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1. Introducere

Lumea vie este constitditdin structuri asimetrice. Comgu chirali care le algtuiesc
sunt sintetiza de organisme in caniitle necesare prin procese extrem de selective,atatec
la momente potrivite.

Omul modern a aflaticmulte dintre substaele bioactive (medicamente, agrochimicale,
cosmetice, etc.) sunt chirale.

Sinteza acestor comgun condtii de Tnalt enantiopuritate reprezinb provocare pentru
orice chimist organician. Principial, metodele d&teza a compuilor enantiopuri se impart in
trei categorii: sinteza bazigpe un reactiv chiral, sinteza asimetntilizand un substrat prochiral
si rezoluia amestecurilor racemite

Rezoldia cineti@ enzimati@ este o alternatiivla procedeele chimice, intens studiat
ultimii ani, deoarece procesele chimice sugtenprocese foarte complexe, scumpe, au nevoie
de temperatdrmaresi uneori de presiune mase de asemenea contribuie la poluarea mediului
Tnconjutitor. Contrar proceselor chimice, r@de enzimatice pot fi realizate la temperatura
camereisi la presiune atmosfefi¢c evitandu-se astfel utilizarea unor caindextreme, care la
randul lor pot duce la minimizarea problemeloridemerizare, racemizare, epimerizare sau
rearanjare. Interesant este faptél mrocesele enzimatice sunt realizate Tn generahédlii
apoase, ceea ce reduce poluare mediului incgajucu substale chimice periculoase, dar
reducesi problema elimidirii deseurilo”. Un avantaj important al regitor enzimatice este
stereoselectivitatea lor ridicatdarsi specificitatea mare Principalul dezavantaj al rezaiei
cinetice enzimatice ,simple” este randamentul teorde maxim 50%, deoarece in timpul
reagiei se consumnumai un enantiomer, &lt ramanand netransformat. Pentru a evita acest
impediment, ateta cerceitorilor a fost indreptatin ultimii ani spre elaborarea de procese de
rezoltie cinetia dinami@ (RCD), procese in care enantiomerul nereactiv restemizain situ,
sub influena condiiilor de reagie, cu enantiomerul reactiv. Astfel aceste progegeconduce la
randamente cantitati la excese enantiomerice ridicate

Aceasl tez prezint sinteza stereoseleciiva alaninelor heterociclice enantiopujie
alcoolilor secundari (hetero)ciclici enantiopuripnegpusi cu o posibii aplicgie Tn industria
farmaceutia.

2. Studiu bibliografic

3. Scopul tezei

Subiectul acestei teze se inscrie in tematica gnar laboratorului nostrgi anume
sintetiza unor noi compu(hetero)arilici optic puri utilizand enzimele, ropuwsi care pot avea o
aplicabilitate Tn industria farmaceutic

Cele trei tipuri de compusi (hetero)arilici utilizén acest studiu sunt sintoni chirali pentru
diferite molecule cu activitate biologic Anumiti derivai de fenil-furan prezirit un efect
citoprotector Tmpotriva neurotoxinefdf, altii s-au dovedit a fi inhibitori eficienti ai metiam
aminopeptidazei (METAP), tinta promiatoare pentru dezvoltarea de noi agantibacterieni,
antifungicisi anticancerigef®. Gruparea fenil este de asemenea infalninumersi compui



bioactivi, in special Tn medicamente ca efedfisaadrenalin¥. Gruparea tiazol este intakin
componerr tiopeptidelor antibiotice, dai in diferite medicamente pentru tratarea alerditlo
hipertensiunii arterialési a imflamaiilor **.

Alaninele nenaturalgi alcoolii secundari optic puri sunt sintoni impami Tn sinteza
chimica chirak, cu multe aplicai ca si auxiliari chirali pentru sinteza asimetticUnii dintre
acetia au de asemengio activitate biologig, asa cum a fost descris la Tnceputul capitolelor 1.2
si 1.3.

Aceast teza este niptita in doua capitole:

« In primul capitol este desciissinteza chimig si rezoluia enzimatid a alaninelor
nenaturale nou sintetizate.

Pentru a otine L-alaninele in forr enantiopui s-au folosit doua procese de rezigu
cinetiaa enzimati@: hidroliza alaninelorN-acilate catalizat de aminoacilaza ki hidroliza
esterilor alanineloN-acilate catalizatde Saccharomyces cerevisi@drojdia alimentaf).

Hidroliza aminoacizilorN-acilai cu ajutorul aminoacilazei | a fost utilizatu succes
pentru sinteza difeilor L-aminoacizi (capitolul 1.2.2.1.1.). Aceasinzina a fost aleaspentru
studiul nostru deoarece este o erizidisponibik, ieftina si cu o specificitate relaxgtdar si
pentru @ este utilizat la sintezaL-aminoacizilor si a derivdor lor D-N-acilgi la scah
industriah.

Procesul chemo-enzimatic catalizat de drojdia altex® este o metad ecologié@ si
eficienti pentru sinteza difefior L-aminoacizi (capitolul 1.2.2.1.2.), deci utilizaréa este
justificata (Schema 1).
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Schema 1. Biotransforndrile utilizate pentru sinteza alaninelor heteroaiel enantiopure

» Al doilea capitol este dedicat sintegerezoluiei enzimatice a unor alcooli secundari
nou sintetiza
Acest capitol este Tniptit de asemenea, in dopati:

« In prima parte este descrisintezasi rezoluia enzimati& a 3-cloro-1-aril-
propanolilor nou sintetiza Pentru rezoltia enzimatid cinetica a acestor compguam folosit
metodele descrise in capitolul 1.3.3.2. glastudiile realizate de laboratorul nostru pe cosnpu
similari*®®*%%?1%schema 2). Au fost alese lipazele deoarece suine disponibile, ieftingi au

fost folosite cu succes in rezglucinetic enzimati@ a alcoolilor secundari.
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Schema 2. Rezolyia cinetiai enzimati@ a 3-cloro-1-aril- propanolilor racemici

» Cea de-a doua parte a acestui capitol este dedstatezeisi rezoluiei
enzimatice a 2-hidroximetil-tiazolilor. Pentru atiole aceti alcooli optic puri am folosit acelgia
metode de rezofie casi pentru alcoolii descgi mai sus (schema 3).
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Schema 3. Rezolyia enzimati@ a 2- hldrOX|met|I tiazolilor
4. Sinteza si rezolutia enzimatica a alaninelor heterociclice

4.1.Sinteza chimica a alaninelor heterociclice racemice
5-fenil-furan-2-carbaldehidele au fost transformateacizilor 2-acetamido-3-(5-fenil-
furan-2-il) propanoicirac-5a-d in aminoacizii racemiciac-7a-d si derivaii acestorarac-6a-d
utilizand o metoa cunoscut®®”,



4.2.Rezolutia cinetica enzimatica a alaninelor heterociclice

Pentru sinteza alaninelor optic pure am folosit alguocese de rezala enzimatié
cinetici, dar mai intai a fost realizasepararea cromatografica anaditec alaninelor racemicg
a derivailor lor pentru a putea monitoriza stereoseledieié reagdilor enzimatice.

In primul caz derivéi N-acetilai racemici ai alaninelor au fost hidrolizdn prezema
acilazei | la un pH de 7-8 pentru atiole aciziiL-2-amino-3-(5-aril-furan-2-il) propanoici-7a-d
optic purisi derivaii lor N-acetilai, acizii b-2-acetamido-3-(5-aril-furan-2-il) propanomi5a-d
(schema 4).

in cel de-al doilea proces a fost realizdtidroliza stereoselectiveu drojdie a grujrii
esterice a etil-2-acetamido-3-(5-aril-furan-2-ippanodlor pentru a obne D-etil-2-acetamido-
3-(5-aril-furan-2-il) propanaé D-6a-d si acizii L-2-acetamido-3-(5-aril-furan-2-il)propanoict
5a-d, care au fost ulterior sugiwunei hidrolize acide pentru a e L-alaninele coresputitoare
L-7a-d (Schema 4).
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Schema 4. Rezoluia cinetica a derivalor alaninelor utilizand acilaza ki drojdia alimentari

Pentru determinarea cogidor optime ale reattei au fost efectuate experimente la scala
analitici. Astfel, pentru hidroliza catalizatle acilaza | cele mai bune rezultate s-atinabdac
reagiile au fost realizate n apa ultra-puta un pH 7-8, la 37°Gi cu CoC}h-6H,0 casi activator
enzimatic. Readle au fost oprite dup24 h, la o conversie de aproximativ 50%.

Pentru hidroliza catalizaide drojdia alimentaram obinut cele mai bune rezultate atunci
cand reatiile au fost realizate Tn apa fara aditivi. Readile au fost oprite la o conversie de
aproximativ 50%.

4.3. Sinteza alaninelor heterociclice la scala preparativa
Dupa determinarea congilor optime pentru cele dauprocese de rezaie enzimatié
s-a trecut la sinteza alaninelor optic pure la asqakparativa. Regide au fost urndrite cu
ajutorul HPLC pentru a le opri la aceje@onversii casi in cazul experimentelor la sdal
analitici darsi pentru a determina excesele enantiomerice alguglor izolati. Toate dildiile,
raportul substrat-bicatalizatogi condiiile de reade au fost cele optime, determinate Tn
experimentele la scahnalitici.



Acidul 2-acetamido-3-(5-aril-furan-2-il)propanoigac-5a-d) a fost suspendat in apa
ultra-puti, pH-ul a fost ajustat la 7-8 cu o stéude LiOH (1,25 M). S-au adgat acilaza ki
CoCl-HO si readia a fost isafi la perfectare sub agitare la 37°C. In timpul figapH-ul a fost
mertinut intre 7-8 prin atligarea unei sotiei de LIOH. Duf ce tot acidulL-2-acetamido-3-(5-
aril-furan-2-il) propanoici(-5a-d) a fost hidrolizat,(verificat prin analiza amestkt cu HPLC),
pH-ul a fost ajustat la 1,5 cu o spiide HCl 5%. Acidulb-2-acetamido-3-(5-aril-furan-2-il)
propanoic ©-5a-d) precipitat a fost filtrati spilat cu apa ultra-pdr Filtratul a fost Tnalzit
Tmpreurd cu cirbune activ la 50°C pentru 1 min., pentru precigdaenzimei, apoiacit la
temperatura camergi dupa filtrare, solventul a fost evaporat la vid pen&rohiine clorhidratul
aminoacidului, care a fost resuspendat intr-o taetminind de apa otinand alaninal(-7a-d),
prin precipitare la punctul izoelectric.

Tn cel de-al doilea experiment drojdia alimentarf@st suspendain apa. Dup o o s-a
adiugat etil-2-acetamido-3-(5-aril-furan-2-il)propanoaacemic (ac-6a-d) dizolvat intr-o
cantitate minimal de etanoki reagia a fost &isat sub agitare la temperatura camerei pentru 48
h. Amestecul de rede a fost centrifugat timp de 20 min la 5000 rpmtpe a indeprta drojdia.
Supernatantul a fost supus extr@iccu diclorometan; faza orga#ii@ fost uscatcu NaSO, si
evaporat la vid pentru a ofne Dp-2,3-(5-aril-furan-2-il) propanoatul de etib{6a-d). Faza
apoas a fost concentratla vid si urmele de ap au fost eliminate prin liofilizare pentru atote
L-5a-d, care au fost suguunei hidrolize acide pentru aife alaninele corespuitparelL -7a-d.

Randamentele, excesele enantiometiceotatiile optice ale compilor izolati sunt
prezentate n tabelul 1.

Tabelul 1. Randamentele, excesele enantiomeyicetariile optice aleL-alaninelor optic pure.-7a-d si
a derivailor lor (L-5a-d si D-6a-d).

Compus ee (%) Randament® (%) [a]o”
C=10mg/mL
L-5a 99 46,3 -26°
L-5b 99 49,1 -13°
L-5¢C 99 44,2 -22°
L-5d 99 40,3 -21°
D-6a 99 40,5 +17°
D-6b 99 453 +20°
D-6C 99 43,4 +18°
D-6d 98 44,9 +16°
L-7a 99 38,5 +28°
L-7b 99 45,2 +11°
L-7c 99 42,8 +18°
L-7d 99 445 +17°

2Randamentele globale sunt bazate pe cantitatepusadui de pornireac-6a-d
®n MeOH,® in CHC, ® in CHsCOOH

4.4.Concluzii
Studiul descris mai sus prezintitilizarea rezoltiei enzimatice cinetice in dberea
acizilor L-2-acetamido-3-(5-aril-furan-2-il)propanoici optiuri, folosind doi biocatalizatori cu
aceea enantiomerselectivitate, aciiaz si drojdia alimentat. L-alaninele au fost almute cu
excese enantiomerigerandamente bune.



5. Sinteza i rezolutia enzimatica a (hetero)aril alcoolilor secundari

5.1.Sinteza si rezolutia enzimatica a 1-aril-3-cloro propanolilor

5.1.1. Sinteza chimica a 1-aril- 3-cloro propanolilor racemici

1-aril-3-cloro-propanolii  racemici au fost w@uti prin  reducerea cetonelor
corespunitoare cu NaBkf'°. CetoneleBa si 8c sunt disponibile comercial, iar cetoila a fost
sintetizad print-o reade de tip Friedel-Crafts a iodobenzenului cu clarde 3-cloropropionil
216

Toate metodele clasice de acilare a alcoolifar-9a-c au guat, ga G pentru sinteza
derivailor acilati ai alcoolilor rac-9a-c a fost folosii acilarea enzimaticneselecti¥ catalizai
de lipaza A de I€£andida antarcticg(CaL A). Sestie ca aceast lipaza este des utilizapentru
acilarea neselectiva alcoolilor secundari mici. Astfel, utilizand &l de vinil casi agent de
acilare, alcooliirac-9a-c au fost transformacantitativ cu CalL A in esterii corespuitari rac-

10a-c (Schema 5).
0
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Schema 5. Sinteza chimig€ a 1-aril-3-cloro-propanolilor (rac9a-c) si sinteza biochimi€ a derivilor
lor O-acilasi racemici ( racd0a-c)

5.1.2. Rezolutia cinetica enzimatica a 1-aril-3-cloro-propanolilor

5.1.2.1. Acilarea enzimaticd a rac-1-aril -3-cloro-propanolilor

Tnainte de a studia acilarea enzimaticpropanolilor racemici a fost efectiaepararea
cromatografié a 3-cloro-1-aril-propanoliloréc-9a-c) si a derivailor lor acilai (rac-10a-c).

Pentru sinteza comgpilor (R)-10a-c si (S)-9a-c optic puri a fost testat(Schema 6)
acilarea enzimaticstereoselectiiva alcoolilorrac-9a-c in prezem mai multor enzime, cu acetat
de vinil casi solventsi agent de acilare.

Pentru alcoolirac-9a-c majoritatea enzimelor testate, cum ar fi lipazel&, M, Nsi P,
lipaza de laPseudomonas cepaci@dPS), lipaza B de la&Candida antarctica(CaL B) si
Lipozimul TLIM au fost inactive sau au prezentatreactivitate sizuta si 0 selectivitate
moderal. Pentru rezolia cinetici enzimati@ a rac-9a doar lipaza de laPseudomonas
fluorescencéLAK) si lipaza de laCandida rugosgCRL) au prezentat o selectivitate mod&rat
dar activitate lor in acetat de vinil pur a fosirfie mica E=64-168, c=5-9%).
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Schema 6. a) Acilarea enzimatita 1-aril-3-cloro- propanolilor racemici; b) Hidrata enzimatig a
acetailor sau butanodlor de (R)-1-aril-3-cloro-propil

Si in cazul celorlal doi alcooli rac-9b,c, lipaza LAK s-a dovedit a fi cel mai potrivit
biocatalizator in acetat de vinil pur (pentac-9b E=45, c=13%, pentruac-9c E=47, c=17%).
Sestie ¢ natura solventulwi a agentului de acilare poate influersemnificativ selectivitateg
activitatea readlor de acilare enzimaticstereoselectiva alcoolilor secundari.

Astfel, pentru inceput, a fost testadcilarea alcooluluirac-9a cu acetat de vinil Tn
prezena lipazelor LAKsi CRL in diferti solverti, cum ar fi hidrocarburile alifaticg aromatice,
eteri ciclici satura si acetonitrilul.

Selectivitateasi activitate lipazei CRL Tn td solverii testgi a fost diminuat
semnificativ in raport cu cea whuta in acetat de vinil purH<25). Pentru acilarea catalizade
LAK, n-hexanul s-a dovedit a fi cel mai potrivit solvéi=65, c=35 dup 20h, tabelul 2), dai
rezultatele obnute Tn toluen, ciclohexan satoctan sunt bune.

Tabelul 2. Influerra solventului asupra selectigiti reactiei de acilare catalizat de LAK a rac9a cu
acetat de vinil cai agent de acilare

Nr. Solverti C e | eg | E
crt. (%) (%) | (%)
1 n-octar 23 29 96 | 65
2 n-hexar 35 51 95 | 65
3 ciclohexai 24 29 94 | 43
4 toluer 26 34 95 | 54

10 mg substrat, 10 mg LAK, 0 acetat de vinil/ 1mL solvent da20h

Aceissi solverti au fost test si pentru acilarea enzimatia celorlafi alcooli rac-9b,c.
Doar in cazul catorva solvgmnzimele selectate au prezentat activitate ctali selectivitate.
Pentru ambele substraturihexanul s-a dovedit a fi cel mai bun solvent peracilare, cue
>200 si ¢ = 20-28% dupl?2 h.



Tin&nd cont de rezultatul nesatficftor al acikrii rac-9a catalizai de LAK cu acetat de
vinil (E <200), am decisastesiim acilarea enzimatica alcoolilorrac-9a-c cu butanoat de vinil
in n-hexan. Dgi selectivitatea transforini enzimatice a alcooluluiac-9a a fost imbuatatita (E
>200, ¢ = 28% dup 19h), aceasta a fost diminadn raport cu rezultatele gbhute pentru
acilarile cu acetat de vinil cgl agent de acilare pentru celelalte dsubstraturi.

Deoarece toate redite enzimatice au prezentat o enantioselectivitates, dar nu
satisficatoare, au fost efectuate doexperimente adbnale pentru a gime prodgii de reade,
(R)-10a-c si (9)-9a-c, optic puri.

Astfel readiile au fost oprite la o conversie miigentru a obne esterii R)-10a-c
(Tabelul 3, liniile 1-3) optic puri, iar pentru iberea alcoolilor $-9a-c optic puri am oprit
reagiile la conversii mai mari decéat optimul teoretie 50% (Tabelul 3, liniile 4-6).

Tabelul 3. Condfiile optime pentru rezolia alcoolilor racemici rac9a-c

Nr. crt, Substre Agent de acilat Timp (h) c (%) ee (%) | eg (%)
1 rac-9a butanoa de vinil 19 28 39 99
2 rac-9b acetat de vin 22 20 25 99
3 rac-9c acetat de vin 21 28 39 99
4 rac-9a butanoa de vinil 70 55 99 8C
5 rac-9b acetat de vin 10C 59 99 70
6 rac-9c acetat de vin 82 54 99 83

10 mg substrat, 10 mg LAK, L0 ester vinilic/ 1ImLn-hexan

5.1.2.2.Hidroliza enzimaticd a acetatilor si butanoatilor de 3-cloro-1-arilpropil (rac-10a-c)

In general lipazelesi conserd enantiopreferita in reagile de hidrolizi sau alcooliz. Tn
consecima din readile de hidroliz/alcoolizi a esterilorrac-10a-c ar trebui § se obina
enantiomerii opsgi celor ohinuti prin reatia de acilare a alcoolilaac-9a-c. Au fost studiate atat
hidroliza catsi alcooliza esterilorac-10a-c.

Deoarece agd compui au o solubilitate mi€ in a@ s-a decis&se studieze prima dat
alcooliza esterilor racemicac-10a-c. Au fost testatgi in reaciile de alcooliza la scalanalitica
a esterilor racemiciac-10a-c aceleai enzime ca in cazul regitor de acilare

Experimentele au fost realizate pentru inceputétanol, etanol, propanei butanol pur,
urmate de experimente in care s-au folosit ageégaime n aceig solverti utilizati in reaciile
de acilare selectiy folosind 5 echivalainde alcool cai agent nucleofil. Deoarece alcooliza s-a
dovedit a fi ineficient Tn toate cazurile (randament < 5% #up zile, raport substrat:enzim
1:1), s-a hairat testarea hidrolizei enzimatice a esterilor maicerac-10a-c.

Dintre toate enzimele utilizate numai esterazafidatul de porc (PLE}i lipaza CRL au
prezentat activitate pentru reide de hidroliz a rac-10a-c. Experimentele au fost realizate n
apa bidistilai si Tn tampon fosfat sau Tris de diferite pH-uri (@6 Au fost prelevate probe la
fiecare 30 de minsi analizate cu HPLC sau GC. In toate cazurile a @iservat hidroliza
complect si neselectid arac-10a-c in 2-5h.

In final pentru a otine alcooli R)-9a-c, am hofrat g hidrolizim enzimatic a esteriR)-
11a-c okxinuti din reacia de acilare selectiva alcoolilorrac-9a-c (Schema 6b), folosind acelea



condiii descrise in paragraful precedent. In cazul deului fluoruratsi iodurat a fost observat
racemizarea paala a alcoolului format.

Nivelul de racemizare este dependent de timpul edatie, tipul de enzira utilizat,
tamponul folositsi valoarea pH-ului. Cel mai mare grad de racemizaseobservat atunci cand
reagiile au fost efectuate in apa. Acest lucru poaexflicat prin faptul &, in timpul reagei se
formeaz acid acetic sau butanoic, ceea ce duce ladese brusg a pH-ului. Pentru a evita un
contact prelungit al alcoolului format cu apa diediul de reatie, timpul de reate a fost redus
prin folosirea unui raport de substrat:enziin?.

Condtiile optime pentru hidroliza enzimalia ([R)-10a-c sunt prezentate in tabelul 4.
Pentru aceste regica fost utilizat CRL casi biocatalizatorsi tampon fosfat cgi mediu de
reagie (pH 8, 20 mM). In cazul prodilor (R)-9a,b s-a observat o 8dere a excesului
enantiomeric al alcoolului format.

Tabelul 4. Condgiile optime pentru hidroliza enzimadi@ (R)-10a-c

Nr. crt. Substrat e€%) Timp (h) Produs 8€%)
1 (R)-10a 99 1,5 R)-9a 98
2 (R)-10b 99 5 R®)-9%b 97
3 (R)-10c 99 5 R])-9c 99

10 mg substrat, 20 mg CRL, 1mL tampon fosfat pH 8

5.1.2.3. Sinteza (S)- si (R)- 1-aril-3-cloro-propanolilor la scald preparativad

Utilizand readile prezentate in Schema 6a& b a fost efectuat sinteza celor doi
enantiomeri ai 1-aril-3-cloro-propanolilor (Tabel8)). Dilutile, raportul substrat-enziinsi
condiiile de reade sunt aceles casi in cazul reailor la scak analitici. Pentru a ofine R)-
10a-c, reagiile enzimatice au fost oprite la 0 conversie mi2@-28%), iar pentru almerea §-
9a-c, acestea au fost oprite la conversii mari (54-5986 filtrarea enzimei. In ambele cazuri
reagiile au fost monitorizate cromatografic (GC sau KRlpentru a opri reaide la conversiisi
excese enantiomerice al®){10a-c si (§-9a-c apropiate de cele din experimentele la &cal
analitici. Dupa ce enzima a fost ind&pati din amestecul de rege prin filtrare, solventul a fost
evaporat la vid la temperatura camerei.

Este importarit evitarea indlzirii solutiilor atunci cand se evapoisolventul, deoarece
compuyii (R)- si (§-9a-b prezint o instabilitate termic care poate determina racemizarea lor.
De asemenea, acgl@fect a fost observat in prezarsolvetilor polari protici, ca metanolul sau
etanolul, in prezega acizilor organici sau aminelor, sau in cazul uoomtact mai lung cu
silicagelul. Din aceastcauza separarea cromatografgreparatié a prodgilor de reade s-a
efectuald cu ajutorul cromatografiei de coloana sub vidja&nd o cantitate minighde silicagel.
Dupa ce R)-10a-c este eluat cu diclorometan, coloana cromatograficsgla cu acetoa pentru
a recupera cat mai rapid enantiomegida-c.



Tabelul 5. Randamentele, excesele enantiomeyiicetayiile optice ale compgilor izolayi

(R)-10a-c (R)-9a-c (9-9a-c
Compus | Randamer | ee | [a]p” | Randamer| ee | [o]o™ | Randamer| ee | [o]p™
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
a 26 99 +5¢ 24 98 +2C 38 99 -22
b 20 99 +52 18 97 +9 34 99 -10
C 25 99 +6C 23 99 +21 42 99 -24

Hidroliza enzimatig a (R)-10a-c la scad preparativ a fost efectuatin aceleg condiii
casi la scah analitici. Dupa ce hidroliza esterilor a fost complécamestecul de regae a fost
extras cu diclorometan. Faza organg fost uscata cu N8O, anhidru, urmdi de evaporarea
solventului la vid la temperatura camerei. Produy&H9a-c a fost purificat utilizand acegia
procedud descrid mai sus.

Enantiomerii reziduali anuti Tn readiile de acilare la conversie niigi mare se folosesc
pentru a recupera comgude pornire,rac-9a-c. Astfel, esterii R)-10a-c oltinuti din readtiile
enzimatice la conversie mare se hidrolizeaazimatic pentru a oine alcoolii R)-9a-c. Acestia
din urma se amestgcu alcoolii §)-9a-c oktinuti din reatiile enzimatice la conversie niic
Apoi se indlzesc la reflux in toluen pentru mai mult timp (gantru9a,b si 48h pentrudc)
pentru o racemizare compléctRandamentul de recuperare pentrd tompuii a fost de
aproximativ 90%.

5.1.3. Determinarea absolute a
propanolilor

Configuraia absoluta a enantiomerilor optic puri sintefiza 1-aril-3-cloro-propanolilor
(+)-9a-c si (-)-9a-c a fost determinétprin masuritori de dicroism circular vibtgonal (DCV)
combinat cu calcule de chimie cuastla nivelul teoriei DFT. DCV este definit gaabsorpia
diferertiati a razelor infrargi circulare polarizate de stangiade dreapta atunci cand o molecul
chiraki este excitdt vibrational si este considerato tehni@ bine stabilid si extrem de fiabd
pentru determinarea configtied absolutesi a conform@ei moleculelor micisi mijlocii n
soluie 2!

configuratiei ($)- si (R)-1-aril-3-cloro-

Spectrele DCV in CDGla (-)-si (+)-9a-c, cu o configurge necunoscidtsunt prezentate
in figura 1 (partea de sus) in comperau spectrele DCV simulate ale enantiomer&ujin
partea de jos). Bandele DCV de vitieaa inelului aromatic la ~1600¢hau fost cel mai intense
in cazul derivatului fluorurat (+}i (-)-9a, pe cand in cazul derivatului (1gi-(-)-9c, care nu are
nici un substituent pe inelul aromatic, acestedoatifoarte slabe. Acest lucru araf, chiarsi
substituer aflati la mare distafi de centrul stereogenic pot influanspectrul,si cuplajul
vibratiilor inelului aromatic cu vibrgile legaturilor din jurul centrului stereogenic nu pot fi
neglijate. Deoarece spectrele DCV a acestui tipndéecule pot fi influerate de orientarea
relativa a inelului aromatic, a fost efectuat analiz minuioasi a conforméei si nu s-a ficut
nici o simplificare a modetii moleculare.
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Figura 1. Spectrele DCV ale comgilor (-)-9asi (+)-9a, (-)-9b si (+)-9b i (-)-9c si (+)-9c masurate Tn
CDCl; (In partea de sus) in compaieacu spectrele VCD simulate ale (8- (R)9b si (R)-9c (in partea
de jos), okinute casi media ponderat a populaiei de spectre calculate pentru conformerii indivadi.

Bandele corespondente sunt numerotate identic

Deoarece compu studigi sunt molecule flexibile, calculul spectrelor IDICV a fost
precedat de o analisistematid@ a conformaei, iar pentru calculele de chimie cuasteu fost
alesi enantiomeriiR ai 9a-c. Pentru td@ compuii au fost obinuti un total de 25-27 de
conformeri, dintre care 9 au avut o popidaestimai considerat semnificatid, mai mare de
1%. Spectrele DCV simulate ale congppar (R)-9a-c din figura 1 au fost ginute ca o sui
ponderat a populdilor de spectre DCV calculate ale conformerilodiiduali cu o populge
mai mare de 1%, contrilia celorlati conformeri, cu o energie mai mare, a fost negjlija

Spectrele DCV ale enantiomerilor sunt de spin ggis general exigtun acord foarte
bun intre spectrele #surate ale enantiomerilor (9g-Cc si spectrele calculate pentru
enantiomeruR al aceluigi compus, atat din punct de vedere a peizicatsi a semnului bandei
DCV. Exist o caracteristit spectral comuri a compuilor (+)-9a-c prezentand un motiv +/-/+
in jurul valorii de 1300 cfhsi o band pozitiva la valoarea de ~1200 Einfoarte bine reprodés
de calculele pentru spectrele comifar (R)-9a-c, ceea ce sugergara acati compui apatin
aceleiai serii stereochimice.

Compararea spectrelor DCVasurate cu cele calculaie considerdile prezentate mai
sus ne permit atribuiredrfi echivoc a configut&ei absolute a comgtor (+)-9a-c ca fiindRsi a
compuilor (-)-9a-c ca fiindS.

5.1.4. Concluzii
Am olxinut doi compui noi atat in form racemi@ catsi in forma enantioput. Studiul

descris preziit utilizarea unui proces de rezgkicinetié enzimati@ pentru olinerea ambilor
enantiomeri ai 1-aril-3-cloro- propanolilor. AlcagB)-9a-c au fost sintetiza cu ajutorul acrii
selective a alcoolilor racemici catalizate LAK cu acetat sau butanoat de vinil, iar aleq®t)-



9a-c au fost olinuti prin hidroliza enzimatiz catalizai de CRL a esterilor R)-10a-c
corespunitori in tampon fosfat, pH 8. Cele doua procese fauitoo selectivitate bufy dar
randamente medii pentru comgpuzolati. Configuraia absolui a alcoolilor sintetizg a fost
determinait cu ajutorul dicroismului circular vibtenal.

5.2.Sinteza si rezolutia enzimatica a 2-hidroximetil-tiazolilor

5.2.1. Sinteza chimica a 2-hidroximetil-tiazolilor racemici

Pentru sinteza 2-(-1-hidroximetil)tiazol-4-carbawibr de tert-butil (rac-14a-j) si a 4-
bromo-2-(1-hidroximetil)tiazolilorrac-18a-e) racemici am folosit doua metode.

Prima cale de sint&zpentru alcoolii tiazolici racemicirdc-14a-j si rac-18a-e) se
bazeaz pe atacul electrofil al diferitelor aldehide asupeactivului Grignard amut printr-o
reagie de schimb halogen-metal intre 2-bromotiazol+bagzilat de tert-butil (12) sau 2,4-
dibromotiazolsi reactivul lui Knochel iPrMgCI-LiCl). Cea de-a doua metode bazedz pe
atacul nucleofil al reactivilor Grignard disponibicomercial asupra intermediarului 2-
formiltiazol-4-carboxilailor (13) sau 4-bromo-2-formiltiazoluluil@), sintetizat folosind prima
metodi de sintez si N-formilmorfolina casi electrofil (schema 7).
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Schema 7. Sinteza chimica a: a) 2-(1-hidroximetil) tiazol-drboxilailor de tert-butilsi b) 4-bromo-2-

(1-hidroximetil) tiazolilor

Utilizadnd aceste daumetode a fost sintetizatcu randamente bune o gararga de
alcooli tiazolici. Derivai lor acilati (rac-15a-i, rac-16c-e, g-i, rac-17c-e, g-i, rac-20,21,22a-€)
au fost olgnuti prin acilarea chimig a alcoolilor racemici corespuitnpri cu clorura de acetii
cu anhidrida propanaicsau butanoicin prezera piridinei (Schema 8).



R! N clorura de acetil, anhidrida R’ N
\E HOH propionica sau butirica . \E >\{OAC(Pr, Bu)
IS Piridina, DMAP S
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rac-14,18 80-99% rac-15,16,17,20,21,22

R'= tBuOCO, Br

Schema 8. Acilarea chimi@ a 2-(1-hidroximetil) tiazol-4-carboxifdor de tert-butilsi a 4-bromo-2-
(1-hidroximetil) tiazolilor

5.2.2. Rezolutia enzimatica cinetica a 2-hidroximetil-tiazolilor

5.2.2.1. Acilarea enzimaticd a 2-hidroximetil tiazolilor racemici (rac-14a-j)

Pentru a otine prodyii de acilare ai alcoolilor tiazolici racemici optpuri au fost alese
pentru reatiile de acilare la scalanalitici in acetat de vinil mai multe lipaze.

Pentru acilarea seleciiva rac-14a au fost testate: lipazele A B de la Candida
antarctica(CaL Asi CalL B), lipaza de l&seudomonas cepac{&aPS), lipaza de l&€andida
rugosa(CRL), lipaza de l&€andida cylindracegdCCL), lipaza de l&seudomonas fluorescens
(LAK), esteraza din ficat de porc (PLE), aminoazdal din rinichi de porc, esteraza din
Rhizopus oryzadipaza din pancreasul de porc, penicilin G amadgmoteza 2A diAspegillus
oryzae papaina, drojdia alimentgrlipaza F dinRyzopus oryzaeroteaza PS diAspergillus
melleus dintre care numai CalL A, LAKiI CaL B au condus la rezultate bune Tn acetat di vi
pur (Tabelul 6).

Tabelul 6. Activitateasi selectivitatea enzimelor Tn acetat de vinil parreagia de acilare selectiva
rac-14a

Nr. | Enzima Timp ee (%) | ee (%) | c (%) E
crt. (h)
1 CalL A 26 53,€ 90,k 37,z 34
2 LAK 14 56,7 >9¢ 36,2 | >>20(
3 CaL B 14 >0¢ >9¢ 50 >> 20(

10 mg substrat, 10 mg enziplmL acetat de vinil

Acilarea compusuluiac-14a cu acetat de vinil catalizatle CaL B a fost testain mai
multi solverti polari si apolari, iar cele mai bune rezultate au fostiralie in MTBE. De
asemenea nu pot fi neglijate rezultatelgralie in DIPEsi acetonitril (tabelul 7).

Tabelul 7. Influerra solventului asupra redei de acilare a ract4a cu acetat de vini§i CaL B

Nr. Solven Timp ee (%) | ee (%) | c (%) E

crt. (h)
1 acetat de vin 1,k 71,1 >0¢ 41,¢ | >> 20(
2 cloroform 1,k 22 >0¢ 18,2 >20(
3 DIPE 1,k 84.¢ >9¢ 46,1 | >> 20(
4 acetonitri 1,k 55,¢ >0¢ 35,¢ > 20C
5 MTBE 1,k 96,¢ >9¢ 497 | >>20(
6 MTBE 2 >0¢ >9¢ 50 >> 20(

10 mg substrat, 10 mg CalL B, ll0acetat de vinil/1 mL solvent organic



Readiile de acilare selectiva a celotiahlcooli (rac-14b-j) au fost efectuate in acefea
condtii ca si pentrurac-14a. Au fost testa aceigi solverti si acelegi enzime dasi alti ageni
de acilare, ca propanoatul sau butanoatul de Vinilnele cazuri s-au @hut rezultate mai bune
decét cele dinute pentru acetatul de vinil, sgexemplu este prezeniaacilarea alcooluluiac-
14d (tabelul 8).

Tabelul 8. Influernra agentului de acilare asupra adili selective a alcoolului rad4d catalizat: de CalL
An DIPE

Nr. Agent de acilar Timp €€ | e | C E
crt. (h) (%) | (%) | (%)
1 acetat de vin 22 28 86 | 24| 17
2 proganoat de vini 4 34 | >9¢| 25,5 | >20(
3 butanoa de vinil 4 34 | >9¢| 25,5 | >20(

10 mg substrat, 10 mg CalL A, {dl0agent de acilare, 1mL DIPE

Condiiile optime pentru fiecare regie de acilare sunt prezentate in tabelul 9.

Tabelul 9. Condiiile optime pentru reatile de acilare enzimatica alcoolilor rac-14a-j si rac-18a-e

Substre Condiii ee, | e | Timp C E
(%) | (%) | (h) (%)

rac-14a CalL B, MTBE, acetatd | >9¢ | >9¢ 2 50,( >>20(
vinil

rac-14b Nici o activitate

rac-14c CalL A, DIPE, acetatd 99 17 36 14,5 >20C
vinil

rac-14d CalL A, DIPE, brancat de | 99 34 4 25,¢ >20C
vinil

rac-14e CalL A, 94 25 22 21,C 41

DIPE, acetat de vinil
rac-14f CalL A, 93 26 24 21,¢ 36

DIPE, acetat de vinil
rac-14g Cal A, DIPE -activitate buna, dar nesele(

rac-14h CalL B,DIPE/MTBE 98 | 72 18 42,2 >20(
acetat de vinil
rac-14i Cal A,acetat de vir 8C 21 18 20,¢ 11
rac-14; Acilarea enzimatig€ nu a inceput cu enzimele tes
rac-18a Cal B, DIPE, bLancat de | 99 84 2 45 ¢ >20C
vinil

rac-18b Cal A a prezentat o activitateazati, dar neselect
rac-18c Cal A a prezentat o activa buna, dar nesel

rac-18d CalL A, DIPE,acetat d 83 58 12 41,1 19
vinil
rac-18e CalL A, acetat de vir 47 99 12 67,¢ 13




5.2.2.2. Hidroliza/alcooliza enzimatica a esterilor 2-hidroximetil tiazolici racemici

Pentru hidroliza/ alcooliza esterilor racemicad¢-15a-i, rac-16c-e, g-i, rac-17c-e, g-i,
rac-20,21,22a-€) au fost utilizate acelggenzime cai pentru acilarea stereoselectiva a alcoolilor
rac-14a-j si rac-18a-e. Dintre toate enzimele testate numai CaL A, CalLCRL si PLE au
prezentat rezultate bune. La felggdn cazul reagiei de acilare enzimati¢ au fost testadiferiti
solveni polari si apolari, iar cele mai bune rezultate s-atirali cu DIPEsi MTBE.

De asemenea s-a observatreagiile de hidroliza prezirit rezultate mai bune dasunt
efectuate in amestecuri de tampon fosfat (pH THAPE 1:1 sau 2:1 (v:v).

Condtiile optime ohinute Tn urma reatlor de hidrolizi/alcoolizz enzimati@ a esterilor
racemici (ac-15a-i, rac-16c-e, g-i, rac-17c-e, g-i, rac-20,21,22a-€) la scai analitiad sunt
prezentate in tabelul 10.

Tabelul 10. Condriile optime pentru readle de hidrolizi/alcoolizi enzimati@ a esterilor racemici
(rac-15a-i, rac-16c-€, g-i, rac-17c-e, g-i, rac-20,21,22a-€)

Substre Condiii ee, | et Timp c E
(%) | (%) | (h) (%)
rac-15a CalL B, DIPE 10eq. MeO >9¢ | >08 8 50,( >>20(
rac-17b Cal B, DIPE 10eq. MeO 9¢ | 99 48 50,(C >>20(
rac-15¢c | PLE, DIPE: tampon fosfat pH 7,4 . | 95 99 18 51,1 19C
rac-15d | PLE, DIPE: tampon fosfatpH 7,4 . | 88 26 22 22,¢ 2C
rac-16e CalL A, DIPE 10 eq. MeO 72 25 48 25,¢ 8
rac-15f | PLE, DIPE: tampo fosfat pH 7,4 1:1 a avut o activitate midar neselecta
rac-15g | PLE, DIPE:tampon fosfat pH 7,4: | 58 12 12 17,1 4
rac-15h | PLE, DIPE: tampon fosfatpH 7,4 . | 84 88 2 51,1 33
rac-15i PLE, DIPE: tampon fosfatpH 7,4 . | 81 38 2 31,¢ 14
rac-15j | Hidroliza sau alcooliza nu a inceput cu enzimedtate
rac-22a Cal B, 10 eq. MeOt} 97 99 2 50, >20(
rac-22b | CRL, DIPE:tampon fosfatpH 7,4 . | 99 38 57 27,1 >20(
rac-21c | CRL, DIPE:tampon fosfat pH 7,4 - | 99 35 48 26,1 >20(
rac-20d PLE, DIPE:tampoifosfat pH 7,4 1: 40 80 2 66,7 6
rac-22e | CRL, DIEP:tampon fosfatpH 7,4 . | 76 21 22 21,¢ 9

5.2.2.3. Sinteza alcoolilor tiazolici si a derivatilor lor la scala preparativa

Deoarece n unele cazuri stereoselectivitateatileacenzimatice a fost mic pentru
sinteza celor doi enantiomeri ai alcoolikpra derivailor lor acilai la scah preparativ au fost
efectuate cateva experimentetiaiale.

Astfel pentru a ofine (R)- esterii cu un exces enantiomeric (ee) cat maemeadile de
acilare enzimatic au fost oprite la 0 conversie ridjgar pentru a afine (S)- alcoolii cu un exces
enantiomeric mare la o conversie mai mare decatemratiéd de 50%. Acelg procedeu a fost
folosit si in cazul reatiei de hidroliz, doar @ aici din reada la conversie mics-a obinut (R)-
alcoolul cu un exces enantiomeric mare, iar dinlaesnversie mare s-a totut (S)- esterul cu
exces enantiomeric mare.



Pentru experimentele la sgapreparatii s-au folosit acelea dilutii, acelgi raport
enzima-substragi aceleai condtii ca si Tn cazul reafilor la scah analitici. Atunci cand
stereoselectivitatea rgas a fost sdzuti, au fost aplicate cele doua experimente descriie m
sus. Astfel pentru a dine (R)- esterii cu ee mare regéle au fost oprite la conversii mici (15-
46%), iar pentru a ailme (§)- alcoolii cu ee mare la conversii mai mari des@¥o (50-56%), prin
filtrarea enzimei. In ambele cazuri r@de au fost monitorizate prin analizHPLC. Dup
filtrarea enzimei din amestecul de rgacsolventul a fost evaporat la vid, iar pregidde reatie
au fost purifica prin cromotografie pe coloanutilizand casi solventn-hexan:AcOEt 9:1.

Hidroliza/alcooliza enzimaticla scal preparativa a esterilor racemicac-15a-i, rac-
16¢c-e, g, rac-17c-e, g-i, rac-20,21,22a-€) a fost efectuatin aceleg condtii casi cele la scal
analitici. Doar in cazurile in care ee alR) alcoolilor oliinuti a fost prea mic, regide au fost
oprite la o conversie mai niicdecat cea optitngasita in experimentele la séahnalitici. Dupa
stoparea reaei de hidroliz, amestecul de re@ie a fost extras cu diclorometan, iar faza
organié a fost uscat cu NaSQu, solventul evaporat la vigi produsul brut a fost purificat pe
cromatografie de coloana awhexan:AcOEt 9:1 cai eluent. Dug stoparea reaidor de
alcooliz, solventul a fost evaporat la vid produsul brut a fost purificat la fel gain cazul
reagiilor de hidroliza.

Excesele enantiomeric, randamentgierotatiile optice pentru compu izolati sunt
prezentate in tabelul 11.

5.2.3. Determinarea configuratiei absolute a (S)- si (R)-2-hidroximetil-tiazolilor

Configuraia absolui a 2-hidroximetil tiazolilor sintetizaa fost determinatprin analiza
spectrelorH RMN a diasteromerilor formiprin acilarea alcoolilor tiazolici cu clorura idalui
(R)- si (9-a-metoxia-trifluorometilfenil acetic (MTPA) in prezea de DMAP.

in conformitate cu regula empiti@ lui Kazlauska<® pentru a prezice care enantiomer
reagioneaz mai rapid in regdle de rezoltie enzimatid a alcoolilor secundari chirali, poate fi
atribuita configuréia absolui a prodyilor obtinuti prin rezoluia cinetici enzimatia®'®. Totui
n literatuéi sunt descrise cateva exdeple la aceastregul 2*°. in consecim, configurgia
absolut a noilor alcooli enatiopuri a fost determihatin analiza detaliata spectrelotH RMN
a derivailor Mosher ai alcoolulul4a. Configuraia absolui a centrului stereogenic al alcoolului
14a a fost determinatcu ajutorul metodei Mosher modificAt® care a fost aplicatpentru
esterii23 si 24, okxinuti de la alcoolul secundar enantiodia prin acilare cu9-MTPA-CI sau
(R)-MTPA-CI in prezera DMAP (figura 2). Compararea spectrelbr RMN a esterilo23 si 24
a indicat @ centrul stereogenic al alcoolului enantiopi4a ohtinut din reaga de acilare
selectii a rac-14a esteS Datele structurafé' precedente sugereari cea mai plauzibil
conformaie a fragmentului $-MTPA este aceea prezertain figura 2. Atunci in cazul
diasteromerului R)-MTPA-(9-14a (23) exist o repulsie steric intre gruparea heteroasl
gruparea fenil a par MTPA a diasteromerului.



Tabelul 11. Excesele enantiomerice, randameniglmtariile optice ale compdilor izolasi din reagiile
enzimatice la scalpreparativi

Compu: |ee (% | Randament (% | [0p]® | Compu: | ee (% | Randament (¥ | [op]*
(9-14a | 99 42 24 | (915 | 99 45, 33
(R-14a | 9¢ 26,2 +24 | (R-1%a | 97 35,¢ +32
(R-14b | 94 45,7 +17 | (9-15b 99 42,7 -18
(S-14c | >9¢ 32,6 14 | (R)-15c 86 43,7 +2¢
(R-l4c | 99 33,7 +14 | (9-15d 26 32,6 5
(9-14d | 44 45,7 17 | (R)-15e 94 20,2 17
(R-14d | 99 20, +3€ | (R)-15f 74 39,¢ +6
(S-14e | 25 42,¢ +6 | (9-15h 84 46,E -68
(R-14e | 72 10,€ 16 | (R-15h 08 41,€ +8C
(9-14f | 93 43F 4 (9-15i 38 21,2 17
(9-14h | 72 46,7 12 | (R-15 80 22.¢ +3E
(R-14h | 88 47.¢ +1E | (9-16¢ 25 43,¢ +2
(9)-14i 80 26,7 20 | (9-17c 99 44,2 27
(R)-14i 80 28,1 +2C | (R-17d 99 33, +11
(9-18a | 92 26,6 21 | (9-20d 80 34,2 14
(R-18a | 9¢ 43¢ +21 | (R-20d 83 42, +14
(R-180 | 99 20, +64 | (R)-20e 47 42,¢ +9
(R-18 | 99 15, +3E | (S)2lc 72 16,1 -48
(9-18d | 74 34.E 3 (9-22a | 99 49,1 32
(R-18d | 68 37.¢ +2 | (R—22a | 99 49,7 +32
(S-18¢ | 99 24, 21 | (922b 38 33,2 6
(R-18¢ | 63 10,2 14 | (922 21 42,€ 6

Pe de alt parte, in cazul diasteromerulub{MTPA-(S-14a (24) gruparea fenilsi
gruparea heteroaril nu sunt aproapiate una delteala

@ CFs CF3 @

(S)-MTPA-(S)-14a (R)-MTPA-(S)-14a
Figura 2. Diasteromerii a) (S)-MTPA-(S)4a i b) (R)-MTPA-(S)td4a



Astfel, bazandu-ne pe selectivitatea ri#lac de esterificare observat semnalele'H
RMN a celor doi diastereomeriQ¢MTPA-(9-14a si (R)-MTPA-(S-14a pot fi atribuite &ra
nici o problend dupi cum urmeax semnalele de la=1,73-1,75 ppmsi 6=8,01ppm apain
grupirilor -CHz si ->°CH, respectiv de la diastereomer8)-MTPA-(9-14a, iar semnalele de la
6=1,80-1,83 ppnsi 6=7,95 ppm apain acelorai grupari de la diastereomeruRf-MTPA-(S)-
14a (figura 3si 4). Dovada acestei atribuiri este dait de efectul diamagnetic al grini fenil
asupra grufrilor proximale. Astfel, in cazul diastereomerul(f)-MTPA-(S-14a efectul
diamagnetic al grugii fenil este resirtit mai puternic de protonii grdpi —CHgs, care vor rezona
citre un camp mai slab (figura 2). Intr-adgvprotonii -CH sunt mai ecranadcyz=1,73-1,75
ppm faa de protonii -CH ai diastereomeruluiR)-MTPA-(9-14a (6cns=1,80-1,83 ppm), unde
distana dintre acgi protoni si inelul fenilic este mai mare (figura 2). De asem&, protonii
metoxi ai diatereomerulul§y-MTPA-(S)-14a sunt mai ecrang docnvz=3,56 ppm, Th compatia
cu analogii lor din diasteromeruR-MTPA-(S)-14a, docns=3,58 ppm (figura 8). Aceastste 0
consecim a efectului inelului heteroaromatic proximal (frgu2). Totyi, Tn acest caz efectul
diamagnetic al grupii heteroaromatice este mai migaacum se poate obseryiadin diferena
depladgrilor chimice, Adcnz= 0.077 ppmsi Adocnz= 0.024 ppm, datoéit faptului & protonii
gruparii metoxi sunt situa mai departe de gruparea heteroaril. Protonii @awbui din poziia 5 a
inelului tiazolic sunt mai pin ecrané pentru diastereomerulS-MTPA-(9-14a (6c4=8.013
ppm), decéat cei din diatereomeri){MTPA-(9-14a (6cy=7.959 ppm) (figura 4). Acest lucru
este explicat prin efectul diamagnetic al inelulemil asupra acestor protoni. Din r@acde
esterificarea a alcoolului enantiopur, careamas netransformat in urma r@ac de acilare
selectiva catalizai de CalL B, cu clorura d&R}-MTPA a rezultat diastereomer®){MTPA-(S)-
14a (figura 3si 4), confirméand astfel configutia absolut (S) a alcoolului, prezisde altfelsi de
regula empirié a lui Kazlauskas.

3589
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1.831
1.809
1.754
1.732

| (R)-MTPA(S)-14a R)-MIPA-(S)-14a

(8)-MTPA(S)- 142 (5)-MTPA (5 14a
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Figura 3. Semnalele protonilor -CHsi -OCH; din spectreléH RMN ale diastereomerilor (R)-MTPA-
(S)14asi (S)-MTPA-(S)t4a

Pentru determinarea configti| absolute a celorlal alcooli secundari sintetigas-a
aplicat aceea metodi Mosher cai pentru alcoolull4a. Utilizand acelsi rationamentsi datele



experimentale ainute din spectrele RMN a deriar Mosher ai celorlal alcooli am putut
stabili configursia absolui a alcoolilor sintetiz&. In toate cazurile a fost confirmgategula
empiria a lui Kazlasukas.
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Figura 4. Semnalele protonilorCH din spectreléH RMN ale diastereomerilor (R)-MTPA-($a si
(S)-MTPA-(S)t4a

5.3. Concluzii

Studiul descris mai sus prezinitilizarea rezoltiei cinetice enzimatice pentru fiterea
celor doi enantiomeri ai alcoolilor tiazolici nountetizai si a derivailor lor acilai. Pentru
reagiile de acilare enzimaticcele mai bune rezultate au fosttiobte prin utilizarea lipazelor
CaL Asi CaL B in DIPE sau MTBE in prezgnacetatului sau butanoatului de vinil. Pentru
reagiile de hidroliz cele mai bune rezultate s-autiobt in tampon fosfat:DIPE 1:1 sau 2:1 in
prezema enzimelor PLEi CRL; reaciile de alcooliz au fost efectuate Th DIPgEN prezera de
Cal B sau Cal Ai metanol. Enzimele selectate au prezentat o datitii 0 selectivitate de la
moderat la bul Utilizdnd reaga de acilare enzimatics-a obinut (S-(2-(1-hidroxi-3-
metilbutil)tiazol-4-carboxilatul déert-butil cu randamengi exces enantiomeric bun, care este un
sinton pentru sinteza totish compusului natural Archazolid A. Configtisaabsolui a alcoolilor
nou sintetizé a fost determinatprin analiza spectreldtH RMN a esterilor Mosher ai alcoolilor
tiazolici si este Tn conformitate cu regula empireclui Kazlauskas.
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