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ABSTRAKT

Cilem diplomove prace bylo ovéfit schopnost kmene A4 naleiejiciho do rodu Rhodococcus
transformovat chiralni on-substitutovane akrylonitrily, které jsou prekursory stavebnich blokfi
pro syntetickou organickou chemii. Zminénjr kmen produkoval kornplex enzymfi —
nitrilhydratasu a amidasu —— umoifiuj 1'01’ transformaci nitrilfi na karboxylové kyseliny s amidy
jako intermediaty.

Transformace on-substitutovanj/ch akrylonitrilfi byla provedena pomoci celych bunek teto
baktérie nebo éasteéné purifikovane nitrilhydratasy. Reakéni produkty byly izolovany a
identifikovany pomoci spektralnich metod jako amidy, kyseliny nebo lakton. Koncentrace
substratfi a produktfl V reakénich smésich byly sledovany pomoci HPLC na reverzni fazi. Pro
tento 1'1c":el byly vypracovany originalni metody, podobné jako methody chiralni HPLC, které
byly Vyuiity ke stanoveni enantiomerni éistoty chiralnich produktfi.

Katalyzatory obsahujici celé bufiky nebo éasteéné purifikovanou nitrilhydratasu byly vhodné
pro pfipravu on-substitutovanj/ch akrylarnidfl a akrylovj/ch kyselin, z niehi nékteré jsou
intermediaty pro syntézu biologicky aktivnich Iatek.

ABSTRAKT

Cilem diplomové préce bylo ovéfit schopnost kmene A4 néleiejiciho do rodu Rhodococcux
lransformovat chirélni ct-substitutované akrylonilrily, které jsou prekursory stavebnich blokL°I
pro syntelickou organickou chemii. Zminény kmen produkoval komplex enzymfi —
nitrilhydratasu a amidasu — umoifiujici transformaci nitrilfi na karboxylové kyseliny s amidy
jako intermedizity.

Transformace on-substitutovanych akrylonitrilfl byla provedena pomoci celych bunék této
baktérie nebo éésteéné purifikované nitrilhydratasy. Reakéni produkty byly izolovény a
identifikovény pomoci spektrélnich metodjako amidy, kyseliny nebo lakton. Koncentrace
substrétfi a produktfi v reakénich smésich byly sledovény pomoci HPLC na reverzni fézi. Pro
tento Iiéel byly vypracovény originélni melody, podobnéjako methody chirélni HPLC, které
byly vyuiity ke stanoveni enantiomemi éistoty chirélnich produktfi.

Katalyzétory obsahujici celé bufiky nebo éésteéné purifikovanou nitrilhydratasu byly vhodné
pro pfipravu wsubstitutovanych akrylamidfi a akrylovych kyselin, z nichi nékteré jsou
intermediéty pro syntézu biologicky aktivnich létek.



ABSTRACT

The aim of the diploma work was to examine the ability of strain A4 belonging to
Rhodococcus to transform chiral or-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 or-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 or-substituted acrylamides and acrylic acids, some of which are
intermediates for the synthesis of biologically active compounds.

ABSTRACT

The aim ofthe diploma work was to examine the ability of strain A4 belonging to
Rhadococcus to transform chiral on-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 intennediates.

The transformation of 0:-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 oL~substituted acrylamides and acrylic acids, some of which are
intermediates for the synthesis ofbiologically active compounds.



DOPORUCENA LITERATURA

1. Martinkova L., Kfien V.: Nitrile- and amide- converting microbial enzymes: stereo-,

regio- and chemoselektivity, podané do tlaée (Review 2001)

2. Martinkova L.: Mikrobni transformace nitrilfi, Chem. Listy 87, 187-197 (1993)

3. Pfepechalova 1., Mattinkova L., Stolz A., Ovesna M., Bezouska Kopecky J. and

Ki’°en V.: Purifi cation and characterization of enantioselective nitrile hydratase from

Rhodococcus equi A4, Appl.]1/Iicrobiol. Biorechnol. 55, 150156 (2001)

4. Bell K. S., Philp J. C., Aw D. W. J. and Christofl N.: The genus Rhodooocczzs, J. Appi.
'

Microb. 35: 195-210 (1998)
5. DiGeronimo M. J., Antoine A. D.: Metabolism of acetonitrile and propionitrile by

Nocardia r/vodoc/’zroz:s' LL100—2l, Appi. Environ. Microbiol. 31, 900-906 (1976)

ELEKTRONICKE IFORMACNE ZDROJE:

Vyhl’adavanie élankov:

1. Databazy: Current Contents
Beilstein

2. http ://www. suwecco . cz

3. http://www.PUBMed.net

DOPORUCENA LITERATURA

1 Martinkova L., Kfen V : Nitrile- and amide- convening microbial enzymes. stereo—,

regio- and chemoselektivity, podane do tlace (Review 2001)

2 Martinkova L I Mikrobni transformace nitrilfi, Chem. Lirty 87, 187-197 (1993)

3. Pfepechalova 1., Martinkova L, Stolz A., Ovesna M., Bezouska K., Kopecky J and

Kfen V: Purifi cation and characterization of enantioselective nitrile hydratase from

Rhodococcur eqm A4, App]. /1/ficrabial. Biatechnal. 55, 150-156 (2001)

4. Bell K S., Philp J. C., Aw D. W J. and Christofi N.: The genus Rhodocacczzs, .1. App].

Microh. 35- 195.210 (1998)
5. DiGeronimo M .1, Antoine A. D,: Metabolism of acetonitrile and propionitrile by

Nacardm r/1odochrousLL10O-21, App/. Envimn. It/ficrobiol. 31, 900-906 (1976)

ELEKTRONICKE IFORMACNE ZDROJE:

Vyh1’adzivanie élzinkov:

1 Databazy: Current Contents
Beilstein

2. http //www suweeco cz

3 http://www.PUBMed net



OBSAH

1. UVOD

2. ZOZNAM SKRATIEK

3. SUCASNY STAV RIE§ENEJ PROBLEMATIKY
3.1 Rod Rhodococcus

3.2 Enz_)3my hydrolyzujrice nitrily

3.2.1 Nitrilaza

3.2.2 Nitrilhydrataza

3.2.3 Amidaza

3.3 Stereos:-zlektivna biotrzmsformricio nitrilov rodom Rhorlococcus

3.4 Chemoselektivna biotransformricia nitrilov rodom Rlzodococcus

3.5 Regioselektivna biotransformcicia nitrilov rodom Rhodococcus

3.6 Priemyslové vyuiitie mikrobizilnej biorrrmsformricie m'triIov

3.6.1 Chemicky a farmaceuticky priemysel

3.6.2 Biodegradacia polutantov

4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 11/Iateridly

4.1.1 Mikroorganizmus

4.1.2 Kultivacné a udriiavacie media

4.1.3 Pufre a ostatne roztoky

4.1.4 Chemikalie a materialy

4.1.5 Pristroje a zariadenia

4.2 Mikrobiologické metoidy _

4.2.1 Uchovavanie mikroorganizrnov

11

14

16

16

16

16

17

20

21

21

OBSAH

1. Uvoo

2. ZOZNAM SKRATIEK

3. SUCASNY STAV RIE§ENEJ PROBLEMATIKY
3.1 Red Rhotlococcus

3.2 Erzzjmy Izytlralyzujdce m'triIy

3.2 1 Nitrilaza

3.2.2 Nitrilhydrataza

3 2 3 Amidaza

3.3 Stcreoselcktivna biatrrmsforrmiciu nitrilov rorlom R/mtlocaccus

3.4 Clzemoselektivnrt biotrzmsfarnuicirt nitrilav rarlam R/xorlococcus

3.5 Regiaselektivmt biatrrmsfarnnicin nitrilov rarlom Rlzmlocaccus

3.6 Priemyslnvé vyuiitie niikrobidlnej biotrrmsformricie nitrilmv

3 6.1 Chemicky a farmaceuticky priemysel

3.6.2 Biodegradacia polutantov

4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 lylrtterizily

4 1 1 Mikroorganizmus

4 1 2 Kultivacne a udriiavacie media

4.1 3 Pufre a ostatne roztoky

4 1 4 Chemikalie a materialy

4.1 5 Pristroje a zariadenia

4.2 Mikrobiolégické mctdrly

4 2.1 Uchovavanie mikroorganizmov

20

21

21



4.2.2 Kultivacia mikroorganizmov

4.2.2.1 Kultivacia V kvapalnom mediu

4.2.2.2 Kultivacia na pevnom mediu

4.2.3 Sterilizacia

4.3 Biotransformdcie a-substituovanych akrylonitrflov

4.3.1 Stanovenie aktivity buniek Rhodoooccars equi A4

4.3.2 Biotransformacie katalyzovane celymi bunkami Rhodococcus equi A4

4.3.3 Biotransformacie katalyzované enzymorn nitrilhydratazou z kmefia.
Rhodococcus equi A4

4.4 Chromatografi ckémeto'dy

4.4.1 Vysokouéinna kvapalinova chromatografia (HPLC)

4.4.1.1 HPLC na reverznej kolone

4.4.1.2 HPLC na chiralnej kolone

4.4.2 Tenkovrstva chromatografia (TLC)

4.5 Spektrdlne metcidy

4.5.1 Nuklearna magneticka rezonancia (NMR)

4.5.2 Hmotnostna spektrometria (MS)

4.6 Izolac"’ne' teclmiky

4.6.1 Extrakcia

5. VYSLEDKY A DISKUSIA
5.1 Stanovenie nitrilov a produktov ich enzymovej transformacie

5.2 Biotransformécie 2-(3'-butenyl-2'-hydroxy)- akrylonitrilu

5.3 Biotransformacie 2-(2'-hydroxy-3', 3‘-bis (metoxy) propyl)-akrylonitrilu

5.4 Biotransformacie 2-(2'-acetoxy- 3', 3'-bis (metoxy) propyl)-akrylonitrilu

5.5 Biotransformacie 2—(2'-acetoxy-1"-hydroxyetyl)-akrylonitrilu

21

21

21

21

22

22

22

23

24

24

24

25

26

27

27

27

28

28

29

30

33

35

38

40

4.2.2 Kultivécia mikroorganizmov

4.2.2.1 Kultivacia v kvapalnom médiu

4.2.2.2 Kultivacia na pevnom médiu

4.2.3 Sterilizécia

4.3 Biatransfarmzicie 11-substituovanjch ukrylzmirrilov

4.3.1 Stanovenie aktivity buniek Rhoa'ococcu.1' equi A4

4.3.2 Biotransformécie katalyzované celymi bunkami Rhodocaccus equi A4

4.3.3 Biotransformacie katalyzované enzymom nitrilhydratazou z kmefia
Rhndocaccus equi A4

4.4 Chromumgrufi cke’metridy

4.4.1 Vysokouéinna kvapalinova chromatografia (HPLC)

4.4.1.1 HPLC na reverznej kolone

4.4.1.2 HPLC na chiralnej kolone

4.4.2 Tenkovrstva chromatografia (TLC)

4.5 Spektrtilna melridy

4.5.1 Nuklearna magneticka rezonancia (NMR)

452 Hmotnostna spektrometria (MS)

4.6 Izaluéné tcchniky

4.6.1 Extrakcia

5. VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Stanovenie nitrilov a produktov ich enzymovej transformécie

5.2 Biotransformécie 2-(3'-buteny|-2'-hydroxy)- akrylonitrilu

5.3 Biotransformaicie 2-(2'-hydroxy-3', 3‘-bis (metoxy) propyl)-akrylonitrilu

5.4 Biotransformacie 2—(2‘-acetoxy- 3', 3'-bis (metoxy) propyl)-akrylonitrilu

5.5 Biotransformécie 2-(2'-acetoxy-1'-hydroxyetyl)-akrylonitrilu

21

21

21

21

22

22

22

23

24

24

24

25

26

27

27

27

28

28

29

30

33

38

40



5.6 Biotransformacie 2-(2’-hydroxypropyl)-akrylonitrilu

5.7 Biotransformzicie 2-(2'-fenyl-2'-hydroxymetyl)-akrylonitrilu

5.8 Biotransformzicie 2-(1'-hydroxybutyl)-akrylonitrilu

5.9 Biotransformzicie 2-(1'-hydroxyetyl)-akrylonitrilu

5.10 Biotransformzicie 2-(2',3',4'—trihydroxy—5'-oxyhexanoyl)-akrylonitrilu ,
2—(2',3’-dihydroxy-4’-oxypentanoyl)—akrylonitrilu
:1 2-(2',3',4',5'-tetrahydroxy-hexanoyl)-akrylonitrilu

6. ZAVER

7. LITERATURA

42

44

47

49

51

52

53

5.6 Biotrzinsfornlzicie 2-(2'-hydroxypropyl)-akrylunitrilu

5.7 Biotrmisfornuicie 2-(2'-feny|—2 '-11ydroxymetyl)-akrylnnitrilu

5.8 Biotransformricie 2-(1'-hydroxybutyl)-nkrylonitrilu

5.9 Biotransformricie 2-(1'-hydroxyetyl)-akrylonitrilu

5.10 Biotrnnsformacie 2-(2',3’,4'-trihydroxy-S'-0xyhexanoyl)-akrylonitrilu ,
2-(2',3'-dihydroxy-4'—oxypentanoyl)-akrylonitrilu
a 2-(2',3',4',5'-tetrahydroxy-hexanoyl)-akrylonitrilu

6. ZAVER

7. LITERATURA

42

44

47

49

51

52

53



L UVOD

Nitrily su substituované derivaty kyseliny kyanovodikovej, ktoré moiu byt’

prirodného povodu, alebo produktarni chemickych syntéz.

V organickej chernii sluiia ako prekurzory hydrolyzy, ktorou vznikaju amidy

a karboxylové lzyseliny. Nevyhodou tejto hydrolyzy su extrémne reakéné podmienky
(vysoka teplota, kyslé alebo zasadite’ pH), pri ktorych u citlivych substratov dochadza

k neiiaducim ve:dl’aj§im produktom. Tak isto ako pritomnost’ labilnej fi.mkc‘3nej skupiny

v substrate sfaiuje previest’ tuto transformaciu, tak aj stereoselektivna a regioselektivna

hydrolyza nitrilov je takmer nemoina.

V poslednych rokoch sa skuma a nahradzuje chemicka konverzia nitrilov

biokonverziou pomocou mikroorganizrnoy, ktoré st’: vybavené enzymovym aparatom

schopnym odburavat’ nitrily. Tato schopnost’ bola zistena u baktérii, hub, rias, vyssich

rastlin, hmyzu, morskych hub a cicavcov.” V sucasnej dobe je pozornost’ zamerana

na baktérie zo skupiny aktinomycét (rody Corynebacterium,46’16 Rhodococcusfifi

A2'throbacte2',68 N0cardz‘a13 a pod), ktoré su schopné degradovat’ nitrily, to sa vyuiiva ako

jedna z moinosti pripravy amidov, karboxylovych kyselin, opticky aktivnych latok a tak

isto aj na biodegradaciu polutantov v fiivotnom prostredi.

Mikrobialna hydrolyza nitrilov prebieha dvomi rnetabolickymi drahami. Prva (1) -

priama konverzia nitrilu na karboxylovu kyselinu a amoniak - je katalyzovana nit1'i1azami.

Druha cesta je dvojstupfiova a prebieha V dvoch reakciach, kde V prvej je nitril

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

amidazou — nasleduje premena amidu na karboxylovu kyselinu a amoniak (3).

RCN + H20 —> RCOOH + NH3 (1)
RCN + H20 —» RCONH2 (2)
RCONH; + H20 —+ RCOOH + NH; (3)

Vel’kou vyhodou tychto biotransformacii je, fie prebiehaju za miernych podmienok

kde nevznikaju vedlajsie produkty. Reakcie sift stereo- a regiospeciflcké a vyt’aiky su

vyssie ako pri chemickej konverzii.50‘43

Pouiitim tychto biotransforrnacii je moiné pripravit’ ct-aminokyseliny,

or-hydroxykyseliny, 2-arylpropionove’ kyseliny (tzv. ,,profény“) a mnoho d’al§ich

1. UVOD

Nitrily su substltuovane derivaty kyseliny kyanovodlkovej, ktore moiu byt’

prirodneho pévodu, alebo produktami chemickych syntéz.

V organickej chémii sluiia ako prekurzory hydrolyzy, ktorou vznikaju amidy

a karboxylové kyseliny Nevyhodou tejto hydrolyzy su extrémne reakéné podmienky

(vysoka teplota, 1<ys1e' alebo zasadite pH), pri ktorych u citlivych substratov dochadza
k neiiadiicim vedl’aj§1'm produktom. Tak isto ako pritomnost’ labilnej funkcnej skupiny

v substrate sfaiuje previest’ tL'1to transformaciu, tak aj stereoselektivna a regioselektivna

hydrolyza nitrilovje takmer nemoiné.

V poslednych rokoch sa skuma a nahradzuje chemicka konverzia nitrilov

biokonverziou pomocou mikroorganizmov, ktoré sL'1 vybavene enzymovym aparatom

sehopnym odburavat’ nitrily Tato schopnost' bola zistena u baktérii, hub, rias, vyssich

rastlin, hmyzu, morskych hub a cicavcov,” V sucasnej dobe je pozornost’ zamerana

na baktérie zc: skupiny aktinomycet (rody Corynebacteriumfils Rh0d0c0ccu.s',°6

Arthralmctezgég Nocardiau a pod), ktoré su schopné degradovat’ nitrily, to sa vyuiiva ako

jedna z moinosti pripravy amidov, karboxylovych kyselin, opticky aktivnych latok a tak

isto aj na biodegradaciu polutantov v iivotnom prostredi.
Mikrobialna liydrolyza nitrilov prebieha dvomi metabolickymi drahami Prva (1) -

priama konverzia nitrilu na karboxylovu kyselinu a amoniak - je katalyzovana nitrilazami.

Druha cesta je dvojstupnova a prebieha v dvoch reakciach, kde v prvej je nitril

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

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

RCN + H20 —» 1=.c0o1-1 + NH; (1)
RCN + H10 —> RCONHz (2)
RCONH; + H10 —» RCOOH + NH; (3)

Vel'kou vyhodou tychto biotransformacii je, 2e prebiehaju za miernych podmienok

kde nevznikaju ved1’aj§ie produkty Reakcie su stereo- a regiospecifické a vyt’aiky su

vy§§ie ako pri chemickej kcnverzii.5°'43

Pouiitim tychto biotransformacii je moiné pripravit’ maminokyseliny,

or-hydroxykyseliny, 2-arylpropionove kyseliny (tzv. ullrofeny“) a mnoho d’al§1ch



vyznamnych latok pouféivanych vo farmaceutickom, kozmetickom, Eii chemickom

priemysle.

Nitrilhydratazova a amidazova aktivita baktérie Rhodococcus eqm‘ A4 bola v tejto

praci vyuiita kpriprave karboxylovych kyselin a amidov z nitrilov, ktorych chemicka

hydrolyza je takmer nemoina. Akrylonitrily substituované v polohe o.— s hydroxylovanym

postrannym ret’azc01n slit latky vefmi citlivé k drastickym podmienkam chemickej

hydrolyzy. Pokusy pripravit’ z tychto nitrilov o.—substituované akrylové kyseliny chemickou

cestou viedli k ich dehydratacii a k vzniku d’a1§ich vedfajsich produktov. Oproti tomu sa

pre ich pripravu osvedcila enzymova hydrolyza, popisana vtejto praci pre radu

akrylonitrilov s postrannym refazcom roznych struktlfir.
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e.e. = ( S-R) / (S+R) X 100 ,

kde S je koncentracia S-enantioméru (n1M)

Rje koncentracia R—enantioméru (mM)
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nuklearna magneticka rezonancia

z angl. “Nuclear Magnetic Resonance”
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3. sU(“’:AsNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

3.1. ROD RHODOCOCCUS

Siroké spektrum vyuiivania rodu R/aodococcus v enviromentalnej, alebo

priemyslovej biotechnologii je zamerané na chemické transformacie a degradacie rovnako

tak, ako na syntézy takych produktov ako so biodetergenty, bioflokulanty, amidy, kyseliny,

alebo polyméry. Uplatnenie tohto rodu najdeme aj V potravinarskom priemysle (napr. pri

degradacii limoninu - zluéeniny horkej chuti, l-ctora sa vyskytuje v ovocnom diuse -

bakterialnym kmefiom Rh0d0coccusfascians').

Negativum tohto rodu je vel’ke' mnoistvo infekcii u l’udi a zvierat. Napriklad

R/aodococczzs rhodoc/arous bol izolovany 2. chronického rohovkového vredu, Rhodococrcus

rhodimi je prenosnym vektorom americkej trypanozomy. U zvierat je R//zodococczm eqzzi

defmovany ako patogén a sposobuje dychacie infekcie veduce k usmrteniu fériebat koni.“

3.2. ENZYMY HYDROLYZUJUCE NITRILY

3.2.1 Nitrilaza

Systematicky nazov tohto enzymu je nitrilaminohydrolaza (EC 3.5.5.1). Katalyzuje
priamu hydrolyzu nitrilov na karboxylové kyseliny, pri ktorej nevznika intermediat - amid.

Predpokladany rnechanizmus reakcie katalyzovanej nitrilazou je zaloieny na ataku

uhlikového atomu nitrilovej skupiny tiolom a protonacii dusikového atomu za tvorby

tioimidatu (vid’ Obr. 1). Ten po reakcii s vodou prechadza na tetrahedralny intermediat,

kde nasleduje jeho rozpad na amonne iony a acetylenzym, ktory je hydrolyzovany na

vofny enzym a 1<:yselinu.“0

NH NH2
ll +H2O l

E—SH -+- Ar—CN ___.;a- E"—S—C-Ar —->-
E—S--C--Ar

O O OH
-NH3 11__.. E-—s——'c';—Ar ___.. E—SH + Ar—C—OH

Obr. 1: Mechanizmus reakcie katalyzovanej nitrilazou
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Nitrilazy je moiné rozdelit’ do troch skupin podl’a ich substratovej specificity na:

aromatické, alifaticke a arylacetonitrilazy. Na rozdiel od nitrilhydrataz obsahuju nitrilazy

spravidla Vaésie: mnoistVo identickych podjednotiek a neboli u nich zzistene’ koVoVé

kofaktory. Inhibitormi tychto enzymov sir iony faikych kovov, mocovina a chlorid

Vapenaty. Optimalne hodnoty pH sa lisia pod1’a zdroja enzymu V rozmedzi 7,0-9,1.

Optimalna teplota enzymu je uvadzana medzi 20 °C ai 40 “C. Nitrilazy boli purifikované

z bakterii Rhodococcus sp., Corynebactertanz sp., Pseudomonas sp. a Klehsiella
pneumonia a hub GibbereIZafi y"ikm*oi,Penioillium chrysogenum a Aspergillus rn'ger.57

3.2.2 Nitrilhydratziza

Nitrilhydrataza (EC 4.2.1.84) je enzym podiel’ajL’1ci sa na premene nitrilovej

slcupiny na amidovu. Predpokladany reakcny mechanizmus je znazorneny na obr. 2 a

spoéiva 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 koneénom kroku rozpada na amid a Vol’ny enzym“

NH2
11 'l'H2O |E—~SH + R-——CN —————+ E—S--C—R ._...._... E—s——c-—R

I
OH1‘“2

-———> E—SH +
R--fi

Obr. 2: Mechanizmus reakcie katalyzovanej nitrilhydratazou

Najlepsimi substratmi tohto enzymu su spravidla alifatické nasytené a nenasytené

nitrily, ale su nim akceptované aj nitrily aromatické, heterocyklické, alebo arylalifatické.

Vacsina znamych nitrihydrataz sa sklada 2 dvoch podjednotiek mierne sa lisiacich

V molekulovej hmotnosti. Tie moiu u niektorych enzymov tvorit’ p0d1’a koncentracie

proteinu V roztoku bud’ heterodimer, alebo heterotetramér.54 V molekulach tychto enzyrnov

najdeme kovové iony (Fe“+ alebo Col”) ako prostetické skupiny. Silnymi inhibitormi pre

tieto enzymy su iony faikych koVoV, ale najma fenylhydrazin a sulfhydrylové Eiinidla.

Aktivita enzymu je najvaésia V neutralnom ai mierne alkalickom prostredi do pH 7,8 a ui
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vapenaty Optimalne hodnoty pH sa lisia pod1’a zdroja enzymu v rozrnedzi 7,0~9,1

Optimalna teplota enzymu je uvadzana medzi 20 °C ai 40 °C. Nitrilazy boli purifikovane

z bakterii Rhodacaccus sp., Corynebacterium sp., Prezldomonas sp. a K/ebsze/lu

pneumonia a hub Gibberel/aft;/zkuroi, Perzicillium chrymgenzim a Arpergi/[us Inger.”

3.2.2 Nitrilhydrat:'Iza

Nitrilhydrataza (EC 4.21.84) je enzym podiel’aj1'1ci sa na premene nitrilovej

skupiny na amidovu. Predpokladany reakcny mechanizmus je znazorneny na obr. 2 a

spoéiva 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 koneénom kroku rozpada na amid a vol’ny enzym.3
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Aktivita enzymu je najvacsia v neutralnom ai mierne alkalickom prostrecli do pH 7,8 a ui



pri pH niisom ako 6 vykazuje enzym nizku aktivitu. Optimalna teplota sa pohybuje

v rozmedzi 20 °C az 40 °C 5 vynimkou termofilnych nitrilhydrataz, napr, enzymu

z Bacillus sp. RAPCS s optimalnou teplotou 60 °C Nitrilhydratazy 2 bakterialnych kmenov

Rhodococcus, Pseudomonas a Agrobacterium. ui boli puriflkovanels

3.2.3 Amid-.3211

Amidaza s aktivitou k primarnym amidom (acylamidamidohydrolétza. EC 3.5 1 4) sa

zucastfiuje na hydrolyze amidov za vzniku karboxylovych kyselin, ale aj na prenose acylov

na ine nukleofilne cinidla ako hydroxylamin”, alebo hydrazin”. Jej inhibltormi su napr.

chlorid ortufnaty, hydroxylamin, kyselina octova a acetaldehyd. Tieto amidazy mézeme

rozdelit’ do niel<.ol’kych podskupin pod1’a ich primarnej struktury, substréttovej Epecifity

a enantioselektivity. Hranicejednotlivyeh podskupin vsak me so jasne definované

Najvéicsiet skupina amidaz je tvorena enzymami charakterizovanymi pritomnosfou

typickej aminokyselinovej sekvencie — GGSSGG, ktora je pravdepodobne sucasfou

aktivného centra. enzymu. 1Dal’sou spoloenou vlastnosfou tychto enzymov je substratova

specifita pre alifatieke a arylalifatické amidy Tieto enzymi caste tvoria operon spolu

s genmi pre nitrilhydratazu a su éasto oznacovane ako "enantioselekivne amidazy“, hoci

ich enantioseleklivita nebola dokazana pre tuto skupinu. Amidazy s vyraznou homologiou

aminokyselinovych sekvencil boli purifikované z Rhodamccus sp.“, Rhodococcus

rhodochroux J1”, Rhodococcus erj/thropalis 1\/[P5021 a z d’al§ich bakterialnych rodov.

Tieto enzymy vacsinou obsahuju 2-8 identickych podjednotiek.

Druhou skupinou su ,,§irokospektralne amidazy“, ktore akceptuju alifaticke

a aromaticke amidy a aminoamidy ako substraty. Tento enzym“ je produkovany rovnakym

kmenom R}‘l0d0(70CC11.Y.S[7. ako enentioselektivne amidazy. f)alsie amidazy sL'1 oznacovane

ako ,,aromaticke"‘, alebo ,,alifaticke"‘. Niektoré aromatické amidazy vykazuju vel’mi uzku

substratovu specifitu, ako napr pre nikotinamid a pyrazinamid, alebo L-karnitinamid“

Nikotinamid hydrolaza sa pravdepodobne zut':astr'1uje metabolizmu NAD.”



3.3. STERE()SELEKT1VNA BIOTRANSFORMACIA NITRILOV
RODOM RHODOCOCCUS

Na rozdiel od amidaz boli nitrihydratazy dlho povazované za nestereoselektivne

enzymy." V devadesiatych rokoch vsak bola popisana rada stereoselektivnych

biotransformacii 2-arylpropifmitrilov celymi bunkami bakte'rii,26'
9' 7' 32' 4' 42‘ 38 hlavne

kmenmi rodu Rhadococcus. Spravidla vykazovali tieto konverzie miernu ai clobru

enantioselektivitu. Nitrilhydrataza pritomna v imobilizovanom preparate SP 361, ktory bol

po urcitu dobu v poloprevadzkovom rezime, vyrabany firmou NOVO Nordisk, hydratovala
séiastoénou R--selektivitou niektoré (R,S)-2-arylprcpionitrily substituované na

aromatickom jadre, ako napr. (R,S)-2-(4’-isobutylfenyl)-propionitrilg Oproti tomu

(R,S)-2—(4'—metylfenyl)-propionitril bol tymto biokatalyzatorom hydratovany s uréitou

S-selektivitou.7 To ukazuje na vyznamny vplyv substituentov na aromatiekom jadre na

selektivitu nitrilltydratazy. R-Selektivita k substituovanym 2-arylpropionitr'1lom- 2-(4'-

metoxyfeny1)-propionitrilu a k 2~(4'-chlérfenyl)-propionitrilu - bola zistena tiez

ucelobunkového biokatalyzatora Rhadocaccus bz1Ianica.25 Nitrilhydrataza v bunkach

Rhodococcus sp. predovsetkym transformovala prednostne R-enantiomer 6-metoxy-oh

metyl-2-nafi alenucetonitrilu (naproxe'nnitrilu).32 Pritomnost’ éiastocne S-selektivnych

nitrilhydrataz bola pozorovana tiei u d’a1s1eho kmefia Rhodocaccus sp., ktory okrem

naproxénnitrilu transformoval tiei (S)-2—(3'-benzoylfenyl)-propionitri1 na prislusny amid.

Cele bunky Rhodocaccus eqtzi vykazovali vel’mi dobni S-selektivitu nitrilhydratazy voci 2-

(4i-metcxyfenyl)-propionitrilu.13 V tomto prlpade sa opéit' potvrdil Vyznamny vplyv

substituenta aromatického jadra na schopnost’ enzymu rozlisit’ dva izoméry; analogicky
substrat substituovany atomom chloru v polohe 4 bol hydratovany s omnoho nizsou

stereoselektivitou.

Purifi kovane stereoselektlvne nitrilhydratazy boli popisane az pomerne nedavno:

prve' boli enzymy z Psctldonzonas putidass a Agrabactcrium Iumze/’acien.s'5. Nitrilhydrataza
zbakterialného kmena Rhodococcns equi A4 bola prvy krat purifikovana a

charakterizovana v tomto roku 56 Tato nitrilhydrataza 2 R. equi A4 vykazovala najlepsiu

enantioselektivitu voéi naproxénnitrilu a to v prostredi organickych kosolventov.

O stereoselektivite nitrilaz je zatial’ k dispozicii este menej informacii ako

0 stereoselektivnych nitrilhydratazach. Vacsina celobunkovych biokatalyzatorov
31,13

popisanych v pracach autorov vykazovala nizske stereoselektivity k



O-acetylmandelonitrilu a 2-fenylpropionitrilu. 15a1’§ia nitrilaza, pritomna v bunkach kmena
Rlzodococcus rhodochrous vsak hydrolyzovala 2-fenylpropionitril s vyraznou preferenciou

k S—izomeru 2" Ciastocne purifikovana nitrilaza z Psedomonas fluorescens“ vykazovala

ve1’mi dobru stereoselektivitu, v temto prlpade k (R)-2-(metoxy)-mandelonitrilu.

Amidézy maju spravidla d'a1eko vyssiu stereoselektivitu nei enzymy konvertujuce

nitrily a to k substratom s chiralnym centrom v polohe on-. Vysoko stereospecificka

hydrolyza [3- substituovaného amidu ~ L-karnitinamidu“ — je vzacna. Rada amidaz

s aktivitou k primarnym amidom katalyzuje reakcie veduce k opticky aktivnym latkam

vyznamnym ako produkty, alebo medziprodukty farmaceutického priemyslu, ako napr.

2-arylpropionove kyseliny (nesteroidné protizapalové latky). Rhadocaccus butzmica bol
pouzity pri hydrolyze racemickych 01-arylpropionitrilov, pricom vznikali opticky Eiste

karboxylove ky:;eliny.9 Rhadococcus A1270 je Vhodnym biokatalyzatorom pre hydrolyzu

ibuprofenamidu na prislusnu kyselinu. Pri hydrolyze racemickeho

(R,S)-2-(4'-izobutylfenyl)propionamidu je uprednostriovany S~enamiomé1' a vznika tak

S-(+)-ibuprofen ((S)—(+)-2—(4'-izobuty1fenyl)propionova kyselina), biologicky aktivny

enantiomér, s enantiomérnym prebytkom 90-94 %.5s

Amidaza izolovana z Rhodococcuseiythropolir MP50 je Vysoko S-selektivna

k 2-fenylpropionamidu, naproxenamidu, ketoprofenamidu, 2-aminofenylacetamidu;

stereoselektivita k amidom aminokyselin bola negativnan Dalsie produkty, ktoré

vznikaju posobenim amidaz na racemické amidy, su opticky ciste aminokyseliny

Racemicky D,L-fenylglycinnitril (viz Obr. 3) bol pomocou kmeria Rhodocaccux sp , ktory

obsahuje neselektivnu nitrilhydratazu a extrémne L-selektivnu amidazu, transformovany

na D,L-fenylglycinamid a v d’a1§om kroku enantioselektivna amidaza konvertovala

D,L-fenylglycinamid na D-fenylglycinamid s enantiomérnym prebytkom > 99 %

pri konverzii 48 “/o.

NHz NH; NH; [W2
CN NH; NH; 0“

nitrilhydrnldza amidriza + O%-——' o “—““’ o O

Obr 3: Hydrolyza D,L~fenylglycinnitri1u baktériou Rhodococcus sp.



Prikladom priemyslového uplatnenia amidaz, ktoré zatia1' nie je vel’mi rozsirené,

je chiralna diskriminacia (R,S)-2,2-dimetylcyklopropenkarboxamidu veduca k opticky

<':iste'mu S-izome'ru tejto latky 4‘

Potencialna ztplikacia biokatalyzatora s amidazovou aktivitou je biokatalyticka

vyroba kyseliny lysergovej, doleiitého medziproduktu pri vyrobe semisyntetickych

alkaloidov s roznorodymi farmaceutickymi uéinkami, ktora sa vyraba v priemyslcvom

rozmere hydrolyzou namel'ovych alkaloidov z pol’nej produkcie. Drasti<:ke' podmienky

pripravy vedu k ve1'kym stratam cenného materialu. S vybornymi vyfaikami vsak mfi zeme

z namel’ovych zilkaloidov ziskat’ zmes lysergamidu a isolysergamidu Kl’udove' bunky

R. equz A4 hydrolyzuju lysergamid na lysergovu kyselinu za miernych podmienok. Této

enzymova reakcia vychadza z lysergamidu ((5R,8R)-9,10-didehydro-6-mety1ergo1in-8[5-

karboxyamid) a izolysergamidu ((5R,SR)-9,10-didehydro-6-metylergolin-815-karboxyamid)

a s vysokou C-8 stereoselektivitou poskytuje vhodnu cestu k lysergovej kyseline ((5R, SR)-

9,10-didehydro-15-metylergolin-8B-karboxylova kyselina). (vid‘ Obr. 4) Diastereomerny

vyt’azok (d.e.) lysergovej kyseliny (SR, 8R) bol 93 % pri 94 % konverzii. Stereoselektivita

lysergovej hydrolyzy bola dana vlastnosfou amidazy a nie fenoménorn bunkového

transportu. Amidaza z bunkového extraktu poskytla d.e lysergovej kyseliny > 95 % pri
31 “/1: konverzii.“
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3.4.

H__V CQNH2 H. COOH

Rhodococcnr
1 A4/ N‘CH3 —‘—>W ‘CH3

H 30 ‘’c, pH 7
\ rychlo
HN HN

Lysergamid
Lysergova kyselina

o
30°C‘ H7 30'C,.pH7rychlop vel mi pomnly

Hooc,_ H
Rhadocaccus

N equi A4
\c1-13 6 \(:H3

30 C.pH 7
ve|'mi pomaly

HN

[m|y5erg,.mid Izolysergovzi kyselina

Obr. 4: Konverzia zmesi lysergamidu a izolysergamidu na lysergovu kyselinu

kmenom Rhodococcus equi A4

CHEMOSELEKT1VNA BIOTRANSFORMACIA NITRILOV
RODOM RHODOCOCCUS

Pouiitie enzymov je perspektivnym pristupom k chemoselektivnej konverzii

kyanoskupiny substratov nesucich d’a1sie hydro1yzovatel’né skupiny, ako napr. esterové,

epoxidove, alebo eterové. Enzymova hydrolyze tychto skupin moie komplikovat’ pouzitie

celobunkovych biokatalyzatorov. Mikroorganizmy su totii vel’mi casto zdrojom vedlajsich

enzymovych aktivit (esteraz, epoxidhydroléz)” Esterova aktivita bola napr zistena

v enzymovom preparate SP 409 danskej firmy NOVO obsahujucom nitrilhydratazu

a amidazu ako ltlavné enzymove aktivity.” Za vhodnych podmienok prlpravy a pouiitia

celobunkového biokatalyzatora vsak hydrolyza esterovych skupin nemusi predstavovat‘

podstatny problem.

K1‘udove' bunky Rhadococcns equi A4 (vo1’ne', alebo imobilizované v hydrogéloch)
produkuju z metyl-3-kyanobenzoatu, alebo metyl-4-kyanobenzoatu prislusne hemiestery,

ll



t.j. monometylizofi alat, alebo monometylterafi alat. Prislusne amidy tychto hemiesterov

moieme rovnako ziskat’ pomocou tohto celobunkového biokatalyzatoraag Ten my

biokatalyzator bol pouiity k priprave hemiesterov a ich amidov z metyl

(R,S)-3-benzoyloxy-4-kyanobutanatu a z metyl (R,S)-3-benzyloxy-4--kyanobutanatu

(vid' Obr. 5) 4‘

U tohto biokatalyzatora prevazuje nitrilhydratazova a amidazova aktivita nad

neiiaducou aktivitou esterazovou. Rovnako d'al§ie kmene patriace k rodu Rhadococcus

rhadachrozzs boli vhodné pre chemcselektlvnu hydrolyzu metoxy derivatu benzonitrilu

a metyl-4-kyanobenzoatu“ a alifatickych nitrilov obsahujucich vo svojej molekule

acetalovu a esterovu skupinu Z3

/OWCN
n1m|aza

/OMNH;
amnztéza

/0\MOH
COR OORO 00130

1R=Bz,2R=Bn

Obr 5: Biotransformacia metyl (R,S)-3-benzoyloxy-4-kyanobutanatu (1) a metyl

(R,S)-3-benzyloxy-4-kyanobutanatu (2) krnefiom Rhodococcus equi A4

Tento chemoselektivny biokatalyzator je tiei vhodny pre spracovanie kopolyméru

polyakrylovych vlakien a vinylacetétum Nitrilové skupiny su transformované na amidove’,

hoci neboli transformovane esterové vazby vinylacetatu. Uéinnost’ farbenia Vlakien je

vyrazne zvysena pr1'tomnost'ou amidovych skupin.

3.5 REGIOSELEKT1VNA BIOTRANSFORMACIA NITRILOV
RODOM RHODOCOCCUS

Princip regioselektivity nitrilhydratazy Rhodococcus rhodochraus AJ270 je aspon

u niektorych substratov zrejme zalozeny na chelatacnej deaktivacii nitrilhydratazy 45

Hydratacia nitrilovej skupiny totii predchadza vytvoreniu komplexu medzi atomom dusika

v nitrilovej skupine a kovovym kofaktorom nitrilhydratazy (zelezo alebo kobalt).

Karboxylové skupiny V polohach 7-, 5-, e- , alebo heteroatomy (kyslik, dusikovy atom v 13-,

y-, alebo 5- pozicii, tak isto sira v B-, alebo 1- pozicii substratu nitrilu) su schopne



inhibovat’ nitrilovu hydrataciu pocas vytvarania komplexu s kovovym kofaktorom

enzymu; vysledkom je monohydrolyza prlslusnych c1,Lu-dinitrilov. Dinitrily s alifatickym

refazcom obsahujuce dvojitu vazbu, alebo aromatické jadroms a trans-eyklohexan-14

diacetonitril” boli tiez transformované na monoamidy, alebo na monokyseliny.

Biokatalyticka hydrolyza ot,uJ-dinitrilov je perspektivna cesta k priprave

kyanokarboxylovych kyselin a prislusnych laktamov. Regioselektivna chemicka hydrolyza

totii vyzaduje zastavenie reakcie pri ciastocnej konverzii (cca 20 %), recyklaciu substratu

a opakovanie reakcie.” Oproti tomu enzymova hydrolyza Easto umoinuje ziskanie

iiadaného produktu v jednom krolcu. Produkty hydrolyzy 1, 3- a 1, 4-(likyanobenzénu

biokatalyzétorom SP 361 NOVO boli kyseliny 3-, a 4-kyanobenzoova.3'” Pouiitie tohto

kmeria Rhodococcus equi A4 umoznilo pripravit’ vedl’a tychto latok tiei prislusne’ amidy

a to aj z 1,2-dikyanobenzenu (vid' Obr. 6).37

ON CON”? NC —COOH

“die.R/mdococcus uqm 1R. eqxnNmza mum.
c

a
CN CN mN® ~CONH;

CN Id

R.” M R Equi
2!: COOH

Nllaza coon
NHz'1.ze‘

CN
23

50 NH2 amidaza
2b

29 CONN;
¢o.cN cN C\

-"i-4”» —> —_> NH
NHz'1Za /

'cN co NH; 9.,
31' 03a 31:

cN coNH,

_cH3 fin. cmN'HL1za

CN

41;
CN

4:!

Obr. 6:Regiose-lektivna biotransformacia 1,2-dikyanobenzenu pouzitim krnefia

R/vodococczzs equi A4
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3.6 PRIEMlYSLOVE VYUZITIE MIKROBIALNEJ KONVERZIE
NITRILOV

3.6.1 Cllemicl-.3’! n fnrniaceuticky priemysel

Niektore nitrilhydratazy, nitrilazy a amidazy boli aplikovane V priemyselnom

rozmere Mnoistvo biokatalytickych procesov spominanych v tomto preh1’ade zostava

zatial’ priemyslovo nevyuzitych.

Zaciatkom osemdesiatych rokov boli publikovane a patentovane navrhy

mikrobialnej vyroby akry1a1nidu,“'3'64 ktoreho rocna chemicka vyroba v priemysle

predstavuje 200 000 ton. Pre vyrobu akrylamidu su vhodne kmene bakterii Brevibacterium
R 312,23 Corynebactermm N-774“ a Pseudamonas chloraphis B233 Biokonverzia je

takmer stopercentna a nedocltadza tu k vzniku kyseliny akrylovej ako vedl’aj§ie11o

produktu a predstavuje 30 000 ton rocnesu Podobne ako akrylamid je mozne vyrobit’

metakrylamid bakteriélnym rodom Rh0ducoccus.53'27 Zamenou nitrilhydratazy ako

biokatalyzatora za nitrilazu z kmena Rhodococcus rhadochraus J1 sa ziska konverziou

akrylonitrilu alebo metakrylonitrilu kyselina akrylova, popripade metakrylova.“

Priemyslova vyroba 5-kyanovaleramidu, medziproduktu syntezy herbicidov, bola

Vypracovana firmou DuPont 2‘

Chemoselektivna enzymova hydratacia 2-kyanopyridinu poskytuje vitamin

nikotinamid, ktory nie je kontaminovany kyselinou nikotinovou, ako produkt chemickej
vyroby.” Tento proces vyuziva kmefi Rhodococczzs rhadochrazzr lmobilizovany

v polyakrylamide (rovnaky biokatalyzator ako pre vyrobu akrylonitrilu) aje pouiivany vo

svajéiarskej firme Lonza v mnoistve 4 000 ton nikotinamidu za rok.

3.6.2 Biodegrnddcia polutnntov

Synreticke nitrily zne<':ist’ujuce podu a vodu, su pre cicavce toxicke a predstavuju

vazny problem pre ekologov Zdrojom takejto kontaminacie je petrochemicky priemysel,

vyroba plastickych hmot, aplikacia herbicidov a splodiny spal’ovania motorovych paliv. Pri

degradacii tychto kontaminantov maju kl‘1'.1éovu ulohu mikroorganizmy. Kmene baktérie

Coiynebncterium utilizuju alifaticke nitrily, ktore su sucasfou aktivovaného kalu 2 cistiarni

odpadovych vod petrochemickeho priemyslu.“ Kyanoamid, pouilvany ako herbicid



a hnojivo (produktom jeho metabolickej konverzie je mocovina), je odburavany hubou

Myrothccium verrucaria.” Pri odstrafiovani kontaminaeie iivotneho prostredia nitrilovymi

zluceninami sa cielene uplatfiuje inokulacia zneeistenych miest mikrobnymi kulturami,

schopnymi odburavat’ nitrily na netoxicke produkty 36



4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1. MATERIALY

4.1.1. Mikroorganizmus

Na katalyzu biotransformacii nitrilov bol pouzivany bakterialny kmefi Rhadocaccm‘

equi A4 20 zbierky Laboratoria biotransformacii Mikrobiolcgickeho ustavu AV CR. Tento

kmer'1 bol identifikovany Referencnym laboratoriom pre Korynebakterie 3. Lekarskej

fakulty UK v Prahe.

4.1.2. Kultivnfcné a udriovacie média

Zc1kladnénzine1'c1lne médmm (BSB, “basal salts broth”) (v g/1 destilovanej vody)”:

NaCl 0.1, K11-IP04 1.03, KH2PO¢ 0.75, EDTA 0015, MgSO4.71—1;O 0.2, CaC1;2H;O

0 031, ZnSO4_7H;0 0.0067, MnSO4.H;O 0.0013, FeSO4.71-120 0.0015, CoCl;.6H;O

0 00049, CUSO1).5H10 0.00072, Na.MoO4.2HzO 0.00045, glycerol 10 Hodnota pH bola

upravena na 7.0 40 % KOH. Roztoky MgSO4 a CaC1; sa sterilizovali osobitne a prldavali

sa do sterilneho media za aseptickych podmienok (1 ml/100 ml media). Ako zdroj uhliku

bol v experimente pouzity glycerol, ktory bol pridavany do BSB media pred sterilizaciou

vo vyslednej koncentracii 10 mM. Zdrojom uhliku bol acetonitril vo vyslednej koncentracii

20 mM, pridavany po sterilizacii.

Mfi ropeptdnovy agar (1\/EPA) (v g/1 destilovanej vody)“: Bacto beef extract

(Difco) 3, pepton 10, NaCl 5, agar 25, pH upravene na 7.1 (40 % K01-1).

4.1.3. Pufre a ostntné roztoky

54 rn]WNa/Kforfzirovy pufer, pH 7.5, podlkz Szirensena:

Roztok A - Nazl-lPO4.12H2O 19.33 g/1

Roztok B - KI-11PO4 7.35 g/l

Roztoky A a B sa zmiesaju v pomere 85 15



/0 n1Msodnofa.\fa’tavy pufer (Na - P) 1- I mMd1'metyl0kryIamin (DMOA), pH 7.0

Roztok A - Na;HPO4.12 H20 3.6 g/l

Roztok B - N3.H2PO4. H10 1.4 g/l

Roztoky A a B sa zmiesaju v pomere 3:2, DMOA sa prida v mnozstve 200111/1, t.j. do

vyslednej koncentracie 1 mM.

100 mMNa— P, pH 7.0

Roztok A - Nazl-[P04 12 H20 35.8 g/l

Roztok B — NaH;PO4 H10 13.8 yl

Roztoky A a B sa zmiesaju v pomere 3:2.

Fyziologlcky roztok: NaCl 8.5 g/l

Detekrfni rozrok pro TLC.‘ 5 % HZSO4 v elana/2

4.1.4. Chemikalie n materialy

Ako substraty biokonverii boli pouzite tieto 11-substituované akrylonitrily (vid’ Ob. 7)

poskytnute Univerzitou B. Pasca1a(Aubiere, Francuzsko):

la ‘ 2-(2’-hydroxy-3'-butenyl)—akrylonitril,

2:1 . 2-(2'-hydroxy- 3', 3’-bis(metoxy)propyl)-akrylonitril,

3:1 : 2-(2'-acetoxy- 3‘, 3’-bis (metoxy) propyl)-akrylonitril,

4:1 2-(2'—acetoxy-1'-hydroxyetyl)-akrylonitril,
5:1 . 2-(2'—hydroxypropyl)-akrylonitril,

6a : 2-(2i-fenyl-2'—hyclroxymetyl)-akrylonitril,

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

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

9-.1 : 2-(2‘,3',4’-trihydroxy-5'-oxyhexanoyl)-akrylonitril,

10a . 2-(2’, 3'-dihydroxy-4'-oxypentanoyl)-akrylonitri1,

1121 . 2-(2 ,3',4',5'-tetrahydroxy-hexanoyl)-akrylonitril.
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Rozpzlftktdhi .'

Metanol (suchy redestilovany), etanol, hexan, dichlormetan a chloroform (redestilovane),

etylester kyseliny octovej (redestilovany), metanol, 2-propanol a acetonitril (pre HPLC;

Merck), d5—DMSO (Chromservis, CR), nitrobenzylalkohol (Sigma, USA). Pouzita voda

bola cistena pristrojom MiliQ (Millipore).

Er1zy'm.‘

Nitrilhydrataza (EC 4 2 1 84) bola puritikovana 2 kmefia Rhodoccocus eqm A456 a

skladovana pri -70 °C ako roztok proteinu v Tris/1-[Cl pufru, pH 7,5 (1,49 mg proteinu /ml).

Chromatograficke ko/o'r1y.'

chiralne analytirtké - AGP 100.4, 100 x 4 mm, Sum silikagel (ChromTec11, Svédsko),

HSA 100.4, 100 x 4 mm, Sum silikagel (ChromTecl1, Svedsko)

reverzna analyticka - Nova-Pak C18, Sum, 3 9 X 150 mm (Waters Associates, USA)

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

Ostatne pouzite chemikalie boli ziskané z komercnf/ch zdrojov a s najvyssim

stupfiom dostupnej cistoty



4.1.5. Pristroj1e :1 zariadenin

pH meter WTW pH 90 D812 (Weilheim, Nemecko)
UV-spektrofotometer 1202 (Shimadzu, Japonsko)
Centrifi '1ga.12-21 (Beckman, USA)

Mikrocentrifuga 12VDC (Denver Instrument Company, USA)
Mikrocentrifi hgaMini Spin Plus (Eppendorf, Nemecko)
Analyticke vahy AE200 (Mettler, SRN)

Trepaeka, priemer 17 mm, 220 ot./min. (Vyvojove dielne CSAV, CR)

Thermomixer Compact 5350 (Eppendorf-Hamburg, Nemecko)
Thermomixer Comfort 22331 (Eppendorf-Hamburg, Nemecko)

Ockovaci box MSC 9 (Jouan, Francuzsko)
Cerpadlo s riadiacou jednotkou Waters 600 Controller (Waters Associates, USA)
Detektor PDA 996 (Waters, USA)
Detektor R1 (Waters, USA)

Autosampler 717 Plus (Waters, USA)

lnjektor Rheodyne model 7725 (Rheodyne Inc., USA)

Vakuova pumpa DOA V130NB (Waters-Millipore, USA)

SP 8800 ternarna gradientova pumpa (Spectra Physics, USA)
SP 8800 autosampler (Spectra Physics, USA)

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

SP 8810 T1 pumpa (Spectra Physics, USA)
UV lampa CAMAG (Mettenz, Svajciarsko)

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

FAB MS’ Finnigan MAT 95 (Finnigan MAT, Nemecko)
ES1 MS: LCQDECA 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 (Millipcre S.A., Francuzsko)

Vakuova odparka BUC1-I1 Vacuum Controler V-800, Rotavapor R-200, Heating Bath

3.490 (Svajéiarsko)
Vodny kupel’ v1..o5 (uocr-113, CR)
Hardware‘ PC AT Pentium II 466 M]-lz, 64 MB RAM

Sofiware: Millenium Chromatography Manager 2.0, Spectra System DOS-OS2,
Microsofi Word 97, Microsoft Excel 97, Chem Window 5.0
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4.2. MIKROBIOLOGICKE METODY

4.2.1. Uclrovzivanie mikroorganizmu

Mikroorganizmus R. equi A4 bol uchovavany na ,,§ikmom“ masopeptonovom agare

MPA (zloienie pody — vid' oddiel 4.1.2) v chladnicke pri 4 “C po dobu troch mesiacov Po

uplynuti tejto doby bol vidy preoékovany_

4.2.2. Kultivacia ntikroorgnnizmu

4.2.2.1. Kultivricia v kvrqm/nom médiu

Bakterialna populacia bola submerzne kultivovana v 500 ml Erlenmeyerovych

bankach so 100 ml mineralneho media BSB (vid’ oddiel 4.1.2), lctoré obsahovalo glycerol

ako hlavny uhlikovy zdroj a acetonitril akojediny duslkovy zdroj (v koneénej koncentracii

20 mM), za aerobnych podmienok pri teplote 30 “C na rotaénej trepacke (220 ot./min.).

100 ml sterilného media v 500 ml bankach bolo inokulovane kulturou R. equi A4 2 MFA

agam, resuspenrlovanou v 10 ml sterilneho fyziologickeho roztoku, s vychodzou hodnotou

OD5m.,,,.= 0.06. Kultivacia trvala pribliine 24 hod. (OD5)g,,..,.= 1.5), kedy bunky R. 211111 A4

vykazuju najvacsiu nitrilhydratazovu aktivitu. Zlskana biomasa bola odstredena na

centrifuge (5000 ot./min., 25 min, 4 °C) a dvakrat premyta 54 mM Na/K~fosfatovym

pufrom 5 pH 7.5 a znova odstredena. Cast‘ kl’udovych buniek bola pouiita k stanoveniu

aktivity (vid’ odzliel 4 3.1) a zvysna cast’ bola skladovana pri teplote -18 °C.

4.2.2.2. Kultivricia na pevnam mérliu

,,Sikmy agar“- MPA (vid’ oddiel 4.1.2) bol pouzivany pre uchovavanie

mikroorganizmu R. equi A4 a inolculaciu kvapalneho media. Agar bol po zaoékovani

jednou kl’uckou odobranou z pevného media MPA s kulturou R. equi A4 inkubovany po
dobu 48 hod vtermostate pri teplote 28 °C.

4.2.3. Sterilizzicia

Vsetky pody, pufre, roztoky a laboratorne sklo pouzivane pri sterilnej praci

s mikroorganizmom boli sterilizovane V parnom sterilizatore za podmienok. 100 kPa,

30 min., pri teplote 120 "C.
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4.3. BIOTRANSFORMACIE a-SUBSTITUOVANYCH
AKRY1LONI'l‘RILOV

4.3.1. Stanovenie aktivity buniek R. equi A4

Odstredene bunky boli resuspendovane v 54 mM Na/K-P pufri, pH 7,5, na

ODo1onm =0.5. Reakéna zrnes v mikroskumavke (Eppendorf) bola zloiena 7. 50 11.1 10 mM

substratu 2-fenylpropionnitrilu (PPNi; vo vyslednej koncentracii 0,625 mM) at 750 1.11

suspenzie buniek Reakcia prebiehala v Thermomixeri Compact (Eppendorf, Nemecko) pri

32 "C a 850 otaékach za minutu. Vzorky boli odoberane po 5, 10 a 15 minutach a reakcia

bola ukonéena pridanim 1/10 objemu 1M roztoku kyseliny chlorovodikovej. Bunky boli

Odstredene na mikrocentrifuge Mini Spin Plus (Eppendorf, Nemecko). Ziskane vzorky boli

riedene 25-krat a analyzované na HPLC spolu so stanclardmi PPNi, kyselinou 2-

fenylpropionovou (PPAc) a 2-fenylpropiénamidom (PPAm) o koncentrécii 0,] mM. HI-‘LC

analyza prebiehala za podmienok zhrnutych v kapitole Chromatograficke metody (vid'

oddiel 441 1) Retencne easy danych latok boli 2,1 min. (PPAm), 3,3 min. (PPAc)

a 6,0 min. (PPNi). Aktivita buniek vhodnych pre biotransformacie bola okolo 1 pmol

spotrebovaneho PPNi/min./mg suéiny buniek pri 30 "C a pH 7.5.

4.3.2. Biotransforrnacie katalyzovnné celymi bunkami R equi A4

Odstredene bunky boli resuspendovane v 54mM Na/K-fosfatovom pufri, pH 7.5 na

OD51o,.,., medzi 2,5 - 20. Hodnota OD5)o...,. : 1 odpoveda 22 mg su§iny/100 ml. Konkretne

hodnoty koncentracie buniek su uvedene pri jednotlivych biotransformaciach (vid'

kapitola 5). Suspenzia buniek bola preinkubovana v mikroskumavkach (Eppendort) na

Thermomixeri Compact alebo Comfort 5 min. pri teplote 32 °C a otackach 850 rpm

Reakcia zacala pridanim prisluéneho substratu zo 100 mM zasobneho roztoku a prebiehala

za rovnakych podmienok ako preinkubacia. Poéiatoene koncentracie substratov

v reakcnych zmesiach su uvedene v kapitole 5. Vzorky boli odoberané v réznych casovych

intervaloch p0 200 111 a reakcia bola ukoncena pridavkom 20111 1M HCI. Bunky boli

nasledne Odstredene mikrocentrifugou (Mini Spin Plus, Eppendort). Ziskane vzorky boli

analyzovane TLC a HPLC (vid’ kapitola 5).
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4.3.3. Biotransformzicie katalyzovnné enzymom nitrilhydratrizou z kmefia R equi A4

Bictransformacie niektorych <1-substituovanych akrylonitrilov boli uskutocnene

pomocou nitrilhydratazy Enzym (1,5 - 7,3 mg proteinu/ml reakenej zmesi) bol najprv

5 minut preinkubovavany spolu s 54m\/1 Na/K-fosfatovym pufrom, pH 7.5

vThermomixeri pri 32 “C a otackach 850 rpm, potom bol do reakcie pridany substrat

o danej koncentracii zo 100 mM zasobneho roztoku. Koncentracie enzymu a poéiatocne

koncentracie substratov V reakénych zmesiach su uvedene v kapitole 5. Vzorky boli

odoberane v roznych éasovych usekoch po 100 pl Reakcia bola ukoncena pridanim 101.11

1M HCl a odstredenim vyzrazanych proteinov na mikrocentrifuge (vid’ oddiel 4.1.5).

Vzorky boli analyzovane metodami TLC a HPLC (vid' oddiel 5.1).
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4.4. CHROMATOGRAFICKE METODY

4.4.1. Vysakouéinnzi tlakovai chromntografia (HPLC)

4.4.1.1. HPLC na reverznej kaldne

Princip separacie je zalozeny na rozdeleni latok medzi nepolarnou fazou kolony a

polarnou mobilnou fazou. Jednotlive latky su eluovane v poradi klesajucej polarity. Na

analyzu bol pouzity system HPLC Millenium Chromatography Manager 2.0, vybaveny

pumpou 600 Controller, detektorom PDA 996, injektorom Rheodyne a autosamplerom 717

Plus od ftrmy Waters Associates, USA. Mobilna faza bola preftltrovana cez membranovy

filter 0,22 pm na vakuovej pumpe DOA V130NB, cim bola zbavena necistot a zaroven
odplynena. Vzorky boli spravidla riedene na koncentraciu 0,1-0,5 mM Mnozstvo

stanovenych latok bolo urcene integraciou a porovnanim so signalmi §tandardnych

roztokov o koncentracii 0,1 mM. Podmienky analyzy su zaltrnute v nasledujucej Tabulke 1

a ziskané vysledky zhrnute v oddieli 5.] a Tabulke 5.

Tabu1’ka 1: Podmienky analyzy pre HPLC na reverznej kolone

kolona Nova-Pak Clg, 3,9 x 150 mm, Sum,

mobilna faza 10 % acetonitril vo vode (+ 0,1 % H3PO4)

40 % acetonitril vo vode (+ 0,1 % H3PO4)

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

objem nastreku 10 pl

prietok mobilnej fazy 0,9 ml/min.

doba analyzy 10 — 30 min.

teplota 35 "C

UV detekcia 210 nm

Preparativnou HPLC boli izolovane karboxylove kyseliny 1c a 2c. Analyza bola

uskutocnena za podmienok uvedenych v Tabul’ke 2 na HPLC modulamom systéme firmy

Spectra Physics (San Jose, USA) vybavenym SP 8810 T1 pumpou, injektorom Rheodyne

so sluékou 100 pl a Spectra 100 UV-VIS detektorom (variabilna vlnova dlika) s pouzitim
sofiwaru DOS-OS2. Retenéne easy separovanych latok su uvedene v Tabul’ke 7 a 8.
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Tabul’ka 2: Podmienky pre preparativnu HPLC na reverznej kolone
kolona C18, 250 x 8 mm, Nucleosil 120-5 um

mobilna faza (v/V) 7 % (obj) acetonitrilu vo vode
10% (obj.) acetonitrilu vo vode (s 0,1 °/n CH3COO1-1)

stacionarna faza Nucleosil 120-5 pm

tlak na kolone 34 bar = 3,4 MPa

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

teplota laboratorna

4.4.1.2. HPLCm1 c/zirzilnej kalzine

Na separaciu enantiomerov substratov 611 a 7:1 bola pouzita analyza na chiralnej

kolune v ui opisanom systeme HPLC firmy Waters (vid' oddiel 4.4.1.1). Vzorky boli

danou mobilnou fazou (vid’ Tabul‘ka 3) nariedene na koncentraciu 0,2 mM a mnozstvo

stanovenych latok uréené integraciou porovnavane so Etandardmi o koncentracii 0,2 mM

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

podmienok zhrnutych v Tabul’ke 3 Po ukoneeni analyzy bol pouiity 15% roztok

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

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

pri 4 °C. Retencne casy separovanych latok su uvedene v Tabul’ke 6

Tabul’ka 3‘ Podmienky analyzy HPLC na chiralnej kolone
kolona Chiral-AGP 100.4, 100 x 4 mm (Spm silikagél)

Chiral-HSA 100.4, 100 X 4 mm (Spm silikagel)

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 kolone 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 chromatogrnfia (TLC)

Tenkovrstva chromatografia bola vyuzita k sledovaniu priebehu vsetkych

uskutoenenych reakcii Touto chromatograflckou metédou je mozne rychlo a jednoducho

detekovat’ pritomnost’ organickych latok, tak isto amidov a kyselin vzniknutych

biotransformaciou ot-substituovanych akrylonitrilov. Stacionarnou fazou pre TLC boli

dostiéky s tenkou vrstvou silikagélu a fluorescenénym indikatorom F;54( Merck) a mobilné
fazy; vyvijacie sustavy zahrnute v nasledujucej Tabul’ke 4.

Tabul’ka 4: Mobilne fazy pre TLC chromatografiu

Sustava Zloienie zmesi Doba vyvijanin (min.)

1 C1-IC1; : MetOH(10: 1) 8-9
11 c1—12c1. : MetOH (10 : 1) 10

111 CHCl3 MetOH (8 > 2) 8-9
IV CHCl3: MetOH (7 . 3) 9-10

V 2-PrOH :1-110 INH3 (7 : 2 I 1) 15

V1 CHC13 : MetOH : ELOH : H20 20
(2 : 4 : 1 : 1)

Testovane boli vsetky vyvijacie sustavy, no ako najlep§ie deliace s relativne

najkratéou dobou vyvijania sa osvedcili I, II, III Mobilne fazy IV, V a VI boli poulzivane

v opakovanom vyvijani, pretoze po prvom vyvijani sa dane latky od seba nedostatoéne

oddelili a ako dmhe negativum tychto faz sa ukazalo posunutie oddelenych latok do cela

mobilnej fazy. Vzorky a §tandardy o koncentracii 25 mM boli nana§ane kapilarkou a po

vyvijani v mobilnej faze detekovane pod UV lampou (254 nm), alebo nasledne detekovane

vo vyvijacotn roztoku (vid’ oddiel 4 1.3) a zahriate na 100 °C. Ako UV aktivna latka bol

stanoveny substrat 6:1 a produktyjeho biotransformacie (6b, 6c).
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4.5. SPEKTRALNE METODY

4.5.1. Nuklefi rna magneticka rezonancia (NMR)

NMR spektra boli merane’ na spektrometri Varian INOVA - 400 (pozorovacia

frekvencia 399.90 MHz pre ‘H, 100.56 MHz pre 13C) v d5-DMS0 (vid' kapitola 2) pri teplote

30°C. Ako vnutorny standard sluzil zvyskovy signal rozpustadla (SH 2.50. 5c

39.6). Chemické posuny a interakcné konstanty v ‘H NMR spektréeh boli odpoéitane’ zo

spektier ziskanych doplnenim dat o dvojnasobny poéet bodov paméiti a pred Fourierovou

transformaciou vynésobenych vaiiacich funkcii zvysujucich rozlisenie (exponenciala so

zapornym exponentom plus Gaussova funkcia). Pri “C NMR spektrach bolo naopak

pouiite umele rozsirenie éiar (1 Hz) kvoli zvyseniu pomeru signal/sum. Chemické posuny

su uva‘1dzane' v 5-stupnici (ppm), interakéne konstanty v Hz. Pouzité digitalne rozlisenie

(0.05 a 0.67 Hz pre 'H resp. ”C) opravhuje k udavaniu chemickych posunov proténov s
platnosfou na tri, pri uhliku na dva a proto'novy'ch inerakénych konstant na jedno

desatinné miesto.”

4.5.2. Hmotnostné spektrometria (MS)

Molekulova hmotnost’ produktov biotransformacii (vid' oddiel 4.1.4) bola merana

na spektometri Finnigan Mat 95 (Nemecko). Produkty boli podrobene ionizécii rychlymi

atomami FAB (vid' kapitola 2), ako zdroj neutralnyh éastic bol pouiity Xe.Ury'ch1'ovacie

napatie bolo 5 kV a ako pouilivane’ matrice sluzili glycerin a nitrobenzylalkohol.

Niektore produkty (vid' kapitola 5) boli zmerane na LCQ DECA spektrometri

Finnigan. Ku generovaniu pozitivnych a negativnych iénov bola pouiité ionizacia

elektrosprejom (ES1) (vid' oddiel 2) pri iénizaénom napéiti 3 kV. Vzorky boli rozpustene v

zmesi metanol : voda v pomere (1:1) a zavédzane do ES] ionoveho zdroja pomocou

nehrdzavej kapiléry.
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4.6. IZOLACNE TECHNIKY

4.6.1. Extrakcin

Po ukoneeni reakcie bolo pH media upravené v pripade izolacie amidov pomocou

1M NaOH na hodnotu pH 8.3 V pripade izolacie kyselin bolo pH media upravene

pouiitim 1M HCl na hodnotu pH 2. Potom bola uskutocnena trojnasobna extrakcia

etylacetatom Etylacetatove frakcie boli spojene, vysu§ene bezvodym siranom sodnym,

zfiltrovane a oclparene na vakuovej odparke. Produkty boli analyzované HPLC, TLC,

Nl\/IR a MS (vid’ kapitola 5)
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5. VYSLEDKY A DISKUSIA

Skupina nitrilov, ktore boli poplsané ako substraty roznych nitrilhydrataz a nitrilaz,
obsahuju stovky latok. Patna medzi ne nitrily alifaticke - nasytené aj nenasytene,
aromaticke, heteroaromaticke, arylalifarické aj alicyklické. K biokatalyzatorom
s neobvykle §irokou substratovou Epecifitou patria bunky kmefia R. eqzu A4

a nitrilhydrataza z nel1o purifikovana, ktora je pouzivana v tejto praci. Doposial’ bolo
najdenych viac ako 60 nitrilov, ktore su touto nitrilhydratazou transformovane na prisluéne
amidy.” 38' 39‘ 41' 5° Ciel’om niiéie popisanych pokusov je roziirit’ poznatky o substratovej
specifite nitrilhydratazy a amidazy z bakteriélneho kmena R. equi A4.

Jednym z prnych popisanych substratov bakterialnyclt nitrilhydrataz je akrylonitril
Skutoénost’, ie k tomuto nitrilu vykazovali mnohe nitrilhydratazy (z Rhadacocczzs sp. N-
774, Rhodococcus sp. .1-1 a Pseudamorias chloraraphis B23,” vysoku aktivitu, bola
vyuzita v priemyslovej vyrobe akrylamidu. Predpokladom uspeéneho vyrobneho postupu
bolo aj to, ie akrylamid nebol enzymovym systemom spominanych bakterii d’alej
hydrclyzovany a nevznikala tak kyselina akrylova ako neiiaduci kontaminant produktu.

O biotransformaciach ot-substituovanych akrylonitrilov (vid’ Obr. 7) nebolo v§ak

zatial' nie publikovane. Tieto latky su pri tom uiitoénymi intermediatmi organickych
syntez, medzi ktore patria tiei postupy veduce k biologicky aktivnym latkam ako su
laktony, alebo ulosonove kyseliny. Tak ako aj nitrilhydrataza, tak aj celé bunky
mikroorganizmu R. equi A4 boli pre svoju §iroku substratovu §pecifitu perspektivnymi
biokatalyzatormi pre transformacie akrylonitrilov substituovanych v polohe ot- na prlslusne
amidy a eventualne karboxylove kyseliny (v priprade vyuzitia celobunkového

biokatalyzatora). V niektorych pripadoch bola konverzia nitrilov na amidy v preparativnej
priprave uskutocnena pomocou celych buniek. Tento sposob je vyhodny pre ovel'a nizsiu
naroénost’, aj cenu pripravy celobunkoveho biokatalyzatora.

Ni2§ia aktivita nitrilhydratazy voci substratom testovanym v tejto prétci v porovnani
s alifatickymi nitrilmi (napr. propionitrilomgsé) nie je prekvapiva, lebo elektrony dvojitej
vazby moiu znizovat’ reaktivitu nukleoftlnej kyanoskupiny pri hydratacii nitrilu.
Vyznamnu ulohu mézu hrat’ tiez stericke vplyvy (vetvenie uhlikateho ret’azca a pritomnost’
objemnych funkénych skupin)
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5.1. Stanovenie nitrilov 21 produktov ich enzymovej transformacie

Pre stanovenie substratov a produktov biokonverzii bolo potrebne zvolit' vhodne

metody kvapalinovej HPLC (na reverznej a na chiralnej kolone) a TLC. Vzhl’adom k tomu,
ie sajedna o latky, u ktorych neboli analyticke metody v literature doposial' uvedene, bola

prlslusna metodika vypracovana v ramci tejto studie. Taktiei boli vypracovane’ metody
reverznej HPLC pre vaééinu substratov (nitrily 1:1 - 821) a niektore amidy (lb, 2b, 5b - 8b)
a karboxylove kyseliny (lc, 2c, 5c-8c) (vid' Tab. 5). U ostatny'ch latok, kde se zatial'

nepodarilo najst’ vhodné metody separacie nitrilov od amidov a karboxylovych kyselin
pomocou HPLC na reverznej kolone (napr z dovodov vysokej polarity latok), boli k

monitorovaniu biotransformacii a kontrole éistoty produktov vyuiite metody tenkovrstvej
chromatografie, t.j zvolené vhodne mobilne fazy pre separaciu latok na tenkej vrstve
silikagelu (vid’ Tab. 4). Priradenie pikov (v pripade HPLC) a Ekvrn (v pripade TLC) v
chromatogramoch k prislu§nym latkam vyiadovalo izolaciu produktov a ich identifikaciu

pomocou spetroskopickyeh meted (NMR a MS). Pomocou tychto merani, ktore boli

uskutoénene’ v Laboratoriu molelcularnej struktury Mikrobiologického ustavu AV CR, boli

stanovene §truktury takmer v§etkych produktov transformacii. ”C NMR umoinila jasne
rozlisit’ nitrily od produktov biotransformacii, avéak v oblasti rezonancii skupin CONH2 a
COOH dochadza k vzajomnym prekryvom, co znemoifiuje “C NMR spektometrii urcit’

prislu§nu skupinu amidu, alebo kyseliny V ‘H N1\/[R spektrach meranych V rozpusfadlach
(DMSO) potlaéujucich vymenne procesy, amidove protony neboli n1agneticky
ekvivalentne V pripade la'tok, u ktorych boli tieto amidove protony detekovane, tak bolo

moine’ odli§it’ amidy a kyseliny pomocou 1H N1\/ER. Vel’mi spol’ahlivo boli od seba
odliéene nitril, amid a kyselina pomocou MS, kedie tieto latky sa od seba li§ia Ei uz
molekulovymi hmotnostami, tak aj elementarnym zlozenim.

S chiralnymi chromatografickymi kolonami, ktore boli k dispozicii (t.j Chiral-AGP
a Chiral-HSA), boli vypracovane metody pre rozli§enie enantiomérov u substratov 6.1 a 7.1
(vid' Tab. 3). Tieto kolony véak neboli vhodne pre rozliéenie enantiomérov prisluénych
amidov (6b, 7b) a karboxylovych kyselin (6c, 71:) a ani ostatnych nitrilov. Identifikovanie
izomerov (R, 5) bolo mimo ramec tejto prace. Separacia aspon dvoch substratov
nitrilhydratazy vsak umoznila predbezny zaver o nizkej enantioselektivite nitrilhydratazy k
substratom so stereogennym uhlikom v polohe 13- vzhl’adom ku kyanoskupine (vid' oddiel
5 7a5.8).
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Tab. 5: Separacia nitrilov, amidov a karboxylovych kyselin pomocou HPLC

na reverznej kolone

Zluéenina“ Mobilmi fslza Reteniny Eas (min.)

In 10 ‘’/a acetonitril + 0,1 % H3PO4 6,0

lb 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO4 3,4

1c 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO.; 2,1

211 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO4 6,0

2b 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO4 3,4

2c 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO.. 2,1 a 1,3“
3:1 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO4 42,1

4:: 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO4 3,6

4d 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO4 1,8

521 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO4 3,0

5b 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO.. 2,7

5c 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO.. 2,2

Ga 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO4 26,4

6b 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO4 12,0

Ge 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO.; 5,3

7:1 10 ‘Va acetonitril + 0,1 % H3PO4 2,9

7b 10 % acetonitril + 0,1 % HgPO4 2,0

7c 10 % acetonitril + 0,1 % H3PO4 1,6

8:: 10 ‘’/u acetonitril + 0,1 % H3PO4 2,8

8b 10 “/o acetonitril + 0,1 % H;PO4 2,1

8c 10 “/1; acetonitril + 0,1 % I-I3PO4 1,5
“ vid‘ Obr. 7
h chemicky pripravena latka

K separaciam bola pouiita kolona Nova-Pak C13 column (5 um, 3,9 x 150 mm, Waters) za

podmienok uvedenych v oddieli 4 4.1.1.
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Tabul‘ka 6 Separacia nitrilov pomocou HPLC na chiralnej kolone

Zltiéeninn“ Mobilmi fziza Retenény cas (min.)

6a 10 mM Na? -1-1mM DMOA 2,9 :1 7,8
7:) 10mMNa.P+1mMDMOA 1,6 it 2,1

“vid’ Obr 7

K separaciam bola pouiita koléna AGP 100.4, 100 x 4 mm, Sprn silikagél za podmienok

uvedenych v oddieli 4 4.1.2
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5.2. Biotransformzicie 2-(3’-butenyl-2'-hydroxy)-akrylonitrilu

2-(3-Butenyl-2-hydroxy-)-akrylonitril 1:1 bol purifikovanou nitrilhydratazou 1'ahko

hydratovany na prislu§ny amid lb (vid’ Obr. 8).

lb: ‘H NMR: 2309 (IH, ddd, J = 1.0, 7.2, 13.6 Hz, H-3a), 2.359 (1H, ddd, .1= 10,
5.8, 13.6 Hz, H--3b), 4.050 (1H, m, H-4), 4.976 (1H, <1, J = 4.6 Hz, 0H), 4 979 (11-1, ddd,J
= 14, 2.1, 10.4 Hz,H-6a),5.119(1H,ddd,J=l.5,2.1, 17.2 Hz,1-I-6b),5.349(1H,ddd,.l
= 101.0, 1.2 Hz, H-l‘a), 5731 (1H, d, J = 1.2 Hz, H-1‘b), 5.795 (1H, ddd, J = 55,104,
17.2 Hz, H-5), 6.959 (1H, br s, N1-1-a), 7490 (IH, br 5, NH-b).
“C NMR: 40.3 (1, C-3), 70.4 (:1, C-4), 113.5 (1, C-6), 1209 (t, C-1‘), 141.2 (s, C-2), 141.

MS(FAB) 164[M+Nz]* [C71-111O;N]

lb bol detekovany pomocou I-[PLC a TLC ako intermediat aj v pociatocnej faze

biotraiisforinacii substratu Ia celymi bunkami a potom pomaly transformovany na

prislu§nu karboxylovu kyselinu 1c (vid’ Obr. 8). Reakéné podmienky danej konverzie su

zahrnute v nasledujucej Tabul'ke 7

1c’ ‘H NMR. 2.238 (ddd, 11-1,1= 07,79, 13,2 Hz, H-3a), 2.349 (ddd, 1H J = 0 6,
34,132 Hz, H-3b), 3.964 (m, 1H, J = 1.4, 1.5, 3.4, 5.1, 7.9 Hz, H-4), 4.912 (ddd, 1H, J :
1.4, 2.5, 10.4 Hz, H-6...), 5.054 (ddd, 1H, J = 0.6, 0.7, 3.4 Hz, H-7a), 5.131 (ddd, 1H, 1:
1.5, 2 5, 17.1 H-6,,.,,.), 5.686 (d, 1H, J = 3.4 Hz, H-7b), 5 200 (ddd, 1H, .1 = 51,10 4,
17.1 Hz, H-5)

”C NMR. 41 8 (C-3), 719 (C-4), 112.0 (C-6), 119.5 (c-7), 143.2 (C-5), 1460 (C-
2),171.7(C-1).

MS(FAB) l65[M-1-Na]' [C71—11oO3]

K priprave amidu by preto popri puriflkovanej nitrilhydratazy bolo moine vyuiit’
tiei celobunkovy biokatalyzator. Nitrilhydratazova aktivita celych buniek totii v pripade
tohto substratu vyrazne prevy§uje amidazovu aktivitu k prislu§ne'mu an1idu a reakciu je

potom moine zastavit‘ v okamihu, ked' v reakcnej zmesi prevlada amid. Vzh1’adom

k nizkej aktivite amidazy voei tomuto amidu neprebehla reakcia s amidazou ai do uplnej
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konverzie amidu a k izolélcii prisluénej karboxylovej kyseliny bola preto pouiitél

preparativné. HPLC (vid’ oddiel 4.4.1.1).

NCT/W/\
niuilhydratézz

HZNOCWb on pH7.5,32°C OH
1.1 lb

H

NC
Rhodococcus equi A4

Oocj/W/\OH celé bunky | OH

In Ic

Obr. 8:Biotransforrnécie 2-(3lbutenyl-2'-hydroxy)-akn/lonitrilu 1:1

purifikovanou nitrilhydratélzou a celymi bunkami R. equi A4

Tabul’ka 7' Vyfaiky biotransformécii

2-(3'-burenyl-2'-hydroxy)-akrylonitrilu la; vid’ Obr, 8)

Substrrit Biokatalyzétor Renkini Nezreagovan}? Produkt Vyfaiok

Eas [h] substrét [%] [%]

la nitrilhydratéza 0,5 0 lb 67

(Z5mM) (3 mg proteinu (izolovany)

/100 ml)
la celé bunky 7 0 1c 42 “

(10mM) (4,4 g su§iny /1|) (izolovany)
“ purifikécia preparativnou HPLC
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5.3. Biotran:sformécie 2-(2'-hydroxy-3',3'-bis(metoxy)pr0py1)-
akrylonitrilu

Ked’ bol 2-(2'-hydroxy-3',3'-bis(metoxy)pr0pyl)-akrylonitrilu 2:1 pridany do

reakénej zmesi v rovnakej koncentrécii ako predchédzajxici substrét 25 mM, nebol

pomocou chromatograficky/ch metéd ani po jednom dni zisteny produkt. Koncentrécia

subslrétu bola preto zniiené na 2,5 mM V tomto pripade bol po 20 hodinéch detekovany

produkt, ktory bol izolovan)? preparativnou HPLC aidentifikovan}? ako amid Zb (\/id’

Obr 9).

2b:11-I N1‘/LR: 2.111 (1H, dd, J = 93,143 Hz, H—3a), 2.478 (1H, dd, .1: 3.0, 14,3

Hz, H-3b), 3.304 (6H, S, 2 X CHJO), 3.546 (1171, ddd, J = 3 0, 5,6, 9 3 Hz, H-4), 4 053 (11-1,

C1, .1 = 5 6 Hz, H-5), 5,362 (1H, m, H-1’a), 5 730 (1H, d, J = 1.4 Hz, H-1'b),6.971(1H,b1‘

s, NH-a), 7.486 (1H, br s, NH-b).

"C NMR: 34.93 (1, C-3), 54.02 (:1, CH3o), 54.64 (q, CI-I30), 69.54 (:1, C-4), 106.76

(111, C-5), 120.23 (1, C-1’), 141.77 (5, C-2), 170.24 (s, C-1).

Vyfaiok tohto amidu sa trocha z1ep§i1 po cca. péfnésobnom zvyéeni koncemrécie

nitrilhydrateizy v reakénej zmesi (vid' Tab 8). Pouiitie pomerne vysokych koncentrécii

enzymu v reakénej zmesi je véak nevyhodné pre vel'k1'1 spotrebu daného enzymu a jeho

samomé purifikécia 2 R. equi A4 je vel’mi pracné.

Pomocou celych buniek bola 2 nitrilu 2:1 pripravenzi prisluéné kyselina 2c v dobrom

vyfaiku (vid' Obr. 9, Tab. 8).

2c: ‘H NMR’ 2.206 (1H, ddd, J = 1.0, 2.5, 13.3 Hz, H-3a), 2.336 (1H, ddd, J = 0.9,
2.6, 13 3 Hz, H-3h), 3.273 (3H, s, CH;O ), 3.283 (3H, s, CH3O ), 3.332 (1H, ddd, 1 = 2.6,
6,1, 3.4 Hz, H-4), 3976 (1H, d, 1 = 6 1 Hz, H-5), 5.017 (1H, ddd, J : 0 9,1035 Hz, H-
621), 5.657 (1H, d, 1- 3.5 Hz, H-6b).

"C NMR» 36.3 (C-3), 53.3 (CH3O), 54.4 (CI-I30), 71.0 (c-4), 106.7 (C-5), 1194

(C-6), 146.6 (C-2), 171.1 (C-1).
MS(FAB) 213[M+Na]‘ [CgH11O5]
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Této léxtka bola ako jedinzi z produktov pripravenych v tejto préci ziskané tiei
chemickou cestou (spolupracujucim laboratériom Univerzity B. Pascala v C1erm0m-
Ferrard). Retenény éas, pri ktorom bola této chemicky pripravené kyselina 2c eluované
zkolény sreverznou fzizou, sa v§ak prekvapivo nezhodoval sretenénym éasom létky
ziskanej biotransforméciou (v1d’ Tab. 5), hoci té bola spektrometricky identifikovanei ako
kyselina 21: (vid’ Tab. 5). Je to moiné vysvetlit’ 1)’/m, is za podmienok biotransformécie
pravdepodobne dochédza k vzniku lakténu z dvoch, alebo viac molekfi l tejto létky, ktoré
ved1'a karboxylovej skupiny obsahuje aj skupinu hydroxylovd. Skutoénost’, is 521 jednei
0 dimér, alebo oligomér, neméieme pomocou NMR stanovit’. Za podmienok MS zrejme
dochédza kjeho rozpadu.

Dévodom niiéej reaktivity nitrilu 2:1 pri enzymovej hydrateicii s1’1 pravdepodobne
stérické efekty rozvetveného refazca Je znaime, is aktivita nitrilhydratézy je obmedzené
na substreity pomerne malych rozmerov molekuly.

Pretoie kyselina 2c 21 pripadne aj amid 2b majL'1 byt’ vyuiité pri chemickej syntéze
ulosonovych kyselin (v spolupreici s francixzskym laboratériom), bolo potrebné pripravit’
ich v mnoistve stoviek miligramov. Tieto preparativne pokusy boli vykonané pomocou
celych buniek 2/. dfivodov vel’kej spotreby biokataiyzétora. Takto bola iiadanzl kyselina
pripravené v dobrom vyfaiku (vid’ Tab. 8).

V pripade nitrilu 2a boli na rozdiel od predchadzajxiceho substrétu 1:1 rychlosti
reakcii riadenych nitrilhydratzizou a amidzizou porovnatel’né a d6s1edkom toho bolo
obliainé reakciu zastavit’ vo féze, ked’ by v reakénej zmesi vyrazne prevléda1 amid.
Reakcia bola preto ukonéené vo féze, ked’ ved1’a amidu bol v reakénej zmesi e§te pritomny
nitril. Ten bol vzhl’adom k ovel’a nii§ej polarite l’ah§ie separovatefny od amidu
(vytrepanim do etyiacetétu) nei karboxy10vzi kyselina Amid 2b bol tak pripraveny
v dobrom vyfaiku 21 V iiadanom mnoistve (vid' Tab. 8). Tento pokus vyiadoval aplikéciu
buniek s ve1’mi vysokou nitrilhydratzizovou aldivitou. Tie boli preto pouiité ihned’ po
kultivécii a neboli skladované pri -18 °C, aj ked' strata aktivity spésobené tymto
uchovévanim enzymu nie je spravidla pri1i§ vyznamné (ubytok aktivity < 20 % za ty'ider'1)
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OCH3 OCH3
NC . . , HZNOC

W
OCH} _n1tnlhydrataza OCH3

OH pH 7.5, 32°C OH

221 2b

OCH3 OCH3
NC - HOOCW/\(<oCH3 _’L’"’ . W/\\r/<ocH3

OH cele bunky OH

2a 2:

Obr. 9: Biotransformécie 2-(3',3 '-bis(metoxy)-2'-hydroxypropy1)~akrylonitrilu

purifikovanou nitrilhydratézou a celymi bunka1'niR. equi A4

2:1

Tabu1'ka 8 Vyfaiky bintransformécii

2-(3',3'—bis(1netoxy)-2'-hydroxypropyl)-akrylonitrilu 2:1 (vid’ Obr. 9)

Substrzit Biok:1t:11yz:'1tor Reakény Nezreagovani V}'It’ai0k
Ens [11] substrzit [%] P'°d“'“ [°/1.]

2:1 nitrilhydratéza 20 26 73

(2,5 mM) (15 mg proteinu/1) (analyticky)

2b 27“

nitrilhydratéza 13 0 (izolovany)

(73 mg proteinu/1) 90
(anaiyticky)

2:1 celé bunky 7 0 2c 40
(2,5 mM) (4,4 g su§i11y/1) (izolovany)

2a celé bunky 33 0 2c 83 1’

(10 mM) (2,2 g suéiny /1) (izolovany)

2:1 celé bunky 2 20 217 70'“
(5 m.M) (2,8 g suéiny /l (izolovany)

“purifikécia preparativnou HPLC
1’ izolécia extrakciou (v preparativnom mnoistve cca. 500 mg)
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5.4. Biotransformécie 2-(2-acetoxy-3',3'-bis(met0xy)propyl)-
akrylonitrilu

15a1§i 01»subs1i1.uovany' akxylonitril 3:1 nes1'1ci v postrannom refazci acetoxyskupinu
miesto hydroxylu bol celymi bunkami R. eqzu A4 a nitrilhydratézou transformovany na

rovnaké produkty ako predchadzajinci substrzit 2:1, t.j karboxylovfi kyselinu a jej amid 2b

(vid’ Obr. 10 a Tab. 9), 60 je désledok deacetylécii vychodzieho substreitu. Je

pravdepodobné, is bunky R. eqm A4 obsahujd esterézu, k1orej vyskyt je
u mikroorganizmov beiny. Pésobenie esteraizy sa prejavilo i v pripade d’al§1'0h nitrilov

obsahujucich v molekule d'a1§ie esterové véizby, napr. metyl kyanobenzoaity,“ alebo metyl

kyanobutanoéty,“ Pri t)'Ic11to lzitkach v§ak esterézy len mierne zniiovali vyfaiky
produktov, metylamidokarboxylétov a pr1’slu§n)'/ch hemiesterov. Zdzl se, ie aktivita

esterézy R. equi A4 zeivisi na polarite substrétov.” Esterové vazby nepolérnj/ch létok S11

hydrolyzované vo véi5§ej miere nei pri 1é1tkac11 polzirnych. Nitril 3:1 je pravdepodobne pre
svoju nizku polaritu dobrym substrétom tejto esteraizy a dochédza kjeho intenzivnej
deacetylécii hned’ v poéiatoénej féze reakcie.

Pretoie k deacetylézcii dochédzalo aj vtedy, ked’ bol ako substrét pouiity
purifikovany enzym, je pravdepodobnzi pritomnost’ zvyékovej esterézovej aktivity
v pouiitom preparéte nitrilhydratézy T21 pod1’a elektroforézy (SDS-PAGE) vykazovala
vysokL'1 éistotu, nebola v§ak celkom homogénna. Aby bol enzym pre biotransformécie

ziskany v dobrom V1’/faiku, bola jeho purifikzicia obmedzené na dva chromatograflcké
kmky” (Homogénny enzym bol pouiity iba pre stanovenie molekuklvej hmotnosti

a sekvenovanie.) V pripade ostatnych doposial’ §tudovan}'Ich nitrilov s acetylovymi
skupinamim“ v§ak této esterzizové aktivita nepredstavovala iiadny problem. To

potvrdzuje, is nitril 3a bol neobyéajne vhodnym substrétom pre esterézu 2 R. equi A4,

Létka, které by mohla byt‘ prisluinym amidom 3b so zachovanou esterovou véizbou, bola

detekované pomocou HPLC (RT = 9,2 min v mobilnej feize obsahujlicej 10 % acetonitrilu
vo vode s 0,1 % kyselinou fosforeénou), pre nizke percentuélne zastfipenie V komplexnej
reakénej zmesi v§ak nebola izolovéna.

Na rozdiel od esterovych véizieb nebula hydrolyza metoxyskupin substrélov zistenzi.

To suhlasi s pozorovanim 0 stabilite esterovych vizieb k mikrobiélnemu §tiepeniu,
tykajuceho sa napr. metyl-3-O-benzy1-4-kyanobutanoétu.“
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1 OCOCH1 pH 7.5, 32°C
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OCH;
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OCOCH3 celé bunky

3.1

OCH3HZNOC
T\

OCH3
()H
2b

OCH;
HOOC

OCH;
OH

2c
Obr. 10:Biotransformécie 2-(2'-acetoxy-3 ',3 '-bis(metoxy)propyl)-akrylonitrilu 3:1

purifikovanou nitrilhydratézou a celymi bunkami R. equi A4

Tabu1’ka 9: Vyfaiky biotransformécie

Z-(2'-acetoxy-3',3'-bis(me1oxy)propy1)-akrylonitrilu 2a (vid’ Obr. 10)
Subsmit Biokat:11yz:itor Reakény Nezreagovani Produkt Vy't’ai1Jk

Ens [h] subsmit [°/a] [°/n]
3:1 nitrilhydratéza 24 10 2b 76

(2,5m1'\/I) (73mg proteinu/1)
(analyticky)

3:1 Cele’ bunky 67
(2,5 mM) (4,4 g su§iny/1) 42 0 2c (a"“‘y“°ky)

25 “
(izolovany)

“purifikacia preparativnou HPLC
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5.5. Biotra nsformaicie 2-(2'-acetoxy-1 '-hyd roxyety1)akry1lon1'1trilu

Pri biotransformeicii 4:1 2-(2'-acetoxy-1'—11ydroxyety1)ak1y10nitrilu bunkami

R. equi A4 bol ziskany produkt, p11 ktorom sme predpokladali §truk1.1'1ru amidu 4b, no

anal)’/za NMR ukézala v spektre tejto vzorky heteronuklezirnu koreléciu medzi

oxymetylénom a kvartérnym signélom s chemickym posunom 5c = 169.6 ppm. Okrem

who bol uh11'kovy signal metylénu posunuty smerom k nii§iemu po1’u (5c=- 73.3 ppm), 60

odpovedé substitucii na atéme kysliku. Tieto informécie dovo1’uj1'1 predpokladat’, ie poéas

biotransformécie: do§1o k vzniku lakténu a nie amidu (vid' Obr, 11). 0 tom svedéi aj

ch)’/bajuci acetylovany zvyéok a sponténne uzavretie zlliéeniny do kmhu. MS sa

nepodarilo potvrdit’ mo1ekulov1'1 hmotnost’ Iakténu Tento produkt, 01-me1y1e'n-y-laktén 4d,

kxorjl sa vyskytuje v prirodnych 1e1'penoidovyc11 lakténoch, vykazuje inhibiénfi vlastnust’

v rastovej féze baktérii a hub. Okrem tejto antibiotickej vlastnosti m2'1 aj protinédorovfi —

potlééa SOS- indukovami aktivitu troch mutagénov a antisekticidivnu aktivitu,“ Reakéné

podmienky 51': zobrazené V Tabu1'ke 10.

4d: ‘H NMR: 3.973 (1H, dd, J = 3.8, 9.5 Hz, H-4a), 4.449 (111 dd, .1 = 6.7, 9 5 Hz,
1-I-41:), 4 816 (111, 111, H-3), 5.948 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-1’a), 6.180 (1H, d, J : 2.1 Hz, H-
1'15).

”C NMR. 66.2 (d, C-3), 73.3 (1, C-4), 124.9 (1, C-1’), 138.8 (s, C-2), 169.6 (5, C-1).

Podl'a HPLC méieme predpokladat’, is pésobenim purifikovaného enzymu tiei

vzniké 01-metylétn-y-lakténu (pod1’a zhody retenénych éasov produktov ziskaného touto

biotransformiiciou a fitandardu izolovaného z reakénej zmesi 5 celobunkovym

biokatalyzétorom),

Vznik lakténu svedéi 0 tom, 28 sa pri létke 4:1 opéit’ prejavilo pésobenie

mikrobiélnej esterézy; aj tento nitril bol podobne ako nitril 3:1 vhodnym subslrétom pre

tento enzym.
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4:] 4d

Obr. 11:Biotransf0rmécie 2-(2'-acetoxy-1'-hydroxyetyl)akry1onitri1u 4.1

celymi bunkam1R. eqzu‘ A4

Tabu1’ka 10' Vyfaiok biotrz111sforn1é1cie

2-(2’-acetoxy-I'-11ydroxyety1)akryloni1ri1u 4:1, (vid’ Obr. 11)

Substr:'1t Biok:1l:1lyz:'1tor Renkénj Nezre:1guv:1ny Produkt V}"t’:1i0k

Ens substnit ["/o] [%]

[11]
4:1 niirilhydratéza 15 min. 0 4d 84

(2,5 mM) (75mg (analyticky)

proteinu/11)

4:1 celé bunky 2,5 0 4d 97
(25 mM) (3,3 g su§iny/ll) (izolovany)
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5.6. Biotransformécie 2-(2'-hydroxypropyl)-akrylonitrilu

2-(2’-hydroxypropyl)-akrylonitri1 5:1 poskytoval biotransf0r1m'1ciou s celymi

bunkami pr1'sl1.1§111'1 karboxylovfi kyselinu 5c (vid’ Obr. 12).

5c: ‘H NMR:1.024(3H, d, J = 6.2 Hz, H-5), 2.235 (1H, ddd, J 1.1, 5.9, 13.5 Hz,
11-33), 2 317 (111, ddd, J = 1 1, 7.0, 13.5 Hz, H-3b), 3 75501-1, m, H-4), 5.590 (1H, m, H-
1’a), 6,049 (1H, d, J = 2 Hz, H-1’b).

”C NMR: 23.26 (q, C-5), 41 50 (1, C-3), 64.90 (11, C-4), 126.11 (1, C-1’), 138.60 (5,
C-2), 168.30(s, C-1).

MS(ESI) 1291M-H1” [C.;HgO3]

Reakéne’ rychlosti nitrilhydratézy k 5a a amidazy k amidu Sb boli v tomto pripade

porovnatel’né a pomocou celych buniek potom nebolo moiné pripravit‘ tento amid.

Rychlost’ konverzie nitrilu a tiei amidu bola vel’mi nizka, takie kyselina Sc bola

pripravené po pomerne dlhej reakénej dobe. Pretoie akfivita nitrilhyclratézy k tomuto

substréuu bola nizka, nebol pre preparativny pokus pouiity purifikovany enzym (pre jeho

prepokladanu prili§ vel’k1'1 spotrebu). Dévodom nizkej aktivity nitrilhydratzizy k substrétu

5:1 by mohla byl’ pritomnost‘ kyslikového atému v polohe 6-. Heteroatémy v tejto polohe

sa méiu viazat’ v aktivnom centre nitrilhydratézy a interferovat’ s hydratziciou nitrilovej

skupiny.“

NC CH3 HOOC CH3

OH OHcelé bunky

5:1 Sc

Obr. 12’ Biotransformacie 2-(2'-hydroxypropyl)-akrylonitrilu Sa eel)’/mi bunkami

R. equi A4
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Tabufka 11:V}'It‘:1iok biotransformécie 2-(2'-11ydroxypropy1)-akrylonitrilu Sa,(vid’ Obr. 12)

Substr:it Biokatalyzzitor Renkény Nezreagovany Produkt Vy"t’:1i0k [%]
Ens [h] substrét [°/6]

5:1 celé bunky S5 0 5c 59

(25 mM) (4,4 g suéiny/1) (izolovany)
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5.7. Biotransform:'1cie 2-(2 '-fenyl-2’-hydroxymety1)—akrylionitrilu

2-(2'-Fenyl—2'-hydroxymetyl)-akrylonitril 6a bol Celymi bunkami 1’ahko

transformovany na prisluény amid 611. Nitrilhydratéza 2 R. eqm A4 511 vyznaéuje dobrou

aktivitou pre arylalifatické nitrily, napr. 2- arylpropiénitrily.3g‘” Vplyv aromatického jadra

na elektrénovu hustotu na uhliku nitrilovej skupiny neinhibuje aktivitu nitriihydratézy,

aj ked’t2'1to aktivita je niiéia k arylalifatickym nitrilom, nei nitrilom alifatickym ako napr

k propiénitrilu. Toto pozorovanie sa potvrdilo aj v pripade nitrilu 6:1. Rovnaky produkt

ako pri pouiiti ceiych buniek bol ziskan)? aj pomocou enzymu, ako bolo zistené pomocou

TLC a HPLC.

611- ‘H NMR: 5.507 (1H, m, H-3), 5.601 (1H, m, H-1’a), 5.673 (111, d, J = 4.9 Hz,
0H), 5.809 (1H, m, H-l‘b), 6.955(1H, br s, NH-a), 7.221 (1H, m,1-I-para), 7 267 - 7.349
(4H, m, H-or!/70, H-meta), 7 420 (1H, br s, NH-b).

13C NMR 71.23 (d, C-3), 117.57 (1, C-1’), 126.70 (d, C-orlho), 126.92 (C1, C-pam),

127.89 (d, C—meIa), 143.28 (5, C-ipsa), 147.46 (5, C-2), 168 71 (s, C-1).

1)a1§ia konverzia intermediétu 6b bola ve1’mi pomalai (vid' Obr. 13). T1110

pozorovanie je v s1'1lade s poznatkom o ve1’mi nizkej aktivite amidéz k arylalifatickym

amidom.“ Vychodzia koncentrécia nitrilu 6:1 musela byt’ pri tom zniiené, aby bol

zaruéeny dobry stupefi konverzie substrzitu 133151 produkt bol ziskany ai po dvojdfiovej

inkubécii substratu s bunkami Jednalo sa pravdepcdobne 0 karboxylovxi kyselinu 6c.

Pod1’a NMR sa méie jednat’ aj o kyselinu 6c, tak aj o amid 6b. Hrnotnostnej

spektrofotometrii sa v tomto pripade nepodarilo ziskat’ reproduk0va1el’n)'/ vysledok (za

podmienok tohto merania d0§lo zrejme k polymerizécii produktu s karboxyiovymi a

hydroxylovymi skupinami, prezoie moiekuiové. hmotnosf bola podstatne vy§§ia, nei

oéakavané). Av§ak skuto(':nost', 2e sa lento produkt pomocou TLC de1i od pr1's1u§né11o

amidu, naznaéuje §1n1ktL'1ru 60.
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6c: ‘H NMR. 5.424 (1H, dd, J= 1.1, 1.6 Hz, H-3), 5.915 (1H, dd, J : 16, 2.0 Hz,
H-1'21), 6,145 (1H, dd, J : 1.1, 2.0 Hz, H-1‘b), 7.223 (111, m, H-para), 7.264 — 7.339 (4H,
m, H-ortho, H-meta)

"C NMR: 70 77 (d, C-3), 122.80 (1, c-1‘), 127.03 (61, C-ortho), 127.08 (d, C-para),
127.99 (d, C-meta,), 143.45 (5, C-ipxo), 145.0] (s, C-2), 167.34 (5, C-1).

Enantioméry nitrilu Ga se ve1’mi dobre delili na chirélnej chroinatografickej koléne

Chiral-AGP. Preto mohla byt’ sk1'11nané pripadna enantioselektivita enzymu k tomuto

substrétu. Sledovanie spotreby obidvoch enantiomérov substrétu pri jeho biotransformécii

purifikovanou nitrilhydratézou naznaéilo uréitfi, aj ked’ ve1'mi nizku enamioselektivitu

enzymu. Enantiomérny prebytok e e.jednél1o z izomérov bol 56 “/6 pri 92 %-nej konverzii

substratu.

OH OH

NC HOOC
Rhadocaccux equi A4

celé bunky

6:1 6b

OH OH

NC H NOC
_ni1ri1hydrat:§1za

2

pH 7.5, 32°C

6:1 6c

Obr 13: Biotransformécie 2-(2'-fenyl-2'-hydroxymetyl)-akrylonitrilu
6:1 nitrilhydratézou a celymi bunkami R. equi A4
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Tabul'ka 12 Vyfaiky biotransformécii

2-(2’-fenyl-2'-hydroxymetyl)-akrylonitrilu 6:1, (vid’ Obr, 13)

Substrzit Biukatalyzdtor Re:1k:';n}'INezre:1gov:1ny Produkt Vy"t’aiok

Ens [h] substrzit [%] [%]

6:1 nitrilhydratéza 3 0 6b 69
(2,5 m.M) (75mg pruteiriu/11) (izolovany)

6:1 Cele bunky 2,5 0 6b 70

(25 mM) (4,4 g su§iny/1) (izolova11)'/)

6:1 Celé bunky 48 0 6c 87

(5 mM) (3,3 g su§iny/1 ) (izolovany)
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5.8. Biotransformécie 2-(1'-hydroxybutyl)-:1krylonitrilu

E112)’/n1ov:'1 transformécia 2-(1'-hydroxybutyl)-akrylonitrilu 7:1 prebiehala podobne

ako v pripade jeho homolégu 8:1. Hydrolyza prebehla 1’ahko :12 na k:1rboxyl0v1'1 kyselinu 7c

:1 pre ziskanie jeho amidu 7b bolo potrebné koncentréciu biokatalyzétora podstatne zniiit’

7b: ‘H NMR: 0 849 (31-1, 1, J = 7.1 Hz, H-6), 1.216 — 1.489 (4H, m, H-4, H-5),
4.329 (1H, :11, H-3), 4.879 (1H, d, J= 5.2 Hz, OH), 5455 (1H, dd, J = 1.5, 1.5 Hz, H-1’a),
5 668 (1H, dd, J = 0.9, 1.5 Hz, H-1’b), 6.969 (1H, 1:1 s,NI-1-a),7 426 (111, br s, NH-b).

"C NMR: 13 92 (11, C-6), 18.43 (1, C-5), 38.45 (1, C-4), 6907 (d, C-3), 116.54 (1,
C-1’), 148.34 (5, C-2), 169.29 (s, C-1)

MS(ESI) 144[M+H]*[C7H13OzN]

71.: ‘H NMR’ 0.847 (311 1, J = 7.3 Hz, H-6), 1257 (1H, m, H-Sa), 1.341 (1H , m,
H-Sb), 1.430 (2H, m, H-4), 4.053 (1H, m, H-3), 5.099 (1H, dd, J = 1 1, 3.2 Hz, H-1’.-1),
5.653 (1H, d, J ==3.2 Hz, H-1’b).

“C NMR; 13.9 ((1, C-6), 18.5 (1, C-5), 39.3 (1, C-4), 71.6 (d, C-3), 116.2 (1, C-1’),
149.3 (5, C-2), 170.6 (5, c-1).

MS(ESI) 143[M-H1‘ [C7H1;O;]

Pri substréte 7:1 5:1 podarilo pomocou chirélnej HPLC rozdelit’ obidva enantioméry

(vid’ Tab. 13). K §t1'1diu pripadnej enantioselektivity nitrilhydratézy bol pouiity

puriflkovany enzym. Koncenlriacie obidvoch enantiomérov sa poéas reakcie zniiovali

pribliine rovnako rychlo. Enzym potom pravdepodobne nepreferoval uréity enamiomér

nitrilu 7:1
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OH OH
NC

nitrilhydratéza
H2NOC

\/\
pH 7.5, 32°C

7:1 7b

OH O1-I

NC Rhodocaccus equi A4 HOOC \/\

W
:

celé bunky

7:1 7c

Obr. 14:Biotransformécie 2—(1’—l1ydroxybmyl)-akxylonitrilu 7:1 nitrilhydrateizou

a celymi bunkami R. eqzn A4

Tabul’ka 13: V3’/faiky biotransformécii 2-(1’-hydroxybutyl)-akrylonitrilu 7:1, (vid’ Obr. 14)

Substrzit Biok:1ta1yzfi tor Reakény Nezreagovanj’ Produkt V)'It’:1iok

5:15 [h] substrzit [“/0] ["/n]

7:1 nitrilhydratéza 2,5 0 7b 73
(2,5 mM) (75mg proteinu/11) izolovany

7:1 celé bunky 2,5 0 7b 70
(2,5 mM) (4,4 g su§iny/1) izolovany

7:1 Cele’ bunky 8 0 7c 87
(2,5 mM) (3,3 g su§iny/1) izolovany
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5.9. Biotra nsformécie 2-(1’--hydroxyetyl)-akrylonitrilu

Z 2-(1’-11ydroxyetyl)-akrylonitrilu 8:1 bola pomocou ce10bunkove’l1o katalyzétora

pripravené kyselina a amid. Obidve enzymové reakcie — hydratécia nitrilu aj hydroiyza

amidu — prebiehali vel’mi rychlo, takie po dvoch hod. ui v reakénej zmesi prevlédala

kyselina 81:, ktoré tak mohla by!’ izolované s dobrym vyfaikom,

8: ‘H NMR: 1.174 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-4), 4.434 (111, 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).

"C NMR 23.4 (q, C-4), 64.4 (d, C-3), 121.7 (1, C-1’), 146.6 (s, C-2), 167.5 (s,C-1).

MS(FAB) 145[M-H]'[C.H.0,]

Pre ziskanie amidu tejto karboxylovej kyseliny bolo nutne’ niekofkonésobne zniiit’

koncentralciu buniek. Pretoie reakéné rychlosti nitrilhydratézy a amidézy boli rozdielne’,

bolo moiné biotransformécili ukonéit’ v okamihu (po jednej hod. inkubeicie), kde

vreakénej zmesi bol p1'1’1om11y hlavne amid 8b, ktory bol potom izolovany s dobrym

vy’t'a2kom.

8b. ‘H NMR: 1.147 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-4), 4.471 (1H, m, H-3), 4.931 (111, 111 s,
OH), 5484 (1H, m, H-1’a), 5 663 (1H, m, H-1’a), 6.984 (11-1, br s, NH-a), 7.436 (1H, 111 s,
NH-b).

"C NMR: 23.10 (q, C-4), 65 22 (d, C-3), 115.91 (5, C-1‘ ), 149.21(s, C-2), 169.13
(s, C-1).

MS(FAB) 115[1v1-H]*[csH1ozN]
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OH OH

NC Rhodocoucus eqzri A4 HZNOC

celé bunky

8:1 Sb

OH OH

NC Rhudococcus eqni A4 HOOC
C»

cele’ bunky

8:1 84:

0111.15 Biotransformécie 2-(1’-hydroxyetyl)-akrylonitrilu 8:1 nitriihydrézou

a celymi bunkami R. eqm A4

Tabul'ka 14: Vyfaiky biotransformécii 2-(1’-hydroxyetyl)-akrylonitrilu 8:1, (vid’ Obr 15)

Substr:'1t Biokat:1lyz:'1tor Reakénj’ Nezreagovalljl Produkt V)"l’:1iok

5:15 [11] substrfit ["/o] [°/o]

8:1 cele’ bunky 1 0 8b 52

(25 mM) (O,54 g su§iny/1) (izolovany)

8:1 cele’ bunky 2 0 8c 62

(25 mM) (4,4 g su§iny/ml) (izolovany)
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5.10. Biotransformécie 2-(2’,3',4'-trihydr0xy-5'-oxyhexanoy1)-
akrylonitrilu, 2-(2’, 3'-dihydroxy-4’-oxypentanoyl)-akrylonitrilu,
2-(2',3',4',5'--tetrahydroxy-hexanoyl)-akrylonitrilu

Prislu§né létky 9:1, 10:1 a 11:1 (vid’ Obr. 7) boli testované ako substraty na tvorbu

hypotetickych prekurzorov pre syntézu ulosonovf/ch kyselin: KDH (3-deoxy-D-manno-2-

heptoulosonova kyseli11a) a KDO (3-deoxy-D-m:1nno-2-oktoulosonové kyseiina) 51':

kl’1l1éove’ komponenty lipopolysacharidov (LPS) vonkaj§ej membrény Gram-negativnych

bakte’rii.3° Symeticke’ analogy tychto kyselin ako napr. (TIA) acetat 1-tio1-1,2-O-
izopropy1ide’nu,m alebo 4-deoxy-7-ox-KDO-8-fosfé1w- 51': potencialne antibakterialne

inhibitory LPS."8‘ 3°‘ 1° Doposial’ nebola popisané kompletné syméza tychto kyselin. Cast’
tejto syntézy zal1r'r'1a dva enzymy: transketolézu (TK) a frukiézu 1,6-bisfosfétaldolézu (FB-

aldolaza), k1ore’ vel’mi dobre reagujfi so substituovanymi butanalmi obsa11uj1’1cimi 01-

hydroxylovn skupinu v posrrannom re'1‘azci.1° Takto boli syntetizovane’ substréty 9:1, 10:1 :1

11:1 v pripade, is substiluentom bola nitrilova skupina Hypotéza zah1‘1'1aj1’1ca d'a1§1 krok

sy11te’zy ulosonov)’/ch kyselin cez e11zymov1’1 hydrolyzu nitrilovej skupiny a ozonolyzu na

C; ~ uhliku ved1’1L:u k tvorbe kyselin s hydroxylovymi skupinami v poslrannom refazci —

prelcurzory KDO a KDH, nebola v tomto pripade potvrdené Dévodom mohli byt’ stéricke’

efekty substrétov 9:1, 10.1 a 11:1, ku ktor)’/m aktivita nitrilhydratazy bola obmedzené na

substréty pomerne malych rozmerov V tomto pripade amidézova aktivita nebola

zaznamenana, pretoie tu nevznikal prislu§n}’/ amid, ktory by bol transformovany na

kyselinu.
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6. ZAVER

Cial'om tejto pr:'1ce bolo overit‘ schopnost‘ biotransformacie kmefia Rhadococcus

equi A4 k doteraz netestovan)’/m a-substituovanf/m akrylonitrilom, déleiitym

imern1edi:'1tom organickych syntéz vedflcim k vzniku biologicky ak1ivn)’Ich létok,

prikladom st’: laktdny, alebo ulosonové kyseliny. Substraty (vid’ Obr 7) boli testované

z hladiska substrétovej §pecif1'1y a enantioselektivify enzymového systému 11itril11ydra1é1za/

amidaza bakterialneho k111er'1a R. equi A4, priéom boli vypracované reakéne’ podmienky,

metédy pre izolzlciu a stanovenie prislu§n)’Icl1 produktov biokonverzii nitrilov(1:1 - 8:1).

Bola vypracovana metdda analyzy na reverznej kolone HPLC pre substraty (nitrily

1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1 :1 8:1), amidy (lb, 2b, 5b, 6b, 711 a 8b) a kyse1iny(1c,2c, 5c, 6:,

7c 8 8c) s prisluénymi retenénymi éasmi uvedenymi v Tabulke 5 (vid’ oddiel 5 1).

Bola vypracované metoda analyzy na chirélnej koléne HPLC pre substréty 6:1 a 7:1,
priéom enzym nitrilhydratéza vykazoval pomerne nizku enantioselektivitu k substratu 7:1,

koncemracia obidvoch enantiomérov sa zniiovala pribliine rovnako rychlo. Oproti tomu

substrét 6:1 mal e.e.jednél10 z izomérov 56 % pri 92 %-nej konverzii

Bolo izolovane’ vel’ke’ mnoistvo produktov biotransformécii kme1'1om Rhodacoccus

equi A4 (lb, lc. 2c, 411, 5c, 6b, 6c, 7b, 7c, 8b a 8c) a taktiei produktov vzniknutych
biotransforméciou pomocou éiastoéne purifikovanej nitrilhydratazy (111, 2b, 4d, 6b, 7b).
Struktfi ra pripravenych amidov a kyselin bola nésledne potvrdenei NMR spektroskopiou

(lb, lc, 2b, 2c, 4d, Sc, 6b, 6:, 7b, 7c, 8b, Sc) 21 molekulové hmotnosti a elementérne

zloienie bolo potvrdené MS spektroskopiou (lb, lc, 2c, Sc, 7h, 7:, 8b 21 8c).

Biotransforxnaciou eel)’/mi bunkami R. equi A4 bol zo substrétu 4:1 pripraveny u-
metylén-y-lakton s 97 % vyfaikom, kde bola potvrdena aj aktivita esterézy k acetélovej
skupine tohto subs1ra’tu.

Boll testované konverzie substrétov (9:1, 10:1 :1 11:1) pomocou bakterialneho kmefia

R. equi A4 5 predpokladom vzniku prekurzorov ulosonovj/ch kyselin, kde nebola zistena

aktivita nitrilhydratézy pre tieto nitrily.
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