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RESUMO 
 

Metabolização da quercetina e produção de quercetina 2,3-dioxigenase 
por Beauveria bassiana isoladas da Região Centro-Oeste do Brasil 

 
Considerando-se a vasta aplicabilidade biotecnológica descrita para Beauveria 
bassiana, a versatilidade que a biotransformação microbiana apresenta, as importantes 
atividades biológicas atribuídas ao flavonóide quercetina, as perspectivas quanto ao seu 
uso terapêutico e ainda a atividade da enzima quercetina 2,3-dioxigenase sobre a 
quercetina, pretendeu-se avaliar a metabolização da quercetina pela cepa B. bassiana 
ATCC 7159 e por isolados de B. bassiana obtidos na Região Centro-Oeste do Brasil. Os 
objetivos específicos do presente estudo foram: avaliar o potencial da cepa B. bassiana 
ATCC 7159 e dos isolados em produzir metabólitos da quercetina; investigar a 
produção de quercetina 2,3-dioxigenase pela cepa B. bassiana ATCC 7159 e pelos 
isolados; determinar a variabilidade genética entre os isolados de B. bassiana e 
estabelecer possíveis correlações entre dados moleculares e produção de quercetina 2,3-
dioxigenase. Todos os isolados e a cepa B. bassiana ATCC 7159 foram capazes de 
metabolizar a quercetina formando compostos descritos nos estudos da metabolização 
deste flavonóide em mamíferos e o isolado IP 94 produziu um número maior de 
compostos quando comparado aos demais. B. bassiana ATCC 7159 e os isolados IP 94, 
IP 98, IP 129, IP 147 geraram metabólitos metilados, enquanto os isolados IP 8, IP 11 e 
IP 94 geraram metabólitos monoglicuronados. Todos os isolados estudados geraram 
metabólitos sulfatados e metabólitos metilados e glicuronados simultaneamente e foram 
capazes de sintetizar a enzima quercetina 2,3-dioxigenase. A síntese de quercetina 2,3-
dioxigenase no meio de cultivo PDSM, utilizado para a biotransformação microbiana da 
quercetina, foi superior à obtida em meio mínimo. B. bassiana ATCC 7159 e os 
isolados IP 11 e IP 132 apresentaram maior atividade da quercetina 2,3-dioxigenase, 
enquanto os isolados IP 153 e IP 3a apresentaram as mais baixas. A formação dos 
metabólitos da quercetina e a produção de quercetina 2,3-dioxigenase não se 
relacionaram com a origem geográfica dos isolados. A análise da variabilidade genética 
por meio de RAPD permitiu dividir os isolados em três grupos distintos e mostrou 
elevada diversidade genética entre eles; porém, a análise por meio de RFLP-PCR da 
região ITS não permitiu diferenciar os isolados. A análise da sequência da região ITS 
confirmou a identidade dos fungos como B. bassiana. Os resultados obtidos permitiram 
concluir que: a biotransformação microbiana da quercetina por meio do fungo B. 
bassiana constitui alternativa ao uso de métodos químicos e sistemas biológicos para a 
produção de metabólitos da quercetina, sendo necessário otimizar o processo de 
biotransformação para a obtenção de quantidades expressivas dos metabólitos; B. 
bassiana é capaz de produzir a enzima extracelular quercetina 2,3-dioxigenase, sendo 
necessários estudos mais detalhados para elucidar sua via de produção, regulação e 
mecanismo de ação. 
 

Palavras-chave: Beauveria bassiana, biotransformação microbiana, quercetina, 
quercetina 2,3-dioxigenase, variabilidade genética. 

 



  

ABSTRACT 

Quercetin biotransformation and quercetin 2,3-doxygenase production 
by Beauveria bassiana isolated from the Midwestern Region of Brazil  

 
 
Considering the vast biotechnological applicability described for Beauveria bassiana, 
the versatility microbial biotransformation exhibits, the important biological activities 
attributed to the flavonoid quercetin, the therapeutic perspectives of its use, and the 
activity the enzyme quercetin 2,3-dioxygenase has on quercetin, we intended to evaluate 
quercetin biotransformation by B. bassiana ATCC 7159 and isolates of B. bassiana 
collected in the Midwestern Region of Brazil. The objectives of this study were: 
evaluate the potential of B. bassiana isolates and B. bassiana ATCC 7159 to produce 
metabolites of quercetin; investigate quercetin 2,3-dioxygenase production by the 
isolates and B. bassiana ATCC 7159; determine the genetic variability among the 
isolates of B. bassiana and establish possible correlations between molecular data and 
quercetin 2,3-dioxygenase production. All isolates and B. bassiana ATCC 7159 were 
capable of metabolizing quercetin and form compounds described in mammalian 
quercetin biotransformation studies and isolate IP 94 produced a higher number of 
metabolites compared with the others. B. bassiana ATCC 7159 and isolates IP 94, IP 
98, IP 129, IP 147 produced methylated metabolites, while isolates IP 8, IP 11, and IP 
94 produced glucuronidated metabolites. All the isolates produced sulphated 
metabolites and methylated and glucuronidated metabolites simultaneously and were 
capable to synthesize quercetin 2,3-dioxygenase. Quercetin 2,3-dioxygenase synthesis 
on PDSM, used in its biotransformation process was higher than on basic medium. B. 
bassiana ATCC 7159 and the isolates IP 11 and IP 132 presented the highest quercetin 
2,3-dioxigenase activity, whereas the isolates IP 153 and IP 3a presented the lowest 
ones. Quercetin metabolites formation and quercetin 2,3-dioxygenase production were 
not correlated with the geographic origin of the isolates. Genetic variability analysis by 
RAPD allowed the separation of the isolates into three distinct groups and showed high 
genetic diversity among them; however, the RFLP-PCR of ITS region did not provide 
characteristic markers to differentiate the isolates. The ITS region sequencing confirmed 
the identity of the isolates as B. bassiana. The results obtained can lead to the following 
conclusions: B. bassiana constitutes an interesting alternative to the use of chemical 
methods and biological systems to produce quercetin metabolites, but is necessary to 
optimize the biotransformation process in order to obtain a more expressive amount of 
metabolites; B. bassiana is able to produce quercetin 2,3-dioxygenase, although more 
detailed studies are needed to explain its production pathway, regulation, and 
mechanism of action. 
 
Key words: Beauveria bassiana, microbial biotransformation, quercetin, quercetin 2,3-
dioxygenase, genetic variability. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 ASPECTOS GERAIS DE Beauveria bassiana 

 

  Investigações científicas têm indicado o potencial dos fungos do gênero 

Beauveria (sub-divisão Ascomycotina, família Clavicipitaceae) em biotecnologia 

principalmente no controle biológico de insetos, buscando-se diminuir o uso de 

pesticidas químicos (DEVI et al, 2006). 

Estes fungos encontram-se amplamente distribuídos em todas as regiões do 

mundo podendo ser isolados de insetos, ácaros, solo e plantas. Apresentam grande 

variação genética entre isolados e, a patogenicidade e a virulência são variáveis 

(ALVES et al., 2002; CASTRILLO et al., 2004). No gênero Beauveria encontram-se 

duas principais espécies patogênicas para insetos: Beauveria bassiana e Beauveria 

brongniartii, sendo que, a maioria dos estudos desenvolvidos tem sido relativos à B. 

bassiana (ALVES et al., 2002; CASTRILLO et al., 2004). 

Muitos isolados de B. bassiana têm sido estudados devido ao seu potencial uso 

como bioinseticida, no controle de insetos causadores de doenças. Esse fungo apresenta 

capacidade de sobrevivência no ambiente de seus hospedeiros, capacidade para resistir 

às barreiras físico-químicas do tegumento e da hemolinfa do hospedeiro e, 

posteriormente causar sua morte rapidamente (ATHAYDE et al., 2001). Os conídeos 

deste fungo germinam e forçam o tubo germinativo através da cutícula de insetos 

suscetíveis em combinação com a ação enzimática e pressão física. Desta forma, a 

multiplicação do fungo dentro do inseto causa a morte deste (ALVES et al., 2002; 

MURO et al., 2003). 

Formulações contendo esporos de isolados de B. bassiana tem sido registradas 

como produtos comerciais. Em alguns países esse fungo tem sido empregado em escala 

comercial, entre eles os Estados Unidos, México e Brasil (FARIA & MAGALHÃES, 

2001). O produto soviético Boverin®, formulação que contém 6x109 conídios/g do 

fungo B. bassiana tornou-se conhecido internacionalmente. Consiste de uma 

combinação dos conídios com os produtos químicos malathion e trichlorphon (ALVES, 

1998). 

Para utilização de fungos como agente em controle biológico é importante 

investigar as variações genéticas, como complemento às informações biológicas 
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requeridas para o registro como bioinseticida (WANG et al., 2004; CASTRILLO et al., 

2004). 

 

 

1.2 CARACTERIZAÇÃO MICROBIANA 

 

 A caracterização de microrganismos pode ser realizada pela identificação de 

aspectos morfológicos, fisiológicos, comportamentais e genéticos (SOSA-GÓMEZ  et 

al., 1998). 

 O estudo da variabilidade genética permite se obter além de informações sobre a 

variação genética, informações sobre relações taxonômicas e filogenéticas. Até meados 

dos anos 60 a variabilidade era observada somente por meio de caracteres morfológicos, 

aspectos comportamentais e virulência. A partir dos anos 80, passou-se a utilizar 

marcadores bioquímicos como isoenzimas e técnicas moleculares o que viabilizou a 

diferenciação precisa entre isolados fúngicos pertencentes a espécies taxonômicas 

próximas e expandiu o conhecimento da variabilidade intra-específica (SOSA-GÓMEZ  

et al., 1998). 

O desenvolvimento de métodos de análises do DNA ofereceu a possibilidade de 

diferenciação em nível genético com maior poder discriminatório. Estes métodos 

baseiam-se no princípio de que diferentes isolados de um mesmo microrganismo 

apresentam padrão de DNA idêntico, enquanto, cepas não relacionadas, apresentam 

padrões distintos. Diversas técnicas de biologia molecular estão disponíveis para 

detecção de variabilidade genética do DNA, ou seja, para a detecção de polimorfismo 

genético propiciando diferentes tipos de marcadores moleculares (JEFFREYS et al., 

1985). 

O evento que possibilitou a tecnologia do DNA recombinante foi a descoberta 

das enzimas de restrição por Arber e Linn (1969). Tais enzimas são produzidas pelas 

bactérias como um mecanismo de defesa contra os fagos, cortando o DNA dos fagos, 

inativando-o. Já foram identificadas diversas enzimas de restrição com especificidades 

diferentes. Elas clivam o DNA em seqüências alvo específicas que existem ao acaso no 

DNA de outros organismos, o que constitui uma das características principais que as 

tornam adequadas à manipulação do DNA (GRIFFITH et al., 2002). 

A separação de fragmentos resultantes da digestão de parte ou de todo o DNA 

cromossômico ou plasmidial em um campo elétrico, produz padrões únicos que podem 
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ser considerados “impressão digital” ou perfil genético dos microrganismos (GRIFFITH 

et al., 2002).  

A partir de meados dos anos 80 com o advento da técnica da PCR (Polimerase 

Chain Reaction) reação em cadeia da polimerase (MULLIS & FALOONA, 1987) 

estudos moleculares foram grandemente facilitados e se tornaram mais rápidos em 

função da versatilidade e sensibilidade que essa técnica apresenta, sendo possível a 

obtenção de  grandes quantidades de fragmentos específicos de DNA. 

Investigações sobre variações genéticas em B. bassiana, vem sendo realizadas 

por meio de técnicas diversificadas a exemplo de: perfil isoenzimático, cariotipagem, 

polimorfismo do comprimento de fragmentos de restrição (Restriction Fragment Lenght 

Polymorphism – RFLP), DNA polimórfico amplificado ao acaso (Random Amplified 

Polymorphic DNA – RAPD), microssatélites, tendo sido observadas variações genéticas 

consideráveis nesse fungo (WANG et al., 2003; ESTRADA et al., 2007).  

Por RFLP (GRODZICKER et al., 1974) entende-se o polimorfismo no 

comprimento de fragmentos obtidos por corte da fita dupla de DNA por enzimas de 

restrição. Para que o polimorfismo seja detectado, é necessário que as seqüências de 

nucleotídeos nas fitas de DNA (mapas de restrição) de dois ou mais indivíduos 

comparados sejam distintas. A análise de RAPD (WILLIAMS et al., 1990) é baseada na 

amplificação termocíclica de DNA empregando uma gama de oligonucleotídeos como 

iniciadores. Seqüências de DNA genômico são amplificadas ao acaso a partir de 

“primers” de seqüência aleatória.  Esta técnica permite a geração de um perfil de bandas 

do DNA após amplificação e eletroforese em gel sendo evidenciado o polimorfismo 

pela presença ou ausência das bandas. 

A seqüência de nucleotídeos do DNA ribossomal (rDNA) apresenta-se 

constituída de repetições em tandem dos genes: 18S, 5,8S e 28S. Estes são separados 

por regiões denominadas ITS (Internal Transcribed Spacer) e IGS (Inter Genic Spacer). 

O rDNA apresenta regiões altamente conservadas e outras variáveis o que tem 

permitido a análise de variações de diferentes níveis taxonômicos. As regiões ITS 

evoluem rapidamente sendo apropriadas para discriminar espécies relacionadas ou 

variabilidade genética em uma mesma espécie. Na técnica da PCR-RFLP para estudos 

do rDNA somente a região coberta pela sonda é amplificada o que resulta em redução 

na detecção do polimorfismo original. Isto pode ser recuperado por meio da clivagem 

dos fragmentos amplificados com enzimas de restrição. Assim é possível identificar 
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perdas ou ganhos de sítios em função, principalmente, de mutações de ponto que 

possam ter ocorrido ao longo do processo evolutivo na região do rDNA.  

O uso de diferentes técnicas associadas vem sendo empregado em estudos de 

fungos entomopatogênicos e a associação com o sequenciamento de nucleotídeos do 

rDNA tem resultado em maior eficiência para a diferenciação de espécies e ainda para 

diferenciar subgrupos dentre espécies (ZHANG et al., 1997; ESTRADA, CAMACHO e 

BENITO, 2007). 

A identificação precisa de isolados microbianos além de ser de grande valor para 

o conhecimento da biodiversidade de espécies e para o reconhecimento de cepas, é 

essencial para aplicações biotecnológicas, e tornou-se um pré-requisito para o registro e 

a obtenção da patente de um produto comercial. A caracterização de isolados fúngicos é 

um requisito importante para sua utilização em controle biológico e para o 

desenvolvimento de mico-inseticidas (KOUVELIS et al., 2008). 

 

 

1.3 BIOTRANSFORMAÇÃO 

 

Um aspecto essencial no estudo de compostos visando seu emprego como 

fármaco ou a obtenção e posterior desenvolvimento de medicamentos refere-se à 

elucidação de sua metabolização, incluindo sua biotransformação in vivo. 

Biotransformação compreende a metabolização de xenobióticos entendidos como 

fármacos e/ou outras substâncias químicas estranhas ao organismo. Engloba reações de 

oxidação, redução, hidrólise e/ou conjugações. Dificilmente um composto orgânico 

resiste à ação catalítica dos diversos sistemas enzimáticos presentes em células de 

organismos vivos e as alterações promovidas em sua estrutura química podem resultar 

em mudanças consideráveis em sua ação farmacológica (BARREIRO & FRAGA, 

2001). 

Modelos microbianos para estudos de biotransformações vêm sendo empregados 

há, aproximadamente, trinta anos desde que Smith & Rosazza (1979) estabeleceram o 

conceito de que fungos possuem um sistema enzimático muito similar ao de mamíferos 

e, em conseqüência, o metabolismo de ambos é muito semelhante. Existe correlação 

entre estudos realizados utilizando modelos microbianos e estudos realizados em 

mamíferos (RATHBONE & BRUCE, 2002).  

 



 16

Uma variedade de microrganismos tem sido empregada em processos de 

biotransformações de produtos naturais. Dessa forma, tem se conseguido obter   

metabólitos já conhecidos, novos metabólitos e, por vezes, metabólitos difíceis de serem 

sintetizados por métodos químicos, em virtude de ser complexa a obtenção de 

estereoespecificidade em reações químicas (LACROIX et al., 1999; MANOSROI & 

MANOSROI, 1999). A biotransformação microbiana provê além de metabólitos para 

estudos do metabolismo animal (ORABI, 2001), uma diversidade de moléculas. Estas 

moléculas  podem servir de substratos para a semi-síntese na preparação de compostos 

orgânicos, em associação aos métodos convencionais da química orgânica 

(SARIASLANI & ROSAZZA, 1984), com potencial para o desenvolvimento de novos 

compostos bioativos. Manosroi & Manosroi (1999), chamaram a atenção também 

quanto à utilização de microrganismos e salientaram como vantagens a obtenção de 

produtos mais específicos e poucos efeitos secundários como a geração de resíduos 

químicos. 

Microrganismos filamentosos tais como Cunninghamella, Beauveria,  

Streptomyces, têm sido freqüentemente empregados em reações de biotransformações. 

Biotransformações microbianas têm despertado interesse e se tornado relevante frente 

aos resultados obtidos com esta metodologia (HOLLAND, 1981; FABER & 

FRANSSEN, 1993;  AZERAD, 1995; RATHBONE & BRUCE, 2002). Diversos 

estudos têm demonstrado o potencial de B. bassiana em promover diferentes reações 

químicas incluindo oxidações, reduções e hidrólise de uma grande variedade de 

substratos. Essa habilidade apresenta-se como uma ferramenta importante para os 

processos de biotransformação microbiana de diversos substratos, podendo fazer 

contribuições significativas em sínteses orgânicas. Devido à diversidade de reações que 

é capaz de promover B. bassiana ATCC 7159 encontra-se, entre as cepas mais 

freqüentemente utilizadas em biocatálise sendo superada apenas pelo fungo Aspergillus 

niger (GROGAN & HOLLAND, 2000).  

Nos processos de biotransformações inicialmente procede-se a escolha do 

microrganismo e do meio de cultivo a serem utilizados. Após a inoculação do 

microrganismo no meio de cultivo, o experimento é mantido sob agitação e temperatura 

constantes por um período pré-estabelecido. Em seguida, adiciona-se a substância a ser 

biotransformada e retiram-se alíquotas do sobrenadante da cultura, em intervalos 

definidos, para monitoramento da cinética reacional. Ao término do período de 

incubação separa-se a biomassa por filtração sendo o filtrado submetido aos 
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procedimentos de extração, purificação e identificação de metabólitos formados 

(AZERAD, 1999). 

 Biotransformações microbianas se constituem em um poderoso arsenal em face 

da não exigência de condições como pH e temperatura extremos, da diminuição de 

resíduos tóxicos e, principalmente, por propiciar a obtenção de produtos de maneira 

mais rápida e em quantidades suficientes para identificação e estudos toxicológicos e 

farmacológicos em comparação métodos químicos (RATHBONE & BRUCE, 2002). 

 Reações de biotransformação constituem um mecanismo de defesa contra 

substâncias xenobióticas, incluindo fármacos. Em seres humanos o intestino e o fígado 

são reconhecidos como os principais órgãos responsáveis por processos de 

biotransformação (BARREIRO & FRAGA, 2001, ZHANG, 2007). Em sua grande 

maioria, os produtos de biotransformação são mais solúveis do que as moléculas das 

substâncias que lhes deram origem, sendo, dessa forma mais facilmente excretados 

(FURA, 2006). 

Fármacos biotransformados podem originar metabólitos ativos cujos efeitos 

farmacológicos sejam superiores aos de seu precursor ou que podem até desencadear 

reações tóxicas. Na maioria das vezes, a ação farmacológica que é atribuída aos 

metabólitos ativos é similar a aquela apresentada pela substância precursora. Existem 

casos em que os metabólitos ativos podem ser alvo de modificações estruturais, com a 

finalidade de otimizar suas ações farmacológicas e convertê-los em novos 

medicamentos (BARREIRO & FRAGA , 2008; FURA, 2006).  

Exemplos de metabólitos farmacologicamente ativos que vem sendo utilizados 

como medicamentos incluem: atorvastatina (Lipitor®) (WILLIAMS & FEELY, 2002), 

simvastatina (Zocor®) (WILLIAMS & FEELY, 2002), fluoxetina (Prozac®) (CHEER & 

GOA, 2001) e fexofenadina (Alegra®) (GOLIGHTLY & GREOS, 2005). 

O conhecimento das vias metabólicas e das estruturas dos metabólitos formados 

são essenciais no processo de desenvolvimento de medicamentos (TUKEY & 

STRASSBURG, 2000). Este processo, se encontra dividido em etapas de pesquisa e de 

estudos pré-clínicos e clínicos (MARRER & DIETERLE, 2007). O reconhecimento de 

metabólitos ativos de forma precoce favorece a interpretação de dados 

farmacodinâmicos observados na etapa pré-clínica. Os dados obtidos nesta etapa,  

desenvolvida em modelos animais, podem ser extensivos aos seres humanos (FURA et 

al., 2004; MARRER & DIETERLE, 2007), facilitando a proposição adequada de 
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estudos clínicos e ainda, o estudo do metabolismo pode também trazer dados 

importantes sobre a segurança ou toxicidade dos fármacos. 

As reações de biotransformação responsáveis pela formação de metabólitos são 

divididas em duas categorias, designadas reações de fase I e reações de fase II. 

Reações de fase I são reações de funcionalização que introduzem novos grupos 

químicos polares ou modificam grupos já existentes através de reações de oxidação, 

redução ou hidrólise, obtendo na maioria das vezes produtos mais polares. São 

mediadas por enzimas como os citocromos P450, monooxigenases, esterases e amidases 

(BARREIRO & FRAGA , 2008).    

Nas reações de fase II pequenas moléculas polares endógenas como o ácido 

glucurônico (derivado do co-fator ácido glucurônico uridino-difosfato – UDPGA) se 

conjugam com grupos funcionais formados durante reações de fase I como: hidroxilas, 

aminas, sulfidrilas e ácido carboxílico. Conjugações diretas, sem a ocorrência da fase I 

podem acontecer se o composto já contém algum grupo funcional apropriado (TUKEY 

& STRAUSSBURG, 2000; PATTEN, 2006; ZHANG, 2007). As reações de conjugação 

são mediadas por enzimas como a glucuroniltransferase (UGT), a sulfotransferase e a 

N-acetiltransferase (FURA, 2006). Elas podem catalizar a biotransformação de 

substratos hidrofóbicos para metabólitos hidrofílicos diretamente, sem o pré-requisito 

da fase I, facilitando sua eliminação (mecanismo de detoxificação) ou ainda promover a 

bioativação de compostos (BARREIRO & FRAGA, 2001). 

Exemplos de reações de biotransformação de fase II que formam metabólitos 

ativos incluem: a 6-O-glucuronidação da morfina (RITTER, 2000), a sulfatação da 

morfina e da codeína para formar a morfina-6-sulfato e a codeína-6-sufato 

(ZUCKERMAN et. al., 1999) respectivamente, a sulfatação do minoxidil (agente 

antihipertensivo e indutor de crescimento capilar na alopecia androgência) 

(ANDERSON et. al., 1998) e a acetilação  da procainamida (usada para o tratamento de 

contração ventricular prematura) (OKUMURA et. al., 1997). 

 

 

1.4 CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DE METABÓLITOS  

 

Métodos analíticos modernos como a cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massas ou à ressonância magnética nuclear constituem os principais 

recursos para a identificação e elucidação estrutural de substâncias orgânicas (LOPES & 
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FASCIO, 2004). Apresentam alta relevância na determinação da pureza e quantificação 

de metabólitos com, grande sensibilidade, especificidade e rapidez (WATT et. al., 

2003), através de análises “on-line”. Além da redução no tempo de análise, essas 

técnicas permitem a obtenção de informações qualitativas e quantitativas 

simultaneamente, dos metabólitos formados e dos substratos, através de amostras 

obtidas in vivo ou in vitro. Outra vantagem é que necessitam de pequenas quantidades 

de amostras (LI et. al. 2005). 

Na cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de massas 

a detecção de picos com massa igual à massa do substrato ou de um metabolito de fase 

I, acrescida de 176 unidades de massa (massa do ácido glicurônico) é indicativa de 

glicuronidação (PATTEN, 2006) e 80 unidades de massa (massa do SO3) é indicativa de 

sulfatação.  

 

 

1.4.1 Obtenção de metabólitos para estudos 

 

Métodos químicos ou biológicos podem ser utilizados para a obtenção de 

metabólitos visando investigações de suas atividades biológicas. Métodos biológicos 

incluem a incubação do substrato com frações celulares como microssomos, células 

inteiras como hepatócitos ou parte de tecidos. Metabólitos também podem ser obtidos 

através de coletas in vivo de bile, urina e plasma de animais experimentais e seres 

humanos, após a administração de compostos em estudo. Quando quantidades maiores 

de metabólitos são necessárias para as pesquisas, modelos microbianos se constituem 

em alternativas importantes (FURA et al., 2004; FURA, 2006), capazes de suprir essa 

necessidade. 

 

 

1.5 MODELOS MICROBIANOS  

 

Modelos microbianos aqui nominados como biotransformações microbianas, 

constituem uma alternativa admirável para investigações científicas, devido ao grande 

potencial das reações microbianas para gerar diversidade molecular ou para produzir 

metabólitos secundários, similares a metabólitos produzidos por mamíferos (AZERAD, 

1999; ISHIGE et al., 2005). A utilização deste método apresenta outra grande vantagem, 
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que é contribuir para a diminuição da demanda por animais de laboratório.  Pesquisas 

utilizando animais de laboratório, além de envolver custos mais elevados, envolvem 

questões éticas como a toxicidade dos compostos em estudo (AZERAD, 1999) e 

possíveis sofrimentos físicos ou mentais dos animais. Foi aprovado recentemente no 

Senado Federal um projeto que dispõe sobre a utilização de animais para fins científicos 

e cria o Conselho Nacional de Experimentação Animal (Concea). O Concea terá a 

atribuição de monitorar e avaliar a introdução de técnicas alternativas que substituam o 

uso de animais no ensino e nas pesquisas científicas (Projeto de Lei 03/98 aprovado em 

14/09/2008). 

Tanto enzimas isoladas de microrganismos, quanto células inteiras de 

microrganismos tem sido utilizadas em indústrias farmo-químicas (ISHIGE et. al., 

2005; PANKE & WUBBOLTS, 2005). O uso de células inteiras apresenta vantagens 

como redução de custos por não necessitar de isolar, purificar e estabilizar as enzimas 

(MULINACCI et. al., 2005) e permite a  obtenção de derivados com estereo e régio-

seletividade (KEPPLER et. al., 2005) aliada a condições menos agressivas ao ambiente 

se comparadas às sínteses químicas. 

A utilização de biotransformações microbianas, empregando células inteiras, 

vem sendo ampliada para além da biorremediação, sendo usada em biossíntese na 

química fina, em substituição a sínteses químicas convencionais que envolvem 

procedimentos demorados constituídos de várias etapas (KEPPLER et. al., 2005).  

O processo de biotransformação microbiana utilizando células inteiras tem 

atraído cada vez mais, a atenção das indústrias químicas. Na indústria farmacêutica, um 

exemplo importante a ser citado dessa utilização, é seu emprego em parte do processo 

de produção das estatinas, substâncias redutoras da síntese do colesterol (PANKE & 

WUBBOLTS, 2005), utilizadas por milhões de pessoas no mundo todo.  

Uma análise de processos de biotransformação realizados por indústrias em 

escala comercial mostrou que, seu número total aumentou em mais de 100% nas últimas 

décadas (Fig. 1).  
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Figura 1- Números cumulativos de processos de biotransformação 
iniciados em escala industrial até o ano de 2007 – adaptado de  Straathof 
et al., 2002 e atualizado pelo Sci Finder Scholar. 

 

A maioria dos processos citados tem aplicação no setor farmacêutico e em geral 

a utilização de células inteiras, livres, predomina sobre a utilização de células ou 

enzimas imobilizadas. Essa tendência se deve em parte à tendência em utilizar células 

inteiras quando se deseja promover reações de redução/oxidação. Nesse caso, é 

necessária a presença de oxigênio para manter a atividade metabólica e a imobilização é 

evitada para prevenir a limitação da difusão do oxigênio (STRAATHOF et al., 2002). 

Diversos microrganismos com habilidade catalítica rara, têm sido encontrados 

através de triagens intensivas e utilizados em processos biotecnológicos devido ao fato 

de serem capazes de catalizar reações que geram enantiômeros puros e de promover a 

biossíntese de metabólitos complexos (ISHIGE et al., 2005; PANKE & WUBBOLTS, 

2005).  

 

 

1.5.1 Beauveria bassiana  

 

Fungos entomopatogênicos secretam substâncias tóxicas que estão relacionadas 

com sua capacidade de infectar e posteriormente levar o hospedeiro à morte (ALVES, 

1998). Nesses fungos, tem sido descrita a produção de proteínas tóxicas como 
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beauvericina e oosporeina (HEGEDUS & KHACHATOURIANS, 1995).  Investigações 

científicas têm ressaltado o uso de B. bassiana, no controle biológico contra insetos 

(PURWAR & SACHAN, 2006) e Quesada-Moraga (2004) ao investigar a produção de 

toxinas pela cepa B. bassiana EABb 90/2-Dm, relatou a produção da substância 

bassiacridina e a atividade de 19 enzimas detectadas pelo sistema API-ZYM 

(BioMeyrieux, Marcy l'Étoile, France): fosfatase alcalina, esterase (C4), esterase lípase 

(C8), lípase (C14), leucina arilamidase, valina arilamidase, cistina arilamidase, tripsina, 

α-quimiotripsina, fosfatase ácida, fosfohidrolase, α-galactosidase, β-galactosidase, β-

glucuronidase, α- glucosidase, β-glucosidase, β-glucosaminidase, α-manosidase e α-

fucosidase. 

Grogan & Holland (2000), realizaram uma revisão bibliográfica em 109 artigos 

científicos que tratam da utilização de Beauveria sp com ênfase em biotransformações e 

relataram diversas reações catalisadas por B. bassiana ATCC7159.  

Processos de biotransformação de mais de 300 substratos diferentes, utilizando 

células inteiras de B. bassiana, resultaram em uma diversidade de reações, entre elas, 

hidroxilações de carbonos saturados e de carbonos aromáticos (HOLLAND et al. 1999).  

A capacidade de B. bassiana para hidroxilar uma variedade de amidas, anéis 

lactâmicos, carbamatos, azidas e sulfonamidas tem sido extensivamente explorada 

exemplificando-se o uso de substratos como benzamida e p-toluenosulfonamida, 

obtendo-se rendimentos entre 25% a 60% (produtos hidroxilados). O fungo Beauveria  

tem sido utilizado  com sucesso para a hidroxilação de uma variedade de produtos 

naturais, compostos aromáticos e hidrocarbonetos. Tais reações têm apresentado alta 

régioseletividade e baixa especificidade de substrato. O perfil das hidroxilações sugere a 

possibilidade da existência, nesse microrganismo, de enzimas hidroxilases distintas. Da 

mesma forma outras oxidações, oxidação de heteroátomos, oxidações tipo Baeyer-

Villiger (transformação da progesterona para testosterona) por várias cepas, N – 

acetilação, hidrólise de epóxidos, hidrólise de ésteres, atividade óxidoredutase são 

relatadas (Grogan & Holland, 2000).      

Nesses processos de biotransformação, algumas vezes têm sido reportada 

glicosilação subseqüente, a exemplo da hidroxilação do herbicida Propham® seguida de 

glicosilação e da bioconversão do anticoagulante Warfarin em um metabólito 3’, 4’-

dihidroxiwarfarin 4-metoxiglicosideo. Estudos bioquímicos sugerem que as reações de 

hidroxilação sejam mediadas por citocromos P450 e que, a obtenção de derivados 

glicosilados indica a possibilidade do emprego de B. bassiana em modelos microbianos 
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para o estudo de metabolismo, fase II (GROGAN & HOLLAND, 2000; HAUFE et al., 

2002; OLIVO et al., 2003). 

Herat et al. (2006) utilizaram B. bassiana (ATCC 13144) para investigar o 

metabolismo microbiano do composto 3-hidroxiflavona e B. bassiana (ATCC 7159) 

para investigar o metabolismo microbiano do composto 7-hidroxiflavona. Obtiveram 

quatro metabólitos do primeiro composto citado e dois metabólitos do segundo 

composto, ambos em quantidades suficientes para estudos posteriores. 

 

 

1.6 FLAVONÓIDES  

 

Flavonóides são compostos polifenólicos presentes em relativa abundância entre 

os metabólitos secundários das plantas. São encontrados em frutas, vegetais, grãos, 

sementes, flores, chás e vinho. Constituem um grupo de produtos naturais utilizados em 

alguns países como medicamentos e em outros como alimentos funcionais. São 

compostos aromáticos divididos em vários grupos (antocianidinas, catequinas, 

flavononas, isoflavonas, flavonas e flavonóis) com base no grau de oxidação do anel C 

(AHERNE & O’BRIEN, 2002). Os diversos grupos possuem a mesma estrutura 

primária (Fig. 2) e, apresentam algumas atividades biológicas semelhantes 

(HAVSTEEN, 2002). Cada grupo de flavonóide pode apresentar modificações em sua 

molécula como: hidroxilação, metilação, acilação, glicosilação ou ramnosilação, 

resultando em uma grande diversidade destes compostos na natureza (HAVSTEEN, 

2002).  
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Figura 2 - Estrutura geral dos flavonóides. Fonte: Heim et al. (2002).  
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 Os flavonóides interferem no metabolismo celular das plantas e atuam 

juntamente com hormônios regulando o seu crescimento (JIANG et al., 1999). 

Interferem também na transferência de elétrons durante a fosforilação oxidativa que 

ocorre no cloroplasto além de desempenhar um papel importante na fixação do 

nitrogênio (MORTENSON & THORNELEY, 1979). 

 A estes compostos, tem sido atribuída uma vasta gama de efeitos benéficos na 

saúde humana e na prevenção de doenças crônicas e doenças degenerativas como: 

doenças cardiovasculares, doenças cerebrovasculares, mal de Parkinson e doença de 

Alzheimer (HAVSTEEN, 2002). A atividade biológica dos flavonóides depende da 

estrutura química e orientação relativa das diversas partes da molécula (AHERNE & 

O’BRIEN, 2002; HEIM et al., 2002). 

Em mamíferos, existem evidencias de que muitos efeitos celulares exercidos 

pelos flavonóides estejam relacionados a interações com vias protéicas específicas 

(WALLE, 2004; WILLIAMS et al., 2004) como as MAP-Kinases. Flavonóides são 

substratos para várias uridino-difosfoglicuronil transferases (UGTs) e alguns tem sido 

identificados como capazes de induzir a expressão gênica das mesmas (ZHANG et al., 

2007). A indução de UGTs por flavonóides pode acelerar a detoxificação de toxinas 

exógenas como: substâncias carcinogênicas e pesticidas, e também acelerar a 

metabolização de medicamentos que sejam substratos de  UGTs (ZHANG et al., 2007). 

Dados da literatura indicam que a ingestão, a distribuição e a metabolização de 

alguns flavonóides, têm sido caracterizadas em mamíferos (HOSNY et al., 2001). A 

grande maioria dos estudos é relativa à quercetina, provavelmente, em função das 

diversas atividades biológicas atribuídas a este flavonóide pertecente ao grupo flavonol 

(MANACH et al., 1998; WALLE et al., 2001). Estas, provavelmente, ocorram em 

função da semelhança entre a estrutura química da quercetina com moléculas intrínsecas 

ao metabolismo de células animais, a exemplo das bases de ácidos nucléicos, 

coenzimas, hormônios esteróides e neurotransmissores. Isto responde, em parte, pelos 

efeitos deste composto e de outros flavonóides sobre enzimas, ligação em receptores e 

indução de genes (HAVSTEEN, 2002). 

A maioria dos estudos sobre metabolismo de flavonóides tem sido realizados in 

vitro e estes nem sempre são extrapoláveis para situações in vivo. Em seus estudos, 

Walle (2004), relatou as dificuldades para quantificar metabólitos de flavonóides em 

fluídos biológicos e para estabelecer estudos clínicos destas substâncias em seres 
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humanos, o que justifica a busca por outras metodologias capazes de superar tais 

dificuldades.  

 

 

1.6.1 Processos de biotransformação da quercetina 

 

A quercetina e outros flavonóides provenientes da dieta, se encontram em sua 

maioria na forma glicosilada. Estudos de pesquisadores como Day et al. (2001), Heim et 

al. (2002), Walle (2004) e Zhang (2007) indicaram uma extensa biotransformação dos 

flavonóides, principalmente nos enterócitos e nos hepatócitos. Quando ingerida, ao 

atingir o intestino delgado a molécula da quercetina glicosilada será hidrolisada por β-

glicosidases de bactérias intestinais havendo a liberação da quercetina. A quercetina 

livre poderá ser absorvida como componente de micelas formadas por lipídeos e sais 

biliares e atingir a circulação entero-hepática (DAY et al., 2001; HEIM et al., 2002; 

MUROTA & TERAO 2003; WALLE, 2004).  

A quercetina glicosilada não hidrolisada, poderá penetrar nas células intestinais 

através dos transportadores de glicose dependentes de sódio -SGLT1 (MUROTA &  

TERAO, 2003), momento em que será hidrolisada pela  ação de β-glicosidases contidas 

nestas células, resultando na separação da porção  aglicona da molécula do 

monossacarídeo (AHERNE & O’BRIEN, 2002; O’LEARY et al., 2003; WALLE, 

2004). No interior destas células ou posteriormente no fígado, a quercetina passará pelo 

processo de biotransformação sendo conjugada com compostos endógenos pela ação de 

enzimas como a  uridinodifosfo-glucuroniltransferase (UGT), a sulfotransferase ou a 

catecol-o-metiltransferase formando metabólitos glicuronados, sulfatados ou metilados, 

que poderão atingir os órgãos periféricos por meio da circulação sanguínea (MUROTA 

& TERAO, 2003; ZHANG et al. 2007). 

Estudos recentes enfatizaram a bioatividade dos flavonóides através da 

modulação de sinalizadores celulares como fosfatidilinositol-3-Kinase (PI3-kinase) e 

indução de expressão gênica (WILLIAMS et al., 2004; ZHANG, 2007). Indicaram que, 

células expostas à quercetina apresentam concentrações elevadas de enzimas de fase I e 

que este composto esteja envolvido na ativação da transcrição de enzimas do grupo dos 

citocromos P450 (HAVSTEEN, 2002). Tem sido proposto que baixas concentrações de 

quercetina podem levar à expressão de enzimas de fase II, como a UDP-

glucuronosiltransferase (WILLIAMS et al., 2004).  A quercetina tem sido reportada 
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como indutora de UGT 1A em linhagens celulares Caco-2 (ZHANG, 2007).  Em 

contraste, existem estudos que indicaram que altas concentrações de flavonóides são 

capazes de ativar MAP kinases podendo resultar na indução de apoptoses (WILLIAMS 

et al., 2004). 

Biotransformações microbianas da quercetina por microrganismos dos gêneros  

Bacillus, Aspergillus e Streptomyces originaram metabólitos provenientes de reações de 

hidroxilação, glicosilação ou metilação (Fig. 3). Nas biotransformações citadas, apenas 

o Streptomyces griseus parece ser capaz de simular, parcialmente, o metabolismo da 

quercetina em mamíferos, propiciando a metilação da quercetina. Os demais 

apresentaram um padrão de metabolização da quercetina similar ao observado em 

plantas (DAS & ROSAZZA, 2006). 
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Ref. 
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Hosny et. al, 2001 Streptomyces griseus 

ATCC 13273 

Hidroxilado e metilado  

Rao & Weiner, 1981  
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Glicosilado (isoquercitrina e ácido 

protocatequico) 

Masri et. al, 1959 Aspergillus flavus Monóxido de carbono e 2,3 ácido 

carboxílico 

protocatequilfloroglucinol 

 
Figura 3 - Biotransformação microbiana da quercetina por diferentes espécies de 
microrganismos. 
 

 

 

 



 27

1.7 QUERCETINASE 

 

Dioxigenases são enzimas extracelulares capazes de oxidar substratos pela 

inserção de átomos de oxigênio molecular nos mesmos. São secretadas por 

microrganismos como fungos, leveduras ou bactérias e desempenham um papel 

importante na degradação de compostos aromáticos. Uma dessas enzimas, a quercetina 

2,3-dioxigenase (2,3QD – EC.1.13.11.24) ou quercetinase encontra-se envolvida na 

degradação de flavonóides, especificamente pertencentes ao grupo flavonol (IACAZIO, 

2004; TRANCHIMAND et al., 2005). 

Diversos experimentos, têm sido desenvolvidos no sentido de aperfeiçoar a 

produção de quercetinase para fins de estudos de caracterização bioquímica e molecular 

e ainda para elucidar sua ação sobre compostos aromáticos (TRANCHIMAND et al., 

2008). A secreção da enzima ocorre ao se inocular o microrganismo em meio de cultura 

enriquecido ou mesmo em meio mínimo, acrescido de uma ou mais molécula orgânica 

(cromóforo) que se constituirá em fator de estresse, tendo-se como resultado a indução 

enzimática. A enzima será secretada e a substância indutora será posteriormente alvo 

(substrato) de sua atividade (SCHAAB et al., 2006; MERKENS & FETZNER, 2009). 

Iacasio (2004) investigou a produção de quercetinase por Penicillium olsonii em 

meio mínimo em diferentes condições e verificou que a presença e a concentração de 

extrato de levedura são fatores fundamentais para intensificar a produção. Tranchimand 

et al. (2005) investigaram o efeito de dez compostos fenólicos e dois açúcares (glucose 

e rhamnose) como indutores da quercetinase. Observaram que os flvonóides rutina e 

quercetina e o composto ácido carboxílico floroglucinol são efetivos na indução da 

quercetinase. 

A quercetinase catalisa a oxidação da quercetina para um composto denominado 

ácido carboxílico protocatequilfloroglucinol com a formação concomitante de 

monóxido de carbono (Fig. 4). O mecanismo de ação da enzima consiste no 

rompimento da ligação carbono-carbono da posição 3 da molécula da quercetina e 

inserção de oxigênio molecular no substrato, captado do meio (IACAZIO, 2004; 

SCHAAB et al., 2006; TRANCHIMAND et al., 2005; TRANCHIMAND et al., 2008). 
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 Figura 4 - Catabolismo da quercetina pela enzima quercetinase 
 

Estudos espectroscópicos e sobre a cinética enzimática também tem sido 

realizados, no sentido de otimizar a produção da quercetinase (BARNEY et al., 2004; 

SCHAAB et al., 2006). Existem patentes registradas, visando o emprego de 

quercetinases como aditivo a detergentes, para eliminar manchas, a exemplo das 

produzidas por vinho. Sua ação se dá durante o processo de lavagem de têxteis, devido a 

sua capacidade de oxidar cromóforos complexos que compõem as manchas, diminuindo 

a intensidade da cor dos mesmos (van der HELM et al., 1997).  

Quercetinases tem sido obtidas de Aspergillus japonicus, Aspergillus flavus, 

Diapothe eres, Neurospora crassa, Diplodia gossypin, Penicillium minioluteum, 

Penicillium roquefortii, Penicillium olsonii, Aspergillus awamori, Aspergillus niger, 

Aspergillus foetidus, Aspergillus soyae e  Aspergillus oryzae e ainda de Bacillus subtilis 

(SCHAAB et al., 2006; TRANCHIMAND et al., 2008).  

Considerando-se o potencial biotecnológico descrito para a B. bassiana, a 

versatilidade que a biotransformação microbiana apresenta, as importantes atividades 

biológicas atribuídas ao flavonóide quercetina e as perspectivas quanto ao seu uso 

terapêutico, pretendeu-se avaliar a metabolização da quercetina por isolados de B. 

bassiana  obtidos  da região centro-oeste do Brasil e pela cepa B. bassiana ATCC7159. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a metabolização da quercetina e a produção da enzima quercetina 2,3-

dioxigenase por fungos da espécie B. bassiana isolados da região Centro-Oeste do 

Brasil. 

 

 

2.1.2 Objetivos específicos 

 

1- Avaliar os isolados de Beauveria bassiana e a cepa Beauveria bassiana 

ATCC 7159 quanto a potencial capacidade para metabolizar a quercetina;  

2- Investigar a produção de quercetinase pelos isolados de Beauveria bassiana e 

pela cepa Beauveria bassiana ATCC 7159; 

3- Determinar a variabilidade genética entre os isolados de Beauveria bassiana;  

 4- Estabelecer possíveis correlações entre os dados moleculares, a produção de 

quercetinase e a origem geográfica dos isolados.  
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7. RESULTADOS 

 

• O isolado IP 94 produziu um número maior de metabólitos da quercetina quando 

comparado com os demais isolados. 

• A cepa B. bassiana ATCC 7159 e os isolados IP 11 e IP 132 apresentaram 

atividade da quercetinase mais intensa. 

• Os isolados IP 153 e IP 3a apresentaram atividade de quercetinase mais baixa. 

• Todos os isolados foram capazes de sintetizar a enzima quercetinase em meio 

mínimo. 

• No meio de cultivo PDSM utilizado para a biotransformação, a síntese de 

quercetinase foi superior em relação à síntese em meio mínimo. 

• A formação dos metabólitos da quercetina e a produção de quercetinase 

aparentemente não estão relacionadas com a origem geográfica dos fungos 

estudados. 

• A análise da variabilidade genética por meio de RAPD permitiu dividir os 

isolados em 03 grupos distintos e explicitou alta diversidade genética entre os 

isolados. 

• A RFLP-PCR da região ITS demonstrou não ser um bom marcador para 

diferenciar os isolados. 

• A análise da sequência da região ITS confirmou a identidade dos isolados como 

Beauveria bassiana. 
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8. CONCLUSÕES 

 

• Isolados de Beauverias bassianas da região Centro-Oeste do Brasil constituem 

uma alternativa ao uso de métodos químicos e sistemas biológicos para a 

obtenção de metabólitos da quercetina.  

 

• Isolados de  Beauverias bassianas da região Centro-Oeste do Brasil são capazes 

de produzir metabólitos da quercetina similares aos metabólitos da quercetina 

produzidos por mamíferos. 

 

• Isolados de Beauverias bassianas da região Centro-Oeste do Brasil são capazes 

de produzir a enzima querctinase. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

• Otimização do modelo microbiano para aumentar o rendimento da formação de 

metabólitos da quercetina utilizando B. bassianas isoladas da região Centro-

Oeste. 

 

• Obtenção da enzima quercetinase visando sua utilização industrial. 

 

• Estudos mais detalhados para elucidação da via de produção, regulação e 

mecanismo de ação da quercetinase em B. bassiana. 

 

• Pesquisa da produção de outras enzimas pelos isolados. 
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