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Resumo

As culturas agricolas sdo constantemente ameacadas por fungos e, entre as doeng¢as que as acometem
e geram prejuizos econdmicos, o mofo preto, causado pelo patdgeno Aspergillus niger, esta entre as
mais incidentes. O método de controle principal é o uso de fungicidas comerciais. Entretanto, o uso
indevido destes produtos facilita o surgimento de resisténcia fungica, demandando métodos
alternativos. Desta forma, objetivou-se sintetizar trés 1,2,3-triaz6is (3a-3c) derivados do timol, um fenol
natural, e avaliar sua atividade antifiingica frente a A. niger. Os triaz6is foram preparados através de
uma rota sintética de trés etapas, na qual a etapa principal foi a reacédo click, obtidos com rendimentos
de 53 a 70% e caracterizados via métodos de Infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e
de 13C, e Espectrometria de Massas. Os compostos foram avaliados quanto a sua atividade fungicida
na inibicdo de esporos de A. niger nas concentragdes de 300 pg/mL a 0,58 pg/mL, em duplicata. Os
triazéis (3a-3c) apresentaram efeito fungistatico promissor frente ao fungo, destacando-se o composto
3b, que apresentou 0 menor valor de Concentracéo Inibitéria Minima (CIM).

Palavras-chave: Mofo preto. click chemistry. Fenol natural. Fungicidas.
Area do Conhecimento: Ciéncias Exatas e da Terra — Quimica.
Introducéo

Culturas agricolas sdo frequentemente afetadas por microrganismos, como bactérias, fungos, virus
e alguns parasitas, os quais comprometem o desenvolvimento vegetal e a qualidade dos frutos,
ocasionando perdas produtivas e econémicas relevantes. A infec¢do causada por esses agentes pode
comprometer o desenvolvimento das plantas e a qualidade de seus frutos, resultando em perdas
expressivas na producdo e, consequentemente, em impactos econdmicos significativos (Gai; Wang,
2024).

Dentre as doencas ocasionadas por fungos, o Aspergillus niger, comumente chamado de mofo
preto, € um patdgeno encontrado no ar, agua e solo, que acomete frutas e legumes levando a sua
degradacédo (Gautam et al., 2011). O mofo preto € a principal doenca flngica que afeta as tamaras, e
€ caracteristica pela baixa ocorréncia de sintomas visiveis, observados em menos de 10% dos frutos.
Tal particularidade deve-se ao fato de o desenvolvimento da infec¢do ocorrer predominantemente no
interior das frutas (Cohen et al., 2021). Outras culturas como as de uva, amendoim e cebola também
estdo entre as principais a serem acometidas por esta doenca (Palencia; Hinton; Bacon, 2010). Os
métodos de controle adotados atualmente visam impedir o progresso da doenca. Estudos relatam que
o tratamento com fungicidas comerciais nos estagios iniciais de desenvolvimento da doenc¢a diminui
significativamente as col6nias fungicas (Cohen et al., 2021).
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Entretanto, um dos maiores desafios na agricultura € a resisténcia fungica aos fungicidas
comerciais, que pode ocorrer devido ao seu uso continuo ou manejo inadequado. Desta forma, se torna
imprescindivel a busca por métodos de controle alternativos (Ciofini et al., 2022). Os triazéis séo
compostos que vem ganhando cada vez mais destaque nesse segmento, uma vez que diversos
fungicidas sistémicos sédo formulados a partir dessa classe de compostos. Suas caracteristicas sdo
responsaveis por sua ampla aplicacdo na agricultura, como alta estabilidade quimica e fisico-quimica
e baixa biodegradabilidade, além de diversas atividades bioldgicas, como a antifingica (Chen et al.,
2022; Jiang et al., 2020).

Os triazéis atuam diretamente na membrana celular fingica, na qual inibem a sintese do ergosterol,
componente principal da membrana. S&o considerados mais eficientes por atuarem tanto como agentes
protetores, ao promoverem efeito téxico sobre a formacao do tubo germinativo e apressoério do fungo,
€ como agentes curativos, ao inibirem o desenvolvimento do haustério e crescimento micelial (Forcellini
et al., 2001; Parker et al., 2014; Zambolim et al., 2007). Desta forma, o objetivo do presente estudo foi
sintetizar trés 1,2,3-triaz6is-1,4-dissubstituidos a partir do timol, um fenol natural encontrado nas folhas
do tomilho, e avaliar sua ativididade antifungica frente a Aspergillus niger.

Metodologia

A sintese dos trés 1,2,3-triazdis (3a-3c) foi desenvolvida a partir do emprego do timol, um fenol
natural, como matéria prima. A rota sintética foi realizada em trés etapas, na qual a etapa principal para
obtenc¢édo dos derivados 1,2,3-triazélicos foi a reagdo click chemistry de cicloadi¢do 1,3-dipolar entre
um alcino e uma azida catalisada por cobre (Figura 1) (Costa et al., 2020; Oliveira et al., 2025).

Figura 1 — Rota sintética dos derivados triazdlicos a partir do timol.
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Fonte: Préprio autor.

Apés a sintese e caracterizagdo quimica, os trés novos compostos foram submetidos aos ensaios
biolégicos para avaliar sua atividade antifungica frente ao Aspergillus niger. Os ensaios biol6gicos foram
realizados de acordo com o protocolo de padrdo ouro para testes de susceptibilidade para
microrganismos. As cepas do fungo foram cultivadas em meio de cultura ABD (4gua batata dextrose)
por sete dias a 35°C. Uma suspensao de esporos foi preparada em solugao salina 0,85% com 0,1%
Tween 20. A densidade dessa suspensdo foi ajustada em espectrofotdbmetro (densidade Otica entre
0,08 a 0,13 nm).

Os compostos 3a, 3b, 3c e o Tebuconazol (controle positivo) foram testados nas concentracdes de
300 pg/mL a 0,58 pug/mL. Os ensaios foram realizados em microplaca de 96 pocos, em duplicata. Apos
um periodo de 48 horas de incubacdo, 15 pL de corante resazurina 0,01% foram adicionados a
microplaca e submetidos a mais 4 horas de incubacéo, a 35°C. A Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
podde ser identificada através da mudanca de coloragdo do corante de azul para rosa, em que azul
indica auséncia do crescimento e rosa a presenca do crescimento.
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Resultados

A sintese dos derivados triazélicos ocorreu em trés etapas, na qual o timol foi utilizado como material
de partida (Figura 1). A etapa principal para obtencédo dos compostos foi a reacdo de cicloadicao 1,3-
dipolar entre uma azida organica e um alcino terminal catalisada por cobre (l), que levou a obtencao
dos 1,2,3-triazo6is-1,4-dissubstituidos de interesse (3a, 3b e 3c), com rendimentos de 70%, 68% e 53%,
respectivamente. Apds sintetizados e purificados, todos os compostos tiveram suas estruturas
guimicamente confirmadas por métodos espectroscopicos via andlise no Infravermelho e Ressonéancia
Magnética Nuclear de 'H e de 13C, bem como Espectrometria de Massas (Costa et al., 2017; Oliveira
et al., 2025). Ao analisar o espectro de massas do composto 3a, 0 pico em m/z 352,28 [M+H]* esta de
acordo com a férmula molecular esperada, [C21H2sN302 + H*: 352,20]. O pico em m/z 374,28 [M+Na]*
também est4 de total acordo com o célculo esperado para [C2:H2sN302 + Na*: 374,18] (Figura 2). Os
compostos 3b e 3c ndo serdo discutidos no presente trabalho, uma vez que a interpretacéo dos dados
referentes aos mesmos ocorre de forma analoga ao composto 3a e 0 niumero de paginas do resumo
ser limitado, motivo pelo qual os espectros de Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de H
e de 13C também ndo foram apresentados e discutidos.

Figura 2 — Espectro de massas de alta resolugdo do composto (3a).
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Fonte: Proprio autor.

Os compostos triazolicos foram capazes de inibir o crescimento de Aspergillus niger. Sendo os
valores de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) correspondentes a 37,5, 9,3 e 37,5 ug/mL para os
compostos 3a, 3b e 3c respectivamente. O fungicida comercial tebuconazol apresentou atividade
fungicida, com valor de CIM de 2,3 pg/mL. Os compostos triazolicos apresentaram atividade
inicialmente fungistatica, sendo necessario mais estudos para identificar a concentracdo fungicida
desses compostos.

Discusséao

A rota sintética empregada levou a obtencao dos intermediarios (1) e (2) com rendimentos
satisfatorios de 65% e 94%, respectivamente. A Ultima etapa da sintese consistiu no preparo dos
compostos 1,2,3-triazdlicos derivados do timol (3a, 3b e 3c), via reacao de cicloadigdo 1,3-dipolar entre
um alcino terminal e uma azida orgénica (2) catalisada por cobre Cu(l), na qual trés alcinos terminais
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distintos foram utilizados, bem como os solventes diclorometano e agua, e ascorbato de sédio como
agente redutor. O composto (1) foi obtido com rendimento de 65% a partir da rea¢éo do timol com (z)-
epicloridrina, utilizando o brometo de tetrabutilaménio ((Bu),NBr) como catalisador de transferéncia de
fase e hidréxido de potassio (KOH) como base. Na etapa subsequente, procedeu-se a sintese da azida
organica (2), com rendimento de 94%. A formacdo de (2) ocorreu por meio de um mecanismo
concertado, no qual a clivagem e a formacédo de ligacdes acontecem de maneira simultinea em uma
Unica etapa. Nesse processo, 0 oxigénio pertencente ao anel epéxido coordena-se ao hidrogénio do
ion amonio. Em seguida, o ion azido realiza o ataque nucleofilico ao carbono menos impedido do
epoxido, resultando na formacé&o do composto (2) (Lima et al., 2022).

Entre as metodologias descritas na literatura para a sintese de derivados 1,2,3-triazélicos, a reacao
de cicloadicéo foi empregada por ser uma reacao inserida no conceito de click chemistry, proposta por
Sharpless e Meldal em 2002. Atualmente, essa reagéo se tornou o0 método principal e mais empregado
por ser simples, rapido, facilmente executado em laboratério, ndo necessitar de altas temperaturas,
possuir altos rendimentos e levar a formagéo exclusiva do regioisémero 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido
(Lima et al., 2020). As caracteristicas desta reagéo e sua aplicacdo no presente trabalho demonstram
seu potencial promissor para obten¢éo de 1,2,3-triazéis (Costa et al., 2017; Fichtali et al., 2016).

A presenca de anéis aromaticos substituidos em diversos 1,2,4-triaz6is comerciais motivou a
escolha dos alcinos comerciais utilizados na sintese dos derivados 1,2,3-triazélicos do timol. A insergao
de halogénios, particularmente, é uma estratégia valiosa no desenvolvimento de compostos
biologicamente ativos para o desenvolvimento de agroquimicos, uma vez que contribuem para a
ocorréncia de um equilibrio entre eficacia, seguranca ambiental e viabilidade econémica. Estudos
demonstraram que a insercao de diferentes substituintes no anel aromético altera propriedades fisico-
quimicas, como polaridade, &rea superficial e volume, podendo impactar diretamente na atividade
biolégica. Assim, a variacdo sistemética desses substituintes busca elucidar relagBes estrutura-
atividade e fornecer subsidios para o desenvolvimento de compostos mais eficazes (Lima et al., 2024).

No ensaio biolégico, os derivados triazélicos do timol (3a, 3b e 3c) ndo apresentaram atividade
fungicida nas concentracdes testadas. Esse resultado estd associado ao mecanismo de acdo dos
compostos triazélicos. Os triazbis se ligam ao lanosterol 14-a-desmetilase, enzima essencial na
biossintese do ergosterol, componente principal da membrana flngica. A interagdo entre o anel
triazélico com o ferro heme no sitio ativo da enzima leva a ligag&o do triazol a enzima alvo. Essa ligacao
interrompe a via de produc¢éo do ergosterol e promove a ativacdo de uma via alternativa que resulta na
formacdo e acumulo um esterol considerado téxico para a membrana celular fangica. Inicialmente o
efeito dos triazélicos é fungistatico, podendo ter efeito fungicida apés a remodelagdo da membrana
celular que compromete a integridade e gera perda de contetido citoplasmético, ocasionando na morte
celular fangica.

Conclusao

A metodologia empregada permitiu a sintese do epéxido (1), da azida organica (2) e de trés novos
1,2,3-triazdis (3a—3c) a partir do timol, com rendimentos satisfatorios. A reacdo click mostrou-se
eficiente para a obtencdo dos derivados 1,4-dissubstituidos, e as andlises espectroscopicas
confirmaram as estruturas propostas. Os resultados indicam que a estratégia sintética € viavel e pode
ser aplicada para a obteng&o de outros compostos.

Os compostos triaz6licos possuem capacidade inibitéria para o microrganismo estudado. O efeito
fungistatico é promissor, com destaque para o composto 3b que apresentou a menor CIM, sendo 4x a
concentracdo do fungicida comercial Tebuconazol amplamente utilizado na cultura agricola.
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