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Capitolul I. Introducere generala

In ultimii ani, utilizarea enzimelor drept biocatalizatori pentru prepararea de noi
compusi a primit tot mai multa atentie si si-a gasit aplicatii in diverse domenii, cu precadere in
sinteza produsilor farmaceutici si a produsilor de sintez organica fina."

Avantajele majore ale utilizarii enzimelor in transformarile biocatalitice sunt datorate
chemo-, regio- si stereospecificitatii, precum si conditiilor blande de reactie.?

Datorita faptului ca enzimele sunt compatibile intre ele, in acelasi recipient pot avea
loc mai multe reactii biocatalitice, in cascada. Astfel, pentru a simplifica procesele, reactiile
secventiale sunt fezabile dacd se folosesc sisteme multienzimatice.® Enzimele, ca orice
catalizator, scad nivelul energiei de activare, marind simtitor viteza de reactie in comparatie
cu vitezele reactiilor necatalizate.*

Enzimele acceptd o gama largad de substraturi si catalizeaza mai multe tipuri de reactii,
ele fiind biocatalizatori interesanti din punctul de vedere al capacitatii de transformare a unei
game largi de substraturi.’

In industria chimicd sau farmaceutica biocataliza a devenit metoda preferati pentru
prepaprarea unor molecule chirale. Aminoacizii, aminoalcoolii, aminele si alcoolii
enantiomeric puri reprezinta clase de compusi de o importantd deosebitd pentru sinteza multor
produsi farmaceutici si agrochimicale optic active. Mai mult, a- si f-aminoacizii optic activi
sunt intemediari importanti in sinteza unei game largi de produsi naturali bioactivi, inclusiv
medicamente. In vederea sintezei a- si f-aminoacizilor optic puri, a fost explorati o cale
enzimatica alternativa care utilizeaza amoniac-liazele (AL) si 2,3-aminomutazele (AM).

Aceastd teza isi propune sd descrie izolarea, caracterizarea si aplicatiile fenilalanin
amoniac-liazelor (PALs) si a fenilalanin 2,3-aminomutazelor (PAMs) ca si biocatalizatori ai

reactiilor stereoselective.



Studiu de literatura
I. 1. Amoniac-liazele

Liazele (EC 4) sunt definite ca fiind enzime ce catalizeaza scindarea diferitor legaturi
chimice (C—C, C-O, C—N) prin alte mijloace decat hidroliza si oxidare, formand o legatura
dubla sau aditionand diferite grupari la legaturile duble. In majoritatea cazurilor, produsii sunt
molecule nesaturate. Liazele utilizeaza o gama largd de grupari prostetice, care include:
coenzima B-12, dipirometan, piridoxal-fosfat sau 3,5-dihidro-5-metiliden-4H-imidazol-4-ona
(MI0).°

Amoniac-liazele catalizeaza dezaminarea non-oxidativa reversibila a a-aminoacizilor
aromatici, cu obtinerea acizilor trans-a-, f-nesaturati si a amoniacului (Schema 1a).’

In unele cazuri, eliminarea este urmatd imediat de aditie, astfel cd, per ansamblu,
reactia pare a fi una de substitutie. Chiar dacad existd dovada unui intermediar nesaturat,
enzima este clasificatd in clasa liazelor. Liazele intramoleculare reprezintd un grup mic de
enzime, clasificate ca fiind izomeraze (EC 5), inclusiv aminomutazele.® Familia amoniac-
liazelor prezintd o similaritate mare cu 2,3-aminomutazele. Aminomutazele catalizeaza

izomerizarea a-aminoacizilor la f-aminoacizi (Schema 1.b).

AL
> B + NH
- 3 . a
-\ COOH COOH
a - NH;
NH,
acid a,f—nesaturat a—aminoacid
b.
& COOH AM NH,
R R B COOH
NH,
a—aminoacid f—aminoacid

Schema 1. a. Reactia catalizata de amoniac-liaze. b. Reactia catalizata de 2,3-aminomutaze.

AM si AL sunt membri ai familiei clasei I de liaze, care include fenilalanin amoniac-
liazele (PAL), tirozin amoniac-liazele (TAL)®, histidin amoniac-liazele (HAL)', tirozin 2,3-
aminomutazele (TAM)!, fenilalanin 2,3-aminomutazele (PAM). Toate aceste enzime se

bazeaza pe un cofactor, derivat din proteina, 3,5-dihidro-5-metiliden-4H-imidazol-4-ona



(MIO), generat autocatalitic din trei resturi ai situsului activ: Ala/Thr-Ser-Gly, care formeaza
motivul M10.%?

I. 1.1. Fenilalanin amoniac-liaza (PAL)

Fenilalanin amoniac-liaza catalizeaza eliminarea non-oxidativd a amoniacului din L-

fenilalanina (Schema 2.), obtinandu-se acidul trans-cinamic.

+
HsN H 3 H _
/—COO PAL / CcOO .
R * NH4
H H H
L-fenilalanina acid trans cinamic

Schema 2. Dezaminarea L-fenilalaninei catalizata de PAL

Enzimele PAL sunt raspandite in plante si reprezintd prima enzima din calea
biosintetica a fenilpropanoidelor. Acidul trans-cinamic este un intermediar important in
biosinteza mai multor fenilpropanoide, cum sunt: lignina, flavonoidele si cumarinele.*®

Ele sunt gasite de asemenea in ciuperci, in schimb in bacterii sunt foarte rar intélnite.
Lipsa PAL in bacterii poate fi explicata prin faptul ca fenilpropanoidele nu sunt des intalnite

in aceste organisme.

I. 1.2. Fenilalanin 2,3-aminomutaze (PAM)

2,3-aminomutaze difera de amoniac-liaze prin faptul ca ele elimina gruparea amino

din a-fenilalanina naturald, pentru a produce f-fenilalanina via intermediarul trans-cinamic

(Schema 3.).*

@
o & NHa o
COO X -COO0 COO
o) — —
NH,
a—fenilalanin trans-acid cinamic LF—fenilalanin

Schema 3. Reactiile de izomerizare ale a-fenilalaninei la g-fenilalanina, catalizate de PAM

Aceastd transformare are aplicatii industriale importante, in productia derivatilor
chirali ai fenilalaninei,” precum si in productia compusilor farmaceutici, cum este

medicamentul impotriva cancerului Taxol*® si antibioticul Andrimid."’



I. 2. Structurile fenilalanin amoniac-liazei si fenilalanin 2,3-aminomutazei

Enzimele PAL sunt proteine homotetramerice care contin patru subunitati monomerice
identice,'® interconectate intre ele.’® Homotetramerul contine patru situsuri active, cu trei
monomeri diferiti care participa la formarea fiecarui situs catalitic.™®

Amoniac-liazele sunt proteine formate predominant din «-helixuri, fiecare monomer
fiind subdivizat in trei domenii. Primul este domeniul catalitic MIO, care contine gruparea
prostetica MIO. Al doilea domeniu este domeniul central, iar al treilea domeniu este cunoscut

ca “domeniul de ecranare”. Aceste domenii sunt conectate prin bucle mobile.

Figura 1. Structurile fenilalanin-amoniac-liazei din Petroselinum crispum (PcPAL) si
fenilalanin 2,3-aminomutazei din Pantoea agglomerans (PaPAM). A. structura tetramerica a
PcPAL, B. structura monomerica a PcCPAL, C. structura tetramerica a PaPAM, D. structura
monomerica a PaPAM
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Figura 2. Structura monomerica a PAL. Structurile eucariote vs. procariotc cu cele trei
domenii: albastru inchis — domeniu central, — domeniul de ecranare, mov -
domeniul MIO si rosu — bucle mobile (buclele capacului interior si ale capacului exterior)

Studiile de structurd asupra enzimelor PAL au ardtat o diferentd caracteristica intre
PAL de origine procariota’**! si cea de origine eucariota18 (la fel pentru PAM). La plante si
la drojdii, PAL contin un domeniu multihelix C-terminal de aproximativ 120 de resturi
(domeniul de ecranare), care e absent la enzimele PAL bacteriene.

Enzimele fenilalanin 2,3-aminomutazice au o structurd similara cu fenilalanin

amoniac-liazele.

I. 2.1. Gruparea electrofila M10O

In urma determindrii structurii cristaline a histidin amoniac-liazei** din Pseudomonas
putida s-a stabilit ca amoniac-liazele si 2,3-aminomutazele poseda un cofactor modificat la
situsul activ, o grupare electrofildi numitda 3,5-dihidro-5-metiliden-4H-imidazol-4-ona
(MI10).2

Hanson si Havir (1970) au sugerat, ca electrofilul este obtinut prin deshidratarea

posttranslationala a unui rest de serina, formandu-se o dehidroalanina.?

in una dintre cele mai
bine caracterizate amoniac-liaze, cea care provine din bacteria Pseudomonas putida
(PpHAL), a fost identificat pentru prima data cofactorul MIO prin difractia de raze X a
acestei enzime, rezolvatd in 1999 de catre Schwede si colab., ceea ce a permis descoperirea
faptului c@ nu dehidroalanina, ci o grupare prostetica 3,5-dihidro-5-metiliden-4H-imidazol-4-

ona (MI0) este gruparea electrofild cu importanta catalitica.”® MIO este format prin ciclizarea



si deshidratarea autocatalitica a unei tripeptide interne Ala-Ser-Gly, prezente in situsul activ al
enzimei® (Schema 4.), un motiv strict conservat, care actioneazd ca un electrofil in
mecanismul reactiei, si este intalnit la toate amoniac-liazele si 2,3-aminomutazele identificate
pana in prezent.?* In cazul enzimei PAM din Pantoea agglomerans MIO este format din Thr-

Ser-Gly, Ala fiind inlocuita de catre Thr.?

H+

N 142

MIO
144 ®N)§O
wNH ;\ 5

O NH

| -

OH OH
é{‘;

Schema 4. Formarea grupdrii electrofile MIO in PpHAL

wNH

I. 3. Mecanismul de reactie

Au fost propuse doua mecanisme pentru eliminarea amoniacului catalizata de MIO,

observate in familia amoniac-liazelor (Schema 5.).%

N-MIO

Amine-MIO
intermediate

Friedel-Crafts
type intermediate

Schema 5. Doi intermediari propusi in reactia de dezaminare catalizata de PAL a L-
fenilalaninei a. Intermediarul N-M10 (Hanson — Havir),?? b. Intermediarul de tip Friedel-
Crafts (Rétey)27



Primul se bazeaza pe un cofactor intermediar N-MIO care intervine in eliminarea amoniacului
si al doilea se bazeaza pe o reactie de tip Friedel-Crafts. In ambele mecanisme propuse, MIO
fomeaza un intermediar covalent cu substratul fenilalaninic, care este ulterior deprotonat la

pozitia f.

I. 4. Aplicatii ale PAL si PAM

Produsul reactiei catalizate de PAL este trans-cinamatul, precursor cheie al
fenilpropanoidelor ca de exemplu: lignina, flavonoidele si cumarinele. Astfel, PAL se situeaza
la intersectia metablismului primar cu cel secundar la plante, iar importanta sa il face o tinta
pentru ierbicide.

Fenilalanin amoniac-liazele prezinta si potentiale aplicatii terapeutice, deoarece PAL
transforma L-fenilalanina in acid trans-cinamic, care este un metabolit inofensiv si nu necesita
cofactor, fiind considerat un posibil candidat pentru tratamentul fenilcetouroniei.?

In comparatie cu HAL, PAL tolereaza o varietate mare de substraturi. Enzimele PAL
prezintd avantajul folosirii ca substraturi a derivatilor de acid cinamic disponibili si nu se
bazeaza pe nici un cofactor extern sau sistem de reciclare, fiind potrivite pentru utilizare in
industrie.

2,3-aminomutazele sunt deseori utilizate ca biocatalizatori datorita faptului ca prezinta
flexibilitate mare in ceea ce priveste natura substratului. in functie de origine, fenilalanin 2,3-
aminomutazele (EC 5.4.3.10/11) pot cataliza izomerizarea (S)-a-fenilalaninei sau a derivatilor
acesteia la (S)- sau (R)-g-fenilalanine.

Proprietatile catalitice ale acestor enzime le fac atractive pentru aplicatiile sintetice,
avand capacitatea de a prepara compusi valorosi. De exemplu, f-aminoacizii sunt utilizati
intens in industria farmaceuticd ca precursori in biosinteza unor compusi bioactivi, pentru

17,25

obtinerea antibioticului (Andrimin)*"? sau medicamentului impotriva cancerului (Taxol).*
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Obiectivele studiului

Obiectivele acestui studiu sunt urmatoarele:

1. Exprimarea si caracterizarea fenilalanin amoniac-liazei alcalofile din

Rubrobacter xylanophilus (RXPAL)

In cadrul acestui studiu sunt descrise identificarea unei enzime noi PAL din bacteria
termotoleranta Rubrobacter xylanophilus (RXPAL), clonarea genei sintetice si caracterizarea

enzimei.

2. Sinteze Dbiocatalitice mediate de fenilalnin amoniac-liaze si 2,3-
aminomutaze
= |nvestigarea stereoselectivitatii fenilalanin amoniac-liazei din Petroselinum
crispum (PcPAL) in conditii neconventionale — S-au analizat o serie de factori
care pot influenta sinteza enantioselectiva a (orto-, meta-, para-)-nitro-
fenilalaninelor mediata atat de celule intregi cat si de enzime PCPAL purificate
continand gruparea MIO activd sau inactivd. S-a investigat comportamentul
enzimelor la diferite concentratii de amoniac. S-a studiat de asemenea si influenta

pH-ului asupra biotransformarilor catalizate de PCPAL.

= Dezvoltarea unei noi metode pentru imobilizarea PcPAL - Agregate
enzimatice reticulate de tip bis-epoxidic (CLEA)- S-a studiat posibilitatea
utilizarii GDE ca si agent de reticulare convenabil de tip bis-epoxidic pentru
obtinerea unor agregate CLEA si co-CLEA a fenilalanin amoniac-liazei din
Petroselinum crispum, in scopul imbunatatirii performantelor catalitice ale

biocatalizatorilor.

» Biotransformari catalizate de PaPAM - A fost de asemenea investigata
activitatea catalitica a fenilalanin 2,3-aminomutazei din Pantoea agglomerans
(PaPAM) asupra unor a- si p-arilalanine racemice. S-au studiat de asemenea
efectele naturii si pozitiei substituentilor de pe inelul aromatic asupra echilibrului

reactiei.
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Capitolul I1. Exprimarea si caracterizarea fenilalanin amoniac-liazei din
bacteria termofila Rubrobacter xylanophilus (RxPAL)

I1. 1. Introducere

Dupa cum este descris 1n studiul de literatura, desi enzimele PAL sunt des intalnite in
plante si ciuperci, unde au un rol esential in formarea fenilpropanoidelor, cele de origine
bacteriana sunt foarte rare. Acest lucru poate fi explicat prin faptul ca fenilpropanoidele nu
sunt esentiale bacteriilor.

In acest capitol sunt descrise identificarea si caracterizarea unei noi enzime PAL din
bacteria termotoleranta Rubrobacter xylanophilus (RXPAL). Pentru aceasta s-a realizat
clonarea genei sintetice si enzima RXPAL exprimata a fost caracterizata la diferite valori de
pH; de asemenea, s-a realizat o mutatic punctiforma in cadrul tripeptidei caracteristice ASG

implicata in formarea gruparii MIO.

II. 2. Rezultate si discutie
IL. 2.1. Identificarea, exprimarea si purificarea RxPAL

Acest studiu descrie pentru prima data caracterizarea enzimei PAL dintr-o tulpind a
bacteriei Gram-pozitive, termofile si radiotolerante Rubrobacter xylanophilus. Dupa
identificarea presupusei gene care codifica PAL in Rubrobacter xylanophilus prin screening-
ul genomurilor bacteriene pentru identificarea membrilor familiei amoniac-liazei utilizand
programele BLAST si Clustal W, gena a fost sintetizata pentru tulpini gazda de E. coli cu o
utilizare optima de codon.

Enzima RXPAL recombinanta a fost supraexprimata ca o proteina etichetata la capatul
N-terminal cu 6 resturi de His intr-o tulpina de E. coli TOP 10.

Exprimarea si purificarea RXPAL din Rubrobacter xylanophilus au fost realizate cu

succes; enzima obtinuta a manifestat un grad ridicat de puritate electroforetica.

I1. 2.2. Valoarea optima de pH a enzimei RxPAL

Activitatea enzimaticd a RXPAL a fost investigata spectrofotometric la 290 nm prin
monitorizarea produsului format (acidul trans-cinamic) din substratul natural al acesteia, L-
fenilalanina. Intr-o primi etapi s-a identificat valoarea optimi de pH a enzimei. S-au realizat
masuratori in diferite solugii tampon avand pH in intervalul 6.5-12.

12



Viteza reactiei catalizate de RXPAL a crescut lent pana la valoarea 8.5 a pH-ului. Intre

valorile 8.5 si 11.5 activitatea enzimaticd a crescut rapid, atingdnd un maxim la pH 11.5

(Figura 3.); peste aceasta valoare, activitatea a scazut brusc datoritd denaturarii proteinei.

Viax (nmMol/s)
H (<2 00 o
o o o o

1 1 1 J

N
o
1

T T hI

9

pH

10

11 12 13

Figura 3. Profilul de pH al enzimei RXxPAL. Datele indica o valoare locala a pH-ului optim la

11. 2.3. Stabilitatea termicé a enzimei RXPAL

Stabilitatea termica a enzimei

8.5 s1 0 valoare globala la 11.5.

RXPAL a fost determinatd prin masuratori

termofluorometrice. In scopul identificarii valorii optime a pH-ului in ceea ce priveste

temperatura de topire (Tm), s-au realizat masuratori in solutii tampon de concentratie 100 mM

si pH in domeniul 6-12. Din profilul de pH (Figura 4) se poate observa ca temperatura

maxima de topire se atinge in domeniul de pH 8-8.5 si este de aproximativ 64°C.

6517
[ ]
[ ] - u
60 - =
]
554 ™
£

|_

50
|
45 -
]
40 T T T T T T T
6 7 8 9 10 11 12
pH

Figura 4. Profilul temperaturii de topire a RXPAL in conditii diferite de pH
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I1. 2.4. Masuratori de dicroism circular pentru estimarea structurii secundare a RXPAL

In scopul determindrii proportiilor in care se regisesc elementele de structuri
secundard in RXPAL, s-a utilizat spectroscopia de dicroism circular CD in domeniu UV
indepartat. Spectrele CD in UV indepartat (Figura 5) evidentiaza clar faptul ca RXPAL este
asociatd cu un continut ridicat de structuri secundare tip a-helix, prin prezenta picurilor
caracteristice la 208 si 222 nm.

Spectrele CD in UV indepartat masurate la diferite valori ale pH-ului pastreaza
caracteristicile celor doud maxime de la 208 si 222 nm. Prin urmare, pe baza spectrelor CD in
UV indepartat putem afirma ca structura secundara a RXPAL este bine conservatd pand la

valoarea 11.0 a pH-ului.

S-au realizat totodata si masuratori CD in UV apropiat (Figura 6), intrucat detaliile
spectrale fine care se regasesc in acest domeniu constituie indicatori ai unor modificari
conformationale. Figura 6 prezinta 2 picuri la 289 si 298 nm, caracteristice pentru resturile de
triptofan si tirozind. Ambele benzi sunt vizibile in spectrul enzimei pana la pH 11.5.
Caracteristicile spectrale ale resturilor de triptofan sunt sensibile in mod special la modificari
ale mediului proteinei. Aceste spectre confirma stabilitatea enzimei la pH alcalin prin
mentinerea integritatii structurii tertiare in domeniul de pH 6.5-11.5 (Figura 5) si arata ca la
pH 11.5 apar usoare modificari structurale. La pH 12.5 spectrele CD (Figura 5) indica
denaturarea partiald a proteinei, ceea ce este in concordantd cu rezultatele masurdtorilor de

activitate.

40

—— pH 10.0 RXPAL
—— pH 11.5 RxPAL
—— pH 7,0 RXPAL
pH 8.0 RXPAL
—— pH 9.0 RXPAL

20

CD [mdeg]
o
1

-20

T T T T T
200 220 240
A (nm)

Figura 5. Spectrele de dicroism circular ale RXPAL inregistrate in domeniul UV indepartat
(195-250 nm)
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Figura 6. Spectrele de dicroism circular ale RXPAL inregistrate in domeniul UV apropiat
(285-310 nm)

II. 2.5. Masuratori cinetice

Au fost determinati spectrofotometric parametrii cinetici pentru reactia de dezaminare
a substratului natural L—fenilalanina cu obtinerea acidului trans-cinamic, catalizata de RXPAL.
Variatia absorbantei la 290 nm in timp este datorata formarii acidului trans-cinamic. Folosind
o curba de calibrare, variatia in timp a absorbantei poate fi transformatd in variatia in timp a

concentratiei produsului format. Aceasta metoda permite determinarea parametrilor cinetici

(Vmax» Keat $1 Ki), folosind analiza de regresie neliniara.

Tabel 1. Parametrii cinetici ai enzimei purificate RXPAL din Rubrobacter xylanophylus

Km(mM) Vinax(MMs™) Keat(s™) Keat / K (MM™s™)

0.37 1.67*10™ 0.083 0.22

Il. 2.6. Investigarea prezentei gruparii MIO, esentiala din punct de vedere catalitic, in
structura RxPAL
Gruparea MIO esentiald pentru actul catalitic in enzimele PAL determind prezenta
unui semnal caracteristic in domeniul UV apropiat.?® Secventa de aminoacizi ai RxPAL
contine motivul ?ASG™*, responsabil pentru formarea gruparii MIO in amoniac-liaze. In

scopul investigarii prezentei si rolului acestui motiv in structura RXPAL, am construit
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mutantul S153A, impiedicand astfel formarea gruparii MIO. Mutantul astfel obginut S153A
RXPAL a manifestat o pierdere totald a activitatii enzimatice in reactia de dezaminare a L-
fenilalaninei. Spectrele UV ale enzimei RXPAL (wt-RXPAL) native si ale mutantului S153A
au fost masurate cu scopul de a demonstra prezenta gruparii MIO si de a estima cantitatea sa

in enzima (Figura 7.).

0.10-
—2.2 mg/ml
- = 1.25 mg/ml
0.05 + 0.5 mg/ml
—+=0.25 mg/ml
====0.1mg/ml

0.003 R T, _

AA (wt RxPAL-MIO-lacking mutant)

275 280 285 290 295 300 305 310

A (nm)

Figura 7. Mutatia realizata la situsul MIO al wt-RXPAL determina disparitia maximului de
absorbtie caracteristic acestei grupari. Spectrele diferentiale wt-RXPAL si ale mutantului
S153A au fost inregistrate la diferite concentratii de proteina

Rezultatele arata clar prezenta unei benzi de absorbtie caracteristice gruparii MIO
pentru wt-RXPAL care lipseste in cazul mutantului S153A. Prin aceasta, s-a dovedit ca

secventa “"2ASG™ este implicatd in formarea grupdrii MIO n RXPAL.

I1. 3. Concluzii

Metodele bioinformatice s-au dovedit utile pentru identificarea unor noi enzime PAL
din bacterii termotolerante iar acest studiu demonstreaza exprimarea §i caracterizarea unei noi

enzime PAL izolata din bacteria termofild Rubrobacter xylanophilus (RxPAL).

Enzima RxPAL recombinanta a fost purificata cu succes utilizand cromatografia de
afinitate Ni-NTA. Investigand influenta pH-ului asupra activitatii enzimatice a RXPAL asupra
substratului natural L-fenilalanina s-a observat un punct de maxim local la pH 8.5 si unul de
maxim global la pH 11.5. Enzima a prezentat stabilitate termica ridicata. Studiile de dicroism

circular au aratat faptul ca structura secundara a enzimei are un caracter predominant de o-
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helix (CD in UV indepartat) si ca existd doud benzi distinctive in domeniul UV apropiat.
Aceste caracteristici structurale au fost bine conservate la valori de pH de péand la 11.5.
Datoritd acestor proprietati, RXPAL constituie un potential biocatalizator 1n reactii
stereoselective conduse 1n conditii extreme sau un agent terapeutic in tratarea fenilcetonuriei

sau a leucemiei.

Capitolul I11. Sinteze biocatalitice mediate de PCPAL si PaPAM

IIL. 1. Investigarea stereoselectivititii enzimei PCPAL in conditii neconventionale

I11. 1.1. Introducere

Fenilalanin amoniac-liaza din patrunjel (PcPAL) face parte din clasa enzimelor care
contin gruparea prostetica 4-metilidenimidazol-5-ona (MIO) generata post-translational din 3
resturi de aminoacizi Ala-Ser-Gly si este responsabild pentru conversia L—fenilalaninei in
acidul trans-cinamic. Reactiile de aminare, in mod normal, sunt conduse in solutii de NH4,OH
de concentratii 5-6 M si pH 10.0 iar cele de dezaminare sunt realizate in solutii tampon de
Tris 100 mM, pH 8-9 la temperatura de 30°C. Conform literaturii de specialitate, sintezele
mediate de PAL ale unor aminoacizi nenaturali au decurs cu excese enantiomerice de peste

98%.30,31,32

Lovelock si colab. au studiat activitatea si enantioselectivitatea enzimei de origine
bacteriand, Anabaena variabilis PAL (AvPAL) asupra unei game vaste de substraturi
nenaturale §i a comparat activitatea si selectivitatea acesteia cu cele ale enzimelor eucariote
RJPAL si PCPAL in solutie de NH,OH 5 M si pH 9.5.% Acestia au observat, pentru toate cele
trei enzime PAL testate, ca excesele enantiomerice ale produsilor cu substituenti electron-
atragatori scad in timp, ceea ce sugereaza faptul ca enzimele sunt capabile sa catalizeze si
formarea D-enantiomerilor in cazul substraturilor cu deficit de electroni.®

In studiul de fati, am investigat efectul concentratiei de amoniac asupra
enantioselectivitatii PCPAL in sinteza orto-, meta- si para-nitro-fenilalaninei mediata atat de
enzima purificata cat si de celule intregi. De asemenea, am analizat influenta pH-ului asupra

reactiilor si a reactiei catalizata de enzima avand grupare MIO inactiva.
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II1. 1.2. Rezultate si discutie

I11. 1.2.1. Exprimarea si purificarea PCPAL

Enzimele PCPAL native au fost supraexprimate in celulele E. coli BL21(DE3)pLysS,
crescute in mediu LB si induse cu IPTG la 25°C timp de 18 ore. Dupa 18 h, celulele au fost

colectate prin centrifugare si purificate sau utilizate ca atare in biotransformari.

III. 1.2.2. Efectul concentratiei de amoniac asupra reactiei de aminare, catalizata de
celule intregi si de PCPAL purificat

Mai intai, a fost investigat efectul concentratiei de amoniac asupra reactiilor catalizate
de celulele intregi si de enzima PcPAL purificata, (Schema 6). Reactiile au fost monitorizate
prin intermediul HPLC chiral.

Excesele enantiomerice au fost calculate prin integrarea ariilor semnalelor UV.

Valorile obtinute sunt date in Tabelul 2 si Tabelul 3.

De asemenea, am observat cad sinteza orto-, meta-, para-nitro-fenilalaninelor nu a
decurs intr-o manierd selectivd, sugerand faptul cd PCPAL catalizeaza si1 formarea
enantiomerului D pe langa enantiomerul L, asa cum a descris Lovelock si colab. In mod
surprinzator, excesul enantiomeric (ee) al produsilor aminoacizilor 2a-c a scazut semnificativ
in prezenta concentratiilor scazute de amoniac (0.1-5 M), atat in prezenta celulelor intregi, cat
si cu enzima PCPAL purificata. La concentratii de peste 5 M NHjs, valorile ee sunt aproape de
maxim, iar la concentratii de peste 8 M NHj acestea nu se modifica semnificativ. Formarea D-
aminoacidului este proeminenta in special pentru derivatii orto- si para-nitro. La concentratii
de amoniac de 0.5 si 1 M este predominantad formarea enantiomerului D. Valorile ee ale
derivatilor orto-nitro sunt mai mari in prezenta PCPAL purificata, comparativ cu celulele
intregi. In cazul compusului para-nitro, situatia este inversd. PCPAL prezinti cea mai inalta
selectivitate cand substratul este meta-nitro-cinamatul, in ambele cazuri.

Surprinzator, in cazul derivatului para substituit, transformarea catalizata de catre
enzima purificatd prezintd o selectivitate mai mica in comparatie cu transformarea mediata de

celulele intregi. Excesele enantiomerice sunt prezentate in Tabelul 2 si Tabelul 3.
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celule

intregi/PcPAL
R/\/COOH purificata - R/\/COOH + R/\/COOH
0.1-14M NH3 pH10 NH, NH,
1a-c (S)-2a-c (R)-2a-c
NO,
(5/“% O2N \©/“"n /@/ﬂﬁ
OoN
a b c

Schema 6. Reactiile de aminare mediate de PCPAL

Tabel 2. Variatia enantioselectivitatii cu concentratia de
amoniac in biotransformari mediate de celule intregi PCPAL,
dupa 3 h

¢ NH,OH (S)-2a (S)-2b (S)-2¢
(M) ee, (%) ee, (%) ee (%)
pH 10
0.1 -30.7 42.2 -23.2
0.5 -18.3 68.8 -1.7
1 9.1 74.4 19.0
2 46.3 82.2 47.4
3 63.3 80.1 57.9
4 64.6 80.9 58.0
5 65.3 81.3 69.7
6 82.2 82.5 70.5
8 84.3 84.9 72.7
14 88.7 85.6 73.9

Tabel 3. Variatia enantioselectivitatii cu concentratia de amoniac
in biotransformari mediate de PCPAL purificata, dupa 3 h.

¢ NH,OH (S)-2a (S)-2b (S)-2c
(M) pH10 ee (%) ee, (%) ee, (%)
0.1 -2.6 40.9 -38.9
0.5 13.9 49.8 -24.6
1 27.9 64.4 -8.2
2 54.9 70.2 6.9
3 56.7 70.8 35.3
4 58.1 76.6 34.7
5 69.6 76.7 37.7
6 73.9 80.7 44.2
8 79.5 80.6 51.7
14 85.0 84.7 54.7
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III. 1.2.3. Influenta pH-ului asupra reactiei de aminare

A fost investigatd, de asemenea, influenta pH-ului asupra reactiilor catalizate de
PcPAL, folosind enzima purificata, la o concentratie de 1 M NHg, in intervalul de pH 7.0-10.
Prin coborarea nivelului pH-ului, enantioselectivitatea a crescut, dar viteza reactiei a scazut.
La pH 7.0, enzima nu prezinta activitate dupa 12 h, doar la pH 7.5 derivatul orto-substituit a
prezentat o oarecare activitate, in timp ce meta- si para-derivatii au prezentat activitate doar la
pH 8.5. Enzima a catalizat reactia, avand o selectivitate maxima la pH 8, in cazul formarii
orto-nitro-fenilalaninei, in timp ce pentru formarea meta- si para-nitro-fenilalaninelor, pH-ul
optim a fost 8.5. La valori mai mici ale pH-ului, reactiile nu au pornit. In toate cazurile, atunci

cand pH-ul este mai mare de 8.5, are loc o scadere a selectivitatii enzimei.

Tabel 4. . Influenta pH-ului asupra selectivitatii in reactii de
aminare (1a-c) mediate de PCPAL purificata, dupa 12h

(M (S)-2a (S)-2b (S)-2c
NH;OH) ees(%) ees(%) ees(%)
pH
7.5 <95 - -
8 89.7 - -
8.5 74.3 87 73.95
9 40.6 84 50.8
9.5 29.7 53.2 26
10 24.6 46.2 -1.7

I11. 1.2.4. Enzime PcPAL care contin MIO si MIO redus

Pentru a investiga rolul gruparii MIO in formarea enantiomerului D, gruparea MIO a
fost redusa cu NaBH,. Enzima care contine MIO redus, si-a pierdut complet activitatea pentru
reactia de aminare a acidului cinamic si dezaminare a L-fenilalaninei, dar a prezentat o
activitate mai scazutd pentru compusii nitro-substituiti.

Am monitorizat enantioselectivitatea para-nitro-fenilalaninei obtinutd in urma
reactiilor catalizate de enzima care contine gruparea MIO si cea care contine gruparea MIO
redusd. Am observat ca si enzima redusa catalizeaza reactia, prezentand enantioselectivitate

mai 1naltd decat enzima care contine MIO, dar cu o viteza de reactie mai mica.
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Tabel 5. Reactia de aminare a para-nitro-cinamatului
catalizata de PCPAL nativa si cea care contine MIO
redus, dupd 12 h

NH;3; (M)  wt- PcPAL M1 Oinactiv PCPAL
pH 10 ee (%) ee (%)
12 h 12 h
1 -9.64 73.51
3 61.03 80.92
8 67.51 83.80

I11. 1.3. Concluzii

Pe baza rezultatelor obtinute, conditiile de reactie au un efect semnificativ asupra ee al
produsilor de reactie, sugerand faptul cd PCPAL poate sa catalizeze formarea atat a L- cat si a
D-enantiomerilor structurilor deficitare in electroni.

Concentratia de amoniac si pH-ul, au un rol important in enantioselectivitatea

enzimatica, la fel ca si prezenta grupdrii prostetice MIO.

I11. 2. Dezvoltarea unei noi metode pentru imobilizarea PCPAL — Agregate
enzimatice reticulate de tip bis-epoxidic (CLEA)

I11. 2.1. Introducere

Enzimele imobilizate poseda multe avantaje comparativ cu analogii lor solubili.
Selectivitatea, specificitatea, activitate catalitica, si stabilitatea enzimatica sunt factorii cheie
care afecteazd eficienta biocatalizatorilor.>**® Prin utilizarea unor tehnici de imobilizare se
pot Imbundtati proprietatile enzimatice in mai multe moduri, cum ar fi prin: cresterea
rigiditatii enzimei, prevenirea disocierii subunitatilor prin tehnica multipunct, imobilizare si /

sau prin generarea unui mediu favorabil pentru enzima.*®

Agregatele de enzime reticulate (CLEAS) au fost dezvoltate ca o tehnica simpla si
robusta de imobilizare. CLEAs se formeaza prin precipitarea lor dintr-un solvent in absenta
oricarui suport, dar in prezenta unui agent de reticulare cum ar fi glutaraldehida (GA).
Optimizarea metodei de obtinere presupune modificarea solventului sau a cantitatii de GA
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(cel mai adesea), dar si folosirea altor aldehide reticulante sau co-imobilizarea cu o alta
proteina ca de exemplu BSA.*’

Pe de alta parte, poliglicidileterii ca si glicerol-diglicidileterul (GDE) sau
polietilenglicol-diglicidil eterul sunt utilizati pe scara larga ca si aditivi pentru reticularea unor
polimeri cu grupari aminice, hidroxilice sau carboxilice. Cu toate acestea ei nu au fost inca
utilizati la obtinerea CLEAs.

Studiul efectuat de noi a demonstrat pentru prima data posibilitatea de utilizare a GDE ca
reticulant ieftin de tip bis-epoxidic pentru obtinerea CLEAs si a unor co-CLEAs a unor

enzime in scopul utilizarii lor ca si biocatalizatori cu proprietiti catalitice superioare.

I11. 2.2. Rezultate si discutie

I11. 2.2.1. Biotransformari stereoselective cu PcCPAL CLEA

PAL-CLEA si PAL-BSA co-CLEA pur recombinant din Petroselinum crispum au
fost testate in reactia de aditie a amoniacului la (E)-3-(tiofen-2-il)-acrilat cat si in reactia de
eliminare a amoniacului din tiofen-2-il-alanina racemica. A fost aleasa tiofen-2-il-alanina
drept substrat pentru ca reactia de eliminare e mai rapida decat pentru substratul natural, L-

fenilalanina.*®

HoN - NH
BN T R A &
S COOH 0.1MTris S COOH S

COOH
pH 8.8
rac (tiofenil-2-il)-alanina (E)-3-(tiofen-2-il)-acrilat (R)-(tiofen-2-il)-alanina
NH
@\/\ PcPAL (6M NHs) @Az
S COOH pH 10.0 S COCH
(E)-3-(tiofen-2-il)-acrilat (S)-(tiofen-2-il)-alanina

Schema 7. Biotransformarea rac-(tiofen-2-il)-alaninei si (E)-3-(tiofen-2-il)-acrilatului cu
PcPAL
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Desi ambele tipuri de agregate (GA- si GDE-PAL-CLEA) s-au dovedit active pentru
reactia de eliminarea a amoniacului din L-fenilalanina sau rac-(tiofen-2-il)-alanina, in reactia
inversd de aditie toate au fost lipsite de activitate. In schimb coagregatele cu BSA, reticulate

atat cu GA cat si cu GDE, au fost active atat in reactia de eliminare (Figura 8.A) cat si in cea
de aditie (Figura 8.B).

A. 60
B GDE EGA
50
S a0
2
2]
5 30
>
S 20
O
. I
0 i T T 1
1 2 3

Nr. de recirculare

B 30
EGDE B GA
—~ 20
S
Q
o
[¢)]
Z 10
(@]
O I I
0 N T T 1
1 2 3
Nr. de recirculare

Figura 8. Recircularea coagregatului PAL-BSA reticulat cu GDE si GA in reactia de
eliminare din rac-(tiofen-2-il)-alanina (A) si in reactia de aditie la (E)-3-(tiofen-2-il)-acrilat
(B) a amoniacului

in ceea ce priveste recircularea, s-a observat o diferentai mare intre stabilitatea
coagregatelor reticulate (Figura 8.). Produsele obtinute cu GDE ca agent de reticulare isi

mentin activitatea aproape nealterata si dupa 3 recirculari, chiar si in mediu puternic bazic
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(Figura 8.B; 6 M NHj3, pH 10.0), in timp ce cele preparate GA sunt deja complet inactivate

dupa prima utilizare.

I11. 2.3. Concluzii

Se poate concluziona ca reticularea cu glicerol-diglicidileterul (GDE) mareste nu doar
stabilitatea mecanica, ci si stabilitatea operationala a enzimelor studiate.

De asemenea, enzimele reticulate cu GDE au fost biocatalizatori eficienti si robusti,
depasind performanta CLEA obtinute cu glutaraldehida (GA). Utilizarea bis-epoxizilor pentru
reticulari similare extinde domeniul de aplicare al tehnologiei de reticulare pentru

imobilizarea enzimelor.

I1l1. 3. Biotransformari catalizate de fenilalanin 2,3-aminomutaza din
Pantoea agglomerans (PaPAM)

I11. 3.1. Introducere

In prezent existid o cerintd in continui crestere pentru producerea de f-aminoacizi sub
formd optic purd datoritd importantei acestora in industria farmaceuticd si sinteza de

peptide.39'4° S-au studiat numeroase metode de sinteza asimetricd a acestor compusi de interes.

O abordare atractiva de sinteza a f-aminoacizilor nenaturali optic puri consta in
utilizarea enzimei fenilalanin-2,3-aminomutaza (PAM). Exista doua tipuri de enzime PAM in
functie de preferinta stereochimica: cea care duce la formarea (R)-p-fenilalaninei (EC
5.4.3.10) de origine vegetald*' si cea care duce la formarea (S)-p-fenilalaninei (EC 5.4.3.11)

de origine bacteriana. 2

Faptul ca aceste enzime acceptd o paleta vastd de aminoacizi aromatici §i
heteroaromatici a fost exploatat pentru sinteza unor a- si f-aril- si heteroaril-aminoacizi
nenaturali.*** Fenilalanin-2,3-aminomutaza din Taxus canadensis a fost utilizati pentru
biotransformarea partiala a (S)-a-fenilalaninei si a derivatilor sai in (R)-f-izomerii
corespunzétori45 dar si pentru a cataliza reactia de aminare asimetrica a acidului (E)-cinamic
conducand la obtinerea unui amestec de (S)-a- si (R)-B-fenilalanina.***® Wanninayake si
colab. au studiat o serie de aminoacizi nenaturali care au servit drept donori adecvati de
grupare amino. Gruparea amino a acestor substraturi donoare a fost transferata intermolecular
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la un derivat aril-acrilat cu ajutorul TcPAM, obtinandu-se amestecuri de a- si S-arilalanine.
Mai recent, Weise si colab. au investigat EncP din Streptomyces maritimus in reactia de
aminare a unor analogi aril-substituiti ai acidului cinamic. S-a observat faptul ca EncP poate
converti o serie de aril-acrilati in amestecuri de (S)-a- si (S)-f-arilalanine. Regioselectivitatea
enzimei s-a dovedit a fi puternic influentata de natura si pozitia substituentilor inelului

aromatic si a fost imbunatatita prin tehnici de inginerie a proteinelor.

Specificitatea de substrat a fenilalanin-2,3-aminomutazei din Pantoea agglomerans
(PaPAM) a fost testatdi pe o serie largd de (S)-arilalanine.*’ S-a demonstrat ca eficienta
catalitica a PaPAM si formarea aril-acrilatilor ca produsi secundari sunt influentate
semnificativ de efectele electronice ale substituentilor nucleului aromatic. S-a observat ca (S)-
a-fenilalaninele meta-substituite au fost transformate mai usor in produsi decat izomerii
corespunzatori Oorto si para. Recent, s-a aratat cd celule intregi recombinante de E. coli

capabile si exprime PaPAM pot de asemenea sia produca (S)-g-arilalnine din (S)-a-

arilalnine.®®

Al e T T T e T - ® o
. ' NH s
1 oot v co0”} PaPAM Co0® a0 A 00
N J_coo” + A | PaPAM_ N Ofn,  +
E (R)-p-arylalanine (S)-p-arylalanine ' (R)-p-arylalanine (S)-a-arylalanine arylacrylate
.................................... @

B.: o ©
! ' COO NH; o
AT Y A o | PaPAM_ /®\l‘\l/H + oA L0 AT
: ©NH,4 NH, ; 3 |
' (R)-a-arylalanine (S)-a-arylalanine ! (R)-a-arylalanine  (S)-p-arylalanine arylacrylate

____________________________________

Schema 8. Biotransformari ale rac-a-arilalaninelor si rac-g-arilalaninelor mediate de
PaPAM,;

In studiul de fata s-au identificat conditiile optime pentru a realiza exprimarea enzimei
in E. coli cu nivel ridicat si s-a investigat activitatea catalitica a PaAPAM pornind atat de la a-
cat si de la p-arilalanine. S-au testat o serie de a- si p-(hetero)arilalanine, s-au analizat
echilibrele reactiilor si rapoartele substrat-produs utilizand spectroscopia RMN de "H i °F si
puritatile optice au fost determinate utilizand cromatografia de lichide de inaltd performanta

chirala (HPLC).
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I11. 3.2. Rezultate si discutie

I1I. 3.2.1. Optimizarea exprimarii enzimei PaPAM

Initial s-a investigat efectul unor condifii experimentale asupra exprimarii enzimei
PaPAM in scopul obtinerii unui grad ridicat de puritate si a unui randament mare de
producere a biocatalizatorului utilizat pentru sinteza unor (S)-4- si (S)-a-aminoacizi optic puri.

Rezultatele au aratat faptul ca o concentratie de IPTG de 0.1 mM este suficienta pentru
inducerea exprimarii PaPAM, ceea ce reprezintd de 10 ori mai pufin decat concentratia
utilizatd in mod uzual. Totodatd, un timp de 15 ore de incubare la 25°C dupa etapa de
inducere este optim pentru producerea PaPAM cu nivel ridicat. Reducand concentratia de
imidazol la 350 mM si adaugind un inhibitor pentru proteaze, s-a reusit cresterea stabilitatii
enzimei. Enzima recombinantda PaPAM avand puritate electroforetica avansatd, a fost

obtinutad prin cromatografie de afinitate cu Ni.

I11. 3.2.2. Transformari ale a- si f-arilalaninelor racemice mediate de PaPAM

I11. 3.2.2.1. Transformari ale a-arilalaninelor racemice mediate de PaPAM

S-a investigat eficienta cataliticd a fenilalanin 2,3-aminomutazei din Pantoea

agglomerans pentru o serie de a-arilalanine (rac-1a-I).

Conform rezultatelor anterioare, aparent PaPAM nu a catalizat transformarea (S)-a-
fenilalaninelor orto-substituite.*” Acest studiu confirma validitatea acestei observatii pentru
substraturile investigate rac-la-l (Schema 9, Tabel 6.). Pentru substraturile «-(orto-
clorofenil)- (rac-1h) si a-(orto-nitrofenil)alanina (rac-1k) nu s-au detectat produsi formati. Pe
de alta parte, in cazul a-(orto-fluorofenil)alaninei (rac-1le) care poarta ca substituent cel mai
mic atom de halogen, fluorul, s-a observat o activitate mutazica moderata care a condus la

formarea (S)-f-(orto-fluorofenil)alaninei [(S)-2e].
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Scheme 9. Transformarea rac-a-arilalaninelor catalizate de catre PaPAM

Table 6. Compozitia amestecului de reactie catalizata de
PaPAM a rac-a-arilalaninelor (dupa 20 h, investigate la RMN)

Nr. Substrat X1 X©)2" X3
1 rac-la 0.58 0.32 0.10
2 rac-1b 0.68 0.17 0.15
3 rac-1c 0.79 0.21 0
4 rac-1d 0.8 0.07 0.13
5 rac-le 0.77 0.19 0.04
6 rac-1f 0.77 0.20 0.03
7 rac-1g 1 0 0
8 rac-1h 0.84 0.13 0.03
9 rac-1i 0.90 0.10 0
10 rac-1j 1 0 0
11 rac-1k 0.74 0.26 0
12 rac-11 0.89 0.06 0.05

®ee >98%

Dupa 20 de ore conversiile reactiilor a-fenilalaninelor meta-substituite (rac-lek)
mediate de PaPAM au fost mai mari decat cele ale orto-analogilor (rac-1d,g,j), dar mai mici
decat cele pentru rac-a-fenilalanina (rac-1a).

Comparand conversiile pentru biotranformarea a-fenilalaninelor para-substituite (rac-
1c,f,i,l) dupa 20 de ore, s-a observat ca pentru para-fluoro- (rac-1l) si para-bromo-a-
fenilalanina (rac-1c) s-au inregistrat conversii de 1.2 ori mai mari decat pentru para-cloro-
(rac-1f) sau para-nitro-a-fenilalanina (rac-1i). S-au investigat si reactiile biocatalitice ale

unor a-arilalanine avand unitati aromatice mici (rac-1b). S-a observat faptul ca pentru rac-a-
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(tiofen-2-il)alanina (rac-1b) conversia reactiei mediate de PaPAM a fost similara cu a rac-a-

fenilalaninei (rac-1a).

I11. 3.2.2.2. Transformarea g-arilalaninelor racemice cu PaPAM

Pentru a testa disponibilitatea de sintezd a produsilor enantiomerici opusi, studiul
nostru a fost extins si asupra reactiilor care folosesc ca si substraturi f-arilalaninele racemice
rac-2a-l (Schema 10 si Tabel 8). Spre deosebire de a-fenilalaninele orto-substituite, care
contin substituenti mari (rac-1g,j) , si care aparent nu au fost acceptate ca substraturi de catre
PaPAM, toate p-fenilalaninele orto-substituite folosite in acest studiu (rac-1d,g,j), au fost
transformate fara probleme. Pe de alta parte, PaAPAM a fost aparent inactiva in transformarea
p-fenilalaninelor meta- si para-substituite cu substituenti electronoatragatori mari (rac-
2h,i,k,l). Conversiile g-(tiofen-2-il)alaninei racemice (rac-2b) si a meta-fluoro-g-fenilalaninei
racemice (rac-2e), obtinute in urma reactiilor catalizate de PaPAM, au fost mai mari decat
cele obtinute pentru S-fenilalanina racemica (rac-2b). para-fluoro-f-fenilalanina racemica
(rac-2f) a fost transformata in mod asemanator cu S-fenilalanina racemica (rac-2a), in timp ce
para-bromo-g-fenilalanina (rac-2c) a fost transformata in izomerul « (S)-1c si o cantitate mica
de para-bromocinamat (3c), la o conversie semnificativ mai micd decat rac-2a. In toate
cazurile, exceptand 2-nitro-f-fenillalanina racemicad (rac-2j), reactiile catalizate de catre
PaPAM au decurs cu formarea unei cantitati mici de arilacrilat, ca produs secundar (3a-g) pe
langa izomerul enantiopur (ee >98%) (S)-a [(S)-3a-g]. Transformarea pornind de la orto-
nitro-S-fenilalanina racemica (rac-2j) a fost deosebitd nu doar din cauza lipsei produsului
secundar (3j), ci si datorita lipsei stereospecificitatii in timpul izomerizarii, rezultand produs

cu enantiopuritate scazuta (ees)-1j= 92%).
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Schema 10. Transformarea S-arilalaninelor catalizata de catre PaPAM

Tabel 8. Compozitia amestecului de reactie catalizata de
PaPAM a rac-2a-l f-arilalaninelor (dupa 20 h, investigate

la RMN)

Nr. Substrat X2 X(s)_la X3
1 rac-2a 0.78 0.20 0.02
2 rac-2b 0.69 0.27 0.04
3 rac-2c 0.91 0.08 0.01
4 rac-2d 0.61 0.37 0.02
5 rac-2e 0.68 0.25 0.07
6 rac-2f 0.76 0.23 0.01
7 rac-2g 0.54 0.40 0.06
8 rac-2h 1 0 0
9 rac-2i 1 0 0
10 rac-2j 0.87 0.13° 0
11 rac-2k 1 0 0
12 rac-2l 1 0 0

ee >98%: ° ee = 92%

I11. 3.2.2.3. Efectul pH-ului si al concentratiei de amoniac asupra reactiei catalizate de
PaPAM a a- si p-(tiofen-2-il)alaninelor racemice

Substraturile a- si p-(tiofen-2-il)alaninice (rac-1b si rac-2b) au fost investigate mai
departe, prin modificarea pH-ului sau a concentratiei de amoniac in biotransformari.

Modificarea pH-ului solutiei tampon in intervalul 7-9, nu a produs modificari semnificative
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ale conversiilor (rezultatele nu sunt prezentate), spre deosebire de concentratia de amoniac

intre 50-1000 mM, care a avut influenta asupra compozitiei reactiei (Tabel 9.).

Tabel 9. Compozitia amestecurilor de reactie obtinute pornind de
la a- sau p-(tiofen-2-il)alaninele racemice (rac-1b sau rac-2b) sau
acidul (E)-3-(tiofen-2-il)acrilic 3b in prezenta PaPAM, la diferite
concentratii de (NH4),CO3 (dupa 20 h, determinate prin RMN)

Nr.  Substrat  CqHaecos X1b X2b X3p
(mM)
1 rac-1b 50 0.68 0.17 0.15
2 rac-2b 50 0.19 0.76 0.05
3 rac-1b 100 0.68 0.17 0.15
4 rac-2b 100 0.27 0.69 0.04
5 rac-1b 200 0.72 0.16 0.12
6 rac-2b 200 0.23 0.75 0.02
7 rac-1b 1000 0.76 0.12 0.12
8 rac-2b 1000 0.13 0.84 0.03

Analiza reactiilor catalizate de PaPAM ale a-(tiofen-2-il)alaninei racemice (rac-1b) la
diferite concentratii ale (NH4),CO3 dupa 20 h, au aratat ca, prin cresterea concentratiei de
(NH,4)2,CO3 peste 100 mM, se obtine o conversie scazuta a (S)-f-(tiofen-2-il)alaninei (S)-2b si
produsul de eliminare 3b. La o concentratic de 1M (NH,4),COs, atat producerea (S)-f-(tiofen-
2-il)alaninei (S)-2b cat si a arilacrilatului (3b) scad la 12 %.

E interesant faptul ca, atunci cand biotransformarile au inceput de la p-(tiofen-2-
il)alanina racemica (rac-2b), cea mai buna conversie la (S)-a-(tiofen-2-il)alanina (S)-1b (27
%) a fost obtinutd la concentratii ale solutiei tampon de 100 mM. La concentratii mai mari ale
(NH4)2,CO3 s-au observant conversii scazute ale (S)-a-(tiofen-2-il)alaninei (S)-1b si a

produsului de eliminare 3b.

I11. 3.3. Concluzii

In concluzie, putem spune, pe baza rezultatelor obtinute, ca selectivitatea si activitatea
PaPAM asupra a- si f-arilalaninelor este influentata in mare parte de pozitia substituentilor pe
inelul fenilic. Enzima a catalizat sinteza enantiomerilor (S)-f ai a-fenilalaninelor para- si
meta-substituite, mult mai bine decat sinteza celor orto-substituite, pe cand in cazul
compusilor rac-f-corespunzatori a fost total inactiva pentru derivatii meta- si para-substituiti,

dar analogii orto-$- au fost transformati cu conversii bune.
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