Univer sitatea Babes-Bolyai

Cluj-Napoca

Facultatea de Chimie si Inginerie Chimica

Rezolutia cinetica mediata de lipaze a a- si
B-hidroxiacizilor si a derivatilor acestora in
scopul obtinerii lor cu grad ridicat de
enantiopuritate

Rezumat tezda de doctorat

Student doctorand: Mara Ana Naghi

Conducator stiintific: Prof. Florin Dan Irimie

Cluj-Napoca
2015



Universitatea Babes-Bolyai
Cluj-Napoca
Facultatea de Chimie si Inginerie Chimica

Rezolutia cinetica mediata de lipaze a a- si B-
hidroxiacizilor si a derivatilor acestora in scopul
obtinerii lor cu grad ridicat de enantiopuritate

Rezumat teza de doctorat

Comisie
Presedinte: Prof. Dr. lon Grosu - Facultatea de Chimie si Inginerie Chimica, Universitatea

Babes-Bolyai, Cluj-Napoca

Conducator stiintific: Prof. Dr. Ing. Florin Dan Irimie - Facultatea de Chimie si Inginerie
Chimica, Universitatea Babes-Bolyal, Cluj-Napoca

Referenti: Prof. Dr. Ing. Dan Scutaru — Facultatea de Inginerie Chimica si Protectia
Mediului, Universitatea Tehnica "Gheorghe Asachi”, Iasi

Prof. Dr. Ing. Mircea Darabantu - Facultatea de Chimie si Inginerie Chimica,
Universitatea Babes-Bolyai, Cluj-Napoca

Conf. Dr. Andrea Bunea - Facultatea de Zootehnie si Biotehnologii, Universitatea
de Stiinte Agricole si Medicind Veterinara, Cluj-Napoca

Sustinere publica: |ulie 2015



Cuprins

Lo INTOQUCETE. .. .t e e e et et e et e e e e e e 4
1.1. Hidroxiacizii si derivatii 10T OPtiC PUTL....cicieiiriieieeiieeeieetieeee e e 5
112, 0-HIArOXIBCIZI. ... e e e 5
1.1.2. B-HIArOXIBCIZI. ... ceeeeeieeeiie ettt eb e eaeer e e 5
1.2. Rezolutie cineticd mediatd de HPaze..........cccveviiiiiieiieiiiiieie e e 7
1.3. Configuratie abSOIULA.........c.coviiiiieiiiiiieeie et sttt ebaeeebe s 11
2. Sinteza hidroxiacizilor si a derivatilor lor optic puri. Studiu de literatura............ccocereeunnne 13
2.1, SINtEZA CHIMICA. ...c..eiiiieiiiitietiet ettt e sb et et enbe s 13
2. 1.1 0-HIArOXIBCIZI.....cceeiceie et e e 13
2.1.2. B-HIArOXIBCIZI. ... ecveeeeiee ettt sr e e e sr e snenas 14
2.2, SINtEZA ENZIMALICA. ... eeuveeuieitiertiet ettt et sttt ettt ettt sae et e et e bt et ea e saeeseee e e saeenee 15
2.2. 1. 0-HIAIOXIACIZI....ccvieeeiie e s s 15
2.2.2. BrHIOIOXIBCIZI......e ettt s 16
3. ObiectiVele aCESIUI STUTIUL........couiieiiiieriie e e s 17
4, REZUILALE ST AISCULTLL..eeeivviieitiiiectie it eectie et ettt e et ae e e etae e e etaeeesaeeensae e saeensaesnsaeensanennees 19
4.1. Sinteza chimicd a COMPUSIIOT TACCMICT...c.veevvereieiirieieeie et 19
4.1.1. Sinteza chimica a derivatilor a-hidroXiaCIZilOr............ccoveveiiieiiieieeie e 19
4.1.2. Sinteza chimica a -hidroxiesterilor si a diesterilor corespunzatori...................... 20
4.1.3. Sinteza chimicd a a-ClanhidrinElor... ..o 21
4.2. Sinteza mediata de enzime compusilor enantiomeric PUM........cceveereereerierieeseesseesrensaeas 22
4.2.1. Rezolutia cinetica mediata de lipaze a a-hidroxiesterilor si a a-hidroxiesterilor
L@ 1o 11 5 T TP UR VR RUPTTORRPTPN 22
4.2.2. Rezolutia cinetica mediata de lipaze a B-hidroxiesterilor si a B-hidroxiesterilor
L@ R To 1 1A 0] o {03 0 | SR 31
4.2.3. Rezolutia cinetica mediata de lipaze a a-cianhidrinelor............cccocvviierieciieneenns 39
5. CONCIUZIT QENEIAIE.... ..ottt sttt bt et e e ss e st ne e e 45
6. Partea experimentalal.............ccoiiiiiiiiiiiiei e e 46
6.1. MetOde aNAlITICE. ..o s 46
6.2. REACLIVI ST SOIVENEL....uviiiiiiiiiiiieetii et ettt ettt e b ae s e et ae e vaeeasaeeannaeen 46
6.3. Sinteza COMPUSIIOT TACEINIC. ... .eeruvieiiieiie ettt ettt ettt eee e e ae e e 47
6.3.1. Sinteza o-hidroXiaCiZIlOr............ccvoiiiiiii s 47
6.3.2. Sinteza B-hidroXiESLEITIOr. .......oouiiiieeee e 48
6.3.3. Sinteza o-ClannidrinElor...........ccoco i 49
6.3.4. Sinteza o-hidroXieStErilOr ..o 51
6.3.5. Sinteza o-hidroxXiesterilor O-acilati........cceeuereeierrerreereee e 52
6.3.6. Sinteza B-hidroxXiesSterilor O-acilati..........ccccerererireeieeee s 53
6.3.7. Sinteza a-cianhidrinelor O-aCilate............ccocoiiiiciiiii 54
6.3.8. Reactii de derivVatiZare.............c.eeeiiiueeiiuieesirieesieeesseeesse e e sn e e e s snne e ennees 54
6.4. REACHIT ENZIMALICE. ... .eeeiviiieiieeetieetieeectieeeeteeeetteeeetteeestaeeeetaeeeesaeseesseeeesseeesseesesaeeeseeas 55
6.4.1. Reactil de aCIlare............ccocvviiiiiiiiiiie ittt 55
6.4.2. Reactii de hidroliza.............cooueiiiiiiiiiiecie e 56
6.4.3. Reactii de alCOONZA...........ccveieiiiieiie et 56



6.4.4. REULIIZAIr€a BNZIMEN........ccui it

6.5. Reactii 1a SCAra PreparatiVa.........c.eeuieeiieiieiie ettt ettt sebe e e saee e saeas 56

T IMIUIEUINIT L. ... e ettt ettt e e ettt e e etae e e sabeaesaeaeasaeessaeennsaeeassaeessseees snnenns 57
8. LiStA de PUDLICALIL ...eevvietieeiie ettt et ettt et et e s e e saeeesbe e e e e seeesreeaneeenneesnnas 59
O, RETEIINEC. ...ttt e et ae e e etb e e e eabe s e tae e e eaaeeesaeeenneeennes 61

Cuvinte cheie: lipaze, biocataliza, hidroxiacizi, rezolutie cinetica, sinteza

organica



1. Introducere

Chiralitatea este una dintre cele mai intrigante fenomene din natura. In general, aceasta
conduce la activitati specifice si proprietati care diferentiazd stereoizomerii. Drept rezultat,
existd o cerere mare pentru compusi intermediari chirali, iar cautarea de metode noi si
eficiente pentru sinteza compusilor enantiomeric puri ocupa o arie mare de cercetare in

domeniul chimiei.

Complexitatea structurald a medicamentelor noi este in continud crestere, iar
considerand faptul ca corpul uman functioneaza cu catalizatori chirali, cererea de noi reactanti
farmaceutici chirali este in continud crestere, astfel, In prezent acesti compusi chirali sunt

obtinuti in forma enantiomeric pura.

Biocataliza este utilizatd in scopul sintezei de compusi optic puri datorita enantio- si
stereospecificitatii ridicate a catalizatorilor enzimatici. Aceasta a aparut ca un domeniu
modern, pentru a rezolva cererile chimiei verzi si a dezvoltdrii sustenabile. Principalele
avantaje ale utilizarii biocatalizatorilor (enzime izolate sau celule ntregi) sunt costurile
energetice reduse (datoritd conditiilor blande de reactie: pH, temperaturd, presiune) precum §i
diminuarea productiei si indepartarii deseurilor. Enzimele sunt ecologice si compatibile una

cu alta, permitand realizarea de reactii secventiale.

Acizii carboxilici chirali sunt compusi intermediari importanti pentru sinteza multor
medicamente §i a compusilor naturali, unde substantele cu grad ridicat de enantiopuritate sunt
necesare. Acesti compusi sunt folositi drept intermediari chirali deoarece contin cel putin
doua grupari functionale (gruparile hidroxil si carbonil), care pot fi transformate chimic in alte

grupari functionale.

Rezolutia cineticd are avantajul de a furniza ambii enantiomeri ai unui racemat cu
enantiopuritate excelentd, in prezenta unei enzime enantioselective. Principalele dezavantaje
ale rezolutiei cinetice clasice sunt randamentul teoretic de 50% si scdderea excesului

enantiomeric (ee) odata cu cresterea conversiei peste 50%.

Aceasta teza se adreseaza domeniului catalizel mediate de lipaze, in mediu organic,
utila dezvoltarii de procese ecologice si 1nalt selective in vederea obtinerii de hidroxiacizi

enantiopuri.



1.1. Hidroxiacizi optic puri si derivatii acestora

Acizii hidroxicarboxilici optic puri pot fi larg utilizati drept precursori chirali din varii
motive: contin cel putin doud grupari functionale: o grupare hidroxil si o grupare carboxil;

gruparile functionale pot fi modificate chimic usor; un al doilea centru chiral poate fi introdus.

1.1.1. a-Hidroxiacizi
Acizii carboxilici chirali sunt compusi intermediari importanti in sinteza multor

medicamente' si a compusilor naturali cum sunt feromonii® si pesticidele,® pentru care
substantele cu grad inalt de enantiopuritate (>99% ee) sunt necesare. De exemplu, izomerii
puri de acid (R)- si (§-a-hidroxi-fenilacetic (acid mandelic) si esterii lor sunt des utilizati in
sinteza organica. Acidul (R)-mandelic este utilizat in sinteza unor antibiotice cefalosporinice,
cum sunt Cephamandole and Cephonicid®, peniciline, agenti anti-tumorali si agenti anti-
obezitate®’. Acizii enantiomeric puri mai sunt utilizati §i pentru rezolutia racematilor prin
precipitare selectiva.® a-Hidroxiacizii optic activi si a-cetoacizii care contin un substituent cu
0 grupare aril, cum este cazul acidului fenil-lactic, acidului fenilpiruvic, acidului mandelic,
acidului benzoilformic si a derivatilor acestora, joaca un rol important ca sintoni in sinteza
compusilor biologic activi si a compusilor naturali’. Acidul (R)-2-Hidroxi-2-(2'-
clorofenil)acetic este intermediarul chiral cheie in sinteza (S)-clopidogrel, un inhibitor al

agregarii trombocitare, utilizat Tn tratamentul atacului de cord.

1.1.2. B- Hidroxiaciz

Acizii B-hidroxi-B-aril-propanoici si derivatii acestora sunt intermediari chirali Tnalt
functionalizati, dintre care [-hidroxi-p-aril propionatii optic activi sunt precursori in sinteza
farmaceuticelor enantiopure, care acopera o gama larga de actiuni. Acizii B-hidroxicarboxilici
si derivatii lor care contin in structura lor diferite fragmente aromatice au fost utilizati drept
compusi de bazd pentru prepararea de compusi bioactivi enantiopuri, cum sunt vitamine,
antibiotice, feromoni si compusi aromati.’

B-Hidroxiesterii sunt intermediari chirali versatili in sinteza mai multor medicamente
si compusi de sinteza find. De exemplu, esterii (R)-3-hidroxibutanoati servesc drept materie
prima pentru obtinerea antibioticelor B-lactamice, inclusiv a carbapenemelor si a penemelor
cu spectru larg de actiune, si pentru dorzolamida, un inhibitor a anhidrazei carbonice umane
11 topic activa.®

Dintre B-hidroxiesterii aril-substituiti, etil (S)-3-hidroxi-3-(tiofen-2-il)-propanoatul

este un precursor in sinteza duloxetinel (un inhibitor a asimilarii serotonin-norepinefrinel), iar



etil-(R)-3-hidroxi-3-fenil propanoatul este un precursor in sinteza atomoxetinel (un inhibitor

al asimilarii norepinefrinei).'

1.2. Rezolutia cineticid mediati de lipaze

Lipazele (triacilglicerol acilhidrolazele, EC 3.1.1.3) sunt probabil cele mai utilizate
enzime in chimia organicd deoarece au avantajele de a avea o specificitate larga de substrat
Cu regio- si enantioselectivitate ridicate, fiind astfel utilizate drept catalizatori pentru rezolutia
cinetica a racematilor (e.g. alcooli secundari racemici, acizi carboxilici racemici).'* Din punct
de vedere chimic, lipazele pot fi considerate drept reactivi blanzi si selectivi, capabili sa
activeze un carboxilat si sa-1 transfere unui numar mare de nucleofili in diferiti solventi
organici. In cadrul colectiei largi de enzime, lipazele au iesit in evidentd drept unele dintre
cele mai potrivite enzime pentru procesele de rezolutie cineticd din sinteza asimetrica.
Majoritatea lipazelor acceptda un spectru larg de substraturi nenaturale, fiind astfel versatile
pentru aplicatii in sinteza organica. Lipazele microbiene reprezintd cea mai importanta clasa
de biocatalizatori folositi intrun spectru larg de aplicatii in sinteza organica. Unele dintre
avantajele folosirii lipazelor sunt reprezentate de faptul ca nu necesita cofactori, multe lipaze
sunt disponibile in forma nativa si imobilizata, pot fi produse in cantitdti mari.

Aplicatiile la nivel industrial sunt ingreunate de lipsa stabilitatii lor operationale pe
termen lung si de dificultatea recuperarii si reutilizarii enzimei. Aceste dezavantgje pot fi
depasite prin imobilizarea enzimei. Printre avantajele imobilizarii, se numard manevrarea
usoara a enzimei, separarea usoara de produs, astfel minimizand contaminarea produsului cu
proteind, de asemenea faciliteazd recuperarea eficientd si refolosirea enzimelor scumpe,
pentru viabilitatea economica, si usureaza utilizarea lor in procese continue. Un alt beneficiu
il reprezinta stabilitatea maritd,”? conditiile de operare, mal exact denaturarea termicd, in
prezenta solventilor organici sau prin autoliza.

Reactiile enzimatice sunt cunoscute ca fiind sensibile la tipul solventului utilizat, mai
ales in sistemele cu solventi hidrofili. In general, in comparatie cu solventii hidrofobi, cei

hidrofili pot indeparta mai usor “apa esentiald” legata de lipaza, si care este necesarda pentru
13
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conservarea flexibilitatii conformatiei enzimei, acest fenomen deactiveaza lipaza.
Hidrofobicitatea unui solvent, definitd ca log P (logaritmul coeficientului de partitie al unui
compus intre n-octanol si apa), este proprietatea fizica a unui solvent, ce descrie cel mai bine

efectul solventului asupra activitatii enzimei. ™



Donorul acil poate influenta pozitia echilibrului si viteza de acilare/deacilare Multi
cercetdtori au presupus cd cresterea cantitdtii de donor acil poate ajuta la formarea
intermediarului acil-enzima si astfel poate accelera viteza de reactie™.

In ceea ce priveste transesterificarea esterilor vinilici si a alcoolilor mediate de lipaze,
este cunoscut faptul ca se formeaza acetaldehida, care ar putea dezactiva lipazele microbiene,
prin modificari structurale cauzate de formarea bazelor Schiff la nivelul reziduurilor lizinice
accesibile solventului.

Sunt disponibile trei cai principale spre obtinerea de compusi enantiopuri: folosirea
fondului de compusi chirali, rezolutia (separarea) racematilor si sinteza asimetrica. Strategiile
privind generarea de enantiomeri pornind de la racemati includ rezolutia cineticd, rezolutia
cinetica dinamicd, stereoinversia (via intermediar achiral pentru a obtine enantiomerul
corespunzator drept produs unic) si procese enantioconvergente (transformarea enantiomerilor
substratului prin cai stereochimice opuse, formand un singur produs enantiomeric).*®

Rezolutia cinetica simpld'’ se bazeazi pe diferenta dintre vitezele de reactie ale
enantiomerilor cu scopul de a obtine produs imbogatit enantiomeric. Rezolutia cinetica
enzimatica se bazeaza pe diferenta dintre vitezele de reactie ale enantiomerilor unui racemat
in prezenta unei enzime drept catalizator chiral. In conditiile optime ale unei rezolutii cinetice,
transformarea unuia dintre enantiomeri in produs are loc in timp ce celdlalt enantiomer
ramane nereactionat. Printre avantajele acestor procese se numara vitezele mari de reactie de
péania la 10" ori (in comparatie cu metodele chimice), eficientd imbunatatita, chemo-, regio- si
enantioselectivitate Thalte. Factorul de selectivitate este definit ca fiind raportul vitezelor celor
doua reactii. In absenta selectivitatii, intro rezolutie cinetica clasica, se va forma un amestec
racemic de produsi. Ideal, ar fi nevoie de o diferentd mare intre vitezele de reactie pentru a se
obtine produs enantiomeric pur cu un randament de 50%, precum si materie prima
enantiomeric purd cu un randament de 50%. Un dezavanta] al acestei strategii il constituie
faptul ca pentru a obtine randamente mari din fiecare enantiomer (~50%) cu enantiopuritate
excelenta (>95% ee), sunt necesari factori de selectivitate mari (»200), care sunt greu de
obtinut.'®

Tn cazul lipazelor au fost formulate reguli empirice pentru a prezice enantiomerul care
reactioneaza mai repede. Regula propusi de Kazlauskas' pentru a prezice enantiomerul care
reactioneazd mai repede dintrun alcool secundar racemic in urma acilarii in prezenta lipazei
din Burkholderia cepacia s-a dovedit a fi valid si pentru alte lipaze. Potrivit acestei reguli,

discriminarea enantiomerilor se bazeaza pe diferenta marimii substituentilor (substituent



mediu, substituent mare) atasati la centrul asimetric, care se leaga de diferite buzunare
hidrofobe din situsul activ al enzimei.

In cadrul acestei teze, eforturile de crestere a enantiopurititii compusilor au fost
orientate spre conditiile reactiilor de rezolutie cinetica mediate de lipaze, care sunt usor de

ajustat intrun laborator de sintezd chimica.

1.3. Configuratia absoluta

Configuratia absolutd se refera la aranjamentul spatial al atomilor unei entitati
moleculare (sau a unui grup) chirale identificata fizic si la descrierea stereochimica (e.g., (R)
sau (S), (P) sau (M), D sau L, etc). Determinarea configuratiei absolute a moleculelor chirale
este 0 problemd de importantd majora pentru stereochimia moleculara, astfel cd au fost
dezvoltate multe metode pentru a adresa aceastd problema. Printre acestea se numara:
cristalografia cu raze X, urmata de metode chiroptice (e.g., dicroism circular (DC), dispersie
optica rotativa (ORD), sau rotatie optica specifica).

Activitatea optica este o metoda folositoare de caracterizare a compusilor, din pacate
insd, polarimetrele necesitd o concentratie mai mare decdt cea obtinuta prin dizolvarea unui
singur cristal folosit la masuratorile de difractie, filnd de mai mare ajutor caracterizarea
activitatii optice in solutia acelui singur cristal.? Deoarece misurarea rotatiei specifice
implica o singura lungime de unda, prezenta si efectul impuritatilor poate trece neobservat, de
asemenea, rotatia opticd poate furniza o masurd a excesului enantiomeric dacd rotatia
specificd a compusului enantiomeric pur este suficient de puternicd si a fost determinatd
anterior.

Totusi, una dintre cele mai folosite tehnici experimentale este fard indoiala rezonanta
magnetica nuclearda (RMN). Aceasta tehnica este atragatoare din cauza avantajelor ei, care
includ: disponibilitatea aparatului in majoritatea laboratoarelor, intelegerea buna a
fundamentelor acestei metode nu este necesara pentru a o putea aplica, este necesard o
cantitate mica de proba care poate fi recuperata si metoda este aplicabila atat la solide cat si la
lichide. Analiza derivatilor preparati pornind de la substrat si cei doi enantiomeri ai unui agent
de derivatizare chiral este cea mai utilizatd abordare pentru determinarea configuratiei
absolute, deoarece legatura covalentd formatd intre substrat si agentul auxiliar produce o
specie cu o rigiditate conformationald mai mare, care in schimb produce diferente mari pe

gpectrul RMN. Pentru derivatizarea substratului, avem doua optiuni:(a8) prepararea celor doi



derivati pornind de la cei doi enantiomeri ai agentului chiral de derivatizare si substrat
(derivatizare dubld), si (D) prepararea unui singur derivat pornind de la substrat si unul din
enantiomerii agentului chiral de derivatizare (derivatizare simpld). Printre agentii auxiliari
folositi se numara: acidul o-metoxifenilacetic (MPA), acidul a-metoxi-o-
(trifluorometil)fenilacetic (MTPA), acidul 9-antrilmetoxiacetic (9-AMA), Boc-fenilglicina
(BPG), etc.*!

2. Sinteza hidroxiacizilor optic puri si a derivatilor acestora
2.1. Sinteza chimica

2.1.1. a-Hidroxiacizi

Metoda chimica nu e cea mai populard metoda de a prepara a-hidroxiacizi chirali si -
cetoacizi n industrie, pentru ca ea nu functioneaza eficient in termeni de enantioselectivitate
sau randament. Utilizarea catalizatorilor chimici ingreuneaza productia verde de o-
hidroxiacizi si a-cetoacizi. Printre metodele dezvoltate, se numara alchilarea Friedel-Crafts
asimetricd a compusilor aromatici cu esterul etilic al acidului glioxilic in prezenta (S)-6,6-
dibromo-1,1-binaftalen-2,2-diolului??, aditia enantioselectivd de vinilsilan catalizata de
scandiu ca o abordare noui la sinteza derivatilor enantiopuri de a-hidroxiacizi 8,y-nesaturati®,
sinteza enantioselectivd a a-hidroxiesterilor prin aditie 1,2 a acizilor arilboronici la t-butil

glioxilat catalizatd de ruteniu®® sau reducerea mediata de organocatalizatori® a ceto-esterilor.

2.1.2. p-Hidroxiaciz

Efortul depus in vederea obtinerii B-hidroxiacizilor optic activi sau a derivatilor
acestora, a dus la dezvoltarea unor metode de sinteza productive. Reactia aldolica e una dintre
cele mai importante metode pentru constructia stereoselectivdi a moleculelor aciclice
complexe. A fost realizata reactia aldolica enantioselectiva a tert-butil acetatului folosind
complexe de carbohidrat de titaniu, obtindndu-se puritati optice mari, de catre Duthaler, R.
O.et al®®. Auxiliarul chiral trans-2-fenilciclohexanol a furnizat un nivel bun de inductie
asimetrica folosit drept reactiv Reformatsky chiral in vederea sintezei enantioselective a -
hidroxiacizilor?’. Carbometoxilarea regioselectiva a epoxizilor chirali s-a dovedit a fi o
metodd eficientd de obtinere a P-hidroxiesterilor enantiomeric puri®®. De asemenes,
transformarea acizilor f-oxocarboxilici Tn acizi B-hidroxicarboxilici chirali prin intermediul
DIP-CI™ (B-Clorodiisopinocamfeilboran) folosit drept agent reducator, a dus la obtinerea

unei enantioselectivitati ridicate®.
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2.2. Sinteza enzimatica

2.2.1. a-Hidroxiacizi
Biocataliza s-a evidentiat ca o strategie puternica pentru producerea de o-hidroxiacizi
optic activi datorita stereoselectivitatii remarcabile si a randamentului ridicat®™. S-au dezvoltat

L inclusiv

diverse abordari biocatalitice in vederea sintezei de a-hidroxiacizi enantiopuri,3
reducerea asimetrici a ceto-esterilor corespunzitori catalizatdi de reductaze, hidroliza
enantioselectivi a mandelonitrilului si a derivatilor acestora catalizati de nitrilaze® si
rezolutia mediati de esteraze sau lipaze a O-acetatilor sau esterilor hidroxiacizilor®. Prin
utilizarea rezolutiei cinetice dinamice, a deracemizarii®® substratului racemic sau prin
bioreducere® este posibild obtinerea unui singur enantiomer cu un randament teoretic de
100%. In cazul rezolutiei cinetice, este posibild utilizarea biocatalizatorilor, Tn special

38,39,40 . a1 a2 )
pentru acilarea selectiva™ sau hidrolizd™ cu scopul de a obtine substantele

lipazele,
dorite i ambii enantiomeri pot fi obtinuti cu puritate optica bund, la un randament teoretic de
50%.%

Oxidarea biocataliticd ar putea constitui o procedura prietenoasa cu mediul, ca un
substitut al reactiilor chimice traditionale* si mai mult, oxidarea enantioselectivi a a-
hidroxiacizilor racemici de catre a-hidroxiacid dehidrogenaze (a-HADHS) ar putea produce a-
cetoacizii corespunzatori si o-hidroxiacizii optic activi cu excese enantiomerice ridicate (ee),
ca substraturi rimase nereactionate™.

Dintre aceste metode, rezolutia enzimaticd a hidroxiacizilor O-acetilati de catre

esteraze sau lipaze prezinta un potential ridicat pentru aplicare datorita utilizarii lor practice n

industria chimicé,46 astfel ci a fost intens studiata.*’

2.2.2. B-Hidroxiacizi

S-a dezvoltat o gama largd de proceduri chemo- si biocatalitice pentru prepararea
enantioselectiva a acizilor B-hidroxipropanoici si a derivatilor acestora.*®

Printre  procedurile organometalice §i enzimatice se numara: reducerea
enantioselectivd a [-cetoesterilor corespunzatori; rezolutia cineticd sau rezolutia cinetica
dinamica (KR sau DKR) a acizilor B-hidroxicarboxilici racemici si a derivatilor acestora;
deracemizarea p-hidroxiesterilor.”® Rezolutia cinetica enzimatici a diferitor substraturi chirale
cu acizi grasi sau derivati ai lor drept donori acil precum si hidroliza enzimatica

stereoselectivi a esterilor cu acizi grasi a fost investigata de citre grupul nostru.”
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3. Obiectivele acestui studiu

Lipazele sunt frecvent utilizate in rezolutiile cinetice enzimatice din chimia organica,
deoarece acceptd o gama largd de substraturi si prezintd enantioselectivitate ridicatd. Mai
mult, din punct de vedere al mediului inconjurator, procesele biocatalitice sunt mai ecologice,
mai putin nocive si cel mai putin poluante. Astfel cd, aceasta teza s-a axat pe sinteza
derivatilor de a- si B-hidroxiacizi de inalta enantiopuritate, prin intermediul rezolutiei cinetice

mediate de lipaze. In acest scop, urmitoarele obiective au fost propuse si realizate:

1. Sinteza a patru o-hidroxiesteri heteroaromatici diferiti si a compusilor O-acilati
corespunzatori, urmatd de rezolutia acestora mediata de catre lipaze, in scopul obtinerii a-
hidroxiacizilor corespunzatori cu grad Tnalt de enantiopuritate.

|O OH OH OH
—_— E— —_— @]
5 e en R}\(OH R}ﬁ( =
0] O

la-d rac-2a-d rac-3a-d rac-4a-d

= - O
(0] S
a b
T e R/é\[(o\/
o] S rac-5a-d
Cc

d

\\
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2. Sinteza a patru B-hidroxiesteri heteroaromatici diferiti si a compusilor O-acilati
corespunzatori, urmatd de rezolutia acestora mediata de catre lipaze, in scopul obtinerii
enantiomerilor (R)- si (S a B -hidroxiesterilor corespunzatori cu grad inalt de enantiopuritate.

OH O i
S N N CalL-B
R™ "0 R + o Gy toluen,
1e-h rac-2e-h sitd moleculara
In. ., DIPE, 1 cal-B
sitd moleculara
0”0 O OH O o )O\)CL
Cal-B -
rac-3e-h sita moleculara (R)-2e-h (S)-3e-h

. Cl . o "

I. Etil 2-bromoacetat, Zn, THF, reflux; Il. CH,Cl,, anhidrida butanoic3, trietilamina, DMAP

3. Sinteza a patru o-cianhidrine heteroaromatice diferite si a compusilor O-acilati
corespunzatori, urmatd de rezolutia acestora mediata de catre lipaze, In scopul obtinerii
enantiomerilor (R)- si (S a a-cianhidrinelor corespunzatoare cu grad inalt de enantiopuritate.

s \

R:
o ’ S\ |
o |
R)\CN
rac-3i-l | \ Z{

||.T 0 S j
Cl
OH OH Q)k
. Py BS

R No R“>cN — R7 CN + R7CN [ >}
1il rac-2i-l (S)-2i-l (R)-3i-l S K
~o
I. TMSCN, Znl,, CHCN
Il. AcCI, DMAP (1%piridina), CH,Cl |\ f
S
|
O,N
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4. Rezultate si discutii
4.1. Sinteza chimica a compusilor racemici

4.1.1. Sinteza chimica a derivatilor de a-hidroxiacizi

Dupa cum e ilustrat in Schema 1, sinteza cianhidrinelor racemice rac-2a-d pornind de
la aldehidele corespunzatoare la-d a fost redlizata folosind trimetilsilil cianura in prezenta
unei cantitati catalitice de Znl,, in diclormetan. Cianhidrinele racemice rac-2a-d obtinute, au
fost hidrolizate folosind HCI conc. in 1,4-dioxan la reflux, de unde au rezultat acizii 2-
heteroaril-hidroxiacetici rac-3a-d, care in etanol si o cantitate cataliticda de SOCI, s-au
transformat in etil-2-heteroaril-hidroxiacetatii racemici rac-4a-d. In final, rac-4a-d au fost
acilati chimic pentru obtinerea etil 2-acetoxi-heteroaril-2-acetatilor racemici rac-5a-d,
folosind clorura de acetil in diclormetan si o cantitate catalitici de 4-N,N-dimetilamino-

piridind 1% in piridina.

OH OH OH
L 1 o L o
R Yo R~ CN R)ﬁ( R ~

(@]
la-d rac-2a-d rac-3a-d rac-4a-d

s | g

A

T T R)\[(O\/
| A\ | A\ o)
0] S rac-5a-d

c d

I. 1. TMSCN; 2.HCI/MeOH; II. HCI conc./1,4-dioxan; Ill. Etanol, SOCI2; IV. AcCl, DMAP 1%.

Schema 1. Sinteza chimica a racemicilor rac-5a-d

4.1.2. Sinteza chimica a p-hidroxiesterilor si a diesterilor corespunzatori

B-Hidroxiacizii racemici pot fi obtinuti prin mai multe metode: prin intermediul
reactiei Reformatsky a aldehidelor corespunzatoare in prezenta B-bromoesterilor, iar daca B-
bromoesterii nu sunt disponibili, atunci prin utilizarea acizilor carboxilici dianionici; folosind
etil diazoacetat si diferiti acizi Lewis drept catalizatori, urmata de reducerea hidroxiesterilor

corespunzatori. Ulterior, B-hidroxiesterii pot fi hidrolizati la B-hidroxiacizii corespunzatori.
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Etil 3-hidroxi-3-(2-aril-tiazol-4-il)propanoatii (rac-2e-h) au fost obtinuti prin reactia
Reformatsky, pornind de la aldehidele corespunzitoare 1e-h. In urma reactiei de acilare a rac-
2e-h folosind anhidrida butanoica in prezenta trictilaminei si a unei cantitati catalitice de 4-
N,N-dimetilamino piridinda (DMAP) in diclormetan, S-au obtinut diesterii racemici rac-3e-h,

dupa cum e prezentat in Schema 2.

N H N H&%
J/% " /K /@/«K
OH © 0“0 o ] s s
R0 l. RMO/\ _n o c i

R o

1e-h rac-2e-h rac-3e-h
N a N a
a1 -
I. Etil 2-bromoacetat, Zn, THF, reflux; S S
Il. CH,Cl,, anhidridd butanocic3, trietilaming, DMAP
g h

Schema 2. Sinteza chimica a rac-2e-h si a rac-3e-h

4.1.3. Sinteza chimica a a-cianhidrinelor

Dupa cum e ilustrat in Schema 3, a fost realizata sinteza cianhidrinelor racemice rac-
2i-| pornind de la aldehidele corespunzatoare li- folosind trimetilsilil cianura n prezenta
unei cantitati catalitice de Znl, anhidra, in acetonitril sau diclormetan. Cianhidrinele racemice
rac-2i-l au fost acilate cu clorurda de acetil, in prezenta unei cantitati catalitice de 4-N,N-
dimetilamino-piridina (DMAP) in diclormetan, obtindndu-se acetatii racemici corespunzatori
rac-3i-.

0 ( )
J\ § N\ N\
OH o | g | f
| I, < <
RN /KCN—> R)\CN
1i-l rac-2i-l rac-3i-l i Cl i
. TMSCN, Znl, .CHsCN | s\ | | s\ ]
II. AcCl, DMAP(1%pyr), CH,Cl, -
0 O,N

Schema 3.Sinteza chimica a cianhidrinelor rac-2i-l si a esterilor O-acilati rac-3i-|
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4.2. Sinteza catalizata de enzime a compusilor cu grad mare de enantiopuritate

4.2.1. Rezolutia cinetici mediata de enzime a a-hidroxiesterilor si a a-hidroxiesterilor O-
acilati

Pentru a investiga stereoselectivitatea rezolutiei cinetice enzimatice si activitatea
enzimelor, mal ntdl s-a stabilit separarea cromatografica a enantiomerilor. S-a realizat
Separarea enantiomerilor rac-3,4,5a-d pe HPLC, folosind coloane chirale si un amestec de n-
hexan si 2-propanol (v:v) caeluent.

Acilarea enzimatica la scara analitica a rac-4a-d

Pentru a obtine (R)-etil 2-acetoxi-heteroaril-2-acetati enantiomeric puri, S-au testat mai
multe lipaze disponibile comercial in forma imobilizata sau nu, in diferiti solventi organici, in
reactia de acilare enantioselectiva cu acetat de vinil ca donor acil ireversibil a etil-2-heteroaril-
hidroxiacetatilor racemici rac-4a-d.

Mai ntéi, a fost studiata reactia de acilare enantioselectiva catalizatd de enzime la
scard analitica a etil-2-heteroaril-hidroxiacetatilor racemici rac-4a-d, folosind rac-4a ca si
compus model. Astfel, s-a realizat acetilarea rac-4a in prezenta mai multor lipaze, folosind
acetatul de vinil drept agent de acilare. Majoritatea enzimelor testate, cum sunt Cal-B, lipaza
F, lipaza AK, lipaza din Pseudomonas cepacia (LPS), si lipaza din Mucor miehel au fost
catalitic inactive, lipaza din Candida rugosa a prezentat enantioselectivitate si activitate
reduse (ee, = 46% pentru (R)-5a, ¢ = 4 % dupa 24h). Doar lipaza A imobilizata din Candida
antarctica (CaL-A) s-a dovedit a fi activa si un catalizator selectiv, totusi, performanta
catalitica a acestei enzime a fost puternic influentata de tipul de imobilizare. Reactiile Tn
prezenta Cal-A reticulata cu glutaraldehida (CaL-A CLEA) sau atasata covalent de acrilati
(IMMCALA) au prezentat excese enantiomerice slabe ale produsului de reactie, chiar si la
conversii mici. Folosind lipaza A din Candida antarctica adsorbita pe Celita (CalL-A), reactia
a decurs mai repede si selectivitatea a fost vizibil imbunatatita (ee >90% pentru ambii produsi
la o conversie de ~50 %). In urma investigarii influentei raportului substrat:biocatalizator
asupra enantioselectivitatii i a conversiei, am gasit raportul 1:2 (w:w) substrat:biocatalizator
ca fiind cel mai potrivit. Natura solventului si a nucleofilului pot de asemenea sa influenteze
activitatea si selectivitatea reactiilor de acilare enzimatice enantioselective. Astfel, am testat
mai mul{i solventi pentru acilarea rac-4a cu acetat de vinil, mediatd de CalL-A (Tabel 1).
DIPE si MTBE (Tabel 1, intrarile 1 si 2) sau dovedit a fi cei mai buni solventi pentru
acetilarea rac-4a (E = 70 la conversie 51 % dupa 2h). Tn CH,Cl; si acetonitril, selectivitatea a
fost moderata (Tabel 1, intrarile 3 si 4), intimp ce in cloroform si THF catalizatorul nu a fost
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eficient. A fost studiata si acilarea mediata de CalL-A arac-4a cu butanoat de vinil si acetat de
izopropenil in DIPE, dar nu sau gasit schimbari considerabile ale selectivitatii reactiei
comparativ cu cele obtinute la folosirea acetatului de vinil (E = 21 la ¢ = 40% pentru butanoat
devinil, E =19 lac = 30% pentru acetatul de isopropenil si E = 39 la c = 45% pentru acetatul
de vinil, dupa 2h). S-au realizat reactiile de acetilare cu acetat de vinil la scard analitica,
mediate de CalL-A, pentru rac-4-b,c.d in DIPE, in concordantda cu conditiile optime gasite
pentru compusul rac-4a (Table 1, intrarile 5, 6, 7), obtinandu-se reactivitati si selectivitati
bune.

Tabel 1. Acilarea enantioselectiva a rac-4a-d cu acetat de vinil si Cal.-A in diferiti solventi

Intrare Substrat Solvent Timp (h) c(%) ees(%) eep(%) E
1 rac-4a DIPE 2 51 95 90 70
2 rac-4a MTBE 2 23 23 74 8
3 rac-4a CH.Cl, 23 34 44 85 19
4 rac-4a CH3CN 23 42 62 84 21
5 rac-4b DIPE 2 50 93 90 65
6 rac-4c DIPE 4 49 95 97 >200
7 rac-4d DIPE 3 49 98 99 »200

Alcooliza enzimatica la scara analitica a compusilor racemici rac-5a-d

Lipazele retin de obicei preferinta lor enantioselectiva in hidroliza sau alcooliza."*®Tn
consecintd, in urma acestor reactii ar trebui sa rezulte formele enantiomerice opuse ale etil 2-
heteroaril-2-hidroxiacetatilor 4a-d si ale etil 2-acetoxi-2-heteroaril-acetatilor 5a-d enantiopuri
decat cele gasite in urma reactiilor de acilare mediate de lipaze. Astfel ca, am considerat
necesar sa studiem reactiile de alcooliza si hidroliza ale etil 2-acetoxi-2-heteroaril-acetatilor
racemici rac-5a-d.

Datorita solubilitatii lor reduse in apa, am studiat mai intai alcooliza enzimatica a rac-
5a-d. A fost testata aceeasi gama de lipaze disponibile comercial ca si cele folosite la reactiile
de O-acilare. Mai intéi, am realizat experimentele in metanol, etanol, propanol si butanol
anhidri, urmate de experimente in care am folosit aceleasi enzime in toti solventii folositi la

reactiile de esterificare si am adaugat 5 echivalenti de alcool in mediul de reactie. Datorita

faptului ca in toate cazurile, alcooliza enzimatica s-a dovedit a fi total ineficientda (randamente

17



< 5% dupa 2 zile cu PLE, LPS si esteraza din Rhyzopus oryzae), am continuat studiile cu

reactii de hidroliza enzimatica ale racemicilor rac-5a-d.

Hidroliza enzimatici la scara analitica a compusilor rac-5a-d

Experimentele au fost realizate in diferiti solventi organici saturati cu apa, cu scopul
de a mari viteza de hidroliza. Deoarece diisopropileterul (DIPE) s-a dovedit afi lafel de bun
ca si la reactiile de acilare enzimatica, I-am utilizat mai departe Tn experimentele noastre in
raport de 18:1 (v:v) cu apa si un raport substrat:enzima 1:2 (w/w).

Tn continuare, am testat separat enzimele, atét pentru benzofuranil-2-il cét si pentru
benzofuranil-3-il, folosind lipaze, esterase si acilaze, iar dupa céteva ore, rezultate au
prezentat doar LPS, Cal-A, CrL si PLE, intimp ce CalL-B si Acilaza | nu prezinta activitate
pentru rac-5a,c. Toate enzimele studiate au prezentat selectivitate pentru enantiomerul (R), cu
exceptia CrL care s-a dovedit afi (S selectiva. Hidroliza enzimatica a substraturilor rac-5a,c
a aratat la produsi prezenta hidroxiesterului, hidroxiacidului si a hidroxiacidului O-acilat.
Aceste rezultate pot fi explicate prin regioselectivititile diferite ale hidrolazelor utilizate. Tn
urma rezultatelor prezentate in Tabel 2, mai departe am utilizat LPS pentru hidroliza rac-5b
si CalL-A pentru hidroliza rac-5d, rezultatele obtinute fiind prezentate in Tabel 3. Astfel, prin
utilizarea reactiei de acilare enzimatica a rac-4a-d urmata de hidroliza mediatd de LPS sau

CaL-A a(R)-5a-d, pot fi obtinuti hidroxiesterii (R)-4a-d enantiomeric puri.
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Tabel 2. Hidroliza enzimatica a rac-5a,c Tn DIPE:apa 18:1 (v:Vv), monitorizata prin TLC si

HPLC:
Produsi
Intrare Substrat Enzima Config® Hidroxiester Hidroxi_acid Hidroxiacid
O-acetilat
1 rac-5a  CalL-A (R) ++ b P
2 rac-5a LPS (R) +++ L b
3 rac-5a CrL ©) + + L +
4 rac-5a PLE (R) + + ++
5 rac-5c  Cal-A (R) +++ L b
6 rac-5c LPS (R) N b +
7 rac-5c CrL ©) + + L +
8 rac-5c PLE (R) N + ++

a configuratia absoluta a enantiomerului mai reactiv pentru substraturile 5a,c

b . nedetectat (c< 2%)

Prezenta acestor produsi este notatd de la 1 pana la 3 plusuri (+), in functie de concentratia lor, iar absenta e

notata cu (-).

Tabel 3. Hidroliza enzimatica a rac-5a-d in DIPE:apa 18:1 (v:v):

Intrare  Substrat Enzima Timp(h) ¢ (%) ees (%) eep(%) E
1 rac-5a LPS 22 50 95 94 120
2 rac-5b LPS 22 49 94 97 >200
3 rac-5¢c CaL-A 12 45 78 99 100
4 rac-5d CaL-A 12 48 80 92 >200

Hidroliza enzimatici la scara analitica a compusilor rac-4a-d

Pentru hidroliza enzimatica a hidroxiesterilor rac-4a-d, am folosit rac-4a ca si compus

model si am testat enzimele PLE, lipaza din Pseudomonas cepacia (LPS), PPL, CalL-A, Cal-

B, CrL, L-AK, lipaza F, lipaza BUTE, lipaza Mucor miehel, Acilaza | din rinichi de porc si

din Aspergillus, esteraza F din Rhyzopus oryzae intrun amestec apa:DIPE 1:1(v:v). CaL-B a

prezentat cea mai mare activitate si valori mari ale selectivitatii, in timp ce PLE, esteraza F

din Rhyzopus oryzae si Acilaza | au prezentat valori mici ale activitatii si selectivitatii. A fost
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interesant de observat faptul cd, doar esteraza F a prezentat enantiopreferintd pentru
enantiomerul (R) al substratului. Astfel, rezolutia cinetica a rac-4b,c,d a fost realizata prin
intermediul hidrolizei mediate de Cal-B, obtinandu-se valori ale enantioselectivitatii de la
moderat la excelent (Tabel 4).

Produsii (R) si (§-3a-d au fost derivatizati cu alcool t-amilic si s-a investigat metoda
cromatografica de separare a enantiomerilor pentru a putea verifica stereoselectivitatea

rezolutiei cinetice enzimatice si activitatea enzimelor.

Tabel 4. Hidroliza enzimatica a rac-4a-d Tn DIPE:apa 1:1 (v:v):

Intrare Substrat Enzima Config® T(irr]r;p c(%) eef(%) ees(%)” E
1 rac-4a PLE )] 40 42 52 72 10
2 rac-4a Esterase F (R) 40 11 10 75 11
3 rac-4a Acylase | ) 40 2 2 63 101
4 rac-4a CaL-B )] 17 42 70 97 124
5 rac-4b CalL-B ©) 15 45 80 93  >200
6 rac-4c CaL-B ) 14 50 98 96 »200
7 rac-4d CalL-B ©) 40 51 98 95 153

& configuratia absoluti a enantiomerului mai reactiv
® excesul enantiomeric al acizilor optic puri 3a-d afost determinat dupa derivatizarea acidului cu 2,2-dimetil-1-
propanol laesterul 2-hidoxi neopentil corespunzator

Sinteza la scara preparativa

In Schema 4, este prezentati sinteza la scard preparativa a (R)- si (S)- 3a-d. Toate
dilutiile, raportul substrat:biocatalizator si conditiile de reactie sunt aceleasi ca in cazul
reactiilor la scard analitica.

Pornind de larac-4a-d, pe care ii acilam in prezenta CalL-A in DIPE, obtinem (R)-5a-
d si (9-4a-d. (9-4a-d sunt hidrolizati in prezenta Cal-B, care prezinta (S selectivitate, in
amestec DIPE:apa, obtindndu-se (§)-3a-d, in timp ce (R)-5a-d sunt mai intdi hidrolizati in
prezenta LPS sau Cal-A la hidroxiesterii (R)-4a-d corespunzatori si apoi, in prezenta
esterazei F, care prezinti selectivitate (R), la (R)-3a-d. In acest mod, putem obtine ambii

enantiomeri optic puri ai a-hidroxiacizilor.
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Schema 4: Calea enzimatica spre obtinerea o-hidroxiacizilor heteroaromatici optic puri

Tabel 5. Excesele enantiomerice si rotatiile specifice ale 3,4,5a-d izolati in forma
enantiomeric pura:

Compus 1(%) ee[%] [a]o®

(R-3a 90 99  +26
(93 8 99  -27

(R-3b 92 99 -261
(930 94 99 425
(R3¢ 91 99 +3

(93 90 9  -27
(R-3d 90 99  +46
(9-3d 8 98  -483
(R-4a 90 95  -385
(940 9% 82  -37.1
(R-4c 92 75  -685

(R)-4d 95 98 -103.7



(9-5a 86 92  +1314
(R)-5b 92 83 +81.3
(9-5¢ 89 93 +80.3
(9-5d 93 99  +100.8

10" deg cm? g*; ¢ 1.0, CHCl3, T = 25°C.

Concluzii

A fost realizata sinteza acizilor R)- si (§)-2-benzofuranil- si 2-benzo[b]tiofenil-2-
hidroxiacetici cu grad mare de enantiopuritate (ee pana la 99%) prin rezolutia cinetica mediata
de CaL-A a o-hidroxiesterilor racemici, urmatd de hidroliza mediata de CalL-B a
enantiomerului netransformat al substratului (S)-4a-d pentru a obtine (S)-3a-d si o hidroliza
enzimatica in doua etape, mai intdi a diacetatului optic pur (R)-5a-d in prezenta LPS sau Cal -
A pana la hidroxiesterul (R)-4a-d si apoi, folosind esteraza F, care a prezentat selectivitate

(R), obtinem a-hidroxiacizii optic puri (R)-3a-d.

4.2.2. Sinteza mediata de lipaze a B-hidroxiesterilor si a -hidroxiesterilor O-acilati optic
puri

Pentru a putea investiga stercoselectivitatea reactiilor enzimatice ale 3-hidroxi-3-(2-
aril-tiazol-4-il)propanoatilor racemici si a diesterilor acestora, mai ntd s-a investigat

separarea cromatografica a enantiomerilor acestora

Acilarea enzimatica la scara analitica a rac-2e-h

In efortul de a obtine produsi de rezolutie cu grad mare de enantiopuritate, am testat
mai multe lipaze disponibile comercial (25 mg/mL), in diferiti solventi organici la
temperatura camerei, pentru a gasi conditiile optime ale acilarii enantioselective a 3-hidroxi-
3-(2-feniltiazol-5-il)propanoatului racemic rac-2e (0.025M) cu acetat de vinil si butanoat de
vinil ca donori acil ireversibili (0.1M). Au fost testate ca potentiali biocatalizatori: lipaza A
din Candida antarctica imobilizatd prin adsorbtie pe Celitd (CalL-A Celitd), CalL-B
(Novozyme 435), lipaza B din Candida antarctica imobilizata prin adsorbtie pe nanotuburi de
carbon cu perete simplu (CaL-B-SWCNT), lipaza din Candida rugosa (CrL nativa), lipaza
nativa din Pseudomonas cepacia (LPS nativa) si lipaza AK imobilizata prin adsorbtie pe
celita (AK pe Celitd) in solventi organici uscati. Experimentele au fost realizate in prezenta
sitei moleculare, deoarece chiar si urmele de apa pot produce reactii de hidroliza, rezultand

astfel produsi secundari nedoriti sau o scadere a enantiopuritatii produsilor.

22



Natura solventului si a nucleofilului pot influenta puternic activitatea si selectivitatea
reactiei de acilare mediate enzimatic. Astfel, solventii folositi au fost selectati deoarece sunt in
general acceptati de catre lipaze. Printre enzimele testate pentru reactia de O-acilare a
compusului model rac-2e, lipaza AK pe Celita si lipaza Pseudomonas cepacia (L-PS nativa)
au fost catalitic inactive in toti solventii studiati, in timp ce CrL, a prezentat selectivitate si
activitate diferite in functie de agentul de acilare folosit. In cazul acilarii mediate de CrL cu
acetat de vinil Tn solventi ca MTBE, DIPE, hexan si toluen, até viteza de reactie cat si
selectivitatea au fost scazute (Tabel 6, intrarile 10-13), iar in cazul acildrii cu butanoat de
vinil, reactia decurge cu selectivitate scazutd in MTBE, DIPE si hexan (Tabel 7, intrarile 6-
8). Reactiile de O-acilare cu acetat de vinil au prezentat enantioselectivitati moderate in
prezenta Cal-A pe Celitd pentru compusul model rac-2e in eteri cum sunt MTBE si DIPE sau
n solventi nepolari cum sunt hexanul, toluenul si acetonitrilul (Tabel 6, intrarile 1-5). Atunci
cand, in aceleasi experimente, S-a folosit butanoatul de vinil ca donor acil, CalL-A pe Celita a
prezentat o scadere a activitatii in MTBE (Tabel 7, intrarea 1), iar in restul solventilor a fost
inactiva. In termeni de activitate si selectivitate, O-acilarea cu acetat de vinil mediata de Cal-
B 1in toti solventii studiati (Tabel 6, intrarile 6-9) s-au obtinut rezultate similare cu cele gasite
Tn cazul CalL-A pe Celita. Totusi, o Tmbunatatire majora a selectivitatii s-a obtinut in cazul O-
acilarii cu butanoat de vinil mediate de CalL-B, folosind ca solventi n-hexan si toluen (T abel
7, intrarile 4-5), rezultand produsi de rezolutie cu enantiopuritati ridicate la o conversie de
50%. Este interesant de remarcat faptul ca, CaL-B-SWCNT s-a dovedit inactiv pentru scopul
prezent, desi a prezentat activitate si selectivitate ridicate in cazul O-acilarii selective arac-1-

feniletanolului.

Tabel 6. Teste pe diferite lipaze si solventi pentru O-acilarea selectiva a substratului racemic
rac-2e folosind acetat de vinil, dupa 17h

Intrare Enzima Solvent c (%) €€(R)-3e €€(9)-2¢ E
1 CalL-A Celita MTBE 35.3 64 35 6
2 CalL-A Celita DIPE 78.3 26 94 5
3 CalL-A Celita CH3CN 68 45 96 9
4 CalL-A Celita Hexan 724 38 >99 14
5 CalL-A Celita Toluen 29.6 64 27 6
6 CalL-B MTBE 35.6 47 26 35
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7 CalL-B DIPE 32.3 65 31 6.3

8 CaL-B Hexan 53.7 62 72 8.9
9 CaL-B Toluen 24.5 74 24 8.4
10 CrL MTBE 5.2 36 2 2

11 CrL DIPE 27.2 40 15 2.7
12 CrL Hexan 33.8 47 24 3.5
13 CrL Toluen 12.8 68 10 5.8

Tabel 7. Teste pe diferite lipaze si solventi pentru O-acilarea selectiva a substratului racemic
rac-2e folosind butanoat de vinil, dupa 17h

Intrare Enzima Solvent c (%) €€(R)-3e €€(9)-2¢ E
1 CalL-A Celita MTBE 81.9 13 59 2
2 CalL-B MTBE 51.6 91 97 89
3 CalL-B DIPE 52.6 89 99 89.7
4 CalL-B Hexan 52.8 89 >99 127.8
5 CalL-B Toluen 50 >99 >99 »200
6 CrL MTBE 20 32 8 2
7 CrL DIPE 39.6 35 23 25
8 CrL Hexan 54.9 41 50 3.8
9 LPS nativa Hexan a47.7 80 73 195

Alcooliza enzimatica la scara analitica a rac-3e-h

Lipazele isi retin de obicei enantiopreferinta gasitd la acilarea stereoselectiva a
alcoolilor chirali inclusiv in cazul hidrolizei sau alcoolizei esterilor corespunzitori. In
consecinta, aceste reactii formeaza enantiomerii opusi ai etil 3-hidroxi-3-(2-aril-tiazol-4-
il)propanoatilor 2e-h si ai diesterilor acestora 3e-h decat cei obtinuti prin acilarea enzimatica a
rac-2e-h. In continuare, am studiat alcooliza enzimatica a rac-3e, folosit ca si compus model.
Experimentele au fost realizate folosind aceleasi enzime in toti solventii testati pentru acilarea

enzimaticd, prin adaugarea a 5 echivalenti de etanol sau butanol in amestecul de reactie. Cele
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mai mari activitati si selectivitagi le-a prezentat etanoliza mediata de CalL-B folosind ca
solventi MTBE (Tabel 8, intrare 5) si DIPE (Tabel 8, intrare 6). Datorita activitatii mai mari

aenzimei In DIPE, acesta a fost utilizat in experimentele urmatoare.

Tabel 8. Testele pe diferiti alcooli, lipaze si solventi pentru alcooliza selectiva a diesterului

racemic rac-3e, dupa 14h

Intrare  Alcool Enzima  Solvent c (%) €€(R)-2¢ €€(9)-3¢ E
1 EtOH CaL-A MTBE 111 64 8 4.9
2 DIPE 32.2 59 28 5
3 CH3CN 8.3 77 7 8.2
4 Hexan 19.3 71 17 7
5 CalL-B MTBE 49.7 97 96 >200
6 DIPE 48.4 >99 93 »200
7 Toluen 6.6 >99 7 >200
8 CRL Hexan 9.8 55 6 3.6
9 BuOH CaL-A CH3CN 3 >99 3 >200
10 CalL-B DIPE 83 19 94 4
11 Hexan 39.3 71 46 9
12 Toluen 16.6 85 17 14
13 CrL DIPE 131 53 8 35
14 Hexan 14.5 47 8 3

Acilarea enzimatica a rac-2e-h si etanoliza rac-3e-h la scara preparativa

Folosind conditiile optime gasite in urma biotransformérilor la scara analitica atat a
rac-2e cat si a rac-3e, S-a realizat acilarea la scara preparativa mediata de CaL-B arac-2e-h
cu butanoat de vinil in toluen (Tabel 9, intrarile 1-4) si etanoliza mediata de Cal.-B arac-3e-
h in DIPE (Tabe 9, intrarile 5-8) cu activitate si selectivitate bune (E »200, 99% ee; pentru
majoritatea produsilor la o conversic de aprox. 50%). Toate dilutiile, raportul

substrat:biocatalizator si conditiile de reactie au fost aceleasi ca si in cazul reactiilor la scara
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analiticd. Randamentele, excesele enantiomerice si rotatia specifica ale produsilor sunt date in

Tabel 9.

Tabel 9. Acilarea enzimatica la scara preparativa a rac-2e-h si etanolizarac-3e-h

Intrare  Substrat  Timp Produsi E
" eers M(%) [alo® egg2 (%)  [alp®
1 rac-2e 19 99 47 +785 99 46 -56.8  »200
2 rac-2f 19 98 45 +75.2 >99 47 -53.5 »200
3 rac-29g 19 99 45 +72.8 99 45 -51.3 »200
4 rac-2h 17 99 46 +86.2 >99 45 -60.4  »200
€€R)-2 €€(s)-3
5 rac-3e 17 >99 48  +57.2 98 48 76 »200
6 rac-3f 48 98 46 +49.8 >99 45 -741  »200
7 rac-3g 48 >99 45 +51.9 >99 45 -68.5 »200
8 rac-3h 17 >99 45 +59.8 99 46 -83 »200
Concluzii

Am reusit dezvoltarea unei noi proceduri enzimatice de sinteza a etil 3-hidroxi-3-(2-

aril-tiazol-4-il)propanoatilor enantiomeric puri (ee 99%). Prin utilizarea rezolutiei cinetice

enzimatice, au fost sintetizati cu randamente bune ambii enantiomeri optic puri ai patru etil 3-

hidroxi-3-(2-aril-tiazol-4-il)propanoati 2e-h si patru butanoati 3e-h. CalL-B s-a dovedit a fi

biocatalizatorul optim atat pentru reactia de acilare cu butanoat de vinil a rac-2e-h in toluen,

cat si pentru etanoliza rac-3e-h in DIPE, mentindndu-si activitatea si stereoselectivitatea de-a

lungul a 10 cicluri de reutilizare.
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4.2.3. Rezolutia cinetica mediata de lipaze a a-cianhidrinelor si a a-cianhidrinelor O-
acilate

Pentru a putea investiga stereoselectivitatea reactiilor care implica derivatii chirali ai
2-hidroxi-2-(5-feniltiofen-2-il)acetonitrilului si a esterilor lor, a fost stabilitdi mai intai
separarea cromatografica a enantiomerilor rac-2,3i-l pe HPLC, folosind coloane chirale si

diferite amestecuri de n-hexan si 2-propanol (v/v) ca eluent.

Acilarea enzimatica la scara analitica a rac-2i-|

Au fost testate mai multe lipaze disponibile comercial in solventi organici in vederea
obtinerii (R)-ciano(5-heteroaril-2-il)metil acetatilor enantiomeric puri prin intermediul acilarii
enantioselective a 2-heteroaril-2-hidroxiacetonitrililor racemici rac-2i-l. Mai intd a fost
studiata acilarea catalizata enzimatic cu acetat de vinil a rac-2i la scara analitica, in prezenta
diferitor lipaze si solventi. Majoritatea enzimelor testate au fost catalitic inactive dupa 3 ore,
printre care si Cal-B (CalL-B, Novozym 435), lipaza din Pseudomonas fluorescens (AK)
imobilizatd pe sol-gel si lipaza din Candida rugosa (CrL). Lipaza din Pseudomonas
fluorescens (AK) imobilizata prin adsorbtie pe Celitd a prezentat enantioselectivitate si
activitate bune iIn MTBE dupa 3 ore (eg, = 98% si ees=72% la ¢ = 42%). Prin utilizarea Cal -
A imobilizata pe Celita, reactia decurge mai repede si selectivitatea e marita (ee>83%) pentru
ambii produsi ai reactiei la 0 conversie de 48%.

In urma testelor de determinare a influentei raportului substrat:biocatalizator asupra
enantioselectivitatii i conversiei, ne-am oprit asupra unui raport optim substrat:biocatalizator
1:5 (w:w). Natura solventului si a nucleofilului pot influenta activitatea si selectivitatea
acilarii enzimatice enantioselective. Astfel, a fost testata reactia de O-acilare cu acetat de vinil
mediata de Cal.-A arac-2i in diferiti solventi organici (Tabel 10). Acetonitrilul s-a dovedit a
fi cel mai adecvat solvent (Tabel 10, intrare 1). In CH,Cly si acetat de etil, selectivitatea si
activitatea au fost moderate dupa 3 ore (Tabel 10, intrari 2 si 3), in timp ce in MTBE si metil-
THF, enzima a fost inactiva. Au fost studiate si reactiile de acilare a rac-2i mediata de Cal.-A,
cu mai multi donori acil: acetat de isopropenil (eg,=81% la c=20% dupa 42h), etil-
metoxiacetat, etil-etoxiacetat, pivaloat de vinil in acetonitril, dar fara schimbari semnificative

sau chiar inactivi comparativ cu acilarea cu acetat de vinil.
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Tabd 10. Acilarea enantioselectiva mediata de diferite enzime a rac-2i cu acetat de vinil, In
diferiti solventi

Intrare Enzima Solvent Timp(h) c(%) ees(%) eep (%) E
1 CaL-A CH3CN 3 46 85 99 >200
2 Acetat de il 3 22.7 215 73.1 7.9
3 MTBE 3 28.8 18.8 46.3 3.2
4 CH.CI, 3 15.8 16.5 87.4 17.6
5 Metil-THF 17 34 22.8 44.3 3.2
6 L-AK MTBE 3 42 72 98 >200
7 Metil-THF 3 12.6 14 98 121
8 CH.Cl, 17 44.6 80 99 >200
9 CalL-B CH.CI, 17 23 28 91 29
10 L-AKsolgel MTBE 17 9.5 10 98 109

Tn cazul 2-hidroxi-2-(5-(4-metoxifenil)tiofen-2-il)acetonitrililor rac-2j-1, testele pentru

cele mai bune conditii de rezolutie cinetica enzimatica a dat rezultate diferite (Tabel 11
intrare 3; Tabel 12, intrare 9; Tabel 13 intrare 2 ). Cautarea conditiilor optime pentru
rezolutia cinetica a rac-2k a inclus utilizarea acetatului de vinil, butanoatului de vinil si a
decanoatului de vinil ca donori acil ireversibili, dar cele mai bune activitati si selectivitati ale
lipazelor au fost obtinute in prezenta acetatului de vinil (Tabel 12).

Tabel 11. Testele cu diferite lipaze si solventi pentru rezolutia cinetica a rac-2j folosind
acetatul de vinil ca agent de acilare

Intrare Enzima Solvent Timp(h) c (%) ees(%) eex(%) E

1

2

CaL-A MTBE
CaL-A CHiCN
L-AK  CH.Cl;
L-PS MTBE

3
3

2

41

50

14.5

6
62
99

17

22

89

>99
99

1.6
32
»200

>200
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Tabel 12. Testele cu diferite lipaze si solventi pentru rezolutia cinetica a rac-2k folosind
acetatul de vinil ca agent de acilare

Intrare Enzima Solvent Timp(h) c (%) ees(%) eep (%) E

1 CaL-A CH3CN 3 47 74.4 82 23.3
2 CHCl; 3 386 38.6 90 27.8
3 MTBE 3 67 67 66 9.5

4 Metil-THF 17 14 14 86 154
5 DIPE 3 149 149 21 1.8

6 CalL-B CHCl; 3 63 93 54 10.6
7 DIPE 17 54.7 84 69 14.8
8 L-AK CH3CN 3 4 4 96.5 5838
9 CHCl, 17 49 99 99 >200
10 MTBE 3 48.5 83 88 41.7
11 Metil-THF 3 446 787 97 >200
12 DIPE 3 52 83.6 77 20.2
13 L-PS CHCl, 17 49.6 93 94 110
14 DIPE 3 0.1 94 0.1 52

Tabel 13. Testele cu diferite lipaze si solventi pentru rezolutia cinetica a rac-2| folosind acetat
de vinil caagent de acilare

Intrare Enzima Solvent Timp (h) c (%) ees(%) eex(%) E

1 L-AK  CH3:CN 17 53 99 85 189
2 L-AK  CHxCI, 17 50 99 99 »200
3 L-AK  MTBE 3 52 99 90 >200

Luand in considerare rezultatele obtinute la scard analitica pentru cianhidrinele
heteroaromatice substituite, pentru reactiile de acilare la scara preparativa am folosit L-AK in
CHCI; in cazul substraturilor rac-2j-I, in timp ce pentru substratul rac-2i reactia de O-acilare
cu acetat de vinil a fost mediata de CalL-A, Tn acetonitril (Tabel 14).
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Tabel 14. Acilarea enzimatica la scara preparativa a rac-2i-l folosind conditiile optime gasite
la scard analitica si rotatiile specifice ale 2,3i-l izolati in forma enantiomeric pura

Intrare Substrat Timp Produsi E

(h) eers M%) [alo® egg2 n(%) [alo’

1 rac-2i 17 99 47 +62.1 80 45 +18.5 >200
2 rac-2j 17 99 45 +16.4 99 47 +156.1 »200
3 rac-2k 17 99 45 +2.6 99 45 +81.46 »200

4 rac-2l 17 99 46  +23.7 99 45  +59.8 »200

210" deg cm” g™ ¢ 1.0, CHCl3, CH,Cl, sau MeOH, T = 25 °C. Randamentele sunt bazate pe
randamentul maxim ce poate fi recuperat pornind de la materia prima racemica.
Concluzi

Am dezvoltat o noud metodd de rezolutie cineticd enzimaticd, pornind de la o-
cianhidrine racemice, cu scopul obtinerii lor si a a-cianhidrinelor O-acilate corespunzitoare
cu grad mare de enantiopuritate. Pentru trei din cele patru a-cianhidrine heteroaromatice
testate, rac-2j-l, s-au obtinut enantiopuritati mari in urma acilarii enzimatice mediata de L-AK
in diclormetan, iar pentru a-cianhidrina rac-2i s-a dovedit a fi mai eficienta acilarea

enzimaticd mediata de CalL-A Tn acetonitril.
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5. Concluzii generale

Aceasta teza descrie potentialul lipazelor ca si catalizatori chirali cu mare aplicabilitate
pentru obtinerea - si B-hidroxiacizilor si a derivatilor acestora in forma enantiomeric pura.

Prin exploatarea enantioselectivitatii diferite a mai multor lipaze, s-a realizat o noua
procedura de rezolutie cinetica secventiala pentru obtinerea acizilor (R)- si (S)-2-benzofuranil-
si 2-benzo[b]tiofenil-2-hidroxiacetici cu enantiopuritate mare (ee pana la 99%).

Am dezvoltat o noud metoda pentru rezolutia cineticd mediata de lipaze a unei serii de
B-hidroxiesteri heteroaromatici substituiti diferit, si am obtinut excese enantiomerice mari ale
produsilor formati (ee 99%). CalL-B s-a dovedit a fi biocatalizatorul potrivit atét pentru
reactiile de O-acilare, cat si pentru cele de etanoliza, in diferite medii de reactie.

Au fost obtinute cu excese enantiomerice mari o seric de patru (S)-a-cianhidrine cu
schelet feniltiofenic substituit diferit si (R)-O-acilatii corespunzatori, prin rezolutia cinetica a

a-cianhidrinelor racemice, mediata de CalL-A sau L-AK.
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