RAPORT STIIN TIFIC SI TEHNIC 2014

Programul: Parteneriate in domenii prioritare, contract nr. 206/01/07.2014

Denumirea programului: Kit inovativ in sinteza compusilor chimici optic puri prin
combinarea biocatalizei cu procesarea prin reag tip click

Acronim proiect: BIOCLICK

Etapa 1. Sinteza chimid si separarea enantiomeri@ la scah analitica a
substraturilor racemice

Rezumatul etapei

S-a realizat sintezg purificarea avansata unor substraturi racemice cu strugtde heteroaril-
etanoolisi a-hidroxiacizi heteroatomici, utilizand metode daage si purificare cunoscute din
chimia organica. Structura conyior obtinuti a fost validai prin spectrometrie de masi
spectrometrie de rezongarmagnetia *H si °C. Aceste substraturi racemice prezimportana

ca posibili intermediari pentru comgpcu agiune biologia@ si vor fi studiate in etapa urtoare

in ce private separarea lor in enantiomeri. In acest scofpsitelaborate metodele de separare
si analiz cromatografié a izomerilor optici ai compiilor de tip alcooli, estersi hidroxiacizi.
Cromatografia chirél prezint o serie de dificuliti in sensul & faza stdgonari trebuie & fie
compatibik stereochimic cu structura compusului analizat npeatfi posibifi separarea. Testele
preliminare de imobilizare a lipazelor realizatenpilouda metode, incluziune n structuri de tip
sol-gel si legare covalerdt pe particule magnetice, au dus la rezultate buerergp compsii
model, cu randamente mari de #gige a activiifii enzimatice totale dup imobilizare si
enantioselectivitate mai mare decéat a enzimei eafhiceste metode urmeas fie ajustate fin,
in funaie de caracteristicile substraturilpnta, pentru a otine eficiena catalitié si efectul de
discriminare cinetit optime. O parte dintre rezultatele acestei etaptst diseminate la déu
manifesiri stiintifice, o conferina interngionak si una naionak cu participare internenalk,
sub forma unei prezent orale (conferimi in segiune) si trei postere. In concluzie, se poate

afirma & toate obiectivele asumate pentru Etapa 1 a proiectu fost indeplinite.



Descriereastiin tifica si tehnica
Activitatea 1.1. Sinteza unor substraturi racemice

A. Sinteza substraturilor chirale racemice cu structude heteroaril-etanoli
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Schemal. Snteza heteroaril-etanolilor racemici

Pentru sinteza etanolilor chirali cu difeisubstitueg se utilizeaZ in general ca materii prime,
fie disponibile commercial, fie oimute prin reagi de formilare. Prin rea@ Grignard a acestor
aldehide cu ioduri sau bromuri de alchil, in eserpbtine amestecul racemic al alcoolilor chirali.
Sinteza esterilor corespunzatori racemici s-azagprin acilare cu anhididacetia in prezem

trietilamineisi a dimetilaminopiridinei (DMAP) cai catalizator.

Spre exemplu, gimerea 2-fenil-tiazol-4-il-etanolilor s-a realizatin adaugarea leitsub argon, a sdfiei aldehidei
(3.73 mmol) in dieteil eter (10 mL) intr-o solutiare cofine iodura de metil magneziu, prepérdin magneziu (5.6
mmol, 0.134 mg}i iodura de metil (5.6 mmol, 0.79 g, 0.348 mL) tereetilic (5 mL). Reatia se perfecteaz2 ore
la 50°C; amestecul se tratéda 0°C cu o soltie saturat de clorué de amoniu (12 mL) iar din stratul organic se
reia extraga in eter (2 x 10 mL). Dupa uscarea straturilogamice reunite pe N8O, anhidrusi eliminarea
solventului prin distilare la vid, alcoolul se fiict pe silicagel folosind ca eluent amestecul,CHacetona (25:1

VvIV).

Mod de lucru: Tn solutia unui heteroariletanotag-2a-d, 0.6 mmol) In diclorometan anhid(@ mL) se adaug
trietilamina (0.66 mmol, 66.8 mg, 92,1 ), anhidrida acetica (0.66 mmol, 67.32 mg, 623 si DMAP (0.016
mmol, 2 mg). Rea@& se perfecteada temperature camerei, se adaagi (10 mL), iar din stratul organic uscat pe
NaSO, anhidru se separdupi Tndepartarea la vid a solventului produsul pun gmomatografie pe coloana cu

silicagel folosind ca eluent amestec diclorometegi@na (25:1, v/v)).



Structura compilor sintetizai a fost confirmat prin spectrometrie de masi spectre de
rezonaim magnetié nucleaa.

1-(2-feniltiazol-4-il)etanol (rac-2a)  n: 80%; ulei transparentH NMR : (300 MHz, CDC}): 6= 1.6Qd, J = 6.1
Hz, 3H); 5.04q, J = 6.1 Hz, 1B; 7.11(s, 1H); 7.32-7.56n, 3H); 7.81-

HO
N 8.00m, 2H): 3C NMR : (75 MHz, CDCh): d= 22.9; 66.6; 112.9; 126.6:
©_</ | 128.9; 130.1; 133.4; 161.7; 168.5; HRMS? Meterminat (Mcalc. pentru
S C1:HuNOS): 205.0565 (205.0561); ESVS: m/iz (%): 206 (M+1, 16); 205
(M, 31); 190 (100); 162 (63); 121 (15); 104 (157, (20); 59 (19); 45 (12);

43 (24).
1-(2-m-toliltiazol -4-il)etanol  (rac- n: 82%; ulei transparentH NMR : (300 MHz, CDC}): 6= 1.62 (d,J = 6.4
2b) Hz, 3H); 2.41 (s, 3H); 5.04 (d,= 5.0 Hz, 1H); 7.10 (SH); 7.23 (dJ=7.5
HO Hz, 1H); 7.32 (tJ = 7.6 Hz, 1H); 7.72 (d] = 7.6 Hz, 1H); 7.77 (s, 1HYC
N NMR : (75 MHz, CDC}): = 21.3; 22.9; 66.7; 112.4; 123.7; 127.0; 128.8;
/] 130.9; 133.4; 138.7; 161.5; 168.6; HRMS? Meterminat (Mcalc. pentru
s Ci,H1sNOS): 219.0722 (219.0718); ESMS: miz (%): 220 (M+1, 29); 219
(M, 45); 204 (100); 176 (59); 135 (10); 118 (16); @4); 59 (13); 45 (10);
43 (12).
1-(2-p-toliltiazol-4-il)etanol (rac- n: 78%; ulei transparentd NMR : (300 MHz, CDC}): 6=1.60 (d,J = 6.5
20) Hz, 3H); 2.38 (s, 3H); 5.03 (d,= 6.5 Hz, 1H); 7.1 (s, 1H); 7.22 (d= 8.0
HO Hz, 2H): 7.81 (dJ) = 8.1 Hz, 2H)3C NMR : (75 MHz, CDC}): 5= 21.4:
N 22.8: 66.5; 112.1; 126.4; 129.5;: 130.8; 140.2; 46168.5; HRMS: M
a determinat (M calc. pentru GH;sNOS): 219.0721 (219.0718); ESMUS:
<:> <S miz (%): 220 (M+1, 20); 219 (M, 46); 204 (100); 1{@&L); 135 (10); 118

(20); 91 (15); 59 (16); 45 (12); 43 (16).
1-(2-p-bromofeniltiazol-4-il)etanol  n: 80%; ulei transparentH NMR : (300 MHz, CDC}): d=1.59 (d,J = 6.5
HO Hz, 3H); 5.00 (qJ = 6.3 Hz, 1H); 7.13 (s, 1H); 7.53 (d,= 8.6 Hz, 2H)
N 7.77 (d,J = 8.6 Hz, 2H);"*C NMR : (75 MHz, CDC}): J = 22.9; 66.6;
Br4©_</ | 113.0; 124.2; 127.9; 132.0; 132.3; 161.9; 167.0MBRM" determinat (M
calc. pentru GH;BrNOS): 282.9662 (282.9666); ESVIS: m/z (%) = 286
(rac-2d) S 81, 81 79 79
(M+1, ®Br, 17); 285 (M5'Br, 39); 284 (M+1/°Br, 21); 283 (M,”®Br, 37);
270 (87); 268 (100); 242 (43); 240 (44); 201 (B916); 184 (5); 182 (5);
161 (30); 134 (9); 59 (21); 45 (20); 43 (18).
Acetat de 1-(2-feniltiazol-4-il)etil n: 91%:; ulei transparentH NMR : (300 MHz, CDCY): 4= 1.68(d,J = 6.6
(rac-3a) Hz, 3H); 2.11(s, 3H); 6.09(q, J = 6.6 Hz, 1H; 7.18(s, 1H); 7.40-7.42(m,
Q 3H); 7.93-7.96(m, 2H); **C NMR : (75 MHz, CDC}): 0= 20.1; 21.2; 68.7;
114.9; 126.5; 128.7; 130.0; 133.4; 157.0; 168.20.17 HRMS: M
determinat (M calc. pentru GH13NO,S): 247.0670 (247.0667); ESMS:

I
N Mz (%) = 248 (M+1, 2): 247 (M, 8): 204 (100); 168L): 162 (10): 104
©_</ | (11); 77 (7); 45 (11); 43 (19).
S

Acetat de 1-(2-m-toliltiazol-4-il)etil n: 90%; ulei transparertd NMR : (300 MHz, CDC}): 6= 1.67 (d,J = 6.6
(rac-3b) Hz, 3H); 2.11 (s, 3H); 2.40 (s, 3H); 6.08 gz 6.6 Hz, 1H); 7.17 (s, 1H);
0 7.22 (d,J = 7.6 Hz, 1H); 7.30 (t) = 7.6 Hz, 1H); 7.71 (d] = 7.6; 1H); 7.77
)X\ (s, 1H);*3C NMR : (75 MHz, CDC}): J= 20.3; 21.3; 68.8; 114.8; 123.8;
O 127.0; 128.7; 130.8; 133.4; 138.6; 157.0; 168.60.27 HRMS: M
Nj)\ determinat (Mcalc. pentru H;s NO,S): 261.0820 (261.0823); ESMS:
2 > </ | miz (%) = 262 (M+1, 2); 261 (M, 9); 218 (100); 2(B); 200 (9); 176 (9);
s 118 (12); 43 (15).
Acetat de 1-(2-p-toliltiazol-4-il)etil n: 92%; ulei transparentH NMR : (300 MHz, CDC}): = 1.67 (d,J = 6.6
(rac-3c) Hz, 3H); 2.11 (s, 3H); 2.38 (s, 3H); 6.07 (b= 6.6 Hz, 1H); 7.15 (s, 1H);
7.22 (d,J = 8.0 Hz, 2H); 7.83 (dJ = 8.2 Hz, 2H);*C NMR : (75 MHz,



0 CDCly): 6=20.3; 21.3; 21.4; 68.8; 114.5; 126.5; 129.5; 1304D.3; 157.0;

)\\ 168.6; 170.3; HRMS: M determinat (M calc. pentru GH:;sNO,S):
o 261.0821 (261.0823); ESMS: m/z (%) = 262 (M+1, 2); 261 (M, 10); 218
N (100); 202 (17); 200 (9); 176 (10); 118 (13); 43)(1
~< >—</ |
S
Acetat de 1-(2-p-bromofeniltiazol- n: 91%; solid alb; m.p.: 54-55°CH NMR : (300 MHz, CDC}): d= 1.66
4-il)etil (rac-3d) (d, J = 6.6 Hz, 3H); 2.11 (s, 3H); 6.06 (d,= 6.6 Hz, 1H); 7.20 (s, 1H);
o 7.54 (d,J = 8.6 Hz, 2H); 7.81 (dJ = 8.6 Hz, 2H);**C NMR: (75 MHz,

CDCl): 0= 20.2; 21.3; 68.6; 115.3; 124.2; 128.0; 132.0; 43257.3;
167.0; 170.2; HRMS: M determinat (M calc. pentru GH;,BrNO,S):

o)x\
N 324.9769 (324.9772ESI-MS: m/z (%) = 328 (M+18Br, 7); 327 (M,
Br4©_</ | 8B, 11): 326 (M+1/°Br, 6); 325 (M, ”*Br, 10); 284 (100); 282 (98); 268
s (29); 266 (30); 242 (6); 240 (6); 187 (10); 102, @} (10); 58 (15); 45 (26);
43 (49).

B. Sinteza substraturilor chirale racemice cu strucaude ag-hidroxiacizi
heteroaromaticl
Pentru sinteza-hidroxiacizilor s-au utilizat ca intermediari c@mdrinele racemice, preparate
tot din aldehidele corespunzatodrerin adiia cianurii de trimetilsiliciu, catalizatde iodug de
zinc anhidra, n diclorometan, conform rgiéar din Schema 3.
Prin hidroliza cianohidrinelor racemice in mediudase obtina-hidroxiacizii doriti, iar pentru

esterificarea acestora se activeaza mai intai geap=arboxilié sub fornd de clorué.
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Schema3. Snteza a-hidroxiacizilor heterociclici racemici

Mod de lucru:

Tn solutia aldehidel1a-d (1 mmol) in diclorometan anhidru (10 mL) se adaagantitate cataliticde Zn} anhidru
(3.2 mg, 20 umol3i cianura de trimetilsiliciu (119 mg, 1.2 mmol). &ga se perfectedda temperature camerei

para la transformarea complete a aldehidei (controineimgrafic). Se evapasolventul iar amestecul rezultat se

4



redizohva Tn metanol (10 mL3i se descompune complexul format cu HCI (3 M, 5 nMasa de reactiv se evapora
la un volum final de 5 mL, se adauga apa (5 mildiclorometan (10 mL) pentru extr#rsi separarea amestecului.

Din faza organig uscai pe NaSQO, se evapora solventul la vid.

Hidroliza cianohidrinei se realizeaprin adaugarea n saela cianohidrinei racemice brute (1 mmol) Tn 1,4x@io
(10 mL) a unui exces de HCI 32% (8 mmol), la refltimp de 24 h. Amestecul se concentreaza la vitgséecul
brut rezultat se dizolva in &j§15 mL)si apoi se extrag prodii cu acetat de etil (8L0 mL). Faza organicse spal
cu soluie NaHCQ (2x15 mL)si apoi se aciduleaza cu atentie la pH 2, se resdizextragia in acetat de etil &b
mL). Fazele organice reunite se gpall saramura (15 mL), se usuca peste Mg$@®e evapat la vid solventul,

obtinAndu-sex-hidroxiacidul urnarit.

Pentru sinteza esterilor, in 10 mL etanol se agl&ugicituri 0.36 mL (1 echiv.) SOGIproaspat distilatastfel incéat
temperatura sa nu deygasd -10 °C. In soltia format se adaugy un hidroxiacid13a-d (1 mmol), reatia se

perfecteai timp de 30 minute la 0 °§@ apoi la temperature camerei pentrugiBooresi in final o o& la reflux. Din

soluia concentrdtla vid se izoleaza esteri urmaritic-14a-dprin cromatografie pe coloana cu &, ca eluent.

Structura compilor sintetizai a fost confirmat prin spectrometrie de made inali rezoluie si

spectre de rezonginmagnetid@ nucleas.

Acid  2-(benzofuran-2-il)-2-hidroxi-
acetic fac-13a)

OH
|\

o} COOH
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n: 99%; solid galben; pt: 85-86 °¢-NMR (300 MHz, Acetona)s =
5.45 (1H, s); 6.91 (1H, s); 7.21-7.33 (2H, m); 7(a81, d,J = 8.3 Hz);
7.62 (1H, dJ = 7.5 Hz);*C-NMR (75 MHz, Acetona)s = 68.9, 106.7;
112.8; 123.1; 124.7; 126.3; 129.9; 156.6; 157.03.07 MS: M
determinat (M calc. pentru §HgO,): 192.0(192.0); MS m/z (%) =
193(68.95, M+1), 192(6.97, W 149(43.04), 148.1(43.59), 147(23.62),
154(11.24), 126.9(24.45), 104(15.96), 101.1(6.6791.1(13.2),
89.1(44.07), 88.1(21.45), 87(12.89), 75(15.21),18F4), 59.1(11.10),
58.1(18.98), 45(100), 44(30.6), 43(22.47).

n: 40%; semisolid*H-NMR (300 MHz, DMSO)3 = 5.12 (1H, s); 7.21-
7.36 (3H, m); 7.70 (1H, d] = 8.3 Hz); 7.82 (1H, dJ = 7.5 Hz);"*C-
NMR (75 MHz, DMSO0):6 = 70.6, 120.8, 122.6, 123.5, 124.2, 124.5,
139.1, 139.7, 147.1, 173.7; MS: "Mleterminat (M calc. pentru
CioHgO5S): 208.0(208.0); MS m/z (%) = 209(24.67, M+1), #087,
M%), 164(11.49), 163(48.62), 162(22.10), 136(5.87)35(51.69),
134(19.85), 89.1(40.51), 58.1(18.88), 45.1(100).

n: 95%; semisolid galbedH-NMR (300 MHz, Acetona)s = 5.51 (1H,

s); 7.22-7.34 (2H, m); 7.51 (1H, d= 7.5 Hz); 7.80 (1H, dJ = 6.7 Hz);
7.90 (1H, s);*®*C-NMR (75 MHz, Acetona)s = 67.3, 113.4, 121.6,
122.8, 124.4, 126.3, 127.8, 145.1, 157.2, 174.9; M&determinat (M
calc. pentru HgO,): 192.1(192.0); MS m/z (%) = 193(25.19, M+1),
192.1(3.14, M), 153(9.90), 149(15.26), 148.1(29.25), 147(100),
146(19.94), 145(16.27), 126.9(7.71), 104(15.58), .1&R.11),
90.1(10.48), 89.1(33.16), 77(22.98), 73(13.94)16%3.94).



Acid 2-(benzop]tiofen-3-il)-2-hidroxi n: 95%; solid galben; pt: 108-109 °84-NMR (300 MHz, Acetona)s
acetic fac-13d) =5.67 (1H, s); 7.35-7.43 (2H, m); 7.72 (1H, s¥%/(1H, d,J = 6.0 Hz);
8.08 (1H, dJ = 9.0 Hz);*C-NMR (75 MHz, Acetona)s = 70.3, 124.4,
124.8, 125.8, 126.3, 126.8, 136.4, 139.2, 142.3%.87MS: M
determinat (M calc. pentru GHgOsS): 208.0(208.0); MS m/z (%) =
208(4.86, M), 193.1(59.14), 178(31.72), 163(38.52), 162(23.45)
161(54.35), 149(29.76), 148.1(34.48), 147(18.74)35(15.69),
133(19.95), 126.9(17.43), 104(13.87), 89.1(60.5188.1(21.75),
58.1(20.78), 45.1(100).

H
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2-(benzofuran-2-il)-2-hidroxiacetat de n: 64%; ulei galben'H-NMR (300 MHz, CDC}): 6 = 1.29 (3H, tJ =

etil (rac-14a) 7.1 Hz); 4.26-4.39 (2H, m); 5.30 (1H, s); 6.80 (1}, 7.23-7.35 (2H,
m), 7.50 (1H, dJ = 8.3 Hz); 7.59 (1H, dJ = 7.5 Hz);"*C-NMR (75

OH MHz, CDCk): 8 = 13.9, 62.7, 67.3, 105.3, 111.4, 121.2, 122.9.7,2
@—< 127.7, 153,2. 154.9, 171.1; MS: *"Mleterminat (M calc. pentru
o COOC,Hs Ci.H1,04): 220.1(220.0); MS m/z (%) = 220.1(18.16)M148.1(10.05),

147.1(100), 118.1 (7.93), 92.1(5.65), 91.1(82.7890.1(8.87),
89.1(13.57), 65.1 (16.58).

2-(benzopltiofen-2-il)-2-hidroxi- n: 42%; solid alb; pt: 133-134 °&4-NMR (300 MHz, CDC}): 6 = 1.30
acetat de etil fac-14b) (3H, t,J = 6.7 Hz); 4.24-4.36 (2H, m); 5.49 (1H, 8z 5.2 Hz); 7.30-
7.38 (3H, m); 7.73 (1H, d] = 6.7 Hz); 7.81 (1H, dJ = 9.0 Hz);"*C-

OH NMR (75 MHz, CDC}):6= 13.9, 62.7, 69.5, 121.9, 122.3, 123.6, 124.3,
CE\>—< 124.4, 139.2, 139.6, 142.0, 172.1; MS déterminat (M calc. pentru
S COOC;Hs C1oH1,05S): 236.1(236.1); MS m/z (%) = 236.1(21.27)M165(4.94),

164(9.21), 163(100),162(3.71), 161(7.02), 136(6.67)35(63.06),
134(27.23), 133(3.63), 91.1(46.49), 89(7.58), 7I4B.

2-(benzofuran-3-il)-2-hidroxiacetat de n: 52%:; ulei galben'H-NMR (300 MHz, CDC}): & = 1.25 (3H, tJ =
etil (rac-14c) 7.5 Hz): 4.17-4.37 (2H, m); 5.43 (1H,s); 7.24-7(261, m); 7.51 (1H, d,
J=7.5Hz); 7.70 (1H, dJ = 5.2 Hz);"*C-NMR (75 MHz, CDC}): 6 =
13.9, 62.4, 65.9, 111.5, 118.5, 120.4, 122.7, 12W6.4, 143.0, 155.5,
172.9; MS: M determinat (M calc. pentru §H.,0,): 220.1(220.0); MS
miz (%) = 220,1(19.04, K, 148.1(6.94), 147.1(74.73), 145(6.91),
92.1(6.89), 91.1(100), 90.1(6.95), 89.1(8.98), GHA108).

H

2-(benzop]tiofen-3-il)-2-hidroxiacetat  n: 62%; semisolid*H-NMR (300 MHz, CDC}): § = 1.19 (3H, tJ = 7.1
de etil (rac-4d) Hz); 4.11-4.34 (2H, m); 5.53 (1H, s); 7.32-7.41 (2H)); 7.48 (1H, s);
7.86 (1H, dJ = 7.5 Hz); 7.91 (1H, d] = 6.7 Hz);"*C-NMR (75 MHz,
CDCly): & = 13.9, 62.3, 68.6, 122.4, 122.7, 124.2, 124.5,2,2133.0,

HO,
CO0CHs 136.8, 140.6, 173.0; MS: Mieterminat (M calc. pentru GH;,0,S:
S 236.1(236.0); MS m/z (%) = 236.1(34.21; M165(4.36), 164(12.62),
|
S

o)
COOC,Hs
A\
S

163(100), 162.1(4.91), 161(8.03), 136.1(7.26), I852), 134(26.65),
133(4.01), 102.1(4.33), 91.1(63.85), 90.1(4.4)16E8.03).

Activitatea 1.2. Separarea enantiomerilor la scal analitica

Pentru analiza stereoselectiviit proceselor enzimatice pe care acest praielg propune este necesar
determinarea exceselor enantiomerice ale gilmiude reactive. Cea mai accesibii Tn acelai timp
exacti si rapidi metoda este cromatografia de lichide pe coloameleh(HPLC). Tn plus, déceste
posibik separarea celor doi enantiomeri, atat ai subsiiatat si ai produsului, in acegatimp, se poate
determinasi conversia procesului.



In cele ce urmeaza vor fi prezentate spre exeraiii condiile de separare cromatigraficale
substraturilor sintetizate Tn cadrul activit 1.1.

A. Analiza chiral@ a etanolilor prin HPLC

In cazul etandiolilor heterociclici separarea celoti perechi de enantiomeri, ai alcoolikirai esterilor,
s-a realizat folosind o coloafizhiralpak IB column(4.6 x 250 mm) iar ca eluent un amestdmexan-2-
propanol la un debit de 1 mL/min, in cotiith prezentate in Tabelul 1.

Tabelul 1. Timpii de retefie ai enantiomerilor alcoolilagi esterilorrac-2,3a-dpe coloana Chiralpak IB
cu amestec amestaehexan-2-propanol ca eluegitgradient

Gradientul separa

Nr  Compus tg(min) Compus tg(min) Compus tg(min) Compus tg(min
p r(min) p r(min) p r(min) p r(min) Timp (M)~ % Z-PTOR

0-9 1
1 (®3a 70 3a 84 2a 145 2a 155
® © © ® 9.1-16 20
2 (R3b 60 ©3b 68 ©2b 126 Q=2b 140 0-7.5 2
' ' ' ' 7.6-18 20
3 (R3¢ 64 63 74 ©-2c 132 R-2c 14.0 0-7.5 2
' ' ' ' 7.6-18 20
4 (®3d 67 ©3d 77 ©2d 134 @®-=2d 140 0-7.5 2
' ' ' ' 7.6-18 15

Separarea cromatografia enantiomerilorac-2,3ape coloana Chiralpak IB column, in gradient,reu
hexan: 2-propanol = 99:1 — 80:20 (v/v), conformgpesnului de gradient din Tabelul 1, punctul 1.
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Separarea cromatografia enantiomerilorac-2,3b pe coloana Chiralpak IB column, in gradient,reu
hexan: 2-propanol = 99:1 — 80:20 (v/v), conformgpeanului de gradient din Tabelul 1, punctul 2.
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Separarea cromatografi@a enantiomerilorac-2,3c pe coloana Chiralpak IB column, in gradient,reu
hexan: 2-propanol = 99:1 — 80:20 (v/v), conformgpesnului de gradient din Tabelul 1, punctul 3.
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Separarea cromatografia enantiomerilorac-2,3d pe coloana Chiralpak IB column, in gradient,reu
hexan: 2-propanol = 99:1 — 80:20 (v/v), conformgoeonului de gradient din Tabelul 1, punctul 4.
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B. Analiza cromatografi@ a hidroxiacizilor chirali

Pentru separarea-hidroxiesterilor racemicrac-14a a fost necesarutilizarea unui tandem de
doua coloane chirale Chiralpak IC-1A (4.6x250 mm) cu amestec d@-hexanesi 2-propanol

90:10 (v/v) ca eluent;ac-14b,d au fost separati pe o coloana Chiralpak IC curaesiec der-



hexan si 2-propanol 95:5 (v/v) ca eluent, iar penac-14c s-a utilizat tot un tandem de coloane

Chiralpak IC-IB sin-hexan- 2-propanol 90:10 (v/v) ca eluent.

Activitatea 1.3. Studii preliminare privind imobili zarea enzimelor de interes

Datorita utilizarii tot mai extinse a lipazelor in procese biodéitd din chimia organit, exist

un interes considerabil pentru elaborarea unor deeteficiente de imobilizare in vederea
cresterii stabiliitii enzimei, pentru a face posibilreutilizareasi a Tmburtati activitateasi
selectivitatea ei.

Imobilizarea este In general necesgrentru a otine performate optime in medii neapoase.
Exista numeroase metode bine documentate pentru imateiizipazelor, cum sunt legarea de
suport, legarea covaleéngi entraparea. In principiu, toate aceste metodecassi fie studiate
in cadrul proiectului, pentru a putea alege metmamai eficieritin fungie de caracteristicile
substratuluii procesului

In cadrul acestei activiti, au fost studiate mai multe lipaze de intergsaga dinPseudomonas
fluorescens (AMANO AK), Burkholderia cepacia (AMANO PS)si Candida antarctica B (C-
Lecta) realizandu-se imobilizarea acestora prinoaeeentrafrii in sol-gel, metoda de entrapare
combinai cu adsorbe si prin legare covale#it pe particule magnetice. Dintre posibilii
precursori silanici a fost selectat vinil-trimetsanul (VTMOS), care dincolo de rolul activ in
formarea matricii de sol-gel ofesi o serie de posibiliti de post-reate. Acest precursor s-a

utilizat in amestecuri ternare cu fenil-trimetokdasi (PhTMOS)ki tetrametoxisilan (TMOS).

A. Imobilizarea lipazelor prin entrapare in sol-gel

Mod de lucru:

S-a preparat o sdie de lipaz (120 mg/ ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0), care & foeninuta la agitare (700
rpm) timp de 30 minute. Saja rezultal a fost centrifugdl iar supernatantul a fost folosit pentru imobifteza

Intr-o fiola de stick de 4 ml s-au introdus 1 ml supernatant de lip&00 pl soltie lichid ionic 100 ul soltie
fluorura de sodiu 1 Msi 200 pl alcool izopropilic. Amestecul rezultat srerinut 30 minute pe agitatorul magnetic
pentru omogenizare, dagare s-au introdus precursorii silanici la difenapoarte molare cu m@arerea agrii
pari la gelifiere.



Gelul oliinut a fost @strat la temperatura camerei timp de 24 de oreypenpolimerizare complét Gelul intirit a
fost spgilat cu alcool izopropilic, apdistilati, din nou alcool izopropiligi n-hexan, dup care s-a filtrat pe frit
Produsul obinut s-a uscat la temperatura camerei 24 dgidaeetuva de vid timp de 24 de ore.

Tabelul 2. Condiii de imobilizare ale preparatelortifute prin entrapare in sol-gel.

Cod Silani precursori Cantitate de
preparat Enzima PhTMOS:VTMOS:TMOS preparat obtinut
enzimatic (raport molar) (mg)

AK1 1:1:1 850,6

AK2 Amano AK 1,6:0,4:1 598,4

AK3 0,4:1,6:1 511,4

PS1 1:1:1 564,2

PS2 Amano PS 1,6:0,4:1 602,2

PS3 0,4:1,6:1 502,7
CALB1 1:1:1 574,0
CALB2 CAL-B 1,6:0,4:1 604,0
CALB3 0,4:1,6:1 505,6

B. Imobilizarea lipazelor prin entrapare in sol-gel owbinat cu adsorhie

Mod de lucru:

S-a preparat o sdje de lipaz (120 mg/ ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0), care & foeninuta la agitare (700
prm) timp de 30 minute. Sdja rezultai a fost centrifugd iar supernatantul a fost folosit pentru imobiteza

Intr-o fiola de stich de 4 ml s-au introdus 1 ml supernatant de Ep&90 pl soltie lichid ionic, 100 pl solie
fluorura de sodiu 1 Msi 200 pl alcool izopropilic. Amestecul rezultat srerinut 30 minute pe agitatorul magnetic
pentru omogenizare, daare s-au introdus precursorii silanici la difemapoarte molare cu m@amerea agrii
para la gelifiere, moment n care s-a introdus 0,5 Gt€&45.

Gelul ohltinut a fost @strat la temperatura camerei timp de 24 de ordypenpolimerizare complét Gelul intirit a
fost spilat cu 7 ml alcool izopropilic, 5 ml apdistilata, 5 ml alcool izopropiligi 5 ml n-hexan, dupcare s-a filtrat
pe friti. Produsul otinut s-a uscat la temperatura camerei 24 dgideectuva de vid timp de 24 ore.
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Tabelul 3. Condiii de imobilizare ale preparatelor tifute prin entrapare n sol-gel combihat adsortie pe 0,59
Celite 545.

Silani precursori

Cod PhTMOS:VTMOS:TMOS Cantitate de
preparat Enzima preparat obtinut
enzimatic (raport molar) (mg)

AK4 1:1:1 10354

AK5 1,6:0,4:1 1108,7

Amano AK

AK6 0,4:1,6:1 974,4

PS4 1:1:1 1043

PS5 Amano PS 1,6:0,4:1 1080,3

PS6 0,4:1,6:1 865,9
CALB4 1:1:1 1026,5
CALBS5 CAL-B 1,6:0,4:1 1037,8
CALB6 0,4:1,6:1 681,0

C. Imobilizarea lipazelor prin legare covaleiat
S-a preparat 45 ml sala de chitosan 1,5% in acid acetic 2% in care g¥aodus 20,28 g particule magnetice
functionalizate cu grufri amino terminale (raport molar 5:1). Omogenizasea facut intr-o baie de ultrasonare
timp de 1 of. Macroparticulele au fost precipitate ntr-o siude NaOH 1M catinand alcool etilic 26%%. Dupi
precipitare au fost gfate cu ap distilata. Ulterior macroparticulele au fost particularizate glutaraldehial Pentru
imobilizare s-au folosit 5 ml solie de lipaz [48 mg x mLY] la 2 g de particule ude de chitosan, amestecaea
facut cu 125 rpm timp de 4 h la 25 Preparatul ginut a fost splat de 5 ori cu o sotie de tampon fosfat 20 mM

uscat la 40C sub vid timp de 60 de ore.

Tabelul 4. Condiii de imobilizare ale preparatelor tifute prin legare covalent

Lipaza Cantitate proteina supusa  Masa particule ude [g] Masa particule uscate [g]
imobilizarii [mg]

CALB7 240 2.28 0.134
CALBS8 480 2.49 0.246
AK7 240 2.16 0.161
PS7 240 231 0.127
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D. Reagii de transesterificare

Evaluarea activittii de acilarea enantioseleciiva preparatelor enzimatice imobilizate sau a
lipazelor native, a excesului enantiomaiia selectiviitii reagiei s-a realizat in aceastta pe
substraturi model de alcooli secundari (2-hexaPdigptanoki 2-octanol), cu acetat de vinil, Tn

mediu de solvent organic (n-hexan) 1&8@0
Maod de lucru:

Intr-o fiola de stick de 4 ml s-au introdus 0,5 mmoli alcool secundanganol, 2-heptangi 2-octanol), 1,5 mmoli
acetat de vinil, 1 ml solvent organicl5 ul n-decan sau n-dodecan (standard intern). La marhearo al reaei s-
a introdus 25 mg preparat enzimatigiobt prin entrapare in sol-gel sau prin entraparelzinat cu adsorbe.
Fiola de sticl coninand amestecul de rgaca fost plasatintr-o incint termostatdt la 40°Csi supud agitarii la
300 rotaii/min. Reagia a fost urrarita Tn timp, prin prelevare de probe la 24 de oraaiatie cu ajutorul unei
micropipete. Pe baza analizelor efectuate, prirodeestandardului intern s-au calculat conversiadltui C (%),
masa de ester, activitatea preparatelor imobilizate(umol-H'-mg?) si randamentul de reégire a activiitii
enzimaticeny(%) la 24 de ore de rege. Pentru calculul randamentelor deasite ale activitii enzimatice dup
imobilizare, s-a efectuat o sintein acelesi condiii, in care s-a utilizat 5 mg lipanativa.

Pe baza datelor din literatilf, s-a presupusiclipazele Amano AK, Amano P§ CALB sunt R)-specifice n
reagia de acilare a alcoolilor secundari teistdeci produsul principal a fost considerat aR)-ésterul. Excesul
enantiomeric al produsului (e-pa fost calculat pe baza ariei picurilor enantiatoe

Raportul enantiomeric (E) a fost calculat in conrfitate cu”, folosind relgia:

_In[1-cli+e.e,)
In[1-c(1-e.e,)]

unde:
e.ep = excesul enantiomeric al produsului

¢ = conversia alcoolului

Separarea] si (R) esterilor ofinuti prin reagia de transesterificare a alcoolului secundar cu
acetat de vinil s-a realizat prin cromatografiegdee chiral, folosind o coloai Astec Chiraldex
B-PM (30m x 0,25 mm), gaz pator Hyla un debit de 2 ml/min.
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Separarea enantiomerilor acetatului de 2-octil promatografie de gaze chiial
» Acilarea alcoolilor secundari catalizaf de lipaze imobilizate prin entrapare in
sol-gel
Rezultatele ofinute prin testarea biocatalizatorilor in rgac de acilare a
alcoolilor secundari studiain mediu den-hexan (dup 24 de ore rea®) sunt prezentate n
Tabelele 5-13.

Tabelul 5. Acilarea 2-hexanolului folosind lipaz imobilizata prin metoda sol-gel

Cod Silani precursori C Ay TNreg e.e. E
preparat PhTMOS:VTMOS: TMOS (%)
enzimatic (umol-H"mg") (%) (%)
(raport molar)

AK ativa - 32 1,334 - 74 9
AK1 1:1:1 5 0,041 23 74 7
AK2 1,6:0,4:1 14 0,114 46 86 15
AK3 0,4:1,6:1 11 0,093 32 88 17

PShativa - 31 1,227 - 80 13
PS1 1:1:1 29 0,236 502 86 19
PS2 1,6:0,4:1 38 0,306 695 84 19
PS3 0,4:1,6:1 17 0,136 258 86 16

CALB 1aivi - 23 0.900 - 93 36

CALB1 1:1:1 47 0,379 313 97 183

CALB2 1,6:0,4:1 46 0,381 331 97 170

CALB3 0,4:1,6:1 47 0,366 266 96 134
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Tabelul 6. Acilarea 2-heptanolului folosind lipaz imobilizata prin metoda sol-gel

Cod Silani precursori C Ay Neg €.€. E
preparat PhTMOS:VTMOS:TMOS (%)
enzimatic (umol-h™-mg") (%) (%)

(raport molar)

AK nativa - 34 1,416 - 70 8
AK1 1:1:1 21 0,172 92 78 10
AK2 1,6:0,4:1 32 0,251 95 78 12
AK3 0,4:1,6:1 7 0,061 20 72 7

PSaiva - 16 0,630 - 86 16
PS1 1:1:1 27 0,221 916 86 18
PS2 1,6:0,4:1 43 0,344 1522 84 22
PS3 0,4:1,6:1 14 0,119 440 86 15

Tabelul 7. Acilarea 2-octanolului folosind lipaz imobilizata prin metoda sol-gel
Cod preparat Silani precursori C Ay MNreg e.e. E
enzimatic PhTMOS:VTMOS:TMOS (%)
(pmol-h*-mg?) (%) (%)
(raport molar)

AK nativi - 45 1,853 - 50 4
AK1L 1:1:1 30 0,249 102 56 4
AK2 1,6:0,4:1 39 0,342 99 56 5
AK3 0,4:1,6:1 12 0,105 26 46 3

PShativa - 19 0,798 - 74 8
PS1 1:1:1 41 0,338 1106 76 12
PS2 1,6:0,4:1 54 0,457 1597 70 14
PS3 0,4:1,6:1 22 0,185 540 74 8

CALB pativs - 20 0,842 - 89 21
CALB1 1:1:1 50 0,426 376 95 146
CALB2 1,6:0,4:1 51 0,429 398 95 201
CALB3 0,4:1,6:1 51 0,426 331 95 201
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» Acilarea alcoolilor secundari catalizat de lipaze imobilizate prin entrapare n
sol-gel combina# cu adsorktie

Tabelul 8. Acilarea 2-hexanolului folosind lipaz imobilizata prin metoda combinati

Cod Silani precursori C Ay MNreg e.e. E
preparat PhTMOS:VTMOS:TMOS (%)
enzimatic (umol-h*-mg?h) (%) (%)
(raport molar)

AK nativa - 32 1,334 - 74 9
AK4 1:1:1 24 0.196 135 86 17
AK5 1,6:0,4:1 23 0.190 141 86 17
AK6 0,4:1,6:1 11 0.085 55 98 111

PShativa - 31 1.227 - 80 13
PS4 1:1:1 31 0,196 744 86 18
PS5 1,6:0,4:1 30 0,190 788 86 18
PS6 0,4:1,6:1 26 0,085 534 86 17

CALB nativa - 23 0,900 - 93 36
CALB4 1:1:1 37 1,299 961 99 360
CALB5 1,6:0,4:1 43 1,477 1104 99 449
CALB6 0,4:1,6:1 32 1,108 544 99 316

Tabelul 9. Acilarea 2-heptanolului folosind lipaz imobilizata prin metoda combinati

Cod Silani precursori C Ay Neg €. E
preparat PhTMOS:VTMOS:TMOS (%)
enzimatic (mol-h™.mg") (%) (%)
(raport molar)

AK nativa - 34 1,416 - 70 8
AK4 1:1:1 29 0,238 155 76 10
AK5 1,6:0,4:1 29 0,233 162 78 11
AK6 0,4:1,6:1 7 0,058 36 76 8

PShativa - 16 0,630 - 86 16
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PS4

1:1:1 24 0,220 1104 86 18
PS5 1,6:0,4:1 33 0,256 1331 86 19
PS6 0,4:1,6:1 14 0,128 533 88 18
CALB 1a1va - 7 1,247 - 98 106
CALB4 1:1:1 41 1,241 878 98 183
CALB5 1,6:0,4:1 38 1,279 915 98 178
CALB6 0,4:1,6:1 51 1,534 720 96 134
Tabelul 10. Acilarea 2-octanolului folosind lipa imobilizata prin metoda combinati
Cod Silani precursori C Ay Neg €.€. E
preparat PhTMOS:VTMOS:TMOS (%) e ”
enzimatic (raport molar) (umo ma) 0900
AK naiiva - 45 1,853 - 50 4
AK4 1:1:1 43 0.353 176 56 5
AK5 1,6:0,4:1 36 0,304 162 54 4
AK6 0,4:1,6:1 11 0,094 44 42 3
PShaiva - 19 0,798 - 74 8
PS4 1:1:1 37 0,327 1641 74 10
PS5 1,6:0,4:1 40 0,359 1888 72 10
PS6 0,4:1,6:1 25 0,242 1008 74 9
CALB pativa - 20 0,842 - 89 21
CALB4 1:1:1 37 1,216 780 95 68
CALB5 1,6:0,4:1 33 1,098 712 95 62
CALBG6 0,4:1,6:1 33 1,116 475 95 62
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» Acilarea alcoolilor secundari catalizat de lipaze imobilizate prin legare

covalenti

Tabelul 11. Acilarea 2-hexanolului folosind lipa# imobilizata prin legare covalenti pe particule

magnetice
Cod C Ay Nreg e.e. E
preparat (%) P
enzimatic (umol-h™-mg’) (%) (%)
AK pativa 32 1,334 - 74 9
AK7 17 0,149 8 84 12
PS nativi 31 1,227 - 80 13
pPS7 4 0,034 1 74 7
CALB paiva 23 0,900 - 93 36
CALB7 23 0,189 12 98 99
CALB8 17 0,136 8 98 99

Tabelul 12. Acilarea 2-heptanolului folosind lipa# imobilizata prin legare covalent pe particule

magnetice
Cod C Ay MNreg e.e. E
preparat (%) 4
enzimatic (umol-h™-mg?) (%) (%)
AK nativa 34 1,416 - 70 80
AK7 8 0,064 3 82 10
PS ativa 16 0,630 - 86 16
PS7 5 0,046 4 78 8
CALB pativa 7 1,247 - 98 106
CALBY7 8 0,067 3 96 49
CALB8 9 0,076 3 96 49
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Tabelul 13. Acilarea 2-octanolului folosind lipa imobilizata prin legare covalenti pe particule

magnetice
Cod C Ay MNreg e.e. E
preparat (%) 4
enzimatic (umol-h™-mg’) (%) (%)
AK' naiva 45 1,853 - 50 4
AK7 11 0,088 3 66 5
PSnativa 19 0,798 - 74 8
PS7 4 0,033 2 78 8
CALB naivs 20 0,842 - 89 21
CALBY7 5 0,040 3 98 99
CALB8 5 0,042 3 98 99

Existd diferente evidente intre activitateg selectivitatea enzimelor imobilizate Tn fuiec de
proveniema lor, metodasi condkiile de imobilizare, structura substratului, ceesa aonfirma

faptul & s-a elaborat o metodologie flexibilcare va permite gimerea unor preparate
particularizate in furiee de substratul investigat.

Activitatea 1.4. Diseminarea rezultatelor prin partcipare la o conferinta nationala

In conformitate cu planul de actigit al proiectului, s-a realizat diseminarea printjgépare cu
doui lucrari la cea de-a XXXIlll-a Confergi Naionak de Chimie, cea mai important
manifestare de acest gen din Romania, organidat Societatea de Chimie din Roméania in
perioada 1-3 octombrie 2014 lalinanesti-Caciulata. Rezumatele luanilor au fost publicate in
volumul de rezumate al conferan

1. Francisc Peter, Cristina Paul, Emese Bir0, Am@m@odea, Enzyme immobilization, a
possible way towards industrial biocatalystee XXXIl1-rd Romanian Chemistry Conference,
Calimanssti-Caciulata 1-3 October 2014 (confegirin se¢iunea l) .

2. Cristina Paul, Paula Borza, Francisc Peter, tiinesolution of secondary alcohols by a
nanoscale biocatalyst system uskiPgpudomonas fluorescens lipase, The XXXIII-rd Romanian
Chemistry Conference, Calimanesti-Caciulata 1-3 October 2014 (poster).

In afati de aceagtmanifestare dinari, s-a participat cu dauucrari sub forni de poster la cea
mai importard conferina de biocataliz organizai in anul 2014, Biocat 2014 din Hamburg,
aflatd la cea de-a 7-a ati. Rezumatele ludrilor au fost publicate Tn volumul de rezumate al
conferirtei.
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1. Cristina Paul, Paula Borza, Francisc Peter, Msilgine precursors system for combined sol-
gel entrapment and adsorption @&ndida antarctica B lipase,7th International Congress on
Biocatalysis, Hamburg 31 August - 4 September 2014.

2. Adinela Cimporescu, Anamaria Todea, Franciser?&tereoselective acylation of metoprolol
catalyzed by lipases/th International Congress on Biocatalysis, Hamburg 31 August - 4
September 2014.
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