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RESUMO

REDUCAO ENANTIOSSELETIVA DE CETO-IMIDAZOL POR FUNGOS
ENDOFITICOS ISOLADOS DA Bertholletia excelsa Humn. & Bonpl. (CASTANHA-
DO-BRASIL)

O bioma Amazb6nico contém uma alta e complexa biodiversidade, dentre os milhares
organismos ainda ndo explorados, o fungo endofiticos destaca-se pela sua capacidade de
produzir um arsenal de substancias e enzimas de interesses biotecnolégico. Por tanto, o objetivo
deste trabalho foi realizar reacGes de biotransformacéo de compostos derivados do ceto-Imidazol,
mediadas por células de fungos endofiticos isolados da Bertholletia excelsa (Castanha-do-
Brasil), até entdo ndo descrita na literatura, para producéo de alcoois enantiomericamente puros.
Foi realizado a sintese do ceto-imidazol, e posteriormente 5 cepas de diferentes fungos
endofiticos isolados da améndoa da B. excelsa foram cultivados em frasco de 250 mL contendo
100 mL de meio liquido (malte 2%), previamente esterilizados. Apos este periodo os micélios
foram filtrados e ressuspenso em solugcdo tampdo (pH 7) com adi¢do de 25 mg do composto
solubilizado em 400 puL de DMSO, permanecendo em condigfes controladas (30°C, 120 rpm)
por 7 dias. As reacOes foram filtradas e extraidas com acetato de etila, secas com sulfato de sodio e
novamente filtrado. A identificacéo do produto formado, e porcentagem de conversdo para cada reagdo
foi realizada por Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massas (CG-EM). Em todos os casos foi
identificado o alcool-imidazol, como produto de biotransformacdo, a taxa de conversdo do produto
variou de >99 — 15%. O fungo Penicillium paxilli (BIORG 6) apresentou maior taxa de conversao
(>99%), em comparacao a reagédo com o fungo Aspergillus sp. (BIORG 9) promoveu menor taxa de
converséao (15%). Outros compostos derivados de ceto-imidazol foram sintetizados e empregados na
biotransformagdo com o fungo Penicillium paxilli (BIORG 6).

Palavras-Chave: Biotransformacdo; Biotecnologia; Micro-organismos; Compostos azdis;
Processos enzimaticos.



ABSTRACT

ENANTIOSELECTIVE REDUCTION OF KETO-IMIDAZOL BY ENDOPHYTIC
FUNGI ISOLATED FROM Bertholletia excelsa (BRAZIL NUTS)

The Amazon biome contains a high and complex biodiversity, among the thousands of
unexplored organisms, the endophytic fungus stands out for its ability to produce an arsenal of
substances and enzymes of biotechnological interest. Therefore, the objective of this work was
to carry out biotransformation reactions of compounds derived from keto-Imidazole, mediated
by cells of endophytic fungi isolated from Bertholletia excelsa (Brazil Nut), so far not described
in the literature, for the production of alcohols enantiomerically pure. The synthesis of keto-
imidazole was performed, and then 5 strains of different endophytic fungi isolated from the
almond of B. excelsa were cultivated in a 250 mL flask containing 100 mL of liquid medium
(2% malt), previously sterilized. After this period, the mycelium was filtered and resuspended
in a buffer solution (pH 7) with the addition of 25 mg of the compound solubilized in 400 pL
of DMSO, remaining under controlled conditions (30 °C, 120 rpm) for 7 days. Reactions were
filtered and extracted with ethyl acetate, dried with sodium sulfate, and filtered again. The
identification of the formed product, and conversion percentage for each reaction was
performed by Gas Chromatography - Mass Spectrometry (GC-MS). In all cases the alcohol-
imidazole was identified as a biotransformation product, the product conversion rate ranged
from >99 — 15%. The fungus Penicillium paxilli (BIORG 6) had a higher conversion rate
(>99%), compared to the reaction with the fungus Aspergillus sp. (BIORG 9) promoted a lower
conversion rate (15%). Other compounds derived from keto-imidazole were synthesized and
used in biotransformation with the fungus Penicillium paxilli (BIORG 6).

Keywords: Biotransformation; Biotechnology; Microrganisms; Azole compounds; Enzymatic
processes.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura IMIdazol............ccooiiiioi s 15
Figura 2: EStrutura HISHIAING ........cooviiiiiiiie et 15
Figura 3: Farmacos que apresentam o Anel Imidazolico nas suas estruturas ...........ccccccveene.. 16
Figura 4: Formacao Ligacdes INtermOIECUIAreS ...........covevveiieiieie e 16
Figura 5: Arvore da Castanha-do-BrasSil...........cccociiiiiiiiiiie s 22
Figura 6: Ourigos da Castanha-do-BrasSil ... 22
Figura 7: Sementes da Castanha-do-Brasil.............ccoccoiiiiiiiiiiie e 23
Figura 8: Biotransformagao coOmpoSto HMONENO ........ccveiiiiiiiiieiie e 25
Figura 9: Enantiémeros (R)-Tembamida e (R)-AegeliNe. ..........ccovvieiveieiieiieie e 25
Figura 10: Reagdo mediada por MiCro-0rganiSMOS........ccueveruerreriereriesieseeeeseeseeseesiesiesiessesseas 25
Figura 11: Reagdo Biotransformagdo por fungos marinhos ............ccovevvnienenc e 26
Figura 12: Biorredug@o enantiosseletiva de B-Cetotriaziis.........oovvriiiiiinniiienice e, 26
Figura 13: Reacdo geral para obtencdo dos derivados de ceto-imidazol...............ccccceeveinnennnn 28
Figura 14: Preparacdo das Améndoas para Isolamento dos Fungos Endofiticos.................... 29
Figura 14: Fungos endofiticos BIORG4 e BIORG7 cultivados em meio sélido. .................... 30
Figura 15: Fungos endofiticos cultivados em meio liquido (1° dia) .......ccccevveverenniencrciencnes 30
Figura 16: Fungos endofiticos cultivados em meio liquido (7° dia) ........cccccevveveiieiiciciiennn, 30
Figura 17: Fungos endofiticos em solucdo tampdo fosfato pH 7 (7° dia) .......ccccooevvvvivinennns 31
Figura 18: MecaniSmMO da REACAD .........cccverueiiriieeie e i eiestee e eeesteesre e sseesreeae e e sreeeesneesnes 38
Figura 19: Cromatograma do Produto 3@ .........cccceiiiiiiiiiiene s 39
Figura 20: Perfil espectroscOpio d0 Produto 38.........ccccereeiereiininienee e 39
Figura 21: FUNQGO (BIORGB) .....ccuviiiiiiiieciie ettt sttt st nte e nnna e 40

Figura 22: Cromatograma obtido das reacdes de biotransformacdo do composto 3a para 0s
Fungos Biorg 4, Biorg 5 € BIOIQ 6. .......coviiiiiiiicie ettt nne s 41






LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Reacéo de reducdo de derivados de ceto-imidazol com Boro hidreto (NaBHg) ......32
Tabela 2: Sintese de derivados de ceto-imidazol utilizados como substrato em reacdo de

biotranformacdo mediados por fungos endofitiCoS. .........ccccvereiiiieiiiiiieee s 37
Tabela 3. Estudo da porcentagem de conversdo do derivado de ceto-imidazol 1a mediadas por
células todas de diferentes fungos endofitiCOS. ........cccvvveiiiiiiicce e 40
Tabela 4: Estudo de Conversdo de Compostos Imidazolicos.........ccoeviirenieirieneiieeseeee, 42

Tabela 5: Proposta de Ensino da EStere0qUIMICa........c.coververereiereiieeieieiesie e 53



LINTRODUGAO ..ottt sttt sttt en sttt an s s e 14
2 IUSTIRICATIV A ettt bt hb e bt e s ab e s b b e e st be e sabe e sbbeesbbeenane e 17
S PROBLEMA .tttk et h ekttt h et eb e e b e e shb e e ntbeenare e 18
4 OBJIETIVOS ...t ettt e bt bt e e bt e e bt e bt e e b e e e bt e be et e e nne e nns 19
AL GRIAL..eieett ettt b ettt nre 19
4.2 ESPECITICOS .veeteeiieieete ettt ettt te et e et et e et e sateeseessaeseeeste e seesseesae e teeteenseenreensean 19
5 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt ettt anen s 20
5.1 Processos DIOtECNOIOGICOS ........cuveuiruiriiieieiirie sttt st 20
5.2 PrinCipios da qUIMICA VEIUE .....c..c.evuiriirieieieierierieteeetese ettt st sae 20
5.3 Bertholletia Excelsa (Castanha-do-Brasil) ...........ccceoeririiiiiininieeeeceeeeee e 21
5.4 FUNQOS ENUOTITICOS ..evveveeeieiesiesiieeesie sttt sttt sttt e st e sa e e nbesseesa e s e sesseeneenes 23
o ToRN =] [0 1 - ULy 0] 11 = Tot- o J TSR 24
6.6 Biotransformac&o e Biorreducdo por cepas de fUNQOS. .......oocveveeriereenieriereeseee e 24
6.7 Biotransformacao de COMPOSLOS QZOIS. .....cververuireeierieriesieeiesiese et ste e see e e seesreeneenes 26
6 MATERIAIS E METODOS ........oiiiiiieieeeiseeies st enee s enes s st enas s sssssssens s nsasensnssnsnessenenns 28
8.1 IMTBEEITAIS. ¢ttt bbbttt b et bbbttt b ettt ne b b 28
8.2 IMIBLOTOS. ...ttt b ettt b e bttt b e bbbttt ettt benren 28
6.2.1 Sintese dos derivados de Ceto-IMIdazZol ..........c.coveirirericiiinisce e 28
6.2.2 Isolamento e identificacdo dos fungos endofitiCos..........ceeviveeiieiieeiiiceececeee e, 29
6.2.3 Cultivo microbiano em meio SOlido (Malte 290) ........ccveeveeiiiieiieceeceece e 29
6.2.4 Cultivo microbiano em meio liquido (Malte 290)........cceueeviieeiiecieceece e 30
6.2.5 Reacao de BiotransSformMagao .........ccvecueeiiiecieeiieieeece et re e e 31
6.2.6 ReacA0 de NIArOQENAGAD .......eeiveeireeiietieie et et ete e teettesteeseesteesraesreesseesteesseeseesseenreenseans 32
6.2.7 Analises e caracterizaGao eSPECITOSCOPIA . ...vevierrierreereeieeeeeresreeseeseesreesseesreesseeseenseeseans 33
6.3 DAd0S ESPECLIOSCOPIOS ....cuviivieiteeitieiteesteeste et e e te e e s te s e e saesteestaeste e se e teesteenbeenseesseensesnsesssennns 33
6.3.1 2-(1H-imidazol-1-yl)-1-feniletan-1-ona (3a): C11H10N2O g.mol™. Rendimento 1,098 g (55
YRS To L To (oI 1= T T T Vo Lo SRRSO 33
6.3.2 1-(4-clorofenil)-2-(1H-imidazol-1-yl)etan-1-ona (3b): C11HoCIN,O g.mol*. Rendimento
0,995 g (75 %). SOl @laranjado. ..........cccceevuerierieerieiesieee ettt s eaeenean 34
6.3.3 1-(4-flaorfenil)-2-(1H-imidazol-1-yl)etan-1-0na (3C) ....cccccveeeeerieririeeieeseeeeeee e 34
6.3.4 1-(4-bromofenil)-2-(1H-imidazol-1-yl)etan-1-ona (3d): C1:HsBrN,O g.mol. Rendimento
1,693 g (95 %). SO0 Alaranjado. ......c.eoveueeirierieieieeeieree et 35

6.3.5 1-([1,1'-bifenil]-4-yl)-2-(1H-imidazol-1-yl)etan-1-ona (3e): C17H14N.O g.mol1. Rendimento
1,693 g (95 %). SO0 AlAranjado. ......c..coveeeiririeieeeeeee e 36



6.3.6 1-(2,4-diclorofenil)-2-(1H-imidazol-1-yhetan-1-ona (3f)......cccccoeviereenierieseeeeeeeees 36

7 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........coiieiiieeieiieieseseeessieee s esiess st asses s esseesnss s snasnen o, 37
7.1 Sintese dos derivados de Ceto-imIdazol ............cooeieiririnienieieee e 37
7.2 Reacdo de Biotransformacao mediadas por fungos endofitiCos..........ccceeveeevievevecicvieseceenee 40

CONSIDERAGOES FINAIS. ..ottt teses et sas sttt se sttt anss s st anen s nens 44

REFERENCIAS ...ttt ees s ettt nastens st ss et ensna s st snens s s tas e snens 45

REFERENCIAS DE IMAGEM ........oooiiiee ettt enae sttt an s, 47

APENDICES ..ottt 48

APENDICE A — PROPOSTA DE ENSINO .......oeviviieteceieeees e see s s senas s senss s 49

ANEXOS .ot 57



1 INTRODUCAO

O bioma Amazonico é dotado de alta e complexa biodiversidade com variantes espécies
de animais, vegetais e microrganismos, no qual muitos possuem propriedades biomedicinas de
interesse cientifico e biotecnoldgico. Devido a essa alta diversidade, ainda pouco se conhece
sobre as espécies existente nessa regido (OLIVEIRA, 2010, p.14).

Dentre as milhares espécies vegetais da amazonica, a Castanha-do-Brasil (Bertholletia
excelsa), se destaca. Segundo Tonini (2007), trata-se de uma espécie largamente distribuida
cobrindo aproximadamente 325 milhdes de hectares da floresta Amazonia, sendo que cerca
92% de toda essa area pertence ao territorio brasileiro, por este fato presencia-se alta
concentracdo do extrativismo desta espécie no pais.

Estudos relacionados a microbiologia associada a Bertholletia Excelsa (castanha-do-
Brasil), tem chamado atencdo da comunidade cientifica, devido seus constituintes, dentre eles
os fungos endofiticos isolados desta espécie vegetal, no qual habitam sistematicamente dentro
da planta, sem causar doencas em seu hospedeiro. Os trabalhos relacionados mostraram
importantes desempenhos apresentado pela espécie, como a producdo de metabdlicos, no qual
possuem aplicacbes biotecnologicas, como a producdo de enzimas, e potencial antibidticos e
anti-inflamatoério (OLIVEIRA, 2010, p.14).

As enzimas, maquinaria celulares, desses fungos filamentosos podem ser
aproveitadas em processos biotecnologicos como da biotransformacao de substancias quimicas,
apresentando uma série de vantagens quando comparado aos reagentes quimicos
convencionais, tais com a diminuicdo do custo de processo, menor impacto ambiental, reducédo
da quantidade de residuos, menor consumo de energia e introducdo de rotas mais acessiveis de
producdo (CASTRO, 2003, p. 146), ja que as enzimas sdo biodegradaveis.

As vantagens do processo de biotransformacéo estdo inseridas dentro dos principios da
Quimica Verde. Conforme Rocha (2011, p.14), os bioprocessos em sua maioria apresentam
consideravel seletividade por substratos, proporcionando a obtencdo de produtos com maior
guimiosseletividade, regiosseletividade e enantiosseletividade com menores impactos
ambientais.

Substancias com atividade farmacoldgica comumente sdo utilizados nos processos de
biotransformacdo, como exemplo se tem os compostos imidazolicos. O anel do imidazol
(Figura 1) pode ser caracterizado por conter dois &tomos de nitrogénio localizados nas posi¢6es
1 e 3, respectivamente. Sistematicamente nomeamos de 1,3-diazol, possuindo uma geometria

pentagono regular planar.
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Figura 1: Estrutura Imidazol

N

Fonte: Autor

Considera-se o imidazol um composto aromatico. Na estrutura, observa-se que um dos
atomos de nitrogénio contribui com dois elétrons para o sexteto eletrénico, o atomo de
nitrogénio coopera com um elétron e mais outros trés &tomos de carbono, com um elétron cada.
Portanto, os elétrons estdo partilhados sobre cinco atomos, sendo estes mais intensificados
sobre 0s &tomos de nitrogénio (STEFANI, 2009).

Um dos produtos naturais considerado importante por seus fins, derivados do imidazol,
é 0 amino &cido Z-histidina (Figura 2), no qual comumente € utilizada no tratamento de crises
alérgicas.

Figura 2: Estrutura Histidina

H,N
N CO3H

Fonte: Autor

Existem diversos farmacos que possuem em suas estruturas o anel imidazélico (Figura
3), podemos citar a cimetidina utilizada no tratamento de Ulceras duodenais e gastricas, outro
medicamento que € utilizado no tratamento de infec¢fes de tricomoniases e amebas € o

metronidazol, e também destaca-se o bifonazol com finalidade antifungica.
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Figura 3: Farmacos que apresentam o Anel Imidazélico nas suas estruturas

NH
o &
NH
/// NO,
N Z\N/\/OH /;/N O
«f N N
HN

Cimetidina Metronidazol Bifonazol

Fonte: Autor

O imidazol forma cristais incolores, possui ponto de fusdo a 90°C e ponto de ebuli¢do
igual a 256°C. O imidazol é solivel em agua e também em outros solventes, e ligeiramente
solivel em solventes aproticos. Estes compostos tem alto ponto de fusdo quando comparados a
pirrol, oxazol e tiazol, haja vista que a molécula do imidazol é doadora e aceptora de ligacdes
de hidrogénio, sendo que apenas ligagdes de hidrogénio (Figura 4) intermolecular sdo formadas
(STEFANI, 2009).

Figura 4: Formagéo LigagGes Intermoleculares

BEES
N/ \=N

Fonte: Autor

A utilizacdo de células totais de fungos endofiticos em processos de biotransformacgéo
de rotas sintéticas quimio-enzimatica em famacos como os imidazoOis ainda sdo pouco
exploradas. A biotransformacéo possibilita estudos relacionados a obtencdo de metodologias
vidveis para producédo de fA&rmacos enantiomericamente puros.

Os compostos imidazélicos apresentam nucleos estruturais em diversos farmacos,
principalmente com aplicacdo anti-microbiana. Este trabalho trata da biotransformacéo
enantiosseletiva de compostos azois, cujo é uma alternativa frente aos catalisadores sintéticos,
pois se utiliza de meios economicamente viaveis e ambientalmente aceito, j& que envolve

processo biodegradavel e de facil manipulacéo.
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2 JUSTIFICATIVA

O avanco da quimica tornou-se descontrolado em alguns aspectos, principalmente na
geracao incontrolavel de rejeitos indesejaveis advindo de processos quimicos industriais, no
qual quando expostos de forma prolongada sdo nocivos a saude humana e ao meio ambiente.
A utilizacdo de enzimas com finalidade biocatalitica € uma proposta indicada pelos principios
da quimica verde, no qual visa minimizar a impacto advinda de reagentes quimicos e
equipamentos.

Imaginando em preencher a lacuna entre o estudo de células totais de fungos endofiticos
isolados da Bertholletia Excelsa como alternativa viavel para a reducdo de cetonas
imidazolicas, fez-se necessario este estudo para que possa identificar fungos capazes de
produzir enzimas de interesse biotecnoldgicos para estes fins.

Ademais, neste trabalho foi feito o uso de células inteiras de fungos endofiticos, neste
caso, ndo foi necessario o acréscimo de rotas sintéticas para isolamento da enzima presente no
fungo isolado da Bertholletia Excelsa, o que se torna a proposta mais viavel. Visando os
principios da quimica verde, no trabalho buscou-se utilizar para os ensaios reacionais as
condigdes ambientes sobre temperatura, pH e solventes de baixa toxidade.

Existe uma alta demanda por compostos ceto-imizadolicos enantiosseletivos, por serem
nucleos estruturais em diversos farmacos, principalmente com aplicacdo anti-microbiana. A
biotransformacdo enantiosseletiva de compostos azoles € uma alternativa frente aos catalisadores
sintéticos, pois se utiliza de meios economicamente viaveis e ambientalmente aceito, ja que envolve

processo biodegradavel e de facil manipulagéo.
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3 PROBLEMA
Fungos endofiticos isolados da Castanha-do-Brasil promovem reducéo enantiosseletiva
de compostos azolicos?
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Realizar reacdes de biotransformagéo de compostos derivados de ceto-imidazolicos, mediadas
por células totais de fungos endofiticos isolados da Bertholletia excelsa (Castanha-do-Brasil),

para producdo de &lcoois enantiomericamente enriquecidos.

4.2 Especificos
Sintetizar e caracterizar os compostos ceto-imidazolicos;

Sintetizar e caracterizar os padrfes racémicos;

Realizar a triagem das reac@es de biotransformacgédo com cinco fungos endofiticos da Castanha-

do Brasil;

Identificar o fungo capaz de promover a reacdo de biorredugcdo em maior rendimento.
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5 REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1 Processos biotecnoldgicos
Os produtos naturais séo adeptos a funcGes especificas a natureza. Estudos vinculados

a processos biotecnoldgicos centram-se em organismos que habitam novos bidtopos. Fungos
endofiticos tem chamado atencdo para producdo de pesquisas devido a comprovacdo da
capacidade que estes microrganismos tém de gerar atraentes fontes bioativas metabdlicas que
possui importancia para area agricola, industrial e farmacéutica (PADHI et al., 2013, p.153).

Os endofitos sdo considerados micro-organismos que possuem uma fonte promissora
de metabdlicos naturais organicos, em alguns casos compartilhando a producdo dessas
substancias com os hospedeiro, gerando diversas substancias biologicas de interesse medicinal,
agricola e indunstrial. Exemplo de produgdes advindas dos endofiticos sdo: antibi6ticos,
agentes anticancer, e demais compostos bioativos. Esta espécie possue ainda um forte potencial
para produzir diversos grupos funcionais em compostos organicos como alcoois, a partir da
reducdo de cetonas (BIER et al., 2017, p.138).

5.2 Principios da quimica verde
A quimica verde esta diretamente atribuida ao desenvolvimento de tecnologia ndo

poluentes, com intuito de eliminar ou reduzir o0 uso de substancias nocivas a saude humana e
ao meio ambiente, ou seja, para fomentar processos quimicos ndo poluentes. Portanto a Quimica
verde rege alguns principios que necessitam serem implementados para que haja a efetividade
na producéo de processos limpos (LENARDAO et al., 2002, p.124).

Conforme Lenardéo (2002, p.124), os 12 principios da Quimica Verde estdo descritos
abaixo:
1. Prevencao: Neste contexto considera-se que é melhor prevenir do que tratar os residuos que
se originou do procedimento executado;
2. Economia atémica: Este principio vem a ressaltar que os métodos sintéticos devem ser
concebidos para maximizar a incorporacdo de todos os materiais utilizados no procedimento
para o produto final;
3. Sintese de compostos menos perigosos: Este tdpico esta voltado para a utilizagcdo de métodos
sintéticos projetados para utilizar e gerar substancias que possuam baixas ou nenhuma toxidade
para a salde humana ou do meio ambiente;
4. Desenvolvimento de produtos mais seguros: Neste principio busca-se sempre que possivel a
geracdo de produtos que ao serem consumidos ou utilizados ndo causem danos ao meio

ambiente.
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5. Uso de solventes e auxiliares mais seguros: O uso de substancias auxiliares bem como,
solventes, agentes secantes e de purificacdo, devem ser evitados, quando ndo haver a
possibilidade de despreza-las essas substancias devem ser inocuas ou reutilizaveis.

6. Projeto de eficiéncia energética: Neste contexto 0s processos de sintese devem ser
conduzidos a condi¢Ges brandas, ou seja, temperatura e pressao ambiente, pois em processos
quimicos é necessario gque seja considerado os impactos gerados pelo gasto de energia.

7. O uso de matérias-primas renovaveis: Este principio frisa a importancia da incorporacao de
matéria-prima renovavel em processos quimicos junto da busca por técnicas economicamente
viaveis.

8. Evitar a formacdo de derivados: Processos que ddo origem a derivacdes desnecessarias,
através da utilizacdo de grupos blogueadores, protecdo/desprotecdo, modificacdo temporaria de
processos fisicos e quimicos, devem ser evitados ou minimizados, uma vez que, estas etapas
requerem reagentes adicionais e podem gerar residuos indesejaveis.

9. Catalise: Se possivel utilizar de Reagentes cataliticos (tdo seletivo quanto possivel) em
métodos sintéticos, pois estes sdo superiores aos reagentes estequiométricos.

10. Design para a degradacdo: Neste sentido busca-se que os produtos quimicos devem ser
concebidos de modo que, ao final da sua fungéo eles possam torna-se produtos de degradagéo
ndo poluentes ao meio ambiente.

11. Analise em tempo real para prevencdo da poluicdo: Metodologias analiticas precisam ser
desenvolvidas para permitir em tempo real a possibilidade de monitoramento de processos, para
que haja um controle, cujo tem o intuito de prevenir a formacao de substancias perigosas.

12. Quimica inerentemente segura para prevencdo de acidentes: Substancias nos quais séo
utilizadas em processos quimicos devem ser escolhidas com o objetivo de minimizar o potencial
de acidentes quimicos, incluindo vazamentos, explosdes e incéndios.

Os processos de biotransformacdo integra-se aos principios da quimica verde. A
utilizacdo de microbios como fungos e bactérias é considerado um método de produtividade
sustentavel, que pode se sobrepor a quimica puramente sintética para obter produtos de interesse
farmacologico. Jeandet (et al., 2019, p. 7) em seu estudo relatam um método para producéo de
resveratrol e derivados atraves da quimica biocatalitica, enzimatica e verde de células inteiras,
cujo utiliza culturas de células.

5.3 Bertholletia Excelsa (Castanha-do-Brasil)

A Bertholletia excelsa, trata-se de uma planta (Figura 5) pertencente a familia

lecythidaceae, nativa da floresta amazonica, no qual é explorada comercialmente, e

geograficamente esta distribuida no Brasil, Bolivia e Peru. Esta espécie desperta interesse em
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diversos setores da sociedade, por possuir alto nivel ecoldgico, econémico e nutricional. A
producdo brasileira no consumo interno representa de 70 a 75% da producéo, enquanto para a
exportacdo, é encaminhada cerca 25 a 30% de toda producdo (KLUCZKOVSKI e MARTINS,
2016, p.108).

Figura 5: Arvére da Castanha-do-Brasil

Fonte: Natureza e Vida

No Brasil as castanheiras podem ser encontradas principalmente na regido norte,
ocorrendo em estados como Acre, Amazonas, Amapé e Paré. A castanheira pertence a familia
das lecitidiceas, quando adulta pode chegar a 50 e 30 metros de altura e 1 a 2 metros de
didmetro. Os frutos da castanheira sdo chamados de ourigos (Figura 6), sdo esféricos e lenhosos,
e contém certa de 25 sementes (Figura 7). A castanheira se desenvolve em area de terra firme,
com temperatura de 24°C e 27°C, a umidade do ar deve ser superior a 80% e precipitacao entre
1.400 mm e 2.800 mm anuais (SOUZA et al., 2008, p.1).

Figura 6: Ouricos da Castanha-do-Brasil

Fonte: Natureza e Vida
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Figura 7: Sementes da Castanha-do-Brasil
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5.4 Fungos endofiticos

Estudos relacionados aos fungos endofiticos isolados de espécies vegetais, como a
Castanha-do-Brasil, ganhou discussdes dentro da comunidade cientifica devido sua enriquecida
utilidade. Para que haja uma discuticdo sobre os endofiticos é necessario definir este termo. O
endofiticos foram mencionados pela primeira vez no inicio do século XIX, porém, somente ao
final do século XX, que eles comecaram a ser tratados com relevancia em trabalhos
desenvolvidos pela comunidade cientifica (SANTOS e VARAVALLO, 2011, p.200).

A primeira discusséo de endofiticos foi proposta por Bary em 1866, no qual diz que os
endofiticos sdo quaisquer organismos que ocorrem nos tecidos vegetais, ou seja, todos 0s
organismos que habitam em orgdos vegetais, podendo colonizar nos tecidos vegetais internos
sem causar dano aparente a planta. (AZEVEDO, 1991, p.119; PADHI et al., 2013, p.153)

Os fungos endofiticos sdo todos micro-organismos que habitam em espécies vegetais
ou que em algum momento em sua vida colonizaram em tecidos vegetais internos sem causar
aparente dano ao hospedeiro (PETRINI, 1991, p. 179-180). Outros autores partilham de
similares defini¢des, como Padhi (2013, p.153) e Hallmann (1997, p.557), que ao se referir a
fungos endofiticos, definem que sdo um grupo de fungos que colonizam em tecidos internos
das plantas, sem causar lesdes visiveis ao hospedeiro.

Conforme Farhat (2019, p. 02-03) os fungos endofiticos sd@o micro-organismo
encontrados em tecidos da maioria das espécies vegetais, que difere dos patdgenos, pois estes
levam ao desenvolvimento de doenca em plantas, diferentemente dos endofiticos que habitam

em cima e abaixo dos tecidos do solo da espécie hospedeira sem causar doenca.
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5.5 Biotransformacéo

A biotransformacao abrange processos enzimaticos, no qual utiliza de enzimas contidas
em organismos Vivos (espécie vegetais, micro-organismos, etc.) para catalisar reacoes
quimicas, com substratos sintéticos (processos fermentativos) (OLIVEIRA et al., 2013, p.7).
Segundo Winkler (2012, p.381) houve crescente interesse por compostos organicos
enantiopuros obtidos a partir de processos de biotransformacdo, por sintese enantiosseletiva.
Estes processos ocorrem por meio de sintese de compostos biologicamente ativos, no qual tem
contribuido para o desenvolvimento de produtos sintéticos altamente especificos. A sintese
enantiosseletiva possibilita a reducdo de alcenos.

A reducdo estereosseletiva de uma ampla variedade de compostos, proporciona
excelentes rendimentos e excesso enantiomérico, este procedimento trabalha sob condicdes
brandas de pH e temperatura. Existe uma série de enzimas homologas, cujo ao serem aplicadas
em processos de biorreducdo desenvolveram varias moléculas industrialmente relevantes, no
qual possuem caracteristicas de interesse medicinal. Pesquisas relacionada a biotransformacéo
estdo cada vez mais sendo discutidas, pelo fato de a natureza fornecer esta atrativa alternativa
sustentavel e econdmica, no qual faz uso de enzimas contidas em micro-organismos presentes
em espécies vegetais (WINKLER et al., 2012, p.381).

6.6 Biotransformacéo e Biorredugédo por cepas de fungos.

Biorredutores de origem microbiana, incluindo enzimas isoladas e células inteiras,
séo utilizados para reducéo de cetonas para obtencao de alcoois enantiomericamente puros de
interesse. Os biorredutores ideais devem apresentar consideravel enantioselectividade e
rendimento de conversdo. Estas reacGes devem ser simples e de baixo custo. De acordo com
pesquisas relacionadas, a utilizacdo de enzimas em sua forma isolada requer a presenca de
quantidades drasticas de cofatores, 0 que demanda um maior custo, deste modo, 0 uso de células
inteiras, como cepas de fungos, para processos de biotransformacdo é preferivel, devido a
reducdo de cofatores e custos (ROCHA et al., 2009, p.1559).

Pesquisas relacionados a biotranformacdo de compostos organicos por fungos
endofiticos, vem sendo trabalhada pela comunidade cientifica, como exemplo temos trabalho
desenvolvido por Bier (2017, p.142) no qual utiliza a cepa do fungo Phomopsis sp, para
biotransformar o composto limoneno. Esta biotransformacéo resultou varios compostos de
interesse como a carvona, carveol, terpineol e outros. Um dos compostos mais importantes
manifestados neste estudo foi o limoneno-1,2-diol (Figura 8), que, segundo o autor, atingiu uma
concentracdo maxima de 1,12 g / L apds 8 dias de fermentacdo, e teve rendimento total da

producéo, calculado em 10,85%.
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Figura 8: Biotransformagdo composto limoneno
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A biotransformacdo ou biorreducéo enantiosseletiva de acetofenonas portadoras de
substituintes funcionais, como o grupo azida, ligados a carbonos promove importantes
intermediarios cujo sdo utilizados como blocos quirais de construcdo para sintese organica.
Conforme Fardelone (2006, pp.9-10) estes processos enzimaticos tornam-se uma rota
alternativa para preparacdo de compostos de interesse, por exemplo a obtencdo dos
enantibmeros dos compostos sintéticos de Tembamida e Aegeline (Figura 9), no qual
demonstraram ter boa atividade hipoglicémica, sdo obtidos através da reacdo de biorreducéo
mediadas por Rhodotorula glutinis e Geotrichum candidum (Figura 10), apresentando bons

rendimentos, com conversao >99.

Figura 9: Enantiémeros (R)-Tembamida e (R)-Aegeline.
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Figura 10: Reacdo mediada por micro-organismos
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Através das espécies brasileiras, desencadeia-se a as diversas possibilidades de aplicar
0S micro-organismos do pais em processos de biotransformacdo. Rocha (2009, p.1560)

desenvolveu uma pesquisa avalia o potencial de reducdo estereosseletiva do composto a-
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cloroacetofenona mediado por fungos marinhos da Mata Atlantica, isolados de esponjas
marinhas Geodia corticostylifera e Chelonaplysylla, para formacéo clorohidrina quiral, a-

clorofeniletanol (Figura 11).

Figura 11: Reac¢do Biotransformacdo por fungos marinhos
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Os fungos marinhos utilizados nesta biotransformagao do composto a-cloroacetofenona
foram identificados como Trichoderma sp. Gcl, Penicillium miczynskii Gcb, Aspergillus
sydowii Gcl2, Bionectria sp. Ce5, A. sydowii Cel5, P. raistrickii Cel6 e A. sydowii Cel9
(ROCHA etal., 2009, p. 1561). Os resultados apresentados neste trabalho demostram potenciais
aplicacOes dos fungos de espécies brasileiros como fontes enzimaéticas para desenvolvimento
de processos biotecnolégicos.

6.7 Biotransformac&o de compostos azois.

Os compostos azolicos tém sido amplamente estudados por seu potencial medicinal,
segundo Pranzoni (et al., 2019, p.114) derivados deste composto tem proporcionado a
descoberta de drogas com alto potencial, pois estes dispdem de uma ampla variedade de
propriedades antimicrobianas, antivirais, antiepilépticas, anti-HIV, etc. A literatura demonstra
aplicacdes relacionadas a utilizacdo de compostos azélicos em sua forma enantiomérica, como
exemplo, contatou-se que derivados do B-hidroxitriazol, em especial o enantiomero resultante

(R), possui potencial de receptor B adrenérgico bloqueador (PRANZONI et al., 2019, p.114).

Figura 12: Biorredugéo enantiosseletiva de B-cetotriazois
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Acima presencia-se a biorreducédo enantiosseletiva proposta por Pranzoni (2019, p.116),

para este método foi avaliado a reducdo do composto B-cetotriazdis, mediado pelo micro-
organismo R. mucilaginosa LSL (Figura 12). A reacao apresentou conversdo >98, observando-
se a formag#o do enantidmero (R) -B-hidroxitriazois. E importante a utilizacio destes processos,
devido a possibilidade de adiquirir produtos bioativos de interesse, no qual sdo executados por

meios ecologicamente viaveis, de facil manuseio, sem adicdo e cofatores externos, o que se
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torna uma ferramenta importante para o empreendimento da quimica verde (PRANZONI et al.,
2019, p.117).
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Materiais

2-bromo-acetofenona (99%), 2-bromo-1-(4-clorofenil) etanona (99%), 2-bromo-1-(4-
fluorofenil) etanona (99%), 2-bromo-1-(4-bromofenil) etanona (99%), 1- (1,1-bifenil) 2-
bromoetanona (99%), Imidazol (99%), Hidroxido de Sadio (97%), Acido Cloridrico (10%),
Agua destilada, Acetona (99,5%), Cloroférmio (99,8%), Acetato de etila (99,5%), Alcool
etilico (70%), Alcool metilico (99,8%), Hexano (98,5%) Dimetilsufoxido (97%), Fosfato de

sodio monobasico (99%), Fosfato de potassio dibasico (99%), Extrato malte, agar.

6.2 Métodos
6.2.1 Sintese dos derivados de ceto-imidazol

Para a sintese dos derivados de ceto-imidazol foi adicionado em baldo de reagdo 25 mL
de acetona, em seguida inserido derivados de acetofenona (6 mmol) e imidazol (12 mmol). A
mistura foi deixada em agitacdo magnética durante 24 horas a temperatura ambiente. Ap6s o
periodo de agitacdo foi realizada a remocdo do solvente de reacdo por rotaevaporagéo.
Posteriormente foi feito o processo de extracdo com (3x20 mL) de agua destilada e (3x20 mL)
de cloroférmio. Foi adicionado 0,8 g de sulfato de sddio no residuo organico obtido e filtrado.
Por fim a substancia filtrada foi submetida a destilagéo para retirada do solvente (Figura 13). A
reacao foi monitorada por cromatografia de camada delgada (CCD), e identificada por CG-EM
(FERREIRA., et al, 2017, p.12657).

Figura 13: Reacdo geral para obtencdo dos derivados de ceto-imidazol

Cloroférmio-Agua ) N

destilada (3x20mL)

Fonte: Autor
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6.2.2 Isolamento e identificacdo dos fungos endofiticos
Os fungos Aspergillus (BIORG 4), Aspergillus (BIORG 5), Penicillium (BIORG 6),

Trichoderma (BIORG 7), Aspergillus (BIORG 9), foram isolados das améndoas da Bertholletia
excelsa (Castanha-do-Brasil). As améndoas foram obtidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria do Amapa (EMBRAPA), na &rea de localizagdo 1 - W 52 © 1820.976 "e S 0 °
33'44,44",e2-W 51°57'53.338 "¢ S0 °2521,39 ” (Estado do Amap4, Brasil). As sementes
da castanha foram higienizadas conforme Ekiz (et al., 2018, p.96), lavadas cuidadosamente com
agua corrente, em seguida higienizada com agua destilada, em sequéncia foram embebedadas
em recipiente por 3 minutos com hipoclorito de sodio 2%, posteriormente adicionou-se as
améndoas em alcool 70% por mais 3 minutos, e por fim lavadas novamente com agua destilada
e deixadas para secagem (Figura 14). Apos a secagem adicionou-se as sementes em placas de
petri previamente forradas com papel filtro e deixadas até o manifesto dos micélios do fungo.
A identificagdo da morfologia dos fungos endofiticos trabalhados neste estudo realizou-se por
observagdo direta em microscépio optico (HOLANDA., et al, 2019, p.2).

Figura 14: Preparacéo das Améndoas para Isolamento dos Fungos Endofiticos

Fonte: Autor

6.2.3 Cultivo microbiano em meio sélido (malte 2%)
Para o cultivo microbiano em meio solido (Figura 15), em um frasco de 1000 mL foi

adicionado 20 g de extrato malte (Malt extract powder, refined) e 20 g de &gar (2%) em 1 L de
agua destilada. Posteriormente foi ajustado o pH da solucdo para 7 utilizando a solucéo de
NaOH 1,0 M. O meio de cultura foi autoclavado pelo periodo de 15 minutos, sob temperatura
de 121°C. Foi feito o vertimento da solucdo em placas de petri previamente esterilizadas, e apds
a solidificacdo do meio de cultura, realizou-se a repicagem dos fungos endofiticos. As placas
foram deixadas em estufa incubadora BOD para crescimento dos fungos por 5 dias a uma
temperatura de 28°C (FERREIRA, 2016, p.73).
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Figura 15: Fungos endofiticos BIORG4 e BIORG7 cultivados em meio sélido.

Fonte: Autor

6.2.4 Cultivo microbiano em meio liquido (malte 2%)
Para preparacdo do meio de cultura liquido (Figura 15) foi utilizado frasco béquer de

1000 mL, onde adicionou-se 20 g de extrato malte (Malt extract powder, refined) diluido em 1
L de agua destilada. O pH foi ajustado para 7 em solucdo de NaOH 1,0 M. Em frascos
Erlenmeyer de 250 mL introduziu-se 100 mL da solugcdo de meio de cultura liquida e fechado
com tampdo de algoddo. Os frascos com meio liquido foram autoclavados pelo periodo de 15
minutos, sob temperatura de 121°C. A inoculac¢do dos fungos endofiticos em meio de cultura
liquido foi feita em ambiente estéril (Camera de fluxo laminar), com a introducdo de 6

fragmentos circulares do meio sélido (1cm x 1cm) contendo micélios do fungo endofitico em

frascos erlenmeyer. Os recipientes permaneceram em agitacao rotativa por 7 dias (Figura 16),
em temperatura de 30° C e rotagéo de 130 rpm (FERREIRA, 2016, p.74).

Figura 16: Fungos endofiticos cultivados em meio liquido (1° dia)

Fonte: Autor

Figura 17: Fungos endofiticos cultivados em meio liquido (7° dia)
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Fonte: Autor

6.2.5 Reacdo de Biotransformacéo
6.2.5.1 Preparo da solucéo tampéo de fosfato
O tampéo de fosfato pH 7 foi preparado a partir das solucbes de fosfato de sodio

(Na2HPO4 a 0,1 mol/L) e fosfato de potéssio (KH2PO4 a 0,1 mol/L). Para preparo das solucGes
foram utilizados 11,876 g de fosfato de sddio para cada 1 L de dgua destilada e 9.081 g de
fosfato de potassio. O pH da solucdo tampéo desejada foi ajustado em uma mistura apropriada
das solugdes preparadas de Na;HPO4 e KH2PO4. Em momento posterior, foram distribuidos para
cada frasco Erlenmeyer utilizado, 100 mL da solugdo tampédo (FERREIRA, 2016, p.78).

6.2.5.2 Reacao de biorreduc@o com fungos endofiticos isolados da Bertholletia excelsa
Os micélios umidos dos fungos (Aspergillus (BIORG 4), Aspergillus (BIORG 5),

Penicillium (BIORG 6), Trichoderma (BIORG 7), Aspergillus (BIORG 9)) crescidos colocados
previamente em agitacdo, foram retirados e submetidas a filtragdo em funil de Buchner e
ressuspensas em 100 mL de solugdo tampé&o de fosfato (pH 7). Dentro dos frascos contendo as
células dos fungos em solucéo tampéo foram adicionados 25 mg do substrado sélido de ceto-
imidazol, previamente dissolvido em 200 pL do solvente Dimetilsulfoxido- DMSO. As reages
mantiveram-se em agitacdo orbitalar (130 rpm) por 7 dias (Figura 17) a temperatura ambiente.
(FERREIRA, 2016, p.78).

Figura 18: Fungos endofiticos em solugdo tampéo fosfato pH 7 (7° dia)

T B Y

Fonte: Autor

6.2.5.3 Extracdo reacdes microbianas
Apos a permanéncia por 7 dias em agitacdo foi realizada a extracdo das reacdes de

biorreducdo. Adicionou-se 30 mL de acetato de etila nas reacOes, e deixado em agitacdo
magnética por 30 minutos. As células dos fungos contidos na reacdo foram filtrados em funil
de Buchner. A mistura filtrada foi extraida por particéo liquido-liquido com o solvente acetato
de etila (3x 30mL). Adicionou-se a fase organica extraida 0.8 g de Na>SOs e em seguida
realizada a filtragdo. A mistura obtida foi transferida para um baldo de reacéo e posteriormente
foi feita a retirada do solvente por evaporador rotativo (FERREIRA, 2016, p.78-79).



32

6.2.6 Reacéo de hidrogenacao
Em um bal&o de reacéo foi colocado derivados de ceto-imidazol, dissolvido em 5 ml de

alcool metilico. Logo apds foi adicionado NaBH4 (1,5 mmol) a temperatura de 0°C, e deixada
em agitagdo magnética por 3 horas. Ao final do periodo de agitacéo foi adicionado 1 ml de HCI
(10%), em seguida realizou-se a extracdo com solvente acetato de etila (3x10mL) e &gua
destilada (3x10mL). A fase menos densa da reparticao foi separada. Nesta fase separada foi
adicionada 0,8 g de Na.SOs e filtrada. Adiante foi sujeitada a rota evaporagdo do solvente
(JIMENEZ, 2017, p.236).

Tabela 1: Reacdo de reducdo de derivados de ceto-imidazol com Boro Hidreto (NaBH.)

Reacéo Derivado ceto-imidazol Boro Hidreto Produto (%)
(mmol) (NaBH4) (mmol) 4a-4f
3a-3f 5a
1 o =N H - oH =N
Na™ |y~ 7>H
H
3a (0,5 mmol) (1,5 mmol) 4a (29%)
2 0 —N H - OH —N
Na™ |y~ 7~
H
Cl Cl
3b (0,5 mmol) (1,5 mmol) 4b (75%)
3 o =N H 1 oH =N
Na™ |y~ 7~
H
F F
3c (0,5 mmol) (1,5 mmol) 4c (18%)
4 0 —N H - OH —N
Q)QNO + { ! ] D)VNU
Na™ |y~ 7~
H
Br Br
3d (0,5 mmol) (1,5 mmol) 4d (87%)
5 o =N H 1 oH =N
N[/J | B N’/J
Sandb ISV

3e (0,5 mmol) (1,5 mmol) 4e (68%)
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6 cc o =N H T ci oH =N
MU o @)VN@
Na™ | B~ H
H
o Cl
3f (0,5 mmol) (1,5 mmol) 4f (86%)

6.2.7 Analises e caracterizacdo espectroscopia

6.2.7.1 Cromatografia gasosa e espectroscopia de massas (GC-MS)
A analise realizou-se por meio de um cromatografo a gas acoplado e um detector de

espectroscopia de massas. O aparelho utilizado foi cedido pelo no Laboratério Pesquisa em
Farmacos (DCBS - UNIFAP), cujo o modelo é Shimadzu/GC 2010, acoplado a um auto injetor
Shimadzu/AOC-5000 e um detector de massas (Shimadzu MS2010 Plus) com impacto de
elétrons (70 eV) equipado com coluna de silica fundida RTX-5. O gés de arraste utilizado foi 0
He a 65 kPa.

6.3 Dados Espectroscopios

6.3.1 2-(1H-imidazol-1-yl)-1-feniletan-1-ona (3a): C11H10N20 g.mol™?. Rendimento 1,098 g (55
%). Solido alaranjado.
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6.3.2 1-(4-clorofenil)-2-(1H-imidazol-1-yl)etan-1-ona (3b): C11HeCIN20 g.mol?. Rendimento
0,995 g (75 %). Solido alaranjado.
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C11HoFN20 g.mol™. Rendimento 0,778 g (64 %). Sélido alaranjado;
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6.3.4  1-(4-bromofenil)-2-(1H-imidazol-1-yl)etan-1-ona  (3d):  CuiHeBrN2O  g.mol™.
Rendimento 1,693 g (95 %). Sélido alaranjado.
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6.3.5 1-([1,1'-bifenil]-4-yl)-2-(1H-imidazol-1-yl)etan-1-ona  (3e): Ci7H1sN20O g.mol™.
Rendimento 1,693 g (95 %). Sélido alaranjado.
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6.3.6 1-(2,4-diclorofenil)-2-(1H-imidazol-1-yl)etan-1-ona (3f)
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Sintese dos derivados de ceto-imidazol

Os compostos imizazolicos (3a-f) foram preparados segundo metodologia descrita por
Ferreira et al (2017) que emprega 1 equivalente da halo-cetona, 2 equivalentes de imidazol, 30
mL de acetona como solvente a temperatura de 30 °C (£ 3°). Todos os compostos obtidos foram

preparados em bons rendimentos, como descrito na Tabela 1.

Tabela 2: Sintese de derivados de ceto-imidazol utilizados como substrato em reacdo de biotranformacao

mediados por fungos endofiticos.

Reacéo

N
0

O
1a-f

Acetofenona (mmol)
la-f

Oj’u.

1a (6 mmol)

(@)
Br

Cl

1b (6 mmol)

ﬂ
; O
w

1c (6 mmol)
o]

/@)‘\/Br
Br

1d (6 mmol)

>
24h, 30°C
Acetona

Imidazol (mmol)
2a

H
N
W
N
(12 mmol)
H
N
W
N
(12 mmol)
H
N
W
N
(12 mmol)
H
N
W
N

(12 mmol)

3a-f

Produto (%) 3a-f

_N

3a (59%)

e) —N
/@)J\/N,/\/)
Cl

3b (75%)

_N
F

3c (64%)

_N
Br

3d (95%)
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-
O O Br [:/> O O N\)

le (6 mmol) (12 mmol) 3e (70%)
5] Cl O H cl O —N
/@)‘\/Br [N/> /@)J\/N,/\/)
N
Cl cl
1f (6 mmol) (12 mmol) 3f (75%)

E notavel a formagc&o seletiva dos produtos ceto-imidazolicos quando imidazol reage
com halo-cetonas a temperatura de 30°C usando propanona, como solvente (Tabela 2). Vale
destacar que os grupos halos (bromo ou cloro) sdo considerados bons grupos de saidas, o que
facilita o processo de substituicdo pelo grupo imidazdlico. Presumivelmente, o mecanismo da
reacdo ocorre pela interacdo entre o grupo imidazol (Figura 18), como nucleofilica, atacando a
espécie eletrofilica neste caso seré o carbono alfa ligado no grupo halogénio (cloro ou bromo),
que libera o cloro na forma de cloreto, finalizado pelo equilibrio prototropismo de +H*/-H" e

levando a formacéo do produto imidazolico.

Figura 19: Mecanismo da Reacdo

H 0
(@] | _ClI *ILH* '8 —N
©)J\CC| [N/> ©)J\:' +H"/-H '\ll/\/)
. -HCI

.
NS )

Halo-cetona

Ceto-imidazol

Fonte: Autor

A formacédo e produto formado apds o processo de recristalizacdo esta ilustrada na
Figura 19, pela anélise de cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas. Com isso,
percebe-se que o sinal correspondente ao produto elui no tempo de 18.03 min, vale destacar a

pureza relacionada ao composto, demostrando eficiéncia no processo de obtencéo e purificacao.
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Figura 20: Cromatograma do Produto 3a

O espectro de massas do produto 3a é ilustrado na figura 20. Observa-se que o perfil de
fragmentacédo desse composto tem um pico base (fragmento de maior estabilidade) de 105 m/z
e um ion molecular de 186 m/z, correspondente a massa molecular do composto esperado (186

g/mol).

Figura 21: Perfil espectroscépio do produto 3a
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7.2 Reacdo de Biotransformacdo mediadas por fungos endofiticos
Dado que a sintese do derivado de ceto-imidazol 1a foi realizada, objetivou-se a selecéo

do fungo endofitico com melhor potencial de reducdo enantiosseletiva da ligagdo carbono-
carbono. Deste modo, foi realizado uma triagem com as cepas dos fungos Aspergillus (BIORG
4), Aspergillus (BIORG 5), Penicillium (BIORG 6), Trichoderma (BIORG 7) e Aspergillus
(BIORG 9) em solucdo de tampdo fosfato pH 7 com o substrato 1a. Os resultados obtidos
através de analise espectroscopia de CG/EM permitiram observar que todos os fungos
endofiticos utilizados no emprego deste trabalho, apresentaram percentuais de biorreducao

enantiosseletiva do composto ceto-imidazol 1a.

Comparado aos demais fungos, o fungo Penicillium da figura 21 (BIORG 6) atingiu
conversdo de 99% na reducdo enantiosseletiva da ligacdo carbono-carbono do ceto-imidazol
3a. As enzimas constituidas nas células totais dos fungos Trichoderma (BIORG 7) e Aspergillus
(BIORG 5) apresentaram atividades moderadas, cujo a conversdao foi de 48,8% e 48,7%
respectivamente na biorreducdo do ceto-imizadol 1a. As células do fungo Aspergillus (BIORG
4) na atividade enzimatica de reducao da ligacdo carbono-carbono exibiu conversao de 30,6%.
E os micélios do fungo Aspergillus (BIORG 9) demonstraram menor eficicia de reducéo no

composto 3a, cerca de 15,3%. (Tabela 3).

Figura 22: Fungo (BIORG6)

Fonte: Autor

Tabela 3. Estudo da porcentagem de conversao do derivado de ceto-imidazol 1a mediadas por células todas de
diferentes fungos endofiticos.

oH =N
o =N [~
Y/
N\/) Fundo endofitico N\)
7 dias, 30°
Reacédo Fungo Endofitico Converséo 1b (%)

1 BIORG 4 30.6%
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2 BIORG 5 48,7%
3 BIORG 6 99%
4 BIORG 7 48.8%
5 BIORG 9 15.3%

*Reacdo com 10 g de micélios Umidos do fungo endofitico e 25 mg de

2-(1H-imidazol-1-yl)-1-phenylethan-1-one 1a em tampao fosfato (pH 7, 7 dias, 32°C, 130 rpm).

Figura 23: Cromatograma obtido das reacdes de biotransformacao do composto 3a para 0s Fungos Biorg 4,
Biorg 5 e Biorg 6.
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Nota-se que o perfil cromatografico do produto de biorreducgéo é eluido em 15.16 min e
0 material de partida em 15.68 min. O produto de reducéo apresentou ion molecular de 188
m/z, ion correspondente a adicdo de 2 hidrogénio, o que demonstra o processo de reducdo na

carbonila.
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Chemical Formula: C41H{,N,0O
Molecular Weight: 188,23
169
130 142 [172

0 \‘H‘M‘ L 7 202
100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0
As oxidorredutases presentes nos fungos sdo, em sua maioria, enzimas intracelulares
gue podem ser encontradas em todos 0s organismos vivos, atuando como catalisadores de suas
vias metabdlicas. Essas enzimas catalisam reacfes de reducdo e oxidacdo através da

transferéncia de elétrons, a qual ocorre com a participacdo essencial dos cofatores, substancias
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ndo protéicas que fornecem os “reagentes quimicos” necessarios para que as rea¢des redoxes
ocorram. Os cofatores podem ser ions inorganicos (K*, Mn?*, Ca?*, Zn?"), grupos prostéticos
permanentemente ligados as enzimas (porfirinas) ou moléculas orgéanicas que se ligam
transitoriamente denominadas de coenzimas, tais como, vitaminas, flavina, tiamina, niacina,
acido ascérbico, NAD(P)H (GRUNWALD 2009).

A grande variedade de oxidorredutases conhecidas pode ser classificada de acordo com
os cofatores necessarios ou com a natureza de seus substratos em trés subclasses: oxigenases,

oxidases e peroxidases.

Partindo dos resultados obtidos através das reacdes com diferentes fungos endofiticos
com o substrato 3a, foi utilizado as células do fungo da reacdo 3, no qual apresentou melhor
desempenho de conversdo, para mediar rea¢oes de biorredugdo com outros derivados de ceto-
imidazol (Tabela 4).

Tabela 4: Estudo de Conversao de Compostos Imidazélicos

0 FN oH =N
N\/) N’/\/)
Penicillium
-
Cl . Cl
7 dias, 130 rpm,
30°
Produto formado Conversao (%)
4b-4f
oH =N
Nj 99
Cl
4b
oH =N
N\/) 99
F
4c
oH =N
Nj 70
Br

4d
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oH =N
O N 60
4e
¢l oH =N

N\/ *

Cl
Af

Observa-se que o composto 3e (1-([1,1'-bifenil]-4-yl)-2-(1H-imidazol-1-yl)etan-1-ona)
e 0 3d (1-(4-bromofenil)-2-(1H-imidazol-1-yl)etan-1-ona), apresentaram porcentagem de
conversdo inferior, comparado aos demais compostos. De acordo com Ferreira (2016), pode-se
comparar esse fator aos efeitos de atomos halogenados presente na estrutura molecular desses
compostos, tais como a lipofilicidade, volume atbmico e eletronegatividade. Sendo que, quanto
maior a lipofilicidade e quanto menor o volume atémico, mais facilidade o substrato terd para
se difundir por meio da membrana celular ao receptor bioldgico, logo, a reagdo entre receptor
e substrato torna-se eficiente e rapida (FERREIRA, 2016, p.108).

Para a reacdo em questdo, facamos uma comparacdo entre as reacfes que envolve 0s
atdbmos halogenados fluor e bromo, respectivamente. O bromo presente na molécula 4d possui
lipofilicidade inferior comparado a molécula com fluor 4c, e volume atbmico maior, portanto,
a molécula 4d apresentou baixa conversdo, pelo fato da reacao sofrer dificuldades para ancorar

no sitio ativo.
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CONSIDERACOES FINAIS
Através da pesquisa realizada, comprovou-se que a especie vegetal utilizada origina

células com alto potencial de seletividade, portanto podem ser utilizadas em reacGes de
biotransformagéo. A utilizacdo de micro-organismos como biocatalizadores, minimiza tempo e

custos, tornando-se uma metodologia simples e vantajosa frente a outras fontes de enzimas.

As enzimas dos fungos endofiticos agiram de modo indutivo ao estarem na presenca do
substrato submetido a biotransformacdo, com isso foi obtido resultados com excelentes
bioconversdes. Para este caso, as enzimas séo denominadas de enzimas indutivas, pois foram
induzidas na presenca de um substrato xenobidtico durante o estagio de cultivo do micro-
organismo em um meio de cultura restrito de nutrientes.

Por conseguinte, foi possivel notar a importancia de estudos relacionados a area de
pesquisa, haja vista, a caréncia de estudos nessa area, pois os fungos endofiticos advindos da
Castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) se mostraram eficientes no processo de

biotransformacdo dos compostos imidazoélicos.
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APENDICE A - PROPOSTA DE ENSINO

ESTEREOQUIMICA EM FARMACOS: UMA PROPOSTA DE APRENDIZAGEM
SIGNIFICATIVA PARA O ENSINO MEDIO, SOB A LUZ DE AUSUBEL E JOSEPH D.
NOVAK.

OBJETIVO
o Propor um ensino sobre o conteldo de estereoquimica em farmacos, tendo como

alicerce a Teoria da Aprendizagem Significativa, para o ensino médio.

O ensino e aprendizagem de quimica enfrenta diversas dificuldades desde os primérdios
até os dias atuais, para que esses problemas sejam sanados, € importante que haja no
planejamento da disciplina de quimica, temas que estejam relacionados com aspectos sociais,
econémicos e ambientais (RIBEIRO et al., 2010, p. 169).

Para tornar o ensino de quimica mais acessivel, claro, simples e agradavel, precisamos
nos apropriar de metodologias que nos oportunize ensinar com a leveza, para isso deve-se
investir em procedimentos didaticos alternativos, no qual os alunos poderdo adquirir
conhecimentos significativos e agradaveis, em que aproveite, no primeiro momento, a vivéncia
dos alunos, os fatos do dia-a-dia, a tradicdo cultural e a midia, e com isso reconstruir 0s
conhecimentos quimicos para que o aluno possa refazer a leitura do seu mundo
(BERNARDELLI, 2004, p. 02).

No intuito de esclarecer como vai se desenvolver a Proposta de Aprendizagem
Significativa para o Ensino Médio, € importante discutir sobre os ambitos legais que garantem
o direito do acesso a educacdo de qualidade, e os documentos que compdem a grade curricular
das instituices de ensino, no qual respaldam a importancia de buscar alternativas que supram

as necessidades do ensino e aprendizagem.

1 AMBITO LEGAL
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A Lei de Diretrizes e Bases (Lei 9.394/96), garante o direito de todos individuos
brasileiros a ter acesso ao ensino gratuito e de qualidade, e reforca que a educacédo é dever da
familia e do Estado, tendo em vista que o processo formativo se desenvolve no seio familiar e
na convivéncia humana em sociedade. A LDB considera o Ensino Médio caracteristico de
terminalidade, pois é etapa final da educacdo Basica, justaposto que é neste periodo que se
assegura ao aluno consolidar e aprofundar-se dos conhecimentos adquiridos no ensino
fundamental, visando dotar o discente das competéncias necessarias para continuar aprendendo
(Art. 35, incisos 1 a IV).

A continuag&o da aprendizagem tem como finalidade estimular o individuo, ao concluir
a educacdo basica, continuar o seguimento do conhecimento rumo ao ensino superior, a Cursos
de formacao, ou mercado de trabalho, pois aprender é continuo e necessario, € um processo que
percorre do ambiente escolar para a vida.

As OrientacBGes Curriculares para o Ensino Médio (BRASIL, 2008) afirmam que a
importancia da area de Ciéncias da Natureza, Matematica e suas Tecnologias no desenvolver
intelectual do estudante de Ensino Médio, esta na qualidade e ndo na quantidade de conceitos,
aos quais se busca dar significado nos quatro componentes curriculares: Fisica, Quimica,
Biologia e Matematica. Tendo em vista a extrema complexidade do mundo atual no que tange
a educacdo, ndo se permite mais que 0 ensino médio seja apenas preparatorio para um exame
de selecdo, em que o estudante é perito, por ser treinado em resolver questfes que exigem
sempre a mesma resposta padrdo. O mundo atual imp&e que o estudante se posicione, julgue e
tome suas decisOes, e seja responsabilizado por seus atos. Dessa forma, as Orientagdes
Curriculares para o Ensino Médio reconhecem que é importante que as metodologias adotadas
em sala de aula caminhem juntas, de maneira que venha acrescentar conhecimento para o aluno
(BRASIL, 2008).

Apesar dessas Orientacdes Curriculares Nacionais, o ensino de Quimica transformou-
se em preocupacgdo premente nos ultimos anos, tendo em vista que hoje além das dificuldades
apresentadas pelos alunos em aprender Quimica, muitos ndo sabem o motivo pelo qual estudam
esta disciplina, visto que nem sempre esse conhecimento € trabalhado de maneira que o aluno
possa entender a sua importancia (PAZ e PACHECO, 2010, p. 02).

A partir dessas concepcBes nota-se que é essencial agir para que os educandos possam
usufruir dos conhecimentos, haja vista que este é necessario para exercer a cidadania. A criagdo
de documentos de apoio e orientacdo dos professores no processo de ensino e aprendizagem é
imprescindivel, pois esses irdo nortear o corpo técnico escolar, para escolher a maneira ideal de

adaptar o ensino as peculiaridades de cada localidade.
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2 PARAMETROS CURRICULARES NACIONAIS PARA O ENSINO MEDIO

Historicamente a escola possui uma concepgéo conservadora da aprendizagem, onde o
ensino das disciplinas, em geral, sédo conteudistas e o aluno possui uma postura passiva no
processo de construgdo do conhecimento. Nesse sentido a escola passa a ndo valorizar os
preceitos sociais dos sujeitos que dela participam, como o conhecimento prévio. As propostas
de ensino objetivam, promover aos alunos a compreensdo dos fundamentos cientifico-
tecnoldgicos dos processos produtivos, relacionando a teoria com a prética, no ensino de cada
disciplina.

Com isso, de acordo com os Parametros Curriculares Nacionais, o aprendizado de
quimica deve possibilitar ao aluno a compreensdo tanto dos processos quimicos em si quanto
da constru¢cdo de um conhecimento cientifico em estreita relacdo com as aplicagdes
tecnoldgicas e suas implicagdes ambientais, sociais, politicas e econdmicas. Assim, vale
ressaltar os PCNs, utilizam de objetivos distintos, de acordo com a singularidade de cada
localidade no qual sera utilizada. (BRASIL, 1998).

Em sintese, os PCNs do Ensino Médio, propde as instituicdes de ensino desenvolver um
ensino interdisciplinar e contextualizado, com o objetivo desenvolver com leveza os contetdos,
de modo que o aluno compreenda o que esté estudando, e consiga vincular 0os conhecimentos

cientificos com os conhecimentos dotados por ele anteriormente.

3 APRENDIZAGEM SIGNIFICATIVA

Para abordar a teoria da Aprendizagem Significativa buscou-se David Paul Ausubel
(1963) e Joseph D. Novak (1977, 1981). O primeiro defendia que a aprendizagem para ser
significativa, deve o conhecimento fazer sentido para o aluno, ou seja, ocorre uma interacdo
dos conceitos cientificos com a estrutura de conhecimento j& existente pelo aluno. O segundo
desenvolveu o lado humanista, no qual afirma que os seres humanos pensam, sentem e agem,
e que deve-se ajudar a melhorar a forma pela qual as pessoas fazem isso. Esses tedricos
desenvolveram uma proposta de ensino que auxilia os alunos de ensino médio a despertar maior
interesse pela ciéncia Quimica.

Em sua teoria, Ausubel apresenta uma aprendizagem, cujo 0 ambiente possui uma
comunicacéo eficaz, respeita e conduz o aluno a imaginar-se como parte integrante desse novo
conhecimento através de elos, de termos familiares a ele. Através da palavra, o educador pode
diminuir a distancia entre a teoria e a pratica na escola, capacitando-se de uma linguagem que

desafie e leve o aluno a refletir, conhecendo a sua realidade e os seus anseios. Haja vista, se
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esta ndo for a realidade vivida pelo professor, o aluno provavelmente tera aquele conhecimento
apenas como contetdo a ser cumprido (PELIZZARI, et al, 2002, p. 41).

Para Ausubel (1963, p. 58), a aprendizagem significativa € o mecanismo humano,
sublime, para aprender a vasta quantidade de ideias e informacdes, seja ela de qualquer campo
de conhecimento. Portanto, a aprendizagem significativa € o processo no qual uma nova
informacdo (um novo conhecimento), se relaciona de maneira ndo arbitraria e substantiva (ndo-
literal) & estrutura cognitiva do aprendiz. E no curso da aprendizagem significativa que o
significado l6gico do material de aprendizagem se transforma em significado psicolégico para
o sujeito (MOREIRA, et al, 1997, p. 19).

E importante notar que Ausubel afirma que uma aprendizagem ndo-arbitraria e
substantiva, envolve a ndo-arbitrariedade, pois ressalta que o material potencialmente
significativo se relaciona de maneira ndo-arbitraria com o conhecimento j& existente na
estrutura cognitiva do aprendiz, ou seja, o relacionamento ndo é tratado de qualquer aspecto da
estrutura cognitiva, mas sim com conhecimentos especificamente relevantes, os quais Ausubel
chama subsuncores. O conhecimento prévio serve de matriz ideacional e organizacional para a
incorporagdo, compreensdo e fixagdo de novos conhecimentos especificamente relevantes
(subsuncores), preexistentes na estrutura cognitiva (MOREIRA, et al, 1997, p. 20).

Observa-se que quando Alsubel comenta sobre conhecimento prévio, ele retrata a
importancia da valorizacdo deste conhecimento, pois este serve como degrau para a construcdo
de novos conhecimentos de saber cientifico, e que a desvalorizacdo das experiéncias e
costumes, ja vivenciados pelos alunos, contribui para o declinio do ensino e aprendizagem.

A substantividade significa que o que é agregado a estrutura cognitiva é a substancia do
novo conhecimento, de novas ideias. O mesmo conceito ou a mesma proposicdo podem ser
expressos de diferentes maneiras, assim, uma aprendizagem significativa ndo pode depender do
uso exclusivo de determinados signos em particular. A esséncia do processo da aprendizagem
significativa esta, portanto, no relacionamento ndo-arbitrario e substantivo de ideias
simbolicamente expressas a algum aspecto relevante da estrutura de conhecimento do sujeito,
isto é, a algum conceito ou proposicao que ja lhe é significativo e adequado para interagir com
a nova informacdo. E desta interacdo que emergem, para o aprendiz, os significados dos
materiais potencialmente significativos, é também nesta interagcdo que conhecimento prévio se
modifica pela aquisicéo de novos significados. (MOREIRA, et al, 1997, p. 20).

Joseph D. Novak (1977, 1981), apresenta uma visdo humanista da aprendizagem
significativa ao mostrar que para aprender de maneira significativa o aprendiz deve querer

relacionar o novo contetdo de maneira ndo-literal e ndo-arbitréria ao seu conhecimento prévio.
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Independente de qudo potencialmente significativa é a nova informacdo (um conceito ou uma
proposicdo, por exemplo), se a intencdo do sujeito for apenas a de memoriza-la de maneira

arbitraria e literal, a aprendizagem sé podera ser mecanica (MOREIRA, et al, 1997, p. 31).

4 DETALHAMENTO DA PROPOSTA DE ENSINO

O trabalho em questdo abrange uma proposta de ensino, no qual busca aproximar o
conteddo de quimica com o cotidiano do educando, com o intuito de gerar conflitos entre o
conhecimento prévio, no qual centra-se nas experiéncias e conhecimentos ja adquiridos pelo
discente, e a alfabetizacdo cientifica, no qual trara a pertinéncia cientifica a sua realidade,
através de problematizaces e reflexdes.

Pressupondo que o conhecimento prévio influéncia de forma ativa no ensino e
aprendizagem, sera utilizado a temética farmacos para trabalhar o contetdo de esterioquimica,
devido seu reduzido vinculo com o ensino da quimica, e por englobar substancias produzidas
para fins farmacéuticos, como os medicamentos.

A explicacdo para desenvolver a proposta, se embasa ao fato de o estudo da
esterioquimica ser apontado como um contetdo dificil de ser trabalhado, visto o seu nivel de
abstracdo para a visualizagdo tridimensional das moléculas, e outro ponto a ser destacado é a
dificuldade de aprender sobre as propriedades e reatividade dos compostos organicos. Com
iSS0, 0 ensino proposto perpassa por uma sequéncia de aulas, no qual seréd detalhado as etapas

conforme abaixo:

Tabela 5: Proposta de Ensino da Estereogquimica

SEQUENCIA ETAPA DESCRICAO
Questionario investigativo oral a respeito
Aula 1 Questionario Inicial dos habitos e conhecimentos, com relagdo
Avaliagdo Diagnostica a temética.
Aula 2 Pesquisa sobre farmacos Listagem dos produtos farmacoldgicos
encontrados em casa e debater o uso.
Aula 3 Exposicao conteudo teorico;
Trabalhar o conteudo de Interpretacdo da formulas estruturais
isbmeros cis-trans, E e Z;  simplificadas de pares de isdmeros

Avaliacdo formativa. geométricos (diastereoisdmeros)
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presentes em farmacos encontrados em

casa.

Aula 4 Trabalhar o contetdo Exposi¢édo conteldo tedrico;
enantidmeros; Construcdo de férmulas estruturais
Avaliacédo formativa. simplificadas de pares de isbmeros Opticos

(enantidbmeros) presentes em farmacos
encontrados em casa, através de materiais

alternativos.

Aula 5 Aula de Reviséo; Revisdo do conteudo em relacdo a
tematica.
Aula 6 Avaliacdo Somativa Avaliacdo somativa individual em forma
de prova,;
Aulal

O questionario inicial, objetiva conhecer o emprego de habitos, e que conhecimentos e
experiéncias os discentes possuem sobre os farmacos que utilizam diariamente, na busca de
subsuncdres para a Aprendizagem Significativa, haja vista que os fa&rmacos, estdo presentes no
cotidiano do aluno, através de produtos medicamentosos.

Aula 2

Na etapa posterior, os alunos fardo uma pesquisa dos produtos farmacologicos presentes
em sua casa. Justificar o uso desses medicamentos, e debater os riscos de efeitos colaterais e
maleficios advindos da automedicacdo. A partir da referida pesquisa, sera realizado pelo
professor, uma lista no qual retine todos os farmacos apresentados pelos discentes.

Aula 3

Nessa aula, sera feita a exposi¢do do contedido de Estereoquimica, com énfase no topico
de Diasteroisdbmeros. A partir do contetdo abordado, seré repassado aos alunos a representacao
de quatro estruturas de farmacos, presentes na lista elaborada pelo docente. Com as
representacdes, os discentes deverdo realizar a analise das estruturas, e evidenciar semelhancas
e diferencas das formulas estruturais simplificadas, de pares de isdmeros geométricos
(diastereoisdmeros) cis- trans.

Aula 4
Na quarta aula, sera ministrado a segunda parte do contetdo de Estereoquimica, no qual

contempla os pares de isdmeros dpticos (enantidmeros), de forma a representar as estruturas
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moleculares em formato 3D, através do software ChewDraw, para que facilite a aprendizagem
do aluno sobre as propriedades dpticas. Apds a exposi¢do do contedldo cada aluno receberd uma
estrutura de farmaco, presentes na lista elaborada, e posteriormente deveréo construir os pares
de enantibmeros, através de materiais alternativos, como isopor e palitos, das respectivas
moléculas.

Através do aprofundamento no conteudo, é possivel ampliar a estrutura cognitiva do
aluno ao trazer a ele novos conhecimentos, com intuito de realizar sucessivas interacfes entre
0s subsuncores, incorporando novos conceitos.

Aula 5

Nesta aula, serd realizado a sintese dos conceitos em conjunto com a tematica
empregada, por meio de uma revisao de tudo que foi trabalhado no decorrer das aulas e discutir
a importancia do conhecimento sobre esse estudo.

Aula 6

Por fim, como avaliacdo final, sera repassado aos discentes uma avaliacdo somativa

individual, em formato de prova, para avaliar qualitativamente e quantitativamente o alcance

dos objetivos tracados.
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