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RESUMO

Reacdes catalisadas enzimaticamente constituem uma alternativa
ambientalmente atrativa em relacdo a catalise metalica e organometalica, pois
utiliza catalisadores biodegradaveis e oriundos de fontes renovaveis, oferecendo
ferramentas apropriadas para a transformagdo de substéncias naturais ou
sintéticas levando-se em conta os preceitos da Quimica Verde. Neste trabalho,
foi realizada a clonagem do gene nitrila hidratase (subunidades a e B e gene
ativador) de Rhodococcus erythropolis ATCC 4277 e Klebisella oxytoca via
metodologia de clonagem livre de restricdo e posterior expressao em E. coli para
realizacdo de reacdes de biotransformacdo. A analise da especificidade do
substrato da NHase tipo Fe de R. erythropolis ATCC 4277 indica que este aceita
uma diversidade de nitrilas. As nitrilas alifaticas foram hidratadas com
conversdes acima de 99%, com excecdo da acrilonitrila. As nitrilas aroméaticas
foram hidratadas com conversdes que variaram de 1% a 88%. As células inteiras
de E. coli recombinante hidrataram o 1,4-fenilenodiacetonitrila com elevada
regiosseletividade, enquanto o excesso enantiomérico das nitrilas aromaticas 2-
amino-2-(4-fluorofenil) acetonitrila e 2-fenilbutironitrila foram de 7% e 60%,
respectivamente. A clonagem do gene NHase de Klebisella oxytoca nao foi
observada. A segunda etapa deste trabalho consistiu na sintese de 4-
(cianometil)benzenoacetanamida, um intermediario importante na sintese de
compostos de interesse industrial e utilizado como material de partida em
reacoes de Grignard e transamidacdo. Uma colecao de enzimas do tipo NHase
obtidas comercialmente foram empregadas para catalisar as reacfes de
conversdo da nitrila na amida correspondente, com altas conversfes e
rendimentos. Para as reagc0es de Grignard e transamidacdo nao foram obtidos
bons resultados nas condi¢cdes estudadas. De maneira geral foi possivel obter
amidas, que sdo de interesse industrial, com conversfes variadas através de

catalise enzimética.

Palavras-chave: Biocatalise, Nitrila hidratase, Clonagem, Expressao

enzimaética, nitrila.



ABSTRACT

Enzymatically catalyzed reactions are an environmentally attractive alternative
for metal and organometallic catalysis, because it uses biodegradable catalysts
and from renewable sources, offering appropriate tools for the transformation of
natural substances or synthetic taking into account the precepts of Green
Chemistry. This work was performed nitrile hydratase gene cloning (a- and [3-
subunits and activator gene) from Rhodococcus erythropolis ATCC 4277 and
Klebisella oxytoca via restriction-free cloning methodology and subsequent
expression in E. coli to perform biotransformation reactions. The analysis of the
substrate specificity of the Fe-type NHase of R. erythropolis ATCC 4277 indicates
that it accepts a diversity of nitriles. The aliphatic nitriles were hydrated with
conversions above 99%, with the exception of acrylonitrile. The aromatic nitriles
were hydrated with conversions ranging from 1% to 88%. Whole cells of
recombinant E. coli hydrated 1,4-phenylenediacetonitriie with high
regioselectivity, while the enantiomeric excess of the aromatic nitriles 2-amino-2-
(4-fluorophenyl)acetonitrile and 2-phenylbutyronitrile were 7% and 60%,
respectively. The cloning of the gene NHase of Klebisella oxytoca was not
observed. The second step of this work consisted in the synthesis of 4-
(cyanomethyl)benzeneacetanamide an important intermediate in the synthesis of
compounds of industrial interest and used as starting material in Grignard
reactions and transamidation. A collection of enzymes NHase type obtained
commercially were employed to catalyze the conversion reactions of nitrile to the
corresponding amide, with high conversions and vyields. For the reactions of
Grignard and transamidation have not obtained good results in the conditions
studied. In general, it was possible to obtain amides, which are of industrial

interest, with high and low conversions by enzymatic catalysis.

Keywords: Biocatalysis, Nitrile hydratase, Cloning, Enzyme expression, nitrile.
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1. INTRODUCAO

1.1. Biocatalise e Quimica Verde

O termo biocatalise abrange processos através dos quais as enzimas ou
outros catalisadores biolégicos séo utilizados para catalisar reacdes quimicas
em compostos organicos (BIROLLI et al., 2015). O uso de enzimas como
catalisadores vem crescendo nos ultimos anos em diferentes campos de
aplicacdo, tais como a industria quimica, farmacéutica, cosmética e de
alimentos, dentre outras (ILLANES et al., 2012; TURNER; TRUPPO, 2013). Este
crescimento deve-se ao fato de que a biocatélise viabiliza a producdo de
compostos intermediarios oticamente ativos ou ndo, em condi¢bes
ambientalmente sustentaveis, o que a coloca como uma ferramenta importante
na quimica organica sintética (MIRABAL-GALLARDO; SORIANO; SANTOS,
2013).

Nos anos 1980 e 1990, varios termos foram introduzidos no cenario da
quimica, tais como guimica limpa, quimica ambiental, quimica verde, guimica
benigna e quimica sustentavel. A expressao “Quimica Verde” foi usada pela
primeira vez em 1991 por P. T. Anastas e J. C. Warner em um programa especial
lancado pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (ILLANES et al., 2012).

A lei ambiental dos EUA “A Lei de Prevencado da Poluicdo de 1990”
afirmou que a primeira escolha para prevenir a poluicdo € projetar processos
industriais que nao levam a producdo de residuos em especial os residuos
toxicos (LLEVOT; MEIER, 2016). A agéncia de protecdo ambiental (EPA) define
a Quimica Verde (QV) como o design de produtos quimicos e processos que
reduzem ou erradicam 0 uso ou a geracao de substancias perigosas (SAINI,
2018).

Na década de 1990, John Warner e Paul Anastas propuseram os 12
principios da quimica verde (Figura 1) para nortear a pesquisa e para que 0S
quimicos pudessem ter diretrizes para a avaliagdo do impacto ambiental de suas
pesquisas (ERYTHROPEL et al., 2018).
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Figura 1. Os 12 primeiros principios da quimica verde
Fonte: Adaptado de Erythropel e colaboradores (ERYTHROPEL et al., 2018)

Os principios da quimica sustentavel também incluem preocupagfes com
a conservacao de energia, reducdo da geracdo de residuos e consideracdes
sobre o uso de matérias-primas renovaveis, dentre outros. O desenvolvimento
da quimica verde passa por uma transicdo, a partir de descri¢cdes qualitativas
gerais para comparacgdes quantitativas baseadas em resultados mensuraveis
(LLEVOT; MEIER, 2016).

Melhorias na sustentabilidade dos processos de fabricacao, incluindo os
biocataliticos, precisam ser medidos quantitativamente. De fato, se nao for
possivel medir a sustentabilidade de um processo, ndo é possivel definir metas
para melhoria (SHELDON; WOODLEY, 2018). Medir o rendimento de uma
reacao pode ser uma boa indicacdo da economia do processo; no entanto, néo
fornece informacBes suficientes para promover praticas sustentaveis.
Felizmente, uma ampla gama de métricas de quimica verde est4d agora
disponivel para os pesquisadores compararem rotas sintéticas e metodologias
em termos de sustentabilidade das reacdes e/ou processos quimicos (CLARKE
et al., 2018) (Tabela 1).
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Tabela 1: Algumas métricas comuns da quimica verde e suas descri¢cdes

Métrica Abreviatura Descricao Meta
Economia AE Massa molar (MM) do produto dividido 100%
Atdmica pela soma das MM dos reagentes
Eficiéncia de CE Porcentagem de carbono dos reagentes  100%
carbono que permanecem no produto final
Eficiéncia de massa RME Razéo da massa do produto pela massa  100%
da reacédo de todos os reagentes do processo.
Fator ambiental Fator E Razéo da massa dos residuos pela massa

do produto desejado

Intensidade de PMI Relacdo entre a massa total utilizada no
massa do processo processo e a massa do produto

Fonte: Adaptado de Clarke e colaboradores (CLARKE et al., 2018)

As concepc¢des de economia atbmica (EA) e eficiéncia de carbono (CE)
foram feitas em contexto laboratorial e a do fator E na fronteira laboratorio-
indastria, datando ambas do inicio da década de noventa. A intensidade de
massa do processo (PMI) teve origem industrial — fez parte das métricas de
consumo de recursos incluidas nas métricas de sustentabilidade concebidas no
ambito da Engenharia Quimica. A eficiéncia de massa da reacdo (RME) foi
introduzida por se ter verificado que a economia atdmica, de natureza teorica,
tinha limitacbes praticas (CONSTABLE; CURZONS; CUNNINGHAM, 2002;
MACHADO, 2014).

As métricas permitem a avaliacdo do bom uso da matéria nas reacoes
quimicas: as trés primeiras (AE, CE e RME) visam a afericdo do sucesso na
passagem dos atomos dos reagentes para o produto final; as duas ultimas (PMI
e fator E) focam globalmente na produc¢é&o de residuos nos processos industriais
(MACHADO, 2014).

Uma das principais causas de geracao de residuos, particularmente na
fabricacdo de produtos de quimica fina e farmacéutica, € o uso de propor¢cdes
estequiométricas entre reagentes e o uso de solventes em sintese organica.
Exemplos pertinentes sao as redugdes com metais (Na, Mg, Zn, Fe) e hidretos
de metal (LIAIH4, NaBHa); e oxida¢cdes com permanganato, diéxido de manganés
e reagentes de cromo (VI); e acidos de Lewis (AICIs, ZnCl2, BF3), empregados
como reagentes nas reacfes ou em etapas posteriores do processo. Além disso,

devido a complexidade molecular da maioria dos produtos farmacéuticos, sua
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sintese envolve varias etapas, que provavelmente geram mais residuos do que
a sintese de produtos quimicos mais simples. A solucdo para esses problemas
€ a substituicdo das metodologias estequiométricas dispendiosas. Logo, uma
das principais alternativas para a quimica verde e sustentavel € o uso da catalise
heterogénea e catalise homogénea em sintese organica (SHELDON; BRADY,
2018; SHELDON; WOODLEY, 2018).

Dentro desse contexto, a biocatalise apresenta muitas caracteristicas
atraentes especialmente para a sintese de compostos quirais
enantiomericamente puros como as condi¢bes brandas de reacgédo (pressao,
temperatura e pH), uso de solventes ambientalmente amigaveis (dgua, fluidos
supercriticos, solventes com baixa toxicidade e pressao de vapor) e utilizacdo de
biocatalisadores oriundos de fontes renovaveis (micro-organismos e plantas)
que sao biodegradaveis, ndo toxicos e que podem ser quimio-, regio- e
estereosseletivos. Consequentemente, 0s processos biocataliticos geram
menos residuos e sdo, portanto, ambientalmente e economicamente mais
atrativos do que as rotas convencionais (MUNOZ SOLANO et al., 2012, NESTL;
NEBEL; HAUER, 2011; SIMON; MUTTI; KROUTIL, 2013). Além das vantagens
mencionadas anteriormente, o emprego de sistemas multienzimaticos em
cascata e o desenvolvimento de processos em regime de fluxo continuo
miniaturizado incrementam sobremaneira as caracteristicas de sustentabilidade
ambiental dos processos biocataliticos (SIMON; MUTTI; KROUTIL, 2013).

A quimica verde ja existe h4 décadas e vem fazendo uma diferenca real
no mundo. Empresas e organiza¢cdes bem conhecidas que a adotaram incluem
Nike, BASF, Pfizer, Agéncia de Protecdo Ambiental Americana, Bayer, Codexis,
Johnson & Johnson e outras. O mercado global de quimica verde esta previsto
para crescer exponencialmente nos préximos anos, para US $ 98,5 bilhdes até
2020 (CLARKE et al., 2018). Assim, a biocatalise tem sido utilizada com sucesso
na fabricacdo de uma grande variedade de produtos quimicos necessarios para
a producao de medicamentos, biodiesel, detergentes, biossurfactantes, aditivos
alimentares, biopolimeros funcionalizados, de forma mais sustentavel que as
metodologias tradicionais (PRASAD; BHALLA, 2010).
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1.2. AplicacOes da biocatéalise naindustria farmacéutica

Nos ultimos anos observa-se um emprego crescente de processos
biocataliticos, principalmente em areas como quimica fina e farmacéutica
(BARREIRO; FRAGA, 2015). A biocatalise esta evoluindo rapidamente como
uma tecnologia-chave para a industria farmacéutica, devido a elevada
enantiosseletividade, condicdes de reacdo suaves e respeito ao ambiente
(ZHENG et al., 2014). Nos ultimos anos, 0s processos quimicos da industria
farmacéutica tém voltado sua atengéo para a aplicacao da biocatélise utilizando
tanto enzimas isoladas, ou mais comumente, enzimas imobilizadas ou células
integras de micro-organismos (WOODLEY, 2008).

Na década de 1980 a reducdo de cetonas foi amplamente investigada
utilizando cetorredutases/alcool desidrogenases isoladas de levedura, figado de
cavalo, ou Thermoanaerobium brockii. Nos ultimos anos, cientistas da Codexis
desenvolveram processos com base em cetorredutase para a producédo de
intermediarios de farmacos de sucesso como atorvastatina, montelucaste,
duloxetina, fenilefrina, ezetimiba e crizotinibe. A atorvastatina é um farmaco
membro da familia das estatinas que reduz o colesterol através do bloqueio da
sintese do colesterol no figado, e é atualmente comercializado pela Pfizer sob o
nome comercial de Lipitor®. A Codexis desenvolveu um processo em duas
etapas para a sintese de um intermediario chave na producdo da atorvastatina
utilizando enzimas geneticamente modificadas (CHOI; HAN; KIM, 2015;
HUISMAN; COLLIER, 2013) (Esquema 1).

Esquema 1. Sintese da hidroxinitrila (I) intermediario de atorvastatina

o O O OH O

o 0 -H*,-CF + HCN
C'MO/\ miD» C'\Mo/\ W ?}\)I\O/\ m NCMO/\
//’~\\ (1)

NADPH NADP

Na* -gluconato «—— Glicose

GDH
O\ OH OH
NH /\\/J\V/L\/COZ

—_— = /N

G §
O
Atorvastatina

Fonte: Adaptado de Choi e colaboradores (CHOI et al., 2015)
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Na primeira etapa, 4-cloroacetoacetato de etila sofre uma reducgao
enantiosseletiva catalisada por cetorredutase (KRED). A regeneracao do cofator
€ realizada com glicose como doador de hidrogénio e NADP dependente de
glicose desidrogenase (GDH) com catalisador. No segundo passo, uma
halohidrina desalogenase (HHDH) é empregada para catalisar a substituicdo
nucleofilica do cloro pelo grupo ciano por reagdo com HCN em pH neutro e
temperatura ambiente (MA et al., 2010)

Devido a elevada quimio-, regio- e estereosseletividade natural das
enzimas, as reacdes enzimaticas foram altamente seletivas e proporcionaram
uma reducdo substancial na producéo de residuos. O fator E (kg de residuos/
Kg de produto) para o processo global de sintese da hidroxinitrila foi de 5,8.
Avancos na tecnologia de engenharia de proteinas permitiram a sintese em larga
escala do intermediario |, e o0 processo multienziméatico provou ser
ambientalmente atrativo e economicamente viavel em comparagdo com
processos quimicos tradicionais (MA et al., 2010; PATEL, 2009; ROSCHANGAR,;
SHELDON; SENANAYAKE, 2015).

Outro exemplo da aplicacdo pratica do uso de enzimas na industria
farmacéutica € o composto antidiabético sitagliptina. A sitagliptina € um
medicamento para diabetes tipo Il que foi comercializado sob o nome comercial
Januvia pela Merck. Pesquisadores da Codexis e da Merck usaram uma
combinacdo de técnicas de engenharia de proteinas para obter uma
transaminase (R)-seletiva de Arthrobacter sp. para a conversdo da cetona
precursora, a prositagliptina (CHOI; HAS; KIM, 2015).

A transaminase (R)-seletiva de Arthrobacter sp. continha 27 mutagdes e
converteu 200 g/L da cetona prositagliptina em sitagliptina com um excesso
enantiomérico superior a 99,95%, na presenca de isopropilamina, com 50% de
DMSO a uma temperatura superior a 40 °C (Esquema 2) (BORNSCHEUER et
al., 2012).



30

Esquema 2. Sintese da sitagliptina a partir da prositagliptina usando uma (R)-

transaminase

(R)-transaminase

N ; N
FsC NH, O
prositagliptina sitagliptina

50% DMSO

Fonte: Adaptado de Bornscheuer e colaboradores (BORNSCHEUER et al., 2012)

Comparado com o0 processo catalisado por rodio (Rh), o processo
biocatalitico n&o so reduziu o total de residuos e eliminou a necessidade de um
metal pesado (Rh), como também aumentou o rendimento total em 10% e a
produtividade (kg/L por dia) em 53%. A imobilizacdo da transaminase (R)-
seletiva permitiu a manutencdo da atividade e estabilidade da enzima em
solvente organico e o uso repetitivo da enzima (BORNSCHEUER et al., 2012;
CHOI; HAS; KIM, 2015).

As possiveis rotas sintéticas para cada molécula alvo séo avaliadas a fim
de encontrar a melhor rota global. A disponibilidade de materiais de partida, o
namero de etapas envolvidas, consideracdes ambientais, escalabilidade, tempo
de desenvolvimento e qualidade dos produtos s&o todos levados em
consideracdo. A rota de escolha pode ser quimica ou uma combinacdao de
guimica e biocatalise (SHAW; ROBINS; KIENER, 2003).

O composto (S)-2,2-dimetilciclopropanocarboxamida (II) é um
intermediario sintético quiral da cilastatina (Esquema 3). Nos ultimos anos,
esforgcos consideraveis foram dedicados a sintese desse importante bloco de
construgdo. A cilastatina é comumente administrada em associacdo ao
antibiético imipenem, no tratamento de infec¢des bacterianas graves que afetam
0 sistema respiratorio e urinario. Zheng e colaboradores (2014) descrevem um
processo one-pot em duas etapas, catalisada por nitrila hidratase (Rhodococcus
boritolerans FW815) e amidase (Delftia tsuruhatensis ZJB-05174) que forneceu
0 (S)-2,2-dimetilciclopropanocarboxamida com rendimento de 38% e excesso
enantiomérico maior que 99,5% (ZHENG et al., 2014).
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Esquema 3. Biotransformacéo da rac-2,2-dimetilciclopropanocarbonitrila por
Rhodococcus boritolerans FW815 para obtencdo de um intermediério da cilastatina.

>_< NHase R- amldagje X
I//

rac- nltrlla $)-1I o

; s
L, "

Hooc)\/\/\/ S"cooH

Cilastatina

(R)- ac1d0

Fonte: Adaptado de Zheng e colaboradores (ZHENG et al., 2014)

A rota biocatalitica melhorou drasticamente a eficiéncia do processo em
comparacgao com a rota quimica, eliminando seis etapas. O bioprocesso evitou
0 uso de auxiliares quirais e reducédo no uso de solventes organicos. A reacao
foi realizada sob condicbes brandas, reduzindo a energia consumida no
processo. A sintese do composto Il € um exemplo de sucesso de processo
farmacéutico ambientalmente benigno por combinacdo de NHase e amidase
(ZHENG et al., 2014).

1.3. Nitrila Hidratase (NHase)

As nitrilas sdo compostos organicos com um grupo —C=N; eles séo
frequentemente conhecidos por ocorrerem naturalmente tanto na fauna como na
flora e também séo sintetizados quimicamente. Eles tém ampla aplicabilidade
nos campos da medicina, indUstria e monitoramento ambiental. No entanto,
grande parte dos compostos nitrilicos sdo considerados letais, mutagénicos e
carcinogénicos na natureza, e sdo conhecidos por causar problemas de saude
tais como nauseas, desconforto respiratorio, convulsbes e outros
(RAMAKRISHNA; DAVE; RAVINDRANATHAN, 1999).
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As nitrilas sdo compostos versateis, podendo ser convertidas em amidas,
aminas, iminas, oximas, acidos carboxilicos, ésteres e alcoois (Esquema 4). Sao
amplamente utilizadas como materiais de partida e intermediarios em sintese
organica, sobretudo, devido a hidratacdo de nitrilas para amidas
correspondentes. As enzimas conversoras de nitrila sdo extraidas de varios
micro-organismos e vegetais e tém chamado a atencao de pesquisadores de
todo o mundo (RAMTEKE et al., 2013).

Esquema 4. Versatilidade das nitrilas ha obtencdo de outros compostos

R-=CONH,
R-CONHR' R-COOR'
R-CN \
/ R- H
RHC=NOH co0
RHC=NH

Fonte: Adaptado de Ramteke e colaboradores (RAMTEKE et al., 2013)

Na Natureza, a biotransformacéao das nitrilas ocorre através de duas rotas

enzimaticas (Figura 2).

i) reacao direta catalisada pela nitrilase (Nase, EC 3.5.5.1) para produzir

os correspondentes acidos carboxilicos e amoénia;

i) reacdo indireta em duas etapas, na qual as nitrilas sao primeiramente
transformadas em amidas por nitrila hidratase (NHase, EC 4.2.1.84), e depois as
amidas sdo transformadas para os correspondentes acidos carboxilicos e
amonia por amidase (EC 3.5.1.4) (D’ANTONA et al., 2010).
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R-CONH,

H,0 H,0 .
Amidase
NH;

R=COOH

Figura 2. Duas rotas da natureza para a conversao de nitrilas em acido carboxilico

A primeira ocorréncia de nitrila hidratase foi reportada em Rhodococcus
rhodochrous J-1, a principio esta bactéria foi identificada como Arthrobacter sp.
J-1, a qual degradou acetonitrila (ASANO, TANI; YAMADO, 1980; CHEN et al.,
2009). A nitrila hidratase é uma enzima chave envolvida no metabolismo
microbiano que catalisa a hidratac&o de nitrilas para amidas. Este biocatalisador
tem sido utilizado para a producéo industrial de diversas amidas, tais como
acrilamida, nicotinamida e 5-cianovaleramida (Figura 3) (BLACK et al, 2010; CUI
et al., 2014; KAYANUMA et al., 2015).

O
0 N NH
NH /\/\)L 2
2 ok NC NH, |N/

@)

Acrilamida 5-cianovaleramida Nicotinamida

Figura 3. NHase na sintese de amidas produzidas industrialmente

Muitos micro-organismos exibem atividade NHase, tal como Rhodococcus
equi TG3282, (RZEZNICKA et al., 2010), Klebsiella oxytoca KCTC 1686 (GUO
et al., 2015), Aurantimonas manganoxydans ATCC BAA-1229 (PEl et al., 2013),
Pseudomonas chlororaphis B23 (NAGASAWA et al., 1987) e outros. Até agora,
um numero consideravel de micro-organismos foi rastreado com sucesso por

catalisar a hidratacao de nitrilas (Tabela 2).
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Tabela 2. Atividade de NHase de alguns micro-organismos

Micro-organismo Especificidade do substrato
Agrobacterium tumefaciens d3 Nitrilas alifaticas e aromaticas
Arthrobacter sp. J-1 Nitrilas alifaticas
Bacillus cereus Acrilonitrila
Bacillus sp. BR 449 Acrilonitrila
Bacillus smithii SC-J05-1 Nitrilas aroméaticas
Brevibacterium imperialis CBS 489-74 Acrilonitrila
Pseudomonas chlororaphis B23 Nitrilas alifaticas
Pseudomonas putida Acetonitrila
Pseudonocardia thermophila JCM 3095 Acrilonitrila
Rhodococcus rhodochrous J-1 Nitrilas alifaticas e aromaticas
Rhodococcus rhodochrous R312 Nitrilas alifaticas e benzonitrila
Rhodococcus rhodochrous LL 100-21 Nitrilas alifaticas e aromaticas
Rhodococcus erythropolis BL1 Nitrilas alifaticas e arométicas
Rhodococcus rhodochrous A4 Nitrilas alifaticas e aromaticas
Cryptococcus flavus UFMG-Y61 Isobutironitrila
Rhodococcus sp. N 774 Nitrilas alifaticas

Fonte: Adaptado de Chen e colaboradores (CHEN et al., 2009)

Estudos demonstraram que o gene cluster das NHase consistem de um
gene amidase e um gene ativador, além dos genes das subunidades a e 3
(ZHANG et al., 2017). As NHases consistem em duas subunidades, a e 3, sem
homologia na sequéncia de aminoéacidos (Figura 4), com uma massa molecular
de aproximadamente 23 kD por subunidade, e geralmente existem como
dimeros af ou tetrameros a2 (KANG et al., 2014; PEI et al., 2014). NHases
podem ser classificadas em dois grandes grupos, com base no componente ion
metalico: tipo Fe e tipo Co. Estes dois grupos exibem diferentes propriedades
enzimaticas, em particular a especificidade pelo substrato (PEI et al., 2014)

Trabalhos iniciais apontaram que as NHases-Fe hidratam
preferencialmente nitrilas alifaticas pequenas, enquanto a NHases-Co exibem
uma elevada afinidade pelas nitrilas aromaticas. No entanto, varios estudos tém
mostrado que a especificidade pelo substrato ndo esta relacionada ao tipo de

componente metalico da enzima. A atividade da NHase possui caracteristicas
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Gnicas quando exposta a luz. As NHases dependentes de ferro (NHases-Fe)
apresentam fotorreatividade regulada por 6xido nitrico (NO), enquanto as
dependentes de cobalto (NHases-Co) ndo. Por causa disso, micro-organismos
que possuem NHase-Fe, a molécula de NO endégena permanece ligada ao Fe3*
no sitio ativo até receber irradiacdo pela luz, quando € substituido por uma
molécula de 4gua ou OH-, resultando na recuperacdo da atividade original do
NHase (BANERJEE; SHARMA; BANERJEE, 2002).

Existem duas principais razdes da presenca do ion metalico no sitio ativo
dessas enzimas: (1) os ions metalicos sdo bons catalisadores para hidratacédo
da ligacdo —CN e (2) sdo necessarios para a flexibilidade da enzima. Os
complexos do sitio ativo de ambos os metais sdo semelhantes em alguns
aspectos: sdo de baixo spin, apresentam baixo potencial redox e compartilham
um conjunto de ligantes comum, que sao trés tiolatos de cisteina (Cis110,
Cisl12, Cis114) e dois &tomos de nitrogénio (Serll3, Cis112) (BANERJEE;
SHARMA; BANERJEE, 2002; NELP et al., 2014).

Figura 4. Representacgdo tridimensional de uma NHase de Rhodococcus erythropolis
AJ270. Em verde e azul estdo representadas as subunidades a e 8, respectivamente.
A esfera vermelha representa o cofator Fe3*

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

Em relagéo a estereosseletividade, os trabalhos iniciais apontaram uma
baixa estereosseletividade para a enzima conversora da nitrila

(PREPECHALOVA et al., 2001). No entanto, mais e mais relatos tiveram sucesso
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na bioconversdo enantiosseletiva de nitrilas, através de técnicas de evolucéo
dirigida de enzimas, que introduz mutacdes nas proteinas, adaptando os
biocatalisadores para as condi¢cdes do processo (Tabela 3). Uma das primeiras
NHases enantiosseletivas foi isolada a partir de Pseudomonas putida NRRL-
18668. Esta NHase dependente de cobalto catalisou a hidratacéo de (S)-2-(40-
clorofenil)-3-metilbutironitrila pelo menos 50 vezes mais rapido do que o de (R)-
2-(40-clorofenil)-3-metilbutironitrila (EWERT; LUTZ-WAHL; FISCHER, 2008). A
NHase de Agrobacterium tumefaciens d3 hidratou varias 2-arilpropionitrilas e
outras nitrilas aromaticas e heterociclicas enantiosseletivamente a respetiva (S)-
amida (BAUER; KNACKMUSS; STOLZ, 1998).

Tabela 3. NHases enantiosseletivas catalisam a transformagéo da nitrila

(R1R2CHCN) para a correspondente amida

Seletividade
Micro-organismo R1 R2 (razdo E ou ee)
Agrobacterium tumefaciens d3 Ph- CHs- S (253)
Agrobacterium tumefaciens d3 Ph- CHsCH2- S (58)
P. putida NRRL18668 4-(C)Ph-  (CHas)2CH- S (50)
P. putidal3-5 S-CAN-2a 4-(Cl)Ph-  (CHs3)2CH- S
Pseudomonas sp. 2D-11-5-1c 4-(Cl)Ph-  (CHs)2CH- S
Rhodococcus sp. AJ270 Ph- CHsCHa2- R (ee 83%)
Rhodococcus equi TG328 Ph- CHsCHa2- R
Rhodococcus sp. HT40-6 Ph- OH- S (ee 95%)
R. equi A4 Ph- (CHs)2CH- S (5)

Fonte: Adaptado de Prasad e Bhalla (PRASAD; BHALLA, 2010)

Apesar do aumento nos relatos da literatura descrevendo NHases
enantiosseletivas nos ultimos anos, o escopo dos substratos testados ainda &
estreito e muitas vezes os dados disponiveis ndo séo suficientes para calcular
os valores de E (TUCKER et al., 2009).

Embora a estrutura da NHase ja tenha sido definida, o mecanismo
catalitico exato das NHases ainda ndo foi elucidado. Varios mecanismos
plausiveis da reacdo -catalitica da NHase foram propostos. Huang e

colaboradores (1997) proporam trés mecanismos:
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i) a nitrila, entdo ligada ao metal, sofre hidrélise por uma molécula de 4gua
(mecanismo de esfera interna),

i) a nitrila sofre um ataque nucleofilico do hidroxido ligado ao metal no
sitio ativo (mecanismo de esfera externa),

iii) o hidroxido ligado ao metal ativa uma molécula de agua livre, que por
sua vez atua como um nucledfilo (mecanismo de segunda esfera externa)
(HUANG et al., 1997).

Estudos experimentais recentes apoiaram a coordenacdo direta do
substrato nitrila ao centro do metal durante a reacdo de hidratagcdo catalitica.
Hashimoto e colaboradores (2008) analisaram o0 mecanismo de reacao da
conversdo do tert-butilisonitrila (tBuCN) catalisada por NHase usando
cristalografia de raio-X com resolucédo temporal e sugeriu que o substrato estava
coordenado com o ion metalico e atacado por molécula de agua ativada por Cys-
SO (HASHIMOTO et al., 2008).

Os residuos de aminoacidos do sitio ativo da NHase estéo localizados na
subunidade a da enzima com uma sequéncia altamente conservada. Os estudos
experimentais de cristalografia por raios X feitos com a enzima de
Pseudonocardia thermophilia JCM3095 sugeriram que o transporte tanto do
substrato quanto do produto ocorre através de um canal localizado ao longo da
interface das subunidades a e . Um certo numero de residuos de aminoacidos
hidrofébicos revestem as paredes deste canal. Estes incluem Phe 37, Pro 38,
Phe 41, Leu 48, Phe 51, Arg 52, Tyr 68, Trp 72, Phe 118, Ala 122 e Leu 127
(presente na subunidade B) e Leu 88, GIn 89 e Trp 116 (presente na subunidade
a (Huang et al., 1997).

Hopmann (2014) propds um possivel mecanismo de acdo em que a nitrila

hidratase converte nitrilas em suas respectivas amidas (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismo proposto para reagéo de hidratagéo de nitrila catalisada

por NHase

Fonte: Adaptado de Hopmann (HOPMANN, 2014)
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As principais etapas desses mecanismos sao:

i) O metal inicialmente se coordena com uma molécula de agua (Fe-Hz20)
e uma barreira de entalpia de 13,8 Kcal/mol é suficiente para deslocar a molécula

de &gua pela de nitrila da esfera de coordenacéo do Fe3* (intermediario 1).

i) Na etapa seguinte da catalise ocorre a formacédo de um intermediario
ciclico a partir de um ataque nucleofilico do atomo de oxigénio de Cys-SO- ao
substrato coordenado com o metal. Logo apés, ocorre a formacgéo da ligacao
dissulfeto (Intermediario 2) entre a Cys109 e Cysll14, a partir de um ataque
nucleofilico do atomo de enxofre ligado ao residuo Cys109. Concomitante com
a clivagem da ligacdo Cysll4-substrato e transferéncia de préton entre os
residuos Try72 — Ser113 — substrato, resultando na formacao do intermediario
ciclico protonado (Intermediéario 3). Ap6s a formacao do intermediario dissulfeto
0 nitrogénio do substrato abstrai um préton de Arg56 e protonacdo do oxigénio
do substrato, formando um iminol, é energeticamente menos preferivel. Apds o
deslocamento da amida, o sitio ativo € regenerado através de etapas
sequenciais de transferéncia de prétons para Tyr72, ataque de uma molécula
agua no dissulfeto e transferéncia de prétons para Arg56.

O interesse nas NHases cresceu desde sua aplicacdo bem-sucedida na
producao industrial de amidas (PRASAD; BHALLA, 2010). No entanto, as cepas
originais também transformam amidas em acidos carboxilicos usando amidase,
que é expressa junto com as NHases no mesmo operon. Consequentemente, a
pureza e o rendimento da amida alvo é reduzido. Para resolver este problema, o
gene NHase é tipicamente clonado em células heterélogas. A clonagem facilita
a expressédo da enzima, que € um método alternativo para a produgcédo de amida
como 0 Uunico produto. Além disso, NHases recombinantes podem ser
convenientemente adaptadas e melhoradas através de engenharia de proteinas.
A Escherichia coli € o hospedeiro procaridtico mais utilizado para a expressao

de proteinas e biocatalisadores (PEI et al., 2013).
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1.4. Clonagem livre de restricdo (Restriction Free (RF) Cloning)

As técnicas de clonagem molecular avangaram dramaticamente desde a
descoberta das primeiras endonucleases de restricdo. A tecnologia de DNA
recombinante é hoje considerada uma pratica de rotina. Isolamento e
amplificagdo do DNA, reacdo em cadeia da polimerase (PCR), clonagem
molecular e anotacdo do genoma tornaram-se procedimentos padrdoes (CELIE;
PARRET; PERRAKIS, 2016).

A manipulacdo de moléculas de DNA recombinante € um passo
indispensavel em estudos modernos de cristalizacdo de proteinas de alto
rendimento. O uso de enzima de restricdo se baseia na digestdo com as enzimas
gue reconhecem determinada sequéncia de nucleotideo, seguido do uso de uma
enzima de ligacdo (DNA ligase) que catalisa a unido de cadeias de DNA, é uma
maneira simples e facil de mover um fragmento de DNA de fita dupla de um
plasmideo para outro. No entanto, esta técnica tem duas limitacfes: € ineficaz
guando ha falta de sites de restricdo exclusivos e as vezes resulta na introducéo
de uma sequéncia extra indesejada. Para contornar essas limitacGes, varios
métodos de clonagem independentes do local de clivagem pela endonuclease
de restricdo foram recentemente desenvolvidos (SOUII; MHADHEB-GHARBI;
GHARBI ,2013).

A clonagem Classica Dependente de Ligacdo (Ligation-Dependent
Cloning, LDC) é gradualmente substituida por técnicas de Clonagem
Independente de Ligacéo (Ligation-Independent Cloning, LIC). A Clonagem Livre
de Restricdo (RF) foi originalmente desenvolvida para a introdu¢cao de um DNA
alvo em um plasmideo em qualquer posicdo desejada (VAN DEN ENT; LOWE,
2006).

A clonagem RF é uma abordagem simples baseada na realiza¢édo de duas
reacoes em cadeia da polimerase (PCR) para inserir qualquer fragmento de DNA
em qualquer posi¢cdo de um vetor, independentemente dos sitios de restricao e
ligac6es (LUND; LEIROS; BJERGA, 2014; VAN DEN ENT; LOWE, 2006). Na
primeira PCR, o gene de interesse é amplificado usando um par de primers; cada
um contendo sequéncia complementar tanto para a inser¢cdo desejada quanto
para o plasmideo alvo. Na segunda PCR, o produto da primeira € utilizado como
megaprimer para amplificacdo linear do vetor escolhido. O produto da segunda

PCR possui sitios de ligacdes Unicos nas extremidades, que sao
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complementares a sequéncias que flanqueiam o sitio de inser¢cdo no vetor. O
DNA parental é entdo removido pelo tratamento com Dpnl e o plasmideo recém-
sintetizado, contendo a insercdo de DNA, é introduzido nas células de
Escherichia coli (Figura 6) (BOND; NAUS, 2012; CHEN et al., 2000; UNGER et
al., 2010; VAN DEN ENT; LOWE, 2006).
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Figura 6. Representagdo esquematica de clonagem RF. Primers hibridos séo
desenhados para se ligarem ao gene (verde) e ao plasmideo (rosa). A primeira PCR
leva a0 megaprimer que possui em suas extremidades sequéncias que se flanqueiam

ao plasmideo. Na segunda PCR, o produto da primeira € usado para amplificacao
linear do vetor circular escolhido. Uma vez que todo plasmideo é replicado, é realizado
uma digestdo com Dpnl, para degradar seletivamente o DNA parental metilado e a
mistura reacional é transformada em células competente de E. coli.
Fonte: Adaptado de Bond e Naus (BOND e NAUS, 2012)

O método de clonagem RF apresenta vantagens, que 0 torna uma
alternativa atraente em relacdo a outros procedimentos de clonagem. Este
método permite uma insercdo precisa e perfeita do inserto de DNA sem
quaisquer sequéncias adicionais desnecessarias. Além disso, a reagdo é
altamente eficiente e adequada para clonagem de alto rendimento (UNGER et
al.,, 2010). Conhecendo as vantagens do método de clonagem RF suas
aplicacoes incluem a clonagem simultanea de varios fragmentos de DNA em
posicoes distintas dentro de um vetor de expressao, clonagem paralela do
mesmo produto de PCR em uma série de vetores diferentes e montagem
multicomponente (ULRICH; ANDERSEN; SCHWARTZ, 2012; UNGER et al.,
2010).
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1.5. Biotransformacao regiosseletiva de dinitrila

A hidratacdo quimica de nitrilas geralmente requer condicfes vigorosas
tais como acidos ou bases fortes e prossegue sem regiosseletividade quando
um dinitrila é empregada. Uma abordagem enzimatica, no entanto, oferece
vantagens significativas, uma vez que a enzima pode hidratar seletivamente um
grupo ciano de uma dinitrila (CHEN et al., 2009).

A producédo de 5-cianovaleramida (5-CVAM) a partir da adiponitrila € um
exemplo do uso da propriedade regiosseletiva das NHases. O 5-CVAM é um
intermediario para a producdo do herbicida azafenidin (Esquema 5) e é
produzido pela DuPont usando células imobilizadas de Pseudomonas
chlororaphis B23 com conversdao de 97%, alto rendimento (93%) e alta
seletividade de 96%. O processo usando o biocatalisador resulta em maiores
rendimentos, maior produtividade do catalisador, menor formacédo de
subprodutos, e gera significativamente menos residuos do que métodos
quimicos alternativos, como a catalise com diéxido de manganés (SHAPIRO et
al., 2001)

Esquema 5. Dessimetrizacdo de adiponitrila para produzir 5-cianovaleramida,

um precursor do azafenidin.

0]
NHase /\/\)L
NCNASNCON e NH,
adiponitrila 5- CVAM

azafenidin

Fonte: Adaptado de Shapiro e colaboradores (SHAPIRO et al., 2001)

A dessimetrizacdo de dinitrilas também foi investigada por Bergeron e

colaboradores (2006), em cujo o estudo, o 3-hidroxiglutaronitrila foi
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biotransformado no acido (R)-4-ciano-3-hidroxibutirico pela nitrilase R-
especifica, a qual foi expressa de Pseudomonas fluorescens BD9570. O &cido
foi obtido com uma conversdo de aproximadamente 99% e excesso
enantiomérico variando de 98,6% a 99,4% (Esquema 6). A esterificacdo do acido
(R)-4-ciano-3-hidroxibutirico € usado como um intermediario para a sintese do
Lipitor®, farmaco que atua no controle do colesterol e comercializado pela Pfizer
(BERGERON et al., 2006)

Esquema 6. Dessimetrizacdo do 3-hidroxiglutaronitrila por nitrilase

OH
OH nitrilase OH EtOH/H*
NC\)\/CN - NC\/k/COOH WNC\A/COOCZHS
. . " acido
3- hidroxiglutaronitrila (R)-4-ciano-3-hidroxibutirico
0]
OH OH O
N - /\)\/k)j\
OH

H N
o~
Lipitor®
= p

Fonte: Adaptado de Bergeron e colaboradores (BERGERON et al., 2006)

A natureza regiosseletiva das enzimas conversoras de nitrila foi
investigada utilizando varios compostos de dinitrila como substratos. Células
integras de Rhodococcus sp. AJ270 catalisaram eficazmente a hidratacdo das
dinitrilas alifaticas em diversos monoéacidos, com a exce¢dao de o-
fenilenodiacetonitrila em que a o-fenilenodiacetamida foi obtida como produto
principal (Tabela 4) (CHEN et al., 2009).



Tabela 4. Converséao de dinitrilas por Rhodococcus sp. AJ270
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Substrato Tempo (h) Produto e rendimento

CN 24 CN
©/\/CN @(/COZH 80%
1

NC 24 R
\©\/CN \©\/R2

R!=CN R2?=COOH 65%
R!=COOH R2?=CN 16%

CN 24 R!

CN R,
R1=CN R2=COOH 11%
R1=CN R2=CONH:2 65%

CN 30 CN
é\/CN é\/COOH 67%

CN COOH 69%

NP -ON 14 Ne X -COOH 99%

— CN 14 — COOH
NC/_\=/ NC/_\=/ 86%

Fonte: Adaptado de Chen e colaboradores (CHEN et al., 2009 )
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2. OBJETIVOS

Investigar a especificidade de substratos e a seletividade da enzima nitrila
hidratase na conversédo de nitrilas em amida, empregando alguns principios da

Quimica Verde.

Metas:

1- Clonar e expressar NHase dos micro-organismos Klebsiella oxytoca e
Rhodococcus erythropolis ATCC 4277 e avaliar a especificidade da enzima

recombinante em relagéo a diferentes substratos.

2- Realizar reacdo enzimatica com nitrila hidratase (NHase) comerciais para a
obtencéo de 4-(cianometil)benzenoacetanamida, intermediario chave na sintese
de compostos de interesse industrial. E aplicagdo como material de partida em
reacoes de Grignard e transamidacgéao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fluxogramas 1 e 2 sumarizam a linha de raciocinio adotada para
desenvolvimento deste trabalho.

3.1. Planejamento de trabalho

O desenvolvimento deste trabalho encontra-se descrita e resumida nos

fluxogramas 1 e 2 abaixo:

Fluxograma 1: Etapas para o desenvolvimento do trabalho

Clonagem e expressao do
gene NHase de
R.erythropolis e K. oxytoca

\

Confirmacéo da insercao

do gene NHase no vetor

alvo
Sintese quimica dos
produtos esperados pelas
reacoes biocatalitica e
caracterizagao
- J
e N
Reacdes de
biotransformacao
. J
e N
Produtos

. J

Desenvolvimento de
Andlise das métodos de
conversoes separacgéo dos
enantidbmeros

Determinacéo da
configuracéo absoluta
do produto 7b
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Fluxograma 2: Planejamento para o desenvolvimento do trabalho

Selecédo do substrato a ser
estudado

Triagem com NHase
comerciais obtidas junto a
_ emoresa Prozomix Limited

Selecéo das NHase
001,009 e 017

Caracterizacao do produto
obtido por CG-EM, RMN e
v

e A
Aumento de escala nas

reacdes para obtencédo de
massa da amida

Y,
( | N\
Amida 5b utilizada em
reacoes posteriores
|
v v
Reacdes de

Reacdes de Grignard fransamidacao

3.2. Construcédo do plasmideo recombinante de R. erythropolis ATCC 4277

Os genes que codificam NHase de R. erythropolis ATCC 4277 foram
inseridos no vetor de expressdo pACYCDuet-1 (4008 pb). Este vetor foi
desenvolvido para a co-expresséao de dois genes alvo e contém dois promotores
T7lac separados e duas regides de multiplos locais de clonagem (MCS). Para a
construgdo do plasmideo recombinante pACYCDuet-NH-RE, 0 gene de R.
erythropolis ATCC 4277 foi amplificado por PCR usando primers especificos
(Tabela 5).
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Tabela 5. Primers desenhados para a amplificacdo e sequenciamento dos genes que
codificam NHase. Em vermelho, estdo representadas as caudas que ficaram livres
para se ligar ao vetor na segunda PCR. Os cédons grifados representam start e stop.

Primer Sequéncias
NHa-F 5-AGATATACCATGGGCAGCAGCATGTCAGTAACGATCGACCACAC-3
NHa-R 5-TACGATTACTTTCTGTTCGACTTAAGCCCTGGAATGCTGGAAGATCAG-3
activador-F 5-TAAGAAGGAATATACATATGGCAGATCTCATGGTCGACACACGACTTCC-3
activador-R 5-CTCAGCGGTGGCAGCACAATATCAAACGGTCTGGTCG-3

Koxyt NHase-F 5'- GGATAACAATTTCACACAGGAAACATGAGCCATAAACACGACCACG -3
Koxyt NHase-R 5'- GAAAATCTTCTCTCATCCGCCCGACGCTCTICATGTTGTT AACC -3

DuetUp2 5-TTGTACACGGCCGCATAATC-3’
T7 terminator 5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3
pACYCDuetUpl 5-GGATCTCGACGTTCTCCCT-3
DuetDownl 5-GATTATGCGGCCGTGTACAA-3’

O gene ativador foi amplificado usando os primers ativador-F e ativador-
R (NH-AT1) e os primers NHa-F/NHa-R foram usados para amplificar o
fragmento de DNA que codifica as subunidades a e B (NH-AB1), cada um
contendo uma sequéncia de codificacdo do gene e uma extensdo que se
sobrepBe aos locais de insercdo no vetor (Figura 7). Apds a purificacdo, os
produtos de PCR foram nomeados de megaprimers e utilizados na amplificacao

linear do vetor.

;\'col (70)
NHAalfa
Pstl (646)

Ncol (732)

NHAbeta
Sacl(1017)
Xmal(1142)
Smal(1144)

Xbal (4898) ) ‘M_;)ﬂwl (1355)

pACYC Duet con NHase alfa beta y acti

I

Ndel (1526)
6312 bp

T Ncol (1934)

/\—>

Activador

“Xhol (2218)

Figura 7. Esquema do vetor recombinante pACYCDuet-1-NHase

Na primeira etapa, o gene ativador (1200 bp) foi incorporado ao vetor
pPACYCDuet-1 e cada uma das cadeias de DNA hibrida com o vetor de destino.

Em seguida, o vetor parental foi digerido por Dpnl e a mistura foi, finalmente,
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transformada em células competentes de E. coli JIM109. Os clones positivos
foram confirmados por PCR e o plasmideo recombinante (pACYCDuet-NH-AT)
foi purificado e utilizado na etapa seguinte. Na segunda reacdo de amplificacéo
linear, o gene das subunidades (1286 bp) foi clonado em pACYCDuet-NH-AT e
as colonias positivas foram rastreadas por PCR para a presenca do gene de
interesse. Clones positivos foram confirmados por sequenciamento e o

plasmideo recombinante denominado pACYCDuet-NH-RE (Figura 8).

gene
_, gene ativador subunidades a e B
F« R
F. o R N -
—> I
L]
A DNA alvo DNA alvo
PCR PCR
amplificagéo l amplificacao 1

I = pACYCDuet-1 n

NH-AT1
Amplificagdo
linear l

. D
NH-AB1

Amplificagdo 1

|
{

linear

_‘L"
> -
Dpnl 1 Dpnl 1
| D D
—p pACYCDuet-NH-AT pACYCDuet-NH-RE

Figura 8. Construcao do plasmideo recombinante por clonagem RF. (A) A primeira
PCR amplifica os genes (ativador, subunidades a e 8) que codificam a proteina de
interesse. (B) Na segunda PCR, o produto da primeira PCR foi usado como
megaprimer para amplificacdo linear do vetor escolhido. (C) O plasmideo parental foi

digerido com Dpnl antes da transformacéao.

O método de clonagem livre de restricao foi efetivo na clonagem do gene
NHase de R. erythropolis ATCC 4277, independente dos sitios de restri¢cdo, e a
co-expressdo dos genes (subunidades a e B e gene ativador) produziu uma
NHase ativa. As evidéncias deste estudo apontam para as vantagens da

abordagem da clonagem RF, o que a torna uma alternativa atraente comparada



50

a outros procedimentos de clonagem, uma vez que permite uma insercao precisa
e perfeita da insercdo de DNA, sem sequéncias adicionais desnecessarias. Além
disso, a reacdo € altamente eficiente e adequada para clonagem de alta
produtividade.

3.3. Construcédo do plasmideo recombinante de K. oxytoca

Para a NHase de K. oxytoca foram clonados conjuntamente quatro genes,
os dois componentes da enzima (subunidades a e (), um ativador e
transportador de cobalto. O vetor recombinante foi desenvolvido através da
amplificagéo do gene NHase de K. oxytoca usando os primers Koxyt NHase- F
e Koxyt NHase- R (Tabela 5), seguido de uma segunda PCR para incorporacao
do gene ao vetor pkk223-3 (4586 bp). A amplificagcdo dos genes que codificam
NHases de K. oxytoca apresentam 2664 bp (Figura 9B). O vetor obtido €&

mostrado na figura 9A.

EcoRl(7296) BamHI(7) h( 1

Apall (7062) Pstl (93)

r~

mHl \ - — ‘jfﬂlu\:‘,ljl
. t,f'.\‘/‘,,,m
: P Aval 659)
Aval (5987) N beta
™ a7 Aval (1002) 5000 pb _’
\ Clal(1257)
pKK223-3 Tb'(?iy{oca NHAasZ ~T— s 1500 pb
Zdi [\ st
Apali(sian) Clal (3733)
\ EcoRI(1914)
/ E Activador 500 pb >
Apall (4623) Hirdlll (2740)
\
Apall (3377)
A) (B) —

Figura 9. (A) Esquema do vetor recombinante pkk223-3-NHase. (B) Eletroforese em
gel de agarose das amplificacdes de NHase (entrada 1). A entrada 2 € controle
negativo. M: marcador de massa molecular, pb: pares de base.

As colbnias brancas (controle positivo) foram selecionadas (Figura 10) e
apos crescimento por 24 h a 37 °C em 5 mL de meio LB contento ampicilina, o
DNA plasmidial destas células foi extraido utilizando-se o kit PureLink™ HiPure
Plasmid DNA Purification (invitrogen). Duas colbnias foram enviadas para
sequenciamento do DNA e nomeadas pNHaseKO3 e pNHaseKO4.
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Figura 10. Triagem branco-azul de E. coli IM109 para a presenc¢a do gene NHase
Fonte: o autor

3.4. Andlise da sequéncia de nucleotideos

A andlise da sequéncia de nucleotideos de pACYCDuet-NH-RE
confirmou a presenca do fragmento de DNA do gene NHase, composto de
subunidades a e B, bem como um gene ativador. O sequenciamento foi realizado
usando os primers pACYCDuetUP1 e DuetDOWNL para identificar o gene das
subunidades a e 3, enquanto os primers DuetUP2 e T7terminator foram usados
para confirmar a insercédo do gene ativador.

A sequéncia de proteinas da subunidade a de R. erythropolis ATCC
4277 foi alinhada com outras sequéncias de subunidade a. O resultado mostrou
que a subunidade a de R. erythropolis ATCC 4277 contém um padrdo
caracteristico de ligacéo de ferro (CSLCSC), que difere do padréo de ligacdo de
cobalto (CTLCSC) (Figura 11).

ki dkdkkk k. ok L d
NHase_ Rhodococcus_erythropolis ATCC_4277
Rhodococcus_sp. NNSa

o

Microbacterium sp. AJ11S
Gordonia_polyisoprenivorans
Bacillus_sp. NN1
Curtchacterium sp._ LCFS0
Rahnella_sp._S551-7
Pasnibacillus sp. NN32
Fseudonocardia_thermophila

Bp
br
o
br
br
br
br
bE
or

Sphingobium sp._bal

=)
=}

Pssudomonas putida

Figura 11. Sequéncias conservadas de aminoacidos da subunidade a de
NHase de varios micro-organismos. Os padrdes de ligacdo de cobalto
(CTLCSC) ou ferro (CSLCSC) estéo destacados. Idéntico (*), fortemente
similar (;) e pouco semelhante (.).
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Uma andlise filogenética foi realizada para comparar a evolucao
molecular da subunidade a desta espécie com outras reportadas no banco de
dados do Genbank. Os resultados mostraram que as sequéncias conservadas
de aminoacidos da subunidade a de R. erythropolis compartilharam homologia
com a subunidade a de NHase do tipo Fe de Bacillus sp. NN1 (100%),
Paenibacillus sp. NN32 (100%), Rhodococcus sp. NN5a (99%), Microbacterium
sp. AJ115 (98%) e Gordonia polyisoprenivorans (83%) (Figura 12).

ADPEIESE. 1/Bacillus sp. M1
gs| ADPBIEES. 1/Paenibacillus sp. NN32
ADPE965Y.1/Rhodococcus sp. NMaa

2 MHase alpha subunit Rhodococcus erythropolis ATCC 4277

36

{3)3\(329799.1fMicrnhacterium sp. AJT15
&7 L ADPA%EES . 1/Curtobacterium sp. LCFE0
WP 037480142 1/3phingobium sp. bal

70 WP 094602073.1/Gordonia polyisoprenivarans

WP 075257033, 1/Herbaspirillum sp. WTOOC
0z EJP 059516481 1/Burkholderia
45 WP 039363024, 1/Pectobacterium carotovorum

WP 075805417 . 1/Pseudomonas putida

WP 073455624 1/Pseudonocardia thermophila

—
0.20

Figura 12. Andlise filogenética da subunidade a de NHase de R. erythropolis

comparada com outras reportadas na literatura

O sequenciamento do gene NHase de R. erythropolis ATCC 4277
expressa em E.coli mostrou que as subunidades a e  do gene contém 624 e
639 bases, e 221 e 220 aminoacidos, respectivamente. A sequéncia de
aminoacidos da subunidade B de R. erythropolis ATCC 4277 exibiu 97% de
homologia com a sequéncia de aminoacidos de Bacillus sp. SW2-21, 93% de
identidade com Microbacterium sp. SW2-8 e 88% de identidade com
Rhodococcus opacus.

A importancia da subunidade 3 para a atividade catalitica é sugerida pelo
fato de que todas as NHases conhecidas possuem subunidade [ ou
subunidades homdélogas que estdo envolvidas com o complexo do sitio ativo.
Uma rede de ligacdes de hidrogénio altamente conservada liga as duas

subunidades, inclusive ligagcfes entre os residuos de cisteina pés-traducional da
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subunidade a e dois residuos de arginina da subunidade 3 que, quando mutados,
reduz drasticamente a atividade ou a suprime completamente (NELP et al.,
2014).

A sequéncia de aminoacidos para 0 gene ativador (400 aa) de R.
erythropolis ATCC 4277 foi alinhada com outras sequéncias de gene ativador de
NHase. Nossa sequéncia mostrou homologia significativa com ativadores de
Microbacterium sp. AJ115 (98%), Rhodococcus sp. AJ270 (98%) e Rhodococcus
sp. N-771 (75%). A presenca do gene ativador de NHase foi relatada para
melhorar a solubilidade e a atividade enzimatica de NHase em Rhodococcus
sp.N771 e N774, Rhodococcus erythropolis AJ270 e Pseudoxanthomonas sp.
AAP-7 (SONG et al., 2008; ZHANG et al. 2017). No entanto, o gene ativador nao
foi necessario para expressao ativa das NHases recombinantes de Bacillus sp.
BR449 e Comamonas testosteroni Nil (KIM; ORIEL, 2000; PEI et al., 2014).

O gene ativador de R. erythropolis ATCC 4277 contém residuos de
cisteina conservado (CXCC), presente nas posi¢cdes 72-75, crucial na ligacdo e
transporte de metais e na regulacao de reacdes redox (LU et al., 2003). Esta alta
homologia na sequéncia de amino&cidos do gene ativador com outros ativadores
NHase indica sua contribuicdo para a expresséao funcional da NHase em E. coli
(Tabela 6).

Tabela 6. Sequéncia de aminoacidos do gene ativador de NHase de alguns micro-

organismos

Micro-organismo Regido CXCC
Pseudomonas putida F1 69LIEMSNGCICCTLRADLLEQISALARQ95
Pseudomonas chlororaphis B23 69LIEMSNGCICCT LRADLLEQISDLARQ95
Rhodococcus sp. N771 66LVEMTNGCICCTLR-DLLSEISALARS91
Rhodococcus erythropolis AJ270 66LVEMTNGCICCTLREDLLSEISALAAA91
Rhodococcus erythropolis A4 66LVEMTNGCICCTLREDLLSEISALAAD91
Rhodococcus globerulus A-4 66LVEMTNGCICCTLREDLLSEISALAAD91
Microbacterium sp. AJ115 66LVEMTNGCICCTLREDLLSEISALAAA91

Fonte: adaptada de Pei e colaboradores (PEI et al., 2014)

No sequenciamento dos clones de K.oxytoca (pNHseKO3 e pNHaseKO4)

nao foi identificado a inser¢cdo do gene NHase.
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3.5. Expressao de NHase recombinante em E. coli

O gene NHase de R. erythropolis ATCC 4277 foram clonados e inseridos
no vetor de expressdo pACYCDuet-1. O plasmideo recombinante foi
transformado em E. coli BL21 (DE3) e a temperatura de inducéo foi reduzida
para 20 °C para evitar a agregacao da NHase recombinante. A expressao das
proteinas correspondentes em E. coli foi confirmada por SDS-PAGE, variando o
tempo de inducao (24 h e 48 h). As proteinas da subunidade a e B (~ 23 kDa) e
0 gene ativador (~ 45 kDa) foram expressos em gel SDS-PAGE (Figura 13). A
analise SDS-PAGE mostrou o tamanho esperado para a subunidade a e ,
porém com baixo nivel de expressdo. Como as subunidades a e 3 tém tamanho
semelhante, ndo foi possivel avaliar o nivel de expressdo das subunidades
individuais em SDS-PAGE, como ja foi reportado por Song e colaboradores
(SONG et al., 2008).

kDa
1 2 3 4 M 5 6 7 8
66.2
45.0
W - v "t p—y 35.0
o N bd B }<—a- and B- subunit 25.0
. 18.4
S — e — — — 14.4

Figura 13. Andlise por SDS-PAGE da expressao de NHase recombinante. M:
marcador de proteina. As entradas indicam: 1 e 2 (pACYCDuetl-solavel/ insolavel-
24h), 3 e 4 (pACYCDuetl-solavel/insolavel-48h, 5 e 6 (pACYCDuet-NH-RE-
soluvel/insoltuvel-24h), 7 e 8 (PACYCDuet-NH-RE soluvel/insolavel-48h)

3.6. Determinagéo das proteinas totais - Ensaio de Bradford

Foi realizada a quantificagdo da quantidade de proteinas totais
presentes no extrato enzimatico de pACYCDuet-NH-RE, de modo a ter uma

estimativa da quantidade de enzima empregada nas reacdes de biocatélise
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usando esses extratos. O ensaio consiste de um teste colorimétrico que se
baseia na mudanca de absorbancia do corante Azul Brilhante de Coomassie G-
250 quando ligado as proteinas. E uma metodologia simples, rapida e de baixo
custo, capaz de dosar a quantidade de proteinas totais presentes em solucéao.
Para construgdo da curva analitica foram usadas as concentracdes de 0,125,
0,25, 0,5 e 1 mg mL*. Todos os pontos foram feitos em triplicata. Na Tabela 7

se encontram as médias de Absorbancia em 595 nm obtidas.

Tabela 7. Curva analitica do Ensaio de Bradford

Concentracao (mg/mL) Abs 595nm
0,062 0,069
0,125 0,078
0,25 0,088
0,5 0,101
1 0,132
0,14
0,12
0,1
<
O
<<Zt 0,08
o ¢
% 0,06 v = 0,064x + 0,0688
< R?=0,9892
0,04
0,02
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

CONCENTRACAO

Figura 14. Curva Analitica - Ensaio de Bradford

Apdés a construcdo da curva analitica foi realizada a medida da
absorbancia do extrato enzimatico de pACYCDuet-NH-RE apés a dialise
(medida realizada em duplicata). Na Tabela 8 se encontram as meédias das
absorbancias obtidas, bem como o valor de concentracéo encontrado quando as

absorbancias foram “interpoladas” na equagéao de reta da curva da Figura 14.
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Tabela 8. Proteinas totais presentes no extrato enzimatico pos dialise

Extrato Abs 595nm Concentragdo (mg/mL)
pACYCDuet-NH-RE 0,082 0,206

3.7. Medida da atividade enzimética

A atividade enzimatica foi verificada frente a formacdo da benzamida

atraves da curva analitica apresentada na Tabela 9 e Figura 15.

Tabela 9. Dados para a construgao da curva analitica para determinacao da atividade

da NHase
0
N EMe) ©)LNH2

Benzamida (umol) Area (uV)

0,25 33271,4

0,51 75784,1

1,03 198694,1

2,06 420694,9

4,12 977553,9

8,25 2205359,3

2,50E+06
y = 272691x - 85282
2,00E+06 R*=0,9967 .-
1,50E+06
©
e
<
1,00E+06 i )
5,00E+05 ‘
O"..
0,00e+00 0@
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

benzamida (umol)

Figura 15. Curva Analitica — Determinacao da atividade enzimética
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Como a curva analitica apresentou coeficiente de correlacéo (R?) de 0,99,
a equacao da reta apresentou um bom ajuste e pode ser utilizada para os
calculos de atividade. A atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
benzamida formada, a partir da benzonitrila, por minuto, por miligrama de
células. A atividade especifica das células totais de pACYCDuet-NH-RE foi de 6

U/mg de proteinas.

3.8. Especificidade do Substrato

Inicialmente os compostos 2b, 3b, 6b e 7b foram sintetizados via hidrélise
acida das nitrilas catalisadas por acido sulfarico e caracterizados por RMN de
H, 3C e CG-EM. Esses compostos foram usados como padrées no
monitoramento dos processos biocataliticos.

As células inteiras de E. coli recombinante foram usadas em reacdes de
biotransformacao para avaliar a especificidade dos substratos e os resultados
sao apresentados na Tabela 10. A NHase pode ser classificado em dois grandes
grupos com base no componente de ion metdlico: tipo Fe e tipo Co. De acordo
com a literatura, esses dois tipos diferentes de NHases exibem diferentes
propriedades enzimaticas, particularmente a especificidade do substrato (ENDO
et al., 2001; RZEZNICKA et al., 2010)

NHases tipo Co geralmente convertem compostos aromaticos e alifaticos,
enquanto NHases do tipo Fe catalisam preferencialmente a hidratacdo de
compostos alifaticos (RZEZNICKA et al., 2010). No entanto, foi relatado que
varias NHases do tipo Fe apresentam ampla especificidade de substrato, tais
como NHases de Rhodococcus equi TG328-2, Pseudomonas putida F1 e R.
erythropolis A4 (BRADY et al., 2004; PEI et al., 2014; RZEZNICKA et al., 2010)

A NHase tipo Fe de Rhodococcus erythropolis ATCC 4277 ndo segue
essas tendéncias, pois altas conversfes foram obtidas para uma ampla gama de

nitrilas alifaticas e aromaticas, sem preferéncia pelas alifaticas ou aromaticas.
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Tabela 10. Especificidade dos substratos utilizando R.erythropolis ATCC 4277

Nitrila Hidratase RTNHZ

R-CN
o)
(a) (b)
Entrada Nitrilas Estrutura Conversdo? ee (%)
(%)
1 acrilonitrilia (1a) ZCN 0
2 butironitrila (2a) AUCN >99
3 isobutironitrila (3a)
)\CN >90
o CN
4 benzonitrila (4a) ©/ >99
. . o CN
5 1,4-fenilenodiacetonitrila NCV()A 21
(5a)
NH,
2-amino-2- /©)\CN
6 (4'-fluorofenil)acetonitrila F 88 7°
(62)
©j\CN
7 2-fenilbutironitrila (7a) 11 60°
(S-seletiva)
(o}
o
8 benzoilacetonitrila (8a) 1
CN
- . . . \
9 A-cianopiridina (9a) »
N
0

Condicdes experimentais: 0,2 mmol das nitrilas, 1,5 g de células (E. coli recombinante),
50 mL de tampéo fosfato (0,1 M), 28 °C por 24 horas.

a- converséo determinada por GC-FID

b- determinada por GC-FID

c- determinada por HPLC
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» Hidratacao das nitrilas alifaticas

A nitrila hidratase de R. erythropolis foi eficiente na hidrata¢ao de nitrilas
alifaticas, como butironitrila (2a) e isobutironitrila (3a), com conversdes acima de
99% na formacéo de butiramida (2b) e isobutiramida (3b), respectivamente. Por
outro lado, nenhuma atividade foi encontrada para a acrilonitrila (1a) (Esquema
7) que concorda com Endo e colaboradores (2001) que relata que a NHase do
tipo Co € mais estavel e eficiente para a producao de acrilamida (1b) do que a
tipo Fe (ENDO et al., 2001)

Esquema 7. Hidratagéo enzimética das nitrilas alifaticas

E.coli (NH
/¢\CN coli (NHase) ArNHz\

1a 1b ©
Converséo: 0%
O
/z\a/CN E.coli (NHase) /\z)bLNHZ

Conversao: >99%
4

) 1
)\ E.coli (NHase) NH,
CN — 372

3a 3b O

K Conversao: > 99% /

Condi¢des experimentais: 0,2 mmol das nitrilas, 1,5 g de células (E. coli recombinante)
50 mL de tampéo fosfato (0,1 M), 28 °C.

O composto 2b foi caracterizado por CG-EM e comparado com a literatura
(ABEBE; MACCOLL; BOWEN, 1997). No espectro de massas (Apéndice-
Espectro E1) foi possivel identificar o pico do ion molecular de razdo m/z de 87
e os fragmentos caracteristicos com m/z (%) 72 (22), 60 (4), 59 (100).

O composto 3b foi caracterizado por RMN de 'H, 3C e CG-EM e
comparado com a literatura (ABEBE; MACCOLL; BOWEN, 1997; BOLYOG-
NAGY etal., 2014). No espectro de RMN de *H (Apéndice-Espectro E3) observa-

se um simpleto largo em 5,42 ppm referente a dois atomos de hidrogénio do
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atomo de nitrogénio. Em 2,45-2,41 ppm, observa-se um hepteto, integrando para
um hidrogénio H-2. E em 1,18 ppm, observa-se um dupleto, integrando para 6
hidrogénios H-3 e H-4. No espectro de massas (Apéndice-Espectro E2) foi
possivel identificar o pico do ion molecular de razdo m/z 87 e os fragmentos
caracteristicos com m/z (%) 72(60), 60 (3),59 (44), 44 (100).

» Hidratacdo das nitrilas aromaticas

Os compostos aromaticos foram hidratados com reatividade bastante
distintas, variando de excelente para 4a e 6a, moderada para 5a, baixa para 7a
e 8a e sem atividade para 9a.

A conversao de benzonitrila (4a) em benzamida (4b) foi acima de 99%,
enquanto nao houve conversao de 4-cianopiridina (9a) (Esquema 8), sugerindo
que a substituicdo de um atomo de carbono por um de nitrogénio no anel
aromatico pode ser responsavel pela completa inativacdo desta enzima. O
composto 4b foi caracterizado por CG-EM e comparado com a literatura
(SHARIF; WU, 2015). No espectro de massas (Apéndice-Espectro E5) foi
possivel identificar o pico do ion molecular de razdo m/z de 121 e os fragmentos
caracteristicos com m/z (%) 105 (100), 77 (72), 51 (20), 50 (9), 44 (10).

Esquema 8. Hidratag@o enzimética das nitrilas 4a e 9a

/ 0 \
CN
©/ E.coli (NHase) ©)LNH2
_>
4b

4a

Conversao: >99%

(0]
CN
| N E.coli (NHase) | N NH,
N = > N =
9a 9b

\ Converséo: 0% /

Condicdes experimentais: 0,2 mmol das nitrilas, 1,5 g de célula (E.coli recombinante)
50 mL de tampéo fosfato (0,1 M), 28 °C.

Quando um grupo espacador CH: foi introduzido, a conversao de 1,4-
fenilenotrietonitrila (5a) caiu para 21%, mas com alta regiosseletividade,

produzindo apenas a correspondente monoamida, 4-
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(cianometil)benzenoacetamida (5b) da dinitrila em 24h (Esquema 9). Brady e
colaboradores (2004) relataram que a NHase de Rhodococcus ATCC BAA-870
também foi regiosseletiva na formacao da monoamida (5b) a partir do composto
(5a) (BRADY et al., 2004).

Esquema 9. Hidratacdo enziméatica da nitrila 5a

CN  E.coli (NHase) NH,
—»
NC NC O

5a 5b

K Conversao: 21% /

Condicdes experimentais: 0,2 mmol das nitrilas, 1,5 g de célula (E.coli recombinante)
50 mL de tampéo fosfato (0,1 M), 28 °C.

O composto 5a apresentou-se como um sélido branco cristalino e foi
analisado por CG-EM, IV e RMN e comparado com a literatura (SINGH et al.,
2017). Por analise em CG-EM (Apéndice-Espectro E6) foi possivel identificar o
pico do ion molecular de razdo m/z 174 correspondente ao composto de
interesse. O espectro de absorcdo na regidao do IV forneceu evidéncias da
presenca de varios grupos funcionais na estrutura do composto como:
estiramento de amida primaria (-NHz2) com duas bandas em 3373 e 3198 cm™,
estiramento —CN em 2248 cm, estiramento de anel para-substituido em 1921
cm? e estiramento —CO em 1649 cm (Apéndice-Espectro E9). No espectro de
RMN de 'H (Apéndice-Espectro E7) observa-se um simpleto largo em 5,43 ppm
referente a 2H do atomo de nitrogénio. Em 3,75 e 3,59 ppm, observa-se
simpletos, integrando para dois hidrogénios referentes aos hidrogénios do
carbono metileno. E em 7,34- 7,30 ppm, observa-se um quadrupleto, integrando
para os 4 hidrogénios aromaticos.

As células de R. erythropolis ATCC 4277 foram capazes de hidratar 2-
amino-2- (4'-fluorofenil) acetonitrila (6a) produzindo a 2-amino-2- (4'-fluorofenil)
acetamida (6b) com uma conversdo de 88% (Esquema 10) e excesso

enantiomeérico de 7% (Figura 16).
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Esquema 10. Hidratacdo enziméatica da nitrila 6a

4 2

NH, NH,

4
CN E.coli(NHase) 5 3 ) 1 NH;
F F 8 O

7

6a 6b

\_ Convers&o: 88% J
Condi¢Bes experimentais: 0,2 mmol das nitrilas, 1,5 g de célula (E.coli recombinante)
50 mL de tampao fosfato (0,1 M), 28 °C.

uy(x10,000
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Figura 16. Cromatograma de separacéo dos enantiomeros de 6b por GC-FID
(Coluna quiral Hydrodex- 1 °C/min-170 °C, 170 °C (5 min), 180 °C (20 min))

O composto 6b foi caracterizado por RMN de 'H, ¥3C e CG-EM. No
espectro de RMN de 'H (Apéndice-Espectro E11) observa-se um simpleto em
1,29 ppm referente a hidrogénios ligados a nitrogénio da posi¢cédo 2. Em 4,61
ppm, observa-se um simpleto referente a dois hidrogénios da amida (posigéo 1)
e em 4,51 ppm um simpleto, integrando para um hidrogénio (H-2). Em 7,47-7,35
ppm, observa-se um duplo dupleto, integrando para dois hidrogénios (H-4 e H8).
E em 7,10- 7,09 ppm, observa-se um tripleto, integrando para dois hidrogénios
(H-5 e H-7). No espectro de massas (Apéndice-Espectro E10) foi possivel
identificar fragmentos caracteristicos com m/z (%) 95 (10), 97(40), 124 (100). A
configuracéo absoluta da amida 6b nao foi determinada, uma vez que 0 excesso
enantiomeérico foi muito baixo.

O composto (S)-(+)-2-fenilbutiramida (7b) foi obtido como produto da
transformacao de 2-fenilbutironitrila (7a), com uma baixa conversédo de 11%

(Esquema 11), no entanto, com um excesso enantiomérico moderado de 60%
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em 24h (Figura 17). Wang e colaboradores (2000) determinaram que a NHase
de Rhodococcus sp. A AJ270 foi estereoespecifica na hidratacdo do substrato
7a e obteve o enantibmero oposto, (R)-(-)- 7b, em 35% ee, apds 70h (WANG et
al., 2000). Em contraste, Prepechalova e colaboradores (2001) determinaram
que a nitrila hidratase de R. equi A4 ndo era estereosseletiva na hidratacdo de
7a para a amida correspondente (PREPECHALOVA et al., 2001) A hidratag&o
de 7a por Rhodococcus sp. (SP 361) foi observado por Beard e colaboradores
(1993) com 20% de excesso enantiomeérico de (R)-(-)- 7b em 25h (BEARD et
al., 1993) (Beard et al., 1993).

Esquema 11. Hidratag@o enzimética da nitrila 7a

4 N

CN ' E coli (NHase) 7
=

7a

\ Converséo: 11% J

Condicdes experimentais: 0,2 mmol das nitrilas, 1,5 g de célula (E.coli recombinante)
50 mL de tampéo fosfato (0,1 M), 28 °C.

NH,
o |[—2-fenilbutamida_PMIZ - CH5
tr=4.842

=

Figura 17. Cromatograma de separacao dos enantidmeros de 7b por HPLC
(coluna Chiralcel OD-H, iPrOH/Hex = 9:1, fluxo = 0,8 mL / min, 216nm A):
tr = 4,842 min (+) 7b; tR = 5,542 min (-)-7b.



64

O composto 7b foi caracterizado por RMN de 'H, 3C e CG-EM e
comparado com a literatura (WANG et al., 2000). No espectro de RMN de 'H
(Apéndice-Espectro E16) observa-se um simpleto em 5,33 ppm referente a dois
hidrogénio ligados a nitrogénio. Em 3,30 ppm, observa-se um tripleto, integrando
para um hidrogénio H-2. Em 2,20 e 1,80 ppm, observa-se sinais de hidrogénios
diastereotopicos, integrando para um hidrogénio cada um (H-3) e em 0,90 ppm
um tripleto, integrando para trés hidrogénio H-4. Em 7,35- 7,28 ppm, observa-se
um multipleto, integrando para os hidrogénios do anel aromatico. No espectro
de massas (Apéndice-Espectro E15) foi possivel identificar o pico do ion
molecular de razdo m/z de 163 e os fragmentos caracteristicos com m/z (%) 77
(11), 91 (100), 119 (14). A configuracédo absoluta da amida 7b foi determinada

por comparacao da rotacdo especifica ([oz]lz)8 + 8,5 (¢ 0.1, CHCIl3)), com dados

da literatura ([ac]f)5 -23,2 (CHCI3) (R)-(-)-2-fenilbutiramida) (WANG et al., 2000).

A converséao de benzoilacetonitrila (8a) em 3-oxo-3-fenilpropanamida (8b)
foi apenas de 1% (Esquema 12). O composto 8b foi caracterizado por CG-FID,
RMN de 'H e 3C anteriormente no grupo (TORDATO, 2018). Logo a amida foi
identificada por comparacdo de tempo de retencdo no CG-FID (tr=4,4 min-
coluna Restek Rix®-5).

Esquema 12. Hidratag@o enzimatica da nitrila 8a

. D

(0] (0] (0]
CN
E.coli (NHase) NH,
—_—
8a 8b
\ Converséo: 1% /

Condicdes experimentais: 0,2 mmol das nitrilas, 1,5 g de célula (E.coli recombinante)
50 mL de tampéao fosfato (0,1 M), 28 °C.

Anteriormente, supunha-se que as NHases fossem relativamente néo
estereoespecificas (PREPECHALOVA et al., 2001); entretanto, recentemente,
alguns NHases enantiosseletivas de Rhodococcus equi A4 (PREPECHALOVA
et al., 2001), Agrobacterium tumefaciens d3 (BAUER; KNACKMUSS; STOLZ,
1998), Pseudomonas putida NRRL-18668 (FALLON; STIEGLITZ; TURNER,
1997) Rhodococcus sp. AJ270 (BLAKEY et al., 1995) e Klebsiella oxytoca
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(EWERT; LUTZ-WAHL; FISCHER, 2008) foram relatados. A NHase de R.
erythropolis ATCC 4277 exibiu excesso enantiomérico baixo e moderado para
0S substratos 6a e 7a, respectivamente. Isso certamente nao € satisfatorio ainda,
mas € um bom ponto de partida para a engenharia de proteinas. A sequéncia de
aminoacidos da NHase de R. erythropolis ATCC 4277 apresentou alta homologia
com a de R. erythropolis AJ270. Comparando estas sequéncias de aminoacidos,
foi possivel identificar a modificacdo de apenas 4 e 7 aminoacidos nas
subunidades a e B, respectivamente. Os resultados apontam para a
probabilidade de que as alteracdes na sequéncia de amino4cidos possam ser
responsaveis pelas diferencas nas especificidades do substrato e
enantiopreferéncia destas NHase (DURAN et al., 1993).

3.9 Reacbes com extratos enzimaticos

O extrato enzimético contendo NHase expressas em E. coli e proveniente
do micro-organismo R. erythropolis ATCC 4277 foi submetido a reacgdes de

biotransformacéao frente aos substratos 2a, 4a, 5a, 7a (Esquema 13).

Esquema 13. Reagfes com 0s extratos enzimaticos
)\ E.coli (NHase) NH,
CN —
2a 2p ©
Conversao: 0%

O

N
E.coli (NHase) NH,
—_—

4a 4b

Conversao: 0%

. NH»
CN E.coli (NHase)
—>
NC NC\/©/\(I)r

5a 5b

Conversao: 0%
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NH
CN E.coli (NHase) 2
—_—

7a 7b

Converséo: 0%
Condigdes experimentais: 0,2 mmol das nitrilas, 5 mL do extrato enzimético, 28 ° por
24 h.

N&o foi observada reacdo de hidratacéo, frente aos substratos avaliados,
com o extrato contendo a NHase. Esses resultados podem ser explicados pela
limitada estabilidade de algumas enzimas fora da célula. Isso aplica-se
particularmente a enzimas, nitrila hidratases, que tendem a se dissociar, com
perda concomitante de atividade, fora da célula. Portanto, as NHases sé@o usadas
como biocatalisadores na forma de células inteiras, a fim de protegé-las da
dissociacdo (SHELDON; BRADY, 2018).

3.10. ReacbGes de catdlise enzimética para formacdo do 4-
(cianometil)benzenoacetanamida

Inicialmente foram avaliadas nove NHase (NHase 003, NHase 004,
NHase 011, NHase 013, NHase 014, NHase 015, NHase 017, NHase 018 e
NHclea 002) obtidas junto a empresa Prozomix. A escolha foi baseada em
ensaios enzimaticos realizados anteriormente no grupo de uma colecédo de 22
NHases. As reacdes foram realizadas para avaliar a formacdo do 4-
(cianometil)benzenoacetanamida (5b) a partir do 1,4 fenilenodiacetonitrila (5a).
(Esquema 14).

Esquema 14. Conversao do substrato 5a para a respectiva amida 5b por NHase

CN NHase NH
NC NC O

5a 5b

A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos com as nove NHase
avaliadas.
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Tabela 11. Converséo de 5a em 5b catalisada por NHase

Enzimas? Converséo de 5a em 5b (%)

NHase 003 > 99

NHase 004 -

NHase 011 -

NHase 013 > 99

NHase 014 -

NHase 015 -

NHase 017 > 99

NHase 018 -

NHclea 002 26

aNHases tipo Co

As reacdes enzimaticas com as NHase 003, 013 e 017 apresentaram altas
conversdes na formacdo da amida de interesse e 0 ensaio com a enzima
imobilizada apresentou uma conversdo de 26%. E bastante dificil conduzir a
hidratacdo regiosseletiva de dinitrilas por métodos quimicos, assim a enzima
nitrila hidratase foi capaz de agir de forma eficaz e regiosseletiva em relagdo ao
substrato 5a (Figura 18). Nas reacdes com NHase 004, 011, 014, 015 e 018 néo
foi possivel identificar a formacao da amida e do material de partida, sugerindo

que as extracdes ndo foram efetivas.

| e S —

1w

— NH

fr=9.585 min

Figura 18 Cromatograma da reacédo de 5a com NHase 017
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Reagbes em maior escala foram realizadas com as enzimas NHase
001,009 e 017, a fim de se obter massa suficiente do 4-(cianometil)
benzenoacetanamida. O critério de escolha das enzimas foi baseado na
guantidade de solucdo enzimatica disponivel e altas conversées apresentadas
nos testes enziméticos. A escolha das enzimas NHase 001 e NHase 009 foi
baseada em ensaios realizados anteriormente no grupo de pesquisa. As reacdes

apresentaram altas conversdes e rendimentos (Tabela 12).

Tabela 12. Resultado das rea¢c8es enzimaticas com NHase 001, 009 e 017

Reacéao Enzima Cofator Conversao Rendimento
12 009 Fe > 99% 91,5%
22 009 Fe > 99% 81,0%
32 009 Fe > 99% 90,0%
42 009 Fe > 99% 91,8%
52 009 Fe > 99% 96,6%
62 009 Fe > 99% 94,8%
72 001 Fe > 99% 89,2%
82 001 Fe > 99% 90,0%
92 001 Fe > 99% 67,0%
102 017 Co > 99% 81,7%
112 017 Co > 99% 72,0%

As reacdes enziméticas com NHase apresentaram altas conversfes e
bons rendimentos na sintese do 4-(cianometil)benzenoacetanamida que foi
utiizado como intermediario em reagbes de Grignard e reacdes de

transamidacao.

3.11. Reagbes com o composto 4-(cianometil)benzenoacetanamida (5b)

e Reac0Oes de Grignard

As cetonas em geral, especialmente as arilcetonas, sdo amplamente
utilizadas nas industrias agroquimica, de fragrancias, corantes e farmacéutica.
Mais importante, elas estdo entre os intermediarios mais versateis disponiveis

na caixa de ferramentas da sintese organica. Um dos métodos mais diretos para
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preparar esses compostos consiste na adi¢cdo nucleofilica do correspondente
reagente de Grignard a nitrila e subsequente hidrélise (Esquema 15) (MATEOS;
RINCON; VILLANUEVA, 2013; RIVA et al., 2010).

Esquema 15. Preparacdo geral de cetonas via adi¢cdo nucleofilica de reagentes de

Grignard a nitrila

X _
! N
Ro—Mg H,0 0
cemn Rt Jlwe

Usamos o composto 5b e brometo de metilmagnésio como reagentes
para a preparacdo da imina (50°C por 24 h) e posterior hidrélise para a sintese
do 4-(2-propanona)benzenoacetanamida (10) (Esquema 16; Figura 19). O
composto 10 é um intermediario importante para a sintese do composto 11, um
bloco construtor usado na obtencdo de um potente farmaco agonista de receptor
B-3.

Esquema 16. Sintese do intermediario 10

NH, 1) MeMgBr
THF, 50°C, 24h
NC o —_—

2) Hy0, 16h
5b

m
/
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Figura 19. Cromatograma da reacdo de Grignard por CG-EM

No espectro de massas (Apéndice-Espectro E18) foi possivel identificar
fragmentacdes caracteristicas do composto 10 com o pico do ion molecular de
razdo m/z de 191 e os fragmentos caracteristicos com m/z (%) 176 (5) 147 (30),
134 (20) com conversdo de 5%. Foram realizados outros testes a fim de
otimizacdo da reacdo, mas com o rendimento foi muito baixo os estudos foram

interrompidos.
e Reac0Oes de transamidacéao
Depois de explorar a reacdo de Grignard do composto 5b sem éxito,

realizou-se a reacédo de transamidacao para avaliar a eficiéncia com que a CAL-

B catalisa esta reacao (Esquema 17).

Esquema 17. Reacao de transamidagdo do composto 5b

H
NN
N
\/©/\[r NH, MTBE Ncm

CALB (20 mg) .50 °C, 25 h
12

Apbs 25 h de reagdo o cromatograma da reacdo com e sem CAL-B foram
0S mesmos, logo a enzima nao eficiente em catalisar a reacéo de transamidacao

com esse substrato nas condi¢des avaliadas (Figura 20).
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Figura 20. Cromatograma da reacéo de transamidacdo analisada por CG-FID. Em

preto reacdo com a CALB em rosa sem a CALB

A transamidac@o tem se mostrado dificil de alcangar sinteticamente e
enzimaticamente. Sergeeva e colaboradores (2000) reportaram o uso da CAL-B
utilizando diferentes amidas nas reacdes de transamidacao e concluiram que o
aumento no tamanho do grupo ligado ao carbono da carbonila resultou em
baixas conversdes. Além disso, amidas arométicas e amidas altamente
ramificadas apresentaram conversao de 0% (SERGEEVA et al., 2000). Logo, o
composto 5b ndo foi um substrato para a transamidacao. Esse resultado pode
estar relacionado a presenca de um grupo muito volumoso ligado ao carbono da

carbonila.
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5. CONCLUSOES

O gene nitrila hidratase dos micro-organismos Klebsiella oxytoca e
Rhodococcus erythropolis ATCC 4277 foi clonado, a partir do DNA genémico dos
respectivos micro-organismos pela estratégia de clonagem livre de restricdo
(Restriction free cloning).

O DNA de um clone positivo de R. erythropolis ATCC 4277 foi enviado
para sequenciamento e o resultado confirmou que a NHase de R. erythropolis é
do tipo Ferro e a presenca de duas subunidades (subunidades a e 3) e de um
gene ativador. Os clones de K. oxytoca enviados para sequenciamento foram
selecionados pela técnica azul-branco, que é apenas um procedimento de
triagem e ndo € uma técnica de selecdo. Contudo, uma analise de
sequenciamento revelou que os possiveis clones selecionados ndo apresentam
homologia com a sequéncia do gene NHase de K. oxytoca.

ReacBes com células integras de E. coli recombinante (NHase-
Rhodococcus) foram realizadas para avaliar a especificidade dos substratos
frente a NHase. As amidas 2b, 3b e 4b foram obtidas com conversdes acima de
99%. O composto 5b foi obtido com moderada conversdo, mas de forma
regiosseletiva na obtencdo da monoamida. As amidas 6b e 7b foram obtidas
com conversdes de 88% e 11%, respectivamente, e excessos enantiomeéricos
baixo e moderado. No caso da amida 7b o ee foi 60% do enantibmero (S). Para
as amidas 1b, 8b e 9b ndo houve formacdo da amida ou conversdes muito
baixas foram observadas. Logo, a NHase do tipo Fe de Rhodococcus nédo tem
uma preferéncia na hidratacédo de nitrilas alifaticas ou aromaticas.

A fim de caracterizacdo das amidas obtidas nas reacBes de
biotransformagé&o, as amidas 2b, 3b, 6b e 7b foram sintetizadas via quimica. Os
compostos foram caracterizados a partir de espectrometria de massas,
espectroscopia no infravermelho, e ressonancia magnética nuclear de 'H e 3C.
Foram também desenvolvidos os métodos de separac¢do em colunas quirais (de
GC e HPLC) das amidas 6b e 7b.

Por fim, os extratos enzimaticos com a E. coli recombinante n&o
apresentaram potencial para a hidratacdo das nitrilas, mesmo nao sendo t&o
baixa a concentracdo de enzima presente nos extratos enzimaticos produzidos,

de acordo com a dosagem realizada pelo Ensaio de Bradford.
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As reacdes de catalise enzimética realizadas com NHases comerciais
apresentaram boas conversées e rendimentos para formacdo do 4-
(cianometil)benzenoacetanamida, que foi utilizado como intermediario em
reacoes de Grignard e reacfes de transamidacao.

No decorrer desse trabalho exploramos a utilizacdo das NHases que
demonstraram sua capacidade estereosseletiva e regiosseletiva como
biocatalisador versati e com potencial para aplicacbes comerciais. E
acreditamos que ainda existe uma necessidade de trabalhos de

engenheiramento das NHases, a fim de se obter melhores resultados.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Consideracfes gerais

5.1.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e
de Carbono (RMN de H e 3C)

Os espectros de RMN de 'H e de *3C foram registrados nos espectrémetros
Bruker Fourier 600 (Bo 14,1 T) operando na frequéncia de 600,13 MHz para o
nucleo de hidrogénio e 150,90 MHz para o nucleo de carbono. Os sinais de
deslocamentos quimicos (&) foram registrados em ppm utilizando como padrao
interno tetrametilsilano (TMS, & = 0,00) e padrao externo CDClIs (6n = 7,24; &c =
77,23) e CD30OD (61 = 3,35 e 4,78; 6c = 49,3). As constantes de acoplamento (J)
foram medidas em Hertz (Hz) e os sinais foram caracterizados como: dupleto
(d), duplo dupleto (dd), multipleto (m), quadrupleto (q), simpleto (s), simpleto
largo (sl), tripleto () e sexteto (st). A técnica DEPTQ (Distorsionless
Enhancement by Polarization Transfer with Retention of Quaternaries, em
inglés), sendo CHs/CH =sinal positivo (+), CH2/Co (carbono quaternario) = sinal

negativo (-), auxiliou a interpretacdo do espectro de RMN de *3C.

5.1.2 Métodos Cromatogréficos

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 Hz de 1 mL mint, temperatura do injetor igual a 260
°C, temperatura do detector igual a 300 °C. Utilizou-se coluna capilar de silica
fundida Restek Rtx®-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym, 5% fenil e 95%
dimetilpolisiloxano). As inje¢cdes das amostras foram de 1 pL na concentragao
de 0,5 -1 mg mL* no modo splitless. A programacéo utilizada foi 80 °C por 3
minutos, 80 — 280 °C com rampa de aquecimento a 30 °C min, e mantidas a
280 °C por 5 minutos.

O excesso enantiomérico (ee) de 2-amino-2-(4-fluorofenil)acetonitrila foi
determinado em CG-FID equipado com uma coluna Hydrodex® (-3P (25 m x

0,25 mm x 0,25 um). O cromatégrafo operou a um fluxo constante de gas H2 de
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1 mL min?, com temperaturas no injetor e detector de 160 °C e 180 °C,
respectivamente. O volume das injecdes para ambas as colunas foi de 1 pL na
concentracdo de 0,5-1,0 mg mL%, no modo split. O método utilizado para a
separacao dos enantiobmeros foi: 160 °C (1 °C/1 min até 170°C), 170°C - 5 min,
180 °C- 20 min.

As andlises por Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectrometro de
Massas (GC-MS) foram realizadas utilizando-se um cromatégrafo gasoso
GC/MS — Modelo 7890B — Agilent acoplado a um espectrobmetro de massas
Modelo 5977A cuja fonte de ionizacdo por elétrons opera com energia de
ionizacdo a 70 eV. O espectrdmetro de massas operou na faixa de m/z 45-500.
Para GC foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida HP-5 MS (30 m x 0,25
mm x 0,25 m, 5% fenil-metilsiloxano). O cromatdgrafo operou com fluxo
constante de gas He de 1 mL/min, temperatura do injetor igual a 260 °C e a
temperatura da interface igual a 280 °C. As inje¢cbes das
amostras foram de 1 uL na concentracdo de 0,5-1 mg/mL. A programacédo de
temperatura utilizada foi de 3 minutos a 80 °C, seguida de rampa de aquecimento
80-280 °C a 30 °C/min e mantido em 280 °C por 3 minutos.

Algumas reacfes foram acompanhadas por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), em cromatoplacas de 20 x 10 cm da Merck com suporte de
aluminio com filme de silica gel 60 F2s4. As placas cromatograficas em camada
delgada preparativa (CCDP) foram preparadas com silica gel da Sigma-Aldrich
com 0.75 mm de espessura, sobre placas de vidro de 20 x 20 cm. A revelacao
dos compostos com grupos cromoforos foi realizada utilizando radiacdo

ultravioleta no comprimento de onda A de 254 nm.

5.1.3 Espectroscopia no Infravermelho (IV)

Os espectros de absorcéo na regido do infravermelho foram registrados
em um espectrofotbmetro Vertex 70-Bruker, com transformada de Fourier,
operando na regido do infravermelho médio (400 a 4000 cm™t), por meio de

reflexdo total atenuada (cristal de diamante) (ATR).
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5.1.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As anadlises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) foram
realizadas em um cromatografo JASCO® com controlador LC-NET [I/ADC,
detector de arranjo fotodiodos (DAD) modelo MD-2018 PLUS, bomba PU-2086
plus, injetor automatico AS-2055 e detector de dicroismo circular (DC-2095). As
injecdes das amostras foram de 20 pL na concentragdo de 1 mg mL2. Utilizou-
se a coluna Daicel® Chiralcel OD-H, de silica encapada com celulose ligada a
3,5- dimetilfenilcarbamato (250 x 4,6 mm, 5 ym). O cromatoégrafo operou em
modo isocratico com fase movel composta por 90% isopropanol e 10% hexano,

em um fluxo de 0,8 mL min.

5.1.5 Polarimetria

A polarimetria foi realizada usando um Polarimetro Perkin EImer Modelo
341 (medicbes sendo feitas na linha D de sédio) com uma célula de comprimento
de 1,0 dm e concentracdes g/100 mL. A configuragcdo absoluta de 2-

fenilbutiramida (7b) foi determinada pela comparagao do valor [a]o da literatura.

5.2 Meios de cultura

Os meios listados a seguir foram utilizados para o cultivo de bactérias.
Todos os meios foram autoclavados a temperatura de 121 °C e 1 atm de

pressdo, por 15 minutos, apds o preparo.

% Luria-Bertani (LB)
Composigao: 10g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de cloreto
de sddio

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 uL por mL de
meio.

e LB-cm — meio LB ou LB-agar, acrescido de cloranfenicol 2 pL por mL de
meio.

< Luria Broth (L-broth)
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Composicgéo: 10g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de cloreto
de sodio.

% Super Optimal broth (SOB)

Composicédo: 20 g/L de triptona, 5 g/L extrato de levedura e 0,5 g/L cloreto de
sédio. O meio SOC contém, em adi¢cdo ao SOB, 10 mmol de MgClz, 10 mmol de
MgSOa4 e 22 mmol de glicose.

5.3 Tampoes

Tampdao Fosfato de Potassio pH 7,5; 0,1M
Composigéo: 0,2 M de KH2POg4, 0,2 M de K2HPO4 e agua destilada

Tampéo de lise
Composigéo: Tampao fosfato pH 7,0; 20 mM, 20 uM de PLP, 2 mM de EDTA, 1
mM de PMSF, 5 % de glicerol.

Tampéao de dialise
Composicgéo: 20 uM de PLP e 1000 mL Tampéo fosfato pH 7,5; 50 mM

5.4 Micro-organismos

Os micro-organismos Klebsiella oxytoca (colecdo particular da Profa. Dra
Sonia Rodriguez Giordano) e Rhodococcus erythropolis ATCC 4277 (CCT 1878,
obtido da Colecdo de Culturas Tropicais, Fundacdo André Tosello) foram
selecionados para estudo, pois apresentam em seus genomas sequéncias de

NHase ja conhecidas.

5.5 Extracdo do DNA genémico

» K. oxytoca

A extracdo do DNA de K. oxytoca foi realizada através do Kit ZR
fungal/Bacterial DNA Miniprep™. Para tanto, partiu-se de 5 mL de meio de
cultura Luria Bertani (LB) contendo colénias de K. oxytoca incubada overnight,

37 °C,150 rpm, e seguiu-se o protocolo do fabricante. Transferiram-se 40 mg de
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células umidas de K. oxytoca para ZR BashingBead™ Lysis Tubo seguido da
adicao de 750 pL de solugéo de lise. O tubo foi agitado por 2 minutos e depois
centrifugado a 10,000 x g por 1 minuto. ApOs centrifugacdo 400 pL do
sobrenadante foi transferido para o tubo Zymo-Spin™ IV Spin Filte e centrifugado
por 7000 x g por 1 min. Adicionou-se 1200 pL de tampao Fungal/Bacterial DNA
Binding ao filtrado e transferiu-se 800 pyL para Zymo-Spin™ IIC Column e
centrifugou-se a 10,000 x g por 1 minuto. O filtrado foi descartado e o processo
foi repetido para os outros 800 pL. Adicionou-se 200 puL de tampdo DNA Pre-
Wash a Zymo-Spin™ [IC Column e centrifugou-se a 10,000 x g por 1 minuto,
logo foram adicionado 500 pL de tampé&o Fungal/Bacterial DNA Wash a Zymo-
Spin™ [IC Column e centrifugou-se a 10,000 x g por 1 minuto. A Zymo-Spin™
[IC Column foi transferida para um eppendorf limpo e foi adicionado 50 L de

tampao DNA Elution.

> R. erythopolis

O DNA de R. erythopolis ATCC 4277 foi extraido previamente por um aluno
do grupo da Profa. Dra. Sonia Rodriguez Giordano (Universidad de la Republica

-Montevidéu).

5.6 Analise do DNA em gel de agarose

A quantificacdo da extragdo de DNA, bem como os fragmentos
amplificados, é realizada por eletroforese em gel de agarose a 0,8%, ou mais
precisamente por espectrofotometria. Os géis foram preparados pela
solubilizacdo de agarose em tampao TBE 0,5x por aquecimento em micro-
ondas. Para visualizagdo das bandas de DNA foi adicionado 0,05 pL/mL de
GoodView™ (indicador de fluorescéncia) e, em seguida, adicionou-se a mistura
no suporte para solidificacdo. Todas as corridas foram realizadas no
equipamento ENDUROTM Gel XL (Labnet), com tampé&o de corrida TE 0,5x, sob
corrente de 100 mA, durante 30 minutos do polo negativo para o positivo. A
concentracdo do DNA foi estimada pela comparacdo da intensidade de
fluorescéncia das bandas, quando expostas a radiagdo ultravioleta, por

comparacao com o marcador (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific).
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5.7 Amplificagéo por PCR

A partir da sequéncia de nucleotideos que codificam a NHase de interesse
(UniProtKB - Q6XMT1, Q6XMT2, B1GY04 para Rhodococcus e gi|397655102
para Klebsiella) e o vetor no qual ocorrera a clonagem séo desenhados pares de
primers forward e reverse, que estdo apresentados na Tabela 6, para
amplificacdo pela estratégia de RF cloning. A sintese dos primers foi realizada
pela empresa Macrogen (Coréia).

Todas as PCRs foram realizadas em termociclador Applied Biosystems®
2720 Thermal Cycler, e otimizadas a fim de se obter o minimo de amplificacfes
inespecificas. Os reagentes, suas quantidades e suas respectivas
concentracfes que foram utilizados nas amplificacbes estdo representados na
Tabela 13.

Tabela 13. Reagentes e quantidades utilizadas nas reacdes de PCR para amplificacéo
do DNA gendmico

R. erythropolis K.oxytoca
Reagente Quantidade Reagente Quantidade
(ML) (ML)
5X GC Buffer 20 pL 5X HF Buffer 20 pL
Prime Fw (10 pmol/uL) 10 uL Prime Fw (10 pmol/uL) 10 uL
Prime rev (10 pmol/uL) 10 uL Prime rev (10 pmol/uL) 10 pL
dNTP’s (10mM) 2 pL dNTP’s (10mM) 2 L
DMSO 2 uL Phusion DNA polimerase 1puL
Phusion DNA polimerase 1L DNA k.oxytoca 2 uL
DNA R.erythropolis 2 uL H20 Milli Q 55 uL
H20 Milli Q 53 pL
Volume final 100 pL Volume final 100 pL

As condicbes de amplificacdo compreenderam uma desnaturacéo inicial
a 98 °C por 30 s, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 98 °C por 10 s,
hibridacao (annealing) a 64 °C por 30 s e extensao dos primers a 72 °C por 3 min
e 30 s; com extensao final a 72 °C por 10 min. Ao final da reacdo a mesma foi
interrompida por resfriamento a 4 °C. O ciclo utilizado esta apresentado na Figura
21.
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Figura 21. Representacéo do ciclo de PCR utilizado para a amplificacdo dos genes de

R. erythropolis (ativador e subunidades a e 3) e o gene NHase de K. oxytoca

Os produtos foram purificados em gel de agarosa, e logo com Freeze N’
Squeeze DNA gel extraction spin columns (K.oxytoca) e kit QIAquick® Gel
Extraction (R. erythropolis) para posterior quantificagéo. Assim, os produtos de

PCR foram denominados megaprimers.

5.8 Reacdo de amplificacao linear

Os megaprimers foram utilizados em uma reacédo de amplificacao linear
com pKK223-3 (genes de K. oxytoca) e pACYCDuet-1 (genes de R. erythropolis).
Os produtos de PCR tém locais de iniciacdo Unicos em ambas as extremidades;
representados em vermelho na Tabela 3, que atuam como pares de primers, que
sdo complementares a sequéncias que flanqueiam o sitio de insercéo no vetor.
As condigbes para PCR de cada micro-organismo estdo sumarizadas na Tabela
14.

Tabela 14. Reagentes e quantidades utilizadas nas reacdes de PCR

R. erythropolis K.oxytoca
(gene ativador)

Reagente Quantidade Reagente Quantidade
(HL) (HL)
Buffer HF (5x) 20 pL 5X HF Buffer 20 pL
dNTP’s (10 mM) 2L dNTP’s (10 mM) 2L
pACYCDuet-1 (10 ng/pL) 3L pkk223-3 (40 ng/ pL) 1L
Phusion DNA polimerase 1pL Phusion DNA polimerase 1L
megaprimer (20 ng/uL) 6 uL megaprimer (80 ng/ pL) 2 uL
H20 Milli Q 68 L H20 Milli Q 74 uL

Volume final 100 pL Volume final 100 pL
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O ciclo utilizado foi o0 mesmo da Figura 21, porém com temperatura de
anelamento a 62°C (R. erythropolis) e 58 °C (K. oxytoca). As condi¢cdes de
amplificacdo compreenderam uma desnaturacao inicial a 98 °C por 30 s, seguida
de 30 ciclos de desnaturacao a 98 °C por 10 s, hibridacdo (annealing) a 62 °C e
58 °C por 30 s e extensao dos primers a 72 °C por 3 min e 30 s; com extensao
final a 72 °C por 10 min. Ao final da reacdo a mesma foi interrompida por
resfriamento a 4 °C. Foram realizados controles negativos, substituindo o
megaprimer por agua. Apoés 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 realizadas em tubos tipo eppendorfs de 2,0 mL onde
para cada 50 puL de produtos de PCR de amplificacédo linear, adicionou-se 20 uL
de Buffer Tango 10x (Thermo Fisher Scientific), 2 uL de Dpnl 20 U/uL (Thermo
Fisher Scientific) e 128 pL de agua. A mistura foi incubada a 37 °C por 24 horas
e em seguida inativada a 80 °C por 20 minutos. Os produtos digeridos foram
submetidos a precipitacdo com tRNA. Para 100 pL do conteudo digerido foi
acrescido de 100 pL de tRNA, 200 pL de agua e 1000 pL de etanol absoluto. A
mistura foi deixada overnight a -20 °C. Em seguida, centrifugou-se 12.000 x g e
4 °C durante 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e o plasmideo foi lavado
com 100 pL de etanol 70% e, novamente, centrifugou-se a 12.000 x g e 4 °C
durante 30 minutos. O sobrenadante foi removido, o plasmideo foi seco a 50 °C
e ressuspendido em 5 pL de agua e transformado em células competentes de E.
coli IM109.

5.9 Preparo de bactérias eletrocompetentes

E. coli TOP10, preservadas em glicerol a -70°C, foram inoculadas em
placas LB-agar e incubadas a 37 °C durante 24 h. Uma colbnia 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 incubado a 37 °C e 150 rpm até obtencdo de uma
densidade 6tica a 600 nm (ODeoo) de 0,5. Apés esta etapa, o erlenmeyer com o
cultivo foi levado para banho de gelo durante 15 minutos. Em seguida, todo o
conteudo 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
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foi centrifugado a 5000 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
conteudo foi centrifugado a 5000 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 5000 x g e 4°C durante 15 minutos, o sobrenadante
foi descartado, a biomassa ressuspendida em 300 pL de glicerol 10% frio,
aliguotada em volumes de 40 puL 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.

5.10 Transformacéo de células de E. coli por eletroporacao

Para a eletroporacdo das células de E. coli foi utilizado o aparelho
MicroPulser™, (Bio-Rad). As células competentes recém preparadas e
aliquotadas em 40 pL, adicionou-se 2,5 uL de DNA (gene incorporado ao vetor).
Para cada micro-organismo, realizou-se um controle positivo, utilizando 1 pL do
plasmideo (pkk223-3 ou pACYCDuet-1), e um controle negativo, utilizando 2,5
uL dos controles negativos preparados. Apdés montado o sistema, este foi
transferido para uma cubeta de eletroporacéao (0,2 cm), ja previamente resfriada.
A eletroporacao foi realizada aplicando-se um pulso de 2,5 kV e, logo em
seguida, adicionou-se 1 mL de meio SOC no interior da cubeta e homogeneizado
com as células eletroporadas. As células foram enté@o incubadas por uma hora a
37 °C, sob agitacdo a 150 rpm. Decorrido este tempo, as células foram
semeadas em placas contendo o meio LB-amp acrescido de 4 pL de IPTG (0,8
M) (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside- 1mM) e 12 uL de X-gal (50 mM) (5-
bromo-4-cloro-3-indoxil-p-D-galactopiranosideo) para K. oxytoca ou LB-

cloranfenicol (34 pg/mL) para R. erythropolis e incubadas a 37 °C por 24 horas.

5.11 Analise dos transformantes de E. coli

» R. erythropolis

Diversos clones de R. erythropolis foram obtidos, dos quais oito foram

selecionados. Os oitos foram inoculados em 5 mL de meio liquido LB-can e
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incubados a 37 °C e 150 rpm, overnight. Em um tubo tipo eppendorf de 2,0 mL
foi transferido 2 mL dos cultivos e centrifugou-se a 10.000 rpm a 4 °C durante 10
minutos. Ao final do tempo o sobrenadante foi descartado e o processo foi
repetido para mais 2 mL dos cultivos. O sobrenadante foi descartado e a
biomassa ressuspendida em 400 pL de Resuspension Buffer (R3) contendo
RNase A (PureLink™ HiPure Plasmid DNA Midiprep Kit). Em seguida, adicionou-
se 400 uL de Lysis Buffer (L7) e agitou-se por inversdo até a mistura ficar
homogénea e incubou-se a mistura por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds
o periodo de incubacgdo adicionou-se 400 uL de Precipitation Buffer (N3) e a
mistura foi agitada até ficar homogénea e centrifugada a 12.000 rpm a 4 °C
durante 20 minutos. Separou-se 750 pL do sobrenadante que foi extraido com
fenol: cloroformio: alcool isoamilico (25:24:1) por agitacdo em vortex (10
segundos), seguido de centrifugacéo a 100 rpm por 2 minutos. Recuperou-se
600 pL da fase aquosa, que acrescida de 750 pL de isopropanol, 7 uL de NaCl
4 mol/L. Em seguida, centrifugou-se a 12.000 rpm e 4 °C durante 35 min,
descartou-se o sobrenadante, o DNA foi lavado em 750 pyL de etanol 70% e
centrifugado a 12.000 rpm e 4 °C durante 35 minutos. O sobrenadante foi
removido e secou-se 0 DNA a 50 °C. Ao final, o DNA foi ressuspendido em 10
uL de agua Milli-Q. Os clones positivos foram confirmados por PCR e analisados

em gel de agarose a 0,8%.

» K. oxytoca

A triagem branco-azulada é uma técnica rapida e eficiente para a
identificacdo de bactérias recombinantes. Ela se baseia na atividade da (-
galactosidase, uma enzima que ocorre em E. coli, que cliva a lactose em glicose
e galactose e também é capaz de decompor o substrato X-gal para produzir um
produto com uma cor azul. O IPTG foi usado junto com X-gal para triagem
branco-azulada. O IPTG é um analogo ndo metabolizavel da galactose que induz
a expressao do gene lacZ (codifica a enzima B-galactosidase). Duas colbnias
brancas foram selecionadas e cultivadas em 5 mL de meio liquido LB com
ampicilina e incubadas a 37 °C e 150 rpm, overnight, para realizar a miniprep
(PureLink™ HiPure Plasmid Miniprep Kit). O DNA foi enviado para

sequenciamento.



84

5.12 Anélise das Sequéncia de DNA

As sequéncias de DNA foram analisadas e traduzidas usando o pacote de
software Vector NTI (Invitrogen). Os alinhamentos das sequéncias de
nucleotideos e aminoacidos foram realizados usando a ferramenta Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) ou ClustalX 2.1. A &rvore filogenética foi
construida usando MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics Analysis versao
7.0. A representacao tridimensional da NHase de Rhodococcus erythropolis

AJ270 foi realizada utilizando o software PyMol.

5.13 Anélise da expressao de proteinas

Placas frescas de E. coli BL21 (DE3) (pACYCDuet-1 recombinante) e
JM109 (pKK233-3-recombinate) foram semeadas de estoques congelados, uma
Gnica coldnia foi usada para inocular 5 mL de meio LB com antibidtico. A cultura
foi incubada num agitador rotativo, overnight (200 rpm, 37 °C) e foi utilizado 1
mL desta cultura para inocular 100 mL de meio LB-cloranfenicol num erlenmeyer
de 500 mL. A cultura fresca foi cultivada sob as mesmas condi¢cdes até que
atingisse uma DOeoo de 0,5 (aproximadamente 2,5 h), e entdo o IPTG foi
adicionado a uma concentracéo final de 1 mM. Apdés 24 h de inducéo a 20 °C,
as células de E. coli recombinantes foram recolhidas por centrifugacdo e
utilizadas nas reacdes de biotransformacéo. Em paralelo, 1 mL desta cultura foi
removido e as células foram centrifugadas (12.000 x g / 10 min) a 4 °C para
deteccado da proteina recombinante e armazenadas a -20 °C (Fluxograma 3).

Os niveis de expressdo de NHase recombinante foram analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, 4-12%). O marcador de
proteina de peso molecular 14,4-116 kDa (Unstained Protein Marker/SM 0431,
Thermo Fisher Scientific) foi utilizado como referéncia. O SDS-PAGE foi corado

com Coomassie Brilliant Blue R-250.
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Fluxograma 3. Etapas para andlise do nivel de proteinas em SDS-PAGE

E. coli recombinante

1- Pré-in6culo de uma colénia em 5 mL de meio liquido-LB
2- Crescimento por 24h a 37 °C

3- 1mL do pré-inéculo foi utilizado para inocular 100 mL de
meio liquido LB+ antibiético

4- Crescimento até atingir O.D= 0,5

6-Adicdo de IPTG a 20° C por 24h

7-Centrifugacéo

[ Meio de crescimento ] [ Células integras J

Estocadas a -20 °C

Gel de
poliacrilamida

3.14 Metodologias para as sinteses dos padrdes e dados espectroscopicos

dos compostos

Reac0Oes de hidratacdo das nitrilas 2a, 3a, 6a e 7a catalisadas por acido

sulfurico foram realizadas na obtencdo das amidas padrdes (Fluxograma 4).
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Fluxograma 4. Etapas para a sintese das amidas padroes

.

1- Adicdo de CHxCl

2- Adicao de H,SO,

3- Agitacdo magnética por 6 horas

4- Neutralizacdo com solugdo de NaOH

[ Produto da reacao ]

Extracdo com AcOEt

| !

[ Fase aguosa J [ Fase organica J

1- Adicdo de MgSO; anidro
2-Filtracao

3-Evaporacéo do solvente
4- Analise em CG-FID

[ Produto J

Purificacdo

[ Produto isolado J

5.14.1 Sintese do composto butanamida (2b)

Em um baldo de fundo redondo de 25,0 mL, adicionou-se 2a (1 mmol; 87
uL) e CH2Cl2 anidro (4,0 mL). Apdés completa solubilizagdo do substrato 2a,
gotejou-se H2S04 98% (1,5 mL) sob agitacdo magnética suave em temperatura
ambiente. Em seguida, a solucéo reacional foi mantida sob agitacdo magnética
vigorosa em temperatura ambiente por 6 horas (Esquema 18). Logo apés, foi
neutralizada com NaOH 10 M e extraida com AcOEt (3 x 10 mL). As fases
organicas foram combinadas e lavadas com solucéo saturada de cloreto de sédio

(NaCl(aq)). Adicionou-se a fase organica MgSOa4 anidro e procedeu-se a filtragéo
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por gravidade, utilizando papel de filtro pregueado. O produto apresentou-se

como um solido branco.

Esquema 18. Reacéo geral para hidrélise &cida da nitrila de 2a em 2b

0
CN  H,SO,
/2\/ e /\)LNHZ
a CH,Cly; rt 2b

e butanamida (2b): F.M. C4HoNO; MM 87,1 g mol?; EM (El, 70 eV) m/z
(abundancia relativa %): [M*] 87 (5), 72(22), 60 (4),59 (100).

5.14.2 Sintese do composto Isobutanamida (3b)

Em um balédo de fundo redondo de 25,0 mL, adicionou-se 3a (1mmol; 89
uL) e CH2Cl2 anidro (4,0 mL). Apdés completa solubilizacdo do substrato 3a,
gotejou-se H2S04 98% (1,5 mL) sob agitacdo magnética suave em temperatura
ambiente. Em seguida, a solucdo reacional foi mantida sob agitacdo magnética
vigorosa em temperatura ambiente por 6 horas (Esquema 19). Logo apés, foi
neutralizada com NaOH 10 M e extraida com AcOEt (3 x 10 mL). As fases
organicas foram combinadas e lavadas com solucédo saturada de cloreto de sédio
(NaCl(aq)). Adicionou-se a fase organica MgSOa4 anidro e procedeu-se a filtragédo
por gravidade, utilizando papel de filtro pregueado. O produto bruto foi purificado
por CCDP (eluente: heptano/AcOEt 2:8). ApOs purificacdo, obteve-se um

rendimento de 60 %. O produto apresentou-se como um sélido branco.

Esquema 19. Reacao geral para hidrélise &cida da nitrila de 3a em 3b

)\ H,SO,4 NH,
CN s

3a CH,Cly; rt 3p O
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5.14.3 Sintese do composto 2-amino-2-(4-fluorofenil)acetanamida (6b)

Em um baldo de fundo redondo de 25,0 mL, adicionou-se 6a (0,2 mmol;
0,03 g) e CH2Cl2 anidro (1,0 mL). Apos completa solubilizagéo do substrato 6a,
gotejou-se H2S04 98% (500 pL) sob agitacdo magnética suave em temperatura
ambiente. Em seguida, a solucdo reacional foi mantida sob agitacdo magnética
vigorosa em temperatura ambiente por 6 horas (Esquema 20). Logo apés, foi
neutralizada com NaOH 10 M e extraida com AcOEt (3 x 10 mL). As fases
organicas foram combinadas e lavadas com solucéo saturada de cloreto de sédio
(NaCl(aq)). Adicionou-se a fase organica MgSOa4 anidro e procedeu-se a filtragédo
por gravidade, utilizando papel de filtro pregueado. O produto bruto foi purificado
por CCDP (eluente: heptano/AcOEt 3:7). ApoOs purificacdo, obteve-se um
rendimento de 30%. O produto apresentou-se como um solido amarelo.

Esquema 20. Reagao geral para hidrélise &cida da nitrila de 6a em 6b

NH»
F CH20|2 rt

5.14.4 Sintese do composto 2-fenilbutanamida (7b)

Em um balédo de fundo redondo de 25,0 mL, adicionou-se 7a (1 mmol; 149
uL) e CH2Cl2 anidro (4,0 mL). Apdés completa solubilizagdo do substrato 7a,
gotejou-se H2SO4 98% (1,5 mL) sob agitacdo magnética suave em temperatura
ambiente. Em seguida, a solugéo reacional foi mantida sob agitacdo magnética
vigorosa em temperatura ambiente por 6 horas (Esquema 21). Logo apés, foi
neutralizada com NaOH 10 M e extraida com AcOEt (3 x 10 mL). As fases
organicas foram combinadas e lavadas com solucéo saturada de cloreto de sédio
(NaCl(aq)). Adicionou-se a fase organica MgSOa4 anidro e procedeu-se a filtragédo
por gravidade, utilizando papel de filtro pregueado. O produto bruto foi purificado
por CCDP (eluente: heptano/AcOEt 5:5). Apds purificagcdo, obteve-se um

rendimento de 80 %. O produto apresentou-se como um solido branco.
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Esquema 21. Reacao geral para hidrélise 4cida da nitrila de 7a em 7b
©j\ 2804 NH
CH2C|2 rt (@)
7b

5.15 Procedimento geral para as biotransformacbes e dados

espectroscépicos das amidas

Esquema 22. Esquema geral das biotransformagtes

E.coli (NHase) R NH,
R-CN >

O

(a) (b)

As reacdes de biotransformacdo com NHase recombinante (pNHaseRE2)
foram testadas com varias nitrilas alifaticas e aromaticas (Esquema 22). Os
pellets celulares (~ 1,5 g de massa umida) foram ressuspendidos em 50 mL de
tampao KH2PO / K2HPO4 (0,1 M, pH = 7,5) contendo 0,2 mM dos substratos
(solubilizados em DMSO). As reacfes foram realizadas a 28 °C e 150 rpm sob
agitacao orbital durante 24 horas. As células foram removidas por centrifugacao
e 0 sobrenadante foi extraido com acetato de etila, seco com sulfato de magnésio
anidro e analisado por GC-MS e GC-FID, obtendo-se as amidas benzilicos 2b-
8b.
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4 2

3 2 1_NH,
o butanamida (2b): F.M. C4HoNO; MM 87,01 g mol; EM (EI, 70
eV) m/z (abundancia relativa %): [M*] 87 (5), 72(22), 60 (4),59 (100).

4
3%1(NH2
O isobutanamida (3b): F.M CsHsNO; MM 87,01 g mol; EM (EI, 70
eV) m/z (abundancia relativa%): [M*] 87 (63), 72(60), 60 (3),59 (44), 44 (100).
RMN de *H (600,13 MHz, CDCls): =5,42 (s, 2H, NH2); 2,45 — 2,41 (m, 1H): 1,18
(d, 6H, CHs); RMN de'3C (150,3 MHz, CDCls): 6 =179,4; 34,9; 19,5.

O
32
4@NH2
5 7
6 benzamida (4b): F.M C7H7NO; MM 121,05 g mol; EM (El, 70 eV)

m/z (abundancia relativa%): [M*]121 (78), 105 (100), 77 (72), 51 (20), 50 (9), 44
(10).

2
5 1_NH,
10

> 7 4-(cianometil)benzenoacetanamida(5b):F.M C10H10N20;
MM 174,08 g mol'; RMN de 'H (600.13 MHz, CDCls): 8= 7,34-7,30 (q, J= 8.2
Hz, 4H, Har); 5,43 (s, 2H, NH2); 3,75 (s, 2H, CHz2); 3,59 (s, 2H, CH2); RMN de 3C
(150,3 MHz, CDCls): 6 =172,4; 134,8; 130,2; 129,2; 128,6; 117,7; 42,7; 23,3; IV
(ATR) vmax (cm™?): 3373, 3198, 2248, 1921 e 1649.

NH,
o8 ©
7 2-amino-2-(4'-fluorofenil)acetanamida (6b): F.M CsHoFN20O;

MM 168,07 g mol; RMN de H (600,13 MHz, CDsOD): & 7,47-7,45 (dd, J= 8,5
Hz, 2H, Har); 7,10-7,07 (t, J= 8,7 Hz, 2H, Har); 4,61 (s, 2H, NH2); 1,29 (s,1H, NH2);
4.51 (s, 1H); RMN de 3C (150,3 MHz, CD30D): 5 130,1; 116,4; 59,0.
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2-fenilbutanamida (7b): [a]2® + 8.5 (c 0.1, CHCl), [lit. -23.2
(CHCI3) (R)-(-)-2-phenylbutyramide]; F.M C10H13NO; MM 163,10 g mol?; RMN
de H (600,13 MHz, CDCls): & 7,35-7,28 (m, 5H, Har); 5,33 (s, 2 H, NH2); 3,30 (t,
J=7.6 Hz, 1 H, CH); 2.20 (m, 1 H); 1.80 (m, 1 H); 0.90 (t, J= 7.4 Hz, 3 H, CHa);
RMN de 13C (150,3 MHz, CDCls):  178,0; 140,0; 129,0; 128,0; 127,5; 54,7; 26,2;

12,4.

O o0
5
6WNH2
2
7 9
8 benzoilacetanamida (8b): F.M CoHoNO2; MM 163,06 g mol?;
EM (IE, 70eV) m/z (abundancia relativa %): 120 (35), 105 (100) e 77 (65).

5.16 Quantificacédo das proteinas - Método de Bradford

Para preparo do Reagente de Bradford, 25 mg de azul de brilhante
Coomassie G-250 foram dissolvidos em 25 mL de etanol 95%. A essa solucao
foram adicionados 50 mL de H3PO4 85%. A solugéo resultante foi adicionada em
425 mL de 4gua destilada e armazenada em geladeira. Para a curva analitica,
foi preparada uma solucdo 1 mg/mL de Soro Albumina Bovina (BSA) que foi
diluida sucessivamente a 0,5, 0,25 e 0,125 mg/mL. 20 pL da solugédo de BSA
foram adicionados a 1,58 mL de agua Milli-Q e 0,4 mL de reagente de Bradford,
gue foram incubados em temperatura ambiente por 10 minutos. Apds o periodo
de incubacéo foi medida a Absorbancia em 595 nm. As analises foram realizadas
em triplicata. Para o branco, foi usado 1,6 mL de agua Milli-Q e 0,4 mL de
reagente de Bradford. Para quantificacdo das enzimas de

interesse, foram utilizados 20 pL dos extratos enzimaticos (pés dialise).
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5.17 Procedimento para as reagdes com extratos enzimaticos
5.17.1 Lise celular

Os pellets celulares (~5 g de massa Umida de E. coli recombinante)
obtidos apés a centrifugacdo dos cultivos celulares foram ressuspendidos em
tampéo de lise 20 mM pH 7,0 a 4 °C. As células foram lisadas por sonicador
(Bandelin Sonopuls HD-2070), com 30-40% da poténcia maxima em 9 ciclos de
30 segundos com pulsacdo continua, sendo que entre cada ciclo de lise foram
realizados intervalos de 1 minuto. Todo procedimento foi realizado mantendo-se
a suspensao celular em banho de gelo. A suspenséo formada apdés a lise foi
centrifugada a 14000 rpm durante 20 minutos a 4 °C para remover 0s detritos
celulares. O sobrenadante contendo as enzimas solUveis foi entdo coletado, e

os extratos foram submetidos a  pré-purificacdo por  dialise.

5.17.2 Dialise dos extratos enzimaticos

Os extratos enzimaticos foram submetidos a uma pré-purificacdo por
didlise em tubos de celulose semipermeavel com tamanho de poro equivalente
a 14000 Da. Cada 8 mL de extrato enzimatico foi dialisado contra 250 mL de
tampdéo de didlise durante 24 horas, & uma temperatura de 4 °C. Ao término do
processo, foram preparadas aliquotas contendo 1,0 mL de extrato enzimatico e

0,5 mL de glicerol 20%, e os extratos foram armazenados no freezer -20 °C.

5.17.3 Reacdo com extratos enziméaticos dialisados

Em um bal&o de fundo redondo foi adicionado 5 mL do extrato enzimatico
e 0,2 mM de benzonitrila (solubilizada em dimetilsulféxido). A reagéo continuou
a 28 °C e 150 rpm sob agitacdo durante 24 horas. O produto da reacao foi
extraido com acetato de etila, seco com sulfato de magnésio anidro e analisado
por GC-FID.

5.18 Determinacgéo da atividade enzimética

Em um tubo do tipo eppendorf de 2 mL, adicionou-se 1 mL tampé&o KH2PO
IK2HPO4 (0,1 M, pH = 7,5), benzonitrila (9,7 umol) e células inteiras de E. coli

(100 mg de peso umido). A reacao foi incubada a 28 °C durante 5 min e
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interrompida com adi¢éo de 0,1 mL de HCI 1M. As células foram removidas por
centrifugacdo a 5000 x g durante 10 min. A quantidade de benzamida foi
determinada por Cromatografia Gasosa com Detector de lonizacdo por Chamas
(GC-FID). A atividade especifica na producdo da benzamida foi definida como a
quantidade de células por miligramas que catalisa a formacdo de 1 ymol de

benzamida por minuto.

5.19 Reac0Oes de biocatalise com NHase comercial

Para determinar a especificidade do 1,4 fenilenodiacetonitrila, 1 mL de
tampéo fosfato de sodio (pH =7,0) enriquecido com solucéo traco de cobalto e
ferro e 5 YL de solucdo enzimatica foram adicionados em um tubo tipo ependorff
de 2 mL. Esta mistura foi deixada exposta a luz natural 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 1,0 mg (0,006 mmol) do substrato que
ficou sob agitacdo por 8h a 1000 rpm. As reacdes foram interrompidas pela
adicdo de acetato de etila e a fase organica foi analisada por GC-FID, para
determinacao da converséo.

A fim de se obter maior quantidade do produto aumentou-se a escala da

reacao como descrito abaixo:

e 10 mL de tampéo fosfato com 50 pL de solucdo enzimatica (NHase
009) e 10 mg do substrato.

e 50 mL de solucdo tampao com 250 uL da solucdo enziméatica
(NHase 009) e 50 mg do substrato. Ao fim de seis reacdes
enzimaticas com NHase 009 foram obtidos 250,4 mg do 4-

(cianometil)benzenoacetanamida.

e 100 mL de solucéo tampéo, 500 pL de solucdo enzimética NHase
001 e 017 e 100 mg do substrato. Ao fim de cinco reacdes foram

obtidos 357,0 mg do 4-(cianometil)benzenoacetanamida.
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5.20 Procedimento geral para obtencdo do composto 4-(2-propanona)

benzenoacetanamida (10)

Procedimento 1:

Em um baldo de fundo redondo de duas bocas, 0,5 mmol (87 mg) do 4-
(cianometil)benzenoacetanamida foram dissolvidos em 5 mL de THF anidro e
mantidos sob atmosfera de N2 por 10 minutos. Apos este periodo adicionou-se
gota-a-gota 2 mmol (0,7 mL) de MeMgBr (3M em Et20). O sistema foi mantido
sob agitacdo magnética a temperatura ambiente e refluxo. Apds 24h de reacao
a reacao foi acidificada com uma solucdo de HCI (1M) e permaneceu por
agitacao por mais 3 horas (Esquema 23). Transcorrido esse tempo a solucao foi
basificada com uma solucdo de aquosa de NHs (pH=9) e extraida com AcOEt e

analisada em GC-FID.

Esquema 23. Esquema para reacdo de Grignard com composto 5b

1) MeMgBr NH;
NH, THF, r.t, 24h /ﬁ\/©/\[r
NC 0 - ©

2) H,0, 3h 10

5b

Procedimento 2:

Em um balédo de fundo redondo de duas bocas, 0,5 mmol (87 mg) do 4-
(cianometil)benzenoacetanamida foram dissolvidos em 5 mL de THF anidro e
mantidos sob atmosfera de N2 por 10 minutos. ApdOs este periodo adicionou-se
gota-a-gota 2 mmol (0,7 mL) de MeMgBr (3M em Et20). O sistema foi mantido
sob agitagdo magnética a 50 °C e refluxo. Apds 24h de reacdo a reacao foi
acidificada com uma solucao de HCI (1M) e permaneceu por agitagcao por mais
3 horas (Esquema 24). Transcorrido esse tempo a solugao foi basificada com
uma solucdo de aquosa de NHs (pH=9) e extraida com AcOEt e analisada em
GC-FID.
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Esquema 24. Reacao de Grignard com composto 5b

1) MeMgBr NH,
NH2  ThE 50 °C, 24n )?\/O/\[r
NC o - o

+
2) H30, 16h 10

5b

5.21 Reacéo de transamidacao do 4-(cianometil)benzenoacetanamida (5b)

Em um frasco de vidro, adicionou-se 50 mg de CAL-B ( lipase de Candida
antarctica B imobilizada em resina acrilica, enzima comercializada com o nome
de Novozyme 435), 4-(cianometil)lbenzenoacetanamida (0,034 mmol, 6,0 mg),
MTBE (5 mL) e propilamina (0,05 mmol, 5,0 uL). Agitou-se a 50 °C por 24 h. O
produto bruto reacional foi analisado por CG-FID. Uma reacdo controle foi
realizada na presenca de 5b e propilamina empregando as mesmas condi¢des,

mas sem a CALB.
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E10. Espectro de massas (IE, 70 eV) do 2-amino-2- (4'-fluorofenil) acetamida 6b
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E14. Espectro de HMBC (600.13 MHz, MeOD) do 2-amino-2- (4'-fluorofenil) acetamida 6b
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Value
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Bruker BioSpin GmbH
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24
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(6421.2, 36231.9)
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(1H, 130)
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(2048, 1024)
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E15. Espectro de massas (IE, 70 eV) do 2-fenilbutiramida 7b
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E16. Espectro de RMN de 'H (600,13 MHz, CDCI3) do 2-fenilbutiramida 7b
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Value
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E17. Espectro de RMN de 3C (150,90 MHz, CDCI3) do do 2-fenilbutiramida 7b
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E18. Espectro de massas (IE, 70 eV) do composto 4-(2-propanona)benzenoacetanamida (10)
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Seql [Rhodococcus erythropolis ATCC 4277] nha gene, nitrila hidratase alfa subunidade

MSVTIDHTTENAAPAQAPVSDRAWALFRALDGKGLVPDGYVEGWKKTFEEDFSPRRGAELVARAWTDPDFRQLLLTDGT
AAVAQYGYLGPQGEYIVAVEDTPTLKNVIVCSLCSCTAWPILGLPPTWYKSFEYRARVVREPRKVLSEMGTEIASDVEIRV

YDTTAETRYMVLPQRPAGTEGWSREQLQEIVTKDCLIGVAVPQVPTV
Seg?2 [Rhodococcus erythropolis ATCC 4277] nha gene, nitrila hidratase beta subunidade

MDGVHDLAGVQGFGKVPHTVNADIGPTFHAEWEHLPYSLMFAGVAELGAFSVDEVRYVVERMEPRHYMMTSYYERYVIG
VAALMVEKGILTQEELESLAGGPFPLSRPSESEGRPARVDTTTFEVGQRVRVRDEYVPGHIRMPAYCRGRVGTIAHRTTEK
WPFPDAIGHGRNDAGEEPTYHVTFAAEELFGSDTDGGSVVVDLFEGYLEPAA

Seq3 [Rhodococcus erythropolis ATCC 4277] nha gene, nitrila hidratase ativador

MVDTRLPVTVLSGFLGAGKTTLLNEILRNREGRRVAVIVNDMSEINIDSAEVEREISLSRSEEKLVEMTNGCICCTLREDLLSEI
SALAADGRFDYLLIESSGISEPLPVAETFTFIDTDGHALADVARLDTMVTVVDGNSFLRDYTAGGRVEADAPEDERDIADLLVD
QIEFADVILVSKADLVSQQHLVELTAVLRSLNATAAIVPMTLGRIPLDTILDTGLFSLEKAAQAPGWLQELQGERTPETEEYGIG
SVVYRERAPFHPQRLHDFLSSKWTNGKLLRAKGYYWNAGRFTEIGSISQAGHLIRHGYVGRWWKFLPRDEWPADDYRRDG
ILDKWEEPVGDCRQELVFIGQAIDPSRLHRELDACLLTTAEIELGPDVWTTWSDPLGIGYTDQTV

E19. Sequéncia de aminoacidos das subunidades a e 3 e gene ativador da NHase de R.erythropolis ATCC4277



