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RESUMO

Os biocatalisadores (enzimas e/ou micro-organismos) sdo amplamente utilizados na
sintese de moléculas bioativas, em especial os farmacos, para gerar ou resolver centros
quirais. O levetiracetam, comercialmente conhecido como Keppra®, é um composto quiral
com propriedades anticonvulsivantes cuja atividade farmacologica estd relacionada ao
enantibmero (S). O aumento da opc¢do pelo uso do levetiracetam em detrimento a outros
farmacos anticonvulsivantes estd intimamente associado a baixa ocorréncia de efeitos
colaterais provocados por este. Diversas rotas quimiossintéticas para sua producdo sao
relatadas na literatura. A maioria delas envolve um elevado nimero de etapas, alto consumo
energético, uso de catalisadores metalicos e baixos rendimentos globais. Em contrapartida,
este projeto teve por objetivo empregar uma rota quimioenzimatica, com menor nimero de
etapas, condicdes mais brandas e ambientalmente amigaveis de reacdo para a sintese do
levetiracetam e analogos (série alifatica). A respectiva série aromatica também foi sintetizada,
uma vez que trata-se de blocos construtores quirais para a sintese de compostos com
reconhecida atividade anti-maléria. A primeira etapa consistiu na sintese das cianidrinas
racémicas seguida da substiuicdo da hidroxila destas por heterociclos nitrogenados. Uma
colecdo de enzimas do tipo nitrila hidratases (E.C. 4.2.1.84) foi empregada para catalisar a
conversdo das nitrilas a-substituidas por N-heterociclos nas respectivas amidas quirais. As
enzimas foram utilizadas tanto na forma isolada (obtidas comercialmente) quanto em células
integras de bactérias e leveduras da Colecdo de Micro-organismos do Laboratorio de
Biocatélise do 1Q-UNESP Araraquara. As reagdes enzimaticas foram conduzidas em meio
aquoso tamponado e em sistemas binarios liquido iénico : solugdo tampéo (10, 20, 40 e 80%)
a fim de avaliar a influéncia do solvente na enantiosseletividade e rendimento destas reacdes.
Os liquidos i0nicos sintetizados e utilizados neste trabalho foram o tetrafluoroborado de 1-
butil-3-metilimidazélio,  bis(trifluorometilsulfonil)imida de 1-n-butil-3-metilimidaz6lio e
hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazélio. Os melhores resultados (rendimento e
enantiosseletividade) foram obtidos para as reacGes conduzidas em meio aquoso tamponado.
As diferentes nitrila hidratases avaliadas neste estudo apresentaram elevada especificidade de
substrato. Paralelamente iniciou-se a expressao de nitrila hidratases de Klebisella oxytoca e
Rhodococcus erythropolis em cepas de E. coli recombinantes.

Palavras-chave: Sintese assimétrica, Biocatalise, Levetiracetam, Nitrila hidratases, Liquidos

idbnicos.



ABSTRACT

Biocatalysts (enzymes and/or microorganisms) are widely used in the synthesis of
bioactive molecules, in particular pharmaceuticals, to generate or resolve chiral centers.
Levetiracetam, commercially known as Keppra®, is a chiral compound with anticonvulsant
properties whose pharmacological activity is related to the (S)-enantiomer. The increase in
option for the use of levetiracetam over the others anticonvulsant drugs is closely associated
with low incidence of side effects caused by this. Several chemosynthetic routes for its
production are reported in the literature. Most of them involve numerous synthetic steps, high
energy consumption, use of metal catalysts and low overall yields. On the other hand, this
project aims to develop a chemoenzymatic route, with fewer steps, milder conditions and
environmentally friendly reaction for the synthesis of levetiracetam and analogues (aliphatic
series). The respective aromatic series was also synthesized, since it is chiral building blocks
for the synthesis of compounds with known antimalarial activity. The first step was the
synthesis of racemic cyanohydrin followed by substitution of the hydroxyl group by nitrogen
heterocycles. Collections of nitrile hydratase enzymes type (EC 4.2.1.84) were used to
catalyze the conversion of N-heterocycles a-substituted nitriles in the respective chiral
amides. The enzymes were used both in isolated form (obtained commercially) as in whole
cells bacteria and yeast Collection of Microorganisms of Biocatalysis Laboratory of 1Q-
UNESP Araraquara. The enzymatic reactions were performed in buffered aqueous medium
and ionic liquid : buffer (10, 20, 40 and 80%) binary systems in order to evaluate the
influence of the solvent on the enantioselectivity and yield of these reactions. The ionic
liquids synthesized and wused in this work were 1-butyl-3-methylimidazolium
tetrafluoroborate, 1-butyl-3-methylimidazolium bis(trifluoromethyl sulfonyl)imide and 1-
butyl-3-methylimidazolium  hexafluorophosphate.  The  best results (yield and
enantioselectivity) were obtained for reactions carried out in aqueous buffered medium.
Different nitrile hydratases evaluated in this study showed high substrate specificity. At the
same time began the expression of nitrile hydratase from Rhodococcus erythropolis and

Klebisella oxytoca in recombinant E. coli strains.

Keywords: Asymmetric synthesis, Biocatalysis, Levetiracetam, Nitrile hydratase, lonic
liquids.
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1. INTRODUCAO

1.1 Transformagdes em reagdes mediadas por micro-organismos

Os micro-organismos sdo capazes de transformar compostos quimicos gerando
produtos de interesse econdmico e/ou ambiental. O termo utilizado para designar tal
transformacéo serd dependente do interesse do estudo. Para alguns cientistas a Biocatalise é o
processo de conversao quimica de um substrato em um produto de interesse através de uma
enzima livre ou imobilizada enquanto a Biotransformacdo se relaciona com a conversdo
quimica de um substrato através de células inteiras contendo a(s) enzima(s) de interesse;
embora, muitas vezes, ambos os termos sejam utilizados como sinénimo.? Ainda com a
utilizacdo dos micro-organismos, ha a degradacdo de poluentes ambientais, chamada de

Biodegradacdo. Em diversas situagdes, esses processos podem sobrepor-se (Figura 1).2

Figura 1 — A interdependéncia das trés principais areas de aplicacdo da catélise enzimatica.

Modificagio na variedade de substratos
Mecamsmo de reagdo
Descrigdo fisica ¢ matematica

Biocatilise

Novos

hi MNovas
Lali]] elivios

reagies

Desenvolvimento de Viabilidade
ProCessos das reagdes
Novas enzimas pretendidas.

Novas rolas
MNovas enzimas
— -, - 1 I - -
Biotransformagdo 9 4 Biodegradagio

Melhora na biodegradabilidade
Redugdo de residuos
Desenvolvimento de processos

Fonte: Adaptado de Parales et al.?

Os seres humanos tém utilizado enzimas ha milhares de anos em fermentacbes para
produzir ou conservar alimentos, tais como queijo, vinho, vinagre e cerveja. Muitos anos

depois, em 1858, Louis Pasteur observou que ao tratar uma solucéo aquosa de acido tartarico
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racémico com uma cultura de Penicillium glaucum, houve um consumo do (+)-acido tartarico
com um consequente enriquecimento do (-)-enantiémero. Este é considerado o primeiro caso
de resolucdo cinética enzimatica.®

Na metade do Século XX, a academia e a inddstria aprenderam a utilizar células
inteiras, extratos celulares ou enzimas parcialmente purificadas em Vvarios processos
biocataliticos. Desta maneira, as enzimas comecaram a ganhar importancia na sintese
organica como catalisadores.® Tal fato ficou marcado, em 1913, pela descricdo da preparacéo
da (R)-mandelonitrila, por Ludwig Rosenthaler, a partir do tratamento do benzaldeido e acido
cianidrico (Esquema 1) na presenca de emulsdo de extrato celular; uma mistura enzimatica
contendo hidroxinitrila liase, obtida de améndoas amargas® (Amygdalus communis L. var.
amara Ludwig ex. DC). Assim, dava-se inicio ao chamado inicio da catalise assimétrica

moderna mediada por enzima.’

Esquema 1 — Formacao da (R)-mandelonitrila a partir do benzaldeido na presenca de hidroxinitrila liase.

OH
| emulsdo enzimética
+ HCN > CN

Fonte: Adaptado de Reetz®.

Este periodo é conhecido como a primeira onda da biocatélise, onde os cientistas
reconheceram que componentes presentes em células sdo capazes de realizar transformacgdes
quimicas de interesse, em contraste aos processos fermentativos.” No entanto, 0s processos
biocataliticos sofriam de duas grandes limitagcdes. A primeira residia na acessibilidade de
enzimas em quantidade suficiente para aplicagOes préaticas. A segunda limitacdo era a pequena
gama de substratos aplicaveis, baixa estéreo- e/ou regiosseletividade, além da instabilidade
das enzimas sob as condicBes operacionais.® O desenvolvimento de metodologias de
imobilizacdo de enzimas ajudou a superar, em parte, a instabilidade e facilitou a reutilizacdo
das mesmas.

Durante a segunda onda da biocatélise, na década de 80, com a introducdo da
tecnologia de DNA recombinante, houve uma facilitagdo na producdo, isolamento e
caracterizacdo de enzimas a partir de vérias fontes.® Deste modo, a gama de substratos
enzimaticos foi ampliada, o que permitiu a sintese de diversos compostos e intermediarios,

tais como farmacos, herbicidas, cosméticos e polimeros.”
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Foi em meados dos anos 90, com o desenvolvimento da engenharia de proteinas e
estratégias de evolugdo dirigida, que ocorreu o aperfeicoamento dos biocatalisadores.® Estas
técnicas possibilitaram uma melhora nas propriedades cataliticas, perfil de substratos,
aumento da resisténcia a solventes, enantiosseletividade, aumento da estabilidade em
processos, alteracdes de pH e temperatura de trabalho.®’ Assim, deste periodo até os dias
atuais, vivemos a terceira onda da biocatélise,” onde o crescente impacto é claramente visto
nas varias centenas de processos biocataliticos que vém sendo adotados em escala industrial,

sobretudo, na sintese de intermediérios farmacéuticos e de quimica fina.’

1.2 Processos biocataliticos

A demanda pela sintese de compostos oticamente puros é cada vez mais frequente na
industria farmacéutica, de quimica fina e alimenticia, onde a importancia da quiralidade
relacionada a atividade e/ou propriedade destes compostos ja estd bem estabelecida.
Entretanto, apesar dos constantes progressos em sintese assimétrica, a preparacdo de
compostos enantiomericamente puros ainda é um desafio para a quimica organica e a
inddstria.® Além disso, o aumento dos requisitos de seguranca, qualidade e a minimizacéo
dos impactos ambientais nos processos sintéticos industriais, apontam a necessidade de um
desenvolvimento mais sustentavel e economicamente atraente para a sintese de compostos
quirais.®

Os biocatalisadores, em geral, séo regio-, quimio- e enantiosseletivos, dispensando o
emprego de etapas de ativacdo ou protecdo de grupos funcionais, sdo biodegradaveis e ndo
deixam residuos de metais pesados. As reacGes biocataliticas sdo ambientalmente amigaveis,
pois podem ocorrem em condicdes brandas (temperatura < 100 °C, pressdo ambiente e pH
proximo a neutralidade) requerendo baixas quantidades de energia; 0 que minimiza a emissao
de gases estufas, inimeras reagdes ocorrem em &gua ou meios passiveis de recuperacao para
reutilizacdo e, finalmente, as reacfes podem ser realizadas em reatores multipropdsito em
batelada; ndo necessitando de investimentos extras.*? A néo utilizacdo de condicdes
drasticas de reacdo evita problemas de isomerizacdo, racemizacido e epimerizacdo.”® As
enzimas podem ser imobilizadas e reutilizadas por muitos ciclos, superexpressadas para tornar
0S processos economicamente mais eficientes, ou, ainda, modificadas para o aperfeicoamento

de sua atividade.*®
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A disponibilizagdo de enzimas no mercado cresceu exponencialmente de 1960 a 2000
e, em 2006, estudos apontaram que cerca de 150 processos de bioconversao eram realizados
em escala industrial (producdo superior a 100 kg/ano)** com producdes que superavam 10°
t/ano.’* Os segmentos industriais que mais utilizam a biotecnologia, em termos de valor
agregado sdo, em ordem decrescente, a farmacéutica, alimenticia, agroquimica, cosméticos e
polimeros,'® onde as classes de enzimas mais utilizadas estdo apresentadas na Figura 2. Dos
40 farmacos com estrutura molecular pequena e produzidos via biocatalise, 7 séo
blockbusters, ou seja, aqueles farmacos campedes de venda. O mercado dos blockbusters

representa mais de US$ 30 bilhdes, com uma tendéncia progressiva.'®

Figura 2 — As classes de enzimas mais relevantes para a produgéo de produtos de interesse humano.

E Oxirredutases ® Hidrolases o Transferases @ Liases @ lsomerases

58 1%

o
X

S0

Fonte: Adaptado de Meyer et al.*

Além das vantagens supracitadas, 0s processos biocataliticos sdo ambientalmente mais
amigaveis e menos poluentes, satisfazendo muitos dos 12 principios da Quimica Verde.® Para
muitos autores, “biocatalise” ¢ sindnimo de “quimica verde”.’® No entanto, uma visdo
qualitativa do processo biocatalitico comparativo aos 12 principios, ndo é suficiente para
avaliar o impacto ambiental. Uma comparacdo quantitativa com um processo de referéncia
possibilitard a avaliacdo de qual processo/reacdo & mais verde. Contudo, as reacdes de
biocatalise apresentam, em geral, um significativo potencial para ser uma alternativa mais

verde, comparativo aos procedimentos quimicos convencionais.*®

1.3 A Biocatalise e a industria farmacéutica

A utilizacdo de biocatalisadores em nivel industrial iniciou-se, de maneira mais

consistente, no ramo farmacéutico sendo, ainda, o seguimento onde mais se emprega a
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biocatalise.™® A larga utilizacdo dos biocatalisadores na sintese de farmacos ocupa uma
posicdo importante, sobretudo, para resolver ou gerar centros quirais.”*’ Isto porque a
producdo de farmacos enantiomericamente puros, em substituicdo de misturas racémicas, é
exigéncia legal das agéncias reguladoras como o FDA (Food and Drug Administration, EUA)
em virtude da relacdo entre estrutura e atividade.

A atencdo para a importancia da quiralidade de produtos farmacéuticos se deu,
primeiramente, na década de 60, quando a administracdo de talidomida racémica para
gravidas levou a ma formacdo congénita de fetos. Somente depois da comercializa¢do do
farmaco racémico que observaram que o (R)-enantibmero do farmaco atua como sedativo,
enquanto o (S-enantidmero é um forte agente teratogénico. Atualmente, o FDA dedica
grande atencdo a pureza enantiomérica dos farmacos quirais. Para ser comercializado, o
farmaco deve ser enantiomericamente puro ou, em caso de racematos, os efeitos fisioldgicos
de ambos os enantidmeros devem ser investigados.*®

Em 2000, 35% dos intermediarios empregados na fabricacdo de farmacos eram
quirais;*® que representou um faturamento de US$ 133 bilhdes.?’ Em 2005, a venda de
farmacos enantiomericamente puros faturou UU$ 225 bilhGes; uma fatia de 37% do
faturamento total das formulacfes farmacéuticas.® Em 2008, dentre os novos farmacos
aprovados pela FDA, 63% eram enantiémeros puros, 32% aquiral e somente 5% racémicos.®
A diminuicéo da aprovagéo de novos farmacos racémicos no mercado é evidente; passando de
21% em 1992, para 5% em 2008.'® Nos Estados Unidos, em 2009, dentre os 10 farmacos
pequenos mais prescritos, 6 eram enantiémeros puros, 2 aquirais e 2 racémicos.'® Essa

diminuicdo de farmacos racémicos fica clara na Figura 3.

Figura 3 — Tipos de farmacos aprovados pelo FDA no periodo de 1992 a 2008.
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O levetiracetam [(29)-2-(2-oxipirrolidin-1-il)butanamida, LEV, CAS 102767-28-2] é
um férmaco antiepilético comercialmente chamado de Keppra® (UCB Pharma). Foi
primeiramente sintetizado no inicio dos anos 80, em estudos de estrutura-atividade de séries
homologas do piracetam [2-(2-oxipirrolidin-1-il)acetamida, CAS 7491-74-9], um farmaco
com atividade nootrépica (Figura 4), durante um programa para dar segmento na identificacdo
de novos farmacos nootrépicos de segunda gerac&o.”* Seus testes farmacoldgicos iniciais
investigaram a capacidade de facilitar a neurotransmissdo colinérgica. Em 1991, foram
iniciados estudos clinicos em pacientes com epilepsia como terapia adjuntiva de crises

parciais em pacientes refratarios.**

Figura 4 — Formula estrutural do piracetam e levetiracetam.

N~ O N (@)
K[( NH, W NHz
o O
piracetam levetiracetam

Oito anos ap6s os estudos clinicos iniciais, em 1999, o LEV foi aprovado pelo FDA
para comercializacdo e; em 2000, pela European Medicines Agency (EMEA), como terapia
adjuntiva de crises com ou sem evolucdo para crises convulsivas. Hoje, também é utilizado
para tratamento de crises mioclonicas, crises ténico-clénicas generalizadas e para uso em
monoterapia em pacientes a partir de 16 anos com diagnéstico de epilepsia com ou sem
evoluco para crises convulsivas.?

O LEV é uma substancia quiral, com propriedades anticonvulsivante relacionada ao
entantiomero (S), estruturalmente ndo relacionado a nenhum outro farmaco antiepiléptico
comercializado.®® A interacdo farmaco-receptor é altamente especifica com requisitos
conformacionais rigorosos.”> Com um mecanismos Unico de acdo, o LEV se liga a proteina
SV2A da vesicula sinaptica.?’ Embora o mecanismos de agdo ndo seja totalmente esclarecido,
atribui-se a esta proteina o papel de reguladora das crises epiléticas.??> O mecanismo de acéo
do LEV também envolve a inibicdo da liberagdo de calcio intramural, inibicdo seletiva do
tipo-N nos canais de calcio, inibigdo alostérica do acido y-aminobutirico (GABA) e no fluxo
de glicina e inibicdo da atividade excessiva sincronizada dos neurdnios.

O uso de LEV néo foi associado a efeitos prejudiciais em teste cognitivo de atencéo e
memdria, enquanto que doses comparaveis de acido valproico, clonazepam e carbamazepina

(Figura 5) — antiepiléticos classicos — foram associados ao comprometimento cognitivo.”’ Sua
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administracdo durante a gravidez, frente os dados disponiveis, sugere um perfil de seguranca

fetal favoravel relacionado ao LEV em monoterapia e em combina¢do com outros farmacos

antiepiléticos.?® Estudos farmacocinéticos do LEV mostraram biodisponibilidade completa

apos uma dose oral, nenhuma ligacdo as proteinas do plasma, nenhum metabolismo hepatico,

com um terco do fArmaco metabolizado e dois tercos excretado inalterado na urina.”®

Figura 5 — Estrutura molecular de trés antiepiléticos classicos.
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Em testes com varios agentes antiepiléticos em modelos experimentais de crise aguda,

LEV diferenciou-se de outros farmacos. Sua eficacia € bastante evidente em pacientes.

Estudos apontam que sua acdo é mais especifica que de outros antiepiléticos sobre a atividade

epileptiforme.?*?” A Figura 6 mostra a cronologia do uso de farmacos antiepilépticos.

Farmacos antiepiléticos

Figura 6 — Cronologia dos farmacos antiepiléticos.
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Fonte: Adaptado de Brodie®.
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Na Europa, LEV e o topiramato [sulfamato 2,3:4,5-bis-O-(1-metiletilideno)-B-D-
flutopiranosa, CAS 97240-79-4] sio os fArmacos mais prescritos como agente antiepilético.*
O topiramato (TPM) é comercializado no Brasil e, inclusive, distribuido pelo SUS.

Em um extenso estudo avaliativo do desempenho em longo prazo do TPM e LEV,
realizado na Holanda, foi observado uma eficicia semelhante no tratamento de convulsoes.
Porém, a pesquisa também apontou que a eficacia ndo pode ser observada de maneira isolada.
Os efeitos adversos relacionados ao tratamento com antiepiléticos € um dos fatores
determinantes da descontinuacdo de farmacos e substituicdo do mesmo. Assim, em concluséo,
0 estudo revelou que uma quantidade significativa de pacientes tratados com TPM
descontinuam o tratamento devido aos efeitos colaterais, neurocognitivos e interferéncia no
humor.*® Em suma, o uso do LEV est4 cada vez mais consolidado devido a sua eficacia no
tratamento de crises epiléticas observada nos pacientes tratados com este medicamento.

Lima® avaliou o perfil farmacocinético do LEV em trinta pacientes brasileiros
epiléticos, no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/SP,
administrando 1000 mg de Keppra® aos pacientes, em dose UGnica, e seguindo 0s

procedimentos clinicos necessarios para a pesquisa. Com os resultados, Lima®* concluiu que:

A utilizacdo do LEV tende a aumentar cada vez mais na pratica clinica, haja
vista que seus beneficios em termos de eficicia e tolerabilidade sédo
comprovados. (...) O perfil farmacolégico do LEV o classifica,
indubitavelmente, como uma droga antiepilética com claras vantagens
clinicas em termos de tolerabilidade, eficacia e seguranca.

O Keppra® é comercializado como comprimidos revestidos, solucdo oral e
formulacdo para administragdo intravenosa. Um problema do tratamento utilizando este
farmaco é seu elevado custo. A dose diaria definida (DDD) pela WHO Collaborating Centre
for Drug Statistics Methodology; colaboradora da Organizagdo Mundial da Saude, para o
LEV é de 1500 mg/dia,* equivalente a 82 €/més.** Entretanto, a dose diaria prescrita (DDP)

33;34

pode chegar até 5000 mg/dia; mais que o triplo da DDD, que equivaleria a mais de 272
€/més* e, pelo menos um terco dos pacientes epiléticos, utilizam mais que trés farmacos no
tratamento.”

Em 2008, a UCB Pharma lucrou 1266 milhdes de euros com as vendas de Keppra® no
mundo todo. Deste ano em diante, os lucros com a venda do antiepilético diminuiram a nivel
mundial, mas cresceu na Europa até 2011 e no Japdo continuam em expansdo. O perfil dos

lucros obtidos, apresentado na Figura 7, acompanham as quebras de patente. Nos EUA a
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patente expirou em novembro de 2008, na Europa; em setembro de 2010 e, no Japdo, expirara
apenas em 2018.%

Figura 7 — Lucro liquido da UCB Pharma com as vendas do Keppra® desde seu lancamento no mercado.
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Fonte: Adaptado de UCB®.

Tendo em vista a relevancia deste composto, estudos de sintese quimica classica foram
iniciados, sendo que as primeiras rotas envolviam resolucéo diasteroisomérica para obtencdo
do enantiémero desejado. Como exemplo, a 2-aminobutanamida pode ser resolvida com acido
L-tartarico (Esquema 2), obtendo-se a (S)-2-aminobutanamida que reage subsequentemente
com o 4-clorobutanoato de metila, formando o LEV.*® Tal resolugdo tem um rendimento de

apenas 20% e é dificil de reciclar o enantibmero (R).

Esquema 2 — Sintese do LEV com resolucdo por cristalizacdo, utilizando o acido L-tartarico.

OH O
HO
Y OH o
o (-
NH NH Cl
o) 2 acido L-tartarico z 2 \/\)J\OMe N O
\)j\ — NH, \/\H/NHZ B
H \/\"/NHZ
O (6] o
2-aminoamida (2S)-2-aminoamida levetiracetam

35% 56%

Fonte: Adaptado de Tao e Xu®.

Alternativamente, outras rotas quimiossintéticas foram desenvolvidas.®* Muitas

destas sdo extensas; tal como apresentado na Esquema 3, necessitam de temperaturas
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extremas (desde -78 °C até 200 °C), utilizam reagentes de alta pureza enantiomérica ou de
elevado custo, etapas de protecdo/desprotecdo, além de catalisadores metélicos. Embora seja

conseguido ee > 99%, os rendimentos sdo baixo, variando de 5,5 a 56%.

Esquema 3 — Sintese quimica do LEV a partir do éter (R)-benzil-glicidico, com rendimento global de 15,5% e

ee >99%.
" Cul
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Fonte: Adaptado de Mujahid el al.*

O Keppra® possui rota quimioenzimatica, onde o intermediario 2-(2-oxipirrolidin-1-
il)butanonitrila é convertido a LEV por nitrila hidratase (NHase, EC 4.2.1.84), em um

processo com rendimento global de 14% e ee > 99,5% (Esquema 4).

Esquema 4 — Sintese quimioenzimatica do LEV via processo UCB Pharma.
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Fonte: Adaptado de Tucker et al.*
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1.4 Nitrila hidratases

Compostos contendo grupo —C=N sdo essenciais para 0 metabolismo de plantas
superiores e micro-organismos de solo. Também estdo presentes em insetos, esponjas e algas.
Os cianetos sdo abundantes em plantas, estando presentes em mais de 2000 espécies, onde
ocorrem como nitrilas inorganicas (HCN) ou nitrilas organicas (R—CN).*’ Suas funcgdes sdo
abrangentes:
e Horménios de crescimento durante a germinacdo da planta; sobretudo pela acéo da 3-
indolacetonitrila e derivados (Figura 8a);*"**®

e Componentes de um sistema de defesa quimica, como forma de protecdo de
herbivoros, tais como ricina e glicosideos cianogénicos (Figura 8b) que é hidrolisada
para liberacdo de HCN;*°

e Produtos naturais de metabdlitos de plantas, como cianoalcaloides e cianolipideos
(Figura 8c); 4748

e Qutras nitrilas de baixa massa molecular (Figura 8d), das quais varias ainda possuem

funcdes até entdo desconhecidas. *4*4°

Figura 8 — Nitrilas presentes naturalmente em plantas.
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A maioria das plantas liberam nitrilas organicas como parte dos seus exsudatos
radiculares. Tal processo levou a evolucdo de micro-organismos que assimilam nitrilas da
rizosfera como fonte Unica de carbono e nitrogénio. Para tanto, a maioria destes micro-
organismos utilizam enzimas hidroliticas para obtencédo de acidos carboxilicos e amonia que,
finalmente, sdo utilizados como metabdlitos para os elementos essenciais de sua biomassa
(constituintes do DNA, RNA e proteinas).”® O metabolismo completo de nitrilas nos micro-

organismos esta apresentado no Esquema 5.
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Esquema 5 — Metabolismo de nitrilas em micro-organismos.
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Fonte: Adaptado de Prasad e Bhalla.*

O catabolismo de nitrilas em micro-organismos pode seguir duas rotas distintas,
apresentadas na Figura 9, para producdo de acido carboxilico, onde trés enzimas s&o
essenciais para o processo.”® Na primeira rota, a nitrilase (EC 3.5.5.1) converte diretamente a
nitrila em &cido carboxilico e NH3;. Na segunda rota, uma nitrila hidratase (NHase, EC
4.2.1.84) catalisa a formagdo de uma amida que, por sua vez, é hidrolisada para o acido
carboxilico correspondente e NH3 por acdo de uma amidase (EC 3.5.1.4).%°

Em geral, os micro-organismos apresentam uma nitrilase ou o sistema NHase-
amidase. Mas, em diversos micro-organismos foi verificada a presenca das trés enzimas.
Entretanto, as NHases sdo mais comumente encontradas em bactérias, como as pertencentes

aos filos proteobactéria, actionobactérias, cianobactérias, firmicutes dentre outros.*
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Figura 9 — Catabolismo de nitrilas em micro-organismos.
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Ainda que nitrilas organicas e inorganicas sejam derivadas de sais de cianeto, a
maioria ndo é tdo tdxica quanto os sais. Mais de 30 produtos farmacéuticos contendo nitrila
sdo comercializados para os mais diversos tratamentos, bem com mais de 20 compostos estdo
em estudos de desenvolvimento clinico.”* O grupo ciano é relativamente inerte e, por vezes,
ndo € metabolizado no organismo humano e passa através do corpo inalterado. Sua presenca
aumenta a solubilidade em &gua e diminui a susceptibilidade ao metabolismo oxidativo no
figado.™

As nitrilas sdo compostos versateis, podendo ser convertidas em amidas, aminas,
iminas, oximas, &cidos carboxilicos, ésteres e alcoois que correspondem a um grupo
economicamente importante em processos preparativos (Esquema 6).°2 Sdo amplamente
utilizadas como materiais de partida e intermediarios em sintese organica, sobretudo, devido a

hidratacdo de nitrilas para a amida correspondente.™

Esquema 6 — Diversidade estrutural acessivel através da manipulagdo de nitrilas. R e R' representam quaisquer
grupos alquil ou aril.

R—CONH,
R—CONHR' R—COOH

R-CH,;NH, <=—— R-C=EN ——> R~COOR'

R~CH=NH R—CH,OH
R—CH=NOH

Fonte: Adaptado de Kobayashi e Shimizu®?.
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Existem duas abordagens para a hidratagdo das nitrilas — via quimica ou enzimatica;
por NHase. Porém, a hidratacdo quimica de nitrilas € restrita a nitrilas estruturalmente simples
devido as dréasticas condi¢bes reacionais como uso de acidos ou bases fortes em temperaturas
e pressdes elevadas que resultam em processos pouco seletivos gerando subprodutos e
consequentes baixos rendimentos.>

A hidratacdo de nitrilas por via enzimética foi primeiramente relatada em 1980 por
Asano, Tani e Yamada®®, onde verificaram a formagao de acetamida em culturas de bactérias
Arthrobacter sp. J-1 crescidas em meio contendo acetonitrila. Dois anos depois, Asano et al.>*
publicaram uma caracterizagdo completa da entdo nova enzima, NHase.

Ainda em 1982, Asano et al.> relataram & converséo de acrilonitrila a acrilamida, por
NHase de Pseudomonas chlororaphis, em um processo com rendimento proximo a 100%.
Este fato teve grande impacto na academia e na industria devido a nova rota de sintese, com
producdo em grande escala, que superava duas rotas classicas; a utilizacdo de acido sulfurico
e a catalisada por sais de cobre, em rendimento e formacao de subprodutos.>*>> Atualmente,
este € 0 maior processo biocatalitico utilizado pela inddstria quimica, produzindo mais de 30
mil toneladas/ano de acrilamida pela Mitsubishi Rayon.*

NHases sdo metaloproteinas que podem conter Fe** ou Co®* em seu sitio ativo, ou
Zn?* no caso da enzima de Myrrothecium verrucaria. A enzima consiste de subunidades o e
B, existindo como heterodimeros a,p ou tetrameros a,fB, de, aproximadamente, 46 kDa e 92
kDa, respectivamente.*’ O cofator metalico esta localizado na subunidade o, no sitio ativo da
enzima e, embora a catdlise esteja associada a esta subunidade, a fragmentacdo em

subunidades individuais ndo apresenta atividade catalitica (Figura 10).4"°

Figura 10 — Representacéo tridimensional de uma NHase de Rhodococcus erythropolis. Em verde e vermelho
estdo representados as subunidade o e B, respectivamente. A esfera azul representa o cofator Fe** e em amarelo
um substrato no sitio ativo (isobutironitrila).

Fonte: Adaptado do PDB (2QDY) utilizando o software PyMol.

36



Introducéo

As NHases dependentes de ferro (NHases-Fe) apresentam fotorreatividade regulada
por éxido nitrico (NO), enquanto as dependentes de cobalto (NHases-Co) ndo. Supostamente,
0s micro-organismos que possuem NHase-Fe produzem NO endogenamente. O NO
permanece ligado ao Fe** no sitio ativo até receber irradiacéo pela luz, quando é substituido
por uma molécula de 4gua ou OH", sendo esta a forma reativa da enzima.*’

Os complexos do sitio ativo de ambos 0s metais sdo semelhantes em alguns aspectos:
sdo de baixo spin, apresentam baixo potencial redox e compartilham de um conjunto de
ligantes comum, ou seja, trés cisteinas. Dessas trés, duas apresentam oxidacdo pos-
traducional, uma para &cido cisteina sulfinico e outro para &cido cisteina sulfénico. Os
residuos de cisteina modificados sio essenciais para a atividade catalitica.”® O alinhamento da
sequéncia de aminodcidos das subunidades a e B revelou que uma regido da subunidade a ¢
altamente conservada. Nessa regido, as NHases-Co possuem uma treonina e tirosina no sitio
ativo, enquanto as dependentes de ferro possuem uma serina e treonina na sequéncia —V—C—
(T/S)-L-C-S-C—(S/Y) —. Assim, a diferenca dos cofatores metalicos pode ser atribuida aos
diferentes residuos de aminoécido nesta posigdo.*”: 4% 505!

Os mecanismos de modificacdo pds-traducional da cisteina ainda sdo desconhecidos.
A importancia da subunidade  para a atividade catalitica é sugerida pelo fato de que todas as
NHases conhecidas possuem subunidade B ou subunidades homologas que estdo envolvidas
com o complexo do sitio ativo. Uma rede de ligacdo de hidrogénio altamente conservada liga
as duas subunidades, inclusive ligacGes entre os residuos de cisteina pés-traducional da
subunidade o e dois residuos de arginina B que, quando mutados, reduz drasticamente a
atividade ou a suprimi completamente.*®

Em alguns micro-organismos, as NHases séo constitutivas enquanto em outros séo
exclusivamente indutivas; reguladas pelos seus substratos ou produtos (ou seus analogos). Em

5057 como sumarizado na

geral, apenas um tipo de NHase é produzida por um organismo,
Tabela 1, sendo que as NHase-Co apresentam especificidade de substrato mais ampla.*®
Alguns autores relacionam a afinidade preferencial de substratos de NHases-Fe por nitrilas

alifaticas pequenas, enquanto NHases-Co exibe afinidade por nitrilas arométicas.*®
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Tabela 1 — Caracteristicas de algumas NHases microbianas.
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] Otimo Estabilidade ]
Organismo Indutor Substrato especifico
pH T (°C) pH T (°C)
Agraobacterium tumefaciences d3 Fenilacetonitrila 7,0 40 - - Nitrila quiral
A. tumefaciences IAMB-261 Pivalamida 7,5 - 6,5-9,5 - Indol-3-acetonitrila
Arthrobacter sp. J1 Acetamida 7,0-7,2 35 - - Nitrilas alifaticas
Bacillus RAPc8 - 7,0 60 - >50 Nitrilas alquilicas
B. pallidus Dac 521 Constitutivo 7,0-7,5 50 6,2-8,7 50 -
Brevibacteriumsp. R312 Constitutivo 7.8 25 6,5-8,5 - Nitrilas alifaticas
Corynebacteriumsp. C5 Isobutironitrila 8,0-8,5 - - - Dinitrilas alifaticas
Pseudomonas chlororaphis B23 Metacrilamida 75 20 6,0-7,5 20 Nitrilas alifaticas
P. putida NRRL 18668 Butironitrila 7,2-78 - - <35 Nitrilas alifaticas
Pseudonocardia thermophila o o o
Metacilamida - 60 - 60 Nitrilas alifaticas
JCM 3095
Rhodococcus sp. N771 Constitutivo 78 30 6,0-8,0 <30 Nitrilas alifaticas
Rhodococcus sp. N774 Constitutivo 7,7 35 7,0-8,5 - Nitrilas alifaticas
Nitrila/amida/ Nitrilas alifaticas e
Rhodococcus sp. YH3-3 . - - 2,5-11,0 | 40-60 .
aldoxima aromaticas
R. rhodochrous J1 H-NHase Ureia 6,5-6,8 35 6,5-8,0 <30 Nitrilas alifaticas
Ciclohexanocarbo- o .
R. rhodochrous J1 L-NHase . 8,8 40 6,0-8,5 <50 Nitrilas aromaticas
xamida
R. erythropolis A4 Metacrilamida 7,5 32-35 6,0-9,0 <50 Nitrila quiral
] Nitrilas alifaticas e
R. erythropolis JCM 6823 g-caprolactama - - - - »
aromaticas

Fonte: Adaptado de Prasad e Bhalla™.

Em relacdo a estereosseletividade, os trabalhos iniciais com NHases apontam uma

baixa estereosseletividade,*’ onde a etapa estereosseletiva da conversdo de uma nitrila ao

correspondente &4cido carboxilico era realizado por amidases ou nitrilases.”® Trabalhos mais

recentes com um sistema bienzimatico NHases-amidases, na presenca de inibidores de

amidase, relatam o acumulo de amidas quirais. Assim, foi observado que tais NHases

estereosseletivas podem ser isoladas a partir de alguns géneros de bactérias, tais como:

Pseudomonas, Agrobacterium, Rhodococcus, Moraxella e Serratia.™

O mecanismo catalitico exato das NHases ainda ndo foi elucidado.*’ Entretanto, sio

propostos trés mecanismos, sendo um de esfera interna e dois de esfera externa (Esquema 7).

No mecanismo de esfera interna, a nitrila do substrato desloca um hidréxido da esfera de

coordenacdo do M**. A nitrila, entdo ligada ao metal, sofre hidrélise por uma molécula de
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agua. Isto gera um intermediério iminol ligado ao metal, que rearranja para amida (Esquema
7a).zus;so

No mecanismo de esfera externa, a nitrila sofre um ataque nucleofilico do hidréxido
ligado ao metal no sitio ativo. A reacdo gera um iminolato transiente ligado ao metal. Esta
espécie, em seguida, é rearranjada para amida (Esquema 7b). No segundo mecanismo de
esfera externa, o hidroxido ligado ao metal desprotona uma molécula de &gua livre proxima
ao sitio ativo. Esse hidroxido recém-formado realiza a hidrélise da nitrila, levando a formacao

de um 4cido imidico que ¢ tautomerizado para amida (Esquema 7c).***

Esquema 7 — Possiveis mecanismos de hidratacdo de nitrilas por NHases (a) Mecanismo de esfera interna, (b)
Mecanismo de esfera externa e (¢) Outro Mecanismo de esfera externa.
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Fonte: Adaptado de Mascharak®.

As NHases apresentam estreita interface entre academia-indlstria. Suas
aplicabilidades fizeram com que fossem inseridas rapidamente na industria para producéo de
amidas, como a acrilamida e nicotinamida. No entanto, estas aplicabilidades ainda ndo sao

totalmente exploradas. Um dos motivos é a moderada estereosseletividade das NHases até

39



Introducéo

agora conhecidas. A descoberta de novas propriedades cataliticas das NHases ampliarg, ainda

mais, a presenca desta enzima no ambito industrial.*"=%>°

1.5 Meios reacionais

Embora a &gua seja o solvente tradicional em biocatélise, algumas reacGes ocorrem
apenas em solventes organicos ou sao mais efetivas nestes do que em agua, como as
condensacdes, por exemplo.® Entretanto, a recomendacdo do uso de solventes organicos em
escala industrial tem sido cada vez mais limitada. Desde 2000, pesquisadores mostraram que
os liquidos idnicos (LIs) podem substituir os solventes organicos.®

Os Lls sdo sais, liquidos a temperatura ambiente e permanecem liquidos até altas
temperatura (< 400 °C). Diferentemente dos solventes tradicionais; que podem ser descritos
como liquidos moleculares, LIs sdo compostos de ions. Suas propriedades Unicas, como nao
volatilidade, ndo inflamabilidade e excelente estabilidade quimica e térmica os colocaram
como uma alternativa ambientalmente atraente para solventes organicos convencionais. Além
disto, as propriedades fisico-quimicas dos LlIs, tais como viscosidade, hidrofobicidade,
densidade e solubilidade, podem ser alteradas pela combinacdo de diferentes cations e anions,
de acordo com a necessidade especifica.??

O primeiro LI relatado foi o nitrato de etilam6nio (EtNH3.NOg3), em 1914. A primeira
geracdo de LIs empregava principalmente cations dialquilimidazdlicos, alquilpiridinicos e
derivados. Os anions mais comuns eram cloroaluminato e iodetos metalicos, que reagem com
a agua e, portanto, ndo sao adequados para biotransformacdes. Esta geracdo de LIs também

era sensivel ao oxigénio e s6 podia ser manuseada sob atmosfera inerte. Depois de uma

década, a segunda geragao de LIs substituiu os anions por haletos, BF,, PF, e C¢Hs;CO,, que
sdo estaveis em agua e ao ar. Aos cations foram adicionados aménio e fosfonio. Estes LIs
apresentam propriedades interessantes, como pontos de fusdo mais baixos, diferente
solubilidade em solventes organicos classicos, viscosidades, etc. Devido a estas propriedades,
a segunda geragdo atraiu um grande interesse em diversas areas, e a pesquisa em LlIs foi
impulsionada a partir da década de 1990.%*

A terceira geracao de LIs baseia-se em anions hidrofébicos e mais estaveis, tais como
(CF3S0O,),N". Os cations e/ou anions utilizados sdo biodegradaveis, facilmente disponiveis e
de menor toxicidade. Apresentam maior hidrofilicidade que a segunda geracéo e, em geral,

sdo misciveis em 4gua.®* Atualmente, os LIs mais comumente utilizados em biocatélise sdo os
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imidazolicos, sobretudo os sais de 1-butil-3-metilimidaz6lio com tetrafluoroborato,
hexafluorofosfato e bis[(trifluorometil)sulfonil]imida (Figura 11).%°

Figura 11 - Liquidos iénicos comumente utilizados em biocatalise.

I\ [\ —\ .
/N@N\/\/ /N@N\/\/ /N@N\/\/ O\\S\/N\)S//(\)
BF, PFg FsC " & CFs

BMIM.BF,4 BMIM.PFg BMIM.NTf,

Os liquidos i6nicos de 1-butil-3-metilimidazdlio s&o polares, misciveis com solventes
como diclorometano, e imiscivel com hexano. A polaridade dos liquidos ibnicos comuns, de
acordo com a escala de polaridade de Reichardt, sdo semelhantes ao metanol, 2-cloroetanol e
N-metilformamida. Embora BMIM.PFg, BMIM.NTf, e BMIM.BF, sdo semelhantes na escala
de polaridade de Reichardt, apenas o Gltimo é completamente solivel em agua. BMIM.PFg
BMIM.NTT, s&o ligeiramente soldveis em agua (0,13% v/v e 1,4% m/v, respectivamente).®

Desta maneira, os LIs podem atuar como co-solventes, segunda fase ou como
solventes ndo aquosos, dependendo da natureza do LI utilizada, bem como da enzima. Mesmo
quando determinada enzima € inativada ou desnaturada por solventes organicos polares, esta
pode tolerar um LI com polaridade semelhante.®

A estrutura tridimensional da enzima é um pré-requisito para sua atividade, mantida
por ligagdo dissulfeto, ligacdes de hidrogénio e interacfes hidrofobicas. Desdobramentos
requerem a dissociacdo de muitas ligacdes de hidrogénio e o contato de grupos hidrofobicos
com o solvente. Por conseguinte, as enzimas sdo desestabilizadas por compostos que
interagem especificamente com a proteina desdobrada. A &gua realiza interacdes
suficientemente fortes para dissolver enzimas, mas nédo suficientemente fortes para dissociar
as ligacbes de hidrogénio estruturais. As solugbes enzimaticas em agua pura S&o
frequentemente instaveis e, por isso, sdo geralmente mantidas em tampdes. Neste meio, 0
efeito de estabilizacdo pode ser atribuida ao efeito salting out dos grupos hidrofobicos, o que
aumenta a barreira energética para o desdobramento e exposicao de tais grupos.®®

Nem todos os liquidos ibnicos sdo adequados para biocatalise. As enzimas sdo
geralmente ativas em liquidos idnicos que contenham os anions BF,, PF, e NTf,, mas néo

CI', NO; e CF;S0;, trifluoroacetato ou acetato. Uma possivel razdo para esta diferenca reside

na basicidade da ligacdo de hidrogénio dos anions com a enzima. Quanto menor a basicidade
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da ligacdo de hidrogénio do anion, menor sera a interferéncia com as ligagfes de hidrogénio
internas da enzima. O anion BF, espalha sua carga negativa ao longo de quatro atomos de

fltor, os &nions PF, e NTf,; em seis atomos de fltior, minimizando a basicidade da ligacéo de
hidrogénio.®

Assim, a utilizacdo de LIs pode ser bastante eficiente em processos biocataliticos
substituindo os solventes organicos, aumentando a solubilidade de substratos e a velocidade
reacional, além de uma melhora na regio- e enantiosseletividade.®® Por exemplo, a acilago de
glicose por lipase-B de C. antarctica, Esquema 8, apresentou melhora significativa de
rendimento (99%) e regiosseletividade (93%) em LI, comparada com a reacdo realizada em
solventes organicos (73% e 76%, respectivamente).®” Do ponto de vista econdmico, é preciso
encontrar metodologias para a reutilizacao e reciclagem dos LIs, bem como biocatalisadores

neste meio, para que o processo seja conduzido de forma mais eficaz.®®

Esquema 8 — Acetilacdo regiosseletiva de B-D-glicose catalisada por lipase em acetona e MOEMIM.BF,.

Fonte: Adaptado de Park e Kazlauskas®'.

Na literatura ha apenas trés trabalhos envolvendo NHases e liquidos i6nicos. No
primeiro deles, Cull et al.%® relatam, em 2000, a biotransformacdo de 1,3-dicianobenzeno para
3-cianobenzamida e acido 3-cianobenzdico por células de Rhodococcus R312, em um sistema
bifasico agua-BMIM.PFg comparativo ao convencional sistema agua-tolueno. O perfil de
conversédo em ambos os sistemas foi 0 mesmo, com cinética mais lenta para agua-BMIM.PFg;
devido a viscosidade do LI, porém, a atividade especifica do biocatalisador no sistema
contendo LI foi quase uma ordem de magnitude maior do que no sistema agua-tolueno.

O estudo realizado por Housaindokht et al.*® em 2013 aborda a instabilidade térmica
de NHases e a baixa solubilidade dos substratos de interesse em meio aquoso. Desta forma, 0s
referidos autores realizaram uma simulacdo computacional molecular dindmica para verificar
a estabilidade térmica de NHases no LI hidrofébico bis[(trifluorometil)sulfonil]limida de 1-

etil-3-metilimidazdélio, onde o sitio ativo permaneceu inalterado a altas temperaturas. Ainda
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neste estudo, ha uma observacdo sobre o numero limitado de trabalhos com NHases em
solventes organicos, além de nenhum que utilize LIs como solvente ou co-solventes em
reacOes catalisadas por NHase.

Por tltimo, Neumann et al.”®, em 2014, mostraram a biodegradacao de liquidos idnicos

contendo os anions B(CN),, C(CN);, N(CN), e metais alcalinos como cations, por
Cupriavidus spp. e NHase comercial. Em ambos os casos, foi verificada a presenca de todas
as respectivas amidas.

Os resultados relatados na literatura, até agora, mostram claramente os potenciais de
utilizacdo dos LIs como solventes para biocatalise. Em comparacdo com o0s solventes
organicos convencionais, as enzimas em LIs tém apresentado um aumento significativo em
todos os aspectos. O funcionamento das enzimas em LIs ainda ndo estd esclarecido, o que
torna importante as observacOes experimentais para um correlacionamento com aspectos

tedricos. Assim, os LIs trazem novas perspectivas para a biocatélise.®*"*
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a sintese quimioenzimatica do levetiracetam (5a) e anéalogos. Para tanto, a

proposta retrossintética para o levetiracetam esta apresentada no Esquema 9.

Esquema 9 — Proposta retrossintética para obtencdo do levetiracetam 5a.

N~ O N~ "o
R' e e
~_NH
o |
H
N N
5a-d: R = Et
5'a-d: R = Ph [L ou []
N © .
c d
R X OH 0
R)\\\N — R)\\\N — R)\\\N — ~
X =ClI, Br
4a-d: R = Et 3:R=Et 2:R =Et
4'a-d: R = Ph 3" R = Ph 2R = Ph 1

Atraves da retrossintese sugerida, a preparacdo do composto 4 é essencial para a
formacdo do produto 5, por acdo da enzima nitrila hidratase (E.C. 4.2.1.84). Desta maneira,

foi proposta a seguinte rota sintética:
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Esquema 10 — Rota quimioenzimatica proposta para a sintese do levetiracetam e analogos.
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H H
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H \
NR NHase NR' R' N N
NH, -
R/Hf R/\\ [ L [ ]
S CHL;CN
N 3 N (@] N
o H H
5a-d: R = Et 4a-d: R = Et c d
5'a-d: R = Ph 4'a-d: R =Ph N

2.2 Objetivos especificos

Sintetizar e caracterizar 0 composto 2;
Sintetizar e caracterizar os compostos 3a e 3'a;

Sintetizar e caracterizar os compostos 4a-4d e 4'a-4'd;

A b

Avaliar a especificidade de substrato e enantiosseletividade de nitrila hidratases (E.C.

4.2.1.84) na conversdo de 4a-4d e 4'a-4'd em 5a-5d e 5'a-5'd, em meio aquoso

tamponado;

5. Sintetizar e caracterizar os liquidos idnicos BMIM.BF,;, BMIM.PFs e BMIM.NTf, que
serdo utilizados como meio reacional;

6. Auvaliar a especificidade de substrato e enantiosseletividade de nitrila hidratases (E.C.

4.2.1.84) na conversdo de 4a-4d e 4'a-4'd em 5a-5d e 5'a-5'd, em liquidos i6nicos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Planejamento sintético

A andlise retrossintética inicialmente proposta para a sintese do levetiracetam 5a e
analogos foi mostrada no Esquema 9. Nesta proposta 5a e analogos 5b-d (série alifatica)
seriam sintetizados a partir das respectivas a-alquilnitrilas N-substituidas 4a-d empregando
NHases como biocatalisador. Estas nitrilas seriam obtidas a partir de 2 através de duas reacdes
de substituicdo nucleofilica consecutivas passando pelos compostos halogenados 3. O
composto 2 seria sintetizado a partir do propanal 1. Entretanto, durante o desenvolvimento
desta rota constatou-se que os compostos 4a-d poderiam ser sintetizados diretamente a partir
de 2 o que reduziu em uma etapa a proposta sintética inicial tornando esta nova rota mais
curta e eficiente.

Os analogos alifaticos de 5a foram escolhidos baseados no trabalho de estrutura-

atividade realizado por Kenda et al.”

Neste estudo foi avaliado o sitio especifico de ligacdo
do LEV no receptor cerebral. A partir das informacdes ai geradas foram realizadas uma série
de alteracGes no esqueleto do composto representado na Figura 12 a a fim de identificar o(s)
grupo(s) farmacoforico(s). Desta maneira, 0s autores constataram que para este composto
apresentar atividade anticonvulsivante o0s requisitos abaixo listados deveriam ser
considerados:
M a porcdo amida é essencial para a afinidade (Figura 12b);
(i) 0 grupo R deve ser pequeno e com configuracdo (S); sendo que a maior
afinidade é obtida quando R € uma etila (Figura 12c);
(ili)  em R' o anel pirrolidin-2-ona (a) é preferido sobre os analogos de piperidina ou
compostos nitrogenados aciclicos (Figura 12d);
(iv)  a substituicdo das posi¢des 3 ou 5 do anel lactdmico diminui a afinidade de
ligacdo do LEV no receptor cerebral (Figura 12e);
(v) a substituicdo na posicao 4 do anel lactdmico por cadeias alifaticas pequenas

pode aumentar a afinidade (Figura 12e).
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Figura 12 — Modificagdes estruturais a partir do esqueleto do LEV.
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~ NH
" R/\H/ 2
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Com base nas informacdes supracitadas, foram elaborados os analogos sintéticos de
5a. Assim, os heterociclos b e ¢ foram propostos por serem lactamas que diferenciam-se de a
pela tamanho do ciclo e presenca de uma amina secundaria na posicdo 4 do anel,
respectivamente. A escolha do heterociclo d foi baseada nos trabalhos de Altenkamper et al.”
que descrevem a metil-piperazina ligada ao carbono assimétrico a-amida como grupo
farmacoférico em compostos com atividade antimalérica e anti-Trypanosoma.”

Além da série alifatica (5a-5d) foi incluida na proposta inicial a sintese da respectiva
série aromatica 5'a-5d, conforme apresentado no Esquema 9, e cuja relacdo estrutura-
atividade ainda ndo foi descrita na literatura. Também, nos estudos de Kenda et al.”’, ao
substituirem, em 5a, a etila de R por um n-propila, i-propila e t-butila, a atividade
antiepilepisia foi diminuida. Assim, foi generalizado que para quaisquer substituintes em R,
maior que uma etila, a atividade seria diminuida. No entanto, o efeito de um anel aromatico
ndo foi avaliado. Nos compostos com atividade antimaldrica e anti-Trypanosoma, um
substituinte aromatico em R de 5'd apresenta maior atividade. Ademais, a sintese dos
respectivos compostos aromaticos permitiria avaliar a especificidade das NHases em relacéo

aos substratos a-alquil e a-arilnitrilas (4a-d e 4'a-d respectivamente).
3.2 Obtencéo das cianidrinas 2 e 2°

O composto 2', mandelonitrila, foi obtido comercialmente junto a empresa Sigma-
Aldrich. Entretanto a comercializagdo do analogo 2 foi descontinuada. Para a sintese de 2
foram avaliadas duas estratégias que envolviam o emprego de doadores de cianeto diferentes.
Na primeira metodologia optou-se pelo uso de TMSCN (cianeto de trimetilsilila), um doador
de cianeto mais seguro quando comparado ao tradicional NaCN (cianeto de sddio) utilizado
na segunda metodologia.
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3.2.1 Sintese da 2-hidroxibutanonitrila (2)

A primeira etapa da rota sintética proposta consiste na sintese do composto 2 (2-
hidroxibutanonitrila). A adicdo de uma nitrila a carbonila de um aldeido leva a formacéo de
cianidrina, uma importante reacéo de formacéo de ligacdo C—C.™ A sintese iniciou-se através
da cianosililagéo de 1.

Inmeras metodologias de preparacdo de cianidrinas sdo reportadas na literatura
devido a sua importancia sintética: sdo precursoras de diversos grupos funcionais como -
amino-alcoois, a-hidréxi-aldeidos e a-hidréxi-acidos.” O TMSCN §é, atualmente, uma das
fontes de cianeto mais eficientes, segura e de facil manuseio nas reacfes de adicdo
nucleofilica de cianeto & compostos carbonilicos.”® Esta reacdo leva ao respectivo a-ciano
trimetilsililéter (Esquema 11), e pode ser catalisada por &cidos ou bases de Lewis,
catalisadores bifuncionais, alc6xidos e sais inorganicos.” Entretanto, muitos destes métodos
apresentam tempos de reagdo prolongados, uso de catalisadores contendo metais pesados e

baixos rendimentos.”

Esquema 11 — Cianosililagao de aldeidos.

/
j\ | O,Si\/
+ _Si- —
R H e \CN )\
R CN

Uma das alternativas para contornar estes problemas é o uso de sais quaternarios de
amonio que tém sido reportados como organocatalisadores eficientes para as reacdes de
cianosililacdo de aldeidos. As reacdes empregando esta base de Lewis sdo livre de metais e,
na maioria das vezes, as reacdes ocorrem na auséncia de solventes.”*’""® Uma dificuldade na
utilizacdo destes sais quaternarios de aménio como organocatalisadores reside no fato de que

I.”" relataram a

a maioria deles ndo estd disponivel comercialmente. Porém, Yegian et a
utilizacdo do hidroxido de tretametilamonio, disponivel comercialmente, em solu¢do aquosa
com bons resultados.

Na sintese de 2 a reacdo foi iniciada com 0,0002 mol% de hidroxido de
tetrametilamonio seguido pela adicdo de propanal 1 e, apds homogeneizacdo dos mesmos,
adicdo de TMSCN equimolar ao aldeido. Esta reacdo foi monitorada por cromatografia em
camada delgada (CCD), eluida com hexano/EtOAc 3:1 e revelada com &cido fosfomolibdico,
fornecendo um produto cujo fator de retengéo (Rg) foi de 0,24 enquanto o material de partida

1 apresentou R igual a 0,44. Analise de RMN de *H revelou que o produto obtido na reagdo
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tratava-se de uma mistura dos compostos 2 e 6, seu analogo sililado, como apresentado na

Figura 13 e sumarizado na Tabela 2.

Figura 13 — Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCl5) do produto da reacéo de cianosililago.
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Fonte: o autor.
Tabela 2 — Dados de RMN de *H de 2 e 2 cianosililado (6).
|
4 >S5~
OH 0\
1 3 1 3
2 6
Literatura para 2" Literatura para 6"
H S (ppm) J (H2)
8 (ppm) J(H2) 8 (ppm) J(H2)
1 1,10 (1) 74 1,15 (1) 7,5 0,89 7,5
2 2,00-1,80 (m) - 1,90 - 1,84 (m) - 1,67 -
3 4,44 (1) 6,6 4,42 (1) 6,6 4,23 n.i.
4 2,96 (sl) - - - - -
5 0,07 (s) - - - 0,06 (s) -

O singleto com deslocamento quimico de 0,07 ppm é referente as trés metilas
provenientes do grupo trimetilsilila do composto 6 enguanto o singleto largo com
deslocamento quimico de 2,96 ppm sugere a presenca do hidrogénio da hidroxila da
cianoidrina 2. A questdo da mistura de produtos foi facilmente solucionada, deixando-a sob
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agitacdo com uma solucéo de HCI 2 mol L™ por 2 h. Contudo, o rendimento desta reacéo foi
de 7%. Visando aumentar o rendimento vérias condi¢Ges reacionais foram avaliadas,
explicadas a seguir.

Ao observar o mecanismo proposto por Yegian et al.”’ para esta reacéo, apresentado
no Esquema 12, viu-se que a ordem de adicdo dos reagentes ndo era condizente com o
mesmo. Entretanto, os artigos da literatura que relatam reacdes de cianosililagdo empregando-

se sais quaternarios de amdnio como catalisador fazem o mesmo. 478081

Esquema 12 — Mecanismo proposto por Yequian et al.”’ para reacdo de cianosililagio de aldeidos.

%H

TMSCN
// (CH3)4N"OH" \<

—Si -
~ OH
| 7 |(CHa),N* 0 .
0 —Si, | (CHy)N

Nc/JVH CN

CN EtCHO
(o
e

Fonte: Adaptado de Yequian et al.””

O mecanismo sugere que, em principio, seja formado um complexo entre o catalisador
e 0 quaternario de amonio. Os intermediarios penta e hexavalentes de silicio sdo muito
reativos, facilitando a transferéncia da nitrila por ataque nucleofilico a carbonila que, por sua
vez, ataca o silicio. A decomposicdo do intermediério pentavalente de silicio leva ao produto
cianosililado. Desta maneira, repetiu-se a reagdo com a ordem da proposta mecanistica,;
catalisador e TMSCN, seguido do aldeido (Tabela 3, entrada 2).

Outra alteracdo realizada foi no tempo de reacdo (Tabela 3, entrada 3). Foi verificado,
por RMN de 'H, que ap6s 1 h de reacéio ainda restava material de partida que ndo foi
detectado por CCD e por GC-FID. Por ultimo, foram testadas outras propor¢oes de reagentes,

como sugerem outras metodologias de cianosililagdo com sais quaternarios de amonio,
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(Tabela 3, entrada 4 a 6). O aumento da quantidade de catalisador resultou em uma reacéo

mais exotérmica e foi acompanhada pela diminuicdo do rendimento, devido a volatilizagdo do

composto 1.
Tabela 3 — Sintese do composto 2 a partir de 1 com TMSCN.
o) | i.(CH3)4,NOH aq. OH
\)\H Sl ii. HC12 mol L™ \)\CN
1 2
Entrada Proporcéo Catalisador Tempo Rendimento
aldeido/TMSCN (mol%) (h) (%)
1 1:1 0,0002 1 7
2 1:1 0,0002 1 )
3 1:1 0,0002 24 13
4 1:1,2 0,0004 36 49
5 1:1,2 0,5 20 10
6 1:1,2 1,0 20 2

Fonte: o autor.

Mesmo com as tentativas de otimizacdo, os rendimentos continuaram insatisfatorios.
Por se tratar da primeira etapa da rota sintética optou-se por avaliar a reacdo classica de
formacédo de cianidrinas, utilizando NaCN como doador de cianeto. A cianacdo de aldeidos

leva diretamente a respectiva cianidrina, como apresentado no Esquema 13.

Esquema 13 — Cianagdo de 1 com NaCN para a sintese do composto 2.

i. NaHSO3 aq.
0 ii. NaCN ag. OH
\)J\H 0°C,2,5h \)\CN
1 2

A adicdo de nitrila é, na realidade, um ataque nucleofilico do CN™ & carbonila. Porém,
a taxa reacional pode ser aumentada pela adicdo de base, como demonstrado por Lapworth,
em 1903, sendo um dos primeiros mecanismos organico conhecidos.® Desta maneira, melhor
que realizar a adi¢do direta de cianeto a um aldeido ou cetona, é tratar o produto da adi¢do de

bissulfito com cianeto,®® como sugerido no Esquema 14. Esta é uma reacéo em equilibrio e,
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para os aldeidos e cetonas aliféticos, o equilibrio é deslocado para a direita. Por conseguinte, a

reaco é bastante viavel.®®

Esquema 14 — Mecanismo de formagdo do composto 2 através da cianagdo por NaCN.

0 i. NaHSO3 + OO ii. NaCN OH
)J\ Na //S><OH > )\ + NapSO3
Et” H OEt H Et” "CN
1 2
- 0
\
O\S—OH >0
4 O H
I © C
OW%)HO_ 0 o. CN
) —= C — e
Et” H

\)J\{ Et” H
“CN

A metodologia sintética seguida foi proposta por Young, Buse e Heathcock.®* Na
primeira etapa, fez-se reagir o propanal com uma solucéo de bissulfito de sédio a 0 °C por 30
minutos, seguida pela adi¢do de uma solucdo de cianeto de sddio a 0 °C, sob agitacdo, por 2
horas. Ao final, a mistura reacional foi extraida com acetato de etila. O extrato da reacdo foi
purificado por cromatografia em silica seca (DSC)® obtendo-se a cianidrina 2 com 70% de
rendimento.

O composto 2 foi sintetizado na escala de alguns gramas, utilizando NaCN como
doador de cianeto, a fim de se obter quantidade suficiente de material para prosseguir com 0s

estudos propostos.
3.3 Sintese das a-halonitrilas 3 e 3’

Esta etapa visou a substituicdo da hidroxila por um melhor grupo abandonador como

cloro ou bromo que seria posteriormente substituido por heterociclos nitrogenados.

Esquema 15 - Conversdo das cianidrinas 2 e 2" para as a-halonitrilas correspondentes.

OH X
Joooo— L
R CN R CN
X =Br, Cl
2:R =Et 3:R=Et
2" R=Ph 3" R=Ph
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E extensamente reportado na literatura a halogenacio de hidroxilas de alcoois. Porém
0 mesmo ndo ocorre com a hidroxila de cianidrinas.

a-Cloronitrilas sdo comumente sintetizadas por desidratagdo de a-cloroamidas,
cloracdo de nitrilas ou cloracdo de cianidrinas. No entanto, tais metodologias nem sempre sdo
satisfatorias como um método de preparacdo. Os dois primeiros requerem condicBes
vigorosas de reacdo (temperatura elevada e uso de uma base forte). A cloracdo de cianidrinas
é bastante satisfatdria, porém sio relatados casos de sucesso somente para a mandelonitrila.®®

A reacdo de alcoois primarios, secundarios e terciarios com cloreto de tionila leva a
formacao de um ester de clorosulfito intermediario (Esquema 16). O produto final dependera

das condigdes reacionais empregadas.®”*

Esquema 16 — Mecanismo de formag&o do éster de clorosulfito.
Q@
R .o S\ —_—
>_QH\_/C'/‘ \el Rké, cl R 0" al
|
R

Quando ha um excesso de cloreto de tionila ou quantidades aproximadamente
equimolares de material de partida, cloreto de tionila e base, o ataque nucleofilico, via Sn2,

ocorre e 0 produto sera o haleto de alquila com inversdo da configuracéo (Esquema 17).278

Esquema 17 — Mecanismo de formacéao do haleto de alquila.

Q R Q T ® R}
R1 Se., —> +_S. — QXN “Cl gk SO,
=oH .+ cIid R; |0y Cl Rz) \Cl R>
RZ H -

Se a reacgdo e feita sem o0 uso de base, 0 mecanismo Syi ocorre e 0 produto possuira a

mesma configuracdo do alcool de partida, como representado no Esquema 18.27%8

Esquema 18 — Mecanismo Syi, com retengdo da configurag&o inicial.

A Ry
o\ — > )Cl + SO
Ro\__S70 R>
Cl

55



Resultados e Discussao

Partimos da cloracdo da mandelonitrila 2' com SOCI, (Esquema 19).2° A reacéo foi

realizada na presenca de piridina e cloroférmio como solvente, sob refluxo, e monitorada por

CCD (eluida com hexano/acetato 1:1, revelado em camera de UV a 254 nm e R do produto

de 0,38) e/ou GC-FID. Apos 12 horas de reacdo observou-se 100% de conversdo do material

de partida. O produto foi purificado através de DSC. A 2-cloro-2-fenilacetonitrila 3' foi obtida

com um rendimento de 63%, como um o6leo amarelo. A analiss de RMN de H e

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) confirmou a estrutura do

produto.

Esquema 19 — Sintese da 2-cloro-2-fenilacetonitrila 3' a partir de 2".
| X
OH = Cl
N
CN + SOC|2 > CN
refluxo, 12h
63%
2' 3

Entretanto, a reacdo de cloracdo do composto 2, nas mesmas condi¢Ges realizadas para

0 composto 2, ndo foi bem sucedida. Assim, cinco condic¢des reacionais foram avaliadas para

cloragdo de 2, descritas como segue e sumarizadas no Esquema 20, porém todas sem sucesso.

Para 1 mmol de 2 foi adicionado piridina (10 mol%). A mistura foi acrescido, durante
40 minutos, uma solucdo de SOCI; (1,1 mmol) em cloroférmio. A reacdo foi mantida
sob agitacao em refluxo por 24 h.%°

1 mmol de 2 foi dissolvido em 89 mmol de piridina e levado para banho de gelo.
Atingido 0 °C, adicionou-se SOCI; (33 mmol) gota a gota. A mistura foi mantida sob
agitacdo em banho de gelo por 4 h.*!

1 mmol de 2 foi dissolvido em 10 mmol de piridina. Adicionou-se SOCI, (55 mmol)
gota a gota. A mistura foi mantida sob agitac&o overnight.*

A 1 mmol de 2 foi adicionado, em banho de gelo, uma solucio de SOCI; (1,03 mmol)
em cloroférmio, gota a gota. A mistura foi mantida sob agitagdo overnight a
temperatura ambiente.*

Foi preparado uma solucdo contendo SOCI; (1,1 mmol) e CaF, (10 mol%) em
cloroférmio. A solucdo, foi adicionado o composto 2 (1 mmol) gota a gota. A mistura
foi mantida sob agitacdo a 70 °C por 2h e, em seguida, levou-se para refluxo por 24
h.89
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Esquema 20 — Tentativas de clora¢do do composto 2 com SOCl,.

a<a .

[ o—0» | P | =
agitagaoa 0°C, 4 h N =

89 equiv.

banho de gelo refluxo 24h

S0CKL SOCl
33 equiv. gola a gota 1.1 equiv. em 40 min.
OH
S
| - 2 SOCk 1,1 equiv.
N~ 1 equiv. CaF; 0,1 equiv.

clorofdrmio

SOCl,

WA

e

"y
; S0CkL
La., overnight 1,03 equiv. gota a gota refluxo 24h
em cloroformio

t.a., overnight

A tentativa seguinte consistiu na bromacgdo do composto 2, com brometo de fosforila.
J4 é relatado na literatura a cloracdo de 2' com cloreto de fosforila.?* O mecanismo para
ambas as halogenacfes € o mesmo, como representado no Esquema 21 e, o bromo, é um

abandonador ainda melhor que o cloro.

Esquema 21 - Mecanismo de formacao do composto 3.

X
R R
_—

R 0]
Y ’IIDI\C;( - %)l/POXZ
H

_..J \
X =BrouCl \ /N O
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A sintese de 3 com brometo de fosforila foi realizada na presenca de piridina e
benzeno como solvente (Esquema 22). A reacdo foi monitorada por CCD e o produto formado

caracterizado por GC-MS. O rendimento bruto desta reacédo foi de 22%.

Esquema 22 - Sintese da 2-bromobutanonitrila, 3.

| X
=
OH Q N Br
+ P~ —_—
\)\CN Br gl ta., 24h \)\CN
2 3

Né&o foi realizada purificacdo em CCD preparativa, pois o produto da reacdo nédo foi
revelado com os reveladores disponiveis no laboratério: acido fosfomolibdico, anisaldeido,
Dragendorff, sulfato de cério e verde de bromocresol. Isso dificultaria até mesmo a
purificacdo por DSC, pois todas as fracOes teriam que ser analisadas em GC-FID para
verificar a presenca de 3. Porém, o rendimento isolado foi estimado em 15%, por comparagéo

das éreas obtidas em andlise por GC-FID.
3.4 Sintese dos derivados heterociclicos

Ja foi descrito na literatura uma metodologia para substituicdo de cloro por 1-
metilpiperazina d.” Assim, iniciamos pela reacdo de substituicdo do cloro de 3' pelos
heterociclos propostos. O composto 3' foi diluido em acetonitrila anidra, seguido da adigdo do
respectivo heterociclo e aquecimento até refluxo. A propor¢do do material de partida e
heterociclo foi de 1:3. As rea¢des foram monitoradas por CCD e/ou GC-FID e os resultados
para estas reacOes estdo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Substituicdo do atomo de cloro de 3" por heterociclos nucleofilicos.

Cl Nu
MeCN

cN * NuH ——— CN t HC
refluxo

3 4'

Nucledfilo | Tempo de reacdo (h) | Rendimento (%)

(o

N

H
a
(Nt\l\o 60 -
H
b
H

60 -

N
[ L 24 27
N (6]
H
C
|
N
[ ] 20 75
N
H
d

Fonte: o autor.

A substituicdo em 3' pela piperazin-2-ona ¢ e 1-metilpiperazina d como nucleo6filos,
levou aos compostos 4'c e 4'd com rendimentos de 27% e 75%, respectivamente, que foram
devidamente caracterizados. Porém, com a pirrolidin-2-ona a e piperidin-2-ona b como
nucleofilos ndo houve a substituicéo.

Tais resultados podem ser justificados pelo fato das aminas serem melhores
nucleofilos comparado as amidas, devido a maior disponibilidade do par de elétrons néo
ligante do nitrogénio. O mecanismo da reacdo estd apresentado no Esquema 23. Na reacdo

com ¢, a substituicdo procedeu atraves da amina devido sua maior forca nucleofilica.
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Esquema 23 — Mecanismo de substitui¢do do cloro 3' de via Sy2.

| |
SO s )
CN N - N N
@ () o A
N
N ©)\CN CN
3 d 4'd
Para o correspondente alifatico 3, foi utilizado a mesma metodologia para a
substituicdo por d. Mas, como o rendimento para sua sintese, na etapa anterior, foi baixo

(22%), avaliou-se, também, a substituicdo direta de 2 pelos heterociclos ¢ e d, conforme
apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 — Substituigdo nucleofilicaem 2 e 3 por c e d.

R MeCN Nu
+ NuH —— + HR
\)\CN refluxo \)\CN
2:R=0H 4
3:R=Br
Nitrila Nucledfilo | Tempo de reacdo (h) | Rendimento (%)
2 c 5 20
2 d 8 38
3 d 10 59

Fonte: o autor.

As duas reagfes com d levaram ao mesmo produto final, a 2-(4-metilpiperazin-1-
il)butanonitrila, 4d, cujas estruturas foram confirmadas por RMN de 'H, *3C e experimento
DEPT-135. A reacdo do composto 2 com c também levou ao 2-(3-oxipiperazin-1-
il)butanonitrila, 4c, confirmada por RMN de *H, **C e experimento DEPT-135. Isso sugere
que a halogenacdo de 2, para a obtencdo de 4c e 4d, ndo é necessaria para realizar a
substituicdo da hidroxila de 2 pela piperazin-2-ona e 1-metilpiperazina.

A mesma reacdo foi feita com 2', a fim de verificar se a substituicdo direta da

hidroxila em compostos a-aromaticos também ocorreria.
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Tabela 6 — Substituicdo da hidroxila do composto 3" pelos heterociclos nucleofilicos ¢ e d.

OH Nu
MeCN
cN * NwH ———= cN * HO
refluxo
2' 4

Nucleodfilo | Tempo de reacéo (h) | Rendimento (%)
c 24 22
d 20 71

Fonte: o autor.

A reacdo de substituicdo direta da hidroxila de 2" por ¢ e d ocorreu tal como em 2. Os
rendimentos para a substituicdo direta séo levemente inferiores que a substitui¢do pelo cloro,
0 que evidencia o fato deste ser um melhor abandonador.

Assim, os compostos 4c, 4'c, 4d e 4'd foram devidamente sintetizados, restando os
compostos 4a, 4'a, 4b e 4'b. Testou-se a reacdo de substituicdo direta de 2 e 2" pelos
heterociclos pirrolidin-2-ona e piperidin-2-ona, conforme mostrado na Tabela 7, mas nédo foi

observada a reagao de substituicdo em nenhuma das condicdes testadas.

Tabela 7 — Substituicdo da hidroxila de 2 e 2* por a e b.

OH MeCN Nu
+ NH ——— L + Hy0

R CN refluxo R CN

2:R =Et 4. R=Et

2R =Ph 4R =Ph

Composto Nucledfilo | Tempo de reacdo (h) | Rendimento (%)

2 a 20 -
2 b 20 -
2' a 20 -
2' b 20 -
3 a 20 -

Fonte: o autor.

N&o ocorreu a substituicdo em nenhuma das reacdes acima testadas. Como para a
sintese 4c, 4'c, 4d e 4'd ndo seria mais necessario a sintese de 3 e 3', a bromagdo de 2
apresentou baixo rendimento e com dificuldades para a purificagcdo; buscamos metodologias

de substituicao direta de hidroxilas por lactamas.

61



Resultados e Discussao

Jenner® reportou a N-alquilagdo de amidas e lactamas por &lcoois (primarios,
secundérios e terciarios), atraves dos catalisadores de ruténio RuCl;.xH,O e Ru3(CO);, na
presenca do indutor basico tributilfosfina. Nishibayashi®® realizou a substituicéo da hidroxila
do 1-fenilprop-2-in-1-ol por diversos nucledfilos, inclusive a pirrolidin-2-ona a, com 0s
catalisadores [Cp*RuCl(uz-SeMe)]z, [Cp*RuCl(p2-SeMe),RuCp*(OH,)]OTf, [Cp*RuClI(p,-
TeMe)], e [Cp*RuCl(u,-TeMe),-RuCp*(OH,)]OTS, sendo Cp = 7’-CsMes e OTf =
OSO,CF;. Desta forma, foram avaliadas metodologias para a substituicdo direta da hidroxila
em 2 e 2" pelos heterociclos utilizando-se catalisador de ruténio RuClz.xH,0 (3,5 mol%) sob
pressdo maior que 1 atm (reacdes em autoclave a 150 °C).

O primeiro experimento teste foi realizado com 2 e a como nucled6filo. Apds 12 horas
de reacdo obteve-se um 6leo marrom viscoso que foi lavado com &gua basica (pH 10) e
purificado por TLC preparativa, fornecendo o produto 4a que foi caracterizado por RMN de
'H, ¥C e experimento DEPT-135. Em seguida, esta reacdo foi repetida com 2" e a, para
formar o produto 4'a, além de b com 2 e 2'; para formar os compostos 4b e 4'b. Estes

resultados estdo sumarizados na Tabela 8.

Tabela 8 — Substituicdo da hidroxila de 2 e 2" por a e b, na presenca de ruténio.

OH RuCly Nu
+  NuH - + H0
R CN 150°C, 12h R CN
2: R =Et 4: R =Et
2" R=Ph 4 R=Ph
Composto Nucledfilo Tempo de reacdo (h) | Rendimento (%0)
2 a 12 38
2 b 12 39
2/ a 12 42
2/ b 12 45

Fonte: o autor.

Todos os produtos foram devidamente caracterizados. Entdo, repetiu-se a sintese
destes, a fim de se obter quantidade de material para prosseguir com o trabalho. Apesar dos
rendimentos moderados, foi possivel obter todas as nitrilas o-substituidas com os N-
heterociclos de interesse em uma substituicdo nucleofilica direta a partir das cianidrinas 2 e 2".
Esta estratégia reduziu em uma etapa a rota sintética inicialmente proposta, o que levou a um

melhor rendimento global.
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3.5 Sintese das amidas racémicas

Nesta etapa buscou-se a sintese das respectivas amidas racémicas, visando a obtenc¢édo
dos padrbes para as determinacfes da enantiosseletividade das reaces biocatalisadas por
NHases. Além disso, as amidas recém sintetizadas foram utilizadas como padrdes para o
monitoramento das reacdes de Biocatalise por GC-FID.

Para a sintese das amidas, utilizou-se a metodologia proposta por Gonzalez-Vera,
Garcia-Lopez e Herranz®’ para a hidratagdo de a-amino-nitrilas. Desta maneira, a nitrila é
dissolvida em CH,Cl,, adiciona-se H,SO,4 concentrado (30 equivalentes) e a reacdo € mantida
sob agitacdo a temperatura ambiente. Ao final, o excesso de &cido foi neutralizado com NaOH
e se procede a extracdo com acetato de etila.

A benzonitrila foi utilizada como reacdo modelo, que levou 22 h e apresentou 67% de
rendimento, acompanhada por comparagdo com o padrdo auténtico em GC-FID. Desta

maneira, procederam-se as demais reagdes, como sumarizado na Tabela 9.

Tabela 9 — Reagdo de hidratacdo das nitrilas por via quimica.

R CH,Cl, R
)\ + HxSO4(conc) ————> R' NH;
R~ "CN o
4a-ded'ad 5a-d e 5'a-d
Composto R’ R" Tempo (h) Rendimento (%)
4a Et 4 80
a Ph L 20 96
4b Et (l 60 21
4'b Ph N O 60 58
e
4c Et [H fo 60 -
4'c Ph N 60 -
whn
4d Et [L] 22 28
4'd Ph N 23 85
o

N&o foi necessaria a purificagdo do produto de nenhuma reacgéo, pois a anélise em GC-

FID revelou que s6 havia um produto formado e ndo restou material de partida em nenhuma

63



Resultados e Discussao

reacdo. Todos os produtos tiveram sua estrutura confirmada por técnicas espectroscopicas
(RMN de 'H, RMN de *3C e IV) e espectrometria de massas.

A reacdo é uma hidratacdo da nitrila. Um excesso de agua poderia levar ao acido
carboxilico correspondente. Mas, o uso do &cido sulfdrico concentrado garantiu 0 meio
fortemente acido para protonacdo da nitrila, a0 mesmo tempo que ndo apresentou excesso de

agua. O mecanismo proposto para a reacao esta ilustrado no Esquema 24.

Esquema 24 - Mecanismo de hidratacéo das nitrilas para amidas com catalise acida.

10,
- G

. . ol o 0. 0. 5 o
R \\N:f— R/\\CEIH -— R/\[’\];_I H <=—= R/\,[\l]/H H -—— R/?’{\EJH R/\'\T_|
N NH, 2

H H)

0L +1)

H H H/O\H

Apenas as nitrilas 4c e 4'c ndo levaram a formacao das amidas correspondentes. Estas
sdo insollveis no meio reacional e, mesmo realizando a reacdo na presenca de DMSO como

co-solvente, ndo houve a formagéo de produto.

3.6 Medida da atividade enzimatica das nitrila hidratases, EC 4.2.1.84 NHases

Uma colecdo de 22 nitrila hidratases, sendo 02 enzimas imobilizadas em CLEA
(Cross-Linked Enzymes Aggregates) e 20 em suas formas livre em suspensdo de (NH;)2SOy,
foram obtidas junto a empresa Prozomix Limited e avaliadas nesta etapa inicial de triagem
dos biocatalisadores. A atividade enzimatica foi verificada frente a n-butanonitrila, onde foi
monitorado o consumo de material de partida através da curva analitica apresentada na Tabela
10 e Figura 14.
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Tabela 10 — Dados para a construcao da curva analitica para determinacdo da atividade das NHases.

\/\CN NHase \/\WN H,
O
Ponto n-Butanonitrila (umol) | Area (uV)
1 0,72 13571,4
2 3,45 79624,8
3 5,74 148380,8
4 9,19 184227,9
5 11,49 257680,0
6 14,93 307844,2
7 17,23 374529,9

Figura 14 — Curva analitica do consumo de n-butanonitrila monitorada por GC-FID.
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1.0E+05
5.0E+04
0.0E+00

u

L 4

y =20972x + 7121,9
R2=0,9894

0 5

n-butanonitrila (umol)

10 15 20

Como a curva analitica apresentou coeficiente de correlacdo (R?) de aproximadamente

0,99, a equacdo da reta apresentou um bom ajuste e pode ser utilizada para os calculos de

atividade. Os testes foram realizados em tampéo fosfato 0,1 mol L™, pH 7,00 & 25 °C e 1000

rpm e 5 pL de solugdo enzimética e 1 mg de n-butanonitrila como substrato. A n-butanonitrila

por se tratar do esqueleto dos substratos alifaticos de interesse neste trabalho. Ao tampéo foi

adicionado solucdo de elementos tragos contendo

Co(111) e Fe(lll). A reagdo foi interrompida

apos 1 minuto pela adi¢do de acetato de etila e a fase orgénica foi analisada em GC-FID.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de butanamida

formada, a partir da n-butanonitrila, por minuto, por mililitro de solucdo enzimatica, em

tampéo fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,00,a25° C. O
11.

s dados obtidos sdo apresentados na Tabela
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Tabela 11 — Calculo da unidade de atividade enzimatica de NHases frente a n-butanonitrila.

n-Butanonitrila (umol)

Enzima Area U/mL
Adicionado Residual Consumido
PRO-E256 218303,6 14,48 10,07 4,41 881
PRO-E257 255085,7 14,48 11,82 2,65 530
PRO-E258 252662,5 14,48 11,71 2,77 554
PRO-E259 238693,4 14,48 11,04 3,43 687
PRO-001 113754,2 14,48 5,08 9,39 1878
PRO-002 263478,0 14,48 12,22 2,25 450
PRO-003 2372247 14,48 10,97 3,50 701
PRO-004 336021,7 14,48 14,47 0,01 1
PRO-007 299096,1 14,48 13,92 0,55 111
PRO-008 95574,5 14,48 4,22 10,26 2052
PRO-009 170391,9 14,48 7,79 6,69 1338
PRO-010 309282,4 14,48 14,41 0,07 14
PRO-011 279036,8 14,48 12,97 1,51 302
PRO-012 262817,1 14,48 14,46 0,02 3
PRO-013 254737,8 14,48 11,81 2,67 534
PRO-014 322431,4 14,48 14,47 0,01 1
PRO-015 2742485 14,48 12,74 1,74 348
PRO-016 264222,3 14,48 12,26 2,22 443
PRO-017 280983,8 14,48 13,06 1,42 284
PRO-018 173,2 14,48 0,00 14,48 >2895*
PRO-CLEAOQ2 268550,8 14,48 12,47 2,01 402
PRO-CLEAO3 284870,9 14,48 13,24 1,23 246

*A érea de n-butanonitrila obtida para a enzima PRO-NHASE (018) estava proxima ao erro do GC-FID.

Houve uma grande variacdo de afinidade das NHases pela n-butanonitrila. Mesmo

assim, todas as enzimas apresentaram atividade para o substrato testado. Mesmo para as
NHases PRO-004, PRO-012 e PRO-014 que apresentaram baixa atividade, foi possivel
observar uma pequena quantidade de butanamida por GC-FID.

Desta maneira, foi verificado que todas as NHases apresentam atividade catalitica nas

condicdes de pH, temperatura e agitacdo utilizadas. Assim, a ndo conversao de alguma das

nitrilas sintetizadas (4a-d e 4'a-d) tratar-se-a de uma questéo de afinidade pelo substrato.
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3.7 Reac0es de biocatélise utilizando nitrila hidratases em meio aquoso tamponado

As reacdes iniciais de Biocatalise foram realizadas em meio aquoso (tampao
NaH,PO4/ Na,HPO,4 0,1 mol L™, pH 7,00), na presenca de 0,5 mg de substrato (4a-d e 4'a-d,
Figura 15), 1 mL de tampéo e 10 pL de solucéo enzimatica que permaneceu sob agitacao por
48 h a 25 °C e 1000 rpm. Além disso, realizou-se um experimento branco onde as condicGes
reacionais foram reproduzidas, porém na auséncia da solucdo enzimatica. As reacdes foram
interrompidas pela adi¢cdo de acetato de etila e a fase organica foi analisada por GC-FID, para

determinacédo da converséo, e por HPLC-DAD-CD; para 0 excesso enantiomérico.

Figura 15 — Substratos sintetizados neste trabalho e empregados nas rea¢des de catalise enzimatica.

O, oiNe

\)\\\N
4a

e

(L
\)\\
SN

4ab
N
@A\N

4'a 4'b
A primeira observacdo realizada foi que néo houve a formagéo das amidas 5c-d e 5'c-
d através da hidratacdo por NHases de 4c-d e 4'c-d,visto que estes substratos sofreram rapida
decomposi¢do em meio aquoso. Nas reacdes controle (experimento branco) para os substratos
4c-d, houve a formacéo de propanal 1 e do N-heterociclo, com grau de decomposicéo de 54 e
92%, respectivamente. Ja 0s substratos aromaticos 4'c e 4'd degradaram para benzaldeido e o

N-heterociclo, com grau de hidrdlise de 31 e 54%.

Wang et al.®® relataram o mesmo problema na hidratacdo de 2-(metilamino)-2-
fenilacetonitrila por NHases, onde vaérias alteracdes de pH da solucdo tampao, temperatura e

concentragdo do substrato foram feitas sem éxito. Embora ndo ocorra decomposicao total dos

substratos, a quantidade remanescente ndo foi convertida para a respectiva amida. Yasukawa,
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Hasemi e Asano®® afirmam que a-aminonitrilas sofrem degradacdo espontanea por reacéo de
retro-Strecker em meio aquoso. Tal reacdo leva a formacéo de aldeido e cianeto que, por sua

vez, é um forte inibidor de NHases.

Esquema 25 — Mecanismo retro-Strecker de degradacéo de a-aminonitrilas em meio aquoso.

| o ] |
N N N N
Jo= | (J o (] = [ —
SRS G | b
R/%\S R™ "H R7fH R/%Q\
H H
4d: R = Et - .
4'd: R=Ph “or
H™H
\
|
(o) o) ™M e
7, — — %O
CNG, A e 2
RV H
C=N R =Etou Ph d

Os demais substratos, por sua vez, se tratam de lactamas em posi¢do a-nitrilas.
Acredita-se que por as lactamas serem menos basicas a decomposi¢cdo ndao ocorre, ou seja, 0
ataque do par de elétrons do nitrogénio no carbono assimeétrico. As reacdes com estes
substratos estdo apresentadas no Esquema 26 e os dados obtidos para estes quatros substratos

estdo sumarizados na Tabela 12.

Esquema 26 — Reacdes de catalise enzimatica por NHases com os substratos 4a, 4b, 4'a e 4'b.

N P —— qxo (l NHase (Nl
\/g\”/NHz N
\)\CN J \)\c

o » (@]
\/Kﬂ/ NHZ
N
(@]
4a 5a 4b 5b
N~ O NHase N~ O (Nlo NHase (Nlo
—_— _—
NH
CN 2 CN NH2
o o}
4'a 5'a 4'b 5b
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O substrato 4a leva a amida 5a; o LEV. A atividade anticonvulsivante esta relacionada
ao enantibmero levégiro, com configuracdo (S). As amidas 5'a, 5b e 5'b ndo possuem
configuracBes determinadas e estdo denominadas por dextrdgiros e levogiros.

Dentre as vinte enzimas livres utilizadas, apenas quatro eram dependentes de ferro;
PRO-E256, PRO-001, PRO-009 e PRO-012. Destas, apenas a PRO-001 exibiu uma modesta
conversdo para o substrato 4b. Porém, no ensaio de atividade, as enzimas PRO-E256, PRO-
001 e PRO-009 apresentaram valores altos de atividade para o substrato n-butanonitrila e,
embora PRO-012 tenha apresentado um baixo valor, revelou-se seletiva para o substrato. Os
resultados obtidos vdo de encontro com informagdes da literatura que afirmam que as
NHases-Fe possuem afinidade por nitrilas alifaticas pequenas®® pois, a presenca do N-
heterociclo a-substituido de 4a e 4b, ja foram suficientes para impedir a afinidade das quatro
NHases-Fe por estes substratos.

Alguns autores também relacionam a afinidade de NHases-Co por substratos
aromaticos. Esta relacdo ndo foi diretamente observada neste trabalho, pois 11 NHases-Co
(PRO-E257, PRO-E258, PRO-E259, PRO-002, PRO-003, PRO-004, PRO-011, PRO-013,
PRO-014, PRO-015 e PRO-018), converteram 0s quatro substratos. Porém, dentre as 11
NHases-Co, 7 apresentaram maiores conversdes para os substratos aromaticos.

A enzima PRO-015 apresentou o melhor desempenho para a conversao de todas as
nitrilas em amidas, seguidas pela PRO-011, PRO-013 e PRO-018. A enzima PRO-010 foi
seletiva para os substratos alifaticos, enquanto as imobilizadas PRO-CLEAO2 e PRO-
CLEAO3; para os substratos aromaticos.

Os substratos alifaticos e aromaticos diferem entre si pelo aumento de um carbono no
anel lactamico. As conversdes de 4a formam superiores a 4b, assim como as de 4'a em
relacdo a 4'b. Isso sugere que substratos menores sdo melhores ancorados no sitio ativo das
NHases deste trabalho.

Para o substrato 4a também foi realizado um teste de inibi¢do enzimatica empregando
a n-butanamida como inibidor. Desta maneira, 0 mesmo procedimento foi realizado, mas,
junto ao meio reacional, foram adicionados 0,5 mg de n-butanamida. Pelos dados acima
expostos, observou-se que adi¢do de n-butanamida na reacdo causa inibicdo enzimética desde
parcial até total.

Nenhuma enzima apresentou enantiosseletividade, com o melhor ee de 52% (I) e 51%
(d) para a enzima PRO-015 e os substratos 4a e 4'b, respectivamente. Tal perfil de
enantiosseletividade das NHases vdo de encontro com a literatura, onde esta caracteristica é
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apontada como um limitante para uma aplicacdo ainda maior dessas enzimas na pratica.

Algumas NHases enantiosseletivas séo reportadas mas, a maioria, foram expressas em E. coli,

seguida de modificacdes, além disso um limitado nimero de substratos s&o relatados.>” Ainda

gue com baixa enantiosseletividade, existe uma clara preferéncia por substratos alifaticos

levogiros e substratos aromaticos dextrogiros.

Os excessos enantioméricos foram determinados por HPLC-PDA-CD. Paras as amidas

5a, 5b e 5'b foi utilizando a coluna quiral Chiralcel OD-H (250 x 4,6 mm, 5 um) e, para a

amida 5'a; a coluna Chiralcel IC (250 x 4,6 mm, 5 um), ambas em fase normal. As separacdes

dos padrdes racémicos de 5a-b e 5'a-b estdo apresentadas a seguir.

Figura 16 — Cromatogramas (HPLC-PDA-CD) obtidos para as misturas racémicas de (a) 5a, (b) 5b, (c) 5'a e (d)

(@

(c)

5'b.

Fonte: o autor.

|

\

v

(b)

(d

Muitas reacOes de catdlise enzimatica, utilizando células inteiras contendo NHases,

utilizam temperaturas baixas (5 — 10 °C). Por isso, realizamos rea¢fes com NHase PRO-015

nas mesmas condicdes ja descritas, porém a 15 °C, utilizando os quatro substratos que nao

71



Resultados e Discussao

sofreram decomposicdo em meio aquoso. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela

13, juntamente aos resultados das reagdes a 25 °C.

Tabela 13 - Conversdo dos substratos 4a-b e 4'a-b para as respectivas amidas 5a-b e 5'a-b por NHase PRO-015

al5 °C.
R" NHase PRO-015 R
PN R')}(NHZ
R' CN T°C
O
Converséo (%)
Substrato
15 °C 25 °C
4a 55 91,9
4b 0,5 8,4
4'a 8,0 35,9
4'b 45 475

Fonte: o autor.

Um abaixamento de 10 °C na temperatura de reacdo causou uma grande diminuic¢do na
atividade da NHase PRO-015, frente aos substratos. Pode ter ocorrido uma diminuicdo da
cinética da reacdo, devido ao menor grau de agitacdo molecular ou, até mesmo, alteracdes na
estrutura tridimensional da enzima. Contudo, o efeito do abaixamento da temperatura foi
negativo para a NHase PRO-15 e, assim, ndo foram testadas temperaturas mais baixas, como

no caso das células.

3.8 Sintese dos liquidos idnicos

Foram utilizados trés liquidos idnicos como meio reacional das reacdes de Biocatalise
para uma tentativa de melhora nos rendimentos e/ou enantiosseletividade. Uma limitacéo
ainda presente na utilizacdo dos LlIs reside no seu custo; em torno de 800 vezes maior que 0S
solventes organicos convencionais.®

Desta maneira, os LIs selecionados foram preparados em laboratorio. A sintese destes
se inicia com a preparacdo do precursor cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio para a formacéo

do cation BMIM®. As etapas seguintes consistiram na obtencdo dos liquidos idnicos

selecionados, a partir da metatese do ion CI” pelos trés jons de interesse: BF,, PF, e NTf,.
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3.8.1 Sintese do cloreto de 1-butil-3-metilimidazdlio (BMIM.CI)

A sintese foi realizada pela reacdo sob refluxo de clorobutano e 1-metilimidazol (3:2),

em acetonitrila, ndo ultrapassando 80 °C, por 48 h,*® como no Esquema 27.

Esquema 27 — Sintese do LI precursor BMIM.CI.

= MeCN /@\
N T SC > _N N\/\/
~Nz 80°C 48h o

Ao final, a acetonitrila foi eliminada sob pressdo reduzida, obtendo-se um 6leo
amarelo. Este 6leo foi entdo redissolvido em acetonitrila e adicionado, gota a gota, para um
baldo contendo acetato de etila, sob atmosfera inerte de N, e agitacdo magnética.
Imediatamente inicia-se a cristalizacdo do BMIM.CI e, apds adicdo de toda a solucdo em
acetonitrila, o sobrenadante foi removido com uma seringa e 0 residuo seco sob pressdo
reduzida. O produto foi obtido com 88% de rendimento e sua estrutura foi confirmada por
RMN de *H, 3C, experimento DEPT-135 e Espectrometria de Massas (MALDI-TOF) no

modo positivo.

3.8.2 Sintese do BMIM.BF4, BMIM.PFs e BMIM.NTT;

Os trés liquidos i6nicos de interesse foram sintetizados da mesma maneira, a partir da
troca do anion cloreto do LI precursor. Desta maneira, levou-se para reagir uma mistura

equimolar de BMIM.CI com os sais NaBF,;, KPFs e LiNTf, em excesso de acetona, a

h,101

temperatura ambiente, por 24 como apresentado no Esquema 28.
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Esquema 28 — Sintese do LI (a) BMIM.BF,, (b) BMIM.PF4 e (c) BMIM.NTT, pela metatese do CI" do

BMIM.CI,
acetona
o) + NaBF, —— )\ + NaCl
@ /N@N\/\/ Y ta,2an /N@N\{\/
cr BF,
acetona
b ) + KPFg ————— )\ + Kl
(b) /N@N\/\/ ° ta., 24 h /N@N\{\/
cr PF

+

t
() /N@N\/\/ LiNTf, L e /N@N\/\/ +  Licl

7 t.a., 24 h N\ _

Ao final, ocorreu a formacéo de duas fases que foram filtradas em coluna de celite,

com a obtencéo de uma solucdo amarela transldcida.'®

O solvente foi eliminado sob pressao
reduzida e aquecimento brando. O residuo foi ressuspendido em diclorometano, lavado trés
vezes com agua, e acrescido de sulfato de magnésio anidro. Ap6s uma hora, a suspensdo foi
filtrada e o solvente eliminado sob pressao reduzida e aquecimento brando.*®

Aos LlIs sintetizados, é necessario a verificacdo de ions cloretos residuais, com solucao
de AgNO;3; 10%. Para tanto, duas gotas do LI ¢é dissolvida em &gua ultrapura (Milli-Q) e, em
seguida, adiciona-se 3 gotas da solucdo de AgNOs. A turvagdo ou precipitacdo devido a
formacdo de AgCl indica a presencga de cloreto. Porém, em nenhuma das sinteses realizadas
foi verificado cloretos residuais.

Desta maneira, os LIs BMIM.BF4, BMIM.PFg e BMIM.NTf, foram obtidos com 80%,
92% e 78% de rendimento, respectivamente, e foram devidamente caracterizados por RMN

de *H, *F, *3C, experimento DEPT-135 e calorimetria diferencial de varredura (DSC).

3.8.3 Caracterizacao dos LIs sintetizados

Neste trabalho, optou-se por utilizar trés LIs N,N-dialquilimidazdlicos mais frequentes
em Biocatalise, onde o cation dos trés LIs € o0 mesmo. Desta maneira, a caracterizacdo por
RMN de *H reflete apenas a estrutura do cation, visto que nenhum &nion contém hidrogénio,
havendo sutis diferencas de deslocamento quimico devido a influéncia do anion, como
mostrado na Figura 17. Com o RMN de *C ocorre 0o mesmo, diferindo apenas para o

BMIM.NTf, que possui dois sinais a mais no espectro, referente aos dois carbonos em seu
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anion. Porém, como todos sdo sintetizados a partir do BMIM.CI, onde o céation ja esta
devidamente sintetizado, outras caracterizagdes devem ser realizadas para a confirmacéo da

estrutura completa, e ndo apenas o cation.

Figura 17 — Espectros de RMN de *H (300,19 MHz, DMSO-ds) dos LIs BMIM.CI, BMIM.BF,, BMIM.PFs e
BMIM.NTT,.

Fonte: o autor.

O RMN de *°F ¢ reportado na literatura para caracterizacdo do anion do LI, pois cada
estrutura possui atomos de fluor em diferentes ambientes quimicos, com consequente
diferencas no deslocamento quimico. Os valores atribuidos aos sinais dos espectros de RMN

de '°F est&o sumarizados na Tabela 14, juntamente aos dados da literatura.

Tabela 14 — Atribuicées dos espectros de RMN de *°F dos LlIs deste trabalho, comparados a literatura.

o 3 (ppm)
Liquido iénico
Neste trabalho Literatura
BMIM.BF, -148,29 (s) -148,34 (s) -148,66 (s) -148,71 (s)'*
BMIM.PF -70,1 (d, J=711,1 Hz) -70,2 (d, J=710,4 Hz)'™
BMIM.NTf, -78,7 (s) -78,8 (s)'®
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Os dados obtidos tanto para os deslocamentos quimicos nos espectros de RMN de *°F
estdo de acordo com a descricdo da literatura, bem como o tipo de sinal e constante de
acoplamento.

Os LlIs sdo descritos como compostos de grande estabilidade térmica. Outra maneira
de caracteriza-los reside na analise por calorimetria diferencial de varredura (DSC), para
verificacéo das temperaturas de transicao vitrea (T4) e temperatura de fuséo (Tn).

Tabela 15 — Temperatura de transicao vitrea e de fusdo dos LlIs, obtidas por DSC e comparadas a literatura.

Efeito térmico
Liquido i6nico Tg (°C) Tm (°C)
Neste trabalho Literatura Neste trabalho Literatura
BMIM.BF, -67 747 - -
BMIM.PF; -64 61" 6 10
BMIM.NTf, -85 -85,5% -2,5 -35

Fonte: o autor.

As temperaturas de transicao vitrea e temperaturas de fusdo obtidas estdo em coeréncia
com a literatura. Dessa maneira, 0s LIs sintetizados foram estdo devidamente caracterizados e

podemos seguir para a proxima etapa de sua aplicagéo.

3.9 Reac0es de biocatalise em meios ndo convencionais

3.9.1. Reagbes de catalise enzimatica utilizando NHase (PRO-001 e PRO-015) em

liquidos ibnicos

Em reacOes de catélise enzimatica em solventes organicos, ja estd estabelecido que a
quantidade de agua associada a enzima é um fator determinante de suas propriedades —
atividade, estabilidade e especificidade.%? Muitas enzimas tem se mostrado mais ativa em LIs
menos hidrofilicos devido a menor tendéncia destes em retirar a 4gua essencial das enzimas.

Reacdes enzimaticas contendo LI e tampao como meio reacional tem sido empregadas
com sucesso. Sistemas mono- e bifasico sdo extensamente reportados, dependendo da
natureza do LI; se miscivel ou ndo com agua. Dentre os LIs utilizados neste trabalho, apenas
um ¢é totalmente miscivel com agua; o BMIM.BF,, enquanto BMIM.PFs e BMIM.NTf;, séo

pouco sollveis, formando um sistema bifasico.
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Para os LIs BMIM.BF, e BMIM.PFs, as reacdes foram realizadas em meio contendo
10%, 20%, 40% e 80% (v/v) de LI : tampé&o fosfato a pH 7,00 (0,1 mol/L), na presenga de 0,5
mg de substrato (4a-d e 4'a-d) e 10 pL de solucdo enzimatica (PRO-001 e PRO-015), que
permaneceu sob agitacdo por 48 h a 25 °C e 1500 rpm. As reacdes foram interrompidas pela
adicao de éter etilico. Para BMIM.NTf,, as reaces foram realizadas em meio contendo 10%
(v/v) de Ll:tampéo e interrompidas pela adicdo de acetato de etila. Todas as fases organicas
foram analisadas por GC-FID.

A grande viscosidade dos Lls exigiu uma maior rotacdo nas reacGes em sistema
Lls:tampdo, devido a menor transferéncia de massa comparado as reagfes em sistema
tamponado apenas. Ao observar os valores de viscosidade, essa diferenca fica clara. Para a
agua, a 25 °C, a viscosidade é de 0,9 cP, enquanto para BMIM.BF;, BMIM.PF¢ e
BMIM.NTf, sdo 180, 219 e 69 cP,'% respectivamente, na mesma temperatura.

Selecionamos as enzimas PRO-001 e PRO-015 por terem fornecido as menores e
maiores conversdes, respectivamente. Como os LIs, em geral, tem melhorado o desempenho
das reacdes enzimaticas, comparado ao sistema tamponado, buscamos verificar qual a
influéncia destes frente a duas enzimas com perfis de conversdo tdo distintos.

As reacfes em BMIM.BF, e BMIM.PFg foram interrompidas pela adicdo de éter
etilico, pois os mesmo sdo parcialmente misciveis em acetato de etila, o que dificulta a analise
por GC. Embora com BMIM.NTf;, ocorra 0 mesmo, as rea¢des ndo foram interrompidas por
éter etilico devido a formacdo de um sistema trifasico, onde a fase etérica apresenta um
pequeno volume, frente ao volume de éter adicionado.

Contudo, nenhuma reacdo levou a formacdo das respectivas amidas, para nenhum
substrato. Isso indica que a presenca de 10% do LI ja foi suficiente para inibir as NHases. Nas
reagbes com o LI BMIM. BF, os substratos 4c-d e 4'c-d ndo sofreram degradacéo desde 10%
até 80% (v/v) do LI. Como BMIM.BF, é totalmente soltvel em agua, provavelmente, a sua
presenca inibiu a etapa de formagéo do cation imina e do cianeto (Esquema 25) que, ao serem
formados, sé@o estabilizados por solvatacdo das moléculas de agua, além de sofrerem ataque
nucleofilico desta. A interacdo do BMIM.BF, deve ser suficientemente forte para impedir tal
etapa.

Na literatura, ha relatos de enzimas que ndo sdo ativas em determinado LI por alguns
autores, enquanto que outros demonstraram atividade da mesma enzima no LL.% Tais
inconsisténcias sdo atribuidas as impurezas presentes nos LIs, que inibem as enzimas. As

impurezas mais reportadas sdo os residuos de haletos que ndo sofreram metatese. Porém, as
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lavagens com agua sdo considerados processos de purificacdo de haletos e demais impurezas
para Lls hidrofébicos.”® Mesmo o BMIM.BF,, solivel em &gua, foi dissolvido em
diclorometano e lavado sucessivamente com agua. Também, todos os LlIs passaram por
coluna de celite. Ademais, foram realizados testes qualitativos com AgNO;3; onde ndo foi
detectado a presenca de cloreto em nenhum LI. Residuos dos sais que deram origem aos
anions teriam sido observados nos espectros de RMN de *°F.

A desnaturacdo da enzima nos liquidos ibnicos pode estar relacionada a natureza
ibnica do liquido i6nico. O cation ou anion pode interagir com 0s grupos carregados da
enzima, tanto no sitio ativo quanto na sua periferia, provocando alteracdes em sua estrutura.®®
Também pode ocorrer a complexacdo do cofator metalico pelo LI e levar a inativacdo da
enzima.

Assim como os solventes organicos podem diminuir as interaces hidrofobicas das
enzimas, em determinadas concentracbes, e comprometer sua estrutura, os LIs podem
interferir nas ligacdes de hidrogénio. Os anions dos LIs podem formar fortes ligagdes de
hidrogénio com a enzima e dissociar as ligacGes de hidrogénio que mantém a integridade
estrutural das a-hélices e folhas-B, levando a um desdobramento parcial ou totalmente da
enzima.®®

Os Lls sdo, geralmente, considerados como altamente estaveis, sendo os LlIs
dialquilimidazélicos termoestaveis em temperaturas superiores a 300°C.%*° Porém, a

estabilidade em &gua sob diversas condi¢Ges experimentais, estudadas por Freire et al. 1

revelaram que BF, e PF, sofrem hidrolise. O PF, foi observado ser quimica e termicamente

estavel, em condicdes experimentais moderadas. Por outro lado, a hidrélise de BF, foi

observada sob todas as condi¢des experimentais utilizadas, mesmo a temperatura ambiente. A

propenséo dos anions BF, e PF, em hidrolisar e liberar HF pode ter levado a desativagéao das
NHases.

O primeiro relato de biocatalise com células inteiras usando uma segunda fase de LI,
foi com células de Rhodococcus R312 e BMIM.PFs.%® As células continham NHase, que
catalisou a hidratacdo de 1,3-dicianobenzeno para 3-cianobenzamida, com uma segunda fase
composta por 20% de BMIM.PF¢ (v/v), em detrimento da segunda fase de tolueno. Estes tipos
de reacdes usualmente empregam células inteiras contendo NHases, porque a enzima isolada
é instavel. Este trabalho ndo foi somente o primeiro a relatar a utilizacdo de células inteiras
com segunda fase de LI, mas também o primeiro; e Unico, trabalho que reporta a utilizacdo de

NHases e LlIs.
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Embora ndo tenhamos obtido nenhuma converséo para as duas enzimas testadas com
trés diferentes Lls, tais resultados s&o os primeiros empregando NHase isolada em LlIs
imisciveis e misciveis em agua. Ainda que realizamos todos os procedimentos de purificacdo
dos Lls cabiveis em nosso laboratério, mais experimentos com LIs comerciais; com
impurezas identificadas e quantificadas, somariam aos resultados aqui obtidos. Outras NHases
(em células inteiras e isoladas) devem ser testadas e com diferentes LIs para que um
panorama geral dessa classe de enzimas seja feito frente aos Lls. Como a
estabilizacdo/desestabilizacdo bem como aumento/diminuicdo de atividade das enzimas em
Lls ainda s&o suposi¢Oes, mais trabalhos devem ser realizados para elucidagdo de teorias

frente aos resultados experimentais.

3.9.2 Reac0es de catélise enzimatica utilizando NHase PRO-015 em polietileno glicol

O polietileno glicol (PEG) é um polimero resultante da polimerizacdo do 6xido de
etileno (Figura 18) que vem se tornando popular como meio reacional. Esta disponivel em
uma ampla faixa de massa molecular (200-20000 Da) que define seu estado fisico. A
temperatura ambiente e com massa molecular menor que 600 Da, o polimero é um liquido
viscoso, soltivel em agua, higroscépico e incolor. Um sélido branco é observado com massas

moleculares superiores a 800 Da e uma cera em massas intermediérias.*®

Figura 18 — Formula estrutural do polietileno glicol, com a unidade de repetigdo entre parénteses.
HO H
o

O PEG 300 e 400 tem sido aplicado como solvente em diversas reacdes de alilacdo,
acoplamento cruzado de Suzuki, reacdes de Baylis-Hillman, reacdes alddlicas,’®’ reacdes de
Diels-Alder e reagdes Sn1.'® Solucdes aquosas de PEG representam sistemas de solventes
interessantes para a substituicdo de outros sistemas de solvente atualmente em destaque, como
LIs, dioxido de carbono supercritico e sistemas micelares. Mesmo apresentando baixo custo,
reduzida inflamabilidade, toxicidade e risco ambiental, o PEG ainda é o solvente alternativo
menos popular.*®’

Como uma tentativa de evitar a degradagdo dos substratos a-aminonitrilas, realizamos

reacOes de catélise enzimética utilizando solugdes aquosas de PEG 400 como meio reacional.
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As reacOes foram realizadas em meio contendo 10%, 25%, 50%, 95 e 100% (v/v) de PEG
400:tampéo fosfato a pH 7,00 (0,1 mol/L), na presenca de 0,5 mg de substrato (4a, 4d e 4'd) e
10 pL de solucdo enzimatica PRO-015, que permaneceu sob agitacdo por 48 h a 25 °C e 1500
rpm. As reacfes foram interrompidas pela adicdo éter etilico e as fases organicas foram
analisadas por GC-FID.

Os testes foram realizados com a NHase PRO-015, visto que esta enzima se mostrou
ativa para todos os substratos, resultando nas melhores conversdes. O substrato modelo para
esta reacdo foi o 4a; substrato de maior afinidade da enzima. Os resultados obtidos estdo

sumarizados na Tabela 16.

Tabela 16 — Conversdo dos substratos 4a, 4d e 4'd as respectivas amidas 5a, 5d e 5'd por NHases PRO-015 em
meio aquoso tamponado contendo PEG 400.
R

R NH PRO-01
\)\ ase 0-015 \)\H/NHz
CN

HO\é/\O}nH: oo o

PEG Converséo (%)

400 (%) 4a 4d 4'd
0 91,0 Decomposicéo | Decomposi¢édo
10 20,0 Decomposicéo | Decomposi¢do
25 17,3 Decomposicéo | Decomposi¢édo
50 2,9 Decomposicdo | Decomposigéo
95 2.2 n.d. Decomposicéo
100 14 n.d. n.d.

n.d. = ndo decomposicéo.
Fonte: o autor.

Como visto, mesmo na presenca de PEG houve a degradacdo de 4d e 4'd para o
aldeido e o heterociclo d. Em 95% e 100% de PEG para 4d, e 100% de PEG para 4'd, ndo
houve degradacdo das substancias, porém também ndo houve a formacdo das respectivas
amidas 5d e 5'd. Ndo é possivel afirmar a ndo afinidade da NHase PRO-015 para esses
substratos pois, nas proporc¢des de PEG onde ndo ocorreu a degradagdo, a enzima apresentou
atividade extremamente reduzida, em comparacdo com tampao.

As reacOes com o substrato 4a revelaram que, diferente dos LIs, a NHase PRO-015 foi
ativa em todas as proporcoes de PEG, até mesmo em 100%. Porém, a adicdo de PEG
diminuiu expressivamente a atividade desta enzima, como apresentado na Figura 19. Na

menor proporcdo de PEG, em 10%, ja houve uma diminuicdo de 4,5 vezes a atividade da
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NHase PRO-015. A diminuicdo da atividade ocorreu de maneira ndo linear entre 10 e 100%
de PEG.

Figura 19 — Conversdo de 4a em 5a por NHase PRO-015 em diferentes proporcdes de PEG.

100

80
60

40

Conversao (%)

20 ‘I
0 - — -

0 10 25 50 95 100
PEG 400 (%)

Fonte: o autor.

O perfil de converséo de 4a em 10% e 25% de PEG 400, bem como de 50% e 95%,
foi semelhante. A diminuicdo da conversdo quase pela metade, entre 95% e 100% de PEG,
para 4a, provavelmente se deve a grande hidrofilicidade deste. Em condic¢Ges anidras, porém
em meios hidrofilicos, os solventes tendem a retirar a agua essencial da enzima, diminuindo
ou até mesmo impedindo sua atividade.

3.10 Clonagem de NHase e expressao em E. coli

A expressdo de proteinas recombinantes, em geral, fornece biocatalisadores melhores
que seus hospedeiros naturais, alem de produzi-los em quantidades suficiente para aplicagdes
preparativas. Todas as atividades reportadas nesta secdo (exceto o ensaio de triagem de
NHase) foram realizadas na Facultad de Quimica da Universidad de la Republica,
Montevideo/Uruguai, sob a supervisdo da Profa. Dra. Sonia Rodriguez Giordano.

Foram selecionados dois micro-organismos para tentativa de clonagem e expressao de
NHase; Klebsiella oxytoca e Rhodococcus erythropolis. A bactéria gram negativa Klebsiella
oxytoca estava presente na colecdo de micro-organismos do grupo da Profa. Dra. Sonia

Rodriguez Giordano e, embora sua producdo de NHase seja relatada na literatura, pouco foi
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explorado em nivel molecular. A bactéria gram positiva Rhodococcus erythropolis foi triada,
dentre cinco micro-organismos que fazem parte da colecdo do Milagre Research Group.

3.10.1 Triagem de NHases

Os ensaios de triagem foram realizados com 0s micro-organismos Rhodococcus
erythropolis, Rhodococcus equi e Rhodococcus ruber, da Cultura de Colecdo Tropical (CCT),
por j& apresentarem relatos na literatura para producdo de NHase. Também foram triados
Bacillus cereus (isolado de solo) e N2PVF3 (micro-organismo isolado de insetos sociais,
ainda néo identificado), ambos devido aos bons resultados em triagens de NHase em trabalho
preliminar do grupo de pesquisa.

Para as triagens, foi utilizado o substrato n-butanonitrila, devido ao 6timo desempenho
das NHases livres e imobilizadas no teste de atividade com este. Os micro-organismos
cresceram em erlenmeyer, no meio de cultura adequado. Apds 20 horas, a biomassa foi
ressuspendida em meio de cultura contendo acetonitrila, como indutor das NHases. Assim,
passados 24 horas, a biomassa foi ressuspendida em tampao fosfato (contendo ferro e cobalto)
a pH 7,00 e n-butanonitrila. Ao final de 24 horas, todo o contetdo do erlenmeyer foi extraido
com acetato de etila e analisado por GC-FID.

Apenas B. cereus e R. erythropolis converteram o substrato para a respectiva amida,
sendo que para o primeiro a conversdo foi de 100% e, o segundo; 2%. Desta maneira, B.
cereus seria 0 micro-organismo selecionado para realizar a transformacdo em E. coli. Porém,
ao verificar a literatura, ndo foi encontrado a sequéncia gendmica que codifica NHase para
este micro-organismo. Embora a conversao para R. erythropolis tenha sido modesta, a enzima
estd presente neste micro-organismo e, suas informacfes genéticas sdo extensamente
descritas. A pequena conversdo pode ter sido resultado de uma inducdo na eficiente, ou de

condigdes reacionais ndo ideais.

3.10.2 Extracao e purificacdo do DNA gendmico

A extracdo e purificagdo do DNA gendmico de K. oxytoca foi realizada através do kit
Invitrogen PureLink® Genomic DNA. Para tanto, partiu-se de 1 mL de meio de cultura
Trypticase Soy Broth (TSB) contendo K. oxytoca incubada overnight, a 37°C e 150 rpm, e
seguiu-se o protocolo do fabricante. A extracdo do DNA genémico de R. erythropolis foi
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realizada na presenca de lisozima e o surfactante brometo de hexadeciltrimetilamonio
(CTBA) 10%, além de um passo de purificagdo com cloroférmio e ribonuclease (RNase).

A qualidade da extracdo foi verificada por eletroforese em gel de agarose, apresentada
na Figura 20. Foram obtidos DNA de alta massa molecular, verificado com auxilio do

marcador de massa, expresso em pares de base multiplicado por 1000 (kpb).

Figura 20 — Eletroforese em agarose das amostras de DNA gendmico de (a) Klebsiella oxytoca e (b)
Rhodococcus erythropolis. MM: marcador de massa molecular, PB: pares de base.
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Fonte: o autor.

3.10.3 Clonagem dos genes de interesse

Neste trabalho foi utilizada a estratégia de Restriction free cloning que, a partir de um
desenho diferenciado de primers, torna o trabalho de expressé@o menos intensivo. As técnicas
de clonagem convencionais necessitam de uma digestdo enzimatica do inserto e do vetor antes
do clone ser obtido. Uma frequente limitacdo reside na escolha de estratégia de clonagem,
devido & falta de sitios de restricio adequados.'*®

Em sintese, a Restriction free cloning é baseada na realizacdo de duas reacdes em
cadeia da polimerase (PCR). A primeira PCR amplifica o gene que codifica a proteina de
interesse. Na segunda PCR, o produto da primeira é utilizado como megaprimer para
amplificacdo linear com um vetor circular escolhido. O produto da segunda PCR possui sitios
de ligacOes unicos nas extremidades, que sdo complementares a sequéncias que flanqueiam o

sitio de insercdo no vetor. O gene de interesse é incorporado no vetor utilizando DNA
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polimerase de alta fidelidade, que se estende das extremidades do megaprimer ao longo de
todo o plasmideo. Em seguida, o vetor parental € digerido por Dpnl (endonuclease de
restricdo, capaz de reconhecer e clivar DNA metilado), e a mistura é, finalmente,
transformada em células competentes de E. coli. Uma representacdo esquematica esta
apresentada na Figura 21.

Figura 21 — Representacdo esquematica da estratégia de Restriction free cloning. Primers hibridos s&o
desenhados para se ligarem ao gene (verde) e ao plasmideo (azul). A primeira PCR leva ao megaprimer que
possui em suas extremidades sequéncias que se flanqueiam ao plasmideo. Na segunda PCR, o megaprimer
replica o plasmideo de interesse (rosa). Uma vez que todo plasmideo é replicado, é realizado uma digestdo com

Dpnl, para degradar seletivamente o DNA parental metilado. Os produtos ndo metilados ndo sofrem degradacéo
e sdo utilizados na transformacao de células competentes.

primers hibridos
-

-

gene
5

gene amplificade/megoprimer

vetor i

vetor w vetar com
gene incorporado

Fonte: Adaptado de Bond e Naus™®.

Os genes de interesse foram amplificados do DNA gendmico anteriormente extraido.
Para clonar uma NHase, sdo necessarios os genes que codificam as subunidades a e . Mas,
para clonar NHase de R. erythropolis, € relatado na literatura a necessidade de um gene
adicional, ativador da enzima que, provavelmente, estd relacionado com o correto
enovelamento das subunidades.® No entanto, o gene ativador ndo foi necessario para a
ativacéo das NHases recombinantes de Bacillus sp. BR449 e Comamonas testosteroni Nil.'*°

Para NHase de K. oxytoca, foi clonado conjuntamente quatro genes, os dois componentes da
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enzima (subunidades o ¢ ), mais um ativador e transportador de cobalto. S0 esperados bons
resultados de transformacdes de genes de K. oxytoca em E. coli, pois ambas as bactérias sdo
da mesma familia; Enterobacteriaceae.

Assim, foram construidos oligbmeros (primers) para obter os genes que codificam as
subunidades o e 3, para ambos os micro-0rganismos, e o gene ativador para R. erythropolis,

sumarizados na Tabela 17.

Tabela 17 — Primers desenhados para a amplificagdo dos genes que codificam NHase (entrada 1 a 4) e o gene
ativador (entrada 5 e 6). Em vermelho, estdo representadas as caudas que ficardo livres para se ligar ao vetor na
segunda PCR. Os cédons grifados representam start e stop.

Entrada Primer Sequéncia
1 Koxyt NHase F 5'- GGATAACAATTTCACACAGGAAACATGAGCCATAAACACGACCACG - 3
2 Koxyt NHase R 5'- GAAAATCTTCTCTCATCCGCCCGACGCTCTCATGTTGTT AACC - 3'
3 Rhodo alpha F 5'- AGATATACCATGGGCAGCAGCATGTCAGTAACGATCGACCACAC - 3!
4 Rhodo beta R 5' - TACGATTACTTTCTGTTCGACTTAAGCCCTGGAATGCTGGAAGATCAG -3
5 Rhodo ativador F 5'- TAAGAAGGAGATATACATATGGCAGATCTCATGGTCGACACACGACTTCC - 3'
6 Rhodo ativador R | 5'- CTCAGCGGTGGCAGCACAATATCAAACGGTCTGGTC - 3'

Com os primers apresentados, foram realizados PCRs com DNA polimerase de alta
fidelidade (Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase), utilizando o DNA gendmico e em
duplicata. Também foram realizados controles negativos, onde o DNA foi substituido por
agua. Ha uma diferenca experimental na PCR desses micro-organismos, onde para R.
erythropolis foi utilizado um tamp&o para alto contetido de guanina e citosina, além da adi¢ao
de dimetilsulfoxido.

A amplificacdo dos genes que codificam NHases de K. oxytoca e R. erythropolis
apresentam 2722 e 1306 pb, respectivamente, e 0 gene ativador apresenta 1196 pb. As

amplificagdes foram confirmadas por eletroforese, apresentada na Figura 22.
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Figura 22 — Eletroforese em agarose das amplificagdes de (a) NHase de Klebsiella oxytoca e (b) NHase de
Rhodococcus erythropolisem 1 e 2 e do gene ativador em 4 e 5. Os controles negativos estdo em 3 e 6. MM:
marcador de massa molecular, PB: pares de base.
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Fonte: o autor.

Desta maneira, foi possivel confirmar a amplificacdo dos genes e as massas dos pares
de bases foram confirmados pelo marcador.

A préxima PCR consiste na incorporagdo do gene ao vetor. Os megaprimers utilizados
foram os genes amplificados que, com as caldas livres (Tabela 17, representacdo em
vermelho) se ligardo aos vetores. Foram realizados controles negativos utilizando como
megaprimers os controles negativos da primeira PCR.

O vetor utilizado para o gene de NHase de K. oxytoca foi 0 pKK223-3 e, para NHase
de R. erythropolis, pACYCDuet-1. Os mapas desses vetores estdo apresentados a seguir.
Entretanto, esta PCR ndo pode ser verificada por eletroforese, seguindo para a etapa de

digestao.
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Figura 23 — Mapas dos vetores utilizados (a) pACYCDuet-1 e (b) pKK223-3.

Fonte: Addgene, Generated plasmid map™* 2.

Foram realizados dois tipos de digestdo com Dpnl, sendo uma seguida de dialise em
membrana, e outra por acao de ribonuclease pois o Gltimo procedimento, em geral, aumenta a
eficiéncia das transformacOes. Este etapa promove a digestdo dos plasmideos parentais, ou

seja, aqueles metilados.
3.10.4 Expressdo em E. coli TOP10

Para realizar a expressao, sao necessarias células competentes de E. coli TOP10 que
foram preparadas e, imediatamente, seguiu-se com a transformagdo para uma maior garantia
de eficiéncia.

As competentes sdo preparadas deixando-se crescer E. coli TOP10, previamente
incubada overnight em meio liquido, em um novo meio liquido, até atingir ODgg entre 0,4-
0,5. Em seguida sdo realizados trés ciclos de centrifugagéo e lavagem com glicerol 10% frio.
Apdbs a ultima centrifugacdo, o sobrenadante € descartado e as células competentes sédo
ressuspendidas em 400 pL de glicerol 10% frio, divididas em aliquotas de 40 pL em
eppendorfs. Todos os procedimentos foram realizados em banho de gelo.

As expressdes foram realizadas por eletroporagdo das células competentes com 10 pL

dos genes clonados e digeridos. Também foram realizados controles positivos, com 1 uL dos
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vetores (200 ng/mL) e controles negativos com 10 pL dos controles negativos da etapa
anterior.

Apbs a eletroporacdo, as células sdo imediatamente acrescidas de 1 mL de meio de
cultura SOC e incubadas a 37 °C por 1 a 2 h. Em seguida, as células foram plaqueadas em
meio seletivo Luria Bertani &gar (LB-aguar) contendo antibidtico e novamente incubadas a 37
°C por 24 h. Para confirmar a eficiéncias das células, o controle positivo foi diluido 10° vezes
e plaqueado. Os antibidticos utilizados foram ampicilina e cloroanfenicol para as
transformac6es de células de K. oxytoca e R. erythropolis, respectivamente.

Somente se obteve clones das transformantes advindas da digestdo com Dpnl seguida
de tratamento com ribonuclease T, o controle negativo ndo apresentou clones e o controle

positivo, bem como sua diluicdo, apresentaram clones.

3.10.5 Verificacao dos clones obtidos

Os clones obtidos foram inoculados em tubos, contendo 5 mL de meio liquido LB com
o0 devido antibiotico e incubados a 37 °C e 150 rpm, overnight, para realizar a miniprep. Para
tanto, tomou-se 1 mL dos cultivos crescidos, que foram centrifugados para remocao do
sobrenadante, e ressuspendeu-se em tampdo, RNase, NaOH e dodecil sulfato de sodio. Apds a
formacdo de um soélido precipitado o sobrenadante foi extraido com uma mistura de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1). O DNA da fase aquosa foi precipitado com
etanol.

Assim, com o DNA plasmidico obtido, realizou-se uma PCR com duas enzimas DNA
polimerase, a Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase e a KAPA2G Robust DNA
Polymerase que opera melhor em meios ndo tdo puros como o0s obtidos por minipreps. Para 0s
clones de K. oxytoca foram utilizados os primersdas Entradas 1 e 2 (Tabela 17), para os de R.

erythropolis; Entradas 3 e 4. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 24.
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Figura 24 — Eletroforese em agarose dos clones de K. oxytoca, acima, e R. erythropolis, abaixo, utilizando (a) e
(c) Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase e (b) e (d) KAPA2G Robust DNA Polymerase. Os controles
positivos estdo em 1 e 0s negativos em 2. MM: marcador de massa molecular, com a indicacéo das bandas mais
importantes.
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Fonte: o autor.

Por eletroforese utilizando a DNA polimerase KAPA2G, dois possiveis clones de K.
oxytoca foram identificados nas corridas 3 e 7 da Figura 24b. Com a DNA polimerase
Phusion® ndo foi observado mas, esta enzima é mais sensivel para sofrer inibicdo por
influéncia do meio. Para 0 R. erythropolis ndo foi observado clones. As bandas de baixa
massa molecular que se vé na Figura 24c e d sdo 0s primers.

Contudo, uma analise de sequenciamento revelou que os possiveis clones indicados
por eletroforese, ndo apresentam homologia com a sequéncia de K. oxytoca. Assim, nenhum

clone foi obtido.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Foi proposta a sintese quimioenzimatica de oito compostos (5a-d e 5'a-d). A
substituicdo direta da hidroxila de 2 e 2', para obtencdo dos substratos 4a-d e 4'a-d, levou a
eliminacdo da etapa de halogenacgdo das cianidrinas. A reducao de uma etapa da rota sintética
proposta resultou em uma melhora no rendimento global, além de dispensar o uso de
reagentes toxicos, como o benzeno, SOCI, e POBrs.

Para as reacdes de catalise enzimatica foram empregadas vinte NHases livres e duas
imobilizadas em CLEA. Em meio aquoso tamponado, estas enzimas apresentaram ampla
especificidade. Os substratos 4c-d e 4'c-d sofreram degradacdo em meio aquoso, por retro-
Strecker. As NHases-Fe ndo apresentaram afinidade por nenhum substrato de interesse,
apenas para n-butanonitrila.

As NHases apresentaram uma baixa enantiosseletividade, com uma tendéncia a amida
levogira, para substratos alifaticos, e dextrogira; para aromaticos. Estes resultados véo de
encontro com a literatura que aponta baixa enantiosseletividade para NHases selvagens.

Embora a literatura relate uma melhora na converséo, regio- e enantiosseletividade na
utilizagdo de LIs como meio reacional, as NHases ndo apresentaram atividade nos trés LIs
propostos. A utilizacdo de BMIM.BF, evitou decomposicdo de 4c-d e 4'c-d. Quando foi
utilizado PEG 400, a NHase PRO-015 foi ativa até mesmo em 100% deste. Em propor¢oes
superiores a 95% de PEG, ndo houve a decomposicao de 4c e 4'c, embora também ndo tenha
ocorrido conversao.

A tentativa de clonagem das NHases de K. oxytoca e R. erythropolis ndo apresentaram
éxito nas condicbes empregadas. Novas estratégias de clonagem serdo abordadas por nosso
grupo de pesquisa.

A rota sintética patenteada,*® apresentada no Esquema 4, possui rendimento global de
14% e ee >99,5%, partindo-se do composto 2. Para adi¢do da lactama a, a hidroxila de 2 é
tosilada e, entdo, substituida em uma reagdo com um excesso de 15,6 equivalentes de a na
presenca de t-BuONa. Noés realizamos a substituicdo direta, com uma reagdo que emprega 5
equivalentes de a na presenca de RuCls (Esquema 29). Se partissemos também do composto
2, a rota aqui proposta teria apenas duas etapas, com rendimento global de 32% havendo,
assim, a necessidade de um melhoramento na enantiosseletividade da NHase. A parte

fundamental desta patente, certamente foi a modificagdo genética da NHase.
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Esquema 29 — Rota quimioenzimatica, proposta neste trabalho, para sintese de 5a.
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Fonte: o autor.

Finalmente, apds exploramos a utilizagdo das NHases como catalisadores;
empregando diferentes meios reacionais e substratos, acreditamos que ainda existe uma
necessidade de trabalhos de engenheiramento das NHases, a fim de se obter melhores
conversOes e enantiosseletividade. Assim, essas enzimas serdo, ainda mais, aplicadas na

sintese de compostos de interesse.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Consideracdes gerais

Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H)

Os espectros de RMN de *H foram registrados no espectrdmetro Bruker — Fourier 300
(Bo = 7,05 T), operando a 300,19 MHz. Os deslocamentos quimicos (8) de hidrogénio foram
registrados em ppm utilizando como referéncia interna tetrametilsilano (TMS, & = 0,00) e
referéncia externa CDCl; (6 = 7,26) ou DMSO-ds (6 = 3,30). As constantes de acoplamento
(J) foram medidas em Hertz (Hz) e os sinais foram caracterizados como: dubleto (d), duplo

dubleto (dd), multipleto (m), singleto (s), singleto largo (sl) e tripleto (t).

Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN de *C)

Os espectros de RMN de *C foram registrados no espectrometro Bruker — Fourier
300, operando a 75,48 MHz. Os sinais de deslocamentos quimicos de carbonos foram
registrados em ppm, sendo 6 77,0 para CDClI; e 6 39,52 para DMSO-ds. As interpretagdes dos
espectros de RMN de *3C foram realizadas com auxilio da técnica DEPT 135° onde: CH3/CH
= sinal negativo (+), CH, = sinal positivo (-) e Co = carbono quaternario ausente (intensidade

nula).

Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de Fltor (RMN de *°F)

Os espectros de RMN de *°F foram registrados no espectrometro Bruker Avance 400,

operando a 376,48 MHz. Os sinais de deslocamentos quimicos de flior foram registrados em
ppm.

Cromatografia Gasosa com Detector de lonizacdo em Chama (CG-FID)

As analises por CG-FID foram realizadas utilizando-se um cromatografo gasoso
modelo Shimadzu GC-2010 Plus equipado com injetor automatico AOC-20i e acoplado a um
detector de ionizacdo em chamas. O cromatografo operou a um fluxo constante de gas H, de
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40 mL min, temperatura do injetor igual a 260 °C. Para CG foi utilizada coluna capilar de
silica fundida Restek Rtx®5 (30 m x 0,25 mm x 025 um, 5% fenil e 95%
dimetilpolisiloxano). As injecdes das amostras foram de 1 puL na concentracdo de 0,5 — 1 mg

mL™,

Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-EM)

As analises por CG-EM foram realizadas utilizando-se um cromatégrafo gasoso
modelo Shimadzu GC-2010 equipado com um injetor automéatico AOC-5000 e acoplado a um
detector de massas Shimadzu MS2010plus com impacto de elétrons (IE, 70 eV) no Instituto
de Quimica de Sao Carlos (Prof. Dr. André Luiz Meleito Porto). O cromatdgrafo operou a um
fluxo constante de gas He de 40 mL min™, temperatura do injetor igual a 260 °C. Para CG foi
utilizada coluna capilar de silica fundida J&W Scientific (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum, 5%
fenil e 95% dimetilpolisiloxano). As injecdes das amostras foram de 1 pL na concentracao de
0,5—1mgmL™

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE (HPLC)

As analises por HPLC foram realizadas em um equipamento Jasco modular: bomba de
quatro canais e degaseificador on-line, modelo PU-2089; detector de arranjo de fotodiodos
(DAD), modelo MD-2010; detector de dicroismo circular (DC), modelo CD-2095; injetor
automatico, modelo AS-2055. As injecdes das amostras foram de 10 uL na concentragdo de
0,5-1mgmL™

Foi utilizada a coluna Diacel, de silica encapada com celulose ligada a 3,5-
dimetilfenilcarbamato (250 x 4,6 mm, 5 pum) e pré-coluna (10 x 4,6 mm, Sum), modelo
Chiralcel OD-H (fase normal). O cromatografo operou em modo isocratico com fase movel
composta por 90% hexano e 10% isopropanol.

Também foi utilizado a Diacel, de silica encapada com celulose ligada a 3,5-
diclorofenilcarbamato (250 x 4,6 mm, 5 pm) e pré-coluna (10 x 4,6 mm, 5pum), modelo
Chiralcel IC (fase normal). O cromatografo operou em modo isocratico com fase movel

composta por 70% hexano e 30% isopropanol.
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Espectrometria no Infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram registrados em um
espectrofotdbmetro modelo Thermo Scientific Nicolet iS5, com transformada de Fourier, em
pastilha de KBr (4000 a 500 cm™).

Calorimetria Diferencial Exploratéria — DSC

Os LlIs foram submetidos a analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
entre -90°C e 30°C, no equipamento TA (DSC), modelo Q100. Foram utilizados cadinhos de
aluminio como porta amostras e fechados hermeticamente. A taxa de aquecimento foi de 2
°C/min de 20 °C até -90 °C, seguido de isoterma por 10 min e, entdo, aquecido até 30 °C na

mesma taxa, sob fluxo de nitrogénio.

Ponto de Fusédo

Os pontos de fusdo foram medidos em um aparelho digital de ponto de fusdo da
Microguimica, modelo MQAPF-302, com resolucéo de 0,1 °C, por laminulas.

Métodos Cromatograficos

As cromatografias em DSC (cromatografia em silica seca)® foram realizadas com
silica gel 230-400 mesh da marca Macherey-Nagel com gradiente de eluicdo em
hexano/acetato de etila.

As placas cromatograficas em camada delgada preparativa (CCDP) foram preparadas
com silica gel com indicador de fluorescéncia da marca Sigma-Aldrich (288586) com 1 mm
de espessura, sobre placas de vidro de 20 x 20 cm.

Todas as purificagOes realizadas foram acompanhadas por cromatografia em camada
delgada (CCD) em cromatoplacas de 20 x 20 cm, da marca Macherey-Nagel, sobre suporte de
aluminio com filme de silica gel 60 Fys,.

A deteccdo nas placas dos compostos com grupos croméforos foi feita utilizando-se
irradiacdo ultravioleta no equipamento Solab SL-204 com irradiagdo no comprimento de onda
(X)) de 254 nm.
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5.2 Procedimento Experimental e Dados Espectroscopicos dos Compostos Sintetizados

5.2.1 Sintese do composto 2

5.2.1.1 Sintese do composto 2 com TMSCN

i. 0,0004 mol% (CH3)40H aq., 36 h, t.a.

o OH
+ TMSCN
\)J\H i. HCI 2 mol L, 2 h, ta. \)\CN
1 2

Em um baldo de 5 mL, adicionou-se 8 nmol de (CH3)4NOH (100 pL a partir de uma
solucdo 80 nmol L) e 2 mmol de propanal (145 pL). O baldo foi tampado com um septo e
iniciou-se a agitacdo magnética. Ap6s homogeneizacao do sistema, adicionou-se 2,4 mmol de
TMSCN (300 pL) com o auxilio de uma seringa. A reacdo permaneceu sob agitacdo
magnética por 36 h. A reacdo foi interrompida com a adicdo de 5 mL de acetato de etila que
foi lavado com agua (3x). A fase organica foi concentrada em rotaevaporador e o residuo foi
ressuspendido em HCI 2 mol L™ que permaneceu sob agitagdo por 2 h. Ao final, procedeu-se
a extracdo com EtOAc (3x 5 mL), as fases organicas foram combinadas, seca com sulfato de
magnésio anidro e evaporadas em rotaevaporador. O residuo foi purificado por CCD (75%
Hex/EtOAc) com um Re de 0,24. Rendimento: 49%.

5.2.1.2 Sintese do composto 2 com NaCN

1. NaHSO3 ag.
\/ﬁ\ 2. NaCN aq. OH
H 0°C, 2,5h \)\CN

1 2

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL foi adicionado 1 mmol de NaHSO3; (104
mg) e 350 uL de &gua e tampado com um septo. O baldo foi levado para um banho de gelo
sob uma placa de agitagdo magnética para atingir 0 °C. Enquanto isso, uma solucdo de 1
mmol de NaCN (49,01 mg) em 150 pL de &gua e 1 mmol de propanal (75 uL) séo,

separadamente, levadas para banho de gelo. Atingido 0 °C, o propanal ¢é adicionado, em
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porcao Unica, a solucdo de NaHSO3 e mantidos sob agitagdo por 30 min. Em seguida, um
borbulhador contendo NaOH 2 mol L™ é acoplado ao baldo contendo NaHSOs e propanal.
Com uma seringa, adiciona-se a solucdo de NaCN, em porcdo Unica, e deixa-se reagir por 2 h,
sob agitacdo constante e vigorosa. A mistura foi filtrada em papel de filtro, e extraida com
acetato de etila (3x). As fases organicas combinadas foram lavadas com brine, seca com
sulfato de magnésio anidro e evaporadas em rotaevaporador. O residuo foi purificado por
DSC (30% Hex/EtOAc) ou CCD (75% Hex/EtOAc) dependendo da quantidade. Rendimento:
70%.

OH (#)-2-hidroxibutanonitrila 2: FM C4H;NO MM 85,1, 6leo incolor; 1V (KBr)

3 2 CN vy (cm™): 3431, 2976, 2941, 2883, 2248, 1463, 1123, 1104, 1059, 1025,

982; EM mvz (%): 59 (30), 58 (30), 57 (100), 56 (30); RMN de *H (300,19 MHz, CDCls) &:

4,44 (t, J=6,6 Hz, 1H, H-2), 1,96 — 1,80 (m, 2H, H-3), 1,10 (t, J = 7,4 Hz, 3H, H-4); RMN

de *C (75,48 MHz, CDCls) &: 119,93 (Co, C-1), 62,48 (CH, C-2), 28,49 (CH,, C-3), 8,91
(CHgs, C-4).

5.2.2 Sintese do composto 3

OH p|r|d|na
\)\ + POBry
CN ta., 24 h
2

Em um baldo de 50 mL, pesou-se 0,335 g (1,17 mmol) de POBr;. O baléo foi fechado
com um septo e, com uma seringa, adicionou-se 400 puL de benzeno anidro e 195 L de
piridina. Por Gltimo, adicionou-se 85 mg de 2 (1 mmol). A reacdo foi mantida sob agitacdo
por 24 h a temperatura ambiente. Ao final, o baldo € levado para rotaevaporador, a fim de
eliminar todo o benzeno. O residuo é ressuspendido em acetato de etila (10 mL) e lavado com
agua (3x 10 mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e evaporada em
rotaevaporador. Devido a este composto ndo ter sido revelado nos reveladores disponiveis,
n&o foi feita a purificacéo.

\)B\r (#)-2-bromobutanonitrila 3: FM C4,HsBrN MM 148,0, 6leo roxo; EM: 121 (12),
CN 119 (12), 81 (13), 79 (13), 68 (83), 52 (16), 41 (100), 39 (57).
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5.2.3 Sintese do composto 3"

OH

Cl
piridina
CN + SOC|2 CN
refluxo, 12h
3!

2|

Em um baldo de 10 mL, adicionou-se 120 uL de 2' (1 mmol), 89 uL de piridina (1,1
mmol) e 1 mL de cloroférmio. O baldo foi levado para banho de gelo até atingir 0 °C. A
solucdo foi adicionado, gota a gota e também a 0 °C, uma solucdo contendo 80 pL de SOCI,
(1,12 mmol) e 0,5 mL de cloroférmio. A mistura foi mantida sob refluxo por 12 h. Apoés atingir
a temperatura ambiente, a mistura reacional foi neutralizada com solucdo saturada de
NaHCOg;, extraido com acetato de etila (3x 5 mL), seca com sulfato de magnésio anidro e
evaporada em rotaevaporador. O residuo foi purificado por DSC (30% Hex/EtOAc) ou CCD
(50% Hex/EtOAc) dependendo da quantidade. Rendimento: 63%.

. Cl (#)-2-cloro-2-fenilacetonitrila 3': FM CgHsCIN MM 151,6, 6leo amarelo;
5©é§m . EM mz (%): 153 (6), 151 (M*), 117 (12), 116 (100), 89 (23), 63 (11).
e RMN de *H (600,13 MHz, CDCls) &: 7,58 — 7,53 (m, 2H H-4 e H-8), 7,48
— 7,45 (m, 3H H-5, H-6 e H-7), 5,56 (s, 1H, H-2).

5.2.4 Sintese dos compostos 4a, 4'a, 4b, e 4'b

H RuCls (3,5 mol%) Nu
i + NuH >
R® CN 150°C R® CN
2:R=Et a: NuH = pirrolidin-2-ona 4a: R = Et; Nu = pirrolidin-2ona
2':R=Ph b: NuH = piperidin-2-ona 4'a: R = Ph; Nu = pirrolidin-2ona
4b: R = Et; Nu = piperidin-2-ona
4'b: R = Ph; Nu = piperidin-2-ona

Em uma autoclave, adicionou-se 7,3 mg de RuCls.xH,O (3,5 mol%), 1 mmol do
material de partida (2 ou 2') e 5 mmol do nucletfilo (a ou b), além de uma barra magnética. A
autoclave foi fechada e levada para um banho de glicerol a 150 °C, sob agitacdo magnética,
por 12 h.
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Apo6s atingir temperatura ambiente, a autoclave foi aberta e adicionou-se 5 mL de
EtOAc. A mistura foi filtrada em papel de filtro e, em seguida, lavada com agua basificada
por NaOH em pH 10. A fase orgéanica foi seca com sulfato de magnésio anidro e evaporada
em rotaevaporador. A purificacdo em DSC ou CCD foi feita dependendo da quantidade.

Quando o material de partida foi o composto 2 e o nucledfilo a, o residuo foi
purificado por DSC (100% EtOAc) ou CCD (75% Hex/EtOAc). Rendimento: 38%.

Quando o material de partida foi o composto 2' e o nucledfilo a, o residuo foi
purificado por DSC (80% Hex/EtOAc) ou CCD (50% Hex/EtOAc). Rendimento: 42%.

Quando o material de partida foi o composto 2 e o nucletfilo b, o residuo foi
purificado por DSC (90% Hex/EtOAc) ou CCD (75% Hex/EtOAc). Rendimento: 39%.

Quando o material de partida foi o composto 2' e o nucledfilo b, o residuo foi
purificado por DSC (70% Hex/EtOAc) ou CCD (75% Hex/EtOAc). Rendimento: 45%.

76 (#9)-2-(2-oxopirrolidin-1-il)butanonitrila 4a: FM CgH1,N,O MM 152,2, 6leo
5 %o laranja; IV (KBr) v msx (cm™): 3515, 2976, 2938, 2881, 2243, 1690, 1417,
4\/25\CN 1281, 1216, 933, 814, 642, 567; EM mVz (%): 152 (M *), 124 (21), 123(100),

: "t 112 (37), 84 (17), 69 (66), 68 (35), 41 (50); RMN de 'H (300,19 MHz,
CDCly) 8: 5,01 (t, J = 8,1 Hz, 1H, H-2), 3,58 — 3,36 (m, 2H, H-8), 2.43 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-
6), 2,23 — 2,00 (m, 2H, H-7), 2,00 — 1,84 (m, 1H, H-3), 1,84 — 1,67 (m, 1H, H-3), 1,03 (t, J =
7,4 Hz, 3H, H-4);: RMN de **C (75,48 MHz, CDCls) §: 174,88 (Co, C-5), 117,12 (C,, C-1),
44,32 (CH, C-2), 43,56 (CH,, C-8), 30,47 (CH,, C-6), 24,97 (CH,, C-7), 17,92 (CH,, C-3),
10,23 (CHs, C-4).

1n_ 10 (#)-2-(2-oxopirrolidin-1-il)-2-fenilacetonitrila 4'a: FM C;,H1,N,O MM

12 N 2 o 200,2, 6leo marrom; 1V (KBr) v max (cm'l): 3426, 2923, 2243, 1687, 1493,

. A N, 1455, 1411 1263, 947, 743, 701; EM m/z (%): 200 (M*), 145 (51), 144

(57), 117 (74), 116 (64), 104 (25), 89 (34), 77 (11); RMN de *H (300,19

MHz, CDCls) 8: 7,46 — 7,38 (M, 5Harom), 6,47 (s, 1H, H-2), 3,56 — 3,44 (m,

1H, H-12), 3,14 - 3,04 (m, 1H, H-12), 2,58 — 2,36 (m, 2H, H-10), 2,20 — 1,91 (m, 2H, H-11);

RMN de **C (75,48 MHz, CDCls) 8: 174,69 (Co, C-9), 131,67 (Co, C-3), 129,54 (CH, C-5, C-

6 e C-7), 127,27 (CH, C-4, C-8), 115,75 (C,, C-1), 46,66 (CH, C-2), 43,23 (CH,, C-12), 30,40
(CH,, C-10), 17,65 (CH,, C-11).

6 8
7
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. 7 . (#)-2-(2-oxopiperidin-1-il)butanonitrila 4b: FM CgH14N.,O MM 166,2, 6leo
9@ laranja; 1V (KBr) v ma (cm™): 3527, 2936, 2878, 2240, 1651, 1487, 1348,
N~ ~O

4 \)Z\CN 1 1289, 1178, 1069, 980, 930, 554; EM m/z (%): 166 (M*), 151 (35), 138 (32),

137 (36), 109 (100), 99 (72), 98 (79), 82 (34), 67 (32), 55 (75), 41 (39); RMN
de *H (300,19 MHz, CDCls) &: 5,67 (t, J = 8,2 Hz, 1H, H-2), 3,54 — 3,52 (m, 1H, H-9), 3,35 —
3,25 (m, 1H, H-9), 2,46 (t, J = 6,5 Hz, 2H, H-6), 1,93 — 1,70 (m, 6H, H-3, H-7 e H-8), 1,03 (t,
J=7,4 Hz, 3H, H-4); RMN de *3C (75,48 MHz, CDCl3) &: 169,87 (Co, C-5), 117,77 (Co, C-
1), 46,04 (CH, C-2), 43,98 (CHy, C-9), 32,31 (CH,, C-6), 24,25 (CH,, C-8), 23,04 (CHy, C-3),
21,05 (CH,, C-7), 10,20 (CHg, C-4).

0 11 " (#)-2-(2-oxopiperidin-1-il)-2-fenilacetonitrila 4'b: FM Ci3H14N,O MM
" N9 5 214,3, 6leo marrom; 1V (KBr) v max (cm™): 3520, 2939, 2244, 1641, 1485,
; 4 ~en 1273, 1171, 1076, 981, 921, 821, 725, 695, 651, 544; EM m/z (%): 214 (M
: . 1), 170 (47), 158 (46), 116 (61), 104 (29), 89 (33), 55 (43); RMN de *H
7 (300,19 MHz, CDCl3) 6: 7,50 — 7,32 (m, 5Harom), 7,21 (s, 1H, H-2), 3,48 —
3,36 (m, 1H, H-13), 3,03 — 2,90 (m, 1H, H-13), 2,64 — 2,42 (m, 2H, H-10), 1,92 — 1,72 (m,
4H, H-11 e H-12); RMN de 3C (75,48 MHz, CDCl3) &: 169,93 (Co, C-9), 132,04 (Co, C-3),
129,36 (CH, C-5 e C-6, C-7), 127,38 (CH, C-4 e C-8), 116,30 (Co, C-1), 47,99 (CH, C-2),
43,81 (CH,, C-13), 32,46 (CH,, C-10), 22,99 (CH,, C-12), 21,12 (CH,, C-11).

6

5.2.5 Sintese dos compostos 4c, 4'c, 4d e 4'd

OH MeCN Nu
PY + NuH
R CN refluxo R CN
2:R=Et ¢: NuH = piperazin-2-ona 4c: R = Et; Nu = piperazin-2-ona
2':R=Ph d: NuH = 1-metilpiperazina 4'c: R = Ph; Nu = piperazin-2-ona
4d: R = Et; Nu = 1-metilpiperazina
4'd: R = Ph; Nu = 1-metilpiperazina

Em um baldo de 5 mL foi solubilizado 1 mmol do material de partida em 0,5 mL de
acetonitrila anidra. Adicionou-se 3 mmol do nucledéfilo e a mistura reacional foi mantida sob

refluxo.
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Apo6s conversdo de 100% do material de partida, o excesso de acetonitrila foi
removido em rotaevaporador, o residuo foi ressuspendido em EtOAc e purificado pela
lavagem com &gua basificada por NaOH em pH 10 (3x). A fase organica foi seca com sulfato
de magnésio anidro e evaporada em rotaevaporador.

Quando o material de partida foi 0 composto 2 (1 mmol, 85,1 mg) e o nucledfilo ¢ (3
mmol, 300 mg), a reagdo ficou sob refluxo por 5 h e o rendimento foi de 20%. Com o
composto 2' como material de partida (1 mmol, 121uL) e o nucledfilo ¢, a reacdo ficou sob
refluxo por 24 h o rendimento foi de 22%.

Quando o material de partida foi o composto 2 e o nucleéfilo d (3 mmol, 335 pL) a
reacdo ficou sob refluxo por 8 h e o rendimento foi de 38%. Com o composto 2' como
material de partida e o nucleofilo d a reacédo ficou sob refluxo por 20 h e o rendimento foi de

71%.

H o (#)-2-(3-oxopiperazin-1-il)butanonitrila 4c: FM CgH13N3O MM 167,2, sélido
T branco; PF 114-115 °C; IV (KBr) v max (cM™): 3266, 2975, 2940, 2883, 2798,
. tNTe 2227, 1664, 1347, 1170, 1077, 855, 753, 622:EM m/z (%): 167 (M*), 138
s 2 CN1 (98) 110 (100), 99 (31), 97 (27), 42 (82), 41 (35); RMN de 'H (300,19 MHz,
CDCly) 8: 6,37 (sl, 1H, NH), 3,56 — 3,12 (m, 5H, H-2, H-5, H-7), 2,96 — 2,84 (m, 1H, H-8),
2,75 - 2,58 (m, 1H, H-8), 1,94 — 1,75 (m, 2H, H-3), 1,08 (t, J = 7,4 Hz, 3H, H-4); RMN de
3C (75,48 MHz, CDCls) §: 168.31 (Cy, C-6), 116.21(Co, C-1), 58,76 (CH, C-2), 53,28 (CH,,

C-5), 46,39 (CHy, C-8), 41,18 (CH,, C-7), 24,43 (CH,, C-3), 10,64 (CHs, C-4).

7

H o 2-(3-oxopiperazin-1-il)-2-fenilacetonitrila 4'c: FM C1,H13N3O MM 215,2;
[ T sélido branco, PF 173-175 °C; IV (KBr) v max (cm™): 3439, 3208, 2972,
4 2893, 2849, 2231, 1666, 1497, 1334, 1156, 1069, 758, 710, 521; EM m/z
32 CN1 (05): 215 (Mt), 186 (7), 171 (9), 145 (16), 116 (73), 99 (100), 89 (25), 43
e (29), 42 (64): RMN de *H (300,19 MHz, DMSO-d) 3: 7,91 (s, 1H, NH),
7,51 — 7,39 (M, 5Harom), 5,52 (s, 1H, H-2), 3,26 — 3,05 (m, 3H, H-9 e H-11), 2,85 (d, J = 15.9
Hz, 1H, H-9), 2,74 — 2,62 (m, 1H, H-12), 2,62 — 2,53 (m, 1H, H-12); RMN de *C (75,48
MHz, DMSO) &: 166,42 (C,, C-10), 132,54 (C,, C-3), 128,96 (CH, C-5, C-6 e C-7), 127,75
(CH, C-4 e C-8), 115,48 (Cy, C-1), 59,57 (CH, C-2), 53,16 (CH,, C-9), 45,42 (CH,, C-12),
40,02 (CH,, C-11).

5
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9 (#)-2-(4-metilpiperazin-1-il)butanonitrila 4d: FM CgHi7N3 MM 167,2, bleo
, h', o amarelo; 1V (KBr) v ma (cm™): 2937, 2878, 2797, 2222, 1456, 1377, 1285,
8[N]5 1167, 1010, 859, 809; EM mVz (%): 167 (M *), 141 (3), 140 (4), 111 (13), 99

4\)2\CN 1 (100), 70 (31), 56 (66); RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) &: 3,39 (dd, J =
3 8,6, 7,1 Hz, 1H, H-2), 2,82 — 2,67 (m, 2H, H-5), 2,64 — 2,40 (m, 6H, H-6, H-

7 e H-8), 2,32 (s, 3H, H-9), 1,91 — 1,66 (m, 2H, H-3), 1,06 (t, J = 7,4 Hz, 3H, H-4); RMN de

3C (75,48 MHz, CDCls) 8: 117,02 (Co, C-1), 59,55 (CH, C-2), 54,82 (CH,, C-5, C-6, C-7 e

C-8), 45,85 (CHj3, C-9), 24,47 (CHy, C-3), 10,76 (CHs, C-4).

l|3 (£)-2-(4-metilpiperazin-1-il)-2-fenilacetonitrila 4'd: FM CizHizN3 MM
u N<1o 2153, sélido amarelo; PF 63-64 °C; IV (KBr) v max (cm™): 3442, 3064,
12[ ]9 2946, 2827, 2792, 2223, 1450, 1285, 1144, 1010, 914, 812, 736, 700; EM
3 CN m/z (%): 215 (M *), 116 (10), 99 (100), 70 (19), 56 (60), 44 (37), 42 (26);
6 8 RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) 8: 7,56 — 7,47 (m, 2H, H-4 e H-8), 7,45

! — 7,33 (m, 3H, H-5, H-6 e H-7), 4,82 (s, 1H, H-2), 2,63 (m, 4H, H-9 e H-
12), 2,47 (m, 4H, H-10 e H-11), 2.31 (s, 3H, H-13); RMN de **C (75,48 MHz, CDCls) &:
133,10 (Co, C-3), 129,01 (CH, C-5, C-6 e C-7), 128,09 (CH, C-4 e C-8), 115,45 (C,, C-1),
62,14 (CH, C-2), 54,87 (CH,, C-9, C-10, C-11 e C-12), 45,89 (CHjs, C-13).

N

5.2.6 Sintese dos compostos 5a, 5b, 5d, 5'a, 5'b e 5'd

Nu CH2C|2 NU
+  HySO4conc. —— g NH2
R CN t.a.
(@]
4a-d e 4'a-d 5a-d e 5'a-d

Em um baldo de 25 mL, adicionou-se 1 mmol da nitrila, que foi dissolvida em 4 mL
de CH.Cly, seguido pela adicdo de H,SO,4 concentrado (30 equivalentes, ~ 1,7 mL), a reacéo €
mantida sob agitacdo a temperatura ambiente. Ao final, adiciona-se NaOH até completa
neutralizacdo do excesso de &cido e se procede a extragdo com acetato de etila (3 x 10 mL). A
fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e concentrada em rotaevaporador.

Como partiu-se das nitrilas puras, ndo houve a necessidade de realizar a purificacdo da

amida.
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r_ 6 (#)-2-(2-oxopirrolidin-1-il)butanamida 5a: FM CgH14N,O, MM 170,2;

8 Q\As\o s6lido branco; PF 116-117 °C; IV (KBr) v max (cm™): 3392, 3320, 3255,

4 ~~-NH, 3204, 2966, 2922, 2871, 1677, 1271, 1442, 694, 629; EM m/z (%): 170
0 (M), 126 (100), 98 (12), 69 (28), 58 (13), 41 (26); RMN de *H (300,19

MHz, CDCl3) &: 6,33 (sl, 1H, NH,), 5,46 (sl, 1H, NH,), 4,45 (dd, J = 8,8, 6,9 Hz, 1H, H-2),
3,49 — 3,35 (m, 2H, H-8), 2,54 — 2,35 (m, 2H, H-6), 2,12 — 1,89 (m, 3H, H-3 e H-7), 1,78 —
1,61 (m, 1H, H-3), 0,91 (t, J = 7,4 Hz, 3H, H-4): RMN de *C (75,48 MHz, CDCl3) 5: 176,26
(Co, C-5), 172,41 (Co, C-1), 56,30 (CH, C-2), 44,07 (CH,, C-8), 31,20 (CH,, C-6), 21,15
(CHa, C-7), 18,28 (CH,, C-3), 10,62 (CHs, C-4).

110 (#)-2-(2-oxopirrolidin-1-il)-2-fenilacetamida 5'a: FM C;,H14N,0O, MM

2N 7o 218,2, sélido branco; PF 156-157 °C; IV (KBr) v max (cm™): 3383, 3314,

. @é\flfNHz 3257, 3201, 2964, 2924, 2872, 1674, 1423, 1270, 702, 619, 549; EM miz
] . O (%):174 (100), 131 (36), 106 (18), 91 (19), 77 (9), 70 (1); RMN de H

! (300,19 MHz, CDCl3) 8: 7,41 — 7,35 (M, 5Harom), 5,94 (sl, 1H, NHy), 5,89
(s, 1H, H-2), 5,75 (sl, 1H, NH,), 3,78 — 3,65 (m, 1H, H-12), 3,10 — 2,98 (m, 1H, H-12), 2,56 —
2,30 (m, 2H, H-10), 2,09 — 1,99 (m, 1H, H-11), 1,97 — 1,82 (m, 1H, H-11): RMN de “C
(75,48 MHz, CDCl3) 5: 175,82 (Co, C-9), 171,44 (Co, C-1), 134,33 (Co, C-3), 129,30 (CH, C-
5 e C-7), 129,12 (CH, C-4 e C-8), 128,88 (CH, C-6), 58,74 (CH, C-2), 45,02 (CH,, C-12),
31,08 (CH,, C-10), 18,19 (CH,, C-11).

o e (#)-2-(2-oxopiperidin-1-il)butanamida 5b: FM CgHi;sN,O, MM 184,2;

9@0 s6lido marom; PF 106-108 °C; IV (KBr) v max (cm™): 3351, 3204, 2947,
4\%%,% 2872, 1675, 1626, 1465, 1419, 1288, 1181, 976, 668; EM m/z (%): 184

3 (M), 167 (7), 141 (10), 140 (100), 112 (25), 70 (12), 55 (24), 41 (13);
RMN de *H (300,19 MHz, CDCls) &: 6,33 (sl, 1H, NHy), 5,33 (sl, 1H, NH,), 5,00 (dd, J =
8,5, 7,3 Hz, 1H, H-2), 3,25 (m, 2H, H-9), 2,59 — 2,30 (m, 2H, H-6), 2,00 — 1,65 (m, 6H, H-3,
H-7 e H-8), 0,91 (t, J = 7,4 Hz, 3H, H-4); RMN de **C (75,48 MHz, CDCls) 8: 172,74 (C,, C-
5), 171,48 (Co, C-1), 57,37 (CH, C-2), 43,40 (CH,, C-9), 32,64 (CH,, C-6), 23,25 (CH,, C-8),
20,94 (CHa, C-7), 20,13 (CH,, C-3), 10,58 (CH3, C-4).
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v A (#)-2-(2-oxopiperidin-1-il)fenilacetamida 5'b: FM Cy3HisN20, MM
13@ 232,3; s6lido marrom; PF 154-155 °C; IV (KBr) v max (cm™): 3313,
N~ ~0
: A L NH, 3161, 2960, 2869, 1697, 1613, 1484, 1412, 1296, 1178, 740, 701, 516;
2
] Z 0 EM mv/z (%): 232 (M), 215 (12), 189 (17), 188 (100), 91 (45), 82 (20),
! 55 (18); RMN de 'H (300,19 MHz, CDCls) &: 7,47 — 7,30 (M, 5Harom),

6,34 (s, 1H, H-2), 5,92 (sl, 1H, NH,), 5,64 (sl, 1H, NH,), 3,52 — 3,38 (m, 1H, H-13), 2,96 —
2,84 (m, 1H, H-13), 2,60 — 2,39 (m, 2H, H-10), 1,90 — 1,60 (m, 4H, H-11 e H-12); RMN de
3C (75,48 MHz, CDCl3) &: 171,70 (Cy, C-9), 171,10 (Co, C-1), 134,52 (Co, C-3), 129,70 (CH,
C-5e C-7), 128,96 (CH, C-4 e C-8), 128,65 (CH, C-6), 60,34 (CH, C-2), 45,27 (CH,, C-13),
32,57 (CHj, C-10), 23,30 (CH,, C-12), 21,04 (CH,, C-11).

SI) (#)-2-(4-metilpiperazin-1-il)butanamida 5d: FM CgHigNsO MM 185,3,
7['\‘]6 liquido laranja; 1V (KBr) v max (cm™): 3357, 2962, 2798, 1671, 1459, 1284,
8 >\~ 5 1172, 1010, 866, 640; EM m/z (%): 185 (M ¥), 142 (10), 141 (100), 98 (50),

4\/2%1(NH2 70 (65), 56 (21), 42 (29); RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) 8: 6,77 (sl, 1H,

0 NH,), 5,57 (sl, 1H, NH,), 2,82 (dd, J = 7,4, 5,2 Hz, 1H, H-2), 2,76 — 2,48
(m, 8H, H-5, H-6, H-7 e H-8), 2,36 (s, 3H, H-9), 1,83 — 1,65 (m, 2H, H-3), 0,99 (t, J = 7,5 Hz,
3H, H-4); RMN de *C (75,48 MHz, CDCly) &: 175,86 (Co, C-1), 70,62 (CH, C-2), 55,48
(CHa, C-5, C-6, C-7 e C-8), 45,88 (CHs, C-9), 21,56 (CH,, C-3), 11,03 (CH3, C-4).

1|3 (#)-2-(4-metilpiperazin-1-il)fenilacetamida 5'd: FM Cji3HigN;O MM
1 ~N\ 10 233,3, s6lido amarelo; PF 163-164 °C; IV (KBr) v max (cm™): 3405, 3176,
12[N]9 2949, 2795, 1655, 1449, 1291, 1157, 1011, 854, 692, 663; EM m/z (%):
5@322\#'% 233 (M 1), 190 (14), 189 (100), 146 (13), 91 (37), 70 (35), 56 (16), 42
6 g O (22); RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) &: 7,39 — 7,28 (m, 5Harom), 6,85

! (sl, 1H, NH,), 5,62 (s, 1H, NH,), 3,86 (s, 1H, H-2), 2,57 (s, 8H, H-9, H-
10, H-11 e H-12), 2,35 (s, 3H, H-13), RMN de *3C (75,48 MHz, CDCls) &: 174,02 (Co, C-1),
135,55 (Cy, C-3), 128,94 (CH, C-5 e C-7), 128,85 (CH, C-4 e C-8), 128,59 (CH, C-6), 75,75
(CH, C-2), 55,10 (CH,, C-9, C-10, C-11 e C-12), 45,54(CH3, C-13).
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5.2.7 Solucdo tampéo fosfato pH 7,00 (0,1 mol L™?)

39 mL de NaH,PO, (0,2 mol L™); 61 mL de Na,HPO, (0,2 mol L™); 99,8 mL de &gua e 200
uL de uma solucéo 4 mg L™ de CoCl,.6H,0 e FeCls.6H,0. O pH foi corrigido para 7,00 em
pHmetro com HCI 2 mol L™ ou NaOH 2 mol L™

5.2.8 Determinacao da atividade enzimatica

As 22 enzimas foram obtidas da Prozomix Limited, sendo 20 na forma livre (15
mg/mL em suspensdo de (NH4),SO,4 3,2 mol/L) e 2 imobilizadas em CLEA (10 mg/mL). Para
0 ensaio da atividade enzimatica, adicionou-se 1 mL de tamp&o fosfato em um ependorff de 2
mL e 5 pL de solucdo enzimaética. Esta mistura foi deixada ao abrigo da luz por 1,5 h em
banho de gelo. Em seguida, os eppendorfs foram levados para termomixer a 25 °C e, ap0s
atingir esta temperatura, adicionou-se 1 mg de n-butanonitrila que ficou sob agitagédo a 1000
rpm. Ap6s 1 minuto de reacdo, adicionou-se 500 pL de acetato de etila e a mistura foi agitada
em vortex. A fase organica foi separada, seca com sulfato de magnésio anidro e, ao final,
analisada em GC-FID.

5.2.9 Reac0es de Biocatalise com 4a-d e 4'a-d em meio aquoso tamponado

Em um ependorff de 2 mL, adicionou-se 1 mL de tampéo fosfato e 10 uL de solugéo
enzimatica. Esta mistura foi deixada ao abrigo da luz por 1,5 h em banho de gelo. Em seguida,
os eppendorfs foram levados para termomixer a 25 °C e, ap0s atingir esta temperatura,
adicionou-se 0,5 mg de substrato (4a-d e 4'a-d) que ficou sob agitagdo a 1000 rpm. Apos 48
horas de reacéo, adicionou-se 500 pL de acetato de etila (contendo 0,5 mg de n-butanamida
como padrdo interno) e a mistura foi agitada em vortex. Em seguida, para separacao das fases
aguosa e organica, os eppendorfs foram centrifugados a 5000 rpm por 1 minuto. A fase
organica foi separada, seca com sulfato de magnésio anidro e, ao final, analisada em GC-FID;

para determinacdo das conversdes, e em HPLC-PDA-CD; para 0s excessos enantiomeéricos.
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5.2.10 Sintese do cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio

)\ MeCN [\
NN 7T S AC B0°C /N@NW
Cl

Em um baldo de 5 mL, foi adicionado 80 pL de 1-metilimidazol (1 mmol), 55 pL de
acetonitrila grau HPLC e 136 pL de clorobutano (1,3 mmol) . A mistura permaneceu sob
agitacdo magnética e refluxo por 48 h sem ultrapassar a temperatura de 80°C. Apoés atingir a
temperatura ambiente, a acetonitrila foi eliminada sob pressao reduzida, obtendo-se um éleo
amarelo. Este dleo € entdo redissolvido em 140 pL de acetonitrila grau HPLC e adicionado,
gota a gota, para um baldo contendo 560 pL acetato de etila grau HPLC, sob atmosfera inerte
de N, e agitacdo magnética. Imediatamente inicia-se a cristalizacdo do BMIM.CI e, ap0s
adicdo de toda a solucdo em acetonitrila, o sobrenadante foi removido com uma seringa e 0
residuo seco sob pressdo reduzida. O produto foi obtido com 88% de rendimento, e estocado
sob atmosfera de Ns.

3 9 Cloreto de 1-butil-3-metilimidazdlio. FM CgHisN,Cl MM 174,5;
/N/\_@\N\/G\/;_ RMN de H (300,19 MHz, DMSO-dg) &: 9,14 (s, 1H, H-1), 7,73

4 7
1 > (dt, J=20,3, 1,7 Hz, 2H, H-2 e H-3), 4,15 (t, J = 7,2 Hz, 2H, H-5),

3,84 (s, 3H, H-4), 1,84 — 1,67 (m, 2H, H-6), 1,33 — 1,13 (m, 2H, H-7), 0,90 (t, J = 7,3 Hz, 3H,
H-8). RMN de **C (75,48 MHz, DMSO-dg) &: 136,70 (CH, C-1), 123,60 (CH, C-3), 122,28
(CH, C-2), 48,42 (CH,, C-5), 35,73 (CH3, C-4), 31,39 (CH,, C-6), 18,78 (CH,, C-7), 13,30
(CHs, C-8). EM (MALDI-(+)-TOF-MS): 139,5 [M — CI].

5.2.11 Sintese do tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazélio

acetona

A\ [\
/N®N\/\/ + NaBF, G aan /N@N\/\/ + NaBF,

Ccl BF,

Em um baldo de 5 mL, foi adicionado 174,7 mg de cloreto de 1-butil-3-

metilimidazélio (1 mmol), 109,8 mg de NaBF4 (1 mmol) e 340 pL de acetona. A mistura
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permaneceu sob agitagdo magnética, por 24 h, a temperatura ambiente. Ao final, forma-se
duas fases que foi filtrada em coluna de celite, em funil de placa poroza, sob vacuo. Obtem-se
um filtrado amarelo translucido. A acetona do filtrado é eliminada sob pressdo reduzida e o
rezido foi ressuspendido em 200 pL de diclorometano e lavado com agua (3x 200 pL). A fase
organica é adicionado sulfato de magnésio anidro que, apés 1 h, é removido por filtracdo. O
solvente foi eliminado por filtracdo reduzida (0,1 bar) por 2 h a 30 °C. O produto é um dleo

amarelo, obtido com 80% de rendimento.

3 2 g Tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazélio: FM CgHisBFsN, MM
/ \ 6
4/N@N\/\7/ 226,02: RMN de 'H (300,19 MHz, DMSO-dg) &: 9,06 (s, 1H, H-1),
5
! BE. 7,74 (t, J=1.8 Hz, 1H, H-3), 7,67 (t, J= 1.7 Hz, 1H, H-2), 4,13 (t, J =
4

7,2 Hz, 2H, H-5), 3,82 (s, 3H, H-4), 1,82 — 1,67 (m, 2H, H-6), 1,23 (dq, J = 14,5, 7,3 Hz, 2H,
H-7), 0,88 (t, J = 7,3 Hz, 3H, H-8). RMN de *C (75,48 MHz, DMSO-ds) &: 136,51 (CH, C-
1), 123,65 (CH, C-3), 122,30 (CH, C-2), 48,54 (CH,, C-5), 35,76 (CH3, C-4), 31,38 (CH,, C-
6), 18,81 (CH,, C-7), 13,30 (CHs, C-8). RMN de *°F (376,48 MHz, DMSO-dg) &: -148,29 e -
148,34. DSC -67 °C (temperatura de cristalizacéo) e -74°C (Tp,).

5.2.12 Sintese do hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazélio

acetona

[\ [\
/N®N\/\/ * KPP ta., 24 h /N®N\/\/ * KPP

Em um baldo de 5 mL, foi adicionado 174,7 mg de cloreto de 1-butil-3-
metilimidazolio (1 mmol), 184,1 mg de KPFs (1 mmol) e 340 puL de acetona. A mistura
permaneceu sob agitacdo magnética, por 24 h, a temperatura ambiente. Ao final, forma-se
duas fases que foi filtrada em coluna de celite, em funil de placa poroza, sob vacuo. Obtem-se
um filtrado amarelo translucido. A acetona do filtrado é eliminada sob presséo reduzida e o
rezido foi ressuspendido em 200 pL de diclorometano e lavado com agua (3x 200 pL). A fase
organica é adicionado sulfato de magnésio anidro que, apés 1 h, é removido por filtragdo. O
solvente foi eliminado por filtracdo reduzida (0,1 bar) por 2 h a 30 °C. O produto é um 6leo

amarelo, obtido com 92% de rendimento.
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3/_\2 ] s Hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazdlio. FM CgHisPFsN, MM
4/N@N\5/\7/ 284,18; RMN de 'H (300,19 MHz, DMSO-dg) &: 9,07 (s, 1H, H-1),
! PFg 7,74 (t, J=1.8 Hz, 1H, H-3), 7,67 (t, J= 1.7 Hz, 1H, H-2), 4,13 (t, J =

7,2 Hz, 2H, H-5), 3,82 (s, 3H, H-4), 1,84 — 1,63 (m, 2H, H-6), 1,23 (m, 2H, H-7), 0,88 (t, J =
7,3 Hz, 3H, H-8). RMN de **C (75,48 MHz, DMSO-ds) 5: 136,52 (CH, C-1), 123,65 (CH, C-
3), 122,29 (CH, C-2), 48,54 (CH,, C-5), 35,76 (CHs, C-4), 31,37 (CH,, C-6), 18,80 (CHy, C-
7), 13,29 (CHj, C-8). RMN de *°F (376,48 MHz, DMSO-dg) &: -70.20 (d, J = 711.4 Hz).

DSC -64 °C (T,) e 6°C (Tp).

5.2.13 Sintese do big(trifluorometil)sulfonil]imida de 1-butil-3-metilimidazélio

/—\ ) ¢ acetona /_\ ) ¢
/N@N\/\/ + LiINTf, /N@N\/\/ + LiNTf,

_ t.a.,24 h _

Em um baldo de 5 mL, foi adicionado 174,7 mg de cloreto de 1-butil-3-
metilimidazolio (1 mmol), 287,1 mg de LiNTf, (1 mmol) e 340 puL de acetona. A mistura
permaneceu sob agitacdo magnética, por 24 h, a temperatura ambiente. Ao final, forma-se
duas fases que foi filtrada em coluna de celite, em funil de placa poroza, sob vacuo. Obtem-se
um filtrado amarelo translucido. A acetona do filtrado é eliminada sob pressdo reduzida e o
rezido foi ressuspendido em 200 pL de diclorometano e lavado com agua (3x 200 pL). A fase
organica é adicionado sulfato de magneésio anidro que, apés 1 h, é removido por filtragdo. O
solvente foi eliminado por filtracdo reduzida (0,1 bar) por 2 h a 30 °C. O produto é um 6leo
amarelo, obtido com 78% de rendimento.

32 g Big(trifluorometil)sulfonil]imida de 1-butil-3-metilimidazdlio: FM

/6\ Jﬁ\/ L
4/N\/N 7 C1oH15FsN304Ss MM 419,36; RMN de "H (300,19 MHz, DMSO-de,)

5
Cl) . 8: 9,07 (s, 1H, H-1), 7,74 (t, 3 = 1.8 Hz, 1H, H-3), 7,67 (t, J = 1.7 Hz,
Flg,\\s\\/N\//s//%F 1H, H-2), 4,13 (t, J = 7,2 Hz, 2H, H-5), 3,82 (s, 3H, H-4), 1,81 — 1,66
3 3

©0 (m, 2H, H-6), 1,32 — 1,15 (M, 2H, H-7), 0,88 (t, J = 7,3 Hz, 3H, H-8).
RMN de **C (75,48 MHz, DMSO-dg) &: 136,53 (CH, C-1), 123,65 (CH, C-3), 122,30 (CFs,
C-9), 121,65 (CH, C-2), 117,36 (CFs, C-10), 48,54 (CH,, C-5), 35,77 (CHs, C-4), 31,38 (CH,,
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C-6), 18,80 (CH,, C-7), 13,29 (CHs, C-8). RMN de *°F (376,48 MHz, DMSO-ds) §: -78,73
(s). DSC -85 °C (T,) € -2,5°C ().

5.2.14 Reagdes de Biocatalise com 4a-d e 4'a-d em liquidos idnicos

Em um ependorff de 2 mL, adicionou-se X uL de tampao fosfato e 10 pL de solugédo
enzimatica (PRO-001 e PRO-015). Esta mistura foi deixada ao abrigo da luz por 1,5 h em
banho de gelo. Em seguida, os eppendorfs foram levados para termomixer a 25 °C e, ap0s
atingir esta temperatura, adicionou-se Y pL do liquido iénico (BMIM.BF4, BMIM.PFs ou
BMIM.NTf,) e 0,5 mg de substrato (4a-d e 4'a-d) que ficou sob agitacdo a 1500 rpm. ApoOs
48 horas de reacdo, adicionou-se 500 pL de éter etilico, para as reacdes com BMIM.BF,, e
BMIM.PFs, e acetato de etila, para as reacdes com BMIM.NTf,. As misturas foram agitadas
em vortex, seguida de centrifugacdo a 5000 rpm por 1 minuto, para separacao das fases. A
fase organica foi separada, seca com sulfato de magnésio anidro e, ao final, analisada em GC-
FID.

As proporcdes de liquido idnico e tampdo foram:

o 10%: X =900 pLeY =100 pL;

o 20%: X =800 pLeY =200 pL,;

o 40%: X =600 pLeY =400 pL;

e 80%: X=200puLeY =800 pL,;

5.2.15 Reagdes de Biocatalise com 4a, 4d e 4'd em PEG 400

Em um ependorff de 2 mL, adicionou-se X pL de tampéo fosfato, 10 pL de solugéo
enzimatica NHase PRO-015, Y uL de PEG 400 e 0,5 mg de substrato (4a, 4d e 4'd). Os
eppendorfs foram levados para termomixer a 25 °C e ficou sob agitacdo a 1500 rpm. Apds 48
horas de reacdo, adicionou-se 500 pL de éter etilico e a mistura foi agitada em vortex. Em
sequida, para separacdo das fases aquosa e organica, os eppendorfs foram centrifugados a
5000 rpm por 1 minuto. A fase organica foi separada, seca com sulfato de magnésio anidro e,
ao final, analisada em GC-FID.

As proporcdes de PEG 400 e tampéao foram:

e 10%: X =900 puLeY =100 pL;

o 25%: X=750puLeY =250 pL;

110



Parte experimental

e 50%: X=500pLeY =500 pL;
e 95%: X=50pLeY =950 pL;
e 100%: X=0pLeY =1000 pL,;

5.2.16 Meios de cultura

Todos os meios foram preparados com agua destilada e autoclavados a 121 °C e 1 atm
durante 15 minutos.

e LB - Triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L e cloreto de sodio 10 g/L.

e LB-agar— Agar 15 g para 1 L de meio de cultura liquido LB.

e LB-amp - meio LB ou LB-agar, acrescido de ampicilina 4 pL por mL de meio.

e LB-can - meio LB ou LB-agar, acrescido de cloranfenicol 2 L por mL de meio.

e L-broth — Triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L e cloreto de sodio 5 g/L.

e SOC - Triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L e cloreto de sodio 0,5 g/L.
Antes de utilizar, acrescentar 10 mmol de MgCl,, 10 mmol de MgSO,4 e 22 mmol

de glicose.

5.2.17 Ensaio de triagem enzimatica para NHase

Os micro-organismos Rhodococcus erythropolis (CCT 1878), Rhodococcus equi (CCT
0541), Rhodococcus ruber (CCT 1879) e Bacillus cereus foram cultivados em meio de cultura
nutriente (NB) e N2PVF3 em meio Gymp. Para as reagdes, 0S micro-organismos cresceram
em 10 mL de meio de cultura, em um erlenmeyer de 50 mL a 28°C e 156 rpm sob agitacéo
orbital durante 20 horas. Em seguida, todo o cultivo foi centrifugado em tubos estéreis a 3000
rpm por 10 minutos e ressuspendido 10 mL de meio de cultura, contendo 29 pulL de
acetonitrila. Entéo, incubou-se novamente durante 24 horas e, em seguida, centrifugou-se todo
o cultivo; ambos os procedimentos nas mesmas condi¢Ges. Apds a centrifugacdo, a biomassa
foi ressuspendida em tampédo fosfato pH 7,00 (0,1 mol/L) contendo ferro e cobalto em
quantidade suficiente para atingir a concentracdo celular de 200 mg/mL. Adicionou-se 0
substrato n-butanonitrila de tal forma a atingir uma concentracdo de 2 mg/mL. A reacgéo ficou
a 28°C e 156 rpm sob agitacdo orbital durante 24 horas e, apés, extraida com acetato de etila,
seca com sulfato de magnésio anidro e analisada por GC-FID.
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5.2.18 Extracio de DNA gendomico

Em todos os procedimentos desse item, bem como dos seguintes, agua se refere a agua

Mill-Q estéril.
Os micro-organismos foram incubados em 5 mL de meio TSB, a 37 °C e 150 rpm,

overnight. Em seguida, procedeu-se a extracao:

K. oxytoca: foi transferido 1 mL do meio contendo K. oxytoca para um eppendorf de
1,5 mL, que foi centrifugado a 4.000 x g e 4 °C durante 15 minutos. O sobrenadante
foi removido e a biomassa ressuspendida em 180 pL de PureLink® Genomic
Digestion Buffer. Adicionou-se 20 pL de proteinase K, seguido de agitacdo em vortex
e incubacdo a 55 °C por 30 minutos. Adicionou-se 20 pL de RNase A, seguido de
agitacdo em vortex e incubacdo a temperatura ambiente por 2 minutos. Adicionou-se
200 pL de PureLink® Genomic Lysis/Binding Buffer que foi agitado em vortex,
seguido da adicdo de 200 pL de etanol que foi agitado em vértex até obtencdo de uma
mistura homogénea. A solucéo obtida foi transferida para uma coluna PureLink® Spin
Column e centrifugada a 10.000 x g por 1 minuto. O eluido foi descartado, adicionou-
se 500 puL de Wash Buffer 1 e, novamente, centrifugou-se a 10.000 x g por 1 minuto.
O eluido foi descartado, adicionou-se 500 pL de Wash Buffer 2 e centrifugou-se a
17.000 x g por 3 minuto. A coluna foi colocada em um eppendorf de 1,5 mL estéril e
foi adicionado 70 pL PureLink® Genomic Elution Buffer. A coluna foi incubada por 1
minuto e centrifugada a 17.000 x g por 1 minuto. O eluido contém o DNA puro. Uma
nova eluicdo foi realizada da mesma maneira.

R. erythropolis: foi transferido 1 mL do meio contendo R. erythropolis para um
eppendorf de 1,5 mL, que foi centrifugado a 12.000 x g e 4 °C durante 15 minutos. O
sobrenadante foi removido e a biomassa ressuspendida em 100 pL de agua estéril.
Acrescentou-se uma ponta de espatula de lisozima e 5 esferas de vidro de 2,5 mm de
didmetro, seguido de agitacdo em vortex e 10 minutos em ultrassom. Incubou-se a
37°C por 2 horas, com agitacdo em vortex a cada 30 minutos. Passados 2 horas, foi
realizado outra exposicdo ao ultrassom por 10 minutos. Adicionou-se 35 pL de
dodecil sulfato de sodio 20% e 10 pL de proteinase K. Incubou-se a 37°C por 2 horas,
com agitagdo em vortex a cada 30 minutos. Adicionou-se 100 puL de NaCl 5 mol/L e
agitou-se em vortex. Adicionou-se 80 uL de CTBA 10% e incubou-se a 65°C por 30

minutos. Realizou-se uma extracdo com 750 pL de cloroférmio, onde a fase aquosa
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foi transferida para outro eppendorf contendo 420 pL de isopropanol, agitado
vigorosamente e deixado em geladeira por 2 horas. Centrifugou-se a 1.000 rpm e 4 °C
durante 30 minutos. O sobrenadante foi removido e o DNA precipitado foi
ressuspendido em 40 pL de agua e 5 uL. de tampao TE 10x (tris—HC1 100 mM, EDTA
10 mM, com pH 8,0; tris = hidroximetilaminometano). Adicionou-se 1 pL de RNase
10 mg/mL e incubou-se a 37 °C por 30 minutos. Adicionou-se 115 pL de etanol 95%
frio e 1,15 pyL de NaCl 4 mol/L. A mistura foi deixada em freezer por 2 horas.
Centrifugou-se a 10.000 rpm e 4 °C por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
DNA lavada com 40 pL de etanol 70% frio e centrifugado a 10.000 rpm e 4 °C por 5
minutos. O sobrenadante foi removido e 0 DNA deixado para secar a temperatura

ambiente e, em seguida, ressuspendido em 40 uL de agua.

5.2.19 Eletroforese em gel de agarose

Os DNA gendmicos, bem como os fragmentos amplificados, foram verificados por
eletroforese em gel de agarose a 0,8%. Os géis foram preparados pela solubilizacdo de
agarose em tampao TE 0,5x por aguecimento em micro-ondas. ApOs um pequeno
resfriamento, foi adicionado 5 pL de GoodView™ (indicador de fluorescéncia) para cada 100
mL de solucdo e, em seguida, adiciona-se a mistura no suporte para solidificacdo. Todas as
corridas foram realizadas no equipamento ENDURO™ Gel XL (Labnet), com tampdo de
corrida TE 0,5%, sob corrente de 100 mA, durante 45 minutos do polo negativo para o
positivo. Os tamanhos do DNA foram estimados por comparacdo com o marcador (GeneRuler
1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific), aplicado sempre na ultima canaleta.

5.2.20 Amplificacéo dos genes

A partir da sequéncia de nucleotideos que codificam NHase para K. oxytoca e R.
erythropolis, foram desenhados os pares de primers forward e reverse, que estdo apresentados
na Tabela 17, para amplificacdo pela estratégia de restriction free cloning. A sintese dos
primers foi realizada pela empresa Macrogen (Coréia).

A amplificacdo foi realizada por meio de PCR, utilizando o DNA genémico extraido,
na presenca de desoxirribonucleotideos adenina, citosina, guanina e timina (dNTPs) e DNA
polimerase Phusion High Fidelity DNA polymerase (New England Biolabs). As condicOes
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para PCR de cada micro-organismo estdo sumarizadas na Tabela 18 e o ciclo utilizado esta

apresentado na Figura 25.

Todas as PCRs foram realizadas em termociclador Applied Biosystems® 2720

Thermal Cycler.

Tabela 18 — Reagentes e quantidades utilizadas nas reacfes de amplificacBes dos genes de NHase de K. oxytoca
e R. erythropolis e o gene ativador de R. erythropolis, de acordo com as especifica¢fes no manual da Phusion
High Fidelity DNA polymerase (New England Biolabs).

Klebsiella oxytoca Rhodococcus erythropolis
Quantidade Quantidade
Reagentes Reagentes

(L) (HL)
Tampdo (Phusion HF Buffer) 4,0 Tampéo (Phusion GC Buffer) 4,0
dNTPs (10 mmol/L) 0,4 dNTPs (10 mmol/L) 0,4
Primer forward (10 pmol/pL) 5,0 Primer forward (10 pmol/pL) 5,0
Primer reverse (10 pmol/pL) 5,0 Primer reverse (10 pmol/pL) 5,0
DNA 1,0 DNA 1,0
Phusion HF DNA Polimerase (2 U/pL) 0,2 DMSO 0,6
. Phusion HF DNA Polimerase (2 U/pL) 0,2

H,0 Milli-Q 4,4 —
H,0 Milli-Q 3,8

Figura 25 — Representacédo do ciclo de PCR utilizado para as amplificagdes. A temperatura de desnaturacéo

inicial e ciclica foi de 98°C, o anelamento ocorreu em 64°C seguido pela extensdo, ciclica e final, a 72 °C.

98=C

98

30 s 10 =

25 ciclos

64°C /

72°C

5 min 7 min

1 min

Também foram realizados controles negativos, substituindo o DNA por dgua. Todas as

amplificacdes foram verificadas por eletroforese.

5.2.21 Amplificagéo linear

Os produtos de PCR que codificam os genes de interesse foram utilizados como

primers em uma reagdo de amplificacdo linear com pKK223-3 (genes de K. oxytoca) e
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pACYCDuet-1 (genes de R. erythropolis). Os produtos de PCR apresentam caudas nao
ligadas (fita simples) em cada extremidade; representados em vermelho na Tabela 17, que
atuam como pares de primers, que sdo complementares a sequéncias que flanqueiam o sitio de
insercdo no vetor. Assim, os produtos de PCR sdo denominados megaprimers. As condicdes

para PCR de cada micro-organismo estdo sumarizadas na Tabela 19.

Tabela 19 — Reagentes e quantidades utilizadas nas reactes de amplificacdes lineares com os vetores.

Klebsiella oxytoca Rhodococcus erythropolis
Quantidade Quantidade
Reagentes Reagentes

(uL) (kL)
Tampéo (Phusion HF Buffer) 10,0 Tampéo (Phusion GC Buffer) 10,0
dNTPs (10 mmol/L) 1,0 dNTPs (10 mmol/L) 1,0
Megaprimer 1,0 Megaprimer 1,0
pKK223-3 (20 ng/pL) 1,0 pACYCDuet-1 (20 ng/uL) 1,0
Phusion HF DNA Polimerase (2 U/pL) 0,5 DMSO 1,5
Phusion HF DNA Polimerase (2 U/pL) 0,5

H,O Milli-Q 36,5
H,0 Milli-Q 35,0

O ciclo utilizado foi 0 mesmo da Figura 25, porém com temperatura de anelamento a
60 °C e 30 ciclos. Foram realizados controles negativos, substituindo o megaprimer por agua.
Apos a amplificacdo, os produtos foram submetidos a digestdo com Dpnl (enzima que digere
vetores metilados, extraidas de cepas de E. coli que carregam o gene Dpnl de Diplococcus
pneumoniae G41).

As digestdes foram realizados em eppendorfs de 1,5 mL onde, para cada 10 puL de
produtos de PCR de amplificacdo linear, adicionou-se 2 pL de Buffer4 10x (New England
BioLabs), 1 uL de Dpnl 20 U/uL (New England BioLabs) e 7 uL de agua. A mistura foi
incubada a 37 °C por 2 horas. Os produtos digeridos foram submetidos a dialise ou
precipitacdo, como segue:

e Didlise — 20 pL do contetdo digerido foi posto sobre membrana de celulose para
dialise (0,025 um de poros, 25 mm de didmetro, Millipore) flutuando em agua
durante 30 minutos.

e Precipitacdo: 20 pL do conteddo digerido foi acrescido de 20 pL de ribonuclease
(0,2 pg/uL), 40 pL de agua e 20 pL de etanol 95%. A mistura foi deixada em
freezer durante 1 h. Em seguida, centrifugou-se 13.300 x g e 4 °C durante 20

minutos. O sobrenadante foi descartado e o plasmideo foi lavado com 400 uL de
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etanol 70% e, novamente, centrifugou-se a 13.300 x g e 4 °C durante 20 minutos. O
sobrenadante foi removido, o plasmideo foi seco a temperatura ambiente e

ressuspendido em 8 pL de agua.

5.2.22 Preparacéo de Escherichia coli TOP10 competentes

E. coli TOP10, preservadas em glicerol a -70°C, foram inoculadas em placas LB-agar
e incubadas a 37°C durante 24 h. Uma colénia foi transferida para um tubo contendo 5 mL de
LB e incubou-se a 37 °C e 150 rpm overnight. Do cultivo, 1 mL foi transferido para um
erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL de meio L-broth, e incubou-se a 37 °C e 150 rpm
até obtencdo de uma densidade ética a 600 nm (ODggo) entre 0,4 - 0,5. Apds, o erlenmeyer
com o cultivo foi levado para banho de gelo durante 15 minutos. Em seguida, todo o conteido
foi centrifugado a 4000 x g e 4°C durante 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e a
biomassa lavada com 100 mL de glicerol 10% frio. O contetdo foi centrifugado a 4000 x g e
4°C durante 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e a biomassa lavada com 50 mL de
glicerol 10% frio. Novamente, o conteldo foi centrifugado a 4000 x g e 4°C durante 15
minutos, o sobrenadante foi descartado e a biomassa lavada com 4 mL de glicerol 10% frio.
Finalmente, o conteudo foi centrifugado a 4000 x g e 4°C durante 15 minutos, o sobrenadante
foi descartado, a biomassa ressuspendida em 400 pL de glicerol 10% frio, aliquotada em
volumes de 40 pL e armazenadas em freezer a -70°C mas, preferencialmente, utilizadas no

mesmo dia. Todas as etapas foram realizadas em ambiente estéril e banho de gelo.

5.2.23 Transformacéo de Escherichia coli TOP10 competentes

As células competentes recém preparadas e aliquotadas em 40 pL, adicionou-se 10 pL
de DNA (gene incorporado ao vetor) preparado por didlise e precipitacdo. Para cada micro-
organismo, realizou-se um controle positivo, utilizando 1 pL do plasmideo (pkk223-3 ou
pACYCDuet-1), e um controle negativo, utilizando 10 pL dos controles negativos preparados.
As misturas de células e DNA foram incubadas por 5 minutos em banho de gelo e transferidas
para uma cubeta de eletroporacdo de 2 mm, previamente resfriada em banho de gelo. A
eletroporacéo foi realizada aplicando-se um pulso de 2 kV (eletroporador MicroPulser™, Bio-
Rad) e, logo em seguida, adicionou-se 1 mL de meio SOC e agitou-se por inversdo. As células
eletroporadas foram incubadas a 37 °C por 2 horas e plaqueadas, em seguida, em meio LB-
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amp (K. oxytoca) ou LB-can (R. erythropolis) e incubadas a 37 °C por 24 horas. Para verificar
a eficiéncia das E. coli TOP10, 10 pL do controle positivo eletroporado e incubado em meio
SOC foi por duas vezes consecutivas em 990 puL de meio LB e, em seguida, plagueado em

LB-amp ou LB-can.

5.2.24 Anélise das transformantes de Escherichia coli TOP10

Obteve-se diversos clones de K. oxytoca e R. erythropolis, dos quais foram
selecionados doze. Os doze foram inoculados em 5 mL de meio liquido LB-amp ou LB-can e
incubados a 37 °C e 150 rpm, overnight. Foi transferido 1 mL dos cultivos para eppendorfs
de 1,5 mL e centrifugou-se a 5.000 rpm a 15°C durante 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e a biomassa ressuspendida em 300 pL de Resuspension Buffer (R3) contendo
RNase A (PureLink™ HiPure Plasmid DNA Midiprep Kit) e 300 pL de solugdo recém
preparada de P2 (930 pL de agua, 20 pL de NaOH 10 mol/L e 50 pL de SDS 20%). Incubou-
se a mistura por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 300 pL de
solucdo P3 (acetato de potassio 3 mol/L em pH 5,5 por 4cido acético glacial) e agitou-se por
inversdo. A mistura foi deixada em geladeira por 1 hora e, em seguida, centrifugada a 10.000
rpm e 4°C durante 15 minutos. Separou-se 500 uL do sobrenadante que foi extraido com
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) por agitacdo em vortex (10 segundos), seguido
de centrifugagédo a 10.000 rpm e 4°C durante 10 min. Recuperou-se 400 pL da fase aquosa,
que acrescida de 400 pL de etanol 95%, 10 pL de NaCl 4 mol/L e levado para freezer por 1
hora. Em seguida, centrifugou-se a 10.000 rpm e 4°C durante 15 min, descartou-se o
sobrenadante, o0 DNA foi lavado em 400 pL de etanol 70% e centrifugado a 10.000 rpm e 4°C
durante 15 minutos. O sobrenadante foi removido e secou-se 0 DNA a temperatura ambiente.
Ao final, o DNA foi ressuspendido em 20 pL de tampéo TE 1x.

Para as PCRs, os DNA obtidos fora diluidos em &gua, em uma proporgdo de 1:2.
Foram realizados PCRs com diferentes DNA polimerase; a Phusion High Fidelity DNA
polymerase e a KAPA2G Robust DNA Polymerase. Para a primeira, as PCRs foram idénticas
a apresentada na Tabela 18 com o ciclo da Figura 25. Ja para a KAPA2G, as condicles estdo

apresentadas a sequir.
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Tabela 20 — Reagentes e quantidades utilizadas nas rea¢6es de amplificagcdes dos genes dos clones de NHase de
K. oxytoca e R. erythropolis, de acordo com as especificagdes no manual da KAPA2G Robust DNA
Polymerase (Kap

paBiosystems).

Klebsiella oxytoca Rhodococcus erythropolis
Quantidade Quantidade
Reagentes Reagentes

(ML) (ML)
Tampédo (KAPA2G BufferB) 5,0 Tampédo (KAPA2G GC Buffer) 4,0
dNTPs (10 mmol/L) 0,5 dNTPs (10 mmol/L) 0,4
Primer forward (10 pmol/uL) 5,0 Primer forward (10 pmol/uL) 5,0
Primer reverse (10 pmol/uL) 5,0 Primer reverse (10 pmol/uL) 5,0
DNA 2,0 DNA 10
KAPA2G Robust (5 U/uL) 0,1 KAPA2G Robust (5 U/uL) 0,6
MgCl; (25 mmol/L) 0,5 MgCl, (25 mmol/L)
KAPA Enhancer 1 (5X) 5,0 KAPA Enhancer 1 (5X) 0,2
H,0 Milli-Q 1,9 H,0 Milli-Q 338

Figura 26 — Representacéo do ciclo de PCR utilizado para as amplificaces com KAPA2G Robust DNA

Polymerase (KappaBiosystems). A temperatura de desnaturacéo inicial e ciclica foi de 95°C, o anelamento
ocorreu em 64°C seguido pela extensdo, ciclica e final, a 72 °C.
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7. ANEXOS

7.1 Lista de espectros

EO1 - Espectro no IV da 2-hidroxibutanonitrila 2. 135
EOQ2 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-hidroxibutanonitrila 2. 136
E03 - Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCls) da 2-hidroxibutanonitrila 2. 137

E04 - Espectro de RMN de **C (75,48 MHz, CDCls) e experimento DEPT-135 da 2- 138
hidroxibutanonitrila 2.

EO5 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-bromobutanonitrila 3. 139
EO06 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-cloro-2-fenilacetonitrila 3". 140

EO07 - Espectro de RMN de 'H (600,13 MHz, CDCls) da 2-cloro-2-fenilacetonitrila 141
3"

EO08 - Espectro no IV da 2-(2-oxopirrolidin-1-il)butanonitrila 4a. 142
EQ9 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-(2-oxopirrolidin-1-il)butanonitrila 4a. 143

E10 - Espectro de RMN de 'H (300,19 MHz, CDCls) da 2-(2-oxopirrolidin-1- 144
il)butanonitrila 4a.

E11 - Espectro de RMN de **C (75,48 MHz, CDCl5) e experimento DEPT-135 da 2- 145
(2-oxopirrolidin-1-il)butanonitrila 4a.

E12 - Espectro no IV da 2-(2-oxopiperidin-1-il)butanonitrila 4b. 146
E13 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-(2-oxopiperidin-1-il)butanonitrila 4b. 147

E14 - Espectro de RMN de 'H (300,19 MHz, CDCl;) da 2-(2-oxopiperidin-1- 148
il)butanonitrila 4b.

E15 - Espectro de RMN de **C (75,48 MHz, CDCl5) e experimento DEPT-135 da 2- 149
(2-oxopiperidin-1-il)butanonitrila 4b.

E16 - Espectro no IV da 2-(3-oxopiperazin-1-il)butanonitrila 4c. 150
E17 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-(3-oxopiperazin-1-il)butanonitrila 4c. 151

E18 - Espectro de RMN de 'H da (300,19 MHz, CDCls) 2-(3-oxopiperazin-1- 152
il)butanonitrila 4c.

E19 - Espectro de RMN de **C (75,48 MHz, CDClIs) e experimento DEPT-135 da 2- 153
(3-oxopiperazin-1-il)butanonitrila 4c.
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E20 - Espectro no IV da 2-(4-metilpiperazin-1-il)butanonitrila 4d.
E21 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-(4-metilpiperazin-1-il)butanonitrila 4d.

E22 - Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCls) da 2-(4-metilpiperazin-1-
il)butanonitrila 4d.

E23 - Espectro de RMN de **C (75,48 MHz, CDClIs) e experimento DEPT-135 da 2-
(4-metilpiperazin-1-il)butanonitrila 4d.

E24 - Espectro no IV da 2-(2-oxopirrolidin-1-il)-2-fenilacetonitrila 4'a.

E25 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-(2-oxopirrolidin-1-il)-2-fenilacetonitrila
4'a.

E26 - Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCls;) da 2-(2-oxopirrolidin-1-il)-2-
fenialcetonitrila 4'a.

E27 - Espectro de RMN de **C (75,48 MHz, CDClIs) e experimento DEPT-135 da 2-
(2-oxopirrolidin-1-il)-2-fenilacetonitrila 4'a.

E28 - Espectro no 1V da 2-(2-oxopiperidin-1-il)-2-fenilacetonitrila 4'b.

E29 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-(2-oxopiperidin-1-il)-2-fenilacetonitrila
4'b.

E30 - Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCls) da 2-(2-oxopiperidin-1-il)-2-
fenilacetonitrila 4'b.

E31 - Espectro de RMN de **C (75,48 MHz, CDClIs) e experimento DEPT-135 da 2-
(2-oxopiperidin-1-il)-2-fenilacetonitrila 4'b.

E32 - Espectro no 1V da 2-(3-oxopiperazin-1-il)-2-fenilacetonitrila 4'c.

E33 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-(3-oxopiperazin-1-il)-2-fenilacetonitrila
4'c.

E34 - Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, DMSO-ds) da 2-(3-oxopiperazin-1-il)-
2-fenilacetonitrila 4'c.

E35 - Espectro de RMN de **C (75,48 MHz, DMSO-ds) e experimento DEPT-135 da
2-(3-oxopiperazin-1-il)-2-fenilacetonitrila 4'c.

E36 - Espectro no IV da 2-(4-metilpiperazin-1-il)-2-fenilacetonitrila 4'd.

E37 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-(4-metilpiperazin-1-il)-2-fenilacetonitrila
4'd.

E38 - Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCl3) da 2-(4-metilpiperazin-1-il)-2-
fenilacetonitrila 4'd.
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E39 - Espectro de RMN de **C (75,48 MHz, CDClIs) e experimento DEPT-135 da 2-
(4-metilpiperazin-1-il)-2-fenilacetonitrila 4'd.

E40 - Espectro no 1V da 2-(2-oxopirrolidin-1-il)butanamida 5a.
E41 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-(2-oxopirrolidin-1-il)butanamida 5a.

E42 - Espectro de RMN de 'H (300,19 MHz, CDCls) da 2-(2-oxopirrolidin-1-
il)butanamida 5a.

E43 - Espectro de RMN de **C (75,48 MHz, CDClIs) e experimento DEPT da 2-(2-
oxopirrolidin-1-il)butanamida 5a.

E44 - Espectro no 1V da 2-(2-oxopiperidin-1-il)butanamida 5b.
E45 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-(2-oxopiperidin-1-il)butanamida 5b.

E46 - Espectro de RMN de 'H (300,19 MHz, CDCl;) da 2-(2-oxopiperidin-1-
il)butanamida 5b.

E47 - Espectro de RMN de *°C (75,48 MHz, CDCls) e experimento DEPT da 2-(2-
oxopiperidin-1-il)butanamida 5b.

E48 - Espectro no IV da 2-(4-metilpiperazin-1-il)butanamida 5d.
E49 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-(4-metilpiperazin-1-il)butanamida 5d.

E50 - Espectro de RMN de 'H (300,19 MHz, CDCls) da 2-(4-metilpiperazin-1-
il)butanamida 5d.

E51 - Espectro de RMN de **C (75,48 MHz, CDCls) e experimento DEPT-135 da 2-
(4-metilpiperazin-1-il)butanamida 5d.

E52 - Espectro no 1V da 2-(2-oxopirrolidin-1-il)-2-fenilacetamida 5'a.

E53 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-(2-oxopirrolidin-1-il)-2-fenilacetamida
5'a.

E54 - Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCls) da 2-(2-oxopirrolidin-1-il)-2-
fenilacetamida 5'a.

E55 - Espectro de RMN de **C (75,48 MHz, CDCls) e experimento DEPT-135 da 2-
(2-oxopirrolidin-1-il)-2-fenilacetamida 5'a.

E56 - Espectro no IV da 2-(2-oxopiperidin-1-il)-2-fenilacetamida 5'b.

E57 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-(2-oxopiperidin-1-il)-2-fenilacetamida
5'b.
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E58 - Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCl;) da 2-(2-oxopiperidin-1-il)-2-
fenilacetamida 5'b.

E59 - Espectro de RMN de **C (75,48 MHz, CDClIs) e experimento DEPT-135 da 2-
(2-oxopiperidin-1-il)-2-fenilacetamida 5'b.

E60 - Espectro no IV da 2-(4-metilpiperazin-1-il)-2-fenilacetamida 5'd.

E61 - Espectro de massas (El, 70 eV) da 2-(4-metilpiperazin-1-il)-2-fenilacetamida
5'd.

E62 - Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, CDCls;) da 2-(4-metilpiperazin-1-il)-2-
fenilacetamida 5'd.

E63 - Espectro de RMN de **C (75,48 MHz, CDClIs) e experimento DEPT-135 da 2-
(4-metilpiperazin-1-il)-2-fenilacetamida 5'd.

E64 - Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, DMSO-dg) do cloreto de 1-butil-3-
metilimidazolio.

E65 - Espectro de RMN de **C (75,48 MHz, DMSO-ds) do cloreto de 1-butil-3-
metilimidazolio.

E66 - Espectro de massas (MALDI-(+)-TOF-MS) do cloreto de 1-butil-3-
metilimidazolio.

E67 - Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, DMSO-ds) do tetrafluoroborato de 1-
butil-3-metilimidazdlio.

E68 - Espectro de RMN de **C (75,48 MHz, DMSO-ds) do tetrafluoroborato de 1-
butil-3-metilimidazdlio.

E69 - Espectro de RMN de *F (376,48 MHz, DMSO-d;) do tetrafluoroborato de 1-
butil-3-metilimidazélio.

E70 - Termograma do tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazolio.

E71 - Espectro de RMN de *H (300,19 MHz, DMSO-d;) do hexafluorofosfato de 1-
butil-3-metilimidazdlio.

E72 - Espectro de RMN de *C (75,48 MHz, DMSO-ds) do hexafluorofosfato de 1-
butil-3-metilimidazolio.

E73 - Espectro de RMN de *°F (376,48 MHz, DMSO-ds) do hexafluorofosfato de 1-
butil-3-metilimidazdlio.

E74 - Termograma do hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio.

E75 - Espectro de RMN de 'H (300,19 MHz, DMSO-ds) do
bis[(trifluorometil)sulfonil]limida de 1-butil-3-metilimidazolio.
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E76 - Espectro de RMN de 'C (7548 MHz, DMSO-d;) do
bis[(trifluorometil)sulfonil]limida de 1-butil-3-metilimidazolio.

E77 - Espectto de RMN de 'F (376,48 MHz, DMSO-ds) do
bis[(trifluorometil)sulfonil]limida de 1-butil-3-metilimidazolio.

E78 - Termograma do bis[(trifluorometil)sulfonil]imida de 1-butil-3-metilimidazdlio.
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