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APRESENTACAO

O e-book: “Engenharia quimica: Desenvolvimento de novos processos
e produtos 3” é constituido por cinco capitulos de livro que investigaram: i)
propriedade de 6leos vegetais para a sintese de biopolimeros; ii) reaproveitamento
de casca de noz-pecé no processo de imobilizagéo de peroxidase de raiz forte;
iii) biotransformacéo do fungo Aspergillus flavus frente as chalconas sintéticas
e acetofenona; iv) utilizagdo do catalisador 1%Cu/5%Ni/Nb,O.-12%CeO,
empregado no processo de reforma do etanol sob vapor d’agua na geracao de
gas hidrogénio como fonte de energia e; v)

O primeiro capitulo avaliou a influéncia do grau de insaturacdo de 6leos
vegetais na obtengédo de biopolimeros sintetizados a partir de frutos tipicos da
regido amazébnica: Acai, Jupati, Compadre de azeite, Pataua, Castanha-do-
Para e Pracaxi. Os resultados apontaram que o 6leo de compadre de azeite e
pracaxi, sendo que este ultimo resultou apenas em resinas de alta viscosidade.
O capitulo 2 investigou a capacidade de reaproveitar residuos provenientes da
casca de noz-peca como imobilizador de peroxidase de raiz forte utilizando a
adsorcéo e ligacao covalente como metodologia, sendo obtida uma recuperacao
de atividade de 124,8% e 129,7%.

O capitulo 3 avaliou a potencialidade de biotransformag¢do do fungo
Aspergillus flavus frente as chalconas sintéticas e acetofenona.Os resultados
confirmaram que o micro-organismo apresentou elevada capacidade de
biorreducdo da dupla ligagdo a, B-carbonilada das chalconas existentes em
seis diferentes formulagdes que foram confirmadas por meio dos espectros de
RMN 'H.

O quarto capitulo investigou a eficiéncia do catalisador composto por
1%Cu/5%Ni/Nb,0,-12%CeO, no processo de reforma do etanol com vapor
d’agua. Os resultados demonstraram que a taxa de conversao em géas hidrogénio
foi de 40%, com producédo de coque em torno de 3%.

Por fim, o quinto capitulo apresentou uma revisdo de literatura que
demonstra a viabilidade técnica e financeira da remocéo do corante Vermelho
Congo, presente em efluentes téxteis, por intermédio do processo de adsorg¢ao
utilizando zedlitas.

Nesta perspectiva, a Atena Editora vem trabalhando de forma a estimular
e incentivar cada vez mais pesquisadores do Brasil e de outros paises a
publicarem seus trabalhos com garantia de qualidade e exceléncia em forma de

livros, capitulos de livros e artigos cientificos.

Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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CAPITULO 3

REACAO DE BIOTRANSFORMACAO DE FUNGOS
ENDOFITICOS, UTILIZANDO O FUNGO
Aspergillus flavus: EM BUSCA DE SUBSTANCIAS
BIOATIVAS
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RESUMO: A Amazénia € a maior floresta
tropical do mundo e se destaca por
ter a maior diversidade de plantas e
microrganismos, entre eles os fungos
de enorme potencial para a obtencéo de
novos produtos. Os fungos endofiticos
sdo vistos como promissores para varias
areas, como a medicinal, quimica,
farmacéutica, biotecnolbgica, entre outras,
devido a descoberta de muitas e novas
substancias bioativas. Em paralelo a isso,
a necessidade de atender a uma grande
demanda por novos compostos permite
0 estudo desses microrganismos, com 0
intuito de descobrir novas classes quimicas
com atividades bioativas. O presente

Data de aceite: 12/11/2022

trabalho tem como objetivo avaliar o
potencial de biotransformacdo do fungo
endofitico Aspergillus flavus frente as
chalconas sintéticas e acetofenona. No
primeiro momento, foi feita a escolha e
reativacdo do fungo A. flavus isolado. Em
seguida, foi feita a sintese das chalconas,
as quais foram confirmadas pelos seus
espectros de RMN 'H, e foram submetidas
a biotransformagéo. Apds isso, foram
obtidos os extratos reacionais, 0s quais
também foram submetidos a anélise por
RMN 'H, sendo comparados com os
espectros das chalconas de partida. Foi
visto que o fungo mostrou a capacidade
de biorredugdo da dupla ligagdo a,B-
carbonilada das chalconas: (2E) - 1,3 -
difenil - prop -2 -en -1 - ona (S1), (2E) - 1
- fenil - 3 - (3,4,5 - trimetoxi - fenil) - prop-
2-en-1-ona (S2) e (2E)-1-(4-metoxifenil)-
3-(2,3,4-trimetoxifenil)-prop-2-en-1-ona
(83), o que resultou nas respectivas
dihidrochalconas: 1,3-difenil-propan-1-ona
(S4), 3-(3,4,5-trimetdxi-fenil)-1-fenilpropan-
1-ona (S5), 3-(2,3,4-trimetoxifenil)-1-(4-
metoxifenil)-propan-1-ona  (S6); todas
confirmadas pelos seus devidos espectros
de RMN 'H. Além disso, o enddéfito foi capaz
de modificar o substrato acetofenona e
formar o alcool feniletan-1-ol. Por fim, os
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resultados mostram a eficiéncia do microrganismo nas reacdes de biotransformacéo e a
importéancia da continuidade da pesquisa.
PALAVRAS-CHAVE: Biotransformacao; Aspergillus flavus; Fungos Endofiticos.

BIOTRANSFORMATION REACTION OF ENDOPHYTIC FUNGI, USING THE
FUNGUS Aspergillus flavus: IN SEARCH OF BIOACTIVE SUBSTANCES

ABSTRACT: The Amazon is the largest tropical forest in the world and stands out for having
the greatest diversity of plants and microorganisms, including fungi with enormous potential
for obtaining new products. Endophytic fungi are seen as promising for several areas, such
as medicinal, chemical, pharmaceutical, biotechnology, among others, due to the discovery
of many new bioactive substances. In parallel to this, the need to meet a great demand for
new compounds allows the study of these microorganisms, in order to discover new chemical
classes with bioactive activities. The present work aims to evaluate the biotransformation
potential of the endophytic fungus Aspergillus flavus against synthetic chalcones and
acetophenone. In the first moment, the choice and reactivation of the isolated A. flavus fungus
was carried out. Then, the synthesis of the chalcones was performed, which were confirmed
by their 1H NMR spectra, and were subjected to biotransformation. After that, the reaction
extracts were obtained, which were also subjected to analysis by 1H NMR, being compared
with the spectra of the starting chalcones. It was seen that the fungus showed the ability
to bioreducing the a,B-carbonylated double bond of chalcones: (2E)-1,3-diphenyl-prop-2-
en-1-one (S1), (2E)-1- phenyl-3-(3,4,5-trimethoxy-phenyl)-prop-2-en-1-one (S2) and (2E)-1-
(4-methoxyphenyl)-3-(2,3,4- trimethoxyphenyl)-prop-2-en-1-one (S3), which resulted in the
respective dihydrochalcones: 1,3-diphenyl-propan-1-one (S4), 3-(3,4,5-trimethoxy-phenyl
)-1-phenylpropan-1-one (S5), 3-(2,3,4-trimethoxyphenyl)-1-(4-methoxyphenyl)-propan-1-one
(S6); all confirmed by their appropriate TH NMR spectra. Furthermore, the endophyte was
able to modify the acetophenone substrate and form the phenylethan-1-ol alcohol. Finally, the
results show the efficiency of the microorganism in the biotransformation reactions and the
importance of the continuity of the research.

KEYWORDS: Biotransformation; Aspergillus flavus; Endophytic Fungi.

11 INTRODUGAO

Os fungos endofiticos sdo seres que vivem no interior de diversos tecidos vegetais,
como folhas, frutos, sementes, caules e raizes. Um ponto interessante é que essa relagéo
de simbiose entre a planta e o fungo endofitico ndo causa nenhum efeito adverso ou
doenca visiveis. Pelo contrario, esses seres naturais auxiliam positivamente nas atividades
fisiologicas do vegetal, promovendo uma melhor assimilagdo de nutrientes, protecéao
antimicrobiana e de herbivoros e, consecutivamente, o crescimento da mesma e, em troca,
a planta hospedeira contribui fornecendo um habitat e nutrientes ao fungo (El-sayed et al.,
2022).

Esses microrganismos séo considerados como uma relevante fonte de descoberta

e diversidade de produtos naturais bioativos, tanto ja conhecidos como novos, com
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grandes aplicagbes na agricultura, medicina e industria. Tais compostos quando isolados
e elucidados podem ser classificados como alcalbides, derivados de isocumarina,
esterodides, flavonoides, fendis, ligninas, terpendides, xantonas, entre outros, que podem
ser amplamente explorados no comércio, como antioxidantes, antibidticos, antivirais,
antiprotozoarios, antidiabéticos, antimicrobianos, antimalaricos, anticancerigenos,
inseticidas, imunossupressores (Habisukan; Zheng et al., 2021).

Vale a pena ressaltar que a possibilidade de encontrar novos e inéditos metabolitos
secundarios bioativos advindos de fungos simbiontes € muito alta. Este cenario é
devido, principalmente, a grande diversidade de espécies de fungos endofiticos, pouco
exploradas, e pela produgéo de vastas substancias bioativas, as quais podem ter atividades
farmacolégicas iguais ou proximas aquelas identificadas nas plantas hospedeiras. Portanto,
o estudo dos endéfitos € uma excelente estratégia para a obtencéo de substéancias de alto
poder bioativo (Patil, 2016).

Assim, as reagdes de biotransformacbes sdo importantes para auxiliar na busca
de compostos bioativos, exibindo um processo biologico pelo qual um composto quimico
(substratos naturais e sintéticos) sofre alteragbes quimicas ou estruturais, em geral,
ocasionadas por enzimas celulares; que promovem reacoes de dificil obtencdo na sintese
orgénica convencional (Mohammadipeyhani, 2022). Logo, uma determinada substancia
€ modificada — com ocorréncia de transformagédo em grupos funcionais com ou sem
degradacao do esqueleto carbénico — e resultando na formagéo de novos produtos Uteis
(Muffler, 2011).

O emprego de enzimas € uma excelente alternativa devido a grande diversidade
de espécies e quantidade na natureza. A aplicagcdo dessas enzimas, como as de
microrganismos, como biocatalisadores, mostra-se vantajosa, ja que séo de origem natural
e quase sempre sem toxicidade, sendo estes fatos indispensaveis para a protegao do meio
ambiente (Choudhary et al., 2021). Dessa maneira, as enzimas derivadas de fungos se
tornam atrativas para o estudo e utilizacdo nos mais diversos segmentos antrépicos (Gao
et al., 2022).

A aplicacdo dos processos de biotransformacdo, em especial, utilizando como
catalisadores os fungos, mostram-se promissora, com obtencdo direta de compostos
de alto potencial bioativo, melhoria das propriedades farmacolégicas e diversificagdo
quimica das estruturas. (Delius et al., 2022). Um dos estudos mais descritos na literatura
€ a obtencdo de esterbides por biotransformacdes, devido a sua importancia medicinal,
ja que se apresentam como um potencial anti-inflamatério, como a biotransformacgéo da
progesterona por meio de um fungo endofitico, sendo obtida a cortisona (Oliveira, 2012;
Perkins et al., 2016).

Todavia, outras espécies quimicas podem ser usadas como substratos em
reacOes de biotransformacdo, como as chalconas. As chalconas sé@o precursoras dos
flavonoides caracterizadas pelo sistema a,B-insaturado da carbonila. Essas substancias
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sdo amplamente distribuidas nas plantas e seus constituintes, como caules, frutas, raizes,
flores e sementes, e em gréos, chas, vinhos, presentes no consumo regular do ser humano.
Devido a seu esqueleto conjugado, essas cetonas sdo capazes de exibir uma coloracéo
amarelada nas pétalas de flores de algumas espécies vegetais, o que confirma sua
presenca nessas plantas (Ferreira et al., 2018; Nowakowska, 2007).

Essas moléculas e seus derivados tem despertado grande interesse na industria,
principalmente a quimica e farmacolégica. A classe das chalconas possui diversas
descricbes de atividade bioldgica, como antituberculose, anti-inflamatoria, antioxidante,
anticonvulsivante, antibacteriano, entre outros, por exemplo. Tais potenciais s&o vistos
tanto em chalconas naturais como nos seus anéalogos sintéticos, sendo estes responsaveis
pelo acelerado progresso da descoberta e producdo de novos compostos bioativos de
diferentes padrdes estruturais (Ghirga, 2021).

Diante disso, buscou-se a obtencdo de substancias bioativas com os mais
diversos potenciais para aplicagbes futuras por meio de reacbes de biotransformacao,
utilizando o fungo Aspergillus flavus. Devido aos seus potenciais, foram usadas como
substratos orgénicos as chalconas de origem sintética: (2E)-1,3-difenil-prop-2-en-1-ona
(S81), (2E)-1-fenil-3-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-prop-2-en-1-ona (S2), (2E)-1-(4-metoxifenil)-3-
(2,3,4-trimetoxifenil)-prop-2-en-1-ona (S3) e a cetona aromatica acetofenona, adquirida
comercialmente. Em paralelo a isso, este trabalho tem o interesse em contribuir para
o conhecimento da diversidade e do potencial quimico e biolégico dos microrganismos
do bioma amazoénico, como também no estudo de chalconas e aumento da diversidade

quimica.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reativacao do fungo Aspergillus flavus

O fungo Aspergillus flavus foi selecionado para o desenvolvimento das reacdes de
biotransformacéo deste trabalho e ja se encontrava isolado em agua estéril, localizado em
laboratério. Para a reativacéo foram retirados pequenos fragmentos do fungo A. flavus e
foram transferidos para uma placa de Petri contendo meio Sabouraud (composicéo: 10 g
de peptona de carne, 20 g de D-glicose anidra, 20 g de Agar e 1 gde cloranfenicol, para
um 1 L de agua destilada). Em seguida, a placa foi colocada em estufa incubadora para o
crescimento da cultura e desenvolvimento das hifas por 24h a 30°C.

2.2 Obtencao das chalconas sintéticas

Para a sintese das chalconas S1, S2 e S3 foi utilizado um baldo de fundo chato
e boca esmerilhada (125 mL), o qual foi colocado em banho de gelo. Em seguida, foram
adicionados respectivamente: 15 mL de EtOH, a cetona, 15 mL de solu¢cao de NaOH 10%)
e o aldeido de escolha, com excesso de 10%; onde a cetona e o aldeido utilizados foram
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diferentes para cada chalcona sintetizada. A mistura de reagéo foi mantida em agitacéo
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 obtido foi recristalizado
em metanol.

A chalcona S1 foi sintetizada utilizando acetofenona (1,2 g) e benzaldeido (1,1 g),
como materiais de partida. J&, a chalcona S2 foi sintetizada utilizando acetofenona (1,3
g) e 3,4,5-trimetoxibenzaldeido (2,3 g). Por fim, a substancia S3 foi sintetizada utilizando
0s compostos 4-metoxi-acetofenona (1,6 g) e 2,3,4-trimetoxibenzaldeido (2,3 g). Os
dados obtidos de RMN 'H das substancias estdo de acordo com os dados da literatura,
confirmando-as.

2.3 Biotransformacéao

No primeiro momento, em 7 frascos de Erlenmeyer de 500 mL, adicionou-se 250
mL do meio de cultura Sabouraud, o qual foi reduzido a fonte de carbono em 50%, onde
foram autoclavados a 121°C durante 15 minutos, e 1,0 g/L de cloranfenicol. Em seguida, o
fungo A. flavus foi retirado da placa de Petri e o indculo foi transferido para cinco frascos, de
forma asséptica. Apos isso, foram adicionados os substratos, sendo 50 mg das chalconas,
que foram dissolvidas em 0,5 mL de DMSO, e 50 pL de acetofenona, em cinco frascos de
Erlenmeyer. Desta forma, a distribuicao dos frascos ficou da seguinte maneira: Trés frascos
ficaram para controle onde (um ficou somente com o meio, outro com meio mais substrato
e o ultimo ficou com meio e fungo), e quatro ficaram com meio, fungo e substrato (meio
reacional). Todos os frascos com o sistema reacional e os de controle ficaram sob agitacdo
no shaker orbital (160 rpm, 30 °C), por um periodo de dez dias.

Depois, o material foi filtrado, obtendo-se o filtrado e o micélio. O filtrado foi submetido
a particao liquido-liquido com acetato de etila e ao micélio foi acrescentado metanol e, apés
cinco horas, foram filtrados e concentrados, assim obtendo-se os extratos reacionais da
biotransformacéo, levados para andlise em RMN 'H. Todas as analises foram realizadas
em triplicata.

Por fim, o pardmetro utilizado para atestar a ocorréncia ou ndo do processo de
biotransformacéao consistiu na comparacao entre os espectros de RMN 'H dos produtos
obtidos com os espectros dos substratos testados.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas reagbes de biotransformacao indicaram que a chalcona
S1 sofreu biorredugéo por A. flavus, confirmada por RMN 'H e forneceu como produto a
dihidrochalcona 1,3-difenil-propan-1-ona (S4), com rendimento de 70%. A figura 5 mostra a
reacao de biotransformagéo da chalcona S1 por A. flavus.
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Figura 5. Reacéo de biotransformagéao da chalcona S1.

O extrato obtido foi analisado por RMN 'H, onde se verificou a formagao do produto.
No espectro de S4 em mistura com S1 é observado o aparecimento de sinais referentes
aos hidrogénios metilénicos em 8, 3,10 (t, J=7,2 Hz, 2H) e §,, 3,30 (t, J=7,02 Hz, 2H). As

figuras 6 e 7 mostram os espectros de S1 e do extrato reacional de S4 em mistura com S1.

s

YT

Figura 6. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCI3) de S1.
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Figura 7. Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCI,) de $4 em mistura com S1.

Na reacéo de biotransformacéo de S2 foi observada a biorredugéo da dupla C=C do
sistema a,B-insaturado, como é representada na figura 8. A analise se deu pela comparacéao
entre o espectro de RMN 'H de S2 e o espectro da substancia 3-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-
1-fenilpropan-1-ona (S5) obtida, mostrados nas figuras 8 e 9. Foram observados sinais
referentes aos hidrogéncios metilénicos benzilicos H-g em 8, 3,01 (t, 2H, J = 7,5 Hz), aos
hidrogénios a-carbonilados H-a em &, 3,31 (t, 2H, J=7,5 Hz) e ddem §,, 7,40 e 5, 7,60
referentes aos sinais dos hidrogénios H-8 e H-7 da chalcona S2. Assim, os sinais de RMN
'H confirmam a reagéo e obtengéo de S5 pelo fungo A. flavus, com rendimento de 39%.

OMe

OMe
O | O o A. flavus
(o]}

S2

Figura 8. Reacéao de biotransformagéo da chalcona S2.
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Figura 10. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCI,) de S5 em mistura com S2.

A chalcona S3 também foi utilizada em biotransformacgéo, onde houve a modificagdo
estrutural do substrato provocada pelo fungo, como mostra o esquema da figura 11 a seguir,

obtendo a dihidrochalcona 3-(2,3,4-trimetdxifenil)-1-(4-metoxifenil)-propan-1-ona (S6), com
rendimento de 18%.
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S3 S6

Figura 11. Reac&o de biotransformagédo da chalcona S3.

A substancia foi confirmada pela comparacéo entre os espectros de RMN 'H da
chalcona de partida (S3) e o produto final (S6), mostrados na figura 12 e 13, onde séo
observados sinais referentes aos hidrogénios metilénicos benzilicos H-B8 em §,, 2,96 (t, 2H,
J = 8,4 Hz), aos hidrogénios a-carbonilados H-a em & 3,18 (¢, 2H, J = 8,4 Hz) e a presenca
de ddem 87,97 e ,, 7,56 s&o referentes aos sinais dos hidrogénios H-7 e H-8 da chalcona
S3.

Como observado, o rendimento das reagdes de biorreducdes diminuem a medida
que as chalconas de partida vao sendo substituidas por grupos de metoxilas (OCH,), o que
pode ser explicado por efeitos estéricos e eletrénicos provocados pelos substituintes.
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Figura 12. Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCI,) de S3.

Engenharia quimica: Desenvolvimento de novos processos e produtos 3 Capitulo 3 33



§ 2833
OMe ; ,‘ ,,.i -
MeO, O | | ] =
OMe | = =
H gl.c
dwe 1k; 31 i
=918
[+]
| l
1 J
lafaL W
g f . . S
sy Jz E 58 3.98 3.90 3.86 0.32 ppm
Mt 1] —~ 2zl
-s .3l Bl ‘ I | <
| - - T ; |
I | 5.36 5.33  5.30 ppm i
I" ‘ i | | | l ":
1 l ' { | AL
__1 — I.JJ iy ,I it . ,77ﬁ-. ST T *.-&u\. R | B AN U =
a @ F " T ® & 4 3 2 1 pm

Figura 13. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDClI,) de $6 em mistura com S3.

A partir da acetofenona foi possivel obter o alcool feniletan-1-o0l na reagcdo de
biotransformacédo, como representado na figura 14, que foi confirmado pelo espectro de
RMN 'H, com os sinais de hidrogénios em &,, 4,93 (g, 1H), devido ao hidrogénio da cadeia

lateral, e &,, 1,50 (d, 3H), devido ao grupo metila. O espectro referente ao produto obtido é
mostrado na figura 15.

HO
s *
A. flavus

\/

Acetofenona Feniletan-1-ol

Figura 14. Reacéo de biotransformacéo da chalcona S1.
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Figura 15. Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCI,) de feniletan-1-ol.

41 CONCLUSAO

De acordo com o estudo realizado sobre as rea¢des de biotransformacéo utilizando o
fungo Aspergillus flavus, de excelente desenvolvimento, foi possivel verificar a capacidade
de biorreducao da dupla ligagéo a,B-carbonilada das chalconas S1, S2 e S3, o que resultou
nas respectivas dihidrochalconas S4, S5 e S6; confirmadas pelos seus devidos espectros
de RMN 'H. J&, o enddfito frente a acetofenona foi capaz de modificar o substrato e formar
o feniletan-1-ol, também confirmado por RMN 'H.

A utilizacdo de Aspergillus flavus nas biotransformacgdes de chalconas evidenciou a
reducdo da dupla ligagéo entre os carbonos C-a e C-B das chalconas de partida, indicando
um caminho seguro para a obtengéo de dihidrochalconas, evitando a utilizagao de solventes
nocivos a saude e ao ambiente e também o uso de catalisadores, normalmente de valores
econdmicos elevados. Por outro lado, ndo foram observadas modifica¢gdes nas ligacbes
da carbonila do sistema a-B-insaturado, fato que pode ser explicado pela diferenca de
energia de ligacdo de C=C e de C=0, o que pode fazer a ruptura da ligacdo C=C ser mais
favoravel. Por fim, foi observado que a medida que as chalconas sédo substituidas por
grupos metoxilas, o rendimento da biorreducéo € baixo, o que pode ser explicado pela
dificuldade da assimilagdo destas substancias pelo fungo, provavelmente devido a efeitos
tanto estéricos, quanto eletrénicos provocados por esses substituintes.
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