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RESUMO 

 

A biocatálise consiste no uso de enzimas e outros catalisadores biológicos na 
transformação de substâncias orgânicas não naturais. Ela é uma ferramenta 
importante na síntese orgânica, já que as enzimas são seletivas, atuam em condições 
reacionais brandas e em solventes ambientalmente amigáveis. 
Entre os biocatalisadores disponíveis, as transaminases (ATAs) são enzimas 
dependentes de piridoxal-5-fosfato (PLP) que catalisam a transferência de grupos 
amino para aldeídos e/ou cetonas. Nesse trabalho foram estudadas as reações de 
aminação redutiva de cetonas proquirais, com foco em avaliar a presença de 
heterociclos e de um sistema insaturado nos compostos. Foram empregadas um 
conjunto de cinco enzimas selvagens recombinantes e uma enzima comercial. 
Quando se avaliou a presença do heterociclo na furilmetilcetona, foi observado que a 
conversão diminuiu drasticamente quando comparado a cetona acetofenona, 
indicando que a presença do heteroátomo no anel de cinco membros influenciou 
negativamente essa reação. Em relação a cetona α-β-insaturada 4-fenilbut-3-en-2-
ona, também foi demonstrado que a conversão caiu drasticamente em relação a seu 
análogo saturado 1-fenil-3-butanona (78 - >99%), e esse sistema foi posteriormente 
estudado com maior profundidade com o auxílio de técnicas de ancoragem molecular. 
As nitrilas hidratases (NHases) são enzimas amplamente empregadas 
industrialmente, que realizam a reação de hidratação enzimática de nitrilas a suas 
correspondentes amidas. Nesse trabalho primeiramente foi investigada a presença de 
uma NHase na bactéria Lysinibacillus boronitolerans CBMAI 2094, previamente 
identificada como um dos microrganismos responsáveis pela biodegradação do 
herbicida benzonitrilado Totril® através de triagens enzimáticas. Para identificação do 
gene responsável pela NHase foram usadas duas abordagens: uma abordagem in 
silico através de técnicas de bioinformática, e também através de reações em cadeia 
da polimerase (PCR) investigativas. Por meio das duas estratégias não foi possível 
identificar o gene correspondente a enzima de interesse. Posteriormente a reação de 
hidratação enzimática com a NHase de Rhodococcus erythropolis foi otimizada com 
o uso de maior porcentagem de DMSO como cossolvente no meio reacional, 
melhorando os resultados de conversão para as nitrilas testadas. Por fim a NHase de 
R. erythropolis foi usada como molde para a obtenção de variantes enzimáticas 
através de mutagênese sítio dirigida. Com auxílio de ancoragem molecular para 
determinação da localização das mutações pontuais, foram obtidas três variantes 
enzimáticas: W118A, W118D e W118H e elas foram empregadas em reações com 
um conjunto de nitrilas, 

 
Palavras chave: biocatálise, transaminases, nitrilas hidratases, mutagênese  

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 
Biocatalysis consists of the use of enzymes and other biological catalysts in the 
transformation of unnatural organic substances. It is an important tool in organic 
synthesis, since enzymes are selective, act under mild reaction conditions and in 
environmentally friendly solvents. 
Among the available biocatalysts, amine transaminases (ATAs) are pyridoxal-5-
phosphate (PLP)-dependent enzymes that catalyze the transfer of amino groups to 
aldehydes and/or ketones. In this work, the reductive amination reactions of prochiral 
ketones were studied, focusing on evaluating the presence of heterocycles and an 
unsaturated system in the compounds. A set of five recombinant wild-type enzymes 
and a commercial enzyme were used. When the presence of the heterocycle in the 
furylmethylketone was evaluated, it was observed that the conversion decreased 
dramatically when compared to the ketone acetophenone, indicating that the presence 
of the heteroatom in the five-membered ring negatively influenced this reaction. 
Regarding the α-β-unsaturated ketone 4-phenylbut-3-en-2-one, it was also shown that 
the conversion dropped dramatically compared to its saturated analogue 1-phenyl-3-
butanone (78 - >99%), and this system was later studied in greater depth with the aid 
of molecular anchoring techniques. 
Nitriles hydratases (NHases) are enzymes widely used industrially, which carry out the 
enzymatic hydration reaction of nitriles to their corresponding amides. In this work, we 
first investigated the presence of a NHase in the bacterium Lysinibacillus 
boronitolerans CBMAI 2094, previously identified as one of the microorganisms 
responsible for the biodegradation of the benzonitrified herbicide Totril® through 
enzymatic screening. Two approaches were used to identify the gene responsible for 
NHase: an in-silico approach through bioinformatics, and also through investigative 
polymerase chain reactions (PCR). Using the two strategies it was not possible to 
identify the gene corresponding to the enzyme of interest. Subsequently, the enzymatic 
hydration reaction with NHase from Rhodococcus erythropolis was optimized using a 
higher percentage of DMSO as a co-solvent in the reaction medium, improving the 
conversion results for the tested nitriles. Finally, R. erythropolis NHase was used as a 
template to obtain enzymatic variants through site-directed mutagenesis. Molecular 
docking was used to determine the location of point mutations, and three enzymatic 
variants were obtained: W118A, W118D and W118H which were used in reactions with 
a set of nitriles.. 
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1. Introdução geral 

 

 A Química verde e a importância de reações catalíticas 

 

Em 1998, com a publicação do livro Green Chemistry: Theory and Practice, da 

autoria de Paul Anastas e de John Warner, a Química Verde foi oficialmente 

reconhecida pela comunidade científica. No livro foram postulados os 12 princípios da 

química verde, representados na Figura 1, que servem como um guia para a aplicação 

da química verde na manufatura dos produtos químicos (SHELDON, 2016). 

 

Figura 1. 12 princípios da química verde 

 

Fonte: elaborada pela autora 

 

Em linhas gerais, pode-se sumarizar que a química verde está relacionada com 

a prevenção de poluição, através da minimização da geração de resíduos e do uso de 

substâncias tóxicas e perigosas na produção e aplicação de produtos químicos 

(SHELDON; WOODLEY, 2018). Nesse contexto, o design do produto se torna 

essencial, com a escolha de metodologias sintéticas sustentáveis, que englobem o 

maior número dos princípios da química verde possível.  

Uma das principais fontes da formação de resíduos na indústria farmacêutica e 

de química fina é o uso de reagentes em quantidades estequiométricas nas 

metodologias sintéticas (SHELDON, 2016). Como exemplo. podem ser citadas 
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reações de redução com metais e hidretos metálicos, além de reações de oxidação 

com permanganato ou reagentes de cromo (IV), sendo que a última possui o 

agravante da toxicidade do resíduo gerado (SHELDON; WOODLEY, 2018). Para 

substituir as antigas metodologias torna-se imprescindível o uso de alternativas 

catalíticas mais sustentáveis na síntese orgânica (SHELDON, 2017). 

 

 Biocatálise e química verde 

 

A biocatálise consiste no uso de enzimas e outros catalisadores biológicos na 

transformação de substâncias orgânicas não naturais (PELLIS et al., 2018). Ela é uma 

ferramenta importante na síntese orgânica, já que as enzimas catalisam as reações 

de forma potencialmente quimio, régio e estereosseletiva, além de atuarem em 

condições reacionais brandas (pH fisiológico, temperatura e pressão ambientes), e 

uso de solventes ambientalmente mais amigáveis. Elas ainda são oriundas de fontes 

renováveis, são biocompatíveis, biodegradáveis, e não são tóxicas ou perigosas 

(SHELDON; BRADY, 2022; TURNER; O’REILLY, 2013). 

Quando se compara as enzimas aos catalisadores comumente usados em 

reações orgânicas, (metálicos, organometálicos e organocatalisadores), elas 

apresentam algumas vantagens. Esses catalisadores muitas vezes exigem condições 

reacionais extremas (tais como temperaturas e pressões reacionais elevadas, além 

de longos tempos reacionais), e podem gerar resíduos ambientais, sendo necessário 

tratamento do resíduo gerado. Outro fato a ser considerado é a alarmante escassez e 

finitude desses metais (PORTER; RUSLI; OLLIS, 2016; SHELDON; PEREIRA, 2017). 

A biocatálise possui intrinsicamente algumas características que a aproximam 

dos princípios preconizados pela química verde, e tal relação está descrita no Quadro 

1, a seguir. 
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Quadro 1. A relação entre a biocatálise e os princípios da Química Verde. 

Princípio  Relação com a biocatálise 

1 A seletividade enzimática evita etapas reacionais, diminuindo 

a geração de resíduos 

2 As reações biocatalíticas apresentam alta economia atômica 

devido à seletividade das enzimas.  

3 Os biocatalisadores são biodegradáveis e possuem baixa 

toxicidade. 

4 Não se aplica apenas a processos biocatalíticos.  

5 A maioria das reações biocatalíticas acontecem em água ou 

solventes pouco tóxicos. 

6 Os biocatalisadores atuam em condições reacionais brandas, 

como pressão atmosférica e temperatura ambiente.  

7 As enzimas são provenientes de fontes renováveis.  

8 A alta seletividade dos biocatalisadores elimina a 

necessidade de etapas de proteção e desproteção.  

9 As enzimas são catalisadores eficientes.  

10 Não se aplica apenas a processos biocatalíticos.  

11 É aplicável a processos biocatalíticos. 

12 As condições reacionais são brandas e seguras para os 

operadores e para o meio ambiente. 

 

Fonte: Adaptado de (TEIXEIRA; MILAGRE, 2020b) 

 

 Biocatálise: breve histórico e seu contexto atual 

 

O uso das enzimas pelo ser humano remonta da antiguidade, onde 

microrganismos eram empregados em processos fermentativos (REETZ, 2013). 

Como um marco para o início da descoberta da ação desses biocatalisadores, em 

1837 os pesquisadores Liebig e Wöhler utilizaram um extrato bruto da amêndoa 

Prunus amygdalus, denominado por eles de emulsina, que continha a enzima 

hidroxinitrila liase (HNL) e observaram a formação de HCN a partir de um composto 
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que posteriormente foi identificado como (R)-mandelonitrila (Esquema 1) (HANEFELD; 

HOLLMANN; PAUL, 2022).  

 

Esquema 1. Reação catalisada pela enzima hidroxinitrila liase 

 

Fonte: Adaptado de (HANEFELD; HOLLMANN; PAUL, 2022) 

 

Anos mais tarde Rosenthaler, em 1908, também usou um extrato de amêndoas 

para sintetizar (R)-mandelonitrila a partir do benzaldeído, a reação reversa da reação 

observada em 1837 por Liebig e Wöhler (BEHRENS et al., 2011; BORNSCHEUER et 

al., 2012). Essa fase inicial de estudo das reações biocatalíticas foi posteriormente 

denominada como sendo a primeira onda da biocatálise. Nessa etapa eram utilizados 

como fontes de biocatalisadores principalmente extratos de tecidos de plantas ou 

animais e cepas microbianas selvagens, o que acarretava problemas, como baixos 

rendimentos devido a reações paralelas e falta de estabilidade dos biocatalisadores 

(Figura 2) (BORNSCHEUER, 2018; BORNSCHEUER et al., 2012; REETZ, 2013). 

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante no final dos anos 80, a 

biocatálise passou por um grande crescimento, no que foi então chamada de segunda 

onda da biocatálise (BORNSCHEUER et al., 2012). Enzimas foram clonadas em 

vetores e assim expressas em células de organismos procariotos ou eucariotos como 

E. coli ou S. cerevisiae, respectivamente, aumentando sua produção, e tornando os 

processos biocatalíticos vantajosos em nível industrial (Figura 2). Nessa época os 

estudos de mutagênese sítio dirigida tiveram início, e as propriedades dos 

biocatalisadores começaram a ser modificadas de maneira a aumentar o escopo de 

substratos aceitos pelas enzimas e assim aumentar seu uso na indústria farmacêutica 

e de química fina (BORNSCHEUER, 2018; BORNSCHEUER et al., 2012). 

Nos anos 1990, com o trabalho de pesquisadores como Frances Arnold e Pim 

Stemmer, a terceira onda da biocatálise teve seu início (BORNSCHEUER et al., 2012). 

Foram desenvolvidas técnicas de evolução dirigida de enzimas, como DNA shuffling 

e epPCR (error-prone PCR – PCR: reação em cadeia da polímerase), e assim 

mutações foram introduzidas nas proteínas, adaptando os biocatalisadores para as 
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condições do processo, por exemplo, aumentando sua estabilidade, escopo de 

substratos e reações catalisadas. (BORNSCHEUER et al., 2012; DE SOUZA; 

MIRANDA; BORNSCHEUER, 2017; REETZ, 2013). Com essas tecnologias tornou-se 

possível nos dias atuais aperfeiçoar uma enzima para um determinado processo, e 

não é mais necessário modificar o processo para acomodar a enzima disponível, 

como era necessário há 25 anos (BADENHORST; BORNSCHEUER, 2018; PELLIS 

et al., 2018).  

Um exemplo de uma enzima sendo modificada para se acomodar a um 

processo já desenvolvido industrialmente, é a obtenção da Sitaglitina (Figura 4), pela 

Merck. Empregando como biocatalisador a ATA-117 da codexis, após um total de 27 

mutações, a enzima foi modificada de modo a acomodar a cetona volumosa 

prositagliptina em seu sítio ativo, além de operar em condições diferentes das 

naturais, com alta concentração de DMSO no meio reacional (50%), temperatura 

elevada (45 °C), além de alta concentração do substrato (100 g L-1) (TEIXEIRA, 

MILAGRE, 2020). 

 

Figura 2. Ondas da biocatálise. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

Atualmente a biocatálise está prosseguindo para a quarta onda 

(BORNSCHEUER, 2018). Com o trabalho do The Arnold Group, liderado pela 

professora Frances Arnold, enzimas monoxigenases do citocromo P450 foram 

modificadas geneticamente para catalisar reações não existentes na natureza, criadas 
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por químicos orgânicos sintéticos. Entre elas reações de ciclopropanação através de 

transferência de carbenos (COELHO et al., 2013) e reações de aminação C-H através 

de transferência de nitrenos (PRIER et al., 2017). Foram também desenvolvidas 

enzimas que catalisam a formação de ligações Si-H (KAN et al., 2016) e B-H 

(JENNIFER KAN et al., 2017), fornecendo aos seres vivos a primeira atividade de 

formações de ligações carbono-silício e carbono-boro (ARNOLD, 2018; 

BORNSCHEUER, 2018; HAMMER; KNIGHT; ARNOLD, 2017). Essas reações 

encontram-se representadas na Figura 3.  

Figura 3. Reações não-naturais de enzimas desenvolvidas pelo grupo da professora Frances 

Arnold. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

A relevância da contribuição das pesquisas do The Arnold Group para a 

sociedade foi evidenciada pelo Prêmio Nobel de Química 2018, que laureou Frances 

H. Arnold com metade do prêmio pelas suas contribuições na área de “Evolução 

Dirigida de Enzimas” e a outra metade foi dividida entre George P. Smith e Sir. Gregory 

P. Winter “pelo desenvolvimento da tecnologia phage display de peptídeos e 

anticorpos (ARNOLD, 2019). 

Em razão dos avanços recentes proporcionados pela terceira onda da 

biocatálise, principalmente evolução dirigida e engenharia de proteínas, aliados aos 

progressos nas técnicas de sequenciamento de genomas e a síntese de genes, a 

biocatálise passou a ser mais amplamente empregada pela indústria, principalmente 

no setor farmacêutico na síntese de IFAs (ingrediente farmacêutico ativo). Com o 

auxílio das técnicas citadas acima, o sucesso do emprego das enzimas pelas 

indústrias farmacêuticas foi evidenciado com a alta seletividade, rendimentos e 

excessos enantioméricos elevados, além de eliminação de usos de metais pesados, 
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cuja eliminação a um nível aceitável, requerido na síntese de fármacos, gera custos 

elevados (SHELDON; WOODLEY, 2018).  

Entre os exemplos bem sucedidos de processos biocatalíticos na síntese de 

IFAs podem ser citadas a obtenção do montelucaste (Singulair) (LIANG et al., 2010), 

síntese da cadeia lateral da atorvastatina (Lipitor) (MA et al., 2010) e a obtenção da 

sitagliptina (Januvia) (SAVILE et al., 2010), como pode ser observado na Figura 4. 

 

 

 Figura 4. Exemplos de aplicações de processos biocatalíticos na indústria farmacêutica 

 

Fonte: Adaptado de (TEIXEIRA et al 2022) 

 

Ilustrando a relevância do uso de catálise enzimática em nível industrial, a 

quantidade de processos biocatalíticos reportados em indústrias vêm apresentando 

uma tendência de aumento nos últimos anos: havia cerca de 60 processos em 1990, 
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134 em 2002 e em 2019 esse número já era da ordem de algumas centenas 

(HECKMANN; PARADISI, 2020). 

Apesar da biocatálise estar evoluindo para uma quarta onda no setor global, no 

Brasil as pesquisas ainda não se encontram nesse nível. Em artigo de revisão 

publicado em 2015, Birolli e colaboradores realizaram uma revisão do estado da 

biocatálise no Brasil e, apesar do crescimento na área, no país as pesquisas ainda se 

encontram em grande parte restritas ao emprego de células selvagens sem expressão 

da enzima de interesse, ou de enzimas microbianas já disponíveis comercialmente 

(BIROLLI et al., 2015). 

 Surfando na terceira onda: as estratégias disponíveis para realizar as 

modificações nas enzimas  

 

As estratégias disponíveis para a modificação de enzimas podem ser divididas 

entre três categorias principais, sendo elas (1) evolução dirigida, (2) design racional e 

(3) design semirracional, como ilustrado na  

 

 Figura 5. A principal diferença nas abordagens das estratégias mencionadas 

são: a necessidade de conhecimentos prévios da estrutura tridimensional da enzima 

e o número de mutantes enzimáticos gerados pelas técnicas, o que implicará 

diretamente em maior ou menor demanda nas etapas de ensaios de triagens 

enzimáticas para seleção dos candidatos mais promissores (BEHRENS et al., 2011). 

 

 Figura 5. Estratégias para obtenção das modificações nas enzimas 

 

Fonte: (TEIXEIRA; MILAGRE, 2020b) 
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Nas técnicas de evolução dirigida (Figura 5a), são criadas grandes bibliotecas 

de mutantes através de mudanças randômicas na sequência primária da enzima 

(BEHRENS et al., 2011). Cada mutante recém criado é submetido a ensaios de 

triagem enzimática para a propriedade de interesse e os melhores hits são 

selecionados e submetidos a novos ciclos de mutações, a fim de aperfeiçoar a 

característica escolhida, como por exemplo atividade enzimática, termoestabilidade, 

seletividade, dentre outras (OTTEN; HOLLMANN; ARENDS, 2010). 

O design racional (Figura 5c), por sua vez, é baseado em mutações pontuais e 

específicas que dependem de conhecimento prévio da estrutura (primária, secundária 

e terciária) da enzima, além do domínio de técnicas de bioinformática e de modelagem 

molecular para prever as relações entre estrutura-atividade para a criação dos 

melhores mutantes (REETZ; KREBS, 2011). Já o design semirracional (Figura 5b) é 

uma combinação das duas estratégias anteriores e utiliza informações estruturais 

previamente identificadas em enzimas correlatas à enzima de interesse, quando esta 

não possui tais informações, e as utiliza no direcionamento das etapas de mutações 

randômicas (MARTÍNEZ; SCHWANEBERG, 2013). 
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