
na natureza sendo encontrado em regides de clima mais ameno e em florestas
tropicais como a amazénica. O P. sanguineus é conhecido popularmente como
orelha-de-pau, sendo encontrado em madeira, onde fixam e se alimentam
(Esposito et al., 1993).

A degradacédo de lignina (polimero natural presente na estrutura de
plantas superiores) por fungos de decomposi¢do branca (white-rot fungi) tem

sido estudada ha mais de meio século. Foi somente no inicio dos anos 80,



entretanto, que uma melhor compreenséo sobre o mecanismo da degradagéo
da lignina foi conseguido. O processo envolve a acao de pelo menos trés
enzimas: LiP (lignina peroxidase), MnP (manganés peroxidase) e Lacase,
sendo que as duas primeiras sdo consideradas mais importantes no processo
de degradacdo (Cameron et al., 2000). A lacase pode participar tanto da

despolimerizacdo quanto da polimerizacédo (Schauer et al., 2001).

1.3 Lacase

A primeira descricdo da enzima lacase foi feita em 1883 por Yoshida
(Yoshida, 1883 citado por Mayer & Staples 2002) originada de uma arvore
japonesa Rhus vernicifera e em 1985 foi caracterizada como uma oxidase
contendo metal por Bertrand (Bertrand 1985, citado por Mayer & Staples 2002).

A distribuicdo de lacase é bastante ampla sendo representada por dois
grupos principais: as lacases extraidas de plantas superiores e as produzidas
por fungos. Estes grupos apresentam claras diferencas (Mayer & Staples
2002), mas hé relatos de sua presenca até mesmo em insetos e procariontes
(Riva, 2006). Uma lacase bacteriana que tem sido bastante estudada € a
produzida por Azospirillium lipoferum, encontrada freqientemente no solo
(Gianfreda et al., 1999).

A atividade da lacase tem sido demonstrada em mais de 60 cepas de
fungos pertencentes as varias classes. Entre estas cepas encontra-se a
presente na arvore Rhus vernicifera e no fungo Trametes versicolor que séo as
lacases que possuem um maior numero de estudos em termos de
propriedades moleculares e enzimaticas (Gianfreda et al., 1999). Aléem dos
fungos ja citados podemos destacar o Trametes pubescens, Pychoporus
cinnabarinus, Pycnoporus coccineus (lkehata et al., 2004).

As funcbes biologicas da lacase nos microrganismos produtores ainda
ndo estdo muito claras. Em fungos héa relatos sobre sua participacéo no rapido
crescimento celular, controle da patogenicidade (Leonowicz et al., 2001),
controle da viruléncia (Mayer & Staples 2002), pigmentacdo de esporos
(Leonowicz et al., 2001, Mayer & Staples, 2002), esporulagao (Gianfreda et al.,
1999) e degradacéo de lignina (Eggert et al., 1996).



Lacases, p-difenol:dioxigénio oxiredutase (EC 1.10.3.2), fazem parte de
um grupo de enzimas denominadas multicobre, que inclui entre outras a &cido
ascorbico oxidase e ceruloplasmina. Oxidoredutases sao enzimas que
catalisam processos de oxidacdo e reducdo e constituem um grupo que
compreende quase um quarto de todas as enzimas conhecidas, entre as quais
estdo lacases e peroxidases (Mayer & Staples 2002).

Lacase atua sobre uma variedade de doadores de hidrogénio aromaticos
(Leonowicz et al., 2001) e também espécies inorganicas, incluindo fons Mn*?
(Bollag & Leowicz 1984). Catalisa a oxidacdo de varios compostos aromaticos,
especialmente fendis e aminas aromaticas, enquanto que concomitantemente
reduz o oxigénio molecular a 4gua (Gianfreda et al., 1999).

A lacase desencadeia a remocéo de um elétron e um préton de grupos
hidroxi-fendlicos ou amino-aromaticos formando seus respectivos radicais
livres. Além disso, a lacase ndo somente oxida &acidos fendlicos e
metoxifenolicos, mas também os descarboxila e ataca seus grupos metoxila
através de desmetilacdo ou desmetoxilagcdo (Leonowicz et al., 2001). O
mecanismo geral de atuacdo das lacases é a oxidacdo do substrato através da
abstracdo de um elétron de um composto fendlico gerando um radical fenoxila
(Mayer & Staples 2002).

O sitio ativo da lacase € formado por quatro atomos de cobre (Figura 1),
sendo estes divididos em trés grupos, determinados em funcdo de suas
caracteristicas espectroscopicas, que refletem seus diferentes papéis durante o
processo enzimético. Por convencao, um cobre é designado do tipo 1 (T1), dois
cobres sdo do tipo 3 (T3) e um quarto € do tipo 2 (T2) (Duran et al., 2002;
Piontek et al., 2002).
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Figura 1: Representacdo esquematica dos centros de cobre da lacase e indicacdo das
geometrias obtidas por cristalizacao (Duran et al., 2002; Piontek et al., 2002).

E na regido do cobre T1 que ocorre a oxidacdo do substrato, sendo os
elétrons recebidos por este cobre transferidos para o “cluster” trinuclear
formado por dois atomos de cobre T3 e um cobre de T2, onde ocorre a reducao
do oxigénio molecular (Duran et al., 2002; Piontek et al., 2002).

O ciclo catalitico da lacase compreende trés passos principais: a)
reducdo do cobre tipo 1 pelo substrato; b) transferéncia de elétrons do cobre
tipo 1 para os cobres tipo 2 e 3; c) reducédo de oxigénio molecular para agua
através de sua interacdo com os cobres de tipo 2 e 3 (Gianfreda et al., 1999;

Duran et al., 2002) (Figura 2).
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A oxidacdo enzimatica de compostos aromaticos inertes em sistemas
bioldgicos esta intimamente relacionada com a acdo de enzimas que possuem
um potencial de oxidacdo muito alto. Enzimas como a lacase, com baixo
potencial redox (cerca de 0,6-0,8V) estdo restritas a reagir com substancias
facilmente oxidaveis, como fragmentos fendlicos de lignina, por exemplo (Have
&Teunissen, 2001).

Como a lacase sozinha € incapaz de clivar ligacdes nao fendlicas de
lignina, esta enzima nao era considerada como um componente significativo do
sistema lignolitico, apesar de ser comum a secre¢cdo de uma quantidade
consideravel de lacase por fungos lignoliticos. Estudos mostraram que a lacase
pode catalisar a oxidacdo de substratos ndo fenodlicos na presenca de um
mediador (molécula que atua como carreador de elétrons) (Bourbonnais &
Paice, 1990). A lignina peroxidase (LiP) e manganés peroxidase (MnP)
possuem um potencial redox mais alto (Bourbonnais & Paice 1990, Eggert et
al., 1996).

A inclusdo de substancias oxidaveis apropriadas de baixo massa
molecular, conhecidas como mediadores, expande a atividade catalitica da
lacase frente a grupos funcionais mais dificeis de oxidar, incluindo alcoois ou
éteres benzilicos e alilicos. Este procedimento é denominado LMS (Sistema
Mediador de Lacase) (Figura 3) (Oudia et al., 2008).

0o Lacaseqy Medoy Substyy

H,0 Lacasereq Med,eq Subst;eq

Figura 3: Esquema geral do sistema mediador de lacase (Oudia et al., 2008).

As reacOes catalisadas por lacases na presenca de mediadores tém

significativo potencial na sintese de produtos que sao inacessiveis através de



rotas quimicas tradicionais como, por exemplo, a producdo de benzaldeido a
partir de tolueno, usando Trametes versicolor na presenca de 2,2-azino-
bis(acido-3-etilbenzotiazolina-6- sulfénico (ABTS) (Figura 4) (Jonas et al.,
1998).

Um mediador atua como um tipo de carregador de elétrons. Apds ser
oxidado pela enzima, ele difunde-se para fora do sitio ativo e entdo oxida o
substrato que, devido ao seu tamanho, ndo poderia entrar diretamente no sitio
ativo da enzima. Este processo pode levar a um mecanismo de oxidacdo que
nao seria possivel para a enzima sozinha, seja por parametros estéreos, como
citados anteriormente, seja por parametros termodindmicos, ja que o0s
mediadores podem apresentar potenciais de reducdo diferentes da enzima,
estendendo portanto a faixa de substratos oxidaveis (Cantarella et al., 2003).

Ha muitos mediadores disponiveis e 0os mais comuns e eficazes sao:
HBT (Hidroxibenzotriazol), ABTS (2,2’-azino-bis(acido-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico), HPI (N-hidroxiftalmida), TPA (trifenilamina), VLA (acido violurico)
(Figura 4) entre outros (Jonas et al., 1998; Fabbrini et al., 2002).
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Figura 4: Estruturas quimicas de alguns mediadores. 1 (HBT), 2 (TPA), 3 (VLA), 4
(HPI) e 5 (ABTS) (Jonas et al., 1998; Fabbrini et al., 2002).
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Diversos fatores influenciam a produgéo de lacase e consequentemente
a formacao de produtos. Pode-se destacar entre outros: a composi¢cdo do meio
de crescimento, tempo de cultivo, pH, razado carbono/nitrogénio, temperatura,
natureza quimica do substrato, luminosidade e aeragéo (lkehata et al., 2004).

Varios grupos de pesquisadores procuram aperfeicoar as condi¢cdes de
crescimento do fungo e a producdo de lacase, tanto por métodos
convencionais e/ou estatisticos, fazendo-se a combinacao de diferentes fatores
capazes de interferir na producdo enzimatica, para selecionar o método mais
apropriado. Além disso buscam melhor entender as propriedades da enzima a
nivel molecular e cinético, bem como a identificacdo mais eficiente de fontes
produtoras de lacase (Gianfreda et al., 1999; Ikehata et al., 2004).

A descoberta e a implementacdo de um processo de producdo de
enzimas ou utilizacdo de biocatalise enzimatica ndo depende unicamente da
tecnologia envolvida, mas também de outras caracteristicas do processo. Entre
outros, podem destacar-se: o0 método ser reprodutivel, custo mais acessivel e
principalmente otimizar o procedimento da producéo enzimatica e o isolamento
com o objetivo de evitar uma grande perda da atividade enzimética (Gianfreda
et al., 1999; lkehata et al., 2004).

Como as aplicacdes biotecnoldgicas em escala industrial requerem
grande quantidade de enzima, e normalmente lacases extracelulares séo
produzidas em pequenas quantidades, o que torna o processo de isolamento e
purificacdo mais dificil e com um custo maior (Ikehata et al. 2004). Um estudo
foi realizado para determinar a melhor condicdo para uma significativa
imobilizacdo estavel da lacase em gel organico, demonstrou uma perda de
atividade da lacase de 25-32 % utilizando o gel na concentragéo de 1,5-4 %.
Ha algumas lacases disponiveis comercialmente, porém ainda com o custo alto
e dentre estas disponiveis, nenhuma delas é produzida por Pycnoporus
sanguineus (Duran & Esposito, 2000).

A afinidade e especificidade da lacase pelo substrato pode variar com
mudancas no pH. Para substratos cuja oxidacado ndo envolve troca de protons,

por exemplo a ferrocianida, a atividade da lacase frequentemente diminui com
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o0 aumento do pH. Considerando substratos cuja oxidagdo envolve troca de
protons, como exemplo o fenol, o pH 6timo se estende entre 3 e 7 para lacases
fungicas e pode aumentar para 9 para lacases de plantas (Bollag & Leowicz,
1984; Bourbonnais & Paice, 1992; Gianfreda et al., 1999).

A producédo de lacase € sensivel a concentragdo de nitrogénio no meio
de cultivo. Altos niveis de nitrogénio usualmente séo exigidos para a obtencao
de grandes quantidades de lacase. Altos niveis de lacase foram constatados
quando Lentinus edodes, Phanerochaete chrysosporium e Rigidoporus
lignonus foram crescidos com o0 aumento de 24 para 26 mM de nitrogénio. Em
contraste, para Pycnoporus cinnabarius e Phlebia radiata a limitacdo de
nitrogénio no meio de cultura fez aumentar a producédo de lacase (Gianfreda et
al., 1999).

Tensoativos nao-idbnicos ou catidbnicos efetivamente aumentam a
producdo de lacase do Pleurotus floridae, dentre estes tensoativos podemos
citar o Tween 80 (Gianfreda et al., 1999).

Outro fator muito importante na producéo de lacase € a presenca ou
auséncia de indutores. Diversos compostos tem se mostrado indutores e
melhorado a producédo de lacase. Eles incluem principalmente compostos
fendlicos relacionados estritamente a lignina ou derivados da lignina. Contudo
existem compostos nao lignoliticos de diferentes origens, que sao eficientes
indutores da producéo de lacase (Gianfreda et al., 1999).

N&o existe um o6timo indutor de lacase comum a todos os fungos,
havendo grande variagdo do indutor. O efeito estimulante da 2,5-xilidina (2,5-
dimetilfenilamina; 2,5-dimetilanilina) foi descrito primeiramente por Fahraeus e
colaboradores em 1958 (citado por Leonowicz et al. 2001), sendo este um dos
indutores de lacase mais citados, porém bastante toxico. E considerado um dos
melhores indutores para a producéo de lacase por P. sanguineus (Garcia et al.,
2007). Outros compostos aromaticos utilizados sao fenodis substituidos como:
benzil alcool, resorcinol, orcinol e p-cresol (Gianfreda et al., 1999).

Lacases sdo importantes para diversas aplicacdes biotecnoldgicas e por
ISSo estas enzimas tem sido objeto de intensa investigagdo, buscando

compreender tanto seu mecanismo catalitico como o0s determinantes
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moleculares que modulam a extensa faixa de substrato. Tais informac¢des sao
de importancia fundamental para futura manipulacdo racional da enzima por
engenharia genética para aplicacbes biotecnoldgicas especificas (Xu et al.,
1998; Mayer & Staples 2002).

Lacases sdo comumente vistas como enzimas com um grande interesse
industrial. Dentre varias das aplicacbes da lacase podemos destacar: a
descoloracdo de corantes téxteis, descoloracdo de polpa em industrias de
papéis e celulose (como clareador, potencial substituto do cloro, que €
ambientalmente nocivo devido a geracdo de compostos clorados altamente
toxicos), sintese de polimeros, biossensores amperomeétricos para a deteccao
de fenol e também no processamento de alimentos e bebidas (Gianfreda et al.,
1999; Mayer & Staples 2002).

As lacases mostram ter um grande potencial para aplicagdes ambientais.
O uso destas enzimas na biorremediacao, ou seja, no tratamento de efluentes
industriais como compostos de natureza aromatica, ou remocéo de poluentes
do solo tem recebido uma atencédo especial (Herrera & Couto, 2006; Riva,
2006).

Varias biotransformacdes ja foram obtidas com o uso de lacases como:
a lacase presente na Rhus vernicifera que oxidou a catequina em duas
hidroguinonas (Das & Rosazza 2006); a biotransformacédo do resveratrol em
trans-dehidrodimeros catalisada por lacases do Myceliophtora thermophyla e

do Trametes pubescens (Nicotra et al., 2004) (Figura 5).
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Myceliophtora thermophyla
Trametes pubescens HO

OH

Figura 5: Biotransformacdo do trans-resveratrol (1) realizada por lacases dos fungos
Myceliophtora thermophyla e Trametes pubescens em dimero ¢-viniferina (2) (Nicotra
et al., 2004).

A oxidagado da 8-hidroxiquinolina catalisada por lacase do Trametes
pubescens (Ncanana et al., 2006); a sintese da bis-lactona lignanas através da
catdlise de lacase dos fungos Trametes versicolor, Agaricus bisporus e
Melanocarpus albomyces; a lacase do Pycnoporus cinnabarinus proporcionou
a reacao do acido 3-(3,4-hidroxifenil)-propiénico com &cido 4-aminobenzdico
formando o éacido 3-[6-(4-carboxifenil]-propiénico (Mikolasch et al., 2002); a
biotransformacdo do corante “Acid Blue 62", utilizando o Pycnoporus

sanguineus (Vanhulle et al., 2008) (Figura 6).
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Figura 6: Reacdo de biotransformacéo sugerida durante a descolorizagdo do corante
Acid Blue 62 por Pyconoporus sanguineus. (1) corante Acid Blue 62; (2) &cido 1-
aminoantraquinona-2-sulfénico; (3) catecol e (4) acido 2,5-diamino-3,4-dicarboxi-
benzenossulfénico (Vanhulle et al., 2008).
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1.4 Flavonodides

Em 1930 um nova substancia quimica foi isolada de laranjas e
acreditava-se tratar de uma nova vitamina e essa substancia foi designada
como vitamina P. Estudos posteriores, demonstraram tratar-se de um
flavonoide, a rutina (Figura 7). A partir desta descoberta, os flavondides vém
sendo estudados extensivamente (Nijveldt et al., 2001).

A estrutura dos flavonoides esta baseada no ndcleo flavilium, o qual
consiste de trés anéis fendlicos. O benzeno do primeiro anel (A) é condensado
ao terceiro anel (C) (Figura 7), que na posi¢ao 2 carrega um grupo fenila como
substituinte. Devido ao fato do terceiro anel apresentar-se como uma pirona,
ocorre a formacao das flavonas, flavondis, flavanonas, isoflavonas, chalconas,
auronas recebendo a denominacdo de nucleo 4-oxo-flavonoide (Aherne &
O’Brien, 2002; Heim et al., 2002).

Diversas funcfes sédo atribuidas aos flavonoides nas plantas. Entre elas
estdo: a protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta, protecdo contra
microrganismos patogénicos, acdo antioxidante, agentes alelopéticos e inibicdo
enzimatica (Formica & Regelson, 1995; Heim et al., 2002; Simdes et al., 2007).

Os flavondides sdo compostos naturais que, em estudos recentes tem
demonstrado diversas atividades fisiolégicas e farmacologicas, tais como
antioxidantes, antitumorais, antitlcera, estrogénica, antiviral, antinflamatoria,
inibidor da agregacédo plaquetaria, antisquémica, antialérgica, antiespamadica,
inibicdo da angiogénese, entre outras (Formica & Regelson, 1995; Das &
Rosazza, 2006).

Os flavondides séo capazes de inibir a atividade de enzimas como, por
exemplo, lipoxigenases, cicloxigenases e monoxigenases (Day et al. 2000;
Murota & Terao, 2003; Das & Rosazza 2006; Kostrzewa-Suslow et al. 2006;
Lustosa et al.,, 2008). Essas propriedades inibitérias que os flavondides
desempenham nos varios sistemas enzimaticos podendo-se incluir as
hidrolases, isomerases, oxigenases, oxidoredutases, polimerases, fosfatases,
proteinas fosfoquinases e aminoaciodos oxidases podem estar relacionadas as

suas diversas atividades terapéuticas (Ferguson, 2001; Havsteen, 2002).
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Figura 7: Estruturas quimicas dos flavondides: (1) Rutina, (2) Quercetina (Costa et al.,
2008), (3) Naringina (Fang et al., 2006) e (4) Naringenina (Ibrahim, 2000).
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Uma oxidoredutase que € inibida por acdo de flavondides é a
hidroximetilglutaril-CoA redutase (HMG-Co0A), enzima chave envolvida no
processo de biossintese do colesterol, mesma enzima que é inibida pelas
estatinas, classe terapéutica mais utilizada no tratamento de
hipercolesterolemia (Formica & Regelson, 1995; Havsteen, 2002).

O emprego terapéutico de plantas contendo flavondides é vasto e, em
muitos casos ainda empirico. Mas em geral sdo considerados como benéficos.
Alguns medicamentos sdo elaborados a partir de flavonoides, em particular
para o tratamento de doencgas circulatérias, hipertensdo e agindo como cofator
da vitamina C. Outras pesquisas sugerem que alguns flavonodides tém
demonstrado a capacidade de interagir sobre a génese do cancer, bloqueando
o estagio de promocado, através da inibicdo da sintese da ornitina-
descarboxilase (Day et al., 2000; Simdes et al., 2007).

A propolis possui em sua composi¢do quimica varios flavonoides, um
deles é a quercetina, que tem sido objeto de estudos farmacoldgicos devido as
suas  propriedades antitumoral, imunomodulatéria,  hepatoportetora,
cicatrizante, antibacteriana, antiviral entre outras (Lustosa et al., 2008).

Os flavondides e outros derivados fendlicos sdo conhecidos por atuarem
na captura e neutralizacéo de espécies oxidantes como anion superéxido (0%),
radical hidroxila ou radical peroxido, atuando por sinergismo com outros
antioxidantes como as vitaminas C e E. Alguns flavondides séo capazes de se
ligar a ions metdlicos, impedindo-os de atuarem como catalisadores na
producado de radicais livres (Havsteen, 2002; Murota & Terao, 2003; Simdes et
al., 2007; Das & Rosazza, 2006). Esta atividade é o resultado de um conjunto
de propriedades, tais como atividade quelante do ferro, atividade sequestrante
de radicais livres, inibicdo de enzimas como NADPH-oxidase, xantina-oxidase
e fosfolipase, e estimulacdo de enzimas com atividade antioxidante como a
catalase e a superoxido-dismutase. Assim, os flavonodides podem interferir nas
reacoes de propagacao e formacdo de radicais livres. Alguns flavondides séo
mais potentes antioxidantes do que o acido ascorbico e o0s tocoferoéis
(Havsteen, 2002; ; Murota & Terao, 2003; Das & Rosazza, 2006).
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A quercetina (Figura 7) é uma substancia biossintetizada a partir da via
dos fenilpropandides e constitui uma importante classe de polifendis presentes
em relativa abundéancia entre os metabdlitos secundarios vegetais (Simodes et
al., 2007).

Tem sido atribuida a quercetina a atividade antiviral contra virus
envelopados: virus herpético simples do tipo 1, virus respiratdrio sincicial,
pseudo-raiva, parainfluenza 3, e ao derivado 3-O-metilado da quercetina foi
atribuida atividade contra o virus da poliomielite, inibindo umas das etapas da
replicacdo viral. A 3-O-metilquercetina e a 3,3’-dimetilquercetina inibem a
multiplicac@o do virus da poliomielite do tipo 1, do coxsackievirus tipo B4 e do
rinovirus, em cultura de células (Formica & Regelson, 1995; Simdes et al.,
2007).

Estudos com a quercetina, descreveram a inibicdo da incidéncia de
papilomas de pele em cobaias e a inibicdo de fibrossarcoma induzido em
camundongos. Ha relatos também que demonstram a inibicdo do crescimento
de certas células cancerigenas em humanos como do colon, ovario e do trato
gastrointestinal (Formica & Regelson, 1995; Day et al., 2000).

Alguns flavonéides, como a diosmina, hesperidina, quercetina e rutina,
sdo comercializados como anti-hemorragicos, para melhorar as funcgdes
capilares diminuindo os danos capilares e insuficiéncia venosa e para tratar
hemorréidas (Simdes et al., 2007).

Naringina (Figura 7) € um flavondide presente em frutas citricas e é
utilizada tradicionalmente na medicina chinesa como antiinflamatoério e
antioxidante, ja sua aglicona naringenina (Figura 7) além dessas propriedades
tem demonstrado capacidade de inibir a proliferacdo de células cancerosas
(Fang et al., 2006).

O mecanismo e a sequéncia de eventos pelos quais os radicais livres
interferem na funcao celular ainda ndo sdo completamente entendidos, mas um
dos mais importantes eventos parece ser a peroxidacao lipidica que resulta em
danos a membrana celular. Esses danos celulares causam uma troca lénica na
carga da membrana provocando mudancas de pressao osmotica que resultam

em lise celular. Radicais livres podem agir sobre varios mediadores
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inflamatoérios contribuindo para uma inflamacdo geral responsavel por danos
aos tecidos (Nijveldt, 2001).

As atividades bioquimicas dos flavondides e de seus metabdlitos
dependem de sua estrutura quimica, que pode variar com substituicdes
incluindo hidrogenacéao, hidroxilagées, metilagdes, malonilagdes, sulfatacbes e
glicosilagbes. Flavondides e isoflavondides ocorrem comumente com ésteres,
éteres ou derivados glicosidicos ou ainda uma mistura deles (Birt et al., 2001).

Diversos estudos indicam que muitos microrganismos sdo capazes de
apresentar uma extensa biotransformacéo dos flavondides e suas estruturas
modificadas tém sido encontradas. Isto ocorre principalmente nas células
epiteliais do intestino e no figado onde sdo formados metabdlitos glicuronados,
sulfatados e metilados, os quais atingem os 6rgdos periféricos por meio da
circulacdo sanguinea (Day et al., 2000; Heim et al., 2002). Além disso, os
flavonoides podem ser transformados por diferentes reacdes, sendo que
hidroxilagdo, metilacédo, glicosilacdo e acetilacdo ocorrem com quase todas as
classes de flavonéides (Aherne & O’Brien, 2002; Heim et al., 2002; Stahl et al.,
2002).

Podem ocorrer também reacdes de acilacdo e ramnosilagéo, resultando
em uma grande diversidade destes compostos na natureza. A atividade
biologica depende da estrutura quimica e orientacdo relativa das diversas
partes da molécula (Aherne & O’Brien, 2002; Heim et al., 2002). Rea¢bes como
sulfatacdo e prenilagdo, sdo mais restritas a certos grupos de flavonoides
(Heller & Forkmann, 1988).

A quercetina e suas formas glicosiladas sédo absorvidas no intestino. As
formas glicosiladas da quercetina e outros flavondides sdo em sua maioria
hidrolisadas, liberando a molécula de agucar e sofrendo posterior conjugagao
com glicuronideos e/ou sulfatos antes e durante o processo de absorcao
intestinal (Murota & Terao, 2003). O metabolismo principal desses compostos
ocorre no figado (Aherne & O’Brien, 2002; Heim et al., 2002; O’Lery et al.,
2003).

A (glicosilacdo, importante modificacdo de flavondides, é capaz de

aumentar a solubilidade dos mesmos e constitui reacdo fundamental para a
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acetilacdo. Enzimas como as flavondides-3-O-glicosiltransferases séo
responsaveis pela formagdo de alguns intermedidrios da biossintese de
antocianinas. Algumas dessas enzimas tém sido isoladas e purificadas de
Daucus carota, Picea abies, Hippeastrum sp., Brassica oleraceae e Citrus
paradisi (Harbone,1993).

Algumas (glicosiltransferases especificas para grupos hidroxilicos
sdo: a flavonoide-7-O-glicosiltransferase, flavondide-3'-O-glicosiltransferase,
flavondide-4'-O-glicosiltransferase e flavondide-5'-O-glicosiltransferase.
Glicosiltransferases especificas para as posicdes 2'e 5' de flavonoides,
parcialmente metilados foram encontradas no Chrysosplenium americanum.
Outras transformacdes envolvendo a glicosilacdo de flavondides estéo
relacionadas com a acdo de glicuronosiltransferases, isoflavona-4'-O-
glicosiltransferase e C-glicosilagcdo de 2-hidroxiflavanonas nas posi¢cdes 6 e 8
(Heller & Forkmann, 1988).

Danieli et al. (1989) evidenciaram a capacidade de uma protease de
acetilar isoquercitrina-D-glicopiranosidio ao seu correspondente 6"-O-mono, 3"-
O-mono e 3",6"-O-dibutanoil conjugados, enquanto que quercetrina-D-
ramnopiranosidio ndo foi afetada. Posteriormente, Danieli et al. (1997)
demonstraram que uma lipase presente na Candida antarctica catalisou a
acetilacao de isoquercitrina a 3",6"-O-diacetato isoquercetrina, de quercetrina a
4"-O-acetato quercetrina e de rutina a 3",4"-O-diacetato rutina (Figura 7e 8).

O metabolismo bacteriano de flavondides, principalmente no cdélon, sédo
relatados em estudos com animais e pode ser um passo limitante na
biodisponibilidade de muitos flavondides em humanos e animais. Bactérias da
microflora do célon séo responsaveis pela hidrolise de flavonoides glicosilados
e conjugados, gerando numerosos compostos fendlicos menores, éacido
carboxilico assim como a producéo de dioxido de carbono (Aherne & O’Brien,
2002; Heim et al., 2002; Simmering et al., 2002).
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Figura 8: Estruturas da (1) isoquercetrina, (2) quercetrina (Danieli et al., 1997).

Ha alguns exemplos de bioconversdao de flavondides utilizando
microrganismos, como a sulfatacdo da naringenina por Cunninghamella
elegans (Ibrahim, 2000) (Figura 9).
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Figura 9: Sulfatac&do da naringenina por Cunninghamella elegans (Ibrahim, 2000).
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Dez cepas de fungos filamentosos do género Beauveria, isolados na
regido central do Brasil, metabolizaram a quercetina, formando metabdlitos
semelhantes aos encontrados nos mamiferos, e diferentes metabdlitos
conjugados foram detectados simultaneamente: metilados, sulfatados,

monoglicuronados e glicuronados (Costa et al., 2008) (Figura 10).

Beauveria

Beauveria
gg%pm 200rpm
29C
Beauveria
Beauveria 200rpm
200rpm 20C
29C

Figura 10: Quercetina (1) e varios metabdlitos produzidos por cepas de fungos
filamentosos do género Beauveria. 3'-O-metilquercetina (2), quercetina-3'-O-sulfato
(3), quercetina-3’-glucoronideo (4) e 3'O-metilquercetina-7-glucoronideo (Costa et al.,
2008).
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O microrganismo Bacilus cereus, presente no rumen de bovinos,
consegue biotransformar a quercetina catalizando 3-O-glicosilagcao (3),
formando a isoquercetina e acido protocatequimico (Das & Rosazza 2006).

Em estudos recentes, mostrou-se que a naringina pode ser
metabolizada e encontrada no plasma na forma de naringenina e naringenina
glucoronideo, sendo o ultimo citado como principal metabdlito existente no
plasma dos ratos ap0s a administracdo oral. A concentracdo de naringina na
urina de humanos foi de aproximadamente 5 ng e de naringenina 1 ng e a
analise por CLAE acoplada ao espectro de massas, nao foi sensivel o
suficiente para detectar os metabdlitos. A bioconversao pode proporcionar uma
alternativa para a obtencdo de maior rendimente destes metabdlitos ou de
novos derivados (Fang et al., 2006).

Diante do potencial que os flavondides apresentam frente as diversas
atividades fisiologicas e farmacoldgicas, instiga-se a pesquisa de novas
moléculas bioativas derivadas de modificacdes destes compostos naturais (Das
& Rosazza, 2006). Até o presente momento ndo foram encontrados na
literatura estudos sobre bioconversdo de flavondides realizados pelo fungo

Pycnoporus sanguineus.
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2 Objetivos

» Avaliar o crescimento, morfologia do Pycnoporus sanguineus e a sua
producdo de lacase por na presenca dos flavondides: naringenina,

naringina, quercetina, em diferentes meios de cultura.

* Bioconverter os flavondides utilizando o Pycnoporus sanguineus e

verificar a presenca de possiveis metabdlitos.

. Realizar o ensaio biocatalico com a finalidade deavaliar a
participacdo desta enzima na producdo dos metabodlitos da

naringina.
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3 Material e Métodos

3.1 Meios de cultura

Meio 4gar batata dextrose (BDA)

Agar batata (Acumedia®) 39¢g
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Meio de producdo de lacase (MPL) (Garcia, 2006 modificado)

Extrato de malte 3,759
CuS045H,0 0,005 g
Agua destilada g.s.p. 300 mL

Meio descrito por Rama (1998) modificado

Maltose 209
Tartarato de amonio 1,84¢g
Tartarato de sodio 2,390
KH.PO, 1,33 g
CaCl, 2 H,0 01g
MgSO, 7H,0 059
FeSO, 7H,0 0,07 g
ZnS0O,4 7 H,O 0,046 g
MnSO,4 H,0 0,035¢g
CuSO4 5H,0 0,007 g
Extrato de levedura 19

Agua destilada g.s.p. 200 mL
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Meio Peptone Dextrose Soybean Meal (PDSM) (Manosroi et al.1999):

Peptona bacterioldgica 159
Lecitina de soja 15¢g
Fosfato de potassio monobasico 159
NacCl 159
Dextrose 69
Extrato de Levedura 0,9¢g
Agua q.s.p. 300 mL

Os meios de cultura foram autoclavados a 121 dur ante 15 minutos. O
pH 6,0 £ 0,2 foi medido com uma fita indicadora, a temperatura ambiente
(25C).

3.2 Origem e manutencao do fungo

A linhagem de Pycnoporus sanguineus CCT-4518 (Linnaeux ex Fries)
Murril utilizada neste trabalho foi obtida junto a Fundacdo André Tosello em
Campinas/SP. O fungo foi mantido em meio agar batata dextrose (BDA) a 4C
e repicado periodicamente para a manutencéo das culturas. Para a realizacéo
dos experimentos, as culturas foram incubadas em placas de Petri com meio

BDA a temperatura de 25C, em auséncia de luminosid ade por 7 dias.

3.3 Incubacbes com os Flavondides

Para o crescimento do fungo em meio liquido nas diferentes condicbes
de cultivo, 10 discos de 6 mm de diametros, foram retirados da regido mais
recente de crescimento do fungo em meio BDA (zona periférica) e inoculados
em Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio liquido. Os
experimentos foram feitos no minimo em duplicata.

Os flavondides naringenina, naringina e quercetina (Sigma) foram
utilizadas na concentracdo de 0,5 g/L em cada Erlenmeyer contendo 100 mL
de meio de cultura liquido para todos os experimentos. Os dois primeiros foram
solubilizados em etanol absoluto e o ultimo solubilizado em etanol absoluto e
dimetilformamida na proporcao de 50:50. O volume de 1 mL foi adicionado a

cada Erlenmeyer apos a solubilizacdo dos substratos. Foram realizados dois
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controles, sendo um composto do meio liquido e o Pycnoporus sanguineus e o

outro o meio liquido mais o flavonadide.

3.4 Avaliacdo do efeito dos flavonoides no crescime nto do Pycnoporus
sanguineus, producéo de lacase e a presenca de possiveis meta  bolitos

Foram realizadas incubagbes com o Pycnoporus sanguineus na
presenca dos flavondides em diferentes meios liquidos. Nas incubacdes
variaram-se 0S parametros reacionais de temperatura, agitacdo e o tempo de
adicao dos flavondides (simultaneo ao fungo ou apoés 65 h de incubacdo com o
fungo) (Tabela 1).

Durante o periodo de incubacéo, aliquotas do sobrenadante de cada
Erlenmeyer foram coletadas, centrifugadas em equipamento Fanem a 10000
rom por 5 minutos, e o sobrenadante foi, entdo, congelado para posterior
analise.

Avaliou-se o crescimento ou nao do fungo P. sanguineus na presenca
dos flavondides, a morfologia, a producéo de lacase e a presenca de possiveis
metabalitos.

A incubacdo do fungo na presenca dos flavonoides foi realizada
seguindo os parametros reacionais de temperatura e agitacdo, descritos na
Tabela 1, em Incubador Rotativo Tecnal.

Foram realizados dois tipos de controle (branco): um contendo o meio
liguido e o P. sanguineus (controle 1) e o outro com o0 meio de cultura mais o

flavondide (controle 2).
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Tabela 1: Descricdo dos experimentos realizados em diferentes condi¢cbes de
temperatura, agitacdo, tempo de coleta das aliquotas, meios de cultura, flavonéides e
0 tempo de adicao dos flavondides a incubacéo.

Experimentos Temperatura e Tempo de Flavondides
e Tempo de Agitacao coletas das
adicao aliquotas e
Meios de
culturas
A 27T e 200 rpm PDSM e MPL Quercetina
Simultanea 24/24 h até 96 h
B 29T e 200 rpm PDSM Quercetina
Simultanea 24/24 h até 96 h
C 30C e 120 rpm Rama PDSM e Naringenina
Simultanea MPL Naringina
1,2,3,24e48h Quercetina
D 30T e 150 rpm Rama Naringenina
Apbs 65 h 24/24 h até 96 h  Naringina

3.5 Extracao

Ao término do tempo de incubacdo, o micélio contido nos Erlenmeyers

foi separado por filtragdo a vacuo em funil de Bichner. O sobrenadante de

incubacdo, por sua vez, foi supersaturado com cloreto de sédio (NaCl) e

novamente filtrado a vacuo em um funil de Bichner, utilizando uma camada de

Celite sobre o filtro de papel. Realizou-se, entdo, a extracdo desta fracéo

aguosa resultante, que foi transferida para um funil de separacédo e extraida

com trés porcdes de acetato de etila (100 mL). A fracdo acetato de etila

adicionou-se sulfato de magnésio anidro, para eliminar algum resquicio de

agua, em seguida filtrou-se em funil de vidro sinterizado sob vacuo e, ao final,
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0 acetato de etila foi rotaevaporado. A fracdo aquosa foi armazenada em
geladeira.

O micélio separado por filtracdo a vacuo foi em seguida extraido com
acetona por 3 h em um agitador magnético. A massa fungica foi, entéo, filtrada
com o papel de filtro e o filtrado foi rotaevaporado.

O conteudo das fracBes cetbnica e acetato de etila foram analisadas por
cromatografia de camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), a fim de pesquisar a presenca de possiveis metabolitos
(Figura 11).

Incubacao

MPL, PDSM e
Rama

l
17 Filtracdo —l

Micélio Filtrado

l }

Fragéo cetonica r Extracao ‘l

CCDhe Fase aquosa Fase Ac.etila
CLAE l
l CCDe
Identificacdo e Purificacio CLAE

|

Identificacdo e Purificacao

Figura 11: Etapas da extracdo realizadas apdés o término das incubacbes do
Pycnoporus sanguineus com os flavonoides.
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3.6 Técnicas cromatograficas

Cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foram as metodologias analiticas empregadas no
monitoramento das reacdes de bioconversdo para a determinacdo de
derivados funcionalizados a partir dos flavondides naringenina, naringina,
quercetina.

Na CCD foram utilizadas cromatofolhas ALUGRAM® (Macherey-Nagel,
Germany) de silica gel 60 F,s4, espessura da camada de silica 0,20 mm. As
fases moveis utilizadas no monitoramento da bioconverséo foram: acetato de
etila/metanol (95:05) para os flavondides quercetina e acetato de etila/metanol
(70:30) para a naringenina e naringina. As placas cromotograficas foram
visualizadas em luz UV a 254 nm e 365 nm, atmosfera de iodo, acido
fosfomolibdico e reagente sulfavanilico como reveladores. E os diferentes
valores de Rfs foram determinados. O Rf € um indice de retencdo de um
composto. E definido como a razdo entre a distancia percorrida pelo composto
e a distancia percorrida pelo eluente.

Para as analises, as aliquotas foram descongeladas a temperatura
ambiente e saturadas com cloreto de sodio, seguindo-se a extracdo com
acetato de etila. A fracdo organica resultante foi coletada para analise por CCD.
As fracOes cetbnica e acetato de etila, obtidas da extragcéo realizada apés o
término do tempo de cada incubacao foram analisadas por CCD.

Para o monitoramento por CLAE, utilizou-se um Cromatografo Gilson®,
equipado com duas bombas modelo 321 da Gilson®, injetor manual Rheodyne
com a capacidade de 20 puL, coluna Lichrospher 100 RP-18 MERCK® (250 x 4
mm X 5 um), fluxo de 1,0 mL/min, deteccdo UV a 260 nm para os flavondides
guercetina e 280 nm para naringenina e naringina. O tempo de corrida foi de 12
minutos para a quercetina e 6 minutos para naringenina e naringina e
temperatura ambiente de 27°C. As fases moveis utlizadas foram metanol/agua

(20:80) e metanol/metanol-tampéo fosfato de potassio monobasico 0,02 M

(65:35), sendo a eluicdo isocratica (Schauer et al. 2001). Os cromatogramas,
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apresentam os tempos de retencdo dos provaveis derivados formados. Foram
testadas as aliquotas dos sobrenadante das incubacdes e as fracbes acetato
de etila e cetdnicas obtidas da extracdo realizada apds o término do tempo de
incubacao.

As fases moveis para CLAE foram preparadas utilizando agua purificada
pelo sistem Milli-Q (Millipore®, Sdo Paulo, Brasil), metanol grau HPLC

(OminSolv, EMD®, Canada). Os solventes foram filtrados em membranas

Millipore® de 0,45 um e 47 mm de diametro, desgaseificado em banho de

ultrassom Thornton T7 por 15 minutos, antes do uso.

A naringenina, naringina e quercetina foram solubilizados em metanol
(Omnisolv®, EMD,Canada), sendo a ultima solubilizada no sonicador por 5
minutos, para obtencdo de solucdes padrbes de concentragdes 0,5 mg/mL. As
aliquotas do meio liquido que foram retiradas durante o periodo de incubacéo e

as fracOes cetdnica e acetato de etila das extracbes foram centrifugadas em

equipamento Fanem® a 10000 rpm por 5 minutos e analisadas por CLAE.

3.7 Caracterizacao dos derivados

A recristalizacéo das fracbes acetato de etila e cetbnica foi o método
empregado na separacdo e purificacdo dos derivados. Solventes de diferentes
polaridades seguindo a série eluotropica foram: hexano, diclometano,
cloroférmio, éter, acetato de etila, acetona e metanol foram usados para
separacao dos produtos que foram monitorados por CCD e CLAE. Todas as
fracbes de acetato de etila e cetbnicas dos experimentos realizados, apés
serem rotaevaporadas, passaram pelo processo de recristalizacdo. As fracdes
coletadas foram analisadas por CCD, para constatar que apenas uma
substéancia estava presente demonstrando assim a separacao desta das outras
contidas na fracao.

Uma vez purificados por recristalizagdo, os produtos obtidos foram
caracterizados por Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN *H) e
de carbono (RMN *C).



32

As analises de RMN foram realizadas a temperatura ambiente em
espectrometro Bruker Avance lll, utilizando uma sonda inversa TBI de 5mm. Os
deslocamentos quimicos no RMN de *H (500 MHz) foram referenciados aos
padrées internos TMS (tetrametilsilano; 0,0 ppm) para os solventes CDClIs,
CD30D, MeD e D,0.

3.8 Ensaio de biocatalise

Inicialmente foram feitos testes de solubilidade e estabilidade no tampéao
acetato de sodio 100 mM, utilizando os flavonoides naringenina, naringina,
quercetina. E selecionado a naringina por apresentar uma solucao limpida com
0 tampao o que viabilizaria o experimento.

Para o ensaio de biocatdlise a mistura de reagdo continha 1,05 mg do
flavonoide selecionado, solubilizado em etanol absoluto, 0,2U de lacase
purificada (Lac 2) conforme descrito por Garcia et al. (2007), tampéo acetato de
sédio 100 mM, pH= 5,0. O ensaio foi realizado em tubo de ensaio, protegido da
luz e mantido a 28T e 150 rpm. Simultaneamente fe z-se o controle no qual
nao foi adicionado a enzima, somente a naringina e o tampao. O volume final
em cada tubo de ensaio foi de 2 mL. Aliquotas foram retiradas no tempo zero e
apos 3 h, 6 h, 12 h e 24 h para a avaliacdo de pH, atividade de lacase,
determinacdo do perfil espectrofotométrico (Espectrofotdbmetro Varian® Cary
50) e a realizacdo do monitoramento por CCD com fase movel de Acetato de
etila/metanol (70:30), reveladores UV, lodo e Sulfavanilico para pesquisa de
possiveis metabdlitos (Mikolasch et al., 2002; Ncanana & Burton, 2006;

Tranchimand et al., 2006). O ensaio foi realizado em duplicata.
3.9 Ensaio enzimatico

A presenca de lacase no meio reacional foi determinada pela oxidagao
da seringaldazina (4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido azina) (Sigma Chemical
Company) a 525 nm (¢ = 65000 M™* cm™), durante 5 minutos (Leoonowicz &

Grzywnowicz 1981). O volume final da mistura foi de 1 mL, sendo 0,30 mL de
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tampdao acetato de sédio 100 mM, pH 5,0; 0,6 mL de extrato enzimatico diluido
guando necesséario e 0,1 mL de seringaldazina 1 mM solubilizada em etanol
absoluto.

Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima
capaz de oxidar 1 ymol de substrato por minuto (Leoonowicz & Grzywnowicz
1981), nas condi¢des do ensaio. Todas as determinagdes foram realizadas em
duplicata. A leitura foi realizada no Espectrofotometro UV-Vis Fento®, modelo
700 Plus. A reacao ocorreu em temperatura entre 25-30<C.

A atividade de lacase foi calculada de acordo com a seguinte férmula

(Leoonowicz & Grzywnowicz 1981):

A= 10°AE
£AL

onde: ¢ = coeficiente de extingdo molar de cada substrato, conforme
dados da literatura.

AE= aumento na absorbancia no comprimento de onda
especifico.
At = tempo de reacdo em minutos.

As aliquotas foram pré-incubadas com enzima catalase por 30 minutos,
antes do ensaio para atividade enzimatica, a fim de eliminar qualquer peréxido
de hidrogénio enddgeno que pudesse estar presente, permitindo a distingdo
entre atividade de lacase e peroxidases, caso estas estivessem sido
produzidas nas condicbes de cultivo estudadas. Utilizou-se para este fim a
enzima comercial catalase da Sigma (C9322) solubilizada em tampé&o fosfato
de sédio 50 mM, pH=6,8 na concentracdo de 500 U/50 pyL (Mayer & Staples
2002).

A aliquota de 50 pL retirada do meio de incubacao foi adicionada a 50
uL catalase, apos 30 minutos adicionou-se 800 pL de tampao acetato 100 mM,
pH= 6,8 e 100 pL seringaldazina. Para o teste controle, sem catalase, a 50 pL
da aliquota adicionou-se 850 pL tampdo e 100 pL seringaldazina. Os testes

foram realizados em duplicata e as leituras foram realizadas no
Espectrofotometro UV-Vis Fento®, modelo 700 Plus em 525 nm apds 5 minutos

de reacéo.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Crescimento do Pycnoporus sanguineus

Fungos filamentosos sdo microrganismos morfologicamente complexos
gue apresentam diferentes formas estruturais durante todo o ciclo de vida.
Estas formas podem variar de filamentos miceliais dispersos a massa micelial
densa conhecida como “pellets”. Essa forma ndo € determinada apenas pelo
material genético da espécie, mas também pela natureza do in6culo bem como
as condi¢Bes quimicas (constituintes do meio, concentracdo dos componentes)
e fisicas (temperatura, pH e agitacdo). A mudanca na morfologia durante o
crescimento afeta 0 consumo de nutrientes e a taxa de oxigénio na cultura
submersa (Papagianni, 2004).

O fungo Pycnoporus sanguineus cresceu ha presenca dos flavondides
naringenina, naringina e quercetina, sob todas as condicbes de cultivo
testadas: a 27C e 200 rpm (experimento A), 29C e 200 rpm (experimento B),
30T a 120 rpm (experimento C) e 30T a 150 rpm (ex perimento D). Todos os
flavondides testados permitiram um crescimento fungico no meio PDSM, que
em relagdo ao meios Rama e MPL, foi comparativamente maior. O meio MPL
foi o meio liquido que apresentou menor crescimento fungico.

Em relac&o as variacbes dos parametros reacionais, como temperatura
e agitacdo, nao observou-se influéncia no crescimento do P. sanguineus com a
variacdo da temperatura de 27C para 29C em incuba ¢bes de quercetina com
o meio PDSM. O pH dos meios de cultura manteve-se estavel (pH= 5,0)
durante as incubacdes.

A adicao do flavonéide concomitantemente ao fungo P. sanguineus nao
inibiu o crescimento fungico, embora seja sugerido que a adicdo do substrato
ocorra entre 60-70 h apds a incubacdo do fungo nos processos de
bioconversédo (Azerad, 1999). No experimento D, a adicdo da naringenina ou
naringina foi realizada 65 h apds o in6culo do fungo, mas ndo ocorreu alteracédo
no crescimento em relagdo as incubagdes em que o flavonodide foi adicionado

concomitantemente ao fungo.



35

O P. sanguineus nos diferentes meios liquidos apresentou morfologia
variada. Os aspectos morfolégicos observados durante os experimentos foram:
formacdo de “pellets” ou massa amorfa, o tamanho dos “pellets” quando
formados e a presenca de halo de crescimento na parede do Erlenmeyer
(crescimento durante o processo de incubacdo apds a adigdo do substrato)
(Papagianni, 2004; Moreira et al., 1996; Feng et al., 2003).

Foi observada a coloracdo creme nos “pellets” e massa amorfa. Nos
experimentos com o meio de cultura PDSM houve a formacao de “pellets”
pequenos (Figura 12) por ser um meio mais rico em nutrientes o P. sanguineus
obteve um crescimento maior neste meio de cultura. No controle que contém o
P. sanguineus e o meio PDSM (controle 1) obteve crescimento semelhante ao
observado no meio liquido com os flavonadides.

Enquanto que nos meios MPL e Rama os “pellets” houve a formacao de
“pellets” pequenos, pequenissimos, auséncia de “pellets” e massa amorfa
(Tabela 2). No experimento D com naringenina formaram-se “pellets” pequenos
e no experimento C predominaram “pellets” pequenissimos (Tabela 2).

A morfologia dos “pellets” produzidos € importante no processo de
bioconverséo, pois se forem pequenos oferecem uma menor barreira para a
difusdo de oxigénio e outros nutrientes apresentando rendimentos mais

elevados do que quando compactos e grandes (Gibbs et al., 2000).

Figura 12: “Pellets” pequenos de coloracdo creme das incubacdes com o meio de
cultura PDSM com os flavondides naringenina e naringina a 30C e 120 rpm
(experimento C).



Tabela 2: Caracterizagdo morfologica e macroscopica do micélio do fungo P. sanguineus cultivado em diferentes meios liquidos na
presenca de flavondides.
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Meios de cultura

Flavonoides
Rama MPL PDSM
Tamanho Massa Halo Tamanho Massa Halo Tamanho Massa Halo
Pellets amorfa Pellets amorfa Pellets amorfa
Naringenina 4+ + + + + - ++ - +
Naringina ++ + + + + - ++ - +
Quercetina - + - - + - ++ - +

Tamanho dos “pellets”: (++++), Grandes (0,5cm), (+++) Médios (0,3cm), (++) Pequenos (0,1cm), (+) Pequenissimos (0,05cm) e (-)
auséncia de “pellets”. Producdo de massa amorfa e Halo: (+) presenca e (-) auséncia * (++) (incubag&o 150rpm e 30C), (+) 120rpm
e 30C).
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4.2 Producao de lacase

No experimento C, a incubacdo com o meio liquido Rama, em presenca
dos flavonoides individualmente, a producdo de lacase se deu somente na
presenca de naringenina e naringina apés 48 h de incubacdo simultéanea, do P.
sanguineus e os flavonoides, como mostram os resultados do ensaio enzimético
(Tabela 3). O meio Rama contendo a naringina apresentou uma reacdo com a
coloracdo mais intensa do que a naringenina o0 que indica uma concentracao

enzimatica maior que é comprovada pela leitura no espectrofotdmetro.

Tabela 3: Avaliacdo da produgdo de lacase por P. sanguineus observada no
espectrofotbmetro (A= 525 nm) em 48h de incubacdo no meio Rama a 30C e 120
rpm (experimento C).

Substratos Lacase
Naringenina +
Naringina ++
Quercetina -

(++) coloragdo mais intensa, (+) presenca e (-) auséncia.

N&o foi detectada a producdo de lacase por P. sanguineus na presenca
de quercetina em nenhum dos meios de cultura e condi¢cbes testadas, nem
mesmo quando variou-se a temperatura 27C, 29C e 3 0T ou a agitacdo 120,
150 ou 200 rpm. Mesmo aumentando a concentracéo de extrato enzimatico para
mais de 0,6 mL, no ensaio enzimatico, ndo foi detectada a presenca de lacase.

O P. sanguineus, nos meios MPL e Rama, produziu lacase em todos os
experimentos com naringenina e naringina. J& no meio PDSM, o P. sanguineus
ndo produziu lacase na presenca destes flavondides e nem mesmo no controle
1.

A producéo de lacase na presenca de naringina e naringenina nao foi
influenciada pela a adicdo do flavondide concomitantemente ao fungo P.
sanguineus ou apos as 65 h de pré-incubacdo. No expeirmento C, com o0s
flavonoides naringenina e naringina, a adicdo do flavondide foi simultanea a do

P. sanguineus e produziu lacase apdés 48 h de incubacdo (Tabela 2). No
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experimento D, a adicdo do flavonoide foi apds 65 h de incubagéo do fungo, na
aliquota de 24 h a lacase estava presente, ou seja ap6s 89 horas da incubacéao.

A atividade de lacase foi determinada (Leoonowicz & Grzywnowicz 1981)
com a utilizacdo da seringaldazina, um substrato especifico para a identificacao
da lacase, desde que o peréxido de hidrogénio seja totalmente eliminado do
meio de reacdo, uma vez que este composto € também oxidadado por LiP e
MnP.

A seringaldazina € um composto fendlico dimetoxilado contendo dois
atomos de nitrogénio caracterizando um composto azo. A presenca de lacase na
aliquota gera inicialmente um radical livre. Em seguida ocorre a oxidacdo da
seringaldazina formando uma quinona que é evidenciada pelo aparecimento de
uma coloracdo purpura intensa (Sanchez-Amat & Solano, 1997; Mayer &
Staples, 2002) (Figura 13).
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Figura 13: Reacgdo de seringaldazina na presenca de lacase (Sanchez-Amat & Solano,
1997; Mayer & Staples, 2002).

No ensaio enzimatico do experimento D, observou-se que o fungo P.
sanguineus produziu lacase na presenca de naringenina e naringina nos meios
de cultura MPL e Rama. Na presenca de naringenina, houve producdo em

ambos 0s meios, destacando a atividade de 264,8 U/L e 248,2 U/L nos meios
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MPL e Rama, respectivamente, apds 96 horas da adi¢cdo do flavondide (Figura
14).
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Figura 14: Producéo de lacase por Pycnoporus sanguineus na presenca de naringenina
nos meios MPL e Rama a 150 rpm e 30<C.

Observou-se um comportamento distinto na presenca naringina, sendo a
producdo de enzima bem superior no meio Rama, onde alcangou um pico de
atividade de 483,65 U/L ap6s 72 horas de adicao do flavonéide ao meio, sendo a
maior producdo em menor tempo. Enquanto que no meio MPL a maior atividade
alcancada foi de 104,95 U/L ap6s 96 horas (Figura 15).
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Figura 15: Producgéo de lacase por Pycnoporus sanguineus na presenca de naringina
nos meios MPL e Rama a 150 rpm e 30TC.

A composicdo dos meios de cultura influenciou fortemente a producao de
lacase. No meio PDSM néo foi observada a presenca de lacase na presenca dos
flavonoides como também no controle 1 (meio liquido e o P. sanguineus). Entre
0s meios estudados é o unico que ndo contém em sua composi¢do o cobre, um
conhecido indutor de lacase, devido a presenca deste metal do sitio ativo da
enzima (Duran et al., 2002; Piontek et al., 2002; lyer & Chatto, 2003).

O cobre presente nos meio MPL e Rama pode ter contribuido para a
producdo de lacase, pois alguns metais sdo essenciais para o0 metabolismo do
fungo. Os metais necessarios para o crescimento dos fungos de decomposi¢éo
branca, como o P. sanguineus, séo: cobre, ferro, manganés, molibdénio, zinco e
niquel. Os ndo essenciais sdo: cromo, cadmio, chumbo, mercurio e prata.
Mesmo na presenca dos metais essenciais é preciso ter cautela com a
concentragéo utilizada no meio cultura, pois se utilizado em uma concentragao
maior pode ser téxico ao fungo (Baldrian, 2003).

A utilizacdo de cobre como indutor e regulador de lacase em culturas com

Magnaporthe grisea, aumentou a producédo de lacase em 8 vezes pela adicdo de
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400 pM de CuSO,4 ao meio de cultura. Ha diversos trabalhos em que o cobre
esta presente no meio de cultura, porém ndo ha referéncia que sua presenca
ocasionou um efeito indutor da producéo de lacase (lyer & Chatto, 2003).

Os resultados obtidos, no ensaio enzimatico mostraram que 0sS
flavondides naringina e naringenina podem ser bons indutores de lacase.
Enquanto que a rutina e a quercetina inibidores nas condi¢des testadas, pois no
controle (meio liquido e P. sanguineus) das incubagBes com estes flavondides,
houve a producao de lacase nos meios MPL e Rama.

No experimento D, em meio MPL a produgéo de lacase foi 9 vezes e 23
vezes maior que o controle 1 quando adicionou-se a naringina e naringenina
respectivamente (Figura 16). No meio Rama a producéo foi aumentada 26 vezes
e 15 vezes quando adicionou-se naringina e naringenina ao meio

respectivamente em relagéo ao controle 1 (Figura 16).
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Figura 16: Producdo de lacase por Pycnoporus sanguineus apés 96h da adicdo dos
flavondides naringenina e naringina a 30C e 150 rp m nos meio MPL e Rama. Controle
1 (contendo o meio liquido e o P. sanguineus).

A producédo da lacase é dependente de varios parametros, ndo apenas do
tipo de cepa do fungo, mas também das condicfes de crescimento empregadas,

isto é a presenca ou auséncia de indutores, tempo de inducdo, natureza e
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composicdo do meio de cultura, temperatura, pH, aereacdo (Gianfreda et al.,
1999; Ikehata et al., 2004; Meza et al., 2006).

Varios compostos tém se mostrado indutores da producao de lacase. Eles
incluem principalmente compostos aromaticos ou fendlicos relacionados
estritamente a lignina ou derivados da lignina. Entretanto existem compostos ou
extratos nao lignoliticos de diferentes origens que foram eficientes indutores da
producéo de lacase (Gianfreda et al., 1999; Meza et al., 2006).

O é&cido ferdlico foi utilizado como indutor de lacase no Pycnoporus
cinnabarinus na concentracdo de 0,5 mM ao meio apés 24 h de incubacéo no
processo de biotransformacéo do benzopireno (Rama, 1998).

O aumento da producéo de lacase por Pycnoporus sanguineus com a
adicao de indutores tem sido investigada utilizando compostos fenélicos como: o
acido ferulico, 2,5 xilidina, alcool veratrilico, e ha também estudos sobre o uso do
etanol (Ikehata et al., 2004). Na presenca de acido ferulico, a producdo aumenta
4,5 vezes mais que a producdo de lacase. Entretanto a maioria dos compostos
aromaticos sao toxicos impedindo, por esta razdo seu uso na aplicacéo industrial
(Meza et al., 2006).

O etanol pode ser mais adequado, diminui a toxicidade e ¢é
economicamente vantajoso para induzir a lacase (Meza et al., 2006). Nos
experimentos realizados por Meza et al. (2006), utilizou-se 2 % de etanol e
conseguiu-se uma inducdo 6,1 em relacdo ao controle sem o etanol. Nos
experimentos utilizou-se 1 % de etanol absoluto para solubilizar os flavondides
naringina e naringenina podemos inferir que o etanol pode ter auxiliado na
estimulacdo da producdo de lacase. Entretanto a influéncia pode ter sido
pequena, pois o etanol também estava presente no controle. E a diferenca na
producdo de lacase foi bem maior na presenca de naringenina e naringina em
relacdo ao controle 1, portanto sugere-se que o efeito indutor seja realmente dos
flavondides (Figura 16).

A quercetina mesmo utilizando 0,5 % de etanol, inibiu a producéo de
lacase. Na literatura ndo ha estudos de inducdo da producdo de lacase com

flavondides e P. sanguineus.



43

A lacase depende de O, para atuar, ja a LiP (lignina peroxidase) e a MnP
(manganés peroxidase) necessitam de H,O,. Ao adicionar a catalase no ensaio
para determinar a atividade da lacase, o peroxido de hidrogénio que porventura
estivesse presente era eliminado, aumentando a confiabilidade do ensaio, pois a
reacdo de oxidacdo da seringaldazina, na auséncia de peréxido de hidrogénio, é
tipica para identificacdo de lacase (Mayer & Staples 2002).

Portanto, como os resultados obtidos foram semelhantes nos ensaios
com a catalase e sem a catalase, pode-se inferir a auséncia de LiP e MnP nas
aliqguotas e por isso estas peroxidases ndo podem estar relacionadas com a

formacao dos metabolitos que foram encontrados nos experimentos.

4.3 Bioconversao

O monitoramento das fracbes acetato de etila e cetbnica por
cromatografia de camada delgada (CCD) evidenciou a presenca de metabolitos
nos experimentos com a quercetina (Figura 17). As fracbes acetato de etila e
cetbnica 1 correspondentes as condicdes reacionais de 27T e 200rpm no meio
de cultura PDSM, as fracdes 2 sdo as mesmas condi¢des citadas anteriormente,
mas o0 meio de cultura utilizado foi o0 MPL e as fracbes 3 0 meio de cultura foi o

PDSM sob agitacao de 200rpm e temperatura de 29C ( Tabela 4).

Figura 17: Cromatoplaca das fracOes acetato de etila e cetbnica do experimento A.
Condicdes cromatograficas: fase movel Acetato de etila/metanol (95:05) e diferentes
reveladores. Reveladores: UV (254nm) (365nm), lodo, Acido fosfomolibdico.
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Tabela 4: Fatores de retengéo obtidos por CCD realizada com as fragbes acetato de
etila e cetbnica em diferentes condicdes de cultivo com quercetina. Condicdes
cromatograficas: fase moével Acetato de etila/metanol (95:05) e diferentes reveladores.

Amostras/condi¢des de cultivo Fator de Retencédo (Rf )
Frac&o Acetato 0.73(2)
. 0,62 (5)
de etilal 0.50 (9)
PDSM 27 200rpm 0.20 (12)
Frac&o Acetato 0,52 (7)
de etila 2
MPL 27 200rpm
Fracao Acetato
de etila 3
PDSM 29 200rpm 0.54 (6)
Fracéo cetonica 1 0,72 (3)
PDSM 27 200rpm 0,51 (8)
Fracdo cetbnica 2 0,64 (4)
MPL 27T 200rpm
0,82 (1)
Fracdo cetdnica 3 0,72 (3)
PDSM 29 200rpm 0,45 (10)
0,21 (11)

Reveladores: UV (254nm) (365nm), lodo, Acido fosfomolibdico. O numero de
identificacdo do metabdlito esta entre parénteses.

O fator de retencdo da quercetina é 0,63. Analisando os Rfs encontrados,
apenas o metabdlito (3) se repetiu na fracdo cetonica 1 e 3, com Rf de valor
0,73.

Foi realizado método de monitoramento por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Os cromatogramas da analise dos experimentos com a
guercetina, 27C e 200 rpm nos meios PDSM e MPL, séo apresentados nas
figuras 18, 19, 20, 21 e 22.
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Na figura 18, verificou-se a presenca de um pico Unico em 2 minutos
identificando a quercetina na concentracéo de 0,5 mg/mL em metanol. A andlise
por CCD apresentou um numero maior de metabodlitos em relacdo aos
encontrados na analise por CLAE, pois o0 método néo foi capaz de detectar e
separar todos os picos dos metabdlitos, levando em consideragdo também que a
fase mével da analise por CLAE foi diferente da utilizada por CCD.

O cromatograma da extracdo da fracdo acetato de etila da incubacéo
com quercetina a 200 rpm e 27T, evidencia a presen ¢a de trés metabdlitos,
enquanto que por CCD sao quatro (Figura 19). A extracdo da fragao cetonica,
desta mesma incubacéo, detectou por CCD dois metabdlitos e por CLAE apenas
um (Figura 20).

No cromatograma da fracdo acetato de etila, da incubacdo com
guercetina a 27C e 200 rpm em meio MPL, a analise por CLAE detectou um
metabdlito a mais (Figura 21). E na fracdo cetbnica, desta mesma incubacéo, a
analise por CLAE detectou apenas um metabdlito, que coincidiu com a analise

por CCD (Figura 22).
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Figura 18: Perfil cromatogréfico da solugdo de quercetina em metanol (0,5 mg/mL),
utilizando metanol/agua (20:80) como fase movel, coluna Lichrospher 100 RP-18
MERCK® (250 x 4 mm x 5 pm), fluxo de 1,0 mL/min, deteccdo a 260 nm e tempo de
corrida de 12 minutos.
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Figura 19: Perfil cromatografico apos a extragdo da fragdo acetato de etila de
Pycnoporus sanguineus CCT-4518 em meio PDSM com quercetina (0,5 g/mL) a 200
rpm e 27<C, usando metanol/agua 20:80 como fase mav el, coluna Lichrospher 100 RP-
18 MERCK® (250 x 4 mm x 5 pm), fluxo de 1,0 mL/min, deteccéo a 260 nm e tempo de
corrida de 12 minutos. *Met. Metabdlito.
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Figura 20: Perfil cromatogréfico apds a extracao da fracdo cetbnica de Pycnoporus
sanguineus CCT-4518 em meio PDSM com quercetina (0,5g/mL) a 200 rpm e 27<C,
usando metanol/dgua 20:80 como fase movel, coluna Lichrospher 100 RP-18
MERCK® (250 x 4 mm x 5 pm), fluxo de 1,0 mL/min, deteccdo a 260 nm e tempo de
corrida de 12 minutos. *Met. Metabdlito.



a7

, Met. 2 Cromatograma
2 14
S
c Quercetina

L}& Met. 3
04— J
T | ! | '
0 5 10

Minutos

Figura 21: Perfil cromatografico apos a extragdo da fragdo acetato de etila de
Pycnoporus sanguineus CCT-4518 em meio MPL com quercetina (0,5 g/mL) a 200 rpm
e 27T, usando metanol/agua 20:80 como fase movel, coluna Lichrospher 100 RP-18
MERCK® (250 x 4 mm x 5 pm), fluxo de 1,0 mL/min, deteccdo a 260 nm e tempo de
corrida de 12 minutos. *Met. Metabdlito.
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Figura 22: Perfil cromatografico apds a extracdo da fracdo cetdbnica de Pycnoporus
sanguineus CCT-4518 em meio MPL com quercetina (0,5 g/mL) a 200 rpm e 27<C,
usando metanol/agua 20:80 como fase mével, coluna Lichrospher 100 RP-18 MERCK®
(250 x 4 mm x 5 pum), fluxo de 1,0 mL/min, detecgéo a 260 nm e tempo de corrida de 12
minutos. *Met. Metabdlito.
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Nas culturas com naringenina e naringina, o monitoramento por CCD
mostrou-se a presenc¢a de metabdlitos (Figura 23), no experimento D. Os valores

de Rfs estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Fatores de retencdo obtidos por CCD realizada com as fragbes de acetato de
etila, nos diferentes meios de cultura, com naringenina e naringina a 150 rpm e 30C.
Condi¢cBes cromatograficas: fase movel Acetato de etila/metanol (70:30) e diferentes
reveladores.

Flavonoides Fator de Retencdo (Rf)
PDSM MPL Rama
0,83 (2) 0,75 (5) 0,83 (2)
0,71 (7) 0,66 (8) 0,71 (7)
Naringenina 0,66 (8) 0,66 (8"
0,54 (10 0,52 (11
0,19 (13) 0,50 (127
0,16 (15)
0,84 (1) 0,82 (3) 0,84 (1)
Naringina 0,80 (4) 0,72 (6) 0,78 (5)
0,71 (7) 0,71 (7)
0,58 (9) 0,18 (14)

Reveladores: UV (254nm) (365nm), lodo, Reagente Sulfavanilico. O numero de
identificacdo do metabdlito esta entre parénteses.

Figura 23: Cromatoplaca das fracdes cetdbnica do experimento D. Condicdes
cromatograficas: fase moével Acetato de etila/metanol (70:30) e diferentes reveladores.
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O Rf da naringenina é 0,8 e da naringina 0,52. Ocorreu a formacéo de 14
metabdlitos no total, sendo que a naringenina apresentou maior diversidade de
metabdlitos em relacdo a naringina. Considerando os Rfs da Tabela 5, podemos
observar que houve a formacdo de metabdlitos idénticos nos meios PDSM e
Rama em incubac&o com o flavonéide naringenina no experimento D, os valores
de Rf correspondentes a: 0,83, 0,71 e 0,66. Sendo que este ultimo também foi
encontrado no meio MPL.

Na incubacdo com a naringina foram formados metabdlitos com os Rfs:
0,84 e 0,71 para os meio PDSM e Rama. O metabdlito que mais se repetiu foi o
de valor de Rf: 0,71 encontrado nas incubagdes com naringenina e naringina e
nos meios de cultura PDSM e Rama.

A tabela 6 descreve a formacdo dos metabolitos nos diferentes meios e
condicdes de cultura testados e tipos de flavondides em andlise por CCD. As
condi¢des que proporcionaram maior diversidade de metabdlitos foram: no meio
Rama 150 rpm e 30T (experimento D) com o flavondid e naringenina e a 200
rpm e 27<C (experimento A) no meio PDSM, ambos prod uziram 6 metabdlitos. O
namero correspondente a cada metabdlito segue o que ja foi pré-estabelecido
nas tabela 4 e 5.

Tabela 6: Avaliacdo do numero de metabdlitos obtidos nos diferentes meios de cultura,
com naringenina, naringina e quercetina, sob variacdo das condi¢cdes de cultivo por
CCD.

Flavonodes
Meios Naringenina Naringina Quercetina
de
cultura
120rpm  150rpm 120rpm 150 rpm 200 rpm 200 rpm 120
30C 30C 30C 30C 27C 29T rpm
30C
PDSM - 5 - 4 6 5 e
Rama . 6 - 4 - e -
MPL - 2 - 2 2 e e

(-) auséncia de metabdalito; ------- experimento nao realizado.
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O monitoramento por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
apresentou um menor numero de metabdlitos em relagdo aos encontrados pela
CCD. O método utilizado nao foi capaz de detectar e separar todos os picos dos
metabalitos, levando em consideracdo também que a fase moével da analise por
CLAE foi diferente da utilizada por CCD. Os cromatogramas da andlise das
aliquotas da incubacdo com naringenina do experimento D no meio Rama, sdo
apresentados a seguir nas Figuras (24, 25 e 26). O metabdlito detectado por
CLAE teve o pico de concentracdo aumentado em 96 h em relacéo ao de 24 h,

enquanto que o pico da naringenina diminuiu (Figuras 25 e 26).
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Figura 24: Perfil cromatografico da solu¢cdo de naringenina em metanol (0,5 mg/mL),
utilizando metanol/metanol/tampé&o 65:35 fosfato de potassio monobasico 0,02M como
fase movel, coluna Lichrospher 100 RP-18 MERCK® (250 x 4 mm x 5 pm) fluxo de 1,0
mL/min, detecg&o a 280 nm e tempo de corrida de 6 min.
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Figura 25: Perfil cromatogréfico do sobrenadante de incubacdo da naringenina (0,5
mg/mL) com Pycnoporus sanguineus CCT-4518 no meio Rama a 30T e 150 rpm, no
tempo de 24 horas, utilizando metanol/metanol/tampédo 65:35 fosfato de potassio
monobasico 0,02 M como fase mével, coluna Lichrospher 100 RP-18 MERCK® (250 x 4

mm x 5 um) fluxo de 1,0 mL/min, deteccdo a 280 nm e tempo de corrida de 6 min. *Met.
Metabalito.
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Figura 26: Perfil cromatogréfico do sobrenadante de incubacdo da naringenina (0,5
mg/mL) com Pycnoporus sanguineus CCT-4518 no meio Rama a 30T e 150 rpm, no
tempo de 96 horas, utilizando metanol/metanol/tampédo 65:35 fosfato de potassio
monobasico 0,02 M como fase mével, coluna Lichrospher 100 RP-18 MERCK® (250 x 4
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mm x 5 um) fluxo de 1,0 mL/min, deteccdo a 280 nm e tempo de corrida de 6 min. *Met.
Metabalito.

O método de monitoramento das incubacdes do flavonoide naringina por
CLAE néo foi eficiente para separar os picos dos metabdlitos do pico da
naringina. Posteriormente pode ser feito a modificacdo dos parametros utilizados
por CLAE na tentativa de identificar e separar os metabdlitos formados, como a
fase movel, tempo de corrida entre outros. A Tabela 7 evidencia a comparacao
dos métodos de monitoramento por CCD e por CLAE nas incubacbes do
experimento A com a quercetina e a Tabela 8 com os flavondides naringenina e

naringina no experimento D.

Tabela 7: Numero de metabdlitos detectados por CCD e por CLAE nas incubactes de
Pycnoporus sanguineus na presenca de quercetina no experimento A.
Métodos de monitoramento

Fracoes CCD CLAE
Acetato de etila 1 4 3
Acetato de etila 2 1 2

Cetbnica 1 2 1
Cetbnica 2 1 1

Experimento A: 1 PDSM e 2 MPL.Condi¢cdes cromatograficas por CCD: fase movel
Acetato de etila/metanol (95:05) e diferentes reveladores.Condi¢Bes cromatogréaficas por
CLAE: metanol/agua 20:80 como fase mével, coluna Lichrospher 100 RP-18 MERCK®
(250 x 4mm x 5um), fluxo de 1,0mL/min, deteccdo a 260nm e tempo de corrida de 12
minutos.
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Tabela 8: Numero de metabdlitos detectados por CCD e por CLAE nas incubagfes de
Pycnoporus sanguineus na presenca de naringenina e naringina no experimento D.
Métodos de monitoramento

Flavondides CCD CLAE
Naringenina 9 1
Naringina 8 e

-------- Nao detectado. Condi¢cBes cromatograficas por CCD: fase mével Acetato de
etila/metanol (70:30) e diferentes reveladores.Condi¢cdes cromatograficas por CLAE:
metanol/metanol/tampéo 65:35 fosfato de potdssio monobasico 0,02M como fase movel,
coluna Lichrospher 100 RP-18 MERCK® (250 x 4mm x 5um) fluxo de 1,0mL/min, detecc&o
a 280 nm e tempo de corrida de 6 min.

4.4 Caracterizagao dos derivados

A atividade bioldgica dos flavondides esta relacionada com sua estrutura
quimica, particularmente com os grupos hidroxil. A maioria dos experimentos “in
vitro” utiliza como estudo a aglicona, entretanto, esses compostos geralmente
estao glicosilados e com isso possuem um 6timo poder antioxidante. “In vivo” ha
uma desglicosilacédo e conjugacédo do grupo hidroxil com sulfatase e glicuronase
acida reduzindo ou eliminando os efeitos observados com a aglicona (Day et al.,
2000).

Estudos tém buscado elucidar a influéncia de modificagbes estruturais
que ocorrem durante o0 metabolismo desses compostos, visando o
desenvolvimento de produtos nutricionais ou semi-sintese de substancias
analogas que mantenham a capacidade antioxidante e efeitos adversos
minimos. Os estudos sobre biotransformacdo e atividades relativas dos
metabdlitos, os quais sdo determinantes para os efeitos bioldgicos nédo tem sido
conclusivos em seres humanos, condicdo essencial para 0 emprego seguro

desses com finalidade medicamentosa. Modificacbes de moléculas complexas
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por métodos quimicos podem ser dificeis, entretanto a utilizagdo da
bioconversdo pode ser uma estratégia alternativa (Das & Rosazza 2006).

A maioria do metabdlitos encontrados neste trabalho foram obtidos em
quantidade insuficiente para isola-los e purifica-los para a realizacdo do
processo de identificacdo por RMN. Com o0s metabdlitos Labiocon 100
(metabdlito da naringenina) e Labiocon 102 (metabdlito da naringina) foi possivel
realizar a analise de ressonancia. A Tabela 9 mostra os deslocamentos
encontrados na literatura para identificacdo da naringenina e naringina (Ibrahim,
1999; Maltese et al. 2009) e a Tabela 10 os deslocamentos encontrados no
espectro realizado com a naringenina e naringina padréo (Sigma), a temperatura
ambiente em um espectrémetro Bruker Avance lll, utilizando uma sonda inversa
TBI de 5mm. Os deslocamentos quimicos no RMN de 'H (500 MHz) foram
referenciados aos padrdoes internos TMS (tetrametilsilano; 0,0ppm) para os
solventes CDClz, CD3;0OD, MeOD e D,0.
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Tabela 9: Dados espectrais de RMN *H (600 MHz) em DMSO-ds para dos flavondides naringenina e naringina obtidos na literatura,
representados por numero dos hidrogénios (n° - H), deslocamentos quimicos (6, ppm), e multiplicidade.

Naringenina/ Naringina N°-H 5. (ppm.) Multiplicidade 5 (.ppr.n) Multipllicid.ade
Naringenina Naringenina Naringina Naringina
2 5,47 (1H) dd 5,56 dd
3 2,71(2H) dd 2,73 dd
6 5,91 (1H) dd 6,11 dd
8 5,91 (1H) s 6,10 d
2 7,35 (1H) S 7,31 s
3 6,82 (1H) d 6,80 d
S) 6,82 (1H) d 6,80 d
6 7,35 (1H) d 7,31 d

R;= R,= R3= H, naringenina
R;=ramanose (1—2) glicosil,
R>= R3=H, naringina
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Tabela 10 : Dados espectrais de RMN *H (500 MHz) obtidos dos espectros realizados dos flavonéides naringenina e naringina padréo
Sigma, foram referenciados aos padrdes internos TMS (tetrametilsilano; 0,0ppm) para o solvente MeOD, representados por numero dos
hidrogénios (n° - H), deslocamentos quimicos (&, ppm), € multiplicidade.

Naringenina/ Naringina NC - H 6_ (ppm_) Mult|pI|C|d{_;1de o) (_ppr_n) Multlpl_|C|d_ade
Naringenina Naringenina Naringina Naringina
2 5,4 (1H) dd 5,4 d4d
3 2,6 (2H) dd 2,8 dd
6 5,86 (1H) dd 6,69 dd
8 5,86 (1H) s 6.47 d
2 7,27 (1H) s 74 s
¥ 6,79 (1H) d 6,63 d
R;= R,= Rs= H, naringenina 5’ 6,63 d
R;= ramanose (1—2) glicosil, 6,79 (1H) d g

R,= R3=H, naringina 6 7.27 (1H) q 7,4
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4.5 Ensaio Biocatalise

Apés os testes de solubilidade foi escolhido a naringina, pois esta
apresentou uma solucdo limpida e que viabilizaria o0 experimento, pois é
necessaria esta condicdo para obter-se uma eficiente leitura no
espectrofotometro. Este ensaio foi realizado como objetivo de verificar se a

lacase é a enzima do fungo P. sanguineus responsavel pela formacdo dos
metabolitos.

A lacase purificada (Lac 2) de P. sanguineus manteve-se estavel por 10 h
na presenca de 1,05 mg de naringina, mas em seguida apresentou acentuada
gueda de atividade, mantendo apenas cerca de 20 % de sua atividade inicial no
periodo final de incubagéo de 24 h (Figura 27).

140
120
100
80 +
60

40

atividade de lacase (U/L)

20 H

tempo de incubacéo (h)

Figura 27: Atividade da lacase em U/L, na presenca de naringina, a 28C e 150 rpm
sobre o tempo de incubac&o em horas.

Durante todo o periodo do experimento o pH do meio reacional manteve-
se estavel com o valor de 5,5 para o ensaio e de 4,5 para o controle. A analise
de CCD néao evidenciou a presenca de metabdlitos. Na analise do espectro de

absorcéo do controle ndo houve alteracdo, o que indica que a naringina durante
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0 ensaio biocatalitico, permaneceu estavel na presenca do tampdo. No perfil
espectrofotométrico da amostra, ndo houve alteracdo até o periodo de 9h, mas
em 12h de experimento ocorreu uma sutil mudanca no espectro de absorcéao,

gue permaneceu constante em 24h (Figura 28).
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Figura 28: Espectro de absorcao do ensaio biocatalitico a 28€C e 150rpm, deteccdo de
200-800nm, evidenciando a amostra nos tempos: t= 0 (preto) e t= 24h (vermelho).

Podemos observar através deste experimento que provalvelmente néo
apenas a lacase, presente no P. sanguineus, pode atuar sobre os flavonodides
testados, mas também outras enzimas presentes no microrganismo inteiro, para
a formacao de metabdlitos. Nos experimentos com quercetina e naringenina, em
meio PDSM, ndo houve a producdo de lacase e ocorreu a formacédo de
metabolitos.

Nas condi¢des deste ensaio biocatalitico ndo foi possivel estabelecer uma
relacdo entre a enzima lacase e a bioconversao do flavondéide naringina. Quando
utilizou-se o microrganismo inteiro foi possivel detectar a formacédo de
metabolitos nas incubagdes com a naringina nos trés meios de culturas testados.
E a formacdo destes ocorreu mesmo quando a lacase nao estava presente,

como por exemplo, nas incubacdes com meio PDSM.
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Estes resultados nos leva a inferir que a formacdo de metabdlitos
independe da producdo de lacase nas incubagbes com naringina e que a
formacao destes metabolitos pode estar ligada a presenca de outras enzimas do
fungo Pycnoporus sanguineus.

Mas para descartarmos totalmente a participacdo da lacase no processo
de bioconversdo teriamos que repetir o ensaio biocatalitico, testando
concentracfes maiores de lacase purificada. O objetivo de um novo ensaio seria
determinarmos se a concentracdo de enzima purificada, que foi utilizada para a
bioconversdo da naringina, néo foi suficiente ou realmente a lacase ndo € uma
enzima ou uma das enzimas responsaveis pela formacdo dos metabdlitos

encontrados.
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5 Conclusodes

* As incubacdes com os flavondides propiciaram o crescimento do
Pycnoporus sanguineus. Nao observou-se influéncia no crescimento com

a variagédo da temperatura na incubacgao.

* A adicdo simultanea dos flavondides com o Pycnoporus sanguineus ou

apos 65h nao influenciou o crescimento fungico.

* A naringina e a naringenina induziram a producdo de lacase nos meios
Rama e MPL. E a quercetina inibiu a producédo de lacase. No meio de

cultura PDSM néo foi observada a produc¢éo de lacase.

* A bioconversédo dos flavonéides por Pycnoporus sanguineus produziram

metabdlitos no monitoramento por CCD e CLAE.

» A formacédo de metabdlitos ocorreu mesmo quando a lacase nao estava

presente como nas incubacées com o0 meio PDSM.

* No ensaio biocatalitico com a naringina néao foi evidenciada a presenca de

metabolitos.
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6. Perspectivas

e Variacdo dos parametros de incubacdo em presenca de diferentes
concentracbes dos flavondides, visando a obtencdo de um maior

rendimento dos metabdlitos encontrados.

* Realizagdo de ensaio biocatalitico com uma maior concentracdo da
lacase pura, com a naringina e verificar se ha a formacao de metabdlitos.
Além da lacase, o fungo P. sanguineus possui outras enzimas como: as
enzimas do sistema enzimatico citocromo P450 (CYP450) (Azerad, 1999),
tirosinase, xilanase e B-glucosidase (Esposito et al., 1993; Halaouli et al.,
2006; Quiroga et al., 1995), que também podem ser responsaveis pela

formacao de metabdlitos.

» Desenvolver um método de monitoramento por CLAE eficiente para a

identificacdo dos metabdlitos formados.

» Isolar, purificar e elucidar as estruturas dos metabolitos produzidos.
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