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Proiectul a urmdrit identificarea, analiza si utilizarea unor biocatalizatori comerciali sau din
biodiversitatea Romdniei, microorganisme si vegetale, care sd fie utilizate in catalizarea unor
reactii importante pentru chimia organica.

Scopul proiectului a fost de a sintetiza compusi N-heterociclici functionalizati, cu proprietdti
bioactive (Singh G. S. et al., 2011), electrochimice, fluorescente, prin metode clasice si
neconventionale, utilizdnd biocatalizatori, activare cu microunde, ultrasunete, metode
cunoscute ca apartindnd “chimiei verzi” si ulterior testarea acestor proprietdti.

Obiectivele proiectului au fost indeplinite si sunt prezentate sintetic in cele ce urmeazd.
O.1.1. Selectia biocatalizatorilor

Un prim obiectiv indeplinit al proiectului a fost selectia biocatalizatorilor care au fost utilizati in
cataliza reactiilor de sintezd a N-heterociclurilor. S-au avut in vedere enzime comerciale, sau
surse naturale de enzime (microorganisme si tesuturi vegetale). Celulele microorganismelor
(bacterii, drojdii si mucegaiuri) au fost testate atdt din punct de vedere a potentialului de a
produce diferite enzime extracelulare, cu rol in biocatalizd, cét si utilizarea biomasei in calitate
de biocatalizatori complecsi. Complexul enzimatic al celulelor intregi este mult mai util
comparativ cu enzimele pure datoritd existentei unor complexe enzimatice care pot cataliza
diferite reactii. Comparativ cu biocatalizatorii de origine microbiand, plantele au cdi metabolice
mult mai complexe, care sunt mult mai putin intelese, pot avea enzime necunoscute si unice.
Deoarece cele mai multe secvente genomice ale ADN-ul din fructe si legume nu sunt disponibile,
este de mare importantd exploatarea celulelor din plante, cu activitdtile catalitice, extrem de
bune (B. Xie et al., 2009) Biocatalizatori precum biomasa microorganismelor sau tesuturile
vegetale sunt eficiente a fi utilizate in sinteza organicG deoarece sunt usor de procurat de pe
piatd si usor de manipulat (E. M. Isin et al., 2007).

Studiile preliminare realizate au urmdrit utilizarea unor celule microbiene si enzime sintetizate
de acestea, tesuturi vegetale sau enzime comerciale ca biocatalizatori in reactii de cicloaditie
cu scopul de a obtine compusi cu proprietdti bioactive, fluorescente, antioxidante. Compusii
4,4’-bipiridilul (bpy), @-bromacetofenona (wBr), dibromura de N,N’-di(p-metoxifenacil)-4,4’-
bipiridiniu si propiolatul de etil(PE) au fost alesi in aceasta etapd ca substraturi model pentru
selectia biocatalizatorilor.

Microorganismele testate in calitate de biocatalizatori au fost tulpini de: bacterii cum ar fi
Pseudomonas spp., bacterii filamentoase, Streptomyces spp. (tulpini izolate din soluri polare);
drojdii (Yarrowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, Candida tropicalis,
Candida arborea), mucegaiuri (Geotrichum candidum, Aspergillus niger, Penicillium roquefortii,
Epicoccum nigrum); celule vegetale (Armoracia rusticana, Daucus carota, Petroselium hortense-
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sativum, Raphanus sativus, Allium porrum, Fagopyrum sagittatum), si enzime comerciale (lipaze
si dehidrogenaze).

In cazul microorganismelor s-a testat potentialul biocatalitic al biomasei (celule intregi), al
culturilor cu vdrste diferite si al preparatelor enzimatice brute eliberate extracelular. Selectia
biocatalizatorilor s-a realizat in functie de capacitatea acestora de a produce transformdri ale
substraturilor cu formare de compusi fluorescenti, proprietate care a fost pusd in evidentd prin
cromatografie pe strat subtire si vizualizarea fluorescentei in UV.

Reactiile biocatalizate de celule vegetale s-au efectuat cu materialul vegetal tdiat in bucdti de
dimensiuni mici, In conditii sterile, in conditii foarte bldnde, in solutie tampon fosfat pH 7-7,2, la
temperatura de 25°-50° C, cu agitare la 200rpm, timp de 72 h.

Toate reactiile de sintezd biocatalizate au fost monitorizate prin cromatografie pe strat subtire.

Studiile au demonstrat cd biocatalizatorii testati au capacitatea de bioconversie a compusiilor
cu formare de produsi fluorescenti, procesul de biotransformare fiind influentat de timpul de
reactie, pH, temperaturd, proprietdtile catalitice ale biocatalizatorului. Tn  cazul
microorganismelor, bioconversia evolueazd diferit in functie de tip, particularitdtile metabolice
si energetice ale celulelor, precum si de vdrsta acestora si conditiile de cultivare. Tn cazul
celulelor vegetale utilizate pdnd in prezent, reactia a decurs cu vitezd mai mare, comparativ cu a
culturilor microbiene in calitate de biocatalizatori (rezultate publicate in Curr.Opinion Biotech,
2013,IF 8,4 ).

0.1.2 Obtinerea compusilor de plecare, derivati halogenati reactivi si noi saruri
cuaternare de amoniu

Pentru realizarea reactiilor de cicloaditie precursorii necesari au fost derivatii halogenati
reactivi utilizati apoi in sinteza noilor sdruri cuaternare de amoniu.

Acesti compusi au fost obtinuti dupd metodele de obtinere din literatura de specialitate (Dinica,
R. et al., 2008) si a constituit un alt obiectiv indeplinit.

Obtinerea o-hidroxicetonelor halogenate-derivati halogenati reactivi s-a realizat plecdnd de
la o-hidroxicetond care se bromureazd in acid acetic glacial. Produsul solid obtinut se filtreazd si
se recristalizeazad din solvent potrivit.

Ulterior, derivatii halogenati s-au utilizat pentru obtinerea sdrurilor cuaternare de amoniu,
precursori in obtinerea indolizinelor (rezultate publicate in Tetrahedron, 2012, I.F. 2,621).
Compusii s-au obtinut dupd schema de reactie de mai jos plecdnd de la diverse cicluri piridinice s
derivati halogenati reactivi:
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Schema 1. Sinteza sdrurilor cuaternare de amoniu

Obtinerea de noi sintoni cu functia oximd in pozitia 4, de tipul sdrurilor cuaternare de piridiniu, a
avut ca scop obtinerea de noi compusi bioactivi, functiunea oximd regdsindu-se in numeroase
medicamente importante in tratarea intoxicdrilor cu fosfati organici (Acharya, 2011) antibiotice
sau avdnd activitate inhibitorie asupra kinazei supraexprimatd in boli
sau Parkinson. Actiondnd ca nucleaze artificiale, pot
deveni instrumente utile in biotehnologie, in terapia genicd sau in chimioterapie (Fernandes,

(Lorke, 2008),
neurodegenerative precum Alzheimer

2008,).
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Schema 2. Obtinerea intermediarilor utilizati in reactii de cicloaditie



Astfel, pornind de la 4-piridin-aldehidda, am obtinut oxima prin doud cdi (schema 2A) metoda
cea mai bund constituind-o calea b. Reactiile dezvoltate in prezenta mw sau us se desfdsoard in
timp scurt (1-6h) si cu randament cantitativ. Obtinerea de noi alchine activate cu functia amidd,
ester si tioester va conduce la noi indolizine cu potential bioactiv (schema 2B). Este interesant de
remarcat cd reactiile au loc doar catalizate de enzime (CAL A, CAL B, lipazd porcind tip 1), in
timp ce pe cale clasicd nu au loc (rezultate publicate in Tetrahedron, 2013, I.F. 2,621).

0.11.1 Sinteza moleculelor fluorescente prin reactii de cicloaditie

Acest obiectiv s-a realizat utilizdnd cataliza enzimaticd, microunde, ultrasunete si solventi
netoxici. Rezultatele acestei etape au constat in realizarea cu succes a unor reactii de tip “click
chemistry”, utilizdnd ca materiale de plecare mai multi heterocicli cu azot, diferiti derivati
halogenati reactivi si compusi cu tripla legaturd activatd de o grupare atrdgdtoare de
electroni.

Chimia "click " este un concept propus de Sharpless in 2001 care descrie reactii de cuplare intre
doud subunitdti chimice reactive care pot genera usor noi compusi (Kolb, H.C., 2004). Prin
definitie, aceste reactii trebuie sd fie foarte rapide, utilizarea lor sd fie flexibild si foarte largd, si
sd ducd la formarea stereospecificd a unui singur produs cu randament ridicat. In plus, reactiile
“click" trebuie sd se desfdsoare in conditii de reactie bldnde (ideale in apd la temperatura
camerei) si sd nu genereze subproduse toxice. In final, produsul format ar trebui sd fie usor de
purificat si stabil in conditii fiziologice.

Cea mai populard reactie de acest tip este reactia de cicloaditie 1,3-dipolard dintre grupdri
azidice si alchinice, care duce la formarea unui inel de 1,2,3 triazol. Reactia originald Huisgen se
face la temperaturi ridicate si conduce la un amestec al celor doi regioizomeri 1,4 si 1,5-triazolii

(figura 1).
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Figura 1. Reactia originala Huisgen

Avdnd in vedere variatele metode 'click" am continuat sd studiem in detaliu reactiile de
cicloaditie, pentru a obtine noi molecule ,bioactive (antibacteriene, antioxidante, fluorescente),
si sa explordm utilizarea acestora in chimia "click".

Reactiile biocatalizate au fost multiple, deoarece am variat compusii de plecare pentru a obtine
compusi diferit functionalizati, care pot avea proprietdti diferite, bioactive, fluorescente,
datoritd substituientilor prezenti in moleculd. Reactiile enzimatice s-au desfdsurat utilizdnd atdt
enzime comerciale cdt si enzime provenite din biomasa microbiand si vegetald. Reactiile au fost
activate si cu ajutorul microundelor (mw) sau a ultrasunetelor (us). Reactiile s-au desfdsurat
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comparativ, atdt prin metoda clasicd (incdlzire, solventi organici), cdt si prin metode alternative
(biocatalizd, microunde, ultrasunete, mediu apos) pentru a demonstra avantajul utilizdrii

biocatalizatorilor.

Reactiile desfdsurate prin metoda clasicd au avut loc in trei etape (i, ii, iii),conform schemei 3:
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Schema 3. Obtinerea cicloaductilor
Etapa (i) s-a desfdsurat in acetonitril, etapele (ii), (iii) in N-metilpirolidond sau benzen.

Reactiile de sintezd biocatalizate, care conduc la formare de N-heterocicluri fluorescente s-au
realizat prin doud variante. Prima variantd s-a realizat in etape (schema 4), urmdnd aceeasi cale
de sintezd care se utilizeazd la sinteza prin metoda clasica (fdrd biocatalizatori):
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Schema 4. Biocataliza realizatd in doud etape: 1-obtinera sdrurilor cuaternare de amoniu; 2-
reactia sdarurilor cu dipolarofili cu tripla legdturd cu obtinerea ciclului indolizinic fluorescent

A doua variatd se realizezd prin sintezd “one-pot”, intr-o singurd etapd (schema 5), metoda
fiind mult mai avantajoasd (timp mai scurt, randament global mai mare) .
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Schema 5. Sinteza ,,click”, biocatalizata intr-o singura etapa

Reactiile biocatalizate, intr-o singurd etapd, (,,one-pot”) s-au desfdsurat in mediu apos, la 25°C,
respectiv 40 °C sau 50°C, addugénd simultan in mediul de reactie N-heterociclul, agentul
alchilant si dipolarofilul. Reactiile au fost monitorizate prin cromatografie pe strat subtire (CSS)
si prin HPLC/MS. In reactiile realizate in prezenta catalizatorilor enzimatici comerciali s-au
utilizat biocatalizatori ca: lipaza din Candida Antarctica CAL A, CAL B, Candida Rugoza, alcool
dehidrogenaza, lipaza din pancreas de porc, enzimele din hrean. In paralel, s-a realizat si reactia
martor in mediu apos la pH 7, in absenta catalizatorilor enzimatici — Im. Evolutia reactiilor s-a
urmdrit comparativ cu produsul pur (M), sintetizat anterior de noi (Dinica, et all, Synlett, 1013,
2001), prezenta produsului indolizinic urmdrit fiind pusd in evidentd prin CSS, prin UV-VIS si
spectroscopie de masd (MS). In cazul reactiei fdrd catalizatori enzimatici, obtinerea
cicloaductului s-a realizat cu randament scdzut. Activarea reactiei biocatalizate cu ultrasunete
sau microunde a condus la cresterea randamentului dar si la scurtarea timpului de reactie
(rezultate publicate in Marine drugs, 2013, IF 4.031 si Molecules, 2016, IF 2,749).
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Figura 2. Rezultatele obtinute in urma reactiilor biocatalizate
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Se poate observa cd reactia catalizatd de CAL A are loc cu o conversie foarte bund, in 2 h, dacd
reactia este activatd cu ultrasunete, comparativ cu reactia neactivatd, efectuatd in 48h (Figura
2).

Aceleasi tipuri de reactii au fost catalizate de unele microorganisme selectate in etapa | a
proiectului si evaluate prin CSS si HPLC/MS. Cromatogramele CSS si HPLC/MS, aratd cd primele
rezultate apar dupd 24 h de reactie.
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Figura 3. Rezultatele bioconversiei reactiilor ,,one pot” cu microorganisme din colectia MIUG

Reactiile au fost catalizate utilizdnd culturi de microorganisme la 72, 96, 120 si 124h de cultivare
pe parcursul a 6 zile de reactie. Toate experimentele s-au realizat in triplicat. Evaluarea
rezultatelor reactiilor biocatalizate de biomasa microbiand au condus la concluzii importante si
anume cd extractele enzimatice folosite catalizeazd diferit reactiile de cicloaditie. Din grafice
(figura 3) reiese cd din cele 4 tulpini utilizate, 27D, P01, RO13 (Yarrowia lipolytica) si GC
(Geotrichum candidum) cele mai active sunt cultura intreagd PO1 si Gc si lichidul cultural de
RO13 obtinute dupd 96 h de cultivare. Pentru Gc o capacitate biocataliticd superioard are
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lichidul cultural, obtinut dupd 120h iar pentru tulpina RO13 lichidul cultural dupdl44h de
cultivare in sistem submers. In figura d se regdsesc cele mai performante preparate enzimatice
utilizate in obtinerea compusului 11. O observatie de asemenea importantd a fost cd in reactiile
catalizate de biomasd chiar dacd randamentul de bioconversie este mai mic, se obtin produsii cu
puritatea cea mai ridicatad.

Rezultatele obtinute aratd cd reactiile desfdsurate in prezenta biocatalizatorilor sunt mult mai
avantajoase din urmdtoarele considerente: reactiile se desfdsoard in timp mult mai scurt, se
elimind solventi toxici, compusii obtinuti au puritate ridicatd iar randamentele sunt comparabile
cu cele obtinute pe cale clasicd.

0.11.2.Sinteza moleculelor fluorescente prin reactii de cuplare

Acest obiectiv a constat in realizarea unor reactii de ciclizare utilizdnd ca materiale de plecare 4-
bromo-1,8- naftalinanhidrida, compusi aminici si compusi cu tripld legdturd activatd de o
grupare atrdgdtoare de electroni cu accces la noi compusi fluorescenti derivati de triazol, care
pot fi utilizati in sinteza controlatd a moleculelor bioactive complexe (schema 6).
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Schema 6. Reactii de cuplare cu obtinere de derivati de triazol

Reactiile tip "click" catalizate de enzime au fost realizate in lichide ionice, solventi mai putin
toxici, selectivi, care nu necesitd protejarea altor functiuni (amine, alcooli...) prezente in sintoni
si conduc la produsi in general puri(urmadriti prin CSS) si care nu genereazd decdt putine deseuri
tindnd cont cd multe din metodele de obtinere a acestor compusi necesitd catalizatori metalici,
precum cuprul, platina, argintul, aurul sau paladiul, timp indelungat de reactie, solventi toxici
(Singh, 2011, Liu, 2010, Wang, 2006).



Astfel in cadrul acestui obiectiv au fost obtinuti compusi noi, compusi cu proprietdti fluorescente
prin reactii “one-pot” (la care participd trei componenti) utilizdnd catalizd enzimaticd. Pentru
prima datd in reactii de cicloaditie am utilizat biocatalizatori enzime comerciale,
microorganisme din colectia Platformei Bioaliment a UDJ sau enzime de provenientd vegetald.
Reactiile au avut loc in mediu apos, la temperaturi cuprinse intre 25-50°C, reactii care s-au
realizat si prin activare cu mw si us. S-a constatat cd atdt enzimele cét si mw sau us cresc viteza
reactiei si, in unele cazuri creste puritatea produsilor. Rezultatele sunt promitdtoare avénd in
vedere cd reactiile decurg in conditii bldnde, in apd, cu enzime care pot fi procurate cu usurintd
si care sunt materiale regenerabile. Avantajul utilizarii biocatalizatorilor reise din tabelul | in
care sunt comparate doud procese posibile prin care se poate realiza reactia de cicloaditie-
clasic, respectiv enzimatic (rezultate publicate in ICA, 2016, IF 1,78).

Tabelul 1. Medii de reactie utilizate in procesul chimic versus procesul biocatalizat

Proces chimic Proces biocatalizat
,chimie verde”

acetonitril Tampon fosfat pH=7

NMP/ Benzen H,0, enzime

metanol Cloroform

cloroform

Rezultatele cercetdrilor efectuate pe parcursul
acestei etape contribuie la elucidarea

V" mecanismului de actiune al biocatalizatorilor in
', -~... ™ reactii de cicloaditie. Moleculele utilizate ca
-* . substrat in reactiile noastre sunt specii
| e incdrcate. Desi situsurile active ale enzimelor
| + expun spatii hidrofobe, cdmpul electrostatic

global produs de proteind cu toate grupdrile ei
polare si incdrcate poate conduce la un

Schema 8. Mecanism posibil al actiunii biocatalizatorilor

potential electrostatic cu o sarcind netd in regiunea situsului activ fiind posibil ca acest potential
sd directioneze substratul in situsul activ cu sarcind opusd, crescdnd astfel probabilitatea de a
produce legatura. Cdile prin care cdmpul electric poate ajuta la formarea legdturilor in
reactantii nostri ar putea fi ilustrate ca in figura 5 si pot fi utilizate chiar de o singurd enzimd.
Pentru elucidarea mecanismului de actiune al enzimei incercdm sd obtinem dn continuare
rezultate prin studii de modelare moleculard.
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O.lll.1. Caracterizarea fizico-chimica a compusilor sintetizati

Toti compusii obtinuti pentru prima datd in laboratorul nostru prin reactii de biocoversie au fost
caracterizati prin metode spectrale, UV-Vis, fluorescentd, IR, RMN si MS pentru a li se dovedi
structura.

Studiul spectrelor de fluorescentda

Literatura de specialitate demonstreazd cd spectroscopia de fluorescentd este utilizatd in
general in domeniul stiintelor vietii, ca o modalitate nedistructivd de urmdrire sau analizare a
moleculelor biologice. Utilizarea marcajului cu fluorofori are numeroase aplicatii in biologie
moleculard si medicind, spre exemplu pentru investigarea transformdrilor chimice dinamice si
conformationale si determinarea cantitativd a diferitelor elemente, ioni si molecule prezente in
celule, lichide biologice sau alte sisteme biologice complexe (J.Chan et all, 2011) precum si in
investigarea modului de actiune al medicamentelor in vivo sau in vitro (B. Mandal, et all, 2012).
Numdrul de sonde de fluorescentd este mare si existd, de asemenea, mai multe sisteme noi
disponibile, prin urmare, acum este posibil sd se aleagd un fluorofor care sd fie utilizat ca
marker de fluorescentd, care este optim pentru caracteristicile materialului de analizat. Cu toate
acestea, in ciuda avantajelor inerente ale fluoroforilor, existd incd multe cercetdri de realizat in
scopul imbunatdtirii proprietdtilor specifice sau eludarea anumitor limitdri (M. Shigeta, 2012).
Desi se cunosc markeri de fluorescentd organici care includ compusi cu emisie in spectrul
electromagnetic ultraviolet si infrarosu apropiat, existd incd limitdri pentru sondele de lungime
de undd mai mari, acestea fiind de importantd deosebitd pentru multe aplicatii biologice (Ute
Resch-Genger, 2008). Astfel, existd o mare nevoie de noi fluorofori sau derivati ai fluoroforilor
cunoscuti cu bund solubilitate in apd si randamentele cuantice de fluorescentd mari. Cea mai
mare provocare este fdrd indoiald proiectarea si sinteza de fluorofori care posedd aceste
caracteristici. Existd, desigur, cerinta suplimentard ca acesti compusi sd includd si o grupare
functionald capabild de legare covalentd eficientd cu diverse biomolecule.

Pentru studierea proprietdtilor fotoluminiscente ale moleculelor anterior sintetizate au fost
inregistrate spectrele de absorbtie si emisie in solventi de diferite polaritati: apd, acetat de etil,
etanol 95%, dimetilformamidd, acetonitril, acetond, cloroform. Inregistrarea tuturor spectrelor
de absorbtie si de emisie s-a realizat cu solutii de concentratie aproximativ constantd (~ 10° M;
~10°M) lucrénd la temperatura camerei (25°C) utilizénd un spectrofotometru UV-Vis Labomed
Inc. S si un spectrofotometru Perkin-Elmer.

In ceea ce priveste influenta solventilor asupra spectrelor de absorbtie si de emisie ale
compusilor sintetizati, din spectrele de absorbtie inregistrate se poate observa cd in toti solventii
studiati, compusii investigati prezintd un spectru continuu de absorbtie, nestructurat, ceea ce
sugereazd o conformatie neplanard a moleculelor atdt in starea fundamentald cdt si in starea
excitatd (Figura 4) in care este prezentatd banda de absorbtie corespunzdtoare tranzitiei SO-S1 .
Se poate constata efectul batocrom al solventilor aprotici (ex. cloroform) asupra acestei benzi de
absorbtie.

Spectrele de emisie inregistrate in diversi solventi, aratd cd maximele curbelor de fluorescentd
se afld in domeniul albastru-verde, verde, dupd cum se poate vedea din tabelul 2.
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Figura 4 Figura 5
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Tabelul 2. Parametrii spectrali ai compusului 4a ( indolizind derivata de la bipiridil)

Solvent
Compusul EtOH
4a(i) H,0 | AcOEt 95% CH3;CN | DMF | (CHs),CO | CHCIs
()
Amay, exc 366 | 366 366 366 369 366 372
(nm)
Smax,em(nNM) | 534 | 474 496 493 499 490 488
IE, max 866 | 607 565 445 524 383 283

Forma curbelor de emisie este aproximativ aceeasi, continud si nestructuratd, dupd cum se
poate vedea din figura 5. Asupra spectrului de fluorescentd, solventii nu au o mare influentd
asupra lungimii de undd a maximului de emisie, dar exercitd o influentd mai importantd asupra
intensitatii maximului de fluorescentd. Astfel in solventii protici fluorescenta este mai ridicatd
decdt in solventii aprotici nepolari sau slab polari, de tipul cloroformului. Totodatd, se poate
constata o deplasare hipsocromd a maximului de fluorescentd, in solventi aprotici (cloroform,
acetat de etil, acetona).

In ceea ce priveste studiile realizate pentru determinarea influentei factorilor interni
(substituenti, structurd) asupra fluorescentei mono- si bis-indolizinelor, se poate constata cd
spectrele de absorbtie au acelasi aspect continuu, cu benzile S1 si S2 complet separate,
indiferent de natura substituentilor si de modul de legare al nucleelor indolizinice (Figura 6). Din
spectrele de emisie inregistrate pentru solutiile in acetat de etil ale unora din cicloaductii
sintetizati, se constatd puternice proprietdti fluorescente ale tuturor compusilor indolizinici
(figura 8) cu maxime ale benzii de emisie in regiunea albastru-violet (tabelul 3 si figurile 7 si 8),
cea mai mare fluorescentd apartindnd unui cicloaduct bis-indolizinic provenit de la 4,4’-bipiridil,
probabil datoritd conjugdrii directe intre inelele indolizinice.
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Spectrele de fluorescentd inregistrate aratd cd grupele donoare (ex. metoxi) legate pe inelul
fenilic produc un deplasare batocromicd si o crestere a intensitdtii fluorescentei, in timp ce
grupele electronoacceptoare (nitro) desi cauzeazd tot o deplasare batocromd a maximului de
emisie au un efect de ,,quenching” de fluorescentad.

Figura 6 Figura 7 Figura 8
4 Spectrele UV-Vis ale N Spectrele de emisie ale ¢, )
qtolizinelor in AcOEt 63, S indglizinelor in AcOEt ¢=1,13x
c=1,13x1 = 10-6M
0-6M g (),
‘E 4a(i), 5 c=1,16x
5 c=1,16x1 2 10-5M
5 O5M 3 ——abli)
8 ——4b(i), ® =116
o =1,16x1 2 D
< =L 2 10-5M
0-5M g
f=
H 7
g lungimea de unda (nm) J \_ lungimea de unda (nm) J
Fluoroforii analizati

Tabelul 3. Parametrii spectrali ai compusilor analizati

AcOEt Compusi
c
4a(i) 4b(i) | 4c(i) 4d(i) | 4af(ii) | 4b(ii) | 4c(ii) | 4d(ii) | 5a 6a
A'(",':"m e)"" 366 369 374 335 366 366 376 335 388 410
Oy, em 474 477 483 389 467 478 481 388 468 448,
(nm) 472
893
It max 607 778 410 866 553 694 259 762 443 817

Totodatd prezenta in pozitiile 1 si/sau 3 ale nucleului indolizinic a substituentilor esterici,
COOC,Hs si COOCH3 conduce la randamente de fluorescentd ridicate si deplasdri usor
hipsocrome ale maximului benzii de emisie.

Studiile de fluorescentd demonstreazd puternice proprietdti fluorescente ale tuturor compusilor
analizati cu maxime ale benzii de emisie in regiunea albastru-violet. Rezulltatele sunt in curs de
publicare.

O.lll.2. Caracterizarea biologica a compusilor sintetizati

Analizele care s-au realizat pentru caracterizarea biologicd a compusilor obtinuti au inclus :
determinarea activitdtii antimicrobiene — metoda difuziei in agar (discuri); determinarea
activitdtii antioxidante — metoda DPPH; determinarea activitdtii antioxidante — metoda
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decolordrii 8-carotenului; determinarea activitdtii anti-acetilcolinesterazice — metoda Ellman.
Studiile s-au realizat practic cu un Microplate reader Nanoquant Infinite Pro 200 Tecan

achizitionat in etapa a Ill-a a proiectului.

Pentru analiza antimicrobiana au fost studiate mai intéi sdrurile cuaternare de amoniu
substituite cu diferiti substituenti, proprietdtile antibacteriene si antifungice ale unor compusi
asemdndtori fiind cunoscute in practica industriald, medicald si cosmeticd. Testele de inhibitie
au utilizat metoda discurilor, de difuzie in agar si s-au realizat pe noud tulpini microbiene din
colectia MIUG. In general, sdrurile cuaternare au prezentat activitétii antimicrobiene moderate,
cele derivate de la bipiridil conducdnd la rezultatele cele mai slabe. Doi dintre compusi, Sb si Se,
derivati de la piridind, au iesit in evidentd, inhibdnd puternic cresterea bacteriilor (figura 9). Alte
doud sdruri, Sg si Sh, au demonstrat un spectru larg de actiune, dar cu inhibare moderatd

(figurile 10, 11).
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Schema 9. Sdrurile cuaternare de amoniu
analizate din punct de vedere al activitdtii
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Figura 11. Activitatea de inhibare a fungilor

O altd serie de sdruri cuaternare de bis-piridiniu (bis-PyQAs) contindnd radicali organici diferiti
(schema 10) au fost investigate pentru activitatea lor antimicrobiand asupra unor acelorasi
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microorganisme nepatogene. Compusii au fost testati pe bacterii, mucegaiuri si drojdii;
activitdtile au fost exprimate prin concentratiile minime inhibitorii (CMI)(Tab.4). Ulterior a fost
analizatd relatia dintre descriptori structurali (LogP, polarizabilitate, aria suprafetei polare (2D)
si aria suprafetei Van der Waals (3D)) si activitatea biologicd a compusilor bis-PyQAs din
schema 10 de mai jos. Datele din literaturd aratd cd determinarea acestor descriptori pot
contribui la prezicerea citotoxicitdtii compusilor chimici ( J. Ranke et all, 2007).

Lo
— :>\~R
\ N
X 2
4a-e
o] [e)
3a-e %@L}R
\ N

2

@@Iﬁ@@@ {©

X= Br Br Br

a b c d e

Schema 10. Obtinerea compusilor testati

N/

Compusii 4a-d, 5a si 5d indicd proprietdti inhibitorii eficiente cel putin impotriva unei tulpini
bacteriene. Cu toate acestea, una din cele mai active bis-PyQAs a fost compusul 5b, cu un
spectru larg de activitate(Tab.4). In studiile noastre proprietdtile antibacteriene par sd se
coreleze bine cu descriptorii structurali LogP si valorile pentru zona de suprafatd polard si van
der Waals (Tab.5). Toti compusii analizati au demonstrat o activitate antibacteriand
semnificativd in vitro impotriva tulpinilor bacteriene, compusii 4b si 5b avédnd activitate

antimicrobiand superioard impotriva tuturor microorganismelor care fac obiectul studiului.
Tabelul 4 Diametrul zonelor de inhibitie (Diz), exprimat in mm,
pentru compusii bis-PyQAs -4a- d si 5a-d

mpusi DIZ (mm)
test
4a 4b 4c 4d 5a 5b 5c 5d H20

MO

B. subtilis 35.00+0.57 | 30.33#0.33 | 19.16#0.16 | 40.83#0.44 | 41.3340.33 | 45.0040.57 | 19.83#0.44 | 25.33#0.33 | 0
B cereus 41.66+0.33 | 43.00+0.57 | 19.33#0.33 | 37.33#0.33 | 35.504+0.28 | 50.5040.28 | 19.50+0.28 | 21.16#0.16 | 0
S. lutea 22.33#0.33 | 19.50+0.28 | 41.00+0.57 | 19.50+0.28 | 46.00+0.57 | 45.334#0.33 | 21.50+0.28 | 41.50+0.28 | 0
S. cerevisiae 22.00+0.57 | 22.66+0.66 | 19.66+0.66 | 19.16+0.16 | 19.50+0.28 | 23.16#0.16 | 19.33#0.16 | 19.33#0.33 | 0
C. utilis 22.66+0.66 | 22.50+0.28 | 19.33#0.33 | 19.33#0.33 | 19.16#0.16 | 22.6640.66 | 19.33#0.33 | 19.16#0.16 | 0
R. glutinis 40.334#0.33 | 35.33#0.33 | 19.50+0.28 | 19.83#0.44 | 19.66#0.33 | 53.50+0.28 | 19.5040.28 | 19.504+0.50 | O
A. niger 19.6640.66 | 19.33#0.33 | 19.83#0.44 | 19.33#0.33 | 19.33#0.33 | 32.33#0.33 | 19.33#0.33 | 19.16#0.16 | O
P. roquefortii 19.5040.28 | 19.16%#0.16 | 19.16#0.16 | 19.16#0.16 | 19.16#0.16 | 19.16#0.16 | 19.16#0.16 | 19.50+0.28 | 0
G. candidum 20.0040.57 | 21.6640.66 | 19.33#0.33 | 19.33#0.16 | 19.33#0.33 | 33.16#0.16 | 19.16#0.16 | 19.33#0.33 | 0

Valorile sunt prezentate ca medie+SEM. Diametrul discului de hértie-19 mm
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Studiile noastre preliminare aratd cd unele dintre aceste sdruri sunt, de asemenea, capabile sa
distrugd formarea biofilmelor formate de microorganisme din industria alimentard(rezultate
publicate in Molecules, 2013).

Tabelul 5. Proprietati fizico-chimice ale sdrurilor sintetizate

Comp. M.p. (°C) LogP Aria Aria  suprafetei | Polarizabilitate Hidrofobicitate
suprafetei Van der Waals (RM)
polare (2D) (3D)

4a >250 -3.4 133.5 711.4 52.5 2.091+0.027

4b 241-243 -3.6 60.3 730.7 53.6 2.32540.014

4c >300 -3.0 94.5 732.4 59.5 2.12240.047

4d >300 -3.2 68.2 707.4 57.6 1.938+40.023

4e nd -3.0 100.9 888.2 65.9

5a 258-259 -4.3 133.5 652.1 50.3 1.73940.035

5b 252-253 -4.5 60.3 667.1 51.6 2.142+0.024

5c >300 -3.9 94.5 671.0 57.3 1.917+40.049
5d 301-302 -4.1 68.2 646.0 55.4 2.092+0.023

LogP, Atriile suprafetelor polare si van der Waals si polarizabilitatea au fost calculate folosind MarvingSketch 6.0.2
(http://www.chemaxon.com). Valorile RM sunt prezentate ca medie + SEM

Studiul activitdtii antimicrobiene a compusilor heterociclici obtinuti prin reactii de biocatalizd s-a
realizat si prin determinarea activitdtii biologice asupra unor microorganisme patogene prin
metoda difuzimetricd si testul viabilitatii celulare, MTT.

In acest context, sunt prezentate rezultatele obtinute la testarea sdrurilor cuaternare de amoniu
acestea fiind una dintre cele mai utilizate clase de dezinfectanti, cu largd aplicabilitate in mediile
spitalicesti, tratarea apelor, textile, vopseluri si industria alimentard datoritd toxicitatii relativ
reduse pentru oameni si animale.

Compusii analizati au dovedit activitate antimicrobiand intensd fatd de Escherichia coli,
Streptococcus sp., Staphylococcus sp.; efectul antimicrobian este intensificat de prezenta
grupdrilor nitrofuranice si de prezenta halogenilor in moleculd; s-au obtinut valori relativ mici
ale CMI (31,25 ug/mlL). Cea mai intensd activitate a compusilor a fost impotriva Staphylococcus
sp., Streptococcus sp., si E. coli, respectiv cea mai slabd fiind impotriva Candida albicans.
Importanti sunt compusii ale caror CMI pentru Stafilococ si Streptococ sunt foarte mici (< 250
ug/ mL) pot fi de interes terapeutic.

Datele privind viabilitatea celulard au fost mult timp obtinute din testele de citotoxicitate in
vitro (Manish Raj Pandey et all, 2014). Sensibilitatea, rapiditatea, si costul redus al acestei
metode o recomandd ca una dintre cele mai utilizate teste in acest scop. Studiul viabilitdtii
celulare a fost evaluatd pe o bacteriei patogend, Escherichia coli utilizand MTT. Dupd tratarea
celulelor cu compusii chimici mai multe perioade de timp (0, 2, 4, 24 h), mediul de culturd a fost
indepdrtat si celulele au fost tratate cu solutie 1Img/mL MTT cdnd inelul tetrazolic este redus de
succinat dehidrogenaza mitocondriald la un precipitat violet care s-a determinat
spectrofotometric in intervalul 490-600 nm, cu un cititor de micropldci Tecan 900 Pro. Metoda
MTT a ardtat cd, in urma tratamentului cu compusii testati, a fost inhibatd activitatea
mitocondriald a celulelor de Escherichia coli mai ales la compusii contindnd grupdri functionale
metoxi si nitro ( rezultate publicate in J. Biotechnology, 2015, IF 3,108).

15


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0040402013006534
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168165615005726

Activitatea antioxidantd, cuantificatd prin doud metode si activitatea anti-acetilcolinesterazicd,
au fost realizate pentru 28 de compusi organici obtinuti in etapele anterioare rezultatele fiind
comparate cu activitatea antioxidantd a unor compusi de referintd cunoscuti pentru activitatea
biologicd analizatd (rutina, BHA si vitamina C pentru activitatea antioxidantd). Rezultatele sunt
in curs de publicare.

Determinarea activitdtii antioxidante prin metoda reducerii radicalului liber DPPH a necesitat
prelucrarea a 744 de probe, fiind analizate sase concentratii ale fiecdrui compus la patru
intervale de timp.

In urma analizei activitdtii antioxidante a unor sdruri cuaternare de amoniu preparate prin
metode de activare neconventionale, s-au detasat net doi compusi cu activitate antioxidantd
foarte bund, cu IC 50 sub 20 ug/mL (Sg, Si), si un compus cu IC 50 putin peste 20 ug/mL(Sh) dar
cu o vitezd de reducere foarte bund.

Activitatea antioxidantd a compusilor indolizinici determinatd prin aceastd metodd a indicat cd
indolizina Ik are IC 50 sub 20 ug/mL si o viteza de reducere mare, la 40 ug/mL prezentdnd o
activitate antioxidantd de aproape 52% dupd numai 5 minute de reactie.

Determinarea activitdtii antioxidante prin metoda decolordrii [-carotenului a necesitat
prelucrarea a 1860 de probe, fiind analizate sase concentratii ale fiecdrui compus la 10 intervale
de timp. Dintre sdrurile cuaternare de amoniu, cea mai bund activitate antioxidantd prin
metoda decolordrii 8-carotenului a fost aceea a unei sdruri derivate de la piridind, Se aceasta
fiind de 85% dupd 180 de minute, la 40 ug/mL.

S-au remarcat doi compusi, cu activitdti antioxidante superioare substantelor de referintd
analizate ( rutina, BHA si vitamina C). Astfel, doud indolizine, indolizina Im si indolizia Ip au
prezentat o foarte bund stabilitate in timp obtindndu-se valori ale activitdtii antioxidante de
91% respectiv 89%, la concentratia minima analizatd, dupd 180 de minute .

in urma studiilor biologice efectuate s-a dovedit activitatea biologicd remarcabild a unora dintre
compusii sintetizati prin reactii enzimatice. O sare cuaternard derivatd de la piridina, Se, a avut
cea mai bund activitate antioxidantd prin metoda decolordrii 8-carotenului dintre toti compusii
analizati. Dintre sdrurile derivate de la bipiridil au iesit Tn evidentd doi compusi, Sg si Sh, cu
rezultate foarte bune impotriva radicalului liber DPPH dar si de inhibare a acetilcolinesterazei.
Compusul Si a demonstrat o foarte bund activitate antioxidantd 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, fiind cei mai activi compusi care s-au opus
decolordrii 8-carotenului (rezultate in curs de publicare).

O.1V.1. Caracterizarea biologica a compusilor sintetizati

Studii de toxicitate si citotoxicitate

Cercetdrile actuale demonstreazd cd sdrurile cuaternare de piridiniu, precum si sdrurile
biscuaternare au numeroase proprietdti antibacteriene cu spectru larg, inclusiv impotriva unor
tulpini de Staphylococcus aureus rezistente la meticilind sau Enterococcus faecalis rezistente la
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vancomicind (Pernak et al., 2001, Chanawanno et al., 2010). Functiile oxima grefate pe aceste
sdruri genereazd proprietdti importante in tratarea intoxicdrilor cu fosfati organici, dar si
antibioticd (Lorke, 2008). O serie de bispiridiniu-oxime au o foarte bund activitate de reactivare
a acetilcolinesterazei inhibate de sarin si paraoxon (Acharya et al., 2011, Bharate et al., 2009). O
altd aplicatie interesantd a acestui tip de compusi este generatd de capacitatea lor de a
hidroliza ADN-ul, actiondnd ca nucleaze artificiale, putdnd deveni asftel instrumente utile in
biotehnologie, in terapia genicd sau in chimioterapie (Fernandes et al., 2008).
Clasa compusilor indolizinici prezintd un interes deosebit datoritd proprietdtilor flourescente dar
si a activitdatii biologice. Astfel, unele indolizine au activitate antiinflamatorie, antivirald,
antioxidantd, fiind vizate pentru a trata cancerul, bolile cardiovasculare si infectiile cu virusul
HIV (Shen et al., 2010). Studiile aratd deasemenea cd derivatii indolizinici manifestd
citotoxicitate impotriva liniilor de celule canceroase rezistente la antibiotice (David A. James et
al, 2008). Derivatii de triazol obtinuti prin reactii tip “click chemistry” sunt mai mult decét
linkeri pasivi, ei se asociazd cu usurintd probelor biologice prin legdturi de hidrogen si
interactiuni dipolare(B. S. Sekhon, et al., 2012).
Avdnd in vedere cercetdrile de actualitate, am continuat studiul activitatii biologice a
compusilor intermediari si finali ai reactiilor biocatalizate (realizate in etapele anterioare), sdruri
cuaternare de piridiniu, indolizine si triazoli, studii care s-au desfdsurat pe urmdtoarele directii:

studiul toxicitdtii compusilor utilizati in biocatalizd asupra mai multor microorganisme;

studii de citotoxicitate efectuate pe Saccharomyces cerevisiae;

studiul toxicitatii compusilor asupra germindrii plantelor
Testele de toxicitate realizate de noi au constat in utilizarea unor metode preluate din literatura
de specialitate, sensibile, ieftine si precise cu ajutorul cdrora se poate evalua toxicitatea si
citotoxicitatea si / sau efectele citostatice ale diversilor compusilor chimici.
i. Studiul toxicitatii compusilor intermediari (utilizati in sinteza biocatalizatd) a constat in
evaluarea gradului de toxicitate a reactantilor unei reactii-model (derivat piridinic, derivat
halogenat reactiv si, propiolat de etil) asupra unor tulpini de bacterii, drojdii si mucegaiuri (C.
robusta MIUG 3.2, C. robusta MIUG 3.3, C. tropicalis MIUG 3.4, C. utilis MIUG 3.5, Sacharomyces
cerevisae MIUG 3.6, Yarrowia lipolytica RD 14 MIUG, Yarrowia lipolytica RD 15 MIUG, Yarrowia
lipolytica RD 16 MIUG, Saccharomycopsis fibuligera), apartindnd colectiei de microorganisme
din cadrul Platformei ,Bioaliment” a Universitdtii ,Dundrea de Jos” Galati, avdnd indicativul
MIUG. In cadrul procesului de selectie a microorganismelor din colectia MIUG au fost analizate
probele rezultate in urma incubdrii a 21 de microorganisme timp de 5 zile in prezenta a patru
concentratii diferite de substante chimice (0,5 mM, 1 mM, 1,5 mM, 2 mM). Dintre tulpinile
testate s-au evidentiat trei tulpini de drojdii, una de mucegai si o bacterie. Concentratia de 1,5
mM este cea optimd pentru reactiile biocatalizate. Astfel, tulpinile Yarrowia lipolytica RD13
MIUG, Yarrowia lipolytica RD14 MIUG, Yarrowia lipolytica RD15 MIUG, Geothricum candidum
MIUG 27 respectiv Pseudomonas fluorescens MIUG MP11 au fost selectate ca fiind rezistente la
compusii testati, si ca biocatalizatori ai reactiilor tip “clik-chemistry”, de formare a compusilor
heterociclici cu azot, in mediu apos neutru (rezultate publicate in J. Biotech, 2015, IF 3,108 si
Scientific Study & Research, Chemistry & Chemical Engineering, Biotechnology, 2016).
ii. Studii de citotoxicitate efectuate pe Saccharomyces cerevisiae
Modelele biologice au fost mult timp folosite pentru a stabili citotoxicitatea si activitatea
citostaticd a multor compusi chimici naturali si/sau sintetici. Tehnicile de analizd actuale,
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necesitd de obicei utilizarea de reactivi chimici sau echipamente tehnologice costisitoare sau le
lipseste sensibilitatea de testare adecvatd.

Scopul nostru a fost de a evalua citotoxicitatea indusd de compusii sintetizati prin teste de
supravietuire pe Saccharomyces cerevisiae, un microorganism care prezintd mai multe
caracteristici genetice si biochimice similare cu celulele umane (T. S. Gongalves et al, 2014, N. P.
Poletto et al, 2008). Aceasta a fost utilizatd pe scard largd ca organism model pentru studiul
bolilor la mamifere si evaluarea compusilor toxici, cum ar fi agenti genotoxici si citotoxici
(Armour CD et al, 2005).

Au fost evaluate trei grupe de compusi: sdruri cuaternare de piridiniu, derivati indolizinici si
triazolici.

In studiu s-a utilizat o culturd purd de Saccharomyces cerevisiae MIUG D 27. Aceasta se repicd
pe mediu de culturd must de malt agar (MMA) inclinat si se incubeazd la 25°C, cu 48 de ore
inainte de prepararea inoculului. Dupd 24 si 48 de ore de cultivare se preleveazd probe pentru
evaluarea gradului de inmugurire si gradului de autolizd prin numdrare directd cu camera
Thoma.

Cresterea coloniilor de celule de drojdie a fost mdsuratd in mediu de culturd contindnd
concentratii crescdtoare din agentii chimici. Rezultatele au ardtat cd testul a fost capabil sd
diferentieze in mod clar efectul citotoxic al compusilor, urmdnd o curbd exponentiald cu
concentratii crescdtoare.

Gradul de autolizd se determind raportdnd numdrul de celule autolizate la numdrul total de
celule dintr-un cémp microscopic, realizdndu-se numdrarea din 10 cémpuri. In cazul
indolizinelor, rezultatele obtinute sunt remarcabile. La concentratie maximd gradul de autolizd a
fost comparabil cu acela determinat in absenta compusilor, iar la concentratia minimd testatd,
10 M, s-au identificat cu aproximativ 60% mai putine celule autolizate decét in cazul probelor
martor.

Addugdnd 1 umol indolizind /L mediu de culturd se obtine un grad de autolizd al celulelor de
13,88%, mai scazut decdt acela determinat in conditii normale, de 23,09% dupd 96 ore de
cultivare submersa.

In cazul sédrii cuaternare derivatd dela piridind, addugarea a 0,3 mg compus/L mediu de culturd
conduce la scdderea gradului de autolizd fatd de proba martor, pdnd la o valoare de
aproximativ 12%.

Gradul de inmugurire se determind raportdnd numdrul de celule inmugurite la numdrul total de
celule dintr-un cémp microscopic, realizdndu-se numdrarea din 10 cGmpuri.

Dupd primele 24 de ore de cultivare, gradul de inmugurire din probele martor are valori
comparabile cu cel al probelor suplimentate cu indolizind. Dupd 48 de ore de cultivare, valoarea
gradului de inmugurire in prezenta unei concentratii de 10° M depdseste 24%.

In cazul indolizinei derivatd de la bipiridil (bpy), la concentratia minimd utilizatd in cadrul
acestui experiment se constatd un grad de inmugurire a celulelor mai scdzut decét in probele
martor, cu 20% mai mic dupd 48 de ore de cultivare submersa.

La concentratia maximd testatd, prezenta sdrii derivatd de la piridind a produs inmugurirea a
peste 20% din celulele de drojdie, in timp ce concentratia de 10 M in mediul de culturd a
condus la valori comparabile cu acelea ale probelor martor, dupd 48 de ore de cultivare
submersa.
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iii.Studiul toxicitatii compusilor asupra germindrii plantelor

Impactul diferitelor tipuri de compusi asupra plantelor superioare a fost intens studiat (Hong si
Otaki, 2006; Lin si colab., 2009; Seeger si colab., 2009). Atunci cénd sunt in crestere, plantele
absorb cantitdti relativ mari de elemente esentiale si neesentiale, care la anumite concentratii
pot fi toxice. Grdul este o culturd importantd pentru alimentatia umand in intreaga lume si este
considerat a fi un model pentru speciile monocotiledonate pentru cercetdri in biologia
moleculard.

Pentru a testa efectul compusilor sintetizati prin biocatalizd (sdruricuaternare de piridiniu,
indolizine si triazoli ) asupra germindrii semintelor de grdu, experimentul a fost efectuat in
conditii de laborator, folosind seminte de grdu achizitionate de la o piatd locald din Galati.
Semintele sdndtoase au fost selectate si se sterilizeazd la suprafatd cu solutie 10% hipoclorit de
sodiu timp de 10 min, apoi sunt puternic cldtite cu apd distilatd sterilizatd inainte de a se
transfera in vase Petri avdnd un strat dublu de hdrtie de filtru. S-au folosit 100 de boabe de
grdu pentru fiecare placd Petri, alegdndu-se doar boabele cu cariopsa intactd. Dupd 4 zilede
germinare se numdrd boabele negerminate, se numdrd plumulele boabelor germinate si se
mdsoard inaltimea plumulelor pentru a calcula indltimea medie.

Germinarea boabelor de grdu in prezenta compusilor indolizinici derivati de la bpy si bpe a
condus la o inaltime a plumulelor cel putin egald cu a acelora din probele martor, chiar si in
cazul concentratiei superioare analizate. In cazul unor compusi, 54% din boabe au prezentat
plumule dupd 4 zile de cultivare, fatd de 40% in probele martor.

In urma efectudrii acestui experiment, s-a constatat cd doi dintre compusii testati scad
sensibilitatea la apd a boabelor de grdu. Se constatd cd addugarea unei concentratii mai mari
de compus are un efect benefic. O concentratie de 10° M a unor compusi conduce la o scidere a
procentului de boabe negerminate cu 75% fata de probele martor. Pentru a avansa studiile de
citotoxicitate si a realiza teste pe mamifere (soareci de laborator) s-au realizat si studii avansate
de cristalizare a proteinelor (lizozim) utilizate ulterior ca material de incapsulare pentru
compusii obtinuti in cadrul proiectului cu scopul de a realiza studii farmacologice.

Pentru prima datd au fost realizate studii toxicologice si citologice pe microorganisme eucariote
model cum este drojdia Saccharomyces cerevisiae. In urma studiilor efectuate s-a dovedit
activitatea biologicd remarcabild a unora dintre compusii sintetizati prin reactii de biocatalizd
(rezultate in curs de publicare).

Interactia compusilor cu ADN-ul

ADN-ul are un rol crucial in procesele biologice, transmitdnd informatia ereditard sub formd de
coduri necesare sintezei proteinelor si enzimelor. ADN-ul controleazd direct sau indirect
structurile si functiile celulare. Incd de la descoperirea structurii acestuia, a fost tinta principald
a moleculelor mici cu importantd terapeuticd ce apartin diverselor clase de medicamente, de la
antitumorale la antibiotice. Moleculele mici interactioneazd cu proteinele asociate ADN-ului sau
prin intermediul hibrizilor ADN-ARN, dar se pot si lega direct la helix-ul ADN. Aceste interactii au
ca rezultat interferenta cu activitatea diferitelor enzime si proteine implicate in mentinerea
structurilor si functiilor celulare. Interactiunea moleculelor mici cu ADN-ul a fost studiatd pe
scard largd. Aceste studii dau directii de dezvoltare a agentilor terapeutici eficienti, ce pot
controla expresia genelor. Molecule noi si mai eficiente, care tintesc ADN-ul, pot fi dezvoltate cu
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usurintd. Descifrarea mecanismului de actiune a medicamentelor antitumorale a devenit
posibild prin studiul interactiei moleculd-ADN (S. U. Rehman et al., 2014).

Studiile spectroscopice (de absorbtie si fluorescentd) pot oferi informatii importante privind
modul de legare al acizilor nucleici de molecule fluorescente (fluorofori) sau medicamente
(Modukuru N. K. et al., 2006, M. Sirajuddin et al., 2013; S. U. Rehman et al., 2015).

In cercetarea noastrd am studiat comportamentul fotofizic al compusilor sintetizati si s-au
cautat solutii pentru a obtine derivati cu proprietdti imbundtdtite si exceptionale (figura 12).
Datoritd fluorescentei caracteristice, derivatii indolizinici si triazolici au fost utilizati ca senzori
fotochimici, senzori de legdturi de hidrogen si sonde flourescente sensibile (M. Becuwe et al.,
2011, B. C. Ghosh et al., 2011, M. K. Bayazit et al., 2014 ). Indolizinele au fost utilizate pentru a
studia interactia cu ADN-ul si ca pigmenti fotochimici (Dinicd et al., 1999, Furdui et al., 2007).

Cercetdrile privind studiul interactiei acizilor nucleici cu diverse molecule biologic active
sintetizate in etapele anterioare ale proiectului contribuie la intelegerea mecanismului de
interactie al acestor molecule cu acizii nucleici. Interactia acizilor nucleici cu compusii organici
diferit functionalizati (produsi rezultati din reactii de ciclizare, indolizine fluorescente), obtinuti
in etapele anterioare prin biocatalizd, s-a realizat prin metode spectrale (UV-Vis si IR).

fluorescent

Figura 12. Sinteza indolizinelor

Madsurarea absorbtiei UV-vis este o metodd simpld, dar eficientd in detectarea formadrii
complexului ADN-compus. In general, atunci cdnd o moleculd micd interactioneazd cu ADN-ul si
formeazd un nou complex, modificdrile ar trebui sG apard in absorbantad si in pozitia benzii de
absorbtie. In general, hipercromismul si hipocromismul sunt caracteristici spectrale ale ADN-ului
referitoare la structura de dublu helix; hipercromismul inseamnd ruperea structurii secundare a
ADN-ului si hipocromismul inseamnd cd modul de legare al moleculei de ADN este prin efect
electrostatic sau de intercalare, efect care poate stabiliza duplexul ADN-ului.

Intercalative

Groove
Binding

J Binding
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Modul de legare al unui compus este influentat de caracteristicile geometrice, sterice si
electrostatice ale acestuia. Astfel, legarea prin intercalare este frecvent intéinitd in cazul
sistemelor aromatice si heterociclice cu molecule plane, in timp ce interactia electrostaticd
poate apdrea in cazul prezentei unor functiuni cationice si a unor catene laterale.

Pregdtirea probelor si a ADN-ului

Pentru studierea interactiei fluoroforilor cu acizii nucleici, intr-o primd etapd a cercetdrilor de
laborator s-au inregistrat spectrele de absorbtie ale unor indolizine derivate de la 4,4’-bipiridil si
de la bispiridiletan.

Solutiile stoc de indolizine au fost preparate prin dizolvarea unei cantitdti corespunzdtoare de
compus in tampon Tris-HCI, pH 7,6.

Spectrele UV-Vis ale pigmentilor au fost inregistrate intre 200 si 800 nm, in solutie tampon
fosfat. Indolizinele prezintd doud maxime de absorbtie in aceastd regiune.

S-au efectuat mdsurdtori de fluorescentd la echilibru, utilizdnd aparatul Infinite 200 Pro
NanoQuant Microplate Multimode Reader. Determindrile s-au realizat la 24°C, iar concentratia
pigmentului s-a situat intre 2 si 20 uM, in functie de experiment.

Figura 13. Solutii de indolizine analizate

Spectrele de fluorescentd inregistrate aratd cd grupele donoare (ex. metoxi) legate pe inelul
fenilic produc un deplasare batocromicd si o crestere a intensitdtii fluorescentei, in timp ce
grupele electronoacceptoare (nitro) desi cauzeazd tot o deplasare batocromd a maximului de
emisie au un efect de ,,quenching” de fluorescentd.

Determinarea concentratiei acidului dezoxiribonucleic din timus de vitel

Sarea de sodiu a acidului dezoxiribonucleic din timus de vitel (Sigma Chem. Co., USA) a fost
utilizatd fard puficdri suplimentare, prepardndu-se o solutie-stoc prin dizolvarea acesteia in apd
bidistilatd, ce ulterior a fost pdstratd la 4°C. Concentratia ADN in solutia-stoc a fost determinatd
inregistrdnd absorbanta la 260 nm, cunoscdndu-se coeficientul de absorbtie molard &9 = 5000
L mol™ cm™. Puritatea ADN-ului a fost evaluatd prin calcularea raportului intre absorbanta la
260 respectiv 280 nm. Rezultatul, >1,8, a condus la concluzia cd ADN-ul este suficient de pur.
Pentru determindrile spectroscopice, acesta s-a dizolvat in solutie tampon 10 mM Tris-HCl, pH 7.
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Determinarea concentratiei acizilor nucleici s-a facut utilizdnd acelasi echipament dotat cu o
placad speciald opticd, din cuart, ideald pentru 16 probe care garanteazd performante ridicate si
o ratd mare de reproductibilitate, pentru cuantificarea acizilor nucleici. Placa este compatibild
cu o pipetd de opt canale pentru a distribui usor probele de analizat. Toate mdsurdtorile au fost
efectuate in triplicat.

Efectul ADN-ului asupra spectrelor UV-Vis

Spectrele au fost inregistrate prin aditie progresivd a solutiei de ADN la indolizine. Titrdrile s-au
efectuat mentindnd concentratia probei constantd si addugdnd solutie de ADN in cantitdti
progresive, in conditii fiziologice.

Spectrele de absorbtie ale solutiilor ADN-indolizine sunt prezentate in figurile 14,15 de mai jos.
Legarea indolizinelor de ADN conduce la producerea unui efect batocrom, vizibil la concentratii
mari ale ADN.

Efectele bato- sau hipsocrom, hiper- sau hipocrom, precum si punctul izocromatic sunt
proprietdti spectrale ale interactiei ADN-moleculd, aflate in legdturd cu structura de dublu helix.
Hipocromicitatea la maximul de absorbtie al ADN (260 nm), spre exemplu, indicd o compactare
a ADN-ului datoratd interactiilor electrostatice, iar o intercalare induce hipercromicitate la
aceastd lungime de unda (R.Hajian et al., 2013).

Odatd cu cresterea concentratiei de indolizine spectrul aratd scdderea in intensitate a
absorbantei. Deoarece nucleul indolizinic contine inele aromatice care pot facilita intercalarea,
fiind posibild interactiunea intercalativa clasica.
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Figure 14 Spectrele de absorbtie pentru indolizina 12 in absenta si prezenta
cantitdtilor crescatoare de ADN
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Titrarea fluorimetricd. Stingerea fluorescentei de cdtre ADN

Tehnicile de stingere a fluorescentei implicd o varietate de interactii moleculare, precum reactii
ale stdrilor excitate, formarea unui complex in starea fundamentald, rearanjdri moleculare,
transfer de energie si coliziuni. In acest context, experimentele de stingere a fluorescentei s-au
realizat pentru a investiga interactiunile compusilor sintetizati cu ADN-ul. Modul de legare al
compusilor cu ADN-ul s-a evaluat prin spectroscopie de fluorescentd, prin mentinerea constantd
a concentratiei compusilor (ex. 10°M) si varierea concentratiei de ADN. Spectrele de
fluorescentd au fost astfel inregistrate la diverse rapoarte molare ADN: indolizind, excitarea
probelor realizéndu-se la maximul de absorbtie de energie minimd.

Spectrele de absorbtie si emisie au permis evidentierea unei puternice interactii intre ADN si
fluoroforul studiat, care se manifestd printr-o stingere a fluorescentei acestuia, odatd cu
cresterea raportului molar ADN:fluorofor. Curba de titrare (intensitatea fluorescentei fatd de
raportul molar ADN:indolizind), prezentatd in figurile 15, 16 aratd o scddere exponentiald a
intensitatii fluorescentei cu cresterea concentratiei de indolizind.

Figura 15. Quenching of I; Figura 16. Quenching of 12
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Rezultatele obtinute la titrdrile fotometrice au fost utilizate pentru a determina raportul optim,
de interactiune maximd ADN:ligand, din reprezentarea fluorescentei relative in functie de
raportul molar. Intensitatea fluorescentei indolizinei scade cu cresterea concentratiei de ADN
(rezultate in curs de publicare).
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Efectul tdriei ionice

Studiul efectului tdriei ionice asupra interactiunii moleculd-ADN este o metodd importantd
pentru a analiza modul de legare dintre molecule mici si ADN. Electroliti puternici, cum ar fi
NaCl, sunt utilizati In acest scop. Addugarea de NaCl la ligandul liber in absenta ADN-ului ar
trebui sa aibd un slab sau nici un efect asupra randamentului fluorescentei. Cu toate acestea, in
prezenta ADN-ului, Na* neutralizeazd partial grupdrile negative fosfat ale catenei ADN avénd ca
rezultat reducerea respingerii electrostatice dintre ele.

Atractia electrostaticd dintre o moleculd micd si suprafata ADN-ului este sldbitd de addugarea
de ioni Na®*. In cazul legdrii moleculei de suprafata ADN-ului, interactiile electrostatice au loc in
afara canelurii, in cazul in care intensitatea fluorescentei este stinsd la interactia cu ADN-ul. O
moleculd mica aflatd in canelura helixului ADN-ului este mult mai expusd la tdria ionicd in
solvent inconjurdtor decdt o moleculd intercalatd. Adaosul de NaCl sldbeste interactiunea si
conduce la eliberarea compusului din suprafata ADN rezultdnd in cresterea intensitdtii
fluorescentei. (S.U. Rehman, 2015).

s-a studiat prin inregistrarea spectrelor de
fluorescenta in prezenta unor concentratii diferite de NaCl, pentru a stabili natura interactiei
pigment-ADN (intercalare sau interactie electrostaticd). Figura 17 demonstreazd ca indolizinele
interactionezd cu acizii nucleici, acest lucru conducénd la scdderea absorbantei si emisiei la
concentratii diferite de indolizind.

Studii de stingere a fluorescentei iodurii de potasiu Kl

Studiile de stingere a fluorescentei iodurii de potasiu sunt de obicei folosite pentru a determina
modul de legare a ADN cu medicamentele care sunt fluorescente. Kl este moleculd micd cu
proprietdti de stingere a fluorescentei si poate fi folositd pentru a determina tipul de legare a
medicamentelor de ADN.

Concentratia de sare nu influenteazd semnificativ intensitatea fluorescentei in prezenta ADN-
ului astfel, prezenta interactiunii electrostatice poate fi exclusd. Studiile preliminare
demonstreazd cd indolizinele interactionezd cu acizii nucleici acest lucru conducénd la scaderea
absorbantei si emisiei la concentratii diferite de indolizind (figurile 17,18).
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Figura 17. Evaluarea stingerii fluorescentei cu Kl pentru indolizina I1 si indolizina-ADN
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Figura 18. Evaluarea stingerii fluorescentei cu Kl pentru indolizina 12 si indolizina-ADN

Interactia moleculelor cu acizii nucleici prin studii de spectroscopie FT-IR

Spectroscopia cu transformata Fourier in infrarosu (FT-IR), Tsi gdseste importante aplicatii in
domeniul stiintelor biologice. Amprenta moleculard a ADN-ului pur se afld in regiunea spectrald
de 1800-700 cm™ datoritd vibratiilor in planuri diferite ale bazelor azotate, vibratiilor de
intindere (asimetrice si simetrice) ale grupdrilor fosfat si vibratiilor de intindere ale
dezoxiribozei. Legarea moleculelor mici de pentozo- fosfat a catenei ADN-ului este studiatd prin
monitorizarea schimbdrilor in benzile de la 1228 si 1087 cm™ care sunt cauzate de vibratii
asimetrice si simetrice ale grupdrilor fosfat (H. Arakawa, et al.,2000). Tranzitia conformatiei
ADN de dublu helix de la forma B la forma A sau de la B la Z poate fi detectatd cu usurintd prin
legarea medicamentelor de ADN (T. Zhao, 2014, S.T. Saito, 2012, D.K. Jangir, 2011, H. Arakawa,
2000).

Figurile 19 si 20 prezintd spectrele FT-IR de ADN din timus de vitel in absenta si in prezenta
indolizinelor I1 si 12.
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Figura 19. Spectrele FT-IR: ADN si ADN-indolizina 1

Figura 20. Spectrele FT-IR: ADN si ADN-indolizina 2

Legarea moleculelor analizate de bazele ADN este demonstratd prin evalurea benzilor spectrale
la 1741 cm™, care sunt atribuite in principal vibratiilor de intindere in plan a guaninei (G), 1668
cm™ cauzate de vibratiile de bazéd ale timinei (T), 1581 si 1496 cm cm™ cauzate de vibratiile de
intindere ale adeninei (A) si citozinei (C) (rezultate in curs de publicare).

0.1V.2 Studiul proprietatilor electrochimice

Viologenii prezintd un interes semnificativ, datoritd modificdrii proprietdtilor si culorii acestora
in functie de mediul de reactie. In cadrul acestui studiu, s-a determinat pentru prima datd
comportamentul electrochimic a doud sdruri cuaternare de piridiniu (intermediari in reactii de
cicoladitie), prin voltametrie ciclicd in mediu apos. Compusi noi, cu structurd de sdruri de
piridiniu, sintetizati in etape anterioare ale proiectului, precum dibromura de N,N’ di-(p-
bromofenacil)-4,4’-bipiridiniu (Lr) si dibromura de N,N’ di-(p-bromofenacil)-1,2-bis(4-piridiniu)-
etan (Lm), au fost investigati prin voltametrie ciclicd pentru a le evalua comportamentul
electrochimic. Stabilitatea acestor compusi heterociclici in mediu apos depinde de pH, aceastd
dependentad fiind corelatd cu date spectrofotochimice.
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Schema 11. Structura sdrurilor de bipiridiniu, Lr si Lm

Gruparea etilen a compusului Lm induce modificari ale stabilitatii si performantelor
electrochimice ale ligandului. Procesul cvasireversibil de transfer de electroni dintre grupdrile
functionale depinde de pH si de potentialul aplicat. Un pH alcalin al mediului apos este mai
favorabil pentru stabilitatea liganzilor si pentru procesul de trasfer de electroni la electrodul de
platind. In urma studiului potentialului redox (voltametrie ciclicd) al celor doi liganzi, s-a
determinat rolul acestora de mediator in procesul de reducere. Credem cd acest studiu va
stimula investigatii suplimentare asupra caracteristicilor chimice ale liganzilor si rolul acestora
in chimia biologicd si medicinald.

Elucidarea schimburilor electronice ale compusilor obtinuti este utild pentru investigarea
electrochimicd (R. Palin et al., 2002). Compusii pot fi utilizati ca indicatori redox biologici, senzori
electrochimici, transportori de electroni si precursori pentru compusi cu structurd indolizinicd,
compusi bioactivi ce pot fi utilizati ca markeri si liganzi flourescenti pentru receptorii de estrogen
(M. Eda et al., 2008, D. H. Evans et al., 2001). Directii viitoare de cercetare includ elucidarea
mecanismelor de cicloaditie si substitutie in mediu apos.

Studiul stabilitdtii liganzilor

Compusii sintetizati au fost dibromura de N,N’ di-(p-bromofenacil)-4,4’-bipiridiniu (numitd
ligand rigid-Lr) si dibromura de N,N’ di-(p-bromofenacil)-1,2-bis(4-piridiniu)-etan (numitd ligand
flexibil-Lm). Stabilitatea liganzilor derivati de la 4,4'-bipiridil (Lr) si 1,2-bis(4-piridil)-etan (Lm) a
fost evaluatd prin analizd spectrofotometricd si mdsurdtori de potential in circuit deschis (OCP).
S-au preparat solutii apoase (0.1 mM), iar analiza s-a efectuat ajustdnd pH-ul la valori intre 3 si
11. Solutiile au prezentat culori diferite in functie de pH, de la galben deschis la violet (Lr) si
portocaliu (Lm). S-a observat o decolorare a solutiei la scaderea concentratiei ligandului sub 10-
5m.

Spectrele UV-Vis ale solutiilor apoase au fost inregistrate la 264 nm (Amax) (Furdui et al., 2012),
pentru a le studia stabilitatea initial si dupd 24 ore (Figura 21). Cea mai mare valoare a
absorbantei a fost inregistratd pentru Lr la pH 3 (galben pal) si pH 7 (slab violet), atunci cénd se
formeazd speciile protonate. Solutia Lr proaspdt preparatd este mai stabild la pH slab bazic
(aproximativ pH 8). Ligandul Lm este mai stabil la pH slab acid (aproximativ pH 6), iar forma
dicationicd este instabild in mediu alcalin. Acest comportament sugereazd prezenta speciilor
anionice AH- la addugarea unui exces de bazd si tranzitia de la AH2 la AH-.
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Figura 21. Modificarea absorbantei cu pH-ul la solutiile apoase ale Lr si Lm

Dupd 24 de ore la temperatura camerei se constatd o usoard modificare a absorbantei solutiei
liganzilor. Pentru Lr s-a inregistrat o scddere cu aproximativ 2 unitdti. Procesul de electro-
oxidare este mai activ datoritd echilibrului dinamic acido-bazic, favorabil reactiei de trasfer de
electroni de la dication pentru obtinerea radicalului cation (AH”). si ulterior a speciei neutre. In
acelasi timp, Lm prezintd stabilitate in mediu acid, pdnd la pH 6, dar o evidentd scddere a valorii
absorbantei in mediu neutru sau alacalin. Acest comportament poate fi explicat prin favorizarea
unor aditii periciclice in mediu alcalin, datoratd grupdrii etilen.

Spectrele UV-Vis sunt bine corelate cu determindrile OCP. Compusii derivati de bispiridiniu sunt
oxidanti organici, iar tehnicile electrochimice pot fi utilizate pentru a permite caracterizarea
comportamentului electro-oxidant al speciilor electroactive, pentru a stabili potentialul redox si
a putea modela mecanismul reactiei.

Valorile OCP sunt corelate cu structurile prezentate in schema 11 si explicd stabilitatea
acestora, confirmatd de determindri spectrofotochimice. Rezultatele obtinute contribuie la
explicarea mecanismului de electro-oxidare propus dar sunt date insuficiente pentru elucidarea
cineticii reactiei in mediu apos.

Determindrile electrochimice dau informatii asupra stdrii compusilor organici la electrodul de
lucru. CV are ca principal avantaj identificarea cuplurilor redox. Determindrile CV atestd
prezenta structurilor protonate/deprotonate si dau informatii asupra cineticii reactiei. S-au
realizat o serie de mdsurdtori CV a N-heterociclurilor in mediu apos, la diferite valori ale pH-ului
si ale potentialului aplicat.

pH-ul are un rol important pentru compusii organici, ca urmare a concentratiei protonilor din
mediul apos. Modificdrile apdrute in voltamograme sunt rezultatul unor structuri diferite in
solutiile apoase, in functie de pH (figurile 22 si 23). Alura acestora poate explica influenta
grupdrilor functionale din molecula ligandului, corelate cu stabilitatea acestora in timp, in
functie de pH.
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Ambele sdruri cuaternare inregistreazd un comportament similar la desfdsurarea procesului
redox pe electrod de platind, ceea ce indicd prezenta a cel putin unui cuplu prototropic (AH
/AH) al compusilor organici. Peak-ul curentului anodic, aproximativ +300 mV vs. SCE, este mai
evident pentru Lr si apare diminuat la Lm, cu o diferentd de 0,5 UA si la un potential mai putin
pozitiv.
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Figura 22. Voltamograme ciclice a solutiilor apoase ale Lr si Lm - solutiile proaspadt preparate
la pH initial (a) si la pH 12 (b); E = + 1.0 V vs. SCE, din directie negativd. Vitezd de scanare 100
mVs-1(a), 50 mV s-1(b).

Se observd un peak anodic corespunzdtor oxiddrii Lr la radicalul anion corespunzdtor, proces
ireversibil datoritd reactivitdtii mari. Prin determindri de tipul CV se poate identifica existenta
mai multor schimburi redox, realizate de noii compusi. Apa este acceptorul de proton, sarcina
pozitivd este delocalizatd la nivelul primului strat de molecule de apd format in jurul sdrii de
piridiniu. In mediu alcalin (pH 9), Lr prezintd un proces de reducere evident, spre deosebire de
comportamentul in mediul acid si neutru (figura 23a). Viteza de scanare rdmdne un parametru
important al acestor procese de transfer de electroni (Figura 23b). In mediu bazic, peak-ul este
transpus la un potential mai pozitiv, la aproximativ +800 mV, iar reducerea catodicd este un
proces activ, intensiv. In acelasi timp, Lm nu prezintd o transformare electro-oxidativd evidentd.

Se observd cd in procesul catodic la electrodul de platind, la pH alcalin, cuplul conjugat
deprototropic (de la AH la AH) trece prin schimbdri mai lente decdt in mediu acid sau neutru.
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Acest comportament ar putea fi cauzat de o blocare a transferului electronic datoritd nucleului
piridinic, prin adsorbtie pe substratul de plating.
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Figura 23a. Voltamograme ciclice ale solutiei | Figura 23b. Distributia curentului catodic
apoase Lm proaspdt preparata (pH 5,5), la | in functie de rdddcina patratd a vitezei de
viteze diferite de scanare: 100 mV s-1(1); 50 | scanare

mVs-1(2)si20 mV's-1(3), E=+1.0V

Pentru solutiile apoase ale celor doud sdruri s-au
inregistrat voltamograme ciclice cu electrod de platind la diferite rate de scanare (100 — 20 mV
s pentru E = £ 1 V. Nu s-au observat deplasdri semnificative ale potentialului redox la
cresterea vitezei de scanare de la 20 la 100 mVes™ pentru Lr la pH 6. Totodatd s-a obtinut o
crestere a curentului anodic cu cresterea vitezei de scanare, ca un efect al formdrii imediate a
stadiului de ilidd la aplicarea unui potential electric(Furdui et al, 2012).

Pozitia peak-ului catodic obtinut la 100 mV s corespunde transformdrilor redox de la
potentialul (E,;) de +350 mV pentru Lr la +600 mV pentru Lm (Figura 23a). Un studiu comparativ
al solutiilor alcaline ale liganzilor prezintd comportamentul diferit al acestora (Tabel 6).

Tabel 6. Parametri electrochimici si viteza de scanare a potentialului aplicat solutiilor apoase
ale sdrurilor cuaternare de amoniu (pH 9)

scan rate - Epc -ic Epa ia
(mV-s?) (mV vs SCE) (uA) (mV vs SCE) (uA)
Lr Lm Lr Lm Lr Lm Lr Lm
100 670 901 6.08 5.39 910 876 2.85 2.35
80 652 886 5.65 4.73 880 780 2.54 2.27
50 647 874 4.94 3.79 790 760 1.66 2.15
20 613 818 3.28 3.10 690 660 1.45 1.87
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Ambele sdruri studiate prezintd peak-uri caracteristice transferului de electroni intre grupdrile
functionale, mai evidente in zona catodicd in solutii alcaline. Peak-urile catodice situate la
potentiale joase nu pot fi atribuite procesului de reducere (Figura 23b).

Presupundnd o vitezd mare a transferului de electroni, curentul I, s-a mdsurat concomitent cu
descresterea potentialului si s-a considerat corelat cu viteza de difuzie a speciilor oxidate pe
suprafata electrodului de platind, flux guvernat de legea lui Fick (A. M. O. Brett et al., 2003).
Asadar, in procesul de transfer de electroni si protoni, sdrurile de piridiniu functioneazd ca
mediatori, in mediu apos. Peak-ul, caracterizat de Ep si la, se deplaseazd cu cresterea pH-ului.

Prin studiul initiat am confirmat cd sdrurile de amoniu genereazd unde de curent in
voltamogramele ciclice, descrise ca doud etape tipice de transfer al unui electron. Prima etapd
este reducerea AH? (AH*/AH) iar cea ce-a doua implicd rolul ligandului de piridiniu de
transportor de electroni (AH/AH’). Pentru a explica acest comportament, s-a propus un
mecansim de reducere cataliticd a ionului H*, printr-un intermediar IH neutru (bazic) adsorbit pe
electrodul de Pt in mediu apos. Aditia unui donor de protoni implicd modificari nu doar la nivelul
speciilor electroactive, dar si ale mecanismului global de reactie, acesta devenind concertat. In
mediu apos alaclin, sdrurile mediazd un proces ireversibil de transfer de electroni, confirmat de
peak-ul catodic, mai evident la Lr decdt in cazul Lm iar datele electrochimice aratd cd
mecanismul de reactie este diferit in functie de pH-ul mediului de reactie.

Determindrile spectrochimice realizate indicd valori ale pH-ului intre 6 si 7 unitdti pentru o bund
stabilitate a compusilor. Potentialul OCP este un instrument util in caracterizarea stabilitdtii
compusilor in mediu apos. Analizele electrochimice oferd posibilitatea de a studia potentialul
redox si influenta paramterilor precum pH-ul si viteza de scanare aplicata.

S-a identificat o bund corelare intre potentialul electro-oxidativ si stabilitatea compusilor in
mediu apos la pH neutru sau acid. Studiul nostru stimuleazd efectuarea unor alte studii;
voltametria ciclicd poate fi utilizatG pentru a caracteriza capacitatea reducdtoare si
comportamentul electrochimic al compusilor organici precum si pentru o mai bund intelegere a
rolului acestora in mediul biologic. Acest studiu contribuie la elucidarea mecanismelor la care
pot participa acesti compusi in mediu apos (rezultate publicate in Studia Chemia, 2015).

Studiul interactiei dintre lipaza si compusii implicati in reactiile ,,click” prin CV

Au fost evaluate deasemenea, prin voltametrie ciclica, proprietatile biocatalitice ale
enzimelor studiind interactia lipazei si comportamentul acesteia la interactia cu compusii care
sunt materiale de plecare in reactiile de cicloaditie biocatalizate (bromura de fenacil, propiolatul
de etil, sdrurile quaternare de piridiniu), pentru a obtine ciclul indolizinic (rezultate publicate in J.
Electrochem. Sci., 2016).

Solutiile au fost preparate prin dizolvarea a 0.1 mM din fiecare ligand de piridiniu in 0.1 M KNO3
in apd deionizatd sterild. Doud solutii proaspete de ligand au fost analizate in prezenta si
absenta lipazei, una contindnd oxigen dizolvat iar cealaltd fara oxigen, fiind introdusd timp de 5
minute in atmosferd inertd de azot. Au fost de asemenea investigati precursorul bromurd de
fenacil si dipolarofilul propiolat de etil, implicati in procesul biocatalizat de lipazd. La solutiile
acestora s-au dadugat diferite concentratii de lipazd. Rezultatele au fost colectate la
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temperaturd ambiantd (20+1°C), utilizand solutii proaspdt preparate, dar si de-a lungul unei
perioade de timp de la preparare (1-14 zile). Conductivitatea si pH-ul solutiilor a fost monitorizat
utilizénd instrumentul Consort C862 multiparameter, iar datele spectrale au fost obtinute cu
echipamentul UV-VIS T90+.

Proprietdtile fizico-chimice ale interactiei dintre lipazd si liganzii de piridiniu au fost
caracterizate prin tehnica voltametriei ciclice (CV), utilizdnd un echipament Bio-logic SP50.
Determindrile au fost efectuate utilizdnd un electrod de carbon imersat in solutiile preparate, la
diferite viteze de scanare intre 0.5 V-s-1 — 0.02 V-s-1 pentru un potential variat intre E = -1.0 V si
+1.0 V vs Ag/AgCl. Rezultatele au fost colectate la temperaturd ambiantd (20+1°C) dar si la
40°C. Determindrile de potential redox liber (potentialul de circuit deschis — OCP) si de
voltametrie ciclica (CV).

Morfologia lipazei recuperatd in urma investigatiilor electrochimice a fost caracterizatd prin
microscopie electronicd (SEM) si spectroscopie de raze X (EDX) utilizdnd echipamentul Quanta
200. Dupd filtrarea solutiilor, lipaza recuperatd a fost uscatd in aer la ambiantd si apoi depusd
pe o grild de cupru acoperitd cu film de carbon.

Stabilitatea sdrurilor de piridiniu in prezenta si in absenta lipazei evaluata prin CV

Influenta enzimei asupra ligandului rigid (Lr) si a celui mobil (Lm) a fost evaluatd prin
investigarea proprietatilor fizico-chimice.

Lr a avut un pH de 6.5 in solutie apoasd proaspd preparatd, stabil si dupd 2 zile. In urma
addugdrii unei cantitdti mici de lipazd (0.05 mg/mL), nu se observd o modificare semnificativd a
pH-ului in solutia de electrolit Lr, dupd 2 zile de la contactul initial cu enzima. Cu cresterea
cantitdtii de lipazd, pH-ul scade usor, astfel cd dupd 7 zile, proba cu 0.5 mg/mL lipazd a
prezentat o scddere a pH-ului cu o unitate fatd de proba Lr fard enzima (figura 24).

Lm a fost initial caracterizat printr-un pH slab acid, variind de la 6.4 la 6.8 pe parcursul celor 14
zile de observatie.
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Figure 24. Evolutia in functie de timp a pH-ului liganzilor rigid si mobil (Lr si Lm) cu si fard
lipaza
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Prezenta lipazei a indus schimbdri semnificative asupra pH-ului solutiei, inregistrdndu-se un
valori de pH neutru sau slab alcalin, in special in cazul concentratiilor mai mari de enzimd (0.5
mg/mL). Cu trecerea timpului se atinge pH-ul optim al activitdtii enzimatice (pH neutru),
observdndu-se o crestere a concentratiei ionilor —OH si activitatea lipazei creste (Figura 24).
Solutia apoasd (0.1 mM) a electrolitilor in absenta lipazei prezintd o conductivitate de 12-13
mS/cm. In toate probele se observd o scddere constantd a conductivitdtii in timp, cu 2 mS/cm
dupd prima si a doua zi, rdmdndnd apoi aproape constantd in zilele urmdtoare (Figura 25).
Pentru Lm, in prezenta concentratiilor de 0.05 mg/mL si 0.25 mg/ml, dupd 7 zile se observd o
variatie micd a conductivitatii.
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Figura 25. Evolutia in functie de timp a conductivitatii liganzilor rigid si mobil (Lr si Lm) cu si
fara lipaza

Au fost inregistrate spectrele UV-Vis ale solutiilor apoase cu si fard lipazd. Lungimea de undd a
maximului (Amax) a Lr si Lm este de 264 nm (UV) .
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Figura 26. Evolutia in functie de timp a absorbantei liganzilor cu si fard lipaza
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Absorbanta prezintd o deplasare pentru ambii liganzi in contact cu lipaza. Cele mai mari valori
ale absorbantei s-au obtinut pentru Lr. Addugarea lipazei a condus la o scddere a valorii
absorbantei in cazul Lm. Cele mai scdzute valori au fost obtinute in prezenta unei concentratii de
enzimd de 0.5 mg/mL, ca o consecintd a inhibitiei enzimei in solutia de ligand. Aceastd tendintd
descendentd s-a mentinut pe parcursul celor 14 zile de observatie (Figura 26).

Efectul temperaturii asupra liganzilor in prezenta si absenta lipazei

Reactiile enzimatice sunt afectate de temperaturd, iar temperatura optimd pentru numeroase
enzime este 35 - 40°C. Temperatura optimd pentru activitatea lipazei este 37-40°C. Solutiile
liganzilor au fost preparate dupd metoda descrisd anterior, addugdndu-se diferite concentratii
de lipazd la 40°C (mentindnd temperatura constantd), fard agitare sau agent de emulsionare.
Odatd cu cresterea temperaturii, s-a inregistrat o crestere a valorii pH-ului in cazul ambilor
liganzi (Figura 27). In prezenta enzimei, pH-ul Lr a scdzut, iar pH-ul Lm a crescut cétre valori
alcaline, intre 6.8 (la concentratia minima de enzimd) si 8.2 (la concentratia maximd de enzima).
Conductivitatea solutiilor s-a redus drastic la 40°C, avdnd valori de ordinul uS/cm. Disocierea in
absenta enzimei a fost mai mare cu aproximativ 200 uS/cm in cazul Lm fatd de Lr. In prezenta
lipazei, comportamentul disociativ a fost diferit. Conductivitatea solutiei Lr in contact cu
concentratia minimd de enzimd este redusd la jumdtate (114 uS/cm), crescénd usor pdnd la 135
uS/cm in prezenta concentratiei maxime (Figura 27). Similar, in cazul Lm s-a observat o scddere
cu 145 unitdti fatd de conductivitatea in absenta lipazei (343 uS/cm) si o usoard crestere de
pdnd la 317 uS/cm odatd cu cresterea concentratiei de lipazd addugate.

Interactia liganzilor cu lipaza la 40°C a fost evaluatd si spectrofotometric. In cazul ambilor

liganzi, s-a observat o scddere a absorbantei, atribuitd activitdtii enzimatice si a temperaturii
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Figura 27. Efectul temperaturii de 40°C in evolutia pH-ului, a conductivitatii si a absorbantei
(Amax 264 nm) liganzilor piridinici in prezenta lipazei
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Studii de voltametrie ciclica

Solutiile liganzilor electrolitici initiale si dupd 1, 2, 7 si respectiv 14 zile de pdstrare la o
temperaturd constantd (20°C) au fost analizate prin mdsurdtori electrochimice. Mdsurdtorile de
voltametrie ciclicd au fost realizate ca metodd electroanaliticd utild pentru caracterizarea
capacitdatii de reducere si a comportdrii electrochimice a noilor piridiniu-liganzi care sunt
implicati in reactiile de cicloaditie biocatalizate de lipazd. Procesele de oxidare (reactii anodice)
se manifestd prin peak-uri la curent pozitiv, iar procesele de reducere (reactii catodice) prin
peak-uri negative, utile in intelegerea mecanismului reactiei .

Masurdtorile OCP ale electrolitului Lr fdrd enzimd prezintd un potential variind de la 0.034 V la
0.045 V vs Ag/AgCl pénd la 2000 s iar pentru Lm intre 0.052 - 0.056 V vs Ag/AgCl, ca efect al
structurii zwitterionice a ligandului. Liganzii fard lipazd au prezentat pentru Lr un curent anodic
de 0,24 pA comparativ cu un curent anodic aproape constantd pentru Lm, care nu a fost mai
mult de 0,054 pA. S-au inregistrat voltamogramele ciclice pentru un potential aplicat intre E = +
1V vs Ag/AgCl pe ambii liganzi 0.1mM in electrolit KNO3 0.1 M, cu si fdrd lipazd. Continutul de
lipazd in solutiile liganzilor electrolitici are efecte semnificative asupra proprietdtilor fizico-
chimice precum si asupra rdspunsului voltametric, mai mult in cazul lui Lr comparativ cu Lm, iar
acest efect a fost dependent de structura lor si, de asemenea, de concentratia de lipaza si viteza
de scanare a potentialului aplicat.

Efectul concentratiei de lipazd
Voltamogramele ciclice generate ca efect al concentratiei lipazei asupra ambilor liganzi

electrolitici sunt prezentate in Figura 28.
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Figura 28. Voltamogramele ciclice generate de Lr si Lm in electrolit KNO3; 0,1 M in prezenta a
diferite concentratii de enzime, E = + 1 V vs Ag / AgCl, 0.5 V-s™ pentru Lr si 0,1 V-s™ pentru Lm

Cénd s-au addugat 0.05 mg/mL lipazd pentru Lr, curentul anodic a crescut cu 0.25 LA si au fost
observate doud picuri de curent, comparativ cu ligandul fard enzimd. Cdnd mai multd enzimd a
fost addugata la electrolitul Lr un véarf de curent anodic relativ distinct (picul a) la un potential
de 0.5 V vs Ag/AgCl a fost obtinut si creste cu 1.50 pA la 0.5 mg/mL lipazd. Molecula Lr suferd
usor electrooxidare. In primul rénd, este reducerea AH* (AH>/AH'), iar al doilea pas este rolul de
purtdtor de electroni al ligandului piridinic (AH /AH"). Radicalul intermediar format supune
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ulterior AH la formarea unui nou radical AH™ asupra ligandului. Atunci cdnd concentratia de
enzimd a fost crescutd treptat de la 0.05 mg/mL pénd la 0.50 mg/mL a existat o crestere
treptatd a rdspunsului curentului de vérf si acest rdspuns a fost in final saturat(la 1,76 pA) la
concentratia de 0.25 mg/mL a lipazei, unde valorile curentului anodic observate au fost aproape
constante (Figura 5). Lm in interactiune cu lipaza a prezentat un curent anodic intre 0.08 LA si
0.1 A, fard nici un pic distinct. Pentru studiile ulterioare oxigenul a fost indepdrtat din solutii si
voltamogramele au fost generate (Figura 29). S-a observat o reducere a curentului anodic si
efectul este, de asemenea, in functie de viteza de scanare a potentialului aplicat (Figura 29).

r+ 0,25 mg/mL lipase

Lr +0.05 mg/mL ipase (in absence of oxygen)
0.1 Visec

L+ 0.25 mg a
[Lr + 0:25 mg/mL lipase (in absence of oxygen)]

<I>/pA
<I>/pA

0
Ewe/V vs. Ag/AgCI / NaCl (sat'd) -1 0.5 0 0.5 1
Ewe/V vs. Ag/AgCl / NaCl (sat'd)

Figura 29. Voltamogramele generate de Lr in electrolit 0.1 M KNO;s in prezenta lipazei cu si
féird oxigen, E=#1Vvs Ag / AgCl, 0,5 V-s™

Efectul vitezei de scanare

Interactiunea lipazei la temperatura camerei, cu liganzi piridiniu este intens afectatd de viteza
de scanare a potentialului aplicat. Voltamogramele aratd schimbarea undelor in ambii liganzi
cénd viteza de scanare a potentialului aplicat a fost schimbatd de la 0.02 V-s™ la 0.5 V-s. Figura
30 prezintd CV-urile piridiniu-liganzilor in absenta si in prezenta a 0.25 mg/mL de lipazd (pH 7.0)
la o vitezd de scanare diferitd (E = + 1 V vs Ag/AgCl). O crestere a la se obtine pentru Lr de la
2.77 1A (la 0,2 V s?)la 6,3 LA (la 0,5V s™%), precum si o deplasare a potentialului de la E1 de
0.22 V la E2 de 0.28 V vs Ag/AgCl. Pentru Lm nu s-a observat un pic anodic evident, dar o
crestere a la cu viteza de scanare a potentialului aplicat a fost observata.
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Ewe/V vs. Ag/AgCl [ NaCl (sat'd) Ewe/V vs. Ag/AgCl / NaCl (sat'd)

Figura 30. Voltamogramele generate de electrolitii Lr si Lm in prezenta a 0.25 mg/mL de
enzima la diferite viteze de scanare, E=+ 1V vs Ag / AgCl

Figura 31 prezintd voltamogramele ambilor liganzi in prezenta a 0.50 mg/mL de lipazd (pH 7.0)
la viteza de scanare de 0.5 V s™.. Un pic anodic distinct se obtine ca efect al unui proces redox
intensiv, mai evident la Lr decdt la Lm. Comportamentul liganzilor este diferit, lipaza prezintdnd
un efect pozitiv asupra Lr comparativ cu Lm. Aceastd diferentd de activitate cataliticd a lipazei
se datoreazd in principal existentei mai multor grupe functionale active in structura Lr decdt a
Lm. Activitatea enzimaticd a lipazei este dependentd de structurd. Valoarea la pentru Lr este
mai mare decdt la Lm (Ala = 45 1A), ceea ce ar putea explica un proces mai rapid de transfer de
electroni pentru Lr, ca urmare a structurii sale favorabile, comparativ cu Lm.

10
(d

<|>/pA

104

-154

=204

-254

0
Ewe/V vs. Ag/AgCI / NaCl (sat'd)

Figura 31. Voltamogramele generate de electrolitii Lr si Lm in prezenta a 0.50 mg de lipaza,
E=+1VvsAg/AgCl, 0,5V mV-s"
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Nici o undd de reducere nu a fost observatd in prezenta precursorului piridiniu-liganzilor,
bromura de fenacil si respectiv asupra propiolatului de etil (sinton), in prezenta sau absenta
lipazei. Interactiunea lipazei asupra precursorului nu se observa (Figura 32). Voltamogramele
inregistreaza doar efectul procesului de difuzie pe electrodul de carbon. Aceste rezultate au
demonstrat cd piridiniu-liganzii cu o structurd diferitd fatd de a precursorului au prezentat un
comportament electro-oxidativ iar lipaza are un efect asupra lor (Figurile 28-31).

—

<|>/pA

-140

-160

1 0 1
Ewe/V vs. Ag/AgCl / NaCl (sat'd)

Figura 32. Voltamogramele generate de bromura de fenacil (1), in prezenta L-enzimei 0.25
mg/mL (2) si propiolat de etil (sinton-3) in prezenta L-enzimei 0.25 mg/mL (4), E=* 1V vs
Ag/AgCl, 0,5 V-s™

Caracterizarea structurald

Lipaza a fost analizatd inainte si dupd interactiunea cu liganzii electrolitici. Enzima care a fost in
contact cu liganzii din mdsurdtorile de voltametrie ciclicd a fost recuperatd prin filtrare si uscatd
in aer, la temperatura camerei. Imaginile SEM si analiza elementald (EDX) au fost realizate cdnd
lipaza a fost plasatd pe cdrbune acoperit cu cupru, pentru a observa morfologia si modificdrile
structurale. Imaginile SEM au ardtat o modificare in structura lipazei inaintea experimentului si
dupd interactiunea cu liganzi, in prezenta sau absenta oxigenului (Figura 33).

Dimensiunea granulelor lipazei (figura 33a) a fost modificatd in mod semnificativ in prezenta
electrolitului Lr (Figura 33c), chiar si analiza chimicd a indicat aproape aceeasi concentratie de
carbon 95.89% in greutate fatd de 95.44% in greutate si, respectiv, oxigen 4.11% in greutate
fatd de 4.56% in greutate. Reducerea in greutate a carbonului la 88.2% si oxigenului la 1.5%,
borului (10.18% in greutate), de asemenea, Na si Mg in continut mic cu un rol de consolidare in
celuld sunt evident rezultatul unui contact al lipazei cu Lr (Figura 33b).
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CK cK 5 -~ S Elomont WeX Atk
Element WeX AtX

CK 95.89 96.88
OK 4.11 3.12

Figura 33. Imaginile SEM si analiza EDX a lipazei (a); interactiunea lipazei cu Lr in prezenta
oxigenului (b) si fard oxigen (c)

in concluzie, stabilitatea noilor liganzi, in KNO3 10 M ca suport electrolitic, este influentatd de
cantitatea de lipazd addugatd si o bund corelatie a fost observatd pe parcursul unei anumite
perioade de timp intre pH, conductivitate si mdsurdtorile spectrale UV/Vis.

Procesele de electro-oxidare ale transferului de electroni depind de structura liganzilor.
Continutul lipazei in solutiile de ligand are efecte semnificative asupra proprietdtilor lor fizico-
chimice, precum si asupra rdspunsului voltametric. Voltamogramele inregistrate au ardtat un
transfer electronic intensiv datoritd interactiunii Lr cu lipaza comparativ cu Lm, din cauza
absentei unei grupdri etilen mobile din structura chimicd a ligandului Lr. In prezenta oxigenului,
piridiniu-liganzii actioneazd in mod diferit, ludnd in considerare toate proprietdtile fizico-chimice
si potentialul redox. Acest lucru ar putea rezulta din aranjamentul cel mai favorabil al structurii
lor moleculare, in functie de concentratia lipazei si de viteza de scanare a potentialului aplicat.
Studiul este util pentru a intelege mecanismul reactiilor cicloaditie in care compusii ar putea
participa ca sintoni. Liganzii cuaternari au fost conceputi ca precursori pentru sinteza
indolizinelor fluorescente.

S-au efectuat in premierd studii spectroscopice si electrochimice asupra compusilor sintetizati in

etapele anterioare. In urma aceastor studii, s-au identificat proprietdti biologice si
electrochimice remarcabile ale compusilor sintetizati prin reactii biocatalizate.
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O IV.3. incercdri de obtinere a unor senzori prin diverse tehnici

In ultimii ani, numeroase aplicatii ce implicd depunerea de molecule organice, biomolecule sau
polimeri ca substrat au fost intens studiate. S-au realizat multe studii pentru o varietate largd de
aplicatii biologice specifice intr-un domeniu de cercetare cu crestere rapidd, pentru tehnologii
medicale. Au fost, de asemenea investigate pelicule polimerice pentru aplicatii in dispozitive
electronice organice si senzori.

Tintele primare pentru tehnica MAPLE (Matrix Assisted Pulse Laser Evaporation- matrice
asistatd prin evaporare cu laser in impulsuri) au fost moleculele biologice si polimeri. Folosind
MAPLE au fost depuse proteine si enzime. Enzima lipazd care se gdseste in majoritatea
sistemelor biologice este utilizatd in biosenzori, iar o problemd importantd este imobilizarea /
depunere acestora ca substrat. Moleculele depuse prin tehnica MAPLE isi pdstreazd
caracteristicile conformationale.

Aceastd tehnicd este derivatd de la depunere laser cu impulsuri (PLD), avdnd ca diferenta doar
compozitia materialului tintd/matricea. O probd congelatd (de exemplu, polimer 1-5 %
concentratie de masd) dintro solutie / solvent reprezintd tinta de depunere. Speciile moleculare
sunt ionizate, iar materialul tintd este solid la temperatura camerei. Dintre conditiile cele mai
multe importante necesare in tehnica MAPLE se remarcd lungimea de undd a undei laser si
materialul matricei (A. Piqué, 2011). Un fascicul laser pulsat, de obicei, cu raze ultraviolete sau
infrarosii, avdnd un spot intre 1 la 25 mm? este directionat intr-o camerd de vid printr-o
fereastrd de laser. Fluxul de laser este ales pentru a minimiza degradarea sistemului de solventi
/ solut, variind de la 0.01 - 5 J cm™>. Cateva ml de solutie din materialul tintd/matrice este
congelatd intr-o cupd metalicd (de obicei din Al) si introdusd apoi in interiorul camerei de
vacuum, pe un suport rotativ rdcit rdcit pentru a mentine inghetatd proba in timpul
experimentului. La inceput, este stabilit un vid scdzut (1 072 la 107 torr). Suportul substrat pe care
se va realiza depunerea este pozitionat paralel cu cupa metalicd ce contine tinta/ matricea la o
distantd de 3 cm la 10 cm. Monitorizarea grosimii in timpul depunerii este asiguratd in unele
echipamente.

Experimentul nostru l-am realizat la Institutul National pentru Fizica Laserilor, Plasmei si
Radiatiei (INFLPR), Bucuresti folosind un echipament Nd:YAG solid state laser source Brilliant B
from Quantel, France (Figura 34). Caracteristica in studiul nostru a fost o sursd laser excitatd cu
impulsuri KrF (A = 248 nm, t = 25 ns, v = 10 Hz). Mai multe variabile trebuiesc luate in
considerare pentru aceastd tehnicd: lungime de undd laser, durata pulsului, solventul,
concentratia, presiunea de fond, speciile gazoase, temperatura substratului, etc. Prin ajustdri se
gdseste varianta optimd pentru depunere in scopul urmdrit.

Mecanismul de depunere in procesul MAPLE se bazeazd pe interactiunea fotofizica initiald
dintre laser si tintd, responsabild pentru scoaterea din matrice (solvent) si formarea peliculei
(depunerii) (Datcu, A. et al., 2015).
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Figura 34. Prezentarea schematicd a tehnicii MAPLE: 1-sursa laser Nd-Yag; 2- energia
fasciculului razei laser, 3 - camera de vid in atmosferd de Ar, 4 - proba tintd in cupa metalica;
5 —inghetarea probei

In studiul nostru preliminar noi prezentdm cd este posibild utilizarea tehnicii MAPLE, pentru a
depune compusi noi, liganzi heterociclici pe un substrat de siliciu si, respectiv, cuart.

Figura 35. Filmul depuneri noilor compusi si imaginea SEM a depunerii

Din imaginea SEM (Figura 34) se poate observa cd prin aceastd tehnicd se pdstreazd structura
intactd a compusilor, confirmatd de asemenea, prin analiza FTIR fiind acelasi profil al spectrului

_in solutie si filmul de depunere (Figura 36).
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Figura 36. Analiza FTIR comparativa
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in studiul nostru incercdm sd ardtdm cd este posibil folosind tehnica MAPLE pentru a depune
molecule organice, pe un substrat cu pdstrarea structurii sale, asa cum se aratd prin analiza
FTIR.

Mai multe articole au prezentat progresul enorm al tehnicii MAPLE in obtinerea de biosenzori
(Touloupaki E et al, 2012). Noi nu prezentdm si nu discutdm despre un anumit biosenzor; doar
demonstram fezabilitatea tehnicii MAPLE prin prezentarea rezultatelor testului preliminar; este
posibild imobilizarea unor compusi intr-un compozit polimer pentru aplicatii ca biosenzor si
structura si activitatea biomoleculelor poate fi pdstratd.

Coordonarea de simuldri si experimente sunt necesare pentru a proiecta filme cu proprietdti
specifice dorite, folosind aceastd tehnicd. MAPLE este o tehnicd de depunere versatild, fiind o
abordare mai bldndd a proceselor cu laser pentru depunerea filmelor, care permite un control
suplimentar asupra procesului de crestere a filmelor, in comparatie cu alte metode(rezultate in
curs de publicare).

Concluzii

v Toate obiectivele propuse Tn proiectul PN-11-ID-PCE-2011-3-0226 au fost atinse.

v’ Studiile efectuate in acest proiect demonstreazd cd biocatalizatorii testati au capacitatea
de bioconversie a compusiilor cu formare de noi produsi de reactie, cu proprietdti
diverse, procesul de biotransformare fiind influentat de timpul de reactie, pH,
temperatura, proprietdtile catalitice ale biocatalizatorului. In cazul microorganismelor,
bioconversia evolueaza diferit in functie de tip, particularitdtile metabolice si energetice
ale celulelor, precum si de vdrsta acestora si conditiile de cultivare. Tn cazul celulelor
vegetale utilizate pdnd in prezent, reactia a decurs cu vitezd mai mare, comparativ cu a
culturilor microbiene in calitate de biocatalizatori.

v’ Pentru prima datd au fost obtinuti compusi noi, din clasa indolizinelor si triazolilor,
compusi cu proprietdti fluorescente, prin reactii “click” utilizdnd catalizd enzimatica.

v Pentru prima oard in reactii de cicloaditie am utilizat biocatalizatori enzime comerciale,
microorganisme din colectia Platformei Bioaliment a UDJ sau enzime de provenientd
vegetald. Reactiile au avut loc in mediu apos, la temperaturi cuprinse intre 25-50°C,
reactii care s-au realizat si prin activare cu mw si us. S-a constatat cd atdt enzimele cdt si
mw sau us cresc viteza reactiei si, in unele cazuri creste puritatea produsilor. Rezultatele
sunt promitdtoare avdnd in vedere cd reactiile decurg in conditii bldnde, in apd, cu
enzime care pot fi procurate cu usurintd si care sunt materiale regenerabile.

v' In urma studiilor biologice efectuate s-a dovedit activitatea biologicd remarcabild a
unora dintre compusii sintetizati prin reactii enzimatice. O sare cuaternard derivatd de la
piridina, a avut cea mai bund activitate antioxidantd prin metoda decolordrii 8-
carotenului dintre toti compusii analizati. Dintre sdrurile derivate de la bipiridil au iesit in
evidentd doi compusi, cu rezultate foarte bune impotriva radicalului liber DPPH dar si de
inhibare a acetilcolinesterazei. Un compus a demonstrat o foarte bund activitate
antioxidantd 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, fiind cei mai activi compusi care s-au opus decolordrii 8-carotenului.
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Pentru prima datd au fost realizate studii toxicologice si citologice pe microorganisme
eucariote model cum este drojdia Saccharomyces cerevisiae. In urma studiilor efectuate
s-a dovedit activitatea biologicd remarcabild a unora dintre compusii sintetizati prin
reactii de biocatalizd.

S-au efectuat in premierd studii spectroscopice si electrochimice asupra compusilor
sintetizati in etapele anterioare. In urma aceastor studii, s-au identificat proprietdti
biologice si electrochimice remarcabile ale compusilor sintetizati prin reactii
biocatalizate.

Studiile de fluorescentG demonstreazd puternice proprietdti fluorescente ale tuturor
compusilor analizati cu maxime ale benzii de emisie in regiunea albastru-violet.

Studile de interactie cu ADN s-au realizat prin spectroscopie UV-Vis, IR si de fluorescentd,
pentru a analiza natura legdturii fluorofor-ADN. S-a identificat intercalarea ca potentiald
metodd de legare, dar si o puternicd interactie ADN-fluorofor, determinatd prin
stingerea fluorescentei acestora proportional cu cresterea raportului molar ADN-
fluorofor.

Prin studlii electrochimice s-a identificat o buna corelare intre potentialul electro-oxidativ
si stabilitatea sdrurilor cuaternare in mediu apos la pH neutru sau acid, in prezenta sau
absenta enzimelor. Studiile de voltametrie ciclicG demonstreazd puternice proprietdti
redox ale tuturor compusilor. Aceste studii contribuie la elucidarea mecanismelor la care
pot participa acesti compusi organici in mediu apos.

Pentru prima datd au fost realizate studii electrochimice si incercdri de obtinere a
senzorilor prin depunerea compusilor sintetizati prin tehnica MAPLE. In urma studiilor
efectuate s-a dovedit structura si activitatea biomoleculelor poate fi pdstratd.

Procesele biocatalitice utilizate de noi pentru prima oard in obtinerea compusilor
heterociclici mentionati necesitd un consum energetic mai mic datoritd conditiilor bldnde
de lucru (biocatalizatori ieftini, T scdzutd) si a etapelor mai putine, precum si utilizarea
de solventi mai putin toxici (apa), putdnd fi astfel considerate procese care au loc in
spiritul conceptului de ,,green chemistry”.

Rezultatele cercetdrilor contribuie si la elucidarea mecanismului de actiune al
biocatalizatorilor in reactii de cicloaditie.

Colaborarea intre partenerii implicati in proiect a avut si rezultat elaborarea unor lucrdri
publicate respectiv trimise spre publicare sau in lucru in care sunt prezentate rezultatele
cercetdrilor interdisciplinare vizate in proiect.

Rezultatele obtinute in aceastd perioadd au fost valorificate dupa cum urmeazd: 9
lucrdri aparute in reviste cotate ISI, 4 lucrdri ISI proceedings; 1 articol BDI, 34 lucrdri
prezentate la conferinte internationale, la care se mai adaugd 4 manuscrise pregatite
pentru a fi publicate in care sunt prezentate rezultatele nepublicate ale cercetdrilor din
cadrul proiectului iar alte rezutate sunt in curs de a fi valorificate.

A fost editatd o monografie referitoare la metode electrochimice de analizd, metode
aplicate in ultima etapd a proiectului in incercarea de obtinere de senzori

A fost editat un capitol in cartea Scope of Novel Heterocycles from Organic and
Pharmaceutical, open acces.

Au fost finalizate 2 teze de doctorat de cdtre doi membri ai proiectului (loana Otilia
Ghine si Simon Bonte).
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http://www.intechopen.com/books/scope-of-selective-heterocycles-from-organic-and-pharmaceutical-perspective/breakthroughs-in-indole-and-indolizine-chemistry-new-synthetic-pathways-new-applications

v’ Proiectul a sustinut trei proiecte de colaborare bilaterald, doud cu Franta si unul cu
China in care au fost implicati mai multi membri ai acestui proiect.

v Rezultatele obtinute in etapa referitoare la activitatea biologicd au contribuit la
participarea si cdstigarea unui proiect Cost (Active and intelligent fibre-based packaging
- innovation and market introduction- COST FP1405 ActinPak, oc-2014-1-18987) in care
mebri ai proiectului sunt si membri ai acestei actiuni.

v’ Cercetdrile realizate in cadrul proiectului au condus la dezvoltarea altor idei care s-au
concretizat in trei propuneri de proiect in cadrul competitiei Parteneriate 2013, PNCDI Il
(colaborari bilaterale si Proiect experimental demonstrativ, 2016).

v Rezultatele cercetdrilor au condus la obtinerea titlului de abilitare a directorului de
proiect si la dezvoltarea unor noi directii de cercetare si prin debutul unei noi teze de
doctorat (Andreea Veronica Dediu).

v Pe parcursul acestei perioade, cu resurse financiare din suma alocatd acestui proiect a
fost modernizat cu aparaturd de ultimd generatie un laborator de cercetare in care s-au
desfdsurat si se desfdsoard activitdtile proiectului.

v La obtinerea acestor rezultate, aldturi de cercetatorii cu experientd au contribuit in
mdsurd semnificativa tineri cercetdtori si studenti masteranzi, atingéndu-se astfel si
obiectivul de formare a resursei umane.

Director proiect,
Prof.dr. habil.Dinicd Rodica Mihaela
/
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