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RESUMO

Biorremediacao e Biotransformagao como Alternativas Tecnolégicas para Remog¢ao
de Poluentes Ambientais e Funcionalizagao de Compostos Organicos

Garantir a qualidade dos recursos hidricos mundiais € uma necessidade, sendo cada vez mais
evidente a presenca de altas concentragdes de poluentes nos corpos de agua. No presente
trabalho foram abordadas duas alternativas biotecnoldgicas para remogao de poluentes por
meio da agdo de fungos filamentosos. A primeira abordagem consistiu na avaliacao da
capacidade de biossor¢cao de ions metalicos Cu(ll), Fe(ll) e Mn(ll) pelas biomassas de
Penicillium janthinellum e Syncephalastrum racemosum. Os resultados foram analisados por
espectroscopia de absor¢ao atdmica, indicando consideraveis porcentagens de remog¢ao dos
ions por ambos microrganismos desde a primeira hora (9,0-42,4%) e atingindo elevados
percentuais (65,8-98,1%) ao final de 96 h de experimento. A remog¢do de ions Fe(ll) se
destacou, com uma eficiéncia final de mais de 90%, independentemente da utilizacdo das
biomassas em sua forma fresca ou seca e pulverizada. Na segunda abordagem foi avaliada
a acgao de fungos sobre compostos organicos, técnica conhecida como biotransformacéo. Foi
avaliada a capacidade de biotransformacdo do poluente emergente ibuprofeno (18) por
Aspergillus niger e S. racemosum, sob diferentes condi¢gdes de cultivo (tempo e meio de
cultura). Por meio da analise dos espectros de ressonancia magnética nuclear dos extratos
produzidos, foram definidas as condigoes mais eficientes para a decomposi¢cao do substrato,
direcionando as etapas posteriores até o isolamento dos produtos de biotransformacgao. A
caracterizagao destes produtos levou ao ibu-01 (40), derivado isolado pela primeira vez, com
a inser¢gdo de um grupo metoxila pela agao de A. niger sobre o ibuprofeno, e ao produto
hidroxilado ibu-02 (20), resultante da agdo de S. racemosum e A. niger. Também foi
investigada a acédo de fungos filamentosos na funcionalizagéo de ligagdes C-H de alguns
produtos naturais, como acido traquilobanico, longifoleno e isosteviol. Para o isosteviol (43),
derivado do aditivo alimentar esteviosideo, foi verificada sua transformacao pela acao de A.
niger e obtengao dos produtos hidroxilados iso-01 (45) e is0-02 (46), e o di-hidroxilado iso-
03 (47), que poderao ter sua acgao frente a atividades biolégicas avaliada. A partir dos
resultados pode-se inferir o potencial destas espécies na remocgao de poluentes inorganicos
e funcionalizacdo de poluentes ambientais e produtos naturais, indicando as diversas

possibilidades de uso e o interesse no aperfeicoamento destas abordagens ecoldgicas.

Palavras-chave: fungos filamentosos, biorremediagdao, metais, poluentes emergentes,

biotransformacao, produtos naturais



ABSTRACT

Bioremediation and Biotransformation as Technological Alternatives for
Environmental Pollutants Removal and Organic Compounds Functionalization

Ensuring the quality of the world's water resources is necessary since high concentrations of
pollutants in water bodies are increasingly evident. In the present work two biotechnological
alternatives for the removal of pollutants through the action of filamentous fungi were
addressed. The first approach consisted of the evaluation of the biosorption capacity of the
metallic ions Cu(ll), Fe(ll), and Mn(ll) by Penicillium janthinellum and Syncephalastrum
racemosum biomasses. The results were analyzed by atomic absorption spectroscopy,
indicating considerable percentages of removal of the ions by both microorganisms from the
first hour (9.0-42.4%) and reaching high percentages (65.8-98.1%) at the end of 96 h of the
experiment. The removal of Fe(ll) ions stood out, with a final efficiency greater than 90%,
regardless of the biomass use in its fresh form or after drying and spraying. In the second
approach, the action of fungi on organic compounds was evaluated in a technique known as
biotransformation. The biotransformation capabilities of the emerging pollutant ibuprofen (18)
by Aspergillus niger and S. racemosum were evaluated under different culture conditions (time
and culture medium). Through the analysis of the nuclear magnetic resonance spectra of the
extracts produced, the most efficient conditions for the substrate decomposition were defined,
directing the later steps until the isolation of the biotransformation products. The
characterization of these products led to ibu-01 (40), a derivative isolated for the first time, with
the insertion of a methoxyl group by the action of A. niger on ibuprofen, and the hydroxylated
product ibu-02 (20), resulting from the action of S. racemosum and A. niger. The filamentous
fungi action for C-H bonds functionalization of some natural products such as trachylobanic
acid, longifolene, and isosteviol was also investigated. For isosteviol (43), derived from the
food additive stevioside, its transformation by the action of A. niger was verified, obtaining the
hydroxylated products is0-01 (45) and is0-02 (46), and the dihydroxylated product iso-03 (47),
which, in the future, may have their action against biological activities evaluated. From the
results is possible to infer the potential of these species in the removal of inorganic pollutants
and functionalization of environmental pollutants and natural products, indicating the various

possibilities of use and the interest in improving these ecological approaches.

Key-words: filamentous fungi, bioremediation, metals, emerging pollutants, biotransformation,

natural products
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1 INTRODUGAO

Desastres ambientais ocorridos recentemente no estado de Minas Gerais
ressaltaram a importancia da preservagéo de solos e qualidade da agua. O rompimento de
grandes barragens contendo rejeitos de mineragcao gerou mortalidade, destruicdo e impactos
ambientais cujos efeitos poderdo ser notados durante as préximas décadas. O aumento da
concentracdo de diversos metais pesados em importantes bacias hidrograficas brasileiras
pode gerar graves problemas de saude humana, seja devido ao contato direto, como por meio
da contaminagao da cadeia alimentar.

Esta preocupacéao se torna mais complexa, pois além dos poluentes provenientes
de eventos como os acima citados, existem também diversos poluentes emergentes nos
corpos de agua. Estes poluentes, por definicdo, sdo compostos quimicos que ainda nao sao
comumente monitorados. Desta forma, ndo ha tratamentos especificos para eles nas
estacdes de tratamento e reabastecimento de agua. Estes compostos, por exemplo produtos
farmacéuticos e de cuidados pessoais, provém de diversas fontes, sdo amplamente utilizados
e muitas vezes descartados inadequadamente ou eliminados pelas excre¢des dos seres vivos,
podendo estar presentes em elevadas concentragdes em aguas superficiais e na agua potavel.

A escassez dos recursos hidricos mundiais, assim como a poluigdo dos mesmos
por consequéncia de desastres ambientais, descartes domésticos, agricolas e industriais, e
diversas fontes de poluentes emergentes, vem alertando 6rgéos governamentais e a
comunidade cientifica para a necessidade de estudo e desenvolvimento de novas tecnologias
de tratamento de corpos de agua.

Neste sentido, a biotecnologia visa propor alternativas eficientes e sustentaveis
para a remog¢ao ou degradagao de contaminantes, que possam ser aliadas das técnicas de
tratamentos de aguas ja implementadas. Uma destas alternativas consiste na utilizagcao de
fungos filamentosos como agentes de biorremediagdo, um processo que visa a remogao de
poluentes, inclusive ions metalicos. Esta remocao pode ocorrer por diferentes processos,
como por adsor¢cdo dos mesmos na superficie da biomassa fungica. Outro mecanismo de
biorremediagao consiste na produ¢ao de modificagdes nas estruturas de poluentes organicos
(biotransformagéao), degradando-os ou transformando-os em outros compostos que podem
apresentar menor toxicidade em relagéo ao poluente inicial. A funcionalizagdo de compostos
organicos pelas espécies fungicas também pode gerar substancias, novas ou conhecidas,
que apresentem atividades bioldgicas de interesse. Estas substancias podem ser
funcionalizadas com grande seletividade, o que por vezes €& desafiador em reagdes

convencionais de sintese.
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Biorremediacgao e biotransformacgao sdo processos que podem ser considerados
metodologias verdes, pois as reagcées podem ser realizadas em agua e em condi¢des brandas
de temperatura e pressao, diminuindo o gasto de energia elétrica, e com uso reduzido de
solventes, minimizando a produgao de novos residuos. As biomassas fungicas sdo materiais
biodegradaveis cuja reproducdo e manuteng¢ao sao relativamente faceis e de baixo custo e,
além disso, a diversidade fungica existente possibilita inimeras combinagées de estudo.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo geral investigar novos
processos de biorremediagéo e biotransformacao por fungos filamentosos que possam gerar
novas aplicagdes ambientais e/ou farmacolégicas. Para tanto, os objetivos especificos s&o: a)
verificar a capacidade de biorremediagdo de ions metalicos pelos fungos selecionados,
variando as condigbes empregadas; b) caracterizar as biomassas utilizadas como materiais
biossorventes; c) verificar a capacidade de biotransformac¢ao dos contaminantes emergentes
(+/-)-ibuprofeno e estigmasterol pelos fungos selecionados, com e sem a aplicacdo de
moduladores epigenéticos, variando as condicbes empregadas; d) verificar a capacidade de
biotransformacao dos produtos naturais acido traquilobanico, isosteviol e (+)-longifoleno pelos

fungos selecionados; e) isolar e caracterizar os produtos de biotransformacao fungica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Desastres ambientais recentes e os impactos no ambiente e na

sociedade

O aumento das atividades industriais, da exploragado dos recursos minerais, do
desenvolvimento urbano e do crescimento populacional tem gerado aumento significativo na
demanda por agua, energia e infraestrutura (VOUMIK & SULTANA, 2022). Estudos indicam
uma relagdo de longo prazo entre o desenvolvimento financeiro dos paises, indicado pelo
crescimento do produto interno bruto (PIB), e a industrializacdo, o consumo de energia, as
emissdes de didxido de carbono (CO3) e outros tipos de residuos (OSOBAJO et al., 2020;
VAN BAY, 2020). A China exemplifica bem este efeito, pois com trés décadas de rapido
desenvolvimento econémico, atingiu mais de 10% de crescimento anual (ABBASS et al.,
2022), tornando a segunda economia (PIB estimado em 18,32 trilhdes de ddélares em 2022)
(IMF, 2022) e o maior poluidor (emissé&o de 9,9 bilhdes de toneladas de CO2 em 2020) do
mundo (BP, 2021).

Como consequéncia destas atividades antropogénicas, associadas a processos
naturais de degradacgéo, houve aumento dos niveis de contaminagdo do ar, do solo e dos
cursos de agua com diversos residuos toxicos advindos de fontes comerciais, industriais,
radioativas e agricolas (CHANDNANI et al., 2022). Dentre estes poluentes, podem-se
destacar os metais, que sao liberados nas matrizes aquosas por industrias de diferentes
segmentos: téxtil, de moldagem de metais, mineragao, nuclear, de producao de combustiveis,
baterias, pesticidas e fertilizantes, entre outras (SARAVANAN et al., 2022). Os ions metalicos,
ao se acumularem em plantas (HUSSAIN et al., 2021) e organismos aquaticos (BHAT et al.,
2023), entram nas cadeias troficas que interligam os seres vivos podendo causar a emersao
de doencas nos seres humanos. O alto consumo de metais pode resultar na deposicao deles
nos tecidos e em danos oxidativos nas células, assim como podem gerar céanceres,
mutagenicidade, genotoxicidade, desregulagdo enddcrina e neurotoxicidade a longo prazo
(HUSSAIN et al., 2021). A acumulagao de Fe, Mn e Cu no cérebro, por exemplo, é associada
a diversas doencgas neurodegenerativas como manganismo (exposi¢ao longa a Mn), doenga
de Parkinson, aceruloplasminemia (deposi¢do cerebral de Fe), doengca de Wilson e de
Alzheimer (deposicao cerebral de Cu) (AASETH & NURCHI, 2022).

Areas de mineracdo representam uma das principais fontes de contaminacdo

ambientais por metais (DOUMAS et al.,, 2018). A atividade mineradora no Brasil € muito
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explorada, e a regiao de Minas Gerais possui uma das maiores jazidas de minério de ferro do
mundo (ORLANDO et al., 2020). O ferro é essencial para a vida humana, pois sua falta pode
causar anemia, mas pode levar a graves problemas de salude quando em excesso, como a
geracado de danos ao figado e ao sistema nervoso central, e agravamento de disturbios
hematolégicos (NAIRZ & WEISS, 2020). Em um curto periodo, o estado de Minas Gerais,
Brasil, registrou dois grandes desastres ambientais com o rompimento de barragens de
mineracao de ferro, que ocasionaram muitas perdas humanas e graves impactos ambientais,
de saude publica e sociais (FREITAS et al., 2019), cujas propor¢des dos efeitos ainda vém
sendo avaliadas.

O desastre de Mariana, ocorrido em 5 de novembro de 2015, consistiu no
rompimento da barragem de Funddo, sendo considerado o maior desastre ambiental
registrado no Brasil e o maior desastre de mineragédo do mundo (CORDEIRO et al., 2019).
Mais de 50 milhdes m® de lama de rejeitos foram liberados, dentre os quais 39 milhdes de m?
atingiram a bacia hidrografica do Rio Doce, causando a morte de 19 seres humanos e
afetando a vida aquatica e terrestre no entorno (SEGURA et al, 2016). Os rejeitos
percorreram 663 km até a foz do rio Doce no Espirito Santo, atingindo neste percurso 36
municipios (FREITAS et al., 2019), muitos dos quais utilizam a captacao de agua do Rio Doce
para abastecimento publico, que teve de ser imediatamente interrompida devido a turbidez
que impossibilitava o tratamento da agua (QUADRA et al., 2019). Estima-se que 150.000
toneladas do sedimento inicial tenham chegado a costa maritima, representando mais de
25.000 toneladas de Fe (SCHETTINI & HATJE, 2020). Ap6s o derramamento, amostras de
agua contendo lama apresentaram concentragdes de Fe e Mn quase quatro vezes maiores
do que o limite maximo estabelecido na legislagao brasileira para a qualidade dos corpos de
agua, assim como outros metais em menores teores (Ba, Pb, As, Sr e Al), que também
apresentam potencial de mobilizagcdo da lama para a agua (SEGURA et al., 2016).
Concentracdes de Fe e Mn acima dos limites estabelecidos continuaram sendo detectadas
em pontos ao longo da bacia do Rio Doce nos dois anos seguintes (REIS et al., 2019). Essa
mobilizagdo de metais trago é favorecida devido ao ciclo redox do Fe. Quando 6xidos de ferro
presentes nos rejeitos depositados no estuario e nas margens do rio sdo estimulados pela
matéria organica no solo proveniente da atividade de plantas, estes podem ser reduzidos
gerando a liberagao de metais trago para os corpos de agua (QUEIROZ et al., 2018). Em
quatro anos de acompanhamento desses processos geoquimicos, uma diminuicado no
tamanho médio dos cristais dos 6xidos de ferro e na cristalinidade foi detectada. O menor
tamanho das particulas infere em um aumento das interagdes com espécies catibnicas e
anibnicas e consequente maior reatividade, enquanto o decréscimo da cristalinidade aumenta

a area superficial e a desordem natural. Estes fatores somados geram uma maior
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susceptibilidade a dissolugéo redutiva, levando a liberagdo de poluentes (QUEIROZ et al.,
2022).

Os efeitos do aumento da concentragdo de metais nas aguas do Rio Doce e em
sua foz vém sendo analisados desde o rompimento da barragem. Foram confirmadas
correlagdes positivas entre a concentragao do patégeno do adenovirus humano (HAdV) e a
presenca de As, Ba, Fe, Pb, Mn e Ni (REIS et al., 2019). Efeitos citogenotdxicos persistentes
foram detectados a mais de 300 km do rompimento, como aumento da frequéncia de
aberragcdes cromossémicas em células de Allium cepa quando em contato com a agua
contendo concentragdes extremamente altas de particulas de Fe, Al e Mn (QUADRA et al.,
2019). Em uma pesquisa realizada em 2016 com moradores do distrito de Barra Funda,
diretamente expostos pela lama de rejeitos, sintomas clinicos foram relatados. Foram
realizados exames de sangue em uma amostragem da populagao, que indicaram niveis de
Al, As, Cd, Cu, Pb, Mn e Ni acima dos valores de referéncia para a populacéo brasileira,
resultado que se manteve em alguns participantes em nova analise realizada em 2018
(VORMITTAG et al., 2021). A sustentabilidade das pescarias regionais também foi impactada,
uma vez que concentragdes de metais significativamente mais altas, principalmente de Fe e
Mn, foram verificadas em larvares de peixes com sedimentos avermelhados aderidos ao corpo
e/ou danos no trato digestivo (BONECKER et al., 2019). Além disso, peixes que habitam a
zona estuarina apresentaram alteragdes no nicho isotopico, indicando um esgotamento dos
recursos basais da comunidade apds o impacto (ANDRADES et al., 2020).

Comunidades bioldgicas vém sendo utilizadas como marcadores dos efeitos dos
rejeitos a longo prazo na bacia do Rio Doce. Apdés o monitoramento e analises de
componentes principais (PCA), constatou-se grande influéncia da sazonalidade nas respostas
obtidas. A analise de tecidos de camardes mostrou maior biodisponibilidade de Cd, Cr, Cu e
Mn durante o periodo seco (2018), enquanto maior biodisponibilidade de Fe foi inferida ao
periodo umido (2019), principalmente na zona estuarina (MARASCHI et al., 2022). Este
resultado esta de acordo com a correlacdo observada entre a presenca de Fe na foz do Rio
Doce e os efeitos sob comunidades marinhas, também apds quatro anos do desastre, com a
indicacdo de uma diminuicdo da diversidade de zoo e ictioplanctons, principalmente em
condigdes de alto fluxo do rio (BONECKER et al., 2022). Estudos in situ em folhas da espécie
Byrsonima sericea apds 4-5 anos do desastre também indicaram maior concentracéo de Fe
na area costeira e no periodo chuvoso, e de Mn, Zn e Cu durante o periodo seco em outros
trechos do percurso da lama analisados (OLIVEIRA et al., 2022a). O monitoramento de metais
tragos no sangue e penas de passaros de areas impactadas indicaram uma contaminagao
ainda significativa apds cinco anos, sendo mais pronunciada em amostras coletadas no
inverno, quando o material sedimentado é suspenso e carreado pelos ventos, com teores de

Pb, Hg, As e Cd acima dos limites toleraveis (ZEBRAL et al., 2022). Em geral, estes estudos
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sugerem que os metais carreados pela lama até a foz do rio continuam biodisponiveis,
afetando o ecossistema envolvido, e que os impactos podem ser refletidos ao longo dos anos
no entorno da bacia hidrografica do Rio Doce.

Trés anos apds a desastre de Mariana, um novo grande derramamento foi
registrado. O desastre de Brumadinho, ocorrido em 25 de janeiro de 2019, consistiu no
rompimento da barragem do Corrego do Feijao (FREITAS et al., 2019), e foi marcado pela
grande tragédia humana, com 270 pessoas entre mortos e desaparecidos (VERGILIO et al.,
2020). Embora o volume de rejeitos liberados tenha sido menor, 11,7 milhdes de m3, as
consequéncias ambientais foram alarmantes (PORSANI et al., 2019). O leito do rio Paraopeba
foi atingido, gerando imediatamente altos niveis de turbidez (30 vezes acima dos limites)
(THOMPSON et al., 2020). A lama de rejeitos percorreu mais de 300 km em direcdo a bacia
do rio S&o Francisco, um dos mais importantes cursos de agua da América do Sul (PORSANI
et al., 2019). Em amostras de agua coletadas neste trajeto foram detectadas altas
concentragoes de Fe, Al, Mn, Ti, e varios outros metais detectados em menores teores, que
mesmo assim, excederam os limites maximos de qualidade de aguas (Zn, Cu, Pb, Cd e U) e
de sedimentos (Cr, Ni, Cu e Cd) (VERGILIO et al., 2020).

Este novo desastre reativa a preocupagdo com a avaliagdo dos riscos para a
saude dos individuos expostos a lamas de rejeitos ricas em metais. As chances de exposi¢ao
a microrganismos potencialmente patogénicos aumentaram, uma vez que foram detectadas
mudancas nos perfis microbianos a 115 km do derramamento, com o crescimento de colénias
microbianas tolerantes a Fe estimulado em até 60 vezes (THOMPSON et al., 2020). O
aumento do risco de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares também ressalta a
necessidade de monitoramento da saude dos individuos diretamente atingidos (VALENTI &
GARNER, 2019). Fonseca et al. (2022) ao analisarem 16 pontos ao longo de 336 km do curso
do rio Paraopeba durante o ano que se sucedeu ao desastre, inferiram que ha uma
regeneragado do rio com o tempo, pois embora a contaminagdo de metais seja detectada,
apenas Mn estaria acima do limite maximo regulatério ao final da pesquisa em 2020.
Entretanto, analises de metais na urina (As, Cd e Hg) e no sangue (Pb e Mn) de uma amostra
representativa de moradores de Brumadinho, realizadas em 2021, exibiram a prevaléncia de
niveis de metais acima dos valores de referéncia para boa parte dos individuos participantes,
como apresentado na Tabela 1 (p. 28) (MOTA et al., 2022).

Assim como no desastre do rio Doce, a vida aquatica do rio Paraopeba foi
comprovadamente afetada. A toxicidade de amostras de dgua e sedimento foi confirmada
para a alga Raphidocelis subcapitata, o microcrustaceo Daphnia similis e o peixe Danio rerio
(peixe zebra), representantes dos niveis troficos primario, secundario e terciario,
respectivamente. Também foram detectadas as acumulagdes de Fe, Al e Mn no tecido

muscular de peixes expostos as mesmas amostras (VERGILIO et al., 2020). Houve aumento
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de efeitos teratogénicos e da mortalidade de embrides do peixe zebra em pontos do rio entre
6 e 464 km do local do rompimento da barragem (THOMPSON et al., 2020), e em
experimentos com solugdes que reproduziram as concentragcdes de Fe, Al e Mn detectadas
em trechos do rio apds 8 meses do desastre (PEIXOTO et al., 2022).

TABELA 1 — Prevaléncia dos niveis de metais sobre valores de referéncia (VR) em uma

amostragem da populagido de Brumadinho, de acordo com os estudos de MOTA el al., 2022.

Metal Material Valores de referéncia (VR) Prevaléncia de metais acima
biolégico dos VR na populagao
As Urina <10 ug g de creatina 33,37%
Cd Urina <2 ug g de creatina 0,17%
Hg Urina <5 ug g de creatina 0,76%
Mn Sangue 4-15ug L 38,08%
Pb Sangue <10 g dL" 5,04%

Embora os exemplos recentes tenham impactos mais diretos para a populacao
brasileira, a preocupag¢ao com a qualidade de solos e aguas € antigo e mundial, com o desafio
de reverter a escassez de recursos hidricos. A preservagao dos rios € mares é fundamental,
assim como o aperfeicoamento de tecnologias para tratamento de corpos de agua ja

contaminados por causas naturais e/ou antropogénicas.

2.2 Poluentes emergentes

A agua consiste no recurso de maior preocupagao no que diz respeito a
conservagao e reciclagem. Como ja mencionado, é evidente o aumento do consumo
doméstico, industrial e agricola e, consequentemente, o surgimento de problemas de
escassez. Entre o inicio da década de 90 e os anos 2000 a captacédo de agua para utilizagao
nestas atividades passou de 0,67 para 3,79 trilhdes de m® por ano, e a previsdo é de um
aumento de 55% até 2050, segundo a Organizagao para Cooperagdo e Desenvolvimento
Econdémico (OECD) (MANNINA et al., 2022).

Para o tratamento de aguas residuais de origem industrial e domeéstica, os
principais componentes de contaminagdo analisados sdo: solidos suspensos, orgéanicos
biodegradaveis, patdégenos, nutrientes, metais e compostos organicos industriais (ROUSSAK

& GESSER, 2013). Entretanto, mesmo com a aplicagdo de tratamentos de efluentes
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avancgados, uma porc¢ao significativa de compostos quimicos permanece nas aguas residuais,
sendo introduzidos no ciclo da agua e encontrados com frequéncia em aguas superficiais
(ZAHMATKESH et al., 2022). Estes compostos também podem estar presentes na agua
potavel, mesmo apds passar por estacdes de tratamento para abastecimento (ORTUZAR et
al., 2022). Alguns contaminantes presentes nas matrizes aquosas nao passam por sistemas
especificos para detecgdo e tratamento. Estes contaminantes, denominados poluentes
emergentes, sdo substancias organicas, inorganicas ou particuladas, de origem sintética ou
natural, que ndo sdo comumente monitorados no ambiente, embora apresentem riscos para
0s ecossistemas e para a saude humana (GEISSEN ef al., 2015). Laboratorios e centros de
pesquisa que monitoram as substancias ambientais emergentes se uniram para a criagdo da
rede NORMAN, a fim de se ter um registro destes contaminantes. A ultima atualizagéo da lista,
em fevereiro de 2016, contava com 1036 substancias (NORMAN, 2016).

Dentre os poluentes emergentes organicos tém-se como exemplo substancias
contidas em pesticidas (MALI et al., 2023), produtos farmacéuticos e de higiene pessoal,
cosméticos (KUMAR et al.,, 2023), filtros ultravioletas (SU et al., 2023), drogas ilicitas
(KRISHNAN et al., 2023), produtos de uso veterinario, retardadores de chama e produtos
quimicos industriais diversos (GEISSEN et al., 2015). Os inorganicos constituem os metais
traco e, os contaminantes particulados, sao nanoparticulas e microplasticos (NGUYEN et al.,
2023). Estes contaminantes chegam até as aguas subterraneas e superficiais pelos aterros,
pelo estrume animal, pela aplicacdo de pesticidas em pragas, pelos dejetos humanos, por
meio de aguas residuais domeésticas, hospitalares, industriais e vazamentos (GAVRILESCU
et al., 2015).

Estes poluentes e seus derivados podem persistir no ambiente por tempo
consideravel e podem ser bioacumulados, neste caso atingindo a cadeia alimentar. Muitos
apresentam toxicidade, como os disruptores enddécrinos, i.e., substadncias que alteram as
funcdes do sistema enddcrino, como por exemplo os hormbnios sexuais e de crescimento
veterinario, glicocorticoides e alguns medicamentos n&o esteroidais (EBELE et al., 2017). A
exposicao crénica a estes compostos, mesmo quando em baixas concentracdes nas matrizes
aquosas, pode gerar problemas de tireoide, no sistema reprodutivo, assim como cancer,
Alzheimer e outras doengas (KASONGA et al., 2021). Por sua vez, a presencga de altos niveis
de antibidticos nas matrizes aquosas vem potencializando a criacdo de cepas resistentes em
populagdes bacterianas naturais no ecossistema (REIS et al., 2020).

A falta de monitoramento e incapacidade de efetuar a remogao completa destes
poluentes durante o tratamento de agua faz com que estejam presentes em concentragdes
suficientes para gerar riscos aos organismos aquaticos e seres humanos, em estagdes de
tratamento de agua potavel e de agua residual. Isto foi observado ndo somente nos efluentes,

mas também nos afluentes (PENA-GUZMAN et al., 2019) que, a principio, seriam cursos de
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agua ja tratados e adequados para uso. Pena-Guzman e colaboradores (2019) reuniram
trabalhos realizados na América Latina que mostram a presenca de poluentes emergentes
em todos os diferentes componentes do ciclo da agua urbana. Nesta pesquisa, houve
identificacdo de 197 poluentes emergentes, dentre os quais se destacaram pela maior
ocorréncia os horménios sexuais 178-estradiol (1), estrona (2), 17a-etinilestradiol (3) e o
composto bisfenol A (4), usado na producdo de plasticos e resinas. Todos sdo disruptores
endécrinos de amplo consumo e producdo. Em outro estudo realizado com amostras de um
rio urbano no sul do Brasil, 33 poluentes emergentes foram detectados, sendo 20 produtos
farmacéuticos e 13 pesticidas. Alguns se destacaram por serem detectados em todas as
amostras analisadas, como o analgésico e antipirético paracetamol (5), os betabloqueadores
metoprolol (6) e propranolol (7), os antibidticos sulfametoxazol (8) e trimetoprima (9), além da
cafeina (10), substancia presente em muitos medicamentos e produtos alimenticios. A
presenca de lidocaina (11) também € destacada, pois apesar de ser um medicamento de uso
restrito, tem sido utilizada como adulterante de drogas ilicitas. Entre os pesticidas, a presenca
do fungicida azoxistrobina (12) chama a atencéo, por ser muito utilizado em culturas de frutas
e graos no Brasil (ARSAND et al., 2023). Entretanto, os compostos mais utilizados como
pesticidas mundialmente consistem na classe dos organofosforados (O=P(OR);). Sao
poluentes emergentes com estruturas diversas, uso amplo e diferentes tempos de meia-vida
e toxicidade. Por exemplo, enquanto o herbicida glifosato (13) apresenta meia vida de 174
dias e LCso = 3530 mg/kg (ingestao por peso do animal testado), o acaricida coumafos (14)
apresenta estes parametros muito mais pronunciados, 1400 dias e LCso = 41 mg/kg,
respectivamente (MALI et al., 2023). Outra classe preocupante de contaminantes emergentes
sdo os compostos organicos halogenados encontrados em alimentos de origem animal,
apresentando elevada persisténcia e toxicidade, como carbazodis e fendis halogenados,
exemplificados pelo 2,7-dibromocarbazol (15) e 4-bromofenol (16), respectivamente (LI et al.,
2023). Os produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais consistem no grupo de poluentes
emergentes mais vasto (KUMAR et al.,, 2023). De acordo com a OECD, o consumo de
produtos farmacéuticos vem crescendo por décadas. O uso de antidepressivos, por exemplo,
dobrou entre 2000 e 2017 nos paises estudados (OECD, 2019). A paroxatina (17) € uma das
substancias anti-depressivas mais utilizadas e danosas ao meio ambiente e a saude humana
quando considerado seu potencial como poluente emergente (ANTONOPOULOU et al., 2022).

As estruturas quimicas dos compostos organicos mencionados sdo apresentadas na Figura
1 (p. 31).
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FIGURA 1 — Estruturas quimicas de alguns contaminantes emergentes comumente

encontrados em matrizes aquosas urbanas.
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O grande consumo de inumeros medicamentos, o fato de que a metabolizagao
deles no organismo é parcial, € o frequente descarte inadequado, fazem com que esse grupo
de poluentes emergentes ganhe maior destaque em agbes de visam sua degradacgio
(ANWAR et al., 2021). O ibuprofeno (18) (Figura 2) € um exemplo de produto farmacéutico
que é um contaminante emergente de ampla recorréncia nos corpos de agua. Este composto
anti-inflamatoério nao-esteroidal tem prescricdo livre em muitos paises e, portanto, é
amplamente utilizado para controle de dor e febre (RAINSFORD, 2009). No Brasil, € um dos
farmacos mais utilizados por automedicacido, por apresentar baixo custo e facil acesso
(ARRAIS et al., 2016). Desta forma, o amplo consumo e sua eliminagao tanto por urina e fezes,
quanto por descarte impréprio, fazem com que esteja comumente presente nos corpos de
agua, afetando o equilibrio ecoldgico (JIA et al., 2020). De acordo com Loéffler e colaboradores
(2005), o ibuprofeno apresenta relativa baixa persisténcia em aguas superficiais (< 6 dias).
Entretanto, como sua liberacdo no ambiente é constante, acaba se comportando de maneira
efetiva como contaminante. Ferrando-Climent e colaboradores (2012) verificaram taxas de
reducido acima de 90% para o ibuprofeno em experimentos em estacdes de tratamento de
aguas residuais. Entretanto, esta reducdo é atribuida a formacdo de produtos a partir da
degradacdo do mesmo, seja por metabolismo humano ou de microrganismos presentes em
estacbes de tratamento, aguas e sedimentos. As estruturas quimicas de alguns dos
metabdlitos derivados do ibuprofeno frequentemente detectados (19-21) sédo apresentadas na
Figura 2. Apesar disso, o ibuprofeno pode ser encontrado em amostras de agua potavel em
quantidades consideraveis, como relatado no trabalho de Maldaner e Jardim (2012), no qual
foi detectado em cinco amostras de agua potavel coletadas na cidade de Campinas, Sao
Paulo, fornecidas por diferentes estagdes de tratamento, com concentragdes variando entre
87,5e625,0 ug L.
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FIGURA 2 — Estruturas quimicas do ibuprofeno (18) e de alguns de seus produtos de

degradacéao: 1-hidroxi-ibuprofeno (19), 2-hidroxi-ibuprofeno (20), e carboxi-ibuprofeno (21).
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Além dos esteroides ja mencionados (1-3), diversos outros sao classificados como
poluentes emergentes da classe dos disruptores endécrinos. E o caso do estigmasterol (22),
esteroide encontrado em espécies vegetais, e do colesterol (23) substancia com estrutura
analoga encontrada nos mamiferos. O estigmasterol é associado a diversos beneficios a
saude e muitas propriedades farmacolégicas continuam sendo investigadas (BAKRIM et al.,
2022), uma vez que muitos fitoesteroides sao utilizados em formulagbes nutraceuticas como
agentes redutores de colesterol LDL (POUDEL et al., 2022). Entretanto, o aumento do
consumo pode ampliar a tendéncia de encontra-los como poluentes emergentes em matrizes
aquosas. O estigmasterol foi detectado em concentragdes de até 85.500 ng L' em amostras
de aguas superficiais e 4.500 ng L' em agua potavel (PENA-GUZMAN et al., 2019). Em outras
amostras de agua potavel, coletadas no Brasil em 2006, se destacou como um dos principais
poluentes emergentes encontrados (concentragdo média maxima de 0,34 + 0,13 ug L™),
assim como o colesterol (0,27 + 0,07 ug L™") (SODRE et al., 2010). Além disso, fitoesteroides
degradam-se facilmente a derivados oxidados, que possuem efeitos aterogénicos e
inflamatérios associados, como as classes 5,6-di-hidroxi- (24), 7-hidroxi- (25), 5,6-epoxi- (26)
e 7-cetoesterdis (27) (Figura 3) (POUDEL et al., 2022).

(24) (25) (26) (27)

FIGURA 3 - Estruturas quimicas do estigmasterol (22), colesterol (23) e classes de derivados
esteroides oxidados (24-27) — substituinte R varia de acordo com o esterol de origem (POUDEL
et al., 2022).
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2.3 Agenda 2030 para o desenvolvimento sustentavel

Apesar de 71% da superficie da Terra ser coberta por agua, menos de 0,3% esta
disponivel como agua doce (CHANDNANI et al., 2022). Dados do Fundo das Nagdes Unidas
para a Infancia (UNICEF) (2018) apontavam que até o final de 2015, em todo o0 mundo, cerca
de 844 milhdes de pessoas ndo possuiam uma fonte basica de dgua potavel; para 159 milhdes
de pessoas a agua potavel utilizada seria oriunda de fontes de agua de superficie
desprotegidas, ou seja, sem controle ou tratamento. Em relagdo ao saneamento basico, os
numeros sao mais alarmantes, sendo este servico inacessivel para 2,3 bilhdes de pessoas,
ou seja, cerca de 30% da populagdo mundial no referido ano. A Somalia € um dos paises com
mais problemas neste quesito, com apenas 40% de seus habitantes com acesso a fontes
basicas de agua (UNICEF, 2018). Apesar de o Brasil ser privilegiado no quesito de fontes
naturais de aguas, 73% se concentram na bacia amazonica, contemplando cerca de 5% de
populacido. Além disso, a escassez (principalmente na regido Nordeste) e deterioracido da
qualidade da agua (principalmente no Sudeste) se relacionam a outros fatores, como o
crescimento da populacao, da industria e das atividades agricolas (PONCANO & PLONSKI,
2017), ou mesmo periodos de seca em algumas regides. O UNICEF, assim como outros
orgados mundiais, vem programando suas ac¢des em relacdo a agua e saneamento para
atender os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) propostos pela Agenda 2030.

A Agenda 2030 para o desenvolvimento sustentavel consiste em um plano de
acao proposto por lideres mundiais na sede da ONU em Nova lorque, em 2015. Os intuitos
sao aplicar acdes durante 15 anos visando a erradicacédo da pobreza, a protecédo do planeta,
e a garantia de paz e prosperidade para a populagdo mundial. Para atingir estes desafios
globais, indispensaveis para o desenvolvimento sustentavel, foram definidos 17 ODS, que
contemplam 169 metas (UNITED NATIONS, 2015).

Neste trabalho é destacado o ODS n° 6 - Agua Potavel e Saneamento. Este
objetivo propbe acgdes para assegurar a disponibilidade e a gestao sustentavel da agua e
saneamento para todos. Uma das metas a ser alcangada até 2030 é: “melhorar a qualidade
da agua, reduzindo a polui¢do, eliminando despejo e minimizando a liberacdo de produtos
quimicos e materiais perigosos, reduzindo a metade a propor¢cdo de aguas residuais ndo
tratadas, e aumentando substancialmente a reciclagem e reutilizagdo segura globalmente”
(PLATAFORMA AGENDA 2030, 2015).

Os problemas recentes que envolvem disponibilidade e qualidade da agua,
juntamente com o incentivo da Agenda 2030, evidenciam a necessidade de integracao entre
tecnologias no tratamento de aguas residuais, assim como o desenvolvimento de novas

metodologias. Desta forma, a busca por processos biotecnoldgicos eficientes, que possam
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atuar como ferramentas com abordagens mais sustentaveis é de interesse da comunidade

cientifica e dos governantes (GAN et al., 2022).

2.4 A biotecnologia na busca de solugdes ambientais e farmacolégicas

Diversas técnicas mecanicas e fisico-quimicas sdo usadas tradicionalmente no
tratamento de aguas residuais, por exemplo, precipitagdo quimica, troca iénica, floculagédo e
separacao por membrana, tratamento eletroquimico, entre outras. Estas técnicas apresentam
limitacdes de eficiéncia, que dependem do volume do efluente a ser tratado, da concentragao
de matéria organica complexante e de ions metalicos presentes. Porém, alguns problemas
para a implementacao, custo elevado, e formacgao de residuos e produtos secundarios téxicos
ainda precisam ser melhor estudados (GAN et al., 2022; ZNAD et al., 2022).

O tratamento biolégico de aguas superficiais e residuais tem sido cada vez mais
apontado como uma ferramenta sustentavel para remocido de ions metalicos e outros
poluentes, que podem conferir toxicidade aos organismos vivos mesmo em baixas
concentragoes representando riscos a longo prazo (RAMRAKHIANI et al., 2016). Diversas
biomassas podem ser utilizadas para esta finalidade, como carvao ativado, subprodutos
agricolas, plantas, algas, bactérias e fungos (SARAVANAN et al., 2022). A capacidade dos
fungos em degradar uma ampla diversidade de poluentes emergentes também foi constatada,
e seu uso tém se apresentado como uma alternativa interessante aos processos
convencionais de tratamento de aguas (KASONGA et al., 2021). Outra aplicabilidade das
espécies fungicas consiste no estudo do direcionamento de sua biossintese buscando a
formagao de metabdlitos que possam ser utilizados na medicina ou na agricultura (TORRES-
MENDOZA et al., 2020).

Muitos medicamentos de ampla utilizagdo sao produzidos a partir de metabdlitos
secundarios derivados de fungos, como redutores de colesterol, antibidticos,
imunossupressores, entre outros (TAKAHASHI et al, 2022). Metabdlitos com novos
esqueletos e/ou estereoquimica diferenciada, que ndo sao biossintetizados naturalmente, ou
em condigbes o6timas de cultivo, podem ter sua producao induzida a partir dos avangos na
area genética, que exploram vias silenciosas e cripticas do genoma fungico (BIND et al., 2022;
LI et al., 2020). Diversas estratégias experimentais podem ser utilizadas para a elicitagao
destas rotas biossintéticas ndo usuais, como: alteragées nutricionais no meio no qual o
microrganismo se desenvolve (LIMA et al., 2018a), indugéo de estresse bidtico por meio de
experimentos de co-cultivo entre espécies (OLIVEIRA et al., 2022b), e modulagao epigenética

(LIMA et al., 2018b). Os moduladores epigenéticos atuam promovendo modificagdo na
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cromatina, ou seja, no complexo de DNA e proteinas, principalmente histonas, residuos do
aminoacido lisina. Promovem assim uma expressdo génica diferenciada, sem alterar o
sequenciamento do DNA (BIND et al., 2022). Hidralazina (28) e procaina (29) (Figura 4) sao
exemplos de moduladores epigenéticos da classe dos inibidores de enzimas DNA
metiltransferases (DNMTs) (ALMEIDA, 2014), enzimas que atuam adicionando uma metila
aos atomos de carbono na posicao 5 da citosina, silenciando genes especificos (BIND et al.,
2022). Essa técnica tem ganhado destaque como ferramenta biotecnoldgica, embora ainda

seja pouco explorada.
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FIGURA 4 — Estruturas quimicas dos moduladores epigenéticos inibidores de DNTMs:

hidralazina (28) e procaina (29).

Desta forma, metodologias como a biorremediagao e a biotransformacao fungicas
surgem como processos biotecnolégicos que visam entender e utilizar o metabolismo fungico
frente a diferentes substratos, em processos de custo baixo e que apliquem os preceitos da
quimica verde (TAKAHASHI et al., 2017). Dentre os preceitos atendidos podem ser citados a
menor utilizacdo de solventes, o0 aumento da eficiéncia energética ao utilizar condicoes
brandas de reagdo (temperatura e pressao ambiente), e a utilizagdo de fontes renovaveis
como séo as biomassas (KUMMERER & CLARK, 2016).

2.4.1 Biorremediagao de metais

A técnica de biorremediacdo compreende a utilizagdo de biomassas com
capacidade de retencao de ions metalicos e substancias organicas presentes em solugdes
aquosas (TAKAHASHI et al., 2017). As biomassas fungicas sdo materiais adsorventes de facil
obtengao e provenientes de recursos renovaveis tornando, portanto, o processo mais viavel
economicamente. Os fungos filamentosos sao organismos de eficiéncia comprovada como
agentes de biorremediacido que apresentam propriedades Unicas decorrentes de sua

adaptagdo ao ambiente e sdo espécies tolerantes a toxicidade de diversos poluentes (XU et
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al., 2015). O processo corrobora com alguns principios da quimica verde, uma vez que pode
ocorrer em agua, em pH praticamente neutro, e utilizando pequenos volumes de solventes
organicos (KUMAR et al., 2021).

Na biorremediagao fungica, ou micorremediacéo, podem ser utilizadas células em
crescimento (bioacumulacao) ou em repouso/mortas (biossor¢céo). Embora a bioacumulacao
consista em um processo mais simples, em geral maiores taxas de remogao sdo obtidas na
biossor¢ao, quando as células estdo menos susceptiveis a toxicidade dos metais e ndo ha
formagao de metabdlitos no meio (DE FREITAS et al., 2019).

Em situacdes praticas, apés a sorcao dos metais na superficie celular da biomassa,
essa biomassa pode ser retirada do meio por processos de filtragdo, carreando consigo os
contaminantes. No processo estdo envolvidas substancias presentes nas paredes celulares
fungicas, como proteinas, lipidios, polissacarideos como quitina e glucanas, e grupos
funcionais carregados negativamente ou com pares de elétrons disponiveis naturalmente nas
superficies das biomassas, como grupos carboxilato, alcéxido, amino, fosfato e sulfato
(KAPAHI & SACHDEVA, 2019). Estes grupos, capazes de fazer interagdes fisico-quimicas,
por meio de mecanismos como trocas ibnicas, formacao de complexos e adsorcao fisica,
atuam como uma armadilha natural para ions catiénicos metalicos (Figura 5, p. 38). Esta
captura pode ser seletiva para determinado metal ou ndo (RAMRAKHIANI et al., 2016).

Martins et al. (2016) avaliaram o potencial de oito espécies do género Penicillium
em processos de biorremediagao dos ions metalicos Cd(ll), Co(ll), Cu(ll), Li(l), Ni(ll) e Pb(ll),
em solugdes preparadas com cada ion individualmente, ou em misturas entre eles.
Resultados expressivos foram obtidos para a remogéao de Pb(ll), com a remogao de 91,2%
por células de Penicillium janthinellum em crescimento, assim como a remogao de 74,4% por
células de Penicillium brasilianum em repouso atuando sob uma mistura Pb-Li. Estudos
também vém mostrando o potencial da biorremediacao fungica em amostras reais, como por
exemplo, a utilizagdo de colunas empacotadas com Aspergillus flavus na remogao de mais de
90% de Cd(ll), Hg(ll) e Pb(ll) em amostras de aguas superficiais provindas de residuos de
estacdes de encanamento, mares, aguas salobras e doce (MAHMOUD et al., 2017). Outra
cepa de A. flavus em consorcio com duas outras cepas de Aspergillus fumigatus exibiram a
remocao de 69,1% de Cd(ll) e 68,0% de remocgado de Cr(IV) em amostras de efluentes
industriais (TALUKDAR et al., 2020).



38

Biomassa fungica

R R OR
| o
S P
o o - o | o
0 E 0 ;)1‘*' o' [M]3+
M2+ M+ M+
M2+
M3+ M+ M3+

FIGURA 5 — Representacdo de interagdes quimicas entre grupos funcionais (carboxilato,
sulfato, fosfato) presentes em superficies fingicas e ions metalicos (M") presentes em

matrizes aquosas contaminadas. Fonte: autoria prépria.

2.4.2 Biotransformacao de poluentes emergentes e produtos naturais

Reacbes diretas em ligagdes C(sp®)-H e C(sp?)-H sdo consideradas um desafio e,
por muito tempo, esses sitios foram considerados quimicamente inativos (LIAO et al., 2017).
Entretanto, a utilizacdo de enzimas em processos industriais para funcionalizagdo de
carbonos nao-ativados de esteroides foi relatada por Mazur em 1975. Nesta data, havia
apenas 15 anos de estudos de reacdes intramoleculares para ataque destes carbonos nao
reativos, que incluiam a introdugao de atomos de oxigénio entre ligagcdes C-H pela utilizagdo
de oxi-radicais ou cromoforos de carbonila irradiado, ou a epimerizagao de centros quirais de
carbono terciarios com o uso de reagentes especificos (MAZUR, 1975).

Embora a sintese organica tenha avangado nos ultimos anos em relagdo a
funcionalizagdo das ligacbes C-H para formacao de ligagdes carbono-carbono, carbono-
oxigénio e outros atomos, por meio de reagdes de arilagéo, alquilagdo, aminacgéo, oxidacéo,
borilagdo, halogenagéo, entre outras (YAMAGUCHI et al., 2012), o controle da seletividade &
dificil, uma vez que os compostos organicos podem apresentar diversas ligagbes C-H
semelhantes (LIAO et al, 2017). Sofisticadas reacbes cataliticas utilizando metais de
transicdo também tém sido utilizadas para promogao destas funcionalizagdes (RASHEED &
SUN, 2018), como o uso de catalisadores de Rh(lll) e, muito menos explorado, de Co(lll), em
sistemas que visam aumentar a regio e enantiosseletividade destas transformacdes

(YOSHINO, 2022). Entretanto, muitos esforgos ainda sdo necessarios para aumentar a
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eficiéncia; evitar etapas adicionais nos processos, como a introdugcido e remogao de grupos
diretores (RASHEED & SUN, 2018); e substituir os compostos téxicos e/ou de custo elevado
utilizados (MORI, 2022).

Nos processos de biotransformacao a partir de fungos, funcionalizagdes podem
ocorrer em centros considerados n&o reativos, apresentando vantagens como regio, estereo
e enantiosseletividade, condi¢gdes reacionais brandas e, na maioria dos casos, sem a
necessidade do uso de grupos protetores e outros reagentes quimicos (HANSON, 1995).
Estas reagbes sao promovidas pelos sistemas enzimaticos presentes nos organismos e em
muitos casos as enzimas responsaveis permanecem desconhecidas (KLENK et al., 2019).
Outras, em contrapartida, sao bastante exploradas, como as enzimas do citocromo P450,
conhecidas por estarem comumente envolvidas nestes processos, atuando na
oxifuncionalizag&o de substratos (KLENK et al., 2019; OLICON-HERNANDE?Z et al., 2019) de
maneira regio e estereosseletiva (YANG & LI, 2015; LIAO et al., 2017). Além das
monooxigenases, grupo do qual a familia das enzimas CY P450 pertence, outros grupos
importantes de enzimas oxirredutases atuam em biotransformacdes, como as peroxidases
(GAN et al., 2022), lacases (ARREGUI et al., 2019) e flavoenzimas (CHANKHAMJON et al.,
2016).

A introducéo de grupos hidroxila em carbonos nao-ativados pela agcéo do sistema
enzimatico de fungos filamentosos € uma funcionalizagao recorrente (TAKAHASHI et al.,
2014), como na biotransformagdo do horménio vegetal laxogenina (30) pelo fungo
Syncephalastrum racemosum, levando a treze produtos de biotransformacao, principalmente
a partir da mono e poli-hidroxilagdo dos atomos de carbono C-7, C-11, C-12, C-14, C-15e C-
25 (Figura 6) (WANG et al., 2019). A hidroxilagdo torna o composto mais hidrossoluvel e,
assim, diminui sua afinidade pela membrana e, consequentemente, sua presenca no interior

do fungo, minimizando efeitos toxicos.

FIGURA 6 — Estrutura quimica da laxogenina (30) com a indicagao dos sitios de mono e poli-

hidroxilagdo mais recorrentes segundo estudo de Wang et al. (2019).
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A biotransformacao fungica pode ser aplicada visando modificagbes quimicas nas
estruturas de contaminantes organicos de forma a degrada-los ou diminuir sua toxicidade
(KUMAR et al., 2021). Isto foi mostrado por Llorca et al. (2016) que, em uma abordagem
utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolugao,
detectaram em amostras de aguas residuais tratadas com o fungo Trametes versicolor, 113
produtos de degradacdo derivados de 33 produtos farmacéuticos. Entretanto, deve-se
ressaltar que as propriedades dos produtos formados muitas vezes sdo desconhecidas. Eles
podem ser téxicos ou apresentar interagbes sinérgicas toxicas, sendo importante o
acompanhamento e avaliagdo de riscos a fim de evitar uma maior poluicdo (KUMAR et al.,
2021). A biotransformacédo do anti-inflamatério diclofenaco (31) (Figura 7) pelo fungo
Penicillium oxalicum em um biorreator de bancada gerou a degradagdo do mesmo em 36 h,
sendo detectados derivados no processo, com hidroxilagao nos atomos de carbono C-4', C-5
e em ambos simultaneamente. Neste caso, foi avaliada a toxicidade aguda durante o processo,
evidenciando uma reducao significativa da toxicidade do meio no decorrer da degradagao do
substrato inicial (OLICON-HERNANDEZ et al., 2019). Para situagdes em que o poluente
emergente n&o sofre a degradacao microbiana/enzimatica, alternativas modernas vém sendo
propostas para a modificagcao destes microrganismos, como engenharia genética, engenharia
de proteinas, modificacdes da parede celular, processos de encapsulamento ou imobilizagao,
entre outros. As vantagens do design destes biocatalisadores modificados na protecéo
ambiental sdo muitas, como promocédo de maior estabilidade e tolerancia, processos mais

ecolégicos e com custos mais competitivos (SHARMA et al., 2022).
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Figura 7 — Estrutura quimica do diclofenaco (31) com a indicacao de sitios de mono e poli-
hidroxilagao recorrentes (OLICON-HERNANDEZ et al., 2019).

Outra aplicagdo da biotransformagéo consiste na funcionalizagdo de derivados
com propriedades farmacoldgicas como no caso da reagao do diterpeno acido traquilobanico

(32) (Figura 8, p. 41) com o fungo S. racemosum por Dos Santos et al. (2018). Foram obtidos
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dois produtos hidroxilados (33, 34) e um produto de rearranjo (35) (Figura 8), que
apresentaram maior atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, diretamente
relacionada com a doenca de Alzheimer, em relacdo ao material de partida (32). A atividade
do composto 34 foi ainda maior que a do padrao positivo utilizado no teste, galantamina,
alcancando as pretensdes propostas pela técnica (DOS SANTOS et al., 2018). Outro exemplo
€ a biotransformacgao do acido artemisinico (36) por Trichothecium roseum. Foi gerado um
produto hidroxilado (37), um di-hidroxilado (38) e outro com uma nova carbonila (39) (Figura
9). A atividade antifungica do composto (39) sob cepas de Candida albicans e Candida kefyr
foi de 4 a 16 vezes mais pronunciada do que a apresentada pelo substrato inicial (36) (SINGH
et al., 2019).
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FIGURA 8 - Estruturas quimicas do acido traquilobanico (32) e derivados (33-35), obtidos

como produtos de biotransformagao por S. racemosum (DOS SANTOS et al., 2018).
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FIGURA 9 — Estruturas quimicas do acido artemisinico (36) e derivados (37-39), obtidos como

produtos de biotransformacgao por T. roseum (SINGH et al., 2019).
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3 EXPERIMENTAL

As atividades experimentais descritas a seguir foram realizadas, em sua maioria,
no Laboratério de Biotecnologia e Bioensaios (LaBB) do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais (DQ/UFMG).

3.1 Reagentes e materiais

| — Solventes
e Acetato de etila P.A.(CH3;COOCH2CHs;) (Nox Lab Solutions, Synth, CRQ, Fmaia);
o Acetona P.A. (CIAVICCO);
e Agua destilada (H20);
e Alcool metilico P.A. (CH;OH) (CRQ);
e Alcool metilico deuterado (CD3;0D) (CIL);
e Cloroférmio P.A. (CHCIs) (Synth);
e Cloroférmio deuterado (CDCls;) (Aldrich®, MagniSolv™);
e Hexano P.A. (CeH12) (Synth);
e Piridina deuterada (CsDsN) (Acros Organics).

Il — Reagentes

e Acido nitrico 65% P.A. (HNO3) (Anidrol);

o Azul de metileno (C1sH1sN3SCI) (Vetec);

e Cloreto de potassio P.A. (KCl) (Synth);

e Cloridrato de hidralazina (Sigma-Aldrich);

e Cloridrato de procaina (C13H21CIN202) 97% (Sigma-Aldrich);
e D (+) sacarose P.A. (C12H22011) (Nox Lab Solutions);
e (+/-)-Ibuprofeno (C13H180O2) (Sigma-Aldrich);

o Estigmasterol (C29H4g0) (Sigma);

e Extrato de levedura purissima (Vetec);

e Fosfato Potéssio Dibasico P.A. (K2HPOs) (Spectrum);
e (+)-Longifoleno (C1sH24) (MP Biomedicals);

¢ Nitrato de sédio (NaNO3) (Fmaia);
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e Sulfato de cobre Il (ico) anidro P.A. (CuSO4) (Anidrol);

e Sulfato de ferro Il (0s0) heptaidratado P.A. (FeSO47H20) (Fmaia);
e Sulfato de magnésio P.A. heptaidratado (MgSQO47H20) (Synth);

e Sulfato de manganés monoidratado P.A. (MnSO4H20) (Synth);

e Sulfato de sodio anidro P.A. (Na2S0O.) (NEON).

[l — Suportes para cromatografia em camada delgada e em coluna

e Placas prontas TLC Silica gel F254 (Merck);

o Revelador: iodo metalico P.A. (I2) (Vetec);

¢ Revelador: solugcao de vanilina —15 g de vanilina (CsHsO3) (Synth), 250 mL de alcool
etilico (CH3CH-OH) (CIAVICCO), 2,5 mL acido sulfurico P.A. (H2SO.) (Anidrol);

¢ Revelador: solugao de acido fosfomolibdico — PMA (HsPM012040);

e Silica gel 60 para cromatografia em coluna 230-400 mesh (Macherey-Nagel).

IV — Meios de cultura

e Agar batata dextrose — PDA (Fluka Analytical);
e Caldo batata dextrose — PDB (KASVI, ACUMEDIA).

3.2 Equipamentos

o Agitador orbital, Biosan PSU-10i (para frascos de 125 mL);

o Agitador orbital com incubadora, IKA KS 4000i control (para frascos de 500 mL);

e Autoclaves verticais, Phoenix e Fanem 415;

e Balancga analitica, Shimadzu AUW2220D;

e Balanga semi-analitica, Shimadzu BL320H;

e Bombas a vacuo, Millipore e Prismatec;

e Camara escura com lampadas ultravioleta, Marconi MA 544;

o Capela de fluxo laminar, Labconco;

e Coluna cromatogréfica analitica C18, Kromasil (250 mm x 4,6 mm x 5 ym);

o Cromatografo liquido de alta eficiéncia, Shimadzu 20A —bombas gradientes LC-20AT
e detector UV-Visivel (SPD-20A);
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Espectrofotébmetro de absorgao atdbmica por chama, VARIAN AA240FS;
Espectrémetro de massas (ESI-IT-MS), Thermo Fisher LCQ-Fleet;

Espectrémetro de ressonancia magnética, Bruker AVANCE IIl NANOBAY;
Espectrémetro de ressonéancia magnética, Bruker AVANCE Il ONEBAY (ASCEND)
400 MHz;

Espectrémetro de ressonancia magnética, Bruker AVANCE NEO 600 MHz;
Espectrémetro de infravermelho, Perkin EImer FT-IR System Spectrum RXI;

Estufas de secagem, Quimis, Fanem 002 CB e Nova Etica 400-3ND;

Estufa incubadora, Quimis;

Evaporadores rotatérios, IKA RV10 e BuchiR-114;

Leitor de ponto de fusdo, Gehaka PF 1000;

Microscopio Eletrénico de Varredura de Feixe Duplo, FEI Quanta 3D FEG, equipado
com detector de dispersao de energia (EDS), Bruker;

Microscopio ético, Olympus CX40;

Ultrassom, Cristofoli Biosseguranca.
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3.3 Metodologia

3.3.1 Cultivo e armazenamento das espécies fungicas

As espécies fungicas utilizadas neste trabalho foram: Aspergillus niger (NRRL 3),
Beauveria bassiana (NRRL 3108), Penicillium janthinellum (NRRL 35451) e Syncephalastrum
racemosum (NRRL 2496), obtidas por doagdo da ARS Culture Collection (USA), e Mucor
plumbeus, espécie isolada de amostras de solo de Belo Horizonte. Todas estas cepas séo
mantidas na colegao de fungos do Laboratério de Biotecnologia e Bioensaios (LagB). O
repique dos fungos para promover a esporulacdo foi realizado em ambiente asséptico, isto €&,
em capela de fluxo laminar e préximo a chama do bico de Bunsen, em tubos de ensaio
contendo agar batata dextrose (PDA), devidamente esterilizados em autoclave a 121 °C por
15 minutos. Apos sete dias de crescimento, a temperatura ambiente, foi conduzida a
sequéncia dos experimentos. Durante este periodo pbde-se analisar caracteristicas
macroscopicas como coloragao e textura das colbnias.

Para realizar a caracterizacdo microscopica, as espécies foram repicadas em
placas de Petri contendo agar PDA, devidamente esterilizado em autoclave, que foram
armazenadas a temperatura ambiente por 3 dias. Em seguida transferiram-se por¢des para
ldaminas de vidro e, corando com solugdo de azul de metileno, obtiveram-se imagens no
microscopio Optico para visualizagao das colbnias e hifas e confirmagdo da pureza das
coldnias.

No intuito de preservar as colénias, estas foram armazenadas de acordo com o
método Castellani (DE CAPRILES et al., 1989). Para tanto, as espécies foram repicadas em
placas de Petri contendo agar PDA, ambos devidamente esterilizados. Em seguida foram
cortados discos das colbnias puras, acondicionando-os em frascos de vidro contendo agua
destilada estéril, que foram armazenados a temperatura ambiente. Desta forma, obteve-se

um estoque seguro dos microrganismos alvo deste trabalho.
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3.3.2 Biorremediagao de metais

Para esta sequéncia de experimentos os microrganismos utilizados foram P.
Janthinellum e S. racemosum. Foi avaliada a capacidade de suas biomassas na retengéo de
ions metalicos de Cu(ll), Mn(ll) e Fe(ll), seguindo os procedimentos descritos a seguir e

esquematizados na Figura 10 (p. 48).

3.3.2.1 Preparacao das biomassas

Apds a reativagcdo das espécies fungicas, segundo item 3.3.1 (p. 45), as
biomassas foram obtidas com a inoculacédo de P. janthinellum e S. racemosum em frascos
Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de caldo batata dextrose previamente esterilizado
em autoclave (121 °C, 15 min). Para tanto, o indculo foi preparado com a adicdo de 3 mL de
agua destilada estéril em cada tubo de ensaio contendo os fungos cultivados. Apés agitacao
do conteudo dos tubos com alga de platina, em ambiente estéril, as suspensdes de esporos
obtidas foram transferidas para Erlenmeyers contendo caldo batata dextrose (PDB) estéril.
Apods o crescimento das espécies até a observacao do alcance da fase estacionaria, as
biomassas produzidas foram filtradas a vacuo e padronizadas quanto as respectivas massas

para a realizagao dos experimentos de biorremediacao.

3.3.2.2 Biorremediacao de ions Cu(ll) em diferentes concentragées

Para uma primeira avaliacdo da capacidade de retengdo de ions Cu(ll), por
biomassas fungicas, foi proposto um experimento no qual solugdes aquosas de sulfato de
cobre anidro foram preparadas em diferentes concentracoes, e estas foram colocadas em
contato com biomassas frescas de P. janthinellum, preparadas conforme item 3.3.2.1.

Desta forma, foram adicionados 100 mL de solugdo aquosa de sulfato de cobre
anidro nas concentragdes de ions Cu(ll) equivalentes a 10, 20, 30, 40 e 50 mg L' em
Erlenmeyers de 250 mL. Adicionaram-se as biomassas frescas de P. janthinellum
(aproximadamente 2,0 g cada) aos frascos, em triplicata, mantendo-os em agita¢éo (130 rpm,
em agitador orbital) por 1 hora, a temperatura ambiente. Ao término, foram retiradas aliquotas
de 4 mL, que foram filtradas e reservadas para analise, incluindo aliquotas controle contendo

4 mL da solugéo estoque de sulfato de cobre anidro.
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3.3.2.3 Biorremediagio de ions Cu(ll) e Mn(ll) a 50 mg L

Para a avaliacdo da adsorcdo de ions Cu(ll) e Mn(ll) pelas biomassas de P.
janthinellum e S. racemosum estas foram produzidas conforme item 3.3.2.1 (p . 25), utilizando-
se aproximadamente 2,0 g em cada replicata. O processo de biorremediagao foi realizado em
triplicata, sob agitacao a 130 rpm em agitador orbital, a temperatura ambiente.

Em Erlenmeyers de 250 mL foram adicionados 100 mL de solu¢gdo aquosa de
sulfato de cobre anidro ou 100 mL de solugdo aquosa de sulfato de manganés monoidratado,
com respectiva concentragdo de ions Cu(ll) e Mn(ll) de 50 mg L. Adicionaram-se as
biomassas frescas de P. janthinellum e S. racemosum a seis frascos cada, trés contendo a
solugéo de cobre e trés contendo a solu¢do de manganés. Para cada frasco, cinco aliquotas
de 4 mL foram coletadas na primeira hora (5, 10, 20, 40 e 60 min) e uma aliquota de 4 mL a
cada 24 horas, durante quatro dias. Todas as aliquotas coletadas foram filtradas e reservadas
para analise, incluindo aliquotas controle, contendo 4 mL das solugdes estoque de sulfato de

cobre anidro ou de sulfato de manganés monoidratado.

3.3.2.4 Biorremediacio de ions Fe(ll) a 50 mg L' com diferentes tratamentos das

biomassas fungicas

Para a avaliagdo da adsorgao de ions Fe(ll) pelas biomassas fungicas estas foram
produzidas conforme item 3.3.2.1 (p. 46) e passaram por diferentes tratamentos. Utilizaram-
se as biomassas frescas (2,3 g para P. janthinellum e 1,3 g para S. racemosum) e biomassas
secas, obtidas apdés secagem de biomassa fresca em estufa (2 h a 100 °C) e posterior
pulverizagédo com gral e pistilo (0,5 g para P. janthinellum e 0,3 g para S. racemosum). O
processo de biorremediagao foi realizado em triplicata, sob agitagao a 130 rpm em agitador
orbital, a temperatura ambiente.

Em Erlenmeyers de 250 mL foram adicionados 100 mL de solu¢do aquosa de
sulfato de ferro heptaidratado com concentragéo de ions Fe(ll) de 50 mg L. Adicionaram-se
biomassas frescas e secas a trés frascos contendo a solugcdo de ferro em cada. Cinco
aliquotas de 4 mL foram coletadas na primeira hora (5, 10, 20, 40 e 60 min) e uma aliquota a
cada 24 horas, de cada frasco, durante quatro dias. Em um terceiro experimento, para
avaliacdo da saturacdo da biomassa, adicionaram-se biomassas frescas a trés frascos
contendo a solucéo de ferro, e a troca da biomassa por uma biomassa nova foi realizada a
cada 24 horas, por trés vezes, sendo feita coleta de aliquotas de 4 mL a cada troca. Todas as
aliquotas coletadas foram filtradas e reservadas para analise, incluindo aliquotas controle,

contendo 4 mL da solucao estoque de sulfato de ferro heptaidratado.
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FIGURA 10 — Esquema dos experimentos de biorremediagao de solu¢ées aquosas contendo
os ions metalicos Cu(ll), Mn(ll) e Fe(ll) pelas biomassas flingicas de P. janthinellum e S.

racemosum.

3.3.2.5 Determinacgao e analise dos resultados de biorremediacao

Todas as aliquotas (4 mL) retiradas durante os processos de biorremediagao
fungica foram digeridas com 1 mL de acido nitrico 65% e analisadas por Espectrometria de
Absorcao Atémica por Chama (FAAS) para quantificacdao dos ions metalicos residuais em
cada solugao. Analises realizadas no Laboratério de Espectrometria de Absorgdo Atdémica do
DQ/UFMG.

As analises de absorgéo foram realizadas com método de rotina utilizando gas
combustivel/oxidante C,H./Ar. Os demais parametros instrumentais foram: comprimento de

onda 324,8 nm, largura da fenda 0,5 nm e corrente da lampada 5,0 mA para ions cobre;
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comprimento de onda 279,5 nm, largura da fenda 0,2 nm e corrente da lampada 5,0 mA para
ions manganés; e comprimento de onda 248,3 nm, largura da fenda 0,2 nm e corrente da
lampada 5,0 mA para ions ferro.

De posse da concentragdo média dos ions metalicos da triplicata de cada amostra
[Cma] e da concentragdo média na triplicata das amostras controle [Cmc¢], determinou-se a
concentracao final dos ions metalicos em solugéo apés o processo, em porcentagem %[Cme],
por meio da Equacao (1). Em seguida, determinou-se a porcentagem de eficiéncia da

biorremediacdo promovida pelas biomassas fungicas, por meio da Equagéo (2).

%l[Cmy] = 24l 100 (1)

~ [cmg]

%biorremediacdo = 100 — %[Cmg] (2)

3.3.2.5.1 Analise estatistica

As porcentagens médias de remocao dos ions metalicos foram submetidas a

diferentes analises estatisticas a depender do objetivo, como:

o Teste ANOVA (one-way) para analise de varidncia e teste Tukey de comparacao
multipla, considerando p<0,05, ou seja, intervalo de confianga (IC) de 95%, para a
identificacdo de médias significativamente diferentes — software Minitab 18;

e Teste F para analise de variancia e teste t pareado para comparacao entre métodos,
considerando IC = 95% — software Microsoft Excel;

e Analise de componentes principais (PCA), para observagcdo de tendéncias de
comportamento entre conjuntos de dados, entre as triplicatas de remog¢do de cada

combinagao metal-fungo — software MATLAB 7.10.

Estas anadlises foram realizadas em colaboragdo com a mestra Larissa Batista dos
Santos (UFMG).

3.3.2.6 Caracterizagao das biomassas apos biorremediagao de metais

Ao término dos experimentos de biorremediacdo de metais, as biomassas
utilizadas foram filtradas a vacuo, secas a 34 °C por uma hora em estufa, e entédo

armazenadas em freezer para posterior analise de suas superficies. O mesmo foi feito com
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biomassas controle de cada fungo utilizado, as quais nao tiveram contato com solugoes
aquosas contendo ions metalicos.

Uma porcdo de cada biomassa foi triturada, com auxilio de gral e pistilo, e
encaminhada para analise por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) no Laboratério de Espectroscopia Vibracional do DQ-UFMG. A obtengao dos espectros
se deu em pastilhas em KBr, na regido de infravermelho médio, 400-4000 cm™'. Foram
identificados os grupos funcionais presentes nas superficies das biomassas fungicas por meio
da identificagdo das bandas correspondentes € o numero de onda destas bandas foi
comparado entre amostras teste e amostras controle, no intuito de verificar deslocamentos
relacionados ao processo de biorremediacao (CHEN et al., 2019; SHARMA et al., 2020).

Outras amostras das biomassas foram submetidas a caracterizagao microscoépica
de suas superficies pela técnica de microscopia eletrbnica de varredura com espectroscopia
por dispersdo em energia em raios-X (MEV-EDS) no Centro de Microscopia (CM) da UFMG.
Para tanto, as amostras foram fixadas em solucado Karnovsky modificado (paraformaldeido 2%
e glutaraldeido 2,5%) em tampao fosfato 0,1M pH 7,2-7,4 por 24-72 horas, transferidas para
solucao tampao fosfato 0,1M, ambas cedidas pelo CM-UFMG, e encaminhadas para preparo
da amostra e posterior analise. O preparo de amostras se deu por fixagdo secundaria,
desidratacao, secagem em ponto critico de CO,, montagem e metalizacdo com ouro/paladio.
Desta forma, foram obtidas as imagens microscépicas das amostras, além do mapa quimico
e espectro de impressodes digitais dos elementos presentes nessas superficies, por meio das
analises por MEV-EDS.
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3.3.3 Biotransformacgao de compostos organicos

3.3.3.1 Procedimento geral

Para a avaliagdo do potencial de biotransformacdo de espécies fungicas
selecionadas sobre os compostos organicos (+/-)-ibuprofeno (comercial), estigmasterol
(comercial), acido traquilobanico (isolado), isosteviol (isolado) e (+)-longifoleno (comercial), foi
seguido o procedimento padrao detalhado a seguir. As variagdes de parametros aplicadas em
cada caso sdo apresentadas na Tabela 2 (p. 52). Todos os materiais e meios de cultura
utilizados foram previamente esterilizados em autoclave (121 °C, 15 min) e os experimentos
foram realizados em condicbes assépticas para evitar contaminagdes.

Inicialmente, os fungos foram cultivados em tubos de ensaio com meio de cultura
solido PDA por 5-7 dias. Posteriormente, foram preparadas suspensbes de esporos
adicionando 3 mL de agua destilada a cada tubo e homogeneizando o contetdo. Os esporos
foram transferidos para Erlenmeyers de 500/125 mL contendo o meio de cultura liquido 200/50
mL para crescimento das biomassas. Nos experimentos com biomassas produzidas em modo
estatico (em repouso) em meio de cultura liquido esta producao se sucedeu semelhantemente
ao descrito no item 3.3.2.1 (p. 46) e o restante do experimento em meio aquoso, com a
transferéncia das biomassas para Erlenmeyers contendo solugdo aquosa do substrato,
solubilizado em solvente organico, e agitagdo do conteudo em agitador orbital por um numero
fixo de dias. Para os experimentos com biomassas em crescimento em meio de cultura, o
substrato foi adicionado semelhantemente, mas apds 3-4 dias da inoculacdo dos esporos
fungicos e crescimento da biomassa no meio. Apds o periodo de contato substrato-fungo, em
todos os casos, micélios e meios liquidos foram separados por filtracdo a vacuo. O meio
liquido foi particionado em funil de separagao por trés vezes com acetato de etila destilado.
Removeu-se o solvente da por¢do orgénica obtida apds extragdo com a utilizacdo de
evaporador rotatdrio, obtendo-se os extratos do meio aquoso (EA) e os extratos do caldo (EC).
Os micélios foram deixados em contato com acetato de etila por 4 dias, seguido de 20 minutos
em ultrassom, para a extragdo dos constituintes. Os contetudos foram entao filtrados a vacuo,
submetidos ao evaporador rotatério, obtendo-se os extratos dos micélios (EM). Para os
experimentos realizados com crescimento continuo em meio de cultura, foram produzidos
paralelamente frascos controle nos quais ndo foram adicionados os substratos, apenas o

mesmo volume do solvente utilizado para solubilizagdo destes.
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Concentragao . Modulador Numero de Volume por S a Numero
Substrato Fungo Células = . Agitacao )
substrato e solvente (concentracao) frascos frasco e meio de dias
Em repouso* g 200 mL agua 120 rpm 6
A. niger 2 10
Em crescimento 12 200 mL PDB 130 rpm
P. janthinellum ) 2 5
(+1-)- 50 ug mL-' de meio de Em repouso g 200 mL agua 120 rpm
i a
Ibuprofeno cultivo 5 200 mL PDB
s Hidralazina (100
. racemosum . uM) 2 10
Em crescimento Hidralazina (500 ) 190 mL PDB 130 rpm
HM)
- 6 200 mL PDB
) 4 200 mL meio
Estigmasterol 50 pug mL-" de meio ® M. plumbeus Em crescimento complexo. 130 rpm 10
. 190 mL meio
Procaina (500 uM) 2
complexo
A. niger 1
Acido 200 pg mL-* de meio P B. bassiana . 1 50 mL PDB 160 rpm
L Em crescimento - 10
traquilobanico S. racemosum 2
50 ug mL-' de meio ® A. niger 30 200 mL PDB 130 rpm
A. niger 2
, 200 pg mL-* de meio P B. bassiana . 2 50 mL PDB 160 rpm
Isosteviol Em crescimento - 10
S. racemosum 2
50 ug mL' de meio ® A. niger 30 200 mL PDB 130 rpm
A. niger 1
-1 ; i
(+)-Longifoleno 4,0 yL mL-'de meio B. bassiana Em crescimento ) 2 50 mL PDB 160 rpm 10
S. racemosum 2
2,5 uL mL"" de meio S. racemosum 6 200 mL PDB 130 rpm

*biomassas produzidas em modo estatico em meio de cultura liquido e filtradas para utilizagdo nos experimentos; 2
frasco; ® = solubilizado em 1 mL de acetato de etila por frasco

= solubilizado em 1 mL de metanol por
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Em alguns experimentos foram adicionados moduladores epigenéticos. Nestes
casos, o modulador, solubilizado em 10 mL de agua destilada, foi adicionado aos frascos com
meio de cultura apods a esterilizacao e esfriamento dos mesmos. A suspensao de esporos foi
adicionada em seguida, prosseguindo com o experimento.

Todos os extratos obtidos (EA, EC e EM) para os frascos teste e frascos controle
foram analisados por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando diferentes sistemas
de eluicao em propor¢des de hexano-acetato de etila, e diferentes reveladores, como vapores
de iodo, luz UV (254 e 365 nm), solucéo de vanilina e solu¢ao de acido fosfomolibdico (PMA).
Também foram obtidos espectros de ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H, 400 MHz) dos extratos e dos substratos. Estas analises foram realizadas no Laboratério
de Ressonancia Magnética de Alta Resolucdo (LAREMAR) do DQ/UFMG, com
processamento dos espectros com a utilizagao do software MestReNova. A partir da resposta
conjunta destas analises foram selecionados os extratos para se prosseguir com a
investigagdo, produzindo-os em maior escala e seguindo com técnicas para isolamento de

possiveis produtos de biotransformacao.

3.3.3.2 Biotransformacgao do contaminante emergente ibuprofeno

Para uma primeira avaliagdo da capacidade de biorremediagdo do poluente
emergente (+/-)-ibuprofeno (comercial) por espécies fungicas, foi proposto um experimento
utilizando os fungos filamentosos A. niger, P. janthinellum e S. racemosum em meio aquoso
por 6 dias (Figura 11, p. 54). A partir da resposta das andlises cromatograficas e
espectroscopicas, optou-se por otimizar os experimentos para A. niger e S. racemosum,
descartando P. janthinellum. Foram entao realizados os experimentos em meio aquoso e em
caldo PDB, ambos por 10 dias.

Realizou-se também um experimento para determinacio da taxa de recuperacao
do ibuprofeno utilizando a mesma técnica de extracdo. Neste, realizou-se a extracao liquido-
liquido de 200 mL do meio de cultura liquido PDB puro, e de 200 mL do mesmo meio de
cultura com a adigdo de ibuprofeno (50 yg mL™), sem a inoculagéo flingica, no intuito de

verificar a eficiéncia da extracido com acetato de etila.
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FIGURA 11 — Processo de obtengido dos extratos dos micélios (EM) e extratos dos meios
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aquosos (EA) apos experimentos de biotransformagao do ibuprofeno por (a) A. niger, (b) P.

janthinellum e (c) S. racemosum.

3.3.3.2.1 Isolamento de produtos de biotransformagédo do ibuprofeno por A. niger

A partir da analise das placas de CCD e espectros de RMN de 'H, o extrato EC

obtido apds crescimento continuo de A. niger em contato com ibuprofeno por 10 dias (2

frascos; 0,4 L PDB) (73,4 mg), foi submetido a cromatografia em coluna (CC) empacotada

com silica gel 60. Foi realizada uma elui¢cao gradiente com 64,6 mg do EC utilizando diferentes

proporgdes de hexano-acetato de etila, totalizando 35 fragdes coletadas. Estas fragdoes foram

combinadas em oito. A combinagao 4 (6,4 mg) se apresentou como um solido levemente

amarelo que, apds andlise por CCD e RMN de 'H (400 MHz, CDCl;), mostrou-se tratar de um

produto de biotransformacéao, que foi nomeado ibu-01. As demais combinagdes analisadas

nao apresentaram resultados promissores.
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A partir do EC obtido em maior escala (12 frascos; 2,4 L de PDB) foi realizada
nova CC, visando a isolamento de maior quantidade do composto. Foi realizada uma eluigao
gradiente com 253,7 mg do EC utilizando diferentes proporgdes de hexano-acetato de etila e
metanol, totalizando 44 fragbes coletadas. Estas fracbes foram combinadas em 15 por meio
da analise das placas de CCD. A combinagao 11 (52,9 mg) se apresentou como um sélido
branco, que apos analise de RMN de 'H (400 MHz, CDCls), '*C e DEPT-135 (100 MHz),
mostrou-se tratar do composto denominado ibu-02, cujo isolamento foi registrado pela
biotransformacao com S. racemosum nos experimentos que serdo descritos a seguir no item
3.3.3.2.2. As demais combinacdes analisadas n&o apresentaram resultados promissores. O
esquema da producao dos extratos resultantes da biotransformacédo de ibuprofeno por A.
niger, assim como o isolamento dos produtos de biotransformacgéo € apresentado na Figura
12 (p. 56).

3.3.3.2.2 Isolamento de produto de biotransformacao do ibuprofeno por S. racemosum

A partir da analise das placas de CCD e espectros de RMN de 'H, o extrato EC
obtido apds crescimento continuo de S. racemosum em contato com ibuprofeno por 10 dias
em maior escala (6 frascos; 1,2 L de PDB) (207,4 mg), foi submetido a CC empacotada com
silica gel 60. Foi realizada uma eluigdo gradiente com 205,5 mg do EC utilizando diferentes
proporcoes de hexano-acetato de etila, totalizando 46 fragcbes coletadas. Estas fragdes foram
combinadas em 13, das quais a combinacédo 11 (18,2 mg) se apresentou como um sélido
levemente amarelo que apds analise de RMN de 'H (400 MHz, CDClI; + CD3OD) mostrou
tratar-se de um produto de biotransformacido, que foi nomeado ibu-02. As demais
combinacbes analisadas nao apresentaram resultados promissores. O esquema da produgao
dos extratos resultantes da biotransformacao de ibuprofeno por S. racemosum, assim como

o isolamento do produto de biotransformagéao é apresentado na Figura 13 (p. 57).
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FIGURA 12 — Esquema da producao de extratos da biorremediagao de ibuprofeno por A. niger

e isolamento dos produtos de biotransformacao ibu-01 e ibu-02.
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FIGURA 13 - Esquema da produgao de extratos da biorremediagao de ibuprofeno por S.

racemosum, com e sem o uso de cloridrato de hidralazina, e isolamento do produto de

biotransformacgao ibu-02.
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3.3.3.2.3 Caracterizagao espectrométrica dos produtos de biotransformacgéo do ibuprofeno

Os produtos de biotransformacéo do ibuprofeno, ibu-01 e ibu-02, isolados
conforme descrito nos itens 3.3.3.2.1 (p. 54-55) e 3.3.3.2.2 (p. 55) foram submetidos a analise
espectroscépica por RMN e espectrometria de massas (MS) para caracterizagéo estrutural.
As andlises por RMN incluiram experimentos unidimensionais ('H, *C e DEPT-135) e
bidimensionais (HSQC e HMBC). As analises por espectrometria de massas foram realizadas
em espectrédmetro de massas Thermo Fisher LCQ-Fleet com fonte de ionizagédo por
eletrospray e analisador de massas de baixa resolugao do tipo lon Trap (ESI-IT-MS), sendo
realizadas pela mestra Larissa Batista dos Santos, no laboratério do professor Dr. Rodinei
Augusti (DQ/UFMG), com processamento dos espectros com a utilizagao do software Thermo

Xcalibur.

3.3.3.2.4 Biotransformacgao de ibuprofeno por A. niger em diferentes tempos de contato e

analises espectroscopicas

Experimentos em crescimento continuo de A. niger em meio de cultura PDB com
diferentes numeros de dias de contato substrato-fungo foram realizados no intuito de verificar
variagcdes na producao dos produtos de biotransformag¢ao no decorrer do processo. Foram
preparados dois frascos (0,4 L de PBD) para cada intervalo: 6, 8, 10, 12 e 14 dias. Além disso,
também com o intervalo de 10 dias foram preparados dois frascos com a utilizagcao de metanol
deuterado (CD3OD) para solubilizagao do ibuprofeno, ao invés de metanol P.A., no intuito de
verificar se haveria influéncia do solvente na formacao dos produtos. Apds cada periodo
determinado, foi realizada a extragdo em acetato de etila destilado e os mesmos foram
analisados por RMN de 'H e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Para a obtenc¢éo do perfil cromatografico por HPLC dos extratos produzidos em
diferentes tempos de contato entre ibuprofeno e A. niger, assim como dos compostos isolados
(ibu-01 e ibu-02), os extratos foram preparados na concentragdo de 2,0 mg mL" e os
compostos isolados na concentragdo de 0,5 mg mL', em metanol grau UV/HPLC, e
devidamente filtrados com filtro de seringa 0,45 um. Estas analises foram realizadas no
Laboratério de Cromatografia do DQ/UFMG (cromatégrafo Shimadzu 20A, coluna C18
Kromasil), e dados processados por meio do software LCsolution. Os parametros utilizados

s&o apresentados no Quadro 1 (p. 59).
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QUADRO 1 - Método para obtengao do perfil cromatografico dos extratos obtidos apos

contato ibuprofeno-A. niger em diferentes nimeros de dias

Parametros Condig¢oes cromatograficas
Fases moveis (A) Agua Milli-Q 0,1% acido férmico
(B) Metanol grau UV/HPLC
Volume de injegao 10 yL
Fluxo 0,8 mL min™'
Comprimento de onda 220 nm
Temperatura do forno de coluna 40 °C
Gradiente de eluigao 0,01-4,00 min: 50% (B);

4,01-10,00 min: 50-90% (B);
10,01-24,00 min: 90% (B);
24,00-26,00 min: 90-50% (B).

3.3.3.3 Biotransformagao do contaminante emergente estigmasterol

Em uma avaliacdo de experimentos prévios do grupo de pesquisa sobre a
biotransformacdo do estigmasterol (comercial), optou-se por estudar a interacdo de M.
plumbeus com este poluente emergente. Para estes ensaios o meio de cultura utilizado foi um
meio complexo preparado com as proporcdes descritas no Quadro 2. O procedimento de
biotransformacao, conforme descrito no item 3.3.3.1 (p. 51-53), foi realizado com e sem a

utilizacdo do modulador epigenético, cloridrato de procaina, nas condi¢gdes indicadas na

Tabela 2 (p. 52).

QUADRO 2 - Formulagao do meio de cultura complexo a base de sacarose (DOS SANTOS et

al., 2018)

Reagente Proporcao
FeSO47H20 0,01 gL
MgSO47H20 0,5gL!

KCI 0,5gL!
K2HPO4 1,0gL"
NaNO3 3,0glL"

Extrato de levedura 10,0 g L

Sacarose 20,0g L’
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3.3.3.3.1 Isolamento de compostos

A partir da analise das placas de CCD e espectros de RMN de 'H, optou-se pela
separagao cromatografica, em coluna empacotada com silica gel 60, do extrato EC obtido
pelo contato de M. plumbeus com o estigmasterol na presenga do modulador cloridrato de
procaina por 10 dias (78,3 mg). Foi realizada uma eluicdo gradiente com diferentes
proporcdes de hexano-acetato de etila, acetato de etila e metanol. Foram coletadas 68 fragdes,
que foram combinadas em nove. Apds novas analises de CCD, a combinacao 6 (4,7 mg) se
destacou como um possivel produto de biotransformacgdo. Analises por RMN de 'H (400 MHz,
CDCl3) e DEPT-135 (100 MHz, CDCI3) evidenciaram se tratar de um produto obtido a partir
de modificagdes na estrutura da substancia moduladora, que foi nomeado CP-01. As demais
combinacgobes analisadas nao apresentaram resultados promissores. O esquema da produgao
dos extratos resultantes da biorremediacao de estigmasterol por M. plumbeus, assim como o

isolamento do composto, é apresentado na Figura 14 (p. 61).

3.3.3.4 Biotransformacao de produtos naturais

Para a realizagédo destes experimentos foram utilizados alguns produtos naturais
disponiveis no LaBB: (+)-longifoleno (comercial), isosteviol obtido a partir da hidrélise do
esteviosideo, isolado do adogante Stevita Cristal® (MILAGRE et al., 2009) e acido
traquilobanico, isolado de sementes de Xylopia sericea (TAKAHASHI et al, 2001). O
procedimento de biotransformacdo descrito no item 3.3.3.1 (p. 51-53) foi realizado
primeiramente em menor escala (frascos de 125 mL com 50 mL de meio PDB) com as
espécies fungicas A. niger (AN), B. bassiana (BB) e S. racemosum (SR).

Apds a obtengéo os extratos (EC e EM) e analise dos mesmos por CCD e RMN
de 'H, foram definidas as espécies mais promissoras como agente de biotransformacéo de
cada produto natural em estudo e realizados novos experimentos em maior escala (frascos
de 500 mL com 200 mL de meio PDB) para isolamento de possiveis produtos. A produgéo
dos extratos em maior escala e o isolamento de produtos de biotransformacao a partir destes

séo descritos nos tépicos a seguir e esquematizados na Figura 15 (p. 63).
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FIGURA 14 — Esquema da produc¢ao de extratos dos experimentos de biorremediag¢ao de

estigmasterol por M. plumbeus, com e sem a adicdo do modulador cloridrato de procaina (CP).

3.3.3.4.1 Biotransformacgéo de (+)-longifoleno por S. racemosum

O extrato do caldo (EC) obtido apds crescimento continuo de S. racemosum em
contato com (+)-longifoleno por 10 dias, aumentando-se a escala (6 frascos; 1,2 L PDB)
apresentou-se fracionado em uma porcao liquida e outra solida. Estas por¢des foram
separadas e analisadas por RMN de 'H. A porgéo sélida (386,2 mg) foi submetida a separagao
em CC empacotada com silica gel 60. Foi realizada uma eluicao gradiente com diferentes
propor¢gdes de hexano-acetato de etila e metanol, totalizando 56 fragdes coletadas. Estas
fracoes foram combinadas em 12, das quais algumas foram escolhidas para analise por RMN
de 'H (400 MHz, CDCl3) com base no perfil obtido na CCD e aspecto visual. Entretanto, pela

analise dos espectros de RMN de 'H das fragbes que se destacaram, infere-se que ndo houve
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isolamento de compostos, e estas ndo apresentavam quantidades suficientes para prosseguir

com a purificacao.

3.3.3.4.2 Biotransformacao de isosteviol por A. niger e isolamento de produtos

O extrato do caldo (EC) obtido ap6s crescimento continuo de A. niger em contato
com isosteviol por 10 dias em maior escala (30 frascos; 6,0 L PDB) (442,2 mg) foi submetido
a CC empacotada com silica gel 60. Foi realizada uma eluicdo gradiente com 429,8 mg do
extrato com diferentes proporgcdes de hexano-acetato de etila e metanol. Foram coletadas 94
fragbes, que foram combinadas em 20. Apds a observacdo da formagdo de cristais em
algumas das combinagbes, estas foram redivididas e analisadas por RMN de 'H. A
combinacao 10 foi separada em uma porgao insoluvel em cloroférmio 10(1) e outra soluvel
10(2). A porcao 10(1) (34,1 mg), um sdlido branco soluvel em metanol (CD3;0D), mostrou
tratar-se de um produto de biotransformacéao, que foi nomeado iso-01. A porgcao 10(2) (43,6
mg), levemente amarelada, soluvel em cloroférmio (CDCIs), apresentou-se como outro
produto que foi nomeado is0-02. A combinacdo 17 também gerou cristais, desta vez
insoluveis em metanol, que foram separados na porgdo denominada 17(1). O sdlido branco
da porgcdo 17(1) (5,1 mg), soluvel em piridina (CsDsN), apresentou-se como o produto
nomeado is0-03. As demais combinacdes analisadas nao apresentaram resultados
promissores.

Semelhantemente ao descrito no item 3.3.3.2.3 (p. 58) para os produtos de
biotransformacao do ibuprofeno, os compostos is0-01, is0-02 e is0-03 foram caracterizados
por meio de analises espectroscopicas por RMN e por espectrometria de massas (ESI-IT-MS).
As anadlises por RMN foram realizadas em espectrometro de 400 MHz (*C e DEPT-135) e
600 MHz ('H, HSQC, HSQC-TOCSY, HMBC, NOESY), e os espectros foram tratados

utilizando-se o software TopSpin 4.2.0

3.3.3.4.3 Biotransformagéo de acido traquilobanico por A. niger

O extrato do caldo (EC) obtido apds o crescimento continuo de A. niger em contato
com acido traquilobanico por 10 dias em maior escala (30 frascos; 6,0 L PDB) (432,81 mg) foi
analisado por RMN de 'H (400 MHz, CDCI;). A observagdo do espectro indicou ser
interessante o fracionamento do extrato por cromatografia em coluna para isolamento de
possiveis produtos de biotransformagéo. Entretanto, a separagdo nao foi realizada neste

trabalho.
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FIGURA 15 — Esquema da produc¢ao de extratos da biorremediagao de acido traquilobanico, isosteviol e (+)-longifoleno pelos fungos A. niger (AN),

B. bassiana (BB) e S. racemosum (SR). Descrigédo das colunas cromatograficas e do isolamento de produtos de biotransformacgao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas morfoldégicas das espécies fungicas

A classificacdo taxondmica das cinco espécies de fungos filamentosos utilizadas
neste trabalho é apresentada na Figura 16. Estas espécies foram avaliadas micro (Figura 17,
p. 66) e macroscopicamente (Figuras 17 e 18, p. 66-67), e as caracteristicas observadas sao

discutidas a seguir.

Reino Fungi
' | v
Filo Ascomycota Mucoromycota
¥ ™ -
Classe Eurotiomycetes Sordariomycetes Mucoromycetes
v v v
Ordem Eurotiales Hypocreales Mucorales
' | /N
Familia Aspergillaceae Cordycipitaceae Mucoraceae Syncephalastracea
¥ ' ' v
Género Aspergillus Penicillium Beauveria Mucor Syncephalastrum
v v ' ' v
Espécie | Aspergillus niger ji)Z?;?;Z;?uTn i‘;i’;;:’:;a Mucor plumbeus S ”Zil; ifj:j;:um

FIGURA 16 — Esquema da classificagdo taxonémica dos fungos filamentosos utilizados neste
trabalho: A. niger, P. janthinellum, B. bassiana, M. plumbeus e S. racemosum. Fonte:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ITaxonomy/Browser/wwwtax.cgi

A. niger € um fungo filamentoso conhecido por sua utilizagdo industrial em
processos fermentativos para a obtencao de diversos aditivos alimentares, como os acidos
citrico e gluconico originados da fermentagao de glicose ou sucralose (COPETTI et al., 2019).
E aprovado pela Food and Drug Administration, agéncia federal dos Estados Unidos, como
um fungo GRAS (Generally Recognized as Safe) (JIAO et al., 2018). As coldnias de A. niger
se apresentam inicialmente brancas e rapidamente se tornam pretas na medida que a

esporulagao ocorre, como mostrado na Figura 17 (p. 66). Nesta mesma figura apresenta-se a
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imagem microscépica com a indicagdo de um conidiéforo longo, uma vesicula esférica larga
e os conidios liberados para germinacao. Além disso, A. niger possui hifas septadas e,
cobrindo toda a vesicula, células estéreis chamadas métulas que suportam as fialides,
estruturas a partir das quais sao produzidos os conidios/esporos. Desta forma, toda a
superficie da vesicula esta envolvida na esporulacao (TILLE, 2016).

B. bassiana é uma espécie com a¢ao micoinseticida, sendo assim uma alternativa
de interesse para a agronomia no controle de pragas. Este fungo também é conhecido pela
acao como agente de biotransformagdo (KLENK et al., 2019). Possui aparéncia densa,
crescimento em forma de almofada e coloracdo branca ou branca-amarelada, como
observado na Figura 17 (p. 66). Sua estrutura microscopica apresenta hifas vegetativas
ramificadas, septadas e transparentes (hialinas); e aglomerados de células conidiogénicas em
arranjo em ziguezague (BICH et al., 2021; REHNER et al., 2011).

O género Mucor compreende diversas espécies, dentre as que geram impactos
positivos (fabricacdo de alimentos e agentes biotecnoldgicos) ou negativos (micoses). M.
plumbeus é uma espécie com alta taxa de crescimento e muito utilizada em estudos de
biotransformacao de terpenos (MORIN-SARDIN et al., 2017). Na Figura 17 (p. 66) podemos
notar seu crescimento de aspecto cotonoso e coloragdo marrom, assim como sua estrutura
microscopica em diferentes estagios. Estao presentes espongioforos ramificados, columela
em formato ovoide-elipsoidal, e o esporangio maduro (globoso) ou deliquescente, o ultimo
liberando aglomerados de esporangiéforos a medida que a membrana esporangial se dissolve
(RIBES et al., 2000; BOTHA & BOTES, 2014).

As colénias de P. janthinellum, espécie de Penicillium listada dentre as
reconhecidas como potenciais agentes de biorremediagédo (LEITAO, 2009), apresentam
textura aveludada, sendo inicialmente brancas e tornando-se verde/cinza oliva com o tempo.
O crescimento destas colénias é rapido e de forma amplamente espalhada. Na imagem
microscopica (Figura 17, p. 66) observa-se a presenca de hifas septadas, seguidas dos
conidioforos, fialides e conidios, que sao liberados durante a esporulagdo, assim como
mostrado no estudo de Houbraken e Samson (2011) para diversas espécies de Penicillium.

S. racemosum é uma espécie comumente encontrada no solo. E classificado com
um fungo saprdfito, ou seja, organismo que se alimenta de matéria organica em decomposicao
(RIBES et al., 2000). A observagéo macroscopica das coldnias de S. racemosum indica uma
textura cotonosa, que no inicio do seu crescimento em meio de cultura apresenta coloracao
branca, passando de cinza escuro a preto com o tempo. Na imagem microscopica (Figura 17,
p. 66) é possivel observar vesiculas esporangiais envoltas por merosporangios, estando estes
em sua forma madura, e os esporangidsporos liberados da vesicula como unidades
merosporangiais inteiras. Além disso, observam-se hifas cenociticas, ou seja, que néo

apresentam septos, de acordo com o esperado para a espécie (RIBES et al., 2000).
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Beauveria
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Syncephalastrum
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FIGURA 17 — Caracteristicas morfolégicas observadas macroscopicamente e em microscépio

otico para A. niger, M. plumbeus, P. janthinellum, S. racemosum (40x) e B. bassiana (100x).
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Nenhum dos microrganismos apresentou producdo de exsudato durante o
crescimento, o que infere uma baixa producdo de metabdlitos secundarios, sendo assim
interessantes para processos de biorremediacéo e biotransformagao. Este comportamento foi
observado quando os fungos foram cultivados em meio PDA, uma vez que diferentes meios
podem gerar diferentes caracteristicas de crescimento, cor e producdao de metabdlitos
secundarios para colénias de um mesmo microrganismo (ZAIN et al., 2009). Além disso, de
modo geral possuem metabolismo acelerado, sendo de rapido crescimento em condigcbes
normais de temperatura e pressao.

Na Figura 18 pode ser observado o crescimento radial (frente e verso) destes
microrganismos em meio PDA em um curto intervalo de tempo (4 dias), evidenciando um

crescimento mais lento de B. bassiana em relagao aos outros.

FIGURA 18 — Crescimento radial de fungos filamentosos em placas de Petri com agar batata

(PDA) apés 4 dias do repique, frente e verso. (a) A. niger, (b) B. bassiana, (c) P. janthinellum,

(d) M. plumbeus, (e) S. racemosum.
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4.2 Biorremediagao de ions metalicos

Para a execucao dos experimentos de biorremediacdo de ions metalicos, as
espécies fungicas utilizadas foram P. janthinellum e S. racemosum. Optou-se pelo uso de
resting cells (células em repouso), procedimento em que a biomassa produzida pelo fungo no
meio de cultura (neste caso, em PDB) é separada por filtracdo e lavada com agua destilada
antes de ser utilizada (MARTINS et al.,, 2016). Para a realizacdo dos experimentos de
biossor¢cdo, a biomassa em repouso (biomassa ER) foi adicionada a solu¢des aquosas
contendo os ions de interesse. Experimentos com células em crescimento também podem
exibir capacidade de remocao de ions metalicos, em mecanismo denominado bioacumulagao.
Entretanto, nestes casos as células se tornam mais susceptiveis a efeitos toxicos dos metais,
podendo haver interrupgao das atividades metabdlicas e do crescimento (RAMRAKHIANI et
al.,, 2016; KAPAHI & SACHDEVA, 2019), ou formacdo de metabdlitos secundarios nao
desejados, prejudicando a eficiéncia do processo (MAHMOUD et al., 2017). A biossorgdo com
biomassas mortas/inativas possui as vantagens de nao carecer de nutrientes adicionais, o
armazenamento poder ser feito por longos periodos em temperatura ambiente, a possibilidade
de reuso do material apds dessorcdo dos metais, além de sofrer menos efeitos frente aos

aspectos ambientais em casos de uso aplicado (DE FREITAS et al., 2019).

4.2.1 Biorremediagao de ions Cu(ll) (10-50 mg L) por P. janthinellum

A capacidade de retengdo de ions Cu(ll) por biomassas ER de P. janthinellum
presentes em solucdes aquosas de sulfato de cobre anidro com diferentes concentracdes de

ions Cu(ll) é apresentada da Tabela 3.

TABELA 3 — Remocgao de cobre pela biomassa de P. janthinellum apés 60 min de contato

Concentragao de Cu(ll) Remocao de Cu(ll) Remocao de Cu(ll)
(mg L") em solugéo (%) (mg L)
10 52,72 + 3,612 5,27
20 49,24 + 2,452 9,85
30 40,49 + 4,49bc 12,15
40 43,82 + 1,94bc 17,53
50 37,58 £ 4,24¢ 18,79

a¢ significativamente diferentes (teste Tukey, P<0,05)
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A faixa de concentracao testada foi determinada com base em uma limitagao
relatada para os tratamentos convencionais de remoc¢ao de metais de solu¢gdes aquosas, que
€ a baixa eficiéncia e/ou elevado custo quando estes se encontram em baixas concentragdes,
10-100 mg L' (RAMRAKHIANI et al., 2016). Além disso, tinha-se o intuito de evitar uma
possivel precipitacdo do metal em solugao durante os experimentos.

Observou-se que ap6s 60 min de contato entre as biomassas e as solugdes houve
remocao significativa de ions Cu(ll), para todas as concentragdes testadas. A concentracéo
maxima testada (50 mg L") apresentou menor porcentagem de remogao, entretanto, nao foi
observada diferenca estatistica dos resultados para as solugdes contendo 30, 40 e 50 mg L™
de cobre. Apresentando a maior remog&o em termos quantitativos, em mg L™, a concentragao

maxima testada foi a escolhida para os experimentos que se sucederam.

4.2.2 Biorremediagao de ions Cu(ll), Mn(ll) e Fe(ll) a 50 mg L'

Os experimentos descritos a seguir foram realizados utilizando-se as seguintes
solugbes aquosas, na concentragdo de 50 mg L™ do respectivo ion metalico: CuSOs (pH 5,99),
MnSO4H20 (pH 7,19) e FeSO4+7H20 (pH 5,95). Nao foram feitos ajustes nos valores de pH
considerando que os mesmos estao na faixa considerada a ideal para uma remogao mais
efetiva de ions metalicos por diversos estudos (pH entre 4 e 7) (ASSIS, 2016; MAHMOUD et
al., 2017).

Em pH mais elevado ocorre aumento da desprotonagao dos grupos funcionais
presentes na superficie da biomassa fungica e, consequentemente, um aumento nos sitios
ativos negativos, favorecendo a ocorréncia de um maior numero de interagbes com os ions
metalicos (MAHMOUD et al., 2017). Entretanto, acima do pH 8 pode ocorrer precipitagdo

destes ions, interferindo na andlise quantitativa do alcance da biorremediagao (ASSIS, 2016).

4.2.2.1 Biorremediagao por P. janthinellum

Os resultados obtidos para a remogédo de ions Cu(ll), Fe(ll) e Mn(ll), das
respectivas solugdes aquosas, por biomassas ER de P. janthinellum, em diferentes tempos

de contato, sdo apresentados graficamente na Figura 19 (p. 70).
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FIGURA 19 — Porcentagens médias de remogéo de (a) Cu, (b) Fe e (c) Mn de suas respectivas

solugées a 50 mg L' pela biomassa de P. janthinellum, em diferentes tempos de

biorremediagdo — médias que ndao compartilham a mesma letra sao significativamente

diferentes (teste Tukey, P < 0,05).
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Observando os graficos de barras obtidos, percebe-se uma tendéncia de remocgéao
semelhante para cobre (Figura 19.a, p. 70) e ferro (Figura 19.b, p. 70) pela biomassa de P.
janthinellum durante a primeira hora dos experimentos. Para os ions manganés (Figura 19.c,
p. 70) foram registradas baixas porcentagens de remog¢ao na primeira hora, nado havendo
diferenca estatistica entre as amostras entre 5 a 60 min.

As porcentagens de remocgao de ions cobre e ferro por P. janthinellum
apresentaram crescimento significativo estatisticamente até as primeiras 24 h de cada
experimento (60,42 £ 6,07% e 95,54 + 1,27%, respectivamente), e valores absolutos maximos
em 96 h para Cu(ll) (73,93 + 3,04%) e em 48 h para Fe(ll) (96,63 £ 0,25%). Para o manganés,
a porcentagem de remoc¢ao apresentou acréscimo consideravel estatisticamente até as 48 h
do experimento (63,55 £ 10,65%), e valor absoluto maximo com 96 h (66,63 £ 3,17%).

Observou-se um inicio de desintegragéo das biomassas de P. janthinellum em
contato com as solu¢gdes de manganés apos as primeiras 24 h do experimento. Esta
observacao sugere uma interagdo do metal com a parede celular do fungo. Alguns estudos
mostraram a acdo do manganés como fungicida, auxiliando na supressao de doencas em
plantas quando aplicado em plantacbes, como por exemplo, o aumento da resisténcia do
pepino a Podosphaera fuliginea (ESKANDARIA & SHARIFNABI, 2020) e de tomate a
Pseudocercospora fuligena (HEINE et al., 2011). Entretanto, alguns fungos podem ser
extremamente resistentes ao metal, como observado por Cao et al. (2011) para uma cepa de
Fusarium sp.

Quanto ao P. janthinellum, o fungo tem tolerancia detectada para varias ions
metalicos, como Ni(ll), Li(l), Pb(Il) (> 500 mg L"), Co(ll) (350 mg L"), Cd(ll) (150 mg L")
(MARTINS et al., 2016) e Cu(ll) (500 mg L") (ISKANDAR et al., 2011) em experimentos
utilizando esporos em crescimento. A resisténcia desta espécie frente a ions Cr(VI) também
vem sendo investigada em estudos gendmicos (CHI et al., 2021) e transcriptdmicos (BAO et
al., 2022). Em termos praticos, Rout et al. (2013) evidenciaram o uso de P. janthinellum como
biossorvente em efluente industrial de galvanoplastia, exibindo eficiéncia de remoc¢éao de ions
Cu(ll) de 35%.

4.2.2.2 Biorremediagao por S. racemosum

Os resultados obtidos para a remocao de ions Cu(ll), Fe(ll) e Mn(ll), de suas
respectivas solugbes aquosas, por biomassas ER de S. racemosum, em diferentes tempos

de contato, sdo apresentados graficamente na Figura 20 (p. 72).
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FIGURA 20 — Porcentagens médias de remogéo de (a) Cu, (b) Fe e (c) Mn de suas respectivas
solugdes a 50 mg L™ pela biomassa de S. racemosum, em diferentes tempos de
biorremediagdo — médias que ndao compartilham a mesma letra sao significativamente
diferentes (teste Tukey, P < 0,05).
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Observou-se uma tendéncia de remocao semelhante para todos os ions metalicos
por S. racemosum durante a primeira hora dos experimentos. Foram registrados valores
proximos a 20% de remogé&o nos primeiros 5 min de contato e cerca de 40% na primeira hora.
Com 24 h de cada experimento, mais de 50% de remocéo foi alcangada para todos os metais.

A remocao de cobre (Figura 20.a, p. 72) por S. racemosum apresentou
crescimento significativo em termos estatisticos até a ultima coleta, 96 h de experimento
(89,39 = 0,58%). Para o ferro (Figura 20.b, p. 72), embora uma alta remocéo tenha sido
registrada a partir das primeiras 24 h (79,33 + 4,71%), estatisticamente houve aumento até
72 h (97,56 + 0,44%) e, em termos quantitativos, a remogéo de ions ferro em solucéo se
mostrou quase completa ao final do experimento (98,08 + 0,35% em 96 h). Ja para o
manganés (Figura 20.c, p. 72), a porcentagem maxima foi observada com 24 h de
biorremediacédo (73,11 % 3,33%), ndao havendo diferenca estatistica nas amostras
subsequentes (48, 72 e 96 h).

Embora saiba-se que fungos da ordem Mucorales apresentam quitina, quitosana
e glucana em sua parede celular e por esta razdo sao eficientes biossorventes de ions
metalicos e exibem consideravel resisténcia a eles (SINGH et al., 2016), ndo sao encontrados
muitos estudos que investiguem essa agao para S. racemosum. Desta forma, estes resultados

abrem perspectivas para outros estudos.

4.2.2.3 Teste t pareado - comparacgao entre métodos

A comparacado das médias de remocdo de cada metal pelas duas espécies
fungicas foi realizada por meio de teste F seguido de teste t no intuito de avaliar a eficiéncia
da biorremediagado. O teste t pareado é um teste de significancia utilizado para comparar
médias entre diferentes métodos e avaliar se existe diferencga estatistica entre eles. O teste F
consiste em uma analise de varidncia que compara os desvios padrdes das amostras em
estudo para definir a regido de aceitacao de desvios no teste t (MILLER & MILLER, 2005).

Para cada um dos metais analisados obteve-se |t calculado| < t tabelado no
intervalo de confianga de 95% — analise apresentada no Apéndice | (p. 167). Desta forma,
infere-se que nao houve diferenca estatistica entre a acao de P. janthinellum e S. racemosum
na remogao de cada metal, e que ambos podem ser utilizados como materiais biossorbentes

considerando-se a eficiéncia total do processo.
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4.2.2.4 Andlise por Componentes Principais (PCA)

A analise por componentes principais (PCA) consiste na reunido de informacdes
multivariadas em graficos bidimensionais, separando assim informagdes relevantes em novas
variaveis, os componentes principais (PC). O intuito é facilitar o reconhecimento de padroes,
identificar as relagdes entre amostras e variaveis e, assim, possibilitar a visualizacdo de
comportamentos diferenciados entre grupos de amostras. Na analise grafica, amostras em
situagdes opostas na PCA, distante do zero no eixo analisado, indicam comportamentos
opostos (FERREIRA, 2015).

Ao realizar a andlise PCA com os percentuais de remogao (em ftriplicata) da
biorremediacao de Cu(ll), Fe(ll) e Mn(ll) por P. janthinellum (PJ) e S. racemusom (SR), trés
componentes principais PC 1, PC 2 e PC 3 foram destacados por explicarem 95,9% da
variancia total dos dados. Para estes componentes foram gerados os graficos escore (Figuras
21 e 22, p. 75) para obtencéo das informacdes relativas as amostras e os graficos loadings
(Figuras 23-25, p. 76) para se obter informagdes relativas a variaveis, que no caso foi o tempo.

No grafico escore de PC 1 x PC 2 (Figura 21, p. 75) observou-se o agrupamento
das amostras referente a Mn-PJ separado dos demais no lado negativo de PC 1, e de Fe-PJ
no lado positivo de PC 2. A variagao destes dois agrupamentos, cada um em um componente,
em relacdo aos demais pontos se deu em relagdo ao tempo como observados nos graficos
loadings da PC 1 (Figura 23, p. 76) e PC 2 (Figura 24, p. 76). A maior separagao se deu no
tempo acima de 24 h para ambos os casos. Sendo assim, 24 h é considerado um ponto critico
para estas amostras. Esta informacgao se alia a observacao da tendéncia apresentada nos
graficos de porcentagens médias dos metais em fungéo do tempo apresentados nas paginas
70 e 72. Comportamentos diferentes sdo observados para estas duas amostras na primeira
hora em relagdo a 24 h. Para Mn-PJ (Figura 19.c, p. 70) a primeira hora tem valores muito
baixos e iguais estatisticamente, e apds as 24h os valores de adsor¢ao também sao menores
que das demais amostras. Para Fe-PJ (Figura 19.b, p. 70) a remog¢éo tem um crescimento
continuo na primeira hora e um salto muito grande de 60 min para 24 h (uma diferenca de
72,4%), com este crescimento se mantendo estavel até o final dos experimentos (96 h).

A informacgao nova explicada por meio do componente PC 3 foi o comportamento
diferenciado das amostras Mn-SR, separadas das demais amostras com SR no lado positivo
de PC 3 no grafico escore PC 2 x PC 3 (Figura 22, p. 75). Esta separagao também se justifica
pelo tempo acima de 24 h como observado no mapa loadings da PC 3 (Figura 25, p. 76).
Observando o grafico da Figura 20.c (p. 72), nota-se o comportamento atipico apés atingir o
valor maximo em 24 h, havendo queda nos valores absolutos de adsor¢cdo nos trés dias

subsequentes, indicando que o metal poderia estar sendo devolvido ao meio.
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4.2.3 Biorremediagao de ions Fe(ll) a 50 mg L por P. janthinellum e S.
racemosum variando o tratamento das biomassas

4.2.3.1 Biomassas frescas e secas

Os experimentos de remogéo de ions Fe(ll) em solugédo a 50 mg L™ discutidos no
item 3.3.2.4 (p. 47-48) com biomassas ER frescas de ambas as espécies fungicas, foram
realizados paralelamente a outros dois experimentos. Um se refere a utilizacdo das biomassas
secas e pulverizadas e, o outro, realizando-se a troca da biomassa fungica fresca a cada 24
h por uma nova. Como pode ser observado na Figura 26, o perfil das biomassas de ambas as
espécies é bastante distinto. Quando pulverizada, a biomassa de P. janthinellum se apresenta

compacta, enquanto a de S. racemosum é volumosa e de textura macia.

FIGURA 26 — Biomassas ER de P. janthinellum e S. racemosum (a) em sua forma fresca e (b-c)

secas e pulverizadas.

Os resultados obtidos para o percentual de remogao de ions Fe(ll) pelas
biomassas fungicas ER em sua forma fresca e apds secagem e pulverizagdo, em diferentes

tempos de contato, sdo apresentados graficamente nas Figuras 27 e 28 (p. 78).
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FIGURA 28 — Porcentagens médias de remogéao de Fe(ll) pelas biomassas ER frescas e apés

secagem de S. racemosum em diferentes tempos de biorremediacao.

Durante a primeira hora dos experimentos foi possivel observar uma tendéncia
semelhante de aumento da remocgao de ferro para ambas as espécies, € maior variabilidade
dos resultados quando comparadas as formas de tratamento das biomassas, do que em
relacao as duas espécies.
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Para P. janthinellum (Figura 27, p. 78) a biomassa seca apresentou percentuais
de remogao maiores do que a biomassa fresca na primeira hora. Nestes 60 min de
experimento, a biomassa seca removeu 49,73 + 2,43% de ferro, o que consistiu em mais que
o dobro do teor removido pela fresca (23,17 + 3,69%). Entretanto, apds as primeiras 24 h dos
experimentos, a remocgado apresentou-se semelhante, independentemente da forma de
tratamento das biomassas, alcangando mais de 90% de remogéao de ions Fe(ll).

Para S. racemosum (Figura 28, p. 78) observou-se comportamento mais linear na
primeira hora ao se comparar a forma de tratamento das biomassas. Além disso, em termos

de valores absolutos, estes foram maiores do que para P. janthinellum neste periodo.

4.2.3.1.1 Teste t pareado - comparagdo entre métodos

Estas observacbes iniciais puderam ser confirmadas por meio da comparagao
estatistica entre a eficiéncia dos dois métodos (biomassa fresca e seca) por meio de teste F
seguido de teste t (IC = 95%). O teste foi realizado para cada fungo considerando as médias
de remogao na primeira hora (5-60 min) e apds 24 h e dias seguintes (24-96 h). Para P.
Janthinellum (Apéndice Il, p. 168) houve diferenca entre os métodos utilizados na primeira
hora, |t calculado| > t tabelado, mas apds 24 horas a eficiéncia foi equivalente para uso da
biomassa seca ou fresca, |t calculado| < t tabelado. Para S. racemosum (Apéndice llI, p.
169) ndo houve diferenga entre as formas de uso da biomassa nem durante a primeira hora,
nem apos 24 h — |t calculado| < t tabelado. Desta forma, considerando-se a eficiéncia total
do processo ambas as formas podem ser utilizadas. Entretanto, considerando uma remocéao
em curto periodo de tempo, para P. janthinellum a utilizagdo da biomassa seca demonstrou
ser mais eficiente.

De maneira geral, independentemente do estado da biomassa, fresca ou seca,
foram obtidas porcentagens significativas de remogao de ions Fe(ll) pelos microrganismos em
estudo, indicando que estes materiais poderiam ser utilizados para a producao de filtros
biodegradaveis. Visando futuras aplicagdes, o uso das biomassas em sua forma fresca parece
mais promissor, devido ao menor tempo necessario para produgdo, gerando economia de
custos de processamento. Entretanto, de acordo com os resultados obtidos, a biomassa em
sua forma seca e pulverizada pode ser interessante em situagbes onde a adsorgao é
necessaria rapidamente, como por exemplo, no pré-tratamento da agua. Desse modo, pode-
se inferir que em poucas horas um resultado satisfatorio pode ser obtido na descontaminagao

de ambientes, dependendo do teor de Fe(ll) a ser removido.
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4.2.3.2 Uso continuo e troca de biomassas

Um terceiro experimento foi realizado em paralelo para a remocéao de ions Fe(ll),
consistindo na troca da biomassa fresca a cada 24 h durante quatro dias para avaliar uma
possivel saturagdo ao comparar com os resultados no uso continuo de uma mesma biomassa
durante todo o experimento. As porcentagens de remoc¢éo obtidas sdo apresentadas na
Tabela 4.

TABELA 4 — Porcentagens médias de remocéao de Fe(ll) entre 24-96 h por biomassas frescas de

P. janthinellum e S. racemosum, em uso continuo e com troca de biomassa a cada 24 h

Horas P. janthinellum S. racemosum
Continuo (%) Troca (%) Continuo (%) Troca (%)
24 95,5 89,5 79,3 71,1
48 96,6 97,3 87,0 97,9
72 93,7 97,0 97,6 99,1
96 95,4 97,5 98,1 99,0

4.2.3.2.1 Teste t pareado - comparagdo entre métodos

Como foram alcangadas altas porcentagens de remoc¢ao desde as primeiras 24
horas de experimento, as eficiéncias de remocgido entre 24-96 h utilizando as duas
metodologias n&o foram diferentes estatisticamente considerando cada espécie fungica,
conforme observado na resposta obtida para o teste t (IC = 95%) |t calculado] < t tabelado
(Apéndice IV, p. 170). Portanto, a saturagéo da biomassa n&o influenciou a remocéo de ions

ferro em solucéo nos parametros estudados.



81

4.2.4 Caracterizacao das biomassas ap6s biorremediagao

4.2.4.1 Espectroscopia no infravermelho

Amostras das biomassas frescas de P. janthinellum (PJ) e S. racemosum (SR)
utilizadas nos processos de biorremediagao de Fe(ll), Cu(ll) e Mn(ll), assim como biomassas
controle que nao entraram em contato com os ions metalicos, foram analisadas por FTIR
conforme descrito no item 3.3.2.6 (p. 50). Os espectros obtidos sdo apresentados nas Figuras
29 e 30 (p. 82).

A espectroscopia no infravermelho pode dar informagbes acerca dos grupos
funcionais presentes na superficie das células fungicas, assim como sobre a interagao destes
grupos com os metais, quando sdo observadas mudancas na posicdo das bandas, com
aumento ou decréscimo das frequéncias de transmissao, em relacdo ao observado nas
biomassas sem carregamento de metais (SHARMA et al., 2020). Na Tabela 5 (p. 83) sao
apresentadas as frequéncias, em numero de onda (cm™), das bandas observadas e os
provaveis grupos funcionais correspondentes. Em negrito estdo os valores que diferiram do
observado no espectro da biomassa controle, indicando que houve uma interacdo que
acarretou em vibragao.

Dentre estes, destacam-se para ambos os fungos e metais: um deslocamento
significativo das bandas correspondentes dos estiramentos das ligagdes N-H e O-H (controle:
3376 cm™ PJ e 3392 cm™' SR); vibragbes das bandas em 1244 cm™', causada pela interagao
dos metais com o grupo acido sulfonico; e das bandas em 1034 cm™ (PJ) e 1048 cm™ (SR),
correspondentes ao estiramento da ligagdo C-N de quitina/quitosana, composto presente nas
paredes celulares fungicas. Estas mesmas alteragdes de vibragdes foram observadas por Di

e colaboradores (2022) na interagéao de Cd(ll) e Sb(lll) com o fungo Curvularia coatesiae XK8.
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biorremediagdo de Fe(ll), Cu(ll) e Mn(ll) — KBr, 400-4000 cm™'.
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biorremediagéo de Fe(ll), Cu(ll) e Mn(ll) — KBr, 400-4000 cm™'.
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TABELA 5 — Frequéncias (cm™) e atribuicdes de bandas no infravermelho para biomassas de

P. janthinellum e S. racemosum sem (controle) e com o tratamento com solugdes aquosas de
50 mg L' de Fe(ll), Cu(ll) e Mn(ll)

P. janthinellum

S. racemosum

Possiveis grupos

Controle Fe(ll) Cu(ll) Mn(ll) Controle Fe(ll) Cu(ll) Mn(ll) funcionais
associados
3376 3410 3408 3408 3392 3408 3406 3406 vO-H e vN-H
(3300-3400 cm-1 [1)
2928 2924 2926 2926 2924 2924 2924 2924 VasC-H
(2924 cm-1 1)
2854 2854 2854 2854 2854 2854 2854 2852 vsC-H
(2854 cm-1 1)
- - - - 1746 1734 1736 1734 vC=0 de ester
(1746 11/ 1750-1730
cm 121)
1654 1654 1654 1654 1654 1652 1654 1654 vC=0 de amida
(1700-1640 cm- @)
1560 1560 1560 1560 1560 - 1560 1560 ON-H
1546 1542 1542 1542 1544 1544 1542 1542 (1640-1550 cm- [21)
1458 1458 1458 1458 1458 1458 1458 1458  vC-N de amida 3aria
(1460 cm- ')
1406 1420 1420 1420 1406 1408 1406 1406  vC-N de amida 1aria
(1400 cm-* [21)
1378 1376 1376 1376 - - - - COO- de amida 3aria
(1378 cm-1 1)
1244 1234 1234 1238 1244 1246 1246 1246 Grupos -SO3
(1246 cm-1 1)
1152 1152 1154 1152 1152 1150 1152 1150 vC-O-C
(1154 cm-1 1)
1078 1076 1078 1078 1078 1078 1078 1078  vC-N grupos amino e
fosfato
(1079 cm-1 1))
1034 1038 1036 1036 1040 1048 1050 1050 vC-N da quitina-
quitosana
(1034 cm-1 1)

v = estiramento; ® = deformagéo angular ou dobramento

Referéncias: [ DI et al., 2022; 121 PAVIA et al., 2020
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Além disso, para P. janthinellum, destacam-se, a vibragcao das bandas em 2928
cm™ (estiramento assimétrico de ligagdo C-H), em 1546 e 1406 cm™ (bandas que representam
vibragdes de grupos relacionados com proteinas), e em 1378 cm™ (COO- de amida terciaria).
Evidencia-se, assim, o papel de grupos carboxilatos de P. janthinellum na biossorgéo de Fe(ll),
Cu(ll) e Mn(Il) por atracao eletrostatica, assim como o envolvimento de proteinas e derivados,
como observado para Kumar e Dwivedi (2021) para Trichoderma lixii CR700 na biossorcao
de Cu(ll). Para S. racemosum, todos os metais apresentaram um decréscimo significativo da
posi¢cdo da banda originalmente em 1746 cm™', que pode corresponder a uma carbonila de
grupo éster. As bandas em 2366, 2344, 668 cm™' para P. janthinellum e 2364, 2344, 668 cm""
para S. racemosum, provavelmente correspondem ao CO2, que pode reagir com 0s
compostos presentes na superficie durante o preparo da pastilha de KBr [estiramento 2350
cm™, deformagéo angular 666 cm™'] (BARBOSA et al., 2007).

4.2.4.2 Microscopia eletronica (MEV-EDS)

A morfologia da superficie de P. janthinellum e S. racemosum foi estudada sem o
contato com ions metélicos e também apds o contato com solugdes contendo Fe(ll), Cu(ll) e
Mn(ll). Para tanto obtiveram-se imagens por MEV que s&o apresentadas nas Figuras 31 (p.
85), 32 (p. 86) e 33 (p.87). Nas amostras controle de ambos os fungos sao observadas
cavidades nas superficies que se tornam mais fechadas apds o contato com os metais, o que
indica a ligagao destes ions com os grupos funcionais presentes nas células (SALEM et al.,
2021).

Na imagem da superficie de S. racemosum (Figura 32.a, p. 86) podem ser vistos
com clareza suas hifas cilindricas e ramificadas, assim como aglomerados de esporos. Estas
estruturas foram completamente desintegradas apds biossorcao de cada ion metalico (Figura
32.b-d, p. 86). Sharma e colaboradores (2020) sugerem que alteragdes deste tipo podem ser
resultado de efeitos téxicos dos metais sobre o fungo. Destaca-se que para registro destas
imagens o equipamento foi direcionado para uma porcao lisa das amostras, mas para as
amostras resultantes do contato com Fe(ll) e Mn(ll) também foram notadas regides rugosas
e de rachadura, respectivamente, nas quais as ampliagdes mostraram nitidamente quebras

na estrutura — Figura 33 (p. 87).
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FIGURA 31 - Imagens de MEV da biomassa de P. janthinellum: (a) sem contato com metal;
apo6s contato com (b) Fe(ll), (c) Cu(ll) e (d) Mn(ll) — aumento 5000x.
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FIGURA 32 - Imagens de MEV da biomassa de S. racemosum: (a) sem contato com metal; apés
contato com (b) Fe(ll), (c) Cu(ll) e (d) Mn(ll) — aumento 5000x (a, b e d) e 10000x (c).
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FIGURA 33 — Imagens de MEV da biomassa de S. racemosum: (a) apds tratamento com Fe(ll),
regiao rugosa, aumento de 1000x e 5000x; (b) apds tratamento com Mn(ll), rachadura, aumento
de 100x e 1000x.

A presenca dos metais nas superficies fungicas foi confirmada por meio da analise
em MEV-EDS. O mapa quimico e espectro de impressao digital obtidos para cada biomassa
por meio da combinagao destas técnicas sao apresentados nas Figuras 34-37 (p. 88-89) para
P. janthinellum e nas Figuras 38-41 (p. 90-91) para S. racemosum.

No mapa quimico de cada amostra verifica-se uma distribuicdo uniforme do metal
alvo na superficie analisada. Estes metais também s&o indicados no espectro EDS. Alguns
outros metais estao presentes nos espectros e sao referentes a etapa de metalizagio para o
preparo de amostras, por exemplo, Au e Pd. Para o Mn, o mapa quimico foi realizado em uma
area maior (menor ampliagao do microscépio, 200x), para que fosse possivel atingir o limite
de deteccao do equipamento (0,5% do metal na amostra). A menor detecgdo pode estar
correlacionada ao fato que a adsorgdo de Mn(ll) pelas espécies fungicas foi menor em
comparagao aos outros ions metalicos em estudo e, além disso, apenas uma pequena porgao

da biomassa é levada para a analise.
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FIGURA 34 — Mapa quimico (a) e espectro de impressao digital (b) obtidos por MEV-EDS para

biomassa de P. janthinellum na auséncia de metal (500x, 15kV).
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FIGURA 35 — Mapa quimico (a-b) e espectro de impresséo digital (c) obtidos por MEV-EDS para
biomassa de P. janthinellum apds biossorgao de Fe(ll) (2000x, 15kV).
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FIGURA 36 — Mapa quimico (a-b) e espectro de impressao digital (c) obtidos por MEV-EDS para
biomassa de P. janthinellum apés biossorgao de Cu(ll) (2000x, 15kV).

mE e

6 3 10 12 1
Energy [keV]

Mn

M2102889_m
BSE MAG: 200k HV: 16KV . WD: 10.2 mm

FIGURA 37 — Mapa quimico (a-b) e espectro de impressao digital (c) obtidos por MEV-EDS para
biomassa de P. janthinellum apds biossorgao de Mn(ll) (200x, 15kV).
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FIGURA 38 — Mapa quimico (a) e espectro de impressao digital (b) obtidos por MEV-EDS para

biomassa de S. racemosum na auséncia de metal (500x, 15kV).
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FIGURA 39 — Mapa quimico (a-b) e espectro de impressao digital (c) obtidos por MEV-EDS para

biomassa de S. racemosum apds biossorgao de Fe(ll) (500x, 15kV).
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FIGURA 40 — Mapa quimico (a-b) e espectro de impressao digital (c) obtidos por MEV-EDS para

biomassa de S. racemosum apés biossorgao de Cu(ll) (500x, 20kV).
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FIGURA 41 — Mapa quimico (a-b) e espectro de impressao digital (c) obtidos por MEV-EDS para

biomassas de S. racemosum apés biossorg¢ao de Mn(ll) (200x, 15kV).
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4.3 Biotransformagao de compostos organicos

4.3.1 Biotransformacao do ibuprofeno

O composto (+/-)-ibuprofeno (18) (Figura 2, p. 32) [acido 2-(4-
isobutilfenil)propanoico, registro CAS 15687-27-1, formula molecular C43H1s02, massa
molecular 206,28 u] foi utilizado como substrato de biotransformacao por A. niger e S.
racemosum, em experimentos aplicando-se variagées no meio e no tempo de contato.

O ibuprofeno consiste em um sélido branco, de ponto de fusdo determinado 67-
69 °C (fabricante: 77-78 °C). O espectro de RMN de 'H da amostra solubilizada em CDCl;
(Figura 42, p. 93) apresentou um dupleto com integral correspondente a seis atomos de
hidrogénio em on 0,91 ppm, e um dupleto com integral correspondente a trés atomos de
hidrogénio em on 1,51 ppm, referentes aos grupos metilicos CH3-12/CH3-13 e CHs-8,
respectivamente. Observou-se um dupleto com integral correspondente a dois atomos de
hidrogénio em &n 2,46 ppm, referente a um grupo metilénico (CH2-10). Em relagéo aos sinais
com integral correspondente a um atomo de hidrogénio, observaram-se um multipleto em on
1,87 ppm (CH-11) e um quarteto em on 3,72 ppm (CH-7). Na regido do espectro
correspondente a atomos de hidrogénio aromaticos, observaram-se dois dupletos em 64 7,11
e 7,23 ppm, referentes, respectivamente, aos atomos de hidrogénio quimicamente
equivalentes, CH-3/CH-5 e CH-2/CH-6. Perfil semelhante foi observado a partir das analises
feitas por Marco-Urrea e colaboradores (2009). Os dados obtidos experimentalmente e os da

literatura sdo apresentados na Tabela 6 (p. 93).
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FIGURA 42 — Espectro de RMN de "H do ibuprofeno (400 MHz, CDCls).

Tabela 6 — Dados espectroscopicos de RMN de 'H (400 MHz, CDCI;) obtidos para o ibuprofeno,
e deslocamentos quimicos de hidrogénio (500 MHz, CD;OD) e carbono (125 MHz, CD30D)

apresentados por Marco-Urrea et al. (2009).

n° Hidrogénio S 'H ppm d'Hppm & '3C ppm

(int., mult., J) (literatura) (literatura)
1 - - - 139,5
2/6 Aromatico 7,23 (2H, d, 8 Hz) 7,21 128,0
3/5 Aromatico 7,11 (2H, d, 8 Hz) 7,10 129,8
4 - - - 141,6
7 Metinico 3,72 (1H, m) 3,67 45,7
8 Metilico 1,51 (3H, d, 8 Hz) 1,43 18,9
9 - - - 178,3
10 Metilénico 2,46 (2H, d, 8 Hz) 2,45 45,6
11 Metinico 1,87 (1H, m) 1,84 30,9
12/13 Metilico 0,91 (6H, d, 8 Hz) 0,89 22,4
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4.3.1.1 Triagem inicial

Os extratos dos caldos em meio aquoso (EA) e dos micélios (EM), obtidos apds 6
dias de contato entre as espécies fungicas com ibuprofeno 50 ug mL™' em solugdo aquosa,
conforme descrito no item 3.3.3.1 (p. 51-53), foram analisados por RMN de 'H. Os espectros
obtidos para os EA obtidos a partir dos experimentos com A. niger, P. janthinellum e S.
racemosum sao observados na Figura 43 (p. 95).

Foram observadas para o EA de S. racemosum (Figura 43.c, p. 95) modificagdes
do perfil de RMN de 'H em relagdo ao espectro do ibuprofeno (Figura 42, p. 93). Estas
modificacdes consistiram em um novo sinal sobreposto em 3,73 ppm; alteracbes nos valores
de deslocamento quimico dos sinais referentes aos atomos de hidrogénio aromatico (quatro
dupletos na regiao entre 7,10 e 7,28 ppm), &tomos de hidrogénio metilénico em 2,76 ppm (2H,
s) e atomos de hidrogénio metilico a 1,24 ppm (6H, s); e 0 aumento do valor da integral do
dupleto em &4 1,51 ppm, referente aos atomos de hidrogénio metilicos CHs-8, para seis
atomos de hidrogénio. Estes sinais, de alta intensidade, indicam uma mistura de produtos,
evidenciando S. racemosum como agente de transformagéo quimica promissor da molécula
de ibuprofeno. Para o EA de P. janthinellum (Figura 43.b, p. 95), modificagbes do perfil de
RMN de 'H em relagéo ao ibuprofeno néo foram observadas, mostrando que este fungo foi
incapaz de metabolizar este substrato nas condi¢cdes empregadas. O EA de A. niger (Figura
43.a, p. 95) indicou uma agéo moderada do fungo, com base em alguns novos sinais de baixa
intensidade observados no espectro. Desta forma, S. racemosum e A. niger foram
selecionados para dar continuidade aos experimentos.

Os espectros obtidos para os EM apresentaram perfil semelhante, ndo havendo
indicios da presenca de produtos de biotransformacao e nem do préprio substrato aderidos
aos mesmos, conforme exemplificado no espectro EM de S. racemosum mostrado na Figura
44 (p. 96).
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FIGURA 43 - Espectro de RMN de 'H do extrato (EA) obtido apés contato de (a) A. niger, (b) P.

janthinellum e (c) S. racemosum com ibuprofeno por 6 dias em meio aquoso (400 MHz, CDCIs).
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FIGURA 44 — Espectro de RMN de 'H do extrato do micélio (EM) obtido apés contato de S.
racemosum com ibuprofeno por 6 dias em meio aquoso (400 MHz, CDCI;) — perfil semelhante

foi obtido para os micélios das outras espécies fungicas utilizadas.

4.3.1.1.1 Avaliacdo da taxa de recuperacéo do ibuprofeno pos extragcao

Foi realizada uma extragcdo com acetato de etila, semelhantemente a extragao
feita nos experimentos anteriores, com 200 mL de meio de cultura PDB puro (I) e 200 mL do
meio de cultura com ibuprofeno (ll), sem a presenga dos fungos. A massa do extrato (I) foi de
45,23 mg enquanto o do extrato (ll) foi de 56,49 mg, uma diferenga de 11,26 mg. O espectro
de RMN de "H do extrato indicou a presenca do ibuprofeno e, considerando que a quantidade
de ibuprofeno adicionada por frasco foi de 10 mg, tem-se um bom indicio de que ele tenha
sido completamente recuperado no processo de extracdo. Desta forma, novos experimentos
foram propostos ndo apenas em meio aquoso, mas também em caldo batata (PDB), mantendo

0 acetato de etila como solvente extrator.

4.3.1.2 Biotransformacao de ibuprofeno por A. niger e S. racemosum

A partir dos resultados obtidos na triagem inicial (item 4.3.1.1, p. 94-96) foram
variadas condi¢des nos experimentos, referentes ao tempo de contato biomassa-substrato,
de 6 para 10 dias, e o meio de reacdo, meio aquoso e em caldo PDB. Apés os experimentos,
houve a separacao dos micélios das solugdes, por meio de filtragdo a vacuo, e extracao de

todos, uma vez que o ibuprofeno e seus produtos poderiam se encontrar tanto aderidos a
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biomassa quanto solubilizados no meio. A eficiéncia de cada processo foi avaliada a partir da
comparagao dos espectros de RMN de "H para os diferentes extratos produzidos. Novamente,
0s espectros obtidos para os EM apresentaram perfis semelhantes, sem apresentar indicios
da presenca dos compostos de interesse. As evidéncias observadas a partir dos espectros
obtidos para os extratos aquosos (EA) e dos caldos (EC) sao apresentadas a seguir.

O espectro de RMN de 'H dos extratos obtidos pelo contato A. niger - ibuprofeno
por 10 dias sdo observados na Figura 45 (p. 98). No espectro referente ao EA (Figura 45.a, p.
98), foram observadas as mesmas modificacdes detectadas com 6 dias de experimento
(Figura 43.a, p. 95) em relagc&o ao ibuprofeno, mas com maior intensidade, indicando maior
quantidade de um possivel produto de biotransformacido, mas ainda em uma mistura com
ibuprofeno. No espectro referente ao EC (Figura 45.b p. 98), apesar de se apresentar mais
poluido, devido a extracdo de outros componentes do meio de cultura, ndo sao observados
os sinais referentes apenas ao ibuprofeno, destacados na Figura 45.a (p. 98), indicando uma
completa biotransformacédo deste substrato. Este extrato foi submetido a separacido por
coluna cromatografica, conforme descrito no item 3.3.3.2.1 (p. 54-55), levando ao isolamento
do composto denominado ibu-01.

Os espectros de RMN de 'H dos extratos obtidos pelo contato S. racemosum-
ibuprofeno por 10 dias sdo apresentados na Figura 46 (p. 99). No espectro referente ao EA
(Figura 46.a, p. 99), foram observadas as mesmas modificacbes detectadas com 6 dias de
experimento (Figura 43.c, p. 95) em relagao ao ibuprofeno. Entretanto, os novos sinais
apresentaram-se com maior intensidade e, por meio das integrais de cada sinal, pode-se
inferir que a mistura de compostos se apresentava na proporg¢ao produto de biotransformacao-
ibuprofeno [1:0,5]. No espectro referente ao EC (Figura 46.b, p. 99), os sinais referentes ao
ibuprofeno, destacados na Figura 46.a (p. 99), ndo estdo presentes, podendo-se deduzir a
presenca de um produto de biotransformagao em quantidade consideravel. A ndo observagao
do simpleto sobreposto ao quarteto em aproximadamente 3,73 ppm, presente nos espectros
EA de S. racemosum e de EA e EC de A. niger, sugeriu a produgdo de um composto diferente
de ibu-01. Desta forma, EC foi produzido em escala maior e, tendo sido observada
reprodutibilidade, foi submetido a separagao por coluna cromatografica, conforme descrito no

item 3.3.3.3.1 (p. 60), levando ao isolamento do composto denominado ibu-02.
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Foram realizados experimentos utilizando o modulador epigenético cloridrato de
hidralazina, em contato com S. racemosum e ibuprofeno por 10 dias em meio PDB, visando
a expressao de novas rotas biossintéticas e elicitagdo de novos compostos. Os extratos
obtidos com a adicdao do modulador, tanto na concentracao de 100 yM quanto 500 uM
(Apéndice V, p. 171), apresentaram perfil de RMN de 'H semelhante ao apresentado pelo EC
de S. racemosum. Desta forma, infere-se que sua presenca nao induziu a produgao de outros

compostos, como também nao interferiu no processo.

4.3.1.3 Caracterizagao dos produtos de biotransformacao do ibuprofeno

A identificacdo estrutural dos produtos de biotransformacao isolados ibu-01 e ibu-
02 foi realizada a partir da analise dos espectros de RMN unidimensionais ('H, '*C e DEPT
135) e bidimensionais (HSQC e HMBC).

4.3.1.3.1 Caracteriza¢ao do composto ibu-01

O composto ibu-01, um sélido branco obtido a partir da coluna cromatografica do
extrato resultante do contato de A. niger com ibuprofeno por 10 dias em agitacdo em meio
PDB, mostrou-se soluvel em cloroférmio. Com base na analise dos dados obtidos por meio
das técnicas espectroscopicas e espectrométrica utilizadas, sua estrutura quimica foi atribuida

ao composto (40) (Figura 47).

12

H,CO

(40)

FIGURA 47 - Estrutura quimica proposta para ibu-01.
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O espectro de RMN de 'H para este composto (Figura 48.b, p. 102) apresentou
mudancas em relagdo ao espectro do ibuprofeno (Figura 48.a, p. 102) que sao relatadas a
seguir. A nao observacao do multipleto em 64 1,87 ppm, assim como a mudanga da
multiplicidade dos sinais correspondente aos atomos de hidrogénio metilénicos CH»-10 e aos
atomos metilicos CH3-12 e CHs-13, de dupletos para simpletos, indicaram a auséncia do
atomo de hidrogénio na posicado 11 e a insercao de um novo grupo nesta posicdo. O maior
deslocamento quimico relativo observado para os sinais correspondentes a CH2-10 (61 2,75
ppm), CHs-12 e CH3-13 (6n1,24 ppm), e dos atomos de hidrogénio aromaticos CH-2/CH-6 (én
7,24 ppm) e CH-3/CH-5 (0n 7,18 ppm), indicou a possivel inser¢ao de um grupo eletronegativo
que gerou uma maior desblindagem destes atomos. Isto se confirmou devido a presenga de
um novo sinal em oy 3,67 ppm, com integral para trés atomos de hidrogénio, em uma regido
mais desblindada do que o usual para grupos metila, inferindo a presen¢ca de um grupo
metoxila (OCHz-14).

Os sinais referentes a atomos de carbono ligados a hidrogénio, observados no
subspectro DEPT 135 (Figura 50, p. 103), tiveram seus respectivos atomos de hidrogénio
atribuidos a partir do mapa de contornos heteronuclear HSQC (Figura 51, p. 104). O espectro
de RMN de *C (Figura 49, p. 103) sugeriu a presencga de 14 atomos de carbono, um a mais
do que na molécula do ibuprofeno. O sinal em 6¢c 71,0 ppm, ndo encontrado no subspectro
DEPT 135 (Figura 50, p. 103), se refere possivelmente a um atomo de carbono nao ligado a
atomos de hidrogénio e ndo aromatico, ligado a um atomo de oxigénio (C-11).

Em relagc&o aos outros atomos de carbono néo ligados a atomos de hidrogénio, o
sinal em &6c 175,4 ppm se refere ao carbono carbonilico (C-9) e os demais sinais foram
atribuidos a C-4 (6¢c 136,8 ppm) e C-1 (6¢c 139,0 ppm), confirmados por correlagdes do mapa
de contornos HMBC (Figuras 52 e 53, p. 104-105) como C-1/H-3,H-5, C-1/H-8 e C-4/H-2,H-6
em 3J; C-1/H-7 e C-4/H-10 em 2J. Correlagdes ndo esperadas foram observadas no HMBC
(Figura 53, p. 105) para os atomos aromaticos C-3,C-5/H-3,H-5 e C-2,C-6/H-2,H-6. Estas sao
consideradas distorgdes do experimento, realizado nas condi¢cdes padrbes do equipamento,
devido a constantes de acoplamento de longa distancia. Estes sinais ndo correspondem a
sitios modificados durante a biotransformagdo e nao comprometem a caracterizacao

estrutural do composto.
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ibu-01 (400 MHz, CDCI;) - regido de 3,4 a 7,4 ppm.

O espectro de massas (ESI-IT-MS, modo positivo) apresentou pico do ion da
espécie molecular, [M+Na]*, em m/z 259,08 (Figura 54), permitindo a confirmacgao da féormula
molecular do composto como C14H2003, de massa exata 236,14 u (acrescido a 22,99 u (Na)
= 259,13 u).

ibu 01 5081000 (+) #2-24 RT: 0.02-0.37 AV: 23 NL: B.27E3
T: ITMS + p NSI Full ms [50.00-1000.00]
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FIGURA 54 - Espectro de massas obtido por ionizagao ESI-IT-MS, modo positivo, para o
composto ibu-01.
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Os dados obtidos nas analises dos espectros de RMN do produto de
biotransformacao isolado ibu-01 sdo apresentados na Tabela 7. A partir destes dados pode-
se inferir que o composto em questdo se trata do acido 4-(2-metoxi-2-metilpropil)-a-metil
benzenoacético, nao sendo de conhecimento seu isolamento como produto de transformacgéao

do ibuprofeno — nao foi encontrado em trabalhos nas bases de dados SciFinder e Scopus.

TABELA 7 — Dados espectroscépicos de RMN (CDCIs) do produto de biotransformacao ibu-01

n° Carbono &'3C & 'H ppm (int., HMBC & H ppm (int.,
(ppm) mult., J) LN 3J 4J mult., J)
ibuprofeno
1 C 139,0 - - - - -
2/6 CH 127,5 7,25 (2H, d, 8 Hz) - C-4; C-7 - 7,23 (2H, d, 8 Hz)
315 CH 131,0 7,18 (2H, d, 8 Hz) - C-1; C- - 7,11 (2H, d, 8 Hz)
10
4 C 136,8 - - - - -
CH 45,3 3,72 (1H, m) C-1; C- - C-3/C-5 3,72 (1H, m)
8; C-9
CHs 188 1,50(3H,d,8Hz) C7 C1;C9 - 1,51 (3H, d, 8 Hz)
9 COOH 175,4 - - - - -
10 CHz 49,6 2,75 (2H, s) C4,C- C-12IC- C-2/C-6 2,46 (2H, d, 8 Hz)
11 13
1 C 71,0 - - - - 1,87 (1H, m)
12/ CHs 29,4 1,24 (6H, s) C-11 C-10; C- - 0,91 (6H, d, 8 Hz)
13 12; C-13

14 OCHs 52,2 3,67 (3H, s) - - - -
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4.3.1.3.2 Caracteriza¢ao do composto ibu-02

O composto ibu-02, um sodlido branco de ponto de fusdo 108-110 °C, obtido a
partir da coluna cromatografica do extrato resultante da reacdo de S. racemosum com
ibuprofeno por 10 dias em agitacdo em meio PDB, mostrou-se parcialmente soluvel em
cloroférmio e soluvel em metanol. Com base na analise dos dados obtidos por meio das
técnicas espectroscopicas e espectrométrica utilizadas, sua estrutura quimica foi atribuida ao

composto (20) (Figura 2, p. 32), novamente apresentada na Figura 55.

(20)

FIGURA 55 — Estrutura quimica proposta para ibu-02.

O espectro de RMN de 'H (Figura 56.b, p. 108) apresentou mudancas em relagéo
ao espectro do ibuprofeno (Figura 56.a, p. 108) semelhantes as relatadas para ibu-01, com
excegao do simpleto referente ao grupo metoxila. Adicionalmente, um sinal alargado foi
observado em oy 3,72 ppm, com integral para um atomo de hidrogénio. Este sinal ndo
apresenta correlacdo com nenhum atomo de carbono no mapa de contornos heteronuclear
HSQC (Figura 58, p. 109), o que sugere se tratar de um atomo de hidrogénio hidroxilico. A
analise do espectro de RMN de "C (Figura 57, p. 109) sugeriu a presenga de 13 atomos de
carbono, sendo que o sinal referente ao atomo de carbono metoxilico de ibu-01 nao foi
observado. As correlagdes do mapa de contornos HMBC (Figura 59, p. 110) s&o iguais as
apresentadas para ibu-01 (Figuras 52 e 53, p. 104-105), assim como a multiplicidade dos
sinais de RMN de 'H, evidéncias da adigdo do grupo hidroxila em ibu-02 na mesma posigdo

da metoxila em ibu-01, ligado a C-11.
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FIGURA 57 — Espectro de RMN de '3C do produto de biotransformagéo ibu-02 (100 MHz, CDCl;
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O espectro de massas (ESI-IT-MS, modo negativo) apresentou pico do ion da
espécie molecular [M-H] em m/z 221,00 e 2[M-H] em m/z 442,92 (Figura 60), permitindo a

confirmagao da férmula molecular do composto como C13H1s03, de massa exata 222,13 u.
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FIGURA 60 — Espectro de massas obtido por ionizagdo ESI-IT-MS, modo negativo, para o

composto ibu-02.
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Os dados de RMN do produto de biotransformagao isolado ibu-02, obtidos
experimentalmente e da literatura, sdo apresentados na Tabela 8. A partir destes dados pode-
se inferir que o composto em questdo se trata do acido 4-(2-hidroxi-2-metilpropil)-a-metil
benzenoacético (registro CAS 51146-55-5), também conhecido como 2-hidroxi-ibuprofeno (2-
OH-IBU).

TABELA 8 — Dados espectroscopicos de RMN (CDCI; + gotas de CD30D, 400MHz) do produto

de biotransformacgao ibu-02

n® Carbono &'3C S 'H ppm HMBC S 13C S 'H ppm
(ppm)  (int., muit., J) LN} 3J 4 (ppm) *  (mult., J) *
1 C 138,9 - - - - 139,5 -
2/6 CH 127,3 7,21 - C-4; C-7 - 128,0 7,23
(2H, d, 8 Hz) (d, 8,2 Hz)
3/5 CH 130,8 7,12 - C-1; C- - 131,8 7,18
(2H, d, 8 Hz) 10 (d, 8,2 Hz)
C 136,8 - - - - 138,8 -
CH 451 3,65 C-1; C-8; - C-3/C-5 45,7 3,74
(1H, m) C-9 (a9, 7,2 Hz)
8 CHs 18,4 1,44 C-7 C-1;C-9 - 18,9 1,44
(3H, d, 8 Hz) (d, 7,2 Hz)
9 COOH 177,5 - - - - 177,2 -
10 CH:2 49,3 2,69 C4,C-11  C-12/C- C-2/C-6 50,0 2,73
(2H, s) 13 (s)
1 C 71,0 - - - - 71,3 -
12/ CHs 28,9 1,16 C-11 C-12; C- - 28,9 1,16
13 (6H, s) 13 (s)
- OH - 3,72 - - - - -
(1H, sl)

* Referéncia: MARCO-URREA et al., 2009. Experimento realizado em CD3OD, 500MHz

Este composto € um metabdlito do ibuprofeno frequentemente encontrado em
aguas residuais e outras matrizes aquosas, embora estudos tenham demonstrado que o
carboxiibuprofeno (21) (Figura 2, p. 32) é o metabdlito do ibuprofeno mais excretado pelos
humanos (PAIGA et al., 2015). Malvar et al. (2019) detectaram 2-OH-IBU (ibu-02) em
amostras de aguas residuais brutas no sul da Espanha, niveis entre 2,68 e 4,92 ug L™
Também na Espanha, Ferrando-Climent et al. (2012) estudaram os metabdlitos de ibuprofeno

presentes em plantas de tratamento de aguas residuais, detectando as concentracoes
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maximas de 2-OH-IBU (ibu-02) de 93,98, 5,87 e 3,00 ug L, entre amostras de afluentes,
efluentes e rios, respectivamente. Ibuprofeno e 2-OH-IBU (ibu-02) foram detectados em
amostras de aguas do Oceano Atlantico coletadas em diferentes pontos da costa portuguesa
(PAIGA et al., 2015). Na investigacdo de efluentes de aguas residuais hospitalares no Canada,
concentragdes de até 69,25 ug L' de 2-OH-IBU (ibu-02) foram encontradas, nivel maior do
que o detectado para o proprio ibuprofeno (19,60 ug L") (OUARDA et al., 2019). Isto esta de
acordo com o que foi sugerido a partir do acompanhamento do caminho de degradacao de
ibuprofeno pela bactéria Bacillus thuringiensis B1, que indicou o 2-OH-IBU (ibu-02) como um
intermediario chave na etapa determinante da velocidade do processo, uma vez que a
concentracdo maxima deste composto foi detectada quando o substrato inicial ndo foi mais
detectado (48 h) (MARCHLEWICZ et al., 2017). Com relagdo a outros processos de
biotransformacao, o 2-OH-IBU (ibu-02) foi obtido com o rendimento de 90% a partir de
oxifuncionalizag&o de ibuprofeno (1 g L") biocatalisada pelo fungo filamentoso Mucor hiemalis
(KLENK et al., 2019). T. versicolor apresentou uma ag¢ao quase imediata de degradacao do
ibuprofeno, com a conversao para o 2-OH-IBU (ibu-02) em 68% nos primeiros 60 minutos de
reacao e 84% apds 150 minutos (MARCO-URREA et al., 2009).

Estudos tém focado na determinacao da concentragao de ibuprofeno e 2-OH-IBU
(ibu-02) nos tecidos e 6rgaos de espécies apds exposicbes prolongadas induzidas, e
avaliacdo de como estas substancias podem acelerar o estresse oxidativo, como nos peixes
Danio rerio (SANCHEZ-ACEVES et al., 2021) e Cyprinus carpio (ISLAS-FLORES et al., 2014).
Métodos também s&o desenvolvidos para a determinagdo das concentragdes destes
compostos em produtos disponiveis nos mercados, como no caso do mexilhdo Mytilus
galloprovincialis (MALVAR et al., 2022). Embora muita investigagao ainda seja necessaria
para avaliar os efeitos dessas substancias nos organismos, a avaliagao da ecotoxicidade de
2-OH-IBU (ibu-02) sob organismos de ambientes aquaticos realizada por Grabarczyk et al.
(2020) demonstrou que o0 mesmo € muito menos téxico que seu composto parental, o
ibuprofeno, que neste estudo foi classificado como um composto prejudicial a todos os
organismos aquaticos testados (ECso = 10-100 mg L™"). Na Tabela 9 (p. 113) sdo resumidos
os principais resultados obtidos neste estudo, comparando os dois compostos
(GRABARCZYK et al., 2020). Entretanto, o 2-OH-IBU (ibu-02) consta na NORMAN /ist como

um poluente emergente.
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TABELA 9 — Respostas dos ensaios ecotoxicolégicos para ibuprofeno e 2-hidroxi-ibuprofeno
(2-OH-IBU) realizados por Grabarczyk et al. (2020)

Ensaio Concentragéao Resposta Resposta
compostos (mg L") ibuprofeno (%) 2-OH-IBU (%)
Inibicdo da luminescéncia de 10 42 4

Vibrio fischeri (bactéria marinha)

Imobilizagdo de Daphnia magna 50 52 0
(crustaceo)
Inibicdo de Lemna minor 15 54 11
(planta)
Inibicao de Raphidocelis 100 52 16

Subcapitata (microalga)

4.3.1.4 Biotransformacao de ibuprofeno por A. niger em diferentes tempos de contato

A producdo do extrato de A. niger em contato com ibuprofeno por 10 dias em
escala maior nao foi reprodutivel, e a separagao por coluna cromatografica nao levou ao ibu-
01 como esperado, e sim ibu-02, 0 mesmo composto obtido a partir da acao de S. racemosum.
Dessa forma, um novo experimento foi proposto para verificar se com a variagdo de dias (6,
8, 10, 12 e 14 dias) haveria diferencas entre a produgdo dos dois produtos de
biotransformagao, conforme descrito no item 3.3.3.4 (p. 60-63).

Os extratos obtidos foram primeiramente analisados por RMN de 'H — Figura 61
(p- 114). De forma geral, os espectros n&o diferiram significativamente. Nota-se para o extrato
de 10 dias a presenca de alguns sinais ndo observados nos demais, e que com 12 e 14 dias
alguns sinais nao sdo mais observados. Os sinais indicativos da presenga de ibuprofeno
destacados nos espectros da Figura 45 (p. 98) ndao foram os observados, evidenciando a
biotransformacao. Entretanto, ndo foi possivel inferir com clareza quais dos compostos

isolados estariam presentes em cada extrato a partir desta analise.
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FIGURA 61 — Espectros de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) dos extratos obtidos pelo contato de
ibuprofeno com A. niger por (a) 6, (b) 8, (c) 10, (d) 12 e (e) 14 dias — as setas indicam sinais
adicionais e o X indica regides onde um sinal observado nos demais espectros nao foi

observado.



115

4.3.1.4.1 Analise por HPLC

Juntamente com o padrao de ibuprofeno e os compostos isolados, os extratos
foram submetidos a analise por HPLC. O cromatograma obtido € mostrado na Figura 62 (p.
116). A partir da analise cromatografica pode-se inferir que o ibuprofeno, tempo de retencao
de 13,48 min, foi completamente degradado/transformado mesmo no menor periodo
analisado, com seis dias de contato. Esta informacédo é coerente com o observado nos
espectros de RMN de 'H (Figura 61, p. 114).

O composto ibu-01 foi detectado no tempo de retencédo de 11,30 min. Este pico
foi detectado nos extratos com 6, 8 e 12 dias de experimento em baixa intensidade. O mesmo
foi observado em relacdo ao experimento de 10 dias utilizando metanol deuterado para
solubilizacdo do extrato. O extrato correspondente a 10 dias de experimento, em condi¢ao
analoga a utilizada quando se deu seu isolamento (item 3.3.3.2.1, p. 54-55), foi o que
apresentou o pico em maior intensidade relativa.

O composto ibu-02 (isolado conforme o item 3.3.3.2.2, p. 55) aparentemente se
trata de uma mistura entre ibu-02 e ibu-01, o que pbéde ser observado pelo limite de deteccao
desta técnica ser diferente da técnica de RMN. O pico correspondente ao mesmo apresentou
tempo de retencao de 9,60 min, sendo detectado em grande intensidade em todos os extratos.

Os tempos de retencdo nos quais ibuprofeno e demais compostos foram
detectados estdo coerentes com a polaridade relativa esperada em relacéo as suas estruturas
quimicas (ibu-02 > ibu-01 > ibuprofeno), uma vez que a coluna utilizada foi uma C18 de fase

reversa, que tende a reter por mais tempo os compostos menos polares.
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Ibuprofeno
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A Ibu-01 (A. niger)
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Ibu-02 (S. racemosum)
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FIGURA 62 — Perfil cromatografico do ibuprofeno, produtos de biotransformacgao e extratos

obtidos com diferentes tempos de reagao entre ibuprofeno e A. niger (detecg¢ao a 220 nm).
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4.3.2 Biotransformacgao de estigmasterol

O composto estigmasterol (22) (Figura 3, p. 33) (3pB-hidroxi-24-etil-5,22-
colestadieno, registro CAS 83-48-7, formula molecular C29H4sO, massa molecular 412,69 u)
foi utilizado como substrato de biotransformacéo por M. plumbeus, em experimentos com e
sem a aplicagdo do modulador epigenético cloridrato de procaina (41) (Figura 64, p. 119)
(cloridrato de 2-(dietilamino)etil 4-aminobenzoato, registro CAS 51-05-8, férmula molecular
C13H21CIN2O2, massa molecular 272,77 u).

Os espectros de RMN de 'H do estigmasterol, do controle do meio, e dos extratos
dos caldos (EC) obtidos pelo contato de M. plumbeus e estigmasterol por 10 dias com e sem
a presenca do modulador epigenético cloridrato de procaina (500 uL) sdo apresentados na
Figura 63 (p. 118). Por meio da analise destes espectros ndo foram observados indicios da
biotransformacdo do poluente emergente estigmasterol em quantidades detectaveis pela
técnica. Entretanto, novos sinais intensos [assinalados com setas na Figura 63.d (p. 118)] se
destacaram na analise do espectro referente ao experimento com a presenga do modulador.
Desta forma, este extrato foi submetido a coluna cromatografica como descrito no item
3.3.3.3.1 (p. 60) e o composto denominado CP-01, um derivado da substancia moduladora,

foi isolado. A caracterizacao estrutural deste composto é descrita a seguir.
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FIGURA 63 — Espectro de RMN de 'H do (a) estigmasterol, (b) do controle do meio complexo,
(c) do extrato do caldo de M. plumbeus-estigmasterol, e (d) do extrato do caldo de M.
plumbeus-estigmasterol-cloridrato de procaina (400 MHz, CDCI;) — as setas destacam sinais

novos de interesse.
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4.3.2.1 Caracterizagao do composto CP-01

O cloridrato de procaina (41) (Figura 64) consiste em um sdlido branco, de ponto
de fusdo determinado 148-150 °C (fabricante: 155-156 °C). O espectro de RMN de 'H do
cloridrato de procaina (Figura 65.a, p. 120) apresentou um tripleto de alta intensidade, em &n
1,33 ppm com integral correspondente a seis atomos de hidrogénio, referentes aos grupos
metilicos CH3-11 e CH3-13. Em relagao aos atomos de hidrogénio metilénicos s&o observados
em quarteto em 6n 3,18 ppm (4H) correspondente a CH»-10 e CH2-12, um tripleto (2H) em n
3,39 ppm correspondente a CH>-9 e em &4 4,62 ppm correspondente a CH»-8. Na regido do
espectro correspondente a atomos de hidrogénios aromaticos, observaram-se dois dupletos
em on 6,62 e 7,73 ppm, referentes aos atomos de hidrogénio quimicamente equivalentes, CH-
2/CH-6 e CH-3/CH-5. O sinal alargado em 3,55 ppm refere-se aos atomos de hidrogénios da
amina aromatica.

O composto CP-01 teve sua estrutura quimica atribuida ao composto (42) (Figura
64) (registro CAS 10446-04-5, férmula molecular CgH12N202, massa molecular 180,09 u). No
espectro de RMN de 'H (Figura 65.b, p. 120) n&o sdo observados os sinais referentes aos
grupos metilicos CHs-11 e CH3-13 e grupos metilénicos CH2-10 e CH»-12 da procaina, o que
também foi observado em relagdo aos sinais de *C apresentados no subespectros DEPT-
135 apresentados na Figura 66 (p. 121). Um novo sinal alargado em 6+ 1,17 ppm (Figura 65.b,
p. 120) sugere ainda a presenga dos atomos de hidrogénio da amina alifatica.

As atribuicbes dos sinais referentes aos atomos de carbono hidrogenados foram
realizadas. Para a atribuicdo dos sinais dos atomos de carbono aromaticos foram utilizados
calculos de incrementos de substituintes, considerando a estrutura inicial do benzeno
(SILVERSTEIN et al., 2005).

41) (42)

FIGURA 64 — Estrutura quimica do cloridrato de procaina (41) e estrutura proposta para o
produto CP-01 (42).
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FIGURA 65 — Espectros de RMN de 'H do (a) modulador cloridrato de procaina e (b) seu

derivado (CP-01) (400 MHz, CDCI5).
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FIGURA 66 — Subspectros DEPT 135 do (a) modulador cloridrato de procaina e (b) seu derivado
(CP-01) (100 MHz, CDCI5).
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4.3.3 Biotransformagao de produtos naturais

O potencial de biotransformacdo de A. niger, B. bassiana e S. racemosum foi
avaliado a partir de uma triagem com trés produtos naturais da classe dos terpenoides: acido
traquilobanico (32), isosteviol (43) e (+)-longifoleno (44), cujas estruturas quimicas séao

apresentadas na Figura 67.

fo

32) (43) (44)

FIGURA 67 — Estruturas quimicas dos produtos naturais utilizados em experimentos de
biotransformacgao por A. niger, B. bassiana e S. racemosum: acido traquilobanico (32),

isosteviol (43) e (+)-longifoleno (44).

O acido traquilobanico (32) (acido traquilobano-19-dico, registro CAS 26263-39-8,
férmula molecular C2oH3002, massa molecular 302,5 u) consiste em um sélido branco de ponto
de fusdo determinado 142-144 °C [literatura: 129-130 °C (VIEIRA, 2010)].
Este diterpeno (C20) é encontrado em muitas plantas, principalmente as do género Xylopia,
como X. aethiopica (FETSE et al., 2016), X. nitida (VIEIRA et al., 2021) e X. sericea
(TAKAHASHI et al., 2001), e tem sido investigado juntamente com seus derivados como
agentes anticolinesterasicos promissores (DOS SANTOS & TAKAHASHI, 2017; DOS
SANTOS et al., 2018).

O isosteviol (43) (acido ent-16-oxobeyeran-19-6ico, registro CAS 27975-19-5,
férmula molecular CxoH3003, massa molecular 318,45 u) consiste em um sélido branco de
ponto de fusdo determinado 218-220 °C (comercial: 228-232 °C). E um diterpeno (C20) obtido
a partir da catalise acida do esteviosideo, o diterpendide glicosilado presente nas folhas de
Stevia rebaudiana Berton. Possui propriedades adogantes e também farmacoldgicas, como

acobes anti-inflamatorias, -hipertensivas e -microbianas (ULLAH et al., 2019).
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O (+)-longifoleno (44) (registro CAS 475-20-7, formula molecular C1sH24, massa
molecular 204,35 u), liquido a temperatura ambiente, consiste em um sesquiterpeno (C15)
muito presente em espécies vegetais do género Pinus, os pinheiros (ZHANG et al., 2019).
Apresenta acao repelente a insetos e é investigado como um possivel agente de defesa
destas plantas (LIU et al., 2020).

Estes produtos naturais foram incubados com as espécies fungicas conforme
metodologia descrita no item 3.3.3.4 (p. 60-63). Os extratos obtidos foram analisados por RMN
de 'H (Apéndice VI, p. 172-180), tendo sido observados sinais indicativos de modificagao
estrutural do (+)-longifoleno por S. racemosum, e do acido traquilobanico e do isosteviol por
A. niger. Estes experimentos foram repetidos em escala aumentada e os extratos analisados
por RMN de 'H. Os espectros obtidos, em comparagédo com aqueles dos substratos originais,
s&o apresentados nas Figuras 68, 69 (p. 124) e 70 (p. 125).

O extrato obtido para o experimento com (+)-longifoleno e S. racemosum
apresentou uma parte liquida, constituida por (+)-longifoleno residual, de acordo com os
dados de RMN de 'H, e de uma parte solida. A frag&o solida (Figura 68.b, p. 124) foi fracionada
por coluna cromatografica, mas nio foram isolados compostos. Os dados de RMN de 'H do
extrato obtido para o experimento entre acido traquilobanico e A. niger (Figura 69.b, p. 124)
indicaram sinais novos de alta intensidade, inferindo ser promissor seu fracionamento na
busca por possiveis produtos de biotransformacao. Entretanto, esta etapa nao foi concluida
neste trabalho. Para a reagao do isosteviol com A. niger, resultado igualmente promissor foi
observado, com maior numero de sinais na regidao de grupos metila (éx 0,7-1,3 ppm), que
indicam mais de um composto com estrutura semelhante ao do isosteviol no extrato (Figura
70.b, p. 125). O extrato foi submetido a uma coluna cromatografica, levando ao isolamento de
trés produtos de biotransformagdo, denominados iso-01, is0-02 e iso0-03, cujas

caracterizagbes s&o descritas a seguir.
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(a)
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FIGURA 68 — Espectros de RMN de 'H do (a) (+)-longifoleno (400 MHz, CDCl;) e (b) fragido
soélida do extrato obtido apés contato do substrato com S. racemosum por 10 dias em meio
PDB (400 MHz, CDCI; + gotas de CD3;0D).
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FIGURA 69 — Espectros de RMN de 'H do (a) acido traquilobéanico (400 MHz, CDCIs) e do (b)
extrato EC obtido apés contato do substrato com A. niger por 10 dias em meio PDB (400 MHz,
CDCI3 + gotas de CD30D).
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(b)

"

FIGURA 70 — Espectros de RMN de 'H do (a) isosteviol (400 MHz, CDCI;) e do (b) extrato EC
obtido apés contato do substrato com A. niger por 10 dias em meio PDB (400 MHz, CDCI; +
gotas de CDsOD).

4.3.3.1 Caracterizacao do isosteviol e seus produtos de biotransformacao

O espectro de RMN de 'H do isosteviol solubilizado em CDCl; é apresentado na
Figura 71 (p. 126). Destacam-se os simpletos de alta intensidade com integral correspondente
a trés atomos de hidrogénio em &1 0,79, 0,98 e 1,25 ppm, relativos aos grupos metilicos CHs-
20, CH3-17 e CH3-18 respectivamente, seguidos de uma regidao contendo muitos multipletos
referentes aos atomos de hidrogénio dos nove grupos CH- e dois grupos CH presentes na
molécula.

O subspectro DEPT 135 e espectro de RMN de 'C para o isosteviol sdo
apresentados nas Figuras 72 (p. 126) e 73 (p. 127), respectivamente. Devido a sobreposi¢cao
de sinais no espectro de hidrogénio e a impossibilidade de definir as multiplicidades com
exatidao, a comparagao entre os sinais referentes aos atomos de carbono do substrato e dos
produtos de biotransformagao foram fundamentais para se iniciar a caracterizagao estrutural
destes compostos. Os valores de deslocamento quimico (&c), exibidos na Tabela 10 (p. 128),

foram atribuidos para estes atomos de carbono de acordo com a literatura (HSU et al., 2002)



126

e posteriormente confirmados a partir de analises de experimentos bidimensionais que serao

apresentados a seguir para cada composto.
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FIGURA 71 — Espectro de RMN de 'H do isosteviol (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 72 — Subspectro DEPT 135 do isosteviol (100 MHz, CDCIs).
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TABELA 10 — Dados espectroscopicos de RMN de '3C (100 MHz) para o isosteviol e os
produtos de biotransformacgao iso-01, iso-02 e is0-03

n° Carbono 5 13C (ppm) & "C (ppm) & '3C (ppm) &'3C (ppm) 813C (ppm)
(em relagéo iso0-012 iso0-02° is0-03¢ isosteviol® isosteviol
ao isosteviol) (HSU et al., 2002)°¢

1 CH:2 41,0 81,2 (C-OH) 81,1 (C-OH) 39,9 40,6

2 CH:2 20,3 30,2 30,6 19,1 20,1

3 CH:2 39,2 35,6 36,7 37,8 39,1

4 C 45,2 43,3 44,2 43,9 44,4

5 CH 48,6 55,9 46,0 57,2 57,5

6 CH: 30,7 21,8 30,5 21,8 22,9

7 CHz 76,9 (C-OH) 42,1 75,6 (C-OH) 41,6 42,2

8 C 44 4 40,3 446 39,7 40,1

9 CH 50,0 55,3 49,8 54,9 55,2
10 C 39,2 442 43,0 384 38,8

1 CH: 21,3 23,8 23,8 20,5 21,1

12 CH: 38,7 37,8 38,0 37,5 37,9
13 C 49,8 49,0 48,4 48,9 49,1

14 CH: 51,2 54,5 51,0 54,5 54,8
15 CH: 48,6 48,8 47,9 48,7 49,1

16 CcoO 2246 223,2 221,0 2231 221,5
17 CHs 20,5 19,9 20,2 20,0 20,8
18 CHs 29,5 28,9 29,0 29,2 29,9
19 COOH 181,9 182,4 180,2 184,1 180,5
20 CHs 13,9 9,1 9,4 13,5 141

aCD30D, PCDCls, ¢CsDsN

Os espectros de massas (ESI-IT-MS) obtidos em modo negativo também foram

utilizados como ponto de partida para a caracterizagéo estrutural. Para iso-01 (Figura 74, p.

129) e is0-02 (Figura 75, p. 129) foram apresentados picos do ion da espécie molecular, [M-

H], em m/z 333,42 para ambos, o que corrobora com uma hidroxilagdo na molécula.

Considerando a massa exata do isosteviol (318,22 u) e a substituicdo de um atomo de

hidrogénio por uma hidroxila, tem-se a férmula molecular C2H3004 € massa exata 334,21 u.

Os experimentos de RMN bidimensionais, que serdo detalhados nos topicos a seguir, se

apresentaram como aliados para a confirmagéo das atribuigcbes feitas para os atomos de

carbono, e definigdo da posigcdo e estereoquimica deste grupo hidroxila nestes isbmeros

constitucionais. Para is0-03 (Figura 76, p. 129) o pico do ion da espécie molecular, [M-2H]?,



em m/z 347,50, indica uma possivel di-hidroxilagao

exata 350,21.
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FIGURA 74 — Espectro de massas obtido por ionizagao ESI-IT-MS, modo negativo, para o

composto iso-01.
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FIGURA 75 — Espectro de massas obtido por ionizagao ESI-IT-MS, modo negativo, para o

iso 17-1_(-) #3-32

composto iso-02.
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FIGURA 76 — Espectro de massas obtido por ionizagao ESI-IT-MS, modo negativo, para o

composto iso-03.
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4.3.3.1.1 Caracteriza¢cao do composto iso-01

O composto is0-01, um solido branco insoluvel em cloroférmio e solivel em
metanol, foi obtido a partir da coluna cromatografica do extrato resultante do contato de A.
niger com o produto natural isosteviol por 10 dias em agitagdo em meio PDB. Como base na
analise dos dados espectrométricos obtidos, sua estrutura quimica foi atribuida ao composto
(45) (Figura 77).
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FIGURA 77 - Estrutura quimica proposta para iso-01.

O espectro de RMN de 'H para iso-01 é apresentado na Figura 78 (p. 131). Em
relagcdo ao espectro do isosteviol, destaca-se um tripleto com maior deslocamento quimico
relativo, em oy 3,67 ppm, com integral para um atomo de hidrogénio. Este sinal corroborou
com a suspeita da insercdo de um grupo hidroxila, devido ao atomo de oxigénio,
eletronegativo, gerar uma maior desblidagem dos atomos. A comparagdo dos sinais
observados no subspectro DEPT 135 para is0-01 (Figura 79, p. 131) em relagao ao registrado
para o substrato isosteviol, evidenciou a auséncia de um sinal de carbono metilénico e um
novo sinal em &¢c 76,9 ppm. Considerando a regido de deslocamento quimico do sinal ndo
observado (6c entre 39 e 42 ppm), este poderia ser C-1 ou C-7, indicando que um destes
atomos de carbono teve um dos seus hidrogénios substituido pelo grupo hidroxila e agora se
apresenta como um grupo CH mais desblindado (6c 76,9 ppm). Os sinais dos atomos de
carbono hidrogenados tiveram seus respectivos atomos de hidrogénio atribuidos a partir do
mapa de correlacao heteronuclear HSQC (Figura 80, p. 132). Observa-se para a maioria dos
atomos de carbono metilénicos a atribuicdo de dois sinais de hidrogénio com diferentes
deslocamentos quimicos para cada. Isto ocorre uma vez que a molécula apresenta sete

centros quirais e estes atomos de hidrogénio metilénicos sédo diasterotépicos.



131

[ren]

CD,0H

M 3.67
—M1.22
— M 0.99
— M0.85

8

H-CD,0D

J M JUN&-JUM‘UWWMM b

\ﬂ \‘ﬂ 3|3 ‘:-I 3-\"‘-\ & EE JEE B
i S Y T 0 T A e i

: . : . . : 1 L
5 4 3 2 1 [ppm]

L

0.97 =—r

!8(
0

2.

FIGURA 78 — Espectro de RMN de 'H do produto de biotransformacéo iso-01 (600 MHz, CD3;0D).
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FIGURA 79 — Subspectro DEPT 135 do produto de biotransformacgao iso-01 (100 MHz, CD3;0D).

Em seguida, a analise do mapa de contornos HSQC-TOCSY (Figura 81, p. 132),
que exibe correlagdes heteronucleares em um mesmo sistema de spin, ou seja, em uma
mesma sequéncia de atomos de carbono hidrogenados, confirmou que a hidroxilagéo ocorreu
na posicdo C-7. Como pode ser observado na ampliagdo desse mapa de contornos
apresentada na Figura 82 (p. 133), o sinal correspondente a C-7 se correlaciona aos atomos

de hidrogénio H-7, H-6 e H-5. Outro acoplamento destacado na ampliagdo do mapa de
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contornos apresentada na Figura 83 (p. 133) € para os hidrogénios do mesmo sistema de spin
H-9, H-11 e H-12. A analise dos espectros HSQC e HSQC-TOCSY também permitiram a
confirmacgao do sinal correspondente ao atomo de C-6 em ¢ 30,7 ppm, mais desblindado em
relagdo ao observado do espectro de RMN de *C do isosteviol (6c 21,8 ppm), o que é

esperado para o atomo vizinho ao atomo onde foi inserido o novo grupo eletronegativo.
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FIGURA 80 — Mapa de contornos HSQC do produto de biotransformagao iso-01 (600 MHz,
CD;OD).
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FIGURA 81 — Mapa de contornos HSQC-TOCSY do produto de biotransformacgao iso-01, com
regioes destacadas para ampliagao (600 MHz, CD;0OD).
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FIGURA 83 — Secgao expandida (2) do mapa de contornos HSQC-TOCSY do produto de
biotransformagao iso-01 (600 MHz, CD;OD).

O espectro de RMN de "*C (Figura 84, p. 134) foi analisado para a atribuigdo dos
atomos de carbono nao hidrogenados C-4 (6. 45,2 ppm), C-8 (6c 44,4 ppm), C-10 (6. 39,2
ppm) e C-13 (6. 49,8 ppm) e atomos de carbono carbonilico C-16 (6. 224,6 ppm) e carboxilico

C-19 (6c 181,9 ppm). Os deslocamentos quimicos destes sinais puderam ser confirmados por
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meio de algumas das correlagbes heteronucleares observadas no mapa de contornos HMBC
(Figuras 85), como C-10/H-20, C-13/H-17 (Figura 86, p. 135) e C-4/H-5 (Figura 87, p. 135) em
2J; C-16/H-12 e C-19/H-5 em 3J (Figura 89, p. 136). Outras correlagdes importantes
observadas foram C-7/H-5 (Figura 87, p. 135), C-15/H-7 e C-9/H-7 em 3J; C-4/H-7 em *J

(Figura 88, p. 136).
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FIGURA 88 — Secao expandida (3) do mapa de contornos HMBC do produto de
biotransformagéo iso-01 (600 MHz, CD;OD).
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Foi obtido 0 mapa de contornos homonuclear NOESY (Figura 90) para observagao
de correlagdes entre atomos de hidrogénio espacialmente proximos, no intuito de verificar a
estereoquimica do grupo hidroxila na molécula. Uma analise inicial indicou que o sinal do
hidrogénio H-7, ligado ao mesmo atomo de carbono ao qual o grupo hidroxila esta ligado (C-
7), correlaciona-se no espago com um dos atomos de hidrogénios metilénicos H-14, H-15 e
H-6, que a principio nao teriam sua estereoquimica definida. Observou-se uma correlagao
entre H-5 e H-9, ambos de orientagdo B, no entanto, ndo foi observado a correlacdo de
nenhum deles com o H-7, sugerindo sua orientacdo em qa. Isso esta de acordo com a
correlagdo observada entre o H-7 com o H-158 (definido em relacdo ao grupo CHs-20,
orientado em a), que sé é possivel quando H-7 esta em a. Dessa forma, confirma-se a
estrutura quimica (45) apresentada para o composto iso-01 com orientagdo B8 para 7-OH,
consistindo no acido ent-7a-hidroxi-16-oxobeyeran-19-6ico. Este composto foi isolado
anteriormente a partir da transformag¢ao microbiana do isosteviol por Cunninghamella bainieri
(HSU et al., 2002) e Mucor recurvatus MR 36 (CHANG et al., 2008).
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FIGURA 90 — Mapa de contornos NOESY do produto de biotransformagao iso-01 (600 MHz,
CD;O0D).
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4.3.3.1.2 Caracteriza¢ao do composto iso-02

O composto is0-02, amarelo e soluvel em cloroférmio, foi obtido a partir da coluna
cromatografica do extrato resultante do contato de A. niger com o produto natural isosteviol
por 10 dias em agitagdo em meio PDB. Como base na andlise dos dados espectrométricos

obtidos, sua estrutura quimica foi atribuida ao composto (46) (Figura 91).

FIGURA 91 - Estrutura quimica proposta para iso-02.

O espectro de RMN de 'H para iso-02 é apresentado na Figura 92 (p. 139).
Semelhantemente ao observado para iso-01, um sinal novo se destacou com maior
deslocamento quimico relativo, um dupleto duplo em 6+ 3,40 ppm, com integral para um atomo
de hidrogénio, indicativo da possivel insergcdo de um grupo hidroxila. No subspectro DEPT
135 para is0-02 (Figura 93, p. 139) também ndo se observou um dos sinais de carbono
metilénico em relagdo ao registrado para o substrato isosteviol e foi evidenciado um novo sinal
em Oc 81,2 ppm, indicando que este atomo de carbono teve um dos seus hidrogénios
substituido pelo grupo hidroxila. A atribuicdo dos atomos de hidrogénio aos sinais dos atomos
de carbonos a partir do mapa de contornos heteronuclear HSQC (Figura 94, p. 140), seguido
da analise do mapa de contornos HSQC-TOCSY (Figura 95, p. 140), confirmou a hidroxilagéo
na posigao C-1. Como pode ser observado na ampliagédo do HSQC-TOCSY apresentada na
Figura 96 (p. 141) o sinal correspondente a C-1 se correlaciona aos atomos de hidrogénio H-
1, H-2 e H-3. Outros acoplamentos destacados para hidrogénios do mesmo sistema de spin
foram C-5 correlacionado com H-5, H-6, H-7 e C-9 correlacionado com H-9, H-11, H-12 (Figura
97, p. 141), essenciais para confirmar as atribuicdes carbono-hidrogénio. Também foi possivel

a confirmacéao do sinal correspondente ao atomo de carbono C-2 em ¢ 30,2 ppm, em maior
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deslocamento quimico em relag&o ao observado do espectro de RMN de *C do isosteviol (&c

19,1 ppm), devido ao grupo eletronegativo inserido no C-1.
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FIGURA 92 - Espectro de RMN de 'H do produto de biotransformacéo iso-02 (600 MHz, CDCls).
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FIGURA 94 — Mapa de contornos HSQC do produto de biotransformagao iso-02 (600 MHz,
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FIGURA 95 — Mapa de contornos HSQC-TOCSY do produto de biotransformacéao iso-02, com
regioes destacadas para ampliagdo (600 MHz, CDCls).
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FIGURA 96 — Segao expandida (1) do mapa de contornos HSQC-TOCSY do produto de
biotransformacgao iso-02 (600 MHz, CDCls).
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FIGURA 97 — Segao expandida (2) do mapa de contornos HSQC-TOCSY do produto de
biotransformacgao iso-02 (600 MHz, CDCls).

Os atomos de carbono nao hidrogenados foram atribuidos por meio da analise
conjunta do espectro de RMN de *C (Figura 98, p. 142) e do mapa de contornos HMBC
(Figura 99, p. 142): C-4 (6 43,3 ppm), C-8 (6c 44,2 ppm), C-10 (& 40,3 ppm) e C-13 (6. 49,0

ppm). Também foram identificados os sinais dos atomos de carbono carbonilico C-16 (¢
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223,2 ppm) e carboxilico C-19 (6. 182,4 ppm). Estas correlagdes foram confirmadas por
correlagbes como: C-4/H-18, C-4/H-5 (Figura 100, p. 143) e C-10/H-5 em 2J; C-8/H-5 em *J
(Figura 101, p. 143); C-16/H-12 e C-19/H-18 em 3J (Figura 102, p. 144). Outras correlagdes
importantes observadas foram C-20/H-1 e C-9/H-1 em 3J (Figura 101, p. 143).
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FIGURA 98 — Espectro de RMN de "*C do produto de biotransformagéo iso-02 (100 MHz, CDCl;).
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FIGURA 99 — Mapa de contornos HMBC do produto de biotransformagéo iso-02, com regides

destacadas para ampliag¢ao (600 MHz, CDCIs).
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FIGURA 102 - Secao expandida (3) do mapa de contornos HMBC do produto de
biotransformacgéao iso-02 (600 MHz, CDCls).
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FIGURA 103 — Mapa de contornos NOESY do produto de biotransformagéao iso-02 (600 MHz,
CDCl5).

A analise do mapa de contornos NOESY (Figura 103) indicou que o sinal do
hidrogénio H-1, ligado ao mesmo atomo de carbono ao qual o grupo hidroxila esta ligado (C-

1), correlaciona-se no espagco com H-9 e H-5. Desta forma, confirma-se a estrutura quimica
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(46) apresentada para o composto is0-02 com orientagado a para 1-OH, consistindo no acido
ent-1B-hidroxi-16-oxobeyeran-19-6ico. Este composto teve seu isolamento relatado pela
primeira vez por Chang et al. (2008), tendo sido obtido a partir da fermentagdo em escala

preparatoria de isosteviol com A. niger BCRC 32720.

4.3.3.1.3 Caracteriza¢cao do composto iso-03

O composto is0-03, um sélido branco soluvel em piridina, foi obtido a partir da
coluna cromatografica do extrato resultante do contato de A. niger com o produto natural
isosteviol por 10 dias em agitacdo em meio PDB. Como base na analise dos dados

espectrométricos obtidos, sua estrutura quimica foi atribuida ao composto (47) (Figura 104).

FIGURA 104 — Estrutura quimica proposta para iso-03.

O espectro de RMN de 'H para is0-03 é apresentado na Figura 105 (p. 146). Neste
espectro observa-se a presencga de dois sinais em maior deslocamento quimico, ambos com
integral para um atomo de hidrogénio, e que nao estao presentes no espectro do substrato
isosteviol. Estes sinais se assemelham aos observados para os compostos anteriores: um
tripleto em &n 3,93 ppm, semelhante ao observado em is0-01, e um dupleto duplo em 64 3,85
ppm, semelhante ao observado em iso-02. Esta observagao, juntamente com os dados de
espectrometria de massas, inferiu uma di-hidroxilagdo, possivelmente nas duas posigbes
relatadas nos outros compostos. Como is0-03 foi obtido em pouca quantidade (5 mg), néo foi
viavel a aquisicdo de espectros unidimensionais de *C e DEPT 135. Para a atribuicdo dos
atomos de hidrogénio aos atomos de carbono correspondentes foi utilizado o mapa de
correlagdo heteronuclear HSQC (Figura 106, p. 147), comparando os valores de

deslocamento quimico de carbono com os observados para os outros dois compostos. Em
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seguida, as atribuicdes realizadas foram confirmadas por meio das correlagbes
heteronucleares observadas no mapa de contornos HMBC (Figuras 107-111, p. 147-149),
assim como a definicdo do deslocamento quimico dos carbonos nao hidrogenados. Os
deslocamentos quimicos (6¢c) sdo apresentados na Tabela 10 (p. 128), estes valores podem
estar levemente deslocados devido a impossibilidade de realizagdo da calibragdo do sinal
referente ao solvente, uma vez que o espectro de RMN de "*C néo foi obtido. Confirmou-se a
posi¢ao dos dois sinais destacados no espectro de RMN de 'H em C-7 e C-1, respectivamente,
apresentando as correlagées C-7/H-6 em 2J (Figura 109, p. 148); C-5/H-7, C-9/H-7 C-20/H-1
e C-9/H-1 em 3J (Figura 110, p. 149). Além disso, também foi verificado um maior
deslocamento quimico em relagdo ao observado do espectro de RMN de *C do isosteviol
para os atomos de carbono das posi¢des C-6 (6¢c 30,6 ppm) e C-2 (6¢ 30,5 ppm), vizinhos aos
atomos de carbono onde foram inseridos os grupos hidroxila.

A partir da analise do mapa de contornos NOESY (Figuras 112 e 113, p. 150)
confirmou-se a estrutura quimica (47) apresentada para o composto iso-03 com orientagao a
para 1-OH e B para 7-OH, uma vez que foram apresentadas as mesmas correlacdes
discutidas previamente na analise deste experimento para os compostos is0-01 (Figura 90, p.
137) e is0-02 (Figura 103, p. 144). Desta forma, consiste no acido ent-1,7a-di-hidroxi-16-
oxobeyeran-19-6ico (1a,7B-di-hidroxi-isosteviol), cujo isolamento foi relatado por Chang et al.

(2008) apds transformacéao do isosteviol por A. niger BCRC 32720.

— 'JUL T JUL MJjb W ﬂ:\J nJ %M\ Y g g
2l 5 L EET R e 3

s . -
[T | nl { I T
4.0 35 3.0 2.5 1.5 1.0 [ppm]

FIGURA 105 — Espectro de RMN de 'H em janela reduzida do produto de biotransformacéo iso-
03 (600 MHz, CsHsN).
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FIGURA 106 — Mapa de contornos HSQC do produto de biotransformagao iso-03 (600 MHz,
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FIGURA 107 — Mapa de contornos HMBC do produto de biotransformagao iso-03, com regides

destacadas para ampliagao (600 MHz, CsHsN).
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5 CONCLUSOES

O estudo da biorremediagdo de ions metalicos, por espécies de fungos
filamentosos, com analise por FAAS de aliquotas coletadas em diferentes tempos, evidenciou
a eficiéncia deste processo em todas as condigdes testadas. ions Cu(ll), Fe(ll) e Mn(ll) foram
removidos de suas respectivas solugdes aquosas pelas biomassas de P. janthinellum e S.
racemosum, desde os primeiros minutos de contato, atingindo remocgdes significativas com
60 min (minimo de 9,0% de remog¢ao de Mn(ll) por P. janthinellum e maximo de 42,4% de
remoc¢ao de Cu(ll) por S. racemosum) e altas remogdes a partir das primeiras 24 h (minimo
de 26,8% de remocgado de Mn(ll) e maximo de 95,5% de remocgao de Fe(ll), ambos por P.
janthinellum). A remocgao de ions Fe(ll) se destacou ao atingir os maiores valores relativos,
independentemente da espécie e da forma de tratamento das biomassas, mais de 90% de
remocao apos 72 h de contato em todas as condigbes estudadas. Com a caracterizacao das
biomassas apds os processos, pdde-se associar a agao biossorvente destes materiais com
grupos quimicos presentes na superficie que sofreram mudangas em sua frequéncia de
transmissao nas bandas de infravermelho. Estes grupos provavelmente estao distribuidos por
toda a superficie, uma vez que imagens MEV-EDS mostraram uma captura uniforme dos ions
metalicos. Desta forma, sdo geradas perspectivas para a criagao de filtros para tratamento de
aguas residuais, visando a promogao de beneficios ecoldgicos e econdmicos.

Neste trabalho, a avaliacdo dos perfis de RMN dos extratos produzidos em
diferentes condicbes facilitou a escolha das condi¢gdes mais propicias para processos de
biotransformacao eficientes e subsequente isolamento de produtos. Assim, foram definidas
as melhores condi¢des para a biotransformagao do ibuprofeno por A. niger e S. racemosum
dentre as variaveis analisadas (meio de reagdo aquoso ou organico; tempo de seis ou dez
dias). Estas observagdes permitiram a identificagdo da degradacgao do substrato e formagao
dos dois produtos que foram isolados e caracterizados estruturalmente pela analise de
espectros de RMN uni e bidimensionais e espectrometria de massas. O produto metoxilado
ibu-01, até onde se tem conhecimento, se trata de um metabdlito de degradacédo de
ibuprofeno ainda nao descrito, produzido a partir de A. niger em baixo rendimento. O composto
ibu-02 € um produto hidroxilado produzido e isolado neste trabalho a partir de S. racemosum
e A. niger, que consiste em um metabdlito frequentemente encontrado em aguas residuais,
no qual estudos de toxicidade inferem sua menor toxicidade em relagédo ao seu composto
parental. Embora a aplicacdo de moduladores epigenéticos em experimentos com os
poluentes emergentes ibuprofeno e estigmasterol ndo tenha evidenciado a elicitagdo de novas
rotas biossintéticas capazes de formar novos produtos de biotransformagéo, a investigagéo

do uso dos mesmos deve ser ampliada, pois ainda sdo poucos os relatos para este tipo de
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abordagem. Também por meio da aplicagdo de RMN de 'H foi possivel uma analise rapida
dos extratos obtidos em uma triagem realizada com trés produtos naturais e trés espécies
fungicas. Eliminando as condigdes substrato-fungo ineficientes, pdde-se explorar melhor a
interacdo entre isosteviol e A. niger que acarretou no isolamento de trés produtos de
biotransformacao modificados estruturalmente. Os compostos denominados iso-01 e iso-02
foram obtidos pela hidroxilagdo do isosteviol em diferentes posi¢des, enquanto o composto
is0-03 apresentou estas duas hidroxilagdes simultaneamente. Para os dois compostos mono-
hidroxilados, is0-01 e is0-02, produzidos em maiores rendimentos, tem-se a perspectiva de
realizacao de ensaios de avaliagdo de atividades bioldgicas.

Desta forma, este trabalho contribui para o avango do uso de fungos filamentosos

em aplicagdes ambientais e como agentes para funcionalizacdo de compostos de interesse.
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Apéndice | — Teste F e teste t para remocao de Cu(ll), Fe(ll) e Mn(ll) por P. janthinellum (PJ)

e S. racemosum (SR). cal = calculado; tab = tabelado. IC = 95%

Teste-F: duas amostras para variancias

Média

Variancia
Observacdes

gl

F

P(F<=f) uni-caudal
F critico uni-caudal

PJ SR
43,909131 51,028056
621,29478 503,64294

9 9

8 8
1,2336017 F cal
0,386853
3,4381012 F tab

Teste-F: duas amostras para variancias

Média

Variancia
Observagdes

gl

F

P(F<=f) uni-caudal
F critico uni-caudal

Pl SR
55,963661 60,827337
1782,7384 1060,5107

8 8

7 7
1,6810187 F cal
0,2547739
3,7870435 Ftab

Teste-F: duas amostras para varidncias

Média

Variancia
Observagoes

gl

F

P(F<=f) uni-caudal
F critico uni-caudal

PJ SR
30,966502 53,718898
863,79173 319,68394

8 8

7 7
2,7020179 F cal
0,1065428
3,7870435 F tab

Cobre

Teste-t: duas amostras presumindo variancias

equivalentes

Média

Variancia
Observacoes
Variancia agrupada
Hipotese da diferenca de média
gl

Stat t

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal

t critico bi-caudal

Ferro

Pl SR
43,9091 51,02806
621,295 503,6429

9 9
562,469

0

16
-0,6368
0,26665
1,74588
0,53329
2,11991

tcal

ttab

Teste-t: duas amostras presumindo variancias

equivalentes

Média

Variancia
Observacoes
Variancia agrupada
Hipotese da diferenca de média
gl

Stat t

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal

t critico bi-caudal

Manganés

PJ SR
50,3867 55,95928
1839,82 1141,228

9 9
1490,52

0

16
-0,3062
0,3817
1,74588
0,76341
2,11991

tcal

ttab

Teste-t: duas amostras presumindo variancias

equivalentes

Média

Varidncia
Observacoes
Variancia agrupada
Hipotese da diferenca de média
gl

Stat t

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal

t critico bi-caudal

P) SR
49,6565 55,95928
428,254 1141,228

9 9
784,741

0

16
-0,4773 t cal
0,31981
1,74588
0,63961
2,11991 ttab

Teste F - Hipdtese nula (HO) = varidncias dos dados s&o estatisticamente iguais.

|F cal| < F tab = aceita hipotese nula
Variancias dos dados séo iguais.

Teste t - Hipdtese nula (HO) = eficiéncias dos fungos em remover os metais séo estatisticamente

iguais.

|t cal| < t tab = aceita hipotese nula
Eficiéncias dos fungos séo iguais.
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Apéndice Il — Teste F e teste t para remocao de Fe(ll) por biomassas frescas e secas de P.

Janthinellum na 12 hora e apds 24 h de experimento. cal = calculado; tab = tabelado. IC = 95%

P. janthinellum
5 — 60 min
Teste-F: duas amostras para varidncias Teste-t: duas amostras presumindo variancias
B. fresca B. seca diferentes
Meédia 14,45055522 36,24348818 B. fresca B. seca
Variancia 46,42078243 121,1045814  Média 14,45055522  36,24348818
ObservacBes 5 5 Variancia 46,42078243 121,1045814
gl 4 4 Observagdes 5 5
F 0,38331153 F cal Hipdtese da diferenca
P(F<=f) uni- de média 0
caudal 0,187795752 gl 7
F critico uni- Stat t -3,764960291 tcal
caudal 0,156537812 F tab P(T<=t) uni-caudal 0,003514555
t critico uni-caudal 1,894578605
P(T<=t) hi-caudal 0,007029109
t critico bi-caudal 2,364624252 ttab

Teste F - Hipotese nula (HO) = varidncias dos dados s&o estatisticamente iguais.
|F cal| > F tab = rejeita hipotese nula
Variancias dos dados s&o diferentes.

Teste t - Hipdtese nula (HO) = eficiéncias dos diferentes tratamentos de biomassa na remocdo de
Fe(ll) s&o estatisticamente iguais na 1% hora.
|t cal| > t tab = rejeita hip6tese nula
Eficiéncias dos diferentes tratamentos de biomassa séo diferentes na 12 hora.

24-96h
Teste-F: duas amostras para variancias Teste-t: duas amostras presumindo variancias
B. fresca B. seca diferentes
Média 95,30686237  94,2569647 B. fresca B. seca
Variancia 1,518563863 9,967552958  Média 95,30686237 94,2569647
ObservacBes 4 4 Variancia 1,518563863 9,967552958
gl 3 3 Observagbes 4 4
F 0,152350719 F cal Hipdtese da diferenca
P(F<=f) uni- de média 0
caudal 0,07829164 gl 4
F critico uni- Stat t 0,619569956 tcal
caudal 0,107797789 F tab P(T<=t) uni-caudal 0,284544227
t critico uni-caudal 2,131846786
P(T<=t) hi-caudal 0,569088454
t critico bi-caudal 2,776445105 ttab

Teste F - Hipétese nula (HO) = varidncias dos dados so estatisticamente iguais.
|F cal| > F tab = rejeita hip6tese nula
Variancias dos dados séo diferentes.

Teste t - Hipotese nula (HO) = eficiéncias dos diferentes tratamentos de biomassa na remocé&o de
Fe(ll) s&o estatisticamente iguais apos 24 h.
|t cal| < t tab = aceita hipotese nula
Eficiéncias dos diferentes tratamentos de biomassa séo iguais apos 24 h.
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Apéndice lll — Teste F e teste t para remocao de Fe(ll) por biomassas frescas e secas de S.

racemosum na 12 hora e ap6s 24 h de experimento. cal = calculado; tab = tabelado. IC = 95%

S. racemosum
5 —-60 min

Teste-F: duas amostras para variancias Teste-t: duas amostras presumindo varidncias

B. fresca B. seca equivalentes
Meédia 28,34122 37,875001 B. fresca B. seca
Variancia 76,05 48,177008 Média 28,34121693 37,87500061
Observacoes [ 5 Variancia 76,05000027 48,17700763
gl 4 4 Observacoes 5 5
F 1,578554 F cal Variancia agrupada 62,11350395
P(F<=f) uni- Hipdtese da diferenca
c.‘EludaI) 0,334545 de média 0
F critico uni- gl 8
caudal 6,388233 Ftab Statt -1,912679854 tcal
P(T<=t) uni-caudal 0,046074883
t critico uni-caudal 1,859548038
P(T<=t) bi-caudal 0,092149767
t critico bi-caudal 2,306004135 ttab

Teste F - Hipétese nula (HO) = variancias dos dados s&o estatisticamente iguais.
|F cal| < F tab = aceita hipotese nula
Variancias dos dados sdo iguais.

Teste t - Hipdtese nula (HO) = eficiéncias dos diferentes tratamentos de biomassa na remocé&o de
Fe(ll) s&o estatisticamente iguais na 1* hora.
|t cal| < t tab = aceita hipotese nula
Eficiéncias dos diferentes tratamentos de biomassa s&o iguais na 1? hora.

24-96 h
Teste-F: duas amostras para variancias Teste-t: duas amostras presumindo variancias
B. fresca B. seca diferentes
Média 90,48187 87,159583 B. fresca B. seca
Varincia 8153416 149722957  Média 90,48186937 87,15958285
e a A Variancia 81,53416499 149,2295692
gl 3 3 Observacgoes 4 4
F 0,546367 E cal Hipotese da diferenca
P(F<=f) uni- de média 0
caudal 0,315959 gl 6
F critico uni- Statt 0,437404554 tcal
caudal 0,107798 F tab P(T<=t) uni-caudal 0,338561499
t critico uni-caudal 1,943180281
P(T<=t) bi-caudal 0,677122999
t critico bi-caudal 2,446911851 ttab

Teste F - Hipétese nula (HO) = varidncias dos dados s&o estatisticamente iguais.
|F cal| > F tab = rejeita hipotese nula
Variéncias dos dados sé&o diferentes.

Teste t - Hipdtese nula (HO) = eficiéncias dos diferentes tratamentos de biomassa na remocé&o de
Fe(ll) s&o estatisticamente iguais apos 24 h.
|t cal| < t tab = aceita hipdtese nula
Eficiéncias dos diferentes tratamentos de biomassa s&o iguais apos 24 h.




170

Apéndice IV — Teste F e teste t para remocéao de Fe(ll) por biomassas de P. janthinellum e S.

racemosum em uso continuo apos 24 h ou com troca de biomassa a cada 24 h de experimento.

cal = calculado; tab = tabelado. IC = 95%

P. janthinellum

Teste-F: duas amostras para varidncias Teste-t: duas amostras presumindo variancias

Continuo Troca equivalentes
Média 95,306862  95,340141 Continuo Troca
Variancia 1,5185639  15,201848  Média 95,30686237  95,340141
O 4 4 Variancia 1,518563863  15,201848
gl 3 3 Observacdes 4 )
F 0,0998934 F cal Varidncia agrupada 8,360205736
P(F<=f) uni- Hipotese da diferenca o
caudal 0,0451779 de média
F critico uni- gl 6
caudal 0,1077978 F tab Stat t -0,016276823 tcal
P(T<=t) uni-caudal 0,493770647
t critico uni-caudal 1,943180281
P(T<=t) bi-caudal 0,987541294
t critico bi-caudal 2,446911851 ttab

variancias dos dados sé&o estatisticamente iguais.

Teste F - Hipétese nula (HO) =
|F cal| < F tab = aceita hipotese nula
Variéncias dos dados s&o iguais.

Teste t - Hipétese nula (HO) = eficiéncias do uso continuo e da troca de biomassas na remocéo de
Fe(ll) apds as primeiras 24 h sdo estatisticamente iguais.
|t cal| <t tab = aceita hipotese nula
Eficiéncias das diferentes formas de uso de biomassas s&o iguais.

S. racemosum

Teste-F: duas amostras para varidncias Teste-t: duas amostras presumindo variancias

Continuo Troca diferentes
Média 90,48187 91,7821 Continuo Troca
Variancia 81,53416 190,9288 Média 90,4818694 91,7821
O 4 4 Variancia 81534165  190,92876
gl 3 3 Observagdes 4 4
F 0,42704 F cal Hipétese da diferenca 0
P(F<=f) uni- de média
i 0,251439 gl 5
iti i- Stat t -0,1575421 t cal
Eacdlit:lo " 0107798 Ftab P(T<=t) uni-caudal 0,44049107
t critico uni-caudal 2,01504837
P(T<=t) bi-caudal 0,88098214
t critico bi-caudal 2,57058184 tfab

Teste F - Hipotese nula (HO) = varidncias dos dados s&@o estatisticamente iguais.
|F cal| > F tab = rejeita hipotese nula
Variancias dos dados s&o diferentes.

Teste t - Hipotese nula (HO) = eficiéncias do uso continuo e da troca de biomassas na remocgédo de
Fe(ll) apds as primeiras 24 h sdo estatisticamente iguais.
|t cal| < t tab = aceita hipdtese nula
Eficiéncias das diferentes formas de uso de biomassas sao iguais.
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Apéndice V — Espectros de RMN de 'H dos extratos obtidos apds 10 dias de contato de S.

racemosum com ibuprofeno e cloridrato de hidralazina, nas concentracdes de (a) 100 e (b)

500 uM, em meio PDB (400 MHz, CDClIs).
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Apéndice VI — Espectros de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3+CD30D) dos extratos obtidos
na triagem inicial do contato de acido traquilobanico, isosteviol e (+)-longifoleno com
A. niger (AN), B. bassiana (BB) e S. racemosum (SR). Circulos pontilhados/setas

indicam regides/sinais que inferem a presencga de produtos de biotransformagao.

(a) Longifoleno

(b) L+AN

4.5 4.0
f1 (ppm)

(c) Controle M




173

(a) Longifoleno

L

BS a0 75 70 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4
f1 {ppm)

(b) L+BB
) ¥
P4

8.5 B0 75 70 6.5 6.0 5.5 50 s 30 25 20 1.5 1.0 0.5 0.0

a5 4.0
f1 {ppm)

(c) Controle /JUKW

-

5 4.0 35 a0 2.5 20 1.5 1.0 0.5 0.0
1 {ppm)



(a) Longifoleno

BS a0 iP5 20 [ &0 5.5 5.0 45 A0 15
f1 (ppm)

(b) L+SR

(c) Controle

T
BS an 75 7.0 6.5 LX) 5.5 5.0 4.5 440 35 30 25 20 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

174



175

(a) Isosteviol

B.S 8.0 7.5 70 6.5 6.0 45 4.0
f1 {ppm)

(b) I+AN

(c) Controle M




(a) Isosteviol

B.5 8.0 7.5 70 6.5 6.0 55 50

(b) 1+BB

e

(c) Controle

BS 8.0 75 70 6.5 LX) 55 5.0
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(a) Isosteviol

(b) 1+SR

(c) Controle

4.5 4.0
FL (ppm)

177



(a) Acido traquilobanico

s 30 2.5 2.0 1.5 ’hl 0.5 0.0

45 4.0
1 {ppm)

(b) AT+AN

85 B.O 7.5 70 6.5 6.0

(c) Controle M

178



(a) Acido traquilobanico

(b) AT+BB

L W |

B.S a0 75 70 6.5 6.0

4.5 4.0
1 {ppm)

(c) Controle

179



(a) Acido traquilobanico

45 4.0
f1 {ppm)

(b) AT+SR

45 4.0
1 {ppm)

(c) Controle

BS a0 75 70 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 {ppm)
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