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RESUMO

Triagem de alto desempenho na deteccido de atividade de epoxido-hidrolases e

monooxigenases utilizando células integras
Palavras-chave: Triagem de alto desempenho, ensaios enzimaticos, epoxido-hidrolases,
monooxigenases.

A biocatalise ¢ uma area multidisciplinar de pesquisa, na qual as novas tecnologias t€ém
sido desenvolvidas rapidamente a fim de oferecer opgdes e solu¢des nicas aos diversos desafios
encontrados em sintese organica, atuando em complemento com a quimica sintética tradicional.
Frente a necessidade de acompanhar o progresso desta area, este trabalho visa a implementacao
de metodologias de triagens de alto desempenho (HTS) que permitam a deteccdo do potencial
enzimatico microbiano de uma forma simples e rapida. Este trabalho esta dividido em dois
topicos principais: epoxido-hidrolases (EH) e monooxigenases (MO). Cada um dos topicos
relatard a sintese das sondas fluorogénicas que foram utilizadas nos testes de HTS e, em seguida,
encontrar-se-a os resultados de avaliagdes preliminares destas sondas com diferentes
concentracdes celulares e de reagentes. As melhores condigdes para os testes com células
microbianas foram encontradas e empregadas para avaliar diferentes microrganismos
provenientes do bioma brasileiro ou de cole¢des de cultura brasileiras. Os resultados obtidos com
as sondas fluorogénicas foram comparados com os relatados na literatura ou os obtidos no nosso
laboratério. No topico de EH, foram empregadas, ainda, sondas quirais que permitiram a
determinacdo de velocidades iniciais e excessos enantioméricos das reagdes. Foi realizada a
adaptagdo do teste de adrenalina para detec¢do de EH nos microrganismos utilizando 23
substratos comerciais, associando o potencial dos ensaios de HTS com substratos de interesse.
Por ultimo, foram realizadas reacdes de biotransformacdes via biocatalise convencional de
microrganismos que apresentaram resultados mais interessantes nos ensaios de fluorescéncia. Por
meio destas biotransformagdes, foi possivel detectar processo de estereoinversio do 1,2-
octanodiol catalisado por 4. niger CCT 1435 com >80% de rendimento e 90% ee e processos de
resolugdo cinética catalisados por B. pumilus CBMAI 0008, CBC 008 ¢ CBC 009 ¢ 4. niger CCT
4846. A diferenciacao do tipo de MO (Baeyer-Villiger monooxigenase e hidroxilase) detectadas
em T. cutaneum CCT 1903, R. oryzae CCT 4964, AMA 7 e o fungo CCT 5632 foi também obtida

por biocatalise convencional.
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ABSTRACT
High-Throughput screening in enzyme assays for epoxide hydrolases and

monooxygenases activity detection using whole cell

Key words: High-throughput screening, epoxide hydrolase, monooxygenase, enzyme assays

Biocatalysis is a multidisciplinary area, where new technologies are developing rapidly in
order to offer unique options and solutions to different organic chemistry problems,
complementing the classical synthetic chemistry. Facing the need imposed by progress in this
area, this project aims at the implementation of high-throughput screening (HTS) methodologies
allowing an easy and direct method to detect enzymatic activity using whole cells. This thesis is
divided in two main topics: epoxide hydrolases (EH) and monooxygenases (MO). Each topic will
report the synthesis of the fluorogenic probes used in the HTS assays and their application in
preliminary evaluations with different cellular concentrations and reagents. The best experimental
conditions with microbial cells were found and employed to evaluate microorganisms from
Brazilian culture collections or isolated from national biomes. The fluorogenic assay results were
compared with those in the literature or those obtained in our laboratory. In the EH topic, chiral
probes were used, which allowed the initial velocity measurements and enantiomeric excess
calculations. Additionally, the adrenaline test was applied to the epoxide hydrolases detection in
microorganisms using 23 commercials substrates. This methodology associates the potential of
the HTS assays with substrates of interest. Finally, the HTS outstanding results were better
investigated by conventional catalysis. Therefore, using this approach we were able to provide
evidences of the stereoinversion process of 1,2-octanediol catalyzed by 4. niger CCT 1435 (yield
> 80% with 90% ee), and the kinetic resolution of 1,2-octanediol by B. pumilus CBMAI 0008,
CBC 008, CBC 009 and 4. niger CCT 4846. The differentiation between the monooxigenases
(Baeyer-Villiger monooxygenase and hydroxilase) detected in 7. cutaneum CCT 1903, R. oryzae
CCT 4964, AMA 7 and the fungus CCT 5632 was also provided by conventional biocatalysis.
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Abreviaturas, Siglas e Simbolos.

HTS

EH

MO

BV
BVMO
CCT
CBMAI

CBC
CLAE
CCD
CG

EM
CG-EM
CG-FID

TMS
CDCl,

CDOD;
ELISA
PCR
FRET
BODIPY

“High-Throughput Screening” ou Triagem de alto
desempenho

epoxido-hidrolase

monooxigenase

Baeyer-Villiger

Baeyer-Villiger monooxigenase

Colegao de Culturas Tropicais

Colecao Brasileira de Microrganismos do Ambiente e da
Industria

Colec¢ao do Laboratorio de biocatalise

cromatografia liquida de alta eficiéncia

cromatografia em camada delgada

cromatografia gasosa

espectrometria de massas

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
cromatografia gasosa acoplada ao detector de ionizacao de
chama

elétrons-volt

impacto eletronico

razao entre a massa e sua respectiva carga elétrica

ion molecular

ressonancia magnética nuclear

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
ressonancia magnética nuclear de carbono treze
"Distortionless Enhancement by Polarization Transfer"
hertz

megahertz

constante de acoplamento

deslocamento quimico em partes por milhao
tetrametilsilano

cloroférmio deuterado

metanol deuterado

“Enzyme-linked immunosorbent assay”

Reacao em Cadeia da Polimerase

transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia
“Boron dipyrromethene difluoride”
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PLA,
kcat

Km

ee

E
DNA
Asp
His
Glu
Tyr
ATP
NADH
NADPH

FMN
FAD
HLADH
BSA
TEMPO
NMO
MCPBA
DMF
TBSC1
PCC
PBS
u.fir.
UV/VIS
1A

DO

fosfolipase A,

Constante de volocidade catalitica
Constante de Michaelis

excesso enantiomérico

razao enantiomeérica

acido desoxirribonucléico

acido aspartico

histidina

acido glutamico

tirosina

adenosina trifosfato

forma reduzida do dinucleotideo de nicotinamida e adenina
forma reduzida do dinucleotideo de nicotinamida e adenina
fosfatada

mononucleotideo de flavina
dinucleotideo de flavina ¢ adenina
alcool desidrogenase de figado de cabalo
albumina de soro bovino
N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina
N-6xido de N-metilmorfolina

acido m-cloroperbenzoico

N, N-dimetilformamida

cloreto de #-butil dimetilsilano

cloro cromato de piridinio

tampao fosfato salino

unidade relativa de fluorescéncia
ultravioleta/visivel

infravermelho

densidade optica

XVi



INDICE GERAL

LT INTRODUGCAO <.ttt 3
1.1 CONSIDERACOES GERAIS.......coooiviviieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeveeeeeeev e, 3
1.2 ENSAIOS ENZIMATICOS ..ot ssessess s 5
1.3 TRIAGEM DE ALTO DESEMPENHO APLICADA AOS ENSAIOS
ENZIMATICOS ..ot 9
1.3.1 Ensaios com substratos marcados..........cccvvveeeeereiirieeeeeniiiiieeeeeesivneeennn 11
1.3.1.1 Substratos fluorogénicos e cromogénicos associados a B-eliminagao
..................................................................................................................... 11
1.3.1.2 Substratos fluorogénicos associados a Transferéncia de Energia de
Ressonancia de FIUOTeSCENCIA.......ccceveevviiiieiieeiiiiee e 15
1.3.1.3 Substratos com marcagao 1SOtOPICA.....cccuvrrerrrrreeerrreeererreeennreeeeenes 16
1.3.1.4 Outros substratos marcados..........cccveeeeivieeeriiieeeiiiee e 21
1.3.2 Ensaios com substratos ndo modificados..........cccceeevevieeeniieieniiiee e, 22
1.3.2.1 Ensaios fundamentados na detec¢ao do ponto final da reagao
(ENAPOINE @SSAYS) .vvvreeiiiieeeiiiieeeiiieeeeiite e et e e eitee e et eeeenreeeeeereeeesanaeeeennes 23
1.3.2.2 Ensaios com detecgao em tempo real........ccccvvveeeviiieenciieeenieeeenee, 27
2. 0OBIETIVOS . ...ttt ettt et et e e e e saaeeea 33
3. TRIAGEM DE EPOXIDO-HIDROLASES ......coioeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 37
3.1. CONSIDERACOES GERALIS ...ttt 37
3.1.1 Ocorréncias e tipos de epoxido-hidrolases...........ccceeevvveeercrieeeniieeeennne. 38
3.1.2 Estrutura e mecanismo de reagao de epoxido-hidrolases........................ 41
3.2 TRIAGEM ENZIMATICA DE ALTO DESEMPENHO COM SONDAS
FLUOROGENICAS PARA DETECCAO DE EPOXIDO-HIDROLASES........ 43
3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES .....oovieiieeieeeeeeeeeeeeeeee e 46
3.3.1 Preparacdo das sondas fluorogénicas 3.5 € 3.6 .......cccceveevrveeeecveeennnnnenn. 46
3.3.2 Sondas fluorogénicas enantiomericamente enriquecidas para detecg¢ao de
ePOXIAO-h1dIOlaSeS.....c.eeviiiieeeeieeee e 49
3.3.2.1 Consideragao geral .........ccceeeviiiieeiiiiieeiiie et e 49
3.3.2.2 Sondas para deteccao de EH enantiomericamente enriquecidas....... 50
3.3.3 Adaptagao de HTS com células integras na detec¢ao de epoxido-
NIATOIASES ... eeeieeeiieeee e e e e e e e e e e e e enaees 52
3.3.3.1 Efeito das concentragdes microbinas na oxidacao do diol................ 52
3.3.3.2 Efeito das concentragdes microbianas na biotransformacao das
0] 116 & T PP 55
3.3.3.3 Efeito da concentragdo de periodato na oxidacao do diol................. 56
3.3.4 Ensaios de HTS para deteccao de EH por meio das sondas fluorogénicas
B € 300 e e et e et e e e e e abeeenaeaenes 57
3.3.4.1 MICIOTZANISINOS. ...ccuuvveeeeeiiieeeiirieeeeiieeeeireeeeerreeeesareeeeesseeeesanneeeennns 57

xXvii



3.3.4.2 Resultados € dISCUSSOES .....uuviiieeeeeieeee e e e e e eeeaen 60

3.3.4.3 Conclusao parcial ..........ccceeeeuviiiiiieeiiiieee e 65
3.3.5 Ensaios de HTS para deteccdo de epoxido-hidrolases utilizando sondas
enantiomericamente enriqUECIAAS. .....cccuveiierriieeriiieeeiiiee et e eeeee e e e 66

3.3.5.1 Resultados € diSCUSSOES......uueeurreriireriiieeiieeeieeeieeeeiee et eeiee e ens 66

3.3.5.2 Conclusao parcial ..........ccceeevuviiiiieeeiiiieee e 72

3.4 HTS UTILIZANDO SUBSTRATOS NAO MODIFICADOS PARA
DETECCAO DE EPOXIDO-HIDROLASES......c.coovoiieeeeeeeeeeeeeee e 73
3.4.1 ConsSideragies ZETAIS .......cccvrreerurireeririeeeiireeeeireeeesreeeeesreeeeesreeeesaneeas 73
3.4.2 Resultados € diSCUSSOES .....uvvveeeruiiiieiiiiieeeiiiee ettt eieee e e 76
3.4.3 Conclusao parcial .........c.ueeeieiieiiiiiiieeeeeee e e 79
3.5 VALIDACAO DOS ENSAIOS DE HTS PARA EPOXIDO-HIDROLASES
VIA BIOCATALISE CONVENCIONAL ....c.o.otvuiiiieiieieeieeienineeeseessseeneeees 80
3.5.1 Resultados € diSCUSSOES ...cuvvvieeruiiiieiiiieeeiiiee ettt e 80

3.5.1.1 Reagdes biocataliticas com Bacillus pumilus CBMAI 0008 e

Aspergillus niger CCT 1435 .ottt 80

3.5.1.2 Reagdes biocataliticas com (%)-1,2-epoxioctano...........c.ceeeeuvveennnnee. 85

3.5.1.3 Reagdes biocataliticas com (%)-1,2-octanodiol.............cceeeeeuvreennnee. 91

3.5.1.4 Reagdes biocataliticas com 1-hidroxi-2-octanona............................ 95
3.5.2 Conclusao parcial .........c.coeeeiiieeiiiiie e 98

4. TRIAGEM DE MONOOXIGENASES (MO) ...ccovieiiieeiieeeieeeeeeevee e 101
4.1. CONSIDERACAO GERAL .......cocoovoiirieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 101
4.1.1 Baeyer-Villiger MONOOXIZENASES......ccvvrreerruirreerireeeeireeeenireeeenneeeennns 102
4.1.1.1 Ocorréncias e tipos Baeyer-Villiger monooxigenases.................... 104
4.1.1.2 Estrutura e mecanismo de reacao Baeyer-Villiger monooxigenases
................................................................................................................... 106
4.2 TRIAGEM ENZIMATICA DE ALTO DESEMPENHO PARA DETECCAO
DE MONOOXIGENASES (MO) ..cuviiiiiiieiiieeiee ettt 109
4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES .....cooiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 112
4.3.1 Preparagao da sonda fluorogénica 4.4 para deteccdo de monooxigenases
....................................................................................................................... 112

4.3.2 Sondas fluorogénicas 4.15 — 4.18 para detec¢do de monooxigenases .. 114
4.3.3 Adaptacao de HTS com células integras para detec¢ao de

TNONOOXIZEIIASES +veeuvvvreeeerrreraerreeersrreeessreeeasasseeeasseeessssseeesnsseessssseessssseesnnnes 116
4.3.4 Ensaios de HTS para detec¢do de monooxigenases por meio das sondas
fluorogenicas 4.15 — 418 ......ooiiieiiieee e 119
4.3.5 Conclusao parcial ...........cocceiiiieeeiiiiiiiee e 123
4.4 VALIDACAO DOS ENSAIOS DE HTS PARA MONOOXIGENASES VIA
BIOCATALISE CONVENCIONAL ..ottt 125
4.4.1 Resultados € dISCUSSOCS .....ceuvreerruriieiiiiieeriiieeeeieeeeeiieeeesireeeeiieee e 125



4.4.1.1 Reagoes biocataliticas com Trichosporon cutaneum CCT 1903 .... 125
4.4.1.2 Reacodes biocataliticas com Rhizopus oryzae CCT 4964, AMA 7 e o

fUNZO CCT 5632, ettt e e e aae e ssaeeeaaeeenneas 129
4.4.1.3 Conclusao parcial ..........ccccuueeeeiuiiieeciiiie ettt 130
5 CONCLUSAO GERAL ....c.ovuiiiiiriiititistieee et 133
6 PARTE EXPERIMENTAL.......ooiiiiieiieie ettt e 137
6.1 REAGENTES E SOLVENTES ......ooiiiiiiieee e 137
6.2 METODOS CROMATOGRAFICOS.......covvereiiinrieiineineieeinee oo, 137
6.3 METODO ESPECTROMETRICO DE RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR . ...ttt ettt et e et e st e e saessnsaeenseeenneeens 139
6.4 METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS UV/VIS E DE
FLUORESCENCIA ..ottt 140
6.5 OUTRAS MEDICOES .....cccouiiiiiiiiniineinineieineiesieeseieesssesse e 141
6.6 MICRORGANISMOS ...ttt 141
6.6.1 Manutencao e reativacao das linhagens em estudo..........cccceevuveeennenn. 142
6.6.1.1 Para ensaios de triagem de alto desempenho...........cccccveveeeveeenne. 142
6.6.1.2 Para ensaios biocataliticos cOnvencionais ...........c.ccceeeeeeveeeeeeveeeennne. 143
6.6.1.3 Meios de cultivo destinados & manutengao e reativacao das linhagens
&3 I EY10 T [0 TP 143
0.6.1.3.1 Meio NB ..ottt e 143
0.6.1.3.2 MeIO YM ..ottt e 144
0.6.1.3.3 Meio ME.......oiiiiiiiieee et 144
6.6.1.3.4 Mei0 hipertOniCo ........cccuvveieeeiciiiiiiee e e e 144
6.6.1.3.5 Meio de Xilana de bétula..........cceeeveeeeiiiiiiiiiiiieeeeeee, 144
6.6.1.4 Preparacao de Solugdo Tampao de Sorensen (Na,HPO,— KH,PO,)
................................................................................................................... 145
6.6.2 Procedimentos gerais adotados no laboratorio de biocatalise............... 146
6.7 TRIAGEM DE EPOXIDO-HIDROLASES......c.ooeteteeeeeeeeeeeeeeereeeeees 146
6.7.1 Preparacao de sondas fluorogénicas para deteccao de EH.................... 146
6.7.1.1 Procedimento geral para as reacdes de tosilagao.........ccceeeeuvvennnnee. 146
6.7.1.1.1 4-toluenossulfonato de 3-butenila (3.1).....ccceeverviieeiieeinnnennn. 147
6.7.1.1.2 4-toluenossulfonato de 3-hexenila (3.2) .....cccovvvviieeeeecnnnnennn. 147
6.7.1.2 Procedimento geral para as reacdes de alquilag@o.............ccuueee..ee. 148
6.7.1.2.1 7-(3-butenoxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (3.3) .......ccceeeeeuvreennne 149
6.7.1.2.2 7-(3-hexeniloxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (3.4).........ccccuuveee... 150
6.7.1.3 Procedimento geral para as reacdes de epoxidagdo...........cueeen.ee. 151
6.7.1.3.1 7-(3,4-epdxi-butoxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (3.5) ............... 151
6.7.1.3.2 7-(3,4-epoxi-hexiloxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (3.6) ............ 152
6.7.1.4 Procedimento geral para as reacdes de di-hidroxilagao.................. 153
6.7.1.4.1 7-(3,4-di-hidroxi-butoxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (3.7) ........ 153

X1X



6.7.1.4.2 7-(3,4-di-hidroxi-hexiloxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (3.8) ..... 154

6.7.2 Adaptagao de HTS com células integras para deteccao de EH............. 155
6.7.2.1 Influéncia da concentragao celular na oxidagao do diol.................. 155
6.7.2.2 Influéncia da concentracao celular na catalise das sondas.............. 156
6.7.2.3 Influéncia da concentracao de NalO, no sistema do ensaio ........... 156

6.7.3 HTS para deteccao de EH com as sondas fluorogénicas ...................... 156
6.7.3.1 MICIOTZANISINOS. ......vvieeeiiieeeiiiieeeiiieeeeireeeesteeeeeereeeesseeeeensseeeennnns 156
6.7.3.2 Preparagao de SOIUGOES. .....ccevuvieeeiiiieeeiiiee ettt 157

6.7.3.2.1 Solugdes estoque das sondas fluorogénicas............c.cccuven.e. 157
6.7.3.2.2 Solugao tampao borato 20 mM pH 8,8 .........cccccvvviiiiieiinnnennn. 157
6.7.3.2.3 Solugao de periodato de SOAI0 ........cccevuvvviieeeeiiiiiiieeeeiiee. 157
6.7.3.2.4 Solucao de BSA ... 157
6.7.3.3 Experimento de calibra¢do de curva padrdao de umbeliferona........ 158
6.7.3.4 Montagem das reagdes de HTS para EH com sondas fluorogénicas
................................................................................................................... 158

6.7.4 HTS para detec¢ao de EH com substratos nao modificados (Teste de

Te 1S 111 T U0 ) SRS PRRTPRR 159
6.7.4.1 MICIOTZANISINOS. .....uvvieieiiieeeeiieeeeeiieeeecireeeesereeeesereeeeseeeeeeneseeeennnns 159
6.7.4.2 Preparacao geral das SOIUGOES .....ccvveeeeivieeiiiiie et 159

6.7.4.2.1 Solugdes estoque dos SUbSLIatos ..........ccccvveeeriiveeeeciereeriieeens 159
6.7.4.2.2 Solucao de periodato de SOAI0 .......cueveeeviiieeriiieeeiieeeiieeae 160
6.7.4.2.3 SolugOes tamMPAOD ....ccceererriireeeeeiiiiieeeeeciieee e e eeerrree e e e eerreeee s 160
6.7.4.2.4 Preparagao de solugao de cloreto de adrenalina..................... 160
6.7.4.3 Montagem do teste de adrenalina............ccoeeceveeeviiieeiniiieeeiiee e 161

6.7.5 Validacao dos ensaios de HTS para deteccao de EH via biocatalise

CONVENCIONAL....eeiiiiiiiiiiiie et et e e e e 161
6.7.5.1 MICIOTZANISINOS . ...cccuuvvrereeeeiiriieeeeeesirreeeeeeesnerreeeeeeasnrreeeeeessnsnseeeens 161
6.7.5.2 SUDSIIALOS ...eeeeiiieeiiiiieeeiiee et e e e e e eaaeeeenes 162

6.7.5.2.1 Sintese de (#)-1,2-octanodiol (3.24) .....ccccveeevveeeeciireeeiieeens 162
6.7.5.2.2 Sintese de (#)-4-hexil-2,2-dimetil-[1,3]dioxolano 3.25 (técnica

) T RSP RRUURRURUPRIURI 163
6.7.5.2.3 Sintese de (#)-4-hexil-2,2-dimetil-[1,3]dioxolano 3.25 (técnica

) TSRS 164

6.7.5.2.4 Sintese de 1-hidroxi-2-octanona (3.28) .......ccceeevvveeeeeecnnnenn.. 165

6.7.5.3 Montagem das reacdes biocataliticas para epoxido-hidrolases....... 167

6.7.5.3.1 (#)-1,2-epoxioctano (3.23) como substrato...............cccuuo.ee... 167

6.7.5.3.2 (#)-1,2 octanodiol (3.24) como substrato .............c..cceeuunneee... 169

6.7.5.3.3 1-hidroxi-2-octanona (3.28) como substrato...............ccue...... 169

6.8 TRIAGEM DE MONOOXIGENASES .......coooiiiiieeieeeeeeeeee e 170

XX



6.8.1 Preparagdo das sondas fluorogénicas para detec¢ao de monooxegenases

....................................................................................................................... 170
6.8.1.1 Preparagao da substancia padrao 4.14 ........cccceeevvviveencieeeeriieeee 170
6.8.1.1.1 3-hidréxi-propil-p-toluenossulfonil éter (4.12)..........cc.......... 170
6.8.1.1.2 3-acetdxi-propil-p-toluenossulfonil éter (4.13)........ccceeueee.e. 171
6.8.1.1.3  3-acetoxi-propil-7-umbeliferil éter (4.14).......cccvveveeeennnneenn. 172
6.8.2 Adaptagdao de HTS com células integras para detecgao de
TNONOOXIZEIIASES +eeeuvvvreeererrrerasrreeeaierreesarsseeessseeeeassseeessssseesansssessssseessnsssessnses 173
6.8.2.1 Estabilidade das sondas em diferentes solu¢des tampao ................ 173
6.8.2.2. Emissao de fluorescéncia dos produtos em diferentes solugdes
L €200 010110 JR USRS USSP 174
6.8.3 Triagem de alto desempenho com sondas fluorogénicas para deteccao de
TNONOOXIZEIASES .veeuvvvreeeerrreesrrereaisrreeeasreeessseeeeasseseesssseessssseeessssseesssssseesnnnes 174
6.8.3.1 MICIOTZANISINOS . ...cccuuvrrireeeeriiiiieeeeeesiireeeeeeeserreeeeeessnrreeeeeeessnnseeeens 174
6.8.3.2 Preparacao de SOIUGCOES........cuvvviieeeeeciiiiiie e 174
6.8.3.2.1 Solucao de BSA ... 175
6.8.3.3 Montagem das reagdes de HTS para monooxigenases com sondas
fTUOTOZENICAS ...eeeiviieeeiiee ettt e e e et e e e era e e e enaaeeeenes 175
6.8.4 Validacao dos ensaios de HTS para deteccdo de monooxigenases via
biocatdlise CONVENCIONAL..........cccuiiieiiiiiieeiiiie et 176
6.8.4.1 MICIOTZANISINOS.......vvieieiiieeeeiieeeeiiieeeeireeeesrreeesereeeessaeeeensseeeennnns 176
6.8.4.2 Substratos Utilizados. .......c.eeeeeviiiieriiiiiiiiieeeeeee e 176
6.8.4.3 Montagem das reacdes biocataliticas para monooxigenases .......... 177
6.8.4.3.1 Trichosporon cutaneum CCT 1903.............ccoeviriiiieiecinneennn. 177
6.8.4.3.1.1 Caracteriza¢ao de 6-endo-hidroxicanfora........................ 178
6.8.4.3.2 Ensaios de multi-biorreacdo com Rhizopus oryzae CCT 4964,
AMA 7 €0 fungo CCT 5632 ....uoiiiiiieieeeieeeeee ettt 179
T ANEXO ..ottt ettt ste e e tte e st e e tae e s bae e s beeertaeennseeentbeeenreeesaeeesaeens 183
INDICE DE ESQUEMAS
Esquema 1 — Diferentes formas de deteccao ou de monitoramento da conversao de
UM SUDSLrAto NUM PrOAULO. ..., 5
Esquema 2 — Determinagéo estrutural e analise funcional de enzima.”................... 6

Esquema 3 - Selecdo de enzimas e microrganismos naturais ou melhorados a partir

da biodiversidade e bibliotecas enomicas.”............cooveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenae 8

Esquema 4 — Esteres ¢ amidas de nitrofenil e umbeliferil utilizados na detec¢io de

atividade enzimatica RIATOLITICAS. covuuiieeneeieee e e e e e e e e eeeeeeaaeeeeeaeaees 12

XX1



Esquema 5 - Ensaio para deteccao de alcool desidrogenase (ADH) acoplado a
reacdo de B-elimina¢do mediada por albumina de soro bovino (BSA)." ........ 13

Esquema 6 - Representagao esquematica do ensaio fluorogénico acoplado com
periodato de sodio e BSA para deteccao de enzimas hidroliticas. As ligacdes de

cor vermelha sdo as que sofrem a ruptura enzimatica ou quimica.”" ............... 14
Esquema 7 - Sonda desenhada para deteccao de atividade de fosfolipase A,
(PLA,). A ligagdo vermelha mostra a ligagdo a ser clivada pela enzima.......... 16

Esquema 8 — Substratos pseudo-enantiémeros marcados com °C no grupo acetila
para determinacdo de ee nas reacdes de hidrélise, por meio de (a) RMN de 'H"
ou (b) espectroscopia no IV e, 19
Esquema 9 — Triagem de alto desempenho de nitrilases enantiosseletivas pela
utilizagdo de uma sonda 1.22 marcada com °N que permite a formagio de
mono-4cido 1.23 e deteccdo por espectrometria de massas.” ...........ocoee...... 21
Esquema 10 — Ensaio fluorogénico para detec¢io de alcool desidrogenases.”..... 22
Esquema 11 — Ensaio fluorogénico para detec¢io de formagcio de ligagido C-C.>° 22
Esquema 12 - Detec¢do da atividade de amidases com 7-cloro-4-
nitrobenzofurazana 1.30 como revelador fluorogénico do produto enzimatico.”’
......................................................................................................................... 24
Esquema 13 — Esquema de um ensaio enzimatico baseado na utilizagao de
vesiculas contendo poros multifuncionais sintéticos. A biotransformacao do
substrato a produto ¢ monitorada pela quantidade de carboxifluoresceina que
atravessa os poros.58 ........................................................................................ 25
Esquema 14 - (a) Principio da detecc¢ao por retro-titulagdo de periodato no teste de
adrenalina; (b) Visualiza¢do dos resultados pela intensidade da cor. Quanto
menos intensa a coloracdo, maior serd o consumo de periodato pelo produto da
TEACAO CNZIMATICA. T ..ottt ettt e e eeenaeees 27
Esquema 15 — Deteccdo de lipases e esterases. Utilizacdo de um éster vinilico
qualquer e a 7-hidrazino-4-nitrobenzofurazana permite o monitoramento da
reaco catalisada por hidrolases pela fluorescéncia.® ..........coocovvvieueeeeeennee. 28
Esquema 16 - Principio de HTS para ensaios enzimaticos. O sinal produzido pela
amostra-teste deve ser comparado ao controle branco (somente reagentes e
solucdes) € a uma enzima ativa como controle positivo. A confirmacao final
deve ser realizada por outros meios para o propdsito desejado. ...................... 30
Esquema 17 - Reacao de abertura do epdxido em meio acido aquoso. ................. 37
Esquema 18 - Mecanismo de hidrolise do 6xido de 4-nitroestireno pela EH de
Aspergillus niger. Os residuos estdo desenhados de maneira que sejam o mais
semelhante possivel a suas posicdes e orientagdes reais. O primeiro passo
catalitico é o determinante da velocidade da 1eacdo.*.........ccovvvveeeeereeerennn. 43
Esquema 19- Rota sintética para a obtencao das duas sondas 3.5 ¢ 3.6 para HTS de
EPOXIA0 hIATOIASES. ..vvvieeiiiieeiiiie e e 47

xxii



Esquema 20 - Sinteses de diois 3.7 e 3.8 a partir dos compostos 3.3 ¢ 3.4. .......... 49
Esquema 21 — Ensaio baseado na leitura de fluorescéncia para avaliar da

enantiosseletividade de lipase/esterase.™.............ocooeuveoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeae 49
Esquema 22 - Principio de detec¢ao de EH proposto por Furstoss e
COIADOTAAOTES. ™ ... 74
Esquema 23 — Principio de deteccio de EH proposto por Schmid,'” baseado na
retro-titulacao de periodato de sddio por carboxifluoresceina. ........................ 75
Esquema 24 — Preparacgdo de (£)-1,2-octanodiol 3.24...........cccccoveviiiiviiieeeinieen, 81
Esquema 25 - Derivatizacdo do diol 3.24..........ccoooviiiiiiiiiiiiieee e 83
Esquema 26 — Dependéncia da configuracao absoluta do diol na regiosseletividade
da DIOCAAIISE.” .......eeeeeeeeeeeeee e 89

Esquema 27 - Se os dois enantidmeros sofrerem hidrélise com regiosseletividades
diferentes (k,>k; e ks>ks) formardao um mesmo oL e, 90
Esquema 28- Processo global de estereoinversao enantioespecifica de um alcool
SECUNAATION 1eevvieeeiiieeeeiiee e ettt e e ettt e e et eeesbaeeeesbeeeestaeeesensaeeeenssaeeeansseeesansseeas 91
Esquema 29 — Rota sintética para a obtencdo de 1-hidroxi-2-octanona. ............... 95
Esquema 30 — Acdo seqiiencial de epdxido-hidrolase e oxidorredutases na
biotransformacao de (£)-1,2-epoxioctano e (+)-1,2-octanediol respectivamente,
resultando a resolugdo total do diol em A. niger CCT 1435 e uma resolugao
cinética em B. pumilus CBMAI 0008. A sugestdo para as constantes cinéticas ¢
k1 >k2; k3 >> k4; k-4 >> k-3 para 4. niger; e k1 > k2; k3 > k4 para B. pumilus
(os valores de k-3 e k-4 devem ser extremamente pequenos ou ndo ocorrem). 97
Esquema 31 - Reacdes de oxidagao catalisadas por rnonooxigenases.113 ............ 102
Esquema 32- Oxidagao de Baeyer-Villiger........ccooovveiivviiiiieciieiceeee e, 103
Esquema 33 - Representacdo esquematica das mudangas conformacionais que
ocorrem nas etapas cataliticas das reagdes de Baeyer-Villiger monooxigenases.
O NADP" permanece ligado a enzima conforme sugerido pela analise cinética
da cicloexanona MONOOXIZENASES. ~ .......c.ovuevevereeeeeereeeeeereeeeeseeeeseeereeeeesan. 108
Esquema 34 - Representacdo esquematica da reagdo de oxidacao catalisada por
Baeyer-Villiger monooxigenases com referéncia a fenilacetona
IMONOOKIZENASE. 2 ..o, 109
Esquema 35 - Principio de deteccao de Baeyer-Villiger monooxigenases. (a)
Enzima (com adi¢ao de cofator NADPH) ou células integras; (b) esterase... 110
Esquema 36 - Principio do ensaio fluorogénico para Baeyer-Villiger
IMONOOKIZENASES. ™ ..., 111
Esquema 37 - Representacdo esquematica da sintese de sonda 4.4. ™ ................ 112
Esquema 38 - Rota sintética para a obtencao do padrao controle positivo 4.14.. 113
Esquema 39 - Comparac¢do dos ensaios fluorogénicos empregando a sonda 4.4 (em
preto) e a nova sonda 4.15 (em azul). (a) BVMO; (b) hidrélise espontanea ou

xXX1ii



enzimatica; (c) oxida¢do enzimatica (HLADH-NAD") ou quimica (TEMPO-
NaOCI); (d) B-eliMINAGAO.....cccuvrireeiiiieeeiiieeeriieeeeieeeeeiiee e eeeireeeeseaee e 116
Esquema 40 — Produto de oxida¢do de canfora por 7. cutaneum CCT 1903....... 128

Esquema 41 — Esquema representativo da detec¢do de hidroxilases com as sondas
O S N . F USSP 129

INDICE DE FIGURAS

Figura 1.- Regido expandida de espectro de RMN de 'H (a) uma mistura
“racémica” de (S)-">C-1.16/(R)-1.16, caracterizando o dubleto da metila
marcada com "°C e o singleto da metila nio marcada; ¢ (b) O espectro mostra o
singleto da metila ndo marcada de (R)-1.16 acompanhado dos satélites devido a
presenca natural de °C na amostra.”' A razdo exata dos dois pseudo-
enantidmeros € obtida pela integracao dos respectivos picos assim como o
VAIOT A€ €€. e et 19

Figura 2 — Parte do espectro de IV-TF de uma mistura (1:1) de (S)-C-1.19 ¢ (R)-
1.19, ilustrando o deslocamento de 40-50 cm™ da maxima absor¢io de
estiramento vibracional da carbonila marcada com °C, evitando assim a
sobreposicdo das duas bandas de carbonila.*.............cocooviieeieeeeeeee, 20

Figura 3 —Impressao digital (“fingerprint”) da atividade enzimética. Cada cor
indica uma atividade enzimdtica determinada cuja intensidade e cor esta
relacionada & atividade enzimatica.® ............cooooueveereeeeeeeeeeeeeeeee e, 29

Figura 4 - Diferentes tipos de EH de mamiferos com seus substratos.” ............... 39

Figura 5 - Triade catalitica de epdxido-hidrolases de Aspergillus niger (Asp-192,
His-374 e Asp-348) e as interagdes de ligacdes de hidrogénio mais importantes
com os outros aminoacidos e moléculas de 4gua.® ............cocoeveveeeeeerennn. 41

Figura 6- Reacdes especificas entre as sondas fluorogénicas catalisadas pela
enzima correspondente e os respectivos controles positivos (aminodlcool e
diol) Condig¢des: 100 mg/mL de enzima, 100 uM de substrato, 1 mM de NalO,,

2 mg/mL de BSA, 20 mM de tamp3o borato (pH 8,8), 30 min."".................... 44
Figura 7- Um exemplo grafico de uma reacdo enzimatica positiva € o respectivo
CONLIOLE DIANCO. . ..eeiniiiiiiiiiiiicei e 45
Figura 8 — Outros substratos utilizados nesta parte do trabalho na determinagdo de
seletividade de epoxido-hidrolases. .........cccvveeeviiiiiiiiiieeiiieeeeee e, 51
Figura 9 — Sondas fluorogénicas empregadas neste trabalho em triagens de alto
desempenho para detec¢ao de epoxido-hidrolases...........ccceeeveiviviieeeiinnnnnnnnn. 52

Figura 10 — Influéncia da concentragdo celular na oxidagao de 3.8 por periodato
Condigdes do ensaio: 100 uM de 3.8, I mM de NalO,, 2 mg/mL de BSA ¢
diferentes suspensoes celulares de Aspergillus niger CCT 1435 em 20 mM de
tampao borato (PH 8,8)...eeeiiieieieieeee e 54

XX1v



Figura 11 -. Ensaios realizados com a sonda 3.6. na presenga de c¢lulas de 4. niger
CCT 1435. Condigdes do ensaio: 100 uM de 3.6, 1 mM de NalOy4, 2 mg/mL de
BSA e diferentes suspensdes celulares de Aspergillus niger CCT 1435 em 20
mM de tampao borato (PH 8,8). ..cceevviieeiiieeie et 55

Figura 12 —Ensaios de oxidacao do diol 3.8. na presenca de diferentes
concentragdes de NalO,4. Condigdes do ensaio: 100 uM de 3.8, 1 a2 mM de
NalQy4, 2 mg/mL de BSA, 0,5 mg/mL de Aspergillus niger em 20 mM de
tampao borato (pH 8,8) e diferentes concentracdes de NalO,......................... 56

Figura 13 - Detec¢do de EHs em Candida albicans CCT 0776 € Rhodococcus equi
CCT 0541 utilizando a sonda 3.5. Condigoes: 100 uM de 3.5, 0,1 ou 0,5
mg/mL de suspensdes celulares, 2 mg/mL de BSA, 1 mM de NalO,4, 20 mM de

tampao borato (pH 8,8), Aex = 365 nm, Aepy =460 NM...eeeeeeiiieeeiieeeee 63
Figura 14 — Estrutura da toxina produzida por Alternaria alternata f sp. lycopersici
......................................................................................................................... 64

Figura 15- Detec¢dao de EH em A. alternata CCT 1250 contra a sonda 3.5.
Condigdes: 100 uM de 3.5, 0,1 ou 0,5 mg/mL de suspensdes celulares, 2
mg/mL de BSA, 1 mM de NalO,, 20 mM de tampao borato (pH 8,8), Aex = 365

NM, Aem = 400 NI ooevniiiiiieeee et e e e 65
Figura 16 — Curva de calibragao de umbeliferona na presenca de 2 mg/mL de BSA
em 20 mM de tampao borato e solucao aquosa de 1 mM de NalO,. ............... 67
Figura 17 — Detec¢ao de EH enantiosseletiva de B. subtilis utilizando o par de
SONAAS (8)-3.15 € (R)-3.15. oot 71
Figura 18 - Deteccao de EH enantiosseletiva de B. pumilus utilizando o par de
sondas (5,8)-3.16 € (R,R)-3.16........c...ouveiiieeiieeeeeeeeeee e 71
Figura 19- Epoxidos (1 — 23) utilizados no teste de adrenalina para deteccao de
EPOXIAO-NIATOIASES. ...eeeeviiiieiiiie ettt e ae e e e e eeveeas 76

Figura 20 - Perfis hidroliticos dos 9 microrganismos frente a 23 epoxidos
comerciais. Os microrganismos estdo ordenados pelo decréscimo na atividade
catalitica total. Condi¢des: 1) 1 mM de epoxido, 0,1 mg/mL de suspensao
microbiana e | mM de NalOy, 10 horas a 28°C; 2) solugdo 1,5 mM de
AATENALING. ...c.eiiieiiiiie e e e e e et e e e ee e nreeas 78

Figura 21 - Representagdo da estrutura terciaria do mondmero da fenilacetona
monooxigenase. O dominio de ligacdo ao FAD (residuos 10-158 e 390-542) ¢
representado em verde, o dominio de ligacdo ao NADP (residuos 159-389)
representado em azul e a seqiiéncia FXGXXXHXXXW (167-177) em

vermelho. O cofator FAD é mostrado em amarelo.' .............cocooooveeunnncn. 107
Figura 22 - Sondas fluorogénicas 4.15 — 4.18 e os correspondentes ésteres €
lactonas 4.19 — 4.22 utilizados para a deteccdo de monooxigenases. ............ 115

XXV



Figura 23 - Influéncia das solugdes tampao na estabilidade da sonda 4.15.

Condig¢des: 100 uM da sonda 4.15 e solugdo 2 mg/mL de BSA.................. 117
Figura 24 - Influéncia das solugdes tampao na emissdo de fluorescéncia de 4.19
Condigoes: 100 uM do éster 4.19 e solugao 2 mg/mL de BSA. ................... 118

Figura 25 - Triagem de atividade de monooxigenases em Cunninghamella
echinulata CCT 4259, Curvularia lunata CCT 5629 e CCT 5628, Aspergillus
niger 4846 e Geotrichum candidum CCT 1205 frente a sonda 4.17. Condigoes:
100 uM de substrato, 0,5 mg/mL de suspensao celular, 2 mg/mL de BSA em
20 mM de tampao borato (pH 8,8), Aex = 365 nm, A, = 460 nm. ................. 121

Figura 26 — Reagdes representativas da triagem de atividade de monooxigenases
frente as 4 sondas 4.15 — 4.18. Condi¢des: 100 uM de substrato, 0,5 mg/mL de
suspensao celular de 7. cutaneum CCT 1903, 2 mg/mL de BSA, 20 mM de
tampao borato (pH 8,8). Aex =365 nm, Aeyy =460 nM......evvveeeeeeeiiiieeeeee, 123

INDICE DE TABELAS

Tabela 1 - Exemplos selecionados de aplicagdo industrial utilizando

biocatalisadores (enzimas/CEIulas)..........ccccuvveiiiiiiiiiieeieeciieeee e 4
Tabela 2 — Epoxidos quirais utilizados na deteccao da enantiosseletividade de
epoxido-hidrolases €m MIiCrOrganiSMOS. .......cccvrreeeeeeriiuirieeeeeerirrreeeeeeenerreeeess 51
Tabela 3 - Condi¢des Otimas para deteccao de epdxido-hidrolases usando células
integras em triagens com sondas fluorescentes...........cceeeeeveeeercvieeenineeeeennnn. 57
Tabela 4- Microrganismos investigados nas de triagens de alto desempenho. ...... 58
Tabela 5 — Linhagens isoladas de agua de formagao de petrdleo® e testadas com a
sonda 3.5 para epOxido-hidrolases. ..........cccoeeuviiiiiiiiiiiiiiec e 59
Tabela 6 - Microrganismos isolados do solo de varzea de Silves (AM)” utilizandos
na avaliacao de epdxido-hidrolases frente as sondas 3.5¢€¢ 3.6 ....................... 59
Tabela 7 - Resumo dos testes positivos com as sondas 3.5 e 3.6 para deteccao de
EPOXIAO-TIATOLASES. ™ ...t eeeaeene 61
Tabela 8 — Resumo dos resultados obtidos com as sondas fluorogénicas 3.13-3.19 ¢
K N TSP PPRUUPSRUUUPRRRRR 70
Tabela 9 - Reacdes de hidrolise do (£)-1,2-epoxioctano catalisada por 4. niger
CCT 1435 e B. pumilus CBMAI 0008 em tampao fosfato (pH 7,0)............... 86
Tabela 10 — Reacoes de desracemizagao de (+)-1,2-octanodiol .............ccovveeeenne. 92
Tabela 11- Biocatalise de (£)-1,2-octanodiol com B. pumilus CBC 008 e 009 e A.
NEGEF CCT 4846 ...ttt ettt et eae s 94
Tabela 12 — Biotransformagao de 1-hidrdoxi-2-octanona 3.28 por A. niger CCT
1435 e B. pumilus CBMAI 0008" em solug¢io tampao fosfato (pH 7,0). ......... 96

XXV



Tabela 13— Intensidade de fluorescéncia observada nos testes de 26
microrganismos com as sondas 4.15 — 4.18 para detec¢do de monooxigenases

....................................................................................................................... 120
Tabela 14 - Reagdes biocataliticas realizadas com Trichosporon cutaneum CCT
1903 com cetonas estruturalmente diferentes..........c..cceevevieiiieeniieeniieennnnn. 126
INDICE DE FLUXOGRAMAS
Fluxograma 1 - Ensaios enzimaticos freqlientemente utilizados nas triagens de alto
4 (S5 001 0157 1 1 Lo JA SR U USRI 10
Fluxograma 2 - Procedimento geral dos experimentos de triagem de alto
(4 (G153 1910153 01 (o AR PUR PP 46

INDICE DE CROMATOGRAMAS

Cromatograma 1 — Cromatograma (CG-FID) da resolucdo de (a) uma amostra
racémica de 1,2-epoxioctano; (b) co-injecao de (R)-1,2-epoxioctano (Aldrich)
+ amostra racémica. As condi¢des de analises: 40 °C/15 min, rampa de 1
°C/min até 55 °C, depois 25 °C/min até 180 °C, Tiy; = 220 °C, Ty = 240 °C,
pressao constante de 10 psi. Coluna: Chrompak, CD-Chirasil (25 m x 0,25 mm
X 0,25 UML), ceiiiiieeee e e st e e e e et a e e e e e nnanaees 82
Cromatograma 2 — Cromatograma (CG-FID) da resolu¢do dos enantidmeros de
(£)-4-hexil-2,2-dimetil-[ 1,3]dioxolano (3.25). As condi¢des de analises foram:
100 °C/10 min, rampa de 30 °C/min até 180 °C, T;,j= 220 °C, Tqe = 240 °C,
pressao constante de 10 psi. Coluna: Chrompak, CD-Chirasil (25 m x 0,25 mm
X 0,25 UML), ceiiieiiiiieee e e e e e e e e e e e e e e e abaaeeeeeennnraees 83
Cromatograma 3 - Cromatograma de ion totais (CG-EM) da reacao de
derivatizacao de 1,2-octanodiol na presenca de 1,2-epoxioctano. As condigdes
de anélises foram: 70 °C/2 min, rampa de 10 °C/min até 180 °C, depois, rampa
de 20 °C/min ate 290 °C, T;,= 220 °C. Coluna capilar de silica fundida HP-5
MS (30 m x 0,25 mm X 0,25 [IM). ceeouvieeiieeiiieeieeeiee et ens 85
Cromatograma 4 - Cromatogramas (CG-FID) obtidos para reagdo enzimatica de
1,2-epoxioctano com células em repouso de (a) 4. niger CCT 1435 com 2, 7,
24 hs, e (b) B. pumilus CBMAI 0008 com 2, 7, 24 hs. (¢) Cromatogramas (GC-
FID) obtidos para reagdo enzimatica com o liofilizado do sobrenadante de B.
pumilus CBMAI 0008 com 2, 24, 48 hs. Condi¢des de analise (ver
Cromatograma 2). .........ceoeiviiieiiiieeeiieeeecieeeeeireeeestreeeeebeeeesssaeeessaeeesesreens 88
Cromatograma S - Cromatogramas (CG-FID) obtidos para reagdo enzimatica de
1,2-octanodiol com células em repouso de (a) B. pumilus CBMAI 0008 com 0,

XXVil



24,48 hs, e (b) A. niger CCT 1435 com 0, 24, 48 h. As condig¢des de analises
foram: 100 °C/10 min, rampa de 30 °C/min até 180 °C, Tiy = 220 °C, Ty =
240 °C, pressao constante de 10 psi. Coluna: Chrompak, CD-Chirasil (25 m x
0,25 MM X 0,25 LM, teeiiiiieeiiiee ettt et e et e e e e e ee e naeees 93
Cromatograma 6 - Cromatogramas (CG-FID) obtidos para rea¢do enzimatica de
1-hidroxi-2-octanona com células em repouso de 4. niger CCT 1435 com 8,
21, 30 hs. As condicdes de anélises foram: 100 °C/10 min, rampa de 30 °C/min
até 180 °C, Tiyj= 220 °C, Tye = 240 °C, pressdo constante de 10 psi. Coluna:
Chrompak, CD-Chirasil (25 m x 0,25 mm X 0,25 pm). ...ccccvveevviieeeeiiieeenee. 96
Cromatograma 7 - Cromatograma de ion totais (CG-EM) da reagao de
hidroxila¢do da canfora com células em repouso de 7. cutaneum CCT 1903.
Condigdes de analise: Tiyicial = 60 °C, rampa de 20 °C/min até 290 °C. Ti,= 240
°C. Coluna capilar de silica fundida HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm).
....................................................................................................................... 128
Cromatograma 8 - Cromatograma representativo de ion totais (CG-EM) da reagao
de oxilagdo da cis-jasmona. Condigdes de analise: Tiyicia = 60 °C, rampa de 20
°C/min até 290 °C. Tj,= 220 °C. Coluna capilar de silica fundida HP-5 MS (30
m X 0,25 MM X 0,25 M), .evviiieiiiiiiiieeeeeeiiieee et e e e e e e e s e e e e e 130

INDICE DE ESPECTROS

E 1- Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl;) de 4-toluenossulfonato de 3-
DULENIa 3u1. oo en 183
E 2 — Espectro de massas (IE, 70 e¢V) de 4-toluenossulfonato de 3-butenila 3.1.. 183
E 3 — Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CDCls) de 4-toluenossulfonato de 3-
BULENIa 3oL, oo 184
E 4 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCl;) de 4-toluenossulfonato de 3-
BULENIa 3.1, oo e e en 184
E 5 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl;) de 4-toluenossulfonato de 3-
heXenila 3.2. ..o e 185
E 6 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 4-toluenossulfonato de 3-hexenila 3.2. 185
E 7 — Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CDCl;) de 4-toluenossulfonato de 3-

REXENIIA 3.2, .o e e a e e 186
E 8 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) de 4-toluenossulfonato de 3-

heXeNTla 3.2, ..ot 186
E 9 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl;) de 7-(3-butendxi)-2H-1-

benzopiran-2-0na 3.3. . .....oiiiiiii e 187
E 10 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 7-(3-butendxi)-2H-1-benzopiran-2-ona

R T JE USRS 187

XXVviil



E 11 — Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CDCl3) de 7-(3-butenoxi)-2H-1-

benzopiran-2-0na 3.3, .......oiiiiiieeiieee e e e e e 188
E 12 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) de 7-(3-butenoxi)-2H-1-
benZopiran-2-0na 3.3, .....c.uviiiiiiiieeiee e e e aaea e 188
E 13 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl;) de 7-(3-hexeniloxi)-2H-1-
benzopiran-2-0na 3.4, .........oviiiiiiieee e e 189
E 14 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 7-(3-hexeniléxi)-2H-1-benzopiran-2-ona
K 2R SRR USRS 189
E 15 — Espectro de RMN de °C (75,45 MHz, CDCls) de 7-(3-hexeniloxi)-2H-1-
benzZopiran-2-0na 3ud. ........oviiiiiiiiiiiee e e e e 190
E 16 — Espectro DEPT 90 ¢ 135° (75,45 MHz, CDC]l;) do 7-(3-hexeniloxi)-2H-1-
beNZOPITan-2-0Na 3ud. .....c.uvviieiiiieeeiiiieeeiee ettt e et e e et e e e e e e e areeeeeraeaean 190
E 17 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl;) de 7-(3,4-epoxi-butoxi)-2H-
1-benzopiran-2-0na 3.5......ccooiiiiiiiii e 191
E 18 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 7-(3,4-epoxi-butoxi)-2H-1-benzopiran-2-
0] 1 b K T U PPURRPPPR 191
E 19 — Espectro de RMN de °C (75,45 MHz, CDCls) de 7-(3,4-epoxi-butdxi)-2H-
1-benzopiran-2-0Na 3.5......cccouiiiiiiiiiieeieee e e 192
E 20 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) de 7-(3,4-epoOxi-butoxi)-2H-
1-benzopiran-2-0na 3.5, .....ccooiiiiiiiiiieeiiee e e 192
E 21 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl;) de 7-(3,4-epoxi-hexiloxi)-
2H-1-benzopiran-2-0na 3.6.............cceeeeeiiiiiiieeeeeiiiiieee e e 193
E 22 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 7-(3,4-epoxi-hexiloxi)-2H-1-benzopiran-
220N 310, ..o e ettt e e e e aeeas 193
E 23 — Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CDCls) de 7-(3,4-epoxi-hexiloxi)-
2H-1-benzopiran-2-0na 3.0.........ccc.eeieeiiiieeeiiiieeiiee e e e e e 194
E 24 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) de 7-(3,4-epoxi-hexiloxi)-
2H-1-benzopiran-2-0na 3.0.............cooeeeeiiiiiiieeeeiiiieee e 194
E 25 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CD;0D) do 7-(3,4-di-hidroxi-
butdxi)-2H-1-benzopiran-2-0na 3.7. ......cccueeeeeiiiieeiiiieeeiiee e 195
E 26 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 7-(3,4-di-hidroxi-butdxi)-2H-1-
benzopiran-2-0na 3.7, .......ouriiiiieeee e e 195
E 27 — Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CD;0D) de 7-(3,4-di-hidroxi-
butdxi)-2H-1-benzopiran-2-0na 3.7. ......cccuveeeeiuiiieeiiieeeeiiiee e 196
E 28 — Espectro DEPT 90 ¢ 135° (75,45 MHz, CD;0D) do 7-(3,4-di-hidroxi-
butoxi)-2H-1-benzopiran-2-0na 3.7. .......cccveveiieeeiiiiiee e 196
E 29 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CD;0D) de 7-(3,4-di-hidroxi-
hexiloxi)-2H-1-benzopiran-2-0na 3.8. ........cccoveiviiiiiiiiiiieeeiee e 197
E 30 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 7-(3,4-di-hidroxi-hexiloxi)-2H-1-
benzopiran-2-0na 3.8. .......oviiiiiiiiiiee e e 197

XX1X



E 31 — Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CD;0D) de 7-(3,4-di-hidroxi-

hexiloxi)-2H-1-benzopiran-2-0na 3.8. ........cccceeviiiiiiiiieiiiiee e 198
E 32 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CD;0D) de 7-(3,4-di-hidréxi-

hexiloxi)-2H-1-benzopiran-2-ona 3.8. .......cccceeiiiiiiiiiniieeeeeeeee e, 198
E 33 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl;) do 1,2-octanodiol 3.24... 199
E 34 — Espectro de massas (IE, 70 e¢V) do 1,2-octanodiol 3.24............................ 199

E 35 — Espectro de RMN de Bc (75,45 MHz, CDCls) do 1,2-octanodiol 3.24.... 200
E 36 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCl;) do 1,2-octanodiol 3.24... 200
E 37 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl;) do 4-hexil-2,2-dimetil-

[1,3]d10X01an0 3.25. ..o 201
E 38 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do 4-hexil-2,2-dimetil-[1,3]dioxolano 3.25.
....................................................................................................................... 201
E 39 — Espectro de RMN de C (75,45 MHz, CDCl5) do 4-hexil-2,2-dimetil-
[1,3]d10X01an0 3.25. . e 202
E 40 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) do 4-hexil-2,2-dimetil-
[1,3]d10X01aN0 3.25. ..o e 202
E 41 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl;) de 1-hidréxi-2-octanona
R I SRS 203
E 42 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 1-hidroxi-2-octanona 3.28. ................ 203
E 43 — Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CDCls) de 1-hidréxi-2-octanona
R I RPN 204
E 44 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) de 1-hidroxi-2-octanona
R 2 RS RUS 204
E 45 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl5) de 3-hidréxi-propil-p-
toluenossulfonil €ter 4.12. ........oooviiiiiiiiiiie e 205
E 46 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 3-hidroxi-propil-p-toluenossulfonil éter
B2 et et e e e bt e e nte e e ba e e naee e tteeenteeenteeenaeens 205
E 47 — Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CDCls) de 3-hidréxi-propil-p-
toluenossulfonil €ter 4.12. ........oooviiiiiiiiiie e 206
E 48 — Espectro DEPT 90 ¢ 135° (75,45 MHz, CDC]l;) de 3-hidroxi-propil-p-
toluenossulfonil €ter 4.12. ........oooviiiiiiiiiiiie e 206
E 49 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl5) de 3-acetoxi-propil-p-
toluenossulfonil €ter 4.13. ........oooviiiiiie e 207
E 50 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 3-acetoxi-propil-p-toluenossulfonil éter
O 1 TSRO PSTRUURRPSRPPI 207
E 51 — Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CDCl5) do -acetdxi-propil-p-
toluenossulfonil €ter 4.13. ........oooiiiiiii e 208
E 52 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCl;) do -acetoxi-propil-p-
toluenossulfonil €ter 4.13. .......oooiiiiiiiiiiie e 208

XXX



E 53 — Espectro de RMN de 'H (499,89 MHz, CDCl;) do 3-acetdxi-propil-7-

umbeliferil €ter 4. 14 ....ccc.vviiiiiiieiee e 209
E 54 - Espectro de massas (IE, 70 eV) do 3-acetdxi-propil-7-umbeliferil éter 4.14.
....................................................................................................................... 209
E 55 — Espectro de RMN de °C (125,70 MHz, CDCl5) do 3-acetéxi-propil-7-
UMbEIfETil €ter 4. 14, ...oooiiiiiiiiee e 210
E 56 — Espectro DEPT 90 e 135° (125,70 MHz, CDCl;) do 3-acetoxi-propil-7-
UMDbETETI] €ter 4. 14 ..ooooeiiiiieiiee et 210
E 57 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de epdxido de cis-jasmona. .................... 211
E 58 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 4-hidréxi-cis-jasmona......................... 211
E 59 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl5) de 6-endo-hidroxicanfora
B2 ..ot e st et e e e ba e e abae e tbeeabaeetaeaeseaans 212
E 60 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 6-endo-hidroxicanféra 4.24. .............. 212
E 61 — Espectro de RMN de °C (75,45 MHz, CDCls) de 6-endo-hidroxicanfora
Q.24 ...ttt e et e e bt e e baeeba e e nbee e taeeanraeenreeeseeens 213
E 62 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) de 6-endo-hidroxicanfora
B2 ...ttt et e s bt e et e e tteesteeeateeeneeens 213

XXX1



Introducado



Lu Shi Chen Introducao

1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

As enzimas sdo biocatalisadores versateis que, em condigdes brandas de
temperatura e pressao, possibilitam a transformagao de espécies quimicas. Além
dessa vantagem, muitas vezes elas promovem reagdes assimétricas gerando
produtos finais com maior valor agregado.' Conseqilentemente, a transformagio
quimica, por meio de enzima ou microrganismo, ¢ uma alternativa altamente viavel
em sintese organica. Os microrganismos utilizados em biotransformac¢do, podem
ser do tipo selvagem (wild-type), recombinante, e/ou geneticamente modificados
para incrementar a producdo de enzimas especificas (tolerando solventes organicos,
ou valores extremos de pH e temperatura). As enzimas podem provir de células
integras em crescimento, em repouso ou imobilizadas. Outras alternativas sdo as
enzimas isoladas, as quais podem ser utilizadas em solugao, em suspensao, ou ainda
imobilizadas.”

O mercado de enzimas e o nimero de processos competitivos baseados em
enzimas/microrganismos estdo crescendo rapidamente nas induastrias (Tabela 1),
devido aos métodos mais econdmicos de produgdo, aos novos campos de aplicacao

¢ 4s novas enzimas.’

! a) Johnson, C.R. Accounts Chem. Res. 1998, 31, 333-341. b) Nandi, R.; Sengupta, S. Crit. Rev.
Microbiol. 1998, 24, 61-84. ¢) Hardman, D.J. Crit. Rev. Biotechnol. 1991, 11, 1-40. d) Azerad, R.
B. Soc. Chim. Fr. 1995, 132, 17-51. e) Brevet, J.L.; Mori, K. Synthesis-Stuttgart 1992, 10, 1007-
1012. f) Mori, K.; Takeuchi, T. Tetrahedron 1988, 44, 333-342. g) Kitayama, T. Tetrahedron
1996, 52, 6139-6148

2 Shaw, N.M.; Robins, K.T.; Kiener, A. Adv. Synth. Catal. 2003, 345, 425-435.

3 van Beilen, J.B.; Li, Z. Curr. Opin. Biotech. 2002, 13, 338-344.
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Tabela 1 - Exemplos selecionados de aplicacdo industrial utilizando
biocatalisadores (enzimas/células)*
Produto® Enzima Enz. livre ou Empresa
imobilizada
>10.000.000 ton/a
Dextrinas amilase livre Vérios
Glucoses glucoamilase livre
Melado de milho com alta glucose isomerase | imobilizada
concentragdo de frutose (HFCS)
>10.000 t/a
a-D-glucosil-1,6-B-D-frutoside | sacarose mutase células imobilizadas | Stidzucker,
Cerestar
Acrilamida nitrila hidratase células imobilizadas | Nitto
Ac. 6-aminopenicilanico® penicilina amidase | imobilizada Varios
Manteiga de cacau lipase imobilizada Fuji Oil,Unilever
Lactose, leite ou soro de leite B-galactosidase livre ou imobilizada | Varios
>1.000 t/a
Ac. 7-aminocefalosporanico (R)-amino oxidase |imobilizada Varios
glutaril amidase imobilizada
Ac. 7-aminodesacetoxi- glutaril amidase imobilizada DSM
cefalosporanico (modificado)
(8)- acido aspartico aspartase imobilizada Tanabe
Aspartame* termolisina imobilizada Tosoh, DSM
(S)-metoxiisopropil amina lipase imobilizada BASF
(8)- acido pantoténico aldolactonase Fuji Chem. Ind.
(R)-fenilglicina hidantoinase, imobilizada Varios
carbamoilase
(S)-aminoacidos aminoacilase livre Degussa, Tanabe
~1.000 t/a
Amoxicilina penicilina amidase | imobilizada DSM
Cefalexina penicilina amidase | imobilizada DSM
(S)-DOPA B-tirocinase imobilizada Ajil’lOInOtO
Insulina humana carboxipeptidase A livre Aventis
Alcoois e aminas quirais lisil endopeptidase | livre Varios
(R)- acido mandélico tripsina livre BASF
lipase imobilizada BASF
nitrilase imobilizada BASF

“Escala de produgdo de varios milhdes a centenas de toneladas por ano

b . . v g e, e, , . v g
Principalmente para penicilinas semi-sintéticas e antibioticos cefalosporinicos (ampicilina,

amoxicilina) com venda superior a 3.10° US$/ano
Venda de cerca de 850.10° US$/ano

* Bornscheuer, U.T.; Buchholz, K. Eng. Life. Sci. 2005, 5, 309-323.
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Em todas estas aplicagdes ha uma forte demanda por novas enzimas ou
aprimoramento das enzimas existentes, sendo que para garimpar novas enzimas ¢
importante varrer a biosfera e, em particular, os microrganismos, que sao fontes

acessiveis de enzimas. Sendo assim, ensaios enzimaticos para triagem intensiva da

e ~ : A 56
biodiversidade sdo de grande importancia.™

1.2 ENSAIOS ENZIMATICOS

Os ensaios enzimaticos sdo protocolos experimentais que possibilitam
“visualizar” uma transformag¢do quimica catalisada por enzima, através de um sinal
de luz, mudanca na cor da amostra, crescimento microbiano diferenciado devido a
selegdo biologica, producdo de calor ou precipitacio do produto de
biotransformacao entre outros. Alternativamente, ¢ possivel monitorar o progresso
de uma reacdo utilizando métodos analiticos como cromatografia, espectrometria
de massas (EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN).” Conforme ilustrada no
Esquema 1, a transformag¢ao do substrato num produto qualquer pode ser revelada

por diferentes métodos de deteccao.

Enzima
>

Substrato - mudancga de temperatura; Produto
- crescimento microbiano;

- cromatografia;

- sensores eletroquimicos;

- mudanga espectral (UV/VIS,
fluorescéncia. IV. RMN).

Esquema 1 — Diferentes formas de detec¢ao ou de monitoramento da conversdo de

um substrato num produto.’

> Fenniri, H. Chemtech 1996, 11, 15-25.

6 Demirjian, D.C.; Shah, A.; Moris-Varas, F. Top. Curr. Chem. 1999, 200, 1-29.

7 Sicard, R.; Reymond, J.-L. In: Enzyme Assays. High-throughput screening. Genetic selection
and fingerprinting. Reymond, J.L. (ed), Wiley-VCH, Weinheim, 2006, p 1-14.
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Na era poOs-gendmica, o interesse nas proteinas evoluiu, passando da
identificagdo estrutural para a analise funcional das proteinas,’ e a funcdo destas
enzimas foi rapidamente determinada utilizando-se ensaios enzimaticos.”'® Assim,
0s ensaios enzimaticos permitem visualizar a fun¢do da enzima sem o prévio
conhecimento de sua estrutura, evidenciando de maneira pratica a relagdo entre o
biocatalisador (proteina) e a atividade enzimatica. Neste caso, a descrigao da fungao
molecular torna-se independente da estrutura (Esquema 2), onde alteragdes
estruturais insignificantes na proteina podem produzir mudancas drésticas na
funcdo, ou seja, na atividade catalitica.

Para o melhoramento genético de uma enzima, a informagao funcional obtida
através de ensaios enzimaticos de milhares de mutantes ¢ freqlientemente mais util

. ~ ;e . 11
do que a informagao estrutural detalhada de uma tinica enzima.

Determinacéao estrutural
(sequenciamento, raios-
X, RMN)

-,
Pl 3T .
% e Analise funcional

ST > (ensaios enzimaticos)

Enzima i

Fungao molecular:

- descri¢cao qualitativa

- substratos, reguladores
- parametros cinéticos

Estrutura molecular:
- coordenadas atomicas
- movimentos dinamicos

. ~ , 1. . . 7
Esquema 2 — Determinagdo estrutural e analise funcional de enzima.

Na pratica, os ensaios enzimaticos sdo aplicados em muitas areas de
pesquisas, como por exemplo, nos testes clinicos para diagnosticar a presenca de

patogenos. Estes ensaios sdo também componentes-chave de sistemas bio-

8 Steinmetz, L.M.; Davis, R.-W. Nat. Rev. Genet. 2004, 5, 190-201.

? Reetz, M. T. Angew. Chem. Int. Edit. 2001, 40, 284-310.

' Wahler, D.; Reymond, J.-L. Curr. Opin. Chem. Biol. 2001, 5, 152-158.
"' Brakmann, S. ChemBioChem 2001, 2, 865-871.
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analiticos, incluindo amplificagdo de sinal nos testes de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), andlise genética empregando PCR (Reacdo de Polimerase
em Cadeia) e seqiienciamento de genes utilizando DNA polimerase. Além disso, os
ensaios enzimaticos desempenham papel critico na selegdo de substancias que
atuam como inibidores enzimaticos, assim como na elucidacao das funcgdes e
mecanismos de acdo por meio de interpretacdes bioquimicas. Mais importante
ainda, os ensaios enzimaticos sao ferramentas indispensaveis para descobrir novas
enzimas e/ou selecionar enzimas mais eficientes em grandes cole¢des, como as
colegdes de microrganismos da biosfera'” ou cole¢des de mutantes gerados pelos
métodos de recombinacio genética (gene shuffling e error —prone PCR).">'*"” Em
ambos os casos, a construcdo de banco de dados do potencial enzimatico destas
colecdes permite identificar os alvos desejados (Esquema 3). Esta abordagem tem
sido muito utilizada para descobrir biotacalisadores eficientes contribuindo para
uma aceitacdo cada vez maior da utilizagdo de enzimas na producao em larga escala

;.16
de produtos quimicos.

12 Beisson, F.; Tiss, A.; Riviére, C.; Verger, R. Eur. J. Lipid. Sci. Tech. 2000, 102, 133-153.

13 Marrs, B.; Delagrave, S.; Murphy, D. Curr. Opin. Microbiol. 1999, 2, 241-245.

' Stemmer, W.P.C. Nature 1994, 370, 389-391.

" Taylor, S.V.; Kast, P.; Hilvert, D. Angew. Chem. Int. Edit. 2001, 40, 3310-3335.

' Schmid, A.; Dordick, J.S.; Hauer, B.; Kiener, A.; Wubbolts, M.; Witholt, B. Nature 2001, 409,
258-268.
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Diversificacao
genética

Diversidade a
partir de
mutagénese

Biodiversidade:
Enzima Colegbes de microrganismo

ativa/melhorada Metagenoma

Selegao por meio de
ensaios enzimaticos

Esquema 3 - Sele¢do de enzimas e microrganismos naturais ou melhorados a partir

da biodiversidade e bibliotecas gendmicas.’

Para projetar um ensaio enzimatico funcional € necessdrio combinar o
conhecimento quimico do teste com as informagdes que se deseja obter.
Idealmente, o ensaio deve ser simples e livre de erros — isto €, sem falsos positivos
ou falsos negativos. O sucesso dos ensaios repousa na natureza das reagdes
monitoradas, sendo umas algumas mais dificeis que outras, e na simplicidade da
execu¢do, na qual os custos operacionais envolvidos devem ser minuciosamente
avaliados.

Como mencionado acima, existem muitos métodos analiticos para a detecgao
de biocatalisadores voltados a uma aplicacao especifica. A analise instrumental
classica fornece muitas ferramentas para a quantificagdo e identificagdo de
compostos, inclusive em misturas complexas. Técnicas como cromatografia gasosa
(CG), espectrometria de massas (EM), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e eletroforese capilar sdao apropriadas para o monitoramento das

biotransformagdes. Entretanto, tais técnicas, sem auxilio de robotizagdo (ou
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automacao), tornam-se dispendiosas e lentas para triagens de grande porte, as quais
avaliam centenas ou milhares de amostras diarias e requerem sistemas rapidos e

econdmicos.

1.3 TRIAGEM DE ALTO DESEMPENHO APLICADA AOS
ENSAIOS ENZIMATICOS

Nos ultimos anos surgiu o interesse no desenvolvimento de ensaios
enzimaticos baseados no conceito de triagem de alto desempenho para utilizagdao
em biocatélise.

Segundo duas defini¢cdes de Triagem de Alto Desempenho (High throughput
Screening, HTS) encontradas no internet: “High-throughput screening ¢ um método
cientifico especialmente relevante na area de biologia e quimica. Por meio da
combinacgao de sistemas robotizados permite conduzir centenas de experimentos de
uma s6 vez”* Qutra definicdo: “Uma técnica para ensaios bioldgicos que permite
analisar uma grande quantidade de compostos em paralelo e identificar moléculas
com efeitos bioldgicos especificos monitorando grandes bibliotecas de
compostos”.**

Rigorosamente falando, uma metodologia ¢ considerada de alto desempenho
quando permite avaliar de 1000 a 8000 amostras por dia. Para avaliagdes entre 300
— 700 amostras por dia, a metodologia ¢ considerada de desempenho médio.'” De
forma geral, uma metodologia ¢ considerada de alto desempenho quando aplica o
principio de andlise em paralelo, que permite uma grande reducdo no tempo de

analise em relagcdo aos ensaios convencionais.

"7 Reetz, M. T. Angew. Chem. Int. Edit. 2002, 41, 1335-1338.
* http://en.wikipedia.org/wiki/High throughput screening
** http://www.lionbioscience.com/press/glossary/index eng.html
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A maioria dos ensaios enzimaticos de alto desempenho utiliza substratos
fluorogénicos e cromogénicos, ou sensores capazes de revelar uma atividade
catalitica determinada. Assim, € possivel classificar estes ensaios em dois grandes
grupos'®: ensaios com substratos marcados e ensaios com substratos ndo

modificados, conforme ilustrado no Fluxograma 1. Cada tipo de ensaio sera

abordado sucintamente, a seguir.

Ensaios
enzimaticos

v v

Ensaios com substratos Ensaios com substratos
“marcados” ndo modificados

Substratos fluorogénicos e Ensaios fund p
L cromogénicos associados a |y —15alos tun amentados na
reaio de B-eliminagio detec¢do do ponto final

N Ensaios com detec¢ao em
Substratos associados a tempo real

| transferéncia de energia de
ressonancia de fluorescéncia

Outros substratos com
sinalizagdo

Pseudo - enantiomeros
marcados com °C e *H

Fluxograma 1 - Ensaios enzimaticos freqiientemente utilizados nas triagens de alto

desempenho.

'8 Goddard, J.-P.; Reymond, J-L. Trends Biotechnol. 2004, 22, 363-370.
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1.3.1 Ensaios com substratos marcados

Os ensaios de execucao mais simples sdo os que partem de substratos
cromogénicos ou fluorogénicos e fornecem produtos com propriedades espectrais
distintas dos substratos. Nesta classificagdo encontram-se substratos fluorogénicos
e cromogénicos associados a reacao de P-eliminacdo, substratos associados a
transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia, substratos com marcacao
isotopica e outros substratos com marcacao fluorescente para detecgdo indireta.
Estes ensaios sdo vantajosos no sentido de oferecerem uma conexao direta entre a
atividade enzimatica e o sinal observado. Entretanto, a principal desvantagem
destes métodos estd justamente na introducdo do cromoéforo ou fluordforo, pois as
enzimas selecionadas reagem com o substrato modificado e, portanto, selecionam
enzimas apropriadas para estes substratos que podem nao ser adequadas aos

. . ~ ~ . 1
substratos de interesses os quais néo estdo modificados.'®

1.3.1.1 Substratos fluorogénicos e cromogénicos associados a [3-
eliminagdo

A umbeliferona é um prototipo de fendis fluorogénicos. Esteres e éteres de
umbeliferona ndo sao fluorescentes, enquanto que a umbeliferona livre ¢ fortemente
fluorogénica devido ao anion fenolato. Seu pKa ¢ relativamente baixo (pKa ~ 7) e
qualquer reacdo que libere a umbeliferona acima de pH 6,5 proporciona um grande
incremento de fluorescéncia azul. De maneira analoga, a liberacdo de nitrofenolato
amarelo a partir de ésteres e €teres incolores constitui uma reagao de facil deteccao
em pH acima de 6,5. Assim, ésteres e éteres de nitrofenol (1.1) e umbeliferona
(1.2), amidas de nitroanilina (1.2) e aminocumarina (1.4) sdo conhecidos como
substratos cromogénicos ou fluorogénicos para enzimas hidroliticas (Esquema

10,12 : s .
4). " No entanto, o uso destes substratos era restrito devido a reatividade e

11
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suscetibilidade destes por agentes ndo cataliticos, como calor e pH ligeiramente
basico, dificultando, assim, a diferenciagcdo entre as reagdes catalisadas pela enzima

alvo e as hidrélises espontaneas (nao especificas).

T AJOC

2

1.1 1.2
T, 4 O
)
© NO, RJlSS'” o~ Yo
1.3 14

Esquema 4 — Esteres e amidas de nitrofenil e umbeliferil utilizados na detecgio de

atividade enzimatica hidroliticas.

Uma solucdo para estas limitagdes foi desenvolvida por Reymond e
colaboradores.'” Eles propuseram uma seqiiéncia de rea¢des que, ligando a reagdo
enzimdtica principal, objeto do ensaio, a uma reacdo secundéria, permite a
conversao do produto primdrio (resultado da catalise enzimatica) em um produto
fluorescente. Este novo tipo de substrato fluorogénico utiliza também a liberagdo de
fenolato como sinal; entretanto a emissao de fluorescéncia esta associada a uma
reagao de P-eliminacdo do produto enzimatico e ndo diretamente a catalise
enzimatica. Devido a suas reatividades, a umbeliferona e o nitrofenol atuam como
grupos de saida numa reagdo de B-elimina¢io.”® Conforme ilustrado no Esquema
5, o alcool secundario quiral (S)-1.5 foi utilizado como substrato fluorogénico para
a enzima alcool desidrogenase, formando a cetona 1.6 como produto primario da
reacdo enzimatica. Subseqiientemente, a cetona 1.6 sofre uma reagdo de P-

eliminagao, liberando a molécula reporter fluorescente 1.7.

¥ Klein, G.; Reymond, J.-L. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1998, 8, 1113-1116.
2 Fedor, L.R.; Glave, W.R. J. Am. Chem. Soc. 1971, 93, 985-989.

12
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o
H ;H -".-f"k““lvf“‘&"‘ ADH b
» — -
,«}\f"*-..-%”‘"-..-"%.. NAD(PI+ -’JL‘“T"M""‘ =

{S)-1.5 H 16 E uaLnionN

umbeliferona

Esquema 5 - Ensaio para detec¢do de alcool desidrogenase (ADH) acoplado a

reacdo de B-eliminacdo mediada por albumina de soro bovino (BSA)."”

Este protocolo versatil foi aplicado inicialmente a varias enzimas hidroliticas
(Esquema 6), incluindo lipases, esterases, fosfatases, acilases e epdxido-

. 21
hidrolases.

O produto primario da reagdo enzimdtica utilizando as sondas
fluorogénicas 1.8 — 1.11 ¢ um diol ou aminodlcool 1.12 — 1.13, o qual na presenca
de periodato de sodio (NalO,) sofre imediatamente uma reagdo de clivagem
oxidativa, resultando na formagdo do aldeido 1.14. A decomposi¢ao do aldeido por
meio de uma reacdo de B-eliminagdo catalisada por BSA promove a liberagao do

sinal fluorescente 1.7 (Esquema 6).

21 Badalassi, F.; Wahler, D.; Klein, G.; Crotti, P.; Reymond, J.-L. Angew. Chem. Int. Edit. 2000,
39, 4067-4070
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O, OH

H OH m o “oH N
R\n/ N\/\/\O 0" N0 \\P /O\/\/\ o)
O 1.8 (R=CH,Ph) HO” ol 1.9

penicilina G acilase fosfatase alcalina

o=
\n,O\)\/\ o 00 |>\/\O oo
0 L10 \ / 111
=== lipase ou 222
epoxido-hidrolase

esterase
OH N
HX \/\/\O 0" N0
112 (X=0)

oxidacéo 1.13 (X= NH)
(NaIO;/ T
B-eliminagdo
K/\ (BSA) © oo

1.7
L14 fluorescente
Esquema 6 - Representagdo esquematica do ensaio fluorogénico acoplado com

periodato de sddio e BSA para deteccao de enzimas hidroliticas. As ligagdes de cor

vermelha sdo as que sofrem a ruptura enzimatica ou quimica.”’

A introdugdo da estratégia de B-eliminacdo na seqiiéncia de reagdes separa
eficientemente a transformacgdo enzimatica da liberagdo do grupo fenolato e facilita
a diversificagdo estrutural e funcional dos substratos. O mesmo principio foi
aplicado aos ensaios enzimaticos para detectar outras classes de enzimas, como

22 23 o
transaldolases™ e transcetolases™. O sucesso desta estratégia foi incorporanda em

22 Gonzalez-Garcia, E.; Helaine, V.; Klein, G.; Schuermann, M.; Sprenger, G.A.; Fessner, W.-D.;
Reymond, J.-L. Chem.-Eur. J. 2003, 9, 893-899.

2 Sevestre, A.; Hélaine, V.; Guyot, G.; Martin C.; Hecquet, L. Tetrahedron lett. 2003, 44, 827-
830.
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~ o - 2425 26 27
detec¢do enzimatica para lipases e esterases,” = fosfatases,” HIV proteases,

28,29

eqq- . 30
Baeyer-Villiger monoxigenases,” ™~ e f~lactamase.

1.3.1.2 Substratos fluorogénicos associados a Transferéncia de Energia

de Ressonancia de Fluorescéncia

O fendmeno de Transferéncia de Energia de Ressonancia de Fluorescéncia
(FRET) ocorre quando dois fluor6foros (ou cromdéforos) interagem um com o outro
resultando na modificagdo da emissao de fluorescéncia. Esta interagdo pode ocorrer
a uma distancia relativamente longa (a varias ligagdes); € os dois fluordéforos
podem estar ligados por uma cadeia covalente ou dentro de um complexo ndo
covalente. Quando a ligagdo que une o par de fluoréforo-fluordforo ou fluordforo-
supressor € clivada por acdo enzimatica, ocorre um incremento na emissao de
fluorescéncia ou um deslocamento no comprimento de onda (mudanga espectral).
Este principio foi primeiramente utilizado na deteccdo de atividade de HIV-
plroteases31 e ¢ um dos meétodos mais eficientes para deteccdo de reagdes de
clivagem.’

Os substratos associados ao fendmeno de FRET nao estdo limitados apenas a

clivagem proteolitica e foram recentemente aplicados a triagem de fosfolipases por

** Leroy, E.; Bensel, N.; Reymond, J.-L. Adv. Synth. Catal. 2003, 345, 859-865.

2 Nyfeler, E.; Grognux, J.; Wahler, D.; Reymond, J.-L. Helv. Chim. Acta 2003, 86, 2919-2927.
%% Gonzalez-Garcia, E. M. Grognux, J.; Wahler, D.; Reymond, J.-L. Helv. Chim. Acta 2003, 86,
2458-2470.

%7 Badalassi, F.; Nguyen, H.K_; Crotti, P.; Reymond, J.-L. Helv. Chim. Acta 2002, 85, 3090-3098.
¥ Gutiérrez, M. C.; Sleegers, A.; Simpson, H. D.; Alphand, V.; Furstoss, R. Org. Biomol. Chem.
2003, /, 3500-3506.

% Sjcard, R.; Chen, L.S.; Marsaioli, A.J.; Reymond, J.-L. Adv. Synth. Catal. 2005, 347, 1041-
1050

30 Gao, W.; Xing, B.; Tsien, R.Y.; Rao, J. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 11168-11169.

3 Matayoshi, E.D.; Wang, G.T.; Krafft, G.A.; Erickson, J. Science 1990, 247, 954-958.

32 Kohl, T.; Heinze, K.G.; Kuhlemann, R.; Koltermann, R. P. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2002, 99,
12161-12166.
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meio de uma visualiza¢io in vivo de dois fosfolipideos marcados (Esquema 7).*
Esta sonda 1.15 para deteccao de fosfolipases contém uma molécula supressora, a
dinitroanilina, que interage com o fluoré6foro BODIPY® (Boron DiPyrromethene
difluoride), impedindo a emissao de fluorescéncia. Apos a clivagem catalisada por

fosfolipase A, (PLA;), o BODIPY® fica livre, emitindo fluorescéncia verde.
O

BODIPY ® H3c\®JL
g OM?
—C
o _P=
N
RS

1.1

Esquema 7 - Sonda desenhada para deteccao de atividade de fosfolipase A,

(PLA,). A ligagdo vermelha mostra a ligacao a ser clivada pela enzima.

1.3.1.3 Substratos com marcag¢do isotopica

Muitos dos ensaios supracitados podem operar com substratos quirais e,
conseqlientemente, realizar analise de enantiosseletividade utilizando enantiomeros

3435 - A o ~
puros.” " Nesse caso, as leituras de fluorescéncia dos enantidmeros (R) e (S) sao

feitas em experimentos separados.

33 Farber, S.A.; Pack, M.; Ho, S.Y.; Johnson, 1.D.; Wagner, D.S.; Dosch, R.; Mullins, M.C.;
Hendrickson, H.S.; Hendrickson, E.K.; Halpern, M.E. Science 2001, 292, 1385-1388.

¥ Reetz, M.T.; Jaeger, K.- E. Chem.-Eur. J. 2000, 6, 407-412.

35 Wabhler, D.; Badalassi, F.; Crotti, P.; Reymond, J.-L. Chem.-Eur. J. 2002, 8, 3211-3228.
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Numericamente, a enantiosseletividade ou a razdo enantiomérica (£) de uma
reacdo enzimatica pode ser calculada utilizando a seguinte formula, aplicando os

A 36
valores de k., € Ky de cada enantidomero .

(kea/ Kyi) enantidmero répido

Razao enantiomérica = £ =
(kea Ky) enantidmero lento

As constantes k., (constante da velocidade catalitica) e Ky (constante de
Michaelis) sdo pardmetros que caracterizam a seletividade de uma enzima por um
substrato determinado. A razdo enantiomérica E pode ser também calculada por
meio de experimentos competitivos, nos quais os dois enantidbmeros competem pelo
sitio ativo da enzima. A quantidade de cada produto formado revela a seletividade
da enzima. Um método de determinacdao de razdo enantiomérica baseada neste
conceito foi desenvolvido por Sih,”” no qual a medida de conversdo (c) e excesso
enantiomérico do substrato restante (ee(S)) ou excesso enantiomérico do produto

formado (ee (P)) num experimento permite o calculo do valor de E.

In [(I-c)( 1- ee (S))] Vinax. (a)/ Kwma) -
In [(1-¢)( 1+ ee (S))] Vinax. 8)/ Kms)

Nos experimentos de HTS utilizando enantiomeros puros, os enantidomeros
sao avaliados separadamente, desta maneira, o efeito da competicao entre eles pelo
sitio ativo da enzima ¢ ignorado, tornando inadequada a utilizagdo de quaisquer das
equagdes apresentadas. Usualmente, nestes tipos de ensaios, calcula-se a razao
enantiomerica aparente (E-aparente) a partir das velocidades das reagdes dos

enantiomeros isolados:

3% Kazlauskas R.J. In: Enzyme Assays. High-throughput screening. Genetic selection and
fingerprinting. Reymond, J.L. (ed), Wiley-VCH, Weinheim, 2006, p 17-39.
37 Chen, C.-S.; Fujimoto, Y.; Girdaukas, G.; Sih, C. J. J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 7294-7299.
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Velocidade do enantidmero rapido

E-aparente =
Velocidade do enantiomero lento

Assim, o valor de E-aparente ¢ obtido a partir da comparacao da velocidade
inicial das reacdes dos dois enantidbmeros obtidas separadamente.”®” A facilidade
de obtencdo do E-aparente ¢ uma vantagem; entretanto, a distor¢do do valor obtido
torna o método pouco confiavel na determinagdo do E.

Uma forma mais exata de obté-lo consiste na introducao de um substrato
similar de modo a simular a competicdo.”” Outra solu¢io pode ser alcancada com os
substratos isotopicamente marcados.

40,41,42
Reetz e colaboradores*®*!"

propuseram vdarias solugdes baseadas na
marcagao isotdpica para detectar diretamente a enantiosseletividade em ensaios de
triagem de alto desempenho. A marcagdo isotopica de um dos enantidmeros de um
¢ster ou amida acetilado (Esquema 8) permite investigar a resolugdo cinética
enzimatica destes substratos por meio de hidrolise enantiosseletiva. A marcagdo
com C ou “H do grupo acetila ndo produz mudangas na reatividade quimica entre
os enantidmeros, mas facilita o rastreamento seletivo de cada substrato ou
enantidmero, por EM,* RMN de 'H,*' (Esquema 8a ¢ Figura 1) ou por meio de

espectroscopia no Infravermelho - Transfomada de Fourier (IV-TF) (Esquema 8b e

Figura 2).%

38 (a) Zandonella, G.; Haalck, L.; Spencer, F.; Faber, K.; Paltauf, F.; Hermetter, A. Chirality
1996, 8, 481-489. (b) Reetz, M.T.; Zonta, A.; Schimossek, K.; Liebeton, K.; Jaeger, K.-E. Angew.
Chem. Int. Edit. 1997, 36, 2830-2832.

39 Janes, L.E.; Kazlauskas, R.J. J. Org. Chem. 1997, 62, 4560-4561

% Reetz, M.T.; Becker, M.H.; Klein, H.W.; Stockigt, D. Angew. Chem. Int. Edit. 1999, 12, 1758-
1761.

4 Reetz, M.T.; Eipper, A.; Tielmann, P.; Mynott, R. Adv. Synth. Catal. 2002, 344, 1008-1016.

* Tielmann, P.; Boese, M.; Luft, M.; Reetz, M.T. Chem.-Eur. J. 2003, 9, 3882-3887.
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Esquema 8 — Substratos pseudo-enantidmeros marcados com °C no grupo acetila

para determinacio de ee nas reagdes de hidrdlise, por meio de (a) RMN de 'H"

(b) espectroscopia no v.*
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Figura 1.- Regiio expandida de espectro de RMN de 'H (a) uma mistura

“racémica” de (S)-"’C-1.16/(R)-1.16, caracterizando o dubleto da metila marcada

com "C e o singleto da metila ndo marcada; e (b) O espectro mostra o singleto da

metila ndo marcada de (R)-1.16 acompanhado dos satélites devido a presenca

13 41 ~ : A s
natural de “C na amostra.” A razdo exata dos dois pseudo-enantidmeros ¢ obtida

pela integracao dos respectivos picos assim como o valor de ee.
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Figura 2 — Parte do espectro de IV-TF de uma mistura (1:1) de (S)-"C-1.19 e (R)-
1.19, ilustrando o deslocamento de 40-50 cm™ da méaxima absor¢do de estiramento
vibracional da carbonila marcada com "*C, evitando assim a sobreposi¢io das duas

bandas de carbonila.*

Estes métodos podem ser implementados em formato de HTS pela utilizagao
de instrumentos robotizados apropriados que permitem a andlise de amostras em
microplacas de 96 ou 384 pocgos, alcancando teoricamente um numero de 1400
amostras/dia por RMN e até 9000 amostras/dia por espectroscopia no
infravermelho. Ainda, esta Gltima metodologia permite medir valores de excesso
enantiomérico diretamente do sobrenadante da cultura, a qual ndo € possivel nos
casos de ensaios com RMN e EM. Vale lembrar que, embora versateis, estas
metodologias ndo sdo universais para serem aplicadas em todos tipos de substratos
e a escolha da melhor posi¢do para as marcacgdes isotOpicas, que permitem a
diferenciagdo dos dois pseudo-enantiomeros, ¢ de importancia capital.

Outra aplica¢do interessante da marcagdo isotopica foi empregada para
rastrear nitrilases enantiosseletivas utilizando 3-hidroxi-pentanodinitrila 1.22 como

substrato pseudo-proquiral marcado com "N (Esquema 9).%

43 DeSantis, G.; Wong, K.; Farwell, B.; Chatman, K.; Zhu, Z.; Tomlinson, G.; Huang, H.; Tan,
X.; Bibbs, L.; Chen, P.; Kretz, K.; Burk, M.J. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 11476-11477.
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OH nitrilase OH nitrilase OH

; S-seletiva 15, R-seletiva
HO,C C'>N «——— NC C®™N —— 3 NC CO,H

(5)-°N-1.23 (R)-15N-1.22 (R)-1.23
(m/z =130) (m/z=129)

Esquema 9 — Triagem de alto desempenho de nitrilases enantiosseletivas pela
utilizacdo de uma sonda 1.22 marcada com "°N que permite a formacio de mono-

acido 1.23 e deteccdo por espectrometria de massas.*

1.3.1.4 Outros substratos marcados

Hé ainda outros substratos fluorogénicos ou cromogénicos que ndo estiao
dentro das trés categorias anteriores € que sdo particularmente interessantes pelas
suas aplicagdes. Por exemplo, isotiocianato de fluoresceina ¢ utilizado para marcar
proteinas e anticorpos; assim, a caseina marcada com este fluor6foro € um substrato
fluorogénico para proteases. Outras aplicacdes recentes da fluoreceina®™ (ou
analogos, como a rodamina®) sdo para a triagem de cinases e fosfatases. O
interesse nas cinases e fosfatases estd ligado principalmente a triagem de inibidores
destas enzimas, que representam até 5% do genoma humano.*

A emissdo de fluorescéncia azul pela oxidagdo de (6-metoxi-2-naftalenil)-
metanol 1.24 (ndo fluorescente) em aldeido correspondente 1.25, foi empregada no
desenvolvimento de um ensaio fluorogénico para detec¢io de alcool desidrogenases
(ADH, Esquema 10).” Este ensaio foi subseqiientemente adaptado para testar
retroaldolases*® e juntamente com a oxidagdo secundaria por meio de periodato de

sodio, para triagem de lipases e epoxido-hidrolases.” De maneira analoga, é

* Simeonov, A. Anal. Biochem. 2002, 304, 193-199.

4 Kupcho, K.; Somberg, R.; Bulleit, B.; Goueli, S.A. Anal. Biochem. 2003, 317,210-217.
4 Cohen, P. Eur. J. Biochem. 2001, 268, 5001-5010.

“TVallee, B.L. 1992, US Patent, 5,162,203.

8 List, B.; Barbas 111, C.F.; Lerner, R.A. P. Natl. Acad. Sci. USA 1998, 95, 15351-15355.
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possivel utilizar diretamente os 6xidos de estireno como substratos cromogénicos

para deteccdo de epoxido-hidrolases.”’

OH 0
+
ADH, NAD
—
H,CO

1.24 125
fluorescente

H3CO

Esquema 10 — Ensaio fluorogénico para deteccio de 4lcool desidrogenases.*’

Para monitorar reacdes de formagao de ligacao C-C, como adicao de Michael
e reacao de Diels-Alder, foi proposta a utilizagdo de N-aril maleimida 1.26 (ndo
fluorescente) como substrato. Apds a reagdo catalitica, os adutos de maleimida
correspondentes, por exemplo 1.27, podem ser detectados pela emissdo de

fluorescéncia (Esquema 11).”°

O (0]
Cr @ e
Anticorpo o
catalitico o)
1.27
6 E1r RS
Ar fluorescente

Esquema 11 — Ensaio fluorogénico para deteccio de formacéo de ligacdo C-C.”

1.3.2 Ensaios com substratos ndo modificados

O uso de sondas cromogénicas ou fluorogénicas tem o inconveniente de
realizar os ensaios com substratos modificados, sendo assim, preferivel a aplicagao
direta dos substratos alvos. Estes ensaios baseiam-se na utilizacdo de
quimiossensores que respondem a formagdo do produto tornando desnecessaria a

marcacao do substrato.

4 Mateo, C.; Archelas, A.; Furstoss, R. Anal. Biochem. 2003, 314, 135-141.
5% Tanaka, F . Thayumanavan, R.; Barbas, C. F., I[I1.J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 8523-8528.
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Esta idéia foi aplicada para monitorar a hidrdlise de éster catalisada por
. . .4 A 39.51 .
lipases estereosseletivas com um indicador cromogénico de pH.””" Outros ensaios
indiretos utilizam sensores capazes de detectar o progresso da reacao, tais como
.~ . 2 .~
medi¢do de mudanca de temperatura por termografia infravermelho’” ou medigio
’ r1: . 53 r
de ions metdlicos livres,” e também sensores fluorescentes que respondam a um

- : 54
reconhecimento seletivo do produto.

1.3.2.1 Ensaios fundamentados na deteccdo do ponto final da reagdo
(Endpoint assays)

Estes ensaios monitoram o consumo de substrato ou formagdao do produto
ap6s um intervalo de tempo e sdo suficientes para revelar atividades enzimaticas. A
tatica mais empregada ¢ a utilizagdo de um reagente que revela especificamente o
grupo funcional formado na reagao.

Tradicionalmente, as atividades das cinases foram analisadas pela incubagao
de proteinas ou peptideos imobilizados e tratados com ATP marcada com
radioisotopos, usualmente com fosforo gama 32 ou 33, ou pela coloragao do
produto com anticorpo especifico para fosfoproteina. Um aperfeicoamento recente
foi realizado por meio da molécula fluorescente e seletiva de fosfoproteina
chamada “Pro-Q Diamond”.” Este revelador ¢ utilizado especialmente em micro-
arranjos de proteinas que, apds a sua fosforilagio com ATP por meio de cinase,

permite uma identificacio rapida dos produtos.” Outra estratégia similar utiliza o

°! Janes, L.E.; Lowendahl, A.C.; Kazlauskas, R.J. Chem.-Eur. J. 1998, 11,2324-2331.

32 (a) Taylor, S.J.; Morken, J.P. Science 1998, 280, 267-270. (b) Reetz, M.T.; Becker, M.H.;
Liebl, M.; Fiirstner, A. Angew. Chem. Int. Edit. 2000, 39, 1236-1239.

3 Klein, G.; Reymond, J.-L. Angew. Chem. 2001, 113, 1821-1823.

>4 Geymayer, P.; Bahr, N.; Reymond, J.-L. Chem.-Eur. J. 1999, 5, 1006-1012.

>> Martins, K. Steinberg, T.H.; Cooley, L.A.; Gee, K.R.; Beechem, J.M.; Patton, W.F.
Proteomics 2003, 3, 1244-1255.
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complexo de zinco-fluoresceina, que se liga as proteinas fosforiladas.’® Todos estes
ensaios requerem um substrato imobilizado, usualmente a proteina, para permitir
que ATP e a cinase sejam lavadas antes da aplicacao final do fluoréforo, revelador
do grupo fosfato.

Outro exemplo constitui a reacdo entre a amina 1.29 (produto de hidrolise de
amida) e a 7-cloro-4-nitrobenzofurazana 1.30 para revelar a atividade de amidases,
utilizando a amida 1.28 “ndo modificada” (Esquema 12).°’ Assim, a atividade da
amidase estd diretamente relacionada a intensidade de fluorescéncia emitida pelo
produto da reacdao 1.31 entre a amina formada e a 7-cloro-4-nitrobenzofurazana.

Este método foi aplicado na triagem enantiosseletiva de diferentes hidrolases.

NO,
I
R
,& MH, 13[|
HN N 0 ){mﬁ'd C
il it ~ *
/I'\ RZ R3 B3
RZ" "r3  RICOA R NH

o,
1.28 1.29 "'[

= ﬂuol escente

Esquema 12 - Deteccdo da atividade de amidases com 7-cloro-4-

. A s g 57
nitrobenzofurazana 1.30 como revelador fluorogénico do produto enzimatico.

Matiles e colaboradores™ relataram um ensaio interessante baseado na
utilizagdo de vesiculas contendo uma solucdo concentrada e autosupressora de
carboxifluoresceina. (Esquema 13). Nas membranas das vesiculas foram
incorporados poros sintéticos denominados Poros Multifuncionais Sintéticos

(SMPs), que funcionam como canais para a saida do fluoréforo. Neste caso, os

56 Ojida, A.; Mito-oka, Y.; Inoue, M.; Hamachi, 1. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 6256-6258.
> Henke, E.; Bornscheuer, U.T. Anal. Chem. 2003, 75, 255-260.
8 Das, G.; Talukdar, P.; Matile, S. Science 2002, 298, 1600-1602.
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poros estdo obstruidos pelo substrato da enzima devido a maior afinidade entre
estes (Esquema 13a) do que entre o produto e os poros (Esquema 13b). A
biotransformacao do substrato para o produto pela enzima altera sua afinidade pelo
poro permitindo a difusdo do fluoréforo para fora das vesiculas provocando um
incremento na fluorescéncia. Esta metodologia foi aplicada a varios tipos de
enzimas, incluindo DNA nucleases, DNA polimerase, apirase, heparinase,
hialuronidase, papaina, elastase e pronase.” As limita¢des desta metodologia estio
na sintese relativamente complexa dos poros sintéticos € na possibilidade de um
bloqueio nao seletivo de poros por contaminantes, tais como a propria enzima ou

cofatores presentes na reacgao.

Substrato

(@) (b)

<4  Carboxifluoresceina <4~ Carboxifluoresceina
(dentro, auto- supressao) (fora, fluorescente)

Esquema 13 — Esquema de um ensaio enzimdtico baseado na utilizacdo de
vesiculas contendo poros multifuncionais sintéticos. A biotransformacdo do
substrato a produto ¢ monitorada pela quantidade de carboxifluoresceina que

atravessa os pOI’OS.58

* Sord¢, N.; Das, G.; Matile, S. P. Natl. Acad. Sci. USA, 2003, 100, 11964-11969.
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A deteccao indireta do produto também pode ser realizada pelo principio de
retro-titulagdo. Wahler ¢ Reymond® demonstraram este fundamento num teste
chamado “teste de adrenalina”. Este ¢ um método colorimétrico baseado na retro-
titulagdo de periodato de sédio. Durante ou apds a reacdo enzimdtica, uma
quantidade conhecida de periodato de sddio ¢ adicionada para reagir com o 1,2-diol
ou 1,2-aminoalcool, produtos de catilise enzimatica empregando substratos como
¢steres, amidas, fosfatos ou epoxidos. O periodato de sodio remanescente € entdo
retro-titulado pela adicdo de um excesso de adrenalina, a qual reage quantitativa- e
instantaneamente com o periodato de sédio para formar o adrenocromo de cor
vermelha (Esquema 14a).°' Conseqiientemente, a formagdo do produto resultante
da atividade enzimatica ¢ inversamente proporcional a formacao do adrenocromo;
quanto menos intensa for a cor da mistura reacional, mais produto estara presente
na mistura reacional (Esquema 14b). Este ensaio ¢ compativel com varias
condi¢des operacionais, incluindo a utilizagdo de co-solvente e diferentes valores
de pH. Esta metodologia foi utilizada para testar a hidrolise de 6leo vegetal e
tributirina por lipases e esterases, abertura de epoxidos por epoxido-hidrolases e
hidrolise de acido fitico por fitases. Também foi empregada para triagem de

eqe . . . . 2
esterases utilizando um arranjo de carboidratos poliacetilados.’

50 Wahler, D.; Reymond, J.-L. Angew. Chem. Int. Edit. 2002, 41, 1229-1232.
%! Goddard, J.-P.; Reymond, J.-L. Curr. Opin. Biotech. 2004, 15, 314-322.
52 Wahler, D.; Boujard, O.; Lefévre, F.; Reymond, J.-L. Tetrahedron 2004, 60, 703-710.
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Esquema 14 - (a) Principio da detecgdo por retro-titulacdo de periodato no teste de
adrenalina; (b) Visualizagao dos resultados pela intensidade da cor. Quanto menos
intensa a coloracdo, maior serd o consumo de periodato pelo produto da reacao

enzimatica.®!

1.3.2.2 Ensaios com detec¢do em tempo real

O monitoramento de uma reacao enzimatica no tempo real € possivel sempre
que o sensor de detec¢do ndo interfere na reagdo enzimatica. Alguns dos testes
mencionados acima também servem para monitoramento em tempo real. Como por
exemplo, o teste para detec¢do de amidase com o reagente 7-cloro-4-
nitrobenzofurazana (Esquema 15). De maneira analoga, a formagdo de hidrazona
fluorogénica 1.35 por meio de 7-hidrazino-4-nitrobenzofurazana 1.34 permite
monitorar em tempo real a liberacdo de acetaldeido 1.33 a partir de um éster
vinilico 1.32 catalisada por lipases ou esterases em solvente organico® (Esquema

15).

% Konarzycka-Bessler, M.; Bornscheuer, U.T. Angew. Chem. Int. Edit. 2003, 42, 1418-1420.
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Esquema 15 — Detecgdo de lipases e esterases. Utilizacdo de um éster vinilico
qualquer e a 7-hidrazino-4-nitrobenzofurazana permite o monitoramento da reacao

catalisada por hidrolases pela fluorescéncia.®

Outro exemplo constitui o monitoramento da atividade de DNA nucleases
utilizando-se um corante seletivo de dupla-hélice (PicoGreen®). Neste teste, a
atividade ¢ detectada continuamente pela diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia induzida pela liberacdo do corante.**

Além dos corantes e reagentes fluoro/cromogénicos, os complexos
organometalicos também sdo utilizados em triagens enzimaticas. Por exemplo, o
complexo calceina-cobre (ndo fluorescente) foi utilizado para monitorar as
atividades de acilases, aminopeptidases e proteases.”® Na presenga de aminoacidos
(produto da reacdo catalitica) na faixa de 0,1 a 1 mM, a reacdo resultante apresenta
fluorescéncia verde 10 vezes mais intensa, devido ao deslocamento do cobre dentro
do complexo calceina-cobre por aminoacidos quelantes, permitindo o
monitoramento indireto da atividade enzimatica através da fluorescéncia liberada

pela calceina livre.

% Tolun, G.; Myers, R.S. Nucleic Acids Res. 2003, 31, ¢111 (6 paginas).
65 Dean, K.E.S.; Klein, G.; Renaudet, O.; Reymond, J.-L. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2003, 13,
1653-1656.
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“Fingerprint” enzimdtico (Impressao digital)

Como mencionado acima, um ensaio enzimatico ¢ uma ferramenta que
permite visualizar a atividade de uma enzima. Na sua expressdao mais simples ¢
possivel transformar uma atividade enzimatica numa imagem de duas cores, por
exemplo, branco poderia significar “inativa” e o preto, “ativa”. Esta imagem pode
tomar maior nivel de defini¢do ao se adotar uma graduagao de cor. Isto € possivel
pela obtengdo de dados quantitativos dos ensaios. A imagem assim obtida de
funcdes enzimaticas ¢ chamada de “impressdo digital” da atividade ou

“fingerprint” enzimatico (Figura 3).

Figura 3 —Impressao digital (“fingerprint”) da atividade enzimética. Cada cor
indica uma atividade enzimdtica determinada cuja intensidade e cor esta

i L. . e 35
relacionada a atividade enzimatica.

A impressdo digital da atividade enzimatica de microrganismos nao ¢ um
conceito novo, pois € utilizada desde a década de 1960 para identificagdo rotineira
de microrganismos frente a dezenove substratos que reagem seletivamente com um
tipo de enzima (API-ZYM comercializado por Biomerieus Inc).®® Atualmente, a
meta ¢ coletar simultaneamente dados das atividades enziméticas com substratos
variados e/ou condi¢cdes operacionais diferentes. Assim, a impressdao digital
permitiria utilizar o perfil de atividade para rotular e identificar uma enzima ou
microrganismo, o qual constitui o pré-requisito para todas as aplicagdes dos ensaios

enzimaticos.

66 (a) http://www.biomerieux.com (b) Garcia-Martos, P.; Marin, P.; Hernandes-Molina, L.M.;
Garcia-Agudo, L.; Aoufi, S.; Mira, J. Mycopathologia 2001, 150, 1-4.
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As metodologias acima mencionadas constitutuem os ensaios de triagem de
médio e alto desempenho mais importantes, lembrando que ndo hd um ensaio
enzimatico universal e muitos deles se complementam. Assim, o desenvolvimento
de novos ensaios de HTS para avaliagdo da atividade enzimatica e excessos
enantioméricos continua sendo uma area em expansdo. Entretanto, ¢ importante
ressaltar que os resultados positivos obtidos nos ensaios enzimaticos por triagem de
alto desempenho devem sempre ser confirmados por outros métodos

independentes, i.e. biocatalise convencional” (Esquema 16).

Amostra do
ensaio

controle branco
controle positivo

controle <:| Ensaio
Teste = pranco ¢

enzimatico
¢ Repetigao
N3do ha atividade :
monitorada na Teste > controle
amostra branco

v

Confirmacgao de
atividade observada
por outros métodos

Esquema 16 - Principio de HTS para ensaios enzimaticos. O sinal produzido pela
amostra-teste deve ser comparado ao controle branco (somente reagentes e
solucdes) e a uma enzima ativa como controle positivo. A confirmacao final deve

ser realizada por outros meios para o proposito desejado.

* . yqe . J . . res
O termo “biocatalise convencional” utilizado neste trabalho se refere as reagoes biocataliticas
em pequenas escalas, entre 20-50 mL de meio reacional, realizadas em erlenmeyer.
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2. OBJETIVOS

O Brasil apresenta grande biodiversidade de microrganismos®’ com alto
potencial para a descoberta de novas enzimas;*® entretanto, eles sdo pouco
explorados e para utilizad-los eficientemente, eles devem ser avaliados através de
um estudo sistematico.

Os estudos realizados no grupo até o momento, na linha de biocatalise,
focalizaram reacgdes de oxidagdo por monooxigenases (oxidagdes de derivados de
enxofre, e oxidagdes tipo Baeyer-Villiger) e hidrolise de epoxidos por epdxido-
hidrolases. Durante esta trajetdria, foi ponderado que o tempo dedicado em triagens
biocataliticas deveria ser otimizado com ensaios mais rdpidos € menos
dispendiosos. Neste contexto, foi considerado a triagem de alto desempenho uma
tecnologia fundamental para a procura de novos catalisadores da biodiversidade.

Dada a importancia da grande biodiversidade dos microrganismos no Brasil,
o objetivo geral deste trabalho ¢ implementar metodologias de triagens rapidas para
deteccao de epoxido-hidrolases ¢ monooxigenases utilizando células integras com
os seguintes objetivos especificos:

1. Implementar triagens enzimaticas de alto desempenho com sondas
fluorogénicas;

2. Implementar triagens enzimaticas de alto desempenho com substratos “ndo
modificados”;

3. Legitimar os resultados obtidos nas triagens de alto desempenho por

biocatalise convencional.

57 Pfenning, L.H. Diversity of microfungi In: Biodiversity in Brazil: A First Approach. Bicudo,
C.E.M. and Menezes, N.A. (Eds), Brasilia: CNPq, 1996. p. 65-80.
% Strobel, G.A. Crit. Rev. Biotechnol. 2002, 22, 315-333.
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3. TRIAGEM DE EPOXIDO-HIDROLASES

3.1. CONSIDERACOES GERAIS

Nos sistemas vivos os epdxidos sdo formados por metabolismo oxidativo
com a participacdo de monooxigenases do tipo citocromo P450. A tensdao angular
do anel de trés atomos confere uma reatividade particular aos epdxidos. A
abertura dos epoxidos em meios aquosos acidos ou basicos produz o respectivo
diol de acordo com o Esquema 17.

R1 Ro H.O" R R1 Ro
H> < O 5 (2/\ ?—é +_> >_<

..0.. ?-i— HO HO
H

Esquema 17 - Reacao de abertura do epoxido em meio acido aquoso.

Os epoxidos sdo tipicamente instaveis, reagem com nucleofilos e foram
apontados como mutagénicos e carcinogénicos.” Conseqiientemente, ¢ de vital
importancia, para os organismos vivos, regular os niveis destos epoxidos. Em
geral, as epoxido-hidrolases convertem esses compostos em didis vicinais pela
adicao régio- e estereoespecifica de uma molécula de agua, transformando os
substratos em produtos mais soliiveis em dgua € menos tOxicos.

Do ponto de vista da quimica sintética os epdxidos quirais e didis vicinais
sdo intermediarios-chave na sintese de uma série de compostos biologicamente
ativos com elevado valor comercial.”” Os epéxidos quirais podem ser obtidos
através de varios métodos cataliticos interessantes e eficientes, entre os quais

podemos citar a epoxidacdo de Sharpless e método de Jacobsen-Katsuki, os quais

6 Adams, Jr. J.D.; Yagi, H.; Levin, W.; Jerina, D.M. Chem. Biol. Interact. 1995, 95, 57-77.
0 a) Mischitz, M.; Faber, K. Synlett 1996, 10, 978-980. b) Weijers, C.A.G.M.; de Bont, J.A.M.
J. Mol. Catal. B-Enzym. 1998, 5, 79-83.
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fornecem epoéxidos com alto excesso enantiomérico e alto rendimento.”’
Entretanto, estas metodologias apresentam certas limitagdes que dependem da
estrutura do substrato. Neste contexto, as epoxido-hidrolases constituem uma
alternativa interessante, pois sdo biocatalisadores de facil utilizagdo e

. , . e, . . . 2
importantes para a sintese de intermediarios quirais valiosos.’

3.1.1 Ocorréncias e tipos de epoxido-hidrolases

As epoxido-hidrolases (EC 3.3.2.3) pertencem a uma sub-categoria de um
amplo grupo de enzimas hidroliticas que inclui esterases, proteases,
desalogenases e lipases, e sdo enzimas que nao necessitam de cofatores para
atuarem.” Tais enzimas sdo encontradas em todos os tipos de organismos vivos,
incluindo insetos, plantas e microrganismos e agem sobre uma grande variedade
de epoxidos.”

Nos mamiferos ha no minimo 5 formas de epoxido-hidrolases (EH) que
sdo quimica- e imunologicamente distintas’”": a) colesterol 5,6-6xido hidrolase; b)
hepoxilina Aj; hidrolase; c) leukotrieno A, hidrolase; d) epdxido-hidrolase
soltivel e) epdxido-hidrolase microssomal (Figura 4). Dentre elas, apenas as
duas ultimas sao conhecidas pela sua acdo enzimatica sobre compostos

xenobioticos.

& a) Katsuki, T.; Sharpless, K.B. J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 5976-5978. b) Jacobsen, E.N.;
Markd, 1.; Mungall, W.S.; Schroder, G.; Sharpless, K.B. J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 1968-
1970. ¢) Kolb, H.C.; Sharpless, K.B. Tetrahedron 1992, 48, 10515-10530.

72 Archelas, A.; Furstoss, R. Curr. Opin. Chem. Biol. 2001, 5, 112—119.

3 Beetham J .K.; Grant, D.; Arand, M.; Garbarino, J.; Kiyosue, T.; Pinot, F.; Oesch, F.;
Belknap, W.R.; Shinozaki, K.; Hammock, B.D. DNA Cell Biol. 1995,14, 61-71.

7 Weijers, C.A.G.M.; de Bont, J.A.M. J. Mol. Catal. B-Enzym.1999, 6, 199-214.

7 Fretland, A.J.; Omiecinski, C.J. Chem. Biol. Interact. 2000, 129, 41-59.
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Epoxido hidrolases Substratos

Colesterol 6xido

hidrolase

OH
Hepoxilina A hidrolase >N NN cooH
Leukotriena A hidrolase e cooH
Epéxido hidrolase NSNS eoer
soluvel (EHs)

peititelee ~q I

Figura 4 - Diferentes tipos de EH de mamiferos com seus substratos.”

Em geral, as epoxido-hidrolases microssomais (EHm) sdo eficientes para
abertura de epdxidos mono e cis-dissubstituidos ligados a grupos lipofilicos,
enquanto que as epoxido-hidrolases soluveis (EHs) sao melhores para a abertura
de epoxidos tri e tetra substituidos com geometria trans.”® A EHm se diferencia
das outras epoxido-hidrolases pois parece estar principalmente orientada para o
metabolismo de compostos xenobidticos.”” Substratos tipicos incluem compostos
toxicos e pro-carcinogénicos, assim também os epoxidos derivados de drogas
anticonvulsivas comumente utilizadas na terapia moderna.”

Epoéxido-hidrolases de origem microbiana incluem as enzimas encontradas

em bactérias, fungos e leveduras. As epoxido-hidrolases de origem bacteriana

76 a) Ota, K.; Hammock, B.D. Science 1980, 207, 1479-1483. b) Halarnkar, P.P.; Zadeh, J.N.;
Kuwano, E.; Jones, A.D.; Hammock, B.D. Arch. Biochem. Biophys. 1992, 294, 586-596.

" Oesch, F. Xenobiotica 1972, 3, 305-315.

78 a) Hartsfield, J.K.; Holmes Jr,L.B.; Morel, J.G. Biochem. Mol. Med. 1995, 56, 131-143. b)
Bellucci, G.; Berti, G.; Chiappe, C.; Lippi, A.; Marioni, F. J. Med. Chem. 1987, 30, 768-773.
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foram estudadas por Faber e colaboradores,” utilizando, principalmente,
bactérias do género Rhodococcus, Mycobacterium, Arthrobacter, Mycoplana,
Nocardia e Corynebacterium.

Epdxido-hidrolases de bactérias sdo ferramentas acessiveis em sintese
organica devido a sua producdo em larga escala. Entretanto, cada enzima tem
suas limitagdes quanto ao tipo de substrato e também quanto a
enantiosseletividade.

Furtoss e colaboradores®™™ e Archelas®® realizaram experimentos de
hidrolise de epoxidos utilizando fungos filamentosos como Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae, Beauveria sulfurescens, Absidia coerula, Acremonium
alternatum, Mortierella isabellina, Chaetomium globosum e Syncephalastrum
racemosum, entre outros. Estas enzimas estdo presentes nas células dos fungos
crescidos em fontes simples de carbono, tais como glicose ou milhaina.

Botes e colaboradores® trabalharam com epoxido-hidrolases de leveduras
Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula araucaria,
Rhodotorula rubra, Trichosporon mucoides e Trichosporon jirovecii. Estes
microrganismos sao faceis de serem cultivados em grande escala e o processo de
purificacao do subtrato pode ser realizado por meio de centrifugagdo das células

inteiras.

7 a) Steinreiber, A.; Mayer, S.F.; Saf, R.; Faber, K. Tetrahedron-Asymmetr. 2001, 12, 1519-
1528. b) Mayer, S.F.; Steinreiber, A.; Orru, R.V.A.; Faber, K. Tetrahedron-Asymmetr. 2001,
12, 41-43. c¢) Orru, R.V.A.; Mayer, S.F.; Kroutil, W.; Faber, K. Tetrahedron 1998, 54, 859-
874.

80 a) Pedragosa-Moreau, S.; Archelas, A.; Furstoss, R. Tetrahedron Lett. 1996, 37, 3319-3322.
b) Archelas, A. J. Mol. Catal. B-Enzym. 1998, 5, 79-85. ¢) Archelas, A. J. Mol. Catal. B-
Enzym. 1998, 5, 213-217.

81 Botes, A.L.; Weijers, C.A.G.M.; Botes, P.J.; van Dyk, M.S. Tetrahedron-Asymmetr. 1999,
10, 3327-3336.
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3.1.2 Estrutura e mecanismo de reac¢do de epoxido-hidrolases

Uma descoberta interessante ¢ a similaridade entre as EHs de A. niger e
EHm de mamiferos. A proteina obtida desta espécie possui a triade catalitica
similar a triade das espécies de mamiferos e pertence ao grupo das enzimas o/f3-
hidrolases. A estrutura da epoxido-hidrolase de 4. niger consiste de um dimero
formado de duas subunidades de 44 kDa e foi elucidada por cristalografia de

raio-X utilizando o método de Dispersao Andmala de Multi-Comprimento de

Ondas.®

Figura 5 - Triade catalitica de epoxido-hidrolases de Aspergillus niger (Asp-
192, His-374 e Asp-348) e as interagdes de ligacoes de hidrogénio mais

. o . )
importantes com os outros aminoacidos e moléculas de dgua.

Na Figura 5 observa-se o sitio catalitico formado pelo residuos de 4cido

aspartico (Asp-192), a histidina (His-374) e o acido aspartico (Asp-348). A

82 Zou, J.; Hallberg, B.M.; Bergfors, T.; Oesch, F.; Arand, M.; Mowbray, S.L.; Jones, T.A.
Structure 2000, 8, 111-122.
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molécula de dgua (em vermelho), indica a posi¢cdo do oxigénio do anel oxirano
interagindo com duas tirosinas (Tyr-251 e Tyr-314). O chamado “sistema de
interacdo de carga” (formado pelos residuos His-374 e Asp-348 com a
assisténcia do acido glutamico Glu-123) promove um reservatério de agua perto
do sitio ativo.*

A ligacdo inicial e posicionamento do substrato no sitio ativo da enzima
ocorre provavelmente através da formacdao de ligagdo de hidrogénio entre o
oxigénio do anel e os grupos hidroxilas de Tyr-251 e Tyr-314 (Esquema 18). No
primeiro passo da reacdo enzimatica, um dos atomos de carbono do anel oxirano
sofre um ataque nucleofilico do grupo carboxilato lateral de Asp-192, dando
lugar a formagdo de um éster intermedidrio (substrato-enzima) com a abertura do
anel. O processo ¢ facilitado através da doagao simultanea de préton por um dos
residuos de tirosina. O segundo passo da reacdo consiste na hidrolise do éster
intemediario por uma molécula de 4gua no centro catalitico.*” Esta molécula de
agua ¢ ativada atraves da abstracdo de proton por His-374 e Asp-348 (ligados por
pontes de hidrogénio) como um sistema de interagdo de carga, possivelmente

assistido pelo residuo Glu-123.
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Structure

Aspergillus niger. Os residuos estdo desenhados de maneira que sejam o mais
semelhante possivel a suas posigdes e orientagdes reais. O primeiro passo

catalitico é o determinante da velocidade da reacdo.”

3.2 TRIAGEM ENZIMATICA DE ALTO DESEMPENHO COM
SONDAS FLUOROGENICAS PARA DETECCAO DE
EPOXIDO-HIDROLASES

Dentre as metodologias na literatura para epdxido-hidrolases foi escolhida
a metodologia baseada na detec¢do através da fluorescéncia, desenvolvida pelo
grupo do Prof. Dr. Reymond (Esquema 6, pag. 14). A deteccao por
fluorescéncia € de alta sensibilidade tornando a miniaturizagdo deste ensaio bem
mais facil que os métodos tradicionais. Uma reagdo biocatalitica convencional
requer aproximadamente 15 a 30 mg de substrato, considerando que a
concentracdo recomendada dele ¢ de 0,5 a 1,0 mg/mL (volume de reagdao = 30

mL). Entretanto, a triagem baseada em fluorescéncia utiliza tipicamente entre
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0,004 a 0,01 mg de substrato por ensaio, reduzindo, desta maneira, a quantidade

de substrato utilizado em milhares de vezes.

Estes experimentos sdo realizados em microplacas e a velocidade das
reagOes pode ser acompanhada através da leitura/registro da fluorescéncia, sendo
que esta ¢ associada a liberagdo de umbeliferona no meio, a qual, por sua vez, ¢

associada a biotransformacao do substrato (Figura 6).
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Figura 6- Reacdes especificas entre as sondas fluorogénicas catalisadas pela
enzima correspondente e os respectivos controles positivos (aminodlcool e diol)
Condigdes: 100 mg/mL de enzima, 100 uM de substrato, 1 mM de NalO,, 2
mg/mL de BSA, 20 mM de tampao borato (pH 8,8), 30 min."

Usualmente, os dados da intensidade de fluorescéncia obtidos ao longo do
ensaio sdo processados e apresentados em graficos, como ilustrado na Figura 7,
para facilitar uma riapida comparacao entre as reacdes de diferentes enzimas ou
contra o controle branco, no qual a leitura final calculada ¢ simplesmente a
diferenca entre a média das leituras com enzima (azul) e a média dos controles
brancos (reacdo sem enzima, vermelho). Também ¢é possivel calcular a

velocidade inicial da catalise; nesse caso, a fluorescéncia é convertida em
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concentracdo de umbeliferona utilizando uma curva de calibracio da

umbeliferona na mesma condi¢ao do ensaio.
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£
o 700 - .
< oot
TU’ 600 - o
‘© *
c . *
‘8 500 P
) *
S 400 - ¢
g 3 ¢ & Reagéo positiva
“‘1_> 300 * ¢ m Controle branco
P .
® M pEEN
g 200 ¢ g mEE ﬁ._._._._._._.—
i ¢,
_.qc__z 100 * =]
£

0 100 200 300 400 500 600 700
Tempo (min)
Figura 7- Um exemplo grafico de uma reacao enzimatica positiva e o respectivo

controle branco.

A aplicagdo da triagem de alto desempenho como ferramenta de rotina
possibilita uma répida construcdo de bancos de dados sobre o potencial
enzimatico de qualquer conjunto de microrganismos, € a possibilidade de fazé-lo
a custo relativamente baixo torna os ensaios fluorogénicos altamente atraentes.
No entanto, esta metodologia havia sido apenas aplicada a hidrolases purificadas
necessitando de adaptagdo para triagem em células microbianas.”'

Os ensaios de triagem de alto desempenho foram realizados de acordo
com o experimento geral apresentado no Fluxograma 2, no qual as etapas

iniciais foram as sinteses das sondas fluorogénicas.

45



Lu Shi Chen Triagem de EH baseada na fluorescéncia

Triagem de alto desempenho com
sondas fluorescentes

1 Repique dos
microrganismos isolados
ou de colegdes

Ativacao Sintese das sondas
tubo inclinado, 28 °C, 48-72 h. fluorogénicas e
substancias padrao
l 2 Repique
Cultivo dos microrganismos l

tubos ou frascos, 28 °C, 48-72 h Preparacio de solucdo
l estoque das sondas ¢ de

substancias padrao

Preparacao de
suspensao celular

Montagem do ensaio
em microplaca

Monitoragdo
de fluorescéncia

Fluxograma 2 - Procedimento geral dos experimentos de triagem de alto

desempenho.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.3.1 Preparacgado das sondas fluorogénicas 3.5 e 3.6

A preparacao dos epoxidos 3.5 e 3.6 (terminal e dissubstituido) derivados
de umbeliferona (7-hidroxi-2H-1-benzopiran-2-ona), utilizados como sondas

fluorescentes para epoxido-hidrolases, foi realizada conforme o Esquema 19.
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TsCI NaH

)\/\/OH m )\/\/ umbellferona
H CH,Cl,
R=H ou C,Hs 70% 31 R=H 60 73%
3.2 R=C,H;
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X
y ] 107, MCPBA o) m
l/\/\o o o —>CHZC|2 HTL}\/\ o
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3.3 R=H Sonda 3.5 R=H
3.4 R=C,H; Sonda 3.6 R=C,H,

Esquema 19- Rota sintética para a obtengao das duas sondas 3.5 € 3.6 para HTS

de epoxido hidrolases.

Os tosilatos 3.1 e 3.2 foram facilmente obtidos, a partir dos alcoois
correspondentes, com 70% de rendimento.*”® Os derivados tosilados
apresentaram nos espectros de RMN de 'H sinais entre & 7,80 e 7,30 atribuidos
aos hidrogénios do anel aromatico e em Jy 2,40 a metila do grupo tosila. No
espectro de RMN de "°C revelou a presenca de dois carbonos quaternarios em ¢
de 144,7 e 133,1 atribuidos aos carbonos benzénicos substituidos.

A alquilagao da umbeliferona® com os tosilatos 3.1 e 3.2 na presenca de
NaH.*® forneceu os compostos 3.3 ¢ 3.4 com rendimentos médios de 60% - 70%.
O sucesso das reagdes pode ser comprovado pelos espectros de RMN de 'H, que
revelou a presenga de sinais entre oy 7,60 a 6,20 atribuidos aos hidrogénios
aromaticos da umbeliferona. A presen¢a dos quatro carbonos quaternarios em ¢

162,0 (C7), 161,1 (C2), 155,7 (C9) e 112,4 (C10) para 3.3 e & 162,2, 161,2,

8 Ren, X.; Turos, E.; Lake, C.H.; Churchill, M.R. J. Org. Chem. 1995, 60, 6468-6483.
8 Kabalka, G.W.; Varma, M.; Varma, R.S. J. Org. Chem. 1986, 51, 2386-2388.

% Klein, G.; Reymond, J.-L. Helv. Chim. Acta 1999, 82, 400-406.

% Bhatia, S.K.; Hajdu, J. J. Org. Chem. 1988, 53, 5034-5039.
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155,8 ¢ 112,4 para 3.4 nos espectros de RMN de "°C evidenciaram a presenca da
por¢ao umbeliferila nos dois produtos.

Os compostos 3.3 e 3.4 foram convertidos em epoxidos utilizando-se o
acido metacloroperbenzéico (MCPBA),*” com rendimentos de aproximadamente
70% para a sonda 3.5 e 80% para a sonda 3.6. A formagdo da sonda 3.5 (epdxido
terminal) foi constatada por RMN de 'H pela auséncia dos sinais em & 5,90 e
5,17 (referentes aos trés hidrogénios olefinicos do material de partida_3.3) e pela
presenca de sinais em oy 2,60, 2,86 e 3,17 atribuidos aos trés hidrogénios do anel
oxirano. De maneira andloga, a obtencdo da sonda 3.6 (epoxido dissubstituido)
foi constatada por RMN de 'H pela presenca de sinais em & 3,17 e 2,98
correspondentes aos dois hidrogénios do anel oxirano de 3.6 ¢ pelo
desaparecimento dos sinais em oy 5,56 e 5,42 (referentes aos hidrogénios
olefinicos do material de partida 3.4).

Os didis 3.7 e 3.8 (Esquema 20), utilizados como controles positivos nos
testes de HTS, foram obtidos por reacdo de di-hidroxilacdo com tetréxido de
6smio (OsO4) e N-6xido de N-metilmorfolina (NMO) em acetona:adgua (2,5:1,
v/v) a partir de 3.3 e 3.4. Os didis foram obtidos com rendimento de 65-70%
calculado apos purificacdo. Nos espectros de RMN de 'H de 3.7 e 3.8 ndo foram
detectados os sinais correspondentes aos hidrogénios olefinicos de 3.3 ¢ 3.4 ¢
foram observados sinais caracteristicos de hidrogénios carbinolicos entre oy 3,90
e 3,50. Estas informagdes associadas aos ions moleculares de m/z 250 (18 %) e

de m/z 278 (8 %) confirmaram a formacao dos didis 3.7 ¢ 3.8.

87 Chai, K.-B.; Sampson, P. Tetrahedron Lett. 1992, 33, 585-588.
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3.3 R=H
3.4 R=CyHs

Esquema 20 - Sinteses de diois 3.7 e 3.8 a partir dos compostos 3.3 ¢ 3.4.

3.3.2 Sondas fluorogénicas enantiomericamente enriquecidas para
deteccgdo de epoxido-hidrolases
3.3.2.1 Consideragado geral

Sondas fluorescentes quirais derivadas de umbeliferona foram empregadas
na determinagdo de enantiosseletividade da hidrélise de acetato por 30 lipases ou

esterases (Esquema 21).%

30/‘\/\ H3C/\/\O 0o

(R)-3.9 (S)-3.9
l Lipase/esterase l
'y b L
H 30/'\/\0 o Yo Ha e "0 oo
(R)-3.10 (S)-3.10

\ HLADH /
A 0, 220 0,
3.12

Esquema 21 — Ensaio baseado na leitura de fluorescéncia para avaliar da

enantiosseletividade de lipase/esterase.™

% Klein, G., Reymond, J.-L. Helv. Chim. Acta 1999, 82, 400-406.
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As fluorescéncias produzidas pela umbeliferona, provenientes das
biotransformacdes dos substratos (R)-3.9 e (5)-3.9, podem ser medidas e
relacionadas as quantidades relativas de (R)-3.10 e (5)-3.10 para determinagdo
de enantiosseletividades. Estes resultados foram validados pela quantificagdo dos
alcoois (R)-3.10 e (5)-3.10 por cromatografia liquida de alta resolu¢do (CLAE)
com coluna quiral. Os valores de enantiosseletividades e dos excessos
enantioméricos obtidos nos ensaios de HTS e CLAE apresentaram desvios de
+20%.** O principio desta idéia foi utilizado para a determinagdo de ee de outras
enzimas, tais como acilases, epoxido-hidrolases, dlcool desidrogenases, aldolases
e fosfatases.” Vale lembrar que a desvantagem inerente da utilizagdo de um
substrato fluorogénico e cromogénico se aplica aqui também, além da
inconveniéncia de determinar o excesso enantiomérico com 0s enantidmeros em
experimentos separados. No entanto, espera-se que este tipo de abordagem seja

util e possa ser utilizada em testes preliminares de atividade enzimatica.

3.3.2.2 Sondas para deteccdo de EH enantiomericamente enriquecidas

As sondas quirais 3.13 — 3.16 (Tabela 2) foram sintetizadas no grupo do

Prof. Reymond.”

% a) Leroy, E.; Bensel, N.; Reymond, J.-L. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2003, 13, 2105-2108. b)
Lagarde, D.; Nguyen, H.-K.; Ravot, G.; Wahler, D.; Reymond, J.-L.; Hills, G.; Veit, T.;
Lefevre, F. Org. Process Res. Dev. 2002, 6, 441-445. c) Reymond, J.-L.; Wahler, D.
ChemBioChem 2002, 3, 701-708.
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Tabela 2 — Epoxidos quirais utilizados na detec¢do da enantiosseletividade de

epoxido-hidrolases em microrganismos.

Oal
R1WO o OJ Rl R
R

2 R;
(5)-3.13 H H H (R)-3.13
(8)-3.14 H H CH; (R)-3.14
(8)-3.15 CH; CH; H (R)-3.15
(8,5)-3.16 CoHs H H (R.R)-3.16

Neste conjunto de ensaios também foram empregados dois epoxidos meso,
3.17 e 3.18, assim como os epoxidos racémicos 3.6 ¢ 3.19 para verificar a
esteresosseletividade cis/trans. (Figura 8), totalizando um conjunto de 12

sondas.

347 3.18
{\/2\/\ o/©\/o\l oJ [/\<(|)\/\o/©\/o\loj
3.6 3.19

Figura 8 — Outros substratos utilizados nesta parte do trabalho na determinagao

de seletividade de epoxido-hidrolases.

Estas quatro sondas (Figura 8) foram gentilmente cedidas pelo Prof.
Reymond para os testes de epoxido-hidrolases enantiosseletivas.

Para facilitar a leitura, todos os substratos fluorogénicos utilizados nos
experimentos de HTS para deteccdo de epoxido-hidrolases estao ilustrados

juntos novamente na Figura 9
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R, R,
(5)-3.13 R =R,=R;=H (R)-313 R, =R,=R,=H
(S)-3.14 R,=R,=H, R;=CH, (R)}-3.14 R,=R,=H, Ry=CH,
(§)-3.15 R,=R,=CH,, Ry=H (R)-3.15 R,=R,=CHs, Ry=H
(8,8)-3.16 R;=C,Hs, R,=R;=H (R,R)-3.16 R,=C;Hs, R,=R;=H

@m O"O\m

Figura 9 — Sondas fluorogénicas empregadas neste trabalho em triagens de alto

desempenho para deteccdo de epoxido-hidrolases.

3.3.3 Adaptag¢do de HTS com células integras na detec¢do de epoxido-
hidrolases

3.3.3.1 Efeito das concentra¢des microbinas na oxidac¢ao do diol

. : 85,90
De acordo com o método descrito por Reymond e colaboradores,”™” os

substratos fluorogénicos (sondas) devem ser estaveis em solugdo tampao borato
pH 8,8 contendo 2 mg/mL de BSA. A avalia¢do inicial da estabilidade no

sistema operacional e a eficiéncia das sondas para EH relatada na literatura

0 Wahler, D.; Badalassi, F.; Crotti, P.; Reymond, J.-L. Angew. Chem. Int. Edit. 2001, 40,
4457-4460.
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foram feitas frente a duas epdxido-hidrolases isoladas (EH de A. niger e de R.
glutinis).”

Visando adaptar este sistema para células integras, foi avaliada a
influéncia das células microbianas sobre os reagentes utilizados no HTS. A
principal preocupacdao foi com o consumo de NalO, por polidis (sacarideos)
ligados a parede celular microbiana ou pela adsor¢do do 4lcool formado dentro
das celulas, impedindo a oxidacdo deste e, conseqiientemente, a liberagdo de
fluorescéncia.>®

A influéncia da massa celular microbiana na leitura dos resultados da
triagem de alto desempenho foi avaliada pela Dra. Beatriz Bicalho utilizando
diferentes concentracdes celulares de Rodothorula glutinis CCT 2182 frente ao
diol 3.7.”" Esses experimentos permitiram estabelecer uma concentracdo de 0,1
mg/mL de células para bactérias e leveduras em triagens de epoxido-hidrolases.

A avaliagdo da influéncia das concentragdes de celulas de fungos foi
realizada neste trabalho utilizando 4. niger CCT 1435 frentes aos didis 3.7 ¢ 3.8.
Conforme ilustrada na Figura 10, a suspensdo celular de 0,1 mg/mL e,
similarmente, de 0,5 mg/mL nao prejudicaram a emissdo de fluorescéncia
(conseqiientemente permitem a detec¢do do produto formado), seguida pela
suspensao celular de 1 mg/mL. Contrariamente, quando as suspensdes celulares
de 4. niger CCT 1435 de 5 mg/mL e 2,5 mg/mL foram utilizadas a fluorescéncia

nao foi observada.

I Bicalho, B. “Prospec¢do de antibiéticos e biocatalisadores (haloperoxidases e Baeyer-
Villiger monoxigenases) em microrganismos” Tese de doutorado, Instituto de Quimica,
Universidade Estadual de Campinas, 2003.
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Figura 10 — Influéncia da concentracao celular na oxidagao de 3.8 por periodato
Condigoes do ensaio: 100 uM de 3.8, 1 mM de NalO,, 2 mg/mL de BSA e

diferentes suspensoes celulares de Aspergillus niger CCT 1435 em 20 mM de
tampao borato (pH 8,8).

Os resultados demonstraram que a intensidade da fluorescéncia ¢
inversamente proporcional a concentragdo de células microbianas no meio. Isto
confirmou o pressuposto de que o NalO,4 poderia ser consumido por oxidagdo de
constituintes celulares ou os diois seriam adsorvidos pelas células. Nesses casos,
os didis formados nas reagdes biocataliticas ndo sdo oxidados, interrompendo a

seqiiéncia que leva a liberacao de umbeliferona.

54



Lu Shi Chen Triagem de EH baseada na fluorescéncia

3.3.3.2 Efeito das concentra¢des microbianas na biotransformacao das
sondas

Com o intuito de averiguar qual das trés concentracdes selecionadas
anteriormente seria mais adequada para triagem da atividade enzimatica
(maxima emissao de fluorescéncia) foram avaliadas diferentes concentragdes de
suspensao celular com as sondas 3.5 e 3.6. Conforme ilustra a Figura 11, as
concentragdes de 1 e 0,5 mg/mL foram as melhores, revelando uma intensa

atividade enzimatica deste microrganismo frente ao epoxido.

Influéncia da concentragdo celular na catalise da sonda 3.6
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Figura 11 -. Ensaios realizados com a sonda 3.6. na presenca de células de 4.
niger CCT 1435. Condigdes do ensaio: 100 uM de 3.6, 1 mM de NalO,, 2
mg/mL de BSA e diferentes suspensdes celulares de Aspergillus niger CCT 1435
em 20 mM de tampao borato (pH 8,8).
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Ponderando os dados obtidos, a concentracao de 0,5 mg/mL foi considerada a
melhor para os testes de rotina, levando em consideracdo a linearidade da

resposta e diferenciacao da reacao controle.

3.3.3.3 Efeito da concentragdo de periodato na oxidacao do diol

Uma vez estabelecida a concentracdo do microrganismo foi avaliada a
influéncia do periodato de s6dio na emissdo de fluorescéncia. Foram testadas 4
concentragdes de periodato: 1 mM, 1,2 mM, 1,5 mM e 2 mM utilizando o diol
3.8 na presenca de 4. niger CCT 1435 na concentragdo de 0,5 mg/mL (Figura
12). Neste experimento foi observado que as intensidades de fluorescéncia

emitidas foram similares em diferentes concentragdes de periodato de sédio.
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Figura 12 —Ensaios de oxidacdo do diol 3.8. na presenca de diferentes
concentracdes de NalO4. Condigdes do ensaio: 100 uM de 3.8, 1 a 2 mM de
NalOy, 2 mg/mL de BSA, 0,5 mg/mL de Aspergillus niger em 20 mM de tampao
borato (pH 8,8) e diferentes concentragdes de NalOy,,
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Estas avaliacdes preliminares permitiram estabelecer que para triagens
com células integras (Tabela 3) a concentracdo microbiana final em tampao
borato pH 8,8 devera ter 0,5 mg/mL para fungos e 0,1 mg/mL para bactérias e

leveduras, e utilizando solu¢do aquosa 1 mM de periodato de sédio.”

Tabela 3 - Condigdes 6timas para deteccao de epdxido-hidrolases usando células

integras em triagens com sondas fluorescentes.

Microrganismo Conc. celular® Conc. celular® Conc. de periodato
levedura/bactéria 0,1 mg/mL 0,1 mg/mL 1 mM
fungo 0,1 e 0,5 mg/mL 0,5 mg/mL 1 mM

* Concentragdo celular final que permite uma boa emissio de fluorescéncia do diol.
b Concentragdo celular final que resulta numa melhor observagdo da reagdo catalitica com a
sonda.

3.3.4 Ensaios de HTS para detec¢do de EH por meio das sondas
fluorogénicas 3.5 e 3.6
3.3.4.1 Microrganismos

A maioria dos microrganismos investigados pertencem a Colecdo de
Culturas Tropicais - CCT - Fundagdo André Tosello, mas também foram
incluidos microrganismos de outras colegdes, como CBMALI - Colecdo Brasileira
de Microrganismos do Ambiente ¢ da Industria (CPQBA, Unicamp) e CBC -
Colecao do Laboratorio de Biocatdlise (Unicamp) (Tabela 4), assim como
microrganismos provenientes de dgua de formacao de petrdleo (Tabela 5) e

linhagens isoladas do solo de varzea de Silves, Amazonia (Tabela 6).
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Tabela 4- Microrganismos investigados nas de triagens de alto desempenho.

Colecao Colecao

Microrganismo N© Microrganismo N°
Agrobacterium tumefaciens”  CCT 6515 Fusarium sp.” CBC 1018
Alternaria alternata® CCT 1250 Geotrichum candidum® CCT 1205
Arquea 6-10° CBC 2003 Micrococcus luteus” CCT 2720
Arquea 2-15° CBC 2005 Nodulisporium sp.* CCT 5552
Aspergillus fumigatus® CCT 1277 Pichia canadensis" CCT 2636
Aspergillus niger® CCT 1435 Pichia kluyeri® CCT 3365
Aspergillus niger™ CCT 4846 Pichia stipitis® CCT 2617
Aspergillus niger* CCT 5559 Rhizopus sp.” CBC 1022
Aspergillus ochracius® CCT 1005 Rhodococcus equi” CCT 0541
Aspergillus oryzae™ CCT 0975 Rhodotorula glutinis® CCT 2182
Aspergillus terreus® CCT 3320 Rhodotorula minuta® CCT 1751
Bacillus subtilis® CCT 0089 Sacharomyces boulardii® CBC 3007
Bacillus pumilus® (()3(])3(»)1;/IAI Serratia liquefaciens™ CCT 7262
Candida albicans® CCT 0776 Serratia marcescens” CCT 0710
Citrobacter amalonaticus® CCT 4059 Serratia marcescens® CCT 1480
Citrobacter freundii® CCT 4055 Serratia marcescens” CCT 2573
Cunninghamella echinulata®  CCT 4259 Serratia plumuthica® CCT 4371
Curvularia eragrostides” CCT 5634 Serratia rubidea” CCT 1981
Curvularia lunata® CCT 5628 Serratia rubidea® CCT 5732
Curvularia lunata® CCT 5629 Trichoderma sp.” CCT 5551
Drechslera halodes® CCT 5636 Trichosporon cutaneum® CCT 1903
Emericela nidulans® CCT 3119

*Microrganismos ensaiados para detec¢do de EH com as sondas fluorogénicas 3.5 e 3.6.
® Microrganismos ensaiados para detec¢do de EH com as sondas fluorogénicas quirais 3.13 —
3.16, as sondas de epdoxidos mesos 3.17-3.18, e as sondas 3.6 ¢ 3.19.
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Tabela 5 — Linhagens isoladas de dgua de formacdo de petroleo” e testadas com

a sonda 3.5 para epdxido-hidrolases.

Microrganismo Nimero Microrganismo Niamero
Bacillus sp CBC 0001 Bacillus pumilus CBC 0002
Bacillus megaterium CBC 0001 Bacillus pumilus CBC 0003
Bacillus pumilus CBC 0007 Bacillus pumilus CBC 0004
Bacillus pumilus CBC 0010 Bacillus pumilus CBC 0006

*Linhagens isoladas pela doutoranda Suzan Pantaroto (Profa. Anita Marsaioli) e identificadas
pela Dra. Valéria Maia de Oliveira (Pesquisadora, CPQBA).

Tabela 6 - Microrganismos isolados do solo de varzea de Silves (AM)*

utilizandos na avaliacao de epoxido-hidrolases frente as sondas 3.5 ¢ 3.6

Microrganismo de varzea de Silves

AMA 1 AMA 13 AMA 26 AMA 35
AMA 3 AMA 17 AMA 27 AMA 36
AMA 4 AMA 18 AMA 28 SA2
AMA 6 AMA 20 AMA 29 SA'S
AMA'7 AMA 21 AMA 32 SA7
AMA 8 AMA 23 AMA 33 SA 8
AMA 10 AMA 25 AMA 34 SA 9

* Os microrganismos ndo foram ainda identificados. A sigla "AMA" foi utilizada para
designar as bactérias e leveduras e a sigla ""SA" para designar os fungos.

Os microrganismos foram reativados e cultivados em meios adequados
conforme descrito na parte experimental no item 6.6. As colonias desenvolvidas
sobre a superficie do dgar foram removidas com o auxilio de uma espatula estéril
e transferidas para um tubo de Eppendorf, as quais foram pesadas e ressuspensas
em solucao 20 mM de tampao borato (pH 8,8).

Devido ao grande niimero, estes microrganismos foram monitorados em

diferentes experimentos, contendo: controle branco (sem a presenga do
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microrganismo), controle microbiano (ndo ¢ adicionado substrato, no qual se
investiga a possibilidade de auto-fluorescéncia microbiana) e controle positivo
(no qual o substrato ¢ substituido pelo produto da reacdo, com a finalidade de
verificar uma interacdo negativa entre o produto da biocatalise com as células

microbianas). Os testes foram realizados em duplicatas ou triplicatas.

3.3.4.2 Resultados e discussoes

As reacdes foram realizadas em microplaca de polipropileno com 96
cavidades de acordo com o procedimento descrito na parte experimental (item
6.7.3.4). As reagdes foram monitoradas por um leitor de fluorescéncia durante 10
horas e as leituras foram feitas a cada 3 minutos, utilizando filtros de A., 365 +
20 nm e Agp 460 £ 20 nm.

A Tabela 7 apresenta o resumo dos experimentos positivos considerando
uma diferenga minima de fluorescéncia de 50 unidades (u.f.r. = unidade relativa
de fluorescéncia) entre a média das leituras dos microrganismos e a média dos
controles brancos do mesmo experimento. De acordo com a seletividade
enzimatica na hidrdlise dos epoxidos 3.5 e 3.6, os microrganismos testados
podem ser classificados em 3 conjuntos distintos: 1) microrganismos seletivos
para a sonda 3.5 (epdxido terminal); 2) microrganismos seletivos para a sonda
3.6 (epoxido dissubstituido) e 3) os microrganismos ativos, porém nao seletivos,
devido provavelmente & presenca de dois tipos de EHs’* ou presenca de EHs ndo

seletivas.

%2 Moussou, P., Archelas, A., Furstoss, R., Baratti, J.C. Enzyme Microb. Tech. 2000, 26, 414—
420.
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Tabela 7 - Resumo dos testes positivos com as sondas 3.5 e 3.6 para detecgdo de

, . . b
epoxido-hidrolases.”

Intensidade de Intensidade de
Entrada Microrganismo fluorescéncia fluorescéncia

3.5 3.6
1 Alternaria alternata CCT 1250 978 1062
2 Aspergillus niger CCT 4846 - 453
3 Aspergillus niger CCT 5559 - 123
4 Bacillus pumilus CBC 0007 111 nt*
5 Bacillus pumilus CBC 0010 57 nt
6 Bacillus pumilus CBC 0002 50 nt
7 Candida albicans CCT 0776 533 -
3 Cunninghamella echinulata CCT 11 i

4259

9 Nodulisporium sp. CCT 5552 - 173
10 Rhizopus sp CBC 1022 71 218
11 Rhodococcus equi CCT 0541 223 -
12 AMA 7 180 -
13 AMA 23 50 -
14 AMA 28 54 -
15 AMA 29 61 -
16 AMA 32 - 109
17 AMA 36 60 -
18 SA 2 74 -
19 SAS 110 110
20 SA 7 136 -
21 SA 8 - 76

* Apenas estdo apresentados os resultados positivos acima de 50 unidades de fluorescéncia
relativa.

® Valor (unidade arbitraria de fluorescéncia) = diferenca entre a média de duplicatas das
amostras e a média de triplicatas do controle branco (substrato + sol. tampao + BSA + NalO,)
apods 10 horas de reagdo. As células microbianas ndo apresentaram fluorescéncia detectavel.
“nt = ndo testados.

No primeiro grupo (entradas 7, 8, 11-15, 17, 18 e 20, Tabela 7), Candida
albicans CCT 0776, Rhodococcus equi CCT 0541 (Figura 13) ¢ AMA 7 se

destacaram por apresentarem atividades de epdxido-hidrolases excelentes frente
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ao epoxido terminal 3.5. E interessante mencionar que Rhodococcus é um género
com reconhecida atividade de epdxido-hidrolase, especialmente para epdxidos
ndo impedidos.” Assim, de acordo com o ensaio de fluorescéncia, este
microrganismo demonstrou a sua preferéncia pelo epdxido terminal. Também o
género Candida sp apresentou preferéncia pelo 1,2-epoxido.”* Weijers e de Bont
encontraram atividade de epdxido-hidrolases, utilizando 1,2-epoxioctano como
substrato, em onze entre as vinte e nove leveduras do género Candida sp.”*
Entretanto, os microrganismos AMA 7, SA2 e SA7 ainda n3o foram
identificados.

Atividade de EH em linhagens de Bacillus pumilus nao foram relatadas na
literatura, nestes experimentos eles (entrada 4-6, Tabela 7) apresentaram
atividade de EH frente a sonda 3.5. As reagOes biocataliticas convencionais com
B. pumilus CBMAI 0008 confirmaram a presenga de EH frente a 1,2-

epoxioctano e epoxido de cicloexano e serdo tratadas mais adiante.

%3 (a) Mischitz, M.; Mirtl, C.; Saf, R.; Faber, K. Tetrahedron-Asymmetr. 1996, 7, 2041-2046.
(b) Mayer, S. F.; Glueck, S. M.; Pogorevc, M.; Steinreiber, A.; Stampfer, W.; Kroutil W.;
Faber, K. J. Mol. Catal. B-Enzym. 2002, 18, 163-168.
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Figura 13 - Deteccao de EHs em Candida albicans CCT 0776 e Rhodococcus
equi CCT 0541 utilizando a sonda 3.5. Condig¢des: 100 uM de 3.5, 0,1 ou 0,5
mg/mL de suspensdes celulares, 2 mg/mL de BSA, 1 mM de NalO,, 20 mM de
tampao borato (pH 8,8), Aex = 365 nm, Ay, = 460 nm.

No segundo grupo (entradas 2, 3,9, 16 ¢ 21, Tabela 7), A. niger CCT 4846
se destacou com a melhor atividade. Este fato seria esperado, pois, o género
Aspergillus é reconhecido como produtor de EH™ e estes microrganismos
(entrada 2 e 3) ja haviam revelado suas preferéncias por epoxidos dissubstituidos
em ensaios tradicionais.” Assim, estes fungos apresentaram atividade de EH
concordantes nos ensaios biocatalitico convencional e de fluorescéncia.

Também, AMA 32 e SA 8, ambos isolados no nosso laboratorio, apresentaram

atividade frente a sonda 3.6, entretanto, estes ainda nao foram identificados.

94 Morisseau, C.; Archelas, A.; Guitton, C.; Faucher, D.; Furstoss, R.; Baratti, J.C. Eur. J.
Biochem. 1999, 263, 386-395
% Porto, A.L.M. “Isolamento e triagem de microrganismos brasileiros por biocatdlise e

produgdo de metabolitos secundarios” Tese de doutorado, Instituto de Quimica, Universidade
Estadual de Campinas, 2002.
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No terceiro grupo (entrada 1, 10 e 19, Tabela 7), 4. alternata CCT 1250
(Figura 15) apresentou excelente atividade de EH frente a duas sondas de
epoxidos. Pinot e colaboradores’™ relataram a presenca de epoxido-hidrolase em
Alternaria alternata f sp. lycopersici (Aal). Este ¢ um fungo fitopatogénico que
causa a doenca dos talos de tomate pela producdo de toxinas AAL (toxinas
potencialmente carcinogénicas produzidas por Alternaria alternata f sp.
Iycopersici’’). Estas toxinas (Figura 14) possuem dois pares de didis vicinais
livres ou esterificados, os quais poderiam ser introduzidos por EH que participam
das rotas biossintéticas. A Alternaria alternata ¢ morfologicamente similar a
Aal, mas aparentemente ndao produz uma toxina detectdvel, apesar disso,
apresenta também atividade de EH frente a varios epoxidos.”” No caso de
Rhizopus sp, ndo foi encontrado nenhuma referéncia da producdo de epdxido-
hidrolases, pois, usualmente, este género de microrganismo ¢ melhor conhecido

por atividade de lipases e esterases.

OH(R) OH NH,

Figura 14 — Estrutura da toxina produzida por Alternaria alternata f sp.

lycopersici

% Pinot, F.; Caldas, E.D.; Schmidt, C.; Gilchrist, D.G.; Jones, A.D.; Winter, C.K.; Hammock,
B.D. Mycopathologia 1998, 140, 51-58.

o7 Szurdoki, F.; Trousdale, E.; Ward, B.; Gee, S.J.; Hammock,B.D.; Gilchrist, D.G. J. Agr.
Food Chem. 1996, 44, 1796-1803.
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Figura 15- Detec¢ao de EH em A. alternata CCT 1250 contra a sonda 3.5.
Condigdes: 100 uM de 3.5, 0,1 ou 0,5 mg/mL de suspensoes celulares, 2 mg/mL
de BSA, 1 mM de NalO,4, 20 mM de tampao borato (pH 8,8), Ax = 365 nm, Ay
=460 nm.

Dentre os microrganismos que apresentaram atividade de epoxido-
hidrolases, dez ainda ndo foram identificados (entrada 12-21 Tabela 7). Os
microrganismos deste grupo integram a Colecdo de Biocatélise (CBC) e estdo

sendo estudados por outros integrantes do nosso grupo.

3.3.4.3 Conclusao parcial

Por meio de ensaios preliminares foram determinadas as melhores
condicdes para serem utilizadas nos testes de HTS utilizando células integras.

Nesta primeira parte foram testados 57 microrganismos (Tabela 4-6,
sobrescrito letra a) frente as sondas 3.5 e 3.6 para a deteccdo de epoxido-

hidrolases. Todos os experimentos foram realizados em duplicatas, o que rendeu
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um total de 228 experimentos individuais (microrganismo x substrato), sem levar
em conta os muitos controles brancos e positivos e controles para verificar a
auto-fluorescéncia dos microrganismos, que sao necessariamente realizados em
todos os experimentos. Tal quantidade de experimentos sé foi possivel utilizando
a metodologia de triagem réapida.

O sucesso da adaptacdo do ensaio de HTS com células integras foi
diretamente relacionado a deteccdo de EHs. Um levantamento da literatura
indicou que diversos géneros aqui selecionados para EHs ja eram conhecidos
(entradas 1-7 e 11, Tabela 7) e cuja atividade catalitica estava em concordancia
com os ensaios de fluorescéncia. Dentre eles, a linhagem Aspergillus niger CCT
4846 ja havia sido selecionada por sua atividade de EH através de biocatélise
convencional, de tal modo que ela foi propositalmente incluida no conjunto de
microrganismos testados servindo como controle positivo nos testes.

Estes resultados serviram para validar a metodologia de triagem com
células integras cuja aplicagdo, na literatura, estava limitada a deteccdo em
enzimas ou extratos enzimaticos.

Adicionalmente, estes experimentos permitiram a descoberta de varios
microrganismos ainda ndo mencionados na literatura como produtores de
epoxido-hidrolases e de outros ainda nao identificados, todos isolados de biomas

nacionais.

3.3.5 Ensaios de HTS para detec¢do de epoxido-hidrolases utilizando
sondas enantiomericamente enriquecidas
3.3.5.1 Resultados e discussdes

Empregando as condigdes estabelecidas e descritas anteriormente foram
avaliados 25 microrganismos (Tabela 4, letra [b]) frente a 8 sondas quirais (R e

$) 3.13 — 3.16, as duas sondas ciclicas 3.17 ¢ 3.18, ¢ o par de estereoisdmeros
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cis/trans 3.6 ¢ 3.19. (Figura 10) para deteccdo da enantiosseletividade das
epoxido-hidrolases.”> Os ensaios foram realizados em duplicata e com os
enantiomeros puros totalizando 600 experimentos.

A conversdao dos substratos (apoés 10 h de leitura) foi determinada
transformando a diferenca na intensidade de fluorescéncia entre a amostra € o
controle branco, em concentracdo de umbeliferona, utilizando uma curva de
calibracao (Figura 16). A curva de calibracao foi preparada a partir de dilui¢des
de uma solucao estoque de 20 mM de umbeliferona em CH;CN:H,O (1:1, v/v)
na presenca de BSA (2 mg/mL) em 20 mM de tampao borato (pH 8,8) e solugdo
aquosa de NalO; (I mM). Foi observado que a relagdo
concentragdo/fluorescéncia era linear até uma concentracdo de 25 puM de
umbeliferona. Acima dessa concentragdo, levava a um incremento nao

proporcional da fluorescéncia provavelmente devido a auto-supressdo da

fluorescéncia.
12000 -
e
S 10000 -
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? R? = 0.9725
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Concentracdo de umbeliferona (uM)

Figura 16 — Curva de calibracdo de umbeliferona na presenga de 2 mg/mL de

BSA em 20 mM de tampao borato e solu¢ao aquosa de 1 mM de NalO,.
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Os valores das velocidades iniciais (Tabela 8) foram obtidos utilizando a
parte linear das leituras de fluorescéncia e convertidas em valores de
umbeliferona em pmoles/s. Desta maneira, a razdo enantiomérica aparente (E-

aparente) foi calculada comparando as velocidades iniciais resultantes.

Velocidade do enantidmero rapido

E-aparente =
Velocidade do enantiomero lento

A velocidade inicial (Vi) dos ensaios foi determinada subtraindo o

valor de velocidade inicial da reagao controle (Vonuole) do valor de velocidade

inicial aparente (Vaparente) catalisada pela enzima utilizando a seguinte formula:

Vinicial = Vaparente - Veontrole

Os valores dos excessos enantiomeéricos (ee*) foram obtidos utilizando a

seguinte formula:

(Fa - Fca) - (Fg - Fcp)
Excesso _ x 100

enantiomérico (ee*) (Fx - Fca) + (Fg - Fop)

Sendo: A e B = par de enantidmeros, ou o par de meso-compostos ou o par de
1sémeros cis/trans.

FA = fluorescéncia registrada do substrato A ao término de 10 h de reacao.

Fg = fluorescéncia registrada do substrato B ao término de 10 h de reacao.

Fca € Fcg = fluorescéncia registrada do controle branco, A ou B, ao término de

10 h de reagao.

Os enantiomeros (R e S) foram colocados em diferentes pocos ¢ a leitura da
intensidade da fluorescéncia de cada enantiomero permitiu o calculo da E-

estimada e de ee* durante o tratamento de dados, considerando como se ambos

68



Lu Shi Chen Triagem de EH baseada na fluorescéncia

enantidmeros estivessem no mesmo poco. E necessario esclarecer que o ee*
calculado ndo corresponde ao ee "convencional", pois os substratos A ¢ B
(enantidmeros) foram avaliados isoladamente, portanto na auséncia de
competi¢cdo entre os enantiomeros. Como mencionado na introducdo, tal
problemadtica conduz a obtencao de valores diferentes do real; e uma forma mais
exata de obter o valor de E e de ee consiste na introducao de um substrato similar
de modo a simular a competi¢io.” No entanto, os valores obtidos indicam a
presenca de enzima enantio- ou estercosseletiva nos microrganismos. Os
melhores resultados obtidos com os 25 microrganismos utilizando as 12 sondas
estdio na Tabela 8. Entretanto, ¢ importante destacar que houve outros

microrganismos com atividade menores.

E possivel observar que entre os 25 microrganismos testados, as epoxido-
hidrolases de bactérias e fungos apresentaram melhores resultados que as
leveduras. Foi possivel observar também que os epoxidos dissubstituidos sdo
mais susceptiveis a abertura enantiosseletiva, fato j4 bem consagrado na
literatura. Entre os resultados podemos destacar a enantiosseletividade
apresentada pelo Bacillus subtilis CCT 0089 frente as sondas 3.14 e 3.15 (Figura
17) e o Bacillus pumilus CBMAI 0008 frente as mesmas sondas e a 3.16 (Figura
18). Os epoxidos ciclicos (3.17 e 3.18) que apresentam maior impedimento
estérico ndo sofreram abertura enzimatica detectavel com os microrganismos
testados. Contrariamente, os epoxidos terminais R- ou S-(3.13) sofreram abertura
do anel com baixa enantiosseletividade, com excecao da E. nidulans CCT 3119

(Tabela 8).

Os valores de E-aparente revelaram a presenca de duas epoxido-hidrolases
altamente enantiosseletivas, a de Bacillus subtilis frente a sonda (5)-3.15 ¢ EH de

B. pumilus frente a sonda (5)-3.14.
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Tabela 8 — Resumo dos resultados obtidos com as sondas fluorogénicas 3.13-

3.19 ¢ 3.6.
inicial E- K ee ou
Microrg. Substrato v ) : / CO(I;‘(IJ'h()A’) estereosseletivi-
(pmoles/s) aparente dade(%)
-3.14 367 5,64
) 10,2 94 % ee
(R)-3.14 36 0,16
($)-3.15 413 413.0 5,86 oy
. , ee
Bacillus | (p) 3 15 0 0 j
subtilis 16 R 16.65
CCT 0089 . 1,7 - 33 % ed
3.19 965 8,32
(S5,9)-3.16 1374 17,45
34 73% ee
(R,R)-3.16 403 2,71
(5)-3.14 388 9,54
388.,0 >99 % ee
(R)-3.14 0 0
. -3.15 139 5,35
Bacillus ©) 27,8 90 % ee
pumilus (R)-3.15 5 0,28
CBMAI 3.6 211 | 4 6,60 47 % od
e
0008 319 153 ’ 2,36 i
S,5)-3.16 270 8,80
(5,5) 2.9 80 % ee
(R,R)-3.16 94 0,98
S,5)-3.16 70 1,24
A. oryzae (S,5) 7.8 75 % ee
CCT 0975 | (R,R)-3.16 9 0,18
] S,5)-3.16 246 5,80
A. niger (S,9) 2.6 78 % ee
CCT1435 | (R,R)-3.16 93 0,70
‘ -3.13 198 1,28
E. nidulans ) 2.0 61 % ee
CCT 3119 (R)-3.13 391 5,22
ini 3.6 75 1,01
R. glutinis 4.4° 48 %
CCT 2182 3.19 17 0,35

O valor de E-aparente corresponde a estereosseletividade cis/trans.
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Figura 17 — Detec¢do de EH enantiosseletiva de B. subtilis utilizando o par de

sondas (S5)-3.15 e (R)-3.15.
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Figura 18 - Deteccdo de EH enantiosseletiva de B. pumilus utilizando o par de

sondas (S,5)-3.16 ¢ (R,R)-3.16.
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3.3.5.2 Conclusao parcial

Em termos de aplicagdo sintética, a estereosseletividade ¢ a propriedade
mais importante das enzimas, além da atividade catalitica. Este tipo de teste ndo
permite predizer a estereosseletividade das reacdes de epoxido-hidrolases, pois
ignora o aspecto mecanistico destas enzimas (combinagao de regiosseletividade e
enantiosseletividade) além da problemadtica originada pela falta de competicao
entre os substratos. Entretanto, as velocidades iniciais obtidas permitiram o
calculo de estereosseletividades aparentes dos microrganismos frente aos
substratos fluorogénicos quirais de uma forma rapida e simples. Também foi
possivel o calculo de conversdes e de excesso enantiomérico.

Neste contexto, conclui-se que a atividade enzimatica assim obtida
representa uma boa maneira de pré-avaliar rapidamente a enantiosseletividade

dos microrganismos.
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3.4 HTS UTILIZANDO SUBSTRATOS NAO MODIFICADOS
PARA DETECCAO DE EPOXIDO-HIDROLASES

3.4.1 Consideracoes gerais

Epdxido-hidrolases hidrolisam oxiranos aos didis correspondentes. Algumas
dessas enzimas sao altamente enantiosseletivas e foram rapidamente aplicadas para
produgcdo de epodxidos e/ou didis vicinais enantiomericamente puros. Neste
contexto, um ensaio enzimdtico que permite a triagem ou a quantificacdo de
atividade de uma epodxido-hidrolase frente a um substrato de interesse ¢ de suma
importancia. Apesar de varios ensaios terem sido relatados, testes associados ao
potencial de uma triagem de alto desempenho para detec¢ao de EH utilizando um
epoxido “nao modificado” sao limitados.

A maioria dos ensaios utiliza o aumento ou diminui¢ao de absor¢ao UV/VIS
para determinar hidrolise de epoxidos. Infelizmente, os coeficientes de absor¢ado
dos epdxidos sdo muito pequenos em comparagdo a outras substancias presentes no
extrato celular ndo refinado. Conseqiientemente, ¢ necessario purificar as epoxido-
hidrolases. Uma excecao ¢ a utilizacdo do 6xido de p-nitroestireno que apresenta
uma forte absorbincia em UV a 280 nm.”® Entretanto, o diol correspondente
também absorve nessa regido, de tal modo que, para a quantificagdo do diol
formado, € necessario uma previa extracao antes da medigdo de absorbancia.

Outra metodologia similar foi relatada pelo grupo de Furstoss.* Utilizando
também os derivados de 6xido de estireno 3.20, eles associaram o método com a
utilizacdo de periodato de sdédio. Assim, o diol 3.21 obtido apds a
biotransformacao, sofre a clivagem oxidativa na presenca de periodato, formando o

derivado de benzaldeido 3.22 com forte absorbancia em 290 nm. (Esquema 22).

% Bhatnagar, T., Manoj, K.M., Baratti, J.C. J. Biochem. Bioph. Meth. 2001, 50, 1-13.
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Esquema 22 - Principio de detec¢ao de EH proposto por Furstoss e

49
colaboradores.

O principal problema deste tipo de método ¢ a limitagdo dos substratos
(nestes casos, somente 0xido de estireno e derivados) para determinar atividade de
epoxido-hidrolases. Uma metodologia mais versatil ¢ o ensaio colorimétrico
baseado na utilizagio de 4-(p-nitro-benzil)piridina.” Este reagente “mede” a
diminui¢do da concentragdo de epdxido, formando-se um composto azul com os
epoxidos nao hidrolisados apds a catdlise enzimatica. Porém, nem todos os
epoxidos reagem com 4-(p-nitro-benzil)piridina para formar o composto azul.'”

Outras metodologias que exploram a propriedade oxidativa de periodato de
sodio, como parte da metodologia de detec¢dao de epdxido-hidrolases possibilitando
o uso de qualquer epoxido como substratos.'**'"%

Um destes ensaios relatado por Schmid foi a detec¢do colorimétrica
quantitativa do aldeido ou a cetona (produzido por clivagem oxidativa do diol pelo
periodato) com o reagente de Schiff.'"” O composto de cor magenta formado por
essa reacao ¢ monitorado a 560 nm. Para o funcionamento deste método, uma

solucdo de sulfito de sddio ¢ adicionada apds a hidrolise enzimatica de epdxido e

antes da adicao do reagente de Schiff, para eliminar o excesso de periodato.

9 Zocher, F., Enzelberger, M.M., Bornscheuer, U.T., Hauer, B., Wohlleben, W., Schmid, R.D. J.
Biotechnol. 2000, 77, 287-292.

100 poderer, K., Lutz-Wahl, S., Hauer, B., Schmid, R.D. Anal. Biochem. 2003, 321, 131-134.

1 Doderer, K., Schmid, R.D. Biotechnol. Lett. 2004, 26, 835-839.
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Outra metodologia relatada por Schmid foi um ensaio fluorogénico baseado

no principio de retro-titulagdo de periodato de sodio (Esquema 23),'°' em uma

abordagem similar ao teste de adrenalina relatado previamente pelo grupo de

Reymond.”
Epoxido Extrato celular ~ Diol
(substrato) — > (produto)
NalO, NalO;
+ H,0
Carboxifluoresceina Produto
fluorescente ndo fluorescente
Aex =480 nm
Aem =515 nm

Esquema 23 — Principio de detec¢ido de EH proposto por Schmid,'’! baseado na

retro-titulacao de periodato de sodio por carboxifluoresceina.

O excesso de periodato, apds a reacdo enzimatica, reage com a
carboxifluoresceina destruindo a fluorescéncia deste composto. Assim, quanto
maior for a atividade enzimatica, maior serd a quantidade de diol formado e menor
serd a quantidade de periodato remanescente. Nesse caso, a reagao conserva uma
maior quantidade de carboxifluoresceina adicionada, emitindo a fluorescéncia.
Como os ensaios baseados na fluorescéncia, este método € bastante sensivel e
aplicavel a todos tipos de epoxidos ndo sensiveis a periodato e que possam ser
biotransformados em diois.

Dentre estes tipos de testes, escolhemos o teste de adrenalina, visualizando a
sua implementagdo com células integras. A metodologia mencionada acima e o
teste de adrenalina tém o mesmo principio, porém com método de detecgao
diferenciado, sendo o teste de adrenalina um meétodo colorimétrico que mede a

formagdo de adrenocromo a partir de adrenalina e periodato remanescente apds a
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~ . o ’ 60 . . ~ J
reagdao enzimatica (ver Esquema 14, pag 27).”" Este ensaio foi testado ndo s6 com
epoxido-hidrolases como também com varios tipos de enzimas hidroliticas em

diferentes valores de pH e permitiu a utilizacao de co-solventes.

3.4.2 Resultados e discussoes

Foram estudados nove microrganismos (R. glutinis CCT 2182, B. subtilis CCT
0089, A. niger CCT 1435, B. pumilus CBMAI 0008, E. nidulans CCT 3119,
Tricoderma sp CCT 5551, Aspergillus oryzae CCT 0975, A. terreus CCT 3320 ¢ A.
niger CCT 4846) para serem testados com 23 substratos (1 — 23) comercialmente

disponiveis utilizando o teste de adrenalina (Figura 19).

(e}
|>\R |>\/ Ej <|>\/ \>’
R=1. Et
2.P R=19. (CH
o Rot0-m 2 i
Yo _ 21. CH(CH,)4CH
12. sBu
5.CgHyy

6. CgHs
14 CH,CH=CH
7.(CH),CH=CH, | CH§C6H5 2 b |>\<| }>‘CH3
8. (CH2)4CH:CH2 16. C.H
9. (CH,)sCH=CH, 65
Figura 19- Epoxidos (1 — 23) utilizados no teste de adrenalina para detecgéo de

epoxido-hidrolases.

As reacoes (100 pL) foram realizadas em microplacas de poliestireno de 96
cavidades de acordo com o procedimento descrito na parte experimental (item
6.7.4.3). Os ensaios foram realizados com os 23 epdxidos além dos diferentes
controles. Foram testadas duas concentragdes celulares (0,1 ¢ 0,5 mg/mL) e duas
solucdes tampao (tampao borato pH 8,8 e tampao fosfato salina —-PBS— pH 7,4).

Para cada ensaio individual, a densidade optica (DO) proveniente da hidrolise
total de epoxido (DOaparente) foi determinada realizando subtracao entre a leitura

de DOcélula (controle, s6 suspensdao microbiana sem epdxido) e DOcélulat+epoxido
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(Equacgao 1). Considerando a possibilidade de abertura espontanea dos epoxidos, a
leitura da densidade Optica aparente deve ser corrigida. Assim, a DOnao-especifica
foi determinada realizando-se a subtragao entre a DO emitida por solugdo tampao e
DO emitida pelo epoxido no mesmo tampao (Equacio 2). Finalmente, a hidrolise
biocatalitica do epoxido (DOcatalitica) foi, entdo, determinada subtraindo a DOnéo-
especifica da DOaparente (Equacao 3).

(Eq. 1) A DOaparente = DOcélula— DOcélula+epodxido

(Eq. 2) A DOnéo-especifica = DOtampao— DOtampao+epoxido

(Eq. 3) A DOcatalitica = A DOaparente — A DOnéo-especifica.

O valor da densidade Optica da Equacgao 1 esta relacionado com a hidrolise
biocatalitica e espontinea do epoxido e o valor obtido na Equacido 2 estd
relacionado somente a hidrdlise espontanea. Assim, a subtracao dos valores obtidos
na Equacao 1 e Equacio 2 fornece o valor de densidade Optica correspondente a
catalise enzimatica.

As hidrolises espontaneas foram significativas nas reagdes realizadas com
tampao borato (pH 8,8), acarretando maior erro na determinag¢do das reagdes
biocataliticas. Em solu¢ao tampao PBS (pH 7.,4), apenas as células de menor
concentragdo, i.e. 0,1 mg/mL deram resultados consistentes com o ensaio,
fornecendo um valor de DO (DOcélulatepoxido) mais baixo que seu controle de
referéncia em solucdo tampao (DOtampao+epoxido).

Desta maneira, as leituras de DO dos experimentos realizados com 9
microrganismos utilizando 23 epdxidos (1-23, Figura 19) foram convertidas em
grafico de escala de cinza (Figura 20), no qual cada quadrado corresponde ao
resultado obtido com um determinado epdxido vs microrganismo, sendo que o
quadrado branco significa 0% de atividade catalitica e o preto corresponde a 100%

de atividade, ou seja atividade maxima.
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maximo

Microrganismo DOcat 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16|17 18 19/20 21 22|23
B. pumilus 0,27

A. niger 1435 0,14

A. niger 4846 | 0,37 ||
B. subtilis 0,12

Trichoderma sp. 0,14
R. glutinis 0,17 I.

A. terreus 0,09
A. oryzae 0,09
E. nidulans 0,00

Figura 20 - Perfis hidroliticos dos 9 microrganismos frente a 23 epodxidos
comerciais. Os microrganismos estdo ordenados pelo decréscimo na atividade
catalitica total. Condigdes: 1) 1 mM de epoxido, 0,1 mg/mL de suspensio

microbiana e | mM de NalO,, 10 horas a 28°C; 2) solugao 1,5 mM de adrenalina.

Analisando o quadro da Figura 20 ¢ possivel observar uma atividade geral e
intensa em B. pumilus CBMAI 0008, com maior seletividade para o epdxido 21, o
qual ¢ um di-epoxido (ver Figura 19). O A. niger CCT 4846 também demonstrou
uma forte atividade com este substrato, o que era de alguma forma esperado, pois
este microrganismo ja foi estudado no grupo e é conhecido por produzir EH.”> O
segundo microrganismo mais ativo frente aos 23 substratos de acordo com o ensaio
de adrenalina ¢ o outro A. niger CCT 1435, o qual ainda nao havia sido estudado.
Adicionalmente, o ensaio de adrenalina também detectou a abertura de epdxido por
R. glutinis, o qual possue reconhecida atividade de EH. Assim, a utilizacdo desta
metodologia permitiu a obtencdo rapida do perfil hidrolitico dos microrganismos
quanto as suas atividades de epdxido-hidrolases.

A conversdo e a enantiosseletividade das epoxido-hidrolases dos dois
microrganismos mais ativos foram avaliadas por biocatalise convencional

utilizando o 1,2-epoxioctano e estes experimentos serdo melhor discutidos a seguir.
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3.4.3 Conclusdo parcial

O teste de adrenalina para triagem de epdxido-hidrolases ja havia sido relatado
utilizando enzimas isoladas e esta metodologia foi agora estendida a triagem de
culturas de microrganismos utilizando células integras. Devido ao longo tempo de
incubagao (10 horas) houve hidrélise espontanea significativa dos epoxidos em
solucdo tampao, especialmente em tampao borato (pH 8,8). Nao obstante, as
reagdes biocataliticas foram melhor observadas com ensaios realizados em pH 7,4 ¢
a concentracao celular de 0,1 mg/mL, sendo estas condi¢cdes consideradas as mais
adequadas para uma triagem rapida.

O teste pode ser aplicado a outros grupos funcionais. Além disso, ao se fazer
uma combinagdo de diferentes substratos com diferentes grupos funcionais €
possivel obter o perfil hidrolitico do microrganismo nao s6 de epoxido-hidrolases,
como também para uma série de outras enzimas. Esta metodologia ¢ rapida, de facil
implementagdo e permite trabalhar com uma ampla gama de substratos nao
modificados, e, no caso de epodxido-hidrolases, ¢ possivel utilizar reagentes

comercialmente disponiveis.
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3.5 VALIDACAO DOS ENSAIOS DE HTS PARA EPOXIDO-
HIDROLASES VIA BIOCATALISE CONVENCIONAL

ApoOs a avaliagdo da atividade enzimatica dos microrganismos aplicando
técnicas de HTS ¢ necessario validar os melhores resultados utilizando catalise
convencional com substrato de interesse a fim de se obter informagdes sobre

valores de conversao e excesso enantiomérico (ee) .

3.5.1 Resultados e discussoes
3.5.1.1 Reagdes biocataliticas com Bacillus pumilus CBMAI 0008 ¢
Aspergillus niger CCT 1435

As epoxido-hidrolases de dois microrganismos (4. niger CCT 1435 e B.
pumilus CBMAI 0008) foram selecionadas para uma investigacdo mais detalhada,
pois ndo haviam sido estudadas anteriormente e se destacaram nos ensaios
fluorogénicos e no teste de adrenalina. Os substratos selecionados foram o 6xido de
cicloexeno e (f)-1,2-epoxioctano. Com o o6xido de cicloexeno, a abertura do
oxirano nao foi seletiva, assim decidimos concentrar atencao nas conversoes de (£)-
1,2-epoxioctano. O rendimento cromatografico foi obtido por CG-EM empregando
uma coluna capilar de silica fundida HP-5 MS.

Para caracterizar o produto da biotransformagdo, preparou-se o (*)-1,2-
octanodiol a partir do epoxido 3.23, na presenca de acido sulfurico em THF:H,O
(1:1, v/v) com 72 % de rendimento apos purificacdo por coluna cromatografica, de
acordo com o Esquema 24. Este composto apresenta por espectro de RMN de 'H
um conjunto de sinais entre oy 3,78 a 3,59 e em 3,41 atribuidos aos hidrogénios tipo
carbinolicos e aos grupos hidroxilas. A presenca dos dois carbonos carbindlicos foi

destacada no espectro de RMN de BCem & 72,4 ¢ em 66,7. No espectro de massas
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nao foi observada a presenga do ion molecular de m/z 146, entretanto, fo1 observada

a presenca do pico M-1 decorrente da perda do radical «H (m/z 145).

OH
o) H)S04(c) M
I>\/\/\/
THF:H,0
3.23 rend. 72,3 % OH 3.24

Esquema 24 — Preparacgao de (+)-1,2-octanodiol 3.24.

A determinacdo dos excessos enantioméricos de (%)-1,2-epoxioctano e do produto
de hidrdlise (£)-1,2-octanodiol foi feita por cromatografia gasosa (CG) com o
detector de ionizagao de chama (FID), empregando uma coluna capilar de silica
fundida com fase quiral. Apos testar varias condi¢oes de analises em quatro colunas
quirais, verificou-se que o melhor resultado, para a separa¢do dos enantidmeros de
(£)-1,2-epoxioctano, foi obtido utilizando-se a coluna capilar quiral Chrompak CD-
Chirasil Cromatograma 1. A identificacdo dos enantidmeros foi realizada pela co-
inje¢do com padrdao de (R)-1,2-epoxioctano (Aldrich) nas mesmas condi¢des de

analise.

" As quatro colunas sdo: (1) Chrompak, com a fase quiral Chirasil-B-ciclodextrina (25 m x 0,25
mm x 0,25 um); (2) Lipodex E (2,6-Pe-3-Bu-y-CD) — (28 m x 0,25 mm x 0,25 pm); (3)
Permetilado, Per-O-Me-f3-ciclodextrina (22 m x 0,25 mm x 0,25 pum), e (4) Heptakis (2,6-di-O-
metil-o-pentil-3)-B-ciclodextrina (25m x 0,25 mm x 0,25 um).
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(@) (b)
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Cromatograma 1 — Cromatograma (CG-FID) da resolu¢do de (a) uma amostra
racémica de 1,2-epoxioctano; (b) co-injecao de (R)-1,2-epoxioctano (Aldrich) +
amostra racémica. As condi¢des de analises: 40 °C/15 min, rampa de 1 °C/min até
55 °C, depois 25 °C/min até 180 °C, Ti,; = 220 °C, Tye = 240 °C, pressdo constante
de 10 psi. Coluna: Chrompak, CD-Chirasil (25 m x 0,25 mm x 0,25 pum).

No entanto, todas as condi¢cdes empregadas permaneceram inapropriadas para
a resolu¢ao de (£)-1,2-octanodiol e, a fim de resolver tal situagdo, o (£)-1,2-
octanodiol foi derivatizado para a determinacdo dos excessos enantiomeéricos. A
derivatizacao do diol foi inicialmente realizada com H,SO, na presencga de acetona

192 (Esquema 25). A caracterizagio

conforme descrito por Solladi¢ e colaboladores.
deste composto foi realizada pela observacdo no espectro de RMN de 'H de sinais
de hidrogénios carbindlicos a oy 4,12-4,00 e 3,50 ¢ um conjunto de sinais (16
hidrogénios) correspondentes aos cinco metilenos e duas metilas entre oy 1,72-1,15.
A presenca de duas metilas adicionais com relacdo ao material de partida foi

observada no espectro de RMN de BC em & 27,1 e 25,8. Os dados de IV e RMN

12 Solladié, G.; Gressot, L.; Colobert. F. Eur. J. Org. Chem. 2000, 2, 357-364
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. . . 103
de 1H foram comparados com a literatura sendo eles compativeis. ~ No espectro de
massas também ndo foi observada a presenga do ion molecular de m/z 186,

entretanto, foi observada a presenca do pico M-1 decorrente da perda do radical «H

(m/z 185).

OH
H2804 (C) ‘ o
CH3COCH3 O\)\/\/\/

OH

3.24 3.25 (+)-4-hexil-2,2-dimetil-[1,3]dioxolano

Esquema 25 - Derivatizagao do diol 3.24

ApOs a derivatizagdo, os enantiomeros do composto obtido (£)-4-hexil-2,2-
dimetil-[1,3]dioxolano foram separados com sucesso utilizando a coluna

Chrompack CD-Chirasil. (Cromatograma 2)

Resposta

32000

30000

(R)-3.25 (5)-3.25
26000
24000
22000
20000
18000

16000

14000

12000

10000

8000

B000

4000

2000 4=
.............................

550 600 6.50 7.00 7a0 Tempo (mir)

Cromatograma 2 — Cromatograma (CG-FID) da resolu¢do dos enantiomeros de
(£)-4-hexil-2,2-dimetil-[ 1,3]dioxolano (3.25). As condi¢des de analises foram: 100
°C/10 min, rampa de 30 °C/min até 180 °C, Tiy = 220 °C, T4 = 240 °C, pressdo
constante de 10 psi. Coluna: Chrompak, CD-Chirasil (25 m x 0,25 mm x 0,25 pum).

103 Mirkhani, V.; Tangestaninejad, S.; Yadollahi, B.; Alipanah, L. Catalysis Lett. 2003, 91, 129-
132.
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A derivatizag¢ao do diol e a separagdo dos enantiomeros do acetonideo foram
realizadas com sucesso. Na pratica, porém, este procedimento continuava sendo
inapropriado para monitorar reagdes biocataliticas de abertura de epdxidos, devido
principalmente a propria presenca de epoxido nas aliquotas das reacgdes (epoxido
remanescente), uma vez que este sofre abertura espontanea durante a derivatizagao
pela presenga de acido sulfurico, tornando impossivel determinacdo do ee sem a
prévia separacao do epoxido e o diol através da coluna cromatografica. Diante de
tais dificuldades, resolvemos procurar outros caminhos.

A solucdo do problema foi alcangada ao utilizar outra metodologia de
derivatizacao do diol 3.24 a acetonideo 3.25 pelo emprego do 2,2-dimetoxipropano
e p-tolueno sulfonato de piridinio (PPTS) em quantidade catalitica.’® Este sistema
apresenta a vantagem de empregar reagentes mais brandos para a derivatizacao do
diol. Com o intuito de eliminar a etapa de separagao do diol e do epdxido (por meio
de coluna cromatografica), foram montados dois experimentos. O primeiro foi
realizado com uma mistura 1:1 (m/m) de ()-1,2-octanodiol e (+)-1,2-epoxioctano e
o segundo somente com o epoxido. Monitorando as duas reagdes mediante
cromatografia de camada delgada (CCD) e CG-EM, obtivemos resultados
satisfatorios. Na primeira reagdo, o (+)-1,2-octanodiol foi totalmente convertido em
(£)-4-hexil-2,2-dimetil-[1,3]dioxolano. No segundo experimento, realizado de
maneira idéntica ao primeiro, ndo foi observado sinal correspondente a 4-hexil-2,2-
dimetil-[ 1,3]dioxolano, mesmo apds 2 horas de reacdo, confirmando desta maneira
a possibilidade de derivatizar o diol na presenca de epdxido, sem a perda de

enantiosseletividade (Cromatograma 3).

104 Greene, T.W.; Wuts, P.G. Protective groups in organic synthesis, 3nd ed., New York: John

Wiley & Sons, Inc., 1999. p 201-245.
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(a) Antes da reagdo de derivatizacdo.  (b) duas horas apds da derivatizagao.

Abundancia 0 0

NCHS 300000 ] WCHS /
s (0]
5
150000 250000 O\/\%/CHa
5

2000004

100000 +
150000 4
OH

HO) 100000 ]
50000 | \)VCHS
5

l 50000 4

Cromatograma 3 - Cromatograma de ion totais (CG-EM) da reacdo de
derivatizacdo de 1,2-octanodiol na presenca de 1,2-epdxioctano. As condigdes de
analises foram: 70 °C/2 min, rampa de 10 °C/min até 180 °C, depois, rampa de 20
°C/min ate 290 °C, T;,= 220 °C. Coluna capilar de silica fundida HP-5 MS (30 m x
0,25 mm x 0,25 um).

3.5.1.2 Reacgdes biocataliticas com (%)-1,2-epoxioctano

Com a metodologia estabelecida para a determinacdo do excesso
enantiomérico do diol 3.24 na presenca do epdxido, as reacdes biocataliticas com
os dois microrganismos foram repetidas. Também foi realizada a biotransformacao
com o liofilizado do sobrenadante apds separacao das células de B. pumilus
CBMALI 0008 por centrifugacao. O curso da biotransformacao (£)-1,2-epoxioctano
em diol, porcentagem de conversdo, ee do epdxido e do diol, assim como a

configuracdo absoluta deles, encontram-se resumidos na Tabela 9.
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Tabela 9 - Reagdes de hidrolise do (*)-1,2-epoxioctano catalisada por 4. niger
CCT 1435 e B. pumilus CBMAI 0008 em tampao fosfato (pH 7,0).

b

< a ee Epoxido by Diol
. Tempo  Conversdo . . ee (diol, ~
Microrg. (horas) (%) (epoxido  (configuracido %) (configuracao
residual %) absoluta)® absoluta)cl
2h 77,8 13,1 (S 49,1 (R)
A. niger 7h 92,2 33,7 S) 50,2 (R)
24 h >99 25,8 S 25,3 )

B 2h 28,6 5,8 (S 20,5 (R)
pumilus 7h 72.5 9,4 S 20,3 (R)
(celulas) 241y > 99 22,6 () 64,2 ()

B. 2h 47,5 n.d. n.d. 21,3 (R)
pumilus 54, 58.4 n.d. n.d. 19,2 (R)
(sobrena-

dante) 48 h > 99 n.d. n.d. 7,7 (R)

*Conversio cromatografica determinada por CG-EM.

® Excessos enantioméricos foram determinados por CG-FID.

¢ Comparagdo e co inje¢do com (R)-(+)-1,2-epoxioctano padrdo adquirido de Aldrich.
4 Determinado pela comparagio de valor de rotagdo optica com o da literatura. '%°

° n.d.= ndo determinado.

Pela anélise da Tabela 9 pode-se observar que na reagcdo com A niger, apos
7 horas, 92 % do substrato foi convertido em diol e com excesso de 50 %. Um
breve calculo leva a concluir que de 100 moléculas, das quais 50 eram R e 50 eram
S, 92 sofreram hidrdlise, resultando em 69 moléculas de diol com configuragdo (R)
e 23 com configuracao (S). Este resultado foi considerado estranho pois num
processo de resolucao cinética enzimatica ideal obtém-se teoricamente o maximo
do excesso enantiomérico quando a conversdo alcanca 50%; passando esse limite, o
excesso comega a declinar chegando préximo a zero para conversdao de 100 %.
Além do mais, apds conversdo total do epdxido (24 h) houve inversdo da

configuragdo absoluta do enantidmero principal (tanto para o A. niger quanto para o

195 Weijers, C.A.G.M.; Botes, A.L.; vanDyk. M.S.; de Bont, J.A.M. Tetrahedron-Asymmetr.
1998, 9, 467-473.
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B. pumillus) e, particularmente expressivo, foi o excesso do enantiomero (S), no
caso de B. pumilus, no qual a pureza dptica do diol formado inverteu-se de 20,3 %
ee favorecendo a configuracdo (R) para 64,2 % ee de (S)-diol (Tabela 9).
Interessantemente, esse fendomeno de inversdo de configuragdo ndo aconteceu
quando foi utilizado o liofilizado do sobrenadante do meio de crescimento de B.
pumilus CBMAI 0008. Nesta reacdo, o maior excesso enantiomérico foi observado
quando a conversao atingiu ~50 % e, quando a conversao chegou acima de 99 %, o
ee diminuiu até 7,7 % indicando um processo de resolucdo cinética

(Cromatograma 4).
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(a) Aspergillus niger CCT 1435
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Cromatograma 4 - Cromatogramas (CG-FID) obtidos para reacdo enzimadtica de

1,2-epoxioctano com cé€lulas em repouso de (a) 4. niger CCT 1435 com 2, 7, 24 hs,

e (b) B. pumilus CBMAI 0008 com 2, 7, 24 hs. (¢) Cromatogramas (GC-FID)

obtidos para reacdo enzimatica com o liofilizado do sobrenadante de B. pumilus

CBMAI 0008 com 2, 24, 48 hs. Condigdes de analise (ver Cromatograma 2).
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A hidrolise dos epoxidos mediadas pelas epoxido-hidrolases oferece um
esquema tedrico complexo, pelas possiveis combinacdes de enantiosseletividade e
regiosseletividade, as quais podem diferir de um enantidmero para outro’ >’
(Esquema 26). Teoricamente, um nucledfilo (ou uma enzima) pode atacar um
epodxido em qualquer um dos dois atomos de carbono do oxirano e fica claro que tal
regiosseletividade depende da natureza do nucleofilo, da estrutura do epoxido, das
condi¢oes de reagdo e, para uma reacao biocatalitica, da natureza da enzima.

0 R OH HO
% Ho "~ H OH

ol
ataque em C2

A =

ataque em C1

o H oH HO
A AR
S
R17 R R HO R1 OH

ataque em C1 ataque em C2

Esquema 26 — Dependéncia da configuracao absoluta do diol na
regiosseletividade da biocatélise.”

Temos que enfatizar que, tanto a regiosseletividade como os pardmetros
cinéticos, podem ser diferentes de um enantiomero para outro, levando a resultados
bastante intrigantes. A regiosseletividade da abertura do anel de cada enantiomero
durante a hidrdlise de um substrato racémico poderia levar a formagdo de um tnico
produto enantiomericamente puro, seguindo o processo chamado de

: A 92
“enantioconvergéncia” (Esquema 27).
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o HO RS
R 2’!#;,,, L‘. R 2 ,
R1/R S R R
R3 k2 R1 OH
o k3 o R3
R,/ \ k4 H
1, - R‘I“\“‘
R2’S R'R3 Ry % % on

Esquema 27 - Se os dois enantidmeros sofrerem hidrolise com regiosseletividades

diferentes (k,>k; e ks>ksz) formarao um mesmo diol.”?

Analisando os dados obtidos, ¢ possivel atribuir os fatos observados as
seguintes causas: 1) nestes microrganismos hé mais de um processo enzimatico de
abertura de epdxidos com diferentes enantiosseletividades e regiosseletividades; 2)
ha participacdo de outras enzimas permitindo a oxida¢do enantiosseletiva do diol
formando a cetona (uma resolugdo cinética) para logo reduzir-se ao diol via
desracemizacdo do alcool (esterecoinversao).

A estereoinversao do alcool secundario (Esquema 28) procede em geral pelo
seguinte mecanismo: um enantiomero, por exemplo, (R)-dlcool ¢ seletivamente
oxidado a cetona correspondente, catalisada por desidrogenase, enquanto o outro,
(S)-élcool, permanece intacto (até aqui temos uma resolugdo cinética). No préximo
passo, a cetona ¢ reduzida para o (S)-alcool por outro sistema enzimatico. O
resultado disto ¢ a conversdo do 4lcool racémico a um uUnico enantibmero em
rendimento potencialmente de 100%. Desta maneira, a estereoinversao supera a
limitacdo de 50% de rendimento tedrico, o maximo encontrado nas resolugcdes

Co , . . . . 106,107
cinéticas de dlcoois com enzimas ou microrganismos.

1% Goswami, A.; Mirfakhrae, K.D.; Patel, R.N. Tetrahedron-Asymmetry 1999, 10, 4239-4244.
197 Stecher, H.; Faber, K. Synthesis-Stuttgart 1997, 1, 1-16.
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desidrogenase i
HO H & 0 O?ildored}ltase T

S (reversivel) (irreversivel) S

R & — R —_— )\/R
H3C (R H3C H3C (S)
_,"
n RO
H OH

)\/R -
HoC™ ™

Esquema 28- Processo global de estereoinversao enantioespecifica de um alcool

secundario.

Este mecanismo foi proposto devido ao fato de, em alguns casos, a cetona
correspondente ter sido identificada como um intermediario num processo de

® Hasegawa e colaboradores relataram vérios géneros de

estereoinversio. '
microrganismos com a habilidade de produzir (S)-1,2-pentanodiol com alto excesso
enantiomérico, partindo do racemato por estereoinversao via oxidagdo do (R)-1,2-
pentanodiol a 1-hidroxi-2-pentanona por uma alcool desidrogenase (R)-especifica
dependente de NAD" e reducio de 1-hidroxi-2-pentanona ao (S)-1,2-pentanodiol
por um 2-ceto-1-alcool redutase (S)-especifico dependente de NADPH.'® Existem
poucos relatos na literatura sobre desracemizagao de diois

; ~ 1: . . 106,108,109,110
por estereoinversao utilizando microrganismos. "~

3.5.1.3 Reacoes biocataliticas com (+)-1,2-octanodiol

Com o intuito de avaliar a possivel ocorréncia de desracemizagao do diol por
estereoinversao foram realizadas reagdes biocataliticas com A. niger e B. pumilus
utilizando (£)-1,2-octanodiol, com e sem pré-incubagao com ()-1,2-epoxioctano.

Os resultados encontram-se descritos na Tabela 10 e no Cromatograma 5.

108 Hasegawa, J.; Ogura, M.; Tsuda, S.; Maemoto, S.; Kutsuki, H.; Ohashi, T. Agr. Biol. Chem.
Tokio 1990, 54, 1819-1827.

1% Carnell, A.J.; Tacazio, G.; Roberts, S.M.; Willetts, A.J. Tetrahedron Lett. 1994, 35, 331-334.
10 Matsumura, S.; Kawai, Y.; Takahashi, Y.; Toshima, K. Biotechnol. Lett. 1994, 16, 485-490.
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Tabela 10 — Reagdes de desracemizagao de (+)-1,2-octanodiol

Microrganismo Tempo (h) ee de (S)-1,2- Visualizacio de sinal de

octanodiol 1-hidroxi-2-octanona”
Bacillus pumilus CBMALI 48 h 95.6% Sim°
0008
Bacillus pumilus CBMALI 0 i
0008° Bh P o
Aspergillus. niger CCT 48 h >99.0% Nio
1435
Aspergilllbz?;;l;ge’” CCT 33h 97,6 % Nio

* Pre-incubagdo com o 1,2-epoxioctano por 20 h a 28° C e agita¢do a 150 rpm.
®Visualizagdo por CG-EM.
¢ A bioconversédo do diol a cetona foi de 55,5 % apos 48 horas de reagdo, o calculo foi realizado
baseando no diol residual determinado por CG-EM.

Ao analisar estes resultados, ficou claro que os dois microrganismos podem
desracemizar o 1,2-octanodiol produzindo o enantiomero S com alto ee. Entretanto,

a formagao de 1-hidréxi-2-octanona s6 foi observada nas reagdes biocataliticas com

B. pumilus e ndo foi detectada nas reagdes incubadas com A. niger.

No caso de B. pumilus, a presenga da cetona e a conversao cromatografica de
aproximadamente 55 %, evidenciou-se que o alto excesso de (S)-diol ¢ devido a
uma resolucdo cinética. Contrariamente, no caso do 4. niger, foi necessario realizar
um experimento preparativo com (£)-1,2-octanodiol em tampao fosfato (pH 7,0).
Este experimento permitiu a obten¢do de 1,2-octanodiol em 88,5 % de rendimento
apos purificacao por coluna de silica e 83,5 % de ee favorecendo o enantiomero (.5).
Este foi confirmado pela leitura de rotacdo optica: [a]*p= -9,8 (c=1,4 em metanol,
ee = 83 %) e pela comparagio dele com o valor da referéncia'® [a]*’p = -13,6
(c=1,0 em metanol, ee > 99 %). A reagdo controle (sem microrganismo) forneceu
91,1 % de rendimento de 1,2-octanodiol racémico, apods purificacdo por coluna

cromatografica. Conseqiientemente, estes conjuntos de resultados indicaram uma
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reagao de estereoinversao na presenca de 4. niger CCT 1435, o qual permitiu a

obtenc¢do do rendimento bem acima de 50 %.

(a) Bacillus pumilus CBMAI 0008

\,II\NV i T I o +O
""" | b 1100000 450000 O\/L/\/\/
| )
| y ~—py o fOOOODOOY R 4ong00
| Il wow
i e T s
 eooomo
...... | | 300000
| { '\ 7ooom
i ‘ | eoooonl{ . 25000
o . N K Y S
i | | 400000 I
200000 4 | 1 150000 HO\)I\/\/\/
— | \ 300000 i \/—Q
1 Vo e 100000 o ¥
. | | NN
0000 { . I I
Py Y 750 b 400 600 700 9.00 5.00 6.50 00 8.50 9.00
[ iso00m 550000
| ddee g vew 1 i
O i \/k/\/\/ O\/"s\/\/\/ nnnnnn OW
1 | Tnaoseses 1300000 E)
1 Yy 1200000 450000
- |
| mosoosd L o000
| Il oo
| ' 350000
{  como00
o ennnn 300000
ol -
I et N NN
| * 200000
nnnnnn
nnnnnnnnnnnn
nnnnnn 100000
nnnnnn
J DDDDD
| nnnnnn
e p—— i T AN T = 550 / !
sk 50 50 asn AAn A5 70 760 6.0 700 790

Cromatograma 5 - Cromatogramas (CG-FID) obtidos para reacdo enzimadtica de
1,2-octanodiol com células em repouso de (a) B. pumilus CBMAI 0008 com 0, 24,
48 hs, e (b) A. niger CCT 1435 com 0, 24, 48 h. As condi¢des de analises foram:
100 °C/10 min, rampa de 30 °C/min até 180 °C, Ti, = 220 °C, Ty = 240 °C,
pressdo constante de 10 psi. Coluna: Chrompak, CD-Chirasil (25 m x 0,25 mm x
0,25 pm).

Adicionalmente, foram testados trés microrganismos: B. pumilus CBC 008 e
009, e o A. niger CCT 4846 frente ao 1,2-octanodiol (Tabela 11) para verificar a

capacidade de resolucdo cinética ou de estereoinversdo destas linhagens.
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Tabela 11- Biocatalise de (£)-1,2-octanodiol com B. pumilus CBC 008 e 009 e 4.
niger CCT 4846."

Microrganismo | Tempo (horas) | Conversao (%) e.e. (diol, %) (contll?gll(::'agio
absoluta)
18h 45,2 74,6 S
Bacillus pumilus 24 h 53,0 83,4 S
CBC 008 48h 64,8 nd” n.d.
72 h 68,7 96,2 S
18h 48,1 56,7 S
Bacillus pumilus 24h 48,0 67,7 S
CBC 009 48h 59,6 81,1 S
72 h 58,0 86,3 S
18h 6,3 23,6 S
Aspergillus niger 24 h 41,4 60,4 S
CCT 4846 48 h 56,5 88,5 N
72 h 56,3 90,0 S

* O monitoramento das reagdes foi realizado até 120 h e as conversdes cromatograficas das trés
reacdes ficaram perto de 50%. Porém, o ee do diol s6 foi determinado até o terceiro dia.
b .

Amostra perdida.

Estes trés microrganismos se comportaram de maneira similar ao B. pumilus
CBMALI 0008 produzindo 1-hidréxi-2-octanona e o (S)-diol com ee de 86 a 96 % e
conversao de aproximadamente 50 %, indicando a ocorréncia de resolucdo cinética
do diol.

A presenga de 1-hidroxi-2-octanona nas reagdes foi identificada pela
comparacdo com padrdo preparado conforme ilustrado no Esquema 29. A 1-
hidréxi-2-octanona 3.28 foi sintetizada a partir de 1,2-octanodiol. Apos protecao da
hidroxila primaria por meio de TBSCI, a hidroxila secundaria foi oxidada
utilizando PCC, obtendo o composto 3.27. Desprote¢dao do grupo TBS com o 4cido

p-toluenossulfonico monoidratado forneceu a 1-hidréxi-2-octanona caracterizada
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por RMN de "C pelo surgimento do carbono carbonilico em & 209,6. No espectro

de massas observou-se a ocorréncia do ion molecular de m/z 144 (1 %).

OH TBSCI OH PCC
imi CH3;CO5Na
HO\)\(V)/CH?J imidazol TBSO\)\(V)/CHQ, 3C0
5 CH,Cl, 5 CHxCl
ézﬁ 3.26 Rend 77,9 %

I (duas etapas)

Q APTS.H20 9
TBSO\)J\H’CH:S —_— HO\)J\(\a/CH3
5 CH,Cl, f
3.27 rend. 95% 3.28

Esquema 29 — Rota sintética para a obten¢do de 1-hidroxi-2-octanona.

3.5.1.4 Reagdes biocataliticas com 1-hidroxi-2-octanona

Para finalizar estes experimentos foram realizadas reagdes biocataliticas com
1-hidréxi-2-octanona. Como esperado, a reagao da cetona 3.28 com o A4. niger
produziu o (S5)-1,2-octanodiol com um excesso enantiomérico de 80 % no estagio
inicial da reagdo chegando a >99 % apds 30 horas de reacdao (Cromatograma 6,
Tabela 12). Contrariamente, como esperado também, nenhuma alteragao na reagao

com B. pumilus CBMAI 0008 foi observada ap6s 6 dias de monitoramento.
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Tabela 12 — Biotransformag¢ao de 1-hidroxi-2-octanona 3.28 por A. niger CCT
1435 e B. pumilus CBMAI 0008" em solugdo tampao fosfato (pH 7,0).

Diol
Microrganismo ;l;le()lilfs(; Conversao (%) e.e. (diol, %) (configuracio
absoluta)
2h 17,7 79,8 (S
8h 36,0 86,2 S
A illus ni
T 14358 21h 87,6 93,1 (S)
30h >99 >99,9 (S

* Reagdes com B. pumilus foram monitoradas por 6 dias, no entanto, nio foi observada a
conversao de cetona 3.28 ao diol 3.24.

>Reacdes com A. niger foram monitoradas por 4 dias. Apés de 30 horas, ndo houve mudanca no
valor de conversao e no valor do ee de (S)-3.24 formado.

o000
+C nnnnnnn 7o +O
0000 o\/k/\/\/ 0\/'\/\/\/ 1200000 O\)\/W
@ B @)
o000
nnnnnnn
Az000 1000000
nnnnnn
nnnnnn
nnnnnn
800000
30000 o 700000
Ho Mo
3C0000
”””””” 600000
o004 0 5000
coon{ b 4mm 400000
P I - O :
1co000 OW nnnnnn d 1 HO\)J\/\/\/ 200000
NN
£0000 f DDDDDD ¢
) S, N ), AN L / o/ —_—
==/ - = =/ T T T T T
el 550 7.00 850 900 5.50 5.00 6.50 7.00 850 9.00 5.00 6.00 7.00 9.00

Cromatograma 6 - Cromatogramas (CG-FID) obtidos para reacdo enzimadtica de
1-hidroxi-2-octanona com células em repouso de 4. niger CCT 1435 com 8, 21, 30
hs. As condi¢des de analises foram: 100 °C/10 min, rampa de 30 °C/min até 180
°C, Tinj = 220 °C, Tge = 240 °C, pressdo constante de 10 psi. Coluna: Chrompak,
CD-Chirasil (25 m x 0,25 mm x 0,25 pum).

Resumindo, estes dados podem ser interpretados como se segue (Esquema
30): Primeiro, as atividades observadas com os epdxidos sugerem que o A. niger

CCT 1435 e o B. pumilus CBMAI 0008 expressam atividades de epoxido-
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hidrolases. No estagio inicial da bioconversao do 1,2-epoxioctano, esta enzima
converte o epoxido racémico no seu correspondente diol com moderada
enantiosseletividade pela formagdo do enantiomero (R). Ao estender o tempo de
incubacao, uma (R)-oxidorredutase enantiosseletiva oxida o enantiomero (R) a 1-
hidréxi-2-octanona, nos dois microrganismos, permitindo que o enantidmero (S) se
acumule nas reagdes. No caso de A. miger, a cetona formada ¢ imediatamente
reduzida enantiosseletivamente, presumivelmente por uma segunda oxidorredutase,
permitindo a formacdo adicional de (S)-1,2-octanodiol. Em B. pumilus, ao
contrario, esta segunda oxidorredutase estd ausente e conseqiientemente acumula-se
cetona. A desracemizacdo permite que os equivalentes redox se reciclem
internamente se uma das oxidorredutases opera com NAD como cofator ¢ a

segunda utiliza o NADPH.

OH
2, +CHs
/ 5 k3
OH \ 0
O k‘3
V\M/CH?’ (R)-3.24 CH-
> k2 OH ’
\ 1¢4/ 3.28
('\Vr -

(85)-3.24
Esquema 30 — Acdo seqiiencial de epodxido-hidrolase e oxidorredutases na

biotransformacdo de (%)-1,2-epoxioctano e (£)-1,2-octanediol respectivamente,
resultando a resolucdo total do diol em A4. niger CCT 1435 e uma resolugdo cinética
em B. pumilus CBMAI 0008. A sugestdo para as constantes cinéticas ¢ k1 > k2; k3
>> k4; k-4 >> k-3 para A. niger; e k1 > k2; k3 > k4 para B. pumilus (os valores de

k-3 e k-4 devem ser extremamente pequenos ou nao ocorrem).
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3.5.2 Conclusdo parcial

Ensaios por meio de reagdes biocataliticas convencionais demonstraram que
B. pumilus CBMAI 0008 e A. niger CCT 1435 sdo aptos a abertura de 1,2-
epoxioctano de forma enantiosseletiva, validando os resultados obtidos na
utilizangdo de sondas quirais.

No caso do B. pumilus, este microrganismo nao foi ainda mencionado na
literatura como produtor de epoxido-hidrolases.

B. pumilus CBMAI 0008, B. pumilus CBC 008 e B. pumilus CBC 009 ¢ o A.
niger CCT 4846 demonstraram-se capazes de resolver cinéticamente o (£)-1,2-
octanodiol, permitindo a obtencao do enantidmero (S) em excessos enantioméricos
muito bons.

No caso de Aspergillus niger CCT 1435, a ocorréncia de estereoinversao foi
confirmada pelos resultados obtidos nas reacdes biocataliticas com 1,2-octanodiol e
1-hidréxi-2-octanona. Este microrganismo permitiu a obtencdo de rendimento de
88 % de 1,2-octanodiol com 83,5 % de ee favorecendo o (S5)-1,2-octanodiol a partir
do racemato .

Foi também estabelecida, neste trabalho, uma metodologia que permitiu a
derivatizacdo do diol formado nas reagdes biocataliticas na presenca de epdxido

sem prévia separagao.
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4. TRIAGEM DE MONOOXIGENASES (MO)

4.1. CONSIDERACAO GERAL

A aplicagcdo de oxidorredutases para producdo de moléculas quirais ¢ uma
estratégia sintética atrativa em quimica organica devido a alta quimio-, regio- €
estereoespecificidade que podem ser alcangadas. Esta classe de enzimas catalisa a
oxidacdao e reducdo de compostos organicos e¢ sao formadas por desidrogenases,

. . . 111
oxidases, peroxidases e oxigenases.
As oxigenases podem ser divididas novamente em duas categorias:

monooxigenases (MOs) e dioxigenases (DOs), dependendo se um ou dois dtomos

de oxigénio sdo incorporados nos substratos (S):
Monooxigenase S + *O, + DoadorH, — S (*O) + Doador + H,*O
Dioxigenase S+ *O, — S (*0O2)

As MOs requerem dois elétrons para reduzir o segundo atomo de oxigénio e
formar 4gua. Portanto, as vezes as monooxigenases sdao chamadas de
“oxidases/oxigenases de fungdo mista”, j& que funcionam como oxigenases € como

. 112
oxidases.

As DOs sdo subdivididas em intermoleculares ou intramoleculares
dependendo se os dois atomos de oxigénio sdo incorporados em substratos
separados ou ndo. Elas podem ser dependentes de cofatores ou independentes.'"
Exemplos de dioxigenases indepedentes de cofatores sdo as lipoxigenases, que
catalisam a adicdo especifica de oxigénio molecular em acidos graxos

poliinsaturados.'"”

" Feng X. Industrial Biotechnol, 2005, 1, 38-50.

12 Sono, M.; Roach, M.P.; Coulter, E.D.; Dawson, J.H. Chem. Rev. 1996, 96, 2841-2887.
13 Li, Z.; van Beilen, J.B.; Duetz, W.A.; Schimid, A.; de Raadt, A.; Griengl. H.; Witholt, B.
Curr. Opin. Chem. Biol. 2002, 6, 136-144.
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As reagOes catalisadas pelas monooxigenases incluem as hidroxilagdes
alifaticas e aromaticas, di-hidroxilagdes, oxidagdes de Baeyer-Villiger, oxidagdes

de heteroatomos e epoxidacdes de alquenos (Esquema 31).'"*

> Bl e Y-

.II:I
kY — - LA\ . ]
R1 ';-' 1A
S W
ol |
rR1” R2 Ri e
Rl—y —W RI—X =0 \——/
X=13, N, Se P
. A : . 114
Esquema 31 - Reacdes de oxidacao catalisadas por monooxigenases.

As reagdes de hidroxilagdes e epoxidagdes sdao catalisadas por

monooxigenases dependentes do citocromo P-450'"

¢ as reagdes de oxidagdes de
heterodtomos e Baeyer-Villiger sdo realizadas por enzimas dependentes de

flavinas.''°
4.1.1 Baeyer-Villiger monooxigenases

As reacoes de oxidagdo de Baeyer-Villiger (BV) resultam na produgao de
¢ésteres ou lactonas a partir de cetonas lineares e ciclicas e sdo reagdes de oxidacao
importantes em quimica organica. Em geral, esta rea¢do (Esquema 32) ¢ realizada
por peroxiacidos, especialmente o acido m-cloroperbenzodico.''” Entretanto, tais
oxidantes sdo instaveis, toxicos € nao estereosseletivos, além de nao atender aos

principios da quimica verde. Adicionalmente, os peroxiacidos também promovem a

4 Kamerbeek, N.M.; Janssen, D.B.; van Berkel, W.J.H.; Fraaije, M.W. Adv. Synth. Catal. 2003,
345, 667-678.

15 Dawson, J.H.; Sono, M. Chem. Rev. 1987, 87, 1255-1276

16 Walsh, C. Accounts Chem. Res. 1980, 13, 148-155

"7 Roberts, S.M.; Wan, P.W.H. J. Mol. Catal. B-Enzym. 1998, 4, 111-116.
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oxidagao de outros grupos funcionais como alcenos, tioéteres € aminas, o que torna
necessario em muitos casos a utilizagdo de grupos de protecdo. Na procura de
oxidantes seguros que permitam alta estereosseletividade, Strukul,''® Bolm'"” e
Lopp'® obtiveram bons resultados com o desenvolvimento de catalisadores
organometalicos quirais para BV assimétricas.

R3

Ky e = 8 — wim e A

F3 e, IH =y =) H f F1 o 3 oH
Y )

R1 RZ

Esquema 32- Oxidagao de Baeyer-Villiger

A identificagdo do envolvimento de uma etapa de oxidacdo, mediada por
monooxigenases no caminho metabdlico de muitos microrganismos, permitiu a
utilizagdo destes e de enzimas isoladas como biocatalisadores para reagdes de
Baeyer-Villiger assimétrica de varios substratos. Varias reagdes biocatalisadas
foram introduzidas utilizando monooxigenases em sintese organica ¢ demonstraram

ser um caminho eficiente para produzir compostos interessantes, como lactonas

121,122 123,124

e .- e 125 . 126
(biciclicas), sulfoxidos, sulfatos ciclicos ~ e tiossulfatos.

""® a) Gusso, A.; Baccin, C.; Pinna, F.; Strukul, G. Organometallics 1994, 13, 3442-3451. b)
Strukul, G.; Varagnolo, A.; Pinna, F. J. Mol. Catal. A-Chem. 1997, 117,413-423.

19 a2) Bolm, C.; Schlingloff, G.; Weickhard, K. Angew. Chem. Int. Edit. 1994, 33, 1848, 1849. b)
Bolm, C.; Beckmann, O.; Kiihn, T.; Palazzi, C.; Adam, W.; Rao, P.B.; Saha-Moller, C.R.
Tetrahedron-Asymmetr. 2001, 12, 2441-2446. c) Bolm, C.; Beckmann, O.; Palazzi, C. Can. J.
Chem. 2001, 79, 1593-1597.

20 Lopp, M.; Paju, A.; Kanger, T.; Pehk, T. Tetrahedron Lett. 1996, 37, 7583-7586.

12 Alphand, V; Furstoss, R. J. Mol. Catal. B-Enzym. 2000, 9, 209-217.

122 Stewart, J. D. Curr. Org. Chem. 1998, 2, 195-216.

125 Colonna, S.; Gaggero, N.; Pasta. P.; Ottolina, G. Chem. Commun.1996, 20, 2303-2307.

124 Chen, G.; Kayser, K.K.; Mihovilovic, M.D.; Mrstik, M.E.; Martinez, C.A.; Stewart, J.D. New
J. Chem. 1999, 23, 827-832.

125 Colonna, S.; Gaggero, N.; Carrea, G.; Pasta. P. Chem. Commun.1998, 7, 415-416.
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4.1.1.1 Ocorréncias e tipos Baeyer-Villiger monooxigenases

A primeira indicagdo de uma reagdo de BV bioldgica foi relatada em 1948
por Turfitt, observando a degradacdo de colestanona por Proactinomyces
erythropolis.'”’ Desde entdo, as oxidagdes tipo Baeyer-Villiger foram encontradas
na biossintese de muitos produtos naturais, como a sintese de aflatoxina em fungos,
sintese de esterdides em plantas e sintese de toxinas em moluscos.'* Estas enzimas
também participam nas vias catabolicas de cetonas utilizadas como fontes de
carbono e energia,129 tais como: metilcetonas alifaticas, hidrocarbonetos aliciclicos,
compostos aromaticos e terpenos. Elas também foram observadas nas rotas de
degradacao microbiana.

As Baeyer-Villiger monooxigenases (BVMOs) sdao flavoproteinas que
dependem de grupo prostético e coenzimas para sua acao catalitica. De acordo com
o grupo prostético e coenzima, as BVMOs podem ser divididas em dois tipos
predominantes: BVMOs Tipo I-que conttm FAD (Dinucleotideo de flavina e
adenina) ¢ usam NADPH (Dinucleotideo de nicotinamida e adenina fosfatado)
como fonte de elétrons, aparecem como mondmeros, homodimeros ou
homotetrameros; e BVMO Tipo II-que contém FMN (Mononucleotideo de flavina)
como cofator, utilizam NADH (Dinucleotideo de nicotinamida ¢ adenina) como
doador de elétrons e sdo compostas de trimeros o,p."”’ Uma excecio a esta regra
constitui a BVMO de Xanthobacter sp. pois ela ¢ dependente de FMN e NADPH.

Todas as BVMOs seqiienciadas até o presente constituem exemplos de

BVMOs Tipo I baseado em suas propriedades bioquimicas (intracelular, soluvel,

126 Colonna, S.; Gaggero, N.; Carrea, G.; Pasta. P.; Alphand, V.; Furstoss, R. Chirality 2001, 13,
40-42.

27 Turfitt, G.E. Biochem. J. 1948, 42, 376-383.

128 Mihovilovic, M.D.; Miiller, B.; Stanetty, P. Eur. J. Org. Chem. 2002, 22, 3711-3730.

129 Walton, A.Z.; Stewart, J.D. Biotechnol. Progr. 2002, 18, 262-268.

B0 Willetts, A. Trends Biotechnol. 1997, 15, 55-62.
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contém o FAD, dependente de NADPH, atividade especifica de aproximadamente
10 U/mg, e sub-unidade assimétrica de ~60 kDa), as quais foram classificadas
como cicloexanona monooxigenase, (CHMO), ciclopentanona monooxigenase
(CPMO), ciclododecanona monooxigenase (CDMO), esteréide monooxigenase
(SMO) e 4-hidroxiacetofenona monooxigenase (HAPMO) de acordo com a reagao
preferencial.'"*

A CHMO isolada por Trudgill®' da bactéria Acinetobacter calcoaceticus
NCIMB 9871 ¢ a monooxigenase mais estudada no que se refere a sua atividade
biocatalitica. Esta enzima aceita uma faixa muito ampla de substratos, entre eles, a
biciclo[3.2.0]hepta-2en-6-ona."*

As BVMOs sao produzidas por muitas bactérias, tais como, Acinetobacter
calcoaceticus, Alcaligenes, Arthrobacter, Nocardia globerula, Pseudomonas
putida, P. fluorescens, P. cepacia, Rhodococcus ruber, R. rhodochrous,
Streptomyces, Xanthobacter, Brevibacterium, Mycobacterium tuberculosis, entre
outras.

A ocorréncia de BVMOs ndo esté restrita as bactérias. Sua presenca ja foi
relatada em microrganismos eucarioticos como fungos e leveduras, tais como
Curvularia lunata, Aspergillus parasiticus, Cunninghamella echinulata, Beauveria,
Cylindrocarpon radicicola, Cylindrocarpon destructans, Exophiala jeanselmeli,

s . : . 133
Dreschlera, Penicillium, Mucor, Cladosporium e Geotricum candidum.

B! Donoghue, N.A.; Norris, D.B.; Trudgill, P.W. Eur. J. Biochem. 1976, 63, 175-192

132 Doig, S.D.; Simpson, H.; Alphand, V.; Furstoss, R.; Woodley, J.M. Enzyme Microb. Tech.
2003, 32, 347-355.

133 Carballeira, J.D.; Alvarez, E.; Sinisterra, J.V. J. Mol. Catal. B-Enzym. 2004, 28, 25-32.
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4.1.1.2 Estrutura e mecanismo de reagdo Baeyer-Villiger
monooxigenases

Dentre todas as proteinas de BVMOs clonadas e expressadas, a unica
proteina que produziu cristal adequado para andlise por cristalografia de raio X ¢ a
fenilacetona monooxigenase (PAMO), que catalisa a conversdo de fenilacetona no
¢éster correspondente, produzida pela bactéria termofilica Thermobifida fusca.”* A
estrutura de PAMO foi obtida utilizando o método de Dispersao Andmala de um
unico comprimento de onda (single-wavelength anomalous dispersion). Esta
proteina exibe alta homologia com as outras BVMO Tipo I e a unidade assimétrica
consiste num mondmero de 62 kDa, com 6 sitios de selénio e dois dominios
(Figura 21): o dominio de ligagdo ao FAD (residuos 10-158 e 390-542) e o
dominio de ligagao ao NADP(H) (residuos 159-389).

A troca de Arg-217 ou de Lys-336 por alanina reduz a afinidade desta
enzima por NADPH. O residuo Lys-336 ¢ um aminoacido conservado nos BVMOs

135
descoberta

Tipo I, assim como a seqiiéncia de aminoacidos FXGXXXHXXXW
recentemente como a seqiiéncia “fingerprint” que caracteriza exclusivamente a
familia de BVMOs Tipo 1. Segundo a estrutura tridimensional, estes aminoacidos
ndo fazem parte do sitio ativo, mas servem de conexdo entre os dois dominios.
Estudos de mutagénese demonstraram que a troca do residuo His-173 (estritamente
conservado na seqiiéncia de fingerprint) em PAMO por alanina deixa a enzima

totalmente 1nativa.

134 Malito, E.; Alfieri, A.; Fraaije, M.W.; Mattevi, A. P. Natl. Acad. Sci. USA 2004, 101, 13157-
13162

135 Fraaije, M.W.; Kamerbee, N.M.; van Berkel, W.J.H.; Janssen, D.B. FEBS Lett. 2002, 518, 43-
47.
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Figura 21 - Representagdo da estrutura tercidria do monomero da fenilacetona
monooxigenase. O dominio de ligagdo ao FAD (residuos 10-158 e 390-542) ¢
representado em verde, o dominio de ligacdo ao NADP (residuos 159-389)
representado em azul e a seqiiéncia FXGXXXHXXXW (167-177) em vermelho. O

r 134
cofator FAD é mostrado em amarelo."

A transferéncia de hidreto da nicotinamida para o 4&tomo N5 da flavina
ocorre através do posicionamento adjacente da nicotinamida juntamente com a
flavina, de modo que ocorra a sobreposi¢do dos dois anéis. Assim, para esta
enzima, o processo catalitico envolve o movimento da cadeia lateral da Arg-337, a
qual deve se deslocar para longe da posicdo observada na estrutura cristalina e

permitir a ligacao da nicotinamida (Esquema 33).
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Esquema 33 - Representagdo esquematica das mudancgas conformacionais que
ocorrem nas etapas cataliticas das reagdes de Baeyer-Villiger monooxigenases. O
+ . \ . . ri° oy
NADP" permanece ligado a enzima conforme sugerido pela analise cinética da

. : 136
cicloexanona monooxigenascs.

A andlise cristalografica forneceu uma base estrutural para o mecanismo da
reagao catalitica proposta (Esquema 34) com base em dados cinéticos medidos em
véarias BVMOs."**"” O processo biocatalitico inicia-se com a reducdo de FAD 1
(ligada a enzima, E-FAD) pelo NADPH, gerando um complexo reduzido 2; este
complexo reage rapidamente com O, atmosférico para formar o anion perédxido-
flavina 3, que se encontra em equilibrio com a espécie hidroperoxido 4 como uma
forma estabilizada na auséncia de um substrato. O anion peroxido 3 atua como
nucleofilo atacando a carbonila do substrato, dando lugar a formagao do
“intermediario de Criegee” 5 e gera um éster/lactona e a hidroxido-flavina 6 por

meio de um rearranjo. Finalmente, o ciclo catalitico é completado pela eliminacgao

136 Sheng, D.W.; Ballou, D.P.; Massey, V. Biochemistry-US 2001, 40, 11156-11167.
137 Kamerbeek, N.M.; Fraaije, M.W.; Janssen, D.B. Eur. J. Biochem. 2004, 271, 1-10.
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de agua desta espécie, regenerando o FAD oxidado e liberando o produto e o

cofator.

)
Y
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Esquema 34 - Representacdo esquematica da reagdo de oxidacao catalisada por

Zz=-2

E-FADH *NADP E-F ADHOO *NADP E-FADHOOH*NADP

Baeyer-Villiger monooxigenases com referéncia a fenilacetona monooxigenase.'’

4.2 TRIAGEM ENZIMATICA DE ALTO DESEMPENHO PARA
DETECCAO DE MONOOXIGENASES (MO)

Como mencionado anteriormente, a maioria dos ensaios de HTS foi
projetada para deteccdo de atividade enzimatica em proteinas purificadas ou em
extratos enzimaticos. Neste sentido, essas metodologias de triagem rdpida foram
especialmente desenvolvidas para detec¢do de atividades hidroliticas, ou seja,
enzimas que nao precisam de cofatores para realizar biotransformagdes.
Contrariamente, as metodologias de HTS para detec¢do de monooxigenases,

enzimas dependentes de cofatores, sdo extremamente limitadas.
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Usualmente, os ensaios para triagem de atividade de BVMOs baseiam-se em
deteccdo do produto (éster ou lactona) pelos métodos cromatograficos ou pelo

monitoramento da oxidacdo do cofator nicotinamida'®

O primeiro ensaio de
triagem rapida para detec¢do de atividade de BVMOs foi desenvolvida pelo grupo

de Littlechild" utilizando cetonas monociclicas. (Esquema 35)

NADPH NADP+
‘ L~=—> C i O

4.3

Esquema 35 - Principio de deteccao de Baeyer—Villiger monooxigenases. (a)
Enzima (com adi¢do de cofator NADPH) ou células integras; (b) esterase.

O principio do ensaio inspirou-se a partir da rota de degradacdo do

140 .
1" e consiste

cicloexanol a adipato pelo Acinetobacter calcoaceticus NCIMB 987
em dois passos enzimaticos seqilienciais. Primeiro, a cetona ciclica 4.1 ¢
transformada em lactona 4.2 pela agdo de uma enzima ou microrganismo com
atividade de BVMO e, em seguida, ocorre a abertura da lactona pela agdo de uma
esterase que ¢ adicionada ao meio reacional. A reacdo positiva ¢ identificada pela
reducao do pH da mistura reacional pela formacao do acido 4.3.

O primeiro método fluorogénico para detectar BVMO foi relatado
recentemente pelo grupo de Furstoss.”® O principio de deteccdo esta ilustrado no
Esquema 36: a oxidacdo da sonda fluorogénica 4.4 por uma BVMO resulta na
formagdo do éster 4.5., que sofre uma hidrolise espontdnea ou enzimadtica (pela

enzima hidrolitica presente nas células) formando o alcool 4.6. Em seguida, ocorre

a oxidagdo do alcool 4.6 a aldeido 4.7, pela acio de HLADH/NAD" (4lcool

138 Ryerson, C.C.; Ballon, D.P.; Walsh, C. Biochemistry-US 1982, 21, 2644-2655.

13 Watts, A.B.; Beecher, J.; Whitcher, C.S.; Littlechild, J.A. Biocatal. Biotransfor. 2002, 20,
209-214.

Y Donoghue, N.A.; Trudgill, P.W. Eur. J. Biochem. 1975, 60, 1-7.
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desidrogenase de figado de cavalo/nicotinamida adenina dinucleotideo) ou pelo
reagente quimico TEMPO-NaOCl (TEMPO = N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina),
para finalmente sofrer a reacdo de B-elimina¢ao com a liberacdo da umbeliferona

4.8

(0]
(0]
\& m BVMO )L(?w m hidrélise  OH m
/ —_— (RS
o] o o o) o o \Ao o o

4.4 4.5

=2 2 4.6
HLADH-NAD* o /@\/1 X
ou BSA, pH>7 o m
TEMPO-NaOCI HMO oo —> o0 0 o
4.7 48

Esquema 36 - Principio do ensaio fluorogénico para Baeyer-Villiger

. 2
monooxigenascs. 8

A validacdo da metodologia neste tabalho foi realizada utilizando quatro
microrganismos  selvagens (Acinetobacter  calcoaceticus NCIMB 9871,
Acinetobacter sp. TD63, Pseudomonas sp. NCIMB 9872 e Arthrobacter sp. M5) e
um recombinante E. coli TOP10 que expressa a cicloexanona monooxigenase do A.
calcoaceticus NCIMB 9871, todos com atividade de BVMO reconhecida.'*' A
abordagem deste ensaio ¢ muito similar a proposta por Reymond para as enzimas
hidroliticas,'’ com uma etapa de hidrélise a mais na seqiiéncia das reagdes. A
terceira metodologia disponivel atualmente na literatura ¢ a metodologia
desenvolvida numa cooperagio entre o Prof. Reymond e a Profa. Anita Marsaioli’e

sera detalhada no topico seguinte.

! (a) Simpson, H.D.; Alphand, V.; Furstoss, R. J. Mol. Catal. B-Enzym. 2001, 16, 101-108. (b)
Alphand, V.; Furstoss, R. J. Org. Chem. 1992, 57, 1306-1309. (c) Gutiérrez, M.C.; Alphand, V;
Furstoss, R. J. Mol. Catal. B-Enzym. 2003, 21, 231-238.
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E importante ressaltar que as rea¢des de oxidacio do tipo Baeyer-Villiger sdo
uma linha de pesquisa do nosso grupo de biocatédlise e que vinha sendo avaliada em
microrganismos da biodiversidade brasileira através de ensaios biocataliticos
convencionais utilizando CG-EM/FID. Conseqiientemente, a implementagdo de um
ensaio de HTS para detec¢ao de monooxigenases com células microbianas ampliou
os horizontes desta linha de pesquisa. Assim, de acordo com o Fluxograma 2 (pag

46) iniciou-se a preparacao das sondas para deteccao de monooxigenases.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.3.1 Preparacao da sonda fluorogénica 4.4 para detec¢do de

monooxigenases

A sonda 4.4 para detectar Baeyer-Villiger monooxigenases (Esquema 37) foi
inspirada no trabalho de Furstoss e colaboradores'* e sintetizada pela Dra. Beatriz
Bicalho.”"'* A preparagdo da sonda iniciou-se pela reagio de tosilagdo do alcool
olefinico 4.9 em CH,Cl,, seguida de uma reagdo de alquilagdo com umbeliferona.
Apo6s a obtencgdo deste ultimo composto, a dupla ligacdo ¢ oxidada a cetona 4.4 na

presenca de cloreto de paladio e cloreto de cobre em DMF:H,0 (7:1, v/v).

TsClI 0 NaH
OH piridina /\/\/O 7, -
M = \,/S umbeliferona
CHCl, o DMF
4.9 72% 4.10 40%
PdCl,
N CuCl, O,
NN >
NN 0“0 DMF:H,0
(7:1)

411 64%

Esquema 37 - Representacdo esquematica da sintese de sonda 4.4.'"

142 Sleegers, A.; Simpson, H.D.; Alphand, V.; Furstoss, R. Biotrans 2001, p.381.
143 Bicalho, B.; Chen, L. S.; Grognux, J.; Reymond, J.-L.; Marsaioli, A. J. J. Brazil. Chem. Soc.
2004, 15,911-916.
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A preparacao do éster 4.14 (produto de oxidagdo da sonda 4.4) foi realizada
neste trabalho e esta ilustrada no Esquema 38. O composto 4.12 foi obtido a partir
do 1,3-propanodiol e cloreto de tosila (1:1), e a reacdo foi acompanhada por CCD
para minimizar a quantidade do produto di-tosilado. Este composto foi
caracterizado por RMN de 'H pela presenca dos sinais em & 7,79 e 7,35, atribuidos
aos hidrogénios aromaticos e pela presenga do sinal em oy 2,45 atribuido a metila
aromatica do grupo tosila. No espectro de RMN de "°C foi observado um conjunto
de sinais entre oc 144 a 127 correspondentes aos carbonos benzénicos, € a presenga
de um sinal em oc 21,7 atribuido a metila aromatica.

Na sequéncia, o derivado tosilado 4.12 foi acetilado na presenga de cloreto
de acetila'” resultando na formacio de 4.13 em 88% de rendimento. A
caracterizagdo deste composto foi realizada pela observagdo no espectro de RMN
de "H pela auséncia do singleto largo em & 2,25 (atribuido ao OH) do material de
partida e pela presenga de um singleto em oy 1,97 atribuido a metila do grupo
acetila. A presenca de uma metila adicional em relagdo ao material de partida foi
confirmada pelo sinal em & 20,8 no espectro de RMN de "°C e a presenca do sinal

em oc 170,5 correspondente ao carbono carboxilico.

TsCl 0 Cloreto de
piridina PR O>\S// aﬁ%ti'llqaa
HO~~"YoH ——  HO ¢) \©\ _pindina_
CH>Cl» CH,Cl,
1,3-propanodiol 36% 4.12 88%
NaH
)O]\ O\>S//O umbeliferona
O/\/\o e
DMF
4.13 46%

Esquema 38 - Rota sintética para a obtengdo do padrao controle positivo 4.14.

144 Trost, B.M.; Chan, D.M.T. J. Am. Chem. Soc. 1983, 105, 2315-2325.
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Finalmente, a alquilagdo da umbeliferona com o composto 4.13 resultou no
éster 4.14 obtido como um so6lido levemente amarelado. A caracterizagao do éster
por RMN de 'H evidenciou a substituicdo dos sinais em oy 7,79 e 7,35, presentes
no material de partida 4.13, por um conjunto de cincos sinais entre oy 7,60 - 6,25,
atribuidos aos cincos hidrogénios da por¢cao umbeliferila. No espectro de RMN de
PC também foi observado a presenca de quatros carbonos quaternarios adicionais
em oc 161,7; 160,9; 155,6; ¢ 112,5.

A sonda 4.4 foi avaliada com respeito aos reagentes (HLADH, NAD" e
BSA)* pela Dra. Beatriz Bicalho e empregada por ela para detectar atividade de
BVMO em 11 microrganismos da cole¢io CCT.”' Entretanto, sob as condi¢des
empregadas nenhum dos microrganismos testados demonstrou atividade enzimatica
significativa. Contudo, nas reagdes com 7. cutaneum CCT 1903 e S. rubidea CCT
5732 apresentaram um aumento muito discreto da intensidade dos sinais de
fluorescéncia sugerindo a presenca de BVMO.'*

Assim, foram preparadas outras sondas para serem implementadas em HTS

visando a detec¢ao de monooxigenases em cé¢lulas integras.

4.3.2 Sondas fluorogénicas 4.15 — 4.18 para detec¢do de

monooxigenases

As novas sondas para deteccdo de monooxigenases consistem em quatro
cetonas derivadas da umbeliferona, duas alifaticas 4.15 — 4.16 ¢ duas ciclicas 4.17 —
4.18, ¢ seus respectivos ésteres e lactonas 4.19 — 4.22 foram utilizados como

controles positivos (Figura 22).”

" Esta parte do trabalho foi realizada antes da publicagdo do trabalho de Prof. Furstoss (ref 28).
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0 o]

/J\ro O0._o0O ] 0.0
LT n T
4.15 R=H 417 n=1
4.16 R = CH,4 418 n=2
O R N U _—

n
419 R=H 421 n=1
4_20 R=CH3 Eanz

Figura 22 - Sondas fluorogénicas 4.15 — 4.18 e os correspondentes ésteres e

lactonas 4.19 — 4.22 utilizados para a detec¢do de monooxigenases.

As novas sondas 4.15 — 4.18 para detec¢do de monooxigenases foram
preparadas, numa unica etapa, por alquilacdo da umbeliferona com derivados de
clorocetonas na presenca de carbonato de potassio e iodeto de sdédio. O tratamento
destas sondas com o acido m-cloroperbenzéico forneceram os adutos de Baeyer-
Villiger 4.19 — 4.22, que serviram de controles positivos.” Estas sondas foram
sintetizadas e gentilmente cedidas pelo doutorando Renaud Sicard do grupo do
Prof. Reymond.

Estas sondas sdo de deteccdo direta e mais faceis de serem aplicadas do que a
sonda 4.4. Elas ndo dependem de uma hidrélise espontdnea (ou catalisada por
enzima hidrolitica presente nas cé€lulas) e tampouco precisam de um segundo
sistema enzimatico, e.g. HLADH/NAD', ou de um sistema de oxidacdo quimica,
e.g. TEMPO-NaOCl, fazendo com que os testes com as sondas 4.15 — 4.18 sejam

mais econdmicos e faceis de aplicar.
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Uma comparacdo rapida entre a sonda 4.4 ¢ a sonda 4.15 esta ilustrada no
Esquema 39. A rota de deteccdo com o substrato 4.4 precisa necessariamente de
quatro reacOes cataliticas antes da liberagdo de umbeliferona. Esses processos
puderam ser simplificados em um esquema direto, o qual depende somente da agao

da enzima alvo e uma reacao de eliminagdo promovida por BSA.

0
\@ @ | L, (b)  oH (© @
OCoum vOCoum voctjum OCoum

fy
L O._0Coum =
OCoum he BSA /@\/l
BVMO T)( o oS0 hex = 365 nm

N Agm =460 nmr
4.15 4.19 4.8 =Coum

Esquema 39 - Comparacao dos ensaios fluorogénicos empregando a sonda 4.4 (em
preto) e a nova sonda 4.15 (em azul). (a) BVMO; (b) hidrolise espontanea ou
enzimatica; (c) oxidagdo enzimatica (HLADH-NAD") ou quimica (TEMPO-
NaOCl); (d) B-eliminacao

4.3.3 Adaptagdo de HTS com células integras para deteccdo de

monooxigenases

Devido a simplificacdo do sistema de deteccao (ver Esquema 39) nao houve
necessidade de avaliar as sondas 4.15 - 4.18 contra outros reagentes, pois utilizou-
se a concentracao celular de 0,5 mg/mL determinada nos experimentos anteriores €
a mesma concentracao das sondas ¢ de BSA.

Foi verificada, porém, a estabilidade das sondas 4.15 - 4.18 ¢ a emissao de

fluorescéncia dos produtos 4.19 - 4.22 nas diferentes solugdes tampao, com o

intuito de selecionar a solucdo tampao que confere maior estabilidade aos
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substratos € maxima emissdo de fluorescéncia aos produtos. As trés solugdes
tampao escolhidas foram: 20 mM de tampao borato (pH 8,8; T1); 100 mM de
tampao glicina-NaOH (pH 9,6; T2); e 550 mM de tampao bicarbonato (pH 9,1;
T3). Estas solu¢des tampao foram escolhidas uma vez que ja foram empregadas e
demonstraram diferenca na intensidade de fluorescéncia.”®

As condi¢des de analise foram adaptadas as condigdes reais, substituindo as
suspensoes celulares pela solugdo tampao. Assim, em cada pog¢o da microplaca
adicionou-se 10 pL de substrato ou de produto (2 mM), 100 puL de solu¢do tampao
(T1, T2 ou T3) e 90 pL de BSA (4,4 mg/mL em T1-T3). A Figura 23 ilustra a
estabilidade da sonda 4.15 nas trés solu¢des tampao, para a qual observou-se maior
estabilidade em tampao borato pH 8.,8. As outras trés sondas apresentaram

comportamentos similares.

45.00 ~
40.00 ~
35.00
30.00 ﬁ

®
25.00 -

ol

L 4

¢ Tampao 1 x 4.15
20.00 - o Tampao 2 x 4.15
15.00 ~ A Tampéo 3 x 4.15

10.00 ~
5.00 ~

000 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Tempo (min)

Intensidade de fluorescéncia (460 nm

Figura 23 - Influéncia das solugdes tampao na estabilidade da sonda 4.15.

Condigdes: 100 uM da sonda 4.15 e solugdo 2 mg/mL de BSA.
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A intensidade da fluorescéncia dos produtos de oxidagao 4.19 — 4.22
(controles positivos) em tampao borato (T1) mostrou-se ligeiramente menor que a
fluorescéncia no tampao glicina-NaOH (T2) e no tampao bicarbonato (T3) (Figura
24). Entretanto, a diferenca foi pequena e considerando-se o fato de as sondas
serem mais estaveis em tampao borato e por este ja ter sido testado para varios tipos
de enzimas, foi decidido continuar utilizando o mesmo para nosso teste de
monooxigenases. Assim, as condigdes selecionadas para detecgdo de
monooxigenases em cé¢lulas integras sdo: concentragdo final da sonda de 100 uM,

concentracdo final de BSA de 2 mg/mL e de suspensdo celular de 0,5 mg/mL, em

solucdo tampao borato pH 8,8.

3500 -
£
A
S 3000 .
< A gofd E rEE IR 2
~ o m] . ¢ @
© i O ®
‘5 2500 .
c A O
<8 [m]
@ 2000 -
’g A ¢ Tampao 1 x 4.19
= 1500 +—— * o Tampéao 2 x 4.19
8 A Tampéo 3 x 4.19
3 1000 ¢
®
RS
7
§ 500
£
0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Tempo (min)

Figura 24 - Influéncia das solu¢des tampao na emissao de fluorescéncia de 4.1

Condigdes: 100 uM do éster 4.19 e solugao 2 mg/mL de BSA.
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4.3.4 Ensaios de HTS para detec¢do de monooxigenases por meio das
sondas fluorogénicas 4.15 — 4.18

De forma anéloga aos ensaios para epoxido-hidrolases, foram realizados uma
série de experimentos para deteccdo de atividades enzimaticas de monooxigenases,
de acordo com o procedimento detalhado na parte experimental (item 6.8.3.3). As
reagoes controle (branco) foram realizadas substituindo-se a suspensao celular por
solucdo tampao. Também foram incluidos controles positivos com o0s
¢steres/lactonas 4.19 — 4.22. As reac¢des foram monitoradas a cada 10 minutos em
leitor de fluorescéncia durante 24 horas e os resultados estdo apresentados na
Tabela 13.

Como estas quatro sondas sdo inéditas, incluimos nos testes um conjunto de
microrganismos (entradas 1-11, Tabela 13) de reconhecida atividade de
monooxigenases frente a 3-hexil-ciclobutanona e 4-metil-cicloexanona.'®’

Foram observadas atividades de monooxigenases, com as sondas
fluorogénicas para os seguintes microrganismos: A. niger CCT 5559 (entrada 2), C.
echinulata CCT 4259 (entrada 5), C. eragrostidis CCT 5634 (entrada 6), C. lunata
CCT 5629 (entrada 8) e C. pallescens CCT 5654 (entrada 9) frente a diferentes
sondas. Um sinal de fluorescéncia muito fraco foi observado com G. candidum
CCT 1205 (entrada 10) frente a sonda 4.18. (Tabela 13). Estes resultados estao em
concordancia com os obtidos por biocatdlise convencional com as cetonas
supracitadas.'®

Além disso, trés microrganismos que nao apresentaram atividade de BVMO
na presenca de 3-hexil-ciclobutanona e 4-metil-cicloexanona também ndo emitiram
fluorescéncia nos ensaios com as quatro sondas (entrada 1, 4 e 11, Tabela 13).

Estas concordancias de respostas dos microrganismos indicam uma correlagcdo de

145 Gongalves, R.A.C.; Porto, A.L.M.; Pinheiro, L.; Cagnon, J.R.; Manfio, G.P.; Marsaioli, A.J.
Food Technol. Biotech. 2004, 42, 355-361.
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82 %, validando desta maneira a utilizagdo destas novas sondas para deteccao de

monooxigenases.

Tabela 13- Intensidade de fluorescéncia observada nos testes de 26

microrganismos com as sondas 4.15 — 4.18 para detec¢do de monooxigenases *

Entrada Microrganismo 4.15 4.16 4.17 4.18
1 Aspergillus niger CCT 4846 - - - -
2 Aspergillus niger CCT 5559 - - 40 13
3 Aspergillus oryzae CCT 0975 - - - -
4 Aspergillus terreus CCT 3320 - - - -
5 Cunninghamella echinulata CCT 4259 90 70 120 13
6 Curvularia eragrostidis CCT 5634° 16 - 110 3
7 Curvularia lunata CCT 5628 - - - -
8 Curvularia lunata CCT 5629 - - 230 7
9 Curvularia pallescens CCT 5654° 9 - 110 4
10 Geotrichum candidum CCT 1205 - - - 5
11 Trichoderma sp CCT 5551 - - - -
12 |Fungo CCT 5560° - - 29 17
13 Fungo CCT 5632° - 12 260 5
14 Fungo CCT 5661 10 - - 30
15 Rhizopus oryzae CCT 4964° 35 27 65 7
16 Trichosporon cutaneum CCT 1903 350 290 230 16
17 AMA 1 - - - -
18 AMA 6 - - - -
19 AMA 7° 209 120 167 24
20 AMA 23 - - - -
21 AMA 27 - - - -
22 |AMA28° - - - 16
23 |AMA3S° - - - 18
24 [SA?2 - - 24 -
25 SA 7 - - - -
26 [SAS - 36 - -

* Valor (unidade arbitraria de fluorescéncia) = diferenca entre a média de duplicatas das amostras e a

média de triplicatas de controle branco (substrato + sol. tampao + BSA) apds 24 horas de reagdo. Os

controles com as células microbianas ndo apresentaram fluorescéncia detectavel.
® Pré-incubagio com substrato a 28 °C por 24 horas também.
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O fungo C. echinulata CCT 4259 apresentou atividade consideravel ao ser
testada com as quatro sondas fluorogénicas (Figura 25, em azul), sendo que este
género de microrganismo ja € conhecido por possuir atividade de Baeyer-Villiger
monooxigenase. **'*” Este microrganismo e C. lunata CCT 5629 apresentaram

atividade frente as cetonas ciclicas 4.17 (Figura 25, em vermelho) ¢ 4.18.

350 -
£
< o
S 300 - .
SL |
S 250 - .
@ m ¢ 4.17 x CCT 4259
Q = *®
g 2007 m Lot m4.17 x CCT 5629
S = o * ©4.17 x CCT 5628
o Y . . . ¢ % 4.17 x CCT 4846
©
¢ 4.17 x CCT 1205
3 -.****gxxﬁﬁ A C. branco 4.17
ZRN B
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0 T T T 1
0 500 1000 1500 2000
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Figura 25 - Triagem de atividade de monooxigenases em Cunninghamella
echinulata CCT 4259, Curvularia lunata CCT 5629 e CCT 5628, Aspergillus niger
4846 e Geotrichum candidum CCT 1205 frente a sonda 4.17. Condig¢des: 100 uM
de substrato, 0,5 mg/mL de suspensdo celular, 2 mg/mL de BSA em 20 mM de
tampao borato (pH 8.,8), Aex = 365 nm, Ay, = 460 nm.

146 Fairlamb, 1.J.S.; Grant, S.; Grogan, G.; Maddrell, D.A.; Nichols, J.C. Org. Biomol. Chem.
2004, 2, 1831-1833
147 Gongalves, R.A.C. “Intermediarios Sintéticos Versdteis, Enantiomericamente Puros, Obtidos

por Biocatalise” Tese de doutorado, Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas,
2002.
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A. oryzae CCT 0975 e C. lunata CCT 5628 demonstraram capacidade em
transformar as cetonas ciclicas em lactona mas nao foram ativos frente as sondas
utilizadas (entrada 3 e 7, Tabela 13). Estes falsos negativos foram atribuidos a
varios fatores: 1) condicdo de reacao desfavoravel no formato de microplaca
(leitura de 24 hs contra ensaios biocataliticos cldssicos para BVMO de 72-90 horas
em agitacdo); 2) seletividade de substrato de BVMO produzido por estes

microrganismos; € 3) redugcdo competitiva de cetonas 4.15 — 4.18 aos

correspondentes alcoois, ao invés da reacao de oxidagao.

Entre os microrganismos ndo testados anteriormente via biocatélise
convencional (entradas 12-26, Tabela 13), trés apresentaram (entradas 15, 16 e 19)
alta atividade catalitica positiva frente as quatro sondas empregadas (Figura 26).
Entretanto, ao serem testados por biocatdlise convencional, com vdrias cetonas
estruturalmente distintas, a acdo de BVMO nao foi observada. Estes resultados
falso-positivo mereceram uma atengao particular, que discutiremos nos ensaios de
biocatalise convencional, nos quais serd demonstrado que estes microrganismos
possuem atividades de hidroxilases. Assim, as sondas inicialmente programadas
para detectar BVMO apresentaram uma gama de detec¢dao ampla e eficiente para
monooxigenases em geral. O mecanismo da resposta da sonda frente a hidroxilase

sera discutido no topico seguinte.
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CCT 1903 vs sonda 4.15
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Figura 26 — Reagdes representativas da triagem de atividade de monooxigenases

frente as 4 sondas 4.15 — 4.18. Condicdes: 100 uM de substrato, 0,5 mg/mL de

suspensao celular de 7. cutaneum CCT 1903, 2 mg/mL de BSA, 20 mM de tampao
borato (pH 8,8). Aex = 365 nm, A, = 460 nm.

4.3.5 Conclusao parcial

Este trabalho constitui o primeiro relato na literatura de um ensaio no

formato de HTS baseado na fluorescéncia e que utiliza células microbianas para a

~ . *
detec¢ao de monooxigenases.

* } . . N
No ensaio relatado pelo Prof. Furstoss, eles realizam as biotransformagdes em volume de 50 mL
em Erlenmeyer, apos um tempo de reagdo retira-se uma aliquota do meio para realizar a leitura

em microplaca na presenca dos outros reagentes.
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Dentre as trés solugdes tampao testadas, o melhor resultado foi obtido com a
solugdo tampao borato para ser utilizada nos ensaios de HTS.

As quatro sondas fluorogénicas testadas aqui sdo inéditas e apresentam um
esquema de deteccdo de facil manipulagdo e mais econdmico que o ensaio
fluorogénico ja relatado. Adicionalmente, elas sdo estruturalmente diferentes
permitindo, desta maneira, a detec¢do de uma maior variedade de monooxigenases.

Entre os onze microrganismos testados anteriormente contra as cetonas via
biocatalise convencional, nove deles foram concordantes com os testes de
fluorescéncia (6 foram positivos e 3 foram negativos), validando desta maneira este
ensaio com 82% de concordancia. Desta maneira, podemos afirmar que este ensaio
¢ altamente recomendavel para triagens de monooxigenases em colegdes de
microrganismos.

Por meio destes ensaios foram detectados varios microrganismos com
expressiva atividade de monooxigenases, entre eles o 7. cutaneum CCT 1903, R.

oryzae CCT 4964 e AMA 7.
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44 VALIDACAO DOS ENSAIOS DE HTS PARA
MONOOXIGENASES VIA BIOCATALISE CONVENCIONAL

4.4.1 Resultados e discussoes

4.4.1.1 Reagoes biocataliticas com Trichosporon cutaneum CCT 1903

Devido ao intenso sinal de fluorescéncia apresentado por 7. cutaneum na
triagem de monooxigenases, atribuido inicialmente a uma Baeyer-Villiger
monooxigenase, este microrganismo foi testado com uma série de cetonas
estruturalmente diferentes, totalizando quatorze experimentos com oito substratos
diferentes (Tabela 14). Em todos os experimentos foram detectados os produtos de
redugdo das cetonas exceto com 1-(4-metdxi-fenil)-heptanona e 1-(4-metoxi-fenil)-

propanona.
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Tabela 14 - Reagdes biocataliticas realizadas com Trichosporon cutaneum CCT

1903 com cetonas estruturalmente diferentes

Substrato

Condicdes experimentais

Resultado

2-heptanona

pH 7,0

7 -heptanona ¢ Pre-incubacdo, células em repouso, | Produto de redugédo: 2-
p tampao fosfato pH 7,0 heptanol
¢ Células em repouso, tampdo fosfato | Produto de redugédo: 2-

heptanol

2-heptanona

«» Células em crescimento, meio YM

Produto de redugao: 2-

heptanol

Produto de redugdo: 4-

1-fenil-propanona

pH 7,0

4-metil- ¢ Células em repouso, tampao fosfato o .
. metil-cicloexanol (cis e
cicloexanona pH 7,0
trans)
6-metil-5-hepten-2- |4 Células em repouso, tampao fosfato | Produto de redugio : 6-
ona pH 7,0 metil-5-hepten-2-ol
6-metil-5-hepten-2- | % Células em repouso, tampao fosfato |Produto de redugio : 6-
ona pH 6,5 metil-5-hepten-2-ol
6-metil-5-hepten-2- ¢ Células em crescimento, meio YM Produto de redugao : 6-
ona metil-5-hepten-2-ol
: ¢+ Células em repouso, tampao fosfato |Produto de redugdo: 1-fenil-
1-fenil-etanona
pH 7,0 etanol
: ¢+ Células em repouso, tampao fosfato |Produto de redugdo: 1-fenil-
1-fenil-etanona
pH 6,5 etanol
1-fenil-etanona +» Células em crescimento, meio YM Produto de redugo: 1-fenil-
etanol
¢+ Células em repouso, tampao fosfato |Produto de redugdo: 1-fenil-

propanol

1-(4-metoxi-fenil)-

¢ Células em repouso, tampao fosfato

Nao detectado

heptanona pH 7,0

1-(4-hidroxi-fenil)- | %+ Células em repouso, tampao fosfato Nio detectado
propanona pH 7,0

4,4-dimetil- ¢ Células em repouso, tampao fosfato | Produto de reducao: 4,4-
cicloexanona pH 7,0 dimetil-cicloexanol

"Reagdo de biocatalise: cetona (20 mg) e massa microbiana tmida (2 g) foram misturadas em
frascos de erlenmeyer (125 mL) contendo 20 mL de solucdao tampao fosfato pH 7,0 ou 6,5 (para
células em repouso) ou 20 mL de solugdo YM (para células em crescimento). As reagdes foram
mantidas sob agitagdo rotatoria (28 °C, 150 rpm) e monitoradas por CG-EM.
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Paralelamente, a doutoranda Lucimar Pinheiro (Profa. Anita Marsaioli)
observou a epoxidacdo enantiosseletiva de uma dupla ligacdo realizada pelas
células de 7. cutaneum CCT 1903. Este fato sinalizou a a¢do de monooxigenase
nao pertencente a classe das BVMO.

Visando um maior entendimento destes fatos, outros substratos (a-pineno, 2-
ciclopentenona, 1-H-indeno, canfora e cis-jasmona como controle) foram testados
para evidenciar a atividade biooxidativa do 7. cutaneum. Nao foram observados
produtos de oxida¢do do a-pineno, da 2-ciclopentenona e do 1-H-indeno. No
entanto, a canfora foi oxidada (Cromatograma 7) e¢ o produto isolado foi
caracterizado espectroscopicamente. O espectro de massas da canfora oxidada
apresentou ion molecular de m/z 168, correspondente ao incremento de 16 unidades
de massa atomica na canfora (M.M. 152). Os espectros de IV ¢ RMN de 'H e de
PC confirmaram a presenca de um grupo hidroxila na molécula. No espectro de
RMN de 'H foi observado a presenca de um singleto largo em & 1,71
correspondente ao grupo hidroxila e a presenca de um carbono carbindlico foi
confirmado no espectro de RMN de BC em & 75,8. Através da comparacao dos
deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento de RMN de 'H com os dados
da literatura,'” identificou-se o produto como 6-endo-hidroxicanfora (Esquema
40).

A hidroxilagdo microbiologica da canfora ¢ mencionada na literatura para

149,150

varias espécies de microrganismos e estd sempre associada a uma atividade de

enzimas do tipo P450.

18 Ishikawa, T.; Kondo, K.; Kitajima, J. Chem. Pharm. Bull. 2003, 51, 32-39.
1% Orihara, Y.; Noguchi, T.; Furuya, T. Phytochemistry 1994, 35, 941-945.
0 Dus, K. M. P. Natl. Acad. Sci. USA 1984, 81, 1664-1668.

127



Lu Shi Chen Validacgdo via biocatdlise convencional para MO

(a) Apds 48 hs de reagao (b) Ap6s 72 hs de reagdo

Abundancia Abundancia
Fooooo 4
2000000 A
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OH
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/ 100000 4
- B R U SR | WY S SV

Cromatograma 7 - Cromatograma de ion totais (CG-EM) da reacdo de
hidroxilagdo da canfora com células em repouso de 7. cutaneum CCT 1903.
Condi¢oes de analise: Tipiciar = 60 °C, rampa de 20 °C/min até 290 °C. Ti,= 240 °C.
Coluna capilar de silica fundida HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm).

Desta maneira, o sistema enzimdtico do fungo 7. cutaneum CCT 1907 levou a
uma hidroxilagdo da canfora através de uma monooxigenase dependente de

112

citocromo P-450" " e ndo do tipo dependente de flavina.

T. cutaneum
CCT 1903
—_—

6

o OH

4.23 a2 °

Esquema 40 — Produto de oxidagdo de canfora por 7. cutaneum CCT 1903

Conseqiientemente, a reagdo fluorogénica observada com 7. cutaneum CCT
1903 e as sondas 4.15 — 4.16 ¢ melhor explicada considerando a hidroxilacao direta
do grupo éter metilénico das sondas e a formagdo subseqiiente de um hemiacetal
4.26 instavel na presenga de BSA com posterior liberagdo da umbeliferona 4.8

(Esquema 41).
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R* OCoum
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Esquema 41 — Esquema representativo da deteccao de hidroxilases com as sondas

4.15- 4.18.

4.4.1.2 Reagoes biocataliticas com Rhizopus oryzae CCT 4964, AMA 7 e
o fungo CCT 5632.

R. oryzae CCT 4964, AMA 7 e o fungo CCT 5632 emitiram fortes
fluorescéncias no ensaio para monoxigenases. Para comprovar o tipo da MO foram
realizados ensaios biocataliticos frente a varias cetonas (multibioreacdo'* com 3-
metil-ciclopentanona, 2-metil-cicloexanona, 4-metil-cicloexanona e cis-jasmona).
Todos os microrganismos apresentaram atividade de redutase frente as
cicloexanonas e atividade de monooxigenase oxidando a cis-jasmona
(Cromatograma 8). A identificacdo dos produtos de oxidagdo epoxido de cis-
jasmona (E 57, em anexo) e 4-hidroxi-cis-jasmona (E 58, em anexo) foi realizada

' Diante destas

< ~ 15
pela comparacdo com os espectros de massas de padrdes.
evidéncias, foi sugerido que a atividade de MO destes microrganismos era do tipo

hidroxilase.

10 padrio de fragmentagdo de 4-hidroxi-cis-jasmona foi fornecido pela doutoranda Lucimar

Pinheiro, que sintetizou e caracterizou este produto por RMN.
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Cromatograma 8 - Cromatograma representativo de ion totais (CG-EM) da reacao
de oxilagdo da cis-jasmona. Condigdes de andlise: Tinicia = 60 °C, rampa de 20
°C/min até 290 °C. Tj,= 220 °C. Coluna capilar de silica fundida HP-5 MS (30 m x
0,25 mm x 0,25 um).

4.4.1.3 Conclusao parcial

As reacOes biocataliticas realizadas com 7. cutaneum CCT 1903, R. oryzae
CCT 4964, AMA 7 e o fungo CCT 5632 e varias cetonas evidenciaram a presenca

de monooxigenase do tipo hidroxilase.

No caso de T. cutaneum CCT 1903, o produto de oxidagdo da canfora foi
isolado, purificado e identificado por RMN de 'H e de °C como sendo 6-endo-
hidroxicanfora

Foi demonstrada a importancia da comprovacao dos resultados de HTS por
meio de reagdes biocataliticas convencionais. Esta estratégia ¢ particularmente util
para diferenciar a atividade entre hidroxilase e Bayer-Villiger monooxigenase uma
vez que os experimentos de fluorescéncia para MO implementados ndo permitiram

distinguir uma atividade da outra.

130



Conclusdo geral

131



Lu Shi Chen Conclusdo Geral

5 CONCLUSAO GERAL

A implementac¢do de triagem de alto desempenho para detec¢do do potencial
enzimatico com células microbianas foi realizada com sucesso para epoxido-
hidrolase, Baeyer-Villiger monooxigenase e hidroxilase. Desta forma, os ensaios de
HTS para monooxigenase e hidroxilase utilizando as células integras foram
relatados pela primeira vez na literatura, resultado da cooperacao entre o grupo do
Prof. Dr. Jean-Louis Reymond e a Profa. Dra. Anita J. Marsaioli.

Foram encontradas as melhores condi¢des para HTS utilizando células
microbianas, uma vez que estas triagens detectam atividade enzimatica cem vezes
mais rapido que a biocatalise convencional € com uma redugdo do substrato
utilizado maior que mil vezes.

A aplicacdo dos ensaios de HTS baseados em fluorescéncia para o
monitoramento de atividades enzimdticas proporcionou uma avaliacdo simples e
direta e permitiu a detec¢ao de epdxido-hidrolases, monooxigenases e hidroxilases
em diferentes linhagens microbianas. Varios microrganismos com atividades
enzimaticas detectadas neste trabalho ainda ndo foram mencionados na literatura.

O teste de adrenalina foi adaptado para células integras e permitiu a
determinagdo do perfil hidrolitico de epoxido-hidrolases utilizando epoxidos ndo
modificados. Com esta metodologia ¢ possivel caracterizar, de maneira facil, o
perfil enzimatico dos microrganismos utilizando os substratos de interesse.
Entretanto, este teste ainda necessita de aprimoramento para torna-lo mais simples
e eficiente.

Com estes resultados foram ampliadas as perspectivas para estudos futuros,
sejam estes da caracterizacdo enzimatica de colecdes de microrganismos, da
aplicacdo de biocatélise em sintese organica e da obtencdo das enzimas de interesse

comercial.
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Os ensaios biocataliticos convencionais foram importantes para detalhar os
resultados dos ensaios de alto desempenho. Por meio desta metodologia classica foi
possivel determinar a propriedade de hidroxilacdo em 7. cutaneum CCT 1903, R.
oryzae CCT 4969, AMA 7 e o fungo CCT 5632 detectados com atividade de
monooxigenases pelo ensaio de fluorescéncia. Uma vez que as sondas 4.15 — 4.18
apenas detectam a presenca de monooxigenase, outros ensaios sdo indispensaveis
para a diferenciagao.

Por meio de reagdes biocataliticas com (#)-1,2-epoxioctano, (*)-1,2-
octanodiol e 1-hidréxi-2-octanona foi possivel determinar que B. pumilus CBMAI
0008 e A. niger CCT 1435 apresentam epdxido-hidrolases de baixa
enantiosseletividade que, associadas a oxidorredutases, levaram a producao de —(S)-
1,2-octanodiol com alto excesso enantiomérico através de dois mecanismos
distintos. Para B. pumilus CBMAI 0008, o mecanismo subseqiiente a abertura do
epoxido foi uma resolucdo cinética do diol formado pela agdo de uma
oxidorredutase de alta enantiosseletividade que oxidou (R)-1,2-octanodiol a 1-
hidroxi-2-octanona, resultando no (S)-1,2-octanodiol com > 95% de ee e
aproximadamente 50% de rendimento. No caso de A. niger CCT 1435, a reagdo
biocatalitica que seguiu a epdxido-hidrolase foi uma resolucdo cinética dindmica,
na qual oxidorredutases participaram da oxidacdo do (R)-1,2-octanodiol a 1-
hidréxi-2-octanona e da posterior redugao a (S5)-1,2-octanodiol num processo de
estereoinversao, permitindo obter o (S)-1,2-octanodiol em alto excesso
enantiomérico e rendimento acima de 80 %.

A deteccdo da capacidade de desracemizagdo por estereoinversao em
Aspergillus niger CCT 1435 corresponde atualmente a um fato inédito na literatura.

Os resultados deste trabalho j& permitiram a publicacdo de dois artigos e

estdo sendo utilizados em outros que estdo em fase final de elaboragao.
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6 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 REAGENTES E SOLVENTES

Foram utilizados reagentes e solventes P.A. Sempre que necessario, os
reagentes e solventes tratados foram obtidos conforme as metodologias ja
descritas.'”?

As reagoes sensiveis a umidade foram realizadas em atmosfera de gas inerte
seco (argdnio ou nitrogénio) e as vidrarias foram previamente aquecidas a altas
temperaturas sob vacuo.

As solugdes estoque de substancias padroes e solugdes tampao utilizadas nos
experimentos de triagens de alto desempenho foram preparadas com H,O

milliQ-deionizada.

6.2 METODOS CROMATOGRAFICOS

As cromatografias analiticas em camada delgada (CCD), para o
monitoramento das reagdes € acompanhamento da purificagdo dos produtos por
cromatografia em coluna, foram realizadas empregando-se cromatofolhas de
aluminio (folha padrdao, 20 x 20 cm), recobertas com silica gel com ou sem
indicador de fluorescéncia em UV,s4, da Merck (Darmstadt).

A revelagdo dos compostos nas placas cromatograficas foi feita por
irradiagdao com lampada UV ;s4/365 seguida da imersdo das placas em uma solugdo
de permanganato de potassio ou numa solucao de p-anisaldeido (preparada pela

mistura de p-anisaldeido, H,SO,4, HOAc e EtOH, na propor¢ao de 1:2:1:100 em

152

(a)Perrin, D.D.; Armarego, W.L.F.; Perrin, D.R. Purification of laboratory chemicals, 2™ ed.,

Oxford: Pergamon Press, Ltd., 1980. (b) Paquette, L.A. Encyclopedia of reagents for organic
synthesis. West Sussex: John Wiley & Sons, Ltd.,1995.
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volumes, respectivamente) e subseqiiente aquecimento com pistola
aquecedora.'>

o As separagdes de compostos por cromatografia "flash" em coluna foram
feitas utilizando-se silica gel 60 (Merck, 0,040-0,063 mm, 230-400 mesh
ASTM) e gradiente de eluicdo com solventes destilados. As fracdes coletadas
foram comparadas por CCD e agrupadas por perfil de semelhanca.

o As andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) foram realizadas em cromatdgrafo Agilent 6890 acoplado a um
detector seletivo de massas HP 5973 operando com uma fonte de elétrons com
energia de ionizacdo de 70 eV. O espectrometro de massas operou na faixa de
m/z 45-500. Para CG foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida HP-5 MS
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um, 5 % fenil-metilsiloxano). O cromatografo operou
com fluxo constante de gas He de 1 mL/min, temperatura do injetor igual a 220
°C e temperatura da interface igual a 280 °C. As rampas de aquecimento
variaram, sendo por isso relatadas junto aos respectivos experimentos. O volume
injetado das amostras adequadamente diluidas (aproximadamente 1 mg/mL) foi
ca. 1 pL.

o A discriminagdo dos enantiomeros foi realizada em cromatografo Hewlett
Packard 6890 e detector de ionizagao em chama (FID), equipado com uma
coluna capilar de silica fundida Chrompak, com a fase quiral Chirasil--
ciclodextrina (25 m de comprimento x 0,25 mm de diametro interno x 0,25 um
de espessura do filme). As condi¢des gerais de analise foram: velocidade do gas
de arraste (H,) de 1 mL/min, temperatura do injetor igual a 220 °C e do detector

igual a 240 °C. As rampas de aquecimento variaram, sendo, por isso, relatadas

153 Casey, M.; Leonard, J.; Lygo, B.; Procter, G. Advanced practical organic chemistry. New

York: Chapman & Hall, 1990, p. 264.
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junto aos respectivos experimentos. O volume injetado das amostras,
adequadamente diluidas, foi ca. 1 pL.

Os excessos enantioméricos (ee) foram calculados apds determinagdo das
condi¢des cromatograficas adequadas para a resolugdo dos enantiomeros de
misturas racémicas padrao de acordo com a equagao abaixo:

area (+) — area (-)
x 100

ee
area (+) + area (-)
em que, a area (+) corresponde a area cromatografica do isdmero principal e a

area (-) a drea cromatografica do isdmero oposto.

Para o calculo da conversdo utilizou-se pentadecano como padrdo interno
que foi adicionado em todas as aliquotas antes de serem analisadas por CG-EM.
O Fator de Resposta (FR) foi obtido pela divisdo entre a drea do substrato e a
area de substancia padrao no tempo inicial (0 hora) do ensaio considerando 0 %
de conversao. Assim, a conversao foi calculada utilizando a relacdo entre as
areas do substrato (restante) e a substincia padrao nas aliquotas subseqiientes

corregida pelo FR.

6.3 METODO ESPECTROMETRICO DE RESSONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em espectrometros Gemini 300P
— Varian Instruments (B, = 7,05 T), operando a 300,067 MHz para 'H ou Varian
INOVA-500 (By = 11,7 T), operando a 499,885 MHz para 'H. Os deslocamentos
quimicos (o) foram registrados em partes por milhdo (ppm), tomando-se como
padrdes de referéncia interna o tetrametilsilano 0,03 % (TMS, dtvms 0,00), o

cloroféormio (CDCl;, dcpes 7,27) ou o metanol (CD;OD, ocpsop 3,30). A
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multiplicidade das bandas de absorc¢io dos prétons nos espectros de RMN de 'H
foi indicada segundo a convengao: s = singleto, sl = singleto largo, d = dubleto, t
= tripleto, q = quarteto, quint. = quinteto, sext = sexteto, hept = hepteto, m =
multipleto, dd = duplo dubleto, dt = duplo tripleto, dq = duplo quarteto, td =
triplo dubleto, tl = tripleto largo, ddd = duplo duplo dubleto. As constantes de
acoplamento (J) foram citadas em Hz e os dados espectroscopicos estdao
organizados como segue: 0 deslocamento quimico (integracdo, multiplicidade,
constante de acoplamento, atribui¢do).

Os espectros de RMN de °C foram registrados em espectrometros Gemini
300 — Varian Instruments operando a 75,452 MHz ou Varian INOVA-500
operando a 125,696 MHz para "C. Os deslocamentos quimicos (6) foram
registrados em partes por milhdo (ppm), tomando-se como padrdes de referéncia
interna o tetrametilsilano (TMS, Jrys 0,0), o cloroformio (CDCls, dcperz 77,0) ou
o metanol (CDs;0D, dcpsop 49,0).

O namero de hidrogénios ligados aos atomos de carbono foi determinado
através dos espectros de RMN de "°C, com o auxilio das técnicas de RMN de
PC-DEPT 135° ¢ DEPT 90° (“Distortionless Enranchement by Polarization

Transfer”) onde CH,/CH = sinal positivo, CH, = sinal negativo e C, = ausente.

Foram utilizadas nas interpretacdes de alguns dos compostos as técnicas de

RMN 2D: H,H-COSY, H,C-HSQC ¢ H,C-HMBC.

6.4 METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS UV/VIS E DE
FLUORESCENCIA

As medidas de fluorescéncia das reagdes de biotransformacdo foram
realizadas em leitores de fluorescéncia Fluoroskan Ascent, Biosystem utilizando

filtros de Aex 365 £ 20 nm e A, 460 = 20 nm. ou Cytofluor-1I, Multi-Well Plate
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Reader Series 400, Perseptive Biosystems utilizando filtros de A, 360 £ 20 nm e
Aem 460 £ 20 nm. O aumento dos sinais de fluorescéncia nos sistemas testados
foi relacionado a liberacdo de umbeliferona no meio reacional. Foram utilizadas
microplacas de polipropileno com 96 cavidades (Costar 3363, fundo plano), as
quais foram tampadas durante a aquisi¢ao da leitura de fluorescéncia realizada
em temperatura ambiente.

o As medidas de densidade oOptica (DO) nos ensaios de adrenalina foram
realizadas por meio de um espectrofotdmetro de microplaca SpectraMax 250,
Molecular Devices Corporation, sendo as leituras registradas a 490 nm e
temperatura ambiente. Foram utilizadas microplacas de poliestireno de 96

cavidades (Costar 3695, tipo A/2, fundo plano).

6.5 OUTRAS MEDICOES

o Os valores de rotacdo Optica foram determinados em um polarimetro Perkin
Elmer modelo 341, com lampada de sodio e precisao de 0,001°, empregando-se
metanol como solvente.

o Os espectros de infravermelho foram obtidos em um aparelho 7hermo
Nicolet IR200 Spectrometer com uma resolucdo de 4 cm™. As amostras foram
aplicadas diretamente sobre o cristal de Ge e as absorcdes vibracionais sdo

’ -1
expressas em numero de ondas (cm™).

6.6 MICRORGANISMOS

A maioria dos microrganismos investigados pertencem a Colecdo de

Culturas Tropicais (CCT, http://www.cct.org.br/), da Fundacdo André Tosello, no

Parque Taquaral, Campinas, Brasil. Outra cole¢do de microrganismos foi a Colecao
Brasileira de Microrganismos de Ambiente e Industria (CBMAI,

http://www.cpgba.unicamp.br/cbmai), do Centro Pluridisciplinar de Pesquisa
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Quimica, Biologica e Agricola (CPQBA) da UNICAMP, localizado na Vila Betel,
Paulinia, Brasil (ver Tabela 4, pag 58 e Tabela 13, pag 120).

H4 ainda microrganismos da Cole¢ao do Laboratorio de Biocatalise (CBC)
do Instituto de Quimica. Sdo microrganismos isolados no nosso laboratorio como
as linhagens provenientes de agua de formacao de petroleo (ver Tabela 5, pag 59)
isoladas pela doutoranda Suzan Pantaroto de Vasconcellos (Profa. Dra. Anita
Marsaioli) e identificados pela Dra. Valéria Maia de Oliveira (CPQBA) e colecao
de microrganismos isolados do solo de varzea de Silves, Amazonia (ver Tabela 6,
pag 59 e Tabela 13, pag 120) pela doutoranda Suzan Pantaroto de Vasconcello e
Diego Senatore (IC, Profa. Anita Marsaioli).

6.6.1 Manutengdo e reativagdo das linhagens em estudo.

Os microrganismos foram reativados por 72-96 h a 29 °C em tubos de ensaio
(h =18 cm; @ = 1,5 cm) contendo aproximadamente 15 mL do meio de cultivo

especifico solido (tubos inclinados ou ““slants™).

6.6.1.1 Para ensaios de triagem de alto desempenho

ApoOs esse tempo, os microrganismos reativados foram crescidos nos tubos
Eppendorf de 1,5 mL (contendo ~1 mL do meio s6lido) ou nos tubos de ensaio
normal descrito acima, por 24 a 48 horas a 29 °C. Assim, as coldnias desenvolvidas
foram removidas com o auxilio de uma espatula estéril e transferidas para um novo
tubo Eppendorf estéril, onde foram pesadas. As células foram suspensas em solucao
tampao borato 20 mM pH 8,8 ou de solucdo tampao PBS (Phosphate-buffered
saline, NaCl 160 mM, sol. fosfato aquoso 10 mM, pH 7,4) de forma a obter
concentragdes de 1 mg ou 0,2 mg por mL, dependendo do ensaio e do

microrganismo.
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A grande diferengca morfoldgica dos microrganismos nao permitiu um
procedimento unico para a preparacao das suspensdes homogéneas. Especialmente
nos caso dos fungos, foi necessaria uma habilidade particular para esta preparagao.
Normalmente, uma suspensdo mais concentrada era preparada e submetida a uma
agitacdo vigorosa no Vortex, sendo eventualmente necessario “despedagar” os
micélios dos fungos com ponteiras estéreis. A solugdo assim obtida foi diluida para
atingir a concentragdo desejada. As bactérias e leveduras nao apresentaram este

problema.
6.6.1.2 Para ensaios biocataliticos convencionais

Apo6s o tempo de reativacdo dos microrganismos, estes foram transferidos
para Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL do meio de cultivo liquido, por meio
de uma alga estéril, e incubados por 3-4 dias a 29 °C sob agitagdo rotatoria de 150
rpm. Apos esse periodo de crescimento, as células dos fungos foram filtradas sob
vacuo, em peneiras de 200 mesh e em seguida ressuspensas em solu¢do tampao
fosfato (Na,HPO,/ KH,PO,, 0,1 M, pH 7 ou pH 6,5) antes da adi¢do do substrato
para a biotransformacdo. No caso de bactéria ou levedura, as células foram
centrifugadas a 5000 rpm durante 20 minutos, e ressuspensas em solugdo tampao
fosfato (Na,HPO,/ KH,POy,, 0,1 M, pH 7 ou pH 6,5).

Nos experimentos com células em crescimento, elas foram ressuspensas em

novo meio de cultura.

6.6.1.3 Meios de cultivo destinados a manutengdo e reativacdo das

linhagens em estudo

6.6.1.3.1 Meio NB
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Meio caldo nutriente utilizado para reativagdo e crescimento das bactérias em
geral. Composi¢do: Caldo nutriente (20 g) e 4dgua destilada suficiente para

completar 1000 mL de solucao.

6.6.1.3.2 Meio YM

Meio de extrato de levedura e malte utilizado para reativacao e crescimento
das leveduras em geral e para G. candidum CCT 1205. Composi¢ao: Extrato de
levedura (3 g), extrato de malte (3 g), peptona (5 g), glicose (10 g) e dgua destilada

suficiente para completar 1000 mL de solucao.

6.6.1.3.3 Meio ME

Meio de extrato de malte utilizado para reativagdo e crescimento dos fungos
em geral. Composi¢do: Extrato de malte (20 g) e agua destilada suficiente para

completar 1000 mL de solucao.

6.6.1.3.4  Meio hipertonico

Meio de cultivo utilizado para reativacdo e crescimento das archeas em geral.
Composicao: Glicose (2 g), peptona (2 g), caseina hidrolisada (2 g), amido (2 g),
K,HPO, (1,2 g), MgS0,.7H,0 (0,2 g) , NaCl (100 g) e agua suficiente para
completar 1000 mL de solucao.

6.6.1.3.5 Meio de Xilana de bétula

Este meio"* foi utilizado especificamente para reativacdo e crescimento de
Bacillus pumilus CBMAI 0008. Composicao: Xilana, (10 g), Peptona (10 g),
Tween 80 (1 g), (NH4).SO4 (1,4 g), KH,PO4 (2 g), uréia (0,3 g), CaCl,.2H,0 (0,4
g), MgS0,4.7H,0 (0,3 g), 5 mL de FeSO4.7H,0 (1g/L), 1,6 mL de MnSO,.7H,0
(1g/L), 1,4 mL de ZnSO,.7H,0 (1g/L), 2 mL de CoCl, (1g/L). Adicionar todos em

134 Mandels, M.; Stenberg, D. J. Ferment. Technol. 1976, 54, 267-286.
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800 mL de agua, menos xilana, acertar o pH a 10 com NaOH 2 M, apds isso,
adicionar xilana e aquecer no microondas com poténcia 5, observando minuto a
minuto até a dissolucdo. Em seguida, completar a solugdo com agua destilada até
1000 mL.

Para a preparacao de meio de cultivo sélido, simplesmente adiciona-se 20
g/L de agar no meio liquido, mantendo os outros ingredientes na mesma proporcao

e preparado de modo idéntico ao meio liquido.

6.6.1.4 Preparagdo de Solucdo Tampdao de Sorensen (Na,HPO, —
KH,P0O,)"

Inicialmente preparamos duas solug¢des estoque: 1) uma solucao de fosfato
dissolvendo 11,876 g do sal monoacido (Na,HPO,) em dgua destilada o suficiente
para completar 1 L de solucdo; e 2) uma solu¢do do sal di-acido (KH,PO,)
dissolvendo 9,078 g em dagua destilada para completar 1 L de solucdo.
Seguidamente, a solu¢do tampao no pH desejado foi preparada de acordo com a

seguinte Tabela 11.

Tabela 11 - Solugcdo Tampao de Sérensen.

o Na,HPO,  KH,PO, . Na,HPO,  KH,PO4

M/15(mL) M/ 15 (mL) M/15(mL) M/15 (mL)
5,288 0,25 9,75 6,813 5,0 5,0
5,589 0,5 9,5 6,979 6,0 4,0
5,906 1,0 9,0 7,168 7,0 3,0
6,239 2,0 8,0 7,318 8,0 2,0
6,468 3,0 7,0 7,731 9,0 1,0
6,643 4,0 6,0 8,043 9,5 0,5

155 Assumpcao, R.M.V.; Morita, T. Manual de Solugoes, Reagentes e Solventes.: Padronizagao,

Preparagdo e Purificagdo. Sdo Paulo: Edgard Bliicher LTDA, 1968. p. 276.
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6.6.2 Procedimentos gerais adotados no laboratorio de biocatalise

Todos os meios de cultura, solugdes, placas de Petri, tubos de ensaio, pipetas
e outros materiais utilizados em contato direto com os microrganismos foram
autoclavados a 121 °C, 1,5 Pa, por 15 minutos ou entdo esterilizados em chama de
bico de Biinsen. Todo o material utilizado com microrganismos foi depositado em
bandeja de descarte contendo solugdo de HCIO 5 % (em volume) e posteriormente
esterilizado em autoclave a 121 °C durante 40 minutos.

As solugdes de alcool 70 % (em volume) e de hipoclorito de sddio 1 % (em
volume) foram utilizadas para desinfetar as bancadas de trabalho e camera de fluxo
laminar. Praticamente todas as manipulagdes microbiologicas foram realizadas em
camaras de fluxo laminar, diminuindo a contamina¢do do material manipulado e do

meio externo.

6.7 TRIAGEM DE EPOXIDO-HIDROLASES

6.7.1 Preparacdo de sondas fluorogénicas para deteccdo de EH

6.7.1.1 Procedimento geral para as reagdes de tosilacao

A uma solugdo resfriada (0 °C) do alcool (15 mmoles) em CH,Cl, (15 mL)
foi adicionada piridina (2,4 mL, 30 mmoles) previamente tratada. A seguir, cloreto
de p-toluenossulfonila (3,52 g, 18,5 mmoles) foi adicionado lentamente ao balao de
reacdo mantendo a agitacdo constante num banho de gelo. A mistura foi mantida
em agitacdo a temperatura ambiente por 12 h, apds esse tempo foi vertida sobre
uma solu¢do gelada de HC1 2 M (10 mL) e extraida com CH,Cl, (3 x 20 mL). As
fases organicas reunidas foram lavadas com solu¢cdes de NaHCO; 5 % (10 mL) e
agua (10 mL), secas sobre Na,SO, anidro, filtradas e concentradas sob pressdo

reduzida para posterior purificacdo por cromatografia em coluna.
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6.7.1.1.1  4-toluenossulfonato de 3-butenila (3.1)

3 1 |(|) 3 2 1
. 4 7
N o)
o 5 6
3.1 C11H14()3S
== M. M.: 226.29

Apos purificagdo por cromatografia em coluna e eluida com hexano:acetato

de etila (gradiente), foi obtido um liquido oleoso incolor (rendimento 70 %).
CCD (Hexano: AcOEt; 70:30, v/v) Rf=0,70.
IV 2964, 2872, 1598, 1462, 1358, 1188, 1175, 1097, 961, 916, 814, 772 cm™".

RMN de 'H (300,067 MHz, CDCl;_ Spys 0,00): 57,79 (2 H, d, J = 8,0, H-3 e H-5),
735 (2 H, d, J = 8,0, H-2 e H-6), 5,78-5,60 (1 H, m, H-3"), 5,20-5,00 (2 H, m, H-
4°),4,07 2 H,t,J=6,7, H-1°), 2,46 (3 H, s, H-7), 2,40 (2 H, dt, J = 6,7; 2,6, H-2).

RMN de “C (75,45 MHz, CDCls, S&cpeis 77,0): 8 144,7 (C, C-1), 133,1 (C, C-4),
132,4 (CH, C-3°), 129,8 (2 CH, C-2 ¢ C-6), 127.9 (2 CH, C-3 ¢ C-5), 118,2 (CH,,
C-4°), 69,4 (CH,, C-17), 33,1 (CH,, C-2"), 21,6 (CHs, C-7).

IE/EM m/z (int. rel.): 226 (M, ausente), 224 (1), 155 (100), 91 (87), 65 (19), 54
(32).

6.7.1.1.2  4-toluenossulfonato de 3-hexenila (3.2)

3 2

3’ 1 0]
, | 4 1 7
4 _
= 5 0 ﬁ
5 O 5 6
3.2 Ci3H303S

== M. M.: 254.35

6!
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Ap0s purificagdo por cromatografia em coluna e eluida com hexano:acetato
de etila (gradiente), foi obtido um liquido oleoso incolor (rendimento 70 %).

CCD (Hexano: AcOEt; 80:20, v/v) Rf = 0,60.
IV 2963, 2954, 1598, 1462, 1358, 1188, 1175, 1096, 963, 916, 814, 772 cm’".

RMN de 'H (300,067 MHz, CDCl;_ Srys 0,00) 57,78 (2 H, d, J = 8,2, H-3 e H-5),
734 (2 H, d,J=8,2, H-2 e H-6), 5,56-5,40 (1 H, m, H-4’ ou H-3"), 5,24-5,10 (1 H,
m, H-3> ou H-4"), 4,00 2 H, t, J = 7,0, H-1°), 2,45 3 H, s, H-7), 2,39 2 H, q, J =
7,0, H-2"), 1,98 (2 H, quint, J= 7,3, H-5"), 0,93 3 H, t, J= 7,3, H-6").

RMN de C (75,45 MHz, CDCls, &cpers 77,0): 8 144,7 (C, C-1), 135,5 (CH, C-3°),
133,3 (C, C-4), 129,8 (2 CH, C-2 e C-6), 127,9 (2 CH, C-3 e C-5), 122,0 (CH, C-
4%), 69,8 (CH,, C-1°), 27,0 (CH,, C-2"), 21,6 (CH3, C-7), 20,6 (CH,, C-5"), 14,0
(CHs, C-6").

IE/EM m/z (int. rel.): 254 (M, ausente), 155 (39), 91 (66), 82 (100), 67 (78), 65
(20).

6.7.1.2 Procedimento geral para as reagdes de alquilagdo

A um baldo de 3 bocas munido de condensador ¢ de um funil de adicao,
atmosfera inerte e banho de gelo, contendo de N,N-dimetilformamida (DFM, 10
mL) foi adicionado NaH (60 % em parafina, 0,61 g, 15 mmoles) sob agitacdo. A
seguir adicionou-se lentamente uma solugdo de 7-hidréxi-2H-1-benzopiran-2-ona
(umbeliferona, 0,91 g, 5,6 mmoles) em DMF (10 mL) ao meio reacional. Apds 30
min, foi adicionada lentamente uma solu¢ao do derivado tosilato (5 mmoles) em
DMF (10 mL). Depois da adi¢cdo, a temperatura foi elevada a 60 °C e mantida
constante por 2 dias. A reacao foi interrompida com adi¢do de metanol (10 mL) a
solucdo resultante foi evaporada a vacuo resultando num residuo que foi dissolvido

com acetato de etila (60 mL). A fase organica foi lavada com uma solucdo de
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NaOH 2 M (10 mL), 4gua (2 x 10mL), seca sobre Na,SO, anidro, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida para posterior purificacdo por cromatografia em

coluna.

6.7.1.2.1  7-(3-butenoxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (3.3)

5 4
6 10X 3

PP 2

EN N7 =0 0
3.3 C13H1203
== M. M.: 216.23

Ap6s purificacdo por cromatografia em coluna eluida com hexano:acetato de
etila (gradiente), foi obtido um solido cristalino levemente amarelado identificado

como 3.3 (rendimento 50 %).
CCD (Hexano:AcOEt; 70:30, v/v) Rf=0,70.

IV 3086, 3047, 1722, 1708, 1610, 1507, 349, 1282, 1234, 1202, 1121, 1025, 990,
841, 831 cm’™.

RMN de 'H (300,067 MHz, CDCl;_ Srys 0,00): 67,63 (1 H, d, J = 9,5, H-4), 7,36
(1H, d,J=8,5, H-5), 6,84 (1 H, dd, J = 8,5; 2.5, H-6), 6,80 (1 H, d, J = 2,5, H-8),
6,24 (1 H, d, J=9,5, H-3), 6,02-5,80 (1 H, m, H-3"), 5,32-5,04 (2 H, m, H-4"), 4,08
(2 H,t,J=6,6,H-1"),258 2 H, q,J= 6,6, H-2").

RMN de "*C (75,45 MHz, CDCls, depcis 77,0): 8 162,0 (C, C-7), 161,1 (C, C-2),
155,7 (C, C-9), 143,3 (CH, C-4), 133,7 (CH, C-3°), 128,6 (CH, C-5), 117,4 (CH,,
C-4%), 113,0 (CH, C-3), 112,9 (CH, C-6), 112,4 (C, C-10), 101,3 (CH, C-8), 67,8
(CH,, C-1°), 33,4 (CH,. C-2").

IE/EM m/z (int. rel.): 216 (M"", 92), 188 (12), 162 (85), 134 (92), 105 (11), 89
(20), 77 (14), 63 (15), 55 (100).
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6.7.1.2.2  7-(3-hexeniloxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (3.4)

5 4
6 o 4 30 2
W
O 7 9 0) o)
3.4 8 C15H16O3
== M. M.: 244.29

Ap0s purificacdo por cromatografia em coluna eluida com hexano:acetato de

etila (gradiente), foi obtido um liquido oleoso. (rendimento 73 %).
CCD (hexano:AcOEt: 70:30, v/v) Rf=0,55.

IV 2960, 2874, 1732, 1608, 1556, 1508, 1469, 1403, 1354, 1283, 1229, 1203, 1121,
1004, 891, 835 cm’

RMN de 'H (300,067 MHz, CDCl; pys 0,00): § 7,62 (1 H, d, J= 9,5, H-4), 7,36
(1H,d, J=84,H-5),6,83 (1 H,dd, J=8,4; 2,2, H-6), 6,80 (1 H, d, J=2,2, H-8),
6,24 (1 H, d,J=9,5, H-3), 5,62-5,50 (1 H, m, H-3’ ou H-4), 5,48-5.36 (1 H, m, H-
3> ou H-4%), 4,01 2 H, t,J=7,0, H-1°),2,57 2 H, q, J = 7,0 Hz, H-2"), 2,10 (2 H,
quint, J= 7,5, H-5"), 1,00 (3 H, t, J= 7,5, H-6").

RMN de "C (75,45 MHz, CDCls, &cpeis 77,0): 8 162.2 (C, C-7), 161,2 (C, C-2),
155,8 (C, C-9), 143,4 (CH, C-4), 134,8 (CH, C-3), 128,7 (CH, C-5), 123,4 (CH, C-
4%), 113,0 (CH, C-3), 112,9 (CH, C-6), 112,4 (C, C-10), 101,4 (CH, C-8), 68,1
(CH,, C-1°), 27,0 (CH,, C-2"), 20,7 (CH,, C-5), 14,2 (CH3, C-6").

IE/EM m/z (int. rel.): 244 (M"", ausente), 223 (8), 167 (3), 149 (100), 104 (7), 76
(5), 57 (12).
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6.7.1.3 Procedimento geral para as reagdes de epoxidagao

Num baldo (25 mL) contendo uma solugdao de acido metacloroperbenzoico
(1,2 mmoles) em CH,Cl, (5 mL) a 0 °C foi adicionada lentamente uma solu¢ao do
alceno (1 mmoles) em CH,Cl, (3 mL). A reacdo foi deixada a temperatura ambiente
sob agitacdo por 24 horas. Apos esse tempo, foi adicionada uma solugdo de sulfito
de sodio 10 % (10 mL) e a mistura resultante foi agitada por 1 hora para destruir o
excesso de MCPBA. A fase organica foi entdo separada e a fase aquosa extraida
com trés porgdes de CH,Cl, (10 mL). As fases organicas combinadas foram lavadas
com solucdo de NaHCO; 0,1 M (5 mL) e 4gua destilada (5 mL) sucessivamente.
Depois, foram secas sobre Na,SO, anidro, filtradas e concentradas sob pressao

reduzida para posterior purificagdo por cromatografia em coluna.

6.7.1.3.1  7-(3,4-epoxi-butoxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (3.5)

5 4
‘ 10X 3
0 3’ 5 o 7 9 0 0
3.5 Cy3H1,04
= M. M.: 232.23

Apos purificacdo por cromatografia em coluna eluida com hexano:acetato de

etila (gradiente), foi obtido um so6lido incolor de 3.5 (rendimento 80 %).
CCD (Hexano:AcOEt; 80:20, v/v) Rf=0,20.
Ponto de fusdo: 67,8 69,3 °C.

IV 3050, 2929, 1727, 1709, 1619, 1552, 1512, 1403, 1293, 1240, 1134, 1020, 905,
857, 827 cm’

RMN de 'H (300,067 MHz, CDCl;, Spys 0,00): 57,45 (1 H, d, J = 9,2, H-4), 7,38
(1 H,d,J=84,H-5),685 (1 H, dd, J = 8,4; 2,5, H-6), 6,83 (1 H, d, J = 2,5, H-8),
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6,26 (1 H, d, J= 9,2, H-3), 4,32-4,02 (2 H, m, H-1"), 3,26-3,10 (1 H, m, H-3"), 2,86
(1 H,t,J=4,7, H-4’b), 2,60 (1 H, dd, J = 4,7; 2,7, H-4’a), 2,26-2,06 ( 1 H, m, H-
2’a), 2,04-1,86 (1 H, m, H-2’b).

RMN de "C (75,45 MHz, CDCls, &cpeis 77,0): 8 161,7 (C, C-7), 161,0 (C, C-2),
155,7 (C, C-9), 143,2 (CH, C-4), 128,7 (CH, C-5), 113,1 (CH, C-3), 112,7 (CH, C-
6), 112,6 (C, C-10), 101,4 (CH, C-8), 65,3 (CH,, C-17), 49,5 (CH, C-3°), 47,2 (CH,,
C-4"), 32,3 (CH,. C-2").

IE/EM m/z (int. rel.): 232 (M*", 73), 216 (8), 175 (12), 162 (40), 145 (15), 134
(100), 105 (15), 89 (31), 71 (28), 63 (18).

6.7.1.3.2  7-(3,4-epoxi-hexiloxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (3.6)

5 4
6 1’
S N 2
6

3 8 Ci5H;604
— M. M.: 260.29

Apo6s purificagdo por cromatografia “flash” em coluna de silica eluida com
hexano:acetato de etila, foi obtido um so6lido branco de (§) (0,93 g, 3,4 mmoles, 83

%).
CCD (hexano:AcOEt; 70:30, v/v) Rf = 0,46.

IV 3249, 2964, 2933, 2868, 1732, 1620, 1554, 1510, 1404, 1294, 1234, 1133, 1050,
975, 830, 718 cm’!

RMN de 'H (300,067 MHz, CDCl;, Spys 0,00): 8 7,63 (1 H, d, J = 9,5, H-4), 7,37
(1H, d, J = 8.4, H-5), 6,85 (1 H, dd, J = 8,4 ¢ 2.4, H-6), 6,82 (1 H, d, J = 2.4, H-8),
6,25 (1 H,d, J=9.,5,H-3),420 (2 H,dd, J=72¢5,3, H-1"), 3,17 (1 H, dt, J= 7,2
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e 4,4, H-3" ou H-4"),2,98 (1 H, td, J = 6,2 e 4,4, H-4’ ou H-3"), 2,20-2,06 (1 H, m,
H-2’a), 2,02-1,88 (1 H, m, H-2’b), 1,72-1,48 (2 H, m, H-5"), 1,09 3 H, t, J = 7.3,
H-6").

RMN de "C (75,45 MHz, CDCls, &cpeis 77,0): 8 161.,8 (C, C-7), 161,0 (C, C-2),
155,7 (C, C-4), 143,2 (C, C-9), 128,7 (CH, C-5), 113,2 (C, C-10), 112,7 (CH, C-6),
112,6 (CH, C-3), 101,4 (CH, C-8), 66,0 (CH,, C-1"), 58,3 (CH, C-4’ ou C-3°), 54,3
(CH, C-3’ ou C-4"), 27,9 (CH,, C-2"), 21,3 (CH,, C-5°), 10,6 (CH3, C-6").

IE/EM m/z (int. rel.): 260 (M, 100), 201 (14), 174 (48), 162 (34), 146 (22), 134
(58), 99 (22), 89 (23), 59 (33).

6.7.1.4 Procedimento geral para as reagdes de di-hidroxilagao

Num baldo de fundo redondo (25 mL) contendo 1 mmol do alceno em 8§ mL
de acetona:agua (2,5:1, v/v) foi adicionado 1,2 mmol de N-6xido de N-
metilmorfolina e 20 uL de uma solucao 0,2 M de OsO,4 em ¢-butanol. A reagdo foi
mantida sob agitagdo por 18 horas (acompanhamento por CCD) e terminada pela
adi¢cao de 20 mL da solucao saturada de NaCl e acetato de etila (1:1, v/v). O extrato
organico combinado foi seco sobre MgSQO,, filtrado e o solvente removido sob

pressao reduzida. As purificacdes foram realizadas por coluna cromatografica.

6.7.1.4.1  7-(3,4-di-hidréxi-butoxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (3.7)

5 4
OH 6 193
HO\)3\/1\ 9 2
4’ 2 o7 O (0]
37 C13H 405

= M. M.: 250.25

Apos purificagcdo por coluna cromatografica de silica (CH,Cl,:acetona, 7:3,

v/v) forneceu 3.7 como um soélido (rendimento 72 %).
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CCD (hexano:AcOEt; 25:75, v/iv) Rf = 0,34.

IV 3295, 3231, 2934, 1723, 1609, 1556, 1400, 1353, 1284, 232, 1130, 1059, 1016,
843 cm™.

RMN de 'H (300,067 MHz, CD;0D, &pys 0,00) 67,83 (1 H, d, J = 9,5 Hz, H-4),
7,48 (1 H, d, J = 8,4 Hz, H-5), 6,90 (1 H, dd, J = 8,4, 2.6, H-6), 6,87 (1 H, d, J =
2,6, H-8), 6,20 (1 H, d, J=9,5 Hz, H-3), 4,27-4,13 (2 H, m, H-1"), 3,90-3,80 (1 H,
m, H-3"), 3,59-3,46 (2 H, m, H-4"), 2,11-1,97 (1 H, m, H-2"a), 1,89-1,75 (1 H, m,
H-2b").

RMN de “C (75 MHz, CD;0D, &psop 49,0) 8 164,2 (C-C-7), 163,7 (C, C-2),
157,4 (C, C-9), 146,1 (CH, C-4), 130,7 (CH, C-5), 114,5 (C, C-10), 114,3 (CH, C-
3), 113,6 (CH, C-6), 102,6 (CH, C-8), 70,4 (CH, C-3"), 67,9 (CH,, C-4), 67,0
(CH,, C-17), 34,5 (CH,, C-2).

IE/EM m/z (int. rel.): 250 (M*", 14), 219 (11), 175 (10), 162 (100), 145 (23), 134
(64), 117 (21), 89 (18).

6.7.1.4.2  7-(3,4-di-hidroxi-hexiloxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (3.8)

5 4
2
7 9 0 0

3.8 Cy5H;30s
M. M.: 278.30

Apos purificacdo por coluna cromatografica de silica (CH,Cl,:acetona, 7:3,

v/v) forneceu 3.8 como um s6lido (rendimento 68 %)
CCD (hexano:AcOEt; 25:75, v/iv) Rf = 0,34.

IV 3249, 2964, 2933, 2868, 1732, 620, 1554, 1404, 1294, 1234, 1134, 1050, 830

-1
cm .
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RMN de 'H (300,067 MHz, CD;0D, Spys 0,00) 57,85 (1 H, d, J = 9,5, H-4), 7,50
(1H,d,J=8,7, H-5),692 (1 H,dd,J=8,7; 2,2, H-6), 6,88 (1 H, d, J = 2,2, H-8),
6,22 (1 H, d, J= 9,5, H-3), 4,30-4,16 (2 H, m, H-1"), 3,70-3,59 (1 H, m, H-3’ ou H-
4%),3,42-3,22 (1 H, m, H-4’ ou H-3"), 2,26-2,12 (1 H, m), 1,88-1,62 (2 H, m), 1,50-
1,33 (1 H, m), 1,01 (1 H,J= 17,5, H-6").

RMN de C (75 MHz, CD;0D, &epop 49,0) 8 164,1 (C, C-7), 163,4 (C, C-2),
157,1 (C, C-9), 145,8 (CH, C-4), 130,4 (CH, C-5), 114,2 (CH, C-3), 113,9 (C, C-
10), 113,2 (CH, C-6), 102,3 (CH, C-8), 77,5 (CH, C-4> ou C-3"), 72,2 (CH, C-3’ ou
C-4%), 67,0 (CHa, C-1°), 33,1 (CH,, C-2°), 26,7 (CH,, C-5"), 10,6 (CHs, C-6").

IE/EM m/z (int. rel.): 278 (M, 8), 219 (8), 175 (10), 162 (100), 134 (37), 89 (8).
6.7.2 Adaptacdo de HTS com células integras para detec¢do de EH

Todos os experimentos foram montados em microplacas com 96 cavidades e
o acompanhamento dos ensaios foi realizado por leitura de fluorescéncia conforme
descrito no item 6.4. As suspensdes microbianas foram preparadas de acordo com o
item 6.6.1.1. O aumento dos sinais de fluorescéncia nos sistemas testados foi
relacionado a liberacdo de umbeliferona no meio reacional. Todos os ensaios foram

realizados em duplicatas ou triplicatas.

6.7.2.1 Influéncia da concentragao celular na oxidacao do diol

A concentra¢dao adequada de células microbianas foi avaliada por meio da
leitura dos sinais de fluorescéncias provenientes de misturas compostas por: 10 uL
de uma solugdo de 3.7 ou 3.8 (2 mM) em H,O:CH;CN (1:1, v/v), 80 uL de BSA (5
mg/mL) em tampao borato 20 mM pH 8,8, 10 uL de solugdo aquosa de NalO,4 (20

mM) e 100 puL de diferentes concentragdes de suspensdes celulares (0,2 mg/mL, 1
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mg/mL, 2 mg/mL , 5 mg/mL e 10 mg/mL) de A. niger CCT 1435 preparadas no

mesmo tampao borato.

6.7.2.2 Influéncia da concentracao celular na catalise das sondas

A melhor concentragdo de células microbianas para a realizacao dos ensaios
foi avaliada por meio da leitura dos sinais de fluorescéncias provenientes de
misturas compostas por: 10 pL de uma solucdo de 3.5 ou 3.6 (2 mM) em
H,0:CH;CN (1:1, v/v), 80 uL. de BSA (5 mg/mL) em tampao borato 20 mM pH
8,8, 10 uL de solugdo aquosa de NalO, (20 mM) e 100 uL de diferentes

concentragdes de suspensdes celulares (0,2 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL , 5 mg/mL

e 10 mg/mL) de 4. niger CCT 1435 preparadas no mesmo tampao borato.

6.7.2.3 Influéncia da concentracao de NalO,4 no sistema do ensaio

A oxidag¢ao do diol a aldeido por meio de diferentes concentragdes de
periodato, nas condi¢des da triagem, foi avaliada por meio da leitura dos sinais de
fluorescéncia provenientes de misturas compostas por: 10 uL. de uma solugao de
3.8 (2 mM) em H,0:CH;CN (1:1, v/v), 80 uL. de BSA (5 mg/mL) em tampao
borato 20 mM pH 8,8, 100 puL de suspensdo celular de A. niger CCT 1435 (1

mg/mL) em tampao borato ¢ 10 uL de solugdo aquosa de NalO, preparadas em

diferentes concentracdes (20 mM, 24 mM, 30 mM e 40 mM).
6.7.3 HTS para deteccdao de EH com as sondas fluorogénicas

6.7.3.1 Microrganismos

Os microrganismos utilizados nos testes de epoxido-hidrolases com sondas
fluorogénicas estdo listados na Tabela 4, 5 e 6 (pag 58-59).
Estes microrganismos foram reativados, cultivados e preparados de acordo

com o descrito no item 6.6.1.1.
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6.7.3.2 Preparagao de solugdes

6.7.3.2.1 Solugoes estoque das sondas fluorogénicas

As sondas de epoxido-hidrolases foram inicialmente preparadas numa
concentracdo de 20 mM em acetonitrila, numa segunda diluicao de 10 vezes foi
feito uma solugcdo de 2 mM em H,O:CH;CN (1:1, v/v). Esta ultima constitui a
solucdo de trabalho. Estas solu¢des foram sempre conservadas em geladeira e

preparadas em pequeno volume de trabalho.

6.7.3.2.2  Solucao tampao borato 20 mM pH 8,8

A preparacao da solucdo tampao borato 20 mM pH 8,8 foi realizada de
acordo ao procedimento descrito em “Preparation of buffers for use in enzyme

. 156
studies”.

6.7.3.2.3  Solugao de periodato de sodio
A solucdo de periodato utilizada foi sempre recém preparada. Para uma

solucdo 20 mM de periodato de so6dio foram dissolvidos 4,3 mg em 1 mL de agua

milliQ.

6.7.3.2.4  Soluciao de BSA

A solugdao de BSA foi preparada com a propria solu¢do tampao. Para uma
concentracao final de 2 mg/mL na reagdo do ensaio (microplaca), foram dissolvidos
5 mg de BSA em 1 mL de solugdo tampao com agitacdo suave para evitar a

formacao de espuma.

13 Gomori, G. Preparations of buffers for use in enzyme studies. In: Handbook of Biochemistry
and Molecular Biology - Physical and Chemical data Vol 1, 3" ed., Fasman, G.D. (Ed), Boca
Raton, Florida, CRC-Press Inc., 2000. p. 370-377.
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6.7.3.3 Experimento de calibragdo de curva padrao de umbeliferona

Foi verificada em microplaca a conversao da intensidade de fluorescéncia em
valores de concentragdo de umbeliferona de acordo com uma curva de calibragao.
A partir de uma solugdo estoque de umbeliferona 20 mM em H,O:CH;CN (1:1,
v/v), foram preparadas solugdes com concentracdes finais de 5, 10, 15, 20, 25, 50,
75, 100, 125 e 150 uM. As reagdes foram montadas como descrito a continuagdo: a
10 uL de uma solu¢do de umbeliferona foram adicionados 80 uL de BSA (5
mg/mL) em tampado borato, 100 pL da solucao tampao borato 20 mM pH 8,8 e 10
uL de solugao aquosa de NalO4 20 mM.

6.7.3.4 Montagem das reagdes de HTS para EH com sondas
fluorogénicas

As reacdes foram realizadas em microplacas de polipropileno com 96
cavidades. A 10 pL da solugdo de sonda (2 mM) em H,O:CH;CN (1:1, v/v), foram
adicionados 80 pL de uma solugdo de BSA (5 mg/mL) em tampao borato 20 mM
pH 8,8 e 100 uL das suspensdes de células microbianas preparadas a 1 mg/mL
(para fungos) e 0,2 mg/mL (para bactérias e leveduras). Por ultimo, foram
adicionados 10 pL de solucao aquosa de NalO, (20 mM) recém preparada. Reagdes
controle (branco) foram realizadas de maneira analoga, substituindo a suspensao
celular por solucdo tampao. Reag¢des controle de auto-emissdo de fluorescéncia
pelos microrganismos foram realizadas substituindo 10 puL da solugdo de sonda
pela solugdao tampao. Foram também realizados controles positivos substituindo a
solucdo da sonda por solugdo do produto (no caso do epdxido, o produto foi o diol),
mantendo as mesmas condi¢cdoes do ensaio, com a finalidade de certificar que a

emissdo de fluorescéncia nao foi prejudicada pelas células. As reagdes foram
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monitoradas a cada 3 minutos por um leitor de fluorescéncia durante 10 horas (item

6.4).

6.7.4 HTS para detec¢do de EH com substratos ndo modificados (Teste

de adrenalina)

6.7.4.1 Microrganismos

A levedura (Rhodotorula. glutinis CCT 2182), as bactérias (Bacillus subtilis
CCT 0089 e B. pumilus CBMAI 0008) e os fungos (Emericela nidulans CCT 3119,
Tricoderma sp CCT 5551, A. oryzae CCT 0975, A. terreus CCT 3320, A. niger
CCT 4648 e A. niger CCT 1435) foram cultivados e, depois de crescidos, foram
preparadas as suspensdes celulares de acordo com o procedimento descrito no item
6.6.1.1.

Para preparar as suspensdes microbianas, cada microrganismo foi pesado em
4 tubos de Eppendorf. Em dois deles, as células foram ressuspensas a concentragcao
de 1 mg/mL em duas solugdes tampao (tampao borato 20 mM pH 8,8 e tampao
fosfato salina PBS pH 7,4) e nos outros dois tubos, as células foram ressuspensas a
concentracdo de 0,2 mg/mL, utilizando também as duas solugdes tampao

mencionadas anteriormente.

6.7.4.2 Preparagao geral das solugdes

6.7.4.2.1  Solugoes estoque dos substratos

Foram utilizados 23 epdxidos comerciais (Aldrich ou Fluka, Figura 17).
Para utilizagdo nos ensaios de adrenalina, foram preparadas solugdes estoque de
100 mM em acetonitrila. Em seguida para solucao de trabalho, elas foram diluidas

10 vezes ficando com uma concentragdo de 10 mM em acetonitrila.
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6.7.4.2.2  Solugio de periodato de sodio

A solucdo de periodato utilizada foi sempre recém preparada. Para
uma solucdo 10 mM de periodato de sddio dissolvemos 4,3 mg em 2 mL de 4gua

milliQ.

6.7.4.2.3  Solucoes tampao

A preparagdo da solucao tampao borato estd especificada no item 6.7.3.2.2
Entretanto a solugdo tampao PBS utilizada ¢ disponivel comercialmente

(Phosphate-buffered saline, NaCl 160 mM, sol. fosfato aquoso 10 mM, pH 7,4).

6.7.4.2.4  Preparacio de solucio de cloreto de adrenalina

Para sua utilizacdo como revelador quantitativo de periodado de so6dio nas
reagdes fol necessario preparar sal de adrenalina a partir de L-adrenalina conforme

0 seguinte esquema:

H
_N H2+
H,C _N
OH H;C o
HO
+ HCl] ——> HO _
.Cl
OH
OH

O sal de adrenalina foi preparado pela adi¢ao de uma solugao aquosa de HCIl,
i.e. 2 M. a uma quantidade conhecida de L-adrenalina, at¢ a dissolugdo total da
mesma, auxiliado por uma pequena agitacdo durante a adi¢do do acido. Apos isso,
procedeu-se a liofilizagdo da solugdo para eliminar o excesso de acido. Uma vez
liofilizado, adicionou-se quantidade suficiente de agua milliQ para obter uma
solucdo de sal de adrenalina de 15 mM. Esta solugdo se conservou sempre na

geladeira e foi utilizada no periodo de 3 dias apds da preparagdo.
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6.7.4.3 Montagem do teste de adrenalina

As reagdes foram realizadas em microplacas de poliestireno de meia area
com 96 cavidades (Costar 3695, tipo A/2, fundo plano). As reacdes (100 uL) foram
realizadas de acordo com o procedimento a seguir: a 10 pLL da solucdo de substrato
(10 mM) em CH;CN, foram adicionados 50 pL das suspensdes de células
microbianas (1 mg/mL ou 0,2 mg/mL, em tampao borato pH 8,8 ou em tampao
PBS pH 7,4) e 30 uL da mesma solug¢ao tampao. Por ltimo, foram adicionados 10
uL de uma solucao aquosa de NalO4 (10 mM). A microplaca foi coberta com uma
tampa e papel de aluminio e incubada a 28 °C por 10 horas. Antes da medicao de
absorbancia, 10 uL de uma solucdo aquosa de sal de adrenalina (15 mM) foi
adicionada a mistura reacional. A absor¢do em 490 nm foi registrada, apos um
minuto da adi¢do de adrenalina, por meio de um espectrofotdmetro de microplaca

(Spectramax 250, Molecular Devices) durante 5 minutos.

6.7.5 Validacao dos ensaios de HTS para detec¢do de EH via biocatalise

convencional

6.7.5.1 Microrganismos

Baseando nos resultados de triagem com sondas fluorogénicas e teste de
adrenalina foram escolhidos para ensaios biocataliticos Aspergillus niger CCT 1435
e Bacillus pumilus CBMAI 0008.

Também foram realizados experimentos de resolugdo cinética de (+)-1,2-
octanodiol com trés microrganismos adicionais: B. pumilus CBC 008, B. pumilus
CBC 009 e 4. niger CCT 4846.

Os fungos foram reativados e cultivados em meio extrato de malte (item
6.6.1.3.3), B. pumilus CBMAI 0008 foi cultivado no meio xilana de bétula (item

6.6.1.3.5) e outros Bacillus foram cultivados em meio caldo nutriente (item
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6.6.1.3.1), todos os procedimentos foram realizados de acordo ao descrito no item

6.6.1.2.

6.7.5.2 Substratos

Foram utilizados nesta parte experimental o 6xido de cicloexeno e o (¥)-1,2-
epoxioctano que sdo substratos comerciais. Entretanto, foram sintetizados (£)-1,2-
octanodiol e 1-hidroxi-2-octanona.

Para determinar o excesso enantiomérico do diol formado foi necessario

derivatizar 1,2-octanodiol a 4-hexil-2,2-dimetil-[1,3]dioxolano.

6.7.5.2.1 Sintese de (£)-1,2-octanodiol (3.24)

OH
0] H,S04 (c)
M\/ HO 3 ;
THF:H,O0 (5:1) ) 2
(+)-1,2-epoxioctano (x)-1,2-octanodiol

Num baldo de fundo redondo (50 mL) contendo 1,2-epoxioctano (159,3 mg,
1,24 mmoles) em THF:H,O (5:1, v/v, 20 mL) foram adicionadas 5 gotas de H,SO,
concentrado. A reagdo foi monitorada por CCD utilizando-se hexano:acetato de
etila (2:1, v/v) como eluente. Apos 4 horas, o THF foi evaporado sob pressdao
reduzida e a fase aquosa foi extraida com acetato de etila (10 mL, 3x). As fases
organicas combinadas foram lavadas com solucdes saturadas de NaHCO; (5 mL, 3
x) e de NaCl (5 mL, 2x). A fase organica resultante foi seca sobre Na,SO, anidro e
evaporada sob pressao reduzida. O produto bruto foi purificado por coluna
cromatografica, fornecendo 3.24 como um liquido incolor (117,4 mg, 0,8 mmols,
65 %). As analises por CG-EM foram realizadas sob as seguintes condig¢oes: 60-

290 °C a 15 °C min™, Tin= 220 °C, fluxo 1mL/min, split 30.

IV 3360, 2954, 2927, 2857, 1463, 1131, 1070, 1029, 866 cm’'
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RMN de 'H (300,07 MHz, CDCls, Jpys 0,00): 3,78 -3,59 (4 H, m, H-1a, H-2 ¢ 2
OH), 3,41 (1 H, dd, J= 10,8 e 7,9, H-1b), 1,46 -1,24 (10 H, m, H-3, H-4, H-5, H-6
e H-7), 0,88 (3 H, t, J= 6,6, H-8)

RMN de "C (75,50 MHz, CDCl;, écpers 77,0): 6 72,4 (CH, C-2), 66,7 (CH,, C-1),
33,2 (CH,, C-3), 31,8 (CH,, C-6), 29,4 (CH,, C-5), 25,6 (CH,, C-4), 22,7 (CH,, C-
7), 14,1 (CH3, C-8).

IE/EM m/z (int. rel.): 146 (M*,ausente), 145 (2), 115 (32), 97 (83), 69 (21), 61
(15), 57 (13), 55 (100).

6.7.5.2.2 Sintese de (¥)-4-hexil-2,2-dimetil-[1,3]dioxolano 3.25 (técnica I)

12
T H,SO 1372LO3
HO\)\/\/\/ — (C)’ (OX} 11
Y4 6 9

2-propanona

(+)-1,2-octanodiol 4-Hexil-2,2-dimetil-[1,3]dioxolana

A um baldo de fundo redondo (10 mL) contendo uma solugao resfriada (0
°C) de (+)-1,2-octanodiol (11 mg; 0,074 mmol) em acetona (3 mL) sob agitacao,
foi adicionada uma solugdo de acetona (1 mL) contendo 1 gota de H,SO,. A reacao
foi acompanhada por CCD, utilizando-se como eluente hexano:acetato de etila (2:1,
v/v) Apds 30 min, o meio reacional foi neutralizado com solucdo saturada de
NaHCO; (5 mL, 2 x) e extraida com hexano (5 mL, 3 x). As fases organicas
combinadas foram lavadas com solucao de NaCl saturada ¢ seca sobre Na,SOy
anidro. O solvente foi evaporado sob pressao reduzida e fluxo de nitrogénio, por ser
este produto uma substancia muito volatil. Purificacdo por cromatografia flash
forneceu o produto como um liquido ligeiramente amarelo (5,1 mg, 0,027 mmols,
37 %). As andlises por CG-EM foram realizadas sob as seguintes condic¢des: 50-

290 °C a 15 °C/min, Ti,= 240 °C, fluxo ImL/min, split 30.
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6.7.5.2.3  Sintese de (£)-4-hexil-2,2-dimetil-[1,3]dioxolano 3.25 (técnica II)

12
OH
PPTS 1372LO 3
HO S
. . 0ol 1
2,2-dimetoxi 5NNE 9

propano
(x)-1,2-octanodiol (x)-4-Hexil-2,2-dimetil-[1,3]dioxolano

Num baldo de fundo redondo (10 mL) contendo 25 mg de 1,2-octanodiol
(0,171 mmoles) em 2,2-dimetoxipropano (4 mL) foram adicionados uns cristais de
p-tolueno-sulfonato de piridinium (PPTS), a temperatura ambiente sob agitacdo. A
reagdo foi monitorada por CCD utilizando-se como eluente hexano:acetato de etila
(2:1, v/v). Apds 2 horas, foi adicionada a mistura reacional hexano (20 mL) e
lavada com solu¢des saturadas de NaHCO; (3 mL, 2 x) e de NaCl (3 mL). A fase
organica resultante foi seca sobre MgSO, anidro, filtrada e evaporada o solvente
sob pressdo reduzida e fluxo baixo de nitrogénio. Purificagdo por coluna flash
forneceu o produto como um liquido levemente amarelado (16,7 mg, 0,09 mmol,
53 %). As andlises por CG-EM foram realizadas sob as seguintes condigdes: 50-

290 °C a 15 °C/min, T;y= 240 °C, fluxo 1mL/min, split 30.

IV 2985, 2958, 2930, 2859, 1457, 1377, 1369, 1259, 1214, 1160, 1090, 1062, 1021,
857, 802 cm’

RMN de 'H (300.07 MHz, CDCls, Spys 0,00): & 4,12-4,00 (m, 2H, H-5a ¢ H-4),
3,50 (t, J 6,8 Hz, 1H, H-5b), 1,72 -1,15 (m, 16H, H-6, H-7, H-8, H-9, H-10, H-12 ¢
H-13), 0,88 (t, J 6,4 Hz, H-11)

RMN de "*C (75.50 MHz, CDCls, dcpeis 77,0): 6 108,5 (C, C-2), 76,2 (CH, C-4),
69,6 (CH,, C-5), 33,7 (CH,, C-9), 31,8 (CH,, C-6), 29,4 (CH,, C-8), 27,1 (CH3, C-
12 ou C-13), 25,8 (CHj, C-12 ou C-13), 25,8 (CH,, C-7), 22,7 (CH,, C-10), 14,1
(CH5,C-11).
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IE/EM m/z (int. rel.): 186(M" ,ausente), 185 (1), 172(10), 171(100), 111(10),
101(14), 72(33), 69 (95), 55(28), 43 (67).

6.7.5.2.4  Sintese de 1-hidroxi-2-octanona (3.28)

A 1-hidroxi-2-octanona foi preparada a partir de 1,2-octanodiol (3.24) em

trés etapas. A primeira etapa consiste a prote¢ao do grupo hidroxila primaéria.

OH TBSCI (1 eq.) OH
HO\)\M/CHs imidazol (11eq.) O\)\(\a/ cH,
> CH,Cl, 5
3.24 (1 eq.) 3.26

Inicialmente, a uma solugdo de 1,2-octandiol (510 mg, 3,5 mmoles) em
CH,Cl, tratado (17 mL) foi adicionado imidazol (262 mg, 3,85 mmoles) e cloreto
de #-butil-dimetilsilano (TBSCI, 527 mg, 3,5 mmoles) sob agitagdo constante a
temperatura ambiente. Apds 20 minutos de reagdo houve a formacdo de um
precipitado branco e apds 40 minutos houve consumo total do reagente de partida.
Foi adicionada a mistura reacional uma solugao saturada de NaCl (10 mL) e a fase
organica foi separada. A fase aquosa foi extraida com trés por¢des de CH,Cl, (3 x 8
mL) e as fases organicas combinadas foram secas sobre Na,SO, anidro, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida, obtendo assim um liquido 3.26 com Rf = 0,47
(hexano:AcOEt, 9:1, v/v). As andlises por CG-EM foram realizadas sob as
seguintes condi¢des: 60-200 °C a 10 °C/min, 200-300 °C a 20 °C/min, Ti,= 220
°C, fluxo constante de 1mL/min, split 30. IE/EM m/z (int. rel.): 260 (M"", ausente),
203 (10), 105 (55), 89 (13), 75 (100), 73 (28), 69 (78), 55 (25).
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OH PCC (2 eq.) o

TBso\/kM/c:H3 CH,CO,Na TBSO\)kM/CHg,
5 5

CH,Cl,
3.26 (1 eq.) 3.27

Posteriormente, em um baldo contendo uma solucao de 3.26 (3,5 mmoles)
em CH,CI, tratado (15 mL) foi adicionado acetato de sodio e PCC (1,5 g, 7
mmoles). A reacdo foi mantida sob agitacdo constante em temperatura ambiente
por 48 horas. Apds desse tempo, a mistura reacional (cor preta) foi diluida com éter
etilico (5x de volume), onde as fases organicas sao separadas e¢ o solido escuro foi
lavado com mais trés pequenas por¢des de éter etilico. As fases organicas
combinadas foram filtradas através de Florisil, secas sobre Na,SO, anidro e
evaporadas sob pressdo reduzida obtendo um liquido 3.27 com Rf = 0,59
(hexano:AcOEt, 9:1, v/v). A andlise por CG-EM foi realizada sob as seguintes
condi¢des: 60-160 °C a 10 °C/min, 160-300 °C a 25 °C/min, Ti,= 220 °C, fluxo
constante de 1 mL/min, split 50. IE/EM m/z (int. rel.): 258 (M*", 1), 202 (17), 201
(100), 117 (39), 89 (15), 75 (36), 73 (30).

Q APTS.H20 Q
5 2 y
M (1 eq) CH2C12 3.28 C8H1602
T M. M.: 144

Finalmente, foi realizada a reagdo de desprotecdo do alcool primario. A uma
solucdo de 5.9 (0,5330 mg, 2,06 mmoles) em CH,Cl, (10 mL) foi adicionado o
acido p-tolueno sulféonico monoidratado (76 mg, 0,4 eq). A reacdo foi mantida sob
agitacdo constante em temperatura ambiente por 24 h. O produto foi obtido
diretamente evaporando o solvente sob pressao reduzida. Apos purificacdo por

coluna cromatografica foi obtido um liquido incolor de 3.28. As andlises por CG-
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EM foram realizadas sob as seguintes condi¢oes: 50-180 °C a 15 °C/min, 180-290
°C a 30°C/min, Tj,= 220 °C, fluxo constante de 1 mL/min, split 50.

IV 3424, 2955, 2928, 2858, 1719, 1463, 1407, 1376, 1278, 1105, 1059 cm™

RMN de 'H (300,07 MHz, CDCls, Srus 0,00): & 4,24 (2 H, s, H-1), 2,92 (1 H, sl,
OH), 2,41 2 H, t,J =73, H-3), 1,63 (2 H, quint, J = 7,3, H-4), 1,38-1,22 (6 H, m,
H-5, H-6, H-7), 0,88 3H, t, J = 6,6, H-8).

RMN de *C (75,50 MHz, CDCls, depers 77,0): 8 209,7 (C, C-2), 68,0 (CH,, C-1),
38,5 (CHa, C-3), 31,5 (CH,, C-6), 28,9 (CHa, C-5), 23,7 (CH,, C-4), 22,5 (CH,, C-
7), 14,0 (CH,C-8).

IE/EM m/z (int. rel.): 144(M", 1), 113 (100), 111 (21), 95 (12), 85 (48), 57 (40),
55 (65).

6.7.5.3 Montagem das reacoes biocataliticas para epoxido-hidrolases

6.7.5.3.1 (£)-1,2-epoxioctano (3.23) como substrato

As ce¢lulas foram crescidas e obtidas por meio de centrifugacdo para o B.
pumilus CBMAI 0008 e por meio de filtragao para o A. niger CCT 1435 conforme
escrito no item 6.6.1.2. As reacdes biocataliticas foram realizadas em Erlenmeyers
de 125 mL, adicionando-se aproximadamente 4 g (massa imida) do microrganismo
em solucao tampao fosfato pH 7,0 (40 mL) e uma aliquota do substrato (40 uL). As
reagdes foram mantidas sob agitacao rotatoria constante de 150 rpm a 28 °C. Os
controles das reacOes biocataliticas foram realizados adicionando-se apenas os
substratos no tampao fosfato (sem o microrganismo) e adicionando-se células no
tampao fosfato (sem os substratos).

A abertura de epoxido ocorre num intervalo de tempo curto, assim, o periodo

de monitoramento inicial foi de cada 30 minutos nas primeiras duas horas,
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incluindo a 0 hora (logo ap6s da adicao do substrato no meio reacional), depois a
cada 2-3 h e finalmente de 6 a 12 h. O monitoramento ocorre por um periodo de 24
h. A extragao das aliquotas (duas aliquotas de 500 uL e uma de 3 mL por cada
tempo de extracao e cada frasco de Erlenmeyer) se programou da seguinte maneira:

(a) Uma aliquota de 500 uL do meio reacional, previamente saturada com
NaCl, foi extraida com 495 uL de acetato de etila, com adicdo de 5 uL de
pentadecano 5 mg/mL (padrdo interno). Esta fracdo foi analisada por CG-EM para
determina¢do de conversdo cromatografica do ensaio. As andlises por CG-EM
foram realizadas sob as seguintes condi¢des: 50-180 °C a 15 °C/min, 180-290 °C a
30 °C/min, Tiy= 220 °C, fluxo constante de ImL/min. Coluna HP-5 MS.

(b) Outra aliquota de 500 uL do meio reacional, previamente saturada com
NaCl, foi extraida com 1 mL de n-pentano. Esta fracdo foi analisada por CG-FID
utilizando a coluna quiral Chrompak CD-Chirasil, para a determinagdo do excesso
enantiomérico do epoxido. As analises por CG-FID foram realizadas sob as
seguintes condicdes: Tiyicia = 40 °C por 15 min, 40-55 a 1 °C/min, 55-180 °C a 15
°C/min, deixar em 180 °C durante 5 minutos.Ti,= 220 °C, T4= 240 °C, pressdo
constante de 10 psi, splitless.

(c) A aliquota de 3 mL do meio reacional, previamente saturada com NaCl,
foi extraida com éter etilico (2 x 2 mL). Esta fracdo foi destinada para anélise do
excesso enantiomérico de diol. A fase organica foi seca sobre Na,SO, anidro e
evaporado o solvente com baixo fluxo de gés nitrogénio. Apos isso, realizou-se a
derivatizacdo do diol catalisada por PPTS conforme descrito no item 6.7.5.2.3. O
acetonideo obtido foi diluido em hexano bi-destilado e analisado por CG-FID com
a coluna Chrompak CD-Chirasil sob as seguintes condigdes: Tiyiciay = 100 °C por 10
min, 100-180 °C a 30 °C/min, deixar em 180 °C durante 5 minutos.T;,= 220 °C,

Tae= 240 °C, pressao constante de 10 psi, splitless.
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6.7.5.3.2 (¥)-1,2 octanodiol (3.24) como substrato

Foram realizados com B. pumilus CBMAI 0008, Bacillus pumilus CBC 008
e 009, 4. niger CCT 1435 e A. niger CCT 4846. Toda a parte experimental
concernente a obtengdo das células e montagem das reagdes, assim como o
monitoramento da bioconversao foi similar ao descrito no item 6.7.5.3.1.

O periodo de monitoramento inicial foi de 6 h, 18 h, 24 h, e depois a cada 24
horas por 6 dias consecutivas. A extragao das aliquotas (uma aliquotas de 500 uL e
uma de 1 mL por cada tempo de extragdo e cada frasco de Erlenmeyer) se
programou da seguinte maneira:

(a) A aliquota de 500 uL foi utilizada para verificar a presenc¢a de 1-hidroxi-
2-octanona ¢ o calculo de conversdao. Foi processada e analisada de maneira
idéntica ao descrito no item 6.7.5.3.1 (a), com uma ligeira mudanca na rampa de
CG-EM de acordo as seguintes condigdes: 50-180 a 10 °C/min, 180-290 a 30
°C/min, Ti,= 220 °C, fluxo constante de 1mL/min, splitless.

(b) A aliquota de 1 mL do meio reacional foi utilizada para analise do
excesso enantiomérico do diol. Estas fracdes foram submetidas ao mesmo
tratamento de reacao de derivatizacao e analisadas por CG-FID utilizando a coluna

Chrompak CD-Chirasil conforme descrito no item 6.7.5.3.1 (c¢).

6.7.5.3.3  1-hidroxi-2-octanona (3.28) como substrato

Estes experimentos foram realizados com A. niger CCT 1435 e B. pumilus
CBMALI 0008. Toda a parte experimental concernente a obtencdo das células e
montagem das reagdes, assim como o monitoramento da bioconversao, foi similar
ao descrito no item 6.7.5.3.1.

O periodo de monitoramento foi de tempo em tempo e depois a cada 24
horas por 5 dias consecutivas. A extragdo das aliquotas (uma aliquota de 500 uL e

uma de 2 mL por cada tempo de extracdo e cada frasco de Erlenmeyer),
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processamento das aliquotas e andlise por CG-EM e CG-FID foram realizados de

maneira similar em itens 6.7.5.3.2. (a) ¢ (b).

6.8 TRIAGEM DE MONOOXIGENASES

6.8.1 Preparacdo das sondas fluorogénicas para detec¢cdo de
monooxegenases

6.8.1.1 Preparagdo da substancia padrao 4.14

A substancia padrao 4.14 foi preparada em 3 etapas, sendo que a primeira ¢ a
reacao de tosilagdo, seguida de acetilagao e por ultimo a reagdo de alquilacdo com a

umbeliferona.

6.8.1.1.1  3-hidroxi-propil-p-toluenossulfonil éter (4.12)

3 L (l? 3 2 .
0 5 6
4.12 C1oH1404S
— M. M.: 230.28

A execu¢do do procedimento experimental foi realizada conforme o
procedimento geral para as reacoes de tosilacdo no item 6.7.1.1. Foi utilizado a
mesma quantidade de equivalente de 1,3-propanodiol (1,14 g, 15 mmoles) e cloreto
de 4-toluenossulfonila (2,86 g, 15 mmoles) em CHCI; (15 mL), utilizando piridina
como base (2,5 mL, 30 mmoles). Ap6s purificacdo por cromatografia “flash” em
coluna de silica eluida com hexano:acetato de etila foi obtido um liquido oleoso
ligeiramente amarelo de (4.12) (1,21 g, 5,3 mmoles, 35 %). As andlises por CG-EM
foram realizadas sob as seguintes condig¢des: 70-300 °C a 15 °C/min, Ti,; = 230 °C,

fluxo constante de 1 mL/min, split 50.

CCD (hexano:AcOEt, 70:30, v/v) Rf = 0,22.
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IV 3343, 2959, 2880, 1728, 1598, 1354, 1188, 1174, 1097, 1034, 931, 815 cm’,

RMN de 'H (300,067 MHz, CDCl;_ Spys 0,00): 57,79 (2 H, d, J= 8,1, H-3 e H-5),
7352 H, d,J=8,1,H-2 e H-6),4,17 2 H, ddd, J= 6,1, 6,1, 2,2, H-1"), 3,71-3,67
(2 H, m, H-3"), 2,45 3 H, s, H-7), 2,25 (1 H, s1, OH), 1,93-1,83 (2 H, m, H-2).

RMN de "C (75,45 MHz, CDCls, &cpeiz 77,0): 8 144,7 (C, C-1), 132,7 (C, C-4),
129,7 (CH, C-2 e C-6), 127,7 (CH, C-3 e C-5), 67,5 (CH,, C-3), 58,2 (CH,, C-1°),
31,7 (CH,, C-27), 21,7 (CHs, C-7).

IE/EM m/z (int. rel.): 230 (M, ausente), 173 (58), 172 (61), 155 (34), 107 (14), 92
(26), 91 (100), 65 (29), 58 (42).

6.8.1.1.2  3-acetoxi-propil-p-toluenossulfonil éter (4.13)

Q 3’ 1 O 3 2
| 4 1 7
oo ()
> 6 C12H;605S
4.13 M. M.: 272.32

A uma solugdo resfriada (0 °C) de 4.12 (1,15 g, 5 mmoles) e piridina (1,5
mL 17,5 mmoles) em CH,Cl, (6 mL) sob agitacdo foi adicionado lentamente
cloreto de acetila (0,69 g, 8,5 mmol). Apds 30 min, 50 mL de AcOEt foram
adicionados a mistura reacional. A seguir, a fase organica foi lavada com solugdes
de NaHCO; saturada (10 mL, 2x), CuSO;, saturada (10 mL, 3x), 4gua destilada (10
mL) e NaCl saturada (10 mL). A fase orgéanica foi seca sobre Na,SO, anidro e
concentrada sob vacuo, obtendo um liquido oleoso amarelo de 4.13 (1,20 g, 4,4
mmoles, 88 %). As andlises por CG-EM foram realizadas sob as seguintes
condi¢des: 70-300 °C a 15 °C/min, Ti,= 230 °C, fluxo constante de 1 mL/min, split
50.
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CCD (hexano:AcOEt, 70:30, v/v) Rf=0,72.
IV 2961, 2884, 1736, 1598, 1355, 1237, 1188, 1174, 1034, 931, 815 cm’

RMN de 'H (300,067 MHz, CDCl;_pus 0,00): 5 7,79 (2 H, d, J= 8,1, H-3 e H-5),
7352 H,d,J=8,1, H-2 ¢ H-6), 4,05 4,16 (4 H, m, H-1" ¢ H-3"), 2,45 (3 H, s, H-
7, 2,04-1,94 (2 H, m, H-2"), 1,97 (3 H, 5, H-5).

RMN de "C (75,45 MHz, CDCls, écpes 77,0): 81705 (C, C-4%), 144,7 (C, C-1),
132,7 (C, C-4), 129,7 (2 CH, C-2 e C-6), 127,8 (2 CH, C-3 e C-5), 66,8 (CH,, C-
3%), 60,1 (CH,, C-17), 28,3 (CH,, C-2°), 21,7 (CHs, C-7), 20,8 (CHs, C-5").

IE/EM m/z (int. rel.): 272 (M, ausente), 172 (24), 155 (48), 101 (100), 92 (16), 91
(78), 65 (24), 57 (20).

6.8.1.1.3  3-acetoxi-propil-7-umbeliferil éter (4.14)

5

4
g 2
5 4'0/\2,/\07 N0 N

4.14

A execucdao do procedimento experimental foi realizada de acordo ao

C14H1405
M. M.: 262.26

procedimento geral para as reagdes de alquilagdo no item 6.7.1.2. Foi utilizado
composto 4.13 (1,06 g, 3,9 mmoles) e umbeliferona (0,66 g, 4,1 mmoles) em DMF
(24 mL) e NaH (0,62 g, 60%, 12 mmoles). Apds purificacdo por cromatografia
“flash” em coluna de silica e eluida com hexano:acetato de etila, fo1 obtido um
cristal de cor levemente amarelado de 4.14 (0,26 g, 1 mmol, 26%). A anélise por
CG-EM foi realizada sob as seguintes condi¢des: 100-300 °C a 15 °C/min, Ti,=
230 °C, fluxo constante de 1mL/min, split 50.

CCD (hexano:AcOEt, 80:20, v/v) Rf'=0,36.
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Ponto de fusdo: 67,9 — 68,9 °C

IV 2962, 2939, 1731, 1717, 1607, 1506, 1402, 1353, 1281, 1228, 1197, 1128, 1058,
838, 827 cm’.

RMN de 'H (499,885 MHz, CDCl;, Spys 0,00): 57,64 (1 H, d, J = 9,3, H-4), 7,37
(1 H, d,J=284, H-5), 6,84 (1 H, dd, J = 8,4; 2.4, H-6), 6,80 (1 H, d, J = 2,4, H-8),
6,25 (1 H,d,J=93,H-3),427 2 H,t,J=62,H-3),4,11 2 H, t,J=6.2, H-1"),
2,16 (2 H, quint, J = 6,2, H-2"), 2,07 3 H, s, H-5).

RMN de "C (125,70 MHz, CDCls, depens 77,0): 8170,7 (C, C-4%), 161,7(C, C-7),
160,9 (C, C-2), 155,6 (C, C-9), 143,2 (CH, C-4), 128,6 (CH, C-5), 113,0 (CH, C-3),
112,7 (CH, C-6), 112,5 (C, C-10), 101,2 (CH, C-8), 64,9 (CH,, C-1"), 60,9 (CH,,
C-3°), 28,4 (CH,, C-27), 21,0 (CH3, C-5).

IE/EM m/z (int. rel.): 262 (M, 12), 291 (7), 162 (13), 134 (26), 101 (100), 89
(12), 73 (16).

6.8.2 Adaptacdo de HTS com células integras para detec¢cdo de
monooxigenases
6.8.2.1 Estabilidade das sondas em diferentes solucdes tampao

As estabilidades das 4 sondas 4.15-4.18 em diferentes solu¢des tampao com
diferentes pH foram avaliadas por meio da leitura dos sinais de fluorescéncia
provenientes de misturas compostas por: 10 uL de uma soluc¢do da sonda (4,15 —
4.18) a 2 mM em H,0:CH;CN (1:1, v/v), 90 uL de uma solucdo de BSA a 4.4
mg/mL em diferentes solu¢des tampao: 1) tampao borato 20 mM pH 8,8; 2) tampao
glicina-NaOH 100 mM pH 9,6 e; 3) tampao bicarbonato 550 mM pH 9,1 e por

Gltimo100 pL do tamp3o utilizado para completar o volume total de 200 pL."°
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6.8.2.2. Emissao de fluorescéncia dos produtos em diferentes solucoes
tampao

A maxima emissdo de fluorescéncia pelos ésteres e lactonas 4.19 - 4.22 em
diferentes solugdes tampao com diferentes pH foi avaliada por meio da leitura dos
sinais de fluorescéncia provenientes de misturas compostas por: 10 uL de uma
solucdo do ester ou lactona (4.19 - 4.22) a 2 mM em H,O:CH;CN (1:1, v/v), 90 uL
de uma solugdo de BSA a 4,4 mg/mL em diferentes solucdes tampao: 1) tampao
borato 20 mM pH 8.8; 2) tampao glicina-NaOH 100 mM pH 9,6 e; 3) tampao
biocarbonato 550 mM pH 9,1 por ultimol00 pL do tampdo utilizado para

completar o volume total de 200 pL.

6.8.3 Triagem de alto desempenho com sondas fluorogénicas para

detec¢do de monooxigenases

6.8.3.1 Microrganismos

Os microrganismos utilizados para teste de monooxigenases utilizando
sondas fluorogénicas estdao listados na Tabela 13 (pag. 120). Eles foram crescidos
nos meios de cultura correspondentes e preparadas para as suspensdes de 1 mg/mL

em solugdo tampao borato conforme escrito no item 6.6.1.1

6.8.3.2 Preparagdo de solugdes

As solucdes de estoque e de trabalho das sondas fluorogénicas e solugdo
tampao borato 20 mM pH 8,8 foram preparadas conforme descrito nos itens

6.7.3.2.1 ¢ 6.7.3.2.2, respectivamente.
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6.8.3.2.1 Solucio de BSA

A solucdo de BSA ¢ preparada com a propria solugdo tampao. Para uma
concentracdo final na reagdo (microplaca) de 2 mg/mL, dissolveu-se 4,4 mg de
BSA por mL de solugao tampao. Durante a preparagdo desta solucao, deve-se agita-

la suavemente para ajudar na dissolu¢do da proteina e evitar a formagdo de espuma.

6.8.3.3 Montagem das reacdes de HTS para monooxigenases com sondas
fluorogénicas

As reacdes foram realizadas em microplacas de polipropileno com 96
cavidades. A 10 uL das solugdes 2 mM das sondas 4.15 — 4.18 em H,O:MeCN
(1:1, v/v), foram adicionados 90 pL de uma solucdo de BSA a 4,4 mg/mL em
tampao borato 20 mM pH 8,8 e 100 uL das suspensdes de células microbianas
preparada a 1 mg/mL em borato 20 mM pH 8,8, mantendo assim o volume total de
200 uL. Reagdes de controle branco foram realizadas a semelhanca, porém
substituindo a suspensdo celular por solucao tampao. Reagdes de controle de auto-
emissao de fluorescéncia pelo microrganismo foram realizadas substituindo 10 uL
da solugdo de sonda pela solugdo tampdo. Além disso, também foram realizados
controles positivos substituindo solu¢do de sonda por solu¢do do produto (neste
caso seria o éster ou lactona), mantendo as mesmas condi¢des do ensaio, com a
finalidade de certificar-se que a emissdo de fluorescéncia nao foi prejudicada pelas
células. As reagdes foram monitoradas por 24 h a intervalo de 10 minutos por um

leitor de fluorescéncia (item 6.4).
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6.8.4 Validagdo dos ensaios de HTS para detec¢do de monooxigenases
via biocatalise convencional

6.8.4.1 Microrganismos

Os fungos 4. niger CCT 4648, A. niger CCT 5559, A. oryzae CCT 0975, A.
terreus CCT 3320, C. echinulata CCT 4259, C. eragrostidis CCT 5634, C. lunata
CCT 5628, C. lunata CCT 5629, C. pallescens CCT 5654, Trichoderma sp CCT
5551 e G. candidum CCT 1205 foram estudados previamente no nosso laboratorio
em relacdo a producio de Baeyer-Villiger monooxigenases.'*” Os resultados destes
estudos passaram a servir de validacao dos ensaios fluorogénicos com os mesmos
microrganismos, ndo havendo necessidade de repetir tais experimentos.

Entretanto, foram realizadas reacdes biocataliticas frente a uma serie de
substratos com 7. cutaneum CCT 1903, R. oryzae CCT 4964, AMA 7 e o fungo
CCT5632. Eles foram mantidos e cultivados de acordo com o procedimento geral

descrito no item 6.6.1.2.

6.8.4.2 Substratos utilizados

Foram testados 12 substratos disponiveis comercialmente com 7. cutabeum
CCT 1903: 2-heptanona, 4-metil-cicloexanona, 6-metil-5-hepten-2-ona, 1-fenil-
etanona, 1-fenil-propanona, 1-(4-metoxi-fenil)-heptanona, 4,4-dimetil-
cicloexanona, a-pineno, 2-ciclopentenona, 1-H-indeno, canfora e cis-jasmona.

Os microrganismos R. oryzae CCT 4964, AMA 7 e o fungo CCT5632 foram
expostos a ensaio de multi-biorreagdo frente a: 3-metil-ciclopentanona, 2-metil-
cicloexanona, 4-metil-cicloexanona e cis-jasmona. Todos estes substratos sao

também comerciais e foram utilizados sem nenhum tratamento prévio.
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6.8.4.3 Montagem das reacoes biocataliticas para monooxigenases

6.8.4.3.1  Trichosporon cutaneum CCT 1903

As células foram crescidas e obtidas por meio de centrifugacdo conforme
escrito no item 6.6.1.2. As reacdes biocataliticas (Tabela 14, pag. 126) foram
realizadas em Erlenmeyers de 125 mL, onde as células foram ressuspensas (2 g,
peso imido) em solu¢do tampao fosfato pH 7,0 ou pH 6,5 (20 mL) contendo 20 pL
de substrato. Para biocatalise com células em crescimento, as células foram
ressuspensas no meio de extrato de levedura e malte YM (20 mL) e 20 pL de
substrato. Sendo que a concentracdo do substrato € mantida sempre a uma
concentracdo de 1 pL/mL de suspensdao. Os controles das reagdes biocataliticas
foram realizados adicionando-se apenas os substratos no tampao fosfato (sem o
microrganismo) ¢ adicionando-se células no tampao fosfato (sem os substratos). As
reacOes foram mantidas sob agitagdao constante de 150 rpm a 28 °C.

As reacoes foram monitoradas retirando-se aliquotas de 1 mL a 6 h, 12 h, 24
h, depois a intervalo de 24 h por 5 dias. As aliquotas sao saturadas com NaCl antes
de realizar a extracdo com 990 puL de AcOEt mais 10 pL de pentadecano a 1
mg/mL (padrdo interno). As amostras foram analisadas por CG-EM, empregando-
se a coluna HP-5 MS - Crosslinked 5% fenil-metilsiloxano. As condi¢des gerais de
analise realizadas por CG-EM sdo: 50 °C a 290 °C a 20 °C/min, Ti,.= 220 °C,
fluxo=1mL/min, splitless.

Para o isolamento e caracterizagao de 6-endo-hidroxicanfora produzida por
T. cutaneum CCT 1093 utilizando canfora como substrato foram realizados
experimentos com as mesmas condigdes acima citadas, entretanto, numa escala
maior. O produto foi extraido com AcOEt e purificado por meio de coluna
cromatografica utilizando como eluente AcOEt/hexano, onde as fragdes foram

recolhidas por semelhanga. O solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e foi
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obtido um s6lido amorfo submetido a analise espectral detalhada a continuagao. As
condigdes de analise realizadas por CG-EM sdo: 60 °C a 290 °C a 20 °C/min, Ti,.=
240 °C, fluxo = ImL/min, split 50.

6.8.4.3.1.1 Caracterizacao de 6-endo-hidroxicanfora

Hycd CHs

CioH60;
M. M.: 168.23

CCD (hexano:AcOEt, 75:25, v/iv) Rf=0,17.
IV 3455, 2962, 2872, 2361, 1736, 1450, 1412, 1392, 1259, 1070, 1021, 794 cm™

RMN de 'H (300,07 MHz, CDCls, Spys 0,00): 54,18 (1H, ddd, J = 9,0; 2,6 € 1,3,
H-6ex0), 2,55 (1H, dddd, J = 13,5; 9,0; 4,5 e 3,3, H-500), 2,43 (1H, ddd, J 18,3; 4.8
e 3,3, H-30w), 2,15 (1H, dd, J = 4,5 e 4,5, H-4), 2,00 (1H, d, J = 18,3, H-3ngo), 1,71
(1H, sl, OH), 1,33 (1H, dd, J = 13,5 € 2,6, H-5cu0), 0,98 (6H, s, H-8 ¢ H-9), 0,84
(3H, s, H-10).

RMN de *C (75,50 MHz, CDCls, depeis 77,0): 8 217,4 (C, C-2), 75,8 (CH, C-6),
63,8 (C, C-1), 48,7 (C, C-7), 43,4 (CH,, C-3), 41,5 (CH, C-4), 37,6 (CH,, C-5),
20,7 (CHs, C-8 ou 9), 19,8 (CHs, C-8 ou 9), 7,2 (CHs, C-10).

IE/EM m/z (int. rel.): 168 (M"",6), 153 (100), 111 (26), 109 (30), 108 (74), 107
(88), 93 (62), 55 (20), 41 (34).
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6.8.4.3.2 Ensaios de multi-biorreacdo com Rhizopus oryzae CCT 4964,
AMA 7 e o fungo CCT 5632

As células crescidas destes microrganismos foram filtradas ou centrifugadas
conforme o item 6.6.1.2. As reagdes foram realizadas adicionando 2 g de massa
umida do microrganismo em 50 mL de tampao fosfato (pH 6,5) juntamente com 10
pL de cada um dos seguintes substratos: cis-jasmona, 3-metilciclopentanona, 2-
metilcicloexanona e 4-metilcicloexanona. Os controles das reacdes biocataliticas
foram realizados adicionando-se apenas os substratos no tampao fosfato (sem o
microrganismo) e adicionando-se células da levedura no tampao fosfato (sem os
substratos). Estas suspensdes foram novamente incubadas sob agitacdo (150 rpm) a
28 °C, e as reagOes de biocatalise foram acompanhadas retirando-se aliquotas de 1
mL a cada 2 h, 12 h, 24 h, depois a intervalo de 24 horas até o sexto dia. As
aliquotas sdao saturadas com NaCl antes de realizar a extragdo com 990 uL de
AcOEt mais 10 uL de pentadecano 5 mg/mL utilizado como padrdo interno. As
amostras foram analisadas por CG-EM, empregando-se a coluna HP-5MS -
Crosslinked 5 % fenil-metilsiloxano. As condi¢des de analises: 45 °C/5 min, depois
45-225 °C a 10 °C/min, seguido por 30 °C/min até 290 °C, Ti,.= 200 °C, fluxo =
ImL/min, split 50.
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7 ANEXO
Lu 5hi than ICAE janld<haH
Tulsa Zaguanca: sipul
o
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o
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oo — L ._,_. —
2.00 2.17 0.3 1.895 2.19 §5.61

E 1- Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCI;) de 4-toluenossulfonato de
3-butenila 3.1.
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E 2 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 4-toluenossulfonato de 3-butenila 3.1.
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T Shi Chan IChE janldthet

Tulea Seguance: wipul
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E 3 — Espectro de RMN de °C (75,45 MHz, CDCl;) de 4-toluenossulfonato de 3-
butenila 3.1.
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E 4 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) de 4-toluenossulfonato de
3-butenila 3.1.
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Iu ahan LCAL3L adald ebrljabafl

Fulsa Bomuansa: sPpul
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E 5 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl;) de 4-toluenossulfonato de
3-hexenila 3.2.
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E 6 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 4-toluenossulfonato de 3-hexenila_3.2.
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Lu chan LCAL3L odald sizf3abaCl

Fulse Boguansa: sZpul
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E 7 — Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CDCl;) de 4-toluenossulfonato de
3-hexenila 3.2.
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E 8 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDC]l;) de 4-toluenossulfonato de
3-hexenila 3.2.
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Lu shi Chan ICASa janléchan

Tules Swquanze: sdpul
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E 9 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCls) de 7-(3-butendxi)-2H-1-

benzopiran-2-ona 3.3.
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E 10 - Espectro de massas (IE, 70 eV) de 7-(3-butendxi)-2H-1-benzopiran-2-ona

3.3.
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Tau Shi Chan ICASe janlG-hat

Fulwa Ssguanca: sipul
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E 11 — Espectro de RMN de °C (75,45 MHz, CDCls) de 7-(3-butenoxi)-2H-1-
benzopiran-2-ona 3.3.
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E 12 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) de 7-(3-butenoxi)-2H-1-
benzopiran-2-ona 3.3.
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E 13 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl;) de 7-(3-hexeniloxi)-2H-1-

benzopiran-2-ona 3.4.
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E 14 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 7-(3-hexeniléxi)-2H-1-benzopiran-2-
ona 3.4.
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LIRS L O I I O B B B
160 140 120 100 80 6D 40 20 PEm

E 15 — Espectro de RMN de "*C (75,45 MHz, CDCls) de 7-(3-hexenildxi)-2H-1-
benzopiran-2-ona 3.4.
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E 16 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) do 7-(3-hexeniloxi)-2H-1-
benzopiran-2-ona 3.4.
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E 17 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCL;) de 7-(3,4-epoxi-butoxi)-
2H-1-benzopiran-2-ona 3.5.
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E 18 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 7-(3,4-epoxi-butoxi)-2H-1-benzopiran-
2-ona 3.5.
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Zu 5.Chan lca? odcld jan2Bchec

Fules Ssgyuanza: sipul
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E 19 — Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CDCls) de 7-(3,4-epoxi-butoxi)-
2H-1-benzopiran-2-ona 3.5.

Fulsa Baguansa: dapt
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E 20 — Espectro DEPT 90 ¢ 135° (75,45 MHz, CDCls) de 7-(3,4-epoxi-butoxi)-
2H-1-benzopiran-2-ona 3.5.
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E 21 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl;) de 7-(3,4-ep6xi-hexiloxi)-
2H-1-benzopiran-2-ona 3.6.
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E 22 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 7-(3,4-epdxi-hexiloxi)-2H-1-
benzopiran-2-ona 3.6.
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E 23 — Espectro de RMN de "*C (75,45 MHz, CDCls) de 7-(3,4-epoxi-hexiloxi)-
2H-1-benzopiran-2-ona 3.6.
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E 24 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCl5) de 7-(3,4-ep0Oxi-hexiloxi)-
2H-1-benzopiran-2-ona 3.6.
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E 25 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CD;0D) do 7-(3,4-di-hidroxi-
butéxi)-2H-1-benzopiran-2-ona 3.7.
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E 26 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 7-(3,4-di-hidréxi-butdxi)-2H-1-
benzopiran-2-ona 3.7.
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E 27 — Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CD;0D) de 7-(3,4-di-hidroxi-
butodxi)-2H-1-benzopiran-2-ona 3.7.
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E 28 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CD;0D) do 7-(3,4-di-hidroxi-
butoxi)-2H-1-benzopiran-2-ona 3.7.
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E 29 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CD;0D) de 7-(3,4-di-hidroxi-
hexiloxi)-2H-1-benzopiran-2-ona 3.8.
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E 30 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 7-(3,4-di-hidroxi-hexiloxi)-2H-1-
benzopiran-2-ona 3.8.
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E 31 — Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CD;0D) de 7-(3,4-di-hidroxi-
hexiloxi)-2H-1-benzopiran-2-ona 3.8.
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E 32 — Espectro DEPT 90 ¢ 135° (75,45 MHz, CD;0D) de 7-(3,4-di-hidréxi-
hexiloxi)-2H-1-benzopiran-2-ona 3.8.
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E 33 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl;) do 1,2-octanodiol 3.24.
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E 34 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do 1,2-octanodiol 3.24.
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E 35 - Espectro de RMN de B (75,45 MHz, CDCI;) do 1,2-octanodiol 3.24.
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E 36 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) do 1,2-octanodiol 3.24.
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Fulsa Baguanca: aZpul
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E 37 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl;) do 4-hexil-2,2-dimetil-
[1,3]dioxolano 3.25.
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E 38 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do 4-hexil-2,2-dimetil-[1,3]dioxolano
3.25.
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Pulse Baguanma: sZpul
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E 39 — Espectro de RMN de B (75,45 MHz, CDCI;) do 4-hexil-2,2-dimetil-
[1,3]dioxolano 3.25.
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E 40 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) do 4-hexil-2,2-dimetil-
[1,3]dioxolano 3.25.
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Fulsa Baguanma: sZpul
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E 41 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl;) de 1-hidréxi-2-octanona

3.28.
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E 42 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 1-hidroxi-2-octanona 3.28.
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Fulsa Bagquansa: sZpul

200 1580 16D 140 1z0 100 80 60 40 20 ppm
E 43 — Espectro de RMN de °C (75,45 MHz, CDCls) de 1-hidroxi-2-octanona
3.28.
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E 44 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) de 1-hidroxi-2-octanona
3.28.
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E 45 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl;) de 3-hidréxi-propil-p-
toluenossulfonil éter 4.12.
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E 46 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 3-hidroxi-propil-p-toluenossulfonil
éter 4.12.
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E 47 — Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CDCls) de 3-hidréxi-propil-p-
toluenossulfonil éter 4.12.
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E 48 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCl5) de 3-hidroxi-propil-p-
toluenossulfonil éter 4.12.

206



Lu Shi Chen Anexos

du =han,l=a-19, =d=l3 naclBSchaH
Tules Sequence: wipul
6]
u]
)J\ eI
- °7
0
T T T L T T T T T T T I
2 T [ g 4 = z2 1 ERm
- — o
2.00 4.46 5.14
2.0B 3.25

E 49 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl5) de 3-acetoxi-propil-p-
toluenossulfonil éter 4.13.

Abundancia i
80 el
Al 1
404

g O 7
0]

ol 40 ||||,,|,|||8,5,H,.,| \! e RETICCIRT B N O M- I8

mz 40 100 120 140 160 180 200 220

E 50 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 3-acetdxi-propil-p-toluenossulfonil
éter 4.13.
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lu chan,lza—19, =izl3 naclBzhac

Tulna Sequance: sipul

LI I
1e0 140 120 100 =20 &0 40 PEIL

E 51 — Espectro de RMN de °C (75,45 MHz, CDCls) do -acetoxi-propil-p-
toluenossulfonil éter 4.13.

1u ahan, 10&-18, adal3 neTl dahal

Bulsa Baguansa: dopt

160 140 120 100 B0 ] 4D 2D

PR
E 52 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) do -acetdxi-propil-p-
toluenossulfonil éter 4.13.
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Iu Chen LCAZCL adal3/bbawr abhriZaheAl

Fulsa Ha

uanca: sZpl

i _ 1
)J\o/\/\‘o 0%

e
1 5 | 1Y
i _.M_L._
T LU | T L | T 1T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | L T | T T T T | L | LI T | T
7.5 T.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 z.5 PRI
S — - e —_
0.52 0.95 L.97 0.6 2.00 .11 Z.17 3.45

E 53 — Espectro de RMN de 'H (499,89 MHz, CDCl;) do 3-acetoxi-propil-7-
umbeliferil éter 4.14.

Abundancia 101

404

204 73

262

51 By

L ||| o |,
a0

127 |,

e 7

mz 100 25|D
E 54 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do 3-acetdxi-propil-7-umbeliferil éter

4.14.
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Lu Chan leal2(/ed=1d marcdSchaCl

Tulsa EZsguanca: mZ~ul

LA I I I B
1e0 140 120 100 20 €0 40 20 ppm

E 55 — Espectro de RMN de "°C (125,70 MHz, CDCls) do 3-acetoxi-propil-7-
umbeliferil éter 4.14.

Iu Chon LoaiOfoddli nerZSaheDL

Fulms Smdusscm) dept

LI L L L L L L L L L L L L L IO B L L I L )
170 160 150 140 130 120 110 LoD 0 -1 70 111 50 40 0 20 [

E 56 — Espectro DEPT 90 e 135° (125,70 MHz, CDCl;) do 3-acetdxi-propil-7-
umbeliferil éter 4.14.
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Abundancia

80

60

43

40 -

204

ol Il .'H'

53

;

i

Ik

I
T

%

1
IM L
T T |

7 147152
L)

mﬂ

Anexos

E 57 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de epdxido de cis-jasmona.

Abundancia

&0004

4000

43

3000+

20004

10001

b

]

67

I 6ﬁ|H 1

il

79

s |H'
mz 40

E 58 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 4-hidroxi-cis-jasmona.
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Char LCAASE, odald, favi2dheB2

Fulsa Bomuanma: sPpul

OH 0

NLW o o b

T T
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 PR
o ue R — [ — JE— [E— RS-
z.00 L.Z0 1.07 2.24 1.07 6.00 Z.74

E 59 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl5) de 6-endo-hidroxicanfora
4.24.

Abundancia
107

B0

93
B0+

404

]

20 | 136

59
it}
Il Mi |

¢ 3
U T T | II l T L II | Il
mz 40

g B

77
2], |
5.9| '."l I; 'll
A0 a0 100 120 140 160

E 60 — Espectro de massas (IE, 70 eV) de 6-endo-hidroxicanfora 4.24.
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Lu Chon ICAIY Odol3 TawlSahaC

Fulse Baquansa: aZpil

L L L B B B L B L O O B O I B B R L R L L L AL LR 'W
E 61 — Espectro de RMN de Bc (75,45 MHz, CDCls) de 6-endo-hidroxicanfora
4.24.
Pulme Baquansa: dept
I|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII
20D 180 160 140 120 100 80 €0 40 20 PRE

E 62 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCl;) de 6-endo-hidroxicanfora
4.24.
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