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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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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). 
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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. 

 

  



Introdução  |  10 

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 



Introdução  |  21 

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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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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