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1. Introducere

Progresul civilizatie umane este legat direct de progresul chimiei. Necesitatile pentru
mentinerea si refacerea comfortului si sanatatii sunt obiective imposibil de atinse in absenta
chimiei.

Materialele noi obtinute prin procese chimice au aplicatii importante in domeniul
medicinei, alimentatiei, cosmeticii, al industriei de constructii si industriei petroliere. Industria
farmaceutica este unul dintre cele mai puternice indsutrii din lume, avand scopul de a produce
medicamente folosite pentru prevenirea, trataterea i vindecarea bolilor umane.

Complexitatea structurald a noilor medicamente validate este in continud crestere si
nesurprinzator, avand in vedere faptul ca in functionarea corpul uman sunt utilizati catalizatori
chirali, tendinta utilizarii compusilor farmaceutici chirali a crescut semnificativ n ultimele
decenii. In zilele noastre acesti compusi chirali sunt in general sintetizati in forma
enantiopura.

Aceastd teza apartine domeniului biocatalizei si biotransformarii, aducand procese noi,
,verzi”, de inalta selectivitate, si totodata potentiali sintoni chirali noi pentru industria
farmaceutica si industria chimica fina.

Biocataliza, sinteza chimica mediatd de un biocatalizator (enzima izolata, sistem
celular intreg) a devenit o componenta cheie in sectorul farmaceutic. Proprietatile excelente
de chemo-, regio- si stercoselectivitate a biocatalizatorilor au permis inlocuirea unor sinteze
dificile, mai ales in domeniul sintezei produsilor enantiopuri.

Industria chimica face fatd presiunii pentru dezvoltarea tehnologiilor noi, procese
integrate si nepoluante, cu scopul limitarii impactului asupra mediului. Biocataliza are
potentialul de a fi utilizat ca tehnologie curata, integrata, datorita conditiilor de reactie (pH,
temperatura, presiune) blande, a biocatalizatorilor compatibili si prietenoase cu mediul.

Dezvoltarile recente ale biocatalizei asigura competitia proceselor biocatalitice cu cele
chimice conventionale, aplicatiile industriale ale biocatalizei fiind in crestere semnificativa.
Noile progrese in ingineria proteinelor, in ingineria reactiilor si alte discipline conectate cu
biocataliza a condus la imbunatatiri ale proceselor enzimatice existente si dezvoltarea unor
procese noi si alternative. Astfel se poate preconiza o crestere a raportului biotehnologiei Tn
sinteza organica fina si inlocuirea procedurilor sintetice traditionale.

Teza se limiteaza la discutarea sintezei stereoselective a (hetero)aril-1,2-etandiolilor

enantiopuri, precursori si intermediari chirali importanti in sinteza farmaceutica. Pe langa



obtinerea unui numar mare de compusi noi, cu aplicabilitate farmaceuticd potentiala au fost

dezvoltate cu succes si noi metode chemoenzimatice.

2. Partea teoretica (date din literatura)
3. Scopul tezei de doctorat

Teza de doctorat, dedicata sintezei stereoselective a 1,2-etandiolilor heterociclici, optic
puri, cu aplicabilitate potentiala in industria farmaceutica, a avut urmétoarele obiective:

1. Cresterea enantiopuritatii a benzofuran si benzo[b]tiofen 1,2-etanediolior preparati
anterior, prin dezvoltarea unei noi metode de sinteza chemoenzimatica.

In cazul (R)- si (S)-1,2-etandiolilor 3a-d preparati anterior randamentul global si
enantiopuritatea produsilor nu a fost in toate cazurile satisficatoare®®. Pentru inlaturarea
acestor dezavantaje, prin analiza retrosintetica (Schema 1, linia rosie, partea stanga) am
propus o cale sintetica noua, alternativa, bazata pe cianohidrinele optic pure 2a-d noi, sintoni

chirali versatili®”, care pot fi obtinuti usor din aldehidele corespunzitoare 1a-d, mult mai usor

accesibile.
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% mediate de lipaze® a

Rezolutia cinetica® sau rezolutia cinetica dinamica
cianohidrinelor racemice sau esterilor lor este una dintre cele mai utilizate metode pentru
sinteza cianohidrinelor enantiopure. Hidroliza chimica® si enzimatici®* a gruparii nitril a
cianohidrinelor optic pure in hidroxiacizii sau amidele corespunzatore este de asemenea
cunoscuta, astfel pot fi obtinute prin reducerea consecutiva ambii enantiomeri ai (R)- si (S)-

3a-d. Secventa de reactie investigata este prezentata in Schema 2.
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Schema 2. Sinteza (R) si (S)-benzofuranil- si benzo[b]tiofenil-1,2-etandiolilor 3a-d prin
intermediul cianohidrinelor optic pure 2a-d

2. Sinteza unor fenilfuran-2-il-etandioli optic puri noi 3e-i, prin utilizarea a doua
metode biocatalitice diferite: biotransformarile mediate de drojdie a a-hidroximetilcetonelor
6e-i si a-acetoximetilcetonelor 5e-i (Schema 3, linii albastre) si rezolutia cinetica mediata de
lipaze a 1,2-etandiolilor racemici rac-3e-i si a derivatilor lor acilati rac-7,8,9e-i (Schema 3,
linii rosii). Tn ambele cazuri sinteza utilizeaza ca si materii prime pe heteroariletanonele 4e-i.

Procedura chemoenzimatica mediatd de drojdie s-a dovedit a fi o metoda efecienta si
ecologica pentru sinteza ambilor enantiomeri a numerosi heteroaril-1,2-dioli (Capitol 2.3.4.),
astfel aplicarea sa este justificata.

Biotransformarile aril-1,2-etandiolilor prin intermediul lipazelor este de asemenea
utilizatd cu succes pentru sinteza unui numar mare de 1,2-etandioli optic puri (Capitol
1,2-diolilor racemici rac-3e-i si a derivatilor lor monoacilati primari 7e-i sau monoacilati
secundari 8e-i, sau diacilati 9e-i, cu scopul de a dezvolta o metodd chemoenzimatica,
eficientd, bazata pe cel mai avantajos proces de rezolutie.

3. Dezvolatarea unei metode one-pot, generala si eficienta pentru sinteza aril-1,2-
etandiolilor enantiopuri folosind ca si materii prime compusi achirali, ieftini.

O sintezd enzimaticd, enantioselectiva printr-o metodd one-pot simpld si eficientd
pentru obtinerea 1,2-etandiolilor aromatici, pornind din etanonele corespunzatoare achirale si
ieftine este un obiectiv de perspectivda. Metoda chemoenzimatica dezvoltate anterior®® pentru
sinteza ambilor enantiomeri ai (R)- si (S)-1-aril-1,2-etandiolilor este o procedura in mai multe

etape, bazata pe reducerea enantiotop selectiva mediata de drojdie. Acest procedeu se poate



transforma prin optimizarea procesului intr-o metoda one-pot, care utilizeaza ca materie prima
cetonele corespunzatoare 4 (Schema 4).

rac-7,8,9e-i

7, R =H, R? =acetyl
8, R =acetyl, R?=H
9, RLR? =acetyl

Schema 3. Sinteza ambilor enantiomeri ai unor fenilfuran-1,2-etandioli optic puri noi 3e-i
prin biotransformari mediate de drojdie (linii albastre) sau prin rezolutie cinetica mediata de

lipaze (linii rosii)
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Schema 4. Linii albastre- procesul one-pot cuprinzand biotransformarea a-hidroxicetonelor
6; linii rogii — procesul one-pot cuprinzdind biotransformarea a-acetoximeti cetonelor 5



4. Rezultate si discutii

4.1. Sinteza (R)- si (S)-benzofuranil- si benzo[b]tiofenil-1,2-etandiolilor 3a-d prin
intermediul cianohidrinelor enantiopure 2a-d

4.1.1. Sinteza cianohidrinelor racemice 2a-d si a derivatiilor lor acilati 11a-d

Sinteza cianohidrinelor racemice rac-2a-d din aldehidele corespunzatoare 1la-d a fost
realizata cu cianurd de trimetil silil in prezenta unei cantitati catalitice de Znl, anhidru, in
diclorometan. Prin acilarea chimica a cianohidrinelor racemice rac-2a-d cu clorura de acetil
in prezenta de Py/DMAP au fost obtinuti acetatii racemici ai cianohidrinelor rac-1la-d
(Schema 5).

o)
| OH | )J\o
R >0 R/g\CN R”CN mg
la-d rac-2a-d rac-11a-d A o

OH . )J\C_) OH
g — ot P

o
n o
[V avava)

R” "CN R™ "CN R™ "CN R
rac-2a-d (R)-11a,b (S)-11c,d (S)-2a,b (R)-2c,d N
o]
0 o} ¢
N N -
o} Iv. o OH \
- * A~ S
R™ "CN R” "CN R” "CN d
rac-11a-d (S)-11a,b (R)-11c,d (R)-2a,b (S)-2c,d

I. (CH3)3SICN, Znl, in CH,Cly, rt.; Il. CH3COCI, DMAP/Py in CH,Cl,, rt.; Ill. vinyl acetate,
L-AK / organic solvent; IV. CH30H, CalL-B / DIPE.

Schema 5. Sinteza si biotransformarile enantioselective ale cianohidrinelor si acetatilor
cianohidrinelor racemice

4.1.2. Transformairile enzimatice la scara analitica

Pentru a investiga stereoselectivitatea reactiilor enzimatice si activitatea enzimelor a
fost realizatd mai intai separarea cromatograficd a enantiomerilor compusilor racemici rac-
2,11a-d. Pentru obtinerea (R)- si (S)-heteroarilcianohidrinelor de inalta enantiopuritate au fost
testate mai multe lipaze in diferite solventi organici in reactia de acilare enantioselectiva a
cianohidrinelor racemice rac-2a-d cu acetat de vinil (5 eq.) si in cea de alcooliza (metanol,
etanol, propanol and butanol, 8 eq.) a acetatilor cianohidrinelor racemice rac-11a-d (Schema
5).
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Comportarea lipazelor a fost diferita in cele doua tipuri de reactii enzimatice. in cazul
acilarii enzimatice a rac-2a-d majoritatea lipazelor, inclusiv lipaza PS, unul dintre cei mai
utilizati catalizatori in rezolutia cianohidrinelor®’, au fost inactive. Lipaza A din Candida
antarctica, imobilizata pe Celite (CalL-A), reticulata cu glutaraldehida, (CaL-A-CLEA), sau
imobilizata covalent (IMMCal-A T2-150), a catalizat cu viteza redusa si selectivitate mica
acilarea rac-2a-d in toti solventii testati. Surprinzator si lipaza B din Candida antarctica
(CaL-B) a fost ineficienta. Desi dupa 7 zile conversia a fost de doar circa 5%, enantiopuritatea
produsilor acilati a fost ridicatd (ee > 98 %). Astfel pentru acilarea enantioselectiva a
cianohidrinelor racemice rac-2a-d, numai lipaza AK din Pseudomonas fluorescens (L-AK) a
avut activitate si selectivitate mare. Acest rezultat este Tn concordantd cu observatiile
anterioare, cand L-AK s-a dovedit a fi catalizatorul optim pentru acilarea enantiomer selectiva
a benzofuranil- and benzo[b]tiofenil-etanolilor.”

Conform asteptarilor, stereoselectivitatea reactiilor a fost influentatd de natura
solventului. Tn timp ce acilarea enzimatica cu acetat de vinil (5 eq.) a rac-2a-c, mediata de
lipaza AK a fost decurs cu selectivitate maxima n diclorometan, pentru biotransformarea rac-
2d DIPE s-a dovedit a fi solventul optim la utilizarea aceleasi enzime (Tabel 1, nr. 4-8, datele
prezentate numai pentru acilarea enzimatica a rac-2a).

Tabelul 1. Influenta naturii solventului si donorului gruparii acil la acilarea enzimatica a rac-2a
mediata de lipaza AK

Nr. Solvent Agent de acilare T(itr]r;p (030 ) eep ees E
1 Toluen Acetat de vinil (5 eq.) 36 41 97 68 134
2 DIPE Acetat de vinil (5 eq.) 21 40 96 64 95
3 t-BME Acetat de vinil (5 eq.) 21 48 97 90 ~200
4 Acetat de vinil (5 eq.) 21 51 97 >99.5 »200
5 Butanoat de vinil (5 eq.) 27 48 98 96 »200
Dicloro-

6 metan Acetat de vinil (8 eq.) 16 50 97 96 >200
7 Acetat de vinil (4 eq.) 16 50 98 98 »200
8 Acetat de vinil (2 eq.) 16 50 96 98 >200
9 n-hexan Acetat de vinil (8 eq.) 21 45 91 75 48
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Tn continuare, pentru a atinge excesul enantiomeric maxim al produsilor de rezolutie, a
fost testatd influenta naturii si cantititii acil donorului. In timp ce utilizarea butanoatului de
vinil ca si donor de acil (Tabel 1, nr. 5) n-a condus la imbunatatirea enantioselectivitatii
reactiei in diclorometan, la testarea unor cantitati diferite de acetat de vinil (Tabel 1, nr. 4,6-8)
s-a aratat ca 4 eq. de acetat de vinil reprezinta valoarea optima (Table 2, nr. 7).

Rezultatele acilarii enzimatice la scara analiticd a rac-2a-d cu 4 eq. de acetat de vinil,
catalizata de LAK sunt prezentate in Tabelul 3, nr. 1-4. Este important de mentionat ca
stereoselectivitatea si viteza acildrii enzimatice este influentata de structura cianohidrinelor
heteroaromatice. Tn timp ce rezolutia cinetici a benzofuran-2-il- si benzo[b]tiofen-2-il-
cianohidrinelor (rac-2a,b) decurge cu enantioselectivitate mare (Table 3, nr. 1-2), cand
benzofuran-3-il- si benzo[b]tiofen-3-il-cianohidrinele (rac-2c,d) sunt utilizati ca si substrat
transformarea decurge lent (46 % conversie dupa 18 h si 41% conversie dupa 23 h respectiv)

si se obtin produsi cu enantiopuritate nesatisfacatoare (Table 3, nr. 3 si 4).

Tabelul 2. Influenta naturii solventului si nucleofilului asupra selectivitatii alcoolizei enzimatice a
rac-11a mediata de CalL-B

Nr Solvent Reactant Timp(h) ¢ (%) eep ees E

1 Acetonitril metanol (8 eq.) 3 26 >99.5 35 »200
2 n-hexan metanol (8 eq.) 3 49 97 92 ~200
3 metanol (8 eq.) 1.5 48 98 90 >200
4 etanol (8 eq.) 15 39 99 64 >200
5 1-propanol (8 eq.) 15 43 99 76 »200
6 DIPE 1-butanol (8 eq.) 15 41 99 68 »200
7 metanol (6 eq.) 2 48 99 93 »200
8 metanol (4 eq.) 2 49 99 95 »200
9 metanol (2 eq.) 2 49 99 97 »200
10 Diclorometan metanol (8 eq.) 3 15 >99.5 17 »200
11 Toluen metanol (8 eq.) 3 39 >99.5 64 »200
12 t-BME metanol (8 eq.) 3 49 96 91 156

In continuare a fost investigati alcooliza enantiomer selectivi a acetatilor
cianohidrinelor racemice rac-11la-d la scara analiticd. Folosind o procedura de optimizare
pentru selectarea enzimei, solventului si a cantitatii de nucleofil au fost selectati eterul
diizopropilic (DIPE) ca si solvent, metanolul (2 eq.) ca si nucleofil, respectiv CaL-B ca si
biocatalizator pentru alcooliza rac-11a-d. CalL-A, CaL-A(CLEA) si IMMCal-A T2-150 au
catalizat rapid dar cu selectivitate mica alcooliza acetatilor cianohidrinelor racemice rac-11a-
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d. Tn Tabelul 2 sunt prezentate selectiv datele obtinute la alcooliza enantioselectiva in
diferite conditii a rac-11a. Astfel atat cianohidrinele cat si acetatii acestora au fost obtinuti
dupa 2 h cu o conversie apropiata de 50%, cu enantiopuritati mari (Tabel 2, nr. 9). Viteza de
reactic a scazut la utilizarea unor cantitati mai mari de metanol, fara a altera semnificativ

stereoselectiviatea procesului de alcooliza a rac-11a-d (Tabel, nr. 7,8).

Tabelul 3. Reultatele si conditiile optime pentru rezolutia enantioselectiva a cianohidrinelor racemice
rac-2a-d si a acetatilor cianohidrinelor rac-11a-d

.. . c eep ees
Nr.  Substrat Enzima Solvent Timp (h) %) %) (%)
1 rac-2a Lipaza AK diclorometan 15 50 98 98
2 rac-2b Lipaza AK diclorometan 13 50 97 97
3 rac-2c Lipaza AK diclorometan 18 46 92 79
4 rac-2d Lipaza AK DIPE 23 41 82 57

5 rac-11a CalL-B DIPE 2 50 >09.5 >99.5

6 rac-11b CaL-B DIPE 1 50 >995 >995
7 rac-11c CaL-B DIPE 13 50 98 98
8 rac-11d CalL-B DIPE 21 49 97 93

Rezultatele optime ale metanolizei mediate de CalL-B a rac-11a-d sunt prezentate in
Tabelul 3, nr. 5-8. A fost observata aceeasi dependenta a vitezei si stereoselectivitatii reactiei
de structura acetatilor cianohidrinelor rac-1la-d ca si in cazul acilarii enzimatice a
cianohidrinelor rac-2a-d. Astfel, in timp ce rezolutia cinetica a acetatilor de benzofuran-2-il-
si benzo-[b]tiofen-2-il-cianohidrinelor (rac-11a,b) decurge cu enantioselectivitate ridicata
(Tabel 3, nr. 5,6), viteza de reactie si enantiopuritatile produsilor sunt mai mici la utilizarea
acetatilor benzofuran-3-il- si benzo[b]tiofen-3-il-cianohidrinelor (rac-11c,d) ca si substrat
(Tabel 3, nr. 7, 8).

4.1.3. Sinteza preparativa a (R)- si (S)- heteroaril-1,2-etandiolilor 3a-d

Folosind procedura prezentata in Schema 6 a fost realizata sinteza preparativa a (R)- si
(S)- heteroaril-1,2-etandiolilor, pornind de la acetatii cianohidrinelor racemice. Pentru ca
metanoliza rac-1la-d catalizata de Cal-B decurge cu stereoselectivitate mai mare decét
acilarea enzimatica a rac-2a-d, in continuare a fost realizata rezolutia preparativa a rac-11a-d
folosind aceeasi reactivi, enzima si solvent ca in cazul reactiilor la scara analitica (Tabel 4A).
Toate dilutiile, raportul substrat-biocatalizator si conditiile de reactie au fost identice cu cele
ale reactiilor la scara analitica. Reactiile au fost monitorizate prin HPLC sau TLC, fiind oprite

la 0 conversie de aproximativ 50% prin indepartarea enzimei prin filtrare.
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Acetatii cianohidrinelor de inalta enantiopuritate astfel obtinuti ((S)-11a,b si (R)-11c,d)
au fost transformati cantitativ in cianohidrinele corespunzatoare ((S)-2a,b si (R)-2c,d) prin
metanoliza mediata de CaL-A-CLEA in DIPE (Schema 6, Tabel 4B). Datele referitoare la
randamente, excese enantiomerice si rotatiile optice ale compusilor formati in aceste reactii
sunt prezentate in Tabelul 5. Tn continuare, ambii enantiomeri ai cianohidrinelor
heteroaromatice (R)- si (S)-2a-d au fost hidrolizati chimic in o-hidroxiacizii corespunzatori
(R)- si (S)-12a-d. Dupa izolare, compusii din urma au fost redusi cu LiAlH, cu obtinerea cu
randamente bune si grad de puritate optica ridicata (Tabel 5) a ambilor enantiomeri ai
heteroaril-1,2-etandiolilor, (R)- si (S)-3a-d.

o) o)
)J\O QH )J\O

R/g\CN — R eN * R/'\CN
rac-11a-d (R)-2a,b (S)-2c,d (8)-11a,b (R)-11c,d

A\ OH
2 (S)-2a,b (R)-2¢,d

R,
OH OH
A\ -
G R™ >COOH R/'\COOH
¢ o, (S)-12a,c,d (R)-12b (R)-12a,c,d (S)-12b
b V. V.
S
d
- OH OH
OH
R/\/ R/k/OH
(R)-3a,b (S)-3c,d (S)-3a,b (R)-3c,d

I.CH;0H, CalL-B / DIPE; Il.CH30H, CaL-A (CLEA) / DIPE;
IIl. HCI sol. 6N/ dioxan, reflux; IV. LiAlH, / THF, rt.

Schema 6. Sinteza preparativa a (R)- si (S)-heteroari cianohidrinelor 2a-d si transformarea
lor in heteroaril-1,2-etandiolii 3a-d.

Configuratia absoluta a noilor benzofuranil- si benzo[b]tiofenil-cianohidrine, respectiv a
acetatilor acestora fiind necunoscuta, prin comparearea sensului rotatiei optice si a timpului de

retentie de la separarea cromatografica a enantiomerilor diolilor 3a-d cu cele descrise n
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literatura®® s-a determinat configuratia absolutd a noilor compusi enantiopuri si selectivitatea

reactiilor enzimatice studiate.

Tabelul 4. Date despre produsii obtinuti din rezolutia cinetica mediata de CaL-B (A) si pentru
produsii obtinuti din metanoliza acetatilor cianohidrinelor enantiopure mediata de CaL-A (CLEA) (B)

A B

Rand.* ee [a]p® Rand.* ee [o]p® Rand.** ee  [a]p®

(R)-2a 48 98 -539 (S)-1la 48 98 -549 (S)2a 96 99 4557
(R)-2b 48 98 -263 (S)}11b 48 98 -30.8 (S)-2b 93  >995 +27.9
(S-2c 49 96 -374 (R)}-1lc 46 98 +119 (R)}-2c 95 99 +405

(S-2d 48 96 -478 (R)-11d 46 97 +24.8 (R)-2d 96 >995 +51.5
raportat la rac-11a-d; ** raportat la (S)-11a,b si (R)-11c,d

Tabelul 5. Sinteza preparativa a ambilor enantiomeri ai heteroaril-1,2-etandiolilor 3a-d

5 (S)-3a-d (R)-3a-d

Rand. ee [a]p™ Rand. ee [a]p™
a 46 97 -28.2 46 97 +28.2
b 46 96 -13.1 47 96 +13.1
c 42 91 -24.6 48 95 +25.7
d 31 94 -44.8 47 93 +44.3

4.1.4. Determinarea configuratiei absolute prin masuratori VCD
Configuratia absolutd a acetatilor cianohidrinelor optic active obtinute din metanoliza
rac-11a-d a fost determinata si prin intermediul masuratorilor de dicroism circular vibrational
(VCD), combinat cu calcule de chimie cuantica. Spectrul VCD in CDCl; a (-)-11a, (-)-11b,
(+)-11c si (+)-11d cu configuratie necunoscuta, obtinute din metanoliza mediata de CalL-B,
este prezentat in Figura la. Toate cele patru spectre sunt dominate de o banda negativa vc=o a
carbonilului esteric la~1750 cm™, si au mai multe sau mai putine motive similare in regiunea
amprentei digitale (1600-1100 cm™). Aceasta indica faptul ci natura heteroatomului (O sau S)
s1 pozitia ramificatiei heterociclului nu influenteaza pozitia si semnul bandei VCD a esterului
vc=o sl are 0 influentd moderata asupra spectrului VCD global. Aceasta se poate explica prin
faptul ca moleculele cu structuri similare au regiuni similare in spectrul VCD, particular
acelea care deriva din vibratiile unor parti structurale identice ale moleculei, care nu sunt
cuplate cu vibratiile partilor structurale diferite. .
Determinarea configuratiei absolute s-a bazat pe compararea spectrului masurat cu cel

modelat pentru compusul (-)-11a (Figura 1b).
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Calculele au fost realizate pentru enantiomerul (S)-11a, fiind utilizati in simularea
spectrului VCD teoretice doar trei conformeri, cei cu energia minima (Figura 2), cu un total
de populatie de 99%. Similaritatea spectrului VCD masurat cu cel calculat fiind buna, atat in
termenul valorii lungimilor de unda cat si in semnul benzilor VCD (perechile similare fiind
marcate cu un numadr corespunzator pe Figura 1b), permite atribuirea certa a configuratiei

absolute, respectiv a configuratiei S.

(-)-11a
0.4 - 0.4 4

(- 1a i
0.2+ measured 8 FIgU ra 1
0.0+
] a. Spectrul VCD al

o6 compugilor (-)-11a,
04q T T T T T (-)-11b, (+)-11c si

e 0. (+)-11d masurat in
02 CDCl3; b. Spectrul
e N VCD al (-)-11a

061 1 masurat in CDCl;

084 T T T T ' ' ' 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 (sus) in comparatie
*)-11c £

02 ol (S cu spectrul VCD
o] simulated ’ _simulat al (S)-11a
sl (jos), obtinut ca suma
06 : spectrelor calculate a

V= conformerilor, Tn
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E
Al = 10"
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4.2 Biotransformarea mediata de drojdie a e-hidroxi- si a-acetoximetil- 5-

fenlfuran-2-il-etanonelor 5,6e-i,I,m,n

4.2.1 Sinteza substraturilor 5,6e-i,1,m,n

Sinteza substraturilor a fost realizata in conformitate cu metodele chemoenzimatice
descrise anterior.®® Heteroaril-etanonele 4e-i utilizate ca si materii prime au fost obtinute prin
metoda Meerwein® din sirurile de diazoniu ale anilinelor corespunzitoare si 2-acetilfuran.
Prin a-bromurarea cetonelor 4e-i astfel obtinute si transformarea lor ulterioara cu acetat de
sodiu ca reactant in dioxan ca solvent si eter coroana 18C6 ca si catalizator de transfer
interfazic au fost obtinute a-acetoxi-metilcetonele 5e-i. a-acetoximetilcetonele 5I-n au fost
preparate din a-acetoximetilcetonele 5g-i prin reducerea selectiva a gruparii nitro cu SnCl, in
etanol. Tn continuare, prin etanoliza enzimatica a 5e-i,l,m,n, au fost sintetizate cu randamente
excelente a-hidroximetilcetonele 6e-i,l,m,n. In final, acesti derivati au permis sinteza
heteroaril-1,2-etandiolilor racemici rac-3e-i,I,m,n prin reducere cu borohidrura de sodiu
(Scheme 7).
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\ Br OAc
N=NJ*CI ’ B
X ‘ (o) o o)
10e-i 5e-i
X
50-i V. | 5
e 2-Cl
f 4-Br
g 2-NO, N\ OH
h 4-NO, ’
i | 2NOy, 4-cl i ] 9 o
| 2-NH, Sedilmn Z Gedlmn rac-3e-i,l,m,n
m 4-NH,
n | 2-NH, 4-ClI

Schema 7. Sinteza cetonelor prochirale 5,6e-i,I,m,n si a 1,2-heteroaril-etandiolilor racemici 3e-
i,I,m,n. I. CuCl,/H,0, acetong; Il .tribromura de piridiniu/CH;COOH, 80 C: 11l1. CH,COO'Na*,
18C6/1,4-dioxan, reflux; IV. SnCl,/EtOH, ultrasunete; V. Novozyme 435/EtOH; VI. NaBH,/MeOH

Tn continuare a fost elaboratd metoda de separare cromatografica a enantiomerilor

compusilor  racemici  rac-3e-i,,m,n in  vederea determinaii  stereoselectivitatii
biotransformarilor mediate de drojdie (Scheme 8).

4.2.2. Transformari celulare mediate de drojdie

Tn prima etapi a fost realizata transformarea mediata de drojdie a compusilor 5,6e-i n
conditii fermentative si nefermentative (Tabelul 6). Apoi, in scopul cresterii enantiopuritatii
produsilor, au fost alese cele mai bune conditii si a fost studiat efectul anumitor aditivi
(Tabelul 7) care pot influenta stereoselectivitatea transformarilor celulare, asa cum s-a
prezentat deja in capitolul 2.3.5.4. si in studii anterioare.”*’

I N OH
S. cerevisiae S cerevisiae <& N o OH
YADHSs hydrolases N

5e,l,n 7e,ln (R)-3e,l,n

S cerevisiae S cerevisiae

hyd rolases YADHs X P>

(S)-3ti

S. cerevisiae
YADHs

6e-i,l,n (S)-3i-l,n

Schema 8. Biotransformarea stereoselectiva a cetonelor 5,6e-i,I,n mediaza de drojdie
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In cazul fiecirui substrat s-a observat o influenta diferitd asupra selectivitatii reactiei.
De exemplu, la bioreducerea derivatului 5e cea mai mare selectivitate s-a obtinut in prezenta
alcoolului alilic si a bromoacetatului de etil (Tabelul 7, nr. 3 si 6), In timp ce Tn cazul
derivatului 6i acesti aditivi au determinat scaderea selectivitatii reactiei de bioreducere
(Tabelul 7, nr. 3 si 6), cea mai inalta selectivitate fiind inregistrata in prezenta ionilor Mg?*
(Tabelul 7, nr.7). La biotransformarea compusilor 5g,h cele mai bune rezultate (Tabelul 8, nr.
4 si 5) s-au obtinut la utilizarea MgCl, si a dimetil-sulfoxidului (DMSO) ca aditivi. In cazul
derivatilor 5f,i si 6e nu s-a constatat nici o imbunatatire, indiferent de aditivul utilizat, iar
pentru 6e sistemul nefermentativ a decurs mai selectiv (Tabelul 6, nr. 6), in timp ce la 5f,i

sistemul fermentativ (Tabelul 6, nr. 2 si 5) a fost optim.

Tabelul 6. Biotransformarea cetonelor 5,6e-i in conditii fermentative si nefermentative

Nr. Substrat  Produs ee (%) Rdt™ (%)
a b a b
1 5e (R)-3e 67 60 81 85
2 5f (S)-3f 58 46 58 49
3 5¢ (5)-3g 80 73 85 79
4 5h (S)-3h 87 69 90 60
5 5i (S)-3i 39 37 80 75
6 6e (5)-3e 90 97 89 90
7 6f (S)-3f 41 36 65 61
8 69 (5)-3g 83 79 70 59
9 6h (S)-3h 60 52 75 72
10 6i (S)-3i 75 52 61 60

a. Sistem fermentativ; b.Siste nefermentativ; © Dupa 3 zile

Tabelul 7. Influenta aditivilor asupra stereoselectivitatii bioreducerii cetonelor 5e si 6i

Nr Aditiv ?e ) R_dt 06) Timp (h)
(531 (R)-3e (531 (R)-3e
1 A 75 67 58 85 48
2 B 52 60 52 81 48
3 Alcool alilic® 40 89 91 93 48
4 n-hexan® 71 51 49 87 48
5 L-Cisteina” 77 66.7 58 85 48
6 Bromoacetat de etil® 20 93 47 91 48
7 MgCl," 87 71.9 55 89 48

A. Sistem fermentativ; B. Sistem nefermentativ;
3 fara aditiv; ° in sistem fermentativ
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In general, transformarea celulara a a-acetoximetilcetonelor presupune doua procese
concurente: reducerea gruparii carbonilice catalizata de alcooldehidrogenazele din drojdie
(yeast alcohol dehydrogenases- Y ADHs) si respectiv hidroliza enzimatica a gruparii a-acetoxi
(Schema 8a). Tn lucrarile anterioare s-a demonstrat ci reducerea este mai rapida decat
hidroliza.*®®

Asa cum era de asteptat, biotransformarea a-acetoximetilcetonelor 5e si a a-hidroxi-
etanonelor 6e decurge cu enantiopreferinta diferita si cu selectivitati inalte (Tabelul 6, nr. 1 si
6). Totusi, in contrast cu majoritatea rezultatelor raportate anterior® ">, |a biotransformarea
a-acetoximetilcetonelor 5g-i (Schema 8b, Tabelul 6, nr. 2-5) si a a-hidroxi-etanonelor 6g-i
(Schema 8c, Tabelul 6, nr. 7-10) s-a observat acelasi control stereochimic si selectivitati mai
reduse ale procesului decat in cazul transformarii celulare a compusilor 5,6e.

In cazul derivatilor 5f si 6f (Tabelul 6, nr. 2 si 7) o explicatie posibila ar fi prezenta n
drojdie a cétorva alcooldehidrogenaze, atat (R)- cat si (S)- specifice, cu activitati apropiate
pentru acest tip de substrat, sau faptul ca impedimentele sterice semnificative datorate
atomului de brom prezent favorizeaza actiunea unei singure enzime, dar stereoselectivitatea
acesteia este redusa. E important de mentionat aici ca prezenta lui 6f nu a putut fi detectata in
timpul biotransformarii compusului 5f, ceea ce demonstreaza ca viteza reactiei de reducere
este considerabil mai mare decat cea a hidrolizei gruparii esterice.

La biotransformarea a-acetoximetilcetonelor 5g-i (Tabelul 6, nr. 3-5) si a a-hidroxi-
metilcetonelor 6g-i (Tabelul 6, nr. 8-10) s-a obtinut de asemenea aceeasi preferintd
stereochimicd, ceea ce ar putea fi explicat prin activitatea mai mare a hidrolazelor comparativ
cu cea a alcooldehidrogenazelor din drojdie fata de a-acetoximetilcetonele 5g-i. Monitorizand
biotransformarea 5g-i in timp a fost observata formarea hidroxietanonelor 6g-i, ceea ce
demonstreaza ca Tn acest caz hidroliza este mai rapida decat reducerea (Schema 8b).

S-a presupus ca efectul electronoatragator puternic al gruparii nitro reduce densitatea
electronica a atomului de C esteric, astfel reactivitatea sa este marita si hidroliza enzimatica
este favorizata.

In scopul demonstrarii acestei ipoteze gruparea nitro a cetonelor prochirale 5g-i a fost
transformata prin reducere selectiva in grupare aminica in cetonele 51-n (Schema 7, etapa 1V)
si apoi acestea au fost transformate prin alcooliza enzimatica in 6l-n. Asa cum ne asteptam,
biotransformarea mediatd de drojdie a a-acetoxicetonelor 5I,n si a a-hidroxi-cetonelor 6l,n,
toate avand ca substituent o grupare aminica, are loc cu enantiopreferinta opusa si in timpul
transformarii cetonelor 51,n nu a fost detectata prezenta a-hidroxietanonelor 6l,n nici macar in

urme.
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Tabelul 8. Biotransformarea la scara preparativa a heteroarilcetonelor 5e-i,l,n si 6e-i,l,n mediata de
drojdie

ee

Nr. Substrat Produs (%) Timp d_e reactle Rdt. op?

(zile) (%)

! 5e (R)-3e” 9 > o3 —
2 6e (S)-3E v 97 2 % i1
3 5f (S)-3f* 50 » 60 i

4 69 (5)-3g° 91 ) 1 ol
5 5h (S)-3h 88 3 79 s
6 6i (S)-3i " 87 3 82 49
7 51 (R)-31* 9 ) 6 4
8 6l (9)-31° 80 2 7 g
9 5n (R)-3n ¢ 29 2 56 o8
10 6n (S)-3n°© a1 5 78 161

N e R e R S e

Cu toate acestea, atat in sistem fermentativ cat si nefermentativ produsii obtinuti au avut
puritati optice reduse (Tabelul 8, nr. 7-10) si utilizarea aditivilor nu a permis imbunatatirea
acestora. Mai mult chiar, (R)- si (S)-1-(5-aminofenil-furan-2-il)etan-1,2-diolii obtinuti 3I-n
sunt compusi sensibili, instabili. Practic, diolul 3m s-a descompus complet in situ in timpul

reactiei.

4.2.3. Configuratia absoluti a diolilor sintetizati
Deoarece configuratia absoluta a (+)- si (—)-diolilor obtinuti a fost necunoscuta, ambii

enantiomeri ai diolilor 3e,f au fost sintetizati din (R)- si (S)-cianohidrinelele®® 2e,f conform

Schemei 9.
0
l. /?\H 1. )J\o OH " OH
P —_— S-S . + B i =
2ef (R)-11e,f (S)-2e,f (R)-3e,f
I N\
XW:V\ o 5 1.
Z
X: 2-Cl, 4-Br OH OH
V.
R "CN —_— R OH

1. )TMSCN, Znl,/ CH,Cl, b) HCl/ MeOH

Il. CalL-B, vinyl-acetate/toluene (R)-2e,f (S)-3ef
lll. CaL-A, MeOH/DIPE

IV. a) 1IN HCI/1,4-dioxane b) LiAIH,/THF

Schema 9. Schema de retrosinteza utilizata la determinarea configuratiei absolute
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Configuratia absoluta a produsilor a fost stabilita prin compararea timpilor de retentie
cromatograficaa si a sensul rotatiei optice a diolilor obtinuti prin cele doua metode distincte.
Acelagi semn al rotatiei optice a (R)-3e,I,n si a altor (R)- 1-(5-fenilfuran-2-il)etan-1,2-

dioli®*'% a permis atribuirea configuratiei absolute a enantiomerilor dextrogiri prezentati aici.

4.3. Rezolutia cinetica mediata de lipaze a 5-fenilfuran-2-il-etan-1,2-diolilor
La sinteza diolilor prin biotransformarea mediatda de drojdie a o-acetoximetil-5-
fenilfuran-2-il-etanonelor 5e-i si a a-hidroximetil-5-fenilfuran-2-il-etanonelor 5e-i prezentata
anterior nu s-au obtinut rezultate satisfacatoare, respectiv s-au format unii produsi cu puritati
optice scazute, astfel metoda nu poate fi considerata corespunzatoare pentru obtinerea ambilor
enantiomeri ai 1,2-etanediolilor urmariti 3e-I.
Din acest motiv, interesul nostru s-a indreptat in continuare spre utilizarea rezolutiei
cinetice cu lipaze in scopul obtinerii ambilor enantiomeri ai fenilfuran-2-il-etan-1,2-dioli cu

puritate optica ridicata.

4.3.1. Prepararea substraturilor racemice rac-3,7,8,9e-h

1-(5-fenilfuran-2-il)etan-1,2-diolii racemici rac-3e-h au fost obtinuti printr-o metoda
chemoenzimatica descrisa anterior (Schema 7). Acestia au fost acilati chimic la diacetatii
racemici rac-9e-h (Schema 10). In scopul evitarii necesitatii utilizarii unor grupari protectoare
pentru acilarea regioselectiva a rac-3e-h si deoarece sinteza chimica a acetatilor de 2-hidroxi-
1-(5-fenilfuran-2-il)etil racemici rac-7e-h si a acetatilor de 2-hidroxi-2-(5-fenilfuran-2-il)etil
racemici rac-8a-d prin metodele descrise anterior®® a esuat, am Tncercat dezvoltarea unor
metode enzimatice regioselective, lipsite complet de stereoselectivitate. In conformitate cu
studiile anterioare*°%°*** LPS s-a dovedit a fi 0 enzima Tnalt regioselectiva pentru acilarea
enzimatica a 1,2-etandiolilor racemici rac-3e-h, conducénd la obtinerea exclusiva a rac-7e-h
(Schema 10). Chiar si dupa timp indelungat de reactie nu a fost posibila identificarea rac-9e-h
si/sau rac-8e-h in amestecul de reactie. Aceste rezultate sunt totusi in contrast cu cele deja
prezentate in literaturd* ***>* cand s-a semnalat si o reactie de acilare selectivi
suplimentara, cu obtinerea finala a enantiomerilor diferiti ai derivatilor diacetilati si

monoacetilati ai 1,2-diolilor.
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Schema 10. Sinteza chemoenzimatica a rac-7,8,9e-h

Catalizatorul optim pentru sinteza acetatilor de 2-hidroxi-2-(5-fenilfuran-2-il)etil
racemici s-a dovedit a fi LPS. Astfel, prin hidroliza mediata de LPS a diacetatului racemic
rac-9e-h in amestec THF-apa (1:1, v/v), se formeaza cantitativ rac-8e-h (Schema 10). Nici in
acest caz nu au fost semnalati nici macar in urme produsi secundari Tn amestecul de reactie.

Trebuie amintit aici ca procesele decurg similar si la scara preparativa, etapele de
izolare si purificare ale produsilor urmariti fiind simplu de realizat, ceea ce permite obtinerea
ambilor derivati monoacetilati ai fenilfuran-2-il-etan-1,2-diolilor rac-7,8e-h printr-o metoda
accesibild. Astfel a fost posibild evitarea metodelor chimice de sinteza>™3, care necesita
reactivi si conditii de reactie speciale.

Tn scopul sintezei fenilfuran-2-il-etan-1,2-diolilor optic puri a fost investigatd apoi

rezolutia enzimatica cinetica a compusilor racemici rac-3,7,8,9-h.

4.3.2. Acilarea enzimatica a diolilor racemici rac-3e-h

Tn prima etapa a fost studiata acilarea enzimatica a 1,2-etandiolilor racemici rac-3e-h.
Astfel, daca s-a utilizat acetat de vinil si mai multi solventi, majoritatea lipazelor testate cum
ar fi CaL-B (Novozyme 435, lipaza B din Candida antarctica), LAK, CrL (lipaza din
Candida rugosa) sau lipaza din Mucor javanicus au prezentat activitate redusa sau chiar lipsa
acesteia. Numai LPS si PPL (lipaza din pancreasul porcin) au avut o activitate moderata,
catalizand acilarea regioselectiva a rac-3e-h, cu formarea acetatilor de 2-hidroxi-2-(5-fenil-
furan-2-il)etil racemici rac-7e-h. CaL-A (lipaza A din Candida antarctica) catalizeaza in
prima etapa acilarea rac-3e-h cu regioselectivitate redusa, formand atat rac-7e-h cét si rac-8e-

h Intr-un raport aproximativ de 4:1. Tn etapa a doua, derivatii monoacetilati formati au fost
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apoi acilati selectiv de CaL-A. Asa cum a fost prezentat in paragraful urmator, in timp ce
acilarea rac-7e-h a decurs stereoselectiv, rac-8e-h au fost transformati nestereoselectiv in
diacetatii racemici rac-9e-h cu puritati optice diminuate (ee mici pentru (R)-9e-h), asa cum se
observa in Schema 11. Astfel, in continuare s-a trecut la rezolutia cinetica enzimatica a

heteroaril-etan-1,2-diolilor racemici rac-3e-h.

I\ OH first acylation | N\ OAc B o
step
£ ©  oH x& Y © on " L) 9 oA
X ! T

rac-3e-h rac-7e-h rac-8e-h
second acylation .
step second acylation
step
, N\ OAc OAc | \ OAc
X
Xt © oae o+ xf o N O Oac
= v

(R)-9e-h (S)-7e-h rac-9e-h

Schema 11. Acilarea fenilfuran-2-il-etan-1,2-diolilor racemici rac-3e-h mediata de CalL-A

4.3.3. Acilarea, alcooliza si hidroliza enzimatici a monoacetatilor secundari si
primari rac-7,8e-h

Se stie ca in mediul lor natural lipazele catalizeaza hidroliza 1,3-regioselectiva a
triacilgliceridelor la interfata apa-lipida. Tn consecinti, in continuare a fost studiata rezolutia
enzimatica cinetica cu lipaze a acetatilor racemici de 2-hidroxi-2-(5-fenilfuran-2-il)etil rac-
8e-h.

Au fost testate mai intai lipazele potential utile in reactia de acilare cu acetat de vinil
(8 eq.) In diferiti solventi organici a acetatului racemic de 1-(5-(4-bromofenil)furan-2-il)2-
hidroxietil rac-8f, utilizat ca si compus model. Majoritatea lipazelor au aratat o activitate mare
n toti solventii testati, cu exceptia lipazei din Mucor javanicus si a PPL care au fost inactive.
Stereoselectivitate reactiilor enzimatice a fost influentata de natura solventului, rezultate
optime fiind obtinute in eter dizopropilic (DIPE); totusi, selectivitatea a ramas scazuta (E<7,
Schema 12a), asa cum se observa in Tabelul 9. Mai mult chiar s-a observat in toate incercarile
ca LAK a prezentat o activitate mare, dar actiunea ei a fost total neselectiva. O explicatie

posibila ar fi faptul ca gruparea alcoolica este indepartat de centrul chiral, astfel recunoasterea
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sterica de catre centrul catalitic al enzimei a celor doi enantiomeri ai substratului este dificila.
Interesant, CaL-B a prezentat o enantiopreferinta opusa fata de toate comparativ cu celelalte
lipaze, catalizand formarea (S)-diacetatilor si a monoacetatilor secundari (R), ambii cu excese

enatiomerice moderate (Tabelul 9, nr. 3).

@ OAc i OAc OAc
R}\/OH Ipase R OH + R/\/OAC E<7
rac-8e-h vinyl-acetate (S)-8e-h (R)-9e-h
OAc OAc OH
lipase B
) Aot RONOH 4 A _OH  E<10
DIPE:MeOH:H
rac-8e-h eOH:H,0 (S)-8e-h (R)-3e-h
OH OH OAc
lipase i
@ R}\/OAC —»p R)\/OAC + R/\/OAC E>81
vinyl-acetate
rac-7e-h (S)-7e-h (R)-9e-h
OH OH OH
lipase B
@ A onc " I NGV O Eci
MeOH or H,O
rac-7e-h (S)-7e-h (R)-3e-h

Schema 12. Rezoluria cinetica enzimatica @ monoacetayilor racemici ai diolilor

Tabelul 9. Acilarea enzimatica cu acetat de vinil a rac-8f in DIPE

Nr. Enzima Timp c¢ (%) eep(%) ees(%) E
1 CaL-A 2h 30 31 13 2
2 LPS 2h 61 52 81 7
3 CaL-B" 2h 61 46 72 6
4 CrL 16 h 54 49 58 5

% tip anti-Kazlauskas

Si in cazul alcoolizei sau hidrolizei enzimatice a monoacetatilor secundari racemici
rac-8f au fost obtinute rezultate nesatisfacatoare. Atat majoritatea lipazelor, cat si alte
hidrolaze cum ar fi PLE, Acilaza | si esteraza din Rhizopus oryzae au fost inactivi catalitic n
alcool pur (metanol, etanol, propanol si butanol) sau cu 8 eq. de nucleofil n solventii organici
prezentati anterior. Rezultate similare s-au obtinut si in amestec THF-apa (1:1, v/v). S-a

observat insa un fenomen interesant, si anume un proces enzimatic mixt de alcooliza-hidroliza
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cu enantioselectivitati moderate (E<10), conducand la (R)-3f (ee: 65%) si (S)-8f (ee: 35%),
daca reactia a fost realizata in amestec DIPE: MeOH : apa (1:1:2, v/v) in prezenta LPS
(Schema 12b). Rezultate similare s-au obtinut si Tn cazul celorlalte substraturi rac-8e,g,h.

Tn continuare a fost realizata rezolutia enzimatica prin acilare a monoacetatilor primari
rac-7e-h (Schema 12c). Ca si compus model pentru testarea lipazelor disponibile a fost
selectat acetatul racemic de 2-hidroxi-2-(5-(2-nitrofenil)furan-2-il)etil rac-7g. Toate
experimentele au fost realizate in DIPE cu acetat de vinil (8 eq.) ca si reactiv de acilare.
Dintre toate enzimele testate, doar CaL-A (Tabelul 10, nr. 1-3) si LAK (Tabelul 10, nr. 4) au
fost eficienti, in timp ce lipaza din Mucor javanicus si LAK au fost complet lipsite de
activitate. CaL-A a fost mai activa decat LAK, dar aceasta din urma s-a dovedit mai selectiva.
Tn afara de CalL-A au fost testate si enzima imobilizata pe celita (Tabelul 10, nr. 1), CLEA
(lipaza A din Candida antarctica reticulata cu glutaraldehida, Tabelul 10, nr. 2) sau
IMMCalA T2-150 (lipaza imobilizata covalent, Tabelul 10, nr. 3), nsa acestea s-au dovedit

ineficiente din punct de vedere al stereoselectivitatii lor.

Tabelul 10. Reactia de acilare a monoacetatilor primari rac-7g racemici catalizata de

lipaze
Nr.  Enzima Timp (h) ¢ (%) eep(%) ees(%) E
1 CalL-A 6 47 91 76 49
2 CalL-A (CLEA) 4 40 85 56 22
3 IMMCalA T2-150 4 34 73 37 9
4 LAK 24 43 94 71 69
5 CalL-B 16 3 50 2 3
6 CrL 16 21 53 14 4

Acest comportament al CaL-A este in concordanta cu preferinta sn-2 a acestei enzime
in reactia cu triacilglicerolii. Cu toate acestea CalL-A a fost doar rar utilizata in reactii
enantioselective, ea fiind consideratd in general o enzima foarte activa, dar neselectiva™,
valori ridicate ale E obtindndu-se doar pentru substraturi cu grupari voluminoase vicinale
centrului stereogenic®®* 102103,

Mai surprinzator este comportamentul diferit al LAK comparativ cu observatiile
raportate anterior, ea fiind considerata o lipaza foarte selectiva pentru acilarea monoacetatilor
secundari, Tnsi cu activitate si selectivitate scazuta la acilarea acetatilor primari >*.

Tn continuare a fost studiat efectul solventului utilizat la acilare, in prezenta celei mai
active lipaze (CaL-A, LAK). S-a evidentiat un efect puternic atat asupra vitezei de reactie, cat

si a selectivitatii. Alaturi de diferiti solventi organici au fost testate si lichidele ionice,
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prezentate deja anterior ca solventi eficienti in reactiile de acilare catalizate de LPS a unor

fenil-1,2-etandioli substituiti,>* (Tabelul 11, nr. 7, 14) dar rezultatele obtinute au fost in cazul

nostru nesatisfacatoare (Tabelul 11, nr. 7, 14). n cazul reactiilor mediate de LAK rezultate
optime s-au obtinut in DIPE (Tabelul 11, nr. 9).

Tabelul 11. Influenta naturii solventului asupra reactiei de acilare a rac-7g mediata de CaL-A si

lipaza AK

Nr. Enzima Solvent Timp(h) c (%) eep(%) ees(%) E

1 CaL-A DIPE 6 50 89 91 54
2 CaL-A tBME 6 41 81 56 16
3 CaL-A CH.CI, 4 6 85 5 13
4 CalL-A  Acetonitril 4 16 70 13 6

5 CaL-A  Toluen 4 34 88 45 24
6 CalL-A Acetatdevinil 6 50 89 92 56
7 CaL-A [bmim]PFg 6 30 88 37 22
8 LAK DIPE 24 43 95 71 83
9 LAK tBME 24 35 90 48 31
10 LAK Toluen 24 34 93 47 44
11 LAK Acetat de vinil 24 16 89 17 20
12 LAK CH.CI, 24 17 93 19 33
13 LAK Acetonitril 24 12 91 13 24
14 LAK [bmim]PFg 24 20 91 23 27

Au fost efectuate experimente similare si pentru celelalte substraturi, rezultatele

optime fiind obtinute in aceleasi conditii ca in cazul rac-7g (Tabelul 12, nr. 2,4,6,8). Trebuie

subliniat ca transformarea catalizata de CalL-A a rac-7e-h a fost in general corespunzatoare si

la utilizarea acetatului de vinil pur (Tabelul 12, nr. 1,3,5). Cu exceptia rac-7h (E=5, Tabelul

12, nr. 7), reactiile de acilare catalizate de CaL-A au decurs cu enantioselectivitati bune (E=

56-133).

Tabelul 12. Reactiile de acilare enzimatica a rac-7e-h mediate de CaL-A si LAK

Nr. Substrat Enzima Solvent Timp(h) ¢ (%) ee, (%) ee (%) E
1 rac-7e  CalL-A Acetat de vinil 6 48 95 83 133
2 rac-7e LAK DIPE 13 50 97 97 >200
3 rac-7f  CaL-A Acetat de vinil 9 50 92 91 76
4 rac-7f LAK DIPE 9 50 97 96 >200
5 rac-7g  CaL-A  Acetat de vinil 6 50 89 92 56
6 rac-79 LAK DIPE 30 50 93 95 102
7 rac-Th  CaL-A  Acetat de vinil 12 55 46 56 5
8 rac-7h LAK DIPE 22 50 92 93 81

A fost testatda apoi reactia de hidroliza sau alcooliza a rac-7e-h (Schema 12d).

Utilizand metodologia descrisa deja pentru rac-8e-h, s-a aratat ca majoritatea lipazelor testate
(CaL-A, LAK, LPS, PLE, CrL, lipaza din Mucor javanicus) sunt ineficiente. Numai LPS si
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CalL-B pot sa transforme in amestec de eter-metanol-apa (1:1:2, v/v) toate substraturile in

diolii racemici corespunzatori rac-3e-h, intr-un mod complet neselectiv.

4.3.4. Rezolutia cinetica a derivatilor diacetilati racemici rac-9e-h

Tn final a fost studiatd metanoliza derivatilor diacetilati racemici rac-9e-h cu aceleasi
hidrolaze. Reactiile au fost realizate in diferiti solventi care contin 8 eq. de nucleofil sau n
metanol pur. Th timp ce majoritatea lipazelor au fost catalitic inactive, asa cum ne asteptam®,
CalL-B a transformat rac-9e-h in (R)-diacetatii si (S)-monoacetatii alcoolilor secundari, dar
surprinzitor N manierd anti-Kazlauskas®®.  Totusi s-au obtinut excese enantiomerice
moderate ale produsilor (ex. ee 82% pentru (R)-9h si ee 51% pentru (S)-8h) la valori mari ale
conversiilor si S-a evidentiat prezenta diolilor in cantitati reduse dar nu nesemnificative (5-
10%).

Daca reactiile au fost realizate in amestec THF:H,O (1:1, v/v), atat CaL-B cit si LPS
au hidrolizat regioselectiv transformarea rac-9e-h in rac-8e-h. Intr-un amestec de DIPE:
MeOH: H,0 ca si amestec de solventi, LPS a catalizat transformarea rapida a rac-9e-h in rac-
8e-h, urmata de liza stereoselectiva a racematului din urma cu formarea (R)-3e-h si a (S)-8e-h

cu enantioselectivitati moderate (ee 65-71% pentru (R)-3e-h si 59-67 % pentru (S)-8e-h).

.....

OAc OAc
__lipase R/'\/OH + R/'\/QAC E<8
MeOH (S)-8e-h (R)-9e-h

R}\/OAC ] lipase }\/OH

THFH,01:1 R

rac-9e-h rac-8e-h
lipase OAcC OH
—_— =
OH ; E<11
DIPE:MeOH:H,0 R/'\/ g NSO
(S)-8e-h (R)-3e-h

Schema 13. Reacyiile catalizate de lipaze a diolilor diacetilasi racemici
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4.3.5. Sinteza la scara preparativa a (R)- si (S)-3e-h optic puri

Sinteza la scara preparativa a ambilor enantiomeri ai fenilfuran-2-il-etan-1,2-diolilor a
avut la baza reactiile enzimatice la scara analitica prezentate in paragraful anterior (Schema
14).

Utilizand 1,2-diolii racemici rac-3e-h ca si substraturi, a fost efectuata in prima etapa
acilarea regioselectiva mediata de LPS cu formarea cantitativa a rac-7e-h. Tn continuare s-a
realizat acilarea enzimatica enantioselectiva mediata de LAK a rac-7e-h, obtinadndu-se (S)-7e-
h si (R)-9e-h cu excese enantiomerice ridicate prin oprirea reactiei la o conversie de
aproximativ 50% (monitorizare prin HPLC) prin indepartarea enzimei prin filtrare. Toate
dilutiile, raportul substrat-biocatalizator si conditiile de reactie au fost aceleasi ca si reactiile
la scara analitica. Tn Tabelul 13 sunt prezentate date excesele enantiomerice si rotatiile optice
specifice ale enantiomerilor obtinuti. Compusii (S)-7e-h si (R)-9e-h formati au fost apoi
transformati cantitativ in diolii corespunzatori (S)- si (R)-3e-h, fara afectarea puritatii optice a
enantiomerilor, prin reactia de alcooliza-hidroliza catalizata de LPS. A fost Tncercata si
hidroliza chimica'® si alcooliza®*** compusilor (S)-7e-h si (R)-9e-h, dar datorita instabilitatii
structurale a diolilor Th mediu acid sau bazic, s-a observat in majoritatea cazurilor formarea
unor produsi secundari si racemizarea partiala a diolilor.

Configuratia absoluta a 1,2-diolilor optic puri obtinuti a fost determinata prin
compararea timpilor de retentie cromatografica a enantiomerilor si a semnului rotatiei optice

specifice cu a celor obtinuti anterior sau descrisi n literatura'®.

OH OH OAc OH
N OH : A OAC . R)\/OAC + OAC
rac-3e-h rac-7e-h (R)-9e-h (S)-7e-h

1. 1.
R: D\ 1-5 X
I\ a j
X@/ o j‘{ : 2-Cl
L 4-Br
c 2-NO, OH OH
- 2 -
d | 4NO, R/K/OH R~ OH
(R)-3e-h (S)-3e-h

I. lipaza PS / acetat de vinil; Il. lipaza AK, acetat de vinil / DIPE; lll. lipaza PS / MeOH:DIPE:H,O
1:1:2

Schema 14. Sinteza la scara preparativa a (R)- si (S)- 3e-h catalizata de lipaze
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Tabelul 13. Randamentele, excesele enatiomerice si rotatia optica specifica a produsilor
obtinuti prin sinteza la scara preparativa
Nr. Produs Rdt* ee (%) [a]o>" Produs Rdt* ee (%) [a]p™"

(%) (%)
1 (S)-7e 49 97 67 (R)-9 49 97 +331
2 (S)-7f 48 96  -104 (R)-9f 49 97  +427
3 (579 49 95 238 (R)-9g 47 93  +82.3
4 (S-7Th 48 93  -187 (R)9h 47 92  +655
5 (S)3 47 97 —245 (R)}-3e 47 97  +24.3
6 (5)-3f 46° 96 -212 (R)-3f 48 96  +21.9
7 (S3g 48 95 339 (R)}3g 46 93  +31.4
8 (5-3h 46 93 -258 (R)}3h 46 92 4251
& calculat fati de rac-3e-h
°c0.5

4.4. Sinteza chemoenzimatica “One-Pot” a ambilor enantiomeri (R)- si (S)- ai
aril-1,2-etandiolilor 3b,c,e,j,k

Sinteza chemoenzimatica elaborata anterior a (R)- si (S)-1-aril-1,2-etandiolilor pornind
de la arilcetone este un procedeu Th mai multe etape.®*®® Tn scopul eliminarii produselor
secundare si a reactivilor care ar putea ridica probleme n etapele ulterioare se impune de
obicei purificarea intermediarilor de reactie. Evitarea acestor probleme este posibila prin
realizarea unor transformari cantitative si utilizarea unor reactivi si solventi care sa nu
deranjeze etapele ulterioare. Tn aceste conditii ar fi posibila efectuarea tuturor etapelor intr-un
singur vas de reactie, fara purificarea intermediarilor, asa cum este prezentat in Schema 15.
Astfel, utilizand tribromura de piridiniu legata de un suport polimeric in piridina este posibila
o-bromurarea cantitativa a arilcetonelor 4. Transformarea succesiva a o-bromo-arilcetonelor
10 in o-acetoximetil-arilcetonele 5 se poate realiza cu acetat de sodiu in prezenta eterului
coroand 18C6 ca si catalizator intefazic. In continuare, adiugarea lipazei B din Candida
antarctica imobilizata pe Celite (Novozyme 435) si a metanolului determina formarea
cantitativa a a-hidroxi-arilcetonelor 6. Daca in amestecul de reactie astfel format se adauga o
suspensie de celule de drojdie, este posibila obtinerea ambilor enantiomeri ai (R)- sau (S)-1-
aril-1,2-etandiolilor 3, in stare de puritate optica avansata, in functie de substratul prezent in
amestec: a-hidroxi- sau a-acetoximetil-arilcetona.

Pornind de la diferite arilcetone 4b,c,e,j,k s-a demonstrat ca acest procedeu este o
metoda fiabila de sinteza one-pot a ambilor enantiomeri ((R)- si (S)-) ai 1-aril-1,2-etandiolilor
cu randamente si valori mari ale exceselor enantiomerice.

Secventa de reactii este prezentata in Schema 15. Determinarea conditiilor

transformarilor cantitative este posibila prin monitorizarea fiecarei etape prin HPLC si/sau
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prin TLC. Dupa terminarea fiecarei etape, conditiile de reactie (dilutie, temperatura, pH, etc.)

au fost reglate la valorile optime pentru urmatoarea etapa.

R
k . 5 7 (S)-3b.e, (R)-3c,j.k
R Y0 +
4 BrIB mn /E /{OH
NG R0 R”NOH
13

(R)-3b,e, (S)-3c,j,k

Tl
oot v,
b @MJ;@

k

. tribromura de piridiniu legata pe polimer / acetonitril, reflux; 4-(N-benzil-N-meiylamino)piridina legata de polimer, rt.
Il. CHsCOONa*, 18C6 [/ acetonitril, reflux. 1ll. Novozyme 435, metanol / acetonitril, rt.
IVV. Oxidoreductaze din drojdie. V. Hidrolaze din drojdie in cazul b,c,e si PLE pentru j,k.

Schema 15. Sinteza one-pot a (R)-si (S)-1-aril-1,2-etandiolilor

Tn Figura 3 sunt prezentate pentru exemplificare cromatogramele obtinute pentru toate
etapele la transformarea on pot a 1-(benzo[b]tiofen-2-il)etanonei 4b in produsii doriti.

In conditiile utilizate au fost determinati urmatorii timpi de retentie pentru 1-(benzo-
[b]tiofen-2-il)etanona 4b, 1-(benzo[b]tiofen-2-il)-2-bromoetanona 10b, 1-(benzo[b]-tiofen-2-
il)-2,2-dibromoetanona 13b, acetat de 2-(benzo[b]tiofen-2-il)-2-oxoetil 5b, acetat de 2-
(benzo[b]tiofen-2-il)-2-hidroxietil 7b, 1-(benzo[b]tiofen-2-il)-2-hidroxi-etanona 6b, (S)- si
(R)-1-(benzo[b]tiofen-2-il)etan-1,2-diolul 3b autentici au fost aproximativ: 7.9, 11.5, 8.1,
17.0, 19.4, 22.6, 27.2 si respectiv 29.1 minute (Figura 3, linia g).

Cetona de pornire 4b a fost transformata in prima etapa complet (Figura 3, linia a) Tn
compusii bromurati (Figure 7, linia b). Tn continuare, HBr acumulat, care ar putea compromite
reactiile urmatoare, a fost eliminat din amestecul de reactie cu 4-(N-benzil- N-metilamino)-
piridina legata pe suport polimeric. Utilizarea acestui agent de neutralizare in prima etapa este
cruciala. Bromobhidratul piridinei si al 4-(N,N-dimetilamino)piridinei ar scadea activitatea si
selectivitatea reactiilor enzimatce ulterioare si ar determina de asemenea aparitia catorva

produsi secundari nedoriti. Este important de subliniat formarea a 5-8% cetona dibromurata
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13b (Figura 3, linia b, la 8.2 min.), acest compus insa este inert in ctapele urmatoare si
prezenta sa a fost detectatd in fiecare etapa a procedurii one-pot (Figura 3, liniile c-g).
Catalizatorul de transfer interfazic 18C6 mediaza acetoxilarea o-bromo-arilcetonei 10b
(Figura 3, linia c), iar transformarea catalizata de Novozyme 435 a o-acetoximetil-arilcetonei
5b duce la formarea a-hidroximetil-arilcetonei 6b (Figura 3, linia €) cu conversie maxima,
fara formarea unor produse secundare. In final, prin biotransformare mediati de drojdie a o-
acetoximetil- si a a-hidroximetil-arilcetonelor se obtin formele enantiomerice opuse (Figura
3, linia d respectiv f) a 1-aril-1,2-etandiolilor 3b urmariti, care pot fi usor izolati prin extractie
n acetat de etil. Subliniem aici faptul ca la biotransformarea acetatului de 2-(benzo[b]tiofen-
2-il)-2-oxoetil 5b nu a fost detectata prezenta acetatului de 2-(benzo[b]tiofen-2-il)-2-hidroxi-
etil 7b nici macar in urme, ceea ce arata ca prudusul de reducere este un substrat bun pentru

hidrolazele prezente de asemenea in celulele de drojdie.

Figura 3. Diagramele de elutie pe o colana cromatografica chirala dupa fiecare etapa

din procedura one-pot de obtinere a (S)- si (R)-3b
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Procesul a fot similar si pentru ceilalti 1-aril-1,2-etandioli 3c,e,j,K si a permis
obtinerea si izolarea produsilor corespunzitori conform Tabelului 15. Tn cazul
biotransformarii 5j,k, in afari de (S)-3j,k doriti, au fost identificati si (S)-7j,k. Tn aceste
cazuri, dupa terminarea procesului de bioreducere, prin adaugare de PLE s-a perfectat

transformarea rapida a (S)-7j,k n diolii (S)-3j,k.
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Tabelul 14. Randamentele, timpii si conditiile de reactie pentru sinteza one-pot a (R)- si (S)-1-aril-1,2-

etan-diolilor
0 ee . :

Nr. Produs Rdt (%) %) Conditii Timp (h)
1 (S)-3b” 79 96 fermentative® 110
2 (R)-3b? 82 95 fermentative 126
3 (S)-3c? 80 95 fermentative 38
4 (R)-3c” 82 98 fermentative 48
5 (S)-3¢” 81 97 fermentative® 48
6 (R)-3¢? 79 94 nefermentative 72
7 (S)-3j 75 77 fermentative 36
8 (R)-3j” 73 95 fermentative 48
9 (S)-3k? 68 82 fermentative 34
10 (R)-3k” 75 95 fermentative 48

¥ produsii de reactie obtinuti prin transformarea celulard a 5b,c,e,j,k. ® produsii de reactie obtinuti prin

transformarea celulara a 6b,c,e,j,k.  in prezenta L-cisteinei ca aditiv. D in prezenta bromoacetatului de etil ca

aditiv.
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5. Concluzii

Sinteza anterior cunoscuta a (R)- si (S)-benzofuranil- and benzo[b]tiofenil-1,2-
etandiolilor a decurs cu randamente uneori nesatisfacatoare, cu obtinerea unor produsi cu
enantiopuritati nu intotdeauna multumitoare. De aceea a fost dezvoltata 0 metodologie
chemoenzimaticd noua de sintezd a ambilor enantiomeri, (R)- si (S)- ai benzofuranil- si
benzol[b]tiofenil-1,2-etandiolilor bazata pe sinteza catalizata de lipaze a cianohidrinelor optic
active, deja cunoscuta, urmata de hidroliza chimica a acestora in o-hidroxiacizi si reducerea
acestora cu LiAIH,4 1a compusii doriti.

Pentru sinteza ambilor enantiomeri ai unor 5-fenilfuran-2-il-etan-1,2-dioli noi, cu
diversi substituenti a fost utilizatd o metoda deja cunoscutd, biotransformarea mediata de
celule de drojdie a a-acetoxi si a a-hidroximetilcetonelor. Au fost preparti astfel cu excese
enantiomerice si randamente mari cativa 5-fenilfuran-2-il-etan-1,2-dioli. Deoarece s-a
observat insd in cateva cazuri un efect puternic al substituentilor, in anumite cazuri
biotransformarile fie nu au avut loc, fie excesele enantiomerice ale produsilor au fost scazute.

Prin utilizarea rezolutei cinetice mediata de lipaze a 1,2-etandiolilor racemici a fost
posibila insa obtinerea unor 5-fenilfuran-2-il-etan-1,2-dioli divers substituiti cu excese
enantiomerice superioare comparativ cu cele obtinute prin biotransformarea mediata de celule
de drojdie a a-acetoximetil si a-hidroxicetonelor corespunzatoare. Astfel a fost elaborata o
metodologie noua de sinteza a ambilor enantiomeri ai 5-fenilfuran-2-il-etan-1,2-diolilor divers
substituiti prin utilizarea regioselectivitatii lipazei LPS si a enantioselectivitatii lipazei AK.

Pe langa metodele prezentate anterior, deja cunoscute, a fost elaboratd o metoda noua,
simpla si eficientd, one-pot, pentru sinteza enantiomerilor (R)- si (S)- ai aril-1,2-etandiolilor.
Au fost utilizati grupari aril cu diverse structuri: fenil, 4-clorofenil, benzo[b]tiofen-3-il,
benzofuran-2-il, 2-clorofenilfuran-2-il si multe alte ariletanone pentru a demonstra
specificitatea larga de substrat a drojdiei si faptul ca metoda propusa este convenabila pentru

sinteza (R)- si (S)-1,2-etandiolilor.
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