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1. Introducere generala

In zilele de azi compusii organici cu azot si derivatii acestora sunt din ce in ce mai raspanditi in
chimia farmaceutica, in industria agro-chimica si agroalimentara, respectiv in electronica si opticé. Pe
de alta parte, ei apar in structura multor macromolecule active din punct de vedere biologic. Amino
alcoolii sunt utilizati drept auxiliari chirali in sinteza in-vitro a biomoleculelor, iar aminoacizii, atat sub
forma protejata cat si neprotejata, joaca un rol important in proiectarea si dezvoltarea peptidelor

artificiale.

De asemenea, cercetatorii din domeniul chimiei coordinative si organometalice depun un efort

enorm in vederea dezvoltarii unor liganzi organici polifunctionali care contin in structura lor azot.[1]

Au fost dezvoltate in vederea obtinerii compusilor enantiopuri o gama largd de metode chimice si
biochimice. Biocataliza ofera numeroase avantaje fata de reactii catalitice conventionale, cum ar fi:
stereo-, regio-, si chemoselectivitate ridicatd, conditii de reactii blande, respectiv posibilitatea

transformarii compusilor inerti la metodele chimice traditionale.

In procesele chemo-enzimatice biocatalizatorii pot fi folositi atat ca celule intregi, cét si ca enzime
izolate, purificate. In cazul celulelor intregi, biocatalizatorul functioneaza in mediul lui natural, astfel
stabilitatea este mai ridicata, si in plus, daca ne gandim la enzimele cofactor-dependente, regenerarea
cofactorului este asigurata de celula proprie. Acest sistem are insa dezavantajul de a oferi o
selectivitate scazuta si un control dificil al procesului datorita prezentei altor enzime in celula. Spre
deosebire de celulele intregi enzimele izolate sunt, de regula, inalt selective dar si mai sensibile la

conditiile de reactie si nu au activitate suficientd pentru a asigura o productivitate ridicata.

Modificarea la nivel de gena a enzimelor native prin tehnici de mutageneza punctuala sau evolutie
nenaturale. Imobilizarea este o alta metoda frecvent utilizatd pentru stabilizarea enzimelor, pe langa
acestea. Biocatalizatorii astfel obtinuti au stabilitate ridicatd, activitate mai consistentd si

reciclabilitate, ceea ce contribuie semnificativ la scaderea costului unui proces tehnologic.
Teza este structurata in doua parti.

Prima parte a tezei prezintd doud procese chemo-enzimatice pentru sinteza totala a ambilor
enantiomeri ai bufuralolului. Primul proces se bazeaza pe capacitatea celulelor de Saccharomyces
cerevisiae de a transforma a-hidroxi si a-acetoxi cetonele cu stereopreferinta opusa, producand diolii
vicinali enantiopuri, intermediari in sinteza bufuralolului. Al doilea proces implica O-acilarea
enantioselectiva a 7-etilbenzofuran-bromo etanolului mediatad de lipaze. Enantiomerul acilat, respectiv
enantiomerul netransformat pot fi folositi in continuare pentru sinteza enantiomerilor corespunzator ai

bufuralolului.



Partea a doua a tezei vizeaza dezvoltarea unor metode enzimatice de obtinere a a- si f-
aminoacizilor naturali si nenaturali, optic activi. Pentru transformarea L-fenilalaninei si a altor cinci a-
aminoacizi nenaturali a fost conceput un sistem microfluidic continuu, care contine patru celule de
reactic umplute cu fenilalanind amoniac-liaza din Petroselinum crispum (PcPAL) imobilizata pe

nanoparticule magnetice (MNP).

A fost de asemenea dezvoltatd o metodd chemo-enzimaticd pentru obtinerea enantioselectiva a
unor S-aminoacizi fenilfuranici prin hidroliza enantioselectivi a f-aminoesterilor sub forma de

clorhidrat catalizata de lipaze imobilizate covalent.

2. PART 1. Sinteza bufuralolului

2.1. Importanta amino alcoolilor vicinali

Numerosi 1,2-aminoalcooli (amino alcooli vicinali sau g-amino alcooli) enantiopuri poseda
importante activitati biologice, fiind extrem de importanti in procesele chimice, biochimice si
biologice de obtinere a macromoleculelor bioactive, respectiv pentru reproducerea moleculelor

naturale care nu sunt accesibile in cantitati necesare [2].

O gama larga de f-amino alcooli alifatici si aromatici se obtin prin diferite metode de sintetiza
asimetrica, cum ar fi: modificarea gruparii functionale a aminoacizilor [3], introducerea restului de
amino alcool pe un schelet de carbon preexistent [4], sau cuplarea a doud molecule [5]. Pe langa
procesele organocatalitice, popularitatea proceselor biocatalitice este in crestere continud deoarece
biocataliza ofera o alternativa eficientda si durabila pentru obtinerea moleculelor de interes. De
exemplu, lipazele [6] si transaminazele [7] au fost folosite cu succes pentru sinteza asimetricd a 2-

amino-1-ariletanolilor.
2.1.1. Bufuralolul

Bufuralolul este un g-aminoalcool cu schelet benzofuranic descoperit de Fothergill si dezvoltat de
La Roche [8]. Bufuralolul este un antagonist al receptorilor 3-adrenergici, adica un g-blocant puternic,
neselectiv. Receptorii B-adrenergici se gasesc in numar mare in inima, vase, rinichi, plamani si
sistemul nervos central. Antagonizidnd efectele fiziologice ale catecolaminelor, S-blocantele reduc
activitatea inimii, adicd au efect vasodilatator.[9] Bufuralolul a fost folosit cu succes in tratarea
hipertensiunii arteriale [10] si prezinta efect inhibitor asupra testosteron 64-hidroxilazei in membranele

bacteriene.[11]

Metabolismul bufuralolului este destul de complex si presupune procese de oxidare citocrom P-
450 dependente din microzomii ficatului uman.[12] Metabolitii alcoolici si cetonici rezultati in urma

proceselor de oxidare posedd, de asemenea, activitate f-blocantd.[13] Prin urmare, bufuralolul se



utilizeaza pentru studii de polimorfism ale acestor complexe enzimatice.[14] Cu toate ca enantiomerul
(S) al bufuralolului are o activitate S-blocanta mai semnificativa, (R)-bufuralolul este si el important,
fiind utilizat ca marker pentru activitate hepatica a enzimei CYP2D6 [15], motiv pentru care obtinerea

ambii enantiomeri optic puri ai bufuralolului este de mare interes.
2.2. Obiectivele studiului

Studiul a vizat sinteza asimetrici a ambilor enantiomeri ai bufuralolului prin doud metode
biocatalitice: prin reducerea enantiotop selectiva a acetatului de 1-(7-etilbenzofuran-2-il)-2-oxoetil 5 si
a 1-(7-etilbenzofuran-2-il)-2-hidroxietanonei 6 mediata de drojdia alimentara (Saccharomyces
cerevisiae) cu obtinerea (R)- si (S)-1-(7-etilbenzofuran-2-il)etan-1,2-diolului care se vor transforma
ulterior in (R)- sau (S)-bufuralol, respectiv prin rezolutia cinetica a 2-bromo-1-(7-etilbenzofuran-2-
il)etanolului 9 catalizata de lipaze. Intermediarii astfel obtinuti pot fi transformati ulterior in

enantiomerul corespunzator a bufuralolului.
2.3. Sinteza (R)- si (S)-bufuralolului prin biotransformari catalizate de drojdie

Utilitatea drojdiei este cunoscuta de mii de ani. Celulele de drojdie sunt folosite in procese de
fermentare, pentru producerea unor alimente cum ar fi painea, berea sau vinul. Ulterior ele s-au
raspandit si in procese biocatalitice deoarece au un cost redus, necesitd conditii de reactie blande,
respectiv asigura stabilitatea enzimelor. Oxidoreductazele si hidrolazele din drojdie ofera selectivitate

ridicata si pot transforma o gama larga de substraturi.

S-a demonstrat experimental ca celulele de Saccharomyces cerevisiae transforma o-hidroxi
cetonele respectiv a-acetoxi-metil cetonele in dioli cu stereopreferinta opusa.[16] Reactia a-hidroxi
cetonelor apeleaza la oxidoreductaze, in timp ce a-acetoxi-metil cetonele utilizeaza suplimentar

hidrolazele de asemenea prezente in celule de drojdie pentru o hidroliza enzimatica.

Sinteza substraturilor 5 si 6 s-a realizat prin procese chimice conventionale (Schema 1). 2-
Etilfenolul 1 a fost o-formilat cu paraformaldehida in prezenta clorurii de magneziu si trietilamina. 3-
Etil-salicilaldehida 2 obtinuta a fost transformata in 7-etil-benzofuran-2-il-etanona prin condensare cu
cloroacetoni si apoi bromurata in pozitia a cu tribromura de piridiniu. In continuare, a-acetoxi-metil
cetona 5 a fost sintetizatd pornind de la bromo-cetona 4, iar prin etanoliza enzimaticid a compusului 5

s-a obtinut hidroxi-metil cetona 6 dorita.
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reflux

Schema 1. Sinteza chemoenzimaticd a enantiomerilor bufuralolului prin biotransformédri catalizate de
Saccharomyces cerevisiae

Enantiotop selectivitatea celulelor de Saccharomyces cerevisiae mentionata mai sus s-a dovedit
valabila si pentru compusii 5 si 6. Reactiile enzimatice au fost realizate atat in conditii fermentative cat
si nefermentative. Ludnd in considerare faptul ca aditivii introdusi in mediul de reactie pot sa
imbunatateasca performantele enzimei, experimentele au fost efectuate in prezenta unor aditivi cu
efect benefic potential asupra activitatii enzimelor tintd. Progresul reactiilor a fost monitorizat prin
cromatografia lichida de inalta performantd (HPLC) pe coloane chirale, utilizind metoda de separare
dezvoltata pentru 1,2-diolul racemic rac-7 (obtinut prin reducerea compusului 6 cu borohidrura de

sodiu).

(R)- si (S)-1-(7-etilbenzofuran-2-il)etan-1,2-diol ((R)- and (S)-7) izolati in urma reactiilor
enzimatice au fost transformati in enantiomerul corespunzator al bufuralolului prin tosilare
regioselectiva cu clorura acidului para-toluensulfonic (clorura de tosil) in prezenta de oxid de dibutil

staniu (IV) [17], urmata de inlocuirea gruparii tosil cu ferg-butil amina(Schema 1).
2.4. Rezolutia cinetica a 2-bromo-1-(7-etilbenzofuran-2-il)-etanolului mediati de lipaze

in a doua abordare stereoselectivitatea a fost introdusa prin reactia de O-acilare enantioselectiva a
2-bromo-1-(7-etilbenzofuran-2-il)etanolului racemic rac-9 catalizata de lipaze (Schema 2). Compusul

rac-9 a fost obtinut la rAndul lui prin reducerea bromo cetonei 4 cu borohidrura de sodiu.
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MeOH, r.t; b) HF, MeOH; V. Vinyl dodecanoate, CaL-A, DIPE

Schema 2. Sinteza (R)- si (S)-bufuralolului prin rezolutia cinetica a bromoetanolului rac-9 catalizata de lipaze

Au fost testate la scard analitica in reactii de O-acilare efectuate in diferiti solventi organici
folosind acetatul- respectiv dodecanoatul de vinil drept agenti de acilare mai multe lipaze comerciale.
Lipaza din Candida antarctica (Cal-B) s-a dovedit de a fi cel mai potrivit catalizator pentru reactiile
investigate. In urma reactiilor enzimatice, atat enantiomerul de substrat netransformat ((R)-9) cat si
enantiomerii produsilor obtinuti ((S)-10a,b) au fost izolati cu randamente excelente si folositi in
continuare pentru sinteza bufuralolului. In vederea evitarii reactiilor secundare nedorite, respectiv
racemizarea enantiomerilor, au fost aplicate pentru sinteza (R)- si (S)- bufuralolului doua metode
diferite (Schema 2).

2.5. Concluzii

Au fost dezvoltate doua metode diferite pentru sinteza (S)- si (R)-2-(terz-butilamino)-1-(7-
etilbenzofuran-2-il)etanolului ((S)- si (R)-bufuralol), care implicd drept etapa biocataliticd fie
biotransformari catalizate de celule de Saccharomyces cerevisiae, fie reactii de O-acilare mediate de
lipaze. Celulele de drojdie, respectiv lipaza Cal-B, s-au dovedit biocatalizator eficienti cu ajutorul
carora s-au obtinut ambii enantiomeri ai bufuralolului cu enantiopuritate (ee 98%) si randamente
globale (53%) ridicate.



3. PARTEA II. Sinteza a-si f-aminoacizilor

3.1. Importanta a-si f-aminoacizilor

a-Aminoacizii naturali si nenaturali sunt folosifi in industria alimentara, agrochimica si
farmaceutica. Drept exemplu putem aminti aspartamul, un indulcitor artificial cu structura dipeptidica
format din acid L-aspartic si L-fenilalanina.[18] Aminoacizii sunt de asemenea prezenti in structura
antibioticelor de semisintezd ampicilina sau amoxicilina [19] sau in Atazanavir, un inhibitor al

proteazelor HIV.[20]

Spre deosebire de a-aminoacizi, f-aminoacizii sunt metaboliti secundari.[21] Datoritd faptului ca
f-aminoacizii sunt prezenti in structura peptidelor, glicopeptidelor, alcaloizilor sau terpenelor, ei sunt

utilizati intensiv in chimia farmaceutica pentru dezvoltarea antibioticelor peptidice.[22]
3.2. Sinteza a-aminoacizilor
3.2.1. Sinteza a-aminoacizilor mediati de amoniac liaze

Metodele biocatalitice traditionale folosite pentru producerea aminoacizilor si aminelor chirali, se
bazeaza, in primul rand, pe utilizarea enzimelor din clasa hidrolazelor cum ar fi lipaze, acilaze sau
hidantoinaze.[23] Ulterior insa au fost dezvoltate metode alternative noi care vizeaza deracemizarea

aminelor racemice cu amino-oxidaze respectiv trans-aminaze.[24]

Amoniac-liazele reprezinti o tintd atractiva pentru sinteza asimetrica a a-aminoacizilor si aminelor. in
principiu, reactiile mediate de amoniac liaze pot fi folosite pentru sinteza stereoselectivd a
aminoacizilor prin doua cai alternative. Prima posibilitate este utilizarea reactiei reversibile,
stereoconstructive a amoniac liazelor. Astfel, aditia amoniacului la precursori nesaturati, achirali poate
fi folosita la obtinerea L-amino acizilor. Pe de alta parte, natura stereodistructiva a reactiilor mediate de
amoniac liaze poate fi exploatata in vederea obtinerii enantiomerilor D prin distrugerea enantiomer
selectiva a enantiomerilor L din racematii corespunzatori. PCPAL are o specificitate largd de substrat,
fapt care face ca aceasta sa fie un biocatalizator util, capabil si medieze In mod enantiospecific

transformarea unor analogi nenaturali ai fenilalaninei.[25], [26]
3.2.2. Sisteme microfluidice (Magne-Chip)

Microfluidica este o tehnologie care manipuleazd cantitati mici de lichide (de ordimul
microlitrilor) utilizdnd dispozitive cu dimensiuni de zeci de micrometri. Combinarea acestor sisteme
sintetice si analitice. Magne-Chip este o platforma microfluidica care cuprinde actuatorii (ex. pompe,
valve, termostat) si senzorii necesari (ex. senzor de presiune), o unitatea de control si un chip

microfluidic care contine un mumar de camere de reactie de ordinul microlitrilor. Camerele sunt



adresabile selectiv de un camp magnetic directionat care face posibila manipularea si acumularea de

nanoparticule magnetice (MNP) in camera dorita.
3.2.3. Obiectivele studiului

Obiectivul principal al studiului I-a reprezentat determinarea proprietatilor si parametrilor de setare
a unui sistem Magne-Chip in biotransformari cu enzima PCcPAL, folosind substratul natural L-

fenilalanina si cinci aminoacizi nenaturali.

3.2.4. Sinteza chimica a acizilor 2-amino-3-(hetero)aril propionici racemici si ai acizilor (E)-

acrilici corespunzatori

Sinteza compusilor a pornit de la (hetero)aril-aldehidele corespunzitoare (13b-f, Schema 3). In
prima faza, aldehidele au fost reduse cu NaBH, in MeOH. Halogenarea alcoolilor cu clorura de tionil
in CH,ClI, in prezenta benzotriazolului a condus la cloroderivatii 15b-f, care au format prin cuplare cu
2-acetamido-malonat de dietil dietil-2-acetamido-2-(aril-metil)-malonatii 16b-f. Prin hidrolizd bazica
cu solutie de NaOH 10%, urmata de decarboxilare in toluen la reflux se obtin acizii 2-acetamido-3-
(hetero)aril-propionici 17b-f. Deprotejarea gruparii amino are loc prin hidoliza acida in 1,4-dioxan.

Acizii (E)-acrilici (E)-19b-f se obtin prin reactia Knoevenagel: condensarea aldehidelor 13b-f

cu acid malonic in piridind (Schema 3).

EtOOC
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19b-f

I. NaBH,4, MeOH, r.t; Il. SOCI,, 1H-benzotriazole, CH,Cl,, r.t; lll. NaH, CH;CONH(CO,Et),, DMF, 60°C;
IV. a)10% NaOH, MeOH, reflux; b) toluene, reflux; V. 18% HCI, 1,4-Dioxane, reflux; VI. CH3(COQOH),,
pyridine, reflux, 80°C

Schema 1. Sinteza chimica a arilalaninelor nenaturale racemice si a acizilor acrilici corespunzétori

3.2.5. Biotransformari in Magne-Chip

Biotransformarile au fost studiate in reactorul Magne-Chip umplut cu PcCPAL imobilizat pe MNP.
Experimentele includ 4 etape: (1) umplerea camerelor de reactiec cu PCPAL-MNP; (2) calibrarea
sistemului prin alegerea lungimii de unda corespunzatoare; (3) reactia enzimatica propriu zisd; (4)
spalarea cipului. Reactia enzimatica in cip constd la randul ei dintr-o etapa de reactie, urmata de o
etapa de reinitiere. Fiabilitatea si reproductibilitatea experimentelor in platforma Magne-Chip a fost

evaluatd pe substratul natural L-fenilalanina. S-a studiat si s-a optimizat debitul si concentratia optima

10



de substrat, iar metoda dezvoltatd a fost extinsd pe substraturile nenaturale racemice rac-18b-f
(Schema 4).

s COOH N COOH

L-18a 19a
e
COOH COOH ® R/Q?’)/COOH
R/\( o R/\/ + NH4 + H
NH, . NH,
rac-18b-f 19b-f D-18b-f
Cl
= % 5
R = [y (D 7
b c d e f

Schema 2. Eliminarea amoniacului din aminoacizii nenaturali catalizata de PAL-MNP

Masuratorile efectuate in sistem pot fi considerate fiabile daca indeplinesc urmatoarele conditii:

e produsul reactiei enzimatice poate fi masurat selectiv in UV-VIS

e produsul si substratul pot fi complet indepartate in etapa de spélare

e activitatea enzimaticd a biocatalizatorului rimane neschimbata in timpul masuratorilor

e in reactoarele magnetice stratul de MNP raméane neschimbat in timpul masuratorilor

Pentru a testa indeplinirea conditiilor o masurdtoare de control s-a efectuat dupa fiecare
experiment.

In timpul masuratorii cipul a fost inspectat optic cu un microscop si 0 camerd cu vitezi de
capturare ridicata. Inaintea evaludrii secventei de masurare perspectiva de plan a cipului s-a stocat ca si
referintd. La sfarsitul unui ciclu de reactie perspectiva de plan a cipului s-a inregistrat din nou si s-a
comparat cu referinta. Schimbarile fata de referintd apar ca si pixeli albi. Numarul total al pixelilor albi
se defineste ca scorul diferentei de celule (cell difference score, SC), folosit ca si marker pentru a
descrie schimbdrile in aranjamentul stratului de MNP.

Stratul de MNP poate fi deteriorat la debite ridicate in reactoarele magnetice datorita fortelor de
antrenare interne, a bulelor de aer formate in timpul reactiei sau a bulelor de aer nedorite provenite din
surse externe, care pot intra in interiorul chipului in timpul masuratorilor.

Inspectia vizuald a camerei oferd masurarea continud a schimbarilor majore in structura stratului
de MNP. SC caracterizeaza aranjarea actuald a stratului in comparatie cu imaginea initialda (de
referinta). In practica, valori ale SC sub 2000 indica schimbri neglijabile. Valori SC>3000 pot indica
insd schimbari structurale majore ale stratului de MNP, de exemplu datorita prezentei bulelor de aer.

Simulérile numerice au aratat ca profilul vitezei devine asimetric datorita trecerii bulelor, iar debitul
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global prin stratul poros de MNP scade semnificativ. In plus, bulele pot deplasa particule, scizand
astfel masa biocatalizatorului. Astfel, activitatea biocatalitica a celulei scade, iar masuritorile devin
nefiabile.

In ceea ce priveste reproductibilitatea masuritorilor s-a studiat in prima fazi omogenitatea
suspensiei de MNP in camera, respectiv efectul umplerii camerelor cu MNP. Rezultatele sugereaza ca
nici omogenitatea suspensiei de MNP, nici procedura de umplere a camerelor nu a avut efect
remarcabil asupra reproductibilitatii experimentelor. Diferenta semnificativd dintre valorile
activitatilor enzimatice specifice (Ug) sugereaza o reactie mai eficienta in Magne-Chip.

Realizarea reactiei la diferite debite de substrat indica faptul ca activitatea biocataliticd nu este
influentata semnificativ de intensitatea debitului. Prin cresterea debitului a crescut si viteza de reactie,
pani s-a ajuns la saturatie la cca. 25 pL*min™’. De asemenea s-a constatat ci reactia urmeaza o cinetic
de ordinul intai pana la [S]= 3 mM si se satureaza la [S]=20 mM.

In ultima etapa s-a realizat evaluarea eficientei metodei dezvoltati anterior de biotransformare a
celor cinci aminoacizi nenaturali racemici rac -18b-f. Surprinzator, s-au observat activitati
biocatalitice mai ridicate in cazul substraturilor nenaturale (rac-18b,c,e,f) decat pentru substratul

natural L-18a.

3.2.6. Concluzii

A fost caracterizat un dispozitiv microfluidic care constd din mai multe camere de reactie de
ordinul microlitrilor, umplute cu nanoparticule magnetice invelite cu fenilalanin ammoniac-liaza din
patrunjel. S-a ardtat ca nici omogenitatea suspensiei de MNP nici procedura de umplere a camerelor nu
cat si prin metode numerice. S-a constatat cd bulele de aer afecteazd reproductibilitatea si duce la

cresterea valorii SC.

In acest studiu s-a testat activitatea biocatalitica in chip a biocatalizatorului PCPAL-MNP prin
transformarea celor cinci substraturi. in comparatie cu sisteme discontinue (batch), reactiile in chip au

depadsit productivitatea biocatalizatorului PCPAL-MNP cu mai mult de trei ordine de marime.
3.3. Sinteza p-amino acizlor
3.3.1. Introducere

S-aminoacizii optic puri sunt elementele structurale a multor compusi bioactivi cu potential
farmaceutic, cum ar fi medicamentele taxol [27] si bleomicina [28], folosite pentru tratarea cancerului,
sau dolastatine si multi altii.[29] In plus, ei sunt elemente cheie in structura S-peptidelor si a
foldamerelor [21],%[30] datorita faptului ci, odat inclusi in peptide, f-aminoacizii miresc stabilitatea

acestora fatd de enzimele proteolitice prezente in organism.[31]
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Au fost dezvoltate nenumerate metode chimice si biochimice pentru sinteza asimetrica,
sterocontrolata a f-aminoacizilor.[32] Ammonia-liazele si aminomutazele,[33] hidantoinazele,[34]
S-transaminazele,[35] w-transaminazele[36] si lipazele[37] s-au dovedit a fi catalizatori eficienti

pentru prepararea S-aminoacizilor enantiopuri.

Compusii cu structura fenilfuranica sunt cunoscuti grupului nostru. Au fost dezvoltate cu succes
metode chemo-enzimatice pentru obtinerea 1,2-diolilor si a-aminoacizilor cu structura fenilfuranica

folosind drept biocatalizatori atét celule intregi de drojdie, cat si lipaze comerciale.[38],[39]
3.3.2. Obiectivul studiului

Studiul a avut ca obiectiv dezvoltarea unei metode chemo-enzimatice pentru rezolutia cinetica a
unor [-aminoesteri heteroaromatici cu structura fenilfuranica (rac-22a-d-HCI) prin hidroliza

enantioselectiva catalizata de lipaze.
3.3.3. Sinteza chimici a esterilor etilici ai acizilor 3-amino-3-(5-fenilfuran-2-il)propionici

5-Fenilfurfuralul 20a s-a obtinut prin reactia Suzuki-Miyaura care presupune condensarea 5-
bromofurfuralului cu acid fenilboronic in prezenta catalizatorului tetrakis(trifenilfosfina) de paladiu(0).
Derivatii substituiti 20b-d au fost sintetizati prin cuplarea furfuralului cu sarea de fenildiazoniu in
prezenta de CuCl,. f-aminoacizii au fost obtinuti prin reactia de tip Rodionov modificata, iar prin
esterificarea aminoacizilor cu etanol si clorurd de tionil s-au produs f-aminoesterii racemici sub forma

de clorohidrat rac-22a-d-HCI (Schema 5).

0]
| >
Br O a: R=H
l ]
O H
TN\~ I\ coo B COOEt
RO © — - pL N9 N, v, R O NH,-Hcl
I = = ! >
20a-d rac-21a-d rac-22a-d
T ii., iii. b: R = 2-chloro
NH c: R = 2-nitro
R'—\ 2 d: R =4-bromo
|

=

i: Phenylboronic acid, Pd(PPhjz),, Na,COj3, Toluene/EtOH; ii: NaNO,, HCI, 0-5°C; iii: 2-Furaldehyde,
CuCly, r.t., overnight; iv: Ammonium acetate, CH,(COOH),, AcOH, reflux; v: SOCl,, EtOH, -10°C.

Schema 3. Sinteza chimica a esterilor acizilor 3-amino-3-(5-fenilfuran-2-il)propionici

3.3.4. Rezolutia cineticd enzimatica prin hidroliza enantioselectiva

Au fost investigati pentru prima data S-aminoesterii rac-22a-d sub forma de clorohidrat (rac-22a-

d-HCIl, Schema 6), deoarece aminele libere sunt instabile si se pot descompune rapid.

13



COOH COOEt
1N COOEt kinetic / R
R X O NH, * HCI w. R:— N o NHz * HCI + R+ N o NH, * HCI
' 2z
rac-22a-d (S)-21a-d (R)-22a-d
RaH b: 2-chloro c: 2-nitro d: 4-bromo

Schema 4. Hidroliza enantioselectiva catalizata de lipaze

Au fost testate diferite enzime disponibile comercial pentru transformarea rac-22a-HCl in toluen
la 45 °C. Cantitati diferite de trietilaminda (TEA) au fost adaugate in vederea eliberarii in-situ a
aminoesterilor dn clorohidrat. Enantioselectivitati excelente au fost observate utilizand lipaza LPS
imobilizata pe pamant diatomic (LPS-Diat). Au fost evaluati drept mediu de reactie diferiti solventi,
cum ar fi apa bidistilata, diisopropil eter, metil-fers-butil eter, 2 metil-tetrahidrofuran si 1,4-dioxan
utilizind enzima LPS-Diat. In eteri ciclici nu a fost detectat nici o activitate catalitica, in timp ce in

solventi aciclici vitezele de reactie au fost excelente, insa enantioselectivitatile scazute.

Rezultate cele mai promitatoare au fost obtinute in apa. Acest sistem are insa urmatoarele
dezavantaje: in mediu apos hidroliza chimica a esterului etilic poate fi semnificativa ceea ce conduce
la scaderea puritatii optice a produsilor, respectiv enzimele utilizate, fiind imobilizate fizic, prin
adsorbtie, pot fi desorbite de pe suport. Prin urmare, stabilitatea si activitatea enzimaticd pot sa scada
considerabil. Pentru diminuarea acestor efecte a fost setata la 30 °C temperatura de lucru (temperatura
optima la care hidrolizd chimicd e minima), respectiv enzimele LPS si LAK au fost imobilizate
covalent pe un suport copolimeric de tip polimer metacrilat cu unitati oxiranice, Immobead IB-150P.
in plus, luand in considerare faptul ci stabilitatea enzimelor in mediu apos este dependenti de tiria
ionica a solutiei, a fost controlat pH-ul prin folosirea de solutii tampon in loc de apa distilata, de

concentratie bine definita.

Experimentele astfel realizate s-au dovedit a fi eficiente, permitand obtinerea de viteze de reactie
ridicate cu excese enantiomerice si enantioselectivititi excelente. Biocatalizatorii utilizati au fost

stabili si si-au pastrat activitatea chiar si dupa 12 cicluri.
3.3.5. Biotransformari la scara preparativa

Reactiile cantitative au fost realizate in conditiile dezvoltate la scard analitica. (R)-aminoesterii
(R)-22a-d-HCI nereactionati, respectiv (S)-aminoacizii (S)-21a-d-HCl formati in urma reactiilor
enzimatice au fost separati prin cromatografie preparativa si au fost caracterizati corespunzator (cu

exceptia (R)-21a).

Configuratia absolutd a compusilor optic activi separati prin rezolutia cinetica a fost determinata
prin compararea spectrelor '"H RMN ale diastereomerilor rezultati din reactia esterului (+)-22d cu

enantiomerii (R) si (S) a clorurii acidului Mosher.
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3.3.6. Concluzii

A fost dezvoltatd o metodd chemo-enzimaticd pentru obtinerea enantioselectivd a unor f-
aminoacizi fenilfuranici. Metoda se bazeaza pe hidroliza enantioselectiva a f-aminoesterilor sub forma
de clorohidrat catalizata de LPS si LAK 1in solutie tampon acetat de ammoniu 20 mM la pH 5.8.
Lipazele au fost in prealabil imobilizate covalent pe Immobead IB-150P. Enantiomerii compusilor
investigati au fost obtinuti cu conversii si excese enantiomerice ridicate si au fost caracterizati

corespunzator
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4. Concluzii generale

Teza vizeaza dezvoltarea unor metode chemo-enzimatice noi, atat in sisteme discontinue cat si
continue, pentru sinteza enantioselectiva unor amino alcooli si aminoacizi cu structura aromatica sau
heteroaromaticd, care pot avea aplicabilitate in domeniul stiintific dar si in industria alimentara,
chimica sau farmaceutica.

Biotransformari catalizate de lipaze si amoniac-liaze, combinate cu metode conventionale de
sinteza au permis prepararea ambilor enantiomeri ai bufuralolului, un antagonist ai receptorilor g-

adrenergici, respectiv la sinteza unor a- si f-aminoacizi (hetero)aromatici valorosi.

Enantiomerii bufuralolului au fost obtinuti atat prin biotransformari catalizate de celule de drojdie,

cat si prin rezolutia cinetica catalizata de lipaza CaL-B.

Transformarea L-fenilalaninei prin intermediul fenilalanin amoniac-liazei imobilizata pe
nanoparticule magnetice a fost studiatd intr-un reactor microfluidic Magne-Chiop. Metoda dezvoltata
s-a dovedit a fi o alternativa eficienta si fiabila si a fost folosita cu succes pentru transformarea altor

cinci a-aminoacizi, analogi nenaturali ai fenilalaninei.

5-Fenilfuran-2-il-f-aminoesteri au fost rezolvati, pentru prima data, sub forma de clorohidrat prin
hidroliza enantioselectiva in mediu apos, mediatd de lipaze din specia Pseudomonas. Stabilitatea
enzimelor utilizate a fost asiguratd prin imobilizarea covalentd a acestora pe suport polimeric. S-au

obtinut astfel biocatalizatori cu proprietati superioare.
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