RAPORT STIINTIFIC
privind implementarea proiectului in anul 2014

OBIECTIVUL 1. STUDIUL PERFORMANTELOR ENZIMELOR IMOBILIZATE
RECUPERATE iN VEDEREA RECIRCULARII

Tn studiile efectuate in scopul obtinerii unor enzime imobilizate cu o activitate si
selectivitate ridicata, care sa poata fi recuperate si recirculate de un numar 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.
(SWCNT-COOH). Pentru a fi posibila legarea unei proteine de gruparile functionale prezente
in structura nanomaterialului, se impune o activare prealabila a functiunii carboxilice (cu
la scaderea semnificativa sau chiar pierderea activitatii catalitice, s-a introdus si 0 grupare
distanttoare (spacer arm) prin intercalarea 1,3-propilendiaminei intre suportul testat si
enzima, prin reactiile prezentate Tn urmatoarea schema.
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Schema 1. Imobilizarea lipazei B din Candida antarctica pe nanotuburi de carbon functionalizate cu grupari
carboxilice. (SWCNT-COOH)

Mod de lucru:

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

Randamentul de imobilizare s-a calculat prin determinarea activitatii enzimatice a
solutiei apoase de enzimad inainte §i dupa efectuarea imobilizarii, respectiv a apelor de spalare.



Activitatea enzimatica s-a determinat spectrofotometric, utilizand reactia de hidroliza
acetatului de p-nitrofenil si monitorizarea concentratiei de p-nitrofenol format, 0 metoda
uzuala.

Testarea enzimei imobilizate in procese de rezolutie cinetica enzimatica a unor alcooli
secundari

Preparatul enzimatic obtinut a fost testat in rezolutia cineticd a unor alccoli
heterociclici racemici rac-1a-d (Schema 2)
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Schemaz2. Rezolutia cinetici a alcoolilor racemici mediata de SWCNTCOOH-CALB

Acilarea enzimatica ai 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 Icihide sau gaze,
folosind coloanele chirale adecvate, obtinandu-se rezultate promititoare, prezentate succint in
Tabelul 1.
Tabelul 1. Conversia si excesel enantiomerice a reactiilor catalizate de SWCNTcoon-CALB

Substrat Timp (h) ¢ (%) e eep
rac-la 24 50 95 94
rac-1b 24 45 79 99
rac-1c 24 37 53 92
rac-1d 24 43 70 92
rac-le 24 26 35 98

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 cdnd 1,3-diaminopropanul a fost folosit
ca spacer-arm.

Reutilizabilitatea SWCNTCOOH-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 spalare
cu n-octan preparatul imobilizat a fost reutilizat in aceleasi conditii. In toate cazurile s-au
obtinut conversii si selectivitati ridicate, deci enzima astfel imobilizata a putut fi reutilizata de
mai multe ori fara pierderi semnificative ale proprietatilor catalitice (Figura 1).
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Figura 1. Reutilizarea SWCNTCOOH-CALB

OBIECTIVUL 2. DETERMINAREA AGENTILOR DE RACEMIZARE OPTIMI
PENTRU FIECARE TIP DE SUBSTRAT

Activitatea 1. Studiul compusilor acizi si bazici ca agenti de racemizare

A. SINTEZA CHEMOENZIMATICA A UNOR L-(2-ARILTIAZOL-4-1L)ALANINE

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

Sinteza 2-ariltiazol-4-il alaninelor rac-6a-d si a derivatilor acestora este descrisa in
Schema 3. Derivatii 2-aril-4-clorometiltiazolici 1la-d au fost sintetizati printr-o metoda
descrisd anterior in literatura, prin condensarea Hantzch a diferitelor tioamide cu 1,3-
dicloroacetona. Acizii 2-acetamido-3-(2-ariltiazol-4-il)propanoici rac-3a-d au fost obtinuti
prin cuplarea compusilor halogenati 1a-d cu esterul dietil-acetamidomalonic, urmata de o
etapa de hidroliza bazica si apoi decarboxilare. Esterii rac-4a-d au fost obtinuti prin tratarea
rac-3a-d cu diferiti alcooli (metanol, etanol, n-propanol si n-butanol) in tetrahidrofuran uscat
in prezenta carbonildiimidazolului (CDI). Ciclizarea rac-3a-d in prezenta de N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), in diclorometan uscat a condus la obtinerea oxazolonelor
rac-5a-d corespunzatoare. 2-Ariltiazol-4-il alaninele racemice rac-6a-d au fost sintetizate
prin hidroliza in mediu acid a derivatilor N-acetil racemici rac-3a-d.
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Schema 3. Sinteza 2-ariltiazol-4-il alaninelor racemice si a derivatilor acestora. Reactivi si conditii: I. NaH,
CH;CONHCH(COOETt),/DMF, 60°C; Il. a). 10% KOH, reflux, 4h; b). toluen, reflux, 2h; 111. Alcool (MeOH,
EtOH, n-PrOH, n-BuOH), CDI/THF; IV. DCC/CH,Cl,; V. 18% HClI, reflux, 4h.



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 4a). 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.
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Schema 4. a). Sinteza chemoenzimatica stereoselectiva a L-(2-ariltiazol-4-il)alaninelor si a derivatilor acestora
(scard preparativil). Reactivi si conditii: 1. DCC/CH,CI,, 0°C; Il. CaL-B, etanol (pentru DKR a rac-5a-c) / n-
Propanol (pentru DKR a rac-5d), acetonitril; 111. Na,COjz, H,0, reflux; IV. Acilaza I, pH 7-8. b). Rezolutia
cinetica enzimatica a rac-3a-d mediata de Acilaza 1, pH 7-8.

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. In scopul investigarii stereoselectivitatii reactiilor
enzimatice s-a realizat separarea cromatografica a enantiomerilor compusilor rac-3-6a-d
utilizand diferite coloane HPLC chirale si faze mobile adecvate. Conditiile de separare si
timpii de retentie pentru fiecare compus sunt trecuti in Tabelul 2.

Tabelul 2. Separarea cromatografica a rac-3-6a-d

fe‘;‘;‘:g;;de RP-HPLC Astec chirobiotic V2, eluent: MeOH:CHsCOOH:Et:N 200:0.15:0.15 viviv

Compus L-3a D-3a L-3b D-3b L-3c D-3c L-3d D-3d

Tr (Min) 4.5 6.0 4.8 6.4

Conditii de HPLC Chiralpak IC, eluent: n-hexan: 2-propanol 80:20 v/v

separare

Compus S-5a R-5a S-5b R-5b S-5¢ R-5¢ S-5d R-5d

Tr (Min) 11.2 12.4 11.5 12.6 11.3 12.5 10.2 12.0

Compus L-4a D-4a L-4b D-4b L-4c D-4c L-4d D-4d
29.92 36.42 28.92 35.52

Tr (min) gg:gc ggéc 25.0° 29.2° 28.5° 34.0° ig:gc gg:gc
19.7° 24.0° 18.6° 22.7°

Conditii de RP-HPLC Zwix(+), eluent: MeOH (50mM HCOOQOH, 25mM dietilamina): acetonitril: H,O

separare 49:49:2 viviv

Compus rac-3a rac-3b rac-3c rac-3d

Tr (Min) 5.9 4.2 5.2 4.1

Compus L-6a D-6a L-6b D-6b L-6¢ D-6¢ L-6d D-6d

R; (min) 10.9 18.8 9.5 20.2 10.3 21.2

%ester metilic; Pester etilic; ‘ester n-propilic; %ster n-butilic




Tntr-o prima fazi a fost invest,igata alcooliza rac-5a in prezenta a diferite lipaze si alcooli.
Dintre lipazele testate doar doud au prezentat rezultate satisfacatoare (Tabelul 2): Lipozyme
Mucor miehei a prezentat stereoselectivitate moderata (44.3% ee) iar CaL-B (Novozyme 435)
a manifestat enantioselectivitate mai ridicata (72% ee) cand s-a utilizat etanolul drept
nucleofil (Tabelul 2, rand 2). Prin urmare, lipaza CalL-B a fost aleasa pentru studiile

ulterioare.
Tabelul 2. Rezolutia cineticd mediata de lipaze a oxazolonelorrac-5a, in etanol, dupa 4.5h.

Nr.crt. Lipaza ee,%
1. Candida rugosa s
2. AK “Amano” 17.5°
3. Burkholderia cepacia 11.0°
4. Lipaza B din Candida antarctica 72.0
5. Candida cylindraceae A
6. Lipaza F 9.1
7. Lipozyme Mucor miehei 44.3

T N ) . 2 . B ~
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Tabelul 3. Excesul enantiomeric al L-2-amino-3-(2-ariltiazol-4-il)propanoatilor obtinuti prin deschiderea
inelului oxazolonic al rac-5a in prezenta lipazei CaL-B folosind diferiti alcooli drept nucleofili, la conversie
totala

Nr. crt. Alcool Produs ee%
1. Metanol L-3a metil ester 7.6
2. Etanol L-3a etil ester 72.0
3. n-Propanol L-3a n-propil ester 47.5
4, n-Butanol L-3a n-butil ester 35.3

Tn continuare, s-au testat diversi solventi intruct este cunoscut faptul ca acestia pot
influenta semnificativ stereoselectivitatea reactiilor enzimatice. S-a observat o viteza de
racemizare scazutd ceea ce a condus la scaderea semnificativd a enantiopuritatii produsilor
DKR (Tabelul 4).

Tabelul 3. Testarea unor solventi in reactia de alcooliza enantioselectivd a oxazolonei rac-5a, in prezenta de
Cal-B si etanol, dupa transformarea completa a substratului (6 zile)

Nr. crt. Solvent ee,%
1. 1,4-Dioxan 51.3
2. Diclorometan* -

3. Toluen 58.9
4, Acetonitril 36.7
5. Tetrahidrofuran 29.2
6. Dietileter 30.0

T T = =
conversie scazuta

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 Tn 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
fara a afecta stereoselectivitatea reactiei. Astfel, s-a studiat procesul de DKR a rac-5a mediat
de CalL-B in prezenta agentului de racemizare si in diferifi solventi, in unele cazuri
observandu-se cresterea enantiopuritatii produsilor (Tabelul 5). Cele mai bune rezultate au
fost obtinute utilizand acetonitrilul drept solvent (Tabelul 5, rand 4) si etanolul ca si nucleofil
(Tabelul 6, rand 2). 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 (Tabelul 6,
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rand 5, 6) iar pentru rac-5d cele mai bune rezultate au fost obtinute folosind n-propanol in
acetonitril (Tabelul 6, rand 7).

Tabelul 6. Testarea unor solventi in reactia de alcooliza enantioselectiva a oxazolonei rac-5a,in prezenta de
CaL-B, etanol si catalizator de racemizare (dietilaminoetanol imobilizat)

Nr. crt. Solvent ee,%
1. 1,4-Dioxan 60.4
2. Diclorometan® -

3. Toluen 60.6
4, Acetonitril 80.0
5. Tetrahidrofuran 64.0
6. Dietileter 30.4

1 . o <
conversie scazuta

Tabelul 7. Rezolutia cinetica dinamica a rac-5a-d mediata de Cal.-B, in prezenta de acetonitril, diferiti 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 L-3a etil 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-5b Etanol L-3b etil ester 78.3
6. rac-5c Etanol L-3c etil ester 78.1
7. rac-5d n-Propanol L-3d n-propil ester 80.1

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 7).

Tabelul 8. Randamente si excese enantiomerice ale procesului de DKR enzimatic al rac-5a-d, mediat de CalL-B,
in prezentd de alcool (3 echiv. etanol sau n-propanol) si catalizator de racemizare, in acetonitril.

Nr. crt. Substrat Produs Randament % ee,%
1. rac-5a L-3a etil ester 79 73.0
2. rac-5b L-3b etil ester 81 72.0
3. rac-5¢ L-3c etil ester 77 73.1
4, rac-5d L-3d n-propil ester 80 76.0

Produsii DKR cu enantiopuritate ridicata L-4a-d au fost in continuare supusi reactiilor de
hidrolizd chimica bazica fard 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 hidrolizd enzimatica enantioselectiva in prezenta Acilazei 1 obtinandu-se astfel
heteroaril-alaninele L-6a-d in forma enantiopura (ee>99%) (Schema 4).

Randamentele globale si rotatiile optice specifice ale L-(2-ariltiazol-4-il)alaninelor sunt
trecute in Tabelul 9.

Tabelul 9. Randamente globale si rotatii specifice ale L-2-ariltiazol-4-il alaninelor L-6a-d, obtinute prin DKR a
rac-5a-d mediata de CalL-B urmat de hidroliza enantioselectiva a L-3a-d catalizatd de Acilaza 1.

Nr. crt. Produs® Randar?;;t global [a]p?®
1. L-6a 56 -0.20 (CH3COOH, ¢ = 5mg/mL)
2. L-6b 58 -0.26 (CH3COOH, ¢ = 5mg/mL)
3. L-6¢ 55 -0.27 (CH3COOH, ¢ = 5mg/mL)
4 L-6d 57 -0.07 (CH3COOH, ¢ = 1mg/mL)

%e>99% n toate cazurile



B. REZOLUTIA CINETICA DINAMICA MEDIATA DE LIPAZE A UNOR FENIL-
TIOFENIL-CIANOHIDRINE

Tn acest studiu s-a urmarit sinteza unor esteri ai cianohidrinelor cu schelet feniltiofenic
de puritate optica ridicata prin intermediul rezolutiei cinetice dinamice.
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Schema 5. Procesul de DKR a cianohidrinelor studiate

Pentru sinteza aldehidelor feniltiofenice substituite, s-au utilizat doua strategii: p-nitro-
si p-cloro-derivatul s-au obtinut prin reactia Meerwein (cuplarea sarii 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, activatd cu acizi boronici, cu 5-bromotiofen-2-carbadehida, in prezenta unui
catalizator pe baza de paladiu). Aldehidele astfel obtinute au fost transformate in
cianohidrinele corespunzatoare cu trimetilsilil cianurd in prezentd de Znl, in cantitate
catalitica. Prin acilare chimica cu clorura de acetil, in prezenta de DMAP, se obtin esterii
racemici ai cianohidrinelor (Schema 6).
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Schema 6. Sinteza cianohidrinelor feniltiofenice si a derivatilor acestora
Pentru a investiga stereoselectivitatea reactiilor in care sunt implicati 2-hidroxi-2-(5-
feniltiofen-2-il)acetonitrilii si esterii acestora, initial s-a stabilit metoda de separare
cromatografica a enantiomerilor acestora (Tabelul 10).

Tabelul 10. Timpii de retentie ai enantiomerilor 2,3a-d

Compus t, [min] Compus t; [min]
(R)-2a 9.9 (R)-3a 8
(S)-2a 11 (S)-3a 9
(S)-2b 31 (5)-3b 19
(R)-2b 37 (R)-3b 21
(R)-2c 14.8 (S)-3c 10
(S)-2¢ 17.3 (R)-3c 11
(S)-2d 18.5 (R)-3d 10
(R)-2d 20 (5)-3d 11




In scopul obtinerii cianohidrinelor si a esterilor acestora cu puritati optice ridicate s-au
testat o serie de lipaze comerciale in diferiti solvenfi organici in reactia de acilare
enantioselectiva a rac-2-heteroaril-2-hidroxiacetonitrililor rac-2a-d cu acetat de vinil drept
donor de acil ireversibil. Initial, s-au realizat reactiile la scara analitica folosind rac-2a drept
compus model. Majoritatea enzimelor testate (CaL-B, AK-sol-gel, CrL) au fost inactive dupa
3 ore. Lipaza AK (Pseudomonas fluorescens) imobilizata pe Celitd a prezentat enantio-
selectivitate si activitate bune (ee, = 98% si ees=72% la ¢ = 42% dupa 3 h, in MTBE) dar
utilizand lipaza CaL-A (Candida antarctica) imobilizata pe Celitd atat activitatea cat si
enantioselectivitatea au fost imbundtatite (ee> 83% pentru ambii produsi de reactie la
c=48%).

Raportul optim substrat/biocatalizator identificat este 1:5 (w/w). S-au testat o serie de
solventi organici uscati, 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 in ACN nu s-au
observat modificari semnificative ale activitatii sau stereoselectivitatii reactiei (ee,=81% la

c=20% dupa 42 h) fata de cazul cand s-a folosit acetat de vinil.
Tabelul 11. Acilarea enantioselectiva a rac-2a cu vinil acetat mediata de diferite lipaze, in diferiti solventi

Nr. crt. Enzima Solvent Timp (h) c (%) ees (%) eep (%0) E
1 CaL-A Acetonitril 3 48 83 90 50
2 Etil acetat 3 22.7 215 73.1 7.9
3 MTBE 3 28.8 18.8 46.3 3.2
4 CH,CI, 3 15.8 16.5 87.4 17.6
5 Metil-THF 17 34 22.8 44.3 3.2
6 L-AK MTBE 3 42 72 98 >200
7 Metil-THF 3 12.6 14 98 121
8 CH,CI, 17 44.6 79.8 99 >200
9 CalL-B CH,CI, 17 23 28 91 29
10 L-AK-sol gel MTBE 21 9.5 10 98 109

Tabelul 12. Acilarea enzimatica a rac-2a-d la scara preparativa utilizand conditiile optime identificate la

scara analitica

Substrat Timp (h) ¢ (%) ees (%) eep (%) E
rac-2a 3 48 83 90 50
rac-2b 3 49 90 94 99
rac-2c 3 49 87 90 54
rac-2d 3 50 91 88 49

In continuare, pornind de la conditiile optime identificate pentru rezolutia cinetici a
rac-2a-d, s-a studiat rezolutia cinetici enzimatici 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 reversibila a reactiei de formare a cianohidrinelor
(catalizata de 0 baza) din aldehidele corespunzatoare (Schema 5). Dintre bazele testate
(trietilamina, dietilamina, dietanolamina, diizopropilamina, N,N-dimetilamina, difenilamina,
uree, piridind, guanidind, Amberlit-IR-4B) rezultate promitatoare au fost obtinute cand s-a
utilizat Al,O3 bazic drept agent de racemizare. Efectul temperaturii asupra procesului de DKR

a fost de asemenea investigat (Tabelul 13).
Tabelul 13. Efectul temperaturii asupra procesului de DKR a rac-2a in prezenta acetatului de vinil, Al,O3 bazic,
n MTBE, mediat de L-AK (dupi 5 ore)

Nr. crt. Temperaturi (°C) ee, (%) ees (%) c (%)
1 25 89 80 57
2 30 92 87 75
3 40 85 68 77




Conditiile optime identificate pentru DKR a compusului model rac-2a au fost aplicate
si celorlalte cianohidrine rac-2b-d (Tabelul 14).

Tabelul 14. 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-2c 7 99 91 86
rac-2d 9 99 88 82

Activitatea 2. Studiul catalizatorilor metalici ca agenti de racemizare
A. REZOLUTIA CINETICA DINAMICA A UNOR FENIL-TIAZOLIL-

ETANAMINE

Studiul efectuat a urmarit sinteza unor fenil-tiazolil-etanamine de inalta puritate optica
printr-o procedura chemoenzimatica. Astfel, s-a dezvoltat o procedura enzimaticd noua
utilizand lipaza B din Candida antarctica imobilizata (Novozyme 435) in rezolutia cinetica a
etanaminelor rac-4a-d prin reactia de N-acilare si in rezolutia cineticd 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 corespunzitoare 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,ClI,, in prezenta de piridina si o cantitate catalitici de DMAP (Schema 7, ruta a).

(6]
HN)I\R' 7 ,\;
OH . N3 1. : R/'\ s
+ R/\
R R (S)-2a  ee 99% .
rac-2a-d rac-3a-d (R)-5a-d l I
i
N3 s
0 " O
(R)-3a  ee91% ®
j l 1. /@/'[é
R + NH,
= c
la-d R/\
rac-5a-d (S)-5a-d (R)-4a  ee 91% /@/E
cl d

Schema 7. Sinteza 1-(2-feniltiazol-4-il)etanaminelor studiate si a etanacetamidelor corespunzatoare. Reactivi si
conditii: .  CHsMgl, dietil eter; [IlI. (PhO),PONs/toluen; 11l. Zn/NH,CI, H,Oletanol; IV.
CHs(CH,),COCI/DMAP/piridina/DCM; V. CaL-B/etil n-butirat/ACN, 23 °C; VI. CaL-B/H,0, 45 °C; VII. CalL-
A/H,0, 45 °C.

In scopul investigirii stereoselectivititii reactiilor in care sunt implicate 1-(2-
feniltiazol-4-il)etanaminele chirale rac-4a—d si amidele lor rac-5a-d, mai intéi s-a stabilit
metoda de separare cromatografica a enantiomerilor acestora (Tabelul 15). Pentru aceasta s-au
folosit coloane chirale [Chiralcel OJ-H si Chiralpak ZWIX(+)] si faze mobile adecvate.



Tabel 15. Analiza HPLC a compusilor rac-4,5a-d

Timp de retentie Timp de retentie

Amine  Conditii (min) Amide  Conditii (min)
ti(s) b ®) L) b
4a 70:28:2° 25.3 26.7 5a 85:15° 6.1 7.9
4b 70:28:2° 24.4 26.8 5b 90:10° 6.6 7.9
4c 80:20:2° 9.2 10.0 5¢c 85:15° 5.8 7.8
4d 90:10:1° 10.7 11.2 5d 90:10° 7.5 8.7

#raport de ACN:MeOH (50 mM acid formic + 25 mM DEA):H,0 [Chiralpak ZWIX(+), 1.0 mL/min]
> raport de n-hexan:2-propanol:DEA (Chiralcel OJ-H, 0.9 mL/min)
“raport de n-hexan:2-propanol (Chiralcel OJ-H, 1.0 mL/min)

Tn scopul determinirii conditiilor optime de reactie care si conduci la obtinerea
enantiomerilor de puritate optica ridicatd 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 n-
butiratul 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, fic a manifestat
selectivitate redusa in MTBE 1in reactiile de acilare cu izopropil butiratul si cu etil n-butiratul.
Cea mai ridicata enantioselectivitate (E » 200) si reactivitate (¢ = 50%) s-a obtinut dupa 16
ore in reactia de N-acilare a rac-4a cu etil n-butirat in ACN uscat in prezenta lipazei CalL-B
(Tabel 16, rand 3).

Tabel 16. N-acilarea compusului model rac-4a cu Cal-B la temperatura ambianta dupa 16 ore.

Nr. crt. Donor de acil Solvent c (%) E
1 izopropil n-butirat toluen 40 »200
2 etil n-butirat toluen 44 »200
3 etil n-butirat ACN 50 »200

Utilizand conditiile optime determinate pentru rezolutia cinetica enzimatica a fenil-
tiazolil-etanaminelor de interes s-au investigat conditiile care conduc la racemizarea in Situ a
enantiomerului mai putin reactiv in scopul realizarii unei DKR (Schema 8). 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 carbune, Pd
depus pe alumina si Pd depus de BaSO, in reactia de acilare a rac-4a cu etil n-butirat, in
ACN, in prezenta lipazei CaL-B la diferite temperaturi (Tabelul 17).

X
NH, etil ,Z‘-glliltirat HN R’ NH,
R CaL-B RN R
rac-4a-d (R)-5a-d (S)-4a-d
A

i Pd/Al,O;

Schema 8. Rezolutia cinetica dinamica a etanaminelor
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Tabelul 17. Screening-ul pentru catalizator de racemizare si temperaturd optime in procesul de DKR a rac-4a cu
etil n-butirat si CaL-B Tn ACN
Catalizator ~ Temperatura

Nr. crt. (5 mol%) °C) Timp (h) ¢ (%) eep (%)
T
. PUAO 2% o8 09
o PUBNO, 5 57 09

In continuare s-a investigat cantitatatea optima de agent de racemizare (Tabelul 18).

Tabelul 18. DKR a rac-4a cu etil n-butirat, CaL-B si diferite cantititi de Pd/Al,03 Tn ACN la 50°C dupi 24 h

Nr. crt. Pd/AlL,O3 (mol %) ¢ (%) ee, (%)
1 2.5 46 99
2 5 67 99
3 10 72 99
4 15 75 97

“In scopul obtinerii celorlalti enantiomeri [(S)-enantiomerii] ai 1-(2-feniltiazol-4-
il)etanaminelor s-a studiat rezolutia cinetica enzimatica a rac-5a-d (Schema 7, ruta b).

Tn acest sens s-au testat activitatea si enantioselectivitatea a 4 preparate enzimatice de
CalL-A si Cal-B in reactia de hidrolizd a compusului model rac-5a. Reactiile la scarad
analiticd s-au realizat in apd, la temperatura camerei (23°C) si la 45°C (Tabel 19). Toate
reactiile de hidrolizd mediate de CaL-B s-au dovedit a fi inalt enantioselective, cea mai buna
activitate atingandu-se cu Novozyme 435 la 45°C (Tabel 19, rand 1). Lipaza CalL-A (sub
forma libera si imobilizata pe Celitd) s-a dovedit a fi activa din punct de vedere catalitic dar
neselectivi pentru biotransformarea studiati. In ceea ce priveste reactivitatea, CaL-A
imobilizata pe Celita, in reactia realizata la 45°C a dat cele mai bune rezultate (Tabel 19, rand
4). Aminele (R)-4a-d au putut fi obtinute si prin deprotejarea amidelor (R)-5a-d in apa la
45°C (60 de ore).

Tabel 19. Hidroliza enzimatica a rac-5a in apa la scara analiticd, dupa 30 de ore.

Nr. - Temperatura o o o

ort. Enzima (°C) C (%) ee(%) eey(%0) E
1 CalL-B (Novozyme 23 28 37 >99 >200
435) 45 45 80 >99 >200
5 CaL-B (Chiral 23 39 64 >99 >200
Vision) 45 44 78 >99 >200

o 23 14 3 18 1

3 Cal-A libera 45 31 9 20 5

. 23 55 5 4 1

4 CalL-A pe Celita 45 75 18 6 1

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 fenil-
tiazolil-etanaminelor optic pure a fost determinata sintetizind amina (R)-4a pornind de la
alcoolul (S)-2a (de configuratie cunoscuta, Schema 7, ruta c) si comparand semnele
roratiilor specifice ale etanaminelor obtinute prin aceste doud metode. Rezultatele sunt
prezentate in Tabelul 20.
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Tabelul 20. DKR si KR a rac-4,5a-d la scari preparativa

Compus (Z/O)a ?&)) [a]o”® E Compus ('Z,/O)a ?f/o) [a]o®® E
(S)-4a 97 > 99 6.2 (R)-4a 96 > 99 +6.4

(R)-5a 97 >9 41759 2% (s)s5a 9%  >099 764 200
(S)-4b 95 >99 -8.4 (R)-4b 93 >99 +8.5

(R)-5b 95 599 41622 200 ()b 93 98 1648 20
(S)-4c 93 >99 -18.3 (R)-4c 94 >99 +18.8

(R)-5¢ o6  >9 +ugs 20 ()5 9% 96 1474 7200
(§)-4d 93 82 -11.0 Lo (R)-4d 91 98 +10.8 - 200
(R)-5d 93 96 +151.2 (S)-5d 95 94 -149.7

Activitatea 3. Aspecte ale unor mecanisme de cataliza enzimatica pentru transformarea
substraturilor saruri cuaternare de amoniu
Pentru a investiga rolul unor resturi de aminoacizi (incarcati cu sarcina electrica 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 Tn scopul modularii caracterului
resturilor aromatice si a celor incarcate electric, care influenteaza interactiunile de tip cation-
electroni 7. 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 2).

CDMCha |,

Figura 2. Coordinarea colinei la situsul activ al PfCCT si PfCK
Ca exemplu, activitatea enzimatica si capacitatea de legare a ligandului pentru enzimele

mutante obtinute sunt prezentate in Figura 3 si Tabelul 2.
Tabelul 2. Caracterizarea cinetica a mutantilor PFCCT MAK

Enzima Keat [S7'] Kmcte [mM] Km,chor [MM] rel. Kea/Kmcre rel. Kea/ Km,chop

MAK® 1.45+0.05 16817 1.8+1.1 1 1
MAK Y7 0.21+0.01 58060 10.2+1.1 0.042 0.026
MAK 6% 0.13+0.03 890+380 7.5+2.4 0.018 0.022
MAKV6%2Y 0.03+0.003 191+64 1.3+0.2 0.017 0.029
MAKP?#3N 0.0060.001 460+190 13.1#3.1 0.0015 0.00057
MAK Y 0.019+0.002 790+180 8.5+2.0 0.0028 0.0028
MAK WA 6x10™* ND! ND! ND! ND!

Valori din literatura; ° Nu au putut fi determinate
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Rezultatele obtinute indica faptul ca inlocuirea resturilor de aminoacizi incarcate electric cu
unele fara sarcina conduce la scaderea eficientei actului catalitic, datoratd unei coordinari
alterate a colinei.

Tn concluzie studiul efectuat a permis identificarea unei arhitecturi generale pentru situsul
activ al enzimelor care catalizeaza transformarea substraturilor pe baza de saruri cuaternare de
amoniu, aceasta purtand numele de “composite aromatic box”. Este evidentiat rolul important
in atagarea liganzilor dar si in actul catalitic, atat a resturilor de aminoacizi purtand sarcina
electrica cat si a celor aromatici in cazul a doua enzyme (PfCK si PfCCT) si este oferita 0
imagine generald asupra modelului de interactiune de tip “composite aromatic box” din
enzime. Importanta acestuia consta in faptul cad multe din enzimele care au liganzi pe baza de
saruri cuaternare de amoniu joaca roluri esentiale in procese metabolice (biosinteza lipidelor,
metabolismul neurotransmitatorilor) sau in anumite boli infectioase.

REZULTATELE OBTINUTE IN ACEST AN S-AU CONCRETIZAT PRIN PUBLICAREA
A DOUA ARTICOLE SI TREI PREZENTARI ORALE SAU POSTERE LA CONFERINTE
INTERNATIONALE. CONSIDERAM CA ACTIVITATILE PROPUSE AU FOST
REALIZATE SI OBIECTIVELE AFERENTE ETAPEI 2014 AU FOST ATINSE IN
TOTALITATE.
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