RAPORT STIINTIFIC SI TEHNIC 2015

Programul: Parteneriate in domenii prioritare, contract nr. 206/01/07.2014

Denumirea programului: Kit inovativ in sinteza compusilor chimici optic puri prin
combinarea biocatalizei cu procesarea prin reactii tip click

Acronim proiect: BIOCLICK

Etapa 2. Dezvoltarea si optimizarea rezolutiei cinetice enzimatice si a unui
procedeu eficient de imobilizare a enzimelor

Rezumatul etapei

S-au dezvoltat procedee eficiente de stabilizare a lipazelor prin diferite metode de
imobilizare si combinatii ale acestora (adsorbtie, legare covalenta, entrapare in matrici de sol-gel,
entrapare combinatd cu adsorbtie). Preparatele obtinute au fost testate cu succes atat pentru
substraturi racemice disponibile comercial cat si pe substraturi de tipul heteroaril-etanolilor
racemici sintetizate n laborator si caracterizate prin spectrometrie de masa si spectrometrie de
rezonantd magnetici 'H si "°C, cu potentiald activitate biologici. in mod particular, rezultate
foarte bune au fost obtinute pe substraturile racemice 1-(benzo[b]tiofen-2-il)etan-1-o0l si 1,5-
dihidroxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen cu lipaze din Candida antarctica B si respectiv Burkholderia
cepacia, imobilizate prin metoda sol-gel. Pentru toate substraturile si produsii de reactie au fost
elaborate metodele de separare si analiza cromatograficd a izomerilor optici ai compusilor de tip
alcooli si esteri.

Preparatele enzimatice obtinute prin imobilizare in matrici hibride mezoporoase de tip
sol-gel s-au dovedit a fi cele mai eficiente ca activitate si enantioselectivitate. S-a demonstrat ca
metoda de imobilizare prin sol-gel poate fi considerata generica, fiind aplicabila in afara de lipaza
si pentru alte enzime prin reglarea fina a conditiilor de imobilizare. Biocatalizatorii obtinuti au
fost caracterizati morfologic utilizand tehnici instrumentale moderne ca microscopia confocala cu
scanare laser (LSCM), microscopia electronicd de scanare (SEM) sau microscopia de forta
atomicd (AFM). Rezultatele indicad faptul ca enzima este uniform distribuitd in matrice,
suporturile sintetizate au prezentat nanounitati bine-definite, cu dimensiuni uniforme. Studiile de
stabilitate operationala a lipazelor in mai multe cicluri de reactie au indicat o activitate remanenta
foarte bund a preparatelor, cazurile favorabile fiind cele in care s-au inregistrat pierderi de sub
10% a activitatii dupa 10 cicluri de reactie si fara modificari semnificative a enantioselectivitatii.
Aceasta stabilitate excelenta va fi valorificata in experimentele de rezolutie cinetica enzimatica in
regim continuu, care urmeaza sa fie realizate in etapa urmatoare.

Studiile privind separarea produsilor de reactie prin procedee de tip Click au fost
demarate prin sinteza unor agenti de acilare de tipul derivatilor propargilici, care vor fi utilizati
pentru functionalizarea specifica a produsilor de reactie in vederea separarii lor.

Rezultatele acestei etape au fost diseminate Tn doud lucrari stiintifice acceptate sau in curs
de evaluare la reviste cu factor de impact (ISI), 3 lucrari publicate in reviste indexate in baze de
date internationale (BDI) si prin prezentarea a 7 lucrari la manifestari stiintifice de prestigiu (6 la
conferinte internationale), sub forma de prezentiri orale sau postere. in concluzie, se poate afirma
ca toate obiectivele asumate pentru Etapa 2 a proiectului au fost indeplinite.



Descrierea stiintifica si tehnica

Activitatea 2.1. Studiul rezolutiei cinetice a amestecurilor racemice

Rezolutia cinetica enzimatica are la baza vitezele de reactie diferite a celor doi
enantiomeri in prezenta enzimei ca entitate chirald, prezenta in cantitati catalitice.

kr
(R)-substrat—»~ (R)-produs

(S)su bstrat—;R—> (S)-produs
a.

Rezolutia cineticd enzimaticd are loc atunci cand cei doi componenti ai amestecului
racemic au comportament cinetic diferit in prezenta biocatalizatorului (kg # ks), adica unul dintre
el reactioneaza cu vitezd mult mai mare, iar reactia este opritd la o conversie intre 0 si 50%.
Cazul ideal este cel in care doar unul dintre enantiomeri racemicului se consuma iar celalalt nu.
Datoritd structurii lor proteice, enzimele au capacitatea de a distinge intre cei doi enantiomeri ai
amestecului racemic. Parametrul care descrie stereoselectivitatea sau enantioselectivitatea unei
reactii stereoselective se numeste raport enantiomeric E. Valorile lui £ sunt definite de raportul
constantei de specificitate pentru cei doi enantiomeri. In rezolutia cinetica, E reflecti astfel viteza
relativa de reactie a celor doi enantiomeri si este o marime independentd de conversie. Valorile
raportului enantiomeric servesc la evaluarea selectivitatii enzimelor: o reactie pentru care s-a
obtinut un raport enantiomeric £ = 1 este o reactie neselectiva. Valori ale lui £>20 sunt valori
minime pentru o rezolutie acceptabila.

A fost studiatd rezolutia cineticd enzimatica a unor alcooli alifatici secundari, alcooli
aromatici si alcooli heterociclici chirali, cu diferite lipaze imobilizate prin tehnici de includere in
sol-gel, adsorbtie pe Celite, sau combinatii ale acestor doua metode.

2.1.1. Studiul rezolutiei cinetice a unor alcooli secundari, evaluarea diferitelor lipaze
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Figura 1. Structurile chimice ale substraturilor comerciale testate



Au fost selectati o serie de alcooli secudari cu potential rol de intermediari in sinteza unor
compusi biologic activi si contindnd in molecula lor functiuni aromatice sau heteroaromatice,
disponibili comercial (Figura 1) sau sintetizati in laborator (Schema 1).

Sinteza substraturilor racemice s-a realizat folosind metode descrise in literatura
(Schema 1a). Heteroaril-etanolii racemici rac-2a-c,f au fost obtinuti pin reducerea chimica cu
NaBHy4 a heteroaril-metil-cetonelor prochirale 1a-c,f iar rac-2d,e,g-i au fost sintetizati prin
reactia Grignard' a aldehidelor corespunzatoare 1d,e,g-i.
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Schema 1. a) Sinteza chimica a substraturilor racemice; b) Rezolutia cinetica mediata de lipaze a substraturilor

racemice

2.1.2. Testarea preparatelor enzimatice imobilizate

In scopul gasirii posibilelor aplicatii ale preparatelor enzimatice testate in sinteza
bioorganicd a unor compusi heteroaromatici, initial s-a realizat acilarea enzimaticd a
substraturilor investigate rac-1-V si rac-2a-i cu acetat de vinil si lipazele imobilizate, in absenta
solventului, reactiile fiind evaluate prin intermediul conversiei, exceselor enantiomerice si
raportului enantiomeric (Tabelul 1).

Tabelul 1. Reactia de O-acilare a rac-2a-i cu acetat de vinil mediata de lipaze, fara solvent, la temperatura camerei

Nr. crt. Substrat Biocatalizator Timp ee (%)* ee, (%)* ¢ (%)* E

rac-2a-i optim (h)
1 rac-2a CaLB (toate 9.5 >99 >99 50.0 »200
preparatele)
2 rac-2b CalL-B 1 ST* 132 81.7 >99 45.0 »200
CaL-B Celita 82.9 >99 453 »200
rac-2¢ AK 1SB 110 84.3 >99 457 »200
4 rac-2d CalL-B 1 ST* 110 81.8 >99 45.0 »200
CaL-B Celita 24 96.1 >99 49.0 »200
5 rac-2e ----
6 rac-2g AK 1 SB 11 89.4 >99 47.2 »200
7 rac-2h CaL-B Celita 178 51.9 >99 342 »200
8 rac-2i CalL-B 2 STC 40 75.3 >99 432 »200




Imobilizarile lipazelor s-au realizat prin trei metode: adsorbtie, entrapare Tn matrici de sol-
gel obtinute din precursori silanici binari sau ternari sau prin combinarea celor doud tehnici.
Acetatul de vinil a fost utilizat ca donor de acil ireversibil. In urma screening-ului realizat, o serie
de biocatalizatori au dovedit enantioselectivitati ridicate fata de substraturile racemice studiate, in
special pentru substraturile sintetizate in laborator (rac-2a-i). Preparatele de lipaze imobilizate
optime pentru fiecare substrat n parte sunt prezentate in Tabelul 1.

Primul substrat testat, rac-1-(benzo[b]tiofen-2-il)etan-1-ol rac-2a, a fost rezolvat
cantitativ (c= 50%) cu toate preparatele de Cal-B si aproape toate cele de L-AK. A fost posibila
acilarea acestui substrat cu usurinta, indiferent de tehnica de imobilizare a lipazei dar este
important de mentionat faptul ca eficienta catalitica a tuturor preparatelor imobilizate a fost mai
mare decat in cazul enzimei CaL-B native (c=16.5% dupa 9.5 ore).

Cel mai eficient biocatalizator pentru acetilarea alcoolilor racemici rac-2b,d,i in ceea ce
priveste stereoselectivitatea s-a dovedit a fi lipaza Cal-B imobilizata prin includere in sol-gel in
sistem ternar de precursori silanici cu sau fara adsorbtie pe Celita (CaL-B 1 ST su CaL-B 2 STC),
in functie de structura substratului dar si preparatul imobilizat doar prin adsorbtie a dat rezultate
asemanatoare.

Lipaza din Pseudomonas fluorescens (Amano L-AK) a dovedit enantioselectivitate mare
in cazul rezolutiei cinetice enzimatice a rac-2¢, rac-2f si rac-2g, preparatul enzimatic optim fiind
obtinut prin includere in sol-gel cu sistem binar de precursori silanici (AK 1 SB). Studii
anterioare” au afirmat versatilitatea metodei de imobilizare in sol-gel si posibilitatea ajustarii fine
a compozitiei amestecului binar sau ternar de precursori in scopul obtinerii unor activititi si
selectivitati ridicate dar aceste studii au fost conduse pe alcooli secundari model (1-fenil etanol
sau 2-alcanoli). In schimb, studiul de fati demonstreazi pentru prima dati eficienta acestor
preparate care contin lipaze imobilizate 1n sol-gel cu sistem binar sau ternar in rezolutia cinetica
enzimatica a unor alcooli heteroaromatici secundari.

In ceea ce priveste etanolii cu structurd fenotiazinica, initial s-a studiat rezolutia cinetica
enzimatica a rac-2g utilizand preparatele imobilizate de CaL-B si L-AK. Dupa identificarea
conditiilor optime, acestea au fost testate si pe ceilalti alcooli fenotiazinici in scopul identificarii
unei metode generale de rezolutie a intregii serii. In cazul rac-2f aceste conditii de reactie au
condus la rezultate foarte bune, dar pentru rac-2e si rac-2h a fost necesara realizarea unor studii
suplimentare.

Pentru rac-1-(10-etil-10H-fenotiazin-1-il)ethan-1-ol, rac-2e, un alcool secundar
impedimentat steric, chiar si preparatele care contin lipaza A din C. antarctica (anterior
mentionatd ca fiind un biocatalizator adecvat pentru acest substrat) “s-au dovedit a fi inactive
(produsul nu a fost detectat nici dupa 144 de ore). Rezolutia rac-1-(10-etil-10H-fenothiazin-4-
il)etan-1-olului, rac-2h a decurs foarte incet in comparatie cu toate celelalte substraturi dar
stereoselectiv (c= 34.2% dupal78 h, £>200 cu CaL-B pe Celitd). Dupd cum a fost constatat in
studii anterioare®™ in timpul reactiilor enzimatice dar mai ales in timpul prelucrarii acestora,
instabilitatea structurii fenotiazinice a fost observata, in special in cazul rac-2h.

Desi lipaza din CAL-B si-a dovedit superioritatea in cazul substraturilor sintetizate in
ceea ce priveste substraturile comerciale pentru trei dintre acestea valorile conversiilor au depasit
50%, iar pe baza analizelor HPLC selectivitatea a fost scdzuta. Ulterior testdrii lipazelor din
diferite surse microbiene, pentru imbunatatirea selectivitatii au fost testati o serie de solventi si
agenti de acilare. S-a studiat si influenta timpului de reactie, dar indiferent de conditiile de
reactie testate selectivitatea nu a fost imbunatatita.



Rezultate promitatoare din punct de vedere al enantioselectivitatii (ee>95%) s-a obtinut
pentru substratul 1,5-dihidroxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen (Tabelul 2), cand s-a utilizat lipaza din
Burkholderia cepacia imobilizata in matrici de sol-gel obtinute utilizand raport ternar echimolar
de silani (feniltrimetoxisilan PA'TMOS, viniltrimetoxisilan VITMOS si tetrametoxisilan TMOS).

Tabelul 2. Reactia de O-acilare a rac-II cu acetat de vinil mediata de lipaze imobilizate, in tetrahidrofuran, 40 mg
preparat enzimatic, 24h

Lipaza Raport molar Conversia [%)] ee, [%]
PhTMOS/VTMOS/TMOS

Burkholderia cepacia 1:1:1 63,39 96,55
1,6:0,4:1 20,83 17,47
0,4:1,6:1 3,82 14,73

Pseudomona fluorescens 1:1:1 10,02 1,15
1,6:0,4:1 n.d. n.d.
0,4:1,6:1 13,4 5,06

n.d - nedeterminat

2.1.3. Studiul parametrilor care influenteazd rezolutia cinetica a alcoolilor secundari.

Intrucat natura solventului poate influenta semnificativ activitatea si selectivitatea unei
rezolutii cinetice enzimatice, s-au studiat in continuare reactiile de acilare enzimatice ale rac-2a-
d, f-i si rac-1I cu acetat de vinil si biocatalizatorii optimi identificati anterior, in prezenta unor
solventi organici precum n-hexan, toluen, diizopropil eter, metil-terz-butil eter, diclorometan si
acetonitril. Utilizdnd aceiasi parametri (conversie ¢, excese enantiomerice ees, eep §i raport
enantiomeric E), solventul adecvat s-a dovedit a fi n-hexan pentru toate substraturile sintetizate
(£ » 200 la ¢=50% dupa 1-28 ore, in functie de substrat, Tabelul 3).

Tabelul 3. Acilarea rac-2a cu acetat de vinil mediata de lipaze, la temperatura camerei

Nr. Substrat Biocatalizator Timp ee (%) ee, (%) c (%) E
crt. rac-2a-i (h)
1 rac-2a CalL-B 1 SBC 1 >99 >99 50.0 »200
CaL-B 1 STC >99 >99 50.0 »200
2 rac-2b CalL-B 1 ST* 91.9 >99 47.9 »200
CaL-B Celita . >99 >99 50.0 »200
rac-2c AK 1SB 21 85.9 >99 46.2 »200
4 rac-2d CaL-B 1 ST* 19 94.1 >99 48.5 »200
CaL-B Celita 2 91.6 >99 47.8 »200
5 rac-2e -
6 rac-2f AK 1 SB 8 >99 >99 50.0 »200
7 rac-2g AK 1SB 9 >99 >99 50.0 »200
8 rac-2h CaL-B Celita 27 98.5 >99 49.6 »200
9 rac-2i CaL-B 2 STC 28 94.7 >99 48.9 »200




In timp ce selectivitatile s-au mentinut ridicate in toate cazurile, prin utilizarea solventilor,
n-hexan in mod particular, timpii de reactie au fost redusi semnmificativ. in cazul rac-1I
enantioselectiviatea a fost favorizatda de absenta solventului organic (Tabelul 4), valoarea
excesului enantiomeric fiind de 100% intr-un timp mult mai scurt (4h).

Tabelul 4. Screening-ul de solvent pentru acilarea rac-1II cu acetat de vinil, mediata de lipaze, la 40°C, 40 mg
preparat, 4 h

Solvent Conversia ee [%]
- 62.45 100.00
Acetond 30.16 14.89
MTBE 18.71 3.37
t-Butanol 28.85 17.55
Tetrahidrofuran 28.40 25.23

Activitatea 2.2. Imobilizarea enzimelor, personalizata pentru substraturi specifice. Partea I.

2.2.1. Investigarea diferitelor tehnici de imobilizare: legare covalentd, entrapare, inretelare

In cadrul acestei activitati s-a realizat imobilizarea lipazelor din Pseudomonas fluorescens
(Amano AK), Burkholderia cepacia (Amano PS) si Candida antarctica B (C-Lecta), prin legare
covalenta pe suport cu grupari epoxidice si prin inretelare cu glutaraldehida. Lipaza din Candida
antarctica A a fost imobilizata prin entrapare in sol-gel, folosind metoda sol prepolimer.

A. Imobilizarea prin legare covalentdi pe suporturi cu grupadri epoxidice

Mod de lucru:

200 mg suport cu grupdri epoxidice (Sepabeads-EP) se amesteca cu 11 mg lipaza solubilizatd in 3 ml solutie tampon
fosfat 0.1 M de pH 7.4. Amestecul obtinut s-a mentinut timp de 24 h la temperatura de 22°C sub agitare la 150 rpm.
La sfarsitul reactiei preparatul a fost spalat de 2 ori cu 5 ml tampon TRIS de pH=8.0 si in final cu 10 ml hexan.
Preparatul enzimatic a fost ldsat 24 ore la temperatura camerei pentru uscare si apoi pastrat la 4°C. Cantitatatea de
preparat enzimatic obtinut n cazul fiecarei lipaze este prezentata in Tabelul 5.

Tabelul 5. Conditii de imobilizare ale preparatelor obtinute prin imobilizarea prin legare covalenta.

Cod preparat Enzima Cantitate de enzima introdusa Cantitate de preparat
enzimatic la imobilizare enzimatic obtinut
(mg) (mg)
AKS Amano AK 11,2 91,7
PS8 Amano PS 11,4 100,1
CalB9 Cal-B 11,9 98,7




B. Imobilizarea prin inretelare cu glutaraldehida

Mod de lucru:

Peste o solutie de enzima (200 mg lipaza in 2 ml tampon fosfat 0.1 M de pH 7.4) s-a addugat in picaturi 8 ml solutie
saturata de (NH4),SO4. Amestecul s-a mentinut sub agitare (500 rpm) timp de 1 h la 25°C, dupa care peste
precipitatul fomat s-au adaugat 110 pl solutie de glutaraldehidd 50% mentinandu-se agitarea incd 3 h. Separarea
lipazei inretelate s-a realizat prin centrifugare. Supernatantul a fost decantat si reziduul a fost spalat de 3 ori cu 10 ml
tampon TRIS de pH=8.0 si in final cu 10 ml hexan. Preparatul enzimatic a fost lasat 24 ore la temperatura camerei
pentru uscare si apoi pastrat la 4°C.

Tabelul 6. Conditii de imobilizare ale preparatelor obtinute prin imobilizarea prin Inretelare cu glutaraldehida.

Cod preparat Enzima Cantitate de enzima introdusa Cantitate de
enzimatic la imobilizare preparat enzimatic
(mg) (mg)
AK9 Amano AK 240,1 72,6
PS9 Amano PS 240,0 217
CalB10 Cal-B 240,3 72,3

C. Imobilizarea lipazelor prin entrapare in sol-gel
Mod de lucru:

intr-o fiola de sticld de 4 ml s-a preparat un SOL prepolimer prin amestecarea timp de o ord pe un agitator magnetic
a 3 mmoli precursori silanici la diferite rapoarte molare, 0,2 ml apa distilata si 30 pl acid clorhidric 0,04M. Intr-o
fiola de sticla de 4 ml s-au introdus 1 ml solutie de enzima (120 mg/ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0), 200 ul solutie
lichid ionic gi 200 pl alcool izopropilic. Amestecul rezultat s-a mentinut 30 minute pe agitatorul magnetic (600 rpm)
pentru omogenizare. SOL-ul apos obtinut s-a trecut intr-o fiold de sticla de 8 ml si s-au mai introdus sub agitare 1,4
ml solutie de lipaza si 100 pl amoniac 25%. Agitarea s-a mentinut pana cand amestecul a gelifiat. Gelul obtinut a fost
pastrat la temperatura camerei timp de 24 de ore, pentru o polimerizare completd. Gelul Intarit a fost spélat cu 7 ml
alcool izopropilic, 5 ml apa distilata, 5 ml alcool izopropilic si 5 ml n-hexan, dupa care s-a filtrat pe fritd. Produsul
obtinut s-a uscat la temperatura camerei 24 de ore si la etuva de vid timp de 24 de ore. Cantitatile de preparat
enzimatic obtinute sunt prezentate in Tabelul 7.

Tabelul 7. Conditii de imobilizare ale preparatelor obtinute prin entrapare in sol-gel.

Cod preparat Silani precursori Cantitate de
enzimatic (raport molar) preparat enzimatic
(mg)
CalAl OcTMOS:TMOS 273.2
1:1
CalA2 PhTMOS: TMOS 296.9
1:1
CalA3 VTMOS: TMOS 185.7
1:1
CalA4 PhTMOS:MeTMOS:TMOS 270.8
1.6:0.4:1
CalAS PhTMOS:VTMOS:TMOS 280,0
1.6:0.4:1




D. Reactii de acilare enantioselectivi cu lipazele imobilizate

Determinarea activitatii si enantioselectivitatii preparatelor enzimatice imobilizate, n
comparatie cu lipazele native, s-a realizat pentru reactia de acilare a unor alcooli secundari (2-
hexanol, 2-heptanol si 2-octanol) cu acetat de vinil in mediu de solvent organic (n-hexan), la
40°C.

Mod de lucru:

Intr-o fiold de sticld de 4 ml s-au introdus alcool secundar si acetat de vinil (raport molare de 1:3), 1 ml solvent
organic si 15 pl n-decan sau n-dodecan (standard intern). La momentul zero al reactiei s-a introdus 25 mg preparat
enzimatic obtinut. Fiola de sticla contindnd amestecul de reactie a fost plasatd intr-o incinta termostatata la 40°C si
supusa agitarii la 300 rotatii/min. Reactia a fost urmarita in timp, prin prelevare de probe la 24 de ore de reactie cu
ajutorul unei micropipete. Pe baza analizelor efectuate, prin metoda standardului intern s-au calculat conversia
alcoolului C (%), masa de ester, activitatea preparatelor imobilizate A, (umol-h™mg™) si randamentul de regasire a
activitdtii enzimatice T, (%) la 24 de ore de reactie. Pentru calculul randamentelor de regdsire ale activitatii
enzimatice dupd imobilizare, s-a efectuat o sinteza in aceleasi conditii, in care s-a utilizat 5 mg lipaza nativa.

Pe baza datelor din literaturd ", s-a presupus ca lipazele utilizate sunt (R)-specifice in reactia de acilare a alcoolilor
secundari testati, deci produsul principal a fost considerat a fi (R)-esterul. Excesul enantiomeric al produsului (e.e.p)
a fost calculat pe baza ariei picurilor enantiomerilor. Separarea celor 2 enantiomeri S si R ai esterului obtinut prin
reactia de transesterificare a alcoolului secundar cu acetat de vinil s-a realizat pe o coloana cromatografica chirala
Astec Chiraldex B-PM (30m x 0,25 mm), iar ca faza mobila s-a utilizat H, la un debit de 2 ml/min.

Biocatalizatorii rezultati prin legare covalenta respectiv inretelare au fost testati in reactia
de acilarea a doi, respectiv trei alcooli secundari alifatici (2-hexanol, 2-heptanol si 2-octanol) in
mediu de n-hexan (24h), iar rezultatele sunt prezentate in Tabelele 8-11.

Acilarea alcoolilor secundari catalizata de lipaze imobilizate prin legare covalentd pe suporturi
cu grupdari epoxidice

La fel ca in cazul enzimelor native, dintre preparatele imobilizate pe suporturi cu grupari
epoxidice, lipaza din Candida antarctica B si-a dovedit superioritatea. Valoarea cea mai ridicata
a raportului enantiomeric s-a obtinut in cazul 2-hexanolului. Tot in cazul lipazei CalB se observa
o crestere semnificativa a randamentului de regdsire a activitatii pentru ambele substraturi testate.

Tabelul 8. Acilarea 2-hexanolului si 2-heptanolului cu acetat de vinil si preparate imobilizate prin legare covalenta

Substrat 2-hexanol 2-heptanol

Cod preparat Conv Agy Nreg e.e. E Conv A Nee €€ E

enzimatic (%) (&unohh' (%) (%) (%) (|1Jm0!ih' (%) (%)

‘mg’) ‘mg”)

AK nativa 41 1.340 100 74 7 44 1.344 100 76 7
AKS 30 0.195 119 87 14 23 0.126 77 87 14
PS nativa 54 1.761 100 70 6 17 0.444 100 88 16
PS8 26 0.162 81 87 14 24 0.096 190 91 21
CalB nativa 31 0.762 100 96 49 15 0.587 100 96 49
CalB9 42 0.479 522 97 66 59 0.377 533 93 29




Acilarea alcoolilor secundari catalizatd de lipaze imobilizate prin inretelare

Lipazele imobilizate prin inretelare au fost testate in aceleasi conditii de reactie, iar
rezultatele prezentate in Tabelul 9 indica o imbunatatire a selectivitatii, raportul enantiomeric
fiind cu aproximativ 52 % mai mare in cazul 2-hexanolului si 32 % in cazul 2-heptanolului cand
s-a utilizat lipaza din CalB inretelata in comparatie cu preparatul obtinut prin legare covalenta.

Tabelul 9. Acilarea 2-hexanolului si 2-heptanolului cu acetat de vinil si preparate imobilizate prin inretelare

2-Hexanol 2-Heptanol
Cod preparat  Conv Ay Nreg €€ E Conv Ay Neeg €€ E
enzimatic (%)  (umol'h’mg") (%) (%) (%) (umolhmg") (%) (%)
AK nativa 41 1.340 100 74 7 44 1.344 100 76
AK9 22 0.124 3 69 6 11 0.066 1 74
PS nativa 54 1.761 100 70 6 17 0.444 100 88 16
PS9 42 0.258 13 66 5 34 0.078 16 77 8
CalB nativa 31 0.762 100 96 49 15 0.587 100 96 49
CalB10 18 0.121 5 98 126 19 0.080 4 98 93

Acilarea alcoolilor secundari catalizata de lipaze imobilizate prin entrapare in sol-gel

Rezultatele obtinute pentru acilarea alcoolilor secundari alifatici utilizdnd lipaza din
Candida antarctica A entrapata Tn matrici de sol-gel indica o crestere a enantioselectivitatii fata
de toate cele 3 substraturi cand pentru formarea matricii au fost utilizate amestecuri ternare de
silani. Dintre amestecurile de silani testate, prezenta Ph'TMOS favorizeaza cresterea selectivitatii

biocatalizatorului, iar cea mai eficientd combinatie de silani precursori s-a dovedit a fi
PhTMOS:MeTMOS:TMOS=1.6:0.4:1.

Tabelul 10. Acilarea 2-hexanolului cu acetat de vinil si preparate imobilizate prin entrapare in sol-gel

2-hexanol 2-heptanol

Cod preparat Conv Ay Nreg  €.€. E Conv Ay Nreg  €.C. E

enzimatic (%) (umol'h™mg") (%) (%) (%)  (umolh™mg") (%) (%)

CalA nativi 53 0.854 100 9 1 17 0.348 100 2 1
CalAl 99 0.710 189 0 1 99 0.726 475 1 1
CalA2 20 0.156 45 94 43 21 0.094 67 93 37
CalA3 26 0.156 28 99 194 16 0.052 23 97 78
CalA4 23 0.146 38 99 259 23 0.082 53 98 168
CalA5 15 0.102 28 99 179 14 0.042 28 97 92




Tabelul 11. Acilarea 2-octanolului cu acetat de vinil si preparate imobilizate prin entrapare in sol-gel

Cod preparat Conv Ay Mg  €.€. E
enzimatic (%) (umol-h " mg™) (%) (%)

CalA nativa 10 0.490 100 31 2
CalAl 99 0.865 402 1 1
CalA2 18 0.089 45 71 7
CalA3 10 0.055 18 98 110
CalA4 12 0.083 38 98 114
CalAS 6 0.042 20 98 105

eye v o

Pentru a demonstra eficienta metodei de imobilizare prin sol-gel s-a studiat si
imobilizarea B-galactozidazei, folosind un procedeu similar cu cel a lipazelor, cu sistem binar de
precursori silanici nealchilati si alchilati din clasa etoxisilanilor. Experimentele preliminare au
demonstrat cd cel mai eficient este amestecul binar de precursori silanici alcatuit din tetraetoxi
silan/ metiltrietoxisilan (TEOS:MeTEOS). De aceea, s-a studiat influenta continutul relativ al
gruparii alchil in matricea formati asupra activitatii preparatelor enzimatice obtinute. In acest
sens s-au realizatl0 preparate enzimatice, prin cresterea treptatd a excesului molar relativ de
TEOS, 1in intervalul de la 1:1 la 19:1. Rezultalele activitatilor determinate pe substratul de p-
nitrofenil-B-D-galactopiranozida (Fig. 2) aratd ca activitatea enzimei imobilizate a crescut cu
cresterea cantitatii relative de TEOS 1n amestecul de silani pana la raportul molar optim de 7:1.
Activitatea a scazut la raporte mai mari de 7:1, desi a rdmas mai mare decat activitatea
preparatului obtinut numai cu TEOS folosit ca si precursor.

100 -
En 80 -
=
> 60
=
F 40
2 20
0 i
N Ay A D N A \e,-.\ @Q%
S
Raport molar de silani TEOS:MeTEOS

Figura 2. Determinarea raportului optim de silani precursori in cazul imobilizarii B-galactozidazei
prin metoda sol-gel

Asadar, un continut scdzut de grupari alchil are un rol important in formarea matricei de
gel, datorita alungirii lantului alchil al precursorilor silanici obtindndu-se o matrice cu pori mai
mari, care permite o mai bund stabilitate conformationald a enzimei si permite accesul
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substratului la centrul catalitic. Cresterea continutului grupdrilor alchil peste o valoare mai mare
decat valoarea critica poate Tmpiedica accesul substraturilor solubile in apa la centrul catalitic al
enzimei datoritd caracterului hidrofob al matricei de sol-gel. Prin urmare, alegerea atentd a
precursorilor si reglajul fin al continutului relativ de grupari alchil, care influenteazd marimea
porilor a matricei rezultate, a permis selectarea sistemului optim de precursori silanici pentru
aceasta enzima. Cea mai mare valoare de activitate, 84 unitati/g preparat enzimatic, reprezinta un
rezultat foarte bun, care confirma versatilitatea metodei de imobilizare prin sol-gel si
aplicabilitatea sa la enzime cu caracteristici mult diferite.

2.2.2. Caracterizarea biocatalizatorilor imobilizati

Caracterizarea biocatalizatorilor este extrem de importanta pentru a explica si corela unele
dintre principalele proprietati, cum ar fi activitatea, selectivitatea si stabilitatea. In acest sens s-a
realizat caracterizarea structurald a biocatalizatorilor imobilizati prin tehnicile de imobilizare prin
entrapare in sol-gel. Pentru caracterizarea biocatalizatorilor s-au utilizat diferite tehnici
instrumentale moderne cum sunt: spectroscopia in infrarosu FT-IR, microscopia confocala cu
scanare laser (LSCM) microscopia electronica de scanare (SEM) si microscopia de forta atomica
(AFM). Analiza prin spectroscopie FT-IR a confirmat prezenta grupelor functionale alchil sau
aril ale precursorilor din xerogel, dar localizarea enzimei nu a fost posibild deoarece banda
corespunzatoare grupdrii amidice din proteind a fost acoperitd de alte benzi de vibratie din
structura matricii de silice.

Imagistica prin microscopie confocala cu scanare (LSCM) ofera informatii importante in
ceea ce priveste distributia enzimei in interiorului preparatului sol-gel (Fig. 3). Din imaginile
inregistrate s-a observant ca, lipaza marcata cu FITC este distribuitd In Intreaga matrice sol-gel,
sugerand o distributie uniforma a enzimei in preparatele imobilizate.

Figura 3. Imaginea fluorescenta a preparatului cu lipaza marcata cu FITC

Studiile SEM au fost realizate pentru a stabili efectul raportului silanilor precursori si al
metodei de imobilizare asupra morfologiei materialului sol-gel cu lipazd entrapatd. Imaginile
SEM (Fig. 4) obtinute pentru preparatul cu concentratie ridicatd a gruparilor fenil (raport molar
1,6:0,4:1 al silanilor precursori) aratd o structura poroasa tipica, specifica nanomaterialelor de tip
silice. Este observata o structurd cu micro-canale pe intreaga suprafata scanata, cu pori ordonati,
care este corelatd cu cele mai bune valori ale activitatii de transesterificare. Morfologia
biocatalizatorilor obtinuti prin metoda combinatd a fost complet diferitd. Poate fi observat cu
usurintd faptul ca particulele de xerogel sunt formate atat pe suprafata suportului solid cat si in
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interiorul porilor. Dezvoltarea matricii sol-gel in interiorul porilor suportului poate fi o explicatie
a usoarei scaderi a eficientei catalitice.

—_— 10—

AK 176

(a) (b)

Figura 4. Imaginile SEM ale lipazei din Pseudomonas fluorescens imobilizata prin: a) entrapare 1n sol-gel si b)
entrapare in sol-gel combinatd cu adsorbtie pe Celite 545. Silanii precursori au fost PATMOS:VTMOS:TMOS in
raport molar de 1.6:0.4:1.

Imaginile de microscopie de forta atomica AFM au fost Inregistrate pentru a completa
analiza SEM si pentru a investiga topografia suprafetelor, deoarece SEM nu ofera informatii
referitoare la conformatia interiorului structurii poroase. AFM oferd imagini tridimensionale ale
suprafetei probei si este utild pentru a caracteriza, la scald nanometrica, atdit neomogenitatea si
rugozitatea suprafetei, cat si morfologia structurii poroase. Asa cum s-a observant din imaginile
AFM (Fig. 5), materialele studiate au prezentat nanounitati bine-definite, cu dimensiuni uniforme.
Dimensiunea mezoporilor a variat intre 2-4 nm pentru toate preparatele testate, in concordantad cu
rezultatele obtinute la izotermele de adsorbtie. In probele testate, nanoparticulele au fost
distribuite regulat, astfel ca imaginile AFM reitereaza rezultatele referitoare la morfologia
structurilor obtinute prin microscopie SEM si de fluorescenta.

0.76 nm 1.07 nm

(a) (b)

Figura 5. Imaginile AFM ale lipazei din Pseudomonas fluorescens imobilizata prin: a) entrapare in sol-gel si b)
entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie pe Celite 545. Silanii precursori au fost PhA TMOS:VTMOS: TMOS in
raport molar de 1.6:0.4:1.
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Activitatea 2.3. Determinarea stabilitatii operationale a enzimelor imobilizate in conditii de
reutilizare multipla - partea I

2.3.1. Studii preliminare de stabilitate operationala a unor lipaze imobilizate la reutilizare pe
substraturi chirale

Eficienta cataliticd pe termen lung este o cerintd cheie a unui biocatalizator industrial.
Lipaza CaL-B imobilizata prin entrapare in sol-gel a manifestat eficientd foarte buna in reutilizare
in reactia de acilare a 2-octanolului cu acetat de vinil in n-hexan, demonstrand potentialul
semnificativ al acestei tehnici de a furniza catalizatori extrem de eficienti pentru utilizare
indelungatéliib Totusi, capacitatea de reutilizare a unui biocatalizator trebuie testata pentru fiecare
aplicatie individuala intrucat depinde de structura substratului, compozitia §i caracteristicile
mediului de reactie si de parametrii operationali. Din aceste motive, posibilitatea de reutilizare a
preparatelor enzimatice optime a fost investigata in reactiile de acilare a rac-2a,¢,d,g,i cu acetat
de vinil utilizdnd n-hexan ca mediu de reactie (Fig. 6-10). Fiecare reactie a fost repetatd cu
acelasi preparat enzimatic de pana la 10 ori, fiind lasate sd atingd conversia c~50% sau atata timp
cat preparatul a manifestat activitate si selectivitate Tnainte ca biocatalizatorul sa fie supus unui
alt ciclu de reactie. Intre doua cicluri, catalizatorul a fost doar spilat cu n-hexan anhidru de trei
ori si apoi reutilizat.

meeS meeP mc HeeS MeeP Bc
1 1 -
0.8 - 0.8 -
0.6 - 0.6 -
0.4 - 0.4 -
0.2 - 0.2 -
0 - 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 45 6 7 8 95 10
A B

Figura 6. Capacitatea de reutilizare a biocatalizatorilor selectati in EKR a rac-1-(benzo[b]tiophen-2-yl)etan-1-olului
rac-2a dupa 1 ord cu: A) CaL-B 1 (sistem binar + adsorbtie pe Celitd) si B) Cal-B pe Celita

Dupa cum se poate observa in Fig. 6A-B, lipazele imobilizate au fost catalizatori eficienti
pentru EKR a derivatului benzotiofenic rac-2a in 10 cicluri consecutive. Lipaza Cal-B adsorbitd
pe Celita a fost chiar mai eficienta decat preparatul sol-gel cu sistem binar continand grupari vinil
pendante dar marind timpul de reactie a fost posibil ca acest biocatalizator sa realizeze conversia
aproape completd a substratului cu enantiopuritate mare si de aceea reprezintd un candidat
puternic pentru operare in bioreactoare in sistem continuu, subiectul viitoarelor studii.

Biocatalizatorul cel mai activ in EKR a rac-2¢ a fost obtinut de asemenea prin
imobilizarea lipazei AK in sol-gel in sistem binar dar continand grupari octil in locul gruparilor
vinil pentru a oferi functionalitatea organici. In mod evident, afinitatea lipazei imobilizate pentru
substratul benzofuranic a fost mai micd in comparatie cu derivatul benzotiofenic cu structura
similara si rezultatele recirculdrii arata o scadere semnificativa a conversiei dupa doar 3 cicluri de
reactie. Totusi enantiopuritatea produsului s-a mentinut ridicata (Fig. 7).
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Figura 7. Capacitatea de reutilizare a Figura 8. Capacitatea de reutilizare a biocatalizatorului selectat
biocatalizatorului selectat AK 1 SB in EKR a CaL-B 1 ST* in EKR a rac-1-(benzofuran-3-il)etan-1-olului rac-
rac-1-(benzofuran-2-il)etan-1-olului rac-2c, 2d, dupa 21 de ore
dupa 20 de ore

Desi este un izomer de pozitie al rac-2¢, rac-2d este un substrat mult mai adecvat pentru
lipaza imobilizatd prin includere in sol-gel, CaL-B in acest caz (Fig. 8). Matricea ternara sol-gel a
fost obtinuta din tetrametoxisilan ca precursor al structurii anorganice cu fenil-trimetoxisilan si
metil-trimetoxisilan (in raport molar relativ 4:1) care furnizeaza gruparile functionale organice
pendante materialului hibrid. Prezenta unei concentratii relativ mari de grupari fenil a fost
benefica pentru eficienta catalitica pe tremen lung a acestui biocatalizator care nu a manifestat o
scadere notabild a conversiei pe parcursul celor 10 cicluri de reactie.

Studiul de reutilizare a confirmat de asemenea ca din seria derivatilor fenotiazinici rac-2g
este substratul cel mai adecvat pentru EKR 1n prezenta lipazelor imobilizate (Fig. 9).
Biocatalizatorul optim care a dovedit selectivitate foarte buna este lipaza AK imobilizatd in sol-
gel cu sistem binar avand continut ridicat de grupari vinil. Totusi, utilizarea acestui biocatalizator
in cicluri multiple nu a fost atit de eficienta precum in cazul rac-2a,d deoarece conversia a
inceput sa scada dupa 5 cicluri de acilare.

Mees Meep Hc mees MWeep WC
1_
0.8 -
06 -
0.2 -
0 -4

1 2 3 4 5 b6 7 8 9 10

Figura 9. Capacitatea de reutilizare a biocatalizatorului ~ Figura 10. Capacitatea de reutilizare a biocatalizatorului
selectat AK 1 SB in EKR a rac-1-(10-etil-10H- selectat CaL-B 2 STC in EKR a rac-1-(2-fenil-tiazol-4-
fenotiazin-3-il)etan-1-olului rac-2g dupa 8 ore il)-etanolului rac-2i dupa 28 de ore
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Stabilitatea operationald a biocatalizatorului obtinut prin metoda de imobilizare care
implica formarea unui sol-prepolimer in cataliza acida a fost investigat in EKR a derivatului rac-
2i. Dupa cum se poate observa in Fig. 10, acest preparat de CalL.-B imobilizata nu a fost adecvat
pentru utilizari repetate, totusi in studiul de identificare a parametrilor optimi de reactie acesta a
manifestat activitate si enantioselectivitate comparabile cu cele ale preparatelor cu performante
catalitice maxime obtinute prin metoda care utilizeaza NaF ca si catalizator pentru hidroliza si
policondensare simultane. Cel mai mare dezavantaj consta in scaderea drastica a activitatii redata
prin valorile mici ale conversiei. Probabil ca stabilitatea acestui tip de matrice sol-gel nu este atat
de bund in conditiile de reactie utilizate.

In cazul derivatului rac-1I studiul de reutilizare a lipazei din Burkholderia cepacia
imobilizate in matrici de sol-gel (amestec ternar de silani precursori) s-a realizat in comparatie cu
enzima nativa. Rezultatele prezentate in Fig. 10 indica o pierdere de sub 10% a activitatii dupa 5
cicluri de reactie a preparatului imobilizat n timp ce in cazul enzimei native se observa scaderi
mai mari de 25%.

W B. cepacia native
sol-gel entrapped B....

1 2 3 4 5

Numarul de utilizari
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Figura 10. Capacitatea de reutilizare a biocatalizatorului selectat Burkholderia cepacia
entrapata in matrici de sol-gel (PS 43) in EKR a rac-I1

Activitatea 2.4. Studiul prelucrarii produsilor prin reactii de tip click - Partea I

2.4.1. Sinteza unor derivati propargilici pentru functionalizarea produgsilor de rezolutie
cineticd enzmatica

Pentru elaborarea metodei de separare a amestecurilor de reactie prin metodologie tip
CLICK in aceasta etapa s-a realizat sinteza unor agenti de acilare propargilici necesari pentru a
realiza functionalizarea adecvatd a produsilor rezolutiei cinetice enzimatice, esentiald pentru
separarea acestora. Sinteza acestor agenti de acilare decurge dupa schema de reactii de mai jos:

o] NaH o _~ R-OH,H* o %~ 1.NaOH Q
R A Br +///\OH — R~ Ao Z 0N o LNaoH Nao +///\OH

HO I H*

Schema 2. Calea de sintezd a esterilor propargilici
Acidul prop-2-iniloxi-acetic este util atat pentru sinteza unor esteri ai acestuia care vor fi

testati Tn etapa EKR cat si pentru sinteza produsilor O-acilati racemici necesari pentru stabilirea
metodelor de separare cromatografica chirala.
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Detalii experimentale

Cromatografia in strat subtire (TLC) s-a realizat folosind placute cromatografice Merck Kieselgel 60F,s4, vizualizarea
spoturilor realizandu-se prin colorare cu solutie etanolicdi de acid fosfomolibdenic 5% urmata de incdlzire. Separarile
cromatografice la scard preparativa si purificarile produsilor s-au realizat folosind coloane cromatografice de silicagel tip Merck
Kieselgel 60 (63-200 pum).

Cromatografia chirald de lichide de Inaltd performantd (HPLC, instrument Agilent 1200 Series) si cea de gaze (GC,
instrument Agilent 77890A)au fost utilizate pentru analiza cantitativa a rezolutiilor cinetice enzimatice prin luarea de probe (50
uL) periodic si analiza lor prin GC (compusii rac-2,3a-d) sau HPLC (compusii rac-2,3e-i). Tipul coloanelor chirale folosite
pentru separarea enantiomerilor, conditiile de separare si timpii de retentie pentru fiecare enantiomer in parte sunt prezentate in
Tabelul 3. Valoarea raportului enantiomeric s-a determinat cu ajutorul relatiei de calcul: £ = In [(1-c)(1-ees)]/In[(1-c)(1+ees)],
conversia calculandu-se cu relatia c=eeg/(eegteep).”

Lipazele A si B din Candida antarctica sub forma de pudre liofilizate au fost achizitionate de la Novozym, Danermarca
iar lipaza din Pseudomonas fluorescens AK sub forma de pudra a fost obtinutda de la Amano Pharmaceuticals Co., Ltd., Nagoya,
Japonia si au fost utilizate ca atare in imobilizarile efectuate.

Acetatul de vinil si solventii de grade ridicate de puritate au fost achizitionati de la Sigma-Aldrich sau Merck si pastrati
pe sitd moleculari (4A).Alti reactivi au fost cumpdrati de la Sigma-Aldrich sau Merck.

In scopul investigarii activitatii si selectivitatii preparatelor enzimatice in EKR a
heteroaril-etanolilor studiati rac-2a—i, initial s-a stabilit metoda de separare cromatograficd a
enantiomerilor substraturilor si produsilor racemici, utilizdnd conditii de separare adecvate si
coloane chirale pentru GC sau HPLC (Tabelul 12).

Tabelul 12. Timpii de retentie ai enantiomerilor rac-2,3a—i si conditiile de separare cromatografica

Nr.crt.  Compus tg (min) Metoda de separare cromatografica
1 rac-2a 36.5/37.3  GC: coloana Astec Chiraldex B-DM
rac-3a 30.0/30.9 140 °C (32 min) - 150 °C (5 °C/min)
5 rac-2b 37.3/38.6  GC: coloana Astec Chiraldex B-DM
rac-3b 24.6/25.4 140 °C (26 min) - 150 °C (5 °C/min)
3 rac-2c¢ 21.8/22.2  GC: coloana Astec Chiraldex B-DM

rac-3c¢ 20.1/21.1 130 °C (10 min) - 150 °C (5 °C/min)
rac-2d 23.9/25.0 )

4 GC: coloana Astec Chiraldex B-DM, 130 °C
rac-3d 16.2/17.5

rac-2e 17.8/19.5 HPLC: coloana LiChroCart (R,R)-Whelk-O1

> rac-3e 4.3/5.3 n-hexan:2-propanol 99:1, 1 mL/min
6 rac-2f 17.7/19.9  HPLC: coloana Chiralpak AS-H

rac-3f 8.5/9.4 n-hexan:2-propanol 95:5 (10 min) - 90:10, 1 mL/min
. rac-2g 16.1/22.4  HPLC: coloand Chiralpak AS-H

rac-3g 7.2/8.7 n-hexan:2-propanol 90:10, 1 mL/min
g rac-2h 42.5/44.2 HPLC: coloana Chiralpak IC

rac-3h 19.6/28.2  n-hexan:2-propanol 99:1 (32 min) - 90:10, 1 mL/min
0 rac-2i 20.7/22.7  HPLC: coloana Chiralpak IB

rac-3i 7.9/10.1  p-hexan:2-propanol 99:1 (11 min) - 90:10, 1 mL/min

Sinteza heteroaril-etanolilor racemici rac-2a-c,f

La o solutie de heteroaril-metil-cetona 1a-c,f (1.5 mmol) in metanol uscat (5 mL), se adaugd NaBH, (1.8
mmol, 68 mg) In portii mici si amestecul rezultat se lasa la agitat la temperatura camerei. Dupa Incheierea reactiei
(verificat prin TLC), solventul se evapora la vid. Peste solidul rezultat se adauga apa distilata (4 mL) si apoi se
ajusteaza pH-ul la valoarea 2 utilizand o solutie de HCl 10%. In continuare se realizeaza extractii cu CH,Cl, (3 x 4
mL). Fazele organice colectate sunt anhidrificate cu Na,SO,4 anhidru iar dupa filtrare solventul se indeparteaza prin
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evaporare la vid. Produsii au fost la final purificati prin cromatografie de coloana pe silicagel utilizdnd CH,Cl, ca
eluent obtinandu-se sub forma unor semi-solide galbene (rac-2b,¢,f) si solid alb (rac-2a). Randamente: 86-92%.

Sinteza heteroaril-etanolilor racemici rac-2d,e,g-i

Una din aldehidele 1d,e,g-i (2 mmol) dizolvata in dietil eter (3 mL) se adauga la o solutie racitd pe gheatd a
reactivului Grignard obtinut prin tratarea CH;I (2.4 mmnol, 150 pL) cu Mg (2.4 mmol, 58 mg) si I, pentru activare in
dietil eter uscat la temperaturd In atmosferd de argon pand la consumarea magneziului. Mersul reactiei se
monitorizeaza cu ajutorul cromatografiei in strat subtire folosind drept eluent un amestec de CH,Cl,:CH;0H (90:10,
v/v). Reactia se lasa la agitat la temperatura camerei peste noapte iar dupd incheiere se adauga in picaturi un amestec
format din solutie saturatd de NH,Cl (6 mL) si etanol (1.5 mL) sub agitare puternica pe baie de gheatd. Reactia se
mai lasd aproximativ 3 ore la agitare, la temperatura camerei, dupa care se realizeaza extractii cu Et;O (2 x 6 mL).
Fazele organice colectate se anhidrifica cu Na,SO,4 anhidru, apoi se filtreaza iar solventul este indepartat cu ajutorul
rotacvaporatorului. Produsii se purificd prin cromatografie pe coloana cu silicagel folosind ca eluent CH,Cl,. Astfel,
s-au obtinut alcoolii racemici rac-2d,e,g-i cu aspect de uleiuri galbene (rac-2d,i) sau semi-solide galbene (rac-
2e,g,h).Randamente: 46-65%.

Sinteza acetatilor de heteroariletil racemici rac-3a-i

O cantitate catalitici de DMAP (1% in piridind) si clorurd de acetil (1.2 mmol, 85 pL) se adauga la solutia
rac-2a-i (0.3 mmol) in CH,Cl, uscat(2 mL). Amestecul este agitat la temperatura camerei peste noapteDupa
incheierea reactiei (verificat prin TLC), se realizeaza extractii intdi cu solutie de 10% HCI solution (2 x 2 mL), apoi
cu solutiec de 2M Na,CO; (4 mL) iar la final cuapa distilata (4 mL). Fazele organicecolectatesunt anhidrifcate cu
Na,SO, anhidru iar dupa indepartarea acestuia prin filtrare solventul este evaporat cu ajutorul rotaevaporatorului.
Produsii finali sunt purificati prin cromatografie pe silicagel, folosind ca amestec de elutie CH,Cl, obtinand astfel
rac-3a-i sub forma unor compusi semi-solizi de culoare galbena. Randamente: 55-80%.

Transterificarea enzimaticd

Lipaza imobilizata (5 mg din preparatul 17.4 mg enzima/g biocatalizator si 8 mg din preparatul 10.7 mg
enzima/g biocatalizator), substratul testat (10 umol), solventul (1 mL) si acetatul de vinil (30 pmol, 2.77 uL) au fost
puse intr-o sticluta de reactie si amestecul a fost agitat la temperatura camerei pana la atingerea conversiei de 50%.
Pentru reactiile conduse in lipsa solventului, acetatul de vinil a fost adaugat in exces (250 pL) si utilizat ca agent de
acilare gi ca mediu de reactie.Periodic s-au luat probe din reactie (50 pL), s-au diluat cu 950 puL n-hexan/2-propanol
pentru analiza HPLC sau 950 pLL CH,Cl, pentru analiza GC, au fost filtrate si apoi analizate.

Activitatea 2.5. Dezvoltarea unei procedeu de tip click pentru prelucrarea produsilor cu
puritate enantiomerica ridicata - Partea I

Procedeul click presupune o reactie intre polimerul preactivat (care va fi obtinut in etapa
urmatoare) si un produs de reactie functionalizat corespunzator obtinut in urma rezolutiei
cinetice enzimatice, dupa separare enzimei din sistem. In prima parte a cercetarilor au fost
studiate reactiile de functionalizare.

2.5.1. Sinteza esterului etilic al acidului prop-2-iniloxi-acetic
O

(0]
Br\)J\O/\ + HO/ E /\O)J\/O/

Schema 3. Calea de sinteza a Sinteza esterului etilic al acidului prop-2-iniloxi-acetic

La solutia alcoolului propargilic (1.2 mL, 20 mmol) in tetrahidrofuran anhidru (15 mL) sub
atmosferd de argon, la temperatura camerei se adaugd NaH (60% in ulei mineral, 0.88 g, 1.1 echiv., 22
mmol) si se lasa la agitat timp de 1 ora. Se adauga apoi bromoacetat de etil (2.75 mL, 1.2 echiv., 24 mmol)
si amestecul de reactie este lasat la agitat sub argon timp de 12 ore. Solventul se evapora la vid iar uleiul
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galben rezultat se dizolva in eter etilic (10 mL) si se extrage cu apa distilata (3 x 10 mL). Faza organica se
anhidrifica cu Na,SO, anhidru, se filtreaza si se concentreaza la vid. Produsul se purifici prin
cromatografie cu silicagel utiliznd ca eluent initial eter de petrol iar apoi un amestec de eter de petrol/eter
etilic 96:4 rezultand un ulei incolor. Randament: 34%.

Pentru confirmarea structurii produsului s-au inregistrat spectrele RMN, mai jos fiind
prezentate deplasarile chimice din cel de protoni, pe care il consideram relevant.
'HRMN (400 MHz, CDCls) 6 4.30 (d, /= 2.4 Hz, 2H), 4.25 — 4.17 (m, 4H), 2.47 (t, J = 2.4 Hz,
1H), 1.28 (t,J= 7.1 Hz, 3H) ppm.

2.5.2. Sinteza acidului prop-2-iniloxi-acetic

o
Cl\)J\ONa - Ho # _1NaOH HO)J\/O/

Schema 4. Calea de sinteza a acidului prop-2-iniloxi-acetic

Se adauga alcool propargilic (1 mL, 1.2 echiv, 17 mmol) in MTBE (5 mL) si se lasa la agitat la temperatura
camerei. Acestui amestec i se adaugd apoi solutia formata din NaOH (0.68 g, 1.2 echiv., 17 mmol) si apa distilata (5
mL). Se adaugd sarea de sodiu a acidului cloracetic (1.64 g, 14.16 mmol) si eter de coroand 18-crown-6 ca si
catalizator de transfer interfazic si amestecul este ldsat la agitare la temperatura camerei timp de 2 zile. Dupa
incheierea reactiei, cele doua faze se separd, faza apoasa este extrasd de doud ori cu eter etilic (2 x 5 mL) si se
ajusteaza pH-ul acesteia la valoarea 2 cu H,SO, concentrat. Se realizeaza apoi extractii cu acetat de etil (3 x 5 mL).
Fazele organice colectate se anhidrifica cu Na,SO, anhidru, se filtreaza si se concentreaza la vid. Acidul cloracetic
netransformat se indeparteaza prin distilare la vid. Prdusul final are aspectul unui ulei galben. Randament: 30%.

'H RMN (600 MHz, CDCl3) § 4.31 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 4.26 (s, 2H), 2.51 (t, J = 2.4 Hz, 1H)
ppm; *C RMN (151 MHz, CDCLy) 8 175.39, 78.15, 76.16, 65.73, 58.48 ppm.

///
OVO

HO O

(0]
N _ DMAP,DCC
+ HO)J\/O\// \

O (6]

2.5.3. Reactia de acilare chimica a rac-1-benzofuran-3-il-etanolului

Schema 5. Calea de sinteza a rac-1-benzofuran-3-il-etanolului

Intr-un balon uscat cu fund rotund se adaugi acid prop-2-iniloxi-acetic (114 mg, 0.5 mmol) si rac-1-
benzofuran-3-il-etanol (243 mg, 3 echiv., 1.5 mmol) in CH,Cl, uscat. Amestecul se riceste la 0 °C iar apoi DMAP
(49 mg, 0.8 echiv., 0.4 mmol) i DCC (113 mg, 1.1 echiv., 0.55 mmol) se adauga si se lasa la agitat inca 10 minute la
0 °C iar apoi 4 ore la temperatura camerei. Dupa incheierea reactiei (verificat prin TLC utilizand CH,Cl, ca eluent)
se filtreazd DCU precipitat in timpul reactiei si solventul se evapora la vid. Produsul brut se dizolva in CH,Cl, (5
mL) si se extrage cu o solutie de HCI 10% (3 x 5 mL). Faza organica se spald apoi cu o solutie de Na,CO; 2M (10
mL) si cu apa distilatd (10 mL), se anhidrificd cu Na,SO, anhidru, se filtreaza si se concentreaza la vid. Purificarea
produsului se realizeaza prin cromatografie cu silicagel utilizand CH,Cl, ca si fazd mobila. Randament: 41%.
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Activitatea 2.6. Diseminarea rezultatelor prin publicare in reviste cotate ISI si prezentiri la
conferinte internationale

In conformitate cu planul de activititi al proiectului, s-a realizat diseminarea prin
publicarea respectiv trimiterea la publicare a doud lucrdri in reviste cu factor de impact,
publicarea a trei articole in reviste indexate in baze de date internationale si prin participare cu
lucrari la conferinte internationale de prestigiu din domeniul biocatalizei si nanomaterialelor.

2.6.1. Articole in reviste de specialitate indexate in baza de date Web of Science (ISI)

1. Cristina Paul, P. Borza, Anca Marcu, Gerlinde Rusu, Mihaela Birdeanu, Simona Marc Zarcula,
Francisc Péter, Influence of the physico-chemical characteristics of the hybrid matrix on the
catalytic properties of sol-gel entrapped Pseudomonas fluorescens lipase, Nanomaterials and
Nanotechnology, 2015, F.1. 0.857, in evaluare.

2. Emese Biro, Daniel Budugan, Anamaria Todea, Francisc Peter, Szilvia Klebert, Tivadar
Feczko, Recyclable solid-phase biocatalyst with improved stability by sol-gel entrapment of 3-D-
galactosidase, Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 2015, acceptata la publicare, F.1.
2.128, DOI: http://dx.doi.org/doi:10.1016/j.molcatb.2015.11.006

2.6.2. Articole publicate in reviste indexate in baze de date internationale (BDI)

1. Cristina Paul, Paula Borza, Francisc Péter, High thermal stability of sol-gel entrapped lipases,
Journal of Agroalimentary Processes and Technologies, 2015, 21(2), 173-180; ISSN: 2069-0053
(print), ISSN (online) 2068-9551.

2. Paula Borza, Francisc Péter, losif Hulka, Cristina Paul, Long-term exposure stability of sol-gel
immobilized lipases in organic solvents, Chem. Bull. "POLITEHNICA" Univ. (Timisoara), 2015,
60(74), 25-30, ISSN (online) 2069-6310.

3. Adinela Cimporescu, Anamaria Todea, V. Badea, Cristina Paul, Francisc Peter, Enzymatic
acylation of 1-(isopropylamino)-3-[4-(2-methoxyethyl)phenoxy]propan-2-ol by sol-gel entrapped
lipases, Chem. Bull. "POLITEHNICA" Univ. (Timisoara), 2015, 60(74), 2, 7-12, ISSN (online)
2069-6310.

2.6.3. Studii prezentate la conferinte internationale

1. Cristina Paul, Paula Borza, Francisc Péter, Thermal stability of immobilized biocatalysts by
sol-gel techniques, //th International Conference on Renewable Resources & Biorefineries RRB-
11, York, Anglia, 3-5 Tunie 2015, Abstract book, pp. 71-72, http://www.rrbconference.com/rrb-

11-program.

2. Francisc Péter, Cristina Paul, E. Biro, Paula Borza, Anamaria Todea, Enhancing activity and
selectivity of biocatalysts by tailored sol-gel entrapment, XVIII International Sol-gel Conference,
Kyoto, September 6-11, 2015, http://kuchem.kyoto-u.ac.jp/solgel2015/program/
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3. Valentin Badea, Adinela Cimporescu, Anamaria Todea, Cristina Paul, Francisc Peter,
Stereochemical purity determination by NMR analysis of bioactive precursors from enzymatic
kinetic resolution, European Congress on Magnetic Resonance Euromar 2015, 5-10 lulie 2015,
Praga, Cehia, Abstract book pp. 436-437, http://www.euromar2015.org/programme-abstract-
book.htm, ISBN 978-80-210-7890-1.

4. Paula Borza, Cristina Paul, Francisc Péter, Enhanced stability of new sol-gel entrapped
biocatalysts in organic solvents, 3" European Congress of Applied Biotechnology - ECAB3, Nice

27 Septembrie - 1 Octombrie 2015, Abstract book, pp. 923, ISBN: 978-2-910239-82-4,
http://www.ecce2015.eu/program/synopsis-program.

5. Adinela Cimporescu, Anamaria Todea, Cristina Paul, Francisc Péter, Lipase - mediated
enantioselective kinetic resolution of 1,5 — dihydroxi — 1,2,3,4 tetrahydro — naphthalene, 3
European Congress of Applied Biotechnology - ECAB3, Nice 27 Septembrie - 1 Octombrie 2015,
Abstract book, pp. 930, http:/www.ecce2015.eu/program/synopsis-program, ISBN: 978-2-
910239-82-4.

6. Madalina Elena Moisa, Csaba Paizs, Florin Dan Irimie, Francisc Péter, Monica Ioana Tosa,
Novel immobilized lipases preparations for the heteroaromatic ethanols resolution by EKR, 3
European Congress of Applied Biotechnology - ECAB 3, 27 Sept.-1 Oct. 2015, Nice, France,
Abstract book pp. 932, http://www.ecce2015.eu/program/synopsis-program, ISBN: 978-2-
910239-82-4.

7. Madalina Elena Moisa, Csaba Paizs, Florin Dan Irimie, Francisc Péter, Monica Ioana Tosa:
Activity and stereoselectivity studies of some novel immobilized lipases preparations on
heteroaromatic ethanols and B-hydroxy esters, 15" International Symposium and Summer School
on Bioanalysis, 13-18 July 2015, Tg. Mures, Romania.
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