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APRESENTACAO

O livro “Estudos Interdisciplinares nas Ciéncias Exatas e da Terra e
Engenharias” de publicagdo da Atena Editora apresenta em seu 2° volume 35
capitulos relacionados tematicas de area multidisciplinar associadas a Educacéao,
Agronomia, Arquitetura, Matematica, Geografia, Ciéncias, Fisica, Quimica, Sistemas
de Informacao e Engenharias.

No ambito geral, diversas areas de atuagcdo no mercado necessitam ser
elucidadas e articuladas de modo a ampliar sua aplicabilidade aos setores
econdmicos e sociais por meio de inovacgdes tecnologicas. Neste volume encontram-
se estudos com tematicas variadas, dentre elas: estratégias regionais de inovacgao,
aprendizagem significativa, caracterizacao fitoquimica de plantas medicinais, gestao
de riscos, acessibilidade, analises sensoriais e termodinamicas, redes neurais e
computacionais, entre outras, visando agregar informagcdes e conhecimentos para
a sociedade.

Os agradecimentos do Organizador e daAtena Editora aos estimados autores que
empenharam-se em desenvolver os trabalhos de qualidade e consisténcia, visando
potencializar o progresso da ciéncia, tecnologia e informacéao a fim de estabelecer
estratégias e técnicas para as dificuldades dos diversos cenarios mundiais.

Espera-se com esse livro incentivar alunos de redes do ensino béasico, graduacéao
e pos-graduacdo, bem como outros pesquisadores de instituicbes de ensino,
pesquisa e extensédo ao desenvolvimento estudos de casos e inovacgdes cientificas,
contribuindo na aprendizagem significativa e desenvolvimento socioeconémico rumo
a sustentabilidade e avancos tecnolégicos.

Cleberton Correia Santos
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CAPITULO 11

REAGOES DE BIOTRANSFORMAGAO PROMOVIDAS
PELO FUNGO ENDOFITICO Aspergillus Flavus

Lourivaldo Silva Santos
Universidade Federal do Para, Programa de Poés-
graduagdo em Quimica

Belém-Para
Marivaldo José Costa Corréa

Universidade Federal do Para, Programa de Pés-
graduacao em Quimica

Belém-Para
Williams da Siva Ribeiro
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Manoel Leao Lopes Junior

Universidade Federal do Para, Programa de Pés-
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Belém-Para

Carlos Vinicius Machado Miranda
Universidade Federal do Par4, Programa de Pds-
graduacado em Quimica

Belém-Para

Jéssica de Souza Viana

Universidade Federal do Para, Faculdade de
Quimica

Belém-Para

RESUMO: O fungo Aspergillus flavus isolado
como endofitico da espécie vegetal Paspalum
maritimum Trin. foi avaliado quanto ao
seu potencial de aplicagcdo em reagdes de
biotransformacédo. Os compostos (2E)-1-fenil-
1-(4-metoxifenil)-prop-2-en-1-ona (1), (2E)-
1-fenil-1-(2-metoxifenil)-prop-2-en-1-ona (2)
e acetofenona (3) foram biotransformados,
respectivamente, em (2E)-1-fenil-1-(4-
metoxifenil)-propan-1-ona (4), (2E)-1-fenil-1-
(2-metoxifenil)-propan-1-ona (5) e feniletanol
(6). As estrututuras destes compostos foram
determinadas por analises de RMN uni e
bidimensionais.

PALAVRAS-CHAVE: Biotransformacao,
Aspergillus flavus, chalconas, diidrochalconas.
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REACTIONS OF BIOTRASFORMATION PROMOTED BY ENDOPHYTIC FUNGUS

Aspergillus Flavus

ABSCTRACT: The fungus Aspergillus flavus Trin. isolated as endophytic of the plant
species Paspalum maritimum Trin. was evaluated for its potential of application in
biotransformation reactions. The compounds (2E)-1-phenyl-1-(4-methoxyphenyl)
prop-2-en-1-one (1), (2E)-1-phenyl-1-(2-methoxyphenyl) prop-2-en-1-one (2)
and acetophenone (3) were biotransformed, respectively, in (2E)-1-phenyl-1-4-
methoxyphenyl)propan-1-one (4), (2E)-1-phenyl-1-(2-methoxyphenyl)-propan-1-one
(5) and phenylethanol (6). The structures of these compounds were determined by uni
and bidimensional NMR analysis.

KEYWORDS: biotransformation, Aspergillus flavus, chalcones, dihydrochalcones.

11 INTRODUCAO

Biotransformacéo ou biocatalise é um processo biotecnoldgico que permite
obter uma série de compostos para diagnéstico, controle e tratamento de doencas,
pela modificacdo de um composto organico em outro por enzimas isoladas ou
presentes em células integras de organismos vivos, como microrganismos ou plantas
(BIANCHINI et al., 2015).

No processo de biotransformagcao, uma substéncia (substrato) é convertida em
outra (produto) por meio de um sistema enzimatico (enzimas isoladas, microrganismos
de animais, culturas de células ou células integras) que atua como catalisador em
um numero limitado de etapas. A atuacdo das enzimas nos processos vitais ja €
muito conhecida, pois muitas delas atuam para o metabolismo celular normal e para
a reproducéao do organismo (GIRI et al., 2001).

As biotransformacdes sédo frequentemente utilizadas para a obtencé&o de
intermediarios quimicos de sinteses organicas especificas, de uso corrente em
industrias farmacéuticas. Essas reacdes oferecem vantagens em relacao a sintese
convencional, pois podem ser enantiosseletivas e regiosseletivas, sendo realizadas
em temperatura ambiente e pressao atmosférica, evitando assim a utilizacdo de
condicbes mais extremas, que poderiam causar problemas como isomerizacéao,
racemizacao, epimerizagdo e rearranjo. Células microbianas e enzimas sdo os
biocatalisadores mais utilizados, pois podem ser reutilizados por muitos ciclos
(PATEL, 2008). Além das vantagens ja citadas das biotransformacdes, pode-se
ainda acrescentar que essa técnica se enquadra dentro da “quimica verde” ou
“green chemistry’ que é definida como a concepcéao, desenvolvimento e aplicacao
de processos e produtos quimicos para reduzir ou eliminar o uso ou a geracgao de
substéncias perigosas a saude humana e ao meio ambiente (HAI-FENG et al., 2008).
Essa area tem desenvolvido novas ferramentas para melhorar a precisao e ampliar
processos de producdo que reduzam os gastos de energia e de matérias-primas,
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bem como reduzam residuos téxicos (LENARDAO et al., 2003).

Os catalisadores, quimicos ou biolégicos, diminuem a energia de ativacao
das reacbes quimicas e consequentemente, aumentam a velocidade da conversao
de reagentes a produtos. Entretanto, a otimizacdo de processos quimicos tem
se fundamentado cada vez mais na possibilidade de aumentar o rendimento das
reacdes, diminuir o tempos e 0s custos operacionais, além de amenizar os impactos
ambientais, considerando que a maioria das transformacdes quimicas convencionais
requerem o uso de reagentes quimicos, muitas vezes, nocivos ao meio ambiente
(GHANEM, 2007).

O reconhecimento da biotransformacdo como importante ferramenta de
fabricacdo aumentou nas industrias quimica e farmacéutica nos ultimos anos
(KHOJASTEH et al., 2018). Os biocatalisadores podem simplificar ou, em alguns
casos, até permitir o processo de producédo de produtos quimicos complexos e
intermediarios de drogas. Eles podem adicionar estereoespecificidade ao processo,
eliminando a necessidade de etapas complicadas de separacdo e purificacéo.
A capacidade dos biocatalisadores de produzir seletivamente produtos Uteis
sob condicdes relativamente brandas, em comparacdo com a sua contraparte
de catalisador quimico, torna os biocatalisadores uma ferramenta eficaz e
poderosa (HEGAZY et al., 2015). Avancos recentes na tecnologia aumentaram
consideravelmente a capacidade da industria de descobrir novos biocatalisadores
e otimizar seu desempenho. Esses avangos estao chegando em um momento em
que ambas as industrias quimica e farmacéutica estdo enfrentando uma pressao
crescente para produzir produtos naturais mais eficazes e torna-los mais eficientes
(KHOJASTEH et al., 2018).

A estrutura quimica de uma determinada substancia orgénica pode ser
modificada através de uma reacao especifica, acompanhada ou ndo de clivagem na
cadeia carbdnica, portanto, a transformacéo microbiol6gica de substancias naturais
e sintéticas, como cetonas aromaticas e chalconas oferecem novos horizontes para
modificacbes estruturais destinadas ao atendimento de diversos objetivos, desde
introduc&o de grupos funcionais a rearranjos moleculares (FERSHT, 1998; FABER,
2004). Essas reacoes de biotransformacéo podem ser programadas para a obtencéo
de produtos com maior e melhor potencial de atividade bioldgica, além de oferecer
a oportunidade de preparacdo de substédncias com menores efeitos colaterais
indesejaveis (GIRI e NARASU, 2000).

Chalconas sao definidas como cetonas a,B-insaturadas, onde os grupos
carbonilico e olefinico estédo ligados a um anel aromatico (Figura 1). Além de
possuirem potenciais bioatividades (CORREA et al., 2010), essa classe de compostos
€ intermediario chave para a sintese de flavondides.
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Figura 1. Estrutura fundamental das chalconas

As chalconas podem sofrer reacdes de biotransformacéo promovidas por fungos
como biocatalisadores, para a obtencao de uma variedade de produtos, dentre os
quais os produtos de hidrogenacao (Figura 2), hidroxilacdo, metilacéo, ciclizacao,
entre outras.

Figura 2. Reacéo de biorreducéo da chalcona promovida pelo fungo Aspergillus flavus.

Dessa forma, os microrganismos endofiticos devem ser enfatizados em
programas de bioprospeccdo na busca de protétipos para o desenvolvimento de
novas substancias bioativas, seja a partir de estudos para a produc¢éo de metabdlitos
secundarios (OLIVEIRA, 2011), quanto em estudos de biotransformacao. \Assim, este
trabalho teve como o objetivo a investigacao do potencial de biotransformacéo do
fungo endofitico Aspergillus flavus isolado da espécie vegetal Paspalum maritimum
Trin.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Espécie Vegetal

As folhas de Paspalum maritimum foram coletadas em janeiro de 2009 na
reserva florestal da EMBRAPA- Amazdnia Oriental em Belém, Estado do Para, Brasil.
Uma exsicata da espécie encontra-se depositada no herbario desta instituicdo sob o
cédigo IAN 183337.
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2.2 Micro-organismo e cultura

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi o fungo isolado das folhas de
Paspalum maritimum Trin.sob o codigo FEFLPM3D1(CORREA, 2010; CORREA, et
al., 2011). Esse fungo foi identificado como a espécie Aspergillus flavus pela Dra.
Maria Inés de Moura Sarkis (Laboratério de Colecao de fungos/Instituto Oswaldo
Cruz/FIOCRUZ-RJ). Os micélios do fungo encontram-se preservados em agua
estéril na micoteca do Laboratorio de Bioensaios e Quimica de Microorganismos
(LaBQuiM) da Universidade Federal do Para.

2.3 Ativacao e desenvolvimento do micro-organismo

A cepa do micro-organismo foi ativada em placa de Petri com o meio BDA
(Batata, dextrose, Agar) industrializado. Para o preparo do meio foram solubilizados
39 g de BDA em agua destilada e aferido para 500 mL. A solug¢éo foi esterilizada
em autoclave por 15 minutos a 121°C. Cerca de 20 mL da solugéo foi distribuida
para 3 placas de Petri e deixada em repouso a temperatura ambiente para que o
meio ficasse semissoélido. Em seguida, foi inoculado em capela de fluxo laminar um
pequeno fragmento do micélio em cada placa e deixadas em estufa BOD a 27°C por
7 dias para o desenvolvimento das hifas. Na figura 3 € mostrado o fungo endofitico
em placa de Petri com 5 dias de crescimento.

Figura 3. A. flavus em placa de Petre, (A) frente, (B) verso. (Fotos: W. Ribeiro)

2.4 Sintese das substancias utilizadas nas reac6es de biotransformacao

(2E)-1-fenil-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (1) e (2E)-1-fenil-1-(2-metoxifenil)
prop-2-en-1-ona (2):

Em baldo de 120 mL de fundo chato e boca esmerilhada, colocado em
banho de gelo, foram adicionados na sequéncia: o solvente (15 mL de MeOH), a
cetona (10mmol), o catalisador (15 mL de solucdo de NaOH 10%) e o derivado
do benzaldeido (11 mmol, excesso de 10%). A mistura de reacdo foi mantida em
agitagcdo magnética a 40 °C por 40 minutos. Posteriormente, foi resfriada e deixada
em freezer durante 48h. Apos esse periodo foi feito uma filtragéo a vacuo. O produto
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obtido foi recristalizado em metanol (BITENCOURT et al., 2007).
A acetofenona (3) foi adquirida comercialmente junto a SIGMA.

2.5 Procedimentos gerais para as reacoes de biotransformacao

Inicialmente o fungo ja isolado das folhas e raizes de Paspalum maritimum Trin.
(trés discos de 5 mm de diametro) foi retirado diretamente da placa de Petri onde ja
se encontrava o fungo repicado em meio de cultura Sabouraud, e este contendo o
inoculo foi transferido de forma asséptica para seis frascos de Erlenmayer de 500
mL, cada um contendo 250 mL do meio de cultura Sabouraud (reduzido a fonte
de carbono em 50 %), previamente autoclavados a 121°C durante 15 minutos. Em
seguida foram adicionadas os substratos: 50 pg se liquido e 50 mg se solido nos
frascos de Erlenmayer, os quais ficaram sob agitacdo em shaker orbital (160 rpm, 28
°C), por um periodo de dez dias. Apds este periodo, o material foi filtrado, obtendo-se
o filtrado e o micélio. O filtrado foi submetido a particéo liquido-liquido com acetato
de etila. Ao micélio, foi acrescentado metanol, e apds cinco horas foi filtrado e
concentrado. Os procedimentos foram realizados em triplicata.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo do potencial de biotransformacao do Aspergillus flavus foi utilizado
o0 meio de cultivo Sabouraud. Nesse trabalho foi possivel identificar os produtos:
(2E)-1-fenil-1-(4-metoxifenil)-propan-1-ona (4), (2E)-1-fenil-1-(2-metoxifenil)-propan-
1-ona (5) e 1-feniletanol (6). A figura 4 apresenta as estruturas para as substancias
identificadas.

(2E)-1-fenil-1-(4-metoxifenil)-propan-1-ona (4)  (2E)-1-fenil-1-(2-metoxifenil)-propan-1-ona (5)

OH

1-Feniletanol (6)

Figura 4. Produtos obtidos nas reacgdes de biotransformacoes.

O fungo Aspergillus flavus promoveu a biorreducao da dupla ligacédo C=C (a/B)
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do sistema enona das chalconas (2E)-1-fenil-1-(4-metoxifenil)-prop-2-en-1-ona

(1) e (2E)-1-fenil-1-(2-metoxifenil)-prop-2-en-1-ona (2), produzindo as respectivas
diidrochalconas: (2E)-1-fenil-1-(4-metoxifenil)-propan-1-ona (4) (Figura 5) e (2E)-

1-fenil-1-(2-metoxifenil)-propan-1-ona (5) (Figura 6), além de realizar também a
biorreducao do substrato acetofenoa (3) no alcool benzilico 1-feniletanol (6) (Figura

7).

Figura 5. Reacao de biotransformacao 1: substrato (2E)-1-fenil-1-(4-metoxifenil)-prop-2-en-1-

ona (1)

Figura 6. Reacao de botransformacgéo 2: substrato (2E)-1-fenil-1-(2-metoxifenil)-prop-2-en-1-ona

()

0
6
° CéH 3 A. flavus
4 2 -
3
3

Figura7. Reacéo de biotransformacéo 3: substrato acetofenona (3)

Reacao de biotransformacao 1

O espectro de RMN 'H do substrato (2E)-1-fenil-1-(4-metoxifenil)-prop-2-en-1-

ona (1) apresenta entre outros sinais de hirogénios, um sinal simpleto em 3, 3,85

referente aos hidrogénios da metoxila, um sinal dupleto no intervalo em &,, 7,82-7,77

(d, J=15,6 Hz, 1H-a) referente ao hidrogénio a-carbonilado e outro sinal dupleto no
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intervalo em 8,7,49-7,44 (d, J=15,6 Hz, 1H-b) referente ao hidrogénio B-carbonilado.

A confirmacéo da ocorréncia da reacéo de biorreducéo foi realizada com base
no espectro de RMN de 'H do produto obtido, a diidrochalcona (2E)-1-fenil-1-(4-
metoxifenil)-propan-1-ona (4), principalmente nos sinais dos hidrogénios olefinicos
(Ha e HB) da dupla ligacao que originalmente eram dois dupletos, e no produto
formado se apresentam como dois tripletos, &, 3,01 (t, J= 7,65 Hz, 2H-B) e 3,27 (1,
J=7,65 Hz, 2H-a).

Nas reacdes de biotransformacao é recomendado que o fungo desenvolva-se
por um determinado periodo, para entdo o substrato ser adicionado. A adicdo do
substrato junto com o fungo pode inibir o crescimento fungico e assim prejudicar o
desenvolvimento do experimento. O tempo ideal para a adi¢ao do substrato deve ser
estabelecido de acordo com o crescimento do fungo utilizado. Entretanto, como o
fungo selecionado neste trabalho desenvolve-se com rapidez, optou-se em adicionar
o0 substrato junto com o fungo, e foi observado que ndo ocorreu interferéncia (Figura
8).

Figura 8. Reacéo de biorreducéo da chalcona 1: (E1=Meio+fungo+substrato; E2=meio de
cultura).

(Foto: W. Ribeiro)

Reacao de biotransformacao 2

Na comparacgao entre os espectros de RMN de 'H do substrato (2E)-1-fenil-1-
(2-metoxifenil)-prop-2-en-1-ona (2) e do produto obtido (2E)-1-fenil-1-(2-metoxifenil)-
propan-1-ona (5) sdo observadas diferencas significativas que asseguram a
ocorréncia da reacdo de biorreducédo na producédo do produto 5 promovido pelo
fungo A. flavus. Para substancia a 5 é observado um sinal simpleto em &, 3,83
referente aos hidrogénios do grupo metoxilico (s, 3H-OCH,), um sinal tripleto em &,
3,05 referente aos hidrogénios metilénicos B-carbonilado (¢, J= 8,1 Hz, 2H-), outro
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sinal tripleto em 3, 3,27 referente aos hidrogénios metilénicos a-carbonilado (f, J=
8,1 Hz, 2H-a). O aparecimento desses sinais em relacéo ao espectro do substrato 2
confirmam a ocorréncia da reacao de reducao da ligacao dupla C=C a-carbonilada.

Novamente foi observado que a adicdo do substrato junto com o fungo nao
inibiu o crescimento fungico na reacao de biorreducéao 2 (Figura 9).

Figura 9. Reacao de biorreducéo da chalcona 2: (E1=Meio+fungo+substrato; E2=meio de
cultura).

(Foto: W. Ribeiro)

Reacao de biotransformacéao 3

Na reacado de biorreducdo da cetona aromatica acetofenona (3) na formacgéao
do alcool benzilico 1-feniletanol (6), quando comparados 0s seus espectros de
RMN de 'H séo observadas diferencas significativas que confirmam a ocorréncia da
reacao de biorreducéo. O espectro de RMN 'H do produto de reacédo 6 apresenta um
sinal quarteto em §,,4,93 (1H, g, J=6,3 Hz) referente ao hidrogénio oximetinico, um
sinal dupleto em &, 1,50 (3H, d, J=6,3 Hz) referente aos hidrogénios metilicos, que
confirmam a reacéao de biorreducéao (Figura 10).
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Figura 10. Reacédo de biorredugéo da acetofenona (3).

41 CONCLUSAO

A utilizagdo do micro-organismo Aspergillus flavus na reagdo de biorredugéo
de chalconas evidenciou a reducédo da dupla ligacdo entre os carbonos C-a e C-8
das chalconas, indicando um caminho seguro para a obtencéo de diidrochalconas,
evitando a utilizagcdo de solventes nocivos a saude e ao ambiente e também o
uso de catalisadores, normalmente de valores econdmicos elevados. As reacdes
das chalconas foram régio e estereosseletivas, pois somente a ligacdo dupla C=C
sofreu reducéo, n&o ocorrendo reducéo da ligagdo dupla C=0. Na reacéo da cetona
aromatica ao alcool benzilico, ndo foi observado a formacéo de produtos de oxidacéao
Baeyer-Villiger (formacgao de éster). Os resultados indicaram também que a medida
que as chalconas sao substituidas por grupos metoxilas, o rendimento da biorreducéo
decresce significativamente, o que pode ser explicado pela dificuldade da assimilacao
destas substancias pelo fungo, provavelmente devido a baixa permeabilidade nas
membranas celulares e/ou a efeitos tanto estéricos, quanto eletrénicos provocados
por esses substituintes.
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