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RESUMO

A biocatalise consiste no uso de enzimas (microbianas, vegetais ou animais) para
catalisar transformacfes quimicas, principalmente em compostos organicos. Em geral,
as reacOes enzimaticas apresentam muitos atrativos quando comparadas as respectivas
versdes quimicas classicas, por utilizarem catalisadores potencialmente quimio-, regio-
e estereosseletivos, biodegradaveis, oriundos de fontes renovaveis que requerem
condicdes brandas de reacdo (pH, temperatura e pressao) e solventes ambientalmente
amigaveis (dgua, fluidos supercriticos, liquidos idnicos). Por isso, e associado as
pressdes de cunho sécio-econémico-ambiental sofridas pelas indUstrias para a utilizagdo
de processos sustentaveis e mais eficientes, a busca por novos biocatalisadores tem
aumentado consideravelmente. As enzimas envolvidas na conversdo de nitrilas estdo
entre as mais utilizadas industrialmente. Além de seu valor sintético, estas enzimas
exercem um papel fundamental em termos de protecdo ambiental, pois tém sido
empregadas com sucesso na biodegradacdo e biorremediacdo de areas contaminadas
com organonitrilas de origem antropogénica. Assim, neste trabalho realizou-se a
prospeccdo de micro-organismos da biodiversidade brasileira quanto a presenca de
enzimas envolvidas no metabolismo de nitrilas, mais especificamente nitrilases (Nase),
nitrila-hidratases (NHase), amidases e as hidroxinitrila liases (HNLase) através de
ensaios colorimétricos. Nesse estudo foram encontrados 1 hit positivo para nitrila-
hidratase/amidase, 8 para nitrilases e 3 micro-organismos com sistema enzimatico
indefinido dentre 29 micro-organismos analisados. Para a enzima hidroxinitrila liase,
foram avaliados 76 micro-organismos e foram encontrados 27 hits positivos. Estes
resultados foram confirmados por técnicas cromatograficas e espectrométricas. Os
micro-organismos positivos das triagens colorimétricas foram aplicados no estudo de
biodegradacdo do herbicida Totril®. As reacdes do estudo de biodegradacdo do
herbicida Totril® foram acompanhadas por HPLC-MS/MS onde foram encontrados 5
produtos de biodegradacdo (&cido-3,5-di-iodo-4-hidroxibenzoico, &cido-3-iodo-4-
hidroxibenzoico, 2,6-di-iodo fenol, 3,5-di-iodo-4-hidroxibenzonitrila e 3,5-di-iodo-4-
hidroxibenzamida). Dentre esses 5 produtos de biodegradacéo, o 2,6-di-iodo fenol e o
acido-3-iodo-4-hidroxibenzoico, sdo produtos que ndo foram ainda relatados na
literatura.

Palavras-chave: Biocatalise, nitrilases (Nase), nitrila-hidratases (NHase),

amidases, hidroxinitrila liases (HNLase), ioxinil, octanoato de ioxinila, herbicida.



ABSTRACT

Biocatalysis is the use of enzymes (microbial, plant or animal) to catalyze chemical
transformations, primarily of organic compounds. Generally, enzymatic reactions are
much more attractive than the classical chemical alternatives, as they use catalysts that
are potentially chemo-, region- and stereoselective, biodegradable, which come from
renewable sources and that require mild reaction conditions in terms of pH, temperature
and pressure and the use of environmentally friendly solvents (water, supercritical
fluids, ionic liquids). Therefore and associated to the socioeconomic and environmental
pressures exerted on industries to use sustainable and more efficient processes, the
search for new biocatalysts has increased considerably. Nitriles converting enzymes are
among the most widely ones used industrially. In addition to their synthetic value, these
enzymes play a key role in protecting the environmental as they have been successfully
used in the biodegradation and bioremediation of areas contaminated by man-made
organic nitriles. Thus, herein we intend to investigate microorganisms from Brazilian
biodiversity in terms of enzymes involved in the metabolism of nitriles, more
specifically nitrilases (Nase), nitrile hydratase (NHase), amidases and hydroxynitrile
lyase (HNLase) through colorimetric assays. It was found 1 positive hit for nitrile
hydratase/amidase, 8 for nitrilases and 3 microorganisms with undefined enzymatic
system within the 29 evaluated microorganisms. Regarding the enzyme hydroxinitrile
lyase, 76 microorganisms were evaluated and 27 positive hits were found. Those
colorimetric assays were confirmed through chromatographic and spectrometrically
techniques. The positive hits found in the colorimetric assay were applied in the study
of biodegradation of Totril® herbicide. These reactions were monitored by HPLC-
MS/MS and there were found 5 biodegradation products (3,5-diiodo-4-hydroxybenzoic
acid, 3-iodo-4-hydroxybenzoic acid, 2,6-diiodophenol, 3,5-diiodo-4-
hydroxybenzonitrile and 3,5-diiodo-4-hydroxybenzamide). Within these 5 products of
biodegradation, 2,6-diiodophenol and 3-iodo-4-hydroxybenzoic acid haven’t been
reported in the literature yet.

Keywords: Biocatalysis, nitrilases (Nase), nitrile hydratase (NHase), amidases,

hydroxynitrile lyase (HNLase), ioxynil, ioxynil octanoate, herbicide.
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1. INTRODUCAO

1.1 Processos biotecnolégicos

A sustentabilidade é fundamental para melhorar ou, pelo menos, manter a qualidade
de vida na sociedade moderna. De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas
(ONU), o desenvolvimento sustentavel é o desenvolvimento que atende as necessidades
da geracdo atual, sem esgotar 0s recursos naturais necessarios a absor¢do das demandas
das geracdes futuras.>? Aplicada a processos quimicos, a sustentabilidade esta associada
ao conceito de quimica verde, que tem a preocupacdo de reduzir e/ou eliminar a
formacdo de produtos nocivos a salde e ao meio ambiente. Nesse contexto a
biotecnologia é uma alternativa para processos quimicos mais sustentaveis, e é definida
como "qualquer aplicacdo tecnoldgica que utilize sistemas bioldgicos, organismos vivos
ou seus derivados, para fabricar ou modificar produtos ou processos para utilizagdo
especifica”. 1

A era da biotecnologia foi iniciada com a utilizacdo de biocatalisadores (células
integras e/ou enzimas isoladas de micro-organismos) em processos industriais. No
entanto, mesmo sem a consciéncia da sua existéncia, 0 homem ja utilizava micro-
organismos na producdo de géneros alimenticios e bebidas, desde o inicio da
civilizagdo.

Entre os processos biotecnoldgicos, a Biocatalise é uma tecnologia atraente para a
manufatura de produtos quimicos, farmacéuticos e agroguimicos com alto valor
agregado, pois apresenta caracteristicas importantes, capazes de diferencia-la dos
métodos tradicionais. Neste aspecto, destacam-se: condi¢des brandas de reacdo
(pressdo, temperatura e pH), uso de solventes ambientalmente amigéveis (&4gua e fluidos
supercriticos), utilizacdo de biocatalisadores oriundos de fontes renovaveis (micro-
organismos, plantas ou animais) que podem ser quimio-, regio- e estereosseletivos, além
de serem biodegradéveis. *®

A busca por processos biotecnolégicos tem apresentado um crescimento
significativo, culminado na expansdo do valor do mercado mundial de enzimas. Em
2010, o valor estimado foi de 3,3 bilhGes e deve chegar a 4,4 bilhdes até 2015, com um
crescimento anual de 6,6%.” Isto deve-se & adaptacdo da indUstria aos novos conceitos

de sustentabilidade e caracteriza-se como uma resposta as pressdes de cunho
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socioecondémico e ambiental sofridas nas Ultimas décadas. Outra for¢ca motriz desse
crescimento é a biodiversidade de micro-organismos existentes na natureza e a
necessidade de descobrir novos biocatalisadores para a sintese de blocos construtores
quirais e seus produtos enantiomericamente puros, atendendo as exigéncias de agéncias
regulamentadoras, como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o
Food and Drug Administration (FDA). >*°

1.2 Enzimas envolvidas no metabolismo de nitrilas

As nitrilas sdo compostos organicos que contém o grupo ciano (CN), de ampla
utilizacdo na industria quimica para a sintese de aminas, amidas, amidinas, acidos
carboxilicos, ésteres, aldeidos, cetonas e compostos heterociclicos economicamente
relevantes (Esquema 1). S&o empregados ainda como intermediérios sintéticos para

produtos agricolas e farmacéuticos. %

Esquema 1- Diversidades estruturais acessiveis através da manipulagdo de nitrilas. R e R’
representam quaisquer grupos alquil ou aril.

R-CONH,

\ T P R—-COOH
R-CH,NH, «— R-CN —» R_COOR'

R-CH=NOH
Fonte: adaptado de BANERJEE, A. et al."® e OLIVEIRA, J. R.de. ™

R—CONHR'

R-CH=NH R=CH,0H

Na natureza as nitrilas sdo disponibilizadas através de biossintese por plantas,
fungos, bactérias, algas, insetos entre outros seres vivos, como forma de armazenamento
de nitrogénio e carbono, ou como mecanismo de defesa (liberagdo de HCN).™

As nitrilas podem ser sintetizadas ou convertidas em seus derivados
enzimaticamente. ** *® As nitrilases, nitrila-hidratases, amidases e hidroxinitrila liase,
enzimas de interesse na triagem de micro-organismos realizada nesse projeto, s@o
exemplos de enzimas que realizam estas conversées. O Esquema 2 apresenta as rotas

enzimaticas de biotransformac&o do grupo ciano em nitrilas organicas e inorganicas. 3
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Esquema 2 - Rotas enzimaticas envolvidas no metabolismo de nitrilas. Destacam-se em

azul as enzimas de interesse deste projeto.

R\C/,O
NH; + HCN + |l|

Aldeido

Nitrila

H,O
sintetase

H
Y
N “OH
Aldoxima

Aldoxima
H,0. desidratase

Nitrogenase | RCH,CH; * NHj

Nz Nase NH,
R=C-COOH + NH3| RCH,COOH == = R\(\:,CN
H
Amino acido 2H,0 l\_i
R-COOH + NH; Amidase
Acido carboxilico H,0
NHase
Acil CoA sintetase NH2,0
H NHz | RCH,CONH,
o Q
R—C—SCoA R-C—NH;
Acil CoA )
Amida

RCH,CN
Cianeto HCOOH + NHj
diidratase
Oxigenase Cianeto
+ HCN i
RCH(OH)CN —— > RCHO hidratase HCONH,
HNLase
Cianase
CO; * NH,

Fonte: adaptado de BANERJEE, A. et al.®

A hidrolise é a reacdo mais comum entre 0S micro-organismos para metabolizar o

grupo ciano e também a via mais utilizada em processos de biodegradacdo e

biorremediacédo. As nitrilases e amidases atuam por esta via. A nitrila-hidratase, por sua

vez, atua na hidratacdo de nitrilas e hidroxitrila liase realiza a clivagem e sintese da

cianoidrina. 31819

1.2.1 Hidroxinitrila liase (HNLase)

As liases sdo enzimas capazes de clivar ligages C-C, C-O, C-N, C-S, C-haletos, P-O

gerando ligacbes duplas ou compostos ciclicos através de reacBes de eliminacdo,

excluindo reacGes de hidrolise e oxidacBes. Alternativamente, estas enzimas também

sdo capazes de adicionar grupos substituintes as ligacdes duplas. As hidroxinitrila liases

(HNLase; EC 4.1.2.xx) pertencem a categoria das aldeido liases (dentro da subclasse C-

C liases) e catalisam a condensacdo de cianeto a aldeidos formando cianoidrinas

(Esquema 3). %
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Esquema 3- Reacdo catalisada pela Hidroxinitrila liase.

OH N w
& m‘zg - Q

R_I
\C|: . R/C\H + HCN

H
Fonte: adaptado do PDB (1DWP) utilizando o software Pymol.

As hidroxinitrilas liases sdo encontradas em plantas pertencentes a familia
Pteridofitas, como as samambaias, em micro-organismos como bactérias
(Chromaobacterium, violaceum, algumas espécies de Pseudomonas) e/ou fungos (A.
sydowii) e insetos (mariposa Zygaena trifollii). Essas enzimas sdo utilizadas pelas
plantas como mecanismo de defesa contra predadores (fungos e herbivoros), através da
liberacdo de 4cido cianidrico (HCN). 2%

A proposta da reacdo de clivagem reversivel da mandelonitrila catalisada por
hidroxinitrila liase pode ocorrer via catéalise acida/basica através do residuo His 497
(Esquema 4). ?* # Os detalhes do mecanismo ainda ndo foram elucidados, mas é
provavel que o cianeto seja estabilizado pelo potencial eletrostatico positivo no sitio
ativo da enzima onde o aminoacido His 497 atue como uma base que abstrai o proton da
hidroxila da mandelonitrila. De acordo com o modelo proposto, esta hidroxila esta a
uma distancia razoavel para que as faz trés ligagdes de hidrogénio com os aminoacidos
Cys 328 e Tyr 457 seja possivel. 2 % A segunda histidina do sitio ativo, His 459, é
provavelmente a responsavel pela protonacdo do ion cianeto clivado. O cianeto é
estabilizado pelo potencial eletrostatico positivo na regido do centro ativo (indicado por
uma carga positiva). Durante a reacdo o cofator desta enzima, FAD, mantém a

integridade estrutural da mesma. %
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Esquema 4 - Proposta mecanistica da reacéo catalisada pela hidroxinitrila liase.

+ MAN * BEN
S~ -
Q" Tiras7 Q" Tir 457
R —_— /,/ H

H
‘N H R - ‘N “
3 e H / H.
NWO RO s /NWO -Ho s
FAD \ : H [ Cys 328 o N . [ Cys 328
N__NH | | N__NH N H
D N FAD y
o ; His 497 o] : His 497
Ho ¢ Ho ()
N N N N
| ) H | ) H
N N
; Ser 496 : Ser 496
Lis 361 Lis 361
] J 3H0 H,0 H HCN
H
= . O’H
N BEN
.
-
. H " Triras7
~ H-0 o AHH
\ 1 /,’ NS -
H ,|‘-| Tir 457 H /) N/, ‘ H [e) H\S
\ — : Cys 328
L Heg o (wa)\fO : N
N _o © H [ Cys 328 2 \ H N '
Y ! ' NoNH ¢ His 497
‘ FAD J
o | ) N
N ) H
His 459

His 450 .
Ser 496

IR G (/N//LHis 497
o | ) H{N '
Lis 361 Ser 496
Lis 361
Fonte: adaptado de DADASHIPOUR, M. etal. 2 e DREVENY, I. et at.?

Industrialmente as hidroxinitrila liases tém sido utilizadas para a obtencdo de
aldeidos e cetonas a partir de uma fonte de cianeto e também para a obtencdo de uma
cianoidrinas quirais na reacdo reversa. Os intermediarios obtidos sdo versateis, podendo
ser utilizados em produtos quimicos e farmacéuticos, como por exemplo, na sintese da

(R)-pantolactona, um intermediario sintético da vitamina B5 (Esquema 5). %

Esquema 5- Sintese da (R)-pantolactona a partir de uma cianidrina quiral catalisada pela

HNLase.

0 HsC OH

HaC OH
HO\)</U\H + HCN HNLase chm Hidrélise $
- > OH — > HC

o o

(R)-Pantolactona

Fonte: adaptado de PSCHEIDT, B.; AVI, M. et al.?
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1.2.2 Nitrilases (Nase)

As nitrilases (EC 3.5.5.xx) sdo enzimas que catalisam a hidrélise de nitrilas
diretamente nos respectivos acidos carboxilicos (Esquema 6) e pertencem a classe das
hidrolases.** Essas enzimas sdo encontradas na natureza em bactérias (Rhodococcus,
Nocardia, Acinetobacter, Alcaligenes, Pseudomonas), fungos (Fusarium, Gibberella,
Aspergillus, Penicillium), leveduras (Candida, Pichia, Saccharomyces, Debaryomyces e

Geotrichum) e plantas (Sinapis alba e Brassica rapa). >

Esquema 6 - Reacdo catalisada pela Nitrilase.

+ NH3

Fonte: adaptado do PDB (3KLC) utilizando o software Pymol.

A proposta para a reagdo de hidrolise enzimatica da nitrila catalisada pela nitrilase é
apresentada no Esquema 7.

Na reacdo de hidrolise enzimatica da nitrila estdo envolvidos trés residuos de
aminoacidos (triade catalitica) no sitio ativo da enzima, o &cido glutamico (Glu),
cistefna (Cis), lisina (Lis), e uma molécula de agua.'* %*

Na primeira etapa da reagdo, um grupo sulfidrilico da cisteina realiza o ataque
nucleofilico ao carbono eletrofilico do grupo ciano, formando assim um intermediario
“tioimidato-enzima”. Esse intermediario posteriormente é hidrolisado por uma molécula
de 4gua para formar um intermediario tetraédrico.* %

O nitrogénio do intermediario tetraédrico é protonado ao capturar um préton do
acido glutamico. A protonacdo do nitrogénio tetraédrico favorece a eliminacdo da
amonia e formacdo do complexo covalente tioéster-enzima. Assim o complexo tioéster-
enzima € hidrolisado por uma molécula de agua para formar o correspondente

carboxilato.'* %
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Esquema 7 - Proposta mecanistica da reacdo de hidrdlise de nitrilas por nitrilases.

',—is Lis II_iS
N \ *
HUH Hh My
s H\.Oﬂ' 7 H-. /H H--.
R-C=N’ N . RN o H Jo)
-2 Glu C NN _ o ! I
Y ] -2 Glu - _N. .- P> Glu
Q‘H s $\“o O>_ Rac /O>
e . 00 L7 |
o) Cis H ~°H S u Y
|

tioimidato-enzima

Cis intermediario tetraédrico
Lis Lis
oy 1
N. N
(@] _.H |l| H H”,H\H
+ -7 “‘~ ~ <
- O R - 7
Glu)ko R)J\OH D ¥ 05 ~NHy ROy
S > —Glu RE_N{ "~ 2>—Glu
+ Lis-NHZ—H + H-S-Cis + NH; Cis” ?,Ofl'_l\,fo (|:;+ }_(; p
S HTH

tioéster-enzima L.
Fonte: adaptado de MARTINKOVA, L. etal.?

As nitrilases sdo também utilizadas em sinteses organicas assimétricas e em separacfes
de misturas racémicas. Um exemplo de uso em nivel industrial é na producdo do &cido
R-(-)-mandélico a partir da mandelonitrila. O acido R-(-)-mandélico ¢ um bloco
construtor quiral para a producao de produtos farmacéuticos como o antibidtico beta-

lactamico Cefaclor (Esquema 8). °

Esquema 8 - Esquema retrossintético para a obtencdo do Cefaclor a partir da resolucédo
cinética da () mandelonitrila.

OH OH
NH, s + 2H,0
H H ) cl — COOH Nase 2 CN
N
(@] COOH
(@] )
R-(-)-Acido Mandélico +)-Madelonitrila
Cefaclor 0 ®

Fonte: adaptado de YAMAMOTO, K. et al.”®

1.2.3 Nitrila-hidratases

As nitrila-hidratases (EC 4.2.1.xx) pertencem a classe das liases (subclasse hidro-
liases) e catalisam a hidratacdo da nitrila para a respectiva amida (Esquema 9). Estas
enzimas sdo dependentes de Fe™ ou Co*® como cofatores e por isso s&o classificadas em
dois grandes grupos: NHases dependentes de ferro(lll) e NHases dependentes de

cobalto(l11).%° Elas ja foram encontradas em fungos (Candida guilliermondii, Candida
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famata e Myrothecium verrucaria) mas sdo normalmente produzidas em bactérias
(Nocardia sp. NCIB 11216, Rhodococcus sp., Pseudomonas fluorescens e Klebsiella

ozaenae).3%%?’

Esquema 9- Reacdo catalisada pela Nitrila-hidratase.

HZO O
R-C=N ,C\

%«ﬁ ,a

Fonte: adaptado do PDB (3 A8G) utilizando o software Pymol.

A presenca dos ions metalicos no sitio ativo da enzima deve-se ao fato de serem
otimos catalisadores para hidratacdo da ligacdo —CN. S&o importantes também para
reforcar a flexibilidade e estabilidade da subunidade da cadeia polipeptidica das
NHases. Os ligantes tiolatos de cisteina (Cis 109, Cis 112 e Cis 114) e dois atomos de
nitrogénio (Ser 113, Cis 112) estdo coordenados ao metal na subunidade o da enzima. O
Esquema 10 apresenta uma proposta mecanistica para a reacdo de hidratacdo de nitrila

catalisada pela enzima NHase.?

Esquema 10 - Proposta mecanistica para a reacdo de hidrolise da nitrila catalisada pela
NHase.

Cls 109
Cis114 Ser 113

/0 M+x Cis114 ‘ N Ser1t3 N
—s—\ T
cis112 O Cis 112 ‘ imidato
is
OH l Tautomerismo

Cis 109
8

|
c
L
R-C“NH,
M x = Fe3*ou Co?* amida

Fonte: adaptado de CHEN, J. et al. %

O carbono do grupo ciano sofre um ataque nucleofilico do ion hidréxido que esta
coordenado ao metal do sitio catalitico da enzima, levando a formacdo de um imidato.

Esse imidato por tautomerizacdo forma a amida.**%
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Como exemplo de aplicacdo industrial de nitrila-hidratases pode-se citar a sintese
da acrilamida a partir da acrilonitrila (Esquema 11). A acrilamida é um polimero
utilizado no tratamento de agua potavel e aguas de reuso. E também utilizada na
producdo de colas, papel, cosméticos, entre outros. A producdo da acrilamida consiste
em um dos maiores processos biocataliticos da industria quimica, a Mitsubishi Rayon
(anteriormente Nitto Chemicals), por exemplo, produz mais de 30 mil toneladas de

acrilamida por ano.?®

Esquema 11- Esquema sintético da obtencdo da acrilamida a partir da acrilonitrila.

H,O
NH,
ZCN N /\ﬂ/
NHase O
Acrilamida

Fonte: adaptado de TORRELO, G. et al.?®

1.2.4 Amidases

As amidases (EC 3.5.1.4) sdo enzimas que catalisam a hidrdlise de amidas aos
correspondentes acidos carboxilicos e aménia (Esquema 12). Essas enzimas sdo
encontradas em bactérias (Nocardia, Rhodococci e Arthrobacteria), fungos e plantas.

13,26

Esquema 12 - Reacdo catalisada pela Amidase.

Fonte: adaptado do PDB (3 A1K) utilizando o software Pymol.

A proposta das etapas da reacdo de hidrolise de amidas catalisadas por amidase é
apresentada no esquema Esquema 13.
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Esquema 13 - Proposta da reagéo catalisada por amidases.

H>0 0
,c,) Amidase-H H’\/—\ 9 ICI: }
/C\ Rk(? I.\iH e /C\ . R/ \OH + Amidase
R™~ NH, eNH2 Y R”“Amidase
|
Amidase NH3
) ) intermediério
R =aril, alquil tetraédrico

Fonte: adaptado de CHEN, J. et al.*®

A enzima atua realizando um ataque nucleofilico ao carbono ligado ao grupo
amida, produzindo um intermediario tetraédrico que, por sua vez, é convertido em
complexo acilo-enzima, liberando a molécula de amdnia. ApOs essa etapa ocorre 0
ataque nucleofilico ao carbono carbonilico do complexo acilo-enzima por uma molécula
de 4gua, formando assim o 4cido carboxilico.**%

Um exemplo de biotransformacédo catalisada por amidase é a resolugdo enzimatica
da (x)-2,2-dimetil ciclopropano carboxiamida fornecendo a (S)-2,2-dimetil ciclopropano
carboxiamida. Nesse exemplo oberva-se também a acdo de outra enzima, a nitrila-
hidratase, que converte a nitrila em sua respectiva amida. O isémero (S-2,2-dimetil
ciclopropano carboxiamida (Erro! Fonte de referéncia n3o encontrada.) € um
ntermediario utilizado na producdo do antibiotico Cilastatina, cujo mecanismo de agédo

consiste na inibicdo da enzima desidropeptidase renal.?**

Esquema 14 - Andlise retrossintética para a obtencéo da (S)-2,2-dimetil cliclopropano
carboxiamida, a partir da (x)-2,2-dimetil ciclopropano carboxiamida.

>§A - - i i
NH NH, — R-amidase + H,O NHase+ H,O
N + p—— >
Hoocw ! —_— .
/Hk ‘COOH

S”: COOH CONH, CONH, CN
(R) - 2,2-dimetil (S) - 2,2-dimetil ‘(:ilglgrgpdr'ofgztr']'o (#)- 2,2 -dimetil
Cilastatina ciclopropano ciclopropano PTOL cicloropropano
acido carboxilico carboxiamida carboxiamida carbonitrila

Fonte: adaptado de SHAW, N. M. et al. ®® e ZHENG, R. et al. *°
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1.3 Biodegradacéao de herbicidas

A producdo agricola atual exige uma intensa utilizagdo de pesticidas, com 0s quais
se faz o controle quimico de ervas daninhas, insetos e micro-organismos nocivos as
culturas possibilitando assim, a producdo e colheita em grande escala de alimentos com
a participacdo reduzida do trabalho humano.®! Otimizar a producdo de alimentos se faz
necessario devido ao crescimento populacional, que de acordo com a Organizacdo das
NacOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO), dos atuais 6 bilhdes deve
expandir para 9 bilhdes até 2050. Para que todos tenham acesso a comida, a oferta de
alimentos precisa aumentar em 70% nos préximos 40 anos.*?

A utilizacdo de pesticidas auxilia no aumento da producgéo agricola. Com destaque
para os herbicidas, uma classe de produtos quimicos utilizados na agricultura para o
controle de ervas daninhas. No Brasil esses produtos foram os agrotoxicos mais
vendidos no periodo de 2010 a 2011, com uma participacdo de 45% sobre as vendas

totais dos agrotéxicos (Figura 1). *

Figura 1 - Vendas dos agrotdxicos entre 2010 e 2011 no Brasil.

& Herbicidas
i Inseticidas
i Fungicidas
2% i Acaricidas
& Outros

Fonte: adaptado de AGENCIA NACIONAL DE VIGIANCIA SANITARIA.

Apesar da importancia do uso de herbicidas para o controle de ervas daninhas na
agricultura, estes pesticidas oferecem riscos a0 meio ambiente, uma vez que causam a

poluicdo do solo e consequentemente a poluicdo da dgua nos lencéis freaticos.®® Além
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disso, em funcdo de sua toxicidade, oferecem riscos ocupacionais a saude humana,

podendo causar: perda de peso, vomito, febre, dores de cabeca entre outros sintomas. **

Os herbicidas benzonitrilados Bromoxinil, Diclobenil e loxinil no Brasil sdo ou

foram amplamente utilizados nas culturas de cana-de-agucar, macieira e cebola/ alho,

respectivamente. S&o vendidos comercialmente com os nomes: Buctril®, Casoron 67, e

Totril®. Abaixo seguem as estruturas quimicas destes compostos e seus respectivos
nomes IUPAC (Tabela 1). **

Tabela 1 - Herbicidas benzonitrilados Diclobenil, Bromoxinil e loxinil, estruturas e nomes

IUPAC.
Herbicidas Bromoxinil Diclobenil
(Nome comum)
CN
CN
Estrutura Cl Cl
Br Br
OH
Nome 3,5-dibromo-4-hidroxibenzonitrila 2,6-diclorobenzonitrila
IUPAC ’ '
Herbicidas loxinil loxinil
(Nome comum) (octanoato de ioxinila)
I
CN
Estrutura
| | | |
OH O\H/\/\/\/
e)
Nome .. ] . _ octanoato de 4-ciano-2,6-di-
IUPAC 3,5-di-iodo-4-hidroxibenzonitrila iodofenil

Fonte: adaptado de HOLTZE, M. S. et al. ®

No Brasil o Bromoxinil possui registro exclusivo para exportacdo,® o Totril®

(octanoato de ioxinila e o ioxinil) € comercializado pela empresa alema Bayer (Crop

Science Division), enquanto o Diclobenil, por sua vez, teve sua monografia excluida em
2002 (Resolugdo RDC n° 347 de 16 de dezembro de 2002) sendo proibida sua utilizacdo

desde entdo. Entre os herbicidas citados acima, somente o Totril® tem autorizagdo do

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para comercializagdo e

utilizac&o em plantacdes de cebola e alho.*®
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Na Ameérica do Sul o Brasil € maior produtor, sendo que a produgdo nacional de
cebolas em 2013 foi de 1.519,0 mil toneladas, enquanto a producéo de alho foi de 107,0
mil toneladas. *"

De acordo com os registros do Totril® na Unido Européia e Brasil, o octanoato de
ioxinila e o ioxinil possuem 0 mesmo nome comum ‘“ioxinil”. No entanto estes
compostos sdo quimicamente distintos o que resulta em propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas diferentes. A presenca da cadeia dos 8 atomos de carbonos na cadeia lateral
do éster octanoato de ioxinila torna esse herbicida mais lipofilico, sugerindo sua maior
absorcéo pelas folhas das ervas daninhas, além de menor mobilidade e susceptibilidade
a lixiviacdo quando comparado ao loxinil.*®

Estudos recentes demonstraram que a toxicidade do octanoato de ioxinila e do
ioxinil também difere. O octanoato de ioxinila apresenta maior toxicidade, sendo quatro
vezes mais potente do que o ioxinil na inibicdo da comunicacdo intercelular, mediada
por jungdes comunicantes (ou jungdes “gap”) O que, consequentemente, torna-o mais
nocivo as ceélulas podendo levar ao desenvolvimento de céncer. Esse estudo €
particularmente importante dado ao fato de que estes compostos sdo muitas vezes
considerados semelhantes no que diz respeito & avaliagdo de risco.*’

O comportamento do octanoato de ioxinila no solo ainda é pouco conhecido. Desta
forma, verifica-se a necessidade de um estudo de sua biodegradacgdo para averiguar se
0s produto de biodegradacdos formados sdo mais ou menos tdxicos que o composto
inicial, permitindo, assim, uma avaliacdo do impacto ambiental bem como a garantia da

seguranca dos alimentos.
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2.0BJETIVOS
1) Realizar a bioprospecgdo de linhagens microbianas da biodiversidade brasileira

quanto a presenga das enzimas hidroxinitrila liases - HNLase (EC 4.1.2.xx), nitrilases -
Nase (EC 3.5.5.xx), nitrila-hidratases - NHase (EC 4.2.1.xx) e amidases (EC 3.5.1.xx)
através de ensaios de triagens enzimaticas colorimeétricos e confirmar os resultados

destes ensaios por técnicas cromatogréaficas e/ou espectrométricas (Esquema 15);

Esquema 15 - Reag¢Bes monitoradas nos ensaios enzimaticos.

OH Q + -
HNLase * H + CN

1 2
CN HN_ O HO. -0
C
NHases Amidase
| | + H0 + H,0 | |
OH ' '
3 OH 05H
4 T
Nase

Fonte: a autora.

2) Estudar as rotas enzimaticas de biodegradacdo do herbicida benzonitrilado
Octanoato de loxinila/ioxinil, regulamentado no Brasil pela ANVISA para uso em

lavouras de cebola e alho (Figura 2);

Figura 2- Formula estrutural dos herbicida octanoato de ioxinila (6) e ioxinil (7).

@

o) OH
octanoato de 4-ciano-2,6-di-iodofenil 4-hidroxi-3,5-di-iodobenzonitrila
6 7
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3.PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Biocatalisadores

Entre os micro-organismos utilizados neste trabalho, uma parte sdo bactérias
provenientes da Colecdo de Micro-organismos do Laboratorio de Biocatalise do 1Q-
UNESP (Milagre) MLH 01-MLH 63, dentre esses micro-organismos 0os MLH 31, 54,
60 e MLH 61 foram isolados do solo de uma Fazenda de Cebolas na cidade de S&o José
do Rio Pardo, um dos maiores centros produtores de cebola do estado de S&o Paulo e
que utiliza o herbicida Totril®. Os micro-organismos restantes séo leveduras e foram
obtidos da Colecdo de Micro-organismos do Centro de Estudos de Insetos Sociais
(CEIS), fornecidos pelo Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca, do Instituto de
Biociéncias da UNESP - Rio Claro, esses micro-organismos foram isolados de insetos
sociais como abelhas e formigas, e dos seus respectivos ninhos (Tabela 2). Esses micro-

organismos estdo em fase de identificacédo e classificacdo taxondmica.
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Cadigo
N6PLF1
TO375
KFP246
TO373
N2PPSA2
TO213
TO210
TO187
N12PLA2
TO1107
TO354
TO376
TO813
N2PVF2
TO352
N8PLF1
N2PPSA4
N2PVEF3
MLH 01
MLH 02
MLH 03
MLH 04
MLH 05
MLH 06
MLH 07

Tabela 2 - Micro-organismos utilizados nos experimentos.

Colecéo

CEIS
CEIS
CEIS
CEIS
CEIS
CEIS
CEIS
CEIS
CEIS
CEIS
CEIS
CEIS
CEIS
CEIS
CEIS
CEIS
CEIS
CEIS
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre

Cddigo
MLH 08
MLH 09
MLH 10
MLH 11
MLH 12
MLH 13
MLH 14
MLH 15
MLH 16
MLH 17
MLH 18
MLH 19
MLH 20
MLH 21
MLH 22
MLH 23
MLH 24
MLH 25
MLH 26
MLH 27
MLH 28
MLH 29
MLH 30
MLH 31
MLH 32
MLH 33

Colecéo
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre

Fonte: a autora.

Cddigo
MLH 34
MLH 35
MLH 36
MLH 37
MLH 38
MLH 39
MLH 40
MLH 42
MLH 43
MLH 44
MLH 45
MLH 48
MLH 49
MLH 51
MLH 52
MLH 53
MLH 54
MLH 55
MLH 56
MLH 57
MLH 59
MLH 60
MLH 61
MLH 62
MLH 63

Colecéo
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
Milagre
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3.1.1 Armazenamento e preservacao dos micro-organismos

Os micro-organismos foram repicados continuamente em tubo de ensaio com agar
inclinado e/ou placas de Petri em meio de cultura adequado (caldo nutriente - NB,
Sabouraud ou Gymp) e armazenados a 4°C para uso de rotina. A viabilidade celular foi
avaliada a cada seis meses e ndo foram verificados problemas quanto ao crescimento

dos mesmos.

3.2 Equipamentos

3.2.1 Detector de cianeto
Identificacdo do equipamento: Scientific Corporation.
Modelo: Gas Badge Pro.

3.2.2 Incubadora com agitacéo orbital
Identificacdo do equipamento: Shaker da Tecnal.
Modelo: modelo TE 424.

3.2.3 Centrifuga de bancada
Identificacdo do equipamento: Cetrifuga Excelsa® I
Modelo: 206 bl

3.2.4 Agitador digital
Identificacdo do equipamento: IKA ®
Modelo: MS 3

3.2.5 Espectrofotometro multifuncional
Identificacdo do equipamento: BioTek, USA
Modelo: Synergy 2 Multi-Mod

3.2.6 Espectrofotdmetro visivel
Identificagdo do equipamento: BEL PHOTONICS
Modelo: SP 1105
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3.2.7 Cromatografia em fase gasosa com ionizagao por deteccdo em chama (CG-
FID)

O cromatografo (CG-FID Shimadzu, Modelo 2010 Plus) operou a um fluxo
constante de gas H, de 40 mL min™, ar sintético 400 mL min™* e N, 30 mL min™. A
temperatura do injetor foi igual a 260°C e temperatura do detector 300 °C, as injecdes
foram feitas no modo “split’, com injecdo de 1puL na concentragdo de,
aproximadamente, 1mg/mL. A programacgdo do forno foi 80°C - 3’ (30°C/min -
280°C)-5” e o tempo total do método foi de 14,67 minutos. Utilizou-se uma coluna
capilar de silica fundida Restek Rtx®-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, 5%

fenilmetilsiloxano).

3.2.8 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas (HPLC-MS/MS)

Para a realizacdo das andlises por HPLC-MS/MS (AB SCIEX, 3200 QTRAP) a
eluicdo cromatogréfica foi realizada em coluna Kinetex C18 5 um (150 x 4.6 mm) sob
temperatura de 40°C e foi empregado o seguinte gradiente de eluicdo em um sistema
binario 4gua (A) e acetonitrila (B): inicialmente foi aplicado 0,0 — 0,5 min (10%
acetonitrila), 0,5 — 14,0 min (100% acetonitrila), 14,0 — 17,0 min (100 % acetonitrila),
17,0 — 17,5 min (100 — 10% acetonitrila) condicionando-se a coluna por mais 5 min
(tempo total do método = 22 min). O fluxo da fase mével foi mantido a 1000 pL/min e
as aliquotas retiradas (20uL) da reagcdo de biotransformag¢do foram diluidas em
Metanol/Agua (1000:1).

A deteccdo por espectrometria de massas (3200 QTRAP) foi feita através do
experimento de varredura de ions no modo enhanced (EMS, enhanced mass scan —
utilizando o analisador ion trap linear). Dessa forma, uma amostra padrdo do material de
partida foi utilizada para a otimizacao das condi¢des de ionizacdo e parametros da fonte.
A analise do padrdo octanoato de ioxinila foi otimizada no massas via infusdo direta
(seringa automética com fluxo de 10uL/min) e na concentracdo de 500ppb (metanol e
agua 1:1). A ionizacao foi obtida com uma fonte de Turbo lon Spray (e ectrospray)
operando no modo negativo uma vez que, no modo positivo ndo foi possivel verificar os
compostos. Os parametros da fonte de ionizacdo comum a todos 0s compostos de
interesse foram: lonSpray: -4500 V, Temperatura: 550°C, Gas 1: 45 psi, Gas 2: 45 psi e
Curtain Gas: 12 psi, Declustering Potential (DP): -40V e Entrance Potential (EP): -11V.

Experimentos de ions fragmentos (EPI, enhanced product, ion utilizando novamente o
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ion trap linear) também foram conduzidos para maiores informacgdes estruturais dos
possiveis produtos formados. A energia de colisdo aplicada variou de 25 — 50V para 0s

diferentes ions precursores analisados.

3.3 Ensaio enzimatico para a triagem de Hidroxinitrila liase

3.3.1 Medidas de seguranca para o trabalho com cianeto

Os ensaios enzimaticos relacionados a triagem das enzimas HLNase envolvem a
liberacdo de cianeto. Todas estas reagOes foram realizadas em capela com exaustio
eficiente e monitoradas com um detector de cianeto. Os residuos destas rea¢des foram
neutralizados com solucdo aquosa de NaOH 1% e armazenados em frascos
devidamente rotulados para posterior descarte, conforme recomendado pelo 1Q-
UNESP, nas normas de Gerenciamento de Residuos Quimicos.*

3.3.2 Procedimento para a triagem enzimatica
O ensaio enzimatico para a triagem de HNLase, foi realizado em duas etapas:

Cultivo dos micro-organismos e Triagem enzimatica:

Cultivo dos micro-organismos

Os micro-organismos foram cultivados em 10 mL de meio de cultivo adequado e
incubados por 24h a 28°C sob agitacdo orbital de 156 rpm. Apds o crescimento dos
micro-organismos o meio foi centrifugado por 10 minutos, 3000 rpm e 60rpm/s® de
aceleracdo. O sobrenadante foi desprezado e a biomassa lavada e ressuspendida em
tampdo citrato-fosfato pH 5,0 (0,05M) em quantidade suficiente para atingir a
concentragéo celular de 200 mg/mL.

Triagem enziméatica

A triagem enzimatica foi realizada através de ensaio colorimétrico por deteccdo
indireta e em formato miniaturizado (microplaca de 96 pogos, 200 pL de reacdo). Em

cada poco da microplaca foram adicionados os reagentes conforme o Fluxograma 1.
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Fluxograma 1 - Fluxograma para as triagens enzimaticas para atividade HNLase em
microplaca

130 pL de tampéo Citrato fosfato pH 5,0.
20 pL de células (biomassa 200 mg/mL).
10 pL de Solucdo de cianidrina (Mandelonitrila 7,28 mM solubilizada em 14 uL. de DMSO).

As micro-placas foram agitadas a 500 rpm a cada duas horas no agitador digital, e
posteriormente incubadas no agitador orbital por 24h, 28 °C e 156 rpm.

. J

10 pL do mix I: 100 mM de N-clorosuccinimida com 10x de succinimida em excesso (p/p).
Ap0bs 2 minutos.

30 pL do mix II: 65 mM &cido isonicotinico e 125 mM de &cido barbitarico em 0,2M de
NaOH.

A leitura da absorbancia no comprimento de onda de 600 nm foi realizada em um
espectrofotébmetro multifuncional em até 20 minutos ap6s o tempo zero.

Fonte: ANDEXER, J .et al. (2006, p.4201) adaptado ref.*

Experimentos Controle:

e Controle Positivo: 150 uL. de tampao e 10 pL de cianeto de sédio 7,28 mM e
benzaldeido 7,28 mM.

e Controle Negativo: 150 puL de tampdo ¢ 10 uL de mandelonitrila 7,28 mM (em
14 uL de DMSO).

¢ Controle microbiano: 140 pL de tampéo e 20 pL de células (200 mg/mL).
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3.3.3 Confirmacéo dos resultados de triagem para Hidroxinitrila liase (HNLase)

O micro-organismo N2PVF3, selecionado para esse experimento, foi inoculado em
10 mL de meio Gymp e incubado por 24h a 28°C sob agitacdo orbital de 156 rpm. Apds
0 crescimento do micro-organismo o meio foi centrifugado por 10 minutos, 3000 rpm e
60rpm/s®> de aceleracdo. O sobrenadante foi desprezado e a biomassa lavada e
ressuspendida em tampao citrato-fosfato pH 5,0 (0,05 M) em quantidade suficiente para
atingir a concentracdo celular de 200 mg/mL. Em um erlenmeyer de 50 mL foram
adicionados 8,5 mL de tampao citrato-fosfato pH 5,0 (0,05 M), 1 mL de suspensdo
celular (200 mg/mL) e 0,5 mL de solucdo cianidrina (mandelonitrila 7,28 mM
solubilizada em 14 pL de DMSO). A reagdo foi mantida a 28 °C sob agitacéo orbital de
156 rpm por 24h. Apds esse periodo, 0 meio reacional foi centrifugado por 10 minutos,
3000 rpm e 60 rpm/s? de aceleracdo, o sobrenadante extraido com acetato de etila (3x),
as fragcdes organicas foram combinadas, seca sob MgSO, anidro e analisada por CG-
FID (cromatografia em fase gasosa com ionizagdo por deteccdo em chama - Parte
experimental 3.2.7).

3.4 Ensaio de triagem enzimatica para Nitrila-hidratase (NHase), Nitrilase (Nase) e
Amidase

Os micro-organismos foram cultivados em 10 mL de meio MM2 em um
erlenmeyer de 50 mL, induzidos com 100 uL de solugdo etandlica de Totril® (solucéo
estoque: 20 pL de Totril® em 1 mL de etanol ) e incubados por 24h, 28°C, 156 rpm sob
agitacdo orbital. Os meios de cultivo microbiano foram centrifugados por 10 minutos,
3000 rpm e 60rpm/s® de aceleracdo. Esse procedimento de cultivo foi realizado em
duplicata. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e a biomassa lavada e
ressuspendida em tampéo fosfato pH 7,2 (10 mM) em quantidade suficiente para atingir
a concentracdo celular de 200 mg/mL. Os ensaios enzimaticos e 0s respectivos
experimentos controle foram realizados em triplicata, em microplaca de 96 pocos que
foi incubada a 29°C em agitador orbital a 181 rpm, por 7 dias. A cada 24 horas foi
realizada a leitura e o registro fotografico do experimento. O volume final de cada poco

da microplaca foi de 200 pL, utilizando as seguintes proporgdes:

+ Controle do material de partida Ioxinil: 5 uL. de solug¢do de ioxinil 500 mM e
190 pL de tampéo fosfato 10 mM + Azul de Bromotimol 0,01%.
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« Controle do inibidor de amidase DEPA: 10 pL de solugdo DEPA 200 mM e 190
pL de tampao fosfato 10 mM + Azul de Bromotimol 0,01%.

* Controle microbiano: 20 pL de suspenséo celular e 180 pL de tampao fosfato 10
mM + Azul de Bromotimol 0,01%.

* Ensaio sem DEPA: 20 pL de suspensao celular, 5 uLL de soluc¢do de ioxinil 500
mM e 175 pL de tampao fosfato 10 mM + Azul de Bromotimol 0,01%.

* Ensaio com DEPA: 20 pL de suspensdo celular, 5 pL. de solug@o de ioxinil 500
mM, 10 pL de solu¢do DEPA 200 mM e 165 pL de tampao fosfato 10 mM + Azul de

Bromotimol 0,01%.

3.4.1 Meio de cultura MM2

FeCl3 x 6 HyO ---------mmmmmmmmm e 0,08 g/L

|(\:/|a%|é)“m7“|:|“(-)- ___________________________ g'gg g//II: Ordem de adicdo dos reagentes
N&iHPLlO)Z 7 2H26 _____________ T i 400 g/L com agitagdo magnética.
KH2PO4 == 2,00 g/L

Glicose -=-====m=m=mmmemememme e eeee 1,80 g/L

3.5 Estudo de biodegradacao do herbicida Totril®

O ensaio de biodegradacao foi realizado em trés etapas: (I) preparo do pré-inéculo,
(1) inducdo enzimatica do in6culo e (IlII) monitoramento das reacdes de
biotransformagao propriamente ditas.

| - Preparo do Pré-indeulo:

Em um erlenmeyer de 1L adicionou-se 350 mL de meio nutriente (NB), 10 g/L de
glicose e 1 g/L de extrato de levedura. Os micro-organismos (MLH-31, MLH-54, MLH-
60 e MLH-61) foram inoculados neste meio pré-esterilizado e incubados sob agitacdo
orbital a 28°C, 24h e 156 rpm.

Il - Etapa de inducéo enzimatica:

Adicionou-se 250 mL de meio para inducdo em um erlenmeyer de 500 mL.
Transferiu-se 8% do pré-indculo para este meio de inducdo pré-esterilizado seguido da
adicdo de 55 mM de isobutironitrila solubilizada em 2,5 mL de etanol. Esse meio foi
incubado sob agitacéo orbital a 28°C, 24h e 156 rpm.

[1l - Reac&o de Biotransformacéo:
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Experimento de biodegradacdo: a mistura resultante da etapa de inducéo
enzimética foi centrifugada por 10 minutos, 3000 rpm e 60 rpm/s® de aceleragdo. O
sobrenadante foi desprezado e a biomassa lavada com tampédo Sorensen’s 100 mM pH
7,5 e ressuspendida em 90 mL de tampdo até atingir uma DOgp= 2. A mistura
resultante da etapa de reacdo de biotransformacdo foram adicionados 0,1 mM do
herbicida Totril® solubilizado em 4,5 mL de etanol. A reacdo de biotransformacéo foi
extraida com acetato de etila e foi acompanhada por 7 dias. A identificacdo e
monitoramento dos produtos de biodegradacdo foram realizados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas - HPLC-MS/MS
(Parte experimental 3.2.8), do laboratdrio do grupo de Eletroquimica de Araraquara do
IQ-UNESP.

Experimento controle negativo (controle substrato): 90 mL de tampé&o e 0,1 mM do
herbicida Totril® (octanoato de ioxinila) em 4,5 mL de etanol.

Experimento controle microbiano: 90 mL de tampdo e suspensdo microbiana
(ODg10= 2).

3.5.1 Meio para indugdo enzimatica

NaH,PO4 X HyO =---mmmmmmmeeemeeeeeeee 1,03 g/L
Iy -y Ordem de adigso dos reagentes.
FeSO4 X7TH0 =-mmmmmmmmmeememmmmmmmeee 0,03 g/L

CaCly ~--m=mmmmmmmmem e 0,05 g/L

Extrato de levedura----------------------- 0,10 g/L

Gliclosg=-=-=-===s=nmmmemememememe oo ceaeeen 10 g/L

COCly X BHyO ==mmmmmmmmmmmmmm e 0,05 g/L
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PARTE 1: Ensaios de triagens enzimaticas
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES DAS TRIAGENS ENZIMATICAS

4.1 Ensaio enzimatico para a triagem de Hidroxinitrila liase

Esquema 16 - Reacdo catalisada pela enzima HNLase.

- OH HLNase O

R2 CN R1 R2

+ HCN

Fonte: a autora.

Figura 3 - Visdo geral da estrutura tridimensional da HNLase.

S

N f ,".o-

Fonte: adaptado do PDB (1DWP) utilizando o software Pymol.

O ensaio de triagem para a HNLase envolveu duas partes, A e B, conforme
apresentado no Esquema 17. A etapa A consiste na reacdo quimica catalisada pela
HLNase, ou seja, clivagem da cianidrina 1 ao correspondente aldeido 2 com liberacao
de cianeto. A etapa B consiste na determinacdo indireta de cianeto através da formacao
de cromdforos. Assim os cianetos gerados na etapa A foram oxidados pela N-
clorosuccinimida 8 (estabilizada em succinimida 9). Os cations de cianeto altamente
instaveis reagiram com o &cido isonicotinico 10 formando o dialdeido 11 que foi
condensado a duas moléculas de &cido barbitdrico 12 formando o croméforo 13 que é
detectado espectrometricamente a 600 nm.*
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Esquema 17 - ReacOes envolvidas no ensaio colorimétrico para a enzima HNLase.

A

OH + -

HNLase * H + CN
CN —_—

EXCesso
succinimida 9

. N O« _0
CN + | H—ZO> +
= = H,NCN
O~ OH O~ OH
10 11

O\ /O o 'T' o
N
= + 5 \lé
NH
O OH
O
12

Fonte: adaptado de ANDEXER, J. et al.*

13

A cor observada no experimento variou de azul claro a roxo indicando o aumento

crescente da concentragdo de cianeto (Figura 4 a).
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Figura 4 - a) Monitoramento das reagdes de conversdo da mandelonitrila em benzaldeido e
cianeto; b) respectivos controles microbianos e ¢) experimentos com os controles positivos dos
produtos (apenas cianeto e cianeto/benzaldeido) nas concentragdes usadas para o preparo da
curva analitica.

a) b) c)
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T ﬁ = a OFO. (:1‘ (:1‘ R R o Cianeto de 56dio e Benzaldeido
w
= b e 8 S e LB S ¥ B am m o8 zox % £ J E B3
*9Q00QCQeE $o0 00680800638 3 55 2 %2 8 2 8 3
_VZI— B 2 e e B3 ER S . -~
’ o R e S LA ~§ | vy,
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#
) Controle negativo

m Controle positivo

Fonte: a autora.

No experimento dos controles microbianos nédo foi verificada a formacéo de cor,
indicando que 0s micro-organismos avaliados ndo produzem cianeto ou algum produto
de biodegradacdo que pudesse interferir na leitura do ensaio enzimatico (Figura 4 b). No
experimento de controle do substrato (mandelonitrila) foi observada uma coloragéo azul
clara, pois em meio aquoso hd uma reacao espontanea de equilibrio quimico, reversivel,
da mandelonitrila formando benzaldeido e cianeto, principalmente em pH > 6,0. Com a
finalidade de evitar o deslocamento do equilibrio no sentido de formacdo da
mandelonitrila as reacdes foram realizadas em pH 5,5 e a determinacgdo da concentracao
de cianeto foi realizada através da diferenca da leitura de absorbancia entre a reacéo de
catélise enzimatica e a reacdo de equilibrio quimico esponténea do substrato.

Sabe-se que o benzaldeido e o cianeto, em determinadas concentracfes, podem
atuar como inibidores enzimaticos.”® Entretanto, as concentragdes de benzaldeido e
cianeto utilizadas no experimento estdo dentro do limite adequado para que ndo ocorra
inibicdo enzimatica. Para determinar a concentracdo de cianeto presente nas reacdes de
biotransformacdo foram construidas duas curvas analiticas: uma contendo apenas 0
cianeto de sddio (produto responsavel pela formacdo do cromdéforo) e a outra contendo
cianeto de sddio e benzaldeido, com o intuito de verificar a influéncia da presenca de

benzaldeido na formacédo e, posterior, leitura do cromoforo (Figura 4 c). Os resultados
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obtidos nas duas curvas analiticas sdo semelhantes indicando que o benzaldeido néo

interfere neste experimento.

Neste ensaio enzimatico, 27 micro-organismos apresentaram atividade positiva para

hidroxinitrila liase. Os demais (49) micro-organismos, nao apresentaram atividade

enzimatica conforme observa-se na Tabela 3. Estes resultados foram confirmados por

andlises cromatograficas e/ou espectrométricas.

Cddigo

N6PLF1
TO375
KFP246
TO373
N2PPSA2
TO213
TO210
TO187
N12PLA2
TO1107
TO354
TO376
TO813
N2PVF2
TO352
N8PLF1
N2PPSA4
N2PVF3
MLH 01
MLH 02
MLH 03
MLH 04
MLH 05
MLH 06
MLH 07

Tabela 3 - Resultado da atividade enzimética para HNLase.

[CN'mM]

0,00
0,00
0,38
0,46
0,52
0,74
0,89
0,94
1,86
1,98
2,00
2,35
2,42
3,08
3,31
4,56
4,74
4,78
0,94
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

Codigo
MLH 08
MLH 09
MLH 10
MLH 11
MLH 12
MLH 13
MLH 14
MLH 15
MLH 16
MLH 17
MLH 18
MLH 19
MLH 20
MLH 21
MLH 22
MLH 23
MLH 24
MLH 25
MLH 26
MLH 27
MLH 28
MLH 29
MLH 30
MLH 31
MLH 32
MLH 33

[CN"mM]
0,00
0,00
0,00
1,85
0,65
0,00
1,20
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,83
6,80
5,92
8,78
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

Fonte: a autora.

Cadigo
MLH 34
MLH 35
MLH 36
MLH 37
MLH 38
MLH 39
MLH 40
MLH 42
MLH 43
MLH 44
MLH 45
MLH 48
MLH 49
MLH 51
MLH 52
MLH 53
MLH 54
MLH 55
MLH 56
MLH 57
MLH 59
MLH 60
MLH 61
MLH 62
MLH 63

[CN'mM]

0,00
0,00
0,00
0,49
0,00
0,00
1,77
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
7,98
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
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4.1.2 Confirmacéao dos resultados de triagem para Hidroxinitrila liase (HNLase)

O micro-organismo N2PVF3 foi selecionado para realizar a confirmagdo dos
resultados via cromatografia por ter apresentado um valor intermediario na formacao de
ions cianeto (Tabela 3).

Nas analises por CG-FID foi possivel observar que a reacdo levou a formacéo do
benzaldeido e de um segundo produto que foi posteriormente identificado por GC-MS e
co-injecdo de padrdo como sendo o &lcool benzilico, conforme demonstrado na Figura
5.

Figura 5 - Cromatogramas de GC-FID de: (a) reacdo de biocatélise, (b) experimento
controle do substrato, (c) controle microbiano N2PVF3, (d) padrdo comercial de mandelonitrila,
(e) padrdo comercial de alcool benzilico e (f) padrdo comercial de benzaldeido.
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Fonte: a autora.
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No ensaio colorimétrico em microplaca para a triagem enzimatica da hidroxinitrila
liase (HNLase), observou-se a reacdo reversivel e espontanea da mandelonitrila
formando benzaldeido e cianeto. Essa reacdo espontanea também foi observada no
ensaio de confirmagdo dos resultados por CG-FID. Nesse ensaio, ao invés da
determinacdo da concentracdo de cianeto, foi determinada a concentragcdo do
benzaldeido correlacionando-se os valores de area do produto obtido na reacdo de
biocatalise (tr = 4,171 min e area = 304123,7 ) com o controle do substrato
mandelonitrila (tr = 4,172 min e area 435755,4). A diferenca entre os valores de area
referentes ao benzaldeido formado na reacdo biocatalisada e o benzaldeido formado na
reacdo controle, resultou em um valor negativo (- 131631,7). Este resultado pode ser
racionalizado pela reacdo em cascata enzimatica de formacgéo do alcool benzilico (3) a
partir do benzaldeido (2) (Esquema 18). Assim, a formacdo do benzaldeido (2) pela
acao da enzima hidroxinitrila liase sobre a mandelonitrila (1) p6de ser comprovada, uma
vez que verificou-se a diminuicdo da &rea da mandelonitrila na reacdo enziméatica em
relacdo ao controle do substrato (reagdo: tr = 6,916 e area 243446,2/ controle
mandelonitrila: tg. 6,915 e area 247205,3).

Uma das maneiras de se obter o alcool benzilico (14) é através da reacdo de
reducdo do benzaldeido pela enzima oxi-redutase (E. C. 1.xx). Os dados encontrados no
ensaio de confirmacdo por CG-FID, sugerem que além da hidroxinitrila liase, pode estar
presente na reacdo uma oxi-redutase. A presenca de um segundo produto de catélise
enzimatica na reacédo € possivel ja que esses experimentos foram realizados com células
microbianas integras e ndo com enzimas isoladas e as células possuem diversas enzimas
necessarias a sua sobrevivéncia e manutencdo. Desta forma, pode-se sugerir que 0
benzaldeido formado pela enzima hidroxinitrila liase foi convertido em alcool benzilico

(Esquema 18).

Esquema 18 - Reacdes enzimaticas em cascata para formacao do alcool benzilico a partir
da mandelonitrila cujas enzimas envolvidas sdo hidroxinitrila liase (HNLase) e oxi-redutase.

OH H__O

HNLase i
CN — 5 Oxi-redutase ©AOH

1 2 14
Fonte: a autora.
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A partir desses dados pode-se concluir que as analises cromatogréaficas (CG-FID) e
espectrométricas (GC-MS) para confirmacdo dos resultados obtidos nos ensaios
enzimaticos por deteccdo colorimétrica foram eficientes pois, além de comprovarem a
presenca da enzima hidroxinitrila liase revelaram a ocorréncia de reagcdes enzimaticas

em cascata desta com a oxi-redutase.

4.2. Ensaio de triagem enzimatica para Nitrila-hidratase, Nitrilase e Amidase

Esquema 19 - Reacdo catalisada pelas enzimas NHase, Amidase e Nitrilase e visao geral
da estrutura tridimensional das mesmas.

.

Fonte: adaptado do PDB (3A8G, 3A1K, 3KLC) utilizando o software Pymol.

Este ensaio enzimético colorimétrico baseia-se na alteracdo de cor do meio em
virtude da diminuicdo do pH, proveniente da formacédo de &cidos carboxilicos a partir de
nitrilas catalisadas por nitrilases ou nitrilas hidratases/amidases, conforme apresentado

no Esquema 20.

Esquema 20 - Biotransformacao do loxinil catalisada pelas enzimas nitrilase, nitrila-
hidratase e amidase.

M) ( )
N O\\C’NHZ O, ..OH
| | Nitrila H|dratas=e | I Amidase I |
OH \__OH OH
Nitrilase T

Fonte: a autora.
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Uma vez que o pH 6timo para as reagdes de hidratacao e/ou hidrolise de compostos
benzonitrilados é geralmente entre 7,0 e 7,5, 0 pH para o ensaio enzimatico foi fixado
em 7,2. O tampado fosfato 10 mM pH 7,2 foi escolhido por ser compativel com a
atividade da maioria das nitrilases e nitrila-hidratases.**

A concentracdo do tampédo de 10 mM resulta em uma capacidade tamponante de
moderada a fraca e, portanto, permitird a visualiza¢do da viragem do indicador a partir
de pequenas alteracdes no pH tornando o ensaio mais sensivel.*!

A escolha do indicador foi conduzida pelos valores de pKa do mesmo. Sabe-se que
em ensaios colorimétricos baseados em alteracfes de pH é desejavel que o indicador e 0
tampdo tenham a mesma afinidade por prétons, ou seja, os seus valores de pKa devem
ser 0s mais proximos possiveis. Valores de pKa maiores que 0,3 unidades podem
induzir a erros da ordem de 8% quando o pH varia em uma unidade.** Assim, o azul de
bromotimol pKa 7,3 € um indicador adequado para os ensaios em tampdo fosfato pKa
72.

Para verificar se a alteracdo de cor do azul escuro para o amarelo, relacionada a
formacéo do acido carboxilico do ioxinil, era devida a hidrélise catalisada por nitrilases
ou pela acdo de nitrila-hidratases seguida de hidrdlise por amidases realizou-se,
paralelamente, ensaios adicionando-se DEPA (dietilfosforamida) um conhecido inibidor
de amidases.

Os resultados obtidos nos ensaios enzimaticos para deteccdo de nitrilase, nitrila-

hidratase e amidase sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Ensaios enzimaticos para deteccao de nitrilase, nitrila-hidratase e amidase.

Caddigo do Controle microbiano Ensaio Ensaio
Micro-organismo sem DEPA com DEPA

MLH 29 Azul Azul Azul
MLH 30 Azul Azul Azul
MLH 31 Azul Azul Amarelo
MLH 32 Azul Azul Azul
MLH 33 Azul Azul Azul
MLH 34 Azul Amarelo Amarelo
MLH 35 Azul Azul Azul
MLH 36 Azul Amarelo Amarelo
MLH 37 Azul Azul Azul
MLH 38 Azul Azul Azul
MLH 39 Azul Azul Azul
MLH 40 Azul Azul Azul
MLH 42 Azul Amarelo Azul
MLH 43 Azul Amarelo Amarelo
MLH 44 Azul Azul Azul
MLH 45 Azul Azul Azul
MLH 48 Azul Azul Azul
MLH 51 Azul Azul Azul
MLH 52 Azul Azul Azul
MLH 53 Azul Azul Azul
MLH 54 Azul Azul Amarelo
MLH 55 Azul Amarelo Amarelo
MLH 56 Azul Azul Azul
MLH 57 Azul Azul Azul
MLH 59 Azul Amarelo Amarelo
MLH 60 Azul Azul Amarelo
MLH 61 Azul Amarelo Amarelo
MLH 62 Azul Amarelo Amarelo
MLH 63 Azul Amarelo Amarelo

Controle do ioxinil (3,5-diiodo-4-hidroxibenzonitrila): colora¢do azul; Controle do DEPA: coloracéo
azul; Controle do derivado &cido do ioxinil (acido 3,5-diiodo-4-hidroxibenzdico): coloracdo amarela.
Fonte: a autora.
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Analisando a Tabela 4, € possivel observar que no experimento relativo ao controle
microbiano, para os 29 micro-organismos avaliados, ndo houve alteragcdo de cor do
meio. Este resultado indica que estes micro-organismos nao excretam compostos com
carater acidos em quantidades suficientes para 0 meio de cultura que poderiam gerar
resultados falsos positivos. A partir desta analise conclui-se que este ensaio
colorimétrico pode ser utilizado com confianga. Os micro-organismos MLH-29, 30, 32,
33, 35, 37-40, 44, 45, 48, 51-53 foram classificados como ndo produtores das enzimas
nitrilase ou nitrila-hidratase/amidade uma vez que néo foi observada nenhuma alteracao
de pH em funcdo de formacdo de acido carboxilico, ou seja, em todos os pocos da
microplaca a coloragédo manteve-se azul.

Nos ensaios para 0s micro-organismos MLH 34, 36, 43, 55, 59, 61, 62, 63
observou-se a alteracdo de cor do azul para o amarelo para ambos experimentos (com e
sem adicdo de inibidor de amidase DEPA) indicando a formacdo de acido carboxilico.
Este resultado indica que o sistema enzimatico responsavel pela formacdo do acido
carboxilico, a partir de nitrila, nestes micro-organismos séo nitrilases.

Ja os micro-organismos MLH 31, MLH 54 e MLH 60 apresentaram resultado
positivo apenas na presenca do inibidor. Este resultado sugere a presenca de nitrilases.
O resultado negativo para o ensaio sem inibidor pode ser justificado por uma possivel
competicdo/supressdo enzimatica. O fato de ser uma célula integra e ndo enzimas
isoladas pode desfavorecer a nitrilase na competicdo pelo substrato ou impedi-la de
reconhecer 0 mesmo. Em contrapartida, para o micro-organismo MLH 42 os resultados
sugerem a presenca exclusiva do sistema nitrila hidrase/amidase.

Dentre os 29 micro-organismos analisados 8 apresentaram nitrilases, 1 apresentou

nitrila-hidratase /amidase e 3 micro-organismos indicaram resultados indefinidos.

4.2.1Confirmacéao dos resultados de triagem para Nitrila-hidratase, Nitrilase e
Amidase

A confirmacéo dos resultados de triagem para Nitrila-hidratase, Nitrilase e Amidase
foi realizada por meio dos experimentos de estudo de biodegradacdo do herbicida
octanoato de ioxinila. Os micro-organismos escolhidos foram o0 MLH 60, 31, 54 e 61 ja
que estdo entre os hits positivos do ensaio de triagem enzimatica e com indefinicdo do
sistema enzimatico responsavel pela conversdo da nitrila em &cido carboxilico.

No experimento de biodegradacdo do herbicida (octanoato de ioxinila), monitorado

por HPLC-MS, verificou-se a presenca tanto da amida quanto do &cido carboxilico

51



correspondentes. Isso se deve a acdo da nitrila-hidratase que convete o grupo nitrila em
amida, e a acdo da nitrilase que converte o grupo nitrila em &cido carboxilico. Atraves
dos produtos de biodegradacdo formados, confirma-se a presenca das enzimas nitrila-
hidratase e nitrilase para 0 MLH 31, 54, 60 e 61, conforme foi observado no ensaio

colorimétrico de triagem enzimatica, validando assim os resultados obtidos.
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PARTE 2: Estudos de Biodegradacao do Totril®
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4.3 RESULTADOS DO ESTUDO DE BIODEGRADACAO

4.3.1 Monitoramento dos produtos de biodegradacéo

A identificacdo e monitoramento dos produtos de biodegradacdo foram realizados
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas -
HPLC-MS/MS (Parte experimental 3.2.8), do laboratério do grupo de Eletroquimica
de Araraquara do 1Q-UNESP.

O HPLC-MS/MS ¢ uma técnica analitica hifenada que combina a capacidade fisica
de separacdo do HPLC (High Performance Liquid Chromatography) com a capacidade

de anélise da razdo massa/carga de ions da Espectrometria de Massas (Figura 6).

Figura 6 - Esquema de um HPLC — MS/MS: 1 pequenas goticulas de solvente e analito
carregados negativamente, 2 essas goticulas sdo evaporadas, 3 até que se formam ions isolados
e sao transferidos para os analisadores de massas.

mMs! ms?
Fragmentagio Detector
X W L ',. -8 — oy =
P ..-_';_. _:_____".
._}:._)' 4“.-,, Q."'-J. ¢‘ S ¢I
v vﬂna|i:ud‘nr 1 Camarade Analisader2
Quadrupolo collaa fon trap linear
energizada

Fonte: a autora.

Nessa técnica, apds o processo de separacdo cromatogréafica, o eluato da coluna
cromatografica adentra a fonte de ionizagdo (neste caso, eletrospray -ESI) e sobre essa
solucdo é aplicado um alto potencial. Como consequéncia, a amostra se ioniza em
solucéo e deixa a fonte com auxilio de gés de nebulizagdo (N,) na forma de spray. As
pequenas goticulas de solvente e analito carregados negativamente (analises no Modo
negativo) (1 - Figura 6) sdo evaporadas (2-Figura 6) até que se tornam ions isolados (3 -
Figura 6). Em seguida, os ions formados sdo transferidos para uma regido de alto vacuo
onde se encontram os analisadores de massas.*

O equipamento utilizado trata-se de um equipamento hibrido, que contém dois
analisadores diferentes: um primeiro analisador (Quadrupolo, Q1) e um segundo
analisador que trata-se de um ion trap linear (LIT). Este Gltimo possui ainda a vantagem
de operar como um simples quadrupolo (Q3). O analisador quadrupolo (Qq) possui a

fungdo tanto de escanear os ions quanto de filtra-los para que somente um determinado
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ion seja analisado. J& o analisador ion trap linear (LIT) possui a capacidade de acumular
os ions por tempo (mseg), que pode ser ajustado para cada tipo de amostra.
Posteriormente os ions sdo identificados pelo detector, placa fotomultiplicadora de
elétrons, que transforma o sinal eletrénico em dados processados pelo computador. Os
equipamentos que possuem analisadores sequenciais, possuem ainda uma camara de
colisdo induzida (CID) onde, com auxilio de gas nitrogénio, pode-se viabilizar as
anélises de MS/MS. Os experimentos de ions fragmentos, por exemplo, séo realizados
da seguinte forma: um ion precursor € selecionado no quadrupolo (Q1), neste caso
funcionando como um filtro para a passagem de um determinado nvz, em seguida esse
ion entra na CID, onde sofre colisio com o gas nitrogénio (gas de colisdo) com
determinada energia (energia de colisdo, CE) e se fragmenta. Os ions resultantes
(denominados ions fragmentos) sdo entdo escaneados em Q3. Dessa forma séo obtidos
0s experimentos de ions fragmentos. Quando o Q3 é utilizado como LIT, os ions
fragmentos obtidos vdo sendo acumulados, permitindo assim um aumento na
intensidade do sinal quando comparada com o uso de Q3.%*

Para as analises dos experimentos com 0s micro-organismos MLH 31, MLH 54 e
MLH 61, o analisador quadrupolo e ion trap linear foram associados a um software
apropriado para o estudo de biotransformacéo (LightSight, AB SCiex), uma ferramenta
que facilita a analise de produto de biodegradacdo de uma reacdo. O LightSight®
Software tem um display de dados que faz a comparacdo entre as amostras controles e
o0s experimentos dispensando a comparacéo visual. Com esse Software foram realizados
experimentos de MRM (Multiple Reaction Monitoring — monitoramento de reages
maltiplas), Pl (lon precursor) e EMS (Enhanced mass spectra, varredura de ions
utilizando o ion trap linear).

No experimento de MRM o primeiro quadrupolo (Q1) monitora 0s ions-
precursores na camara de colisdo (CID) esses ions sdo fragmentados, e no terceiro
quadrupolo (Q3) os ions fragmentos referentes a reacdo indicada sdo monitorados. No
experimento de ions precursores (PI) o primeiro quadrupolo (Q1) faz uma varredura de
ions em uma faixa de mv/z (130-550 Da), a camara de colisdo fragmenta os ions dessa
faixa pré selecionada e o terceiro (Q3) monitora um ion fragmento selecionado (nvz
126,9). Ja no experimento EMS, o primeiro quadrupolo (Q1) e a camara de colisdo
apenas transmitem o0s ions para o terceiro quadrupolo, que estad operando como ion trap

linear (LIT), onde se realiza uma varredura de ions com acumulo.

55



Todos os experimentos montados pelo software incluem dados dependentes, onde a
fragmentacdo dos ions encontrados € realizada simultaneamente, promovendo assim a
maior informacdo estrutural possivel do composto encontrado. Dessa forma, apés a
montagem dos experimentos, partiu-se para a injecdo das amostras, nas mesmas

condigdes cromatdgréaficas ja otimizadas e realizadas anteriormente.

4.3.2 Estudos de Biodegradacéo do Totril®

No estudo de biodegradacdo de herbicida benzonitrilado foi utilizado o herbicida
Totril® cujo principio ativo é o octanoato de ioxinila em concentracdo de 33,5 % m/v
segundo o fabricante (Bayer SA). Os micro-organismos MLH 31, 54, 60 e MLH 61
utilizados na biodegradacdo do herbicida foram isolados pelo grupo de Biocatalise 1Q-
UNESP no solo de uma Fazenda de Cebolas na cidade de So José do Rio Pardo, um
dos maiores centros produtores de cebola do estado de Sdo Paulo e que utiliza o
herbicida Totril®. O MLH 60, primeiro micro-organismo utilizado na reacdo, foi
identificado como Bacilus cereus com 100% de confiabilidade através de testes
baseados em sequenciamento Sanger, realizados pela empresa Genotyping
Biotecnologia e pela Dra. Weilan Gomes Paixdo do Laboratério de Microbiologia do
CEIS-UNESP Rio Claro, coordenado pelo Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca. Os
laboratérios trabalharam de forma paralela e independente. Os micro-organismos
restantes estdo em fase de identificacdo e classificacdo taxonémica. A coleta de
amostras de solo nesta regido tdo especifica visou a pré-selecdo de uma microbiota que
ja estivesse naturalmente adaptada aos compostos benzonitrilados.

O herbicida Totril® tem como principio ativo o composto octanoato de oxinila.
Entretanto as analises cromatogréficas (GC-FID e LC-MS/MS) mostraram que 0
composto ioxinil (um dos materiais de partida para a sintese do octanoato de ioxinila)
também estd presente na formulacdo comercializada pela Bayer. O composto ioxinil
possui tempo de retencdo de 6,82 minutos e nm/z 370, enquanto o octanoato de ioxinila
apresenta um tempo de retencdo correspondente a 14,84 min e o ion m/z 370 [M -

CgH160] relativo a clivagem do éster na fonte de ionizacdo (Esquema 21).

56



Esquema 21 - Fragmentag&o do octanoato de ioxinila na fonte de ionizagdo no MS/MS e a
sua sintese do a partir do ioxinil.

I m
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(ol O\n/\/\/\/ (@)

Fragmento de o) loxinil
octanoato de loxinila
m/z 370 Octanoato de loxinila m/z 370
Tempo de retencéo: 14,84 min MM 496 g/mol Tempo de retencéo: 6,82 min

Fonte: a autora.

Alem do experimento controle para verificar a estabilidade quimica do substrato
nas condi¢des reacionais foi realizado o experimento controle com 0s micro-organismos
MLH 31, 54, 60 e 61. No experimento controle dos micro-organismos nédo verificou-se
a formacéo de produto de biodegradacdos oriundos do octanoato de ioxinila.

As reacOes de biodegradacdo foram monitoradas durante as 168 horas de reacdo. A
biodegradacdo do octanoato de ioxinila com MLH 60, 31, 54, 61 foi de 58,71%,
96,61%, 46,51% e 75,04% respectivamente (Figura 7). Na reacdo com 0 micro-
organismo MLH 31 verificou-se a biodegradacdo quase completa do octanoato de
ioxinila.

Figura 7 - Monitoramento da biodegradac&o do octanoato de ioxinila (Totril®).
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Fonte: a autora.
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De acordo com a literatura, em um estudo de dissipacdo do octanoato de ioxinila no
solo, verificou-se que em 14 dias esse herbicida ja havia desaparecido quase por
completo (99,0%).* A reacdo de biodegradacdo desse herbicida com o micro-
organismo MLH 31, apontou a biodegradacdo de 96,61% em 7 dias. Quando esse
mesmo resultado é comparado com estudos de biodegradacéo do ioxinil disponiveis na
literatura, a biodegradacéo pelo MLH 31 sobre o0 octanoato de ioxinila é ainda melhor.
Estudos distintos apontam valores de biodegradacdo iguais a: 60% em 3 dias, 40% em 6
dias e 99% em 19 dias.***"*

Os produtos de degradacéo séo apresentados na Tabela 5 (espectros de massas estdo

em anexo).
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Os resultados obtidos sugerem a presenca de 5 enzimas envolvidas na bidegradacao
do herbicida: Nitrilase (EC 3.5.5.xx), Desalogenase (E.C. 3.8.1.XX), Nitrila-hidratase
(EC 4.2.1.xx), Hidrolase (E.C. 3.1.1.XX) e Hidroxinitrila liase (E.C. 4.1.2. xx). A

enzima Nitrilase € responsavel pela conversdo da nitrila no acido carboxilico

correspondente, enquanto a Desalogenase promoveu a clivagem de um dos atomos de

iodo no anel aromatico. A presenca da amida pode ser justificada pela presenca de uma

Nitrila-hidratase, enzima responsavel pela hidratacdo de nitrilas em amidas, a hidrolase

pela hidrdlise do éster caprilico e a Hidroxinitrila liase pela clivagem da ligacdo C-C

entre o anel aromatico e a nitrila. As enzimas sugeridas e seus respectivos produtos de

biodegradacdo séo apresentados no Esquema 22.

Esquema 22 - Acdo das enzimas sugeridas e seus respectivos produtos de biodegradacéo.
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Fonte: a autora.
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A biodegradacdo do herbicida octanoato de ioxinila gerou o produto de
biodegradacdo de m/z 370, que possui a mesma estrutura do ioxinil (material de partida
para a sintese do octanoato de ioxinila). Para diferenciar o produto de biodegradacéo de
m/z 370 do ioxinil presente no herbicida, verificou-se 0 aumento da area referente ao
produto de biodegradacdo de m/z 370 na reacdo de biotransformacéo frente a area do
experimento controle Totril®. Este aumento também foi observado no controle Totril®,
porém na amostra de reacdo biocatalitica esse aumento foi maior que no controle do
substrato, indicando assim a presenca e atuacdo da enzima hidrolase.

Nas reacOes de biodegradacdo do octanoato de ioxinila pelos micro-organismos MLH
60, 31, 54 e 61, as concentracBes dos ions produtos foram estimadas pela area. Na
reacdo com MLH 60 os ions myz 263, 388 e 389 correspondem a produtos e as
concentracfes desses ions apresentaram um comportamento em comum (Figura 8):
concentracdo maxima em 120h, observando-se apds esse periodo um decréscimo até o
término da reacdo. O produto de biodegradacdo ion m/z 370, foi o Unico que nao
apresentou o comportamento descrito acima. A concentracdo méaxima do ion m/z 370 foi
em 72h, observando-se apds esse periodo um decréscimo até o final da reacdo. Esses
dados sugerem que os produto de biodegradacaos de m/z 388, 263 e 389 formados, séo

oriundos do ion m/z 370 a partir de 120 horas (Esquema 23).
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Figura 8- Monitoramento dos produtos de biodegradacao da rea¢cdo com MLH 60.
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Esquema 23 - Produtos m/z 263, 345, 388 e 389 formados a partir do produto de
biodegradagéo m/z 370.
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[M-H] ‘'m/z 389
Nitrilase
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-

HO. .O
C

OH
[M-H] - m/z 263

Fonte: a autora.

A reacdo com MLH 31 apresentou os ions m/z: 263, 345, 388 e 389 como produtos.
O ion m/z 263 apresentou uma concentracdo maxima em 72 horas, observando-se apds
esse periodo um decréscimo até o final da reacdo. Os ions nVz 345 e 389 apresentaram
uma concentracdo maxima em 144 horas e o ion m/z 388 uma concentragdo maxima em
96 horas, observando-se apds esses periodos um decréscimo até o final da reacdo. J& o
ion m/z 370 ndo apresetou 0 mesmo comportamento e sua concentragdo maxima foi em
48 horas, ap0s esse periodo verificou-se um decréscimo até o final da reacdo, porém
com um pequeno aumento na sua concentragdo em 96 horas (Figura 9). Esses resultados
sugerem que os produto de biodegradacdos formados s&o procedentes do ion m/z370 a
partir de 72h ( ion m/z 263) e 144 horas (ions nVz 345 e 389) (Esquema 23).
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Figura 9 - Monitoramento dos produtos de biodegradacdo da reagdo com MLH 31.
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Os experimentos com 0 MLH 54 apresentaram os ionz m/z. 263, 388 e 389 como
produtos. Os ions m/z 263 e 389 exibiram uma concentracdo maxima em 120 horas,
observando-se apds esse periodo um decréscimo até 144 horas, e o ion m/z 388
apresentou a sua concentragdo maxima em 48 horas, observando-se apds esse periodo
um decréscimo na sua concentracdo, a qual voltou a subir ap6s 168 horas com o final da
reacdo. J& o ion de myz 370 apresentou uma concentracdo maxima em 144 horas e
verificou-se um decréscimo na sua cocnentragdo em 72, 120 e 168 horas (Figura 10).
Isso sugere que a partir de 120 horas os ions m/z 263 e 389 sdo procedentes do ion m/z
370, e 0 ion m/z 388 a partir de 48 e 168 horas (Esquema 23).

Figura 10 - Monitoramento dos produtos de biodegradacgao da reagdo com MLH 54.
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Por fim, a reacdo com MLH 61 apresentou os produtos de ions m/z. 263, 345, 388 e
389. O aumento das concentra¢Oes dos ions de myz 263 e 389 iniciou-se a partir de 24
horas e o ion de m/z 345 a partir de 72 horas, permanecendo até o final da reacdo. O ion
de mVz 370 a partir de 24 horas apresentou um decréscimo na concentracdo 0 que
ocorreu novamente a partir de 120 horas, permanecendo até o final da reacdo (Figura
11). Isso sugere que os produtos de m/z 263 e 389 a partir de 24 horas séo oriundos do
ion m/z 370 e o produto de m/z 345 a partir de 72 horas (Esquema 23).

Figura 11 - Monitoramento dos produtos de biodegradacao da reacdo com MLH 61.
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Em relacdo ao ion m/z 263 verificou-se que as enzimas desalogenases atuam
quando o produto de biodegradacdo é dialogenado e ndo monoalogenado j& que
realizaram a clivagem de um iodo apenas. Ndo observou-se a acdo dessas enzimas no
produto de mVz 388 indicando sua especificidade para o substrato diiodado.

O produto da clivagem da nitrila do anel aromatico ndo foi observado nas reagdes
com MLH 54 e 60. Este resultado pode ser racionalizado pelo fato de o substrato
estericamente impedido ndo se encaixar no sitio ativo da enzima hidroxinitrila liase.*’
Uma outra hipdtese seria a auséncia da enzima hidroxinitrila liase nos micro-
organismos MLH-60 e 54. Esta hipoOtese é sustentada pelos resultados obtidos nos
ensaios de triagem enzimatica colorimétrica para hidroxinitrila liase descritos na Parte 1
desta Dissertacao.

As reacdes de biodegradacdo com MLH 31 e MLH 61 apresentaram o produto
resultante da clivagem na nitrila do anel aromatico. Este resultado poderia sugerir a
presenca da enzima hidroxinitrila liase como foi proposto inicialmente, porém ao
confrontar esses resultados com os resultados obtidos nas triagens enzimaticas para a
hidroxinitrila liase, ndo observou-se a presenca dessa enzima. Com isso, pode-se sugerir
que o produto de biodegradacédo de mvVz 345 foi oriundo de uma descarboxilacdo a partir
do produto de m/z 389.
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4.4 Atividade biologica de herbicidas e produtos de biodegradacéao

A atividade bioldgica de herbicidas e produtos de biodegradacdo foi avaliada em
estudos prévios descritos na literatura. Os trabalhos publicados avaliaram a toxicidade
desses compostos com base na inibicdo de sementes germinativas de alface (Lactuca
sativa) e na inibicdo de uma enzima da familia do citocromo P450 (CYP73) extraida de
Helianthus tuberosus. Outros estudos publicados avaliaram a capacidade desses
compostos em estimular o crescimento da planta everilha.*849%0>!

Nos ensaios de toxicidade utilizando L. sativa, os produtos de biodegradacdo 3,5-
di-iodo-4-hidroxibenzamida (15 Tabela 4) e o Acido 3,5-di-iodo-4-hidroxibenzoico (17
Tabela 4) em uma concentracdo de 0,5 mM, exerceram menor efeito de inibicdo nas
sementes germinativas (87% e 67% respectivamente) comparados ao loxinil (19 Tabela
4) que apresentou uma inibicdo de 100%. Os dados obtidos a partir desse ensaio
comprovaram que os produto de biodegradacdos gerados na biodegradacdo sdéo menos
toxicos que o loxinil.***

As enzimas do complexo citocromo P450 formam uma super familia de
hemoproteinas que estdo envolvidas na biotransformacdo de varios compostos de
origem endogena e exdgena. No ensaio realizado para avaliar a toxicidade do produto
de biodegradacdo 3-iodo-4-hidroxibenzonitrila (16 Tabela 4), utilizou-se a enzima
CYP73 isolada de uma planta conhecida como girassol batateiro (Helianthus tuberosus
). A inibicdo da enzima CYP73 possivelmente contribui para a fitotoxicidade de
herbicidas hidroxibenzonitrilados uma vez que essas enzimas estdo envolvidas na
metabolizacdo de diversos xenobidticos, proporcionando uma ferramenta importante
para a detoxificacdo de contaminantes ambientais. No ensaio verificou-se que a
constante de inibicdo (K;) do loxinil foi de 2 uM enquanto que para o produto de
biodegradacdo 18 (Tabela 4), a constante foi de 196 pM, indicando uma maior
toxicidade do loxinil.*°

De acordo com a literatura o primeiro passo na detoxificacdo de compostos
hidroxibenzonitrilados ocorre pela agédo das enzimas nitrilase que hidrolisam o grupo
nitrila em &cido carboxilico. A substituicdo de uma funcéo nitrila por um carboxilato
suprime completamente a inibicdo da CYP73. O produto de biodegradagdo 3-iodo-4-
hidroxibenzonitrila (18 Tabela 4), sob a a¢do da enzima nitrilase gera o Acido 3-iodo-4-
hidroxibenzoico (16 Tabela 4), desta forma, pode-se concluir que esse produto de
biodegradacdo é menos toxico do que aquele possuindo o grupo nitrila, e

consequentemente, menos téxico que o loxinil.*°
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No estudo sobre os compostos que exercem atividade de crescimento da planta

ervilha, verificou-se que o composto 2,6-di-iodo fenol (20 Tabela 4) é um promotor de

crescimento da ervilha na concentracdo de 1,0-50 uM. Porém na concentracdao de 250-

100 uM, esse composto (20 Tabela 4) torna-se toxico para a planta. Observou-se

também que a substituicdo do hidrogénio na posicdo 4 do composto 2,6-di-iodo fenol

(20 Tabela 4) por um acido carboxilico ou por uma nitrila anula completamente esta

atividade. **

Tabela 4. Produto de biodegradagéos de biodegradacio do Octanoato de loxinila (Totril®)

15 c”

HO. O
16 c

OH

17 HO. O

3,5-di-iodo-4-hidroxibenzamida

Acido 3-iodo-4-hidroxibenzoico

Acido 3,5-di-iodo-4-hidroxibenzoico

N
18 2

OH

19 N

OH

20

OH

3-iodo-4-hidroxibenzonitrila

3,5-di-iodo-4-hidroxibenzonitrila

2,6-di-iodo fenol

Fonte: a autora.
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5. CONCLUSAO

A bioprospecgdo de linhagens microbianas da biodiversidade brasileira quanto a
presenca das enzimas hidroxinitrila liases, nitrila, nitrila-hidratase e amidase através de
ensaios de triagens enzimaticas colorimétricos foi bem sucedida. Entre os micro-
organismos avaliados, 27 exibiram atividade hidroxinitrila liase, 8 apresentaram
atividade nitrilase (MLH 34, 36, 43, 55, 59, 61, 62, 63), 1 atividade nitrila-
hidratase/amidase (MLH 42) e 3 micro-organismos apresentaram um sistema
enzimatico indefinido (MLH 31, MLH 54 e MLH 60). Estes resultados foram
confirmados através de ensaios com analise por métodos espectrométricos/
cromatograficos e sdo importantes para a classificacdo enzimatica destes micro-
organismos e sua posterior aplicacdo biotecnoldgica.

O estudo das rotas enzimaticas para a biodegradacdo do octanoato de ioxinila foi
realizado com os micro-organismos MLH 31, 54, 61 e MLH-60 (Bacilus cereus). Ao
longo de 7 dias de monitoramento, detectou-se 5 produtos de biodegradacédo (&cido-3,5-
di-iodo-4-hidroxibenzoico, &cido-3-iodo-4-hidroxibenzoico, 2,6-di-iodo fenol, 3,5-di-
iodo-4-hidroxibenzonitrila e 3,5-di-iodo-4-hidroxibenzamida), que foram identificados e
caracterizados por HPLC-MS/MS. Dentre esses verificou-se que os produtos 2,6-di-
iodo fenol e &cido-3-iodo-4-hidroxibenzoico ndo foram ainda relatados na literatura. As
enzimas envolvidas na formacéo destes produtos de biodegradacéo sdo: nitrilase, nitrila-
hidratase, desalogenase e hidrolase. Segundo os dados da literatura, os produtos de
biodegradacdo aqui descritos sdo menos tdxicos quando comparados ao herbicida
Totril®.
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7. ANEXOS - Espectros de massas

Figura A 1: Espectro de massas ESI-(-)-MS da reacéo de biodegradacdo do octanoato
de ioxinila
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Figura A 2. Espectro de ESI-(-)-MS/MS do ion m/z 370.
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Figura A 3: Espectro de massas ESI-(-)-MS da reacdo de biodegradacéo do octanoato
de ioxinila
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Figura A 4. Espectro de ions fragmentos do ion m/z 244,
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Figura A 5: Espectro de massas ESI-(-)-MS da reacdo de biodegradacéo do octanoato
de ioxinila
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Figura A 6. Espectro de ions fragmentos do ion m/z 263.
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Figura A 7: Espectro de massas ESI-(-)-MS da reacdo de biodegradacéo do octanoato
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Figura A 8. Espectro de ions fragmentos do ion m/z 389.
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Figura A 9: Espectro de massas ESI-(-)-MS da reacdo de biodegradacdo do octanoato de
ioxinila
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Figura A 10. Espectro de ions fragmentos do ion m/z 388.
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Figura A 11: Espectro de massas ESI-(-)-MS da reacdo de biodegrada¢do do octanoato de
ioxinila
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Figura A 12. Espectro de ions fragmentos do ion m/z 345.
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