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1. Introducere 

Numeroşi alcooli secundari  enantiopuri , conţinând fragmente heterociclice, sunt cunoscuţi 

pentru activi tatea  lor biologică1. Al ţii  sunt intermediari  cheie în sinteza  unui  număr mare de 

produşi  farmaceutici2. 

Pentru sinteza  compuşilor optic activi s -au dezvoltat di feri te metode chemo- şi  biocatalitice, 

bazate pe rezoluţia cinetică  enantiomer-selectivă  a  racemaţilor sau pe transformări  enantiotop 

selective ale substraturilor prochirale3. 

Lipazele au fost foarte des  folosi te în rezoluţii  cinetice convenţionale, rezoluţii  cinetice 

dinamice şi  deracemizări , datori tă  activi tăţii  chemo-, regio- şi  enantioselective ridicate faţă de o 

gamă largă de substraturi4. 

Structurile pe bază  de fenotiazine sunt cunoscute pentru activi tatea lor biologică, acoperind 

o abundenţă de efecte terapeutice (sedative, tranchilizante, agenţi  anti tumorali, bactericide, 

paraziticide etc.)
5
. 

Arhi tectura  moleculară  simplă  a  etanolilor fenotiazinici  1-substi tui ţi , care permite 

derivatizarea ul terioară, precum şi  rezultatele anterioare obţinute de colectivul prof.  Irimie în 

sintezele enzimatice ale unor compuşi fenotianizin -3-il-cianohidrine
6
,acizi β-hidroxi  propanoici

7, 

şi  fenotiazin-3-il-metanoli8, enantiomeric îmbogăţi ţi , au atras  interesul nostru în dezvoltarea 

unor proceduri  enzimatice pentru sinteza  fenotiazin-2,3-il-etanolilor N-alchilaţi. 

Încurajaţi  de reducerea enantiotop-selectivă , recentă, a  2-acetil-fenotiazinei , în prezenţa 

spiroboraţilor chirali9, care  furnizează enantiomerul (R) pur al fenotiazin-3-il-etanolului  a fost 

investigată  mai întâi  reducerea celulară  mediată  de S. cerevisiae a  derivaţilor  N-alchilaţi ai 

fenotiazin-3-il-etanonei . Din păcate  s-au realizat conversii mici   ale substraturilor (<5%).    

Spre deosebire de biotransformarea celulară  a  cetonelor, rezoluţia  cinetică  mediată  de 

lipaze a  amestecului  racemic de fenotiazin-3-il-etanoli  N-alchilaţi  şi  a  esterilor corespunzători   

s-a   dovedit a  fi  o metodă eficientă  de produce re de compuşi  enantiomeric puri . Configuraţia 

absolută  a acestor compuşi  enantiomeric puri , a fost determinată  prin di fractometrie de raze -X 
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În scopul  obţinerii  de etanoli heterociclici, de puri tate enantiomerică  ridicată  sau optic 

puri10,  rezoluţia  cinetică  enantiomer selectivă , catalizată de lipaze, a  amestecului  racemic de 

alcooli  şi  a  acetaţilor corespunzători , a  fost utilizată  pentru sinteza ambilor enantiomeri   ai       

1-(10-etil-10H-fenotiazin-2-il)-1-etanolului . 

Pentru aplicarea  acestor rezultate în procese industriale este necesară  utilizarea  unui 

catalizator ieftin, s tabil şi eficient. 

Lipazele din Pseudomonas fluorescens (PFL) aparţin lipazelor comerciale utilizate frecvent în 

reacţiile biocatalitice . Imobilizarea  lor prin uti lizarea  adsorbţiei
11

, prin reticulări  enzimatice 

cris talizate
12

,  încapsularea  prin tehnica  sol -gel
13

 , combinarea acestor  metode
14

 sau  al te 

tehnici
15

 a fost extrem de s tudiată . 

Performanţele catalitice cum ar fi activi tatea, s tabilitatea  şi  selectivi tatea  bi ocatalizatorilor 

pot fi  îmbunătăţi te în mai  multe moduri : fie prin modificarea  s tructurii  proteinelor şi crearea 

unor enzime artificiale fie prin  imobilizarea lor. 

În această lucrare  de cercetare a  fost investigată  rezoluţia  cinetică  enzimatică a  amesetcului 

racemic al  1-(10-etil-10H-fenotiazin-2-il)-1-etanolui  rac-4b şi  a  acetatului său  rac-5b, în 

prezenţa   lipazei  din PFL  încapsulată în sol-gel , pentru obţinerea ambilor enantiomeri , 

intermediari  valoroşi  în sinteza  de compuşi  activi  chirali. Au fost determinate activi tatea 

catalitică , enantioselectivi tatea   şi reutilizarea preparatului  enzimatic. A fost s tudiată 

deasemenea şi influenţa  celi tei şi zaharozei  folosite ca  aditivi , asupra  performanţelor şi 

s tabilităţii   biocatalizatorului  imobilizat, în  p rocesul  de rezoluţie cinetică  enzimatică  a 

heteroarilalcoolului racemic,  rac-4b. 
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2. Partea teoretică (studiu de literatură)  

3. Obiectivele activităţii de cercetare 

Activi tatea de cercetare s-a  axat pe următoarele di recţii : 

1.a.   Elaborarea unei noi metode s tereoselctive de sinteză  a ambilor enantiomeri  ai 1-(10-

alchil-10H-fenotiazin-3-il )etanolilor-2a-d diferi t substi tui ţi  şi a  butanoa ţilor lor 3a-d prin 

rezoluţia cinetică  enantiomer selectivă  catalizată  de lipaze a  racemicilor alcoolici   şi  esterici . 

Datori tă  conservării  enantiopreferinţei  lipazelor în acilările şi  în alcoolize enzimatice, prin 

combinarea acilării  enzimatice a  unui  substrat alcoolic racemic cu alcooliza  mediată  de aceaşi 

lipază  a  substratului  esteric racemic este posibilă obţinerea formelor enantiomeric opuse   (R)- 

2,3a-d şi  (S)-2,3a-d a  alcoolilor şi es terilor chirali . Rezoluţia cinetică mediată de lipaze s-a 

dovedit deja  a fi o metodă eficientă de  sinteză a acetaţilor  de fenotianizin-3-il-cianohidrine
6
 cu  

enantiopuritate ridicată. Desemenea rezoluţia cinetică mediată de lipaze  a fost aplicată cu succes  

şi în cazul sintezei unor acizi β-hidroxi-β-fenotiazin 3-il-propanoici  optic puri
7
. 

1.b.   Creşterea selectivi tăţii enantiomerice şi activi tăţii catalitică  ale enzimei   prin  selectarea 

solventului şi agenţilor nucleofili optimi .                

2.a.   Obţinerea formelor enantiomerice opuse, (R) şi (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  rezoluţia 

cinetică  enzimatică  a  racemicilor rac-4b şi  rac-5b, în prezenţa   lipazei  din PFL. Determinarea 

condiţiilor optime ale acilării şi alcoolizei  mediată  de PFL  pentru creşterea enantiopuri tăţii 

produşilor rezoluţiei cinetice. 

2.b.   Îmbunătăţi rea  proprietăţilor catalitice ale  PFL a prin includere într-o matrice sol  gel . 

Determinarea activi tăţii  catalitice , a enantioselectivi tăţii şi  posibilităţii  reutilizarii  preparatului 

enzimatic în  procesul de rezoluţie cinetică  enzimatică a heteroarilalcoolului  racemic,  rac-4b. 
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Schema 1  1. Biotransformarea N-alchil-fenotiazin-3-il-etanolilor şi a esterilor lor                                

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

acetatului lui cu ajutorul lipazelor din Psudomonas fluorescens  
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4. Rezultate şi discuţii 

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

5.1. Sinteza chimică 

       Amestecurile racemice de 1-(10-alchil-10H-fenotiazin-3-il)etanoli, rac-2a-d, au fost 

preparate din heteroaril  carbaldehidele 1a-d corespunzătoare  printr-o reacţie Grignard 

Carbaldehidele N-alchilate 1a-d au fost obţinute  din fenotiazină  în 2 etape: alchilarea  cu iodură 

de alchil , în prezenţa  hidrurii de sodiu, în  DMF, urmată de reacţia Vielsmeier Haack a  derivaţilor   

10-alchil-10H-fenotiazinici cu triclorura de fosforil  şi  DMF, în DMF16. 

 

 

 

Schema 2. Sinteza   chimică a  rac-2a-d. Reactivi şi condiţii : (I) NaH, CH3CH2I , DMF, tc.; (II) POCl 3, 

DMF, DMF, (III) CH3I , Mg, Et2O. 

În timpul  experimentului  şi  a  procedurilor de puri ficare s-a  observat instabili tatea 

racemicilor rac-2a-d. Fenomenul  s -a  observat în etapa de separare realizată  pe o coloană de 

silice, folosindu-se diclormetan ca  eluent. În timp ce la temperatura  camerei şi  la un pH  neutru, 

sunt foarte s tabili, la  temperaturi  mai  ridicate şi  la  pH-uri  mai  mici , heteroaril-etanolii  rac-2a-d  

încep uşor să  se descompună. Eliminarea cu uşurinţă  a  apei  poate să  fie o explicaţie pentru 

instabilitatea acestor  compuşi .  Acest fenomen a fost deja relata t
17

 în cazul  eliminării apei , la 

temperaturi  scăzute, din di feri ţi feniletanoli în prezenţa zeoli ţilor sau silicagelului ,  ambii  cu 

caracter acid, cu formarea  compuşilor nesaturaţi  corespunzători . A fost testată  posibiliatea 

înlocuirii  eluentului  si  s-a  constatat ca  metanolul  ar putea s tabiliza  partial  alcoolul  racemic, dar 
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fenomenul  de descompunere nu a  fost eliminat decat partial . Prin  înlocui rea fazei  s tationare de 

silicagel  cu oxid de aluminiu si  efectuarea separarii cromatografice în timp scurt, la  vid, 

problema a  fost rezolvată . În timpul  izolării prin dis tilarea  la  vid  a rac-2a-d din soluţii , 

s tabilitatea  compuşilor principali a  crescut semnificativ prin adăugarea de alcooli  alifatici  în 

mediu. 

Alcoolii   racemici  rac-2a-d au servi t la  prepararea  esterilor racemici    rac- 3a-d, prin acilarea 

chimică   cu diferi te anhidride acide , în diclormetan anhidru,  în prezenţa  trietilaminei şi  DMAP 

în canti tăţi catalitice (Schema 23). Spre deosebire de rac-2a-d, compuşii   rac-3a-d au fost stabili 

la temperaturi  ridicate (t<80°C) dar hidrolizează  foarte uşor chiar şi în prezenţa  acizilor sau 

bazelor. 

 

 

Schema 3. Sinteza chimică a  esterilor racemici, rac-3a-d. Reactivi şi condiţii :  Et3N, DMAP, CH2Cl 2 

 

4.1.2. Biotransformări  enzimatice 

Biotransformarea 1-(10-alchil- 10H- fenotiazin-3-il)etanolilor rac-2a-d şi  a  esterilor  racemici 

rac-3a-d diferi t substi tui ţi prin rezoluţie cinetică catalizată de lipază s -a desfăşurat în 2 etape : 

acilarea  enzimatică  selectivă  a  etanolilor racemici  în care s -au obţinut (R)-heteroarilesterii  3a-d 

şi  (S)-heteroariletanolii 2a-d  urmată de alcooliza  enzimatică  selectivă  a  acetaţilor racemici 

corespunzători  care a  condus  la obţinerea formelor enantiomerice opuse (S)-3a-d şi (R)-2a-d 
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Pentru investigarea s tereoselectivi tăţii  rezoluţiei  enzimatice şi  a activi tăţii enzimelor în 

prima etapă au fost separaţi cromatografic enantiomerii racemicilor rac-2a-d şi  rac-3-a-d,  

folosindu-se coloanele HPLC chirale potrivi te. 

4.1.2.1. Biotransformări la scară analitică 

 

 

 

Schema 4. Biotransformarea rac-2a-d şi rac-3a-d la scară anali tică 
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Acilarea enzimatică a rac-2a-d la scară analitică 

Mai  întâi,  a  fost s tudiată  acilarea  enzimatică  a  amestecurilor racemice de 1-(10-alchil- 10H- 

fenotiazin-3-il)etanoli rac-2a-d la  scară  analitică .        

Utili zându-se 1-(10-etil -10H-fenotiazin-3-il)etanol   rac-2b ca  şi  compus  model , o selecţie de 

lipaze comerciale a  fost testată pentru acetilarea  enzimatică cu acetat de vinil  ca şi  solvent şi ca 

şi  agent de acilare (Schema 24, Tabelul 1).  

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

Nr.crt. Enzimă Timp 

(h) 

C 

(%) 

ee (R)-3b  

(%) 

   ee (S)-2b 

   (%) 

   E 

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 Fa 48    4,8 85,7         4,3       13 

8 PPL   6    1,7 86,6         1,5       14 

       

a
Selectivi tate inversă 

Di feri te lipaze comerciale cum ar fi lipaza  B din Candida antarctica (CaL-B sub numele de 

Novozym 435), lipaza  L-AK, lipazele din Bulkholderia cepacia (BCL), Lypozyme TL IM şi  lipazele 

din Mucor miehei au prezentat enanti oselectivi tăţi şi activi tăţi cataltice ridicate(E›200, c=24-

50% după 6h, Tabelul 1, liniile 2-6), în timp ce lipaza A din C. Antarctica (CaL-A)  a catalizat cu 

vi teză  mare  dar cu  selectivi tate moderată acilarea rac-2b (Tabelul 1, linia 1). Lipaza  F  şi 
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lipazele din pancreasul  porcin (PPL)  au avut s tereoselectivi tate moderată  şi  o activi tate scăzută 

(E 13 şi  respectiv 14, vezi  tabelul 1 ,liniile 7-8). Lipazele din Candida rugosa, Candida 

cylindracae, Rhizopus arrhizus, Mucor javanicus şi  Candida lipolytica s -au dovedit a fi   inactive şi 

neselective (c‹11%, E<3). După cum se aştepta, aproape toate enzimele au urmat predicţia 

regulii  lui  Kazlauskas de (R) enantiomer preferinţă   a  lipazei . Doar lipaza  F manifestă  preferinţă 

enantiomerică opusă, formându-se enantiomerul  (S)-3b (Tabelul 1,linia 7)  

Se ştie că natura solventului şi a donorului  de acil  ar putea influenţa semnificativ, 

performanţele enzimei. În etapa următoare folosind enzima cea mai  eficientă, L-AK, a  fost 

testat efectul  solventului  pentru acilarea enzimatică a  rac-2b cu acetat de vinil (Tabel 2). 

Cloroformul  s -a  dovedit a  fi  cel  mai  potrivi t solvent pentru acilare. Acillarea  enzimatică  în 

cloroform, cu acetat de vinil a  rac-2b decurge cu vi teză destul de mare (după 9h s -au înregistrat 

conversii de aproape 49,8%) şi  cu o enantioselectivi tate ridicată  (E>>200) (Tabelul 2, linia 2) 

Tabel 2. Influenţa  naturii solventului  asupra acilării mediată  de L-AK ,cu acetat de vinil a  rac-2b  

Nr.crt. Solvent Ca(%) ee (R)-3b   (%)                          ee (S)-2b(%)    E 

 1 Diclormetan   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 

       

a
 după 9h. 

Acilarea  racemicului-2b a  fost realizată  în continuare, în prezenţa celei  mai  eficiente enzime, 

L-AK, în cel  mai eficient solvent, cloroform, cu al ţi  trei  donori  de acil  : propanoa t de vinil , 

butanoatul de vinil şi pivalatul  de vinil. Cea mai  mare selectivi tate şi  reactivi tate  a enzimei        

L-AK s -au înregistrat la acilarea  cu butanoatul de vinil (E>>200) .  
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Ceilalţi  alcooli racemici  rac-2a, rac-2c, rac-2d au fost acilaţi  enzimatic în condiţiile optime 

obţinute la  acilarea  compusului  model  rac-2b: în prezenţa  lipazei  L-AK, în cloroform, cu 

butanoatul de vinil ca agent de acilare . Rezultate bune s-au obţinut şi în cazul acestor 

acilări (Tabelul 3). 

Tabel 3. Influenţa naturii donorului de acil asupra acilării mediată de L -AK  în cloroform a rac-2a-d  

Nr.crt. Agentul  de acilare Compus Timp(h) C(%) ee
c
(R)-3(%)  ee

c
(S)-2(%)      E 

1  Acetat de vinila 2b   9  49,8   99,3    98,5   >200 

2 Propanoat de vinil
 a 

2b 10  44,9    99,5    81,1   >200 

3 Butanoat de vinil a 2b 10 42 >99,8    72,6 >>200 

4  Pivalat de vinil
 a 

2b 50 1 >99,8       1   >200 

5 Butanoat de vinil b 2a 24 50 >99,8   >99,8 >>200 

6 Butanoat de vinil 
b 

2b 27 50 >99,8   >99,8 >>200 

7 Butanoat de vinil b 2c 28   50   >99,8   >99,8 >>200 

8 Butanoat de vinil 
b 

2d 30 50   >99,8   >99,8 >>200 

        

a
Raport Substrat-L-AK  1:2 

bRaport Substrat-L-AK  1:1 

Limita  de detecţie a  analizelor HPLC chirale pentru enantiomerul  minor a fost 0,1% 

Alcooliza enzimatică la scară analitică a rac-3a-d 

Este cunoscut că  lipazele îşi  conservă  enantiopreferinţa  în  acilări  şi   alcoolize18. O 

consecinţă  a  acestui  lucru este  posibilitatea  obţinerii  formelor enantiomerice  opuse prin 

acilarea  enzimatică a  amestecului racemic de alcooli şi alcooliza enzimatică a  amestecului 

racemic de esteri . 
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 În continuare a  fost investigată  alcooliza enantiomer selectivă  a  esterilor racemici  rac-3a-d. 

Pentru optimizarea alcoolizei  enzimatice , butanoatul de 1-(10-Etil-10H-fenotiazin-3-il)etil  rac-3b 

a fost ales caşi  compus  model . 

Un screening pe un număr mare de  lipaze comerciale a  fost realizat pentru a  se determina 

enantioselectivi tatea  alcoolizei  enzimatice a  rac-3b la  scară  analitică . În procesul  de optimizare 

a  alcoolizei  enzimatice s-au folosit diferi ţi  agenţi  nucleofili : metanol , etanol, propanol , butanol . 

S -au utilizat 10 eq. din fiecare alcool  sus-menţionat, la  un raport substrat-enzimă de 1:1(w/w).  

Experimentul  a continuat în diferi ţi solvenţi : derivaţi halogenaţi , hidrocarburi , eteri , 

hidrocarburi  aromatice, ciclice şi  saturate, acetonitril  şi  dioxan. Pentru prepararea formelor 

enantiomerice opuse ale produşilor optic activi  (S)-3b şi  (R)-2b , cele mai bune rezultate au fost 

obţinute în cazul  alcoolizei mediată de CaL-B în acetonitril sau hexan. Este important de notat 

că , s tereoselectivi tatea  a  fost ridicată  pentru toţi  nucleofilii  testaţi  (Tabelul  4, liniile  1-4) dar 

raportul   enantiomeric a avut cele mai mari  valori  în cazul metanolizei enzimatice. Condiţiilor 

optime stabili te pentru metanoliza  enzimatică a  rac-3b a fost veri ficată prin aplicarea aceleaşi 

proceduri  de screening şi la ceilalţii  esteri  racemici  rac-3a-d. Aşa cum era de aşteptat, 

metanoliza  catalizată  de CAL B  în acetonitril s -a dovedit a fi cea  mai  selectivă  metodă.  

Tabel 4.  Alcooliza  mediată  de CaL-B a rac- 3a-d , în acetonitril, cu di feri ţi alcooli 

Intrare Alcool Compus Timp(h) C(%) ee
c
(R)-2(%) ee

c
(S)-3(%) 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 scară preparativă a enantiomerilor (R) şi (S) ai  alcoolilor 2a-d şi ai  

esterilor 3a-d chirali  

Folosindu-se condiţiile optime, obţinute la acilarea  enzimatică  la  scară anali tică, a 

amestecurilor racemice de 1-(10-alchil-10H-fenotiazin-3-il)etanoli  rac-2a-d şi  ale metanolizei 

enzimatice a  butanoaţilor racemici  rac-3a-d, a  fost realizată  sinteza  la  scară  preparativă  a  celor 

doi enantiomeri  (S) şi  (R)-2,3a-d. Pentru a se demonstra  utilitatea acestei  proceduri  enzimatice, 

s-a  utilizat 1g de substrat pentru fiecare rezoluţie cinetică  enzimatică . 

Datori tă  selectivi tăţii  enantiomerice ridicate a  biocatalizatorilor utilizaţi , (L-AK pentru acilare 

şi  Cal-B pentru metanoliză), sintezele  ambilor enantiomeri  (S) şi  (R) ai  1-(10-alchil-10H-

fenotiazin-3-il)etanolilor 2a-d şi  ai  butanoaţilor corespunzători  ((R)- şi  (S)-3a-d) au fost realizate 

cu ee>99,9%  şi  E>>200 pentru fiecare compus. Datele referi toare la  randamentele şi rotaţiile 

optice ale compuşilor formaţi în acestă etapă sunt prezentate în Tabelul 5.  

Tabel 5. Valorile randamentelor şi  rotaţiilor speci fice ale produşilor rezoluţiilor cinetice 

enzimatice a  rac-2a-d şi rac-3a-d , la scară preparativă.  

Acilare mediată de L-AK a rac-2a-d                              Metanoliza  mediată de CaL-B  a rac-3a-d  

                                       în cloroform                                                                                   în acetonitril   

Produs          Randamenta(%)          [α]D
b                              Produs        Randamenta(%)               [α]D

b                                                       

(S)-2a                   45                   -52,9                                (R)-2a                  49                       +52,7          

(S)-2b                    45                   -94,4                               (R)-2b                  49                       +94,5 

(S)-2c                     46                 -112,4                                (R)-2c                   49                     +112,5 

(S)-2d                     45                      -95,0                                   (R)-2d                   49                       +94,9 

(R)-3a                     47                   +172,2                                   (S)-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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În timpul  acilării  enzimatice la  scară  preparativă, s-a  observat formarea unor produşi 

secundari. Ca  o consecinţă  a acestui  lucru,  randamentele produşilor izolaţi  au scăzut cu 3-4% în 

comparaţie cu cele din metanolizele enzimatice. Instabilitatea heteroaril-alcoolilor în prezenţa 

unor acizi  minerali sau organici  este deja  cunoscută . Prezenţa  acidului  buti ric, factor de 

generare a  instabili tăţii  alcoolului , în mediul de reacţie ar putea fi  o explicaţie a  formării acestor 

produşi  secundari .  Acidul  buti ric se formează în mod inerent prin  hidroliza  enzimatică  a 

esterului  butiric.  Această hidroliză  este posibilă  datori tă prezenţei unor cantităţi  mici  de apă în 

preparatul  enzimatic. Evaporarea  solventului  după terminarea reacţiei  s -a  realizat la  vid în 

scopul  evi tării  încălzi rii  excesive a  soluţiei  deoarece etanolii  enantiomeric puri  prezintă 

instabilitate termică  si poate să apară  descompunerea lor. Stabilitatea  alcoolilor creşte prin 

adăugarea a  5-10 ml  metanol  în amestecul  de reacţie, iar îndepărtarea  la  vid a   solventului  s-a 

realizat  la temperaturi  scăzute  (t < 10°). Datori tă  naturii  sale slab acide, silicagelul  s-a  dovedit  a 

fi  nefolositor la puri ficarea  compuşilor. Separarea şi  puri ficarea produşilor de reacţie obţinuţi la 

scară  preparativă   a  fost realizată  pe coloane cu umplutură  de oxid de aluminiu neutru  prin 

cromatografie de vid . 

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

alcooliza enantiomer selectivă a rac-2b 

Configuraţia absolută a compuşilor alcoolici   sintetizati  a fost determinată  prin 

di fractometrie de raze X. Cris talografia de raze X  a  atribuit configuraţia  absolută   (R)-

enantiomerului  (+)-2b. În s tructura  cris talină, s -au observat, două molecule independente, în 

unitatea  asimetrică , prezentând două chiralităţi diferi te ale atomului  de azot terţiar. Inelele 

heterociclice din amândouă moleculele, au conformaţie barcă iar compuşii fenotiazinici  sunt 

relataţi  ca şi  enantiomeri conformaţionali. 

Configuraţia absolută a celorlaţi  compuşi a  fost s tabilită p rin compararea semnului rotaţiei 

optice  cu (+)-(R)-2b. 
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Figura 1.Configuraţia absolută   a celor  două molecule independente ale (R)-2b 
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4.2. Sinteza enantiomerilor  (R) şi (S) ai  1-(10-etil-10H-fenotiazin-2-il)etanolului     

      si a acetatului lui cu ajutorul lipazelor din Psudomonas fluorescens  

4.2.1. Sinteza chimică 

Pentru prepararea substratului  alcoolic, rac-4b, 1-(10H-fenotiazin-2-il)etanona disponibilă 

comercial, a  servi t ca  materie primă. Prin alchilarea  ei  cu iodură  de etil , în prezenţa  hidrurii  de 

sodiu, urmată de reducerea chimică   a  grupării  carbonil cu borohidrură  de sodiu în metanol , s-a 

obţinut alcoolul  racemic,  rac-4b. 

Acetilarea  chimică a  acestuia , cu clorură de acetil , în prezenţa  catali tică a  Et3N /DMAP, a  condus 

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

 

 

Schema 5. (I) NaH, EtI,  DMF; (II)  NaBH4/metanol ; (III) AcCl , Et3N, DMAP / CH2Cl 2 

4.2.2. Biotransformări  enzimatice  

Amestecurile racemice ale  alcoolului  rac-4b precum şi   acetatului   rac-5b  au fost supuse 

unor transformări  enzimatice, catalizate de lipaze comerciale pentru obţinerea formelor 

enantiomeri ce opuse (R) şi  (S) de heteroaril etanoli 4b  respectiv  heteroaril  acetaţi  5b (Schema 

27). 
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Schema 27. Procesul de rezoluţie cinetică enzimatică mediat de lipaze. 

4.2.2.1. Transformări enzimatice la scară  analitică 

Acilarea enzimatică a rac-4b  la scară analitică 

O gamă largă  de lipaze, disponibile comercial , au fost testate, în reacţia de acilare, 

enantiomer selectivă  a 1-(10-etil-10H-fenotiazin-2-il)- etanolului  rac-4b  cu acetat de vinil . 

Majori tatea enzimelor testate  au avut un comportament biocatali tic bun: selectivi tăţi 

enantiomerice şi  activi tăţi  catalitice bune. Cele mai  rapide şi  mai  enantioselective reacţii   de 

acilare enzimatică  au fost  însă cele mediate de lipazele imobilizate B din Candida antarctica       

(CaL-B), comercializată  sub numele de Novozym 435, precum şi  lipaza  din Pseudomonas 

fluorescens ( PFL ). S-au obţinut rapoarte enantiomerice E>>200  la  conversii de 50 % ( liniile 1-2 

din Tabelul 6).  Lipaza  A  din  Candida antarctica (CaL-A) s-a  dovedit a  fi , deasemenea 

s tereoselectivă  şi  activă  (E= 198 la  conversii  de 48%) în timp ce lipazele din  Candida cilindracea 

(CcL)  şi   Thermomyces lanuginosa (TLIM) au  prezentat selectivi tate bună dar au fost mai puţin 

active ( conversii de 15-34 % după 24 h ). Reactivi tate  şi selectivi tate moderată  s-a  înregistrat în 

cazul  reacţiilor catalizate de Mucor javanicus şi  de lipază  din pancreasul  porcin ( E= 30-70, la 

conversii de  10-25%, (Tabelul 6 ) 

 

 



19 

 

Tabel 6. Acilarea rac-4b cu diverse enzime în acetat de vinil , după 24h 

Nr. Enzimă ee (R)-5b (%) ee (S)-4b(%) c(%)    E 

1 CaL-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 fost s tudiat în continuare efectul  solventului  asupra  acilării  enzimatice a  rac-4b cu acetat 

de vinil  în prezenţa   PFL, cunoscându-se  influenţa  naturii  solventului  asupra  s tereoselectivi tăţii 

reacţiilor enzimatice. Cloroformul  s-a  dovedit a  fi  solventul  optim pentru această  acilare, 

obţinându-se selectivi tatea maximă (E>200), la o conversie de 50% dupa24h . Rezultatele 

acilării  enzimatice la scară analitică a  a  rac -4b cu de acetat de vinil, catalizată  de PFL , în diferi ţi 

solvenţi , după 24 h, sunt prezentate în Tabelul 7. 

Tabel 7. Influenţa naturii solventului la  acilarea enzimatică  a a  rac -4b mediată de lipaza PFL  

Nr.crt. Solvent ee (R)-5b   (%) ee (S)-4b   (%) c(%) 
E 

 

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 Diclorometan >99 45.9 68     14 

6 Acetonitril 95.2 94 50    122 
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Alcooliza  enzimatică a rac-5b la scară analitică 

Aceeaşi  s trategie de optimizare a  fost folosită  pentru selectarea agentului  nucleofil optim 

pentru  alcooliza  enantiomer selectivă  a  rac-5b, în cloroform în prezenţa  PFL, la  scară  analitică . 

Enantioselectivi tatea reacţiilor de alcooliză a acetatului racemi c rac-5b a  fost testată cu 4 

alcooli : metanol , etanol , 1-propanol , 1-butanol. PFL a  s-a  dovedit activa  şi  selectiva   la  etanoliza 

esterului  racemic  rac-5b. În Tabelul 8  sunt prezentate selectiv datele obţinute la alcooliza 

enantioselectivă   a  rac-5b. 

Tabel 8. Alcooliza   enzimatică a  rac-5b la  scară analitică 

Nr.crt. Alcool 
ee (S)-5b 

(%) 

ee (R)-4b 

(%) 
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 47      28 

      

 

4.2.2.2. Creşterea performanţelor biocatalitice prin imobilizarea enzimei 

Prepararea biocatalizatorului  imobilizat  

 Pentru îmbunătăţi rea  proprietăţilor catalitice ale  PFL a  fost s tudiata  imobilizarea  ei  prin 

includere într-o matrice sol -gel. Prin polimerizarea unui monomer sau a unui  amestec de 

monomeri  în prezenţa  soluţiei  proteice, se creează o reţea   în jurul catalizatorului  care conferă 

enzimei  stabilitate mări tă, impiedicand inactivarea acesteia . Sol -gelurie  formate prin hidroliza 

acidă sau bazică a  precursorilor silanici  (ameste curi de tetraalcoxi - şi alchil trialcoxisilani)  sunt  

nişte suporturi  s ticloase inerte, cu porozi tate, rezis tenţă  termică  şi  mecanică  mare şi  cu o 

hidrofobiciate variabilă, care poate fi  modulată  prin alegereaa precursorilor silanici  utilizaţi . 
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Includerea enzimelor în matrici  sol-gel prezintă  o serie de avantaje. O matrice hidrofobă 

capabilă  să îmbunatăţească  activarea interfacială şi  activi tatea  enzimei  incluse, se poate obţine 

prin utilizarea  unor combinaţii  de metil trimetoxisilan [MeSi(OMe) 3, MTMS] cu tetrametoxisilan 

[Si (OMe)4,TMOS]. 

Obtinerea enzimei  imobilizate s-a   realizat după metoda Reetz19 modificată  de Brem J. şi 

colaboratorii20 prin polimerizarea  in-situ a  silanilor în cataliză  bazică , în condiţiile optime 

detrminate anterior.  Un raport [TMOS]/[MTMS] de 1/5  şi  de apă/gel  de 9/1 (molar)  a fost  

considerat  de aceştia   ca  optim, în cazul  prepararii  silanilor în prezenţa  ionului  de fluorură, 

obţinându-se  preparate enzimatice  active şi selective  la  acilarea enzimatică  a racemicului 3-

hidroxi -3-fenilpropanoatul  de etil
20

. 

Acilarea şi etanoliza enzimatică a rac-4b respectiv rac-5b în prezenţa lipazei PFL inclusă  în 

matrice sol-gel 

Activi tatea  preparatului  enzimatic obţinut prin metoda descrisă anterior a  fost investigată   în 

reacţia de a cilare a rac-4b (0,1M) cu acetat de vinil , în cloroform şi  în etanoliza rac-5b          

(0,1M) în acelaşi  solvent. Rezultatele obţinute indică o aplicabilitate excelentă  a acestui  sistem 

biocatali tic în prezenţa ambilor aditivi  (Celita  şi  zaharoză) în procesul de rezoluţie enzimatică 

s tudiat ( E>> 200 ). 

După cum am menţionat anterior reutilizarea enzimei  reprezintă  un  aspect important al 

preparatelor de enzime imobilizate. Pentru testarea capacităţii  de reci rculare a  preparatului 

enzimatic creat, a  fost repetată  acilarea  rac-4b (0,1M), cu acetat de vinil  (0,2M) în cloroform, de 

4 ori  cu acelaşi catalizator, la un conţinut constant de proteină ( 1,5 mg/ml). În fiecare ciclu de 

reacţie procesul  a fost perfectat până la  atingerea conversiei de 50% . Între 2 cicluri , catalizatorul 

a  fost spălat cu cloroform anhidru şi  apoi  utilizat ca  atare, fără  uscare prealabila. Rezultatele 

obţinute (exccesul enantiomeric  şi  raportul enantiomerica  E) sunt prezentate în Tabelul 9.  
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Tabel 9. Reutilizarea  preparatului  imobilizat  de PFL  ( 1,5 mg proteină/mL)  în O-acilarea  rac-4b      

(0.1 M) cu  acetat de vinil (0,2M)  în cloroform (1 mL) la  temperatura  camerei                                       

             

                                                                    Cicluri  de utilizare a  PFL imobilizată în sol-gel 

 Liberă 1 2 3 4 

Timp (h)     24 20  20  22  22 

C(%)     50 49  48 50  49 

ee (S)-4b 

 
    96 97  97 96 94 

ee (R)-5b 

 
    99 96   96 95 93 

E >>200 >200 >200  183  115 

      

 

Activi tatea  enzimatică scade după 3 cicluri  uşor, cu 5 %  şi  semnificativ (10%)  după 4 cicluri 

de utili zare. De asemenea s - a constatat că  reutilizarea  catalizatorului  nu influenţează în mod 

semnificativ enantioselectivi tatea  reacţiei enzimatice, obţinându-se compuşii  (S)-4b şi    (R)-5b 

cu o puri tate enantiomerică  înaltă  (ee > 95%) chiar şi  în al 4-lea ciclu de reutilizare.  

4.2.2.3. Biotransformări la scară preparativă 

Sinteza  la scară  preparativă  a  ambilor enantiomeri  ai 1-(10-etil -10H-fenotiazin-2-

il)etanolului şi  a acetatului  său a  avut la bază reacţiile enzimatice la  scară  analitică  prezentate în 

paragraful anterior. Mai întâi  s-a  realizat acilarea enzimatică  enantioselectivă , în prezenţa 

lipazei  din Pseudomonas  fluorescens, a  500 mg substrat alcoolic racemic,  rac-4b, în cloroform,  

obţinându-se acetatul  (R)-5b şi alcoolul (S)-4b cu exccese enantiomerice ridicate. Formele 

enantiomerice opuse, (R)-4b şi  (S)-5b, au fost obţinute prin etanoliza   a  500 mg substrat acetat 
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racemic, rac-5b, în cloroform, în prezenţa aceleiaşi enzime . Desfăşurarea reacţiilor a fost 

monitorizată pe TLC şi  HPLC şi  opri tă   la  o conversie de aproximativ 50% prin îndepărtarea 

enzimei  prin fil trare. Toate diluţiile, raportul substrat-biocatalizator  şi condiţiile de reacţie au 

fost aceleaşi  ca şi  în reacţiile la scara  analitică . 

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

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

Tabel 10. Rezoluţia enzimatică  rac-4,5b cu PFL, în chloroform la scară preparativă  

 

Nr.crt Substrat 

ee  (%) 
* 

(%) 

E 

 

ee  (%) * 

 (%) 

E 

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

1 rac-4b 99 96 47 >>200     

2 rac-5b     99 99 48 >>200 

 

Configuraţia  absolută a  compuşilor enantiopuri  a  fost atribuită  utilizându-se datele 

publicate pentru enantiomerii optic puri  ai 1-(10-etil-10H-fenotiazin-2-il)etanolului 9. 
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5. Concluzii 

 

1. A fost realizată o procedură enzimatică eficientă, de sinteză  a unor compuşi  

enantiomeric puri  de N-alchil-fenotiazin-3-il -etanoli şi a  butanoaţilor lor.  

S-au obţinut 4 (R)-butanoaţi (R)-3a-d şi  4 (S)-alcooli  (S)-2a-d cu randamente şi 

enantiopuri tăţi ridicate (ee>99,9% şi  η>45%) prin acilarea  mediată de lipaza L-AK  a  alcoolilor 

racemici  rac- 2a-d  iar metanoliza  catalizată  enzimatic de CaL-B a  racemicului  de butanoaţi  rac-

3a-d a condus la formele opuse enantiomeric ale compuşilor ţintă (R)-2a-d şi  (S)-3a-d. 

Configuraţia  absolută  a fost determinată  prin di fractometrie de raze X a  compusului 

optic activ (R)-2b. 

2. Enantiomerii (R) şi  (S) ai  1-(10-etil-10H-fenotiazin-2-il )etanolului  4b şi  acetatului său 5b  

au fost sintetizaţi printr-o metodă chemoenzimatică  optimizată de rezoluţie cinetică  mediată 

de PFL a  racemicilor  alcoolici rac-4b  şi  es terici rac-5b. Acilarea  enzimatică a  etanolului 

racemic 4b a  condus la  obţinerea enantiomerului (R) al acetatului  [(R)-5b] şi  enantiomerului  

(S) al  alcoolului, cu exccese enantiomerice ridicate (ee >96%) iar în etanoliza  acetatului 

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

Au fost îmbunătăţite performanţele catalitice ale lipazei  PFL prin includerea  într-o 

matrice sol-gel . Au fost investigate activi tatea catalitică, enantioselectivi tatea şi reutilizarea 

preparatului enzimatic în acilarea şi etanoliza enzimatică a  rac-4b  şi  rac-5b. Biocatalizatorul 

imobilizat s -a dovedit a  fi  efecient în ambele procese enzimatice s tudiate. 

3. Preparatul enzimatic îţi păstrează  activi tatea  enzimatică în 3 cicluri catali tice iar  

enatioselectivi taea reacţiilor nu este influenţată  de  reutilizarea  lui. Compuşii  ( S)-4b şi   (R)-5b  

au fost obţinuţi cu o puri tate enantiomerică ridicată  (ee > 95%) chiar şi în al 4-lea ciclu de 

reutilizare.  
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