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1. INTRODUCAO

Os flavondides constituem uma classe de polifendis utilizados no cotidiano e possuem
atividades biolégicas bastante diversificadas, dentre essas as mais importantes séo a
capacidade antioxidante e antitumoral. Existe um consenso que estabelece que essas
propriedades possuam correlagdo com a capacidade dos flavondides de serem
guelantes do ferro e segulestradores de radicais livres, além de serem capazes de
inibirem oxidases como a fosfolipase A2 (TRUEBA, 2005).

Naringina € um flavonoide presente em frutas citricas e é utilizada tradicionalmente na
medicina chinesa como antiinflamatério e antioxidante, j& sua aglicona naringenina
além dessas propriedades tem demonstrado capacidade de inibir a proliferacdo de
células cancerosas (FAO\HNG et al., 2006).
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FIGURALl: Estrutura Quimica dos Flavondides Naringina e Naringenina
respectivamente

A atividade biol6gica dos flavondides estd 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 estdo glicosilados e com
isso possuem um Otimo poder antioxidante. In vivo h4 uma desglicosilacdo e
conjugacdo do grupo hidroxil com sulfatase e glicuronase &cida 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 o
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 biolégicos ndo tem sido
conclusivos em seres humanos, condicdo essencial para o emprego seguro desses
com finalidade medicamentosa. Modificacbes de moléculas complexas por métodos
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quimicos podem ser dificeis, entretanto a utilizacdo da bioconversdo pode ser uma
estratégia alternativa (DAS e ROSAZZA, 2006).

2. METODOLOGIA

Um “screening” de microrganismos da ordem Mucorales M4, M6, M8, M16, M18 e M20,
pertencentes a colegdo do Laboratorio de Bioconversdo foram mantidos em Agar
Batata (ACUMEDIA) a 4°C, e repicado em meio liquido “Potato Dextrose Soy Médium”
(PDMS) composto por: Peptona (Synth), Dextrose (CRQ), Lecitina de soja (Inlab),
KH,PO,4 Synth), NaCl (Dinamica), extrato de levedura (Vetec) e Agua Destilada. Apés a
inoculagcédo foram incubados sob agitacdo de 200 rpm e temperatura de 27 = 2°C em
agitador rotativo por 65 horas. Naringina e Naringenina foram adicionados ao meio
reacional dissolvido em etanol na concentragdo de 50mg/ml e manteve-se a incubagéo
por 96h. ApGs 24, 48, 72 e 96 horas da adi¢cdo da solugdo do substrato ao meio de
cultura, aliquotas foram coletadas e o monitoramento foi realizado para avaliacdo da
cinética de bioconversao por Cromatografia liquida de alta eficiéncia, no cromatogréfico
Gilson, com injetor Rheodyne de 20ul, coluna Lichrospher 100 RP 18 de 250 X 4mm
com particulas de 5um de diametro (MERCK), método gradiente utilizando Metanol :
metanol/tampéo Fosfato 0,02M 65:35, fluxo 0,8 mL/min , detector UV no A de 280nm e
cromatografia em camada delgada utilizando placas contendo silica Alugram® Sil G/UV
como fase estacionaria e AcCOEt/MeOH 70:30 como fase moével e sendo reveladas por
iodo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as cepas foram capazes de bioconverterem a Naringina e Naringenina em um
periodo de 96h, produzindo quantidades variaveis de 1 a 6 metabdlitos, detectados por
CLAE e/ou CCD na analise do sobrenadante de incubacdo como apresentado no
quadro 01A e B:

QUADRO 01A e B: Metabdlitos da Naringina e Naringenina observados por CCD
(utilizando placas cromatogréaficas contendo silica Alugram® Sil G/UV como fase
estacionaria e AcCOEt/MeOH 70:30 nas amostras do sobrenadante de 72 horas como
fase movel e como revelador lodo e UV) .

A
Metabdlito | | Metabdlito Il Metabalito 11l | Naringina
LaBiocon M4 ++ - ++ T+
LaBiocon M6 - - ++ +
LaBiocon M8 - - ++ +
LaBiocon M16 +++ ++ ++ 4+
LaBiocon M18 - - ++ 4+
LaBiocon M20 - - ++ 4+

A bioconversdo da naringina em 1 a 2 metabdlitos foi observada utilizando as cepas
acima. LaBiocon M16 foi capaz de produzir 3 compostos e apresentou uma cor
alaranjada intensa no meio reacional. Por isso foi selecionada para o estudo em escala
semi-preparativa.

B
Metl | Metll | Metlll | MetlV | MetV | Met VI | Naringenina
LaBiocon M4 + ++ +++ - - - F++
LaBiocon M6 - ++ +++ + - - -
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LaBiocon M8 - ++ +++ - - + F++
LaBiocon M16 - ++ +++ - + - ++
LaBiocon M18 - - +++ - - + ++
LaBiocon M20 - - +++ - - - ++

Todas as cepas foram capazes de bioconverterem a naringenina de 1 a 3 metabdlitos
tendo um total de 6 compostos, mas que a cepa LaBiocon M6 foi a Unica capaz de
metabolizar o substrato completamente em um periodo de 96h.

As cinéticas de formacao dos metabdlitos majoritarios obtidos utilizando as
cepas selecionada apés estudo de bioconversao foram estabelecidas:
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FIGURA 2: A Cinética de formagdo dos metabolitos da Naringina e B da Naringenina
sendo o substrato esta caracterizado em azul e os 2 principais metabdlitos obtidos apés
a andlise por CLAE coluna Lichrospher 100 RP 18-Merck(250X4,6mmX0,5u) deteccéo
no UV 280nm e fase mével MetOH:MetOH/Tampéao (65:35) estdo representados em
rosa e amarelo.

Um metabdlito tanto da Naringina quanto da Naringenina foi observado apenas quando
analisados por CCD em um comprimento de onda diferente dos demais metabdlitos,
ndo possibilitando estabelecer uma cinética de biotransfromacgéo para esses.

Fungos filamentosos Vvém demonstrando serem capazes de promoverem
funcionalizacdo e/ou hidroxilagdo em flavondides e produtos hidroxilados da naringina
vém apresentando atividade como agente anticancer o que justifica a tentativa de
sinteses por microrganismo de analogos hidroxilados da naringina.

4. CONCLUSAO

A bioconversédo com as cepas LaBiocon M6 e M16 mostrou-se uma alternativa sintética

promissora para a produgéo de analogos da Naringina e Naringenina.
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