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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo ovéfit schopnost kmene A4 naleZejiciho do rodu Rhodococcus
transformovat chirdlni o-substitutované akrylonitrily, které jsou prekursory stavebnich blokd
pro syntetickou organickou chemii. Zminény kmen produkoval komplex enzym —
nitrilhydratasu a amidasu — umoziujici transformaci nitrili na karboxylové kyseliny s amidy
jako intermediaty.

Transformace a-substitutovanych akrylonitrili byla provedena pomoci celych bungk této
baktérie nebo ¢aste¢né purifikované nitrilhydratasy. Reakéni produkty byly izolovany a
identifikovany pomoci spektralnich metod jako amidy, kyseliny nebo lakton. Koncentrace
substrati a produktit v reakénich smésich byly sledovany pomoci HPLC na reverzni fazi. Pro
tento ucel byly vypracovany originalni metody, podobné jako methody chirdlni HPLC, které
byly vyuZity ke stanoveni enantiomerni ¢istoty chiralnich produkt.

Katalyzatory obsahujici celé buriky nebo ¢aste¢né purifikovanou nitrilhydratasu byly vhodné
pro pfipravu a-substitutovanych akrylamida a akrylovych kyselin, z nichz nékteré jsou
intermediaty pro syntézu biologicky aktivnich latek.



ABSTRACT

The aim of the diploma work was to examine the ability of strain A4 belonging to
Rhodococcus to transform chiral a-substituted acrylonitriles, which are the precursors of
building blocks for synthetic organic chemistry. The aforementioned strain produced a
complex of enzymes — nitrile hydratase and amidase — enabling to transform nitriles into
carboxylic acids with amides as intermediates.

The transformation of a-substituted acrylonitriles were carried out using whole cells of the
bacterium or the partially purified nitrile hydratase. The reaction products were isolated and
identified by spectral methods as the corresponding amides, acids or a lacton. The
concentrations of the substrates and products in the reaction mixtures were monitored by
reversed-phase HPLC. Original HPLC methods were worked out for this purpose, as well as
the chiral HPLC methods, which were used to determined the enantiomeric purity of the
chiral products.

The catalysts consisting of whole cells or the partially purified nitrile hydratase proved to be
suitable for the preparation of a-substituted acrylamides and acrylic acids, some of which are
intermediates for the synthesis of biologically active compounds.
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1. UvVOoD

Nitrily si substituované derivaty kyseliny kyanovodikovej, ktoré mdzu byt
prirodného pdvodu, alebo produktami chemickych syntéz.

V organickej chémii slizia ako prekurzory hydrolyzy, ktorou vznikaji amidy
a karboxylové kyseliny. Nevyhodou tejto hydrolyzy si extrémne reakéné podmienky
(vysoka teplota, kyslé alebo zasadité pH), pri ktorych u citlivych substratov dochadza
k neziadicim vedlajsim produktom. Tak isto ako pritomnost labilnej funk&nej skupiny
v substrate staZuje previest tito transformaciu, tak aj stereoselektivna a regioselektivna
hydrolyza nitrilov je takmer nemoZna.

V poslednych rokoch sa skima a nahradzuje chemicka konverzia nitrilov
biokonverziou pomocou mikroorganizmov, ktoré si vybavené enzymovym aparatom
schopnym odburavat’ nitrily. Tato schopnost’ bola zistena u baktérii, hub, rias, vysSich
rastlin, hmyzu, morskych hub a cicaveov.” V stlasnej dobe je pozornost zamerana

46,16 66
7 Rhodococcus,

na baktérie zo skupiny aktinomycét (rody Corynebacterium,
Arthrobacter,”® Nocardia® a pod.), ktoré st schopné degradovat’ nitrily, to sa vyuziva ako
jedna z moznosti pripravy amidov, karboxylovych kyselin, opticky aktivnych latok a tak
isto aj na biodegradaciu polutantov v zZivotnom prostredi.

Mikrobialna hydrolyza nitrilov prebieha dvomi metabolickymi drahami. Prva (1) -
priama konverzia nitrilu na karboxylova kyselinu a amoniak - je katalyzovana nitrilazami.
Druh4 cesta je dvojstupfiovd a prebieha v dvoch reakciach, kde v prvej je nitril

transformovany na amid za katalyzy nitrilhydratazy (2) a v druhej - katalyzovane

amidazou - nasleduje premena amidu na karboxylova kyselinu a amoniak (3).

RCN + H,0 — RCOOH + NH; (N
RCN + H,0 — RCONH, (2)
RCONH, + H,0 — RCOOH + NH; (3)

Velkou vyhodou tychto biotransformacii je, Ze prebiehaju za miernych podmienok
kde nevznikaji vedlajsie produkty. Reakcie su stereo- a regiospecifické a vytazky su
vyssie ako pri chemickej konverzii.”**

PouZitim tychto biotransformacii je mozné pripravit —a-aminokyseliny,

a-hydroxykyseliny, 2-arylpropionové kyseliny (tzv. ,profény) a mnoho dalSich



vyznamnych latok pouzivanych vo farmaceutickom, kozmetickom, ¢i chemickom
priemysle.

Nitrilhydratazova a amidazova aktivita baktérie Rhodococcus equi A4 bola v tejto
praci vyuzita k priprave karboxylovych kyselin a amidov z nitrilov, ktorych chemicka
hydrolyza je takmer nemozna. Akrylonitrily substituované v polohe a- s hydroxylovanym
postrannym refazcom s latky velmi citlivé k drastickym podmienkam chemicke;
hydrolyzy. Pokusy pripravit' z tychto nitrilov a-substituované akrylové kyseliny chemickou
cestou viedli k ich dehydratacii a k vzniku d’alich vedl'ajsich produktov. Oproti tomu sa
pre ich pripravu osved&ila enzymova hydrolyza, popisana vtejto praci pre radu

akrylonitrilov s postrannym retazcom réznych Struktar.



2. ZOZNAM SKRATIEK
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3. SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

3.1. ROD RHODOCOCCUS

Siroké spektrum vyuZivania rodu Rhodococcus v enviromentdlnej, alebo
priemyslovej biotechnologii je zamerané na chemické transformacie a degradacie rovnako
tak, ako na syntézy takych produktov ako si biodetergenty, bioflokulanty, amidy, kyseliny,
alebo polyméry. Uplatnenie tohto rodu najdeme aj v potravinarskom priemysle (napr. pri
degradacii limoninu - zliCeniny horkej chuti, ktora sa vyskytuje v ovocnom dzuse -
bakterialnym kmeflom Rhodococcus fascians).

Negativum tohto rodu je velké mnoZstvo infekcii u Pudi a zvierat. Napriklad
Rhodococcus rhodochrous bol izolovany z chronického rohovkového vredu, Rhodococcus
rhodinii je prenosnym vektorom americkej trypanozémy. U zvierat je Rhodococcus equi

definovany ako patogén a spdsobuje dychacie infekcie vedice k usmrteniu Zriebat koni.®

3.2. ENZYMY HYDROLYZUJUCE NITRILY

3.2.1 Nitrilaza

Systematicky ndzov tohto enzymu je nitrilaminohydrolaza (EC 3.5.5.1). Katalyzuje
priamu hydrolyzu nitrilov na karboxylové kyseliny, pri ktorej nevzniké intermediat — amid.
Predpokladany mechanizmus reakcie katalyzovanej nitrilazou je zaloZeny na ataku
uhlikového atému nitrilovej skupiny tiolom a protonacii dusikového atomu za tvorby
tioimidatu (vid Obr. 1). Ten po reakcii s vodou prechadza na tetrahedralny intermediat,
kde néasleduje jeho rozpad na amonne i6ny a acetylenzym, ktory je hydrolyzovany na

vol'ny enzym a kyselinu.*

NH NH
Il +H,0 |
E—SH + Ar—CN ——» E—S—C—Ar —— E—S—CI‘,-—Ar
o 0 OH

-NHj

I
Eaamee E-—S—(u,—Ar — » E—SH + Ar—C—0OH

Obr. 1: Mechanizmus reakcie katalyzovanej nitrilazou



Nitrilazy je mozné rozdelit do troch skupin podla ich substratovej Specificity na:
aromatické, alifatické a arylacetonitrilazy. Na rozdiel od nitrilhydrataz obsahuju nitrilazy
spravidla viadsie mnozstvo identickych podjednotiek a neboli u nich zistené kovové
kofaktory. Inhibitormi tychto enzymov si i6ny fazkych kovov, mofovina a chlorid
vapenaty. Optimalne hodnoty pH sa lifia podla zdroja enzymu v rozmedzi 7,0-9,1.
Optimalna teplota enzymu je uvadzana medzi 20 °C az 40 °C. Nitrilazy boli purifikované
z bakterii Rhodococcus sp., Corynebacterium sp., Pseudomonas sp. a Klebsiella

pheumonie a hub Gibberella fujikuroi, Penicillium chrysogenum a Aspergillus ni ger”’

3.2.2 Nitrilhydratiza

Nitrilhydrataza (EC 4.2.1.84) je enzym podielajici sa na premene nitrilovej
skupiny na amidovi. Predpokladany reakény mechanizmus je znazorneny na obr. 2 a
spo¢iva v nukleofilnom ataku nitrilového uhliku sulfhydrylovou skupinou, kde vznika
komplex iminu s naviazanym enzymom, ktory je d’alej hydratovany na tetrahedralny

intermediat. Ten sa v konednom kroku rozpada na amid a volny enzym.’

NH;
[l +H,0 |
E—SH + R—CN ———» E—S-C—R —» E—S—C-—R
|
|?1H2 OH
— g, E=SH 4+ R—%
0]

Obr. 2: Mechanizmus reakcie katalyzovanej nitrilhydratazou

Najlep§imi substratmi tohto enzymu su spravidla alifatické nasytené a nenasytené
nitrily, ale si nim akceptované aj nitrily aromatické, heterocyklické, alebo arylalifatické.
v molekulovej hmotnosti. Tie mdzu u niektorych enzymov tvorit podl'a koncentracie
proteinu v roztoku bud’ heterodimér, alebo heterotetramér.”* V molekulach tychto enzymov
najdeme kovové iony (Fe’* alebo Co®") ako prostetické skupiny. Silnymi inhibitormi pre
tieto enzymy su iony tazkych kovov, ale najmé fenylhydrazin a sulfhydrylové Cinidla.

Aktivita enzymu je najvacsia v neutralnom az mierne alkalickom prostredi do pH 7,8 a uz



pri pH nizSom ako 6 vykazuje enzym nizku aktivitu. Optimalna teplota sa pohybuje
v rozmedzi 20 °C a¥ 40 °C s vynimkou termofilnych nitrilhydrataz, napr. enzymu
z Bacillus sp. RAPc8 s optimalnou teplotou 60 °C. Nitrilhydratazy z bakterialnych kmeriov

: oy oan 25
Rhodococcus, Pseudomonas a Agrobacterium. uz boli purifikovane.

3.2.3 Amidaza

Amidaza s aktivitou k primarnym amidom (acylamidamidohydrolaza EC 3.5.1.4) sa
zi&astiiuje na hydrolyze amidov za vzniku karboxylovych kyselin, ale aj na prenose acylov
na iné nukleofilné &inidl4 ako hydroxylamin'’, alebo hydrazin®. Jej inhibitormi s napr.
chlorid ortutnaty, hydroxylamin, kyselina octova a acetaldehyd. Tieto amidazy mozeme
rozdelit do niekol’kych podskupin podl'a ich primarnej §truktury, substratove] Specifity
a enantioselektivity. Hranice jednotlivych podskupin vSak nie su jasne definovane.

Najvacsia skupina amidéaz je tvorena enzymami charakterizovanymi pritomnostou
typickej aminokyselinovej sekvencie — GGSSGG, ktora je pravdepodobne sulastou
aktivného centra enzymu. Dal'Sou spolognou vlastnostou tychto enzymov je substratové
Specifita pre alifatické a arylalifatické amidy. Tieto enzymi Casto tvoria operon spolu
s génmi pre nitrilhydratazu a su Casto oznaGované ako ,enantioselekivne amidazy®, hoci
ich enantioselektivita nebola dokazana pre tuto skupinu. Amidazy s vyraznou homologiou
aminokyselinovych sekvencii boli purifikované z Rhodococcus sp.**, Rhodococcus
rhodochrous 1%, Rhodococcus erythropolis MP50% a z dalich bakterialnych rodov.
Tieto enzymy vi&sinou obsahuju 2-8 identickych podjednotiek.

Druhou skupinou su ,Sirokospektralne amidazy®, ktoré akceptuju alifaticke
a aromatické amidy a aminoamidy ako substraty. Tento enzym®? je produkovany rovnakym
kmefiom Rhodococcus sp. ako enentioselektivne amidazy. Dalsie amidazy s oznadované
ako ,aromatické®, alebo ,alifatické*. Niektoré aromatické amidazy vykazuji vel'mi uzku
substratovii $pecifitu, ako napr. pre nikotinamid a pyrazinamid, alebo L-karnitinamid®*.

Nikotinamid hydrolaza sa pravdepodobne zucastiiuje metabolizmu NAD. 8



3.3, STEREOSELEKTIVNA BIOTRANSFORMACIA NITRILOV
RODOM RHODOCOCCUS

Na rozdiel od amidaz boli nitrihydratazy dlho povaZované za nestereoselektivne
enzymy.” V devidesiatych rokoch viak bola popisand rada stereoselektivnych
biotransformacii 2-arylpropioénitrilov celymi bunkami baktérii,?® > 7 3% % * 7% hlavne
kmefimi rodu Rhodococcus. Spravidla vykazovali tieto konverzie miernu az dobru
enantioselektivitu. Nitrilhydrataza pritomna v imobilizovanom preparate SP 361, ktory bol
po urgita dobu v poloprevadzkovom rezime, vyrabany firmou NOVO Nordisk, hydratovala
s ¢iastotnou  R-selektivitou  niektoré (R,S)-2-arylpropionitrily ~ substituovane  na
aromatickom jadre, ako napr. (R,.S')-Q-(il'—isobutylfenyl)-propic’)nitril.9 Oproti  tomu
(R,S)-2-(4 -metylfenyl)-propionitril bol tymto biokatalyzatorom hydratovany s urcitou
S-selektivitou.” To ukazuje na vyznamny vplyv substituentov na aromatickom jadre na
selektivitu nitrilhydratazy. R-Selektivita k substituovanym 2-arylpropionitrilom- 2-(4'-
metoxyfenyl)-propionitrilu a k 2-(4'-chlorfenyl)-propionitrilu - bola zistena tiez
u celobunkového biokatalyzatora Rhodococcus butanica.®® Nitrilhydrataza v bunkéach
Rhodococcus sp. predovietkym transformovala prednostne R-enantiomér 6-metoxy-o-
metyl-2-naftalénacetonitrilu (naproxénni‘trilu)_32 Pritomnost  iastogne  S-selektivnych
nitrilhydrataz bola pozorovana tiez u dalSieho kmetia Rhodococcus sp., ktory okrem
naproxénnitrilu transformoval tiez (S)-2-(3"-benzoylfenyl)-propiénitril na prislusny amid.
Celé bunky Rhodococcus equi vykazovali velmi dobri S-selektivitu nitrilhydratazy voci 2-
(-4'-metoxyfenyl)»propic’mitrilu.38 V tomto pripade sa opat potvrdil vyznamny vplyv
substituenta aromatického jadra na schopnost enzymu rozlisit dva izoméry; analogicky
substrat substituovany atémom chloru v polohe 4 bol hydratovany s omnoho niZSou
stereoselektivitou.

Purifikované stereoselektivne nitrilhydratazy boli popisané az pomerne nedavno:
prvé boli enzymy z Pseudomonas putida™ a Agrobacterium tumefaciens’. Nitrilhydrataza
2 bakterialného kmefia Rhodococcus equi A4 bola prvy krat purifikovana a
charakterizovan v tomto roku.® Tato nitrilhydrataza z R. equi A4 vykazovala najlepsiu
enantioselektivitu vodi naproxénnitrilu a to v prostredi organickych kosolventov.

O stereoselektivite nitrilaz je zatial k dispozicii eSte menej informacii ako
o stereoselektivnych nitrilhydratazach. ~VacSina celobunkovych biokatalyzatorov
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O-acetylmandelonitrilu a 2-fenylpropidnitrilu. Dal$ia nitrilaza, pritomna v bunkach kmetia
Rhodococcus rhodochrous viak hydrolyzovala 2-fenylpropionitril s vyraznou preferenciou
k S-izoméru.?® Ciasto¢ne purifikovana nitrilaza z Psedomonas fluorescens®® vykazovala
vel'mi dobru stereoselektivitu, v tomto pripade k (R)-2-(metoxy)-mandelonitrilu.

Amidazy maju spravidla d’aleko vy$Siu stereoselektivitu nez enzymy konvertujuce
nitrily a to k substratom s chiralnym centrom v polohe a-. Vysoko stereoSpecificka
hydrolyza B- substituovaného amidu - L-karnitinamidu®® - je vzicna. Rada amidaz
s aktivitou k primarnym amidom katalyzuje reakcie vedice k opticky aktivnym latkam
vyznamnym ako produkty, alebo medziprodukty farmaceutického priemyslu, ako napr.
2-arylpropiénové kyseliny (nesteroidné protizapalové latky). Rhodococcus butanica bol
pouZity pri hydrolyze racemickych a-arylpropionitrilov, pri€om vznikali opticky Cisté
karboxylové kyseliny.” Rhodococcus AJ270 je vhodnym biokatalyzatorom pre hydrolyzu
ibuprofénamidu na prislusnu kyselinu. Pri hydrolyze racemického
(R,$)-2-(4"-izobutylfenyl)propionamidu je uprednostiiovany S-enantiomér a vznika tak
S-(+)-ibuprofén  ((S)-(+)-2-(4 -izobutylfenyl)propionova kyselina), biologicky aktivny
enantiomér, s enantiomérnym prebytkom 90-94 %.°*

Amidaza izolovana z Rhodococcus erythropolis MP50 je vysoko S-selektivna
k 2-fenylpropiériamidu, naproxénamidu, ketoprofénamidu, 2-aminofenylacetamidu;
stereoselektivita k amidom aminokyselin bola negativna.’®> Dal§ie produkty, ktoré
vznikaji pdsobenim amidiz na racemické amidy, si opticky Cisté aminokyseliny.
Racemicky D,L-fenylglycinnitril (viz Obr. 3) bol pomocou kmefia Rhodococcus sp., ktory
obsahuje neselektivnu nitrilhydratazu a extrémne L-selektivnu amidézu, transformovany
na D,L-fenylglycinamid a v dalfom kroku enantioselektivna amidaza konvertovala
D,L-fenylglycinamid na D-fenylglycinamid s enantiomérnym prebytkom > 99 %

pri konverzii 48 %.

g

NHz NH» NH; :
cN NH, NH; ( Mo S
nitrilhydratéza amidaza [D
e e} B o) < @)

Obr. 3: Hydrolyza D,L-fenylglycinnitrilu baktériou Rhodococcus sp.



Prikladom priemyslového uplatnenia amidaz, ktoré zatial nie je velmi rozSirené,
je chiralna diskriminacia (R,S)-2,2-dimetylcyklopropénkarboxamidu vedica k opticky
Sistému S-izoméru tejto latky. "

Potencialna aplikacia biokatalyzatora s amidazovou aktivitou je biokatalyticka
vjroba kyseliny lysergovej, ddlezitého medziproduktu pri vyrobe semisyntetickych
alkaloidov s roznorodymi farmaceutickymi uinkami, ktora sa vyraba v priemyslovom
rozmere hydrolyzou namelovych alkaloidov z polnej produkcie. Drastické podmienky
pripravy vedi k velkym stratdm cenného materidlu, S vybornymi vytazkami vSak mbzeme
z namelovych alkaloidov ziskat zmes lysergamidu a isolysergamidu. Kludové bunky
R. equi A4 hydrolyzuju lysergamid na lysergova kyselinu za miernych podmienok. Tato
enzymovéa reakcia vychadza z lysergamidu ((5R,8R)-9,10-didehydro-6-metylergolin-8f3-
karboxyamid) a izolysergamidu ((5R,SR)-9,10-didehydro-6-metylergolin-8f-karboxyamid)
a s vysokou C-8 stereoselektivitou poskytuje vhodnt cestu k lysergovej kyseline ((5R, 8R)-
9,10-didehydro-6-metylergolin-8f-karboxylova kyselina). (vid® Obr. 4) Diastereomérny
vytazok (d.e.) lysergovej kyseliny (5R, 8R) bol 93 % pri 94 % konverzii. Stereoselektivita
lysergovej hydrolyzy bola dana vlastnostou amidazy a nie fenoménom bunkoveho
transportu. Amidaza z bunkového extraktu poskytla d.e. lysergovej kyseliny > 95 % pri

31 % konverzii.*
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Obr. 4: Konverzia zmesi lysergamidu a izolysergamidu na lysergovu kyselinu

kmeriom Rhodococcus equi A4

3.4. CHEMOSELEKTIVNA BIOTRANSFORMACIA NITRILOV
RODOM RHODOCOCCUS

Pouzitie enzymov je perspektivnym pristupom k chemoselektivne] konverzii
kyanoskupiny substratov nestcich d’alie hydrolyzovatel'né skupiny, ako napr. esterove,
epoxidoveé, alebo éterové. Enzymova hydrolyza tychto skupin méze komplikovat’ pouzitie
celobunkovych biokatalyzatorov. Mikroorganizmy su totiz vel'mi €asto zdrojom vedl'ajSich
enzymovych aktivit (esterdz, epoxidhydrolaz).”® Esterova aktivita bola napr. zistena
v enzymovom preparate SP 409 danskej firmy NOVO obsahujicom nitrilhydratazu
a amidazu ako hlavné enzymové akti\/ity.zS Za vhodnych podmienok pripravy a pouZzitia
celobunkového biokatalyzatora vSak hydrolyza esterovych skupin nemusi predstavovat
podstatny problém.

Kludové bunky Rhodococcus equi A4 (vol'né, alebo imobilizované v hydrogeloch)

produkuji z metyl-3-kyanobenzoatu, alebo metyl-4-kyanobenzoatu prislusné hemiestery,
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tj. monometylizoftalat, alebo monometylteraftalat. Prislusné amidy tychto hemiesterov
mdzeme rovnako ziskat pomocou tohto celobunkového biokatalyzétora.” Ten isty
biokatalyzator bol pouzity k priprave hemiesterov a ich amidov z metyl
(R 8)-3-benzoyloxy-4-kyanobutanatu a z metyl (R,S5)-3-benzyloxy-4-kyanobutanatu
(vid Obr. 5).%

U tohto biokatalyzatora prevaZuje nitrilhydratazovd a amidazova aktivita nad
neziadlcou aktivitou esterazovou. Rovnako dalsie kmene patriace k rodu Rhodococcus
rhodochrous boli vhodné pre chemoselektivnu hydrolyzu metoxy derivatu benzonitrilu
a metyl-4-kyanobenzoatu® a alifatickych nitrilov obsahujicich vo svojej molekule

acetalovii a esterova skupinu.”®

/OWCN nitriléza /O : : NH,  amidaza /O\H : OH
o (

OR @) CR O J OR O

1R =Bz 2R =Bn

Obr. 5: Biotransformacia metyl (R,S)-3-benzoyloxy-4-kyanobutanatu (1) a metyl
(R,S)-3-benzyloxy-4-kyanobutanatu (2) kmefiom Rhodococcus equi A4

Tento chemoselektivny biokatalyzator je tiez vhodny pre spracovanie kopolyméru
polyakrylovych vldkien a vinylacetatu.®’ Nitrilové skupiny st transformované na amidové,
hoci neboli transformované esterové vidzby vinylacetatu. Uginnost' farbenia vlakien je

vyrazne zvySena pritomnostou amidovych skupin.

3.5 REGIOSELEKTIVNA BIOTRANSFORMACIA NITRILOV
RODOM RHODOCOCCUS

Princip regioselektivity nitrilhydratazy Rhodococcus rhodochrous AJ270 je aspon
u niektorych substratov zrejme zaloZeny na chelataénej deaktivacii nitrilhydratazy **
Hydratacia nitrilovej skupiny totiz predchadza vytvoreniu komplexu medzi atomom dusika
v nitrilovej skupine a kovovym kofaktorom nitrilhydratazy (zelezo alebo kobalt).
Karboxylové skupiny v polohach y-, 8-, &-, alebo heteroatémy (kyslik, dusikovy atom v 8-,

y-, alebo 8- pozicii, tak isto sira v B-, alebo y- pozicii substratu nitrilu) si schopné
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inhibovat’ nitrilovi hydrataciu pocas vytvarania komplexu s kovovym kofaktorom
enzymu; vysledkom je monohydrolyza prislusnych o,w-dinitrilov. Dinitrily s alifatickym

1436 3 trans-cyklohexan-1,4-

retazcom obsahujuce dvojitl vdzbu, alebo aromatické jadro
diacetonitril*® boli tiez transformované na monoamidy, alebo na monokyseliny.
Biokatalyticka hydrolyza o,w-dinitrilov je perspektivna cesta k priprave
kyanokarboxylovych kyselin a prislu§nych laktamov. Regioselektivna chemicka hydrolyza
totiz vyzaduje zastavenie reakcie pri Ciastoénej konverzii (cca 20 %), recyklaciu substratu
a opakovanie reakcie.”” Oproti tomu enzymova hydrolyza &asto umoZiluje ziskanie
ziadaného produktu v jednom kroku. Produkty hydrolyzy 1, 3- a 1, 4-dikyanobenzénu
biokatalyzatorom SP 361 NOVO boli kyseliny 3-, a 4-kyanobenzoova.®' Pouzitie tohto

kmena Rhodococcus equi A4 umoznilo pripravit vedla tychto latok tiez prislusné amidy

a to aj z 1,2-dikyanobenzénu (vid' Obr. 6).*

& CONH; Nc—@uCOOH
W

Rhodococcus equi R lc

. . equi
NHaza m»

an N H,NOC —CONH,

la 1b CN 1d

am]daza
3 2c
R equil eqm COOH
NH'IZEI COOH
NHaze +

CO NHz  amidaza

e CONHZ

R R equi
—_— —
NHaza
CONH,

CN CONH,

~CH, R. equi Q
NHaza

CN
4a 4b

f/\/\\

Obr. 6:Regioselektivna biotransformacia 1,2-dikyanobenzénu pouzitim kmera

Rhodococcus equi A4
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3.6 PRIEMYSLOVE VYUZITIE MIKROBIALNEJ KONVERZIE
NITRILOV

3.6.1 Chemicky a farmaceuticky priemysel

Niektoré nitrilhydratazy, nitrilizy a amidazy boli aplikované v priemyselnom
rozmere. MnoZstvo biokatalytickych procesov spominanych v tomto prehlade zostava
zatial’ priemyslovo nevyuzitych.

Zakiatkom osemdesiatych rokov boli publikované a patentované néavrhy
mikrobialne] vyroby al<1*ylamid1.z,23’3‘64 ktorého ro¢na chemicka vyroba v priemysle
predstavuje 200 000 ton. Pre vyrobu akrylamidu st vhodné kmene baktérii Brevibacterium
R 3122 Corynebacterium N-774% a Pseudomonas chloraphis B23°. Biokonverzia je
takmer stopercentna a nedochadza tu k vzniku kyseliny akrylovej ako vedlajSieho
produktu a predstavuje 30 000 ton ro¢ne.”’ Podobne ako akrylamid je mozné vyrobit
metakrylamid bakterialnym rodom Rhodococcus.”>*”  Zamenou nitrilhydratazy ako
biokatalyzatora za nitrilizu z kmetla Rhodococcus rhodochrous J1 sa ziska konverziou
akrylonitrilu alebo metakrylonitfi[u kyselina akrylova, popripade metakrylova.’’

Priemyslova vyroba 5-kyanovaleramidu, medziproduktu syntézy herbicidov, bola
vypracovana firmou DuPont *'

Chemoselektivna enzymovd hydratacia 2-kyanopyridinu poskytuje vitamin
nikotinamid, ktory nie je kontaminovany kyselinou nikotinovou, ako produkt chemickej
vyroby.® Tento proces vyuziva kmeil Rhodococcus rhodochrous imobilizovany
v polyakrylamide (rovnaky biokatalyzator ako pre vyrobu akrylonitrilu) a je pouzivany vo

§vajéiarskej firme Lonza v mnozstve 4 000 ton nikotinamidu za rok.

3.6.2 Biodegradacia polutantov

Syntetické nitrily znegistujuce pddu a vodu, su pre cicavce toxické a predstavuju
vazny problém pre ekologov. Zdrojom takejto kontaminacie je petrochemicky priemysel,
vyroba plastickych hmot, aplikacia herbicidov a splodiny spal'ovania motorovych paliv. Pri
degradacii tychto kontaminantov maji kPu¢ovi Ulohu mikroorganizmy. Kmene baktérie
Corynebacterium utilizuju alifatické nitrily, ktoré s sucastou aktivovaného kalu z istiarni

odpadovych vod petrochemického priemyslu‘46 Kyanoamid, pouzivany ako herbicid
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a hnojivo (produktom jeho metabolickej konverzie je mocovina), je odburavany hubou
Myrothecium verrucaria. Pri odstrafiovani kontaminacie Zivotného prostredia nitrilovymi
zleninami sa cielene uplatiiuje inokuldcia znedistenych miest mikrébnymi kultirami,

schopnymi odburavat nitrily na netoxické produkty.*®



4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1. MATERIALY

4.1.1. Mikroorganizmus

Na katalyzu biotransformacii nitrilov bol pouZivany bakterialny kmen Rhodococcus
equi A4 zo zbierky Laboratéria biotransforméacii Mikrobiologického ustavu AV CR. Tento
kmeni bol identifikovany Referenénym laboratoriom pre Korynebaktérie 3. Lekérskej

fakulty UK v Prahe.

4,1.2. Kultivaéné a udrzovacie média

Zikladné minerdlne médium (BSB, “basal salts broth™) (v g/l destilovanej vody)":
NaCl 0.1, K;HPO,4 1.03, KH,PO4 0.75, EDTA 0.015, MgS04.7H,0 0.2, CaClL,2H,0
0.031, ZnSO47H,0 0.0067, MnSO4.H,O 0.0013, FeSQ47H,0 0.0015, CoCl,.6H,0
0.00049, CuS0,4.5H,0 0.00072, NaMo04.2H,0 0.00045, glycerol 10. Hodnota pH bola
upravena na 7.0 40 % KOH. Roztoky MgSO4a CaCl, sa sterilizovali osobitne a pridavali
sa do sterilného média za aseptickych podmienok (1 ml/100 ml média). Ako zdroj uhliku
bol v experimente pouzity glycerol, ktory bol pridavany do BSB média pred sterilizaciou
vo vyslednej koncentracii 10 mM. Zdrojom uhliku bol acetonitril vo vyslednej koncentracii
20 mM, pridavany po sterilizacii.

Meisopeptonovy agar (MPA) (v g/l destilovanej vody)*’: Bacto beef extract
(Difco) 3, pepton 10, NaCl 5, agar 25, pH upravené na 7.1 (40 % KOH).

4.1.3. Pufre a ostatné roztoky

54 mM Na/K fosfatovy pufer, pH 7.5, podla Sérensena:
Roztok A - Na;HPO4.12H,0 19.33 g/l

Roztok B - KH,PO, 7.35 g/l

Roztoky A a B sa zmie$aju v pomere 85:15
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10 mM sodnofosfatovy pufer (Na - P) + 1 mM dimetyloktylamin (DMOA), pH 7.0

Roztok A - NaHPO4.12 H,0 3.6 g/l

Roztok B - NaH,PO4. H,0 1.4 g/l

Roztoky A a B sa zmieSaju v pomere 3.2, DMOA sa pridd v mnoZstve 200ul/l, t. do

vyslednej koncentracie 1 mM.

100 mM Na - P, pH 7.0
Roztok A - Na,HPO,4.12 H,0 35.8 g/l
Roztok B - NB.H;IPO4 Hzo 13.8 g/[

Roztoky A a B sa zmieSaji v pomere 3:2.
Fyziologicky roztok: NaCl 8.5 g/l

Detekcni roztok pro TLC: 5 % H>S04 v etanole
4.1.4. Chemikilie a materidly

Ako substraty biokonverii boli pouzité tieto a;substituované akrylonitrily (vid’ Ob. 7)
poskytnuté Univerzitou B. Pascala (Aubiere, Francizsko):

1a : 2-(2'-hydroxy-3’-butenyl)-akrylonitril,

2a : 2-(2'-hydroxy- 3, 3'-bis(metoxy)propyl)-akrylonitril,

3a : 2-(2 -acetoxy- 3', 3'-bis (metoxy) propyl)-akrylonitril,

4a : 2-(2 -acetoxy-1'"-hydroxyetyl)-akrylonitril,

Sa : 2-(2'-hydroxypropyl)-akrylonitril,

6a : 2-(2'-fenyl-2'-hydroxymetyl)-akrylonitril,

7a : 2-(1 -hydroxyetyl)-akrylonitril,

8a : 2-(1'-hydroxybutyl)-akrylonitril,

9a : 2-(2',3",4 -trihydroxy-5"-oxyhexanoyl)-akrylonitril,
10a : 2-(2°, 3'-dihydroxy-4 -oxypentanoyl)-akrylonitril,
11a:2-(2°,3°,4",5 -tetrahydroxy-hexanoyl)-akrylonitril.
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Rozpustadla :

Metanol (suchy redestilovany), etanol, hexan, dichlormetan a chloroform (redestilovang),
etylester kyseliny octovej (redestilovany), metanol, 2-propanol a acetonitril (pre HPLC;
Merck), de-DMSO (Chromservis, CR), nitrobenzylalkohol (Sigma, USA). Pouzita voda
bola ¢istena pristrojom MiliQ (Millipore).

Enzym:
Nitrilhydrataza (EC 4.2.1.84) bola purifikovand z kmena Rhodoccocus equi A4 a
skladovana pri -70 °C ako roztok proteinu v Tris/HCI pufru, pH 7,5 (1,49 mg proteinu /ml).

Chromatografické kolony:

chiralne analytické - AGP 100.4, 100 x 4 mm, Sum silikagél (ChromTech, Svédsko),
HSA 100.4, 100 x 4 mm, Sum silikagél (ChromTech, Svédsko)

reverzna analyticka - Nova-Pak C18, Sum, 3.9 x 150 mm (Waters Associates, USA)

reverzna preparativna - Nukleosil 120-5um, C18, 250 x 4 mm (Watrex, CR)

Ostatné pouzité chemikalie boli ziskané z komerénych zdrojov a s najvy$Sim

stupriom dostupne;j Cistoty.

19



4.1.5, Pristroje a zariadenia

pH meter WTW pH 90 D812 (Weilheim, Nemecko)

UV-spektrofotometer 1202 (Shimadzu, Japonsko)

Centrifiiga J2-21 (Beckman, USA)

Mikrocentrifiga 12VDC (Denver Instrument Company, USA)

Mikrocentrifuga Mini Spin Plus (Eppendorf, Nemecko)

Analytické vahy AE200 (Mettler, SRN)

Trepacka, priemer 17 mm, 220 ot./min, (Vyvojové dielne CSAV, CR)
Thermomixer Compact 5350 (Eppendorf-Hamburg, Nemecko)

Thermomixer Comfort 22331 (Eppendorf-Hamburg, Nemecko)

Oc¢kovaci box MSC 9 (Jouan, Franctizsko)

Cerpadlo s riadiacou jednotkou Waters 600 Controller (Waters Associates, USA)
Detektor PDA 996 (Waters, USA)

Detektor RI (Waters, USA)

Autosampler 717 Plus (Waters, USA)

Injektor Rheodyne model 7725 (Rheodyne Inc., USA)

Vékuova pumpa DOA V130NB (Waters-Millipore, USA)

SP 8800 ternarna gradientova pumpa (Spectra Physics, USA)

SP 8800 autosarnpler (Spectra Physics, USA)

Spectra Focus scanning UV/VIS detector (Spectra Physics, USA)

SP 8810 Ti pumpa (Spectra Physics, USA)

UV lampa CAMAG (Mettenz, Svajéiarsko)

NMR spektrometer Varian INOVA- 400 (Varian Inc., USA)

FAB MS: Finnigan MAT 95 (Finnigan MAT, Nemecko)

ESIMS: LCQP5®* Finigan (ThermoFinigan San Jose, USA)

Parny sterilizator PS 261A (Chirana, CR)

Lyofilizator LYOVAC GT2 (Leybold-Heraeus, Nemecko)

Pristroj na vyrobu vody pro HPLC: Milli-Q reademic (Millipore.S.A., Franctzsko)
Vakuova odparka BUCHI Vacuum Controler V-800, Rotavapor R-200, Heating Bath
B-490 (Svajéiarsko)

Vodny kupel’ VL-05 (UOCHB, CR)

Hardware: PC AT Pentium II 466 MHz, 64 MB RAM

Software: Millenium Chromatography Manager 2.0, Spectra System DOS-0S2,
Microsoft Word 97, Microsoft Excel 97, Chem Window 5.0
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4.2. MIKROBIOLOGICKE METODY

4.2.1. Uchovavanie mikroorganizmu

Mikroorganizmus R. equi A4 bol uchovavany na , §ikmom® médsopepténovom agare
MPA (zloZenie pody — vid' oddiel 4.1.2) v chladnicke pri 4 °C po dobu troch mesiacov. Po
uplynuti tejto doby bol vzdy preockovany.

4.2.2. Kultivacia mikroorganizmu

4.2.2.1.  Kultivacia v kvapalnom médiu

Bakteridlna populacia bola submerzne kultivovana v 500 ml Erlenmeyerovych
bankach so 100 ml mineralneho média BSB (vid’ oddiel 4.1.2), ktoré obsahovalo glycerol
ako hlavny uhlikovy zdroj a acetonitril ako jediny dusikovy zdroj (v koneCnej koncentracii
20 mM), za aerobnych podmienok pri teplote 30 °C na rotacnej trepacke (220 ot./min.).
100 ml sterilného média v 500 ml bankach bolo inokulované kultirou R. equi A4 z MPA
agaru, resuspendovanou v 10 ml sterilného fyziologického roztoku, s vychodzou hodnotou
ODg10um = 0.06. Kultivacia trvala priblizne 24 hod. (ODs1onm = 1.5), kedy bunky R. equi A4
vykazuju najvacSiu nitrilhydratazova aktivitu. Ziskana biomasa bola odstredenid na
centrifige (5000 ot./min., 25 min, 4 °C) a dvakrat premytd 54 mM Na/K-fosfatovym
pufrom s pH 7.5 a znova odstredena. Cast kl'udovych buniek bola pouZita k stanoveniu

aktivity (vid’ oddiel 4.3.1) a zvy$na Cast bola skladovana pri teplote -18 °C.

4.2.2.2.  Kultivacia na pevnom médiu

,Sikmy agar- MPA (vid oddiel 4.1.2) bol pouZivany pre uchovavanie
mikroorganizmu R. equi A4 a inokuldciu kvapalného média. Agar bol po zaotkovani
jednou kl'u¢kou odobranou z pevného média MPA s kulturou R. equi A4 inkubovany po
dobu 48 hod. v termostate pri teplote 28 °C.

4.2.3. Sterilizacia

Vsetky pody, pufre, roztoky a laboratorne sklo pouZivané pri sterilnej praci
s mikroorganizmom boli sterilizované v parnom sterilizatore za podmienok: 100 kPa,

30 min., pri teplote 120 °C.
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4.3. BIOTRANSFORMACIE ¢-SUBSTITUOVANYCH
AKRYLONITRILOV

4.3.1. Stanovenie aktivity buniek R. equi A4

Odstredené bunky boli resuspendované v 54 mM Na/K-P pufri, pH 7,5, na
ODg10nm =0.5. Reakéna zmes v mikroskimavke (Eppendorf) bola zlozena z 50 ul 10 mM
substratu 2-fenylpropionnitrilu (PPNi; vo vyslednej koncentracii 0,625 mM) a 750 pl
suspenzie buniek. Reakcia prebiehala v Thermomixéri Compact (Eppendorf, Nemecko) pri
32 °C a 850 otackach za minutu. Vzorky boli odoberané po 5, 10 a 15 minGtach a reakcia
bola ukongena pridanim 1/10 objemu 1M roztoku kyseliny chlorovodikovej. Bunky boli
odstredené na mikrocentrifuge Mini Spin Plus (Eppendorf, Nemecko). Ziskané vzorky boli
riedené 25-krat a analyzované na HPLC spolu so S$tandardmi PPNi, kyselinou 2-
fenylpropiénovou (PPAc) a 2-fenylpropionamidom (PPAm) o koncentrécii 0,1 mM. HPLC
analyza prebiehala za podmienok zhrnutych v kapitole Chromatografické metody (vid
oddiel 4.4.1.1). Reten¢né &asy danych latok boli 2,1 min. (PPAm), 3,3 min. (PPAc)
a 6,0 min. (PPNi). Aktivita buniek vhodnych pre biotransformécie bola okolo 1 pmol

spotrebovaného PPNi/min./mg susiny buniek pri 30 °C a pH 7.5.

4.3.2. Biotransformaicie katalyzované celymi bunkami R. equi A4

Odstredené bunky boli resuspendované v 54mM Na/K-fosfatovom pufri, pH 7.5 na
ODg¢10nm medzi 2,5 - 20. Hodnota ODsgjonm = 1 odpoveda 22 mg susiny/100 ml. Konkrétne
hodnoty koncentracie buniek st uvedené pri jednotlivych biotransforméciach (vid
kapitola 5). Suspenzia buniek bola preinkubovana v mikroskimavkach (Eppendorf) na
Thermomixéri Compact alebo Comfort 5 min. pri teplote 32 °C a otaCkach 850 rpm.
Reakcia zadala pridanim prislu§ného substratu zo 100 mM zésobného roztoku a prebiehala
za rovnakych podmienok ako preinkubacia. Pociato¢né koncentracie substratov
v reakénych zmesiach su uvedené v kapitole 5. Vzorky boli odoberané v réznych €asovych
intervaloch po 200 ul a reakcia bola ukongena pridavkom 20ul IM HCIL Bunky boli
nasledne odstredené mikrocentrifigou (Mini Spin Plus, Eppendorf). Ziskané vzorky boli

analyzované TLC a HPLC (vid’ kapitola 5).
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4.3.3. Biotransformicie katalyzované enzymom nitrilhydratizou z kmena R. equi A4

Biotransformacie niektorych o-substituovanych akrylonitrilov boli uskutonené
pomocou nitrilhydratazy. Enzym (1,5 — 7,3 mg proteinu/ml reakénej zmesi) bol najprv
5 minat preinkubovavany spolu s 54mM Na/K-fosfatovym pufrom, pH 7.5
v Thermomixéri pri 32 °C a otalkach 850 rpm, potom bol do reakcie pridany substrat
o danej koncentracii zo 100 mM zasobného roztoku. Koncentrécie enzymu a pociatocné
koncentracie substratov v reakénych zmesiach si uvedené v kapitole 5. Vzorky boli
odoberané v rdznych &asovych sekoch po 100 pl. Reakcia bola ukongena pridanim 10ul
IM HCI a odstredenim vyzrazanych proteinov na mikrocentrifuge (vid oddiel 4.1.5).

Vzorky boli analyzované metddami TLC a HPLC (vid oddiel 5.1).
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4.4. CHROMATOGRAFICKE METODY

4.4.1. Vysokoulinna tlakova chromatografia (HPLC)

4.4.1.1.  HPLC na reverznej kolone

Princip separacie je zalozeny na rozdeleni latok medzi nepolarnou fazou kolony a
polarnou mobilnou fazou. Jednotlivé latky si eluované v poradi klesajucej polarity. Na
analyzu bol pouzity systém HPLC Millenium Chromatography Manager 2.0, vybaveny
pumpou 600 Controller, detektorom PDA 996, injektorom Rheodyne a autosamplerom 717
Plus od firmy Waters Associates, USA. Mobilna faza bola prefiltrovana cez membranovy
filter 0,22 pm na vakuovej pumpe DOA V130NB, ¢im bola zbavena neCistdt a zarovei
odplynend. Vzorky boli spravidla riedené na koncentraciu 0,1-0,5 mM. Mnozstvo
stanovenych latok bolo urené integréciou a porovnanim so signalmi Standardnych
roztokov o koncentracii 0,1 mM. Podmienky analyzy si zahrnuté v nasledujiicej Tabulke 1

a ziskané vysledky zhrnuté v oddieli 5.1 a Tabul'ke 5.

Tabulka 1; Podmienky analyzy pre HPLC na reverznej kolone

kolona Nova-Pak C;s 3,9 x 150 mm, Sum,

mobilna faza 10 % acetonitril vo vode (+ 0,1 % H3PO,)
40 % acetonitril vo vode (+ 0,1 % HsPOy)

tlak na kolone 800 — 1300 psi = 5,49 — 8,1 Mpa

objem néstreku 10 ul

prietok mobilnej fazy 0,9 ml/min.

doba analyzy 10 — 30 min.

teplota 35 °C

UV detekcia 210 nm

Preparativnou HPLC boli izolované karboxylové kyseliny 1c a 2c. Analyza bola
uskutoénena za podmienok uvedenych v Tabulke 2 na HPLC modularnom systéme firmy
Spectra Physics (San Jose, USA) vybavenym SP 8810 Ti pumpou, injektorom Rheodyne
so slu¢kou 100 pl a Spectra 100 UV-VIS detektorom (variabilna vinova dizka) s pouzitim

softwaru DOS-08S2. Retenéné &asy separovanych latok st uvedené v Tabulke 7 a 8.
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Tabulka 2: Podmienky pre preparativhu HPLC na reverznej kolone

kolona

C18, 250 x 8 mm, Nucleosil 120-5 pm

mobilna faza (v/v)

7 % (obj.) acetonitrilu vo vode
10% (obj.) acetonitrilu vo vode (s 0,1 % CH;COOH)

stacionarna faza

Nucleosil 120-5 pm

tlak na kolone

34 bar = 3,4 MPa

objem néastreku 100 pl
prietok mobilnej fazy 1 ml/min.
doba analyzy 10- 15 min.
teplota laboratorna

4.4.1.2.  HPLC na chirdlnej kolone

Na separaciu enantiomérov substratov 6a a 7a bola pouzita analyza na chiralnej

koléne v uz opisanom systéme HPLC firmy Waters (vid' oddiel 4.4.1.1). Vzorky boli

danou mobilnou fazou (vid® Tabulka 3) nariedené na koncentraciu 0,2 mM a mnozstvo

stanovenych latok uréené integraciou porovnavané so Standardmi o koncentracii 0,2 mM.

Chiralna koléna bola pred analyzou premyvana fazou cca 3 hodiny. Analyza prebiehala za

podmienok zhrnutych v Tabulke 3. Po ukonéeni analyzy bol pouzity 15 % roztok

2-propanolu vo vode na premyvanie kolony AGP, alebo 8 % roztok propanolu vo vode na

premyvanie kolény HSA (cca 1,5 hodiny). Po premyti boli kolony uskladnené v chladnicke

pri 4 °C. Reten¢né Casy separovanych latok st uvedené v Tabulke 6.

Tabul'ka 3: Podmienky analyzy HPLC na chiralnej kolone

koldna

Chiral-AGP 100.4, 100 x 4 mm (Sum silikagél)
Chiral-HSA 100.4, 100 x 4 mm (5Spm silikagél)

mobilna faza

10 mM Na-P + 1 mM DMOA, pH 7.0 (pre kolonu AGP)
100 mM Na-P, pH 7.0 (pre kolonu HSA)

tlak na koldne

750 psi = 5,15 Mpa

objem nastreku 10 pl
prietok mobilnej fazy 0.9 ml/min.
doba analyzy 20 - 40 min.
teplota laboratorna
UV detekcia 210 nm
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4.4.2. Tenkovrstva chromatografia (TLC)

Tenkovrstva chromatografia bola vyuZita k sledovaniu priebehu vsetkych
uskutoénenych reakcii. Touto chromatografickou metodou je mozne rychlo a jednoducho
detekovat pritomnost organickych latok, tak isto amidov a kyselin vzniknutych
biotransformaciou a-substituovanych akrylonitrilov. Stacionarnou fazou pre TLC boli
dogtitky s tenkou vrstvou silikagélu a fluorescenénym indikatorom F2s4 ( Merck) a mobilne

fazy; vyvijacie sistavy zahrnuté v nasledujicej Tabulke 4.

Tabulka 4: Mobilné fazy pre TLC chromatografiu

Sustava ZloZenie zmesi Doba vyvijania (min.)
I CHCls : MetOH (10 : 1) 8-9
11 CHCl; : MetOH (10 : 1) 10
I11 CHCl; : MetOH (8 : 2) 8-9
v CHCl; : MetOH (7 : 3) 9-10
v 2-PrOH : H,O :NH; (7:2:1) 15
VI CHCIl; : MetOH : EtOH : H,0 20
2:4:1:1)

Testované boli vietky vyvijacie sistavy, no ako najlepSie deliace s relativne
najkrat§ou dobou vyvijania sa osved&ili I, II, III. Mobilné fazy IV, V a VI boli pouzivané
v opakovanom vyvijani, pretoze po prvom vyvijani sa dané latky od seba nedostatocne
oddelili a ako druhé negativum tychto faz sa ukazalo posunutie oddelenych latok do Cela
mobilnej fazy. Vzorky a §tandardy o koncentracii 25 mM boli nanaSané kapilarkou a po
vyvijani v mobilnej faze detekované pod UV lampou (254 nm), alebo nasledne detekované
vo vyvijacom roztoku (vid oddiel 4.1.3) a zahriate na 100 “C. Ako UV aktivna latka bol

stanoveny substrat 6a a produkty jeho biotransformacie (6b, 6¢).
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4.5. SPEKTRALNE METODY

4.5.1. Nukledarna magneticka rezonancia (NMR)

NMR spektra boli merané na spektrometri Varian INOVA - 400 (pozorovacia
frekvencia 399.90 MHz pre 'H, 100.56 MHz pre '*C) v ds-DMSO0 (vid' kapitola 2) pri teplote
30°C. Ako vnutorny S§tandard sluzil zvyskovy signal rozpustadla (6u 2.50, &c¢
39.6). Chemické posuny a interakéné konstanty v '"H NMR spektrach boli odpogitané zo
spektier ziskanych doplnenim dat o dvojnasobny poc¢et bodov pamiiti a pred Fourierovou
transformaciou vynasobenych véZiacich funkcii zvy$ujucich rozliSenie (exponencidla so
zapornym exponentom plus Gaussova funkcia). Pri '>C NMR spektrach bolo naopak
pouzité umelé rozsirenie ¢iar (1 Hz) kvdli zvySeniu pomeru signdl/Sum. Chemické posuny
st uvadzané v 8-stupnici (ppm), interakéné konstanty v Hz. Pouzité digitdlne rozlisenie
(0.05 a 0.67 Hz pre 'H resp. '°C) opréaviiuje k uddvaniu chemickych posunov proténov s
platnostou na tri, pri uhliku na dva a proténovych inerak¢énych konStant na jedno

desatinné miesto.®

4.5.2. Hmotnostna spektrometria (MS)

Molekulova hmotnost’ produktov biotransformacii (vid' oddiel 4.1.4) bola merand
na spektometri Finnigan Mat 95 (Nemecko). Produkty boli podrobené ionizacii rychlymi
atomami FAB (vid' kapitola 2), ako zdroj neutrdlnyh &astic bol pouzity Xe.Urychl'ovacie
napitie bolo 5 kV a ako pouziivané matrice sluzili glycerin a nitrobenzylalkohol.

Niektoré produkty (vid' kapitola 5) boli zmerané na LCQ DECA spektrometri
Finnigan. Ku generovaniu pozitivnych a negativnych i6nov bola pouZitda iénizacia
elektrosprejom (ESI) (vid' oddiel 2) pri iénizaénom napiti 3 kV. Vzorky boli rozpustené v
zmesi metanol : voda v pomere (1:1) a zavddzané do ESI iénového zdroja pomocou

nehrdzavej kapilary.
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4.6, IZOLACNE TECHNIKY

4,6.1. Extrakcia

Po ukon&eni reakcie bolo pH média upravené v pripade izolacie amidov pomocou
IM NaOH na hodnotu pH 83. V pripade izolacie kyselin bolo pH média upravené
pouzitim 1M HCI na hodnotu pH 2. Potom bola uskutocnena trojnasobna extrakcia
etylacetatom. Etylacetatové frakcie boli spojené, vysuSené bezvodym siranom sodnym,

zfiltrované a odparené na vakuovej odparke. Produkty boli analyzované HPLC, TLC,
NMR a MS (vid kapitola 5).
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5. VYSLEDKY A DISKUSIA

Skupina nitrilov, ktoré boli popisané ako substraty réznych nitrilhydrataz a nitrilaz,
obsahuji stovky latok. Patria medzi ne nitrily alifatické - nasytené aj nenasytené,
aromatické, heteroaromatické, arylalifatické aj alicyklické. K biokatalyzatorom
s neobvykle Sirokou substratovou Specifitou patria bunky kmefia R equi A4
a nitrilhydratéza z neho purifikovana, ktora je pouzivand v tejto praci. Doposial bolo
najdenych viac ako 60 nitrilov, ktoré st touto nitrilhydratazou transformované na prisluiné
amidy.>” ** 3% 415 CiePom nizsie popisanych pokusov je rozsirit poznatky o substratovej
Specifite nitrilhydratazy a amidazy z bakteridlneho kmenia R. equi A4,

Jednym z prnych popisanych substratov bakterialnych nitrilhydrataz je akrylonitril.
Skutocnost, Ze k tomuto nitrilu vykazovali mnohé nitrilhydratazy (z Rhodococcus sp. N-
774, Rhodococcus sp. J-1 a Pseudomonas chlororaphis B23;> vysoku aktivitu, bola
vyuzita v priemyslovej vyrobe akrylamidu. Predpokladom uspesneho vyrobného postupu
bolo aj to, ze akrylamid nebol enzymovym systémom spominanych baktérii dalej
hydrolyzovany a nevznikala tak kyselina akrylova ako neziaduci kontaminant produktu.

O biotransforméaciach a-substituovanych akrylonitrilov (vid Obr. 7) nebolo viak
zatial' ni¢ publikované. Tieto latky su pri tom uZitoénymi intermediatmi organickych
syntéz, medzi ktoré patria tiez postupy vedice k biologicky aktivnym latkam ako su
laktony, alebo ulosonové kyseliny. Tak ako aj nitrilhydrataza, tak aj celé bunky
mikroorganizmu R. equi A4 boli pre svoju §iroku substritovi Specifitu perspektivnymi
biokatalyzatormi pre transformécie akrylonitrilov substituovanych v polohe o- na prislusné
amidy a eventudlne karboxylové kyseliny (v priprade vyuZitia celobunkového
biokatalyzatora). V niektorych pripadoch bola konverzia nitrilov na amidy v preparativnej
priprave uskuto¢nena pomocou celych buniek. Tento spdsob je vyhodny pre ovela nizsiu
naro¢nost, aj cenu pripravy celobunkového biokatalyzatora.

Nizsia aktivita nitrilhydratazy vo&i substratom testovanym v tejto praci v porovnani
s alifatickymi nitrilmi (napr. propiénitrilom;>®) nie je prekvapiva, lebo elektrony dvojite;
vazby mozu zniZovat reaktivitu nukleofilnej kyanoskupiny pri hydratacii nitrilu.
Vyznamnt lohu mézu hrat tiez stérické vplyvy (vetvenie uhlikatého retazca a pritomnost’

objemnych funkénych skupin).
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5.1. Stanovenie nitrilov a produktov ich enzymovej transformacie

Pre stanovenie substratov a produktov biokonverzii bolo potrebné zvolit vhodné
metody kvapalinovej HPLC (na reverznej a na chiralnej kolone) a TLC. Vzhl'adom k tomu,
Ze sa jedna o latky, u ktorych neboli analytické metody v literatire doposial’ uvedené, bola
prislusna metodika vypracovani v ramci tejto $tidie. Taktiez boli vypracované metody
reverznej HPLC pre vacSinu substratov (nitrily 1a - 8a) a niektoré amidy (1b, 2b, 5b - 8b)
a karboxylové kyseliny (lc, 2¢, 5¢-8¢) (vid' Tab. 5). U ostatnych latok, kde se zatial
nepodarilo ndjst vhodné metody separacie nitrilov od amidov a karboxylovych kyselin
pomocou HPLC na reverznej koléne (napr. z ddvodov vysokej polarity latok), boli k
monitorovaniu biotransformacii a kontrole ¢istoty produktov vyuZité metédy tenkovrstvej
chromatografie, t.j. zvolené vhodné mobilné fazy pre separaciu latok na tenkej vrstve
silikagélu (vid’ Tab. 4). Priradenie pikov (v pripade HPLC) a $kvrn (v pripade TLC) v
chromatogramoch k prislu$nym latkam vyZadovalo izolaciu produktov a ich identifikaciu
pomocou spetroskopickych metéd (NMR a MS). Pomocou tychto merani, ktoré boli
uskutoCnené v Laboratoriu molekularnej $truktury Mikrobiologického tstavu AV CR, boli
stanovené Struktiry takmer vietkych produktov transformacii. >*C NMR umoznila jasne
rozliSit' nitrily od produktov biotransformacii, avsak v oblasti rezonancii skupin CONH,; a
COOH dochadza k vzajomnym prekryvom, ¢o znemoziiuje *C NMR spektometrii urcit
prislusnu skupinu amidu, alebo kyseliny. V '"H NMR spektrach meranych v rozpustadlach
(DMSO) potladujucich vymenné procesy, amidové protéony neboli magneticky
ekvivalentné. V pripade latok, u ktorych boli tieto amidové protony detekované, tak bolo
mozné odlisit amidy a kyseliny pomocou 'H NMR. Velmi spolahlivo boli od seba
odliSené nitril, amid a kyselina pomocou MS, kedZe tieto latky sa od seba lidia & uz
molekulovymi hmotnostami, tak aj elementarnym zloZzenim.

S chiralnymi chromatografickymi kolonami, ktoré boli k dispozicii (t.j. Chiral-AGP
a Chiral-HSA), boli vypracované metody pre rozli§enie enantiomérov u substratov 6a a 7a
(vid’ Tab. 3). Tieto kolony viak neboli vhodné pre rozli§enie enantiomérov prislusnych
amidov (6b, 7b) a karboxylovych kyselin (6¢, 7c) a ani ostatnych nitrilov. Identifikovanie
izomérov (R, §) bolo mimo ramec tejto prace. Separécia aspoii dvoch substratov
nitrilhydratazy viak umoznila predbeZny zaver o nizkej enantioselektivite nitrilhydratazy k
substratom so stereogennym uhlikom v polohe B- vzhl'adom ku kyanoskupine (vid' oddiel

5725.8),
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Tab. 5: Separacia nitrilov, amidov a karboxylovych kyselin pomocou HPLC

na reverznej kolone

Zlicenina® Mobilna faza Retenc¢ny ¢as (min.)
la 10 % acetonitril + 0,1 % H3POy4 6,0
1b 10 % acetonitril + 0,1 % H;PO, 3,4
1¢ 10 % acetonitril + 0,1 % H;PO4 2,1
2a 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO, 6,0
2b 10 % acetonitril + 0,1 % H;PO, 3.4
2c 10 % acetonitril + 0,1 % H;PO, 2,1a1,3°
3a 10 % acetonitril + 0,1 % H;3PO4 42,1
4a 10 % acetonitril + 0,1 % H3POy4 3,6
4d 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO4 1,8
Sa 10 % acetonitril + 0,1 % H3POy 3,0
5b 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO, 2,7
5¢ 10 % acetonitril + 0,1 % HsPOy4 22
6a 10 % acetonitril + 0,1 % H3POy4 26,4
6b 10 % acetonitril + 0,1 % H3;POy4 12,0
6¢ 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO4 53
7a 10 % acetonitril + 0,1 % HyPO4 2,9
7h 10 % acetonitril + 0,1 % H3;POy4 2.0
7c 10 % acetonitril + 0,1 % H3POy 1,6
8a 10 % acetonitril + 0,1 % H;PO, 2,8
8b 10 % acetonitril + 0,1 % HzPO4 2.1
8c 10 % acetonitril + 0,1 % H;PO4 1.5

“vid’ Obr. 7

® chemicky pripravena latka
K separaciam bola pouzita kolona Nova-Pak Cg column (5 pm, 3,.9 x 150 mm, Waters) za

podmienok uvedenych v oddieli 4.4.1.1.
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Tabulka 6: Separacia nitrilov pomocou HPLC na chiralnej kolone

Zlucéenina® Mobilna fiza Retenc¢ny Cas (min.)
6a 10 mM NaP + 1 mM DMOA 2.9 a 7.8
7a 10 mM NaP + 1 mM DMOA 1,6 a 2,1
*vid’ Obr. 7

K separaciam bola pouzita kolona AGP 100.4, 100 x 4 mm, Sum silikagél za podmienok
uvedenych v oddieli 4.4.1.2
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5.2. Biotransformacie 2-(3"-butenyl-2"-hydroxy)-akrylonitrilu

2-(3-Butenyl-2-hydroxy-)-akrylonitril 1a bol purifikovanou nitrilhydratazou l'ahko
hydratovany na prislu§ny amid 1b (vid Obr. 8).

1b: 'H NMR: 2.309 (1H, ddd, J = 1.0, 7.2, 13.6 Hz, H-3a), 2.359 (1H, ddd, J = 1.0,
5.8, 13.6 Hz, H-3b), 4.050 (1H, m, H-4), 4.976 (1H, d, ] = 4.6 Hz, OH), 4.979 (1H, ddd, J
=14, 2.1, 10.4 Hz, H-6a), 5.119 (1H, ddd, J = 1.5, 2.1, 17.2 Hz, H-6b), 5.349 (1H, ddd, J
= 1.0, 1.0, 1.2 Hz, H-1‘a), 5.731 (1H, d, J = 1.2 Hz, H-1°b), 5.795 (1H, ddd, J = 5.5, 10.4,
17.2 Hz, H-5), 6.959 (1H, br s, NH-a), 7.490 (1H, br s, NH-b).
“C NMR: 40.3 (t, C-3), 70.4 (d, C-4), 113.5 (t, C-6), 120.9 (t, C-1°), 141.2 (s, C-2), 141.
MS(FAB) 164[M+Na]® [C7H;;0:N]

1b bol detekovany pomocou HPLC a TLC ako intermediat aj v pociatoénej faze
biotransformacii substratu 1a celymi bunkami a potom pomaly transformovany na
prisluSnu karboxylovi kyselinu 1c (vid Obr. 8). Reak¢éné podmienky danej konverzie s

zahrnuté v nasledujlcej Tabul'ke 7.

lc: 'H NMR: 2.238 (ddd, 1H, J = 0.7, 7.9, 13,2 Hz, H-3a), 2.349 (ddd, 1H, ] = 0.6,
3.4, 13.2 Hz, H-3b), 3.964 (m, 1H, J = 1.4, 1.5, 3.4, 5.1, 7.9 Hz, H-4), 4.918 (ddd, 1H, ] =
1.4,2.5, 10.4 Hz, H-6;5), 5.054 (ddd, 1H, J = 0.6, 0.7, 3.4 Hz, H-7a), 5.131 (ddd, 1H, J =
1.5, 2.5, 17.1 Hz, H-64ars), 5.686 (d, 1H, J = 3.4 Hz, H-7b), 5.800 (ddd, 1H, J = 5.1, 10.4,
17.1 Hz, H-5).

*C NMR: 418 (C-3), 71.9 (C-4), 112.0 (C-6), 119.5 (C-7), 143.2 (C-5), 146.0 (C-
2), 171.7 (C-1).

MS(FAB) 165[M+Na]" [C7H;005]

K priprave amidu by preto popri purifikovanej nitrithydratizy bolo mozné vyuzit
tieZ celobunkovy biokatalyzator. Nitrilhydratazova aktivita celych buniek totiz v pripade
tohto substratu vyrazne prevy§uje amidazovi aktivitu k prislu§nému amidu a reakciu je
potom mozné zastavit v okamihu, ked’ v reakCnej zmesi prevlada amid. Vzhladom

k nizkej aktivite amidazy vo&i tomuto amidu neprebehla reakcia s amidazou az do Uplnej
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konverzie amidu a k izolacii prisluinej karboxylovej kyseliny bola preto pouzita

preparativna HPLC (vid’ oddiel 4.4.1.1).

NCTW% nitrilhydrataza HzNOCT/\/\
| "

OH pH 7.5, 32°C
la 1b
NCT/\[//\ Rhodococcus equi A4 HOOCTY\
‘ OH celé bunky - OH
la Ic

Obr. 8: Biotransformacie 2-(3'-butenyl-2"-hydroxy)-akrylonitrilu 1a

purifikovanou nitrilhydratazou a celymi bunkami R. equi A4

Tabulka 7.  Vytazky biotransformacii
2-(3'-butenyl-2"-hydroxy)-akrylonitrilu 1a; vid’ Obr. 8)

Substrat Biokatalyzator  Reakény Nezreagovany Produkt  Vytazok

¢as [h] substrat [%] [%%]
la nitrilhydrataza 0,5 0 1b 67
(25mM) (3 mg proteinu (izolovany)
/100 ml)
Ia celé bunky 7 0 1c 42°
(10mM) (4,4 g susiny /11) (izolovany)

* purifikacia preparativnou HPLC
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5.3. Biotransformacie 2-(2"-hydroxy-3",3"-bis(metoxy)propyl)-
akrylonitrilu

Ked bol 2-(2’-hydroxy-3’,3'-bis(metoxy)propyl)-akrylonitrilu 2a pridany do
reakénej zmesi v rovnakej koncentracii ako predchadzajuci substrat 25 mM, nebol
pomocou chromatografickych metod ani po jednom dni zisteny produkt. Koncentracia
substratu bola preto znizena na 2,5 mM. V tomto pripade bol po 20 hodinach detekovany
produkt, ktory bol izolovany preparativnou HPLC aidentifikovany ako amid 2b (vid
Qbr: 9

2b: 'H NMR: 2.111 (1H, dd, J = 9.3, 14.3 Hz, H-3a), 2.478 (1H, dd, ] =3.0, 143
Hz, H-3b), 3.304 (6H, s, 2 x CH;0), 3.546 (1H, ddd, J=3.0, 5.6, 9.3 Hz, H-4), 4.053 (1H,
d. 1 =56 Hz, H-5), 5362 (1H, m, H-1"a), 5.730 (1H, d, J = 1.4 Hz, H-1’b), 6.971 (1H, br
s, NH-a), 7.486 (1H, br s, NH-b).

13C NMR: 34.93 (1, C-3), 54.02 (q, CH;0), 54.64 (g, CH;0), 69.54 (d, C-4), 106.76
(d, C-5), 120.23 (t, C-1°), 141.77 (s, C-2), 170.24 (s, C-1).

Vytazok tohto amidu sa trocha zlepsil po cca. patnasobnom zvy§eni koncentracie
nitrilhydratazy v reakénej zmesi (vid' Tab. 8). PouZitie pomerne vysokych koncentracii
enzymu v reakénej zmesi je vak nevyhodne pre velku spotrebu daného enzymu a jeho
samotna purifikacia z R. equi A4 je vel'mi pracna.

Pomocou celych buniek bola z nitrilu 2a pripravena prislusna kyselina 2¢ v dobrom

vytazku (vid Obr. 9, Tab. 8).

2¢: '"H NMR: 2.206 (1H, ddd, J = 1.0, 8.5, 13.3 Hz, H-3a), 2.336 (1H, ddd, J = 0.9,
2.6, 133 Hz, H-3b), 3.273 (3H, s, CH;0 ), 3.283 (3H, s, CH;0 ), 3.382 (1H, ddd, ] = 2.6,
6.1, 8.4 Hz, H-4), 3.976 (1H, d, J = 6.1 Hz, H-5), 5.017 (1H, ddd, J = 0.9, 1.0, 3.5 Hz, H-
6a), 5.657 (1H, d, J = 3.5 Hz, H-6b).

Be NMR: 36.3 (C-3), 53.3 (CH;0), 54.4 (CH;0), 71.0 (C-4), 106.7 (C-5), 119.4
(C-6), 146.6 (C-2), 171.1 (C-1).

MS(FAB) 213[M+Na]" [CsH140s]
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Tato latka bola ako jedina z produktov pripravenych v tejto praci ziskana tie>
chemickou cestou (spolupracujicim laboratériom Univerzity B. Pascala v Clermont-
Ferrard). Retenény &as, pri ktorom bola tato chemicky pripravena kyselina 2¢ eluovana
z kolony sreverznou fizou, sa viak prekvapivo nezhodoval sretenénym &asom latky
ziskanej biotransforméaciou (vid’ Tab. 5), hoci ta bola spektrometricky identifikovans ako
kyselina 2¢ (vid' Tab. 5). Je to mo¥né vysvetlit' tym, Ze za podmienok biotransformacie
pravdepodobne dochadza k vzniku lakténu z dvoch, alebo viac molekul tejto latky, ktora
vedl'a karboxylovej skupiny obsahuje aj skupinu hydroxylovi. Skutoénost, e sa jedna
o dimér, alebo oligomér, nemdzeme pomocou NMR stanovit. Za podmienok MS zrejme

dochédza k jeho rozpadu.

Dévodom nizsej reaktivity nitrilu 2a pri enzymovej hydratacii st pravdepodobne
stérické efekty rozvetveného retazca. Je zname, Ze aktivita nitrilhydratazy je obmedzens
na substraty pomerne malych rozmerov molekuly.

PretoZe kyselina 2¢ a pripadne aj amid 2b maju byt’ vyuZité pri chemickej syntéze
ulosonovych kyselin (v spolupraci s francizskym laboratdriom), bolo potrebné pripravit’
ich v mnozstve stoviek miligramov. Tieto preparativne pokusy boli vykonané pomocou
celych buniek z dévodov velkej spotreby biokatalyzatora. Takto bola Ziadana kyselina

pripravena v dobrom vytazku (vid’ Tab. 8).

V pripade nitrilu 2a boli na rozdiel od predchadzajiceho substratu 1a rychlosti
reakcii riadenych nitrilhydratdzou a amidazou porovnatelné a ddsledkom toho bolo
obtiazné reakciu zastavit vo faze, ked by v reaknej zmesi vyrazne prevladal amid.
Reakcia bola preto ukongena vo faze, ked’ vedl'a amidu bol v reakCnej zmesi eSte pritomny
nitril. Ten bol vzhladom k ovela nizSej polarite lahSie separovatelny od amidu
(vytrepanim do etylacetatu) ne karboxylova kyselina. Amid 2b bo] tak pripraveny
v dobrom vytazku a v Ziadanom mnoZstve (vid Tab. 8). Tento pokus vyzadoval aplikaciu
buniek s velmi vysokou nitrilhydratazovou aktivitou. Tie boli preto pouzité ihned’ po
kultivacii a neboli skladované pri -18 °C, aj ked strata aktivity spdsobena tymto

uchovavanim enzymu nie je spravidla prili§ vyznamn4 (ubytok aktivity < 20 % za tyzdet).
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OCH; OCH;

NCWA%OCHg nitrilhydrataza HzNOCj(\\rKOCHs
' OH pH7.5,32°C OH

2a 2b
OCH; OCH;
NC j HOOC )
\[/\ ]/< OCH; Rhodococcus equi A4> T\YK OCH;
| OH celé bunky OH
2a 2c

Obr. 9: Biotransformacie 2-(3°,3"-bis(metoxy)-2’-hydroxypropyl)-akrylonitrilu 2a

purifikovanou nitrilhydratdzou a celymi bunkami R. equi A4

Tabulka 8:  Vytazky biotransformécii
2-(3’,3"-bis(metoxy)-2 -hydroxypropyl)-akrylonitrilu 2a (vid’ Obr. 9)

Substrat  Biokatalyzitor Reakény Nezreagovany Vytazok
Gaslh]  substebf [ OO [%]
2a nitrilhydrataza 20 26 73
(2,5 mM) (15 mg proteinu/l) (analyticky)
2b 27
nitrilhydratéza 18 0 (izolovany)
(73 mg proteinu/l) 90
(analyticky)
2a celé bunky 7 0 2c 40
(2,5 mM) (4,4 g susiny/l) (izolovany)
2a celé bunky 33 0 2c g3t
(10 mM) (2,2 g susiny /1) (izolovany)
2a celé bunky 2 20 2b 70°
(5 mM) (2,8 g susiny /1 (izolovany)

“purifikacia preparativnou HPLC

b _ N ; v
izolacia extrakciou (v preparativnom mnozstve cca. 500 mg)
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5.4.  Biotransformacie 2-(2-acetoxy-3",3"-bis(metoxy)propyl)-
akrylonitrilu

Dalsi o-substituovany akrylonitril 3a nestici v postrannom ret’azci acetoxyskupinu
miesto hydroxylu bol celymi bunkami R. equi A4 a nitrilhydratdzou transformovany na
rovnaké produkty ako predchadzajici substrat 2a, t.j. karboxylovu kyselinu a jej amid 2b
(vid” Obr. 10 a Tab. 9), ¢o je dosledok deacetylacii vychodzieho substratu. Je
pravdepodobné, Zze bunky R egui A4 obsahuju esterazu, ktorej vyskyt je
u mikroorganizmov bezny. Pdsobenie esterazy sa prejavilo i v pripade d’alsich nitrilov
obsahujucich v molekule d'al3ie esterové vizby, napr. metyl kyanobenzoaty,* alebo metyl
kyanobutanoaty.*' Pri tychto latkach viak esterazy len mierne znizovali vytazky
produktov, metylamidokarboxylatov a prislu§nych hemiesterov. Zda se, e aktivita
esterazy R. equi A4 zavisi na polarite substratov.” Esterové vizby nepolarnych latok su
hydrolyzované vo vic3ej miere neZ pri latkach polarnych. Nitril 3a je pravdepodobne pre
svoju nizku polaritu dobrym substratom tejto esterazy a dochadza k jeho intenzivnej
deacetylacii hned’ v pociato&nej faze reakcie.

PretoZe k deacetylacii dochadzalo aj vtedy, ked bol ako substrat pouZity
purifikovany enzym, je pravdepodobnd pritomnost zvyskovej esterazovej aktivity
v pouZitom preparate nitrilhydratazy. T4 podla elektroforézy (SDS-PAGE) vykazovala
vysoku Cistotu, nebola viak celkom homogénna. Aby bol enzym pre biotransformécie
ziskany v dobrom vytazku, bola jeho purifikicia obmedzena na dva chromatografické
kroky.*® (Homogénny enzym bol pouZity iba pre stanovenie molekulovej hmotnosti
a sekvenovanie.) V pripade ostatnych doposial $tudovanych nitrilov s acetylovymi

¥4 viak tato esterdzova aktivita nepredstavovala ziadny problém. To

skupinami
potvrdzuje, Ze nitril 3a bol neobytajne vhodnym substratom pre esterazu z R. equi A4.
Latka, ktera by mohla byt prisluinym amidom 3b so zachovanou esterovou vizbou, bola
detekovana pomocou HPLC (RT = 9,2 min v mobilnej faze obsahujicej 10 % acetonitrilu
vo vode s 0,1 % kyselinou fosforetnou), pre nizke percentualne zastipenie v komplexnej
reakénej zmesi viak nebola izolovana.

Na rozdiel od esterovych vizieb nebola hydrolyza metoxyskupin substratov zistena.

To sahlasi s pozorovanim o stabilite esterovych vazieb k mikrobialnemu 3tiepeniu,

tykajuceho sa napr. metyl-3-O-benzyl-4-kyanobutanoatu.*!
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T\\‘/< OCH, nitrilhydrataza
OCOCH; pH75,32°C
da
OCHj

OCH;

H,NOC
\H/\ OCH;
OH

NC
7‘/\ OCH;  Rhodococcus equi A4
OCOCH;3 celé bunky
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2b
OCH,
HOOC
W/w/ocm
OH
2c

Obr. 10:Biotransformécie 2-(2"-acetoxy-3",3 -bis(metoxy)propyl)-akrylonitrilu 3a

purifikovanou nitrilhydratazou a celymi bunkami R. equi A4

Tabulka 9:  Vytazky biotransformécie

2-(2"-acetoxy-3",3"-bis(metoxy)propyl)-akrylonitrilu 2a (vid’ Obr. 10)

Substrit  Biokatalyzitor  Reakény Nezreagovany Produkt Vytazok

¢as [h] substrat [%] [%0]

3a nitrilhydrataza 24 10 2b 76
(2,5mM)  (73mg proteinu/l) (analyticky)

3a celé bunky 67
25mM) (44gsusingl) 48 0 g (analyticky)

25°

(izolovany)

* purifikacia preparativnou HPLC



5.5. Biotransformacie 2-(2 .acetoxy-1"-hydroxyetyl)akrylonitrilu

Pri  biotransformacii 4a 2-(2'-acetoxy-1'-hydroxyetyl)akrylonitrilu bunkami
R. equi A4 bol ziskany produkt, pri ktorom sme predpokladali $trukturu amidu 4b, no
analyza NMR ukéazala v spektre tejto vzorky heteronuklearnu korelaciu medzi
oxymetylénom a kvartérnym signalom s chemickym posunom dc = 169.6 ppm. Okrem
toho bol uhlikovy signal metylénu posunuty smerom k niz§iemu pol'u (8¢ =73.3 ppm), €o
odpoveda substitdcii na atdme kysliku. Tieto informacie dovol'uju predpokladat, ze pocas
biotransformacie doglo k vzniku lakténu a nie amidu (vid Obr. 11). O tom svedZi aj
chybajuci acetylovany zvySok a spontanne uzavretie zlGCeniny do kruhu. MS sa
nepodarilo potvrdit’ molekulovii hmotnost laktonu. Tento produkt, o-metylén-y-lakton 4d,
ktory sa vyskytuje v prirodnych terpenoidovych laktonoch, vykazuje inhibi¢nl vlastnost
v rastove] faze baktérii a hib. Okrem tejto antibiotickej vlastnosti ma aj protinadorovii —
potlaga SOS- indukovand aktivitu troch mutagénov a antisekticidivnu aktivitu.*” Reakéné

podmienky su zobrazené v Tabul'ke 10.

4d: "H NMR: 3.973 (1H, dd, ] = 3.8, 9.5 Hz, H-4a), 4.449 (1H, dd, ] = 6.7, 9.5 Hz,
H-4b), 4.816 (1H, m, H-3), 5.948 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-1’a), 6.180 (1H, d, ] = 2.1 Hz, H-
1'b).

BC NMR: 66.2 (d, C-3), 73.3 (t, C-4), 124.9 (t, C-1°), 138.8 (s, C-2), 169.6 (s, C-1).

Podl'a HPLC mdzeme predpokladat, Ze pdsobenim purifikovaného enzymu tiez
vznika o-metylén-y-laktonu (podla zhody retentnych Easov produktov ziskancho touto
biotransformaciou a Standardu izolovaného z reakénej zmesi s celobunkovym
biokatalyzatorom).

Vznik lakténu sveddi o tom, Ze sa pri latke 4a opédt prejavilo pdsobenie
mikrobialne] esterazy; aj tento nitril bol podobne ako nitril 3a vhodnym substratom pre

tento enzym.
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CH,
OH
il

NC_ OAc Rhodococcus equi A4 HO =
celé bunky -0

4a 4d
Obr. 11:Biotransforméacie 2-(2'-acetoxy-1'-hydroxyetyl)akrylonitrilu 4a
celymi bunkami R. equi A4

Tabulka 10: Vytazok biotransformacie
2-(2"-acetoxy-1'-hydroxyetyl)akrylonitrilu 4a, (vid’ Obr. 11)

Substriat  Biokatalyzditor  Reakény Nezreagovany Produkt Vytazok

cas substrat [%] (%]
(h]
4a nitrilhydrataza 15 min. 0 4d 84
(2,5 mM) (75mg (analyticky)
proteinu/11)
4a celé bunky 2,5 0 4d 97

(25 mM) (3,3 g susiny/11) (izolovany)
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5.6. Biotransformacie 2-(2"-hydroxypropyl)-akrylonitrilu

2-(2'-hydroxypropyl)-akrylonitril 5a poskytoval biotransforméaciou s celymi

bunkami prislusnt karboxylovu kyselinu Sc (vid’ Obr. 12).

Sc: 'H NMR: 1.024 (3H, d, ] = 6.2 Hz, H-5), 2.235 (1H, ddd, J = 1.1, 5.9, 13.5 Hz,
H-3a), 2.317 (1H, ddd, J = 1.1, 7.0, 13.5 Hz, H-3b), 3.755(1H, m, H-4), 5.590 (1H, m, H-
1’a), 6.049 (1H, d, J = 2 Hz, H-1"b).

3C NMR: 23.26 (q, C-5), 41.50 (t, C-3), 64.90 (d, C-4), 126.11 (t, C-1"), 138.60 (s,
C-2), 168.30 (s, C-1).

MS(ESI) 129[M-H]" [CsHs0;]

Reakéné rychlosti nitrilhydratazy k 5a a amidazy k amidu Sb boli v tomto pripade
porovnatené a pomocou celych buniek potom nebolo mozné pripravit' tento amid.
Rychlost konverzie nitrilu a tiez amidu bola vel'mi nizka, takZe kyselina Sc bola
pripravena po pomerne dlhej reakénej dobe. Pretoze aktivita nitrilhydratazy k tomuto
substratu bola nizka, nebol pre preparativny pokus pouzity purifikovany enzym (pre jeho
prepokladan prili§ velku spotrebu). Dovodom nizkej aktivity nitrithydratiazy k substratu
5a by mohla byt pritomnost kyslikového atomu v polohe &-. Heteroatomy v tejto polohe
sa mozu viazat v aktivnom centre nitrilhydratazy a interferovat’ s hydrataciou nitrilovej

skupiny.®

NC CH; HOOC CH;
W/Y Rhodococcus equi A4 Tl/\\(
OH - OH

celé bunky
Sa 5¢

Obr. 12 Biotransformécie 2-(2'-hydroxypropyl)-akrylonitrilu Sa celymi bunkami
R equi A4
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Tabul'ka 11:Vytazok biotransformacie 2-(2’-hydroxypropyl)-akrylonitrilu 5a,(vid’ Obr. 12)

Biokatalyzitor ~ Reakny Nezreagovany Produkt Vytazok [%]

Substrait
¢as [h] substrat [%]
Sa celé bunky 55 0 5 39
(25 mM) (4,4 g susiny/l) (izolovany)
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5.7. Biotransformacie 2-(2'-fenyl-2 -hydroxymetyl)-akrylonitrilu

2-(2'-Fenyl-2’-hydroxymetyl)-akrylonitril 6a bol celymi bunkami lahko
transformovany na prisluiny amid 6b. Nitrilhydrataza z R. equi A4 sa vyznaCuje dobrou
aktivitou pre arylalifatické nitrily, napr. 2- arylpropi(')nitrily.38’56 Vplyv aromatického jadra
na elektrénovu hustotu na uhliku nitrilovej skupiny neinhibuje aktivitu nitrilhydratazy,
aj ked’ tato aktivita je niz$ia k arylalifatickym nitrilom, neZ nitrilom alifatickym ako napr.
k propiénitrilu. Toto pozorovanie sa potvrdilo aj v pripade nitrilu 6a. Rovnaky produkt
ako pri pouZiti celych buniek bol ziskany aj pomocou enzymu, ako bolo zistené pomocou

Tl a HPLG,

6b: 'H NMR: 5.507 (1H, m, H-3), 5.601 (1H, m, H-1"a), 5.673 (1H, d, J = 4.9 Hz,
OH), 5.809 (1H, m, H-1"b), 6.955(1H, br s, NH-a), 7.221 (1H, m, H-para), 7.267 - 7.349
(4H, m, H-ortho, H-meta), 7.420 (1H, br s, NH-b).

BC NMR: 71.23 (d, C-3), 117.57 (t, C-1°), 126.70 (d, C-ortho), 126.92 (d, C-para),
127.89 (d, C-meta), 143.28 (s, C-ipso), 147.46 (s, C-2), 168.71 (s, C-1).

Dalgia konverzia intermediatu 6b bola velmi pomala (vid Obr. 13). Toto
pozorovanie je v stlade s poznatkom o velmi nizkej aktivite amidaz k arylalifatickym

% Vychodzia koncentracia nitrilu 6a musela byt pri tom zniZena, aby bol

amidom.
zaruCeny dobry stupen konverzie substratu. Dal3i produkt bol ziskany aZ po dvojdiiovej
inkubécii substratu s bunkami. Jednalo sa pravdepodobne o karboxylovii kyselinu 6c.
Podla NMR sa mdZe jednat aj o kyselinu 6¢, tak aj o amid 6b. Hmotnostnej
spektrofotometrii sa v tomto pripade nepodarilo ziskat' reprodukovatelny vysledok (za
podmienok tohto merania dodlo zrejme k polymerizacii produktu s karboxylovymi a
hydroxylovymi skupinami, pretoze molekulova hmotnost’ bola podstatne vySSia, neZ

otakavana). AvSak skutonost, Ze sa tento produkt pomocou TLC deli od prislusneho

amidu, naznacuje Struktiru 6c.
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6¢: 'H NMR: 5.424 (1H, dd, J = 1.1, 1.6 Hz, H-3), 5.915 (1H, dd, J = 1.6, 2.0 Hz,
H-1’a), 6.145 (1H, dd, J = 1.1, 2.0 Hz, H-1°b), 7.223 (1H, m, H-para), 7.264 — 7.339 (4H,
m, H-ortho, H-meta).

3¢ NMR: 70.77 (d, C-3), 122.80 (t, C-1°), 127.03 (d, C-ortho), 127.08 (d, C-para),
127.99 (d, C-meta,), 143.45 (s, C-ipso), 145.01 (s, C-2), 167.34 (s, C-1).

Enantioméry nitrilu 6a se velmi dobre delili na chiralnej chromatografickej kolone
Chiral-AGP. Preto mohla byt skumana pripadna enantioselektivita enzymu k tomuto
substratu. Sledovanie spotreby obidvoch enantiomérov substratu pri jeho biotransformacii
purifikovanou nitrilhydratazou naznatilo urgitu, aj ked vel'mi nizku enantioselektivitu

enzymu. Enantiomérny prebytok e.e. jedného z izomérov bol 56 % pri 92 %-nej konverzii

substratu.
OH OH
NC HOOC
\H Rhodococcus equi A4 ’ O
celé bunky
6a 6b
OH OH
NC H,NOC
\H nitrilhydrataza : <D
pH 7.5, 32°C
6a 6c
Obr. 13; Biotransformécie 2-(2'-fenyl-2’-hydroxymetyl)-akrylonitrilu

6a nitrilhydratazou a celymi bunkami R. equi A4
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Tabulka 12:  Vytazky biotransformacii

2-(2'-fenyl-2"-hydroxymetyl)-akrylonitrilu 6a, (vid’ Obr. 13)

Substrat  Biokatalyziator  Reakény Nezreagovany Produkt VytaZzok

¢as [h]  substrat [%] [%4]

6a nitrilhydrataza 3 0 6b 69
(2,5 mM) (75mg proteinu/11) (izolovany)

6a celé bunky 2,5 0 6b 70
(25 mM) (4,4 g susiny/l) (izolovany)

6a celé bunky 48 0 6¢c 87

(5mM) (3,3 g susiny/l)

(1zolovany)
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5.8. Biotransformaicie 2-(1 -hydroxybutyl)-akrylonitrilu

Enzymova transformacia 2-(1'-hydroxybutyl)-akrylonitrilu 7a prebiehala podobne
ako v pripade jeho homoldgu 8a. Hydrolyza prebehla 'ahko aZ na karboxylovu kyselinu 7¢

a pre ziskanie jeho amidu 7b bolo potrebné koncentraciu biokatalyzatora podstatne znizit'

7b: 'H NMR: 0.849 (3H, t, ] = 7.1 Hz, H-6), 1.216 — 1.489 (4H, m, H-4, H-5),
4329 (1H, m, H-3), 4.879 (1H, d, J = 5.2 Hz, OH), 5.455 (1H, dd, J = 1.5, 1.5 Hz, H-1"a),
5.668 (1H, dd, ] =0.9, 1.5 Hz, H-1"b), 6.969 (1H, br s, NH-a), 7.426 (1H, br s, NH-b).

3C NMR: 13.92 (q, C-6), 18.43 (t, C-5), 38.45 (t, C-4), 69.07 (d, C-3), 116.54 (t,
C-1°), 148.34 (s, C-2), 169.29 (s, C-1).

MS(ESI) 144[M+H]" [C7H}130,N]

7e: 'H NMR: 0.847 3H, t, J = 7.3 Hz, H-6), 1.257 (1H, m, H-5a), 1.341 (1H, m,
H-5b), 1.430 (2H, m, H-4), 4.053 (1H, m, H-3), 5.099 (1H, dd, J = 1.1, 3.2 Hz, H-1"a),
5.653 (1H, d, ] =3.2 Hz, H-’b).

BC NMR: 13.9 (g, C-6), 18.5 (t, C-5), 39.3 (t, C-4), 71.6 (d, C-3), 116.2 (¢, C-1),
149.3 (s, C-2), 170.6 (s, C-1).

MS(ESI) 143[M-H] [C7H205]

Pri substrate 7a sa podarilo pomocou chiralnej HPLC rozdelit' obidva enantioméry
(vid Tab. 13). K stadiu pripadnej enantioselektivity nitrilhydratazy bol pouzity
purifikovany enzym. Koncentracie obidvoch enantiomérov sa poCas reakcie znizovali
priblizne rovnako rychlo. Enzym potom pravdepodobne nepreferoval ur€ity enantiomer

nitrilu 7a.
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OH OH
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L8 nitrilhydrataza : ~N
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7a 7b
OH OH
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T‘ celé bunky
Ta Tc

Obr. 14:Biotransformacie 2-(1'-hydroxybutyl)-akrylonitrilu 7a nitrilhydratazou
a celymi bunkami R. equi A4

Tabulka 13: Vytazky biotransformacii 2-(1'-hydroxybutyl)-akrylonitrilu 7a, (vid’ Obr. 14)

Substrat Biokatalyzator Reakény Nezreagovany Produkt Vytazok

cas [h] substrat [%0] [%0]
Ta nitrilhydrataza 2.5 0 7b 73
(2,5mM) (75mg proteinu/11) izolovany
7a celé bunky 2.9 0 7b 70
(2,5 mM) (4,4 g susiny/l) izolovany
Ta celé bunky 8 0 Tec 87
(2,5 mM) (3,3 g susiny/l) izolovany
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5.9. Biotransformacie 2-(1'-hydroxyetyl)-akrylonitrilu

Z 2-(1'-hydroxyetyl)-akrylonitrilu 8a bola pomocou celobunkového katalyzatora
pripravena kyselina a amid. Obidve enzymové reakcie — hydratécia nitrilu aj hydrolyza
amidu - prebiehali vel'mi rychlo, tak?e po dvoch hod. uz v reakcnej zmesi prevladala

kyselina 8¢, ktora tak mohla byt izolovana s dobrym vytazkom.

8c: '"H NMR: 1.174 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-4), 4434 (1H, qdd, J = 1.0, 1.7, 6.4 Hz,
H-3), 5.802 (1H, dd, J = 1.6, 2.1 Hz, H-1’a), 6.027 (1H, dd, J = 1.0, 2.1 Hz, H-1'b).

BC NMR: 23.4 (q, C-4), 64.4 (d, C-3), 121.7 (t, C-17), 146.6 (s, C-2), 167.5 (5,C-1).

MS(FAB) 145[M-H]" [CsH:0s]

Pre ziskanie amidu tejto karboxylovej kyseliny bolo nutné niekol'konasobne zniZit
koncentraciu buniek. Pretoze reakéné rychlosti nitrilhydratazy a amidazy boli rozdielné,
bolo mozné biotransformaciu ukonéit v okamihu (po jednej hod. inkubacie), kde
v reakénej zmesi bol pritomny hlavne amid 8b, ktory bol potom izolovany s dobrym

vytazkom.

8b: '"H NMR: 1.147 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-4), 4.471 (1H, m, H-3), 4.931 (1H, br s,
OH), 5.484 (1H, m, H-1"a), 5.663 (1H, m, H-1"a), 6.984 (1H, br s, NH-a), 7.436 (1H, br s,
NH-b).

BC NMR: 23.10 (q, C-4), 65.22 (d, C-3), 115.91 (s, C-1"), 149.21(s, C-2), 169.13
{5,/ Co1);

MS(FAB) 115[M-H]' [CsHyO,N]
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Obr.15: Biotransformacie 2-(1'-hydroxyetyl)-akrylonitrilu 8a nitrilhydrazou
a celymi bunkami R. equi A4

Tabulka 14: Vytazky biotransformacii 2-(1 -hydroxyetyl)-akrylonitrilu 8a, (vid’ Obr. 15)

Substrat  Biokatalyzitor  Reak¢ény  Nezreagovany Produkt Vytazok

¢as [h] substrat [%] [%]
8a celé bunky 1 0 8b 52

(25 mM) (0,54 g susiny/l) (izolovany)
8a celé bunky 2 0 8c 62

(25 mM) (4,4 g suSiny/ml) (izolovany)
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5.10. Biotransformacie 2-(2°,3",4 -trihydroxy-5"-oxyhexanoyl)-
akrylonitrilu, 2-(2°, 3"-dihydroxy-4"-oxypentanoyl)-akrylonitrilu,
2-(2°,3",4",5 -tetrahydroxy-hexanoyl)-akrylonitrilu

Prislusné latky 9a, 10a a 11a (vid’ Obr. 7) boli testované ako substraty na tvorbu
hypotetickych prekurzorov pre syntézu ulosonovych kyselin: KDH (3-deoxy-D-manno-2-
heptoulosonova kyselina) a KDO (3-deoxy-D-manno-2-oktoulosonova kyselina) si
kl'iCové komponenty lipopolysacharidov (LPS) vonkajSej membrany Gram-negativnych
baktérii.’® Syntetické analogy tychto kyselin ako napr. (TIA) acetét 1-tiol-1,2-O-
izopropylidénu, alebo 4-deoxy-7-0x-KDO-8-fosfat'’- su potencialne antibakterialne
inhibitory LPS,*® 3% 19 Doposial’ nebola popisana kompletna syntéza tychto kyselin. Cast
tejto syntézy zahfia dva enzymy: transketolazu (TK) a fruktozu 1,6-bisfosfataldolazu (FB-
aldolaza), ktoré velmi dobre reagujii so substituovanymi butanalmi obsahujicimi o-
hydroxylovii skupinu v postrannom ret'azci.'® Takto boli syntetizované substraty 9a, 10a a
Ila v pripade, Ze substituentom bola nitrilova skupina. Hypotéza zahriiajuca d’alsi krok
syntézy ulosonovych kyselin cez enzymovu hydrolyzu nitrilovej skupiny a ozonolyzu na
C; - uhliku veducu k tvorbe kyselin s hydroxylovymi skupinami v postrannom retazci —
prekurzory KDQO a KDH, nebola v tomto pripade potvrdena. Ddvodom mohli byt stérické
efekty substratov 9a, 10a a 1la, ku ktorym aktivita nitrilhydratizy bola obmedzena na
substraty pomerne malych rozmerov. V tomto pripade amiddzova aktivita nebola
zaznamenand, pretoZe tu nevznikal prislu$ny amid, ktory by bol transformovany na

kyselinu.
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6. ZAVER

Ciel'om tejto prace bolo overit' schopnost’ biotransformacie kmefia Rhodococcus
equi A4 k doteraz netestovanym a-substituovanym akrylonitrilom, délezitym
intermedidtom organickych syntéz vediucim k vzniku biologicky aktivnych latok,
prikladom st laktony, alebo ulosonové kyseliny. Substraty (vid Obr. 7) boli testované
z hl'adiska substratovej Specifity a enantioselektivify enzymoveho systému nitrilhydrataza/
amidaza bakterialneho kmetia R. equi A4, priCom boli vypracované reakéné podmienky,

metody pre izolaciu a stanovenie prislusnych produktov biokonverzii nitrilov (1a - 8a).

Bola vypracovana metoda analyzy na reverznej koléne HPLC pre substraty (nitrily
1a, 2a, 3a, 4a, 5a, 6a, 7a a 8a), amidy (1b, 2b, 5b, 6b, 7b a 8b) a kyseliny (1¢, 2¢, 5S¢, 6c,

7c a 8c¢) s prislu§nymi retenénymi ¢asmi uvedenymi v Tabulke 5 (vid’ oddiel 5.1).

Bola vypracovana metoda analyzy na chiralnej kolone HPLC pre substraty 6a a 7a,
priCom enzym nitrilhydrataza vykazoval pomerne nizku enantioselektivitu k substratu 7a,
koncentracia obidvoch enantiomérov sa zniZovala priblizne rovnako rychlo. Oproti tomu

substrat 6a mal e.e. jedného z izomérov 56 % pri 92 %-nej konverzii.

Bolo izolované velké mnozstvo produktov biotransformacii kmefiom Rhodococcus
equi A4 (1b, 1c¢, 2¢, 4d, Sc, 6b, 6¢c, 7b, 7c, 8b a 8c) a taktiez produktov vzniknutych
biotransforméaciou pomocou &iastoéne purifikovanej nitrilhydratazy (1b, 2b, 4d, 6b, 7b).
Struktira pripravenych amidov a kyselin bola nasledne potvrdena NMR spektroskopiou
(1b, 1c, 2b, 2¢, 4d, 5S¢, 6b, 6¢, 7b, 7c, 8b, 8¢) a molekulové hmotnosti a elementarne
zlozenie bolo potvrdené MS spektroskopiou (1b, 1c, 2¢, S¢, 7b, 7¢, 8b a 8c).

Biotransforméciou celymi bunkami R. equi A4 bol zo substratu 4a pripraveny o-
metylén-y-lakton s 97 % vytazkom, kde bola potvrdena aj aktivita esterdzy k acetilovej

skupine tohto substratu.

Boli testované konverzie substratov (9a, 10a a 11a) pomocou bakterialneho kmeiia
R. equi A4 s predpokladom vzniku prekurzorov ulosonovych kyselin, kde nebola zistena

aktivita nitrilhydratazy pre tieto nitrily.
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