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1. Introducere

In ultimele decenii s-a inregistrat o crestere apeo exponentiala a necesarului de
compusi optic puri. Principalul motiv este dorina crestere a calitatii vietii omului. E vorba
in primul rand de medicamente de calitate supesiaiar si de alte produse (cosmetice,
parfumuri, insecticide, agrochimicale), majoritapgdand fi obtinute din sintoni cu structure
chimice variatep-Hidroxiacizii si derivatii lor optic puri sunt doaina dintre aceste clase de
compusi. In structura lor sunt prezente cel putiuad grupari functionale (hidroxilica si
carboxilica) care pot fi modificate in alte grupéidehide, amine, amide). Sinteza unor: (i)
antibiotice p-lactamice (penemii si carbapenemii), (i) compuaturali (acidy- lactonic, de
exemplu acidul isomuronic si neuropogolic), (iiiphibitori selectivi ai reabsorbtiei
serotoninei si norepinephrinei (fluoxetine, dulamet etc.) si (iv) inhibitori ai HMG-CoA
reductazei (asa numitele statine) pornind d@-kadroxiacizi sau derivati ai acestora a fost
prezentata recent in literature de specialitate.

Lipazele

Enzimele, in special lipazele sunt utilizate in mazbal ca si catalizatori in sinteza
organica datorita enantio- si regioselectivitabii foarte ridicate. Pe langa substraturile lor
naturale (trigliceridele), lipazele pot catalizarntsformarea unei mari varietati de compusi
alifatici, ciclici, aromatici si organometalitiMai mult de atat ele sunt stabile in solventi
neaposi deoarece isi manifesta activitatea natdealmterfata lipida/apa. Lipazele pot fi
utilizate atat in sinteza cat si pentru hidrolizsteeilor, prin alegerea corespunzatoare a
conditiilor. La ora actuala lipazele sunt obtinuteantitati impresionante (sute de tone anual)
pentru a fi utilizate ca aditivi in detergenti. @lgrea lor prin tehnici de inginerie genetica le
face accesibile la preturi rezonabile si usor dedifftat (imbunatatirea proprietatilor:
selectivitate, specificitate, rezistenta. Lipazesive (in solutie) pot fi utilizate doar o data.
Daca se apeleaza insa la imobilizare, este posibdaperarea si reutilizarea lor si uneori
chiar imbunatatirea termostabilitatii si a seleititii.”

In cadrul sintezei asimetrice, cea mai uzuala apka lipazelor este rezolutia cinetica a
racematilor. Pentru eliminarea dezavantajelor neaple acesteia, randamentul teoretic de
maxim 50% si scaderea exceselor enantiomerice ocdateesterea conversiei, se apeleaza la
rezolutia cinetica dinamica (dynamic kinetic resiolo- DKR), cand un amestec racemic este
transformat intr-un singur enantiomer, paralel agemizarean situ a celuilalt, mai putin
reactiv (Figura 1.5.

Kinetic resolution Dynamic kinetic resolution
SR fast PR SR fast PR
+ + 1 Lk rac +
k slow; slow.
SS — PS SS —_— PS

Figura 1. Rezolutia cinetica (KR) si rezolutia cinetica dimiaa (DKR)



2. Utilizarea B-hidroxiacizilor heterociclici ca sintoni in obtinerea

unor produse farmaceutice si a altor chimicale fine

2.1.p-Hidroxiacizii si esterii acestora ca si sintoni ciali si materii prime

B-Hidroxiacizii si esterii acestora optic activi $wgintoni chirali versatili datorita dublei
lor functionalizari. De aceea ei pot fi utilizata si materii prime pentru obtinerea unor
compusi bioactivi: vitamine, antibiotice, feromasii compusi de aronfaln Schema 2 sunt
prezentate doar cateva exemple ilustrative. Medicdete sunt utilizate pentru tratarea unei
game variate de afectiuni:

1) (S-duloxetine, R)-atomoxetine si R)-fluoxetine sub forma de clorhidrat sunt
inhibitori ai reabsorbtiei serotoninei-norepine&insi pot ameliora starea generala a
pacientilor afectati de diabetic neuropatic, dejpresanxietate.

2) Simvastatin, Pravastatin si Atorvastadpartin clasestatinelor. Ei inhiba 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzim A reductaza (HMG-CoA) cardal&zeaza conversia reductiva a HMG-
CoA in mevalonat, compus important in primele etapenitative ale biosintezei
colesterolului. Astfel se realizeaza scaderea uiuelLDL (LDL=low-density lipoprotein).
Testele clinice efectuate cu statine au indicaegatura directa intre nivelul acestuia si
incidenta afectiunilor coronariene, in general ralert

3) Substante naturale utilizate ca si sintoni arumedicamente derivate din acidul
lactonic:_Acidul licesterolic, acidul neuropogolagidul iszmuronic

4) (-)-Tetrahidrolipstatifnume comercial Orlistat) este un derivat al Bgisului, izolat
din Streptomyces toxytricimi 1987, un inhibitor ireversibil si selectiv #dézei pancreatic®.

5) Dorzolamide(lnume comercial Trusopt) se utilizeaza sub formaalutii oftalmice si
reduce presiunea interoculara care apare in glascbipertensiune oculara.

6) Penem, Carbapenemeprezinta o clasa relativ noua de antibiotice spectru
antimicrobian larg, unele dintre ele in faza dedstelinice. Penemii si carbanemii se
utilizeaza pentru eliminarea patogenilor atunciccatte medicamente sunt ineficienfe.
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Schema 2Medicamente care pot fi sintetizate pornind d@-hadroxiacizi si derivatii acestora



3. Studiu de literatura. Abordari biocatalitice de obtinere a

B-hidroxiacizilor si esterilor acestora

Cele mai importante metodologii prezentate inditera sunt ilustrate in Schema 6.
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KR/DKR condensare
COOEt —4Mm8M8Mm —— -— + N
R}\/ deracemizare RMO/\ R100CJ\ 0~ R

Schema 6 Metodologii de obtinere g-hidroxiacizilor si a esterilor acestora
4. Scopul lucrarii

Obiectivul principal al acetsei teze este studailaaii si hidrolizei selective, catalizata de
lipaze, a 3-aril-3-hidroxipropanoatilor de etil, ao¥ii prezentate in Schema 12.
Functionalitatea duala a compusilor utilizati a estat fie elaborarea unor metode noi, fie
imbunatatirea celor deja existente in scopul obiinghidroxiacizilor si a esterilor lor cu
enantiopuritate ridicata.
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Schema 12Metodologiile utilizate in reactiile de rezolutietica mediate de lipaze
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Au fost utilizate ca substraturi ai rezolutiei dice enzimatice (in special cu lipaze)
compusii din Schema 13, adica 3-aril-3-hidroxi @opati de etil cu diverse structura¢-1a-
r) care contin radicali aril, care au fot mai intagparati ca racemati.

OH O OH O OH O
MeO Cl

rac-1a rac-1b rac-1c
OH O OH O OH O OH O
X OEt ~ OEt 74 OEt OEt
\_§ \_6 | I
S o]
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HO © HO
0 OEt 0 OEt
U cl \
rac-1l rac-1m

Schema 13Substraturile racemice cu structura de
B-hidroxi-propanoati de etiréc-1a-r) utilizate in rezolutia cinetica enzimatica

La scara analitica au fost testate mai multe enziandéa scara preparativa doar lipaza din
Pseudomonas fluorescefipaza AK ,Amano” 20, libera si imobilizata), di@andida rugosa
(CRL, AYS Amano), lipaza A dirCandida antarctica(CAL-A libera si imobilizata prin
adsorbtie pe celita in prezenta de zaharoza) & dB dinCandida antarcticglipaza CAL-B
imobilizata, comercializata sub denumirea de Nowozy35). Proprietatile tuturor lipazelor
au fost prezentate deja in literattira



5. Rezultate si discutii
5.1. Prezentarea generala a metodologiei de lucru

Principalul obiectiv al acestei teze este studdaktiilor de acilare si hidroliza enzimatica
selectiva a 3-aril-3-hidroxipropanoatilor de etilbstituiti cu diverse resturi aromatice: fenil
simplu si substituit,fenil-furanil simplu si substituit, tiofen-2 si 3-ilfuran-2 si -3-il,
benzofuran-2 si 3-il si N-alchil-fenotiazinil (Saha 13). S-a urmarit in special elaborarea
unei metode optime (acilare si hidroliza mediateyematic selectiva) pentru toate aceste
tipuri de substraturi. Desi in literatura au fosezentate deja cateva metode de acilare sau
hidroliza a acestor tipuri de substraturi, 0 metodi@ generala nu exista inca.

Mai intai s-a realizat sinteza chimica a substiktuimplicate in biotransformare{
hidroxi-acizi, esteri si diesteri). In continuarea gealizat separarea chirala a racematilor,
utilizand cromatografia si coloanele chirale adéeyvan scopul determinarii activitatii Si
selectivitatii reactiilor enzimatice.

S-a trecut apoi la efectuarea reactiilor enzimatnai intai la scara analitica si apoi la
scara preparativa, in conditile optime determindge scara analitica. Produsii de
biotransformare izolati la scara preparativa au towlizati si caracterizati. Compusii nou
sintetizati au fost caracterizati complet prin dife metode analitice (cromatografie, NMR,
MS si IR) si li s-a determinat configuratia absalptin VCD.

Pentru a fi mai clar, biotransformarile mediate isv@ic au fost divizate in patru
categorii, pe baza structurii substraturilor usite a) Substraturi cu structura ce include resturi
de tiofen -2 si -3 si furan-2 si -3 (Cazul 1.);Sa)bstraturi care contin resturi de berujtipfen
-2 si -3 si benzofuran-2 si -3 (Cazul 2.) si ¢) Stidturi care contin fenotiazind-substituite
(Cazul 3.).

Studiul proceselor d®-acilare si hidroliza enzimatica selectiv-hidroxi esterilor si a
diesterilor acestora a condus la concluzieDeacilarea este cea mai buna metoda in cazul
acestor tipuri de substraturi.

Obtinerea unei metodologii generale (acilarea sekeanediata de lipaze) a impus si
utilizarea altor substraturi in biotransformarispectiv a celor care contin fenil simplu si
substituit, respective fenil-furanil simplu si stihst.

Pentru a imbunatati performantele catalitice gladei AK in rezolutig3-hidroxiesterilor
studiati, au fost preparati si biocatalizatori fdaimade” (Cazul 4.). Acestia trebuie intelesi ca
enzime imobilizate in scopul imbunatatirii perfombalor lipazei AK in procesul d@-acilare
selectiva ap-hidroxiesterilor ca substraturi, create speciaitpe aceste tipuri de compusi.
Datorita tolerantei nu foarte inalte a acestor grafe imobilizate, metoda nu a putut fi insa
generalizata inca. S-a trecut de aceea la studasiedor grasi ca si donori de grupari acil in
procesul de acilare selectiva (Cazul 5.).



5.2. Sinteze enzimatice

In preocesele de rezolutie cinetica enzimatica @&t ftilizati ca si substraturf-
hidroxiesteri cu diferite grupari aromatice. A fesidiata atat reactia d@®acilare cat si cea de
hidroliza selectiva (metode deja prezentate imditga) in prezenta lipazelor ca si catalizatori
chirali. O-Acilarea a fost efectuata in toate cazurile, mgice hidroliza doar in situatiile in
care acilarea nu a condus la rezultate bune. lnl esterilor noi au fost studiate ambele tipuri
de procese pentru a obtine rezultate cat mai cdenke.

5.2.1. Cazul 1. Tiofenul, furanul (Articol 1)

(9-3-Hidroxi-3-(tiofen-2-il)propanoatul de etil [nat aici §)-1d] este un precursor in
sinteza duloxetinei (un inhibitor al reabsorbtierdoninei-norepinefrinei), motiv pentru care
studiata realizarea la scara preparative a repolitietice enzimatice a racematilor de 2- si 3-
furil-, respectiv 2- si 3-tienil-3-hidroxipropandlat de etil

Screening-ul enzimelora fost efectuat la scara analitica pentru reacti®-Gcilare a
rac-1d utilizat ca si compus model in acetat de vinilr plabelul 6). In procesele catalizate
de lipaze, etapa decisiva este cea de formareeamatiarului acil-enzima, un intermediar
esteric format de gruparea hidroxilica a unui @stserina si donorul gruparii acil. In acest
context B-hidroxiesterul, nucleofilul, se fixeaza in situsdé legare a nucleofilului intr-o
maniera enaantioselectiva inainte de a reactionantemmediarul. Datorita naturii duale a
substraturilor este nevoie de o atentie sporitddgerea donorului achiral de grupare acil. De
exemplu, in cazul catalizei cu CAL-B poate apara@artie competitiva de interesterificare
cu formarea unor produsi secund@rieactie utilizata de altfel in alte aplicdtiiPentru a
preveni reactia secundara de interesterificare tlizarea CAL-B a fost ales ca donor
ireversibil de grupare acil acetatul de vinil. Alzeeste un donor mai reactiv decat substratul
esteric (ac-1d) si astfel reactiile secundare posibile (dimegzasubstratului) sunt eliminate.
La utilizarea CAL-A procesele de interesterificaiedimerizare sunt mai putin probabile
datorita buzunarului de legare a gruparii acil, tmui restrictiv. Rezultatele obtinute in cazul
substratului model au evidentiat doua aspectedstarte.

In primul rand, in prezenta CAL-A si a lipazei dRhizopus oryzaeeactioneaza
preferential enantiomeru$ (Tabelul 6, linile 1-3 si 10-11), in timp ce irazul celorlalte
enzime reactioneaza mai rapid enantiom@&uliniile 4-9 si 12-17). In mod clar, CAL-B
(linia 4) si diferite preparate de CAL-A, in spalctel cu lipaza adsorbita pe celita in prezenta
zaharozei (linia 2¥! da cele mai rapide si enantioselective reactifamild. In plus fata de
lipazele prezentate in Tabelul 6, lipaza din paaswué porcin,Mucor miehei Rhizopus
arrhizus Mucor javanicus Aspergillus niger Candida lipolyticasi Penicillium camemberti
au fost practic inactive in conditiile testate.

Asa cum se observa in Tabelul 6, CRL si Lipaza+Fapiaeficiente in rezolutia cinetica a
rac-1d (E= 71 si 124, liniile 17 si 20Pe de alta parte, in cazul lipazei @andida rugosawu au
fost obtinute rezultate satisfacatoare nici dupamparea procesului de rezolutie (Tabelul 7).
O explicatie posibila este prezenta unor izoenzimereparatul enzimatic utilizat, deja
semnalata si in alte studii.



Tabelul 6. Acilarearac-1d (0.050 M) cu diverse enzime (50 mg/mL) in {H,CH=CH, pur la temperatura
camerei

Nr. ) Timp €64 i ) €84 . .
Enzima c(%) Configuratie Configuratie E
(h) (%) (%)
1 CaL-A (liofilizata) 1 25 75 S 20 ® 7
2 CalL-A pe Celita 1 49 78 St 93 ® 54
3 CalL-A CLEA 1 38 75 9 39 ® 10
4 CalL-B (Novozyme 435) 20 7 94 RY 8 S 40
5 L-AK (liofilizata) 20 25 80 26 R) 12 20
6 L-AK pe Celita 20 20 70 18 Ry 7 20
7 CRL 20 35 94 R 38 ()] 71
8 CRL sol-gel 20 29 91 R) 39 © 50
9 Lipase TL-IM 20 2 94 R 2 S 36
10 Lipase F 20 7 99 S 6 (R)] 124
11 Lipase F imobilizata 20 6 23 9( 2 ®
12 PPL 20 2 41 R 1 ®
13 LPS 20 4 34 R 3 S
14 PS-C I 20 7 35 R) 85 ()] 5
15 PS-D 20 55 61 R) 77 ()] 10
16 Alcalaza- CLEA 20 24 88 Ry 28 ()] 20

Tabelul 7. Acetilarea 3-hidroxi-3-(tiofen-2-il)propanoatulde etil fac-1d, 50 mg/mL) catalizata de CRL (50
mg/mL) cu diferiti donori de acil (5 eq.) in diférsolventi la temperatura camerei in prezentdaitaoleculare

Nr. Solvent Donor acil Timp ¢ o o

(h) (%) (%) (%)
1 Dietileter VA 6 27 88 40 24
2 Ciclohexan VA 6 16 91 21 25
3 Toluen VA 6 18 89 23 22
4 n-octan VA 6 24 93 36 42
5 n-octan VP 16 45 92 90 79
6 n-octan VB 16 50 84 97 47

Selectivitatea inversa a lipazei F in acilarea alitmr secundari a fost deja descrisa in
mai multe articole, dar inca nu a fost efectuatstudiu sistematic pentru utilizarea ei in
acilareaB-hidroxiesterilor. De aceea a fost studiat efestiVventului si al agentului de acilare.
Selectivitatea si activitatea enzimei scade ldazatiea donorilor de acil cu catene mai lungi
(Tabelul 8, liniile 1-3). Toluenul a fost ales calv@nt optim (Tabelul 8, linia 6). Solventii
nepolari (liniile 4-7) permit obtinerea unor reat# mai bune, in timp ce solventii polari nu
pot fi utilizati (liniile 8-12). Dezavantajul majoal lipazei F la scara preparativa este
activitatea ei redusa, in ciuda enantiomerseléativiinalte ca si enzima§-selectiva. O
explicatie posibila ar fi continutul redus in prioie al preparatului enzimatic comercializat.
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Tabelul 8. Acilarea 3-hidroxi-3-(tiofen-2-il)propanoatului detil (rac-1d, 50 mg/mL) catalizata de lipaza F

(50mg/mL) cu diferiti donori de acil (5 eq.) in maiulti solventi la temperatura camerei in prezesitalor
moleculare

Nr. Solvent Donr de acil c (%) e (%) e (%) E
1 VA VA 18 98 22 124
2 VP VP 14 94 19 84
3 VB VB 7 85 10 71
4 n-Octan VA 13 96 14 50
5 n-Hexan VA 15 96 17 63
6 Toluen VA 14 97 16 70
7 Benzen VA 6 96 6 50
8 Acetonitril VA 6 92 6 25
9 Dioxan VA 0.1 77 0.1 8
10 Cloroform VA 6 91 6 22
11 Diclorometan VA 8 91 7 24
12 THF VA 6 93 5 29

Datorita rezultatelor obtinute, atat CRL cat siaip F nu au mai fost studiate in
continuare.

Atentia noastra s-a indreptat spre CAL-A si CAL-@oua lipaze fascinante mult
exploatate de exemplu iMN-acilarea B-aminoesterilo> Enantioselectivitatea inversa
observata, desi moderata, ne-a incurajat insarggnoam studiile pentru cele doua enzime.

Acilarearac-1d cu acetat, propanoat si butanoat de vinil pulizatiatat ca si donor de
acil cat si ca si solvent a permis evidentiereatefer opuse ale CAL-A si CAL-B asupra
valorilor enantioselectivitatic (Tabelul 9).

Tabelil 9 Acilarearac-1d (50mg/mL) catalizata de CalL-A si CalL-B (50mg/mL) esteri vinilici puri la
temperatura camerei

, CalL-A° CalL-B
Nr. Donor de acil/solvent
c ee e E c ee ee E
1 VA 50 78 93 54 5 71 3 6
2 VP 62 61 99 19 15 97 17 74
3 VB 51 71 73 13 45 >09 79 >>200

2dupa 1h pentru CaL-A imobilizata pe celftatupa 60 h pentru CaL-B

La utilizarea CAL-A, cea mai mare enantioselectitét E=54, linia 1) s-a obtinut in
acetate de vinil pur, in timp ce CAL-B a dat reatdt excelente la utilizarea butanoatului de
vinil (E>200, linia 3).

A fost studiat mai departe efectul solventului ¢tdaaearac-1d cu CAL-A si acetat de
vinil (VA) respectiv cu CAL-B si butanoat de virfVB) (Tabelul 10).

Reactia in ester vinilic a condus la rezultate ptatgile cu ambele lipaze (Tabelul 10,
linia 12). In plus, reactivitatea este buna inietau solventi hidrofobi la utilizarea CAL-B si
decurge cu enantioselectivitati burte>200) (liniile 1-6 si 9). Deoarece butanoatul dailvi
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este relativ scump si are un punct de fierberecaigiexperimentele cu CAL-B au fost
continuate irtert-butil metil eter (MTBE) ca si solvent.

Table 10.Acilarearac-1d (50mg/mL) in prezenta CalL-A si CaL-B (50mg/mL)¥¢A sau VB (5 eq.) in diferiti

solventi la temperatura camerei

CaL-A’ CalL-B
Nr. Solvent
c €e eg E c eg e E
1 n-Octan 21 74 20 8 44 95 75 94
2 n-Hexan 20 74 18 8 46 98 85 >>200
3 Toluen 14 72 12 7 49 98 93 >>200
4 Benzen 12 81 11 10 46 99 85 >>200
5 MTBE 19 77 18 10 45 98 81 >200
6 Dietleter 31 73 33 9 50 98 97 >>200
7 Acetonitril 21 86 22 16 8 93 8 27
8 Dioxan 1 52 1 3 3 >09 3 >>200
9 Cloroform 3 67 2 5 6 >99 6 >>200
10 Diclorometan 7 87 6 15 9 >99 10 >>200
11 THF 9 86 9 15 8 >99 9 >>200
12 Ester vinilic pur 50 78 93 54 45 >99 7 >>200

2dupa 1h pentru CaL-A imobilizata pe celftatupa 60 h pentru CaL-B

In final a fost realizata acilareac-1d-g cu CAL-A in acetat de vinil pur si cu CAL-B si
butanoat de vinil in MTBE (Tabelul 11).

Tabelul 11. Rezolutia cinetica eac-1d-g (50mg/mL) cu lipazele di€andida antarcticg50mg/mL)

CalL-A° CaL-B’
Entry Substrate
c ee eg E c eeS eeP E
1 rac-1d 48 93 80 54 50 96 95 >200
2 rac-le 49 85 86 33 51 >99 94 >200
3 rac-1f 50 73 72 14 50 >99 98 >>200
4 rac-1g 46 85 80 22 48 99 91 >>200

adupa 1h pentru CalL-A imobilizata pe celita in VArg’ dupa 70 h pentru CaL-B cu 5 eq. VB in MTBE

Rezultatele obtinute indica in mod cRenantioselectivitatea excelenta a reactieDde
acilare catalizata de CAL-BE$200), in timp ce CAL-A prezinta 8-selectivitatea moderata
(E=14-54). In final procesul a fost realizat la scaraparative pentru toti compuséc-1d-g
cu CAL-B in MTBE, ceea ce a permis obtiner&®-ésterilor2d-g (R'=Pr) si a substratului
netransformat$)-1d-g cu puritate optica ridicata (ee=95-99%).
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5.2.2. Cazul 2. Benzofuranul, benzotiofenul (Articl2)

Sinteza 3-benzofuranil- si and benatpfenil-3-hidroxipropanoatilor optic puri prin
reaolutie cinetica enzimatica nu a fost din cat® §irezentata inca in literatura. De aceea a

fost elaborat un proces de rezolutie cinetica ailaci3-heteroaril-3-hidroxi-propanoi@h-k
si a derivatilor acestorh 2h-k (Schema 17).

OH O R
rac-1h- o
I1l. AN
| foas
OH O O
| "
1.
O A A Al VU I
rac-1h-k rac-2h-k J o
OH O ",
OH O IV. ¢,
_ V- A~
@ R o~ R OH R o K A\
rac-1h-k (S)-3h-k (R)-1h-k S
VIII.

@ o0 O V. OH O o0~ "0
RMO/\ R/I\)J\O/\—F

0O OH O
R)\)J\O/\ R/\)J\OH
rac-2h-k (R)-1h-k (S)-2h-k (R)-3h-k
VII. VII.

OH O 0“0 o OH O OH
@ R}\)J\O/\ Vi, o .,

rac-1h-k

(R)-2h-k (S)-1h-k (S)-3h-k

I. 2-bromoacetat de etil, Zn, THF, reflux; 1. CoCl,, (CH3-CH,-CH,-COO0),0, CH3CN, reflux;
lll. PLE in apa sau K,COgs in apa si reflux; IV. BCL, H,0, solvent organic; V. CRL, H,0, solvent organic
VI. CH3-CH,-CH,-COO-CH=CH,, lipaza, solvent; VII. BCL, H,0O, solvent organic; VIIl. PLE, H,0.

Schema 17.Sinteza enantioselectiva mediate de lipaze alac&iheteroaril-3-hidroxipropanoi@h-k si a
derivatilor acestord,2h-k

Configuratia absoluta a compusilor cu puritate agtiridicata sintetizati a fost
determinata prin masuratori de dicroism circuldrational (vibrational circular dichroism-
VCD) combinate cu calcule de chimie cuantica laniuel teoreticab initio (DFT) , metoda

deja bine cunoscuta de determinare a configuratieonformatiei absolute a moleculelor
chirale mici si medii in solutié®
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SINTEZE ENZIMATICE

Hidroliza enzimatica arac-1h-k la scara analitica

Hidroliza esterilor racemicrac-1h-k a fost testata cu o gama variata de hidrolaze
disponibile comercial. Bioprocesul a fost monitatizromatografic, cu HPLC. Majoritatea
enzimelor testate, lipaza A, AK, AY, F, G, M, RLsipozyme TL IM au fost inactive. Lipaza
A si lipaza B dinCandida antarcticaCaL-A si CalL-B, comercializat ca si Novozym 435),
lipaza din Candida rugosa(CRL) si PLE au prezentat activitate enzimatica endar
enantioselectivitati reduse pentru toate subsitattestaterac-1h-k. Hidroliza completa are
loc in 2-4 h. Numai BCL (initial abreviata LPS) sdavedit un catalizator eficient pentru
sinteza R)-1h-k cu puritate optica mare (ee=97-99%), in timp cetaiea §)-3h-k a fost
redusa (ee<50%) la conversii apropiate de 50% é&raedte de izolare &)-1h-k and §)-3h-
k de 45-48%, Tabelul 13). Aceasta contradictie agar@oate fi explicata numai printr-un
proces de racemizare lenta a acizilor 3-heter@ahidroxipropanoici in prezenta apei.
Procesul e chiar mai rapid daca se utilizeazaitéfeplutii tampon cu pH cuprins intre 3-8 in
locul apei.

Tabelul 13.Hidroliza enantioselectivarac-1h-k mediata de lipaza diBurkholderia cepacigdBCL) in apa
distilata

Timp Randamentgy.in. €8R)-1h-k Randamentg).an.« €8Qs)-ah-k
Substrat
(h) (%) (%) (%) (%)
rac-1h 24 46 97 47 48
rac-1i 24 45 98 47 46
rac-1j 32 48 99 49 42
rac-1k 32 47 98 48 41

Hidroliza enzimatica la scara analitica arac-2h-k

In continuare a fost studiata biotransformarea assiigr diestericrac-2h-k cu aceleasi
enzime. Deoarece alcooliza enzimatica cu cativabodilcanhidri s-a dovedit complet
ineficienta (randamente < 5% dupa 7 zile), a festata hidroliza enzimaticarac-2h-k. In
timp ce majoritatedipazelor testate au fost inactive, BCL a cataliz@lroliza rapida aac-
2h-k in amestec de solventi ciclohexan-THF (1:1,v:v)Biequiv. de apa cu regioselectivitate
inalta si fara stereoselectivitate, cu formarae-1h-k. Prezentaac-3h-k in amestecul de
reactie nu a fost detectata nici dupa 7 zile. CRhsasingura enzima care a catalizat hidroliza
enantiomerselectivarac-2h-k (Tabelul 14, Schema 17, ruta c). Dupa 24-26 b,danversie
de aproximativ 50%, au fost obtinuti ambii prodagienantiopuritati excelente in cazat-
2i-k (E > 200), dar cu puritati optice moderake<36 ) in cazulac-2h, Tabelul 14.

Tabelul 14.Hidroliza enantiomerselectivarac-2h-k in prezenta de CRL

Substrat Timp (h) ¢ (%) €Qs)- 2h-k €8R)- 1hk E
rac-2h 24 49 95 95 >200
rac-2i 24 47 79 87 36
rac-2j 26 50 95 95 >200
rac-2k 26 49 94 94 >200
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Acilarea enzimatica enantiomerselectiva aac-1h-k

O alta abordare a sintezei stereoselective a dsoivacizilor 3-heteroaril-3-hidroxi-
propanoici are la baza acilarea enantiomerselectivdoeteroaril-3-hidroxipropanoatilor
racemicirac-1h-k. In acest scop a fost realizata mai intai redatscara analitica in acetat de
vinil in prezenta catorva enzime.

In cazulrac-1h,i majoritatea enzimelor testate au fost inactivalitat. Lipozymul din
Mucor miehei lipaza AK si Lipozym TL IM au prezentat o read#te scazuta si
selectivitate moderata. Numai Novozym 435 a pemtiisgerea unei conversii de 50% dupa
96 h, dar cu o selectivitate scaz E&T).

Se stie ca natura solventului si a nucleofilulut pdluenta semnificativ selectivitatea
procesului de acilare enantiomerselectiva. A festata acilareeac-1i cu acetat de vinil in
prezenta Novozym 435 in cativa solvent organicincar fi hidrocarburile aromatice si
saturate si eterii saturati ciclici. Cel mai efriesolvent a fost ciclohexanuE£ 22 la o
conversie de 46 % dupa 4 zile). In continuare st tiestati doi agenti de acilare (propanoat si
butanoat de vinil) in ciclohexan. Rezultatele ogtimau obtinut cu butanoat de viri>200).
Pentru rezolutia enzimaticarac-1h s-au obtinut in aceste conditii rezultate simil@rabelul
15). In cazul acilarii enzimatice rac-1j,k numai CalL-A a fost catalitic activa. Efectuarea
aceleiasi proceduri de optimizare descrisa anteripermis alegerea benzenului ca solvent si
a butanoatului de vinil ca donor de grupare achéna 17, ruta d).

Tabelul 15. Influenta naturii donorului de grupare acil lalaga enzimatica ec-1h-k

Substrat Reactan Timp (h) c (%) €€9-1 e€Rr)-2 E

VA 65 17 14 72 7

rac-1h? VP 72 32 37 6C 12
VB 48 50 99 99 >>20(

VA 10€ 46 42 49 4

rac-1i% VP 16C 41 64 94 66
VB 6C 50 98 98 >20C

VA 24 45 60 72 11

rac-1j° VP 24 50 67 67 10

VB 24 48 85 92 65

VA 1€ 44 38 49 4

rac-1k VP 1€ 40 60 9C 35

VB 1€ 49 91 93 87

@ ciclohexan, Novozym 435;benzen, CaL-A

Sinteza enzimatica la scara analitica a ambilor emdiomeri (R)- si (S)-3h-k

Pe baza observatiilor noastre anterioare. ca BARL& sunt enzime foarte active dar
total neselective la hidrolizac-2h-k in rac-1h-k si respectiv aac-1h-k in rac-3h-k, aceste
doua enzime au fost utilizate in continuare la edat §- and (R)-3h-k fara afectarea
compozitiei enantiomerice a produsilor final izolet prealabil (Schema 17, ruta c,d). Mai
intai au fost hidrolizati cantitativgf-2h-k si (R)-2h-k in prezenta BCL, cu formare&) si
(R)-1h-k. Apoi, utilizand un raport substrat-enzima 1:2 parenantiomeri §- si (R)-1h-k au
fost transformati rapid in acizii 3-heteroaril-3spanoici (§- and R)-3h-k) cu puritate
optica ridicata.
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Configuratia absoluta a compusilor 1h-k optic activ sintetizati prin acilarea
enantiomer selectiva aac-1h-k

Spectra VCD ale (-}h-k obtinuti prin acilarea enantiomerselectivaraec-1h-k cu
configuratie absoluta necunoscuta, inregistrateointie de CDGl sunt prezentate in Figura
2. Se observa banda negativao caracteristica gruparii carbonilice esterice lat8.¢m" si
zona dintre 1800-1300 chsimilara, ceea ce indica faptul ca natura heternaltui (O sau S)
Si pozitia catenei pe entitatea heterociclica athiare o influenta nesemnificativa asupra
aspectului general al spectrului VCD. Explicatiaesiai comportament este faptul ca
molecule cu structuri foarte apropiate prezintaot&ei in spectrele VCD regiuni similare,
mai ales cele generate de vibratiile unor particstiral identice ale molecule care nu sunt
legate puternic de vibratiile altor unitati structie®
Determinarea configuratiei absolute se bazeazaopwararea spectrelor simulate si a celor
masurate pentru compusul (Figura 2).
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Figura 2. a. Spectrul VCD al compusilor (Jh-k masurate in CDG] b. Spectrul VCD al (-th masurat in
solutie de CDGl (A) in comparatie cu spectrul VCD simulat §-(h (B), obtinut prin insumarea ponderata a
spectrelor calculate pentru cele mai probabile @onétii. Benzile corespunzatoare sunt etichetateugmere
identice.

Au fost efectuate calculele pentru enantiome8Hlh pentru patru conformeri posibili
ai acestuia cu energie minima, reprezentati infi@@y cu o populatie totala estimata de 96%.
Toti acesti conformeri cu energie minima contirelegi de H intramoleculare intre carbonilul
esteric si gruparea OH din pozifiain concordanta cu valoarea relativ scazuta (~tni9 a
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gruparii carbonilice esterioc&-o din spectrul VCD determinat experimental (un esatéatic
tipic, fara legaturi intramoleculare de H, are toase caracteristica de circa ~17409m

\ k
“(r\@}t&r\(’“

Conformer A Conformer B
AG;,, = 0.21 kcal/mol
38 % 27 %

A o
,Qf

Conformer C Conformer D
AGS5,; = 0.49 kcal/mol AGS,; = 0.60 kcal/mol
17 % 14 %

Figura 3. Structura celor mai semnificativi conformeri zhdibru, determinati computational penti§{Lh
impreuna cu energia libera Gibbs si populatiiléneste

Concordanta dintre spectrele VCD calculate si oesurate este suficient de buna atat
in ceea ce priveste valorile numarului de undastaensul benzilor VCD (perechile similar
sunt etichetate cu aceleasi numere in Figura 3a ae permite atribuirea configuratie
absoluteS enantiomerului levogir in mod indubitabil.

5.2.3. Cazul 3. Seria fenotiazinei (Articol 3.)

Fenotiazinele sunt una din cele mai vechi si mairintdase de medicamente
neuroleptic&’ si reprezinta in acelasi timp un schelet valorestpu sinteza unor structuri
diferite, capabile sa interactioneze cu o0 mareetai® de procese biologice, utilizate ca
medicamente din clasa tranchilizantefoanti-inflamatoarelot? antimalariceld® si agentilor
antimicrobienf™. In timp ce anumite fenotiazine stimuleaza peme&ragentilor anticancerosi
prin bariera sanguina la nivelul creieruffiialtele inhiba leucin-encefalin aminopeptidazele
plasmatice umane, enzime cunoscute pentru regliezaei de turnover a unei game largi de
substante bioactive. O parte dintre ele au fossidenate recent ca medicamente potentiale in
controlul maladiei Creutzfeldt-Jacéb,altele cu structura de fenotiazin-3-il-pirazoldf3,
djpirimidine au fost evaluate pentru activitatea l@antituberculoasa provocata de
Mycobacterium tuberculosid37 Rv?* Sunt cunoscute deja fenotiazine care inhiba remi
intracelulara a virusilor, inclusiv cel al imunoitééntei (HIV)>, unii dintre ele au chiar efect
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citostatic’® Toate acestea justifica pe deplin interesul maredésign-ul si sinteza unor
derivati noi de fenotiazina cu potential anticaoser

Datorita posibilitatilor de derivatizare multiples rare le ofera, acizii 3-(fenotiazin-3-
i)-3-hidroxipropanoici sunt candidati buni pensuteza unor compusi biologic activi.

In cadrul studiilor efectauate de noi pentru elabea unor metode enzimatice
stereoselective de obtinere a compusilor heteroationoptic activi, a fost efectuata sinteza
enatioselectiva mediata enzimatic a ambilor enamid a cinci acizi (fenotiazin-3-il)-3-
hidroxipropanoiciN-substituiti3n-r si a derivatilor lorl-2n-r (Schema 18).

OAc O OH O OAc O
~ S
S O/\ i S O/\ O/\
—_— +
) ) )
R rac-2n-r R (R)-1n-r R (S)-2n-r
OH O OH O OAc O
S <
—_— +
) \ )
R rac-1n-r R (S)-1n-r R (R)-2n-r
I Lu.
OH O OH O
N N
R R
(S)-1n-r (R)-1n-r
v * V.
+
OH O OH O OH O
< S <
@SMOH @[SWOH ©: WOH
N N N
R R R
(R)-3n-r (S)-3n-r (R)-3n-r

I. PPL, THF, apa; Il. CaL-A, CH3-COO-CH=CH,, acetonitril; Ill. BcL, THF, apa; IV. Lipaza F, THF, apa.

Schema 18Biotransformrea derivatilor fenotiazinici

Configuratia absoluta a compusilor sintetizati st fdeterminata prin dicroism circular
vibrational (VCD) combinat cu calcule de chimie ctiea la nivelab initio (DFT), ca in cazul
anterior®’

SINTEZE ENZIMATICE

Biotransformari la scara analitica

Hidroliza enzimatica a compusilor estericirac-1n-r la scara analitica

In prima etapa a fost studiata hidroliza enzima#aac-1n-r in solventi miscibili cu
apa: acetonitril, dioxan si tetrahidrofuran (amestpa-solvent organic 25:1, v/v) la un raport
substrat-enzima de 1:1 (m/m). Unele enzime cumi #ipdza din Burkoholderia cepacia
(BCL), Penicillium camemberti, Pseudomonas fluoresqéi§), Aspergillus niger Candida
antarctica, Candida lypoliticasi Mucor mieheiau fost inactive catalitic sau foarte putin
active; altele, ca si lipaza dirhermomyces lanuginos(iEL IM), Candida rugos§CRL) sau
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Candida cilindraceedCcL) au prezentat o activitate si stereoseldetigiredusa. Lipaza din
Rhizopus oryzaélipaza F),Rhizopus arrhizusau Mucor javanicus,s-au dovedit foarte
active dar neselective, hidroliza completaaa-1n-r fiind incheiata in 2-3 ore. Lipaza din
pancreasul porcin (PPL) a fost singura enzima @maetselectiva si activa in acelasi timp
pentru toti derivatii testatiac-1n-r. Rezultatele optime au fost obtinute inTHF. Catéia de
cosolvent utilizata influenteaza semnificativ prawleenzimatic. A fost determinata activitatea
si selectivitatea PPL in diferite amestecuri THR-aPu cantitati mici de THF (de la un raport
apa:THF 100:1 la 20:1, v/v), viteza reactiei esteanfconversii de 19-29 % dupa 24 ore), dar
selectivitatea creste (69 % pentru $-3n-r). Dupa inca 24 de ore de reactie conversia
creste, dar excesul enantiomeric al produsului escahsiderabil. La un continut mare al
THF (apa-THF intre 15:1 si 5:1), atat viteza resictiat si selectivitatea ei scad. Mai mult
chiar, in timpul hidrolizei enzimatice se formeagat acidulcis- cat si celtrans-acrilic ca si
produsi secundari (detectati cromatografic prin pararea timpului de retentie cu cel al
produsilor utilizati ca si standard extern). Fore@arprodusilor secundari este datorata
enantiolabilitatii  si  instabilitatii  structurale a acizilor (§-3-(fenotiazin-3-il)-3-
hidroxipropanoici (§-3n-r) la valori usor acide ale pH-ului (6.5-6.8). Dandocul apei se
utilizeaza solutii tampon fosfat sau Tris (cu pHpas intre 6 si 8 in incremente de 0.5, 20
mM), procesul de racemizare si viteza celui de a@geinere au fost similare celui observat
in apa. Astfel hidroliza enzimaticarac-1n-r nu permite obtinerea produsiloR}{1n-r si (S-
3n-r) optic puri si cu randamente bune.

Acilarea enzimatica arac-1n-r la scara analitica

A fost apoi studiata acilarea enzu optimizarea gsatuiimatica enantiomerselectiva a
3-hidroxipropanoatilor racemicrac-1n-r utilizand rac-1p ca si compus model pentru
optimizarea procesului. Mai inati a fost efectuatatilareaac-1p in prezenta unor enzime in
acetat de vinil pur. Majoritatea enzimelor testaten ar fi CalL-B,lipaza dinPenicililum
camemberti, Mucor javanicuBpaza F PPL,lipaza dinRhizopus arrhizus, Aspergillus niger
Candida lipolyticasi Mucor mieheiau fost inactive. CrL, L-AK si TL IMau prezentat
enantioselectivitati bune dar activitati reduse ¥e#% pentruR)-2p, ¢ < 15 % dupa 5 zile).
Numai lipaza A dinCandida antarcticaCalL-A pe celita) a fost atat active cat si selexti
dar performantele acestei enzyme sunt strans depende procedura de imobilizare utilizata
In cazul imobilizarii enzimei prin reticulare cuughraldehida (CLEA) sau a imobilizarii
covalente pe rasini acrilice (IMM-CALA), s-au ohtinexcese enantiomerice moderate ale
porodusului, chiar si la conversii scazute. Lipdzdin Candida antarcticamobilizata prin
adsorbtie pe celita (CaL-A) a permis obtinerea &nlprodusi practic enantiopuri (ee>90%)
la conversii deé 50 %.

Deoarece solventul si agentul de acilare utilinfiuenteaza performantele enzimei, a
fost apoi studiata acilareac-1p cu acetat de vinil in prezenta CalL-A (Tabelul 17).

Acetonitrilul si toluenul (Tabelul 17, liniile 4 i) sunt ceei mai potriviti solvent pentru
procesul de acetilare studi&= 157 si 127 la conversii de 50 si 34.5 % dupa @8rhtert-
butil-metil-eter {-BME) selectivitatea este moderata (linia 3), mgice in solvent polari ca si
cloroform, diclorometan si THF catalizatorul a fqettin activ si selectiv (conversii de 4.2-
11.3 % dupa 48 hE = 1-9; Tabelul 17, liniile 5, 6, 8). A fost stuthasi acilareaac-1p
mediata de CalL-A in acetonitrile dar nu s-au olitimnbunatatiri considerabile ale
performantelor fata de utilizarea acetatului delvin
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Pe baza studiilor de optimizare efectuate penwtrdmsformareaac-1p, a fost realizata
cu rezultate bune si acetilarea mediata de Calrdcdn,o,q,r in acetonitrile (liniile 1, 2, 9,
10 din Tabelul 17). Se observa o crestere a seiltti paralel cu cresterea catenei alchilice,

de laE = 42 in cazutac-1n la 462 in cazufac-1r.
Tabelul 17.Acilarea enantioselectiva enc-1n-r cu acetat de vinil si CaL-A in diferiti solventi

Nr. 1 Solvent Timp (h) c (%) €€g-1n-r (%0) €qg)-2n-r(%0) E
1 n Acetonitril 32 53 95 83 42
2 0 Acetonitril 40 53 98 86 64
3 p t-BME 48 31.9 43.6 93.2 43
4 p Acetonitril 48 50 97 95 157
5 p Cloroform 48 11.3 2.4 18.7 1
6 p CH.Cl, 48 5 4.2 79.5 9
7 p Toluen 48 34.1 50.5 97.4 127
8 p THF 48 4.2 2.9 67.3 2
9 q Acetonitril 60 50 97 97 >200
10 m Acetonitril 72 50 98 98 »200

Hidroliza enzimatica arac-2n-r si (R)-2n-r la scara analitica

Pentru alcooliza enzimatica rac-2n-r au fost testate un numar mare de hidrolaze
disponibile comercial. Reactia la scara analitifash efectuata in alcooli anhidri puri, apoi in
diferiti solventi (solventi halogenati, eteri, hisharburi saturate, ciclice si aromatice,
acetonitril si dioxan) in prezenta a 5 equiv. deoali, la un raport masic substrat-enzima de
1:1. Toate experimentele au fost insa nesatisfacat@andamente <5 % dupa 2 zile).

A fost studiata mai departe hidroliza enzimaticeae2p in cativa solvent organici,
folosind aceeasi strategie de optimizare. In tilmpntajoritatea enzimelor au fost inactive,
lipazele BCL si AK au catalizat hidrolizeac-2p cu enantio- si regioselectivitati bune in
amestec apa-THF (20:3, vi\g=£ 183 si c= 45 % dupa 22 h cu BCLEst 50, c= 22 % dupa
22 h cu AK) daca s-a utilizat un raport masic erasubstrat ridicat (2:1, m/m). Gruparea
carboxietilica nu a fost afectata in timpul efectuaexperimentelor de hidroliza enzimatica,
nefiind posibila detectarea acizilor 3-acetoxi-8-@dlchil-1(H-fenotiazin-3-il)propanoici sau
a acizilor 3-hidroxi-3-(10-alchil-18-fenotiazin-3-il)propanoici3n-r) nici macar in urme in
amestecul de reactie. La rapoarte enzima-substaatnmti se observa aparitia produsilor
secundari si cresterea semnificativa a timpiloresad pentru atingerea conversiei dorite.
Hidroliza mediata de BCL a fost realizata si indamac-2n-r ca si substrat in conditiile

optime determinate anterior (Tabelul 18).
Tabelul 18.Hidroliza enantioselectivarac-2p in amestec apa-THF (20:3, v/v) cu BCL

Substrat ¢ (%) egg.» (%) eer).1 (%) E

2n 43.4 84.1 96.7 46
20 43.5 83.6 96.3 44
2p 41.9 88.7 95.8 64
2q 40.7 82.4 95.1 95
2r 45.2 80.3 97.3 183
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A fost utilizata aceeasi procedura si pentru hideolR)-3-acetoxi-3-(10-alchil-18-
fenotiazin-3-il)propanoatilor de etil enantiomenmbogatiti R)-2n-r, sintetizati anterior, cu
formarea R)-etil 3-hidroxi-3-(10-metil-161-fenotiazin-3-il)propanoatilor de etilR}-1n-r.
Produsii au fost izolati cu randamente bune si wopuritatea lor a crescut fata de a

compusilor utilizati ca si substrat (Tabelul 19).
Tabelul 19. Hidroliza enantioselectiva &)-2n-r in amestec apa-THF (20:3, v/v) cu BCL

Randamerit

Substrat €8-2n-r (%0) Produs (%) €QR)-1n-r (%0)
(R)-2n 83 R)-1n 75 95
(R)-20 86 R)-1o 77 97
(R)-2p 95 ®)-1p 85 98
(R-2q 97 R)-1q 86 99
(R)-2r 98 ®)-1r 85 98

@dupa 24 h

5.2.4. Cazul 4. Imobilizarea (Articol 4.)

L-AK este una din cele mai utilizate lipaze disgwia@ comercial; acilaresac-1a si a
rac-1d-i cu L-AK libera prezentata anterior in literatueaselevat o reactivitate scazuta si
enantioselectivitati moderate sau bune.

Imobilizarea lipazei din specii déseudomonassp prin metode de adsorbffe,
reticulare®® incapsulare sol-géf, combinatii ale acestor metddesau prin alte tehnitd a fost
descrisa detaliat. Majoritatea studiilor au fostotfiate independent cu diferite cantitati de
enzima, ceea ce face imposibila compararea acestimde.

In aceasta lucrare a fost studiata lipaza AK Bseudomonas fluorescerfs-AK)
adsorbita pe Celita (diatomita) in prezenta zaharolz-AK reticulata (CLEAS) si L-AK
inclusa in sol-gel. Pudra de L-AK si preparatel®lmtizate au fost caracterizate si optimizate
in ceea ce priveste activitatea relativa (ca maawtabilitatii pe termen scurt), reutilizarii (o
masura a stabilitatii indelungate) si a raportulahantiomeric E (ca masura a
enantioselectivitatii) prin utilizarea unui conttreonstant de proteina (1.5 mg proteina/mL) in
acilarearac-1a utilizata ca si reactie model in solventi orgar(chema 19). Catalizatorii
preparati au fost studiati apoi in acilarea enaefiectiva a unor (hetero)afithidroxiesteri
(rac-1a-i).

) OH L AK iib il OCOR? OH
. COOEt + RicO,R? - DSTMIMO fegl - ~~_-COOEt + R/K/COOEt
rac-la-i solvent organic, r.t. (R)-2a- (S)-lai
_ N_§ = =\ s
e O ot e (O [F F D S+ Qs Qi+
a b c d e f g h i

1)) OH 0 0 . OCOPr OH
L-AK liber saum imobilizat -
+ /\)J\O/\ +
solvent organic, r.t.

Schema 19Acilarea-hidroxiesterilor si al-feniletanolului cu L-AK.
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Generalati privind imobilizarea

Odata cu extinderea utilizarii lipazelor, nevoia ade creste stabilitatea si de a le
imbunatati activitatea si selectivitatea s-a aat&ntAu fost dezvoltate in acest scop mai
multe metode efecive de imobilzare, de la legaseaypport sau reticularea pana la includere
in matrici polimerice organice si anorganice.

Imobilizarea lipazelor utilizeaza mai ales ads@bti metoda simpla, ieftina si usor de
realizat. In special in solutii apoase apare insdezavantaj mare al acestei metode, pierderea
enzimei din preparat in solutia apoasa.

Acest dezavantaj major este eliminatLl imobilizam@valenta, cand are lor fixarea
covalenta in mai multe puncte pe un suport, cufggugrupari distantoare (spacer).

Dintre metodele de reticulare s-a conturat in 48R0 tehnologia cristalelor reticulate
(CLEC-cross-linked enzyme crystals) care tinde rdacuiasca metodele de imobilizare
existente, mai scumpe. Metoda necesita o dialdekielabicei glutaraldehida, care permite
obtinerea unor agregate enzimatice (cross-linkedyrap aggregates-CLEA) Avantajele
CLEA fata de CLEC sunt datorate modului de reatizarmetodei: precipitarea enzimei sub
actiunea sarurilor sau a solventilor organici, ffanecesara purificarea ei prealabila.

Incapsularea este si ea 0 metoda utila in cardiviaaea enzimei prin legarea ei esten
redusa. Utilizarea sol-gelurilor formate prin hiliiza acida sau bazica a precursorilor silanici
(mai nou se utilizeaza amestecuri de tetraalcaxialchiltrialcoxisilani) conduce la niste
suporturi sticloase inerte cu porozitate, rezistetérmica si mecanica mare Si cu 0
hidrofobiciate variabila, care poate fi modulatangrecursorii silanici utilizati.

Screening-ul solventilor

3-Hidroxi-3-fenilpropanoatul de etirgc-1a) a fost ales ca si substrat model al acetui
studiu pentru investigarea eficientei preparatelmimatice de L-AK obtinute (Schema 19).
Mai intai s-a realizat acilarea sa cu acetat dd ginL-AK libera (1.5 mg/mL proteina) in
toluen, diizopropileter (DIPE) si metiert-butileter (MTBE) (Fig. 6). In timp ce in DIPE(=
111) si MTBE E = 61) reactia a fost mai rapida decat in toluErn=(135) in acest solvent
reactia a fost mai selectiva si a permis obtinamailor produsi ai reactiei j-2a (R'=Me)
si substratul netransforma$){1a) cu excese enatiomerice de 95 % ee la converstOde
dupa 15 h. Pentru a minimiza sau chiar eliminadtizi substratului esteric si a produsului de
apa prezenta in enzima, s-au introdus in amesteutedctie site moleculare (4 A). Desi
acilarea cu butanoat de vinil a fost mai seleati®eat cu acetat de vinil, studiile de optimizare
s-au efectuat cu acetat de vinil pentru a obtizeltate mai detaliate privind performantele
acestora.
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Fig. 6. Screening-ul solventului in reactia @eacetilare aac-2a (0.1 M) cu L-AK libera (25 mg/mL) si acetat
de vinil in solvent organici

Imobilizarea L-AK

) Adsorbtia pe celita.

S-a realizat adsorbtia L-AK pe celita, un suppoadrdfob, in prezenta zaharozei, asa
cum s-a prezentat anterior in literatdt&tudiul spectroscopic al preparatelor obtinuteehstf
arata ca zaharoza imbunatateste performanteletalizedorului prin reducerea interactiilor
dintre moleculele de proteina, prevenind astfekggrea enzimei. Pe de alta parte, zaharoza
prezenta favorizeaza distributia apei reziduale esdsorbite si prin aceasta reduce afinitatea
solventului pentru apa, prevenind hidroliza enziozata substraturilor susceptibile la
hidroliza. Asa cum ne asteptam, reactialdacilare arac-la cu acetat de vinil in toluen cu
acest preparat enzimatic a decurs in conditii meieh comparativ cu L-AK liber (Tabelul
21). In plus, in acest caz nu a fost necesara ptaz&telor moleculare pentru a preveni
hidroliza grupprii esterice.

Tabelul 21. Activitatea relativa (x) si nd enantioselectivitate-AK (1.5 mg proteina/mL) in reactia dacilare
arac-1a(0.1 M) cu acetat de vinil (0.2 M) in toluen la teenature camerei.

Entry Enzyme preparation ¥ (0) E
1 L-AK powder 100 145
2 L-AK on Celite 127 >200

& Activitatea relativa x reprezintgdenzima imobilizatafenzima libera)lL00, under este viteza initiala a reactiei
in pmold(hCimg lipaza)'.

1.) CLEA.

Obtinerea CLEAs se realizeaza in doua etape, pt&@p enzimei din solutia apoasa fiind
urmata de reticularea acestmiasity, in general cu glutaraldehida. Pentru a favortaptarea
celei mai active conformatii de catre enzima, se goauga aditivi sau coprecipitanti. S-a
realizat atat precipitarea (tip A) cat si copre@ipa (tip B), ambele tipuri de cristale fiind
apoi testate i0-acilarearac-1a cu acetat de vinil in toluen (Tabelul 22).
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Catalizatorul tip A, obtinut prin precipitarea auifat de amoniu, DME si acetone, prezinta
0 activitate si enantioselectivitate puternic dioata (Tabel 22, liniile 1-5) comparativ cu
enzima libera (Tabel 22, linia E = 135 si 100% activitate relativa). In plus, reactie
opreste inainte de atingerea conversiei maxime08é. B\ctivitatea enzimatica scade in acest
caz si prin reducerea legaturilor azometinice cBMa(Tabel 22, compara linia 1 cu 2 si 4 cu
5). Toate incercarile de optimizare a acestui &p pieparat enzimatic au fost lipsite de
success. Probabil glutaralediha a afectat putemmiima, care a precipitat intr-o conformatie
nefavorabila. Pentru a preveni acest lucru s-aitrieccoprecipitare cu eter coroana 18C6 in
DME ca solvent (Tabel 22, linia 6), dar fara reatdt La utilizarea ca si coprecipitantNa
hexadecilacetamidei (CeAmide) sau hexadecan-liol@eOH) in acetona s-au optinut
preparate enzimatice (tip B) cu activitati si emas#lectivitati mult imbunatatite (liniile 7 si 8
comparativ cu 1-5). In aceste cazuri, la convedsii50% s-au obtinut ambii produsi ai
rezolutiei cinetice cu excese enantiomerice riéicat

Tabelul 22. Activitatea relativa (x) si enantioselectivitatei@paratelor enzimatice in reactia @eacilare arac-
1a (0.1 M) cu acetat de vinil (0.2 M) si L-AK CLEA @ mg proteina/mL) in toluene la temperature camere

Nr. Tip Agent de precipitare X (%) E
2 AP sat. (NH),SO, 26 64
3 A DME 30 52
4 A DME with 18-crown-6 1 »b
5 A Acetone 22 67
6 AP Acetone 15 81
7 B CeAMID 75 162
8 B CeOH 65 160

2 dupa reducere cu NaBlH legaturii azametinic&:nu a fost determinat, ¢ < 5%.

l1l.) Sol-gel.

Includerea enzimelor in matrici sol-gel prezintdega avantaje. Prin utilizarea unor
combinatii de metiltrimetoxisilan [MeSi(OMg) MTMS] cu tetrametoxisilan [Si(OMg)
TMOS] se poate genera o matrice hidrofoba capahilembunatateasca activarea interfaciala
si activitatea enzimei incluse. Si in acest cam sH#lizat doua tipuri de metode, tip A si B. In
metoda A (a xero-gelurilor), precursorii gelului peepara separat in apa acidulata si
metanolul format se evapora inaintea procedurindiidere in timp ce in metoda B descrisa
de Reet? polimerizarea silanilor se realizeanasituin cataliza bazica.

La acilarearac-la cu acetat de vinil in toluen utilizand catalizaétgreparati prin
metoda A se observa activitati reduse (Tabel 28}ivAate mai mare s-a observat doar la
preparatul obtinut la un raport 3.8/1 TMOS/MTMSpaécursorilor (liuniile 1-4). Utilizarea
Ipa ca aditiv nu influenteaza activitatea enzinaffiniile 1 si 2), in timp ce prin spalarea
preparatului cu Ipa activitatea relative scadeigli®). Adaosul de celita in solutia apoasa a
enzimei inainte de incapsulare creste enantioselkatea (linia 4), in timp ce adaosul de L-
AK pe Celita scade activitatea preparatului enzien@dinia 5). Trebuie subliniat aici ca un
raport de 1/5 [TMOS])/[MTMS], determinat anterior ogatim in cazul obtinerii silanilor in
prezenta ionului de fluorura, a condus la prepagai@matice mai putin active (liniile 6-8).
Din aceste motive aceste tipuri de preparate dwaftendonate.
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Tableul 23, Activitatea relativa (x) si enantioselectivita®aacilarii rac-1a (0.1 M) cu acetat de vinil (0.2 M) si
preparat sol gel tip A de L-AK (1.5 mg proteina/nih toluen la temperature acamerei.

Nr. TMOS/MTMS IPA gell Additivi/fenzima X (%) E
(mmol/mmol) spalare
1 3.8/1 nu/nu nu/L-AK liofilizat 46 113
2 3.8/1 da/nu nu/L-AK liofilizat 45 118
3 3.8/1 da/da nu/L-AK liofilizat 17 144
4 3.8/1 nu/nu CeliffL-AK lioofilizat 35 >200
5 1/5 nu/nu nu/L-AK liofilizat K] >200
6 1/5 da/nu nu/L-AK liofilizat ] >200
7 3.8/1 nu/da nu/AK pe Celita b7 >200
8 1/5 nu/da nu/AK pe Celita ®3  >200
475 mg Celita.

P Reactia oprita inainte de 50% conversie

In metoda B fara aditivi de coprecipitare s-a alition raport optima apa/gel de 9/1
(Figura 7A) si un raport de 5/1 [MTMS]/[TMOS] (Figu 7B). Reducerea activitatii la
continut redus de apa poate fi explicata prin aayegy enzimei, in timp ce la un continut mai
mare de apa e posibila o incapsulare partiala anenzo parte din enzima fiind adsorbita
simplu la suprafata gelului. Raportul optim detratide 1/5 intre [TMOS][MTMS] indica o
hidrofobicitate diferita a acestuia. Spalarea a dpacestui gel dupa incapsulare favorizeaza
activitatea enzimatica, asa cum se stia tfefa.

A B
150
21‘_‘50 -
F00 $00
%5& 85.%
2% t%
% 41 6/1 8/1 91 10/1 12/1 14/1 % 3/0 51 211 11 1/2 1/5 0/3
o Water/Gel [mmol/mmol] o TMOS/MTMS [mmol/mmol]

Figura 7. Efectul (A) cantitatii de apa in gel (TMOS/MTMS5):si (B) raportului (TMOS/MTMS) in
precursorul silanic asupra activitatii enzimatiaeatilareaac-2a (0.1 M) cu acetat de vinil (0 .2 M) in toluen.

Pe baza rezultatelor anterioare, s-a preparat talizzor prin metoda B, cu un raport
[TMOS]/[MTMS]=1/5 si apa/gel=9/1 urmat de spalamaa Ipa. Rezultatele din tabelul 44
arata ca in absenta aditivilor (linia 3) sau inzerga Ipa, Celitei si zaharozei (linia 6) se obtin
cele mai active si selective preparate enzimaticaast tip. Prezenta celitei si a zaharozei in
Solutia de L-AK utilizata la imobilizare (linia @reste activitatea enzimatica fata de utilizarea
celitei singure, cand activitatea scade (liniacgga ce confirma efectul pozitiv al zaharozei.
Pe de alta parte, incapsularea L-AK detrmina o esgad activitatii enzimatice (liniile 13 si
14) prin formarea unui gel eterogen. Adaosul de BBG imbunatateste activitatea (linia 2),
in timp ce adaosul de zaharoza si celita impreun@EG-400 o scad (liniile 9 si 10) si
influenteaza negativ si enantioselectivitat®al-gelul preparat fara aditivi (activitate relativ
134 siE>200, linia 3) si in prezenta celitei si a zahardaetivitate relativa 122 9£>200,
linia 6), au fost selectate si utilizate in testadkerioare.
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Tabelul 24. Activitatea relativa (x) si enantioselectivitat®eaacilarii rac-1a (0.1 M) cu acetat de vinil (0.2 M) si
preparate enzimatice (Tip B; TMOS/MTMS 1:5;1.5 nigtpina/mL) fara aditivi in toluen (1 mL) la tempdure
camerei.

Nr IPAin Aditivi/tip de enzima X (%) E
gef/spalare

1 da/da nu/ L-AK liber 97 >200
2 da/da PEG 400/ L-AK liber 110 165
3 nu/da nu/ L-AK liber 134 >200
4 nu/da Celity L-AK liber 44 97
5 da/da Celiti L-AK liber 52 150
6 da/da Celity zaharoz4 L-AK liber 122 >200
7 da/da metiB-CD% L-AK liber 36 63
8 da/da KCV L-AK powder 19 41
9 da/da PEG 400, zaharfzb-AK liber 47 160
10 da/da PEG 400, zaharbz@elitd/ L-AK liber 55 130
11 da/nu PEG 400, zahar6z&elitd/ L-AK liber 25 162
12 da/da hexadecil amiha-AK liber 28 45
13 nu/da hexadecil amilid.-AK liber 56 134
14 da/da nu/AK pe Celita 26 >200
15 nu/da nu/AK pe Celita 25 >200

2100 pL;” 50 mg;® 100 mg;® 100 mg:* 2 mmol;’ 20 mg.

Reutilizarea enzimelor imobilizate

Reutilizarea este unul din cele mai importante etgp@entru un preparat enzimatic
imobilizat. Testarea capacitatii de recirculareebor mai bune preparate enzimatice obtinute
[L-AK pe Celita (Tabelul 21, linia 2), L-AK CLEA (fAK precipitat cu acetona/CeAMID,
Tabelul 22, linia 7), L-AK sol-gel tip B fara aditi(Tabelul 24, linia 3) si a celui preparat in
presenta zaharozei si a celitei (Tabelul 24, l@jainpreuna cu enzima L-AK libera s-a
realizat pentru reactia de acilareag-1a (0.1 M) cu acetat de vinil (0.2 M) in toluene la u
continut constand de proteina (1.5 mg /mL). Reasttarepetat de maxim 10 ori cu acelasi
preparat enzimatic. In fiecare situatie s-a peateptocesul pana la atingerea conversiei de
50% sau pana cand activitatea a disparut compilee 2 cicluri, catalizatorul a fost spalat cu
toluen uscat si apoi utilizat ca atare, fara usc&®ezultatele obtinute sunt prezentate in
Tabelul 25 (selectivitatea) si Figura 8 (activitatelativa). L-AK libera sau adsorbita pe celita
si-au pierdut activitatea complet dupa 3, respedtixicluri de utilizare. Preparatele CLEA au
prezentat o oarecare scadere a activitatii enzimagi a enantioselectivitatiE(= 162 in
primul cilcu si 100 dupa 10 utilizari). Pe de aftarte, toate preparatel sol-gel au dovedit
proprietati excelente. Activitatea relativa dupautilizari a ramas la 85-87% (fata de 134 %
initial) in cazul absentei aditivilor, repsectiv-92% (fata de 122 % initial) cand s-au utilizat
aditivi. In acelasi timp, enantioselectivitatea sva modificat la reutilizare, ceea ce permite
obtinerea enantiomerilof)-1a si (R)-2a cu puritate enantiomerica mare (ee>95%) chiaa si |
a zecea reutilizare.
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Figure 8. Reutilizarea preparatelor de L- AK (activitateaatiia)
Tabelul 25. Reutilizarea preparatelor de L- AK (1.5 mg pro&imL) inO-acilarearac-1a (0.1 M) cu acetat de
vinil (0.2 M) in toluen (1 mL) la tmperatura camere

Cycle 1 Cycle 10

L-AK liber pe CLEA Sol- Sol- | liber pe CLEA Sol- Sol-

celita geP  gef celitef geP  gef
Timp [N] 15 12 20 12 10 - - 45 15 12
c [%] 50 50 47 50 49 - - 35 50 50
eg=? 95 99 87 96 95 - - 54 97 98
edh)3e 95 95 96 95 99 - - 96 96 97
E 135 >200 162 >200 >200 - - 100 >200 >200

%inactiv
P L-AK sol-gel tip B (TMOS/MTMS=1/5; apar/gel 9/1) incapsularea L-AK din solutie apoasa
°L-AK sol-gel tip B (TMOS/MTMS=1/5; apa/gel 9/1) incapsularea L-AK din solutie apo#sa, Celita si zaharoza.

O-Acilarea rac-2a-j cu enzime imobilizate

Studiul de imobilizare efectuat a condus la dopartide preparate enzimatica noi, L-
AK CLEA si sol-gel L-AK, care au fost testati pamtacilarearac-1la-i si a 1-feniletanolului
(0.1 M) cu butanoat de vinil (mai selectiv decaetatul) in toluen. Rezultatele obtinute
(Tabelul 26) indica fara dubii ca aceste doua pagpaoot fi utilizate cu success@acilarea
3-aril-3-hidroxipropanoatilor. Referitor la actigita enzimatica, ele sunt in general mai
active; acilareaac-1h si 1i cu adsorbit pe Celita si @c-la-c cu CLEA L-AK reprezinta
exceptii. Imbunatatiri considerabile ale activitadéinzimatice si o interesant®&-enantio-
selectivitate s-a observant la acilarea substtatuheteroaromaticeac-1d-g, cand L-AK
libera a fost inlocuita de L-AK adsorbita pe Celit@loana 4) sau L-AK sol-gel preparat din
solutia apoasa de L-AK, IPA, Celita si zaharozalgaoa 7, liniile 5-8). Rezultatele din
Tablelul 26 si cele referitoare la reutilizare areh preparatul imobilizat de L-AK sol-gel este
cel mai eficient in procesul studiat si corespursdepului propus. Probabil ca celita si
zaharoza ajuta la leagarea apei esentiale in hmarea enzimei, iar glucidul actioneaza si ca
ager31:[1 lipoprotector, previnind agregarea protesnenodificarea semnificativa a conformatiei
sale:
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Tabelul 26. Activitatea relativa (x%) si enantioselectivitateazimei in O-acilarre (hetero)arilg-

hidroxiesterilorla-i (0.05 M) si a 1-feniletanoluluPh-OH; 0.4 M) cu butanoat de vinil (2 eq.) si L-
AK (1.5 mg proteina/mL) in tolueela temperatura easn

. ) . X ]
Nr  Substrat L-AK liber L-AK rpeCelita L-AK CLEA® L-AK sol-gel’ L-AK sol-gel

(X/E) (X/E) (X/E) (X/E) (X/E)

1 1a° 100/135 127/>200 81/>200 134/>200 122/>200

2 la 100/>200 135/>200 72/>200 138/>200 125/>200
3 1b 100/>200 135/>200 72/>200 138/>200 125/>200
4 1c 100/>200 132/>200 76/>200 128/>200 118/>200
5 1d 100/68 192/137 118/54 92/55 181/130
6 le 100/81 198/187 122/63 96/74 190/184
7 1f 100/57 155/106 116/52 107/63 144/112
8 19 100/66 163/126 121/42 110/68 141/108
9 1h 100/>200 91/>200 121/>200 124/>200 116/>200
10 1i 100/>200 87/>200 128/>200 127/>200 110/>200
11 Ph-OH 100/>200 194/>200 137/>200 139/167 166/>200

& L-AK precipitat cu acetona/CeAMiID.
®sol-gel L-AK Tip B (TMOS/MTMS=1/5; apa/gel 9/1) din solutie apoasa a L-AK; gelul apali IPA.

sol-gel L-AK Tip B (TMOS/MTMS=1/5; apa/gel 9/1) din solutie apoasa a L-AK; gel,, IR&Jita si zaharoza
dCu acetat de vilil

5.2.5. Cazul 5. Acizii grasi (Articol 5)

Aceasta parte a studiului a urmarit de aseméheailarea enantioselectiva mediata de
lipaze versus hidroliza selectiva sub actiunea zbpa, in scopul optinerii ambilor
enantiomeri ai unoB-hidroxiesteri si a diesterilor acestddaacilati (Schema 7).

Optimizarea reactiilor enzimatice

Deoarece hidroliza enzimatica &-hidroxiesterilor decurge in general cu

stereoselectivitate moderata, a fost mai intai iatadrezolutia cinetica a acestora p@a
acilare enzimatica.

O
OH Lipaza, CgH;gCOOR C“’ng)ko 0 Y
» CoHig 2 :
+
RlMOEt solvent organic, Rl/\)kOEt RlMOEt
rac-la-m site moleculare (R)-2a-m (S)-1a-m
CoH14COCI
Py, DMAP,
DCM, r.t.
(6] (6]
CoHig” O O Lipaza, apa OH © CoHi™ O O
RlMOEt solvent organic Rl/\)kOEt * Rl/\)kOEt
rac-2a-m (S)-1a-m (R)-2a-m

Qé @% cu@% Q Q O“f O"f ©f>
©f3 ©§ @«"J“/ W‘L

R2 = H, Et, iPr, n-Bu, vinil

Rl_

Schema 7Rezolutia cinetica B-hidroxiesterilor racemidiac-1a-m si a diesterilor acestorac-2a-m
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Rezolutia cinetica cu lipaze prinnO-acilare

Screening-ul biocatalizatorului si a solventului; &ctul apei

Pentru elaborarea unei procedure generale de tezehrimatica cinetica a diferitil¢-
hidroxiesteri aromaticrac-1a-m, a fost mai intai testatea reactia @eacilare stereoselctiva
cu lipaze a 3-hidroxi-3-fenilpropanoatului de efic-la. Au fost utilizate mai multe lipaze
disponibile comercial (cate 25 mg/mL) in reactia@eacilare arac-1a (0.025 M) cu acid
decanoic ca donor de acil (0.1 M) in diferiti soltieorganici la temperatura camerei. Lipazele
A si B din Candida antarctica(CaL-A si CalL-B), libere si imobilizate, lipaza din
Burkholderia cepacia(anterior Pseudomonas cepag¢id PS), lipaza dinPseudomonas
fluorescengLAK) si din Candida rugosaCrL), au fost testate in diferiti solventi organi
anhidri. Pentru a elimina chiar si urmele de apae @r putea determina reactii de hidroliza
neselectiva, in amestecul de reactie s-au intredesnoleculare.

LAK, LPS si CalL-B au dat rezultate nesatisfacataarecilarearac-1a indiferent de
solvent; acidul 3-hidroxi-3-fenilpropanoic formatimp hidroliza gruparii esterice a fost
produsul obtinut majoritar. In reactia martor, zata in absenta agentului de acilare, s-a
observant de asemenea hidroliza cantitativa a gruesterice cu toate cele trei lipaze
enumerate. Probabil continutul ridicat in apa &saor enzime face imposibila utilizarea lor in
procesul de rezolutie studiat.

Aceeasi reactie martor arata ca atat CalL-A catlsinD prezinta activitate hidrolitica, de
aceea ele sunt biocatalizatori potentiali utilizukatele obtinute la utilizareaac-1a ca
substrat fiind prezentate in Tabelul 27. Dintre solventii investigati, cele mai bune rezultate
s-au obtinut im-octan cu CrL (AYS Amano) (linia 7), alese din aeesiotive pentru studiile
ulterioare.

Tabelul 27. Screening-ul lipazei (25 mg/mL) si solventuluirfiL) pentruO-acilarearac-1a (0,025
M) cu acid decanoic (0,1 M) la tempertura cameuogad15h

Nr. Lipaza Solvent c (%) €6r)-2a (%) €€5.15 (%) E
1 CalL-A pe Celita DIPE 27.7 8.6 3.3 1.2
2 CalL-A pe Celita Toluen 21.3 12.6 3.4 1.3
3 CaL-A pe Celita n-Octan 19.7 12.6 3.1 1.3
4 CrL (libera, Tip VII.) DIPE 4.3 82.7 3.7 11
5 CrL (libera, Tip VIL.) Toluen 6.9 85.5 6.3 13
6 CrL (libera, Tip VII.) n-Octan 15.8 97.9 18.4 113
7 CrL (libera, AYS Amand) n-Octan 17.0 98.5 20.2 161
8 CrL (imob., T2-150) n-Octan 6.0 97.8 6.2 95
a

Abreviata in continuare ca CrL

Efectul donorului gruparii acil

Deprotejarea regio- si enantiomerselectiva rapaidalizata de lipaze, ar putea fi o
metoda utila de realizare a rezolutiei cinetiq@ladroxiesterilor. In acest scop, o0 grup&re
acil cu catena lunga ar fi eficienta deoarece Bpmzactioneaza in natura asupra unor
asemenea tipuri de substraturi. Dintre acizii geéestati (decanoic, lauric si stearic), CrL a
fost activa doar in prezenta acidului decanoic.

Natura donorului de acil a fost apoi testata-octan prin utilizarea decanoatului de etil,
izopropil si butil (Tabelul 28). In ciuda sterecsdlvitatii bune, datorita activitatii reduse a
CrL AYS Amano (linile 2-4), a fost uutilizat in odinuare decanoatul de vinil, un donor
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ireversibil care determina o scadere usoara acselectivitatii, dar o activitate imbunatatita
(linia 5).

Tabulul 28. Influenta donorului de grupare acil (0.1 M) asugt@reoselectivitatii CrL (25 mg/mL) in
O-acilarearac-1a (0.1M) inn-octan la temperatura camerei dupa 15h

Nr. Donor acil c (%) €6r)-25 (%) €es.1, (%) E
1 Acid decanoic 17.0 98.5 20.2 161
2 Decanoat de etil 4.0 98.6 4.1 148
3 Decanoat de izopropll 6.1 >99 6.4 >200
4 Decanoat de butil 2.0 >99 2.1 >200
5 Decanoat de vinil 44.8 97.2 78.9 170

Efectul temperaturii

Au fost studiate si performantele CrL in reactisaddare arac-1a cu decanoat de vinil in
n-octan in functie de temperatura (Tabelul 29). impt ce selectivitatea creste odata cu
temperatura, s-a observat o scadere ireversikaletiatatii CrL datorita inactivarii termice a
acesteia. Retestarea unui preparat enzimatic diéigau(la 45 °C) in aceeasi reactie, s-a
observat o conversie foarte redusa (5%). Deoarece CrL tratat termic si el netratazmta
enantiomerselectivitati similards(~165 si repsectie =170), presupunem ca imbunatatirea
selectivitatii cu temperaturd (»200) este datorata unui comportament intrinsegnalmei.
Considerand ambii parametri, atat activitatea caelectivitatea enzimei, temperatura optima
determinata pentru acilareac-1a este de 25 °C.

Tabelul 29. Influenta teperaturii asupra selectivitatii si aitéitii CrL (25 mg/mL) in reactia selectiva
de O-acilare arac-1a (0.025 M) cu decanoat de vinil (0.1 M)rroctan dupa 15h

N, t(°C) c (%) € () €e91a(%) E
1 15 36.7 95.8 55.6 82

2 25 44.8 97.2 78.9 170
3 35 32.9 >99 48.5 >200
4 45 10.9 >99 12.2 »200

O-acilarea region- si enantiomerselectiva f-hidroxiesterilor aromatic racemici rac-
la-m

Investigarea comportamentului biocatalitic al CrLrezolutiile cinetice prirO-acilarea
rac-1b-m a fost efectuata in conditiile optime determinateeaor pentruac-1a (Tabelul 30).
In aproape toate cazurile reactia decurge cu &atiigi selectivitati bune, totusi s-a observat o
dependenta stransa a acestor parametri de na&lwtuiraromatic al substraturileac-1b-m.
Performantele procesului de acilare depind de mailtinfiactori cum ar fi marimea si
distributia sarcinii entitatii aromatice si de nadiniara sau ramificata a substratului. In
general, substituentii mici si polari influenteazegativ atat activitatea cat si selectivitatea
(liiile 2 si 6). In timp ce cresterea volumului situentului linear este tolerata si chiar
benefica (liniile 1, 7, 8), substraturile volumirseasi ramificate sunt mai putin tolerate de
enzima, procesul decurge cu viteze si selectivitatii reduse (linile 9, 10). Inelul
fenilfuranic, usor ramificat dar polarizat estelaccu viteze si selectivitati moderate (linia
11). Interesant, extinderea acestui substrat [{d-8erofenil)furan-2-il- derivat] conduce la
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un substrat excelentac-1m (linia 12). Un alt efect important ce influenteazdeza
procesului de acilare este solubilitatea redusa ubstgtului, in special in cazul
benzop]tiofen-3-il-hidroxiypropanoatulurac-1;j.

Tabelul 30.O-Acilarea selectiva a und-hidroxi esteri aromatiaiac-1b-m (0.025 M) cu CrL (25 in
n-octan la temperatura camerei dupa 15 h

Nr Substrat c (%) €6r)-25 (%) €8s.15 (%) E

1 rac-1b 49.7 98.3 97.2 >200
2 rac-1c 22.0 98.5 27.8 174
3 rac-1d 52.0 92.1 >99 182
4 rac-le 50.7 87.3 89.9 45
5 rac-1f 51.6 91.1 97.1 91
6 rac-1g 35.2 94.7 51.5 61
7 rac-1h 47.8 97.2 89.1 >200
8 rac-1i 41.9 >99 72.1 »200
9 rac-1j 20.3 87.7 22.3 19
10 rac-1k 21.9 97.5 27.4 103
11 rac-1l 40.7 96.6 66.2 115
12 rac-1m 51.7 93.3 >99 »200

Hidroliza regio- si enantiomerselectiva catalizatale lipaze

Asa cum se stie, lipazele isi pastreaza prefeent@ntiomerica si pentru hidroliza sau
alcooliza. In consecinta, prin efectuarea reaatigrse este posibila obtinerea ambelor forme
enantiomerice atat ale alcoolului cat si ale etiter®-a aratat deja ca CrL este selectiva in
hidroliza unei game variate dehidroxi-B-arilpropanoati aromaticf In continuare ea a fost
testata si pentru hidroliza esterilor decanmci2a-m.

Screening-ul solventului pentru hidroliza regio- aml enantiomerselectiva catalizata
de lipaze

Pentru a determina conditiile optime ale procesdtihidroliza au fost determinate mai
intai conditile procesului de hidroliza a diesteruracemicrac-2a (0.025 M) in diferiti
solventi organici. In solventii miscibili cu apa c@onitril, THF) si cei polari cu
hidrosolubilitate mare (DCM) care contin apa (10pL) rezultatele obtinute nu au fost cele
optime. Cei mai eficienti s-au dovedit a fi solienepolari saturati cu apa (Tabelul 31).nn
octan sau toluen (Tabelul 31, liniile 3, 4) acat#a si selectivitatea enzimei a fost mai redusa
decat in cazul celor obtinute in eteri (Tabel 3mijile 1, 2). DIPE a fost selectat datorita
solubilitatii superioare a substraturilor testat@cest solvent.

Tabel 31.Screening-ul solventilor la hidroliza diesteritacemici,rac-2a (0.025M) in prezenta CrL
(25 mg/mL) la temperatura camerei dupa 15 15h

Nr. Solvent c (%) €er).1 (%) ees 2, (%) E
1 DIPE 17.2 98.8 20.5 >200
2 MTBE 16.4 98.6 194 171
3 Toluen 4.3 >99 4.5 »200
4 n-Octan 12.8 99.1 14.6 >200

Hidroliza selective a diesterilor aromaticirac-2a-m

A fost efectuata hidroliza catalizata de CrL a uagelor substraturiac-2b-m (Tabelul
32) in conditile optime determinate in caztdc-2a (Tabel 31, linia 1). Important de
semnalat, nu s-au identificat produsi secundarideoliza a gruparii etoxicarbonilice in ici
un caz. Diesterul hidrofob fenil-furaniac-21 a fost hidrolizat cu selectivitate foarte mare
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(Tabel 32, linia 11), superioara celei gasite(aacilarea alcoolului corespunzatoac-2|
(Tabel 30, linia 11). In toate celelalte cazures#bvititatile au fost inferioare celor obtinute la
O-acilarea selectiva. Efectele substituentilor inwtdidrolizei au fost aproape opuse celor de
la O-acilare. Derivatul metoxilatac-2b (Tabee 32, linia 1) a dat cele mai reduse selésatiiv
chiar comparative cu derivatul clorurat, cu efdet®rnoatragator puternic (Tabel 32, liniile
2 si 12). Rezolutia cinetica a diesterilor hetechici care contin O- sau $ac-2b-k, indica
faptul ca cel mai mare impact asupra enantiomerselkatii hidrolizei il are caracterul
aromatic (Tabel 32, liniile 3-10).

Tabel 6. Hidroliza region- si enantiomerselectiva medieCrL (25 mg/mL)a unor diestergc-2b-
m (0,025 M) in DIPE la temperatura camerei dupa 15 h

Nr. Substrat c (%) eer-1 (%) egy.2 (%) E
1 rac-2b 42.8 90.6 67.8 41
2 rac-2¢ 44,9 97.3 79.3 178
3 rac-2d 51.7 91.5 97.8 101
4 rac-2¢ 53.1 86.9 98.5 69
5 rac-2f 50.3 86.1 87.1 38
6 rac-2g 57.0 59.0 78.2 9
7 rac-2h 51.6 91.8 97.8 105
8 rac-2i 51.0 92.5 96.2 102
9 rac-2j 23.3 96 29.2 65
10 rac-2k 26.7 97.5 35.6 112
11 rac-2I 51.1 95.3 99.6 >200
12 rac-2m 44,9 95.7 77.9 108

Sinteza ambilor enantiomeri ai 1a-m prin reactii cdalizate de CrL

OH O CoH
)\)J\ CrL, CngQCOOCH=CH2
Ry OEt n-octan, site moleculare, r.t.

rac-la-m

Scheme 8Rezolutia cinetica secventiala pentru rezolv@raadroxiesterilor aromatiaiac-1a-m

In timp ce la scara analitica s-a utilizat o conragre relativ mare a enzimei (25 mg/mL),
in prima etapa a sintezei preparative au fosttestancentratii mai reduse (de la 25 mg/mL la
5 mg/mL). Concentratia optima determinata a fosttdemg/mL, cand timpii de reactie si
selectivitatea au fost similare celor obtinute dara analitica. Procesul de rezolutie cinetica
secventiala elaborat conduce la ambii enantiomdstradroxiesterilor aromatici,R)- si (S-
la-m (Tabelul 32). Mai intai se realizeafxacilarea pana la conversii de circa 50%, cu
formarea §)-1a-m cu excese enantiomerice si randamente ridicatetalpa urmatoare, esterii
O-acilati (R)-2a-m cu puritate optica buna sunt hidrolizati sub awa CrL cu formarea
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enantiomerului R) al esterilor R)-1la-m cu puritate optica ridicata. Configuratia absolata
(R)- si (S)-1a-k a fost determinata prin compararea sensului desratiuminii plan polarizate
cu datele din literatura. Configuratia absolutaradpsilor nou sintetizatiR)- si (§-1-m a
fost determinata prin utilizarea regulii lui Kaztkas.

Tabelul 32 Sinteza la scara preparativa a ambilor enantican@rhidroxiesterilor R)- si (§-1a-m

Substrat Produsii de acilare Produsii de hidroliza
(9-1a-m (R)-2a-m (R)-1a-m
n® (%) ee (%) n® (%) ee (%) n® (%) ee (%)

rac-la 46 >99 49 90.0 45 >99
rac-1b 47 >909 49 98.1 46 >909
rac-1c 45 >99 48 90.6 44 >99
rac-1d 46 >09 49 90.3 44 >09
rac-le 41 >09 45 71.9 37 >09
rac-1f 44 >09 48 83.2 42 >09
rac-1g 43 >09 47 77.5 35 81.2
rac-1h 49 >99 48 89.5 43 >909
rac-1i 48 >09 49 >09 47 >909
rac-1j 38 65.9 42 76.6 35 >99
rac-1k 44 >09 46 85.4 42 >09
rac-1l 43 >09 45 81.7 41 >09
rac-1m 48 >99 48 >99 47 >99

4 Randamentul de izolare raportat la compusii de ta-1a-m

6. Concluzii generale

In concluzie, au fost testate si comparate metodielacilare si hidroliza selectiva pentru
aceleasi tipuri de substrat, acilarea selectival fiuperioara hidrolizei.

Pe aceasta baza au fost realizate noi metodolagioltinere aB—hidroxiacizilor si
esterilor in forma optic pura prin utilizarea adilaelective.

A fost descrisa pentru prima data selectivitategnsaa doua enzimeutilizate uzual in
acilarea selectivaCal-A/B, in cazulp-hidroxiesterilor.

A fost realizata cu success o metoda de imobilizgehidroxiesterilor tailor made”
pentru O-acilarea selectiva.

A fost elaborata o metodologie generala noua daracselectiva cu lipaze a diferitil ¢
hidroxiesteri aromatici utilizand esteri ai acizilgrasi ca donori de acil.
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