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1. Introducere

Numerosi alcooli secundar enantiopuri, contindnd fragmente heterocidice, sunt cunos cuti
. . . . vl s . . e . A . . o
pentru activitatea lor biologica™. Altii suntintermediari cheie in sinteza unui numar mare de

produsi farma ceuti d’.

Pentru sinteza compusilor opticactivis-au dezvoltat diferite metode chemo-si biocatalitice,
bazate pe rezolutia cineticd enantiomer-selectiva a racematilorsau pe transformar enantiotop

. . . 3
selective ale substraturilor prochirale’.

Lipazele au fost foarte des folosite in rezolutii cinetice conventionale, rezolutii cinetice
dinamice si deracemizarn, datoritd activitatii chemo-, regio- si enantioselective ridicate fatd de o

gama larga de substratu .

Structurile pe baza de fenotiazine sunt cunoscute pentru activitatea lor biologicd, acoperind
o abundenta de efecte terapeutice (sedative, tranchilizante, agenti antitumorali, bactericide,

parazitidde etc.)’.

Arhitectura moleculara simplda a etanolilor fenotiazinid 1-substituiti, care pemite

derivatizarea ulterioard, precum si rezultatele anterioare obtinute de colectivul prof. Irimie in
sintezele enzimatice ale unor compusi fenotianizin-3-il-cianohidrine’,acizi B-hidroxi propanoid’,
. . . . .8 . . N [ . N

si fenotiazin-3-il-metanoli”, enantiomeric imbogatiti, au atras interesul nostru in dezvoltarea

unorproceduri enzimatice pentrusinteza fenotiazin-2,3-il-etanolilor N-alchilati.

Tncurajati de reducerea enantiotop-selectivd, recentd, a 2-acetil-fenotiazinei, in prezenta

. . . 9 . o . . . . .
spiroboratilor chirali’, care furnizeaza enantiomerul (R) pur al fenotiazin-3-il-etanolului a fost
investigatd mai intdi reducerea celularda mediatda de S. cerevisiae a derivatilor N-alchilati ai

fenotiazin-3-il-etanonei. Din pacate s-au realizat conversiimic ale substraturilor (<5%).

Spre deosebire de biotransformarea celulard a cetonelor, rezolutia cineticda mediata de
lipaze a amestecului racemic de fenotiazin-3-il-etanoli N-alchilati si a esterilor corespunzator
s-a dowedita fi o metoda efidenta de producere de compusi enantiomeric puri. Configuratia

absoluta aacestor compusi enantiomeric puri, a fost determinata prin difractometrie de raze -X



in scopul obfinerii de etanoli heteroddid, de puritate enantiomericd ridicatd sau optic
pun’lo, rezolutia dneticda enantiomer selectivd, catalizata de lipaze, a amestecului racemic de
alcooli si a acetatilor corespunzatori, a fost utilizata pentru sinteza ambilor enantiomer ai
1-(10-etil-10H-fenotiazin-2-il)-1-etanolului.

Pentru aplicarea acestor rezultate in procese industriale este necesara utilizarea unui

catalizatorieftin, stabil si eficient.

Lipazele din Pseudomonas fluorescens (PFL) apartin lipazelor comerdale utilizate frecvent in
.. . .rs ore . . ps . .11 . . v . . .
reactiile biocatalitice . Imobilizarea lor prin utilizarea adsorbtiei™, prin reticulari enzimatice
. . 12 a . . 13 . 14
cristalizate™, Tncapsularea prin tehnica sol-gel™ , combinarea acestor metode™ sau alte

tehnid® a fost extrem de studiats.

Performantele catalitice cum ar fi activitatea, stabilitatea si selectivitatea biocatalizatorilor
pot fi imbunatatite in mai multe moduri : fie prin modificarea structurii proteinelor si crearea

unorenzime artificiale fie prin imobilizarea lor.

Tnaceastd lucrare de cercetare a fostinvestigatd rezolutia dnetici enzimatici a amesetcului
racemic al 1-(10-etil-10H-fenotiazin-2-il)-1-etanolui rac-4b si a acetatului sau rac-5b, in
prezenta lipazei din PFL incapsulatda in sol-gel, pentru obtinerea ambilor enantiomeri,
intermediar valorosi Tn sinteza de compusi activi chirali. Au fost determinate activitatea
cataliticd, enantioselectivitatea i reutilizarea preparatului enzimatic. A fost studiata
deasemenea si influenta celitei si zaharozei folosite ca aditivi, asupra performantelor si
stabilitatii biocatalizatorului imobilizat, in procesul de rezolutie cdneticd enzimatica a

heteroarilalcool ului racemic, rac-4b.



2. Partea teoretica (studiu de literatura)

3. Obiectivele activitatii de cercetare

Activitatea de cercetare s-a axat pe utmatoarele directii:

l.a. Elaborarea unei noi metode stereoselctive de sintezd a ambilor enantiomeri ai 1-(10-
al chil-10H-fenotiazin-3-il )etanolilor-2a-d diferit substituiti si a butanoatilor lor 3a-d prin
rezolutia cinetica enantiomer selectiva catalizata de lipaze a racemidlor alcoolic si esterid.
Datoritd conservarii enantiopreferintei lipazelor in acilarile si in alcoolize enzimatice, prin
combinarea acilari enzimatice a unui substratalcoolic racemic cu alcooliza mediata de aceasi
lipaza a substratului esteric mcemiceste posibild obtinerea formelor enantiomeric opuse (R)-
2,3a-d si (S)-2,3a-d a alcoolilor si esterilor chirali. Rezoluia cinetici mediata de lipaze s-a
dovedit deja a fi o metoda eficientd de sinteza a acetatilor de fenotianizin-3-il-cianohidrine® cu
enantiopuritate ridicatd. Desemenea rezolutia cineticd mediatd de lipaze a fost aplicata cu succes
si in cazul sintezei unor acizi -hidroxi-p-fenotiazin 3-il-propanoici optic puri7.

1.b. Cresterea selectivitatii enantiomerice si activitatii catalitica ale enzimei prin selectarea
solventului si agentilor nudeofili optimi.

2.a. Obtinerea formelor enantiomerice opuse, (R) si (S) ai 1-(10-etil-10H-fenotiazin-2-il)-1-
etanolui 4b respectiv acetatului de 1-(10-etil-10H-fenotiazin-2-il)-1-etil 5b prin rezolutia
cineticd enzimaticd a racemidlor rac-4b si rac-5b, in prezenta lipazei din PFL. Determinarea
conditiilor optime ale acilarii si alcoolizei mediata de PFL pentru cresterea enantiopuritatii

produsilor rezolutiei cinetice.

2.b. Tmbun3ititirea propretitilor catalitice ale PFL a prin indudere intr-o matrice sol gel.
Determinarea activitatii catalitice, a enantioselectivitatii si posibilitatii reutilizarii preparatului

enzimaticin procesul de rezolutie cinetica enzimatica a heteroarilalcoolului racemic, rac-4b.
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Schema1 1. Biotransformarea N-alchil-fenotiazin-3-il-etanolilor si a esterilor lor

2. Sinteza enantiomerilor (R) si (S) ai 1-(10-etil-10H-fenotiazin-2-il)etanolului si a

acetatului lui cu ajutorul lipazelor din Psudomonas fluorescens



4. Rezultate si discutii

4.1. Sinteza si biotransformarea a N-alchil-fenotiazin-3-il-etanolilor si a esterilor lor

5.1. Sinteza chimica

Amestecurile racemice de 1-(10-alchil-10H-fenotiazin-3-il)etanoli, rac-2a-d, au fost
preparate din heteroaril carbaldehidele 1a-d corespunzitoare printr-o reactie Grignard
Carbaldehidele N-alchilate 1a-dau fost obtinute din fenotiazina in 2 etape:alchilarea cuiodura
de alchil, in prezenta hidrurii de sodiu, in DMF, urmata de reactia Vielsmeier Haack a derivatilor

10-alchil-10H-fenotiazinid cu tridorura de fosforil si DMF, in DMF'®,

OO0 (O
: § N §

fenotiazina la-d rac.2a-d

Schema 2. Sinteza chimicd a rac-2a-d. Reactivi si conditii: (I) NaH, CH5;CH,l, DMF, tc.; (Il) POds,
DMF, DMF, (Ill) CHJl, Mg, Et,0.

fn timpul experimentului si a procedurilor de purificare s-a obsenat instabilitatea
racemidlor rac-2a-d. Fenomenul s-a obsenat in etapa de separare realizatd pe o coloana de
silice, folosindu-se didormetan ca eluent.in timp ce la temperatura camerei si laun pH neutru,
sunt foarte stabili, la temperaturi mai ridicate si la pH-uri mai mid, heteroaril-etanolii rac-2a-d
incep usor sa se descompuna. Eliminarea cu usurinta a apei poate sa fie o explicatie pentru
instabilitatea acestor compusi. Acest fenomen a fost deja relatat” in cazul elimindri apei, la
temperatur sczute, din diferiti feniletanoli in prezenta zeolitilor sau silicagelului , ambii cu
caracter acdid, cu formarea compusilor nesaturati corespunzatori. A fost testatd posibiliatea

Tnlocuirii eluentului si s-a constatat ca metanolul ar putea stabiliza partial alcoolul racemic, dar
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fenomenul de descompunere nu a fost eliminat decat partial. Prin inlocuirea fazei stationare de
silicagel cu oxid de aluminiu si efectuarea separari cromatografice in timp scurt, la vid,
problema a fost rezolvatd. In timpul izoldri prin distilarea la vid a rac-2a-d din solutii,
stabilitatea compusilor principali a crescut semnificativ prin adaugarea de alcooli alifatid in

mediu.

Alcoolii racemid rac-2a-dau servitla prepararea esterilormcemid rac- 3a-d, prin acilarea
chimicd cu diferite anhidride acide , in didormetan anhidru, in prezenta trietilaminei si DMAP
in cantitati catalitice (Schema 23). Spre deosebire de rac-2a-d, compusii rac-3a-dau fost stabili
la temperaturi ridicate (t<80°C) dar hidrolizeaza foarte usor chiar si in prezenta adzilor sau

bazelor.
OH O)OLO/\
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~ \

rac-2a-d rac-3a-d

Schema 3. Sinteza chimicd a esterilor mcemid, rac-3a-d. Reactivi si conditii : EtsN, DMAP, CH,d,

4.1.2. Biotransformari enzimatice

Biotransformarea 1-(10-alchil- 10H- fenotiazin-3-il)etanolilor rac-2a-d si a esterilor racemid
rac-3a-d diferit substituiti prin rezolutie cineticd catalizata de lipaza s-a desfasurat in 2 etape :
adlarea enzimatica selectiva a etanolilor mcemid in care s-au obtinut (R)-heteroarilesterii 3a-d
si (S)-heteroariletanolii 2a-d urmata de alcooliza enzimatica selectiva a acetatilor racemid

corespunzatori carea condus la obtinerea formelor enantiomerice opuse (S)-3a-d si (R)-2a-d



Pentru investigarea stereoselectivitatii rezolutiei enzimatice si a activitdtii enzimelor in
prima etapa au fost separati cromatografic enantiomerii rmcemicilor rac-2a-d si rac-3-a-d,

folosindu-se coloanele HPLC chirale potrivite.

4.1.2.1. Biotransformari la scara analitica

I-Acilarea lI-Alcooliza
enzimatica enzimatica
a rac-2a-d a rac-3a-d
Butiril
o
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+
OH
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Ar AI‘
S
Agentul : acetat de vinil, propanoat de vinil Alcooli: MeOH,EtOH,n-PrOH, n-BuOH;
de acilare butanoat de vinil,pivalat de vinil;
Solvent : diclormetan, cloroform, THF, t-MBE, toluen, Solvent: n-hexan, acetonitri, dioxan;

acetonitril;

Lipazd: Cal-A, CalL-B, L-AK, Lypozyme TL IM,F,
PPL, Mucor miehei,BCL;

Lipaza : CalL-B;

Schema 4. Biotransformarea rac-2a-d si rac-3a-dlascard analitica



Acilarea enzimatica a rac-2a-d la scara analitica

Mai intdi, a foststudiata adlarea enzimatica a amestecurilor racemice de 1-(10-alchil- 10H-

fenotiazin-3-il)etanoli rac-2a-dla scara analitica.

Utilizdandu-se 1-(10-etil-10H-fenotiazin-3-il)etanol rac-2b ca si compus model, o selectie de
lipaze comercialea fosttestata pentru acetilarea enzimaticd cu acetatde vinil ca si solventsi ca

si agentde adlare (Schema 24, Tabelul 1).

Tabel 1. Acilarea catalizata de lipaze a rac-2b cu acetat de vinil.

Nr.crt.  Enzima Timp C ee (g)sp ee (s)2b E
(h) (%) (%) (%)

1 Cal-A 4 40,5 63,5 88,2 30
2 Cal-B 6 50,4 98,4 >99,5 >>200
3 L-AK 6 50,3 98,8 >99,5 >>200
4 BCL 6 40 99,5 66,9 >200
5 Lypozime TL IM 6 24,5 99,0 32,1 >200
6 Lipase din Mucor miehei 6 30,9 98,6 44,1 200
7 Lipaze F° 48 4,8 85,7 4,3 13
8 PPL 6 1,7 86,6 1,5 14

Selectivitate inversa

Diferite lipaze comerdale cum ar filipaza B din Candida antarctica (CaL-B sub numele de
Novozym 435), lipaza L-AK, lipazele din Bulkholderia cepacia (BCL), Lypozyme TL IM si lipazele
din Mucor miehei au prezentat enantioselectivitati si activitati cataltice ridicate(E>200, c=24-
50% dupa 6h, Tabelul 1, liniile 2-6), in timp ce lipaza A din C. Antarctica (GaL-A) a catalizat cu

vitezda mare dar cu selectivitate moderata adlarea rac-2b (Tabelul 1, linia 1). Llipaza F si
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lipazele din pancreasul porcin (PPL) au avutstereoselectivitate moderata si o activitate scazuta
(E 13 si respectiv 14, vezi tabelul 1 | liniile 7-8). Lipazele din Candida rugosa, Candida
cylindracae, Rhizopus arrhizus, Mucor javanicus si Candida lipolytica s-au dovedita fi inactive si
neselective (c«11%, E<3). Dupda cum se astepta, aproape toate enzimele au urmat predictia
regulii lui Kazlauskas de (R) enantiomer preferinta a lipazei.Doar lipaza F manifesta preferinta

enantiomerica opusa, formandu-se enantiomerul (S)-3b (Tabelul 1,linia 7)

Se stie cd natura solventului si a donorului de adl ar putea influenta semnificativ,
performantele enzimei. In etapa urmitoare folosind enzima cea mai efidentd, L-AK, a fost
testat efectul solventului pentru aclarea enzimaticd a rac-2b cu acetat de \vinil (Tabel 2).
Cloroformul s-a dovedit a fi cel mai potrivit solvent pentru acilare. Acllarea enzimatica in
cloroform, cu acetatde vinila rac-2bdecurge cu viteza destul de mare (dupa Sh s-au inregistrat

conversii de aproape 49,8%) si cu o enantioselectivitate ridicata (E>>200) (Tabelul 2, linia 2)

Tabel 2. Influenta naturii solventului asupra acilari mediatd de L-AK ,cuacetatde vinil a rac-2b

Nr.crt.  Solvent C’(%) eersp (%) ee (s)2(%) E

1 Didormetan 44,3 99,3 78,9 >200
2 Cloroform 49,8 99,3 98,5 >200
3 THF 41,9 97,8 70,5 194
4 t-BME 50,4 97,8 99,4 >200
5 Toluen 50,1 98,4 98,7 >200
6 Acetonitril 49,9 98,2 97,6 >200
? dupa oh.

Acilarea racemicului-2ba fostrealizata in continuare, in prezenta celei mai efidente enzime,
L-AK, in cel mai efidient solvent, doroform, cu alti trei donori de acil : propanoat de vinil,
butanoatul de vinil si pivalatul de vinil. Cea mai mare selectivitate si reactivitate a enzimei

L-AKs-au inregistratla acilarea cu butanoatul de vinil (E>>200) .
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Ceilalti alcooli mcemid rac-2a, rac-2c, rac-2d au fost acilati enzimatic in conditiile optime
obtinute la aclarea compusului model rac-2b: in prezenta lipazei L-AK, in cloroform, cu
butanoatul de \Vinil ca agent de adlare. Rezultate bune s-au obtinut si In cazul acestor

adilari(Tabelul 3).

Tabel 3. Influenta naturii donorului de acil asupra acilarii mediata de L-AK n cloroform a rac-2a-d

Nr.crt. Agentul de adilare Compus Timp(h) C(%) ee‘ma(%) eesa%) E

1 Acetat de vinil® 2b 9 49,8 99,3 98,5 >200
2 Propanoatde vinil® 2b 10 44,9 99,5 81,1 >200
3 Butanoatde vinil °  2b 10 42 >99,8 72,6 >>200
4 Pivalat de vinil® 2b 50 1 >99,8 1 >200
5 Butanoat de vinil ° 2a 24 50 >99,8 >99,8 >>200
6 Butanoatde vinil°  2b 27 50 >99,8 >99,8 >>200
7 Butanoat de vinil ° 2c 28 50 >99,8 >99,8 >>200
8 Butanoat de vinil ° 2d 30 50 >99,8 >99,8 >>200

®Raport Substrat-L-AK 1:2

"Ra port Substrat-L-AK 1:1

Limita de detectie a analizelor HPLC chirale pentru enantiomerul minora fost 0,1%
Alcooliza enzimatica la scara analitica a rac-3a-d

v . A . v . . N gy . . . 18
Este cunoscut ca lipazele isi conserva enantiopreferinta in adldar si alcoolize™. O
consecintd a acestui lucru este posibilitatea obtinerii formelor enantiomerice opuse prin
adilarea enzimaticd a amestecului racemic de alcooli si alcooliza enzimaticd a ameste cului

racemicde esteri .
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in continuare a fostinvestigatd alcooliza enantiomerselectivd a esterilor mcemid rac-3a-d.
Pentru optimizarea alcoolizei enzimatice, butanoatul de 1-(10-Etil-10H-fenotiazin-3-il)etil rac-3b

a fostales casi compus model.

Un screening pe un numar mare de lipaze comerdciale a fost realizat pentru a se determina
enantioselectivitatea alcoolizei enzimatice a rac-3b la scard analiticd. Tn procesul de optimizare
a alcoolizei enzimatice s-au folosit diferiti agenti nudeofili: metanol, etanol, propanol, butanol.
S -au utilizat 10 eq. din fiecare alcool sus-mentionat, la un raport substrat-enzima de 1:1(w/w).
Experimentul a continuat in diferiti solventi: derivati halogenati, hidrocarburi, eten,
hidrocarburi aromatice, cdice si saturate, acetonitril si dioxan. Pentru prepararea formelor
enantiomerice opuse ale produsilor opticactivi (S)-3bsi (R)-2b, cele mai bune rezultate au fost
obtinute Tn cazul alcoolizei mediata de CGaL-B in acetonitril sau hexan. Este important de notat
ca, stereoselectivitatea a fost ridicata pentru toti nudeofilii testati (Tabelul 4, liniile 1-4) dar
raportul enantiomeric a avut cele mai mari valor in cazul metanolizei enzimatice. Conditiilor
optime stabilite pentru metanoliza enzimatica a rac-3b a fost verificata prin aplicarea aceleasi
proceduri de screening si la ceilaltii esteri racemid rac-3a-d. Asa cum era de asteptat,

metanoliza catalizata de CALB fin acetonitril s-a dovedita fi cea mai selectiva metoda.

Tabel4. Alcooliza mediata de GaL-B a rac- 3a-d, Tnacetonitril, cu diferiti al cooli

Intrare Al cool Compus Timp(h) C(%) ee‘ra%) eesa(%) E

1 Metanol 3b 24 49,4 >99,8 97,6 >200
2 Etanol 3b 24 46,6 >99,8 87,3 >200
3 n-Propanol 3b 24 48,2 >99,8 92,9 >>200
4 n-Butanol 3b 24 43,1 >99,8 75,8 >200
5 Metanol 3a 30 50 >99,8 >98,8 >>200
6 Metanol 3b 32 50 >99,8 >98,8 >>200
7 Metanol 3c 31 50 >99,8 >98,8 >>200
8 Metanol 3d 32 50 >99,8 >98,8 >>200
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4.1.2.2. Sinteza la scara preparativa a enantiomerilor (R) si (S) ai alcoolilor 2a-d si ai

esterilor 3a-d chirali

Folosindu-se conditiile optime, obtinute la adlarea enzimatid la scard analitica, a
amestecurilor racemice de 1-(10-alchil-10H-fenotiazin-3-il)etanoli rac-2a-d si ale metanolizei
enzimatice a butanoatilor mcemid rac-3a-d, a fost realizata sinteza la scard preparativa a celor
doi enantiomeri (S) si (R)-2,3a-d. Pentru a se demonstra utilitatea acestei proceduri enzimatice,

s-a utilizat 1g de substrat pentru fiecare rezolutie cineticd enzimatica.

Datoritd selectivitatii enantiomerice ridicate a biocatalizatorilor utilizati, (L-AK pentru adilare
si Cal-B pentru metanolizd), sintezele ambilor enantiomer (S) si (R) ai 1-(10-alchil-10+-
fenotiazin-3-il)etanolilor 2a-d si ai butanoatilor corespunzatori ((R)- si (S)-3a-d) au fost realizate
cu ee>99,9% si E>>200 pentru fiecare compus. Datele referitoare la andamentele si rotatiile

optice ale compusilor formati in acesta etapa sunt prezentate in Tabelul 5.

Tabel 5. Valorile randamentelor si rotatiilor specifice ale produsilor rezolutiilor cinetice

enzimatice a rac-2a-dsi rac-3a-d,lascard preparativa.

Acilare mediatd de L-AKa rac-2a-d Metanoliza mediata de Cal-B a rac-3a-d

in doroform in a cetoni tril
Produs Randament®(%) [a]p] Produs Randament(%) [a]p”
(S)-2a 45 -52,9 (R)-2a 49 +52,7
(S)-2b 45 -94,4 (R)-2b 49 +94,5
(S)-2¢ 46 -112,4 (R)-2¢ 49 +112,5
(S)-2d 45 -95,0 (R)-2d 49 +94,9
(R)-3a 47 +172,2 (5)-3a 49 -172,6
(R)-3b 48 +242,3 (S)-3b 49 -242,5
(R)-3c 46 +266,0 (S)-3c 49 -266,4
(R)-3d 48 +249,6 (S)-3d 49 -249,2
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Tn timpul adlari enzimatice la scard preparativd, s-a observat formarea unor produsi
secundari. G3 o consedintad a acestui lucru, andamentele produsilorizolati au scazut cu 3-4% in
comparatie cu cele din metanolizele enzimatice. Instabilitatea heteroaril-alcoolilor in prezenta
unor adzi minerali sau organid este deja cunoscutda. Prezenta acdului butiric, factor de
generare a instabilitatii alcoolului, in mediul de reactie arputea fi o explicatie a formarii acestor
produsi secundari. Acidul butiric se formeaza in mod inerent prin hidroliza enzimaticd a
esterului butiric. Aceasta hidroliza este posibila datorita prezentei unor cantitati mic de apa in
preparatul enzimatic. Evaporarea solventului dupa terminarea reactiei s-a realizat la vid in
scopul evitari Incalzirii excesive a solutiei deoarece etanolii enantiomeric pur prezinta
instabilitate termica si poate sd apara descompunerea lor. Stabilitatea alcoolilor creste prin
adaugarea a 5-10 ml metanol in amestecul de reactie, iar indepartarea la vid a solventului s-a
realizat la temperatur scdzute (t< 10°). Datorita naturii sale slabacide, silicagelul s-a dovedit a
fi nefolositorla purificarea compusilor. Separarea si purificarea produsilor de reactie obtinutila
scara preparativa a fost realizata pe coloane cu umplutura de oxid de aluminiu neutru prin

cromatografie de vid .

4.1.3. Determinarea configuratiei absolute a enantiomerului (R)-2b sintetizat prin

alcooliza enantiomer selectiva a rac-2b

Configuratia absoluta a compusilor alcoolici  sintetizati a fost determinatda prin
difractometrie de raze X. Cristalografia de raze X a atrbuit configuratia absolutda (R)-
enantiomerului (+)-2b. Tn structura cristalind, s-au obsenat, doud molecule independente, in
unitatea asimetricd, prezentind doua chiralitati diferite ale atomului de azot tertiar. Inelele
heterocidice din amandoua moleculele, au conformatie barca iar compusii fenotiazinic sunt

relatati @ si enantiomeri conformationali.

Configuratia absolutd a celorati compusi a fost stabilita prin compararea semnului rotatiei

optice cu (+)-(R)-2b.
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Figura 1.Configuratia absoluta a celor doua molecule independente ale (R)-2b
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4.2. Sinteza enantiomerilor (R) si(S)ai 1-(10-etil-10H-fenotiazin-2-il)etanolului
si a acetatului lui cu ajutorul lipazelor din Psudomonas fluorescens
4.2.1. Sinteza chimica

Pentru prepararea substratului alcoolic, rac-4b, 1-(10H-fenotiazin-2-il)etanona disponibila
comerdal, a senit ca materie prima. Prin alchilarea ei cuiodura de etil , in prezenta hidrurii de
sodiu, utMmata de reducerea chimicd a gruparii carbonil cu borohidrura de sodiu in metanol, s-a
obtinut alcoolul racemic, rac-4b.

Acetilarea chimica a acestuia, cu dorura de acetil, in prezenta cataliticaa Et;N /DMAP, a condus

la acetatul racemic rac-5b (Schema 26 ).

rac-4b rac-5b
Schema 5. (1) NaH, Etl, DMF; (II) NaBH/metanol; (1ll) Acd, EtsN, DMAP/ CH,d,
4.2.2. Biotransformari enzimatice

Amestecurile racemice ale alcoolului rac-4b precum si acetatului rac-5b au fost supuse
unor transformar enzimatice, catalizate de lipaze comerdale pentru obtinerea formelor
enantiomerice opuse (R) si (S) de heteroaril etanoli 4b respectiv heteroaril acetati 5b (Schema

27).
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(solvent) :
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rac-4b R)-5b (S)-4b

oled *QJ@YQQ

071/ CHCl; OH P 671/

Schema 27. Procesul de rezolufie cineticd enzimatica mediat de lipaze.
4.2.2.1. Transformari enzimatice la scara analitica
Acilarea enzimatica a rac-4b la scara analitica

O gama larga de lipaze, disponibile comerdal, au fost testate, in reactia de adilare,

enantiomerselectiva a 1-(10-etil-10H-fenotiazin-2-il)- etanolului rac-4b cu acetatde vinil.

Majoritatea enzimelor testate au awt un comportament biocatalitic bun: selectivitati
enantiomerice si activitati catalitice bune. Cele mai rapide si mai enantioselective reactii de
adilare enzimatica au fost Tnsa cele mediate de lipazele imobilizate B din Candida antarctica
(CalL-B), comercializata sub numele de Nowozym 435, precum si lipaza din Pseudomonas
fluorescens ( PFL). S-au obtinut rapoarte enantiomerice E>>200 la conversiide 50 % ( liniile 1-2
din Tabelul 6). Lipaza A din Candida antarctica (Cal-A) s-a dowedit a fi, deasemenea
stereoselectiva si activa (E= 1981a conversii de 48%) in timp ce lipazele din Candida cilindracea
(CcL) si Thermomyces lanuginosa (TLIM) au prezentatselectivitate buna darau fost mai putin
active ( conversii de 15-34 % dupa 24 h ). Reactivitate siselectivitate moderata s-a inregistrat in
cazul reactiilor catalizate de Mucor javanicus si de lipaza din pancreasul porcn ( E= 30-70, la

conwversii de 10-25%, (Tabelul 6 )
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Tabel 6. Acilarea rac-4b cu diverse enzime inacetat de vinil, dupa 24h

Nr. Enzima ee (ysp (%) ee (syan(%) c(%) E

1 CalL-B >99 >99 50 »200
2 PFL >99 98,4 50 »200
3 CaL-A 89 98,8 48 198
4 CcL >99 99,5 15 »200
5 CrL >99 99,0 25 »200
6 TLIM >99 98,6 34 »200

A foststudiat Tn continuare efectul solventului asupra acilari enzimatice a rac-4b cu acetat
de vinil in prezenta PFL, cunoscandu-se influenta naturii solventului asupra stereoselectivitatii
reactiilor enzimatice. doroformul s-a dowedit a fi solventul optim pentru aceasta adilare,
obtindndu-se selectivitatea maxima (E>200), la o conwersie de 50% dupa24h . Rezultatele
adilari enzimatice lascara analiticd a a rac -4b cu de acetat de vinil, catalizatd de PFL,n diferiti

solventi, dupa 24 h,sunt prezentate in Tabelul 7.

Tabel 7. Influenta naturii solventului la acilarea enzimatica a a rac-4b mediata de lipaza PFL

Nr.crt. Solvent eepsy (%) ee)ap (%) c(%) g

1 Cloroform >99 96.3 50 >200
2 n-Hexan >99 77.1 56 44
3 Toluen >99 72.7 58 36
4 Tetrahidrofuran >99 87.1 53 85
5 Didorometan >99 45.9 68 14
6 Acetonitril 95.2 94 50 122
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Alcooliza enzimatica a rac-5b la scara analitica

Aceeasi strategie de optimizare a fost folosita pentru selectarea agentului nudeofil optim
pentru alcooliza enantiomerselectiva a rac-5b, in doroform in prezenta PFL,la scard analitica.
Enantioselectivitatea reactiilor de alcooliza a acetatului mcemic rac-5b a fost testatd cu 4
alcooli: metanol, etanol, 1-propanol, 1-butanol. PFLa s-a doweditactiva si selectiva la etanoliza
esterului racemic rac-5b. Tn Tabelul 8 sunt prezentate selectiv datele obtinute la alcooliza

enantioselectiva a rac-5b.

Tabel 8. Alcooliza enzimaticd a rac-5bla scara analiticaa

€€ (s)5b €€ (r)ab
Nr.crt.  Alcool c(%) E

(%) (%)
1 Metanol 95 79 45 94
2 Etanol 99 99 50 200
3 n-Propanol 91 85 48 58
4 n-Butanol 85 75 a7 28

4.2.2.2. Cresterea performantel or biocatalitice prin imobilizarea enzimei
Prepararea biocatalizatorului imobilizat

Pentru imbunadtatirea proprietatilor catalitice ale PFLa fost studiata imobilizarea ei prin
indudere intr-o matrice sol-gel. Prin polimerizarea unui monomer sau a unui amestec de
monomeri in prezenta solutiei proteice, se creeaza oretea injurul catalizatorului care confera
enzimei stabilitate maritd, impiedicand inactivarea acesteia. Sol -gelurie formate prin hidroliza
adda sau bazicd a precursorilor silanid (ameste curi de tetraalcoxi- si alchiltrialcoxisilani) sunt
niste suporturi stidoase inerte, cu porozitate, rezistenta termicd si mecnica mare si cu o

hidrofobiciate variabild, care poate fi modulatda prin alegereaa precursorilor silanid utilizati.
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Induderea enzimelor in matrid sol-gel prezintd o serie de avantaje. O matrice hidrofoba
capabila sa imbunatateasca activarea interfaciala si activitatea enzimei induse, se poate obtine
prin utilizarea unor combinatii de metiltrimetoxisilan [MeSi(OMe);, MTMS] cu tetrametoxisilan

[Si(OMe),, TMOS].

Obtinerea enzimei imobilizate s-a realizat dupd metoda Reetz'” modificatd de Brem J. si
colaboratorii’® prin polimerizarea in-situ a silanilor in cataliza bazicd, in conditiile optime
detrminate anterior. Un raport [TMOS]/[MTMS] de 1/5 si de apa/gel de 9/1 (molar) a fost
considerat de acestia c optim, in cazul prepararii silanilor in prezenta ionului de fluorura,
obtindndu-se preparate enzimatice active siselective la acilarea enzimatica a racemicului 3-

hidroxi-3-fenilpropanoatul de etil®.

Acilarea si etanoliza enzimatica a rac-4b respectiv rac-5b in prezenta lipazei PFL inclusa in

matrice sol-gel

Activitatea preparatului enzimatic obtinut prin metoda descrisd anteriora fost investigatd n
reactia de adlare a rac-4b (0,1M) cu acetat de vinil, in doroform si Tn etanoliza rac-5b
(0,1M) Tn acelasi solvent. Rezultatele obtinute indica o aplicabilitate excelentd a acestui sistem
biocatalitic in prezenta ambilor aditivi (Celita si zaharoza) in procesul de rezolutie enzimatica

studiat ( £>>200 ).

Dupa cum am mentionat anterior reutilizarea enzimei reprezintd un aspect important al
preparatelor de enzime imobilizate. Pentru testarea capacitatii de recirculare a preparatului
enzimatic creat, a fost repetatd aclarea rac-4b (0,1M), cu acetat de vinil (0,2M) in doroform, de
4 or cu acelasi catalizator, la un continut constant de proteind ( 1,5 mg/ml). n fiecare ddu de
reactie procesul a fost perfectat pand la atingerea conversiei de 50% .intre 2 dduri, catalizatorul
a fost spalat cu cloroform anhidru si apoi utilizat ca atare, farda uscare prealabila. Rezultatele

obtinute (exccesul enantiomeric si raportul enantiomerica E) sunt prezentate in Tabelul 9.
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Tabel 9. Reutilizarea preparatului imobilizat de PFL ( 1,5 mg proteind/mL) in O-adlarea rac-4b

(0.1 M) cu acetat de vinil (0,2M) 1n doroform (1 mlL) la temperatura camerei

Ciduri de utilizare a PFLimobilizata in sol-gel

Libera 1 2 3 4

Timp (h) 24 20 20 22 22
C(%) 50 49 48 50 49
€e (s)4b

96 97 97 96 94
€€ (r)sb

99 96 96 95 93
E >>200 >200 >200 183 115

Activitatea enzimaticd scade dupa 3 ciduri usor, cu 5% si semnificativ (10%) dupa 4 cidur
de utilizare. De asemenea s- a constatat cd reutilizarea catalizatorului nu influenteaza in mod
semnificativ enantioselectivitatea reactiei enzimatice, obtindndu-se compusii (S)-4b si  (R)-5b

cu o puritate enantiomerica inalta (ee> 95%) chiarsi in al 4-lea didu de reutilizare.
4.2.2.3. Biotransformari la scara preparativa

Sinteza la scard preparativa a ambilor enantiomer ai 1-(10-etil-10H-fenotiazin-2-
il)etanolului si a acetatului sdua avutlabaza reactiile enzimatice la scard analiticd prezentate in
paragraful anterior. Mai Intdi s-a realizat acdilarea enzimatica enantioselectiva, in prezenta
lipazei din Pseudomonas fluorescens, a 500 mg substratalcoolic racemic, rac-4b, in doroform,
obtindndu-se acetatul (R)-5b si alcoolul (S)-4b cu exccese enantiomerice ridicate. Formele

enantiomerice opuse, (R)-4b si (S)-5b, au fost obtinute prin etanoliza a 500 mg substratacetat

22



racemic, rac-5b, in doroform, in prezenta aceleiasi enzime . Desfasurarea reactiilor a fost

monitorizata pe TLC si HPLC si oprita

la o conversie de aproximativ 50% prin indepartarea

enzimei prin filtrare. Toate dilutiile, raportul substrat-biocatalizator si conditiile de reactie au

fostaceleasi ca si in reactiilelascara analitica.

Valorile randamentelor si excceselor enantiomerice ale enantiomerilor (S)-4,5b si

(R)-4,5b sunt prezentate in Tabelul 10.

Tabel 10. Rezolutia enzimaticd rac-4,5b cu PFL, in chloroform lascard preparativa

(%)

ee (%)

ee (%)
Nr.crt | Substrat

(R)-5b | (S)-4b
1 rac-4b
2 rac-5b

(R)-4b [ (S)-5b

Configuratia absolutd a compusilor enantiopuri a fost atribuita utilizaindu-se datele

publicate pentru enantiomerii optic pur ai 1-(1O-etil-1OH-fenotiazin-2-i|)etano|u|ui9.
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5. Concluzii

1. A fost realizatd o procedura enzimatica efidentd, de sinteza a unor compusi
enantiomeric puri de N-alchil-fenotiazin-3-il-etanoli si a butanoatilorlor.

S-au obtinut 4 (R)-butanoati (R)-3a-d si 4 (S)alcooli (S)-2a-d cu randamente si
enantiopuritdti ridicate (ee>99,9% si N>45%) prin acilarea mediata de lipaza L-AK a alcoolilor
racemid rac- 2a-d iar metanoliza catalizata enzimaticde Cal-B a racemicului de butanoati rac-

3a-d a condus la formele opuse enantiomericale compusilor tinta (R)-2a-d si (S)-3a-d.

Configuratia absolutd a fost determinata prin difractometrie de raze X a compusului

opticactiv (R)-2b.
2. Enantiomerii (R) si (S)ai 1-(10-etil-10H-fenotiazin-2-il )etanolului 4bsi acetatului sau 5b

au fost sintetizati printr-o metoda chemoenzimatica optimizata de rezolutie cinetica mediata
de PFLa racemidlor alcoolic rac-4b si esteric rac-5b. Acilarea enzimaticd a etanolului
racemic 4b a condus la obtinerea enantiomerului (R) al acetatului [(R)-5b] si enantiomerului
(5) al alcoolului, cu exccese enantiomerice ridicate (ee >96%) iar in etanoliza acetatului

racemic rac-5b s-au obtinut formele enantiomerice opuse[(R)-4b si (S)-5b].

Au fost imbunatatite performantele catalitice ale lipazei PFL prin induderea intr-o
matrice sol-gel. Au fostinvestigate activitatea catalitica, enantioselectivitatea si reutilizarea
preparatului enzimatic Tn acilarea si etanoliza enzimatica a rac-4b si rac-5b. Biocatalizatorul

imobilizats-a dowedit a fi efecient in ambele procese enzimatice studiate.
3. Preparatul enzimatic iti pastreaza activitatea enzimatica in 3 dduri catalitice iar

enatioselectivitaea reactiilor nu este influentata de reutilizarea lui. Compusii (S)-4bsi (R)-5b
au fost obtinuti cu o puritate enantiomerica ridicata (ee> 95%) chiar si in al 4-lea cidu de

reutilizare.
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