Raport stiintific sintetic al proiectului
AMONIAC LIAZE SI AMONIAC MUTAZE NATIVE SI MUTANTE IMOBILIZATE
PENTRU OBTINEREA ANALOGILOR DE ALFA- SI BETA-FENILALANINA
pentru anul 2014

OBIECTIVUL 1: SINTEZA SI CARACTERIZAREA SUBSTRATURILOR PENTRU ENZIMELE OBTINUTE

1. Sinteza chimica a a- si f-arilalaninelor nenaturale racemice si a acizilor acrilici corespunzitori

Tn vederea investigarii activitatii enzimelor fenilalanin amoniac-liaza (PAL), respectiv fenilalanin aminomutaza
(PAM), au fost sintetizate prin procese chimice conventionale (Figura 1.) o serie de a- si B-aril- si heteroarilalanine
racemice, analogi nenaturali ai a- si B-fenilalaninei.

Sinteza compusilor porneste de la (hetero)aril-aldehidele corespunzitoare. In prima fazi, pentru obtinerea
acizilor 2-amino-3-((hetero)aril-2-il)propionici aldehidele au fost supuse unei etape de reducere cu NaBH, in MeOH
fa alcoolii corespunzatori. Halogenarea alcoolilor cu clorura de tionil in CH,Cl;, si in prezentd de benzotriazol
conduce la formarea cloroderivatiilor, care printr-o etapa de cuplare cu dietil-2-acetamido-malonat produc dietil-2-
acetamido-2-(aril-metil)-malonati. Prin hidroliza bazicé in solutie de 10% NaOH, urmata de decarboxilare in toluen
la reflux se obtin acizii 2-acetamido-3-(hetero)aril-propionici. Deprotejarea gruparii amino are loc in solutie de 18%
HCI la reflux (Figura 1, Calea 1.).

Acizii 3-amino-3-((hetero)aril-2-il)propionici au fost obtinuti prin reactie Rodionov modificat. Cuplarea
aldehidelor cu acetat de amoniu si acid malonic are loc in prezenta de acetat de sodiu si o cantitate cataliticd de apa.
Drept solvent se foloseste 2-propanol (Figura 1, Calea 2.).

Sinteza acizilor (E)-3-(hetero)aril acrilici consta in 2 etape (Figura 1, Calea 3.). Aldehidele corespunzatoare se
transforma Tn acizi acrilici etil esteri printr-o reactie de cuplare cu esterul etilic ai acidului trifenil-A>-fosfaniliden
acetic. Esterii astfel obtinuti sunt hidrolizati Tntr-o urmétoare etapa in solutie de 10% KOH, obtinand acizii acrilici

corespunzatori.
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2. Sinteza acizilor 2-amino-3-((hetero)aril-2-il)propionici.

Tntr-o solutie metanolica a (hetero)aril-aldehidei corespunzitoare (0.04 mol) s-a addugat NaBH, (0.075 mol) in
portiuni mici pand la transformarea completa a materiei prime (verificare cu TLC). Solventul a fost evaporat la
presiune scazutd, produsul a fost tratat cu solutie de HCI 10% (10 mL) si extras cu CH,Cl,. Faza organica a fost
separatd, uscata pe Na,SO, anhidru si concentrata la vid, obtindnd produsul pur.

Peste o solutie de alcool in CH,CI, uscat (30 mL) s-a adaugat benzotriazol (0.075 mol) si SOCI, (0.075 mol) in
picituri. Inainte de a adiuga intreaga cantitate de cloruri de tionil, se observd precipitarea clorohidratului
benzotriazolului. Amestecul de reactie a fost ldsat sub agitare incd 15 minute apoi solidul a fost indepartat prin
filtrare si spalat cu CH,Cl, uscat. Filtratul a fost spélat cu o solutie de HCI 10%, apoi cu apa si cu o solutie de NaOH
5%. Faza organica separata a fost anhidrificata cu Na,SO, anhidru. Produsul brut a fost uscat la presiune scazuta prin
liofilizare si folosit imediat in urmatoarea etapa.

O suspensie uleioasa de NaH 55% (19.5 mmol) a fost addugata in dimetilformamida uscatd (20 mL), amestecul
fiind agitat energic timp de 30 de minute sub argon, la temperatura camerei. In continuare, la amestecul de reactie
s-a adaugat dietil esterul acidului 2-acetilamino malonic (20 mmol), mentindndu-se astfel sub agitare inca 30 de
minute. S-a adaugat apoi derivatul clorometilenic, amestecul mentindndu-se sub agitare la temperatura camerei 3 ore
si incd 4 ore la 60°C. La final, acesta a fost turnat pe gheatd. Precipitatul obtinut a fost filtrat, uscat la vid, spalat cu
eter dietilic si folosit imediat in urmatoarea etapa.

Dietil esterul acidului N-acetil-malonic substituit (0.75 g) dizolvat in metanol a fost adaugat la o solutie de
NaOH 10%, amestecul de reactie astfel obtinut fiind refluxat timp de cateva ore. Metanolul a fost indepartat prin
evaporare la vid, amestecul de reactie a fost extras cu CH,Cl, iar pH-ul a fost ajustat la 1 cu o solutie concentrata de
HCI la -10°C. Precipitatul rezultat a fost filtrat si uscat la vid. Acidul dicarboxilic astfel format a fost suspendat in
toluen si refluxat timp de 2 ore. Dupa indepértarea solventului prin evaporare la vid s-a obtinut produsul pur.

Aminoacidul N-protejat a fost suspendat intr-o solutie de HCI 18% iar amestecul a fost refluxat timp de 6 ore,
ulterior racit la temperatura camerei, obtinandu-se astfel produsul dorit sub forma unui precipitat care a fost apoi
filtrat, uscat si in final spilat cu eter dietilic. In continuare, precipitatul a fost resuspendat in apa, s-a ajustat pH-ul
solutiei formate la 5-6, s-a mentinut astfel sub agitare timp de 30 de minute iar apoi S-a filtrat si s-a uscat la
temperatura camerei.

acid 2-amino-3-fenilpropionic: *H NMR (400 MHz, D,0) & 7.44 — 7.40 (m, 2H), 7.32 — 7.24 (m, 3H), 3.69 (t, J
= 7.0 Hz, 1H), 3.25 (dd, J = 12.4, 7.1 Hz, 1H), 2.89 (dd, J = 12.3, 7.1 Hz, 1H); *C NMR (101 MHz, D,0) & 174.27,
135.46, 130.11, 128.78, 127.00, 56.13, 36.72. HRMS Calcd for CoHy;NO, (M+)” 165.0794.Found 165.0802.

acid 2-amino-3-(tiofen-2-il)propionic: *H NMR (400 MHz, D,0): ¢ 3.38-3.49 (m, 2H), 4.05-4.08 (m, 1H), 7.10
(s, 1H), 8.10 (s, 1H), 8.17 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, D,0): ¢ 35.7, 58.0, 125.4, 127.2, 128.0, 141.2, 181.6;
HRMS Calcd for C;HgNO,S (M+)" 171.0354.Found 171.0349.

acid 2-amino-3-(furan-2-il)propionic: *H NMR (400 MHz, D,0): d 3.56-3.71 (m, 2H), 4.14-4.17 (m, 1H), 6.89
(s, 1H), 7.10 (s, 1H), 8.14 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, D,0): ¢ 34.1, 56.0, 107.9, 111.3, 142.8, 153.6, 181.8;
HRMS Calcd for C;HgNO3; (M+)” 155.0582. Found 155.0571.

acid 2-amino-3-(2-clorofenil)propionic: *H NMR (400 MHz, D,0) & 7.53 — 7.46 (m, 1H), 7.39 — 7.30 (m, 3H),
4.34 (dd, J = 8.4, 6.4 Hz, 1H), 3.52 (dd, J = 14.4, 6.4 Hz, 1H), 3.27 (dd, J = 14.4, 8.4 Hz, 1H); *C NMR (101 MHz,
D,0) 6 171.55, 133.92, 131.97, 131.76, 129.87, 129.67, 127.60, 53.03, 33.82; HRMS Calcd for CogHyCINO, (M-H)’
198.0316. Found 198.0331.

acid 2-amino-3-(4-clorofenil)propionic: *H NMR (300 MHz, D,0) & 7.01 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.88 (d, J = 8.0
Hz, 2H), 3.14 (t, J = 6.4 Hz, 1H), 2.62 (dd, J = 13.4, 5.6 Hz, 1H), 2.47 (dd, J = 13.4, 7.4 Hz, 1H); *C NMR (76
MHz, D,0) & 181.99, 136.66, 131.34, 130.63, 128.16, 57.09, 40.00; HRMS Calcd for CgHyCINO, (M-H)™ 198.0316.
Found 198.0328.

acid 2-amino-3-(2-nitrofenil)propionic: *H NMR (400 MHz, D,0) & 8.11 (dd, J = 8.3, 1.4 Hz, 1H), 7.70 (td, J
=75, 1.4 Hz, 1H), 7.55 (ddd, J = 8.5, 7.6, 1.4 Hz, 1H), 7.49 (dd, J = 7.7, 1.4 Hz, 1H), 4.11 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 3.53



(dd, J = 14.0, 6.9 Hz, 1H), 3.38 (dd, J = 14.0, 7.7 Hz, 1H); °C NMR (101 MHz, D,0) & 173.24, 148.71, 134.32,
133.17, 130.64, 129.05, 125.52, 55.26, 33.99; HRMS Calcd for C4HygN,0, (M-H)™ 209.0557 Found 209.0571.

acid 2-amino-3-(3-nitrofenil)propionic: *H NMR (400 MHz, D,0) & 8.19 (dd, J = 6.7, 1.3 Hz, 2H), 7.72 (dt, J
=7.7,14Hz, 1H), 7.64 — 7.59 (m, 1H), 4.39 (dd, J = 7.4, 6.0 Hz, 1H), 3.46 (dd, J = 14.7, 6.0 Hz, 1H), 3.35 (dd, J =
14.7, 7.5 Hz, 1H); 3C NMR (101 MHz, D,0) 6 171.18, 148.06, 136.19, 136.11, 130.24, 124.23, 122.99, 53.87,
35.18; HRMS Calcd for CgHgN,0O4 (M-H) 209.0557 Found 209.0567.

acid 2-amino-3-(4-nitrofenil)propionic: *H NMR (400 MHz, D,0) & 8.21 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.52 (d, J = 8.3
Hz, 2H), 4.36 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 3.44 (dd, J = 14.6, 6.0 Hz, 1H), 3.33 (dd, J = 14.5, 7.5 Hz, 1H); *C NMR (101
MHz, D,0) 6 171.22, 147.17, 142.23, 130.46, 124.12, 53.81, 35.44; HRMS Calcd for CgHgN,0, (M-H)  209.0557
Found 209.0571.

acid 2-amino-3-(4-bromofenil)propionic: *H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.91 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 8.64 (d, J =
7.9 Hz, 2H), 5.62 (dd, J = 7.5, 5.4 Hz, 1H), 4.71 (dd, J = 14.6, 5.5 Hz, 1H), 4.58 (dd, J = 14.6, 7.6 Hz, 1H); *C NMR
(101 MHz, CDCl3) & 180.58, 135.25, 133.45, 132.88, 122.78, 56.49, 36.90. HRMS Calcd for CgH1oBrNO, (M-H)’
242.9895 Found 242.9901.

3. Sinteza acizilor 3-amino-3-((hetero)aril-2-il)propionici.

Amestecul benzaldehidei substituite (20 mmol) cu acetat de ammoniu (35.7 mmol) si o cantitate catalitica de
H,O a fost agitat Th alcool izopropilic timp de 30 min la 50°C, apoi a fost adaugat acid malonic (15.7 mmol) si
amestecul de reactie a fost lasat la reflux timp de 8 ore. Aminoacidul format a fost filtrat la cald, spélat cu alcool
izopropilic si uscat la temperatura scazuta.

acid 3-amino-3-fenilpropionic: '"H NMR (400 MHz, D,0) & 7.47 — 7.42 (m, 2H), 7.39 (dd, J = 8.2, 6.6 Hz, 2H),
7.34 - 7.27 (m, 1H), 4.58 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 2.95 (dd, J = 12.3, 7.0 Hz, 1H), 2.70 (dd, J = 12.4, 7.0 Hz, 1H); **C
NMR (101 MHz, D,0) § 173.10, 141.51, 128.28, 127.67, 126.82, 53.03, 42.27. HRMS Calcd for CgH;;NO, (M+)’
165.0794.Found 165.0802.

acid 3-amino-3-(furan-2-il)propionic: *H NMR (400 MHz, DMSO) & 7.71 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 6.56 (d, J = 3.3
Hz, 1H), 6.47 (dd, J = 3.3, 1.8 Hz, 1H), 4.60 (dd, J = 9.5, 5.1 Hz, 1H), 3.10 (dd, J = 16.6, 5.2 Hz, 1H), 2.98 (dd, J =
16.6, 9.2 Hz, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & 170.43, 149.75, 143.43, 110.91, 109.22, 44.38, 36.06; HRMS
Calcd for C;HgNO3 (M-H)™ 154.0499. Found 154.0511.

acid 3-amino-3-(tiofen-2-il)propionic: *H NMR (400 MHz, D,0) & 7.50 (dd, J = 5.1 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 3.6
Hz, 1H), 7.10 (dd, J = 5.1, 3.6 Hz, 1H), 4.96 (t, J =7.1 Hz, 1H), 2.95 (dd, J = 15.4, 6.4 Hz, 1H), 2.90 (dd, J = 15.4,
5.9 Hz, 1H); C NMR (101 MHz, D,O) & 176.78, 138.15, 127.44, 127.08, 47.99, 40.77; HRMS Calcd for
C;HgNO,S (M-H)  170.0270. Found 170.0283.

acid 3-amino-3-(2-clorofenil)propionic: *H NMR (400 MHz, D,0) & 7.40 — 7.34 (m, 2H), 7.30 — 7.22 (m, 2H),
5.08 (dd, J = 8.0, 6.3 Hz, 1H), 3.06 (dd, J = 17.4, 7.9 Hz, 1H), 2.98 (dd, J = 17.4, 6.4 Hz, 1H); *C NMR (101 MHz,
D,0) 6 173.06, 132.89, 132.22, 131.01, 130.30, 128.02, 127.55, 47.90, 36.49; HRMS Calcd for CoHgCINO, (M-H)’
198.0316. Found 198.0328.

acid 3-amino-3-(4-clorofenil)propionic: *H NMR (400 MHz, D,0) & 7.50 — 7.40 (m, 4H), 4.82 — 4.73 (m, 1H
and solvent peak), 3.16 (dd, J = 17.2, 7.7 Hz, 1H), 3.07 (dd, J = 17.2, 6.7 Hz, 1H); *C NMR (101 MHz, D,0) &
173.21, 134.91, 133.72, 129.35, 128.66, 50.84, 37.49; HRMS Calcd for CgHgCINO, (M-H)  198.0316. Found
198.0331.

acid 3-amino-3-(2-nitrofenil)propionic: *"H NMR (400 MHz, D,0) & 8.07 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.82 (t, J = 7.5
Hz, 1H), 7.75 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.64 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 5.32 (dd, J = 7.9, 6.2 Hz, 1H), 3.27 (dd, J = 17.6, 7.9 Hz,
1H), 3.18 (dd, J = 17.6, 6.2 Hz, 1H); *C NMR (101 MHz, D,0) 5 172.94, 148.28, 134.94, 130.90, 129.53, 128.21,
125.76, 46.47, 36.97; HRMS Calcd for CgHgN,04 (M-H) 209.0557 Found 209.0568.

acid 3-amino-3-(3-nitrofenil)propionic: *H NMR (400 MHz, D,0) & 8.32 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 8.25 (dd, J = 8.2,
2.2 Hz, 1H), 7.83 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.67 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 4.79 (s, 78H), 2.88 (dd, J = 15.9, 7.7 Hz, 1H), 2.80



(dd, J = 15.9, 6.8 Hz, 1H); *C NMR (101 MHz, D,0) & 177.21, 148.14, 139.52, 133.65, 130.38, 123.83, 122.00,
52.12, 41.54; HRMS Calcd for CgHgN,O4 (M-H)™ 209.0557 Found 209.0570.

acid 3-amino-3-(4-nitrofenil)propionic: *H NMR (600 MHz, D,0) & 8.17 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.61 (d, J = 8.8
Hz, 2H), 4.86 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 3.15 (dd, J = 17.5, 7.6 Hz, 1H), 3.06 (dd, J = 17.5, 6.6 Hz, 1H); *C NMR (151
MHz, D,0) & 172.82, 148.04, 142.20, 128.46, 124.40, 50.75, 37.43; HRMS Calcd for CogHgN,O4 (M-H)™ 209.0557
Found 209.0568.

acid 3-amino-3-(4-bromofenil)propionic: *H NMR (300 MHz, D,0) & 7.55 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.28 (d, J = 8.1
Hz, 2H), 3.08 (dd, J = 17.2, 7.6 Hz, 1H), 2.98 (dd, J = 17.2, 6.7 Hz, 1H); *C NMR (75 MHz, D,0) & 178.23, 154.14,
138.72, 131.65, 129.41, 118.63, 121.00, 52.12, 41.54. HRMS Calcd for CgH;,BrNO, (M-H) 242.9895 Found
242.9907.

4. Sinteza acizilor (E)-3-(hetero)aril acrilici.

La o solutie a aldehidei (10 mmol) in 20 mL toluen uscat, s-a addugat esterul etilic al acidului trifenil-A°-
fosfaniliden acetic (12.5 mmol). Amestecul de reactie a fost refluxat timp de 2 ore, iar apoi toluenul a fost indepartat
la vid. Precipitatul a fost dizolvat intr-o cantitate minima de CH,Cl,, iar produsul brut a fost purificat prin
cromatografie pe coloani folosind ca si eluent CH,Cl,. Tn fiecare caz s-a format 2-5% izomer (Z).

Esterul acidului (E)-acrilic (10 mmol) a fost suspendat in 10% KOH (10 mL) si refluxat timp de 4 ore. Dupa
racirea amestecului de reactie la 0°C si ajustarea pH-ului la 1 folosind HCI conc., precipitatul format a fost filtrat,
spalat cu apa, uscat si purificat prin recristalizare.

acid (E)-3-fenilacrilic: '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) § 7.70 — 7.60 (m, 3H), 7.56 — 7.41 (m, 3H), 6.35 (d, J =
15.2 Hz, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & 171.43, 146.21, 134.27, 129.77, 128.99, 128.86, 118.01. HRMS
Calcd for CgHgO, (M+)™ 148.0528. Found 148.0534.

acid (E)-3-(furan-2-il)acrilic: *"H NMR (400 MHz, DMSO-dg):  6.96 (d, 1H), 7.22-7.23 (m, 1H), 7.34 (d, 1H),
7.81 (d, 1H), 8.25 (d, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO): ¢ 113.0, 113.6, 123.4, 128.1, 145.1, 152.1, 175.3. HRMS
Calcd for C;HgO3 (M+) 138.0316. Found 138.0319.

acid (E)-3-(tiofen-2-il)acrilic: *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8 7.72 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.29 (dt, J = 5.1, 1.0
Hz, 1H), 7.17 (dd, J = 3.8, 1.1 Hz, 1H), 6.97 (dd, J = 5.1, 3.6 Hz, 1H), 6.18 (d, J = 15.7 Hz, 2H); *C NMR (101
MHz, DMSO): ¢ 124.7, 128.3, 129.1, 130.5, 133.7, 141.0, 175.1. HRMS Calcd for C;H¢O,S (M+)™ 154.0088. Found
154.0080.

acid (E)-3-(2-clorofenil)acrilic: *H NMR (600 MHz, MeOD-d,) & 8.07 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.78 (dd, J = 7.6,
1.9 Hz, 1H), 7.46 (dd, J = 7.7, 1.5 Hz, 1H), 7.36 (dtd, J = 17.8, 7.4, 1.6 Hz, 2H), 6.51 (d, J = 16.0 Hz, 1H); °C
NMR (151 MHz, MeOD) 6 169.72, 141.47, 135.72, 133.79, 132.46, 131.13, 128.95, 128.56, 122.27; HRMS Calcd
for CgHsCIlO, (M-H) 181.0051. Found 181.0065.

acid (E)-3-(4-clorofenil)acrilic: *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 12.48 (s, 1H), 7.72 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.58
(d, J = 16.1 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.55 (d, J = 16.0 Hz, 1H); **C NMR (101 MHz, DMSO) & 167.46,
142.55, 134.74, 133.23, 129.96, 128.95, 120.09; HRMS Calcd for CgHsCIO, (M-H) 181.0051. Found 181.0065.

acid (E)-3-(2-nitrofenil)acrilic: *"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 8.06 (dd, J = 8.1, 1.3 Hz, 1H), 7.92 (dd, J =
7.9, 1.4 Hz, 1H), 7.85 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.76 (td, J = 7.6, 1.3 Hz, 1H), 7.65 (ddd, J = 8.7, 7.5, 1.4 Hz, 1H), 6.53
(d, J = 15.8 Hz, 1H); °C NMR (101 MHz, DMSO) & 167.33, 148.69, 139.29, 134.30, 131.24, 129.79, 129.68,
125.10, 124.25; HRMS Calcd for CgHgNO,4 (M-H) 192.0291. Found 192.0301.

acid (E)-3-(3-nitrofenil)acrilic: *H NMR (400 MHz, MeOD-d,) & 8.46 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 8.25 (ddd, J = 8.3,
2.3, 1.0 Hz, 1H), 8.02 (dt, J = 7.8, 1.3 Hz, 1H), 7.75 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 7.67 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.66 (d, J = 16.0
Hz, 1H); *C NMR (101 MHz, MeOD) & 168.07, 148.74, 142.04, 136.35, 133.36, 129.88, 124.05, 122.23, 121.27;
HRMS Calcd for CoHgNO, (M-H)  192.0291. Found 192.0303.

acid (E)-3-(4-nitrofenil)acrilic: "H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 8.14 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.88 (d, J = 8.5 Hz,
2H), 7.59 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 6.65 (d, J = 16.1 Hz, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & 167.51, 148.39, 141.76,
141.19, 129.75, 124.40, 124.11; HRMS Calcd for CHgNO, (M-H) 192.0291. Found 192.0303.



acid (E)-3-(4-bromofenil)acrilic: *"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 12.49 (s, 1H), 7.68 — 7.51 (m, 5H), 6.57 (d,
J =16.0 Hz, 1H); ®C NMR (101 MHz, DMSO) & 167.87, 143.06, 133.99, 132.30, 130.61, 123.98, 120.59. HRMS
Calcd for CoH;BrO, (M-H)™ 225.9629. Found 225.0652.

5. Sinteza compusilor nearomatici, potentiali substraturi pentru reactii catalizate de PAL

Rezultatele preliminare arata ca enzima PCPAL accepta o gama larga de substraturi noi care contin legaturi
n-conjugate. Printre acestea propargil glicina are importanta deosebitd, deoarece este un aminoacid nearomatic, dar
cu legaturi conjugate si cu aplicatie largd in chimia peptidelor. Astfel a fost elaboratd sinteza enantioselectiva a
propargil glicinei prin intermediul afenilalanin amoniacliazei.

Conform strategiei de sintezd a fost realizatd sinteza acidului acrilic 2 si a aminoacidului racemic rac-1
(Fig.2). Acidul acrilic 2 a fost sintetizat din alcoolul propargilic (Fig. 2a), printr-o reactie one-pot: oxidare cu PDC
si reactie Wittig cu trifenilfosfinilidd a aldehidei produsa in-situ, obtinidndu-se esterul corespunzator. Hidroliza
esterului a fost optimizatd, optdndu-se pentru hidroliza enzimatica catalizatd de PLE (pig liver esterase), din cauza
conditiilor blande de reactie necesare si a cauza stabilitatii scazute a acrilatului.
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="OH —~ X PLE, X COOH
@ z" PhaP=CH-COOEt =z Y =Y

(NH4),COg3, pH 6.5 2

EtOOC._ COOEt

HN._O
® e T //\T/O(%E&)Et 1. NaOH 1M, reflux //YCOOH
72 = ™5 toluen. reflux 7
NaH, THF NH-Ac 2. toluen, reflux NH-AC

1,4-dioxan
HCI 5 eq.,
reflux

COOH
=z Y

NH,
rac-1

Figura.2. Strategia de sinteza a noilor potentiale substraturi nearomatice ale enzimei PCPAL

Pentru obtinerea aminoacidului racemic rac-1 s-a pornit de la bromura de propargil care a fost cuplata cu
acetamidomalonatul de dietil activat in prealabil cu NaH. Produsul obtinut a fost hidrolizat in mediu bazic, diacidul
format a fost decarboxilat si 1n final gruparea amidica a fost hidrolizata in mediu acid. Randamentul global a fost de
35%.

Structura substantele sintetizate a fost confirmatd prin sipectrele *H, *C-RMN, si apoi utilizate ca si
substraturi in reactiile catalizate de PCPAL, cu scopul obtinerii aminoacizilor enantiopuri.

6. Sinteza acidului (E)-pent-2-en-4-inoic 6

9,5 g (56 mmol) Ph;=CH-COOEt si 10,5 g (56 mmol) piridinium-dicromat (PDC) au fost suspendate Th 100 ml
diclormetan uscat. Peste suspensie, sub agitare, a fost addugata 1,5 g (53 mmol) alcool propargilic 4 dizolvat in 10
mL de diclormetan. Reactia a fost perfectatd sub agitare (aprox. 16 h), urmata de evaporarea solventului la vid si de
purificarea produsului prin cromatografie pe coloana, folosind diclormetan ca si eluent.

Derivatul esteric 5 (200 mg) obtinut anterior a fost suspendat in 10 ml solutie tampon de (NH,4),CO3 (100 mM, pH
7.5) contindnd 20 mg de PLE (pig liver esterase), iar reactia a fost perfectatd sub agitare (200 rpm) la 37 °C. pH-ul
solutiei a fost mentinutd pe parcursul reactiei prin addugarea unei solutii de 2M NHj. Reactia a fost oprita odata



cand nu s-a mai observat modificarea pH-ului. pH-ul a fost ajustat la valoarea 10, urmata de extractie cu etilacetat.
Fazele organice reunite au fost uscate cu sulfat de sodiu, solventul a fost evaporat la vid si produsul a fost purificat
prin recristalizare din hexan.
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Figura 4. Spectrul *C-NMR al derivatului acrilic 2.

7. Sinteza propargil glicinei racemice rac-1

In amestecul obtinut din 0,85 g (20 mmol) suspensie de 55% NaH si 20 ml DMF uscata, dupa agitare timp
de 30 min sub argon s-au adaugat 19,5 mmol dietilacetamido-malonat si reactia a fost perfectata sub agitare timp de
30 min, urmata de adaugarea a 19 mmol bromura de propargil. Reactia a fost perfectatd sub agitare timp de 3 ore la
temperatura camerei, apoi 4 ore la 60 °C. Dupa ricire masa de reactie a fost turnata pe un amestec gheati-apa (100
g). Precipatatul a fost filtrat, uscat la vid iar produsul dietilacetamidomalonic a fost purificat prin recristalizare din
hexan.

Derivatul dietilacetamidomalonic obtinut (0,5 g) a fost dizolvat in 5 ml MeOH, s-au adaugat 3 ml de
NaOH 10%. Amestecul de reactie a fost agitat la 60 °C peste noapte (aprox. 12 h). Dupi evaporarea solventului,
lichidul vascos a fost extras cu acetat de etil. pH-ul fazei apoase a fost ajustat la 1cu HCI (37%), apoi precipitatul



format a fost extras Tn acetat de etil. Fazele organice reunite au fost uscate pe sulfat de sodiu. Solventul a fost
evaporat iar produsul brut a fost dizolvat in toluen si refluxat timp de 4 h, obtindndu-se N-acetilpropargilglicina
pura.

La solutia a 100 mg de N-acetilpropargilglicind in 15 ml 1,4-dioxan a fost adaugat 1 ml de HCI conc. Amestecul a
fost refluxat timp de 4h, solventul evaporat la vid iar din ichidul vascos s-a obtinut dupa spalare cu acetona un
precipatat alb care a fost filtrat, uscat si identificat ca fiind clorhidratul propargilglicinei racemice rac-1.
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Figura 5. Spectrul *H-NMR a propargilglicinei racemice rac-1.
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Figura 6. Spectrul ®C-NMR a propargilglicinei racemice rac-1.

Transformarile enzimatice
Noile substraturi 2, rac-1 sintetizate au fost testate in reactia de aditie (Figura 7a) si eliminare (Figura 7b) a
amoniacului catalizatd de PCPAL.
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Figura 7. a) reactia de aditie a amoniacului la substratul de tip acrilic 2 si b) reactia de eliminare a amoniacului din
rac-1catalizatd de PcPAL

Prin miasurarea spectrului UV-VIS a compusilor 1,2 a fost selectatd lungimea de undd 242 nm pentru
urmdrirea in timp a producerii sau transformdrii acrilatului 2 in reactia de eliminare, respectiv de aditie a
amoniacului catalizata de PAL. La aceasta lungime de unda acrilatul 2 are un maxim de absorbtie, iar aminoacidul
racemic 1 are o absorbantd minima, neglijabila fatd de absorbanta acidului acrilic 2.

Pentru a determina enantioselectivitatea proceselor enzimatice si excesul enantiomeric a aminoacizilor D-
si L, obtinute din reactia de eliminare, respectiv aditie, a fost dezvoltat o metoda de separare cromatografica chirald
a enantiomerilor aminoacidului racemic rac-1 (Fig. 8). Conditiile optime dezvoltate pe instrumentul de HPLC sunt:
coloana chirald Chiralpak Zwix+, eluent: 50 mM DEA si 6% CH3;COOH in MeOH/ MeCN/H,0, 49/49/2 (vIv),
detectie prin ELSD:

[ ELS1 A, ELSD Signal (PROPARGILIFG-AM-ST000004.0)

]

[«I [+]
Figura 8. Cromatograma propargilglicinei racemice rac-1.

Reactia de eliminare a amoniacului (Figura 7b) a fost optimizata la scara analitica la diferite concentratii
ale substratului (10-100 mM), respectiv enzima (1-10 mg/mL). A fost folositd atit enzima nativa, cat si enzima
imobilizata pe nanoparticulele magnetice functionalizate cu grupari epoxi, imobilizate prin reticulare sau legate
covalent de nanotuburi de carbon. Reactiile au fost monitorizate prin metoda UV si HPLC. Conditiile optime
determinate au fost apoi folosite pentru reactille la scard preparativa: 100 mg de aminoacid racemic 1 a fost dizolvat
in 20 ml solutie tampon (40 mM Tris, 140 mM NacCl, pH 8.8) dupa care a fost adaugata 3 ml de solutie cu PCPAL
(4 mg/ml), iar reactia a fost incubati timp de 80 h la temperatura de 30 °C. Tn cazul enzimei imobilizate pe
nanoparticule magnetice enzima a fost retinuta din solutie cu ajutorul unui magnet, Tn cazul enzimei reticulate si
imobilizate covalent prin filtrare, in timp ce pentru indepartarea enzimei native prin adsorbtie pe carbune activ
urmata de incédlzirea si filtrare. Din solutia obtinutd acrilatul 2 produs a fost izolat prin extractie la pH 1 iar D-
aminoacidul 1 rezultat a fost purificat pe 0 coloanid de schimbatori cationic Amberlyst 15. Excesul enantiomeric al
aminoacidului determinat prin metoda chirald de HPLC a fost > 98% (Fig. 9).
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Figura 9. Cromatograma D-propargilglicinei preparata prin reactie de eliminare catatlizata de PcPAL

Reactia de aditie a amoniacului (Fig. 7a) a fost optimizata, testind mai multe concentratii de substrat (2.5-
20 mM), respectiv enzima (0.5-10 mg/ml). A fost testatd atit enzima nativa cat si enzimele imobilizate. Conditiile
optime pentru reactiile la scard preparativa au fost: concentratie de substrat 5 mM, si concentratia de enzima 1
mg/ml. Astfel reactia enzimatica a fost realizatd pornind de la 50 de mg de acrilat 1 intr-o solutic de 6 M NHs,
conversia fiind unul de 90%. L-aminoacidul 1 a fost purificat asemenator reactiei de eliminare prin coloand de
schimbadtori ionici, obtindndu-se cu un randament de 68%. Enantiopuritatea produsului a fost determinata prin
cromatografia chirala ca fiind unul de 99% (Fig. 10).
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Figura 10. Cromatograma L-propargilglicinei preparata din reactia de aditie a amoniacului catatlizatd de PcPAL

Astfel a fost realizata sinteza chemoenzimatica a L- si D- propargilglicinei prin intermediul amoniac liazei
PcPAL atat in forma nativa cat si sub forma imobilizata. Acest rezultat este deosebit datorita faptului ca pana in
momentul de fatd domeniul de specificitate a enzimei PCPAL consta din substraturi aromatice si heteroaromatice,
propargilglicina, respectiv acrilatul corespunzitor fiind primul compus nearomatic acceptat ca si substrat de
catre enzima.

3. Imobilizarea enzimei PcCPAL

a. pe nanoparticule functionalizate

Nanoparticulele magnetice MagneCat-GP14 functionalizate cu grupari epoxi (108 mg) au fost suspendate in solutie
tampon Tris (3 ml, 0.1 M, pH 8.8), urmata de ultrasonare (35 kHz, 20 min) pentru obtinerea unei suspensii stabile. O
solutie de PCPAL (4 ml, 3mg/ml in solutie Tris 0.1 M, pH 8.8) a fost adaugatd suspensiei de nanoparticule
magnetice si amestecul a fost agitat (450 rpm, temperatura camerei) timp de 24 h. Proteina imobilizatd a fost



colectata cu un magnet de N48 neodinium, supernatantul a fost decantat si particulele magnetice au fost spélate de 3
ori cu solutia tampon Tris si o datd cu etanol. Enzima immobilizatd a fost uscata la temperatura camerei timp de 2h.
Concentratia in proteina ale supernatanturilor a fost determinatd prin metoda Bradford, astfel a fost calculata
cantitatea de proteind nelegata de suport. Aceste determindri au aratat ca Intreaga cantitate de proteind a fost legata
de nanoparticulele magnetice (Fig. 11).

b. Imobilizarea covalenti a PAL pe SWCNTcoon prin linker de tip GDE

SWCNTcoon (carboxi nanotuburi de carbon cu un sigur perete) s-a incubat cu carbonildiimidazol (CDI) sub agitare
la 1350 rpm timp de 12 ore, cu ultrasonare ocazionald pentru a evita formarea conglomeratelor de nanotub (Figura
11 b etapa i). Dupa activarea cu CDI proba a fost filtratid. La suspensia apoasd a nanotubului activat s-a adaugat
propan-1,3-diamina (etapa ii). Dupd cuplarea cu propan-1,3-diamina proba a fost filtrata si spalata cu apa. Glicerol
diglicidil eterul (GDE) s-a addugat peste suspensia nanotubul cuplat cu diamina in diclorometan(etapa iii). Dupa
incubare proba a fost filtrata si spalatd cu CH,Cl,. La nanotubul activat s-a adaugat PCPAL 1in solutie tampon TRIS
(iv). Dupa imobilizare biocatalizatorul rezultat (SWCNTcoon-PAL) a fost filtratd si spdlatd cu apa. Cantitatea de
PcPAL imobilizat s-a estimat din diferenta concentratiei enzimei inainte si dupa imobilizare, care a fost masurat
spectrofotometric prin metoda Bradford.
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Figura 11. a. Imobilizarea enzimei PCPAL pe nanoparticule magnetice functionalizate cu grupari epoxi. b.
Immobilizarea PcPAL pe SWCNT oo prin linker. Reactanti si solventi: i) CDI in CH,Cly; i) HoN(CH,)3NH, Tn
apd; iii) glicerol diglicidil eter in CH,Cl,; iv) PcPAL in Tris (0.1M, pH 8.8



4. Influenta unor aditivi asupra activitatii liazice a enzimei PCPAL

Pentru a stabili dacd prezenta unor aditivi poate duce la o crestere a performantelor enzimei, au fost
efectuate mai multe studii experimentale. Efectul unor solventi organici, precum si a unei serii de ioni metalici
mono- si divalenti a fost studiat in cadrul reactiei de eliminare a amoniacului din L-fenilalanina cu formare de acid
cinamic in prezenta enzimei PCPAL.

4.1. Efectul ionilor metalici asupra activititii liazice a enzimei PCPAL

Pentru a studia efectul pe care ionii metalici 1l au asupra activitatii enzimatice au fost testati urmatorii ioni
metalici: Li*, Na*, K*, Mg?*, Ba**, Mn**, Co®*, Cu?*, Zn*", la trei concentratii diferite 0.5 mM, 1.0 mM si respectiv
2.0 mM. Acestia au fost incubati la 30 °C in prezenta substratului natural. Dupd 5 min de incubare a fost adaugata
enzima, iar transformarea L-fenilalaninei in acid cinamic a fost monitorizata cu ajutorul spectrofotometrului la 290
nm timp de 5 min.

activitate reziduala (%)
(10 mM L-Phe)
ion —

metalic 0.5 mM 1.0 mM 20 mM E % -E %, §

Li 917 915 91.2 g~ ERF=
160 +

Na* 114.1 101.3 99.8
120

K* 110.3 107.9 106.0 =0.5mM
80 + 1.0 mM

Mg? 72.8 69.9 74.7 =20mu
40 ¢

Ba? 83.1 83.3 79.6

Mn2+ 160 4 118 9 118 5 ¢ ‘conlrol‘ Li+ ‘ Na+ K+ ‘Mgz+‘ Ba2+ Mn2+ ‘ ConICu2+ Zn2+ '

Co* 89.6 109.2 150.7 Efectul ionilor metalici asupra activitatii liazice

Ccu®* 90.9 72.0 44.2 a enzimei PcPAL

zn** 88.4 78.1 48.3

Valorile obtinute in cadrul experimentului indica faptul ca atat Mn®* cat si Co®* imbunititesc considerabil

.. . .o . « A . + + - e e o e
activitatea liazica a enzimei, In timp ce metale precum Na”, K" duc la scaderea activitatii.

4.2. Efectul solventilor organici asupra activitatii liazice a enzimei PCPAL

Solventii organici: propanol (1-PrOH), izopropanol (2-PrOH), metanol (MeOH), etanol (EtOH), acetonitril
(ACN) si dimetilsulfoxid (DMSO) au fost testati la concentratii diferite (1%, 5% si respectiv 10%) cu scopul de a

determina stabilitatea enzimei in prezenta lor.

R EFE
activitate reziduala (%) 160
(10 mM L-Phe)
120

solvent organic 1% 506 10%
1-PrOH 109.2 95.7 64.9 % 1 e
2-ProH 109.4 108.6 98.7 a0 ) =10%
MeOH 124.7 1245 114.7
EtOH 113.1 110.1 114.3 e e e e s o

= s TSNS s 9 e
ACN 99.3 78.2 55.8 R A A

Efectul solventilor organici asupra activitatii liazice

DMSO 126.6 125.8 122.5 a enzimei PcPAL




In prezenta solventilor organici polari: etanol, methanol si dimetilsulfoxid PCPAL prezinti stabilitate si
activitate crescutd. In urma incubarii substratului atat in prezenta cét si in absenta solventilor organici, la 30 °C timp
de 5 min, reactia a fost initiata prin adaugarea enzimei. Formarea acrilatului a fost monitorizata continuu cu ajutorul
spectrofotometrului la 290 nm timp de 5 min. Rezultatele obtinute in urma determindrii parametrilor cinetici sunt
prezentate in tabelul de mai jos.

solvent K
. 1%) m max )
organic ( [1M] [WMs] 200 aLPhe
u DMSO
L-Phe 164.83 2.50E-01 160
_ u EtOH
DMSO 112,50 2.50E-01 S 120 o EIOH DMSO
EtOH 127.53 2.50E-01 :E o0 | MeOH
EtOH_DMSO 93.77 2.50E-01 , MeOH_DMSO
4 <+
MeOH 101.38 2.50E-01
0 -
MeOH_DMSO 101.82 250E-01 N o
Q}O \\‘6 é\fo
R &7 « Q.?
Q}O “\Q’O

4.3. Screening enzimatic

Pentru a investiga efectul MeOH, EtOH, ionul metalic Mn2+, dar si combinatia dintre acesta cu cei doi
solventi asupra activitdtii liazice a enzimei PCPAL a fost ales ca substrat model acidul 2-amino-3-(tiofen-2-
il)propanoic racemic.

HoN PcPAL
MCOOH 0.1 M Tris-HCI, pH 8.8 NCOOH
S 25°C, 1350 rpm S
acidul 2-amino-3-(tiofen-2-il)propanoic acidul (E)-3-(tiofen-2-il)acrilic

Figura 12. Eliminarea amoniacului din tiofenilalanina catalizata de PCPAL

substrat Mn MeOH EtOH
reactii 5mM 0.5 mM 10% 10%
1 g - - -
v v - -
3 v - v -
4 v - v
5 v v v -
6 v v 3 v

Monitorizarea reactiilor a avut loc cu ajutorul cromatografiei lichide de inalta performanta (HPLC) folosind
coloana chirald Chiralpak ZWIX (+) pentru a separara enantiomerii $i pentru a calcula conversia la diferite intervale
de timp.

conversia (%)

timp (ore) 1 3 4 5 6
2 28 29 27 28 27 26
3 32 30 31 30 32 31
7 33 39 40 38 37 38




Tn urma screening-ului efectuat si a analizei cromatogramelor obtinute la HPLC cea mai ridicatd
reactivitate (¢ = 50 %) s-a obtinut dupa 24 de ore in reactia de eliminare a amoniacului din acidul 2-amino-3-(tiofen-
2-il)propanoic in prezentd de 10% MeOH.

OBIECTIVEUL 2: BIOTRANSFORMAREA SUBSTRATURILOR CU PAL S| PAM NATURALE S| MUTANTE

iotransformarea substraturilor cu PAL si PAM naturale si mutante

Fenilalanin amoniac liazele (PAL; EC 4.1.3.24) catalizeazd deaminarea non-oxidativa a L-fenilalaninei Tn
acid (E)-cinamic, iar fenilalanin 2,3-aminomutazele (EC 5.4.3.X) catalizeaza izomerizarea L-fenilalaninei la L- sau
D-B-fenilalanine, in functie de originea enzimei (Fig.13.). PAL si PAM sunt folosite ca biocatalizatori pentru sinteza
L-a-amino acizilor din acrilati (PAL), in procese de rezolutie cinetica cu formarea D-a-aminoacizilor din racemati
(PAL), sau pentru sinteza L- sau D-B-arilalaninelor (PAM).

a). R/\‘/COOH PcPAL R/\/COOH . NH,

NH,
L-alanin acid trans-cinamat
NH,
b. R COOH  papam R/'\/COOH
NH,
L-alanin D-alanin

Fig.13. Reactii catalizate de PAL (a).) si PAM (b).).

Enzimele PcPAL si PaPAM purificate au fost utilizate pentru obtinerea ambilor enantiomeri ai unor
analogi nenaturali ai a- si f-arilalaninei.
Initial am monitorizat efectul inhibitor al concentratiei substratului, fenilalanina, si al acidului cinamic asupra
activitatii enzimei PaPAM (Fig.14.).
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Fig.14. a) Efectul concetratiei de substrat asupra conversiei. b) Efectul concentratiei de acid cinamic asupra
conversiei

Rezultatele obtinute au scos in evidentd faptul c@ nici concentratia substratului, nici prezenta acidul
cinamic nu influenteaza semnificativ mersul reactiei.

Pentru obtinerea celor doi enantiomeri (R) si (S) ai B-arilalaninei am propus doua metode. Astfel, (R)-B-
fenilalanina a fost obtinuta pornind de la B-fenilalanina racemicd, folosind PaPAM si PCPAL in tandem. Enzima
PaPAM transforma (S)-B-fenilalanina in (S)-a-fenilalanina, care in prezentd de PCPAL este convertita in acid
cinamic (Fig.15.b.).
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Fig.15. Sinteza de (S)-B-arilalanina (a).) si sinteza de (R)-p-arilalanina (b).)

(R)-B-fenilalanina enantiopurd a fost izolatd prin cromatografie, folosind schimbatori de ioni cationic.
Monitorizarea reactiilor a avut loc cu ajutorul cromatografiei lichide de inaltd performanta (HPLC) folosind, coloana
CHIRALPACK ZWIX(+), respctiv MeOH(50mM FA+ 100mM DEA):ACN:H,0 1in raport de 49:49:2 drept solvent
(Fig.16.).

-100- T T T T T T T .
C 5 75 10 125 15 175 20 25 min

Fig.16. Rac-B-fenilalanina transformata de PaPAM. A.dupa 2h, B.dupa 24h, C.dupa 48h

In vederea extinderii metodei la alanine nenaturale, am considerat necesara in prealabil analizarea reactiilor
catalizate de PaPAM (Fig.17.). Am constatat faptul cd natura si pozitia substituentilor modifica semnificativ
activitatea enzimei. Compardnd cu rac-B-fenilalanina nesubstituitd, fenilalaninele orto- substituite respectiv
heteroaril-alaninele sunt substraturi bune pentru PaPAM, spre deosebire de fenilalanine para- substituite asupra
carora enzima nu prezinta activitate.
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Fig.17. Rac-B-arilalanine transformate de PaPAM

Aplicand metoda descrisa mai sus la diferiti analogi nenaturali ai rac-f-arilalaninei, s-a observat faptul ca

viteza de transformare a (S)-B-fenilalaninei in acid acrilic depinde de comportarea enzimei PaPAM discutatd mai sus
(Tabel 1.).

Tabel 1. Analogi nenaturali transformati cu PaPAM-PcPAL 1n tandem

Substraturi T(h) eeg (%0)
B- (Tiofen-2-il)alanina 35 86
B- (Furan-2-il)alanina 48 66
2-Cl-B-Fenilalanina 16 99
4-Cl-B-Fenilalanina 48 -
2-NO,-B-Fenilalanina 98 77
3-NO,-p-Fenilalanina 98 51
4-NO,-B-Fenilalanina 48 -
4-Br-B-Fenilalanina 98 10

Obtinerea (S)-B-arilalaninei porneste de la (S)-a-arilalanind, care a fost preparata prin aditia amoniacului
(6M NH3 solutie apoasa) la acidul acrilic corespunzator catalizatd de catre PCPAL.

Metoda presupune doui etape. In prima etapi, PaPAM catalizeaza transformarea (S)-a-arilalaninei in (S)-B-
arilalanina, insd reactia se opreste la concentratiile de echilibru ale acestora. Din aceastd cauza enzima PaPAM a
fost inactivatd, indepartatd din mediul de reactie si PCPAL a fost addugat pentru a transforma (S)-a-arilalanina
nereactionata in acidul acrilic (Fig.15.). Au fost utilizati si in acest caz schimbatori de ioni pentru a izola (S)-p—
fenilalanina sub forma optic pura.

In ceea ce priveste reactiile catalizate de PaPAM (Fig.18.), numai tiofen- respectiv para-Cl-fenilalanini au
fost transformate cu excese enantiomerice acceptabile. Alaninele meta- si para-substituite au dat rezultate moderate,
in timp ce compusii orto-substituiti nu au prezentat activitate. In cazul furil-2-alaninei PaPAM prezinti activitate
liazica semnificativa, astfel transformarea a-alaninei decurge cu o viteza mai mare spre formarea acidului furil-2-
acrilic.
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Fig.18. Rac-a-arilalanine transformate de PaPAM
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Monitorizarea reactiilor a avut loc cu ajutorul cromatografiei lichide de inaltd performantd (HPLC),
folosind, coloana CHIRALPACK ZWIX(+), respctiv MeOH(50mM FA+ 100mM DEA):ACN:H,0 in raport de
49:49:2 drept solvent (Fig.19.).
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Fig.19. (S)-a-fenilalanina transformata de PaPAM. A.dupa 2h, B.dupa 24h, C.dupé 48h
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