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Introducere

In ultima jumé&tate de secol, motivatia specialistilor in domeniul chimiei
organice s-a modificat semnificativ, de la dorinta de a obtine pe orice cale
diversi compusi cu structuri cat mai complexe, la atentia pentru aplicatiile
acestora si pentru conditiile in care se desfasoara reactiile chimice. Astfel,
domenii precum chimia terapeutica, care are ca scop identificarea
moleculelor cu activitate biologica remarcabila, si chimia verde, ce are ca
deziderat reducerea impactului asupra mediului, au cunoscut o dezvoltare
fara precedent.

Biocataliza reprezinta utilizarea catalizatorilor obtinuti din surse biologice,
precum celule intregi sau enzime, pentru a realiza transformari chimice.
Implicarea enzimelor in sinteza organica a céastigat importanta in cea de-a
doua jumatate a secolului XX, iar evenimente precum aparitia tehnologiei
ADN recombinant si dezvoltarea evolutiei directionate au adus
biocatalizatorii in laboratoarele de chimie organica si de biotehnologie,
unde utilizarea acestora a fost supranumita ,biotehnologie alba” (engl.
white biochemistry) (Reetz 2013). Biocatalizatorii sunt obtinuti din surse
regenerabile si sunt utilizati in practicd, pentru a cataliza reactii ce se
desfasoara cu vitezd mare, cu consum redus de energie si in conditii
blande de procesare, pentru obtinerea de bioderivati cu inocuitate ridicata,
in conditii de siguranta pentru mediul inconjurator si fiintele vii.

Reactiile de cicloaditie sunt utilizate in obtinerea heterociclurilor cu
structuri  diverse. Indolizinele reprezintd o clasd de compusi
heteroaromatici cu doué cicluri condensate, a cate cinci respectiv sase
atomi, avadnd un atom de azot in comun. Aceasta clasa de compusi
prezintd un interes deosebit pentru numeroase grupuri de cercetatori,
datorita proprietatilor fluorescente dar si a activitatii biologice prezentate
de compusii izolati pana in prezent. Astfel, unele indolizine au activitate
antiinflamatorie, antivirala, antioxidanta, fiind vizate pentru a trata
cancerul, bolile cardiovasculare si infectiile cu virusul HIV (Shen 2010).

Compusii indolizinici pot fi obtinuti in etape, alchiland azotul piridinei,
bipiridilului sau altor derivati, sarea cuaternara de piridiniu obtinuta fiind
ulterior pusa in reactie cu alchena sau alchina doritd. Cercetarile au indicat
ca sarurile cuaternare de piridiniu, precum si sarurile biscuaternare au
numeroase proprietati antibacteriene cu spectru larg, inclusiv impotriva
unor tulpini de Staphylococcus aureus, rezistente la meticilind sau
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Enterococcus faecalis, rezistente la vancomicina (Pernak 2001,
Chanawanno 2010).

Aceste reactii se desfasoara la temperaturi Tnalte si sunt adesea
promovate de oxidanti precum CrOgs, tetrakispiridincobalt (Il) dicromat sau
MnO: si de baze, cum ar fi trietilamina sau carbonatul de potasiu. Reactiile
se pot desfasura Tn solventi nocivi precum N, N’-dimetilformamida, N-metil
pirolidona, 1,2-epoxipropan, tetrahidrofuran (Liu 2010, Georgescu 2009,
Wang 2006, Furdui 2006, Rotaru 2005, Wu 2003,). De asemenea, reactia
se poate desfasura ca o reactie multicomponent, adaugand simultan in
mediul de reactie heterociclul, agentul alchilant - un derivat halogenat si
dipolarofilul - o alchena sau o alchina.

Teza de doctorat intitulatda ,Procese de biotransformare pentru
obtinerea unor compusi organici biologic activi” a urmarit identificarea
unor noi cai de sinteza si biosinteza eficiente si a unor biocatalizatori
(enzime comerciale si culturi de microorganisme selectionate) pentru a
obtine derivati indolizinici si precursori ai acestora. Dupa obtinerea,
purificarea si caracterizarea acestora, s-a testat activitatea biologica,
realizand studii pentru determinarea activitatii antimicrobiene, antioxidante
si anti-acetilcolinesterazice.

Obiectivele stiintifice vizate au fost urmatoarele:

= |dentificarea unor metode eficiente, neconventionale, in domeniul
chimiei verzi, pentru a obtine precursori indolizinici: saruri cuaternare
de amoniu si alchine activate prin grupari atragatoare de electroni.

= |dentificarea si selectia unor biocatalizatori (enzime comerciale si
culturi de microorganisme) si studiul conditiilor de biotransformare
pentru obtinerea unor derivati indolizinici cu puritate ridicata.

= Evaluarea activitatii biologice a compusilor organici obtinuti (activitatea
antimicrobiana, antioxidantd si anti-acetilcolinesterazica), prin patru
metode moderne de analiza, pentru a putea contura cat mai bine
potentialele aplicatii ale acestora.

Pentru indeplinirea activitatilor de cercetare prevazute in programul de
studii doctorale, in acord cu obiectivele stiintifice formulate, s-a utilizat
infrastructura laboratoarelor:
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e Centrul integrat de cercetare si formare pentru biotehnologie aplicata
in industria alimentara, Platforma Bioaliment (www.bioaliment.ugal.ro),
Facultatea de Stiinta si Ingineria Alimentelor, Universitatea Dunarea de
Jos, Galati, Romania.

e Laboratoarele Facultatii de Stiinte si Mediu, Universitatea Dunéarea de
Jos. Galati, Romania.

e Laboratoarele Departamentului de Farmacochimie Moleculara,
Universitatea Joseph Fourier, Grenoble, Franta.

Studiile doctorale au fost sustinute financiar de Programul Operational
Sectorial Dezvoltarea Resurselor Umane POSDRU/107/1.5/S/76822 -
Calitatea si continuitatea formarii in cadrul ciclului de studii
doctorale - TOP ACADEMIC.

Teza de doctorat contine 177 pagini, in care sunt incluse 30 de scheme de
reactie, 8 scheme-bloc, 88 de figuri si 33 de tabele. Studiul documentar
reprezinta 15% iar partea experimentala 85%.

Teza de doctorat cuprinde cinci sectiuni, Studiul documentar; Partea
experimentala; Concluzii generale; Contributii originale si
perspective; Referinte bibliografice si Diseminarea rezultatelor
cercetarii.

|. STUDIUL DOCUMENTAR cuprinde 4 capitole in care se prezinta stadiul
actual al realizarilor stiintifice si aplicative Tn ceea ce priveste metodele de
obtinere si aplicatiile precursorilor si derivatilor indolizinici si metodele
moderne de determinare a activitatii biologice a compusilor organici. De
asemenea, sunt prezentate si date din literatura de specialitate cu privire
la activitatea biologica a compusilor organici cu structuri asemanatoare cu
cele ale compusilor obtinuti in cadrul studiilor experimentale. Tn lipsa
lucrérilor stiintifice cu privire la obtinerea indolizinelor prin biocataliza, se
exemplifica diverse procese generale de biotransformare,
particularizandu-se prin reactii variate biocatalizate, utilizand fie preparate
enzimatice brute fie enzime comerciale.

Capitolul 1, intitulat Reactii de cicloaditie, cuprinde clasificarea acestor
tipuri de reactii, precum si detalii asupra reactilor de cicloaditie 1,3-
dipolare, tipul de reactie de cicloaditie prin care se urmareste obtinerea
derivatilor indolizinici. Sunt prezentate de asemenea metode de obtinere a
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dipolilor-1,3 - cicloimoniu-ilidele si dipolarofililor corespunzatori - alchine
sau alchene activate prin grupari atrdgatoare de electroni.

Capitolul 2, intitulat Compusi cu structura indolizinica, este structurat
in 2 subcapitole care se refera la structura, metodele de obtinere si
importanta practicd a indolizinelor studiate pana in prezent. in acest
capitol sunt prezentate mai multe cai de sintezd urmate de diversi
cercetatori, punandu-se in evidentd laturile nocive pentru mediu si
sanatate cum ar fi solventii toxici sau utilizarea catalizatorilor costisitori,
obtinuti din surse neregenerabile sau consumul ridicat de energie datorat
utilizarii unor temperaturi ridicate, aceste aspecte fiind preluate din
lucrarile stiintifice publicate anterior acestui studiu. De asemenea, este
prezentata importanta practica a compusilor sintetizati, punandu-se accent
pe studile Tn care s-a demonstrat activitatea biologica a derivatilor
indolizinici.

Capitolul 3 se intituleaz& Procese ecoeficiente de biocataliza. in acest
capitol sunt prezentate diverse reactii de biotransformare, in urma carora
se obtin compusi organici cu structuri organice foarte variate. Tn acest mod
s-a evidentiat faptul ca biocataliza poate conduce la noi compusi ce nu pot
fi obtinuti pe cai clasice de cataliza, dar si la obtinerea unor noi compusi,
in conditii blande de reactie, utilizdnd catalizatori obtinuti din surse
regenerabile. Literatura de specialitate nu include lucrari stiintifice in care
derivatii indolizinici sa se obtina prin biotransformare. Dealtfel, in literatura
nu exista referinte cu privire la reactii de cicloaditie 1,3-dipolare realizate
prin biotransformare.

Capitolul 4, intitulat Determinarea activitatii biologice a compusilor
organici, cuprinde 3 subcapitole si include o trecere in revistd a metodelor
descrise in literatura de specialitate, cu privire la determinarea activitatii
antimicrobiene, antioxidante si anti-acetilcolinesterazice. De asemenea,
este prezentatad activitatea antimicrobiana si antioxidantd a unor compusi
organici cu structura similara celor obtinuti Tn cadrul studiilor
experimentale, precum si activitatea anti-acetilcolinesterazicd a unor
compusi cunoscuti ca avand activitate anti-acetilcolinesterazica,
considerati de referinta.
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Il. PARTEA EXPERIMENTALA cuprinde trei capitole ce prezints
desfasurarea si rezultatele studiilor experimentale, incluzand subcapitole
ce descriu obiectivele stiintifice, materialele si metodele de investigare,
rezultatele si discutiile precum si concluziile partiale ale fiecarui capitol.

Capitolul 5, Obtinerea precursorilor indolizinici, prezintd studiul
experimental realizat cu scopul de a obtine compusi organici ce ar putea fi
utilizati ca precursori ai derivatilor indolizinici, si anume doua clase de
compusi: saruri cuaternare de piridiniu si alchine activate.

Obiectivele stiintifice vizate au fost urmatoarele:

= Obtinerea de noi sintoni pentru reactii de cicloaditie (de tipul sarurilor
cuaternare de piridiniu si alchine activate), prin reactii clasice sau
biocatalizate.

= |dentificarea unor metode noi in scopul cresterii randamentului reactiilor
cunoscute Tn literatura, cresterea eficientei economice, conducerea
proceselor la o temperatura mai redusa, intr-un timp mai scurt, folosind
solventi cu toxicitatea scazuta.

Metodele de investigare abordate au fost:

¢ Sinteze chimice clasice si biocatalizate: realizate in diversi solventi,
sub tratament termic conventional dar si neconventional, prin activare
cu microunde si ultrasunete;

e Metode cromatografice: cromatografie pe strat subtire (TLC),
cromatografia de lichide de inalta performanta (HPLC);

e Metode spectrale: spectrometrie de rezonantd magnetica nucleara,
spectrometrie de masa, spectrometrie in domeniul IR.
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Schema procedeului general de N-alchilare prin activare cu ultrasunete

‘ Dizolvarea aldoximelorin acetond ‘

l

| Adiugarea derivatului halogenat |

]

incilzire in baie de ultrasunete, sub

Temperaturd

optimd: 50-55°C reflux

Timp optim de Urmdrire prin cromatografie pe strat
reactie: 6 h subtire

‘ Congelarea amestecului de reactie

|

‘ Filtrare si spalare cu acetond

|

Analiza RMN a produsului

Duratd optima de
congelare: 18 h

Schema 1. Procedeul general de N-alchilare (obtinere a sarurilor de piridiniu) prin activare cu
ultrasunete

Tn ceea ce priveste sarurile cuaternare de piridiniu, sunt prezentate caile
de sinteza urmate pentru a obtine acesti compusi intr-un timp mai scurt,
intr-un solvent mai putin nociv, la temperaturd mai redusa, cu o mai mare
puritate si cu un randament bun, comparativ cu rezultatele descrise Tn
literatura de specialitate. S-a identificat o metoda optima, ce implica
activarea prin intermediul ultrasunetelor, ce s-a utilizat pentru a obtine 12
saruri cuaternare de amoniu, prezentata in schema 1.

Utilizand aceastd metoda au fost preparati 12 compusi, utilizand reactia
chimica prezentata in schema 2.

(Z)/N\
(Z)/N o
6\0/\© | N /\O
N R, _
L s Y e
N (o)
© _R

o]
R: -CgHs, -OCHj3

Schema 2. Reactia activatd de ultrasunete dintre 4-piridin-aldoxima (O-benzil) si derivati
halogenati reactivi
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Tn subcapitolul Obtinerea unor alchine activate s-a prezentat modul in care
s-a realizat selectia unor biocatalizatori comerciali si a conditiilor de
biotransformare precum alegerea solventului, modul de agitare si timpul si
temperatura de reactie, obtinandu-se prin biocataliza trei compusi.

Prin metode de cataliza clasica, reactia de formare a alchinelor activate
vizate conduce la obtinerea unui amestec de multipli subprodusi, ce nu pot
fi izolati, dupa cum se poate observa din figura 1.

a. b. c.

Fig. 1. Cromatograme pe strat subtire. Produsi detectati dupa 42 ore de reactie a
propiolatului de etil cu: a.  benzilamina; b. alcoolul benzilic; c.
benzilmercaptan.

In schema 3 se exemplificd metoda biocataliticd de obtinere a
benzilpropiolamidei, cu o bioconversie de 90 %.

Cantarirea enzimei CALB si
adaugarea tertbuztil- _ Adaugarea benzilaminei N Adaugarea propiolatului de
metileterului etil
Filtrarea ameszecului ce Termostatare la 50°C sub Ultrasonare 5 minute
reactie pentru el < . <
actie pentru eliminarea agitare timp de 5 ore
enzimei

| Analiza RMN |

Schema 3. Procedeul optim de obtinere a benzilpropiolamidei prin biocataliza

Benzilpropiolamida este obtinuta conform reactiei prezentate in schema 4.
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NH

/Z

[¢]

. /Lo/\ CALB

TBME
Schema 4. Obtinerea benzilpropiolamidei din benzilamina si propiolat de etil

Capitolul 6, Obtinerea unor derivati indolizinici prin biocataliza,
include rezultatele obtinute utilizandu-se reactia model de obtinere a
derivatului indolizinic, 1,1’-dietildicarboxilat-3,3’-benzoil-7,7’-bis(indolizina)
(schema 5).

Schema 5. Reactia model de obtinere a 1,1’-dietildicarboxilat-3,3-benzoil-7,7’-bis(indolizinei)

Obiectivele stiintifice vizate au fost urmatoarele:

= Selectia a sase tulpini de bacterii, noué tulpini de drojdii si sase tulpini
de mucegaiuri, din Colectia de microorganisme a Platformei de
cercetare si formare Bioaliment (indicativ MIUG), ca potentiali
biocatalizatori ai reactiei model.

= Studiul conditiilor de biotransformare utilizadnd preparate enzimatice in
stare brutd (biomasa, lichid cultural si culturéa integrald) pentru
obtinerea unor compusi indolizinici.

= Testarea eficientei biocatalizatorilor Th conditii diferite de cultivare si de
reactie, stabilindu-se astfel parametrii ce au influentd asupra
biotransformarii.

= Optimizarea procesului de biocatalizd prin modelare matematica si
analiza statistica, utilizand modelul Plackett-Burman.

= [dentificarea celui mai eficient biocatalizator si conditiilor optime de
reactie pentru a obtine derivati indolizinici.

Metodele de investigare, de modelare matematica si interpretare statistica
a datelor experimentale au fost:
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» Metode microbiologice: cultivarea microorganismelor (bacterii si fungi)
in sistem solid si submers, cu aerare si agitare, obtinerea unor
preparate enzimatice brute (mediu fermentat, biomasa si lichid
cultural).

o Metode de investigare chimica, cromatografie HPLC, cromatografie
TLC.

* Metode de modelare matematica si statistica: design al experimentelor
prin metoda Plackett-Burmann, cu doua nivele de variatie al fiecarei
dintre cele sapte variabile independente (programul Design Expert
8.0).

Compusul obtinut a fost pus in evidentda datoritd fluorescentei sale
puternice.

wd

a. b.
Fig. 2. Spectrul UV-vis (a) si cromatograma HPLC (b) ale1,1’-dietildicarboxilat-3,3’-benzoil-7,7’-
bis(indolizinei)

Tn figura 2 sunt prezentate peak-ul din cromatograma HPLC corespunzator
indolizinei obtinute din reactia model, precum si spectrul sau UV-vis,
caracteristic indolizinelor, cu maxime multiple.

Etapele cercetarii au fost structurate dupa cum urmeaza:

Selectia microorganismelor cu potential biocatalitic pentru procesele
chimice analizate. Procesul de selectie a 21 de tulpini microbiene din
Colectia de microorganisme MIUG s-a realizat pe baza toxicitatii
reactantilor reactiei model, si are ca rezultat identificarea a patru tulpini
fungice cu potential biocatalitic (Yarrowia lipolytica RD14 MIUG, Yarrowia
lipolytica RD15 MIUG, Yarrowia lipolytica RD16 MIUG, Geotrichum
candidum MIUG 27).
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Evaluarea potentialului biocatalitic al tulpinilor selectionate prezinta
obtinerea unor preparate enzimatice brute in urma cultivarii celor patru
tulpinilor fungice selectionate si utilizarea acestora ca biocatalizatori ai
reactiei model. Sunt prezentate comparativ rezultatele privind potentialul
biocatalic al preparatelor brute, obtinute cu culturile fungice selectionate Tn
conditile biotehnologice descrise anterior. S-a analizat performanta
lichidelor culturale si a mediilor fermentate, facand raportarea la cantitatea
de indolizina obtinutd pe mL de biocatalizator, dar si a mediilor fermentate
si biomaselor, facand raportarea la cantitatea de indolizina obtinutd pe mg
substanta uscata.

1000
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lichidul cultural mediul fermentat

Yarrowia lipolytica MIUG RD14

Fig. 3. Capacitatea biocatalitica a lichidului cultural si mediului fermentat obtinut prin cultivare
submersa cu agitare si aerare a tulpinii Yarrowia lipolytica MIUG RD14

Pentru exemplificare, se prezinta figura 3., in care se observa randamentul
de bioconversie al celui mai performant biocatalizator din acest subcapitol.
Este vorba despre lichidul cultural produs de Y. lipolytica MIUG RD14
obtinut dupa sase zile de cultivare in sistem submers, care conduce la
producerea de aproximativ 900 ug de indolizina /mL - zi.

Subcapitolul cuprinde si un studiu realizat pentru a determina influenta
anumitor parametri asupra procesului de biocataliza, in acest studiu
utilizdndu-se, datoritd numeroaselor avantaje pe care le ofera (Leonov
2010), o tulpina de bacterii (Pseudomonas spp.) cu proprietati biocatalitice
demonstrate in etapa de selectie. Acesti parametri, care au constituit
ulterior variabile independente in procesul de optimizare prin modelare
matematica au fost urmatorii: perioada de cultivare, concentratia de inocul,
concentratia de preparat enzimatic brut, durata si temperatura de reactie,
pH-ul solutiei tampon si tratamentului cu ultrasunete aplicat Tnaintea
incalzirii amestecului de reactie.
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In figura 4 se prezinti, spre exemplificare, capacitatea biocataliticd a
mediului fermentat (ug indolizind/mg s.u.) analizata variind diverse conditii:
varsta culturii (24 si 48 h), cantitatea de biocatalizator (500 si 1000 L) si
temperatura reactiei (25 si 50°C).

400
350 -~
300 -~
250 -~
200 -~
150
100
50 +

0 -

m25°C
m50°C

Capacitatea biocatalitica,
ug/mg su

500pL 24h500pL 48h  1000pl  1000pL
24h 48h

Fig. 4. Capacitatea biocatalitica a mediului fermentat produs de Pseudomonas fluorescens
MP11

Cel mai bun randament de bioconversie s-a obtinut cu mediul fermentat
rezultat dintro cultura in varsta de 24 de ore, cand s-au utilizat pentru
biocatalizd 500 pL, iar reactia a fost condusa la temperatura de 25°C.
Dublarea cantitatii de biocatalizator nu a condus la rezultate pozitive, in
acest caz randamentul de biotransformare reducandu-se cu aproape 50%.

Optimizarea biocatalizatorului si a conditiilor optime de biocatalizd prin
modelare matematicd si metode de analizé statisticd descrie cele zece
modele statistice obtinute Tn urma experimentelor realizate. Astfel, au fost
realizate experimente cu sase biocatalizatori, si anume mediul fermentat,
lichidul cultural si biomasa obtinute in urma cultivarii a tulpinilor
Pseudomonas fluorescens MP11 MIUG si Yarrowia lipolytica RD14 MIUG,
considerate cele mai performante.

In acest capitol se prezintd biocatalizatorul ideal si conditile de
biotransformare optime pentru reactia model. Acestea sunt mediul
fermentat produs cu tulpina Pseudomonas fluorescens MP11 MIUG
obtinut dupa 72 de ore de cultivare submersa, cu aerare, la temperatura
de 25°C, la o durata a reactiei de 72 de ore la temperatura ambianta, cu
un pretratament cu ultrasunete de 5 minute. Din reprezentarea sub forma
de cub a modelului statistic (figura 5), se observa interactiunea factorilor
semnificativi. Astfel, valoarea maxima predictionatd a capacitatii
biocatalitice se atinge atunci cand timpul de reactie are valoarea minima si
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tratamentul cu ultrasunete are valoarea maxima, adica dupa 3 zile si
respectiv 5 minute.

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual Cube
e e i capacitatea biocatalitica 2
X2 = C: canitatea de biocatalizator
X3 = E: timpul de reactie =~ 1797.75 157.069
Actual Factors 2
A varsta culturi = 36.00 I
D: temperatura de reaciie = 35.00 N
F: pH-ul solutiel tampon = 7.00 =
G: tratamentul cu ultrasunete = 2.50 ]
©
C+: 3000.00 4034.21 2079.4
a
°
°
«
< -
< 4506.58 2551.76 E+:9.00
<
ﬁ E: timpul de reactie
C-:200.00 6743.05 4788.23 E-:3.00

B-:030 B: densitatea inocululi B+ 0.70

Fig. 5. Interactiunea variabilelor incluse in model asupra efectului utilizarii mediul fermentat al
tulpinii Pseudomonas fluorescens MP11, in calitate de biocatalizator

Tn subcapitolul Obtinerea unor derivati indolizinici prin biotransformare, in
conditiile optimizate prin modelare matematica se prezinta obtinerea a 16
derivati indolizinici utilizdnd ca metodd de sinteza metoda de
biotransformare cea mai eficienta identificata prin modelare matematica.

De asemenea, in acest subcapitol se prezinta structurile si caracteristicile
acestor compusi organici obtinuti prin biocataliza, exemplificat ih cele ce
urmeaza prin produsul reactiei model.

1,1’-dietildicarboxilat-3,3’-benzoil- 7,7’-bis(indolizina) (If)

Se obfin cristale de culoare galben deschis.
P.t.= 273-274°C; M=588; n=60%,
Analiza elementala: C36H32N206
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C% H% N%
calculat: 73,46 5,44 4,76
obtinut: 73,31 5,26 4,63

Figura 6. Spectrul IR pentru 1,1"-dietildicarboxilat-3,3'-benzoil-7,7"-bis(indolizina)

Interpretarea spectrului IR (figura 6) (ATR, cm=1): 3139 (I, CHarom); 2979
(I, CHaiif); 1700 (S, C=Oester); 1645 (s, C=0); 1524, 1512, 1479, 1459, 1427
(s, C=N, C=Carom); 1341 (S, COester) 1216, 1167 (s, C-O-C); 1071 (s, C-N)

Figura 7. Spectrul RMN pentru 1,1'-dietildicarboxilat-3,3"-benzoil-7,7'-bis(indolizina)

Interpretarea spectrului '"H-RMN (figura 7) (400 MHz, CDCl3z, TMS) &/ppm:
9.98 (d, J = 7.5, 2H); 8.77(d, J = 1.2, 2H); 7.78-7.88 [m, 6H: 4H, 2H
(7.82)]; 7.42-7.73 [m, 8H: 4H, 2H, 2H (7.52, 3 =7.5,J=1.2)]; 44 (9, J =
7.2,4H); 1,43 (t, J = 7.2, 6H);

S-au obtinut randamente superioare de bioconversie, cuprinse intre 56%
si 68%, similare sau usor crescute fatd de randamentele obtinute prin
metodele descrise in literaturd. Prin biocataliza, s-a redus semnificativ
timpul de reactie, iar reactia decurge intr-o singura etapa, multicomponent
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(one-pot). De asemenea, s-a redus temperatura de reactie, un alt
beneficiu fiind si realizarea reactiei in mediul apos.

Capitolul 7, Activitatea biologica a compusilor obtinuti, include
rezultatele obtinute Tn urma testérii potentialului bioactiv al unor compusi
organici obtinuti in urma studiilor experimentale. Astfel, s-a determinat
activitatea antimicrobiana a sarurilor cuaternare de amoniu, testele
ulterioare incluzand 28 de compusi organici, saruri cuaternare de amoniu
si indolizine.

Obiectivele stiintifice vizate au fost urmatoarele:
= Testarea activitatii antimicrobiene a sarurilor cuaternare de amoniu
obtinute.

= Testarea activitatii antioxidante a sarurilor cuaternare de amoniu si
indolizinelor obtinute.

= Testarea activitatii anti-acetilcolinesterazice sarurilor cuaternare de
amoniu si indolizinelor obtinute.

Metodele de investigare utilizate au fost:
e Metoda discurilor pentru determinarea activitatii antimicrobiene.

e Metode de determinare a activitatii antioxidante: metoda reducerii
radicalului liber DPPH si metoda de decolorare a 3-carotenului.

e Obtinerea acetilcolinesterazei utilizand tesut cerebral provenit de la
Mus musculus.

e Metoda Ellman (1961) de analiza a activitati anti-
acetilcolinesterazice, utilizatd cu modificari.

Pentru evaluarea activitdtii antimicrobiene s-au utilizat ca microorganisme
indicator o serie de noua microorganisme de alterare. Sarurile cuaternare
testate au prezentat activitatii antimicrobiene moderate, cele derivate de la
4, 4'-bipiridil conducand la rezultatele cele mai slabe. Doi dintre compusi,
codificati Sb si Sd, derivati de la piridind, au efect antibacterian avansat,
inhiband cresterea si multiplicarea bacteriilor. Alte doua saruri codificate Si
si Sl, derivate de la 1, 2-bis-(4-piridil) etan au demonstrat un spectru larg
de actiune antimicrobiana, dar cu inhibare moderata.

Determinarea activitdfii antioxidante s-a realizat prin doud metode, de
reducere a radicalului liber DPPH si de decolorare a 3-carotenului, datorita
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complementaritatii celor doud metode. Se observa c&, per ansamblu,
sarurile cuaternare au avut mai buna activitate antioxidantd cénd s-a
utilizat metoda cu DPPH. Aceastd analizd s-a desfasurat in metanol,
solventul in care s-au preparat si solutiile-stoc de saruri. in acelasi timp, s-
a observat o anume influenta a gruparilor functionale care ulterior nu a fost
valabild si pentru indolizine, acest fapt punandu-se pe seama naturii
metodei, care are ca mecanism disponibilitatea de a transfera electroni
pentru a reduce radicalul liber. Astfel, sarurile cuaternare si bis-cuaternare
cuprind in molecula cationi de amoniu, care interactioneaza cu gruparile
functionale, atragand si delocalizand electroni (Apak, 2007).
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Fig. 8. Activitatea antioxidanta a dibromurii de N,N’-di(o-metoxifenacil)-4,4’-bipiridiniu (metoda
DPPH)

Rezultatele determinarii activitatii antioxidante prin metoda cu DPPH se
exemplifica prin figura 8, ce prezinta compusul cu activitatea cea mai
ridicata, care, la concentratia minima testata, reduce radicalii liberi DPPH
in proportie de peste 75 %, dupa 30 de minute de reactie.

Atunci cénd activitatea antioxidantd s-a cuantificat analizadnd potentialul
compusului de a proteja B-carotenul, indolizinele au avut o activitate usor
imbunatatita comparativ cu sarurile cuaternare de piridiniu si bis-piridiniu.
Acest fapt este explicabil prin conceptul de paradox polar, conform caruia,
in sistemul B-caroten-acid linoleic, compusii au o reactivitate cu atat mai
mare cu cat pot realiza cat mai multe interactiuni hidrofobe (Lage, 2013).
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Fig. 9. Activitatea antioxidanta a 1,2,1’,2-tetraetoxicarbonil-3,3’-bis(p-nitro-benzoil)-7,7’-
bis(indolizinei) (metoda B-caroten)
Rezultatele determinarii activitatii antioxidante prin metoda cu 3-caroten se
exemplifica prin figura 9, ce prezinta compusul cu activitatea cea mai
ridicatd, care, la concentratia minima testata, protejeaza B-carotenul de
decolorare in proportie de peste 90 %, chiar si dupa 180 de minute de
reactie.

S-a evaluat activitatea anti-acetilcolinesterazicd a compusilor organici
obtinuti, utilizand tesut cerebral provenit de la Mus musculus ca sursa de
enzima. Sarurile cuaternare de amoniu au prezentat activitati anti-
acetilcolinesterazice ridicate, demonstrand incd o data importanta
interactiunilor cation-electron 1 pentru inhibarea acestei enzime (Radic,
2001).
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Fig. 10. Activitatea anti-acetilcolinesterazica a sarurilor derivate de la 4, 4'-bipiridil

In figura 10 se prezintd activitatea anti-acetilcolinesterazicd a sarurilor
derivate de la 4, 4'-bipiridil, doua dintre acestea prezentand o bioactivitate
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remarcabild, inhiband enzima in proportie de peste 50 % la concentratia
minima testata.

lll.  CONCLUZII GENERALE, CONTRIBUTII ORIGINALE SI
PERSPECTIVE reuneste concluzille rezultate din analiza studiilor
experimentale realizate cu scopul de a obtine compusi organici biologic
activi, prin biocatalizd, dar si contributile originale la dezvoltarea
cunoasterii in domeniu.

Concluzii generale

Studiile realizate in acord cu obiectivele stiintifice ale tezei de doctorat au
vizat studiul conditilor de obtinere a indolizinelor si a precursorilor
acestora prin procese biocatalizate de enzime comerciale si preparate
enzimatice brute obtinute cu tulpini selectionate de microoganisme. S-a
evaluat activitatea biologica a compusilor obtinuti prin testarea activitatii
antioxidante, a activitdti antimicrobiene si a activitati  anti-
acetilcolinesterazice. Pe baza concluziilor partiale prezentate la finalul
fiecarui capitol din cadrul studiului experimental, este reliefatd sumativ o
serie de concluzii generale, dupa cum urmeaza:

= S-au studiat si optimizat metode rapide si accesibile pentru a obtine si
purifica numerosi compusi intermediari in reactia de cicloaditie, precum
saruri cuaternare de piridiniu ce contin sau nu functia oxima, dar si
alchine cu grupare propiolamidica derivate de la amine alifatice. Astfel,
au fost preparate si analizate 105 reactii clasice si biocatalizate,
realizate

S-au obtinut si purificat doisprezece sintoni dipolari si doi precursori ai
acestora, prin reactii chimice clasice precum si trei sintoni dipolarofili,
prin reactii biocatalizate. S-a stabilit cd metoda cea mai eficienta de a
obtine saruri cuaternare de piridiniu ce contin in molecula functia
oxima, pornind de la 4-piridin-aldehida, este de a substitui intai
oxigenul aldehidic, ca mai apoi sa se continue cu alchilarea azotului
heterociclic.

= Au fost obtinute 12 saruri cuaternare de amoniu utilizdnd metode
neconventionale, prin activare cu ultrasunete. Randamentele reactiilor
au fost cuprinse intre 85 si 96%. Utilizdnd aceasta metoda, acesti
compusi se obtin mai rapid (6 ore fatd de 10 ore de incalzire), in
solvent mai putin nociv (acetona fata de acetonitril), pastrandu-se sau
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imbunatatindu-se randamentul obtinut prin metodele descrise anterior
in literatura.

S-au obtinut randamente superioare de bioconversie pentru aminele
alifatice testate, dar si pentru alcoolul benzilic. Aceste rezultate nu au
putut fi confirmate si in cazul reactiei de formare a benziltioesterului
propiolic, intrucat enzimele si conditile de reactie testate nu s-au
dovedit a fi adecvate.

S-au studiat si selectionat pe baza rezistentei la toxicitatea a patru
concentratii diferite a reactantilor reactiei model de obtinere a 1,1'-
dietildicarboxilat-3,3’-benzoil-7,7’-bis(indolizinei), patru tulpini fungice,
trei drojdii (Yarrowia lipolytica RD14, Yarrowia lipolytica RD15,
Yarrowia lipolytica RD16) si un mucegai (Geotrichum candidum MIUG
27), pentru utilizare in calitate de biocatalizatori in reactia de obtinere a
indolizinelor.

Cu aceste patru tulpini s-au obtinut trei categorii de biocatalizatori Tn
stare bruta (mediul fermentat, biomasa si lichidul cultural), dupa 72, 96,
120, 144 de ore de cultivare in sistem submers, cu aerare, in mediul
suplimentat cu 0,01 pmoli/mL din fiecare din cei trei reactanti, 4,4'-
bipiridil, 2-bromoacetofenona si propiolat de etil.

A fost testat potentialul bioacatalitic al acestor tipuri de preparate brute
in reactia model de obtinere a indolizinelor, indentificAndu-se
preparatele care au condus la randamente de biotransformare
semnificative, dupa cum urmeaza: lichidul cultural obtinut cu tulpina
Yarrowia lipolytica RD14, dupa sase zile de cultivare, mediul fermentat
obtinut cu tulpina Yarrowia lipolytica RD15, dupa cinci zile de cultivare
si biomasa produsa de Geotrichum candidum MIUG 27, dupa trei zile
de cultivare.

Studii similare au fost realizate si pentru produsele de fermentatie
obtinute cu tulpina de bacterii Pseudomonas fluorescens MP11.
Utilizarea acestei bacterii ofera o serie de avantaje biotehnologice si
anume: este activa la temperaturi scazute, produce lipaza
extracelulard activa la temperaturi scazute, se Thmulteste mult mai
rapid comparativ cu fungii, se dezvolta prin cultivare Th mediul minimal.
Au fost analizat si efectul altor parametri si anume: durata de cultivare,
concentratia de inocul, concentratia de preparat enzimatic, durata si
temperatura de reactie.
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Prin modelare matematica s-a studiat si optimizat efectul unor
parametri biotehnologici si ai procesului de biocatalizd asupra
randamentului de biocataliza, corelat cu tipul de biocatalizator (mediul
fermentat, biomasa si lichidul cultural), pentru cele mai performante
dintre tulpini - Yarrowia lipolytica RD14 si Pseudomonas fluorescens
MP11. S-au stabilit conditile optime de biocataliza pentru reactia
model, care s-au aplicat ulterior pentru a se obtine derivati indolizinici.

= Au fost obtinuti 16 derivati indolizinici prin reactii biocatalizate.
Biocatalizatorul, mediul fermentat obtinut cu tulpina Pseudomonas
fluorescens MP11, obtinut dupa 72 de ore de cultivare, la temperatura
de 25°C, a condus la randamente de reactie de bune, cuprinse intre 56
si 68%, comparabile cu cele descrise in literatura de specialitate.

S-a demonstrat ca, prin biocataliza se reduce semnificativ timpul de
reactie, reactia desfasurandu-se ca o reactie multicomponent (one-
pot). De asemenea, se reduce temperatura de reactie, consumul
energetic este redus, iar reactia este condusa in mediul apos.

= S-a analizat activitatea antimicrobianad, antioxidantd si anti-
acetilcolinesterazica a  compusilor obtinuti.  Pentru  analiza
antimicrobiana au fost selectate doar sarurile cuaternare de amoniu,
proprietatile antibacteriene si antifungice ale unor compusi cu structura
similara fiind cunoscute n practica industriala, medicala si cosmetica.
Testele de inhibitie au utilizat metoda discurilor, de difuzie in agar si s-
au realizat testdnd noua tulpini de microorganisme indicator,
analizdndu-se 540 de probe. in general, sarurile cuaternare au
prezentat activitati antimicrobiene moderate, cele derivate de la 4, 4'-
bipiridil conducand la rezultatele cele mai slabe. Doi dintre compusi,
bromura de N-(p-metoxifenacil)-4-aldoxi-piridiniu (Sb) si bromura de N-
carbometoxi-4-aldoxi(O-benzil)-piridiniu (Sd), derivati de la piridina, s-
au evidentiat inhiband puternic cresterea bacteriilor. Alte doua saruri,
dibromura de N,N’-di(o-metoxifenacil)-4,4’-bipiridiniu (Si) si dibromura
de N,N’-di(p-nitrofenacil)-4,4’-bipiridiniu (Sl), au demonstrat un spectru
larg de actiune, dar cu capacitate de inhibare moderata.

Activitatea antioxidanta, cuantificatd prin doua metode si activitatea
anti-acetilcolinesterazicd au fost evaluate pentru 31 de compusi, tofi
cei 28 de compusi organici obtinuti si trei substante de referinta.

In urma analizei activitatii antioxidante a unor s&ruri cuaternare de
amoniu preparate prin metode de activare neconventionale, din
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perspectiva capacitatii de neutralizare a radicalului liber DPPH, s-au
identificat doi compusi cu activitate antioxidanta superioara, cu IC 50
sub 20 pg/mL, si un compus cu IC 50 putin peste 20 ug/mL dar cu o
viteza de reactie foarte buna. Acestia au fost dibromura de N, N'-
difenacil-bipiridiniu (Sg), dibromura de de N,N’-di(o-metoxifenacil)-4,4’-
bipiridiniu (Si), respectiv dibromura de N, N'-di(p-metoxifenacil)-
bipiridiniu (Sh).

In urma analizei activitatii antioxidante a compusilor indolizinici, prin
metoda reducerii radicalului liber DPPH, s-a constatat ca 1,2,1’,2'-
tetraetoxicarbonil-3,3’-bis(p-bromo-benzoil)-7,7’-bis(indolizina) (Ik) are
IC 50 sub 20 pg/mL si o viteza de reactie mare, la o concentratie de 40
pg/mL prezentdnd o activitate antioxidantda de aproape 52 % dupa
numai 5 minute de reactie.

Dintre sarurile cuaternare de amoniu, cea mai buna activitate
antioxidanta prin metoda decolorarii B-carotenului a fost aceea a unei
sari derivate de la piridina, bromura de N-fenacil-4-aldoxi(O-benzil)-
piridiniu (Se), 85%, dupa 180 de minute, la o concentratie de 40
pg/mL.

Tn urma analizei activitatii antioxidante a compusilor indolizinici prin
metoda decolorarii B-carotenului s-au remarcat doi compusi, cu
activitati antioxidante superioare substantelor de referinta analizate.
Compusul 1,2,1’,2’-tetraetoxicarbonil-3,3’-bis(p-nitrobenzoil)-7,7’-
bis(indolizina) (Im) si 1,2-bis [1'-etilcarboxilat-3'-(p-nitrobenzoil)-7'-
indolizin]etan (Ip), care au prezentat o foarte buna stabilitate in timp,
cu valori ale activtatii antioxidante de 91% respectiv 89%, la
concentratia minima analizata, dupa 180 de minute.

Sarurile  cuaternare de amoniu prezinta activitate  anti-
acetilcolinesterazica ridicata, trei saruri au avut IC 50 sub concentratia
minima testatd, 20 pg/mL: bromura de N-fenacil-4-aldoxi(O-benzil)-
piridiniu (Se), bromura de N, N'-difenacil-bipiridiniu (Sg), ce prezinta o
inhibitie de peste 76% la 20 pg/mL, si bromura de N, N'-di(p-
metoxifenacil)-bipiridiniu (Sh).

Dintre compusii indolizinici s-a remarcat 1,2,1',2’-tetraetoxicarbonil-
3,3’-bis (p-bromobenzoil)- 7,7’-bis(indolizina) (Ik), cu o valoare IC 50
de aproximativ 30 pg/mL, aceeasi indolizind care a prezintd cea mai
buna activitate antioxidanta de reducere a radicalului liber DPPH.
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Douézeci si opt de compusi au fost obtinuti si analizati si s-a dovedit
activitatea biologica remarcabila a unora dintre compusii sintetizati.

O sare cuaternara derivata de la piridiniu, bromura de N-fenacil-4-
aldoxi(O-benzil)-piridiniu  (Se), a avut cea mai buna activitate
antioxidanta prin metoda decolorarii f-carotenului dintre toate sarurile
cuaternare, si una dintre cele mai bune activitati anti-
acetilcolinesterazice dintre toti compusii analizati. Dintre sérurile
derivate de la 4, 4'-bipiridil s-au remarcat doi compusi, dibromura de N,
N'-difenacil-bipiridiniu (Sg) si dibromura de N, N'-di(p-metoxifenacil)-
bipiridiniu (Sh), cu rezultate foarte bune Tmpotriva radicalului liber
DPPH dar si de inhibare a acetilcolinesterazei. Dibromura de N,N’-di(o-
metoxifenacil)-4,4’-bipiridiniu (Si), derivata de la 1, 2-(4-bispiridil)-etan
a demonstrat o foarte buna activitate prin metoda cu DPPH, iar in
testele antimicrobiene s-a dovedit a fi un compus cu spectru larg de
actiune.

Trei dintre derivatii indolizinici au condus la rezultate deosebite.
Astfel,1,2,1’,2’-tetraetoxicarbonil-3,3’-bis(p-nitrobenzoil)-7,7’-
bis(indolizina) (Im) si 1,2-bis [1'-etilcarboxilat-3'-(p-nitrobenzoil)-7'-
indolizinletan (lp) au fost cei mai activi compusi ce s-au opus
decolorarii B-carotenului. Dar cel mai performant compus din aceasta
clasa a fost 1,2,1’,2’-tetraetoxicarbonil-3,3'-bis (p-bromobenzoil)- 7,7’-
bis(indolizina) (Ik), care a fost indolizina cu cea mai mare activitate
impotriva radicalului liber DPPH si impotriva acetilcolinesterazei.

Contributii la dezvoltarea cunoasterii si perspective de
continuare a cercetarilor

Originalitatea cercetarilor efectuate, in concordantd cu obiectivele
stiintifice ale tezei de doctorat, se concretizeaza printr-o serie de
elemente de noutate, care sporesc valoarea stiinfifica a studiilor realizate.

Contributiile originale ale tezei de doctorat pot fi sintetizate dupa cum
urmeaza:

= S-au realizat reactii de cicloaditie, utilizadnd biocatalizatori obtinuti cu
microorganisme selectionate, in scopul obtinerii unor compusi
heterociclici cu nucleu de indolizina. Studiile realizate in premiera
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compara potentialul biocatalitic al mediului fermentat, biomasei si
lichidului cultural , in conditiile in care in literatura de specialitate exista
doar cateva studii care compara activitatea enzimatica si biocatalitica a
lichidului cultural si biomasei. De asemenea s-au utilizat pentru prima
oara biocatalizatori, obtinuti in laborator si comerciali, pentru cresterea
randamentului si puritatii produsilor unor reactii de cicloaditie 1,3-
dipolara.

Obtinerea compusilor indolizinici prin biotransformare a fost studiata
pentru prima data in mediu apos neutru, la diverse temperaturi si prin
activare cu ultrasunete. Majoritatea studiilor descrise de literatura de
specialitate aratd ca indolizinele obtinute prin reactii de cicloaditie
intermolecularéd au necesitat tratament termic, solventi organici si
mediu bazic sau catalizatori de tipul acizilor Lewis sau a complecsilor
cu Pd, reactii care implica consum mare de energie, solventi toxici,
catalizatori costisitori.

Au fost obtinuti prin metode originale de biocataliza cinci compusi noi
si douazeci si trei de compusi cunoscuti. Pentru acesti 28 de compusi
a fost analizata pentru prima data activitatea biologica. Doi dintre
acestia au mai fost testati anterior, dar numai din perspectiva activitatii
antimicrobiene. Pana in prezent, niciunui derivat indolizinic nu i-a fost
testata activitatea antioxidanta prin metoda cu B-caroten, iar sarurile
cuaternare de amoniu nu au fost analizate nici prin metoda cu DPPH.

= In urma acestui studiu s-au identificat sapte compusi cu activitate
biologica remarcabild si metode eficiente pentru a-i obtine prin
biocataliza.

Din punctul de vedere al aplicatiilor compusilor obtinuti, cercetarile pot
continua prin teste de citotoxicitate, dar si in directia stabilirii unor relatii
structura-proprietati, prin studii de docking molecular. In ceea ce priveste
inhibitia acetilcolinesterazei, se pot realiza si studii de determinare a
constantei de inhibitie. Majoritatea indolizinelor obtinute prezinta
fluorescentd, aceasta proprietate puténd fi analizatd n studii viitoare.
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