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RESUMO 

 
SILVA, J. L. E. da. Utilização de modelos microbianos para estudos de 
metabolismo in vitro do ácido copálico. 2013, 88p. Dissertação (Mestrado). 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São 
Paulo, Ribeirão Preto, 2013. 
 
O ácido copálico é um diterpeno de esqueleto do tipo labdano descrito na literatura 
como um dos diterpenos majoritários e biomarcador do oleorresina das espécies do 
gênero Copaifera. Este oleorresina é muito utilizado na medicina popular e estudos 
feitos com oleorresinas de diferentes espécies revelaram várias atividades biológicas. 
Entretanto, não há informações sobre o metabolismo dos constituintes do oleorresina 
após absorção no organismo. Assim, neste trabalho foram realizados estudos de 
biotransformação do ácido copálico com micro-organismos que apresentam potencial 
para mimetizar reações que ocorrem em humanos e também com alguns micro-
organismos presentes no trato gastrointestinal humano.  O ácido copálico foi obtido de 
oleorresina de Copaifera disponível no mercado nacional. Devido à complexidade 
química do oleorresina, houve necessidade de utilizar vários processos cromatográficos 
visando o isolamento do ácido copálico. Assim, foram utilizadas cromatografia sob 
pressão reduzida, cromatografia em coluna clássica e cromatografia em coluna clássica 
utilizando sílica impregnada com nitrato de prata. Partindo-se de 352,0 g de oleorresina 
foram isolados 1224,5 mg de ácido copálico, o qual foi identificado pelas análises dos 
espectros de ressonância magnética nuclear de hidrogênio e de carbono treze. O 
diterpeno isolado foi submetido à avaliação da atividade antimicrobiana frente aos micro-
organismos a serem avaliados nos processos de biotransformação, o que possibilitou 
estabelecer a quantidade máxima de ácido copálico a ser adicionada nas culturas dos 
diferentes micro-organismos sem causar interferência no desenvolvimento dos mesmos. 
Os fungos filamentosos Mucor rouxii e Aspergillus brasiliensis, bem como as bactérias 
do trato gastrointestinal Bifidobacterium sp., Lactobacillus acidophillus e Escherichia coli 
foram utilizados no processo de triagem visando selecionar o micro-organismo mais 
promissor para os estudos de biotransformação do ácido copálico. Também foram 
realizados estudos em cultura mista de Bifidobacterium sp., Lactobacillus acidophillus e 
Streptococcus salivarius spp. thermophilus. O processo de biotransformação conduzido 
com o fungo filamentoso Mucor rouxii evidenciou o potencial deste para biotransformar o 
ácido copálico. Os extratos obtidos das culturas do fungo Mucor rouxii foram submetidos 
às análises por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por aerossol 
carregado e por arranjo de diodos, sendo detectados seis produtos de biotransformação 
que foram isolados por cromatografia líquida de alta eficiência em escala semi-
preparativa. No processo de biotransformação realizado com o fungo filamentoso 
Aspergillus brasiliensis vários produtos foram detectados, mas com baixos rendimentos. 
Quanto aos estudos de biotransformação realizados com as bactérias, não foram 
detectados sinais de diterpenos nas culturas de Lactobacillus acidophilus e 
Bifidobacterium sp. isoladas e em cultura mista incubadas com ácido copálico por  24 
horas. Nas culturas de Escherichia coli foram detectados sinais do ácido copálico, mas 
não de produtos de biotransformação. Seis produtos de biotransformação foram 
isolados da cultura desenvolvida com o fungo Mucor rouxii. Dois destes tiveram suas 
estruturas químicas elucidadas. Nos dois produtos ocorreram hidroxilações no C-3 e no 
C-13 e em um dos produtos ocorreu também hidroxilação no C-18. Não há descrição na 
literatura das estruturas químicas dos produtos elucidados.  
 
Descritores: Biotransformação. Ácido copálico. Mucor rouxii. 
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ABSTRACT 

 
SILVA, J. L. E. da. The use of microbial models to study the in vitro metabolism 
of copalic acid. 2013, 88p. Dissertation (Master). School of Pharmaceutical 
Sciences of Ribeirão Preto – University of  São Paulo, Ribeirão Preto, 2013. 
 
Copalic acid is a labdane type diterpene which was reported in the literature as a major 
constituent and biomarker of the oil resin from Copaifera species. This oil resin has been 
used in popular medicine and studies carried out with different species showed several 
biological activities. However, there is no information regarding the metabolism of the 
constituents after absorption in organism. Therefore, biotransformation studies were 
carried out using microorganisms that showed potential to mimic reactions that occur in 
human and also with microorganisms from the gastrointestinal tract. Copalic acid was 
obtained from Copaifera oil resin available in national market. Due to the chemical 
complexity, it was necessary to perform different chromatographic procedures in order to 
isolate copalic acid. Column chromatography, column chromatography under reduced 
pressure and column chromatography using silica gel impregnated with silver nitrate 
were performed. Starting from 352.0 g of oil resin, 1224.5 mg of copalic acid were 
isolated and the chemical structure was determined by analysis of the hydrogen and 
carbon nuclear magnetic ressonance. The isolated diterpene was submitted to 
antimicrobial activity evaluation against the microorganisms used in the 
biotransformation processes which enable to establish the maximum amount of copalic 
acid to be added into the cultures without causing inhibitory effects. The filamentous 
fungi Mucor rouxii and Aspergillus brasiliensis, as well as the bacteria Bifidobacterium 
sp., Lactobacillus acidophillus and Escherichia coli from the gastrointestinal tract were 
screened to select the most promising microorganism for biotransformation studies. In 
addition, biotransformation processes were carried out using mixed cultures of 
Bifidobacterium sp., Lactobacillus acidophillus and Streptococcus salivarius spp. 
thermophilus. The biotransformation process performed by the filamentous fungus Mucor 
rouxii showed the great potential of this fungus to biotransform copalic acid. The extracts 
from the cultures of the fungus Mucor rouxii were submitted to high performance liquid 
chromatography with both charged aerosol and photodiode array detection and six 
biotransformation products were isolated by using high performance liquid 
chromatography in semi-preparative mode. Several biotransformation products were 
detected in the biotransformation process performed by Aspergillus brasiliensis, but with 
low yield. Regarding the biotransformation processes performed by bacteria, 
biotransformation products were not detected in the isolated and mixed cultures of 
Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium sp. after 24 hours. Also, only the signals of 
copalic acid were detected in the cultures of Escherichia coli. Six biotransformation 
products were isolated from the culture of the fungus Mucor rouxii. The chemical 
structures of two products were elucidated. Hydroxyl groups were introduced at C-3 and 
C-13 in both compounds and another hydroxyl group was introduced at C-18 in only one 
compound. These structures were not reported before.  
 
Key words: Biotransformation. Copalic Acid. Mucor rouxii. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Copaífera: fonte de ácido copálico 

 

O gênero Copaifera sp. pertence à família Leguminosae Juss. Esse gênero é 

nativo das regiões tropicais da América Central e do Sul, da África, além de ser 

também encontrado na ilha de Bornéo e na Malásia, sendo conhecidas 72 espécies. 

No Brasil são encontradas mais de 20 espécies (Figura 1, baseada no artigo VEIGA 

JR. e PINTO, 2002).  

 

 
Figura 1. Em destaque as regiões onde são encontradas espécies de Copaifera.  
(VEIGA JR. e PINTO, 2002) 

 

Do gênero Copaifera, pode-se extrair um bálsamo, de cor e viscosidade 

variada e devido a sua composição de ácidos resinosos, é denominado de 

oleorresina. As características físico-químicas, como também sua constituição 
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química podem variar entre espécies, como também entre indivíduos, devido a 

características do solo, da região e da sazonalidade. A extração do oleorresina é de 

grande importância econômica na região Amazônica. Porém o oleorresina adquirido 

no mercado ou em cooperativas extrativas não provém de uma única espécie e, sim, 

da coleta de várias árvores de diferentes espécies. O oleorresina é indicado na 

medicina popular como anti-inflamatório, antitumoral, antisséptico, para tratar 

bronquites, sífilis, doenças de pele e úlceras (TINCUSI et al., 2002). A utilização do 

oleorresina como anti-inflamatório e cicatrizante já era bem difundida entre os índios 

brasileiros da região Amazônica na época do descobrimento (VEIGA JR. e PINTO, 

2002). As formas de utilização são variadas, incluindo administração tópica e por via 

oral. 

Estudos feitos com oleorresinas de diferentes espécies, revelaram várias 

atividades, como antimicrobiana (VASCONCELOS et al., 2008), antileishimaniose 

(SANTOS et al., 2008), cicatrizante (PAIVA et al., 2002), anti-inflamatória (BASILE  

et al., 1988) e antitumoral (LIMA et al., 2003; GOMES et al., 2008).  Alguns estudos 

contradizem esses usos. Tal contradição pode ser explicada através da composição 

dos oleorresinas que podem variar entre espécies, populações, regiões, nutrição do 

solo, entre outros fatores que determinam a produção das substâncias presentes no 

oleorresina. Veiga Jr. et al. (2007) verificaram a constituição química do oleorresina 

de três espécies diferentes do  gênero Copaifera  e mostraram que apesar da 

similaridade constitucional, estas possuíam diferenças quanto às atividades 

biológicas relatadas. 

As atividades biológicas de oleorresinas de Copaifera sp. têm sido atribuídas 

aos sesquiterpenos e diterpenos que parecem atuar em sinergismo. Izumi et al. 

(2012), descreveram um aumento da atividade antiparasitária quando utilizaram dois 

componentes do oleorresina: ácido copálico e o β-cariofileno. Esse dado explica em 

parte porque pequenas variações na constituição do oleorresina podem aumentar ou 

diminuir a atividade biológica. As atividades biológicas de algumas substâncias 

isoladas constituintes dos oleorresinas têm sido descritas, como a do sesquiterpeno 

β-cariofileno, o qual apresenta atividade repelente de insetos (BIRKETT et al., 2011) 

e anti-inflamatória (BAKIR et al., 2008). Dentre os diterpenos, o ácido caurenóico 

apresenta atividades antimicrobiana (AMBROSIO et al., 2008) e anti-inflamatória 

(PAIVA et al., 2003) e o ácido hardwickiico apresenta também atividade 

antimicrobiana (KUETE et al., 2007). 
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O oleorresina é constituído por uma parte volátil, onde se encontram 

sesquiterpenos e monoterpenos e por uma parte fixa, que contém uma gama de 

diterpenos. A parte volátil é alvo de interesse da indústria de perfumaria e 

cosméticos pelo aroma apresentado e representa a maior porcentagem do 

oleorresina. Alguns estudos indicam que pode chegar a 90%, porém essa 

porcentagem pode variar (LEANDRO et al., 2012). Os principais constituintes da 

parte volátil do oleorresina segundo Veiga Jr. et al. 2007, são: β-Bisabolol,                

γ-Amorfeno, Germacreno B, Germacreno D, β-Cariofileno, Óxido de Cariofileno,       

α-Humuleno, α-Cadinol, δ-Cadineno, α-Selineno, β-Selineno, α-Copaeno,                

α-Elemeno, β-Bisoboleno, α-Cubebeno, Trans-α-Bergamoteno, α-Cedreno        

(Figura 2). 

 

 
Figura 2. Principais sesquiterpenos encontrados no oleorresina de espécies de 
Copaifera. 

 

Na Figura 3, na página 5 estão apresentados os principais diterpenos que 

constituem a parte não volátil do oleorresina: ácido copálico, ácido eperuico, ácido 

caurenóico, ácido hardwickiico (VEIGA JR. et al., 2007), ácido poliático, ácido       

ent-agático, ácido 3-hidroxi-copálico e ácido 3-acetoxi-copálico (LEANDRO et al., 

2012). 
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Figura 3. Principais diterpenos encontrados no oleorresina de espécies de 
Copaifera. 

 
 

1.2 Terpenos 
 

Terpenos são um grupo de compostos de origem natural, formados através 

da condensação de unidades de isopreno (C5) (Figura 4, página 6). A fórmula 

molecular dos membros dessa classe de compostos é (C5H8) n. Assim as subclasses 

desses compostos recebem o nome a partir do número de unidades de isoprenos: 

monoterpenos (10C), sesquiterpenos (15C), diterpenos (20C), triterpenos (30C), 

tetraterpenos (40C), politerpenos (nC) (GONZALEZ-BURGOS e GOMEZ-

SERRANILLOS, 2012). 
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Figura 4. Unidade de isopreno 

  

A formação das unidades de isopreno ocorre por duas vias: via do ácido 

mevalônico que ocorre nos organismos eucariotos, inclusive em mamíferos e em 

arqueobactérias (LOMBARD e MOREIRA, 2011) e pela a via do MEP, a qual ocorre 

em seres procariontes, com algumas exceções. As plantas possuem as duas vias 

(ROHMER, 2008). 

O ácido mevalônico, da via do mevalonato (MVA), provém da condensação 

inicial de três moléculas de acetil-CoA, que origina o éster β-hidroxi-β-metilglutaril-

CoA (HMG-CoA), e este sofre posterior hidrólise e redução enzimática para 

formação do ácido mevalônico.   

A via do metileritritol fosfato inicia-se com a condensação de gliceraldeído-3-

fosfato e piruvato, intermediários da via glicolítica. Essa via foi descrita para a 

formação de terpenos por Rohmer et al. (1993) que descreviam a biossíntese de um 

triterpeno em bactéria. 

As duas vias mencionadas acima conduzem a formação tanto do pirofosfato 

de dimetilalila (DMAPP) como do pirofosfato de isopentenila IPP, sendo que a 

combinação destes leva a formação do pirofosfato de geranila (GPP), precursor dos 

monoterpenos. Essa reação é do tipo cabeça-cauda. Para a formação dos terpenos 

pode ocorrer também a condensação do tipo cabeça-cabeça ou cauda-cauda, 

porém essa configuração formará os derivados que levam a síntese dos 

carotenóides, esteróis e hopanóides (OLDFIELD e LIN, 2012). Após, ocorrem 

adições de IPP ou até condensações entre os produtos formando outros terpenos. 

Os principais passos podem ser observados na Figura 5, página 7. 
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Figura 5. Esquema das rotas biossintéticas de formação das unidades de isopreno. 

 

Os diterpenos são uma subclasse dos terpenos, possuem 20 carbonos, e 

possuem várias atividades descritas na literatura como antioxidante (GONZALEZ-

BURGOS et al., 2012; GONZALEZ-BURGOS e GOMEZ-SERRANILLOS, 2012), 

antimicrobiana (URZÚA et al., 2006; RIJO et al., 2009; PORTO et al., 2009a), anti-

inflamatória (HWANG et al., 2001; LIU e NAIR, 2011), vasodilatadora (HIPÓLITO     

et al., 2009), antiparasitária (SARTORELLI et al., 2010), antidiabética (HUNG et al., 

2012), gastroprotetora (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2002), entre outras. 

Existem várias subclasses de diterpenos, podendo ter cadeias acíclicas e cíclicas, 

cadeias laterais, possuindo heteroátomos, anéis aromáticos, etc. Alguns exemplos 

de subclasses de diterpenos estão representados na Figura 6, página 8. 
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Figura 6. Esqueletos-base dos principais tipos de diterpenos. 

 

O ácido copálico (Figura 7, página 9) é um diterpeno de esqueleto do tipo 

labdano, descrito pela primeira vez por Nakano e Djerassi (1961), que possui 

atividade antimicrobiana (TINCUSI et al., 2002; SOUZA et al., 2010), anti-

inflamatória com certa seletividade para COX-2 (LIU e NAIR, 2011), tripanocida com 

alta seletividade para as células tripomastigotas do parasita (IZUMI et al., 2012) e 

baixa toxicidade para células de mamíferos (SARTORELLI et al., 2010) e antitumoral 

frente a linhagens de cânceres de pulmão, cólon, estômago, sistema nervoso central 

e de mama, inibindo as proliferações celulares em 10%, 26%, 35%, 27% e 34%, 

respectivamente (LIU e NAIR, 2011). 



Introdução  |  9 

 
Figura 7. Estrutura química do ácido copálico. 

 

Este diterpeno já foi isolado de espécies do gênero Copaifera (MAHAJAN e 

FERREIRA, 1971; VEIGA JR. et al., 2007), Aristolochia sp. (SARTORELLI et al., 

2010; MARCHESINI et al., 2009), Eperua sp. (AMUSANT et al., 2007),       

Hymenaea sp. (DOMENECH-CARBO et al., 2009), Curcuma mangga (LIU e NAIR, 

2011), Detarium microcarpum (CAVIN et al., 2006), Pinus strobus var. chiapensis 

(CARVALHO et al., 1996), Oxystigma oxyphyllum (BEVAN et al., 1968), sendo um 

dos diterpenos majoritários e biomarcador do oleorresina das espécies do gênero 

Copaifera.  

Alguns autores descrevem que a atividade antimicrobiana dos diterpenos está 

associada ao esqueleto hidrofóbico e a uma porção hidrofílica oxigenada       

(PORTO et al., 2009b). Autores sugerem que a presença de um segundo grupo 

doador de hidrogênio no esqueleto diterpênico promove redução ou suspensão da 

atividade antimicrobiana (URZÚA et al., 2008) e apontam duas razões para isto: a 

primeira é que a diminuição da lipofilicidade pode levar a diminuição da interação 

com a membrana; a segunda é que as interações intramoleculares entre os grupos 

doadores de hidrogênio competem com ligações de hidrogênio intermoleculares 

entre os grupos doadores de hidrogênio e a membrana celular. Nos resultados 

obtidos por Porto et al. (2009b), a presença de dois grupos doadores de hidrogênio 

no esqueleto diterpênico do tipo pimarano ocasionou diminuição da atividade 

antimicrobiana. 
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1.3 Biotransformação 
 

Biotransformações são definidas como o uso de sistemas biológicos para 

realizar transformações químicas em substâncias que não constituem os substratos 

naturais (HANSON, 1995). 

As biotransformações têm sido investigadas desde os tempos de Pasteur e 

foram impulsionadas por grandes químicos e bioquímicos do século XIX. É 

interessante observar que, naquela época, era comum um mesmo cientista 

pesquisar temas inerentes à química e a bioquímica sem nenhuma distinção. Um 

exemplo dessa afirmação é a lista de processos catalíticos feita por Berzelius em 

1838 (ROBERTS et al., 1995).  

O procedimento mais comumente utilizado nos estudos de biotransformação 

é feito através de células íntegras de micro-organismos cultivados em meios 

apropriados, onde toda a maquinaria enzimática está disponível, o que pode 

propiciar a obtenção de novos derivados, bem como mimetizar reações que ocorrem 

nos animais in vivo. Asha e Vidyavathi (2009), num artigo de revisão, discutiram o 

uso de espécies do gênero Cunninghamella como modelos para estudos de 

metabolismo de fármacos. Pode-se ainda utilizar enzimas puras, isoladas de 

diferentes fontes, muitas delas disponíveis comercialmente. No entanto, essas 

últimas podem ser bastante onerosas, uma vez que além da enzima, pode ser 

necessário o uso de um ou mais cofatores para que a mesma seja ativa (FABER, 

1997).  

A utilização de fungos como modelos para estudos de metabolização de 

xenobióticos se deve ao fato de serem organismos eucariotos e de o aparato 

enzimático se assemelhar com o dos mamíferos (ABOURASHED et al., 1999). Os 

modelos microbianos do metabolismo animal, baseados na similaridade do 

metabolismo hepático e enzimático microbiano, tornaram-se uma alternativa 

promissora para a elucidação da rota metabólica de fármacos. Esse conceito foi 

desenvolvido no meio da década de 70 quando Smith e Rosazza (1974) escreveram 

um artigo no qual após uma revisão na literatura foram selecionados 11 fungos e 

bactérias para incubar 13 compostos que possuem anéis aromáticos, e esses micro-

organismos foram capazes de gerar metabólitos majoritários que eram encontrados 

nas pesquisas in vivo. Osorio-Lozada et al. (2008), utilizaram a bactéria  

Actinoplanes sp. para estudar o metabolismo do diclofenaco, mostrando que essa 
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bactéria foi capaz de formar metabólitos hidroxilados, sendo alguns deles 

encontrados na urina humana. Outros trabalhos foram publicados usando fármacos 

que sofreram biotransformações como: celecoxibe (SRISAILAM e VEERESHAM, 

2009), indometacina (ZHANG et al., 2006), pantoprazol (XIE et al., 2005), 

valdecoxibe (SRISAILAM e VEERESHAM, 2010), carbamazepina (KANG et al., 

2008), trimegestona (LACROIX et al., 1999), verapamil (SUN et al., 2004), losartan 

(VIDYAWATHI et al., 2008) e albendazol (HILÁRIO et al., 2012).  

Micro-organismos podem também ser utilizados em processos de 

biorremediação Chen et al. (2013b) mostraram que a transformação abiótica do DDT 

é extremamente lenta, porém quando há micro-organismos presentes no solo a 

desclorificação é extremamente rápida. Os autores ainda demonstraram que a 

suplementação nutricional do solo com fontes de carbonos proporcionou um maior 

aumento da velocidade do processo. Zhou et al. (2013) mostraram que Ensifer 

adhaerens, uma bactéria fixadora de nitrogênio encontrada no solo, foi capaz de 

biodegradar um inseticida neonicotinóide de segunda geração.  

Estudos de metabolismo podem ser usados para obtenção de informação 

sobre enzimas essenciais para alguns processos a serem desenvolvidos. Yamamoto 

(2012) escreveu um artigo de revisão onde o estudo do metabolismo microbiano de 

oligossacarídeos propiciou o isolamento e identificação de várias glicosidases, além 

de enzimas envolvidas em reações de transglicosilação que podem ser usadas na 

síntese de glicopeptídeos. Portanto, estudos com biotransformações poderiam ser 

utilizados para isolar enzimas com régio e estereoseletividade para alguns grupos, 

aumentando o leque de opções para a síntese orgânica. 

Leipold et al. (2010) usaram a biotransformação como forma de obtenção de 

novos derivados do ácido ursólico e através dessa via de biotransformação que foi 

descrita, propuseram o uso do fungo Nocardia sp. como forma de produção de 

novos derivados de triterpenos (Figura 8, página 12). 
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Figura 8. Biotransformação do ácido ursólico. 

 

Os fungos têm sido extremamente úteis em processos de biotransformação 

(ZELINSKI e HAUER, 2002). As habilidades destes micro-organismos para realizar 

hidroxilações régio e estereoseletivas de triterpenos esteroidais, por exemplo, é bem 

conhecida e consiste em um método de bioconversão bastante explorado 

industrialmente (MUFFLER et al., 2011). Fungos filamentosos também são capazes 

de biotransformar monoterpenos (SIMEO e SINISTERRA, 2009), sesquiterpenos 

(KOSHIMURA et al., 2009), diterpenos (FRAGA et al., 2003 e 2004), bem como 

triterpenos (AKIHISA et al., 2002; CARVALHO et al., 2010; CAPEL et al., 2010). 

Kuriata-Adamusiak et al. (2012), num artigo de revisão discorreram sobre o uso de 

micro-organismo na síntese para obtenção de derivados quirais e estereoseletivos 

de terpenos. Schwab et al. (2013) destacam em uma revisão o uso da 

biotransformação na síntese de novos terpenos na química fina.  

Um mesmo substrato pode ser biotransformado de maneira diferente, usando 

fungos diferentes. Um caso desses foi descrito por Severiano et al. (2010) no qual a 

biotransformação de um ent-pimarano ocasionou a redução do grupo carboxílico para 

uma hidroxila no processo desenvolvido com Glomerella cingulata. Utilizando Mucor 
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rouxii obtiveram a formação de dois produtos. Em um houve a simples mudança de 

posição de uma dupla, enquanto em outro além da mudança da posição da ligação 

dupla na cadeia, ocorreu a introdução de um grupo carbonílico (Figura 9).  

 

 
Figura 9. Biotransformação do ácido ent-pimara-8(14),15-dien19-oico. 

 

Existem vários fungos que podem ser usados em biotransformação, 

pertencentes a diferentes gêneros, e dentre estespode se destacar o gênero Mucor.  

Fungos deste gênero pertencem à classe dos Zigomicetos, divisão Zigomicota, ordem 

Mucorales, família Mucoraceae. Esse gênero possui mais de 3000 espécies, com 

amplas aplicações. Uma delas que foi proposta recentemente e que pode ter um futuro 

promissor é a produção de etanol. O fungo Mucor indicius consegue produzir etanol a 

partir de várias fontes de açúcares, entre elas glicose, frutose e galactose e o mais 

importante, com a mesma produtividade que Sacharomyces cerevisiae, porém a 

maioria dos fungos filamentosos não consegue produzir etanol à partir da sacarose, 

tornando difícil a substituição de S. cerevisiae para esse substrato. Uma das 

dificuldades de se usar fungos filamentosos na produção de etanol é a produção de 

biomassa. No caso do fungo Mucor indicius, há a possibilidade de se controlar a sua 

forma (levedura e filamentosa), mudando as propriedades do meio. A presença de CO2 

numa condição anaeróbica pode levar a indução da forma leveduriforme. Além disso, 

grandes concentrações de açucares hexoses podem também levar a formação da 

forma leveduriforme (KARIMI e ZAMANI, 2013). 
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Outra aplicação desse gênero é a produção de quitosana, que possui várias 

aplicações na indústria de alimentos, agricultura etc. Estudos para otimização da 

produção desse derivado da quitina têm sido feitos nos últimos anos. 

(CHATTERJEE et al., 2005,2006,2009). Moussa et al. (2011) testaram a quitosana 

extraída do fungo Mucor rouxii como um agente antimicrobiano para uso na indústria 

têxtil. Dissolveram-na numa solução aquosa de pH 6,5. Após, mergulharam o 

algodão nessa solução, em seguida efetuaram o teste antimicrobiano, conseguindo 

resultado satisfatório. 

Fungos do gênero Mucor sp. podem também servir de matriz para extrações 

de enzimas. Handayani et al. (2012), imobilizaram lipase do Mucor miehei usando 

membranas de poliétersulfona aminada. Gustafsson et al. (2012) também 

imobilizaram lipases do mesmo fungo, porém utilizaram sílica e verificaram o efeito 

do tamanho e da morfologia da sílica na imobilização. 

Por fim, fungos do gênero Mucor sp. têm sido  amplamente utilizados em 

estudos de biotransformação. Chen et al. (2005) reportaram a biotransformação de 

três diterpenos utilizando Mucor plumbeus, obtendo 8 produtos de biotransformação, 

havendo mono e di-hidroxilação nas moléculas. Fraga et al. (2003) usaram como 

partida dois diterpenos e usando o mesmo fungo, obtiveram vários compostos 

oxigenados (Figura 10). 
 

 
Figura 10. Biotransformação do diterpeno 18-hidroxi-diidro-abietano e do diterpeno 
1α,18-dihidroxi-diidro-abietano. 
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No trabalho de Chen et al. (2013a), os autores reportaram a biotransformação 

do 20(s)-protopanaxadiol, um triterpeno, com atividade citotóxica, usando Mucor 

racemosus e conseguiram além de produtos hidroxilados, produtos com 

hidroxiperoxidação, reportados pela primeira vez nesse artigo (Figura 11). 

 

 
Figura 11. Biotransformação do triterpeno 20(S)-protopanaxadiol. 

 

Areche et al. (2008) reportaram a biotransformação de um diterpeno, que 

possui ação antiplasmódica (LOYOLA et al., 2004), tricomonicida (LOYOLA et al., 

2001), e tripanocida (ARAYA et al., 2003), usando Mucor plumbeus produzindo dois 

produtos: um monohidroxilado e outro di-hidroxilado. 

Um dos maiores gêneros de fungos é o Aspergillus, que inclui entre 260 a 850 

espécies. Entre elas existem diferenças genéticas significativas. Um exemplo disso 

são A. nidulans e A. fumigatus que geneticamente são tão diferentes quanto o 

homem do peixe, porém a diferença evolucionária entre o homem do peixe é de 450 
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milhões de anos enquanto que a diversificação do gênero Aspergillus se deu apenas 

há 200 milhões de anos. Essa diferença genética existente entre as espécies de 

fungos do gênero Aspergillus se deve a um aumento da taxa de aceleração 

evolucionária.(KRIJGSHELD et al., 2013). 

Fungos do gênero Aspergillus podem causar aspergilose e doenças das vias 

respiratórias, como alergia e bronquite. Porém, de espécies desse gênero pode-se 

isolar enzimas (KRIJGSHELD et al., 2013) e fármacos como a lovastatina (JAHROMI 

et al., 2013). 

O sucesso desse gênero se deve ao fato da alta taxa de esporulação, além 

de não possuir uma seletividade para o crescimento, podendo crescer entre 

temperaturas que variam entre 6 a 55°C. O maquinário enzimático desse gênero é 

impressionante. Produzem grande variedade de enzimas que permitem consumir 

qualquer tipo de substrato, assim é uma importante fonte de extração de enzimas 

como xilanases, amilases, pectinases entre outras (KRIJGSHELD et al., 2013).  

Este gênero também é caracterizado pela produção de substâncias, como 

aflatoxinas, encontradas em alimentos como amendoim, as quais apresentam alta 

toxicidade para os seres humanos, lesionando principalmente os hepatócitos. 

Existem aproximadamente 14 diferentes tipos de aflatoxinas, sendo que a sua maior 

prevalência ocorre em países tropicais devido ao armazenamento inapropriado dos 

grãos e a maior umidade relativa do ambiente (LEONG et al., 2012). Em uma 

revisão, Yu e Keller (2005) descrevem sobre a regulação do metabolismo 

secundário, focando principalmente na produção de micotoxinas. 

Fungos do gênero Aspergillus também são utilizados em estudos de 

biotransformação. Yang et al. (2005) utilizaram o fungo Aspergillus niger para 

biotransformar fraxinelona, obtendo dois produtos: um hidroxilado e outro onde 

houve a adição de um grupo carbonílico, sendo que ambos os produtos 

apresentaram efeito citotóxico moderado (Figura 12, página 17). 
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Figura 12. Biotransformação da fraxinelona. 
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Gouiric et al. (2004) biotransformaram o diterpeno ácido diidro-abiético, 

usando Aspergillus niger e obtiveram três produtos hidroxilados, sendo um  

di-hidroxilado, com as hidroxilas nas mesmas posições dos outros dois produtos 

(Figura 13). 

 

 
Figura 13. Biotransformação do diterpeno ácido diidro-abiético. 
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Venkateswarlu et al. (1999) utilizando Aspergillus niger reportaram a 

biotransformação do sesquiterpeno tricíclico ∆9.15.-africaneno, formando um 

composto hidroxilado e um epóxido. (Figura 14). 

 

 
 

Figura 14. Biotransformação do sesquiterpeno ∆9.15. –africaneno. 
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Lu et al. (2013) biotransformaram a substância cinobufotalina, que possui um 

esqueleto esteroidal cardiotônico e que possui uma atividade citotóxica significativa. 

Neste estudo foi utilizado o fungo Aspergillus niger e foram obtidos três compostos. 

Dentre as modificações ocorridas no esqueleto observaram-se hidroxilações 

(inclusive na posição 9 inédita na literatura), desidrogenação (formando um grupo 

carbonílico) e desacetilação (Figura 15).   
 

 
Figura 15. Biotransformação da substância cinobufotalina. 

 

Além da utilização de fungos para avaliação da biotransformação de 

fármacos, o uso de bactérias da microbiota intestinal também se torna uma 

ferramenta extremamente útil, uma vez que xenobióticos, quando ingeridos, podem 

ser metabolizados por esses micro-organismos.  

O cólon é constituído por um ecossistema altamente complexo de micro-

organismos anaeróbios e anaeróbios facultativos, onde a colonização corresponde a 

um número aproximado de 1012 UFC por grama de conteúdo intestinal 

(RUBINSTEIN, 1990; DUNNE, 2001; DING et al., 2009). 
Esse ecossistema co-evoluiu com os humanos formando uma simbiose 

intensa e de benefícios mútuos, levando a um grau de interdependência entre os 
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organismos envolvidos. A constituição da microbiota depende de alguns fatores, que 

as diferenciam e afetam seu funcionamento em cada indivíduo. Fatores como a 

dieta, estilo de vida, uso de antibióticos e doenças são alguns fatores dessa grande 

rede que modula a nossa microbiota. (NICHOLSON et al., 2012). Os probióticos 

(micro-organismos benéficos à saúde) têm sido incorporados em alimentos, 

contribuindo para a predominância de uma microbiota intestinal saudável. Dentre os 

diversos gêneros que integram o grupo dos probióticos, destacam-se o 

Bifidobacterium e o Lactobacillus (COPPOLA e TURNES, 2004). RECHNER et al. 

(2004) divulgaram um estudo sobre a dinâmica de metabolização dos polifenóis pela 

microbiota intestinal, mostrando que tanto a concentração do substrato, como a 

composição da microbiota intestinal influenciam na quantidade dos produtos de 

degradação desses compostos.  

A microbiota exerce uma forte influência sobre o sistema imune do hospedeiro 

modulando-o desde o nascimento até a fase adulta. Além disso, exerce influência sobre 

o metabolismo secretando substâncias que alteram o metabolismo do hospedeiro 

(NICHOLSON et al., 2012). Por exemplo, alguns ácidos biliares são hepatotóxicos para 

o hospedeiro, portanto passam pela metabolização de fase 2, onde sofrem conjugação. 

Ao serem excretados via intestino são metabolizados pela microbiota produzindo 

diversas estruturas que retornam via circulação entero-hepática. (NICHOLSON et al., 

2003). A variação da metabolização de substâncias ocorre também devido ao 

polimorfismo genético da população, porém é fácil imaginar que essa influência pode 

estar ligada a constituição da microbiota. (NICHOLSON et al., 2003). A microbiota pode 

influenciar o metabolismo de xenobióticos modulando a expressão gênica do 

hospedeiro, principalmente alguns citocromos (CLAUS et al., 2011).    

Possemiers et al. (2011), escreveram uma revisão discutindo o metabolismo 

de polifenóis e fito-estrógenos, destacando a sua capacidade de alterar a 

bioatividade como ativar algumas substâncias (fito-estrógenos). Haiser e Turnbaugh 

(2012) discutiram como a microbiota pode interferir na metabolização de fármacos, 

podendo ativá-los (L-Dopa), inativá-los ou produzir uma nova substância tóxica para 

o hospedeiro, sendo ela responsável pelo efeito colateral. Um exemplo disso é a 

sulfazalazina que sofre biotransformação da microbiota formando dois metabólitos, 

um com atividade farmacológica e o outro responsável pelos principais efeitos 

colaterais do fármaco (Figura 16, página 22). 
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Figura 16. Biotransformação da sulfasalazina. Em vermelho está a substância que 
causa os efeitos colaterais. 
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Sousa et al. (2008) escreveram um artigo de revisão discorrendo sobre a 

biotransformação de fármacos pela microbiota intestinal (Tabela 1). Nesse trabalho 

os autores destacaram a importância da realização desses estudos e afirmaram que 

estes deveriam integrar os procedimentos para o desenvolvimento de novos 

medicamentos no mundo todo. 
 

Tabela 1. Fármacos que são biotransformados pelas bactérias do Trato 
gastrointestinal. 

Fármaco Tipo de metabolização 
Ácido 5-aminosalicílico Acetilação 

Balsalazida Azo-redução 
Calcitonina Proteólise 

Clonazepam Redução 
Cloranfenicol Formação de amina e hidrólise da ligação amida 

Daidzein Redução 
Digoxina Redução 

Fenacetina Desacetilação 
Flucitosina Troca do grupo amino por um grupo carbonílico 
Hesperidina Desglicosilação 

Insulina Proteólise 
Isossorbida dinitrato Desnitração 

Lactulose Hidrólise 
L-Dopa Desidroxilação 

Levamisole Abertura do anel tiazólico 
Metafetamina N-desmetilação 
Metronidazola Redução 
Misonidazol Redução 
Neoprontosil Azo-redução 
Nitrazepam Redução 
Nizatidina Quebra da ligação N-óxido 
Olsalazina Azo-redução 
Omeprazol Redução 

Oxonato de potássio Redução 
Prontosil Azo-redução 

Quercetina-3-glucosidio Desglicosilação 
Ranitidina Quebra da ligação N-óxido 

Risperidona Quebra da ligação N-óxido 
Sorivudina Hidrólise 

Succinilsulfatiazol Remoção do grupo succinato 
Sulfasalasina Azo-redução 

Sulfimpirazona Redução 
Sulindaco Redução 

Trinitrato de gliceril Desnitração 
Zonisamida Redução 
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo geral 
 

Desenvolver processos de biotransformação do ácido copálico utilizando 

fungos filamentosos e bactérias do trato gastrointestinal, isolar e identificar os 

produtos de biotransformação majoritários. 

 

2.2 Objetivos específicos 
 

1. Isolar o ácido copálico de oleorresina de Copaifera; 

2. Determinar a concentração inibitória mínima do ácido copálico frente aos 

micro-organismos a serem avaliados nos estudos de biotransformação;  

3. Desenvolver processos de biotransformação do ácido copálico utilizando 

fungos filamentosos e bactérias da microbiota intestinal; 

4. Selecionar um ou dois processos mais promissores para o desenvolvimento 

em escala ampliada; 

5. Desenvolver o(s) processo(s) selecionado(s) em escala ampliada; 

6. Isolar e elucidar as estruturas químicas dos produtos de biotransformação 

majoritários. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 Lista de equipamentos 
 

• Cromatógrafo Waters®, modelo BreezeTM, com detector Dionex Corona CAD, 

da Thermo Scientific®. 

• Cromatógrafo Shimadzu® com detector de arranjos de diodos (DAD), modelo 

SPD – M10AVP. 

• Cromatógrafo Shimadzu® com detector UV/VIS, modelo SPD – 20A. 

• Autoclave vertical Phoenix, modelo AV 75. 

• Estufa de cultura Fanem Ltda, modelo 002CB.  

• BOD Solab, modelo SL 200/334.  

• Bancada de fluxo laminar vertical Pachane, modelo 310. 

• Espectrofotômetro  Biospectro, modelo SP-220.  

• Agitador de tubos Phoenix, modelo AP56. 

• Agitador magnético Ika, modelo color squid.   

• Câmara de anaerobiose Whitley, modelo DG250.  

• Speed vacuum Thermo Coorporation®, modelo Savant SPD2010.  

• Evaporador a vácuo Fisaton, modelo 801. 

• Balança analítica Sartorius, modelo BL 210-S. 

• Balança Marte, modelo AS – 2000 C. 

 

3.2 Análises dos oleorresinas 
 

Oleorresinas de diferentes procedências foram analisados com o objetivo de 

selecionar a melhor quanto ao teor de ácido copálico: oleorresina comercial 

adquirida da Apis Flora® lote 0790111, oleorresina coletada da espécie Copaifera 

langsdorffii e oleorresina coletada da espécie Copaifera duckei. 

As amostras foram analisadas por cromatografia líquida de alta eficiência com 

detector por aerossol carregado (CAD) e por detector de arranjos de diodos (DAD). 

Utilizou-se coluna da marca Waters, modelo sunfire C-18 (4,6 mm x 100mm de 
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diâmetro de partículas de 5 µm). Para proteção da coluna analítica foi empregada 

uma pré-coluna analítica com as mesmas especificações. As amostras foram eluídas 

em dois sistemas isocráticos, o primeiro de proporção 9:1 acetonitrila:água com 

0,1% de ácido acético (SOUZA et al., 2013) e o segundo de proporção 7:3 

acetonitrila:água com 0,1% de ácido acético. 

 

3.3 Extração do ácido copálico 
 

Amostra do oleorresina adquirido da Apis Flora® (352 g) foi submetida à 

cromatografia em coluna sob pressão reduzida empregando-se coluna de 25 cm de 

altura e 14,5 cm de diâmetro, empacotada com 720 g de sílica gel 60H Merck (0,063 

– 0,200 mm). O oleorresina foi previamente incorporado à sílica gel 60 Acros 

Organics (0,060-0,200 mm). As informações da cromatografia: volume da fase móvel 

e massas das frações obtidas, estão apresentadas na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Cromatografia em coluna sob pressão reduzida do oleorresina. 

Eluentes Volume (L) Massa (g) 
n-Hexano 2 153,6 

n-Hexano:AcOET(9:1) 2 39,2 
n-Hexano:AcOET(8:2) 2 68,2 
n-Hexano:AcOET(7:3) 2 17,7 
n-Hexano:AcOET(1:1) 2 10,5 

AcOET 2 6,3 
MeOH 2 3,9 

 

 

As frações obtidas foram analisadas por cromatografia em camada delgada 

comparativa. A fração n-hexano:acetato de etila 8:2 (68,2 g) foi submetida 

novamente à cromatografia em coluna sob pressão reduzida empregando-se uma 

coluna de 25 cm de altura e 14,5 cm de diâmetro, empacotada com 720 g de sílica 

gel 60H Merck (0,063 – 0,200 mm). A fração foi previamente incorporada à sílica gel 

60 Acros Organics (0,060-0,200 mm). A amostra foi eluída por gradiente, tendo as 

proporções, volumes e massas, apresentados na Tabela 3, página 29. 
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Tabela 3. Cromatografia em coluna sob pressão reduzida da fração n-
hexano:acetato de etila 8:2. 

Eluentes Volume (L) Massa (g) 
n-Hexano 1 6,4 

n-Hexano:AcOET(24:1) 1 22,6 
n-Hexano:AcOET(23:2) 1 13,9 
n-Hexano:AcOET(22:3) 1 5,6 
n-Hexano:AcOET(21:4) 1 1,5 
n-Hexano:AcOET(4:1) 1 1,5 

AcOET 1 2,2 
MeOH 1 5,1 

 

As frações 24:1 e 23:2 n-hexano:acetato de etila foram selecionadas após análise 

por CCDC para a continuidade do processo de isolamento e 0,85 g da fração 24:1 foram 

submetidas a uma cromatografia em coluna clássica utilizando sílica gel 60 Acros 

Organics (0,060-0,200 mm) impregnada com nitrato de prata empregando-se uma coluna 

de 45 cm de altura e 3 cm de largura. A impregnação do adsorvente com nitrato de prata 

foi realizada de acordo com Andreão et al., 2010. Pesaram-se 120 g de sílica gel 60 

Acros Organics (0,060-0,200 mm), num béquer, revestido com papel alumínio. Em 

seguida, em outro béquer revestido também com papel alumínio foram pesados 13 g de 

nitrato de prata (Cennabrás). O nitrato de prata foi solubilizado em 50 ml de água 

destilada e verteu-se a solução na sílica, misturando com bastão de vidro. Por fim cobriu-

se o béquer com duas camadas de papel alumínio furado e o mesmo permaneceu em 

estufa a 75 °C por três dias para a ativação da sílica.  

Após ativação, empacotou-se a coluna numa capela com pouca 

luminosidade, usando lâmpada amarela no ambiente e por fim revestiu-se a coluna 

com papel alumínio. A eluição da coluna foi realizada com 100% de n-hexano. 

Foram coletadas frações de 5 mL (Tabela 4) e para monitoramento das frações 

foram realizadas cromatografias em camada delgada comparativa e algumas 

frações foram também analisada por CLAE-CAD. 
 

Tabela 4. Cromatografia em coluna clássica com sílica impregnada com nitrato de 
prata da fração n-hexano: acetato de etila (24:1). 

Frações Massa (mg) 
Fração 1 102,0 
Fração 2 24,0 
Fração 3 45,5 
Fração 4 4,5 
Fração 5 79,0 
Fração 6 241,0 
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4,8 g da fração 23:2 foram submetidas à cromatografia em coluna clássica 

(Tabela 5) empregando-se uma coluna de 45 cm de altura e 3 cm de largura, 

empacotada com sílica gel 60 Acros Organics (0,060-0,200 mm). Utilizou-se fase 

móvel isocrática 98% de n-hexano e 2% de acetato de etila. A fração foi previamente 

incorporada à mesma sílica. Posteriormente, as frações obtidas foram submetidas às 

análises por cromatografia em camada delgada comparativa.  
 

Tabela 5. Cromatografia em coluna clássica da fração n-hexano: acetato de etila (23:2). 

Frações Massa (mg) 
Fração 1 363,5 
Fração 2 26,2 
Fração 3 59,0 
Fração 4 1179,0 
Fração 5 309,4 
Fração 6 491,8 

 

A fração 4 da coluna clássica (Tabela 5) e a fração 3 da coluna de nitrato de prata 

(Tabela 4) permaneceram no dessecador por 24 horas e então foram enviadas para 

obtenção dos espectros de RMN de 1H e de 13C. Os espectros (RMN 1H, 500 MHz) e 

(RMN 13C, 125 MHz) foram obtidos em clorofórmio deuterado em espectrômetro Bruker® 

DRX-500, no Departamento de Química da Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de 

Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. O fluxograma do isolamento do ácido 

copálico está apresentado na Figura 17. 
 

 
Figura 17. Fluxograma do isolamento do ácido copálico do oleorresina de Copaifera sp. 
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3.4 Meios de cultura utilizados 
 

Foram utilizados meios sólidos e líquidos. As descrições encontram-se 

abaixo: 

 

a. Meios sólidos: 

• Extrato de Malte: 2,0% de extrato de malte (Himedia), 2,0% de glicose 

(Synth), 0,1% de peptona (Himedia), 1,8% de ágar (Himedia); 

• Ágar MRS: 6,715% de Caldo DeMan-Rogosa-Sharpe (Oxoid),  

• Ágar MH: 2,1% de Ágar Mueller Hinton (Himedia); 1,8% de ágar 

(Himedia); 

 

 

b. Meios líquidos: 

• Caldo MRS: 5,2% de Caldo DeMan-Rogosa-Sharpe (Oxoid); 

• Caldo MH: 2,1 % de Caldo Mueller Hinton (Himedia); 

• Koch´s K1: 0,18% de glicose (Synth), 0,06% de peptona (Himedia) e 

0,04% de extrato de levedura (Himedia); 

• Jackson et al. (1993): 0,25% de pó de milho (Veranita), 1,0% de glicose 

(Synth), 1,0% de farinha de aveia (Quaker), 4,0% de pasta de tomate (Quero), 1,0% 

de CaCl2. 2H2O (Vetec) e 10,0 mL/L da solução com traços de elementos (0,1% de 

FeSO4. 7H2O (Vetec), 0,1% de MnCl2. 4H2O (Vetec), 0,0025% de CuCl2. 2H2O 

(Vetec), 0,01% de CaCl2. 2H2O (Vetec), 0,056% de H3BO3 (Vetec), 0,0019% de 

(NH4)6.MoO2. 4H2O (Vetec) e   0,02% de   ZnSO4. 7H2O (Vetec); 

 

Todos os meios de cultura foram preparados com água destilada e 

esterilizados em autoclave a 121 ºC, por 15 minutos antes do uso. 

 

3.5 Micro-organismos 
 

O fungo filamentoso Mucor rouxii NRRL 1894, gentilmente cedido pelo        

Dr. C. W. Hesseltine (Northern Utilization Research and Development Division, ARS, 
USDA, Peoria, IL, USA), pertence à coleção mantida no Departamento de Biologia 
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da Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto da Universidade de 

São Paulo e foi avaliado quanto à capacidade de biotransformar o ácido copálico. O 

fungo filamentoso Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404) foi adquirido da American 

Type Culture Collection (ATCC).  

Culturas provenientes da CHR Hansen, a qual fornece às indústrias 

alimentícias culturas de micro-organismos para a produção de alimentos funcionais 

probióticos, também foram utilizadas incluindo cultura láctica que contém 

Lactobacillus acidophilus (FERM FD DVS LA-5® - Probio-TecTM), cultura láctica que 

contém Bifidobacterium (FERM FD DVS BB 12®- Probio-TecTM) e cultura láctica de 

cepas mistas que contém Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium sp. e 

Streptococcus salivarius subesp. Thermophilus (FERM F DVS ABT-4). A linhagem 

de Escherichia coli ATCC 25922 foi adquirida da ATCC.  

 

3.6 Manutenção dos fungos filamentosos e das bactérias do trato 
gastrointestinal 

 

A manutenção das culturas puras dos fungos filamentosos (Mucor rouxii e 

Aspergillus brasiliensis) foi realizada em partículas de sílica gel (14 a 20 mesh). Para 

isto, inicialmente, o fungo foi repicado e cultivado em condições adequadas para a 

produção de esporos (item 3.7). Posteriormente, 3 mL de solução de leite em pó 

desnatado (7,5% de pó em água destilada), previamente esterilizada, foram 

adicionadas às superfícies das culturas para obtenção das suspensões de esporos. 

O volume de 1 mL de cada suspensão preparada foi adicionado em tubos de ensaio 

contendo sílica gel previamente esterilizada. Os tubos foram mantidos em banho de 

gelo por uma hora e, posteriormente, foram mantidos a temperatura ambiente por   

10 minutos antes de serem estocados a 4°C. 

As culturas das bactérias probióticas foram mantidas congeladas em caldo 

DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS, Oxoid), acrescido de L-cisteína/HCl (0,05%) 

contendo 40% v/v de glicerol. A linhagem de Escherichia coli foi mantida congelada 

em caldo triptona de soja contendo 40% v/v de glicerol. 
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3.7 Produção de esporos e biomassa pelos fungos Mucor rouxii e Aspergillus 

brasiliensis 
 

Os fungos filamentosos Mucor rouxii e Aspergillus brasiliensis foram 

cultivados em tubos de ensaio contendo o meio de cultura extrato de malte por         

7 dias a 30ºC. Após o término do período de incubação, foram adicionados 5 mL de 

solução aquosa de Tween 80 a 2 % em cada tubo. O número de esporos (4x106/mL) 

foi estimado através de contagem dos esporos em câmara de Neubauer e em 

seguida foram inoculados em 15 mL de meio pré-fermentativo, descrito por Jackson 

et al. (1993). As culturas foram desenvolvidas em Erlenmeyers sob agitação 

constante de 120 rpm, a 30ºC por 48 horas (Mucor rouxii) e 24 horas (Aspergillus 

brasiliensis).  

 

3.8 Determinação dos valores de Concentração Inibitória Mínima (CIM) do 
ácido copálico 

 
Com o intuito de evitar possíveis efeitos tóxicos da substância a ser 

biotransformada sobre as linhagens avaliadas, foram determinados os valores de 

concentração inibitória mínima (CIM) do ácido copálico frente aos micro-organismos 

utilizados, pelo método de microdiluição em microplaca segundo a metodologia 

preconizada pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards, atualmente 

denominado Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006 e 2007), com 

adaptações. 

Os micro-organismos foram cultivados previamente em meio sólido. Os 

fungos Mucor rouxii e Aspergillus brasiliensis foram repicados em tubos contendo 

meio extrato de malte e as bactérias probióticas e a cultura mista, em placas 

contendo ágar MRS suplementado  com l-cisteina/HCl(0,05%) 33,33% m/m de 

glicose. A bactéria Bifidobacterium sp cresceu nas mesmas condições que as 

anteriores, sem a necessidade de  glicose. O repique da bactéria E. coli foi feito em 

placas contendo ágar Mueller Hinton (MH). As culturas desenvolvidas foram 

utilizadas para a preparação dos inóculos. 

Os inóculos foram de 107 UFC/mL para bactérias e de 4x106 esporos/mL para 

os fungos. 
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Para o teste utilizaram-se concentrações entre 400 e 0,195 µg/mL de ácido 

copálico no meio de cultura. Uma solução de ácido copálico (1mg) em 125 µL de 

dimetilsulfóxido (DMSO) foi utilizada como solução mãe após adição de meio de 

cultura. Numa placa de 96 poços foram realizadas diluições seriadas e por fim foram 

adicionados 20 µL de inóculo.  

Foram realizados controles de: 

• Esterilidade dos meios de cultivo. 

• Crescimento do inóculo (5 % de DMSO). 

• Esterilidade do ácido copálico. 

• Viabilidade do inóculo. 

• Controles positivos (miconazol para os fungos, penicilina para as bactérias 

probióticas e estreptomicina para a bactéria E. coli).  

Para revelação das placas inoculadas com bactérias utilizou-se solução 

aquosa de resazurina (40 µL/poço) a 0,02%. 

 

3.9 Biotransformação do ácido copálico 
 

As massas miceliais obtidas das duas culturas fúngicas desenvolvidas no 

meio pré-fermentativo (item 3.7) foram transferidas para 30 mL de meio Koch’s K1.  

Adicionou-se então 0,1g/L de ácido copálico no meio de cultura previamente 

solubilizado em DMSO (3 mg/300 µL). A cultura contendo ácido copálico, bem como 

as culturas controles com o meio de cultura inoculado, sem a substância a ser 

biotransformada e com o meio de cultura não inoculado contendo a substância, 

foram desenvolvidas a 30°C, sob agitação constante de 120 rpm, por 168 horas, 

sendo que 1 Erleymeyer controle e 1 Erleymeyer da biotransformação foram 

retirados nos tempos 6 horas, 12 horas (Aspergillus brasilliensis) e a cada 24 horas 

visando o monitoramento do processo.  

Os processos de biotransformação realizados com as bactérias do trato 

gastrointestinal foram desenvolvidos em câmara de anaerobiose, em atmosfera de 85% 

de nitrogênio, 10% de dióxido de carbono e 5% de gás hidrogênio, na temperatura 

controlada de 37°C. As culturas foram inicialmente ativadas em caldo DeMan-Rogosa-

Sharpe (MRS, Oxoid), acrescido de L-cisteína/HCl (0,05%), sendo adicionados 33,3% 

m/m de glicose nos meios de cultivo destinados à cultura láctica contendo Lactobacillus 
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acidophilus e à cultura láctica mista, para favorecimento do crescimento (GODERSKA 

et al., 2008). As culturas permaneceram no caldo durante 24 horas, sendo 

posteriormente inoculadas em placas de Petri contendo ágar MRS e cultivadas por 36 

horas a 37ºC.  A bactéria E. coli foi reativada em caldo Mueller Hinton (MH) tanto para o 

cultivo em câmara de anaerobiose como para o cultivo em condições aeróbias em 

estufa, ambos a 37°C. Após 24 horas nessas condições as culturas foram transferidas 

para placas de Petri contendo ágar MH e incubadas nas condições anaeróbia ou 

aeróbia, sendo cultivadas por mais 24 horas. Posteriormente, inóculos de 106 UFC/mL 

foram transferidos para Erlenmeyers de 125 mL contendo 30 mL de caldo MRS ou MH 

(E.coli). O inóculo foi preparado usando o método de turbidimetria em espectrofotômetro 

a 625 nm e o tempo de cultivo foi determinado pela curva de crescimento das bacterias 

escolhendo o inicio da fase estacionária (12 horas para E.coli e Lactobacillus 

acidophilus, 18 horas para a cultura mista e 32 horas para Bifidobacterium sp) . As 

bactérias foram cultivadas sob agitação, com auxílio de barra magnética, até atingirem a 

fase estacionária, sendo então adicionado o ácido copálico. Os processos foram 

avaliados após 24 horas de incubação. 

Controles das culturas bacterianas contendo 3,33% de DMSO e dos meios de 

cultura não inoculados contendo 0,1 g/L de ácido copálico, solubilizado em DMSO, 

foram conduzidos em paralelo. 

 

3.10 Obtenção dos extratos com solvente orgânico 
 

Após o período de incubação, as culturas provenientes dos processos 

desenvolvidos com os fungos foram filtradas à vácuo e os filtrados obtidos foram 

submetidos a partição líquido-líquido com 10 mL de acetato de etila (repetiu-se o 

procedimento 3 vezes). O micélio foi congelado por um dia, macerado e  submetido 

a extração com acetato de etila. 

As culturas provenientes dos processos desenvolvidos com as bactérias 

foram centrifugadas durante três minutos a 4000 rpm sob refrigeração de 15°C.      

Posteriormente, os caldos foram submetidos também a partição liquido-líquido com 

10 mL de acetato de etila (repetiu-se o procedimento 3 vezes).  

Após o processo extrativo, os solventes foram evaporados à vácuo até a 

secura. 
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3.11 Análise dos extratos por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 
e Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN de 1H, 500 MHz) 

 

Para a realização das análises qualitativas dos extratos por cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE), utilizou-se o detector CAD da Thermo Scientific® e 

o detector UV/VIS da Shimadzu®. Utilizou-se uma coluna Waters, modelo sunfire    

C-18 (4,6 mm x 100 mm, diâmetro de partículas de 5 µm) e para a proteção da 

coluna analítica foi empregada uma pré-coluna analítica com as mesmas 

especificações. Extratos preparados a partir dos meios de cultura não inoculados 

foram também analisados. 

Foram utilizadas as seguintes condições cromatográficas: sistema de eluição 

por gradiente, iniciando com acetonitrila:água (4:6), passando para 100% de 

acetonitrila em 50 minutos, mantendo essa condição por 5 minutos e retornando a 

condição inicial após 5 minutos; vazão de 1,0 mL/min. Os extratos foram 

solubilizados na fase móvel inicial de modo a obter-se uma concentração de             

1 mg/mL. Foram injetados 30 µL de cada extrato.  

 

3.12 Isolamento e determinação estrutural dos produtos de biotransformação 
 

A partir da cultura do fungo Mucor rouxii contendo 145 mg de ácido copálico 

incubada por cinco dias foram obtidos 196 mg de extrato em acetato de etila. Para 

isolamento dos produtos de biotransformação produzidos pelo fungo Mucor rouxii foi 

realizada CLAE-UV/VIS em escala semi-preparativa utilizando uma coluna Waters, 

modelo sunfire C-18 (10 mm x 100 mm, diâmetro de partículas de 5 µm).  

A amostra foi então diluída na fase móvel inicial numa concentração de            

23,4 mg/mL e foram retiradas alíquotas desta solução diluindo-se para a 

concentração de 4,7 mg/mL. Por fim a amostra foi centrifugada, filtrada e injetada 

(300 L) (Figura18). 
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Figura 18. Fluxograma da biotransformação e isolamento dos produtos de 
biotransformação do ácido copálico. 

 

Como fase móvel utilizou-se uma gradiente iniciado numa proporção de 35% 

de ACN em água chegando-se em 45% de ACN em 18 minutos e após um minuto 

em 100% de ACN, mantendo-se por 4 minutos nesta condição e retornando para a 

condição inicial em 3 minutos. Os comprimentos de onda de 200 e 210 nm foram 

selecionados para as análises. Os códigos das substâncias isoladas da 

biotransformação e suas respectivas massas estão representados na Tabela 6. 
 

Tabela 6. Produtos de biotransformação e suas massas. 

Frações Massa (mg) 
Bp1 11,6 
Bp2 1,5 
Bp3 1,7 
Bp4 2,5 
Bp5 11,7 
Bp6 25,0 

 

Para identificação, as substâncias foram submetidas às análises de RMN de 
1H, 500 MHz, RMN de 13C, 125 MHz em metanol deuterado em espectrômetro 

Bruker® DRX-500, no Departamento de Química da Faculdade de Filosofia, 

Ciências e Letras de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo, onde também 

foram obtidos os mapas de contornos HMQC e HMBC. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1 Análises dos oleorresinas 
 

Foram analisados oleorresinas de diferentes procedências, tanto comercial 

como extraídas diretamente das árvores, cujas espécies foram identificadas tendo 

como objetivo avaliar a composição química e selecionar o oleorresina com maior 

teor de ácido copálico. 

As análises foram realizadas em dois cromatógrafos diferentes com 

detectores também diferentes utilizando dois sistemas de eluição. Ao analisar os 

perfis dos oleorresinas (Figuras 19 e 20, páginas 40 e 41, respectivamente), 

constata-se uma diferença já esperada entre eles devido à influência de vários 

fatores: sazonalidade, solo, clima, diferenças entre espécies, entre outras. Porém, o 

que chama a atenção é o oleorresina comercial que apresenta um perfil mais 

complexo do que os oleorresinas obtidos diretamente das espécies identificadas. 
Esse fato pode ser indicativo de que a amostra comercial é constituída de 

oleorresinas de diferentes espécies. Nas análises realizadas por CLAE-CAD não são 

detectados sesquiterpenos e monoterpenos, pois o detector CAD, não possibilita a 

detecção de substâncias com pressão de vapor maior que 10-4. 
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Figura 19. Cromatogramas de oleorresinas de espécies identificadas e de 
oleorresina comercial, obtidos com detector CAD. O cromatograma A refere-se ao 
oleorresina coletado da espécie Copaifera reticulada Duckei, o cromatograma B 
refere-se ao oleorresina extraído da espécie Copaifera langsdorffii, o cromatograma 
C refere-se a amostra de oleorresina comercial (lote 0790111). 
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Figura 20. Cromatogramas de oleorresinas de espécies identificadas e de 
oleorresina comercial utilizado na extração do ácido copálico, obtidos com detector 
DAD. O cromatograma A refere-se ao oleorresina coletado da espécie Copaifera 
reticulada Duckei, o cromatograma B refere-se ao oleorresina extraído da espécie 
Copaifera langsdorffii, o cromatograma C refere-se à amostra do oleorresina 
comercial (lote 0790111). 

 

 

  



Resultados e Discussão  |  42 

4.2 Extração do ácido copálico 
 

Devido à complexidade do oleorresina selecionado (cromatograma C Figura 19, 

página 40), foram necessárias várias etapas para purificação. O primeiro processo foi a 

cromatografia em coluna sob pressão reduzida. Nessa etapa visou-se separar os 

constituintes da amostra retirando-se os compostos polares, os sesquiterpenos e os 

monoterpenos. Foi observado que a fração com maior massa foi a fração n-hexânica, o 

que era de se esperar, pois essa fração contém os compostos voláteis como 

sesquiterpenos e monoterpenos A fração n-hexano:acetato de etila 8:2 obtida no primeiro 

processo cromatográfico realizado com o oleorresina (Tabela 2 página 28, Figuras 21 e 

22, páginas 42 e 43), contém ácido copálico e corresponde a cerca de 30% do 

oleorresina. Pode-se observar na Figura 22, página 43, que a fração n-hexano:acetato de 

etila 7:3 também apresenta-se menos complexa do que a fração n-hexano:acetato de 

etila 9:1, a qual também contém ácido copálico (componente de Rf 0,44, destacado na 

mesma figura). Deve-se salientar que nos cromatogramas existem alguns picos que não 

são detectados no detector de arranjo de diodos (DAD). Isso ressalta a importância de se 

utilizar várias técnicas de análise no isolamento de substâncias oriundas de matrizes 

complexas como extratos de planta e oleorresinas. 
 

 
Figura 21. Cromatogramas da fração n-hexano:acetato de etila 8:2 obtidos com 
detectores diferentes CAD (A) e DAD (B). 
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Figura 22. Cromatografia em camada delgada comparativa das frações obtidas do 
oleorresina após a primeira cromatografia por coluna sob pressão reduzida.1: fração 
rica em ácido copálico; 2: fração hexano:acetato de etila 1:1; 3: fração 
hexano:acetato de etila 9:1; 4: fração hexano: acetato de etila 8:2; 5: fração 
hexano:acetato de etila 7:3; 6: fração acetato de etila. 

 

A segunda cromatografia por coluna sob pressão reduzida foi realizada com 

um sistema de eluição diferente. Nessa etapa o ácido copálico foi detectado na 

segunda e na terceira fração.  

Como observado nos cromatogramas (Figura 23, página 44), as 

complexidades são semelhantes, porém as duas amostras não foram reunidas. 

Foram submetidas a uma purificação específica para cada uma delas devido à 

complexidade das substâncias que estão acompanhando o ácido copálico. Na 

primeira, devido ao formato do pico (indicando haver mais de um composto junto 

com o ácido copálico) optou-se por fazer uma coluna clássica com sílica impregnada 

com nitrato de prata. A opção dessa técnica foi devida a sua seletividade em separar 

isômeros de diterpenos que possuem ligações duplas e grupos oxigenados 

(ANDREÃO et al., 2010). A segunda amostra por ter um perfil melhor na região do 

ácido copálico foi purificada em uma coluna clássica com sílica gel.  
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Figura 23. Cromatogramas das frações 2 e 3 respectivamente, obtidos por CLAE-
CAD. 

 

A coluna clássica apresentou-se como uma ótima alternativa para purificação 

dessa amostra (Figura 24). A eluição da coluna foi realizada com o sistema  

n-hexano:acetato de etila 98:2, obtendo-se 430 frações e em torno de 25% de ácido 

copálico por coluna.  
 

 

Figura 24. Cromatograma da fração 4 obtida da coluna clássica. 
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O processo cromatográfico em coluna de sílica impregnada com nitrato de 

prata foi mais rápido, sendo necessário em torno de 100 frações para purificação. 

Apesar de obter-se em torno de 5% de ácido copálico o diterpeno obtido apresentou 

menor teor de impurezas (Figura 25 e Figura 26). 

 

 

Figura 25. Cromatograma da fração 3 obtida da coluna de sílica impregnada de 
nitrato de prata. 

 

 
Figura 26. Espectro de massa da fração obtida na coluna de sílica impregnada de 
nitrato de prata. 

 

Como mencionado anteriormente, o ácido copálico foi identificado com base 

nas análises de RMN de 1H e de RMN de 13C. Os espectros obtidos estão 

apresentados nas Figuras 27 e 28 (páginas, 46 e 47). 
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Figura 27. Espectro de RMN de 1H do ácido copálico (CDCl3, 500 MHz). 

 

No espectro de RMN de 1H desse diterpeno é possível verificar a presença de 

três sinais (sl, integrados para 1H cada) em δ 5,67, 4,48 e 4,84 atribuídos aos 

hidrogênios H-14, H-17a e H-17b respectivamente. Esses sinais são característicos 

de diterpenos do tipo labdano comumente encontrados no oleorresina de plantas do 

gênero Copaifera (VEIGA JR. e PINTO, 2002; TAPPIN et al., 2004;                

VEIGA JR. et al., 2007). Nesse espectro, observa-se também em δ 0,68, 0,79, 0,86 

e 2,16 a existência de 4 sinais (s, integrados para 3H cada) que foram atribuídos, 

respectivamente, aos hidrogênios das metilas H-20, H-19, H-18 e H-16. O 

deslocamento paramagnético observado para a metila H-16 em relação às demais, 

deve-se ao fato desta estar ligada a um carbono do tipo sp2. 

 No espectro de RMN de 13C observa-se a presença de 19 sinais, 

destacando-se a presença de um carbono carbonílico (δ 172,3; C-15) e dos 

carbonos olefínicos em δ 106,5, 114,9, 148,4 e 164,4, referentes aos carbonos C-17, 

C-14, C-8 e C-13 respectivamente. Podem-se observar também os sinais referentes 

aos carbonos quaternários, metílicos, metilênicos e metínicos presentes nesta 

substância. As atribuições referentes aos átomos de hidrogênios e carbonos 

encontram-se respectivamente nas Tabelas 7 e 8 (páginas 47 e 48).  

  



Resultados e Discussão  |  47 

 

 

Figura 28. Espectro de RMN de 13C do ácido copálico (CDCl3, 125 MHz). 

 

 

 

Tabela 7. Dados de RMN de 1H do ácido copálico (500 MHz, CDCl3). 

Hidrogênio 
 

              Ácido copálico    
             (FUJII et al., 2009) 

       Ácido copálico  
isolado 

  H-14           5,67 d (1,0 Hz, 1H)      5,67 sl 
  H-16           2,17 d (1,0 Hz, 3H) 2,16 s 
  H-17a                      4,50 s 4,48 sl 
  H-17b           4,85 d (1,0 Hz, 1H) 4,84 sl 
  H-18                      0,88 s 0,86 s 
  H-19           0,80 s 0,79 s 
  H-20                      0,69 s 0,68 s 
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Tabela 8. Dados de RMN de 13C do ácido copálico (125 MHz, CDCl3). 

  Carbono 
 

               Ácido copálico  
               (FUJII et al., 2009) 

    Ácido copálico          
isolado 

1 42,0 42,2 
2 19,3 19,5 
3 39,0 39,1 
4 33,5 33,7 
5 55,4 55,4 
6 24,4 24,5 
7 38,2 38,4 
8 148,2 148,4 
9 56,1 56,2 
10 39,6 39,8 
11 21,4 21,6 
12 40,0 40,1 
13 163,8 164,4 
14 114,8 114,9 
15 172,0 172,3 
16 19,1 19,4 
17 106,3 106,5 
18 33,5 33,7 
19 21,6 21,8 
20 14,4 14,6 

 

4.3 Valores de Concentração Inibitória Mínima (CIM) do ácido copálico. 
 

Os valores de CIM do ácido copálico frente aos micro-organismos utilizados 

nos processos de biotransformação estão apresentados na Tabela 9: 

 

Tabela 9. Valores de CIM do ácido copálico frente aos micro-organismos avaliados. 

Micro-organismo CIM (µg/mL)) 
            Mucor rouxii >400 

Aspergillus brasiliensis >400 
Lactobacillus acidophilus 200 

       Bifidobacterium sp 200 
  Cultura mista 200 
       E. coli 200 
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Os resultados obtidos propiciaram determinar a quantidade de ácido copálico 

a ser adicionada nas culturas dos diferentes micro-organismos sem causar 

interferência no desenvolvimento dos mesmos. Assim ao comparar-se a 

concentração (100 µg/mL) de substâncias utilizadas em nosso laboratório para a 

realização das biotransformações com as CIM obtidas (200 à 400 µg/mL), 

certificamos que a concentração de ácido copálico utilizada no estudo foi adequada. 

 

4.4 Biotransformação do ácido copálico pelo fungo Aspergillus brasiliensis 
 

O processo de biotransformação foi monitorado durante sete dias de 

incubação e retirou-se um frasco controle e um frasco de biotransformação a partir 

de 6 horas de cultivo. Em 6 horas não havia mais sinal do ácido copálico no extrato 

obtido da cultura e então foi analisado também o extrato obtido do micélio, sendo 

detectado neste extrato (Figura 29). O ácido copálico foi detectado no extrato do 

micélio até o sexto dia de incubação.  

 

 
Figura 29. Comparação dos cromatogramas do controle do micélio do dia 6(A) com 
o cromatograma do micélio da biotransformação do dia 6(B).  

  



Resultados e Discussão  |  50 

Analisando os cromatogramas dos extratos obtidos dos controles com os 

extratos obtidos das biotransformações pôde-se observar a presença de vários 

compostos nos extratos de biotransformação, mas em baixas intensidades, 

sugerindo estarem em baixas concentrações. O melhor tempo para a 

biotransformação foi o sétimo dia, mas ainda assim as intensidades permaneceram 

muito baixas (Figura 30).  

 

 
Figura 30. Comparação dos cromatogramas do controle do dia 7(A) e da 
biotransformação do dia 7(B). 

 

4.5 Biotransformação do ácido copálico pelo fungo Mucor rouxii 
 

O processo de biotransformação foi monitorado durante sete dias de 

incubação iniciando-se também a retirada dos Erlenmeyers dos controles e das 

biotransformações a partir de 6 horas de cultivo. O micélio foi analisado e não foi 

detectada a presença de ácido copálico, o qual ainda foi detectado no extrato do 

caldo da cultura incubada por 24 horas (Figura 31, página 51).  
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Figura 31. Cromatograma do controle em 24 horas (A) e cromatograma da 
biotransformação em 24 horas (B). 

 

O extrato obtido do caldo da cultura incubada com ácido copálico por 120 

horas foi submetido à análise por RMN de 1H e foram detectados os sinais em δH 

4,84 e em δH 4,48, correspondentes aos hidrogênios H-17b e H-17a do ácido 

copálico, mas o sinal em δH 5,67, correspondente ao hidrogênio H-14, não foi 

detectado, bem como o sinal do grupo metílico (H-16) em δH 2,16, sendo indicativo 

da ocorrência de biotransformação. Na Figura 32, página 52, está apresentado o 

espectro de RMN de 1H do extrato obtido da cultura incubada por 120 horas. 
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Figura 32.Espectro de RMN 1H do extrato obtido da cultura do fungo Mucor rouxii 
desenvolvida com ácido copálico por 120 horas (CDCl3, 500 MHz).  

 

Analisando os perfis obtidos das culturas controle e de biotransformação 

observou-se primeiramente a formação de quatro produtos de biotransformação 

codificados como Bp1, Bp3, Bp5 e Bp6. Estes picos detectados por CLAE-DAD 

apresentaram espectros no UV semelhantes ao do ácido copálico. Escolheu-se o 

quinto dia de biotransformação (120 horas) por ter sido o menor tempo com a maior 

quantidade de produtos biotransformados (Figura 33, página 53). Os espectros no 

UV do ácido copálico e dos possíveis produtos de biotransformação estão 

apresentados na Figura 34, página 53. 

  



Resultados e Discussão  |  53 

 

 
Figura 33. Cromatograma do controle no dia 5 (A) e cromatograma da 
biotransformação no dia 5 (B) com os produtos de biotransformação destacados. 

 

 

Figura 34. Espectros no UV dos produtos de biotransformação Bp1(A), Bp3(B), 
Bp5(C), Bp6(D) e do ácido copálico (E). 
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Após a detecção dos produtos e a seleção do melhor dia, ampliou-se a escala 

de produção dos extratos.  Com o intuito de otimizar o tempo de trabalho optou-se 

pelo aumento do número de Erlenmeyers, pois o aumento do volume do meio 

poderia levar a uma diminuição ou até mesmo uma inibição da produção dos 

produtos de biotransformação devido a diferenças na aeração. 

Em seguida foi analisado o extrato da biotransformação para certificar-se da 

reprodutibilidade dos resultados, que foram confirmados na análise dos 

cromatogramas. Procedeu-se então ao isolamento e identificação dos compostos. 

 

4.6 Biotransformação do ácido copálico pelas bactérias do trato 
gastrointestinal 

 

Diferentemente do que foi observado nas análises dos espectros dos extratos 

das culturas fúngicas desenvolvidas por diferentes períodos, não foram detectados 

sinais de diterpenos nas culturas de Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium sp. e 

na cultura de cepas mistas que contém Lactobacillus acidophilus,        

Bifidobacterium sp. e Streptococcus salivarius subesp. thermophilus incubadas com 

ácido copálico por 24 horas. Para que pudéssemos descartar a possibilidade de 

obtenção de produtos de biotransformação do ácido copálico por estes micro-

organismos, haveria necessidade de desenvolvermos os processos em tempos de 

incubação menores, já que o crescimento e o metabolismo das bactérias são muito 

mais acelerados quando comparados aos fungos.  

Por outro lado, nos espectros de RMN de 1H dos extratos obtidos das culturas 

de E. coli desenvolvidas por 24 horas em aerobiose e em anaerobiose (Figuras 35 e 

36, páginas 55 e 56, respectivamente) foram detectados os sinais dos hidrogênios 

do ácido copálico, que foi confirmado com a análise da amostra por CLAE-CAD. 

Porém não foi detectado nenhum produto de biotransformação. 
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Figura 35. Espectro de RMN de 1H do extrato obtido da cultura de E. coli 
desenvolvida com ácido copálico em anaerobiose por 24 horas (CDCl3 500 MHz). 
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Figura 36. Espectro de RMN de 1H do extrato obtido da cultura de E. coli 
desenvolvida com ácido copálico em aerobiose por 24 horas (CDCl3, 500 MHz). 

 

4.7 Isolamento e identificação dos produtos de biotransformação do ácido 
copálico produzidos pelo fungo Mucor rouxii 

 

Para isolamento dos produtos de biotransformação foi utilizada CLAE em 

escala semi-preparativa com detecção por UV monitorando em dois comprimentos 

de onda, 200 e 210 nm. A fase móvel foi alterada em comparação a análise no 

aparelho analítico com o intuito de otimizar o tempo e aumentar a quantidade de 

extrato injetado. Com as alterações efetuadas conseguiu-se obter uma melhor 

separação que evidenciou a presença de outros dois produtos de biotransformação, 

totalizando assim 6 produtos (Figura 37, página 57). 
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Espectros de RMN de 1H, de 13C, de 13C-DEPT 135° e os mapas de contornos 

HMQC e HMBC de dois produtos de biotransformação, codificados Bp1 e Bp5, 

foram adquiridos e analisados. 

Para elucidação das estruturas químicas dos dois produtos de 

biotransformação do ácido copálico foram consideradas as ausências de alguns 

sinais e o aparecimento de outros, bem como as correlações observadas nos mapas 

de contornos HMQC e HMBC.  

Os espectros de RMN de 1H, de 13C, de 13C-DEPT 135° e os mapas de 

contornos HMQC e HMBC do produto codificado Bp1 estão apresentados nos 

anexos de A a E. Na Figura 38 (página 58) está apresentada a estrutura química 

sugerida para o produto de biotransformação codificado Bp1. Os dados de RMN de 
1H e de 13C estão apresentados nas Tabelas 10 e 11, páginas 58 e 59. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Cromatograma do extrato contendo os produtos de biotransformação
do ácido copálico, destacando os principais produtos de biotransformação. 
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Figura 38. Estrutura química do produto de biotransformação Bp1. 

 

 

 

Tabela 10. Dados de RMN de 1H do produto de biotransformação Bp1 (400 MHz, 
CD3OD). 

Posição δH ppm, mult., (J Hz) 
      H-3 3,63 dd (8,5 e 1,2) 

 H-14 2,43 s 
 H-16 1,26 s 
H-17a 4,58 d (8,5) 
H-17b 4,82 s 

H-18 
3,26 d (11,1) 1H 
3,50 d (11,1) 1H 

H-19 0,66 s 
H-20          0,74 s 
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Tabela 11. Dados de RMN de 13C do produto de biotransformação Bp1  
(100 MHz, CD3OD). 

Posição δC ppm 
1 38,0 
2 28,2 
3 73,4 
4 43,7 
5 58,5 
6 24,8 
7 39,0 
8 149,5 
9 58,5 

10 40,4 
11 18,9 
12 41,9 
13 72,5 
14 46,6 
15 175,5 
16 27,2 
17 107,4 
18 66,8 
19 12,6 
20 15,4 

 

 

No espectro de RMN de 1H da substância Bp1 não foi observado o sinal do    

H- 14 do ácido copálico em δH 5,67 o que indicou a ocorrência de modificação nesta 

parte da molécula. Observou-se em δH 2,43 um singleto que integrou para dois 

hidrogênios e que apresentou correlação com o δC 72,5, o qual por sua vez 

apresentou correlação também com o sinal em δH 1,26 (s) integrado para três 

hidrogênios. O sinal observado em δH 2,43 também apresentou correlação com o    

δC 175,5 atribuído ao grupo carbonílico. Este conjunto de sinais possibilitou 

determinar a ocorrência de hidroxilação no C-13. O sinal do grupo metílico em        

δH 1,26 apresentou ainda correlação com o δC 41,9 confirmando a atribuição 

realizada. Os sinais em δH 4,58 d (8,5 Hz) e em δH 4, 82 (s) integrados para um 

hidrogênio cada no espectro RMN de 1H e o sinais em δC 107,4 e em δC 149,5 no 

espectro de RMN de 13C possibilitam sugerir a presença da ligação dupla entre os 

carbonos 8 e 17.  

No espectro de RMN de 1H observou-se também a presença de um duplo 

dupleto em δH 3,63 (8,5 e 1,2 Hz), integrado para um hidrogênio, o qual no mapa de 
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contornos HMQC aparece ligado ao carbono em δC 73,4, o que indicou a ocorrência 

de outra hidroxilação. As correlações observadas entre o δH 3,63 e os δC 12,6 e       

δC 66,8, bem como os deslocamentos químicos dos hidrogênios e carbonos 

adjacentes, possibilitaram sugerir a ocorrência de hidroxilação no C-3.                

A estereoquímica do grupo hidroxílico foi atribuída considerando o valor da 

constante de acoplamento de 8,5 Hz. Dois dupletos, integrados para um hidrogênio 

cada, foram observados em δH 3,26 (11,1 Hz)	e δH 3,50 (11,1 Hz), os quais estão 

ligados ao carbono em δC 66,8, o que sugere novamente a ocorrência de 

hidroxilação. A correlação entre os sinais em δH 0,66 e δC 66,8, bem como a 

comparação dos sinais observados com os da literatura                

(JEFFERIES e RATAJCZAK, 1973; SHEN et al., 2006) possibilitaram sugerir a 

localização do grupo hidroxílico no C-18. A análise do espectro de RMN de          
13C-DEPT 135° confirmou o padrão de hidrogenação de cada carbono. A fórmula 

molecular C20H34O5 foi confirmada na análise do espectro de massas de alta 

resolução obtido com ionização por electrospray no modo negativo                

(m/z 353,2324 [M-H]-, correspondente a molécula desprotonada (Figura 39,      

página 61).  
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Figura 39. Espectro de massas do produto de biotransformação Bp1. 
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A estrutura química proposta para o produto de biotransformação Bp5    

(Figura 40) é semelhante à estrutura proposta para o produto codificado Bp1. A 

diferença entre os produtos está no número de grupos hidroxílicos. Os dados de 

RMN de 1H e de 13C do produto de biotransformação codificado como Bp5 estão 

apresentados nas Tabelas 12 e 13 (páginas 62 e 63, respectivamente) e os 

espectros de RMN de 1H, de 13C, de 13C-DEPT 135° e os mapas de contornos 

HMQC e HMBC do produto codificado Bp5 estão apresentados nos anexos F a J. 

 

 
Figura 40: Estrutura química do produto de biotransformação Bp5. 

 
Tabela 12. Dados de RMN de 1H do produto de biotransformação Bp5  
(400 MHz, CD3OD). 

Posição δH ppm, mult., (J Hz) 
       H-3    3,18 dd (8,3 e 1,7) 

H-14 2,43 s 
H-16 1,26 s 
H-17a           4,58 d (8,5) 
H-17b 4,82 s 
H-18           0,76 s 
H-19           0,97s 
H-20           0,72 s 
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Tabela 13. Dados de RMN de 13C do produto de biotransformação Bp5 
(100 MHz, CD3OD). 

Posição δC ppm 
1 38,3 
2 28,6 
3 79,5 
4 40,2 
5 56,0 
6 25,2 
7 39,3 
8 149,3 
9 58,5 

10 40,6 
11 19,0 
12 41,9 
13 72,5 
14 46,2 
15 175,5 
16 27,2 
17 107,4 
18 16,1 
19 28,8 
20 15,0 

 

 

Nos espectros de RMN de 1H e de RMN de 13C da substância Bp5, bem como 

nos mapas de contornos HMQC e HMBC, foram observados sinais e correlações 

semelhantes àqueles observados nos espectros e mapas de contornos da 

substância codificada Bp1, exceto pelos sinais atribuídos aos grupos metílicos em   

δH 0,76 e δH 0,97, o que sugere a não ocorrência de hidroxilação no C-18. A análise 

do espectro de RMN de 13C-DEPT 135° confirmou também o padrão de 

hidrogenação de cada carbono. A fórmula molecular C20H34O4 foi confirmada na 

análise do espectro de massas de alta resolução obtido com ionização por 

electrospray no modo negativo (m/z 337,2376 [M-H]-, correspondente a molécula 

desprotonada (Figura 41, página 64).  
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Figura 41. Espectro de massas do produto de biotransformação Bp5. 
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5 CONCLUSÕES 
 
Os resultados das análises dos oleorresinas de diferentes procedências 

sugerem que a amostra comercial analisada trata-se de uma mistura de oleorresinas 

de diferentes espécies.   

Os processos cromatográficos utilizados na etapa de isolamento do ácido 

copálico a partir de oleorresina comercial propiciaram a obtenção deste diterpeno 

em grau de pureza adequado para a realização dos estudos de biotransformação. 

 Os ensaios realizados para a determinação dos valores de concentração 

inibitória mínima permitiram determinar o limite de concentração de ácido copálico 

nas culturas para evitar inibição do crescimento dos micro-organismos. 

Os fungos filamentosos mostraram maior versatilidade e grande potencial 

para realizar biotransformações do ácido copálico quando comparados as bactérias 

do trato gastrointestinal nas condições utilizadas nos experimentos.  

O fungo filamentoso Mucor rouxii pode ser considerado, dentre os micro-

organismos utilizados neste trabalho, o mais promissor para obtenção de produtos 

de biotransformação do ácido copálico.  
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ANEXO A 

 
Espectro de RMN de 1H (CD3OD, 400 MHz) da substância Bp1. 
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ANEXO B 
 

 
Espectro de RMN de 13C (CD3OD, 100 MHz) da substância Bp1. 
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ANEXO C 

 
Espectro de RMN de 13C-DEPT 135º (CD3OD, 100 MHz) da substância Bp1. 
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ANEXO D 

 
Mapa de contorno de HMQC (CD3OD, 400 MHz/ 1H; 100 MHz/ 13C) da substância Bp1. 
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ANEXO E 
 

 
    Mapa de contorno de HMBC (CD3OD, 400 MHz/ 1H; 100 MHz/ 13C) da substância Bp1. 
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ANEXO F 

 
Espectro de RMN de 1H (CD3OD, 400 MHz) da substância Bp5. 
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ANEXO G 

 
Espectro de RMN de 13C (CD3OD, 100 MHz) da substância Bp5. 
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ANEXO H 

 
Espectro de RMN de 13C- DEPT 135º (CD3OD, 100 MHz) da substância Bp5. 
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ANEXO I 

 
Mapa de contorno de HMQC (CD3OD, 400 MHz/ 1H; 100 MHz/ 13C) da substância Bp5. 
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ANEXO J 

 
Mapa de contorno de HMBC (CD3OD, 400 MHz/ 1H; 100 MHz/ 13C) da substância Bp5. 


