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RESUMO

BIORREDUCAO DE DERIVADOS DE CHALCONAS POR FUNGOS DE
AMBIENTES AMAZONICOS

Chalconas sao conhecidas por apresentar diversos potenciais bioldgicos. No entanto, sua
modificacdo quimica, ainda ¢ limitada em condigdes extremas, ou com reagentes que sao
considerados potenciais contaminantes ambientais, ou de dificil aquisi¢ao. Neste sentido, a
busca por processos menos agressivos ao meio ambiente e de forma mais eficiente vem
ganhando espaco na literatura, como as reag¢des biocatalisadas por fungos, em que consiste na
utilizacdo de enzimas ou co-fatores como catalisadores biologicos nas reagdes organicas.
Sabendo disso, e afim de explorar o potencial biotecnologico a partir de fungos filamentosos
ainda nao explorados nesses processos biocataliticos, esse trabalho teve como objetivo
investigar o potencial redutor de ligagdes C=C de chalconas utilizando fungos filamentosos
isolados do solo de ambiente amazodnico, tais como, Aspergillus niger CBMAI 2756 e
Talaromyces verreculosos CBMAI 2754. Para isso, foram sintetizados 11 chalconas, catalisadas
por hidréxido de sodio (1,25 M) seguindo o protocolo da reagcdo de condensacdo alddlica, a
temperatura ambiente, por 6 h de agitacdo. Todos os produtos obtidos foram sélidos e
caracterizados pelo ponto de fusdo e Cromatografia gasosa - Espectroscopia de Massas (CG-
EM). Em seguida, os compostos foram submetidos a reagdo de biotransformacao, contendo 5 g
de micélio timido (previamente fermentados) e chalconas (50 mg) solubilizadas em DMSO em
meio tamponado pH 7. A reagdo permaneceu em agitacao (130 rpm) por 7 dias. Sendo finalizada
por extragdo liquido-liquido e o excesso do solvente foi removido por rotaecvaporagdo e o
produgdo da reagdo caracterizado por CG-EM. Em todos os produtos formados foi observado
a reducdo da ligacao dupla C=C, demostrando a eficiéncia no potencial de reducao seletiva de
ambos os fungos. Ao final dessa investigacao, concluiu-se através das andlises de CG-EM, que
ambos 0s microrganismos possuem capacidade enzimaticas favoraveis no processo de atividade
redutora da ligagdo C=C, caracteristicas de enzimas do tipo ene-redutase. Porém o Talaromyces
verreculosos CBMAI 2754, apresentou um ligeiro aumento na capacidade redutora,

evidenciando assim um melhor potencial biotecnolégico.

Palavras-Chave: Biotransformacdo; Talaromyces verreculosos; Aspergillus niger; ene-

redutase.



ABSTRACT

POTENCIAL DE BIORREDUCAO DE DERIVADOS DE CHALCONAS POR MEIO
DE FUNGOS AMAZONICOS

Chalcones are known to exhibit diverse biological potential. However, their chemical
modification is still limited under extreme conditions, or with reagents that are considered
potential environmental contaminants, or are difficult to obtain. In this sense, the search for less
environmentally damaging and more efficient processes has been gaining ground in the
literature, such as biocatalyzed reactions by fungi, which consist of using enzymes or cofactors
as biological catalysts in organic reactions. Knowing this, and in order to explore the
biotechnological potential of filamentous fungi not yet explored in these biocatalytic processes,
this work aimed to investigate the C=C bond-reducing potential of chalcones using filamentous
fungi isolated from Amazonian soil, such as Aspergillus niger CBMAI 2756 and Talaromyces
verreculosus CBMALI 2754. To this end, 11 chalcones were synthesized, catalyzed by sodium
hydroxide (1.25 M) following the aldol condensation reaction protocol, at room temperature,
for 6 h of stirring. All products obtained were solids and characterized by melting point and gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Subsequently, the compounds were subjected to
a biotransformation reaction containing 5 g of moist mycelium (previously fermented) and
chalcones (50 mg) solubilized in DMSO in a buffered medium at pH 7. The reaction was stirred
(130 rpm) for 7 days. It was then completed by liquid-liquid extraction, and the excess solvent
was removed by rotary evaporation. The reaction output was characterized by GC-MS. In all
products formed, a reduction of the C=C double bond was observed, demonstrating the
efficiency of the selective reduction potential of both fungi. At the end of this investigation, it
was concluded through GC-MS analyses that both microorganisms possess favorable enzymatic
capacity in the process of reducing the C=C bond, characteristic of ene-reductase type enzymes.
However, Talaromyces verreculosis CBMAI 2754 showed a slight increase in reducing

capacity, thus evidencing a better biotechnological potential.

Keywords: Biotransformation; Talaromyces verreculosis; Aspergillus niger; ene reductase.
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1. INTRODUCAO

Embora processos enzimaticos na sintese organica de moléculas com interesse industrial
ja seja uma realidade em nosso pais, as reagdes de biotransformacao de moléculas organicas
ainda ¢ uma 4area pouco explorada na regido norte do Brasil, essas reacdes utilizam-se de
enzimas ou co-fatores enzimdticos na funcdo de catalisadores. Essas enzimas podem ser
encontradas em animais, bactérias, leveduras, fungos filamentosos, algas e plantas (Brito ef al.,
2022).

Fungos filamentosos apresentam vantagens na producdo de enzimas com interesse
biotecnoldgico, quando comparado a outros microrganismos, por serem pluricelulares
apresentam maior capacidade de produgdo enzimatica, robustez na manipulagdo € menor custo
de manipulagdo. Considerando os diferentes biomas brasileiros, a diversidade de espécies de
fungos filamentosos se torna atrativa (Suehara; Silva, 2023; Valencia; Chambergo, 2013). E
estimado por Lewinsohn; Prado, (2005) que o numero total de espécies de fungos conhecidas
no Brasil ainda ¢ extremamente subestimado.

Segundo Lima et al., (2001), a acdo enzimatica de uma proteina esta associada a um
sitio ativo, que interage com o substrato através de forcas intermoleculares, conferindo assim a
esta proteina uma especificidade catalitica. Ferreira et al., (2023) afirma que a maioria das
enzimas responsaveis por reducio de ligagdes C=C, sio intituladas de “ene-redutases”. E
relatado por Curtolo (2022) que as ene-redutases sao conhecidas também como flavo-proteinas,
e utilizam como coenzimas, tanto os monucleotideos de flavina quanto os dinucleotidoes
flavina-anelina, que sdo derivadas da vitamina B2.

Ao longo do tempo, fungos de diferentes ambientes foram usados em diferentes reagdes,
como por exemplo em reagdes de transformacao da progesterona, que ¢ um hormoénio feminino
responsavel por regular o ciclo de ovulagao das mulheres (Kami; Vidigal; Macedo, 2017), em
testolactona, um composto utilizado em tratamento de cancer mamario (PINTO et al., 2025).
Um exemplo acerca desses estudos € o de Queiroz; Ellena; Porto, (2020), que utilizaram de
células inteiras de fungos marinhos, como Penicillium oxalicum CBMAI 1996 nessa
transformagdo, o que resultou em cerca de 26% de testolactona.

Como estas reagdes nao agridem ao meio ambiente, essa abordagem reacional acaba se
enquadrando nos principios da Quimica verde, que segundo Lenardao et al., (2003), ¢ uma ideia
ética e poderosa, que representa a suposicao de que processos quimicos que geram problemas
ambientais possam ser substituidos por alternativas menos poluentes ou nao poluentes, e como

alguns microorganismos cumprem sua fun¢do na reagdo; ndo sao toxicos; a reagdo ocorre em
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temperatura e pressao ambiente; os fungos sdo renovaveis (tendo em vista que a partir de um
fragmento de célula, ¢ possivel restituir um microorganismo inteiro), e os mesmos ainda sao
biodegradaveis, fazendo com que o procedimento se enquadre ainda mais nessa poderosa ideia
ética.

Compostos carbonilicos o, B — insaturados sdo moléculas importantes em sintese
organica, devido ao facil acesso sintético e versatilidade quimica. Possuem em sua estrutura
molecular uma carbonila conjugada a uma ligacao dupla carbono-carbono, como exemplo, as
chalconas (Adhikari ef al., 2025), que sao moléculas consideradas uma das maiores classes de
compostos naturais, devido a sua presenc¢a em frutas, vegetais, condimentos e chas (Rammohan
et al., 2020). Esses compostos tém sido amplamente estudados devido a sua ampla
aplicabilidade farmacologica como anti-oxidante, antiflamatorios inibidores de carcinogénese
pulmonadria, anti-malérico, anti-leishmanicida, antibactericida, antifingico e antiviral (Jasim et
al.,2021).

Como forma de potencializar essas atividades biologicas e deixd-las mais reativas em
outras reagoes, estao surgindo muitos estudos afim de reduzir a ligagdo C=C dos compostos a,
B-insaturados, alguns deles explorando o potencial biocatalitico no intuito de minimizar os
impactos nocivos ao ambiente e também possibilitando um baixo custo reacional (Ferreira et
al., 2023; Winkler; Faber; Hall, 2018). A vista disso, buscou-se realizar a sinteses de derivados
de Chalcona e investigar o potencial de biorredugdo de fungos amazonicos isolados de uma
mineradora de ferro da regido norte do Brasil, as cepas selecionadas foram Aspergillus niger

(CBMALI 2756) e Talaromyces verruculosus (CBMAI 2754) isoladas por (Nobrega et al., 2024).
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Chalconas

Chalconas sdao compostos carbonilicos a, p-insaturados contendo dois nucleos
aromaticos de cadeia aberta e oleofina conjugada (Carlos; Echevarria, 2024; Heriberto
Rodrigues Bitencourt et al., 2020), como pode ser observada na Figura 1. As chalconas sdo
encontradas em plantas, frutas, graos, raizes, flores e chas, produtos estes, que sao amplamente
conhecidos para o consumo humano, além disso, sao precursoras de flavonoides,

isoflavanoides, flavonas e diidrochalconas (Diaz-Tielas et al., 2016).

Figura 1: Nucleo de uma chalcona.

SRat

Fonte: Autor, 2026

Os derivados desse composto podem ser obtidos através da reacdo de condensacdo
aldolica cruzada de Claisen-Schimidt, onde uma cetona reage com aldeido via catalizagao
alcalina (Carlos; Echevarria, 2024), esse mecanismo de reacao pode ser visualizado na figura
2. O interesse em realizar essa rota sintética estd associado justamente ao seu grande potencial
bioldgico, como antioxidante (Cheng et al, 2001), anti-inflamatéria (Li et al., 2017) e

antinociceptiva (Mohamad et al., 2010) (Figura 3).
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Figura 2: Mecanismo de condensagdo aldolica cruzada de Claisen-Schimidt
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Uma forma de tentar otimizar a acdo bioldgica de um produto sintético envolve reagdes
regiosseletivas, a regiosseletividade se trata de reagdes quimicas que ocorrem de preferéncia
em determinada area de uma molécula, mesmo quando ¢ possivel da reacdo ocorrer em outras
areas dessa molécula (Matos et al., 2018). Essa seletividade reacional tem outros beneficios,
além da melhoria da eficacia biologica, como por exemplo, evitar a produ¢do de subprodutos
ao final da reag¢do que poderiam ser toxicos ou inativos, maximizar o rendimento da reacdo e
preservar grupos funcionais importantes para acao biologica desejavel (Riva, 1996).

A sintese do acido acetilsalicilico (AAS), conhecido popularmente como aspirina, ¢ um
exemplo de aplicac¢do da regioseletividade na quimica organica farmacéutica. O AAS ¢ obtido
por meio da reagdo entre o 4cido salicilico e o anidrido acético, catalisada por um acido (Figura

4), geralmente acido sulfurico ou fosforico (Alimi et al., 2022).

Figura 4: Esquema reacional da sintese do ASS
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Fonte: Autor, 2026

O 4cido salicilico possui dois grupos funcionais reativos: uma hidroxila fendlica e uma
carboxila. A reacdo desejada ¢ a acetilagdo da hidroxila, formando o grupo acetilsalicilato
responsavel pelas propriedades analgésicas, antitérmicas e anti-inflamatérias do farmaco
(Fuster; Sweeny, 2011). No entanto, sem um controle regiosseletivo, o anidrido acético pode
reagir com o grupo carboxila, formando o acetato de salicilato um subproduto inativo ou
potencialmente irritante para o trato gastrointestinal (Alimi ef al., 2022; Fuster; Sweeny, 2011).

A regiosseletividade ¢, portanto, essencial para garantir que a acetilagdo ocorra
exclusivamente na posi¢ao desejada. Segundo (Schneider da Luz ef al., 2019), a otimizacao da
sintese do AAS envolve a escolha adequada do catalisador, controle da temperatura e tempo de
reacdo, além da purificagdo por recristalizacdo, o que assegura a formagao seletiva do produto
ativo.

Outra forma de “melhoria” na agdo bioldgica de determinadas moléculas obtidas em
reacOes organicas, envolve a quimiosseletividade, esse tipo de reagdo ¢ bem similar a reagao
regiosseletiva, cujo diferencial reside especificamente nos grupos funcionais da molécula
(Sornay et al., 2022).

Enquanto reagdes regiosseletivas tem preferéncia por uma determinada area de um

grupo funcional de uma molécula, reagdes quimiosseletivas buscam priorizar um determinado
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grupo funcional ao invés de outro, como por exemplo, embora uma reagdo seja possivel em
aldeidos e cetonas, ¢ observado que ela ocorre com facilidade e preferéncia nos aldeidos
(Iwasaki; Nozaki, 2024).

Um bom exemplo de reacdo quimioseletiva, foi a descoberta de Otto Roelen, a
hidroformilag¢do (Dias et al., 2014). Uma reagdo que consiste na utilizacdo de alceno com
monodxido de carbono e hidrogénio, utilizando um catalizador metélico para a formacao de
aldeido linear ou ramificado (Figura 5). Essa reacdo abriu caminho para outras reacdes
seletivas, como hidrogenagdo e funcionalizacao de ligagdes C-H (Dias et al., 2014; Rocha et
al., 2023), Otto conseguiu demonstrar na época que era possivel transformar moléculas simples

(alcenos), em produtos de alto valor agregado de forma seletiva e controlada.

Figura 5: Esquema reacional geral da hidroformilagdo.

CHO
RN COMa o R)\ . g~ CHO
CoH(CO),

Fonte: Autor, 2026

2.3. Redugio seletiva C=C de composto carbonilico a, f-insaturado

2.3.1. Metodo sintético

Reacdes seletivas podem proporcionar uma série de beneficios para futuras reagdes ou
potencializar atividades bioldgicas de determinadas moléculas. Os compostos carbonilicos a,
B-insaturados (chalconas), a hidrogenagdo, processo em que atomos de hidrogénio sdo
fornecidos a moléculas insaturadas com o intuito de transformar essas ligagdes insaturadas em
saturadas, sdo bastantes comuns de serem realizados em chalconas, seja para potencializar sua
acdo biologica, ou sendo um precursor facilitador para criacdo de uma molécula mais complexa,
com outra a¢do biologica (Elkanzi et al., 2022).

Como por exemplo o estudo realizado por Xu et al., (2016), que usaram chalcona
reduzida como um precursor na criacao de novos derivados de tiazol 2,4,5-trissubstituidos como
potenciais inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa do HIV-1. Onde alguns
compostos mostraram atividade extremamente potente contra HIV-1 selvagem, com valores de
ICs50=0,010 uM (muito melhores que o controle nevirapina, ICso = 2,1 uM).

No entanto Ferreira, (2016) ressalta que a maior dificuldade deste tipo de reagdo ¢ a

quimiosseletividade, pois a reducdo pode variar na ligagio C=C, C=0O, ou até mesmo uma
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mistura dos dois tipos de reacdo (Figura 6), o mesmo relata que durante décadas varios tipos
de metais, como In, Pd, Rh, Ti foram usados como catalizadores nesse tipo de reducdo da

ligagdo C=C de cetonas e aldeidos a, B-insaturadas

Figura 6: Possiveis transformagoes quimicas.
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o OH
C T
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Fonte: Autor, 2026

Outro exemplo foi o estudo realizado por Morimoto et al., (2013), o qual desenvolveram
um sistema catalitico baseado em palddio suportado por 6xido de grafeno (Pd/GO), para a
reducdo quimiosseletiva de compostos carbonilicos a, B-insaturados (Figura 7). Os resultados
apontaram uma alta seletividade, reduzindo apenas a ligagdo C=C, o catalisador permaneceu
ativo mesmo apos 6 meses de armazenamento em condigdes ambiente € 0 mesmo pdde ser

reciclado pelo menos 5 vezes sem perda de atividade ou seletividade.

Figura 7: Esquema reacional de redugdo C=C.
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Fonte: Autor, 2026
Apesar desses resultados significativos, o estudo ainda enfrenta limitacdes quanto a

essas metodologias baseadas em catalisadores metalicos, como o alto custo e perda parcial do
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catalizador, a possibilidade de nao replicabilidade, ou perda gradual de desempenho do

catalizador em escala industrial, tendo em vista que o estudo foi realizado em baixa escala.

2.3.2. Meétodo biocatalitico

Em contrapartida aos métodos sintéticos convencionais, reacdes biocataliticas vem
sendo cada vez mais estudadas justamente para encontrar rotas sintéticas menos nocivas para o
ambiente e de preferéncia com reagentes de baixo custo (Sheldon, 2024). A maioria das enzimas
responsaveis pela biorreducao das ligagdes C=C, sao chamadas de enoato-redutase ou eno-
redutase (NADPH desidrogenase - E.C. 1.6.99.1), de forma geral essas enzimas sao
responsaveis por catalizar reagdes de oxidacao-reducao (Ferreira et al., 2023; Ferreira, 2016).

Um exemplo desse tipo de reagdo ¢ o estudo realizado por, Filippucci et al., (2020), o
qual teve como objetivo avaliar a capacidade de 13 espécies de leveduras ndo convencionais
em reduzir a dupla ligagdo C=C presente em chalconas, transformando-as em dihidrochalconas.
Ao final nove espécies demonstraram alta eficiéncia de conversdo das chalconas, mostrando
assim que essas leveduras ndo convencionais sdo uma alternativa promissora e barata ao uso de
enzimas purificadas, podendo ser aplicadas na producdo de compostos bioativos e adocantes
naturais.

Outro exemplo de estudo envolvendo reagao biocatalitica de reducao de ligagdo C=C,
foi o de Ferreira et al., (2014), onde o mesmo empregou o fungo marinho P. citrinum CBMAI
1186, de forma livre e imobilizado a fibroina da seda, obtendo bons resultados na conversao de

chalconas em dihidrochalconas, como ¢ possivel observar na Figura 8.
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Figura 8: Esquema reacional e resultados da reduc¢do de chalconas utilizando fungo

marinho.
Q P. citrinum Q
Z Ra CBMAI 1186 R,
O O 6 days, 130 rpm O 0
R Rj 32°C Ri Rs
chalconas dihidrochalcona

Ry= Ry=H, Ry=F (98%)
Ry= Ry=H; Ry=Br (49%)

Ry= Ry=H, Ry=OCHj3 (72%)
R1= OCH3,R2= R3= H (91%)
R1= R3=H, R2=N02 (97%

Fonte: Autor, 2026

2.4. Biotransformacao

A expressao biotransformagdo pode ser aplicada as diversas modificagdes especificas
ou interconversoes da estrutura quimica realizadas por catalizadores bioquimicos (Brito et al.,
2022), porém o termo ¢ corretamente empregado quando se utiliza de enzimas que estdo
contidas em células de organismos vivos, ja quando, a reagdo envolve uma enzima que pode
ser isolada, imobilizada, ou at¢ mesmo contida em um organismo vivo, empregasse o termo de
biocatalise (Mandari; Devarai, 2022).

A utilizagdo de enzimas isoladas em reacdes quimicas ¢ preferivel, quando existirem
limitagdes em relagdo a permeabilidade do substrato na membrana da célula, ou quando
ocorrem reagdes secundarias indesejaveis, como processos envolvendo reagdes de hidrolise,
sintese e inter-esterificagdo de lipideos por meio de lipases (Roveda; Hemkemeier; Colla,

2010).

2.5. Fungos

Os fungos sdo seres macroscOpicos ou microscopicos, constituidos por um grupo
diversificado de organismos eucariontes. Sdo seres heterotroficos, ou seja, sdo incapazes de
produzir seu proprio alimento (Azevedo; Barata, 2018). Sua nutri¢ao ¢ baseada na absor¢do de
nutrientes provenientes da decomposi¢do de matéria organica. Estruturalmente, podem ser

unicelulares, como as leveduras, ou pluricelulares, formando hifas que se organizam em
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micélios. Essa diversidade morfologica e fisiologica confere aos fungos uma ampla capacidade
de adaptacgdo a diferentes ambientes (Maia et al., 2015).

Com a possibilidade de serem encontrados em diferentes ambientes, ao serem isolados
para pesquisas, necessitam serem identificados, e para realizar a identificacao desses seres, ¢
essencial o dominio de técnicas laboratoriais especificas (Gongalves; Henrique; Ribeiro, 2021).
Como por exemplo saber que o cultivo em meios de cultura seletivos, possibilita o crescimento
e a observagao de caracteristicas morfologicas. Uma técnica que ¢ muito utilizada para analisar
as estruturas como hifas e esporos ¢ a microscopia, enquanto testes bioquimicos e fisiologicos
permitem diferenciar espécies por suas capacidades metabolicas. Além disso, métodos
moleculares, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e o sequenciamento de DNA, tém
ampliado a precisdo na identificagdo, tornando possivel distinguir espécies morfologicamente
semelhantes (Ferreira, 2020; Gongalves; Henrique; Ribeiro, 2021).

A importancia desses seres ¢ ampla. Na natureza, atuam como decompositores,
desempenhando papel crucial na ciclagem de nutrientes e na manuten¢do do equilibrio
ecologico (Rodrigues et al., 2015). Na alimentacdo humana, sdo utilizados na producao de paes,
queijos e bebidas alcodlicas, gracas a agdo das leveduras (Silva et al., 2022). Na industria
farmacéutica, destacam-se como fonte de antibidticos, como a penicilina, e de
imunossupressores (Ribeiro et al., 2021; Specian et al., 2014), além de serem empregados em
processos biotecnoldgicos de fermentagdo e producao de enzimas (Gusmao et al., 2014; Joyce
Alves da Silva; Jussara do Nascimento Malta, 2016).

Entretanto, os fungos também apresentam perigos significativos. Como por exemplo,
diversas espécies sdo responsaveis por micoses superficiais no ser humano, como o pé de atleta
e a candidiase (Somenzi; Ribeiro; De Menezes, 2006), e por infecgdes sistémicas
potencialmente graves, como a histoplasmose (Ferreira; Borges, 2009). Além de certos
cogumelos possuirem toxinas que podem causar intoxicagdes fatais quando ingeridos (De
Oliveira; Em Biologia, 2009). Fora o perigo ao inalar esporos acidentalmente, ja que os esporos
fungicos podem desencadear alergias respiratorias (Somenzi; Ribeiro; De Menezes, 2006),

representando um problema de saude publica.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral:

v Avaliar o potencial de reducéo de ligacdo C=C de derivados de chalcona utilizando fungos
filamentosos isolados de ambiente amazonico (Aspergillus niger CBMAI 2756 e

Talaromyces verruculosus CBMAI 2754).

3.2.  Especificos:
v" Sintetizar e caracterizar os derivados da chalconas;
v' Realizar ensaios qualitativos usando a técnica de cromatografia em camada delgada e
aferi¢do do ponto de fusdo para avaliar o grau de pureza nos produtos obtidos;

v’ Caracterizar os produtos da biotransformacgéo pela técnica CG-EM e RMN.
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4. MATERIAIS E METODOS

As atividades foram realizadas no laboratorio de Biocatalise e Sintese Organica
Aplicada (BIORG), localizado na Universidade Federal do Amapa (UNIFAP) em parceria com
o Laboratério de Quimica Organica e Biocatalise (IQSC-USP).

4.1. Sintese:

Foi realizada a sintese dos derivados das chalconas por meio de uma reagdo de
condensagdo aldolica utilizando alguns derivados de cetonas e aldeidos, que podem ser
visualizados na Tabela 1, esses materiais de partida (MP), foram adicionados com uma
propor¢ao que variou de 2,5 mmol a 5 mmol, em um baldo de fundo redondo de 50 mL
juntamente com 6 mL de etanol (EtOH), a mistura foi posta em agita¢cao por um periodo de 5
minutos e em seguida adicionou-se cuidadosamente 2,5 mL de uma solucdo de hidréxido de

sodio a 10% (NaOH), seguindo com a reagdo em agitagdo por 6h.

Tabela 1: Cetonas e aldeidos selecionados para a sintese dos derivados da chalcona.

CETONAS ALDEIDOS
0O
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Transcorrido o tempo de reacdo, em um béquer de 250 mL adicionou-se gelo triturado
suficientemente para preencher o fundo da vidraria, em seguida essa camada de gelo triturado
foi revertida com 1 mL de solugdo de 4cido cloridrico a 10% (HCI), e entdo o resultante da
reacao de 6h contida no baldo foi vertida para o béquer e observou-se a formagao de precipitado.
Que foi filtrado a vacuo e posto para secar em um dissecador para posteriormente realizar o

calculo de rendimento através da Equagio 1.

Equacgdo 1: Calculo utilizado para obter o rendimento dos produtos formados.

Onde

R % = Rendimento do produto em
RY% = %xloo porcentagem
2
m; = massa experimental obtida

m2 = massa tedrica obtida

4.2. Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e aferi¢ido do ponto de fusio
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A Cromatografia em camada delgada (CCD) e afericdo de ponto de fusdo foram
realizados como ensaios qualitativos afim de identificar a presenca de impurezas nos derivados
sintetizados. Para realizar a CCD, iniciou-se preparando o eluente, que foi utilizado para realizar
o arrasto na placa cromatografica, o eluente foi preparado usando uma mistura de hexano e
acetato de etila, na propor¢do de 9:1 (9 mL de hexano e 1 mL de acetato de etila), dessa solucao,
cerca de 2,5 mL foi adicionada a uma cubeta com tampa similar a que pode ser visualizada na
Figura 9 A. Em seguida, com auxilio de um estilete e régua foi recortado uma pequena area da
placa cromatografica de aluminio medindo aproximadamente 4 cm x 2,5 cm, como ¢ possivel

visualizar na Figura 9 B

Figura 9: Cubeta e recorte da placa cromatogrdfica usadas durante a CCD.

Fonte: Autor, 2026

Na placa recortada, foi demarcada uma linha retilinea na margem superior e inferior,
onde na margem inferior foi marcado pontos com espagamento iguais que serviram como guias
para gotejar uma aliquota dos compostos a serem analisados, como ilustra as Figuras 10 A ¢
10 B. Para o preparo das amostras a serem analisadas, em um ependorf foi adicionada
aproximadamente 5 mg de cada derivado e entdo feita a solubilizagdo usando 1 mL de acetato
de etila, com a placa devidamente pronta e auxilio de uma pinga, a mesma foi transferida com
cuidado para a cubeta contendo o eluente, como mostra a Figura 10 C. Apds o eluente realizar
o arraste até a margem superior a placa foi retirada da cubeta e revelada sob luz ultra violeta

(UV) e iodo.
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Figura 10: Sequéncia experimental do preparo de uma CCD.

Fonte: Autor, 2026

Para averiguar o ponto de fusdo dos compostos foi retirado uma pequena fragcdo de cada
derivado usando um tubo capilar e os mesmos foram submetidos ao equipamento de ponto de
fusdo analogico, visualizado na Figura 11, com uma velocidade de aquecimento baixa, e
usando um termdémetro de mercurio de 400 °C para identificar a temperatura atingida na

mudanga de estado dos compostos.

Figura 11: Equipamento Ponto de Fusdo II, usado para aferir o ponto de fusdo.

Fonte: Autor, 2026

4.3. Preparo dos catalizadores biologicos

Todos os fungos isolados do solo da mineradora de ferro, localizada na regido norte do
Brasil, foram identificados com base em suas caracteristicas morfologicas e microscopicas, e
suas identidades foram confirmadas através de sequenciamento e andlise de distdncia genética
com base em fragmentos dos genes beta-tubulina, fator de alongamento e espacador de genes
ribossdmicos de todos os isolados de fungos. Estes foram avaliados utilizando a ferramenta
BLAST de nucleotideos, e os fungos foram entdo classificados de acordo com a similaridade
de suas sequéncias com aquelas do banco de dados GenBank, como descreve Nobrega et al.,

(2024). Para realizagao do cultivo e crescimento das células fungicas, todo material utilizado
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nos procedimentos foram autoclavados em autoclave & 120 °C, por 20 min, e a execucao do
manuseio do material biologico foi realizada em um fluxo laminar esterilizado com alcool 70%
e luz UV.

Os reagentes utilizados para preparo de solugdao de meio de cultura foram extract de malt
e saboraud dextrose agar, ambos comprados da KASVI, o pH foi ajustado usando solugdes
acidas de HCI e alcalinas de NaOH usando um pHmetro de bancada com calibracdo automatica

para pH, mV ORP e Temperatura - PHS-3E-BI da Ion Lab.

4.3.1. Cultivo em meio solido

As cepas puras foram armazenadas em uma Demanda Bioquimica de Oxigénio (B.O.D),
por um periodo de 24h em temperatura adequada para os microorganismos (29 °C), antes de
realizar o seu manuseio, pois os mesmos ficam armazenados em um refrigerador — 4 °C.

Para o cultivo em meio sélido foi preciso preparar uma solucdo da mistura de agar e
malte na propor¢do de 3%:2% respectivamente. Essa solu¢do foi autoclavada e em seguida
vertida para placas de petri com didmetros aproximados de 7 cm, apos a solidificagdo desse
meio, foi realizada a inocula¢do pondo um fragmento da cepa no centro da placa solidificada,
e entdo as placas foram armazenadas na B.O.D e durante cinco dias, foi acompanhado o seu

crescimento.

4.3.2. Cultivo em meio liquido

Com as placas de meio s6lido devidamente colonizadas com os microorganismos, foi
preparada 100 mL de solu¢do a 2% de malte em um erlenmeyer de 250 mL, e posteriormente
foi autoclavada para entdo retirar cerca de 5 fragmentos da colonia fungica de aproximadamente
1 cm de didmetro e adicionadas ao erlenmeyer contendo a solugdo em temperatura ambiente,
seguindo para um agitador shake com agitacdo de 150 rpm a 29 °C durante cinco dias até o

crescimento da colonia fingica em meio liquido.

4.4. Biotransformacio e extracio do produto

Apartir do crescimento da colonia em meio liquido, foi realizada uma filtracao retirando

cerca de 5 g de massa micelica, para posterior transferéncia em um erlenmeyer contendo 100

mL de solucao tampao de fosfato com pH 7, preparada a partir da mistura de 0,1 M das solugdes
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de fosfato de sodio e fosfato de potadssio na propor¢ao de 7:3. Logo apds, foi adicionado 50 mg
do substrato (derivado da chalcona) solubilizado em 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO). A
reacdo seguiu para agitador shake (150 rpm a 29 °C) durante sete dias.

Ao final do periodo de agitagdo (7 dias), para extrair o produto da reagdo, foi adicionado
30 mL de acetato de etila no erlenmeyer ap6s os 7 dias, € 0 mesmo foi submetido a uma agitagao
em um agitador magnético durante 30 min, apds, realizou-se uma filtragdo 4 vacuo e com o
residuo liquido foi feita uma extragdo liquido — liquido usando 20 mL de acetato de etila em 3
fragdes, lembrando de separar a fase organica para posteriormente adicionar um agente secante,
como o sulfato de sddio anidro, por um tempo determinado de 20 min e em seguida realizar
uma filtragdo simples para retirada do agente secante e evaporagao natural do solvente restante,
obtendo ao final o produto da biotransformagao, que serd analisada em um cromatografo gasoso

acoplado a um espectometro de massas (CG-EM).
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5. RESULTADOS E DISCUSAO
5.1. Sintese

Foram obtidos 11 derivados de chalcona, identificados como 1a-1, os compostos e seus
MPs podem ser visualizados na Tabela 2, juntamente com a quantidade em mmol de MP

utilizado e o rendimento final obtido no produto da reagao.

Tabela 2: Sintese dos derivados da chalcona mais seu niicleo principal.

CETONA ALDEIDO PRODUTO
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.
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Como ¢ possivel observar na Tabela 2, os rendimentos variaram de 33,23% a 95,77%,

sendo considerado aceitavel para as reacdes de condensagao alddlica sob catalise basica. Esses

valores estdo em consonancia com os observados por Rammohan et al., (2020) que relataram

taxas de rendimentos que variaram entre 40 e 98% na sintese de chalconas substituidas por

grupos halogénios e metoxilas. Porém através da CCD foi possivel constatar a presenca de

certas impurezas nao identificaveis em alguns produtos finais, destaca-se o 1b, 1¢, 1e, 1f, 1g.
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Para esses compostos contendo impurezas foi realizado o processo de recristalizacao
com etanol (99%) a quente. As amostras foram deixadas em repouso em temperatura ambiente
para evaporagdo completa do solvente. Para nova afericio em CCD e ponto de fusdo onde
demonstraram maior grau de pureza, com a afericdo do ponto de fusdo indicando que a
recristalizacdo foi eficaz, pois a variagdo da temperatura experimental com a fornecida pelo
scifinder(R) foide 1 °C 4 10 °C, como mostra a tabela 3. Estudos como de Corréa et al., (2011)
também relataram a presenca de subprodutos apos a sintese de chalconas, exigindo que fosse

realizada a purificacdo por recristalizagcdo antes de seguir com as analises espectroscopicas.

Tabela 3: Dados da aferi¢ao do ponto de fusdo dos compostos apos a CCD e recristalizagdo
dos compostos considerados impuros.

PONTO DE FUSAO PONTO DE FUSAO

COMPOSTO EXPERIMENTAL INDICADO NO REFERENCIA
(°C) SCIFINDER (°C)

la 110 115 (Gorman et al., 2004)

1b 149 145 (Irie; Watanabe, 1980)

1c 165 161 (Irie; Watanabe, 1980)

1d 100 100 (Chaphekar; Samant,
2004)

le 80 79 (Chaphekar; Samant,
2004)

1f 114 104 (Zheng et al., 2015)

1g 73 68 (Fang; Li; Tian, 2011)

1h 94 99 (Begum et al., 2011)

1i 120 122 (Vanchinathan et al.,
2011)

1j 140 145 (Hu et al., 2004)

1k 57 55 (Budakoti; Abid;

Azam, 2006)

11 183 180 (Tomeckova et al.,

2006)

5.2. Biotransformacao
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Apoés as reacdes de biotransformagdes dos derivados sintetizados foi verificado por
analises de CG-EM que ambas as cepas investigadas nesse trabalho possuem atividade redutora,
ou seja, possivelmente produzem a enzima ene-redutase, porém a 1. verreculosos foi a que
proporcionou uma melhor taxa de conversao de ligagdes C=C, como ¢ possivel ver ao comparar
os valores obtidos de conversao na Tabela 4, onde estdo as taxas de redugao dos derivados

usando a cepa A. niger CBMAI 2756 e os resultados usando a 7. verreculosos CBMAI 2754.

Tabela 4: Taxa de transformagdo dos compostos 2a-l obtidas através de picos de integra¢do
no cromatograma.

CONVERSAO (%)
COMPOSTO CBMALI 2756 CBMAI 2754
o) o)
2 ¢ U
Br Br
T =19,96% T=16,71%
o) o)
2b ‘O ,O ‘O ,O
NO, NO,
T=4,42% T=6,01 %
o) o)
T =59.20% T=14,87%
o) o)
y OhA® OhA®
MeO MeO
T=17,72% T=16,89%
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T=49,69% T=53,09%

W
W,
W
W,

2f

MeO OMe MeO

T=43,79% T=16,26%

(o]
(@]
—
SN
(o]
(@]
—
; \

7
\
W,
W,
\
W,

2h
T=285,07% T=4,14%
(0 o
.
T =33,80% T =33,96%
(0] (0]
X Z ™ =
g O U O ®
T=15,66% T =55,40%
(0] (0]
"
OH OH
T =33,46% T=13,57%
(0] (0]
2
T =43,54% T=39,09%

5.2.1. Analises espectroscopicas
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As taxas de conversdo foram obtidas apos a integracdo dos picos no cromatograma
usando o programa do CG-EM, como por exemplo o indicado no cromatograma da Figura 12,
que apods a integragdo da leitura do composto 2e, com o tempo de retencdo de 21 minutos, o
composto com a ligacdo C=C na sua forma reduzida, aparece com a biblioteca do programa
indicando uma assimilacdo de 88%, enquanto o segundo pico mostra uma assimilacao de 87%,
que apo6s a reagdo de biotransformagao, cerca de 53,09% do composto 2e foi reduzido, restando

46,91% do produto inicial (1e).

Figura 12: Cromatograma do composto 2e apos a integragdo dos picos ao final da reagdo de

biotransformagdo usando a cepa T. verreculosos.

2077 o 0

0

: N L

Fonte: Autor, 2026

Ao analisar o espectro de massas da Figura 13, foi possivel elucidar uma proposta de
fragmentacdo do composto 2e, como mosta a Figura 14, seguindo os principais picos
apresentados no espectro, ¢ possivel ver o ion molecular de m/z 240, que se refere a molecula
inicial que possui massa molecular de 240, seguindo do pico base de m/z 121, que deve se
referir ao anel contendo o grupo metoxi junto do carbono B, da ligagao C-C, o pico de m/z 105,
que corresponde ao anel junto a carbonila, o pico de m/z 77, equivalente a fragmentacdo do
anel, e por ultimo o pico de m/z 135, que corresponde ao anel junto do grupo metoxi e dos
carbonos a e B, todos os valores obtidos no espectro estdo em concordancia com o reportado

por Ferreira, (2016).
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Figura 13: Espectro de massas do composto 2e usando a cepa T. verreculosos.
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Figura 14: Espectro de massas do composto 2e usando a cepa T. verreculosos contendo a

proposta de fragmentagdao da molécula correspondente aos principais picos.
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De forma a comprovar o produto obtido apds o processo de biotransformacao, foi
realizada analise de RMN de 'H, dos compostos 1e e 2e, onde é possivel notar no espectro de
RMN 'H da Figura 15, os principais picos caracteristicos de protons de compostos arométicos
na regido que varia de 7 a 8 ppm, e dentre os principais picos dessa area, encontra-se presente
um duplo singleto que corresponde a ligagdo a, B-insaturada, enquanto no pico de 3.90 ppm
encontra-se um singleto correspondente aos 3 H da metila ligada ao oxigénio. A formagao do
produto em sua forma reduzida ¢ evidenciada ao analisar o espectro do composto 2e, contido
na Figura 16, onde percebe-se o deslocamento e transformagdo dos duplos singletos

observados na Figura 15, agora surgindo 2 tripletos na regido de 3 ppm 4 3.28 referentes aos 2
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H acrescentados a ligacdo a, . Esses valores obtidos estdo em concordancia com Ferreira,

(2016) e Ferreira et al., (2014)

Figura 15: Espectro de RMN do composto 1e com seus picos integrados.
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Figura 16: Espectro de RMN do composto 2e com seus picos integrados.
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5.2.2. Interpretagdo das taxas de conversdo obtidas usando a cepa Aspergillus niger

As taxas de conversdo obtidas utilizando a cepa 4. niger em compostos a, B-Insaturadas
contendo substituintes com grupos ativadores variaram entre 7,72% 4 49,69%, indicando que a
interagdo do substrato com o sitio ativo enzimatico varia entre baixa & modera com esses grupos,
como ¢ possivel observar no composto 2d, que possui o substituinte ome no anel proximo a
carbonila, apresentando uma baixa interagdo com sitio enzimatico, ja que a taxa de conversao
obtida ¢ de 7,72%, enquanto o seu isomero de posicao 2e, onde o substituinte estd mais distante
da carbonila, apresenta uma interagdo moderada, com taxa de conversdo de 49,69%, ja que a
neutra (2i) apresenta uma taxa de conversao de 43,54%.

Isso provavelmente se deve a dois fatores que explicam essa interagdo, sendo uma, a
influéncia eletronica, j& que o metoxi é considerado um grupo doador de elétrons por
ressonancia, mas também pode exercer um efeito indutivo retirador por eletronegatividade
(Carey, 2000). Quando o mesmo esta préximo a carbonila, ele pode estabilizar ou desestabilizar

intermediarios formados dependendo da reagdo, mas no caso da redug¢dao enzimatica, essa

proximidade pode dificultar o acesso ao centro reativo ou alterar a polarizacao da ligagdo C=C
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a, B, tornando a mesma menos suscetivel ao ataque da enzima, o que explica a baixa taxa no
composto 2d. O que ndo ocorre no seu isdmero (2e), ja que o efeito eletrénico do metoxi nao
interfere diretamente na carbonila, fazendo assim que a ligagao C=C esteja mais sucessivel para
acdo da enzima redutora. O efeito desse grupo pode ser observado em sua forma simétrica (2f),
onde por ambos conterem grupos metoxilados nas posi¢des para, ocorre uma igualdade na
distribui¢do eletronica sobre a carbonila e sobre a dupla C=C a, 3, a simetria da molécula
distribui os grupos metoxi de forma que ndo bloqueiam diretamente o acesso da enzima ao
centro reativo, juntando esses fatores, justifica-se a sua taxa de conversao de 43,79%, tao
préxima da neutra (2i) e do composto contendo o grupo longe da carbonila (2e).

Pode-se observar outro fator que deve implicar na taxa de conversdo ao analisar o
composto 2Kk, que possui o substituinte hidroxila na posi¢ao para, onde apesar de ser um grupo
fortemente ativador, o mesmo apresenta uma taxa de conversao de 33,46%, o que € um pouco
abaixo a do composto 2e, isso pode ser devido ao fato do grupo O-H também forma ligagdes
de hidrogénio (Carey, 2000), o que aumenta a sua densidade eletronica do anel, provocando
assim uma interferéncia no reconhecimento enzimatico, e por conta do desvio da densidade
eletronica para fora da regido da dupla C=C, ou na intera¢ao com a carbonila, acaba sendo outro
empecilho na reagdo.

Ja nos compostos contendo grupos desativadores € observado algo similar, uma taxa de
conversdao que varia de 4,42% 4 59,20%, ao analisarmos a taxa de conversao do composto
contendo o grupo bromo (2a) e compararmos com 0s que contém o grupo nitro, vemos que o
bromo tem uma taxa baixa em comparagdo do composto 2¢, mas um pouco elevada, em
comparac¢do com a do 2b, essa diferenca nas porcentagens de conversao podem ser explicadas
por alguns fatores, como o tamanho do bromo, que ¢ muito mais volumoso e polarizavel que o
grupo nitro (Carey, 2000), o que possivelmente cria barreiras fisicas ao redor da carbonila ou
da dupla C=C, dificultando assim a intera¢ao do substrato com o sitio ativo. J4 a diferenca de
conversao do grupo nitro na posicdo meta e para, pode ser explicado por conta do grupo ao se
encontrar na posi¢do para, estara também alinhado eletronicamente com a carbonila e a dupla
C=C, intensificando assim o seu efeito retirador de elétrons (Hansch; Leo; Taft, 1991),
polarizando ainda mais a dupla C=C, tornando assim o ataque da enzima redutora mais
eficiente. J& quando o grupo nitro se encontra na posicdo meta, ele estd fora do eixo de
ressonancia direta com a carbonila e a dupla C=C, dificultando seu efeito de retirador na
polarizacdo da insaturagdo, o que resulta na dupla C=C menos eletrofilica, ¢ menos

reconhecivel pela enzima.
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Agora analisando as taxas de conversdo dos compostos a, B, y, d-insaturados, observamos
0 qudo seletivas essas enzimas sdo, j4 que mesmo podendo reduzir o grupo carbonila, e a
insaturacao da ligacdo C=C a, B, v, 0, tem preferéncia por reduzir a ligacdo C=C a, B, a variagao
na taxa de conversao de 15,66% & 87,07%, ¢ explicavel por dois fatores, sendo eles a
acessibilidade da dupla a, B e o reconhecimento enzimatico.

Observando a taxa de conversao de 85,07% do composto 2h e comparando com a taxa
de 15,66% do composto 2j, nota-se uma grande variagdo de conversdo, essa variacao se deve
ao fato da ligacdo C=C a, B estd em condigdes favoraveis para reacdo, como estd com um
distanciamento ideal da carbonila e dos anéis arométicos, provoca uma reatividade localizada,
tornando assim a polarizagdo da dupla C=C a, f mais eficiente que a C=C v, 6 (Costa et al.,
2022). Ja no composto 2j, a ligacdo C=C esta localizada em um sistema que ¢ muito mais
estavel para a reacdo, o que dificulta sua interacdo com o sitio ativo enzimatico, além de gerar
uma ambiguidade no sitio de ataque, pois ao apresentar duas duplas C=C a, B-insaturadas, o
reconhecimento enzimatico ndo ¢ tao focalizado como na 2h que apresenta apenas uma ligagao
C=C a, P-insaturada, o que dificulta ainda mais a reacao de acontecer, pois ocorre uma
competi¢ao entre qual dupla a, B ird ser reduzida. Isso ¢ evidenciado ainda mais ao observar a
taxa de conversao de 33,80% do composto 2i, onde a sua baixa conversdo em comparagdo com
2h se deve justamente ao reconhecimento enzimatico ndo focalizado, ocorrendo disputa entre

qual dupla sera reduzida.

5.2.3. Interpretagdo das taxas de conversdo obtidas usando a cepa Talaromyces verreculosos

Ao analisar os resultados obtidos nas reac¢des utilizando a cepa 7. verruculosus, é
possivel notar uma similaridade na influéncia dos substituintes com as obtidas na reagao usando
a cepa A. niger, como por exemplo uma menor taxa de conversao no composto 2d, que contém
o substituinte préximo a carbonila, ¢ moderada taxa de conversdo no seu isdbmero 2e, cujo
substituinte se encontra distante da carbonila, assim como o composto 2b, com substituinte
nitro na posi¢cdo meta, que apresenta uma taxa de conversao menor do que a do composto 2¢
contendo nitro na posi¢ao para, € o composto 2k, que contém o grupo O-H, que apresentou uma
baixa taxa de conversdo devido aos fatores mencionados anteriormente.

No entanto também ocorreram algumas mudangas divergentes nos resultados usando a
cepa T. verruculosus em comparacao com a cepa 4. niger, como por exemplo o composto 2a,
que apods a reagdo usando a cepa T. verruculosus, apresentou uma taxa de conversao levemente

maior que a do 2¢, assim como o composto 2f, que contém o grupo ome nos dois anéis
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aromaticos apresentando uma taxa similar a do composto 2d, que possui o grupo ome proéximo
a carbonila, resultado que difere do obtido usando a cepa A. niger, que possui uma diferenca
significativa nas taxas de conversdo. Isso ocorre justamente por conta de afinidade enzimatica,
cada cepa tem enzimas com seletividades diferentes, e a cepa do 7. verruculosus parece possuir
uma boa adaptacdo com relacdo aos substituintes moderados.

Comportamento similar ¢ observado ao analisar os compostos 2h, 2i e 2j, onde parece
ocorre 0 oposto ao que ¢ mencionado usando a cepa A. niger, evidenciando que as enzimas
contidas na cepa do 7. verruculosus possuem uma maior tolerancia estérica no seu sitio ativo,

além de favorecer substratos mais flexiveis e longos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A investigacao acerca da capacidade redutora, utilizando fungos filamentosos, mostrou
que ambos, tanto Talaromyces verruculosus quanto Aspergillus niger, possuem atividade de
redu¢do de derivados de chalconas, evidenciando sua seletividade na reag@o. Porém o fungo 7.
verruculosus destacou-se por apresentar maior taxa de conversao em comparagdo ao A. niger,
devido a agdo enzimatica, possuir uma maior adaptagdo em relagdo a especificacdes dos
substratos. Quanto aos espectros, no resultado relacionado ao composto 2g revelou-se uma
anormalidade, sendo necessaria uma nova analise. Contudo, os resultados obtidos ao final desse
trabalho evidenciam o grande potencial biotecnologico dos fungos filamentosos isolados em
solo da regido amazonica.

Para consolidacdo dos resultados obtidos e perspectivas futuras, sera necessario a
caracterizagdo dos compostos sintetizados e biotransformados, por meio das técnicas de
espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear e Infravermelho por Transformada de Forrier,
além de aplicar variagdes em algumas condi¢des, como temperatura, pH e massa de substrato,

durante o processo de biotransformacao
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Espectros de CG-EM dos compostos biotransformados (Aspergillus niger).
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7.2.  Espectros de CG-EM dos compostos biotransformados (7alaromyces verreculosos).
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