RAPORT STIINTIFIC FINAL (2011-2016)

PROCESE BIOORGANICE STEREOSELECTIVE CONTINUE
DE REZOLUTIE CINETICA DINAMICA

ETAPA 1-2011: Sinteza chimica a unor compusi racemici si dezvoltarea metodelor
analitice de separare a enantiomerilor

Compusii organici racemici care vor fi utilizati ca substraturi ale bioproceselor ce urmeazi a fi
realizate au fost preparati prin metodologii sintetice descrise in literatura, unele dezvoltate chiar de
catre colectivul nostru, folosind ca si compusi de pornire aldehidele (hetero)aromatice. Acestea au fost
transformate in compusi cu functiuni hidroxilice (alcooli secundari prin reactii Grignard sau cu
acetaldehida si compusi organoliti si P-hidroxiesteri respectiv B-hidroxiacizi prin reactie
Reformatsky), aminoacizi si derivati functionali ai acestora, respectiv oxazolone, toti racemici, prin
reactiile prezentate Tn Schema 1.
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Schema 1. Sinteza substraturilor racemice pornind de la aldehide

Pentru a investiga stereoselectivitatea proceselor catalizate de lipaze este necesara
determinarea prealabila a conditiilor de separare cromatografica chirala a enantiomerilor, atat pentru
substrat cat si pentru produs. Tn functie de structura acestora au fost utilizate cromatografia de gaze sau
cea de lichide de Tnalta performanta, prin folosirea coloanelor cromatografice adecvate cu faza
stationara chirala. Tn toate situatiile s-au determinat conditiile optime de realizare a separarilor
cromatografice ale celor doi enantiomeri (base line separation).

A. Sinteza si separarea enantiomerilor heteroaril etanolilor si acetatilor
corespunzatori racemici

1-(benzo[d]tiazol-2-il)etanolul (rac-1a) si 1-(benzo[b]tiofen-2-il)etanolul (rac-2b) au fost obtinuti din
compusii heteroaroaromatici nesubstituiti corespunzatori, prin litiere selectiva la pozitia 2 cu n-butil
litiu Tn tetrahidrofuran la —78 °C si reactie cu acetaldehida. Pentru obtinerea alcoolilor rac-1c,d
aldehidele corespunzatoare servesc ca materiale de pornire. Ele au fost transformate cu iodura de metil
magneziu in produsii doriti. Heteroaril acetatii racemici au fost sintetizati print-o acilare chimica cu
anhidrida aceticain prezenta de Et;N si o cantitate catalitici de DMAP (Schema 2).Analiza
gazcromatografica a fost realizata pe un cromatograf Konik HRGC 4000 B (gaz purtator N,; head
pressure: 60 psi, injector: 250°C; FID detector: 250°C) cu o coloana chirala Astec de B-cyclodextrina
dimetilata (30 m x 0.25 mm, No. 777023 G0507-30).

OH N,
R—t4 1) Bull R"'{" l\ N
2) acetaldehida
ab rac-1a,b & <
OH Ac;0 ' A = 3f oo f
MeMqg! SRR e e gl
R p . S Ri EtsN. DMAP R___g_ % LD
N N ¢ ]
cd rac1c,d rac-2a-d c 5 d

Schema 2. Sinteza chimica a alcoolilor racemici si a derivarilor O-acetilazi ai acestora



B. Sinteza si separarea enantiomerilor B-hidroxiesterilor si a p-hidroxiacizilor
prin reactie Reformatsky

Prin reactia Reformatsky a aldehidelor corespunzatoare cu bromoacetat de etil si zinc au fost preparati
benzofuranil- si benzo[b]tiofenil-3-hidroxipropanoatii de etil racemici Tn pozitia 2 si 3 a inelului
heterociclic (rac-3a-d). Pentru acilarea gruparii hidroxilice s-a utilizat anhidrida acidasi clorura de
cobalt ca si catalizator, preparandu-se diesterii rac-5a-d, iar prin hidroliza gruparii esterice in mediu
bazic sau enzimatic, cu esteraza din ficatul porcin, s-au obtinut si B-hidroxiacizii rac-4a-d (Schema
3).Separarea enantiomerilor hidroxiacizilor rac-4a-d s-a realizat pe un tandem de 2 coloane Astec:
Chirobiotic-Tag si Chirobiotic-R (4.6x250 mm) cu un amestec de metanol si tampon TEAA (pH 4.1),
98:2 (v/v) ca eluent. Pentru separarea compusilor mono- si diesterici rac-3,5a-b s-a utilizat tandemul
Chiralpak IA si OJ (4.6x250 mm), iar pentru rac-3,5c-d coloana Chiralpak IC (4.6x250 mm) cu un
amestec de hexan si 2-propanol, 90:10 (v/v) ca eluent toate la un debit de 1 mL/min.

X R
| - 0
o , OHO L 90 o g
R)J\H » R/E\)ko/\ e —— R}\)Lo/\
a-d rac-3a-d rac-5a-d

OH O =,
R OH
rac-4a-d d Cf\g
I. Etil 2-bromoacetate, Zn. THF, reflux; Il. CoCl,, (R'-C00),0, CHLCN, reflux; S

lll. PLE, apa sau KzCOa,apa, reflux.
Schema 3. Sinteza f-hidroxiesterilor si acizilor racemici prin reactie Reformatsky urmata de hidroliza

C. Sinteza benzofuranil- si benzo[b]tiofenil-alaninelor racemice si a derivatilor
acestora

Aldehidele au fost materii de pornire pentru sinteza aminoacizilor racemici si a derivatilor acestora
(Schema 4). Aldehidele au fost transformate Tn derivati clorometilenici 7a-dprin intermediul alcoolilor
corespunzatori 6a-d. Alcoolii au fost sintetizati prin reducerea aldehidelor cu NaBH,4in metanol, in
timp ce compusii halogenati au fost obtinuti cu clorura de tionil in diclorometan in prezenta 1H-
benzo[d][1,2,3]triazolului. Mai departe, cuplarea compusilor halogenati 7a-d cu dietil-2-acetamido-
malonat de dietil permite obtinerea derivatilor de dietil-2-acetamido-2- ((heteroaril)metil)malonat 8a-
d. Printr-o hidrolizd bazica blanda a dietil esterilor formati se obtin acizii 2-acetamido-2-
((heteroaril)metil)malonici corespunzatori 9a-d, care mai departe au fost decarboxilati prin fierbere Tn
toluen sau xilen cu formarea N-acetilaminoacizilor racemici rac-10a-d. in ultima etapa acizii 2-
acetamido-3-(heteroaril)propanoici rac-10a-d au fost transformati chimic n esterii 2-acetamido-3-
(heteroaril)propanoici racemici rac-11a-d cu diversi alcooli in THFin prezenta carbonil
diimidazolului, respectiv in 4-((heteroaril)-metil)-2- metiloxazol-5(4H)-onele racemice corespunza-
toare rac-12a-d in prezenta de diciclohexilcarbodiimida (DCC) in diclorometan; hidroliza gruparilor
N-acetil din rac-10a-din mediu acid a permis sinteza aminoacizilor analogi de fenilalaninaracemici,
rac-13a-d izolati prin precipitare la punctul izoelectric. Analiza HPLC a fost realizata cu un
cromatograf HP 1200 cu coloana Astec Chirobiotic-Tag (4.6x250 mm) si un amestec de metanol si
tampon TEAA (pH 4.1), 80:20 (v/v) ca eluent pentru separarea enantiomerilor 10,13a-d, respectiv o
coloana Chiralpak 1A (4.6x250 mm) si un amestec de n-hexansi 2-propanol, 90:10 (v/v) ca eluent
pentru 11-12a-d, ambele la un debit de 1 mL/min.
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Schema 4. Sinteza heteroaril alaninelor si a derivatilor acestora
D. Sinteza cianohidrinelor heterocicliceracemice si a derivatilor lor acetilati

Sinteza cianohidrinelor racemice rac-14a-d din aldehidele corespunzatoare a fost realizata cu
cianura de trimetil silil in prezenta unei cantitati catalitice de Znl, anhidru, Tn diclorometan. Prin
acilarea chimicad a cianohidrinelor racemice cu clorura de acetil in prezentda de Py/DMAP au fost
obtinuti acetatii racemici ai cianohidrinelor, rac-15a-d (Schema 5). Analiza HPLC a fost realizata cu
un cromatograf HP 1200 cu o coloana Chiralpak 1A (4.6%x250 mm) si un amestec de n-hexan si 2-
propanol, 95:5 si 96:4 (v/v) ca eluent pentru 14-15a, respectiv 14-15c, cu o coloana Chiralpak 1B
(4.6%x250 mm) si un amestec de n-hexansi 2-propanol, 91:10 (v/v) pentru 14-15d sau cu o coloana
Chiralcel OJ-H si un amestec de n-hexansi 2-propanol, 70:30 (v/v) ca eluent pentru 14-15b, toate la un
debit de 1 mL/min.
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Schema 5. Sinteza cianohidrinelor racemice si a acetatilor acestora

E. Sinteza heteroaril-etandiolilor racemici printr-o metodologie
chemoenzimatica

Pentru obtinerea heteroariletandiolilor a fost utilizata o metodologie chemoenzimatica dezvoltata de
noi, care utilizeaza metilcetonele aromatice (heteroariletanone) ca si materie prima. Astfel, heteroaril
etanonele au fost a- bromurate cu tribromura de piridiniu in acid acetic glacial. a-Bromocetonele 16a-
d au fost mai departe transformate cantitativ Tn a-acetoximetilcetonele 17a-d cu acetat de sodiu in
dioxan uscat folosind eterul coroana 18C6 ca si catalizator de transfer interfazic. Printr-o etanoliza
enzimatica a a-acetoximetilcetonelor 17a-d se obtine cu randamente excelente a-hidroximetil cetonele
18a-d. In final acesti compusi au fost transformati cu borohidrurd de sodiu in heteroaril-etandiolii
racemici (rac-12a-d) (Schema 6).
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Schema 6. Sinteza chemoenzimatica a heteroaril-etandiolilor racemici rac-12a-d

Tn acest caz s-a utilizat o coloana Chiralpak 1B (0.46cmx25cm) ti un amestec de n-hexansi 2-propanol,
90:10 (v/v) ca eluent pentru separarea enantiomerilor 19 a,c respectiv 95:5 (v/v) pentru enantiomerii
19b,d la un debit de 1 mL/min.

ETAPA 11- 2012: Investigarea proceselor de rezolutie ale unor racemati prin rezolutie
cinetica enzimatica (EKR).

Au fost realizate EKR ale unor compusi heterociclici chirali
A. REZOLUTIA o-HIDROXIACIZILOR HETEROCICLICI

A fost studiata sinteza unor acizi 2-heteroaril-2-hidroxiacetici de inaltd enantiopuritate (ee 99%),
pornind de la esterii etilici ai acizilor 2-benzofuranil- si 2-benzo[b]tiofenil-2-hidroxiacetici racemici.
Sinteza derivatilor esterici s-a realizat prin intermediul cianohidrinelor (Schema 7). Prin hidroliza
cianohidrinelor s-au obtinut acizii 2-heteroaril-2-hidroxiacetici, rac-3a-d, care prin esterificare
ulterioara au fost transformati in 2-heteroaril-hidroxiacetatii de etil racemici rac-4a-d. 2-Acetoxi-
heteroaril-2-acetatii de etil racemici, rac-5a-d, au fost obtinuti prin acilarea chimica a rac-4a-d.
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Schema 7. Obtinerea a-hidroxiacizilor prin EKR

Sinteza enantioselectiva mediata de lipaze a a-hidroxiacizilor presupune O-acilarea a-hidroxiacizilor
rac-3a-d, respectiv hidroliza enantioselectiva a a-hidroxiesterilor rac-4a-d si a diesterilor rac-5a-d.
Configuratia absoluta a a-hidroxiacizilor optic puri a fost determinata prin sinteza lor din (R)- si (S)-
cianohidrinele corespunzatoare (cu configuratie cunoscuta) si compararea semnelor rotatiilor specifice
ale o-hidroxiacizilor obtinuti prin aceste doud metode. Folosind rac-4a ca si compus model, a fost
optimizata acilarea enzimatica cu acetat de vinil atit ca agent de acilare cat si ca solvent, in prezenta
mai multor enzime, dintre care CaL-A a avut selectivitatea si activitatea cea mai buna. Dintre solventii
testati (polari, nepolari, aromatici si alifatici), cel mai eficient a fost DIPE. Deoarece lipazele isi
mentin enantiopreferinta inreactiile de hidroliza sau alcoolizd, diesterii rac-5a-dau fost testati in acest
scop. Tn timp ce alcooliza s-a dovedit a fi ineficienta, pentru reactiile de hidroliza s-au gisit conditiile
optime. Dupa determinarea conditiilor optime pentru fiecare tip de reactie enzimatica, a fost realizata
sinteza preparativa a acizilor (R)- si (S)-2-benzofuranil- si 2-benzo[b]tiofenil-2-acetici de inalta
enantiopuritate (Schema 7) prin O-acilarea enzimatica mediata de CalL-A in DIPE a hidroxiesterilor
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rac-4a-d, obtinand (R)-5a,c,d/(S)-5b si (S)-4a,c,d/(R)-4b, urmata de hidroliza (S)-4a,c,d/(R)-4b in
prezentd de CaL-B (S)-selectivd in amestec DIPE-apd pana la (S)-3a,c,d/(R)-3b corespunzatori.
Diesterii (R)-5a,c,d/(S)-5b au fost supusi hidrolizei mediate de LPS sau CalL-A cu formarea (R)-
4a,c,d/(S)-4b, care au fost ulterior hidrolizati in prezenta esterazei F (R)-selectiva la (R)-3a,c,d/(S)-3b
corespunzitori.’

B. REZOLUTIA UNOR ALCOOLI TIAZOLICI

Studiul a urmarit sinteza unor derivati de 4-carboxi- si 4-bromo-2-hidroximetiltiazol prin rezolutie
cinetici mediati de enzime.’Studiul s-a realizat in doud etape: sinteza chimicid a 2- hidroxi-
metiltiazolilor, respectiv rezolutia cinetica a substraturilor racemice mediata de hidrolaze, care include
acilarea enantioselectiva a alcoolilor secundari rac-2a-k si hidroliza/metanoliza enantioselectiva a
esterilor corespunzatori rac-4-6 (Schema 8).
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Schema 8. Rezolutie cinetica enzimatica a derivayilor tiazolici

Pornind de la substraturile racemice, s-a realizat rezolutia cinetica asistatd de hidrolaze in vederea
obtinerii alcoolilor enantiomeric puri. Mai intai a fost testatd o gama largad de hidrolaze in reactia de
acilare respectiv hidroliza/metanoliza: CalL A, CaL B, CRL, CCL, LPS, LAK, Lipaza F, PPL, PLE,
Acylaza |, Penicilin G amidaza, Proteinaza 2A din Aspergillus oryzae, Proteaza PS din Aspergillus
meleus si drojdia de bere. Drept agenti de acilare au fost testati acetatul-, propionatul- si butanoatul de
vinil. Lipazele A si B din Candida antarctica (CaL A si CaL B) s-au dovedit a fi eficiente pentru O-
acilarea enantioselectivi a alcoolilor rac-2a-k (Schema 8, A). In ceea ce priveste hidroliza/metanoliza
enantioselectivd a esterilor racemici rac-4-6, esteraza PLE si lipaza din Candida rugosa (CRL) au
condus la cele mai bune rezultate (Schema 8, B). Dintre solventii organici testati, polari si apolari,
DIPE si MTBE s-au dovedit cei mai potriviti pentru ambele metode. Excesele enantiomerice si
conversiile au fost determinate cu ajutorul HPLC folosind coloane chirale, iar configuratia absoluta
prin derivatizarea substantelor cu acizi Mosher si analiza diastereomerilor formati prin rezonanta
magnetica nucleara.

C. REZOLUTIA UNOR FENIL-TIOFENIL-CIANOHIDRINE

Studiul are drept scop final sinteza unor esteri ai cianohidrinelor feniltiofenice de inalta enantiopuritate
folosind rezolutia cinetica dinamicd (DKR). Metoda combina formarea in situ, catalizatd de baze, a
cianohidrinelor racemice pornind de la aldehidele corespunzatoare cu rezolutia cinetica in situ
catalizatd de lipaze si cu racemizarea in situ a enantiomerului mai putin reactiv al cianohidrinei,
catalizata de baze, permitand obtinerea produsului optic pur pornind de la aldehida, intr-un singur vas
de reactie (one-pot synthesis). Pentru sinteza aldehidelor feniltiofenice substituite, s-au utilizat doua
metode: p-nitro- si p-cloro-derivatul s-au obtinut prin reactia Meerwein (cuplareaa sari de diazoniu a
anilinei substituite cu tiofen-2-carbaldehida in prezenta clorurii de Cu), iar derivatul nesubstituit la
nucleul aromatic si p-metoxi- derivatul au fost sintetizati prin reactia Suzuki (cuplarea gruparii fenil,
activata cu acizi boronici, cu 5-bromotiofen-2-carbadehida, in prezenta unui catalizator de paladiu).
Aceasta metoda, spre deosebire de metoda Meerwein, are avantajul stereoselectivitatii reactiei. Tiofen-
2-carbaldehida fiind activata in pozitia 5, cuplarea se face numai in pozitia respectiva, in timp ce in



cazul nitro- si cloroderivatului sarea de diazoniu poate sa atace tiofen-2-carbaldehida atat in pozitia 5,
cat si In pozitia 3. Astfel se obtin izomeri de pozitie, a caror separare ridicd probleme. Aldehidele
astfel obtinute au fost transformate in cianohidrinele corespunzatoare cu trimetilsilil cianura n
prezenta de Znl, in cantitate catalitica. Prin acilare chimica cu clorura de acetil, in prezentd de DMAP,
se obtin esterii racemici ai cianohidrinelor (Schema 9).
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Schema 9. Sinteza si DKR a cianohidrinelor studiate

Dupa realizarea EKR, au fost efectuate si studii preliminare pentru procesul de rezolutie cinetica
dinamica (DKR) din etapa urmatoare. DKR necesitd prezenta unei baze care sa catalizeze aditia
acidului cianhidric (generat in situ din aceton cianohidrina) la aldehida, astfel ca initial am testat
numeroase rasini bazice (Amberlit 400, IR4B, IRA 904, DMAP imobilizat) si amine organice solubile
(dietilamina,trietilamina, difenilamina, N,N-dimetilanilina, DMAP, diizopropilamina, piridina), care
fie au fost inactive, fie prea puternice, catalizand inclusiv acilarea chimica in absenta enzimelor, sau
inactivarea acestora.Trietilamina (0,01M) a dat rezultate promititoare; totusi viteza racemizarii
cianohidrinei este mai mica decat viteza reactiei de esterificare catalizatd de enzima. In continuare, ne-
am propus sd optimizdm metoda gasitd, fie prin testarea unor aditivi pentru DKR, fie prin variatia
temperaturii de reactie.

D. REZOLUTIA UNOR HETEROARILETANAMINE

S-a urmarit obtinerea enantiomerilor unor benzofuran-, benzotiofen- si fenilfuraniletanamine printr-o
metodologie chemoenzimatica (Schema 7).® Etapa stereoselectivi este un proces de EKR a aminelor
racemice rac-3a-g. In aceasti etapa au aparut doua probleme: solubilitatea redusa a compusilor
studiati in solventi organici, respective instabilitatea heterociclurilor in etapa de hidroliza a amidelor
(R)-4a-g pentru obtinerea aminelor (R)-3a-g, care necesitdin general mediu acid sau bazic si
temperaturi ridicate. Aceste probleme au fost rezolvate prin utilizarea unor cosolventi polari in etapa
de EKR (NMP, N-metilpirolidona) si hidroliza enzimatica nestereoselectiva cu CAL A a amidelor (R)-
4a-g.Astfel, ambii enantiomeri ai etanaminelor cu structura amintita au fost obtinuti prin N-acilare
enantiomerselectiva cu butanoat de izopropil ca si agent de acilare si solvent, mediate de Novozym
435, prin utilizarea NMP ca si cosolvent; la conversii de 50% (dupa 3-4 ore) s-au obtinut ambii
produsi cu ee> 97% (E>200). Reactia de deprotejare a butanamidelor (R)-4a-g si rac-4a-g in apa s-a
realizat tot enzimatic, cu CAL-A-CLEA, cu randamente de 96-99%.
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Schema 10. Sinteza si rezolutia cinetica enzimatica a heteroaril-etanaminelor heterociclice
Procese biocatalitice cu enzime “anti-Kazlauskas”

Principalul dezavantaj al DKR cu lipaze este faptul ca majoritatea acestora prezintaR-
enantioselectivitate si astfel permite obtinerea unui singur enantiomer din amestecul racemic. in scopul
obtinerii enantiomerului opus, care se impune Tn anumite situatii, ne-am propus sa studiem
posibilitatile de a obtine si utiliza Tn procesele de DKR studiate enzime cu selectivitate opusa, S-
enantioselective, cunoscute si ca enzime “anti-Kazlauskas”. Cea mai des Tntalnita enzima din aceasta

clasa este lipaza F, de aceea ne-am Tndreptat atentia asupra ei.

In scopul obtinerii lipazei F s-a realizat fermentatia unor culturi de Mucor hiemalis, cunoscute pentru
capacitatea lor de a produce lipaza F. Au fost parcursi in aceasta etapa urmatorii pasi: 1. Optimizarea
procesului de crestere celulara (mediu de cultura, temperatura, pH, duratd) 2. Izolarea si purificarea
enzimei prin metodele clasice: a. Purificarea grosiera prin precipitare cu sulfat de amoniu sau acetona;
b. Purificarea avansata prin metode cromatografice (cromatografie de excluziune sterica, hidrofobasi
pe schimbatori de ioni); 3. Caracterizarea lipazei izolate, respectiv: a. determinarea omogenitatii prin
SDS-PAGE; b. determinarea activitatii enzimatice prin metoda hidrolizei esterilor p-nitro-fenolului; 4.
Testarea potentialului biocatalitic al lipazei obtinute Tn procesele de rezolutie cinetica. Rezultatele
obtinute péandin acest moment au demonstrat ca cel mai eficient preparat enzimatic obtinut este
produsul brut obtinut prin precipitare cu acetona (raport 1:5, v/v) duparacire la 4°C timp de 12 h.
Acesta prezinta o activitate enzimatica relativ ridicatasi o stabilitate indelungata. Orice incercare de
purificare prin cromatografie a preparatului enzimatic brut a condus la obtinerea unor solutii cu
activitate enzimatica mai redusasi cu stabilitate diminuata, astfel incat cheltuielile implicate de o
purificare avansata nu se justifica. Testarea pudrei acetonice pe céateva substraturi model aratainsa ca,
desi lipaza izolata prezinta enantioselectivitatea opusa dorita, respectiv S, aceasta este totusi modesta
(ee 55-82%) iar activitateaenzimatica redusa (conversii de maxim 10% dupa 12 ore) si in concluzie
utilizarea ei In procese de EKR sau DKR nu este avantajoasa din punct de vedere economic.

2013: Dezvoltarea unor metode de imobilizare a lipazelor pentru aplicatii in regim
continuu

Obiectivul major al acestei etape il reprezinta obtinerea unor biocatalizatori, enzime
imobilizate, capabile sa realizeze transformarile urmarite (rezolutia enzimatica cinetica
dinamica- DKR) in conditii avantajoase din punct de vedere economic, pretabile la
transpunerea la scara mare in bioreactoare cu functionare continua.Ca element de noutate



mentionam de la Tnceput imobilizarea unor lipaze pe nanotuburi de carbon, caracterizarea
acestor noi biocatalizatori si testarea lor Tn procese de rezolutie cinetica enzimatica- EKR.

Tn scopul realizarii DKR este necesarisi determinarea conditiilor optime pentru racemizarea
in situ a substratului, dupa ce procesul de EKR a fost optimizat. Procesul studiat a fost
transformarea unor cianohidrine din seria 5-feniltiofenului.

Cianohidrinele optic active sunt intermediari versatili pentru sinteza unei varietdti mari de
compusi valorosi, cum ar fi: aminoacizii, hidroxiacizii, etc. Tn acest scop au fost dezvoltate o
gama variata de metode de sinteza chimicasi enzimatica. Deosebit de atractive sunt Tn acest
context metodele enzimatice deoarece ele permit obtinerea unor enantioselectivitati
superioare, chiar si prin utilizarea unor preparate enzimatice disponibile comercial la preturi
accesibile.

Metodele enzimatice pot fi sitematizate in urmatoarele trei categorii:
1. aditia HCN la aldehide Tn prezenta oxinitrilazelor ca si catalizatori chirali;
2. rezolutia cinetica enzimatica a cianohidrinelor racemice mediata de lipaze;
3. rezolutia cinetica dinamica a cianohidrinelor racemice.

Tn scopul elaborarii unui proces eficient de rezolutie cinetici dinamica este necesar s fie
indeplinite urmatoarele criterii: 1. Rezolutia cinetica sa fie foarte selectiva (E >20), iar
conditiile de lucru sa asigure ireversibilitatea reactiei; 2. racemizarea sa fie rapida, de cel
putin 10 ori mai rapida decat reactia enzimatica de transformare a enantiomerului mai putin
reactiv; 3. Catalizatorul bazic sa nu reactioneze cu produsul reactiei enzimatice; 4.
Racemizarea sa poata fi realizata in conditiile reactiei enzimatice.

= | In cazul studiat, realizarea sintezei cianohidrinei n

©Q 5 conditii bazice este un avantaj deoarece permite

o ndeplinirea tuturor acestor conditii. In schema 11 este

RIS G Rf: @/Q r‘b prezentata sinteza cianohidrinelor racemice rac-2a—d

tad rac2ad rac-3ad ¢ studiate din aldehidele corespunzatoare la—d si
Loy ooN } L 3: acilarea lor la acetatii racemici rac-3a—d.

° o Au fost testate mai multe lipaze disponibile

OQNQ/[}(‘ comercial pentru EKR a cianohidrinelor. Cea mai

—  buna enantioselectivitate s-a obtinut cu lipaza B din

Schema 11.Sinteza cianohidrinelor si  Candida antarctica (CaL-B, Novozym 435), din

acetatilor racemici Pseudomonas fluorescens (AK) adsorbiti pe Celita
(eep = 98% si ees=72% la ¢ = 42% dupa 3 h, in
MTBE). La utilizarea lipazei A din Candida
antarctica imobilizata pe celita reactia a fost rapidasi
selectivitatea relativ buna (ee >83%) la o conversie
de 48% pentru ambii produsi.

A fost studiata prepararea acetatului cianohidrinei 3a din aldehida 1a si acetoncianohidrina ca
sursa de HCN, conform Schemei 12B. Acetatul de vinil a fost un agent de acilare convenabil,
desi studiile anterioare au sustinut necesitatea folosirii acetatului de izopropenil. O explicatie
posibild a eficientei reduse ar putea fi cantitatea de baza utilizata, prezentata deja in literatura
pentru cazul mandelonitrilului . Si in cazul nostru, acidul acetic eliberat Tn reactia de O-acilare



datorita apei prezente in enzima poate neutraliza partial baza si astfel determina scaderea
eficientei procesului de rezolutie cinetica dinamica.
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Schema 12. A. Acilarea enzimatica a cianohidrinelor racemice rac-2a-d; B- sinteza one pot a
(R)-3a-d prin DKR

Printre bazele testate care nu au dat rezultate, amintim: sefaroza, difenilamina, N,N-
dimetilamina, Amberlite IR-4B, urea, guanidina, piridina si silicagelul.

A. Imobilizarea lipazelor pe nanotuburi de carbon

Urmatoarele lipaze: L-AK, CaL-A si CaL-B au fost imobilizate pe nanotuburi de carbon
monostrat (SWCNT) prin adaugarea a 50 mg SWCNT, 3 mL tampon fosfat (50mM, pH 7.6)
si 100 mg enzima dizolvataintr-un mL tampon identic; amestecurile obtinute au fost
ultrasonate pentru 30 minute, apoi agitate 3 ore la 1350 rpm, congelate la -20°C si uscate prin
liofolizare.

-— ey ———

1. Imaginea TEM a CaL-A imobilizata 2. Imaginea TEM a L-AK imobilizata pe
pe SWCNT SWCNT
B. Rezolutia cinetica enzimatica a rac-2a—d cu acetat de vinil si lipazele imobilizate
Tn solutia rac-2a—d (2.5 mg) n solventul organic testat se adauga acetat de vinil (4 pL) si

lipaza (12.5 mg). Dupa perfectare sub agitare pentru 3 ore la temperatura camerei, probe
diluate se analizeaza pe HPLC.

C. Rezolutia cinetica dinamica enzimatica a la—d

Aldehida 1a-d (0.013 mmol, 2.5mg), cianohidrina acetonei (0.065 mmol, 5uL), baza testatasi
acetatul de vinil (0.052 mmol, 4.9 uL) se amesteca cu CalL-A pe Celita in acetonitril si reactia
se perfecteaza la 25 °C si 1340 rpm. Probele prelevate periodic se analizeaza cromatografic.



2014: DEZVOLTAREA PROCESELOR DE REZOLUTIE CINETICA ENZIMATICA
DINAMICA

a. Studiul performantelor enzimelor imobilizate recuperate in vederea recircularii

In studiile efectuate in scopul obtinerii unor enzime imobilizate cu o activitate si selectivitate
ridicata, care sd poatd fi recuperate si recirculate de un numdr mare de ori cu pastrarea
proprietatilor catalitice, s-a realizat imobilizarea lipazei B din Candida antarctica pe
nanotuburi de carbon (Single Wall Carbon NanoTube) functionalizate cu grupari carboxilice.
(SWCNTcoom).

Pentru a fi posibila legarea unei proteine de grupdrile
.. ~ functionale prezente in structura nanomaterialului, se
impune o activare prealabild a functiunii carboxilice (cu
N,N’-carbonildiimidazol) iar pentru a asigura o mobilitate
corspunzdtoare enzimei si de a se evita interactiunile
neproductive cu suportul, care pot duce la scaderea
semnificativa sau chiar pierderea activitatii catalitice, s-a
introdus si o grupare distantoare (Spacer arm) prin
intercalarea 1,3-propilendiaminei intre suportul testat si
enzima, prin reactiile prezentate in schema 13.
Schema 13. Imobilizarea CaL-Bpe SWCNT functionalizate cu grupari carboxilice. (SWCNT-coon)

Suportul SWCNT-coon (40 mg) s-a incubat cu carbonil diimidazol (200 mM) in 5mL CH,Cl,
sub agitare la 1350 rpm, peste noapte, la temperatura camerei, cu sonicare ocazionald, pentru
a evita formarea conglomeratelor de nanotub. Dupa incubare proba a fost filtratd pe
membrane si spalatd cu CH,Cl,. La produsul solid rezultat s-a adaugat propilen-1,3-diamina
in apa distilata iar suspensia s-a agitat la temperatura camerei peste noapte cu ultrasonare
ocazionald pentru a evita formarea conglomeratelor de nanotub. Materialul rezultat dupa
filtrare si spalare cu apa distilatas-a introdus intr-o solutie de CaLLB (20 mg) in tampon fosfat
cu pH 7. Suspensia a fost incubata sub agitare la 1350rpm peste noapte la temperatura
camerei, cu sonicare ocazionald. Dupa imobilizare, biocatalizatorul rezultat (SWCNTcoon-
CALB) a fost izolat prin filtrare pe filtru cu membrana si spalat cu apa. Uscarea finald s-a
realizat prin liofilizare.

Randamentul de imobilizare s-a calculat prin determinarea activitatii enzimatice a solutiei
apoase de enzima inainte si dupa efectuarea imobilizarii, respectiv a apelor de spalare. 2

T ? s (’)H AT A N A~ [ '
AL — X [ e YN F T \_s @1\ o '.
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Schema 14. Rezolutia cinetica a alcoolilor racemici mediata de SWCNTcoon-CALB

Acilarea enzimatica a alcoolilor racemici s-a efectuat folosind ca si agent de acilare acetat de
vinil, iar ca solvent n-octan. Reactiile au fost perfectate sub agitare la 1350 rpm, la
temperatura camerei timp de 24 de ore. Enzima a fost izolata prin filtrare. Excesele
enantiomerice si conversiile au fost determinate prin cromatografie de lcihide sau gaze,
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folosind coloanele chirale adecvate, obtinandu-se rezultate promititoare, prezentate succint in
Tabelul 1.

Tabelul 1. Conversia si excesele enantiomerice a reactiilor catalizate de SWCNTcoon-CALB

Substrat Timp (h) < (%) or, oe
ic-1a 4 50 0% 04
-1 24 15 ai] 9o
wele 24 37 53 92
w-1d 24 43

w-le 24 26 35 a3

Efectul spacer-ului

Pentru a studia efectul lungimii gruparii distantoare, introdusa in a treia etapa, au fost testate
diamine de diferite dimensiuni:1,3-diaminopropan, 1,7-diaminoheptan respectiv 1,8-
diaminooctan. biocatalizatorii obtinuti au fost testati in reactii de acilare enzimatica, folosind
ca si substrat rac-1a, acetatul de vinil ca agent de acilare si n-octan ca solvent in prezenta de
site moleculare. Cele mai bune rezultate s-au obtinut cand 1,3-diaminopropanul a fost folosit
Ca spacer-arm.

Reutilizabilitatea SWCNTcoon-CALB

Pentru a testa reutilizabilitatea enzimei imobilizate, s-a folosit ca si substrat rac-1a, agent de
acilare acetat de vinil si solvent octan. Reactiile au fost perfectate sub agitare la 1350rpm, la
temperatura camerei timp de 24 de ore, iaar enzima a fost separata prin filtrare. Dupa spélare
CuU n-octan preparatul imobilizat a fost reutilizat in aceleasi conditii. In toate cazurile s-au
obtinut conversii si selectivitati ridicate, deci enzima astfel imobilizatd a putut fi reutilizatd de
mai multe ori fara pierderi semnificative ale proprietatilor catalitice.

b. Determinarea agentilor de racemizare optimi pentru fiecare tip de substrat
Studiul compusilor acizi si bazici ca agenti de racemizare

A fost studiata sinteza chemoenzimaticd a unor L-(2-ariltiazol-4-il)alanine, pornind de la
derivatii racemici N-acetil corespunzdtori, prin combinarea a doud etape enzimatice
stereoselective: rezolutia cineticd dinamica mediata de lipaze a oxazol-5(4H)-onelor urmata
de hidroliza catalizata de Acilaza 1. Aceasta procedurd a condus la ob{inerea aminoacizilor de
interes cu randamente bune (55-58%) si enantiopuritati foarte ridicate (ee>99%).

Sinteza 2-ariltiazol-4-il alaninelor si a derivatilor acestora este descrisd in Schema 15.

1. COOR
—= Het ;
NHCOCH,
ac-4a-d
(o)
1 Et0cC o e . 4
Het™ CI T Het - COOE Het OO LT Het °
NHCOCH; NHCOCH, N=
1a-d 2a-d rac-3a-d rac-5a-d
V. ~
— et COOH
NH;
rac-6a-d

Reactivi si conditii: 1. NaH, CH3CONHCH(COOEt)2/DMF, 60°C; 11. a). 10% KOH, reflux, 4h; b). toluen, reflux, 2h; 111. Alcool (MeOH,
EtOH, n-PrOH, n-BuOH), CDI/THF; IV. DCC/CH2CI2; V. 18% HCI, reflux, 4h.

Schema 15. Sinteza 2-ariltiazol-4-il alaninelor racemice si a derivatilor acestora.
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Acizii 2-acetamido-3-(2-ariltiazol-4-il)propanoici racemici rac-3a-d au fost utilizati ca materi
prime pentru sinteza chemoenzimatica stereoselectiva a L-(2-ariltiazol-4-il)alaninelor
(Schema 15a). Oxazol-5(4H)-onele rac-5a-d au fost folosite ca substraturi in procesul
enzimatic de DKR, in prezenta unor alcooli ca si nucleofili. Esterii L-2-acetamido-3-(2-
ariltiazol-4-il)propanoici L-4a-d rezultati au fost supusi reactiei de hidroliza in conditii bazice
blande, derivatii N-acetil astfel obtinuti L-3a-d, fiind deprotejati la aminoacizii corespunzatori
L-6a-d prin hidroliza enantioselectiva a legaturii amidice in prezenta Acilazei 1.

= o
e R | ~ COOR m. - COO0OH v - COOH
Het \ 0 - He&t ‘ . — ‘ ) = et ‘
N=; NHCOCH, NHCOCH, NH-
4a-d 3a-d (ee 72.80%) L-Ba-d (ee>99%)
00 |
:) et _:_ COOH e '3
NHCOCH, -
N N a N~
rac-3a-d ; H Het = et ] ¢ ¢ 1
Het ¥ o = S~ = S
N=, a H,C b
rac-Sa-d PR (1 PR |
He< == I o= = |
f) Het” ™y COOH IV. [ 'ZC'DH. Het F,':::;OH c E
NHCOCH, N#, NHCOCH, R=Et/n-Pr
rac-3a-d 6a-d D-3a-d
Reactivi si conditii: 1. DCC/CH,Cl,, 0°C; Il. CaL-B, etanol (pentru DKR a rac-5a-c) / n- Propanol (pentru DKR
a rac-5d), acetonitril; 111. Na,CO3, H,0, reflux; V. Acilaza I, pH 7-8.

Schema 16. a).Sinteza chemoenzimatica stereoselectiva a L-(2-ariltiazol-4-il)alaninelor si a
derivatilor acestora (scard preparativa). b). Rezolutia cinetica enzimatica a rac-3a-d

Initial s-a studiat procesul de DKR enzimatic al oxazol-5(4H)-onelor rac-5a-d. Pentru
identificarea conditiilor optime in care acesta decurge s-au testat o serie de enzime, nucleofili,
solventi si catalizatori de racemizare in reactia de deschidere enantioselectiva a inelului
oxazolonic a compusului model rac-5a. Tn scopul investigarii stereoselectivititii reactiilor
enzimatice s-a realizat separarea cromatografica a enantiomerilor compusilor rac-3-6a-d
utilizand diferite coloane HPLC chirale si faze mobile adecvate.

Intr-o primd fazd a fost investigata alcooliza rac-5a in prezenta a diferite lipaze si alcooli.
Dintre lipazele testate doar doud au prezentat rezultate satisfacatoare: Lipozyme dinMucor
miehei a prezentat stercoselectivitate moderata (44.3% ee) iar CalL-B (Novozyme 435) a
manifestat enantioselectivitate mai ridicata (72% ee) cand s-a utilizat etanolul drept nucleofil.
Prin urmare, lipaza CaL-B a fost aleasa pentru studiile ulterioare.In continuare, s-au testat
diversi solventi intrucat este cunoscut faptul ca acestia pot influenta semnificativ
stereoselectivitatea reactiilor enzimatice. S-a observat o viteza de racemizare scazuta ceea ce
a condus la scaderea semnificativa a enantiopuritdtii produsilor DKR.

S-a urmarit cresterea vitezei de racemizare a procesului prin utilizarea unor catalizatori bazici
de racemizare. Trietilamina si piridina s-au dovedit a fi ineficiente in procesul studiat, de
aceea s-a decis utilizarea unui catalizator bazic imobilizat, evitand astfel alterarea situsului
activ al enzimei de catre acesta. Dietilaminoetanolul imobilizat pe nanotuburi de carbon cu un
singur perete functionalizate cu grupari carboxil a condus la cresterea vitezei de racemizare
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fara a afecta stercoselectivitatea reactiei. Astfel, s-a studiat procesul de DKR a rac-5a mediat
de CaL-B in prezenta agentului de racemizare si in diferifi solventi, in unele cazuri
observandu-se cresterea enantiopuritatii produsilor. Cele mai bune rezultate au fost obtinute
utilizand acetonitrilul drept solvent si etanolul ca si nucleofil. Avand aceste conditii optime
identificate pentru DKR a compusului model rac-5a, s-a realizat DKR si pentru celelalte
substraturi, rac-5b-d. Rezultate similare au fost obtinute pentru oxazolonele rac-5b,c cand s-
au utilizat etanolul si acetonitrilul iar pentru rac-5d cele mai bune rezultate au fost obtinute
folosind n-propanol in acetonitril.

Folosind conditiile optime identificate la scara analitica s-a realizat apoi DKR a rac-5a-d la
scara preparativa, produsii L-4a-d au fost obtinuti cu randamente bune (77-81%) si excese
enantiomerice ridicate (73-76%) (Tabelul 2).

Tabelul 2. Rezolutia cinetica dinamica a rac-5a-d mediatd de Cal-B, in prezenta de
acetonitril, diferifi alcooli si dietilaminoetanol imobilizat (scara analiticd)

Nr. crt. Substrat Alcool Produs ee,%
1. rac-5a Metanol L-3a metil ester 70.2
2: rac-5a Etanol [-3a ctil ester 80.0
3. rac-5a n-Propanol L-3a n-propil ester 76.2
4. rac-5a n-Butanol L-3a n-butil ester 58.0
5. rac-5bh Etanol L-3b etil ester 78.3
6. rac-5c¢ Etanol L-3c et1l ester 78.1
15 rac-5d n-Propanol L-3d n-propil ester 80.1

Produsii DKR cu enantiopuritate ridicata L-4a-d au fost in continuare supusi reactiilor de
hidroliza chimica bazica fara a fi afectatd enantiopuritatea acestora (verificat prin HPLC). In
scopul cresterii enantiopuritatii compusilor finali, derivatii N-acetil L-3a-d au fost supusi unei
etape de hidroliza enzimatica enantioselectiva in prezenta Acilazei 1 obtindndu-se astfel
heteroaril-alaninele L-6a-d in forma enantiopura (ee>99%) (Schema 15b). Randamentele
globale si rotatiile optice specifice ale L-(2-ariltiazol-4-il)alaninelor sunt prezentate in Tabelul
3.

Tabelul 3. Randamente globale si rotatii specifice ale L-2-ariltiazol-4-il alaninelor L-6a-d,
obtinute prin DKR a rac-5a-d mediata de Cal.-B urmat de hidroliza enantioselectiva a L-3a-d
catalizata de Acilaza 1.

Nr. crt. Produs” Randu:lo;:l)t global lulpz’l
1. L-6a 56 -0.20 (CH;COOH, ¢ = 5mg/mL)
2. L-6b 58 -0.26 (CH;COOH, ¢ = 5mg/mL)
3t L-6¢ 55 -0.27 (CH;COOH, ¢ = 5Smg/mL)
4. L-6d 57 -0.07 (CH;COOH, ¢ = Img/mL)

a 7.9
€e>99% in toate cazurile

B. REZOLUTIA CINETICA DINAMICA MEDIATA DE LIPAZE A UNOR
FENILTIOFENIL-CIANOHIDRINE Tn acest studiu s-a urmirit sinteza unor esteri ai
cianohidrinelor cu schelet feniltiofenic de puritate opticd ridicatd prin intermediul rezolutiei
cinetice dinamice. Pentru a investiga stereoselectivitatea reactiilor in care sunt implicati 2-
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hidroxi-2-(5-feniltiofen-2-il)acetonitrilii si esterii acestora, initial s-a stabilit metoda de
separare cromatografica a enantiomerilor acestora.

Skl OH n scopul obtinerii cianohidrinelor si a
P cianhidnna A . g . . g
Het 1‘0 n Het” 2\:N esterilor acestora cu puritati optice ridicate s-
aza, rac- . . - A
solvent au testat o serie de lipaze comerciale in
ester : e . . A . .
»1‘mhc\ foun diferiti solventi organici in reactia de acilare
Jo enantioselectivda a rac-2-heteroaril-2-hidroxi-
baza OH Q - L.
Het/L"' - A acetonitrililor rac-2a-d cu acetat de vinil
5 SN oo o ..
" . drept donor de acil ireversibil. Initial, s-au
(S)2 (Rr-3

realizat reactiile la scara analiticad folosind
Schema 17. Procesul de DKR a rac-2a drept compus model. Majoritatea
cianohidrinelor studiate enzimelor testate (CalL-B, AK-sol-gel, CrL)
au fost inactive dupa 3 ore.

Lipaza AK (din Pseudomonas fluorescens) imobilizata pe Celita a prezentat
enantioselectivitate si activitate bune (eep = 98% si eeS=72% la ¢ = 42% dupa 3 h, in MTBE)
dar utilizand lipaza CaL-A (Candida antarctica) imobilizata pe Celita atat activitatea cat si
enantioselectivitatea au fost Tmbunatatite (ee> 83% pentru ambii produsi de reactic la
c=48%). Raportul optim substrat/biocatalizator identificat este 1:5 (w/w). S-au testat o serie
de solventi organici anhidrificati, acilarea selectiva a rac-2a cu acetat de vinil in prezenta
lipazei L-AK decurgand cel mai bine in MTBE (Tabelul 11). Au fost investigati de asemenea
si diferiti agenti de acilare. Etil-metoxiacetatul, etil-etoxiacetatul si vinil pivaloatul s-au
dovedit a fi inactivi pentru biotransformarea studiata. La utilizarea izopropenil-acetatului n
ACN nu s-au observat modificari semnificative ale activitatii sau stereoselectivitatii reactiei
(eep=81% la ¢=20% dupa 42 h) fata de cazul cand s-a folosit acetat de vinil.

In continuare, pornind de la conditiile optime identificate pentru rezolutia cinetici a rac-2a-d,
s-a studiat rezolutia cineticd enzimaticd dinamici a acestora. In acest sens au fost testate o
varietate de baze drept agenti de racemizare in situ a enantiomerului mai putin reactiv.
Metoda exploateaza natura reversibild a reactiei de formare a cianohidrinelor (catalizatd de o
bazd) din aldehidele corespunzatoare. Dintre bazele testate (trietilamina, dietilamina,
dietanolamina, diizopropilamina, N,N-dimetilamina, difenilamina, uree, piridina, guanidina,
Amberlit-IR-4B) rezultate promitatoare au fost obtinute cand s-a utilizat Al,O3 bazic drept
agent de racemizare.

Conditiile optime identificate pentru DKR a compusului model rac-2a au fost aplicate si
celorlalte cianohidrine rac-2b-d (Tabelul 4).

Tabelul 4. DKR a rac-2a-d mediat de L-AK, in prezenta acetatului de vinil, a Al,O3. In
MTBE la 30°C

Substrat Timp (h) c (%) ee, (%) ee; (%)
rac-2a 7 99 92 87
rac-2b 8 99 88 85
rac-2¢ 7 99 91 86
rac-2d 9 99 88 82
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c. Studiul catalizatorilor metalici ca agenti de racemizare

A. REZOLUTIA CINETICA DINAMICA A UNOR FENIL-TIAZOLILETANAMINE
Studiul efectuat a urmarit sinteza unor fenil-tiazolil-etanamine de inalta puritate optica printr-
o procedura chemoenzimatica. Astfel, s-a dezvoltat o procedura enzimatica noud utilizand
lipaza B din Candida antarctica imobilizatdi (Novozyme 435) in rezolutia cineticd a
etanaminelor rac-4a-d prin reactia de N-acilare si in rezolutia cinetica a etanamidelor
corespunzatoare rac-5a-d prin reactia de hidroliza. Totodata, s-a studiat si rezolutia cinetica
dinamica a heteroaril-etanaminelor prin cuplarea lipazei CaL-B cu un catalizator metalic de
racemizare (Pd/Al,O3) in reactia de N-acilare selectiva. S-a studiat sinteza aminelor rac-4a-d
pornind de la aldehidele corespunzatoare la-d urmarind metodele descrise in literatura de
specialitate. Astfel, etanolii racemici rac-2a-d obtinuti prin reactia Grignard au fost
transformati in aminele rac-4a-d prin intermediul azidelor rac-3a-d. Amidele rac-5a-d au
fost sintetizate prin acilare chimica cu clorura de butiril in CH,Cly, in prezenta de piridina si o
cantitate catalitica de DMAP (Schema 18, ruta a)

Reactivi si conditii: I. CH3Mgl, dietil eter; Il. (PhO),PONs/toluen; I11. Zn/NH,CI, H,O/etanol; IV.
CHs(CH,),COCI/DMAP/piridind/DCM; V. CaL-B/etil n-butirat/ACN, 23 °C; VI. CaL-B/H,0, 45°C; VII.
CaLA/H,0, 45°.

Schema 18. Sinteza 1-(2-feniltiazol-4-il)etanaminelor studiate si a etanacetamidelor
corespunzdtoare.

in scopul determinrii conditiilor optime de reactie care si conduci la obtinerea enantiomerilor de
puritate optica ridicata si cu conversii mari, s-au testat o serie de lipaze comerciale in diferiti solventi
organici in reactia de N-acilare enantioselectiva a compusului model rac-4a, folosind drept donori de
grupare acil acetatul de etil, izopropil butiratul, etil nbutiratul si etil propionatul. In urma screening-
ului efectuat, lipazele CRL, PS si AK pe Celita s-au dovedit a fi inactive din punct de vedere catalitic
chiar si dupa 28 de ore, in toate cazurile investigate, in timp ce lipaza CalL-A, fie nu a prezentat
activitate catalitica, fie a manifestat selectivitate redusa in MTBE in reactiile de acilare cu izopropil
butiratul si cu n-butirat deetil. Cea mai ridicata enantioselectivitate (E » 200) si reactivitate (¢ = 50%)
s-a obtinut dupa 16 ore in reactia de N-acilare a rac-4a cu n-butirat de etil in ACN uscat in prezenta
lipazei CalL-B.Utilizand conditiile optime determinate pentru rezolutia cineticd enzimatica a
feniltiazolil-etanaminelor de interes s-au investigat conditiile care conduc la racemizarea in situ a
enantiomerului mai putin reactiv in scopul realizarii unei DKR (Schema 20).Literatura de specialitate
prezintd procese de DKR a aminelor care utilizeaza cu succes catalizatori pe baza de Pd in etapa de
racemizare. Astfel, s-au testat trei catalizatori: Pd depus pe cdrbune, Pd depus pe alumina si Pd depus
de BaSO;, in reactia de acilare a rac-4a cu n-butirat deetil, in ACN, in prezenta lipazeiCaL-B la diferite
temperaturi.
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0 In scopul obtinerii celorlalti enantiomeri [(S)-enantiomerii] ai
NH, e g nit.  1-(2-feniltiazol-4- il)etanaminelor s-a studiat rezolutia cinetica
RN GLB g\ R~ >~  enzimatica a rac-5a-d (Schema 18, ruta b). In acest sens s-au
testat activitatea si enantioselectivitatea a 4 preparate
! e § enzimatice de CalL-A si CaL-B in reactia de hidroliza a
. ' compusului model rac-5a. Reactiile la scara analiticd s-au

realizat 1n apa, la temperatura camerei (23°C) si la 45°C.

rac-dul (H)-5a-d Shdad

Schema 19. Rezolutia cinetica
dinamica a etanaminelor

Toate reactiile de hidrolizd mediate de CalL-B s-au dovedit a fi inalt enantioselective, cea mai buna
activitate atingandu-se cu Novozyme 435 la 45°C. Lipaza CaL-A (sub forma libera si imobilizata pe
Celitd) s-a dovedit a fi activd din punct de vedere catalitic dar neselectiva pentru biotransformarea
studiata. In ceea ce priveste reactivitatea, CaL-A imobilizata pe Celita, in reactia realizata la 45°C a
dat cele mai bune rezultate. Aminele (R)-4a-d au putut fi obtinute si prin deprotejarea amidelor (R)-
5a-d in apa la 45°C (60 de ore). Conditiile optime gasite pentru rezolutiile cinetice enzimatice ale rac-
4a si rac-5a au fost aplicate in continuare si celorlalte substraturi rac-4,5b-d. Configuratia absoluta a
feniltiazolil-etanaminelor optic pure a fost determinata sintetizind amina (R)-4a pornind de la alcoolul
(S)-2a (de configuratie cunoscutd, Schema 18, ruta c¢) si comparand semnele roratiilor specifice ale
etanaminelor obtinute prin aceste doud metode. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 5.*

Tabelul 5. DKR si KR a rac-4,5a-d la scara preparativa

N 7 ee 25 e : n ee 25

Compus (%) (%) |a]p E Compus (%)° (%) la]p E
(S)-4a 97 > 99 -6.2 (R)-4a 96 > 99 +6.4

5 » 200 Ny » 200
(R)-5a 97 >99 +175.9 (S)-5a 96 >99 -176.4
(S)-4b 95 >99 -84 (R)-4b 93 >99 +8.5
Rsb 95 >9  siea2 0 (5)sb 93 98 NTT
(S)-4e 93 > 099 -183 (R)-4¢ 94 > 99 +18.8

3

(R)-5¢ 9 500 41488 "0 (9)5e 96 96 staga) 2B
(S)-4d 93 82 110 (R)-4d 91 98 +10.8

- " 125 i - >200
(R)-5d 93 96 +151.2 (S)-5d 95 94 -149.7

ASPECTE ALE UNOR MECANISME DE CATALIZA ENZIMATICA PENTRU
TRANSFORMAREA SUBSTRATURILOR SARURI CUATERNARE DE AMONIU

Pentru a investiga rolul unor resturi de aminoacizi (incarcati cu sarcind electricd si aromatici) in
legarea liganzilor si mecanismul de actiune al unor enzime implicate in biosinteza fosfolipidelor
(fosfocolin-citidiltransferaza si colin-kinaza din Plasmodium falciparum) s-au realizat o serie de
mutatii punctiforme in scopul modularii caracterului resturilor aromatice si a celor incércate electric,
care influenteaza interactiunile de tip cationelectroni m. Comparand structurile cuaternare ale
situsurilor de legare a sarurilor cuaternare de amoniu s-a evidentiat un model de interactiune de tip
“composite aromatic box” pentru situsul de recunoastere a enzimei, bine diferentiat de modelul de
interactiune tip “aromatic box” pentru situsul de recunoastere a receptorilor (Figura 1)

Studiul efectuat a permis identificarea unei arhitecturi generale pentru situsul activ al enzimelor care
catalizeazd transformarea substraturilor pe baza de sdruri cuaternare de amoniu, aceasta purtand
numele de “composite aromatic box”. Este evidentiat rolul important in atasarea liganzilor dar si in
actul catalitic, atat a resturilor de aminoacizi purtand sarcina electrica cat si a celor aromatici in cazul a
doud enzyme (PfCK si PfCCT) si este oferitd o imagine generala asupra modelului de interactiune de
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tip “composite aromatic box” din enzime. Importanta acestuia consta in faptul ca multe din enzimele
care au liganzi pe baza de saruri cuaternare de amoniu joaca roluri esentiale in procese metabolice
(biosinteza lipidelor, metabolismul neurotransmititorilor) sau in anumite boli infectioase.’

A § B
BESAP

) # \Q/
Ch

Figura 1. Coordinarea colinei la situsul activ al PfCCT si PfCK

2015: OPTIMIZAREA PROCESULUI DE REZOLUTIE CINETICA DINAMICA
(DKR) IN REACTOARE DISCONTINUE

Principalele obiective ale acestei etape au fost optimizarea catalizatorilor de racemizare pentru
procesele de DKR si realizarea acestora in reactoare discontinue. Cercetarile efectuate in aceasta etapa
au fost concretizate in elaborarea unei metodologii pentru: SINTEZA CHEMOENZIMATICA A
UNOR L-a-AMINOACIZI TIAZOLICI PRIN PROCESE DE DKR ENZIMATICA.

Aminoacizii naturali si non-naturali in forma enantiopura si-au gasit aplicatii in domenii variate, de la
domeniul medical sau cosmetic pana la cel agro-industrial. Datorita reactivitatii grupelor functionale
prezente, aminoacizii pot fi utilizati ca intermediari in sinteza analogilor de produsi naturali, de
exemplu prin integrarea aminoacizilor non-naturali in peptide biologic active, se pot obtine noi analogi
peptidici cu activitati, stabilitati metabolice sau profile farmacologice superioare. Analogii aromatici ai
aminoacizilor proteinogenici, in special o- arilalaninele, se regdsesc in structura unor agenti
terapeutici, nu doar individual (L-DOPA, L-metildopa) ci si integrati in structuri mai complexe, cum
ar fi cazul medicamentului nafarelin, ce contine un rest de L-a-2- naftilalanind. Nucleul tiazolic se
regdseste in structura unor peptide de origine naturald, ca bleomicinele (antibiotice glicopeptidice
anticanceroase), nocatiacinele, epotilonele, aeruginazolii si tiazomicinele (noi clase de antibiotice
tiopeptidice ciclice). Potentialul biologic al acestui sistem heterociclic este exploatat in design-ul unor
noi compusi biologic activi, unii dintre ei fiind introdusi in terapie. a-Aminoacizii derivati de 2-
feniltiazol prezintd potential ca extinsa este beneficd pentru interactiunea cu receptoriiz-msintoni
chirali mai ales atunci cand o conjugare farmacologici. O serie de L-a-2-ariltiazol-4-il-alanine au fost
deja integrate in structura unor noi analogi de melanotropina. Relativ recent a fost realizata sinteza
chimica asimetrica a unor 2-ariltiazol-4-il-alanine cu configuratic L. Aminoacizii obtinuti au fost
integrati in secventa peptidicd a neurotensinei, pentru obtinerea unor noi analogi de neurotensind cu
proprietati analgezice. Avand in vedere potentialul chimic si biologic mai sus amintit al aminoacizilor
chirali derivati de 2- feniltiazol, ne-am propus elaborarea unei metode chemoenzimatice eficiente
pentru obtinerea unor L-a-2- ariltiazol-4-il-alanine cu enantiopuritati mari. Dintre metodele enzimatice
de obtinere a aminoacizilor chirali, cea mai larg utilizata este rezolutia amestecurilor racemice
utilizand enzime hidrolitice din clasa proteazelor, esterazelor, lipazelor.

Fatd de rezolutia cinetica clasica, rezolutia cineticd dinamica (DKR) implicd transformarea
enantioselectiva a unui enantiomer simultan cu racemizarea enantiomerului ramas netransformat,
ducand la obtinerea produsului dorit cu randamente de peste 50%. Una dintre metodele de obtinere a
a-aminoacizilor optic activi este rezolutia cinetica dinamica mediatd de lipaze a derivatilor de oxazol-
5(4H)-ona, sub actiunea alcoolilor ca agenti nucleofili. In acest studiu, s-a urmirit elaborarea unei
metode chemoenzimatice bazate pe procese de rezolutie cinetica, clasica si dinamica, pentru obtinerea
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L-a-aminoacizilor derivati de 2-feniltiazol. Reactiile enzimatice investigate au fost optimizate in
vederea obtinerii produsilor cu randamente si cu enantiopuritati cat mai mari.

A fost studiata sinteza chemoenzimatici a unor L-a-2-ariltiazol-4-il alanine, pornind de la aminoacizii
racemici N-acetilati corespunzatori, prin intermediul oxazol-5(4H)-onelor tiazolice, obtinute printr-0
reactie de ciclizare. Etapa cheie in sinteza stereoselectiva este rezolutia cineticd dinamica a oxazol-
5(4H)-onelor tiazolice, printro reactie de deschidere de ciclu enantioselectiva, utilizind alcooli alifatici
ca nucleofili, sub actiunea catalitica a lipazelor (Schema 20).

O
Iy

0
Al paa COOH
Het” Y\() + R-OH — Ilcl/\H\()R e uu"\(
N=

rapid NHCOCH; NH,
Kinvies || Kinvsr .
0 0 _<\'I &
lipaza Het = Ar—<
"”/\;/U\o + R-OH --/f‘-‘f-- uu/\_)\(m S
N= H

ent NHCOCH;

Schema 20. Hidroliza enzimatica enantioselectiva a N-acetil-a-aminoacizilor tiazolici

Principalele cerinte pentru ca aceasta metoda sa fie eficienta sunt: capacitatea lipazei de a accepta si de
a transforma in mod stereoselectiv substratul respectiv, capacitatea substratului netransformat de a se
racemiza cu o viteza suficient de mare, precum si proprietatea oxazolonei-substrat de a rezista la
atacul alcoolului nucleofil fard participarea enzimei. Alcooliza neenzimatica ar putea duce la o
deschidere de ciclu neselectiva si implicit la scaderea enantiopuritatii produsului de rezolutie.

In vederea cresterii vitezei de racemizare a oxazolonei, se poate apela la catalizatori bazici sau acizi.
Ca in orice rezolutie cinetici dinamica enzimatica, limitarile acestei metode sunt determinate de
gasirea conditiilor in care enzima si catalizatorul de racemizare sa functioneze impreuna eficient. Cea
de-a doua metoda enzimatica aplicata in acest studiu pentru sinteza L- a-2-ariltiazol-4-il-alaninelor a
fost hidroliza L-enantioselectivda a N-acetil- a-aminoacizilor tiazolici la nivelul grupei amida, sub
actiunea cataliticd a aminoacilazei I (Schema 21).

aminoacilaza

COOH H 8-9 COOH COoH
Het + B0 ———+ Het + Ha Y
NHCOCH;  © -CH;COOH NH, NHCOCH;

Schema 21. Hidroliza enzimatica enantioselectiva a N-acetil-a-aminoacizilor tiazolici

Reactia de hidroliza enzimatica se desfasoard in mediu apos, in conditii de pH si de temperatura care
trebuie bine controlate. Aminoacilazele isi pot manifesta activitatea, dupa caz, la pH de 7-8 sau 8-9 si
la temperaturi de 37°C si respectiv 50°C. Deoarece in urma reactiei de hidroliza se formeaza acid
acetic, pH-ul mediului de reactie scade in timp si este necesara ajustarea lui la valorile optime pentru
performanta enzimei. Cel mai indicat pentru ajustarea pH-ului este hidroxidul de litiu. Desi
aminoacilazele prezinta o foarte mare stereoselectivitate Th majoritatea cazurilor, uneori chiar L-
specificitate de substrat, utilizarea acestora este limitatd de anumite dezavantaje, cel mai important
fiind reprezentat de solubilitatea scazutda a substraturilor in mediul apos, sensibilitatea enzimei la
modificarile de pH si la numerosi inhibitori de naturd anorganica.

Sinteza chemoenzimatica stereoselectivi

N-Acetilaminoacizii racemici rac-3a-d au fost utilizati ca precursori pentru sinteza chemoenzimatica
stereoselectiva a L-2-ariltiazol-4-il alaninelor, prin intermediul produsilor de ciclizare, oxazolonele
rac-5a-d. Prima etapa stereoselectiva a fost rezolutia cinetica dinamica a oxazolonelor rac-5a-d, sub
actiunea catalitica a lipazelor, cu participarea alcoolilor in reactia de deschidere de ciclu. Acizii L-2-
acetamido-3-(2-ariltiazol-4-il)propanoici rezultati, L-2a-d, au fost hidrolizati enzimatic enantioselectiv
la nivelul grupei amida, sub actiunea cataliticdi a Acilazei 1. Pentru a investiga stercoelectivitatea
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proceselor enzimatice, a fost necesard stabilirea unor metode analitice de separare a enantiomerilor
amestecurilor racemice rac-3-6a-d. Au fost utilizate diverse coloane chirale HPLC si RP-HPLC.

: P L COO 1. COOH 1. COOH
v ue:/\‘)((, e Het Y B ol Het” " Sl Het Y

N=( ! NHCOCH; NHCOCH, NH,
L-da-d 1-2a-d (e 72-80%) L-6a-d (ee>99%)

EHM/\JI: Het = @;{]/\”‘(Q-::r\ u,(‘@:{f”“@i{{f

R=Et/n-Pr

Reactanti si conditii: . CaL-B, etanol (pentru RCD a rac-5a-c) / n-propanol (pentru RCD a rac-5d), acetonitril;
I1. Na,CO3/H,0, reflux; 111. Acilaza I, pH 8.

Schema 22. Sinteza chemoenzimatica stereoselectiva a L-(2-ariltiazol-4-il)alaninelor si derivatilor lor.

In prima etapa a sintezei stercoselective, s-au stabilit conditiile de reactie optime pentru rezolutia
cineticd dinamici a oxazol-5(4H)-onelor rac-5a-d, catalizati de lipaze. In acest sens, au fost
investigate diverse conditii de reactie (enzima, nucleofil, solvent, catalizator de racemizare) pentru
reactia de deschidere de ciclu a oxazol-5(4H)- onelor rac-5a-d. Compusul rac-5a a fost utilizat ca
substrat model pentru optimizarea rezolutiei cinetice dinamice enzimatice. Mai intai, a fost investigata
alcooliza rac-5a in prezenta a diverse lipaze, in alcool pur. Dintre lipazele testate, doar doud au
prezentat rezultate promitatoare: Lipaza din Mucor miehei a prezentat stereoselectivitate moderata
(44.3% ee), iar lipaza B din Candida antarctica (Novozyme 435) a prezentat o stereoselectivitate
superioard (72% ee), atunci cand etanolul a fost utilizat ca nucleofil. De aceea, enzima CalL-B
(Novozyme 435) a fost utilizatd in experimentele RCD urmatoare. Produsii rezolutiei cinetice
dinamice L-4a-d au fost hidrolizati la nivelul grupei ester in conditii de reactie slab bazice (in prezenta
Na,CO; ). Enantipuritatea produsilor de hidrolizd nu a fost afectatd prin aceastd transformare
(verificare prin RP-HPLC). Pentru a creste excesul enantiomeric si pentru a obtine produsii finali in
forma enantiopura, urmatoarea etapd a fost hidroliza enzimaticd enantioselectiva la nivelul grupei
amida a N-acetil aminoacizilor L-3a-d, sub actiunea catalitica a Acilazei I, in mediu apos. Mai intéi, a
fost investigata hidroliza enantioselectiva a N-acetil aminoacizilor in forma racemica rac-3a-d, sub
actiunea cataliticd a Acilazei I. In toate cazurile, reactiile enzimatice au decurs enantioselectiv, dar
viteza de reactie a fost foarte mica si transformarea substratului s-a oprit la conversii de 25% dupa 2
saptamani, desi s-au addugat in randuri repetate cantitati mari de enzima in mediul de reactie.

COOH  Acilaza I COOH A COOH \rﬁ
Het Het Het Y - y
/Y JE—— /\r + b Het R@—(\

NHCOCH, PpHS NH, NHCOCH,
rac-3a-d L-6a-d D-3a-d

Schema 23. Hidroliza enzimaticd enantioselectiva a N-acetil-(2-ariltiazol-4-il)alaninelor racemice,
subactiunea catalitica a Acilazei I.

Atunci cand produsii de rezolutie L-3a-d au fost utilizati ca substrat pentru Acilaza I, viteza de reactie
si conversia au crescut considerabil, nemaifiind necesar adaosul suplimentar de enzima. Pe aceasta
cale, s-au obtinut aminoacizii tiazolici L-6a-d cu excese enantiomerice de peste 99%. (Fig. 3). 6 Fig.
3. a).Separarea RP-HPLC a enantiomerilor 2-p-toliltiazol-4-il alaninei rac-6¢c. Coloand Zwix(+),
eluent: metanol (50mM acid formic, dietilamind 25mM):acetonitril:apa 49:49:2 v/v/v. b).Analiza RP-
HPLC a aminoacidului L-6¢, obtinut prin sintezid chemoenzimatica. L-aminoacizii tiazolici L-6a-d au
fost purificati pe o coloana schimbatoare de cationi. Randamentele globale si rotatiile optice specifice
ale produsilor sunt mentionate in Tabelul 6.
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Tabel 6. Randamentele globale si rotatiile specifice pentru L-2-ariltiazol-4-il alaninele L-6a-d
obtinute prin DKR a rac-5a-d catalizatd de CalL-B urmatd de hidroliza enantioselectiva a L-3a-d
catalizata de Acilaza L.

Nr. ert. Produs® Randament global (%) laly™

1. L-6a 7 -0.20 (CH;COOH, ¢ = S5mg/mL)
2. L-6b 77 -0.26 (CH;COOH, ¢ = 5mg/mL.)
3. L-6¢ 74 -0.27 (CH;COOH, ¢ = Smg/mL)
4. 1L-6d 78 -0.07 (CH;COOH, ¢ = Img/mL)

¢e>99% in toate cazurile

Configuratiile absolute ale 2-ariltiazol-4-il-alaninelor levogire (-)-6a-d au fost stabilite prin
compararea rotatiilor optice specifice cu datele din literatura. Deoarece datele din literatura indica
faptul cd acesti aminoacizi tiazolici sunt levogiri in configuratia absolutd L, s-a stabilit configuratia L
pentru produsii reactiilor enzimatice (-)- 6a-d.

In concluzie a fost optimizata o metoda chemoenzimatica pentru obtinerea unei serii de L-(2-ariltiazol-
4-il)alanine n forma enantiopurd, pornind de la N-acetil aminoacizii corespunzatori. Primul selector
chiral a fost lipaza B din Candida antarctica, intr-un proces RCD bazat pe reactia de deschidere
stereoselectivade ciclu a oxazol-5(4H)onelor tiazolice Tn mediu organic, proces prin care s-au obtinut
L-aminoacizii N-acetilati si esterificati (ee = 78-80%), cu randamente de 93-96%. Produsii de rezolutie
cinetica dinamica au fost supusi hidrolizei chimice la grupa ester in conditii slab bazice, urmata de
hidroliza enantioselectiva a grupei amida, catalizatd de Acilaza I, in mediu apos. Datoritd L-
specificitatii Acilazei I, excesul enantiomeric al produsilor finali a fost crescut la peste 99%. Metoda
chemoenzimatica aplicata a fost optimizata si aplicata cu succes pentru obtinerea la scard preparativa a
L-(2- ariltiazol-4-il)alaninelor 12a-d in forma enantiopurd, cu randamente globale de 74-78%.°

2016: Optimizarea procesului de rezolutie cinetica dinamica (DKR) in procese continue I

Deoarece biocatalizatorii imobilizati pot fi recirculati si pastrati timp indelungat si sunt
usor de utilizat, imobilizarea este un domeniu important al bioingineriei. Factorii care
determina eficienta biocatalizatorilor sunt: selectivitatea, specificitatea, activitatea cataliticd si
stabilitatea. Tmobilizarea imbunatiteste in general toate aceste proprietiti si permite de
asemenea recuperarea si reutilizarea enzimei.®Toate metodele de imobilizare au atat avantaje
cat si dezavantaje; la alegerea lor este necesard o analizd riguroasda, pe baza structurii
substratului transformat si a conditiilor de reactie. Studiile efectuate recent cu biocatalizatori
comerciali in formd liofilizatd sau imobilizata® au aratat cd, datoritd marii varietati de
substraturi, enzime si conditii, nu existd o metoda ideala pentru imobilizarea enzimelor
functionale.

Recuperarea si recircularea enzimelor este adeseori complicatd in procesele
conventionale, de aceea aplicatiile enzimelor sunt adesea impiedicate de lipsa de stabilitate
Operationala pe termen lung si dificultatea etapelor de prelucrare.

Includerea enzimelor in matrici este una din cele mai generale tehnici de
imobilizare.Utilizarea acestei metode nu determina modificari chimice sau structurale ale
enzimelor. Mai mult chiar, termostabilitatea si toleranta la solventi creste in general, dar apare
problemalimitdrilor difuzionale.

Legarea biocatalizatorilor pe suport’ este cea mai frecventutilizati metoda n
cazulsuporturilor mezoporoase, fiind studiata deja atat adsorbtia cat si legarea covalenta.
Proprietatile biocatalizatorului imobilizat depind de natura gruparii si de dimensiunea linker-
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ului (in cazul atasarii covalente). Suporturile poroase prezintd avantajul unei manipulari si
recuperari simple si al unei suprafete relativ mari insd, prezenta porilor marestelimitarile
difuzionale.

La imobilizarea penanoparticule (NP)barierele difuzionale se minimizeaza si proteinele
sunt disponibile pe o suprafat@ mare. Suspensia de NP nu sedimenteaza si se comporta
similar unui lichid omogen,de aceea separarea particulelor biocatalitice in vederea recuperarii
este dificila.

Nanotuburile cu diametre in zona nanometrilor, in special nanotuburile de carbon (CNTSs)
cu lungimi de ordinul micrometrilor, reprezinta suporturi cu o mare suprafata disponibila,

limitari difuzionale reduse si recuperare simpla. Datorita proprietatilor lor mecanice, termice

.....

imobilizarea biomacromoleculelor.**Aplicatiile biologice ale enzimelor contin deseori ca
etapd cheie imobilizarea enzimelor pe CNTs prin legaturi covalente sau necovalente. '
Glicerol-diglicidileterul (GDE), un bisepoxid, poate fi utilizat nu doar ca si agent de
reticulare pentru obtinerea unor agregate de enzime reticulate (CLEAS), cat si ca si linker
pentru atasarea enzimelor pe suprafata unor CNTs functionalizate in prealabil cu diamine.
Astfel preparatele enzimatice care constau dinparticule de dimensiuni micrometrice cu
porozitate controlabila pot fi utilizate ca biocatalizatori in reactoare cu strat fix.
Caracteristicile lipazelor importante din punct de vedere al aplicatiilor industriale
(reactii de procesare normale, tehnologii mai ecologice, un numar redus de operatii, stabilitate
operationala superioard, capacitate de productie marita si posibilitatea separdrii si recirculdrii)
sunt in general superioare dupa imobilizare.
A: Imobilizarea covalenti a lipazei B din Candida antarctica (CaL-B) pe nanotuburi de
carbon monostrat functionalizate cu grupiri carboxilice (SWCNT coon)

Au fost aplicate doud metode de imobilizare a CaLB pe SWCNT coon (Schema 24):

1. Imobilizarea prin intermediul glicerol-diglicidileterului (GDE), ruta a
2. Imobilizarea prin intermediul bis-succinimidil-polietilenglicolului (BS(PEG)s), ruta b

a)i) CDI/CH,Cly; ii) HoN(CH,).NH,/apa, n=3,6,8; iii) glicerol b) i) CDI/ CH,Cl,;ii) HoN(CH,)aNH/apa, n=3,6,8; v)
diglicidil eter/CH,Cl,; iv) CaL-B/tampon PBS buffer (20 mM BS(PEG)s/DMSO ; vi) CaL-B/tampon PBS buffer (20 mM
Na;HPO,, 150 mM NaCl, pH 7); Na;HPO,, 150 mM NaCl, pH 8);
;J 2
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Schema 24. Strategii de imobilizarea CaLB pe SWCNTcoon
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B. Imobilizarea covalenta a lipazei din Pseudomonas fluorescens (L-AK) pe nanotuburi
de carbon monostrat functionalizate cu grupari carboxilice (SWCNT coon)
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i) CDI/ CH:Cl, v ’
i) HoN(CHp)sNHy/apa; o
iii) glicerol diglicidil eter/CH,Cly;
iv) L-AK in tampon PBS (20 mM Na,HPO,, 150 mM NaCl, pH 7).

Schema 25. Strategia de imobilizarea LAK pe SWCNTcoon

Preparatele enzimatice au fost testate apoi in procesul de rezolutie cineticd a unor
alcooli secundari chirali (Schema 26), folosind feniletanolul ca substrat model, intr-un reactor
cu deplasare (Figura 2).

o
Cal-B OH Ok
oH I acetat + :
vinil ace :
R/E\ > R)\ R/\
rac-1a-g (S)-1a-g  (R)-2a-g

. o, . Ty
-~ O O O 1T
cl O,N
a b c d

s \ s o
o, L

Schema 26. EKR a unor alcooli secundari cu lipaza imobilizatd pe SWCNT coon
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solvent ° ‘ yJ N
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REACTOR TERMOSTATAT

(R)-produs

VWAAAAS

VALVA DE REGLARE
A PRESIUNII

Figura 2. Testarea proceselor enzimatice in reactoare cu deplasare

Reactii de acilare enzimatica in reactorul discontinuu

Tn 500 pL de solvent organic s-a dizolvat 1 mg alcool racemic, s-au adaugat 10 pL de agent de acilare
(acetat devinil) si 1 mg de enzima. Reactia s-a perfectat sub agitare la 1350 rpm la temperatura
camerei. Pentru monitorizarea reactiei s-a utilizat separarea gaz-cromatografica pe coloana de -
ciclodextrina permetilatain conditiile specifice fiecarui substrat alcoolic sau pe coloana Chiralpak 1B
prin HPLC.

Tabelul 6. Conditiile de separare cromatografica pe coloanechirale

Alcool Metodi separare | Temperatura (°C) sau eluent (hexan:IPA, v/v) | Timp de retentie( min)
rac-2a(R/S) |GC 120 5.5/5.9
rac-1a(S/R) |GC 120 7.4/7.6
rac-2b(R/S) |GC 130 6.1/6.4
rac-1b(R/S) | GC 130 6.5/6.8
rac-2c (S/R) | GC 120-160 (2.6°/min) 9.4/9.8
rac-1c (R/S) |GC 120-160 (2.6°/min) 11.3/11.6
rac-2d(S/R) | HPLC-IB 87:13 8.8/12.4
rac-1d(s/r) | HPEC1B 87:13 15.4/19.8
rac-2e(R/s) | PHC1B 95:5 6.2/6.7
rac-1e(s/R) | PLC-IB 95:5 11.9/13.8
rac-2f(Rss) | HPLC1B 90:10 5/5.9
rac-1f(rss) | HPLC1B 90:10 9.5/12.9
rac-29(S/R) HPLC-IB 95:5 (timp de 8 min), 90:10 (20 de min) 6.2/6.7
rac-1g(S/R) HPLC-1B 95:5 (timp de 8 min), 90:10 (20 de min) 11.9/13.8

Determinarea metodei optime de imobilizare

Determinarea activitatii enzimei imobilizate pe cele doua tipuri de nanosuport s-a realizat prin
acilarea enzimatica a substratului model, rac-1a. Enzima imobilizata pe nanotuburi de carbon
prin a doua metoda a fost cel mai eficient catalizator in reactia de acilare a substratului model.
In urma efectuarii reactiei de acilare pe alte doua substraturi, rac-2d,g, rezultatele au fost in
conformitate cu cele observate in cazul substratului model, astfel experimentele urmatoarele
s-au efectuat cu acest preparat enzimatic.
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Efectul incarcarii cu enzima a suportului

Reactia de acilare s-a efectuat cu preparate enzimatice cu diferite rapoarte suport-enzima, iar
rezultatele au aratat ca raportul suport enzima de 1:2 furnizeaza cele mai bune rezultate.

Tabelul7. Efectul incarcarii cu enzima a suportului asupra activitatii biocatalizatorului dupa
30 ore

Suport Raport suport-enzima (w/w) | ees(%0) c (%)
2:1 72 42
1:1 69 41

SWCNTcoon 1:2 71 42
1:5 32 24

Efectul lugimii linkerului asupra reactiei de acilare

Linkerul mai scurt, 1,3-diaminopropan, a furnizat rezultate mai bune, in timp ce folosirea
linkerelor mai lungi a avut efect negativ asupra eficacitatii enzimei.

Tabelul 8. Efectul lungimii linkerului asupra reactiei de acilare

Linker Conversie (%)
1,3-diaminopropan 45
1,6-diaminohexanean 31
1,8-diaminooctan 41

Efectul temperaturii

Prin investigarea efectului temperaturii asupra reactiei de acilare a substratului model

catalizata de CaL-B imobilizat pe nanotuburi de carbon s-a constatat ca temperatura optima
este de 60°C.

%)
ey

Conversie

25 35 45 55 65
Temperatura (°C)
Figura 3 . Efectul temperaturii asupra reactiei de acilare a substratului model dupa 1 ord
Reutilizabilitatea biocatalizatorului

Reutilizabilitatea lipazelor este un aspect important din cauza costurilor lor ridicate.
Reutilizabilitatea enzimei imobilizate s-a testat in reactii batch repetate utilizand conditiile

optime. Dupa 10 cicluri activitatea initiala a biocatalizatorului nu s-a modificat semnificativ
(Figura 4).
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Figura 4. Studiul de reutilizabilitate aenzimei imobilizate

Studiile efectuate determinarea stabilitatii preparatelor enzimatice astfel obtinute au aratat ca
enzima pastreaza mai mult de 90% din activitatea sa initiald chiar si dupa 10 cicluri de reactie.

DETERMINAREA CONDITIILOR OPTIME PENTRU DKR iIN VARIANTE
CONTINUE. STUDIUL COMPARATIV AL VARIANTELOR CONTINUE

Pentru optimizarea procesului de DKR in variantd continud, folosind datele preliminare
obtinute 1n prealabil pentru procesul realizat in reactorul discontinuu cu amestecare, respectiv
conditiile optime determinate in acest caz, au fost testate diferite configuratii in care unitatea de
rezolutie enzimaticd si cea de racemizare, ambele continand catalizatorul (enzima si agentul de
racemizare) in forma imobilizatd, au fost conectate conform Figurilor 5-7. Ambele unitati au fost
termostatate pentru a obtine rezultate reproductibile si pentru a putea efectua un studiu al influentei
acestui parametru asupra procesului de DKR.

Ca si reactoare au fost folosite coloane din inox SynBioCart (30 mmx3 mm ID PTFE) in care s-a
introdus catalizatorul imobilizat (120 mg CalLB-SWCNcoon Sau 110 mg baza de racemizare
imobilizata) sub forma unui strat fix, folosind ca sistem de etansare un ansamblu de garnituri din
Teflon si site metalice cu porozitate cunoscuta care sa permita distributia uniforma a fluxului alimentat

Alimentarea reactorului cu un debit constant de reactanti (0.3 mL/min) se realizeaza prin
intermediul unei pompe cuaternare (modulul de pompa al unui sistem Agilent LC 1150) HPLC, iar
presiunea la iesire s-a controlat printr-o valva de reglare.

Pentru elaborarea conditiilor optime de sinteza stereoselectiva in conditii de rezolutie cinetica
dinamica (DKR) a compusilor chirali (cianohidrine, aminoacizi si amine heterociclice) Tn sisteme ce
opereaza cu reactoare tubulare in regim continuu, s-au utilizat trei configuratii distincte. Astfel, in
sistemul inseriat de reactoare de rezolutie cineticd enzimatica (Figura 5), folosind biocatalizatori
imobilizati, cu unitati de racemizare ce contin agenti chimici imobilizati pe suporturi s-a putut
determina raportul masic optim intre biocatalizatorul imobilizat si agentul de racemizare imobilizat. Tn
prealabil s-a stabilit debitul de operare a unitatii de rezolutie cinetica astfel ca dupa atingerea regimului
stationar pentru o concentratie de substrat bine definit sa se produca rezolutia enantiomerica totala
(conversie de 50%, adica transformarea completa a unuia dintre enantiomerii substratului).
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Tn continuare s-a testat procesul de racemizare a substratului remanent enantiopur. Folosind
debitul fixat Tn reactorul de rezolutie, s-a putut determina cantitatea necesara de agent de imobilizare
pentru racemizarea completa, astfel dupa a doua unitate compozitia masei de reactie este de produs
enantiopur: substrat racemic, 1:1, M/M.

=0,

m produs (R) sau (S)

Racemizare

Figura 5. Optimizarea parametrilor procesului de DKR n regim continuu

Dupa acelasi principiu de functionare, la acelasi debit, a fost determinatd incarcatura cu
enzima si agent de racemizare a urmatoarei unitati de rezolutie-racemizare astfel incat sa se atinga
compozitia masei de reactie de produs enantiopur: substrat racemic, de 3:1, M/M.

Numarul maxim de unitati Tnseriate testate a fost de 3 reactoare de rezolutie si 3 reactoare de
racemizare.

Rezultatul experimentelor desfasurate pe cele trei clase de compusi (cianohidrine, amine si
aminoacizi heterociclici) au facut posibila determinarea raportului masic dintre biocatalizator si
agentul de racemizare pentru conducerea eficienta a rezolutiilor Tn regim dinamic.

Tabelul 9. Parametrii procesului de DKR n regim continuu pentru clasele de compusi tinta

Tip proces Raport masic biocatalizator suportat/ agent de racemizare pe suport
(m/m)
DKR Cianhidrine CaL-A pe celitid/dietil-aminoetanol legat covalent pe nanotuburi de
carbon 1:3, m/m
DKR amine Novozym 435/ Pd pe oxid de aluminiu 1:1, m/m
DKR oxazolone (pt. aminoacizi) Novozym 435/ dietil-aminoetanol legat covalent pe nanotub de carbon
5:1, m/m

Rocemiare A urmat testarea reactiilor DKR fintr-un sistem

continuu cu recirculare, utilizand doua reactoare
(una de rezolutie cinetica enzimatica si una de
racemizare) legate in serie (Figura 6). S-a urmarit
eficienta parametrilor obtinuti anterior Tn vederea
conversiei totale a substraturilor ntr-un singur
- : enantiomer al produsului astfel Tncat in timpul
Rezervor : procedurii substratul sa raméana perfect racemic.

n out
Figura 6. DKR continua in reactoare nseriate
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Figura 7. DKR continua Tn reactoare legate
n paralel

Folosind aceste date s-a trecut la testarea DKR pentru
toate cele 3 cazuri folosind sisteme cu reactoare legate
n paralel (Figura 7) in flux continuu si cu recirculare.
Tn acest caz ambele reactoare (de rezolutie si de
racemizare) au avut aceeasi Incarcatura masica de
catalizator (enzima respectiv agent de racemizare).
Prin reglarea raportului debitelor pe cele doua ramuri
ale sistemului s-a realizat operarea eficienta a
sistemelor, adica s-a maximizat viteza de rezolutie
cinetica enzimatica cu mentinerea caracterului racemic
al substraturilor in timpul procesului.

Procesele de rezolutie cinetica enzimatica dinamica studiate sunt reprezentate in Schemele 27-28.
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He(AO —_ t \\\
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Schema 27. Rezoluyia cinetica enzimatica a cianohidrinelor cu schelt feniltiofenic
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Schema 28. Rezolutia cinetica enzimatica dinamica a aminelor si aminoacizizilor cu schelet

feniltiazolic

27



APLICATII ALE BIOCATALIZEI IN CERCETAREA FUNDAMENTALA
Tntr-un demers de explicare a procesului de

selectie, prin codul genetic al aminoacizilor S SN
proteinogeni din rezerva metabolicd si din
moleculele probiotice, s-au sintetizat doi analogi de = NHz
L-triptofan  respectiv:  benzofuranil-alanina i \o N

S

benzotiofenil-alanina 1in stare libera, enantiopura si
cei doi derivati N-acilati,de asemenea in stare
enantiopuré.13

Compusii obtinuti au fost utilizati in stabilirea unor corelatii intre diferentele HOMO
— LUMO si reactivitatea acestora; s-a demonstrat ca aceste corelatii au un rol determinant in
procesul de selectie.

N-dodecanoil-L-(benzofuran-3-il)alanina (NDo-BFA, L-5b) si N-dodecanoil-L-
(benzo[b]-tiofen-3-il)alanina (NDo-BTA, L-5a) enantiopure au fost sintetizate din aminoacizii
nenaturali enantiopuri (L-(benzofuran-3-il)alanina, BFA, L-2b) siL-(benzo[b]tiofen-3-
il)alanina, BTA, L-2a). Acestia au fost obtinuti la randul lor prin rezolutia cinetica enzimatica
a N-acetilaminoacizilor corespunzatori racemici mediata de Acilaza I, urmata de separarea lor
cromatografica pe o coloana de schimb ionic preparativa (Schema29).

. _COOH ~ _.C . _COOH
Ry ' g~~~ COOH R7~~C00 R~ A
HN. - NH, : HN. - I |
M ‘ 1 8
(o} 'e) a -
rac-1a,b t-2ab p1ab N
7y
l._ ) __‘_().
" b
r~-CO0CH; 1y R~ COOCH; v, |~ -COOH
NH; NHCOC Has NHCOGC1Hs,
L-3a,b i-4a.b L-Sab

Schema 29. Sinteza aminoacizilor nenaturali analogi ai triptofanului enantiopuri prin EKR
mediata de Acilaza 1

Sinteza L-2-amino-3-(heteroaril)propanoatilor de metil (L-3a,b)

In solutia aminoacidului L-2a,b (~100 mg) in metanol anhidru (15 mL) se adauga sub argon
in picaturi clorotrimetilsilan proaspat distilat (2 equivalents) sub agitare continuda la
temperatura camerei. Dupa perfectarea reactiei (cca 24 ore, control cromatografic) amestecul
de reactie se concentreaza la vid si se obtine esterul metilic dorit L-3a,b sub forma unui solid
alb cu randament de 87 si respectiv 93%.

Sinteza (L- 3-(heteroaril)-2-dodecanamidopropanoatilor de metil(L-4a,b)

Se adauga 4-N,N-Dimetilaminopiridinain piridina (DMAP, 1%, 2 equiv.) si clorura de
dodecanoil (2 equiv.) in solutia esterilor metilici L-3a,b Tn diclorometan anhidru (15 mL).
Reactia se refluxeaza cca 3 ore pentru perfectare. Dupd racire la temperatura camerei de
extrage sccesiv cu HCI 10%, apoi cu solutie Na,CO3 2M si in final cu apa. Stratul organic se
usuca pe sulfat de sodiu anhidru, se elimina la vid solventul si din produsul brut rezultat se
obtine dupa purificare cromatografica pe silicagel cu diclorometan-metanol 95:5 ca eluent
produsul finit, L-4a,b ca semisolid galben cu randament de 76 si 79%.
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Sintezaacizilor (L-3-(heteroaril)-2-dodecanamidopropanoici)L-5a,b.

In solutia intermediarilor anterior obtinuti L-4a,b n acetonitril se adaugi o solutie
Na,CO3; 2 M si amestecul se refluxeaza pentru 2 ore. Dupa racire la temperatura camerei se
adauga 1n picaturi HCI concentrat pana la pH 1.5, cand precipitd produsul. Suspensia se
pastreaza in frigider 2 h, precipitatul se filtreaza si se usuca prin liofilizare obtinandu-se L-
5a,b cu randamente de 88 si 91%.

Pentru confirmarea structurii si puritatii compusilor L-5a,b s-au inregistrat spectrele'H si *C-
NMR si spectrele de masa. Enantiopuritatea L-2a,b si L-4a,b a fost determinata prin HPLC pe
coloane chirale, folosind ca standard compusii racemici.

100 mg rac-la,b s-a suspendat inHCI 10% si dupa 5 ore de reflux s-a evaporat
solventul la vid, reziduul a fost spalat cu eter etilic si apoi uscat , obtinandu-serac-2a,b
sub forma unui solid alb. Din rac-2a,b au fost preparti derivatii rac-4a,b in mod
similar.

Pentru separarea enantiomerilorrac-2a,b s-a utilizat o coloana Chiralpak
ZWIX(+)(250 x 4.0 mm) cu acetonitril:metanol [50 mM acid formic, 25 mM dietilamina]:apa
49:49:2 (viviv) ca eluent pentrurac-2a, respectiv acetonitril:metanol [50 mM acid formic, 25
mM DEA]:apa 70:28:2 (v/v/v) pentru rac-2b (la un debit de 1 mL/min). Pentru separarea
rac-4a,b s-a utilizat o coloana Chiralpak 1A sau IB (250 x 4.6 mm) si hexan:2-propanol 80:20
(v/v) pentrurac-4a (flow: 1 mL/min, Chiralpak IA column), respectiv hexan:2-propanol 95:5
(v/v) pentrurac-4b ca faza mobild la un debit de 1 mL/min. S-a demonstrat astfel ca
transformarea chimica a L-2a,b inL-4a,b nu modifica enantiopuritatea compusilor (ee pentru
L-4a,b>99%).
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