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Capitolul 1. Introducere generalǎ 

Biocataliza reprezintǎ un domeniu activ de cercetare atât în mediul academic cât şi în 

industrie. Nevoia constantǎ de a dezvolta tehnologii cu eficacitate, productivitate şi selectivitate 

crescute, dar costuri reduse şi impact minim asupra mediului, a condus interesul şi efortul 

cercetǎtorilor şi iginerilor spre domeniul biocatalizei. Studiile şi munca desfǎşurate în ultimele 

decenii demonstreazǎ faptul cǎ existǎ doar câteva limitǎri în utilizarea enzimelor sau a celulelor 

întregi ca biocatalizatori în sinteza organicǎ. 

Pe lângǎ activitate cataliticǎ şi selectivitate (chemo-, regio- şi stereoselectivitate) ridicate, 

factori decisivi pentru utilizarea cu success a enzimelor sunt stabilitatea şi reciclabilitatea. În 

plus, viabilitatea economicǎ a unui proces depinde de productivitatea biocatalizatorului. 

Stabilitate ridicatǎ în medii nenaturale (spre exemplu în solvenți organici) şi posibilitatea de 

recuperare şi reutilizare a biocatalizatorului pot fi obținute prin imobilizarea enzimelor. Pe lângǎ 

aceasta, operarea în sisteme în flux continuu cu enzime imobilizate oferǎ modalitǎți de creştere a 

productivitǎții. 

Datoritǎ faptului cǎ cei doi enantiomeri ai unui compus chiral pot avea efecte fiziologice 

diferite, utilizarea enzimelor drept catalizatori este atractivǎ în special pentru industria 

farmaceuticǎ unde poate oferi cǎi biocompatibile şi selective pentru sinteza compuşilor optic 

puri. Meritǎ menționat faptul cǎ potențialul unui compus nu depinde doar de complexitatea 

structuralǎ sau de puritatea opticǎ, ci şi de posibilitatea de a fi obținut printr-o tehnologie care 

poate fi uşor transpusǎ la scarǎ mare. De asemenea, un aspect important legat de ingineria de 

proces constituie posibilitatea de a asigura o procedurǎ de prelucrare simplǎ care sǎ permitǎ 

randamente mari de recuperare a produşilor doriți.  

În cadrul acestei teze sunt abordate unele aspecte legate de utilizarea lipazelor în procese de 

rezoluție cineticǎ în solvenți organici în scopul obținerii unor alcooli secundari îmbogǎțiți 

enantiomeric extrem de utili. 
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Prima parte a Capitolului 4 (Contribuții personale), Lipaze imobilizate prin includere în 

sol-gel pentru rezoluția cineticǎ enzimaticǎ a heteroariletanolilor în sistem discontinuu şi 

continuu, descrie aplicarea unor preparate de lipaze imobilizate prin includere în sol-gel cu 

stabilitate ridicatǎ pentru sinteza stereoselectivǎ eficientǎ a heteroaril-alcoolilor secundari optic 

puri în reactoare discontinue şi continue, oferind o bazǎ utilǎ pentru o dezvoltare de proces 

adiționalǎ. 

A doua parte a Capitolului 4, Strategie de separare bazatǎ pe reacție click aplicatǎ în 

rezoluția cineticǎ enzimaticǎ a alcoolilor secundari (hetero)aromatici, se referǎ la 

provocǎrile separǎrii amestecurilor de reacție de la finalul proceselor de rezoluție cineticǎ la 

nivel industrial şi prezintǎ dezvoltarea unei proceduri noi şi simple pentru prelucrarea rezoluțiilor 

cinetice enzimatice care permite recuperarea ambilor enantiomeri ai etanolilor (hetero)aromatici 

cu randamente mari, conservând puritǎțile optice excelente obținute în procesele de EKR. 
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Capitolul 2. Studiul de literaturǎ (date din literaturǎ) 

Capitolul 3. Scopul tezei 

 dezvoltarea unor procese eficiente de rezoluție cineticǎ enzimaticǎ pentru sinteza de 

etanoli heteroaromatici îmbogǎțiți enantiomeric extrem de utili, utilizând lipaza din 

Pseudomonas fluorescens şi lipaza B din Candida antarctica, imobilizate prin includere în sol-

geluri cu proprietăţi ajustabile, în reactoare discontinue şi continue; 

 

 dezvoltarea unei strategii simple, economice şi transpozabile la scarǎ mare pentru 

separarea produşilor rezoluției cinetice cu ajutorul reacțiilor click blânde şi selective. Acest 

studiu s-a axat pe separarea amestecurilor de reacție alcool-ester obținute în urma reacțiilor de 

transesterificare enantioselective mediate de lipaze ale alcoolilor secundari (hetero)aromatici 

racemici. 



8 Capitolul 3. Scopul tezei 

 

 

 

Etanolii (hetero)aromatici au fost selectați compuşi de interes datoritǎ importanței lor de 

necontestat ca sintoni chirali versatili în industria farmaceuticǎ şi cea a sintezei organice fine. 

Structuri heteroaromatice precum benzofuran, benzo[b]tiofen, fenotiazinǎ şi 2-feniltiazol, 

prezente în numeroşi produşi naturali şi medicamente sunt asociate cu activitate antibacterianǎ, 

antiviralǎ, antifungicǎ, anticancer, antimalaricǎ, antiinflamatoare, analgezicǎ sau 

anticoagulantǎ.
1-4
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Capitolul 4. Contribuții personale 

4.1. Lipaze imobilizate prin includere în sol-gel pentru rezoluția cineticǎ enzimaticǎ a 

heteroariletanolilor în sistem discontinuu şi continuu 

4.1.1. Introducere (date din literaturǎ) 

4.1.2. Rezultate şi discuție 

4.1.2.1. Sinteza chimicǎ a etanolilor heteroaromatici rac-2a-i şi a acetaților corespunzǎtori 

rac-3a-i 

Inițial sinteza chimicǎ a substraturilor şi produşilor racemici s-a realizat dupǎ metode 

cunoscute deja (Schema 1a).
Error! Bookmark not defined.-Error! Bookmark not defined. 

Etanolii 

ici rac-2a-i au fost utilizați ca substraturi în reacții de O-acilare mediate de lipaze 

(Schema 1b). 

 

Schema 1. a) Sinteza chimicǎ a etanolilor racemici şi a acetaților corespunzǎtori; b) EKR mediatǎ de lipaze; 

Reactivi şi condiții de reacție: I. NaBH4, MeOH, rt; II. CH3MgI, Et2O anh.; III. Cl-CO-CH3, 1% DMAP/Piridinǎ, 

CH2Cl2 anh. 
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4.1.2.2. Optimizarea proceselor de EKR a etanolilor racemici rac-2a-i în reacții de O-

acilare cu acetat de vinil şi preparate de lipaze imobilizate în solvenți organici 

Imobilizarea lipazelor s-a realizat prin adsorbție pe Celitǎ 545, includere în sol-geluri 

obținute din amestecuri binare (BS) sau ternare (TS) de precursori silanici sau prin combinarea 

acestor douǎ metode, dupǎ cum este redat în Tabelul 1. Pentru includerea în sol-gel a enzimelor 

s-au utilizat douǎ metode: Metoda 1 care foloseşte NaF drept catalizator pentru hidrolizǎ şi 

policondensare simultane şi Metoda 2 care utilizeazǎ un sol prepolimer obținut cu HCl. 

Tabelul 1. Descrierea preparatelor de lipaze imobilizate 

a Sursele de lipaze: CaL-B- lipaza B din Candida antarctica, AK- lipaza din Pseudomonas fluorescens; b VTMOS 

(viniltrimetoxisilan), PhTMOS (feniltrimetoxisilan), MeTMOS (metiltrimetoxisilan), OcTMOS (octiltrimetoxisilan) şi TMOS 

(tetrametoxisilan). 

În scopul gǎsirii aplicațiilor posibile ale preparatelor de lipaze investigate în sinteza 

enzimaticǎ a compuşilor heteroaromatici îmbogǎțiți enantiomeric, s-au realizat screening-uri de 

biocatalizator şi solvent. Prin urmare, reacțiile de transesterificare ale substraturilor selectate rac-

2a-i (40 mM) s-au realizat inițial cu acetat de vinil, în absența solventului, în prezența lipazelor 

imobilizate. Întrucât natura solventului poate avea o influențǎ semnificativǎ asupra selectivitǎții 

şi activitǎții biocatalizatorilor, acilǎrile enzimatice ale etanolilor racemici (10 mM) cu acetat de 

vinil (3 echiv.) în prezența biocatalizatorilor optimi anterior selectați au fost testate în 

solvenți organici anhidri cu diferite polaritǎți: n-hexan, toluen, diizopropil eter (DIPE), 

metil terț-butil eter (MTBE), acetonitril (ACN) şi diclorometan. Performanța biocataliticǎ 

Codul preparatului
a
 Metoda de imobilizare 

Precursori silanici
b
 

(raport molar) 

CaL-B 1 BS Metoda 1 VTMOS:TMOS (4:1) 

CaL-B 1 BSC Metoda 1 + adsorbție pe Celitǎ 545 VTMOS:TMOS (4:1) 

CaL-B 1 TS Metoda 1 PhTMOS:VTMOS:TMOS (1.6:0.4:1) 

CaL-B 1 TSC Metoda 1 + adsorbție pe Celitǎ 545 PhTMOS:VTMOS:TMOS (1.6:0.4:1) 

CaL-B 1 TS* Metoda 1 PhTMOS:MeTMOS:TMOS (1.6:0.4:1) 

CaL-B 2 TS Metoda 2 PhTMOS:MeTMOS:TMOS (1.6:0.4:1) 

CaL-B 2 TSC Metoda 2 + adsorbție pe Celitǎ 545 PhTMOS:MeTMOS:TMOS (1.6:0.4:1) 

CaL-B Celitǎ Metoda 3 (adsorbție pe Celitǎ 545) - 

AK 1 BS Metoda 1 OcTMOS:TMOS (1:1) 

AK 1 BSC Metoda 1 + adsorbție pe Celitǎ 545 OcTMOS:TMOS (1:1) 

AK 1 TS Metoda 1 PhTMOS:VTMOS:TMOS (1.6:0.4:1) 

AK 1 TSC Metoda 1 + adsorbție pe Celitǎ 545 PhTMOS:VTMOS:TMOS (1.6:0.4:1) 

AK 2 TSC Metoda 2 + adsorbție pe Celitǎ 545 PhTMOS:MeTMOS:TMOS (1.6:0.4:1) 



11 Capitolul 4. Contribuții personale 

 

 

a fost evaluatǎ în fiecare caz utilizând trei parametri: conversia c, excesele enantiomerice (al 

substratului netransformat eeS  şi al produsului format eeP), şi raportul enantiomeric E. 

Câteva observații generale preliminare se pot desprinde din rezultatele screening-ului. Din 

rezultatele screening-ului de biocatalizator s-a observat cǎ toate preparatele de lipaze sunt înalt 

enantioselective fațǎ de etanolii heteroaromatici racemici în acetat de vinil (ca agent de acilare şi 

mediu de reacție), excepție fǎcând doar douǎ preparate de L-AK, AK 1 TSC şi AK 2 TSC în 

reacția de acilare a rac-2b (E= 25-58). Pe de altǎ parte, conversia reacțiilor a fost puternic 

influențatǎ de structura substratului şi de metoda de imobilizare. În plus, în cadrul screening-ului 

de solvent s-a observat în general cǎ în timp ce selectivitǎțile au rǎmas ridicate, timpii de reacție 

au scǎzut semnificativ fațǎ de experimentele desfǎşurate în absența solventului. 

Cele mai bune rezultate obținute în procesle de EKR optimizate sunt prezentate succint 

pentru fiecare substrat în Tabelul 2. 

Tabelul 2. O-acilarea rac-2a-i (10 mM) cu acetat de vinil (3 echiv.) în n-hexan la 25 °C catalizatǎ de lipaze
a,b

 

a eeP>99%, E»200; b experimentele au fost realizate în triplicat şi deviațiile standard fațǎ de medie sunt date între 

paranteze; c determinat din ariile peak-urilor cromatogramelor GC sau HPLC; d calculat cu formula c = [eeS/(eeS+eeP)]. 

 

Nr. crt. 
Substrat 

Biocatalizator 
Timp de 

reacție (h) 

eeS
c 

(%) 

c
d 

(%) rac-2a-i 

1 rac-2a 
CaL-B 1 BSC 

1 
>99 50 

CaL-B Celitǎ >99 50 

2 rac-2b 
CaL-B 1 TS* 

5 
92 (± 1.6) 48 (± 0.5) 

CaL-B Celitǎ >99 50 

3 rac-2c AK 1 BS 21 86 (± 1.2) 46 (± 0.5) 

4 rac-2d 
CaL-B 1 TS* 19 94 (± 2.1) 49 (± 0.5) 

CaL-B Celitǎ 2 92 (± 2.5) 48 (± 0.8) 

5 rac-2f AK 1 BS 8 >99 50 

6 rac-2g AK 1 BS 9 >99 50 

7 rac-2h CaL-B Celitǎ 27 99 (± 0.5) 50 

8 rac-2i CaL-B 2 TSC 28 95 (± 2.2) 49 (± 0.8) 
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4.1.2.3. Stabilitatea operaționalǎ a preparatelor de lipaze imobilizate în procese 

discontinue 

Una din cerințele esențiale pentru un biocatalizator relevant din punct de vedere industrial 

este eficiența cataliticǎ îndelungatǎ. În acest sens, s-a studiat reutilizarea celor mai bune 

preparate de lipaze imobilizate în transesterificǎrile enantioselective ale rac-2a,c,d,g,i cu acetat 

de vinil în n-hexan (Figurile 1-4). Fiecare reacție a fost repetatǎ cu acelaşi preparat enzimatic 

pânǎ la 10 ori şi a fost lǎsatǎ pânǎ la o conversie de ~50%, sau atâta timp cât preparatul şi-a 

menținut activitatea şi enantioselectivitatea. Între ciclurile de reacție catalizatorul a fost spǎlat de 

trei ori cu n-hexan anhidru şi apoi imediat reutilizat. 

Dupǎ cum indicǎ Figura 1A-B, lipazele imobilizate selectate au fost catalizatori eficienți în 

acilarea etanolului benzotiofenic rac-2a în 10 cicluri de reacție consecutive. Lipaza adsorbitǎ 

(CaL-B pe Celitǎ) a demonstrat eficiențǎ în reutilizare chiar mai mare decât enzima inclusǎ într-o 

matrice sol-gel binarǎ conținând grupǎri pendante vinil (CaL-B 1 BSC).  

        A.                                                                           B. 

 

Figura 1. Capacitatea de recirculare a biocatalizatorilor selecționați în EKR a rac-1-(benzo[b]tiofen-2-il)etan-1-

olului rac-2a (10 mM) cu acetat de vinil (3 echiv.) în n-hexan la 25 °C utilizând: A) CaL-B 1 BSC şi B) CaL-B pe 

Celitǎ 545 (dupǎ 40 min timp de reacție). Barele de eroare reprezintǎ deviațiile standard fațǎ de medie. 

Rezultatele experimentului de reutilizare pentru AK 1 BS în transesterificarea rac-2c 

(Figura 2A) aratǎ o scǎdere semnificativǎ a conversiei de la 42 la 23% c în doar trei cicluri de 

acilare; totuşi enantiopuritatea produsului a rǎmas maximǎ.  De asemenea, acest catalizator, AK 

1 BS, a fost supus testelor de reciclabilitate şi în acetilarea rac-2g şi în acest caz s-a observat 
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scǎderea conversiei dupǎ 5 cicluri de reacție, de la 50 la 35% c (Figura 2B). Aceste rezultate 

indicǎ faptul cǎ reutilizabilitatea unui biocatalizator depinde de structuta substratului. 

     A.                                             B. 

 

Figura 2. Capacitatea de recirculare a AK 1 BS în EKR a: A) rac-1-(benzofuran-2-il)etan-1-olului rac-2c (10 mM) 

cu acetat de vinil (3 echiv.) în n-hexan la 25 °C (dupǎ 20 de ore timp de reacție) şi B) rac-1-(10-etil-10H-fenotiazin-

3-il)etan-1-olului rac-2g (10 mM) cu acetat de vinil (3 echiv.) în n-hexan la 25 °C (dupǎ 8 ore timp de reacție). 

Barele de eroare reprezintǎ deviațiile standard fațǎ de medie. 

Etanolul benzofuranic rac-2d, deşi este un izomer de poziție al rac-2c, s-a observat cǎ are un 

comportament diferit în procesul de EKR mediat de lipaze. În timp ce pentru rac-2c lipaza AK a 

fost cel mai eficient biocatalizator, pentru rac-2d CaL-B a fost mai adecvat, cel mai bun preparat 

imobilizat (CaL-B 1 TS*) demonstrând eficiențǎ cataliticǎ ridicatǎ în timpul utilizǎrii repetate 

(Figura 3).  
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Figura 3. Capacitatea de recirculare a CaL-B 1 TS* în EKR a rac-1-(benzofuran-3-il)etan-1-olului rac-2d (10 mM) 

cu acetat de vinil (3 echiv.) în n-hexan la 25 °C (dupǎ 20 de ore timp de reacție). Barele de eroare reprezintǎ 

deviațiile standard fațǎ de medie. 

Stabilitatea operaționalǎ a unui preparat de lipazǎ imobilizatǎ obținut prin Metoda 2 de 

imobilizare în sol-gel (CaL-B 2 TSC) a fost studiatǎ în EKR a fenil-tiazolil alcoolului secundar 

rac-2i. Rezultatele prezentate în Figura 4 indicǎ faptul cǎ acest preparat de CaL-B imobilizat nu 

constituie un candidat potrivit pentru utilizare multiplǎ, deşi a demonstrat (în studiul de 

optimizare) eficiențǎ cataliticǎ şi enantioselectivitate comparabile cu cele ale celor mai 

performante preparate de lipaze imobilizate prin Method 1. În acest caz s-a observat o scǎdere 

rapidǎ în performanța cataliticǎ, întrucât conversia a scǎzut de la 49 la 17% în al doilea ciclu. 
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Figura 4. Capacitatea de recirculare a CaL-B 2 TSC în EKR a rac-1-(2-fenil-tiazol-4-il)-etanolului rac-2i (10 mM) 

cu acetat de vinil (3 echiv.) în n-hexan la 25 °C (dupǎ 28 de ore timp de reacție). Barele de eroare reprezintǎ 

deviațiile standard fațǎ de medie. 

 

4.1.2.4. EKR mediatǎ de lipaze a heteroariletanolilor racemici în sistem continuu utilizând 

reactoare în strat fix  

Pentru creşterea eficienței proceselor de biotransformare investigate, un alt obiectiv al 

acestui studiu a fost testarea celor mai performante lipaze imobilizate în experimente în flux 

continuu utilizând reactoare în strat fix (50 × 2.1 mm). În acest sens, doi dintre biocatalizatorii 

eficienți deja selecționați, câte unul de la fiecare sursǎ de lipazǎ - CaL-B 1 TS* şi AK 1 BS – au 

fost investigați, în timp ce benzofuranil-etanolii rac-2c,d au fost aleşi ca substraturi (Figura 5). 

Cei mai importanți parametri care influențeazǎ productivitatea unui proces în sistem continuu – 

temperatura, debitul şi concentrația de substrat – au fost testați. 
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Figura 5. O-acilarea benzofuranil-etanolilor rac-2c,d mediatǎ de lipaze în reactoare continue în strat fix 

În primul set de experimente procesele de EKR în flux continuu au fost investigate la 

diferite temperaturi în domeniul 25 – 65 °C utilizând o concentrație de substrat de 10 mM la 

debitul de 0.5 mL min
-1

 (Figura 6A). În ambele cazuri conversia a crescut cu temperatura; 

valoarea maximǎ a fost atinsǎ la 65 °C. Demn de remarcat este faptul cǎ procesele EKR în flux 

continuu au fost înalt enantioselective (E » 200) pe domeniul de temperaturǎ investigat (25 – 65 

°C).  

În continuare, pentru a mǎri conversia proceselor de EKR ale etanolilor rac-2c,d, debitul a 

fost redus treptat de la 0.5 la 0.1 mL min
-1

, în timp ce temperatura a fost menținutǎ la  65 °C. Se 

poate observa în Figura 6B cǎ substraturile racemice au fost aproape complet rezolvate (48% şi 

50% conversie). 

În încercarea de a creşte productivitatea reactorului continuu în strat fix, s-au investigat 

concentrații de substrat în domeniul 10 – 100 mM la 65 °C la debitul de 0.1 (Figura 6C) şi 0.5 

mL min
-1

. În ceea ce priveşte O-acilarea rac-2d mediatǎ de CaL-B 1 TS* nu s-a observat o 

scǎdere semnificativǎ a conversiei pe domeniul de concentrații de substrat investigat la debitul de 

0.1 mL min
-1

. În cazul preparatului AK 1 BS, conversia acilǎrii rac-2c a scǎzut cu creşterea 

concentrației substratului, la 100 mM aceasta fiind jumǎtate din valoarea inițialǎ. Ceea ce este 

important, excesele enantiomerice ale produşilor au fost maxime (>99%) chiar şi la valori 

crescute ale concentrației de substrat. 
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Figura 6. Efectul temperaturii (A), debitului (B) şi al concentrației de substrat (C) asupra EKR în flux continuu a 

rac-2c (–□‒) şi rac-2d (–○‒) cu acetat de vinil (0.75 şi respectiv 3 echiv.) în n-hexan mediate de lipazele AK 1 BS 

(–□‒) şi respectiv CaL-B 1 TS* (–○‒). Barele de eroare reprezintǎ deviațiile standard fațǎ de medie. 
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Productivitatea maximǎ obținutǎ utilizând lipaza AK 1 BS în EKR a rac-2c a fost 37.4 µmol 

de produs min
-1

 g
-1

 la 65 °C, 0.5 mL min
-1

 şi concentrația substratului de 100 mM, în timp ce 

productivitatea maximǎ a CaL-B 1 TS* în EKR a rac-2d a fost 157.5 µmol de produs min
-1

 g
-1

 la 

65 °C, 0.5 mL min
-1 

şi concentrația substratului de 50 mM. 

Un alt obiectiv a fost studiul stabilitǎții operaționale pe termen lung în sistem continuu a 

celor doi biocatalizatori selectați, utilizând o concentrație de substrat de 10 mM la debitul de 0.1 

mL min
-1

. Rezultatele au indicat faptul cǎ lipaza imobilizatǎ AK 1 BS şi-a menținut aproape 95% 

din activitatea inițiialǎ la 55 °C dupǎ 100 h de operare continuǎ, în timp ce CaL-B 1 TS* a 

demonstrat o stabilitate şi mai mare, deoarece nu s-a observat o scǎdere a activitǎții dupǎ 100 h la 

65 °C (Figura 7). Şi în acest caz enantioselectivitǎțile ambelor procese de EKR în flux continuu 

mediate de lipaze nu au fost alterate în timpul operǎrii continue îndelungate a biocatalizatorilor. 

 

Figura 7. Stabilitatea operaționalǎ pe termen lung a preparatelor de lipaze imobilizate AK 1 BS şi CaL-B 1 TS* în 

procesele de EKR în flux continuu a rac-2c,d (10 mM) cu acetat de vinil (0.75 şi respectiv 3 echiv.) în n-hexan la 55 

°C şi respectiv 65 °C şi debitul de 0.1 mL min
-1

. Barele de eroare reprezintǎ deviațiile standard fațǎ de medie. 

 

 

 

0

10

20

30

40

50

0 20 40 60 80 100

C
o

n
v
er

si
e/

 %
 

Timp / h 

AK 1 BS, 55 °C

CaL-B 1 TS*, 65 °C



19 Capitolul 4. Contribuții personale 

 

 

Au fost comparate de asemenea productivitǎțile sistemelor continue investigate cu cele 

obținute în sistem discontinuu utilizând vitezele de reacție specifice calculate cu Ecuațiile 5 şi 6.
 

70
 

𝑟𝑑𝑖𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑖𝑛𝑢𝑢 =
𝑛𝑃

𝑡×𝑚𝑒
[

µ𝑚𝑜𝑙

min×𝑔 
]  (Ecuația 5) 

𝑟𝑐𝑜𝑛𝑡𝑖𝑛𝑢𝑢 =
[𝑃]×𝑓

𝑚𝑒
[

µ𝑚𝑜𝑙

min×𝑔
]  (Ecuația 6) 

În cazul acilǎrii rac-2c mediate de AK 1 BS s-a observat o diferențǎ majorǎ între valorile 

vitezelor de reacție specifice obținute în sistem continuu şi discontinuu, acest biocatalizator 

permițând atingerea unei productivitǎți de 4 ori mai mare în flux continuu (rdiscontinuu = 1.1 µmol 

min
-1

 g
-1

, rcontinuu = 4.5 µmol min
-1

 g
-1

, la 48% conversie, 65 °C, concentrația substratului de 10 

mM, 0.75 echiv. de acetat de vinil şi debit de 0.1 mL min
-1

). Pe de altǎ parte, pentru acilarea rac-

2d catalizatǎ de CaL-B 1 TS* s-au obținut productivitǎți mai mari în ambele sisteme; totuşi, 

viteza de reacție specificǎ calculatǎ pentru sistemul continuu a fost de 1.5 ori mai mare decât 

cea obținutǎ în sistem discontinuu (rdiscontinuu= 6.7 µmol min
-1

 g
-1

, rcontinuu= 9.8 µmol min
-1

 g
-1

, la 

50% conversie, 65 °C, concentrația substratului de 10 mM, 3 echiv. de acetat de vinil şi debit de 

0.1 mL min
-1

). 
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4.2. Strategie de separare bazatǎ pe reacție click aplicatǎ în rezoluția cineticǎ enzimaticǎ a 

alcoolilor secundari (hetero)aromatici 

4.2.1. Introducere (date din literaturǎ) 

4.2.2. Rezultate şi discuție 

Pentru a aplica strategia de separare a produşilor bazatǎ pe reacție click în procesele de EKR 

a etanolilor (hetero)aromatici unul dintre componenții amestecului, esterul enantiopur format, 

trebuie sǎ conținǎ o grupare alchinil sau azido. Prin urmare, pentru elaborarea unei proceduri de 

prelucrare a EKR , trebuie ales un reactiv potrivit care sǎ îndeplineascǎ douǎ roluri: 1) sǎ fie un 

agent de acilare eficient în etapa de EKR şi 2) sǎ poatǎ forma un produs esteric care reacționeazǎ 

în CuAAC. Abordarea cea mai accesibilǎ utilizeazǎ 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetați ca agenți de 

acilare care duc la formarea unor esteri îmbogǎțiți enantiomeric reactivi în reacția click. 

Conform acestei metodologii de separare a produşilor EKR, bazatǎ pe chimia click, diverşi 

2-(prop-2-in-1-iloxi)acetați 4A-D au fost testați ca agenți de acilare pentru procesele 

enantioselective de KR mediate de lipaze ale unor (hetero)ariletanoli racemici rac-2c,d,i,j. Aşa 

cum este prezentat în Schema 2, amestecul de reacție conținând enantiomerul netransformat al 

alcoolului [(S)-2c,d,i,j] şi enantiomerul produsului având o grupare alchinil [(R)-5c,d,i,j] a fost 

reacționat cu o aminǎ terțiarǎ funcționalizatǎ cu grupare azido, esterul fiind  transformat 

cantitativ în aminoalchil-triazol ionizabil [(R)-6c,d,i,j]. Prin etape de ajustare de pH-extracție s-a 

realizat separarea uşoarǎ şi izolarea etanolilor (S)-2c,d,i,j şi a triazolilor (R)-6c,d,i,j îmbogǎțiți 

enantiomeric fǎrǎ ca enantiopuritatea lor sǎ fie afectatǎ. Ultima etapǎ constând în deprotejarea 

enzimaticǎ blândǎ a produsului click (R)-6c,d,i,j a permis recuperarea enantiomerului reactiv al 

substratului (R)-2c,d,i,j cu enantiopuritate nealteratǎ. 
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Schema 2. Separarea produşilor EKR asistatǎ de reacție click 

 

4.2.2.1. Sinteza chimicǎ a 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetaților racemici rac-5c,d,i,j, a agenților de 

acilare 4A-E şi a reactanților 

Sinteza chimicǎ a etanolilor aromatici rac-2c,d,i,j a fost prezentatǎ anterior;  2-(prop-2-in-1-

iloxi)acetații racemici corespunzǎtori rac-5c,d,i,j
102

, acidul 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetic şi esterii 

acestuia - etil
103

, izopropil, propargil şi 2,2,2-trifluoroetil
Error! Bookmark not defined.

 4A-D,  2-azido-

N,N-dietiletan-1-amina şi esterul triazolic 4E au fost sintetizați conform Schemei 3. Toți 

compuşii au fost caracterizați prin spectroscopie 
1
H şi 

13
C-NMR şi spectrometrie de masǎ. 
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Schema 3. Sinteza chimicǎ a a) esterilor racemici rac-5c,d,i,j, b) agenților de acilare 4A-D, c) aminei terțiare 

funcționalizatǎ cu grupare azido şi a d) agentului de acilare triazolic 4E. Reactivi şi condiții de reacție: I. DCC, 

DMAP, CH2Cl2 anh., rt, 3 h; II. NaH, THF anh., Ar, rt, 12 h; III. MTBE, NaOH, TBAB, rt; IV. SOCl2, CHCl3, 0 °C 

- reflux, 4 h; V. NaN3, DI H2O, 80 °C; VI. CuI, n-hexan, rt, 12 h. 

 

4.2.2.2. Optimizarea sursei de Cu(I) pentru reacția click 

În scopul gǎsirii condițiilor optime pentru reacțiile click ale compuşilor investigați, în 

continuare s-a realizat un test preliminar pentru reacția click şi optimizarea sursei de Cu(I) pe 

reacția click model dintre alcoolul propargilic şi 2-azido-N,N-dietiletan-1-amina în solvenți 
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nepolari (Schema 4). Dintre catalizatorii testați [CuI, CuI(PPh3) şi Cu2SO4×5H2O + N2H4×H2O], 

CuI a fost selectat drept cea mai eficientǎ sursǎ de cupru(I). 

 

Schema 4. Studiul preliminar de optimizare pe reacția click model 

4.2.2.3. Optimizarea reacției de O-acilare catalizatǎ de lipaze a (hetero)ariletanolilor 

racemici rac-2c,d,i,j cu 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetații 4A-E 

Pentru a obține compuşi îmbogǎțiți enantiomeric cu conversii ridicate, transesterificǎrile 

enantioselective catalizate de lipaze ale rac-2c,d,i,j cu 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetații 4A-D au fost 

investigate în diferiți solvenți organici la scarǎ analiticǎ. Lipaza B din Candida antarctica sub 

forma preparatului disponibil comercial Novozyme 435 (CaL-B adsorbit pe rǎşinǎ acrilicǎ 

macroporoasǎ, anterior descoperitǎ ca fiind eficientǎ în O-acilarea enantioselectivǎ a 

(hetero)ariletanolilor racemici rac-2d,i,j cu esteri vinilici,
Error! Bookmark not defined.,Error! Bookmark not 

defined.
 a fost selectatǎ ca biocatalizator pentru procesul de EKR/separare asistatǎ de reacție click 

al acestor substraturi. Similar, lipaza din Pseudomonas fluorescens (L-AK) identificatǎ ca fiind 

optimǎ pentru transesterificarea 1-(benzofuran-2-il)etan-1-olului racemic, rac-2c, cu acetat de 

vinil
Error! Bookmark not defined.

 a fost aleasǎ ca biocatalizator pentru studiul de fațǎ. S-au testat diferiți 

solvenți organici, utilizați în mod frecvent în reacții mediate de lipaze, care solubilizeazǎ atât 

substraturile cât şi produşii: n-hexan, diclorometan, acetonitril (ACN), tetrahidrofuran (THF), 

metil terț-butil eter (MTBE), diizopropil eter (DIPE), ciclohexan şi toluen.  

 Inițial, s-au studiat la scarǎ analiticǎ transesterificǎrile enzimatice ale rac-2c,d,i,j folosind 

2-(prop-2-in-1-iloxi)acetat de etil 4A ca agent de acilare în solvenții organici selectați pentru a 

determina mediul optim de reacție pentru fiecare substrat în parte (Tabelul 3). 
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Tabelul 3. Screening-ul de solvent pentru acilǎrile enzimatice ale rac-2c,d,i,j (10 mM) cu 2-(prop-2-in-1-

iloxi)acetat de etil 4A (1 echiv.) la 30 °C şi raport substrat:biocatalizator 1:1, w/w
a
 

Compus 

 
  

 

Solvent 
crac-2c

b,c 

(%) 

ee5c
b,c 

(%) 
crac-3d

d,e 

(%) 

ee5d
d,e 

(%) 
crac-2i

e,f 

(%) 

ee5i
e,f 

(%) 
crac-2j

e,g 

(%) 

ee5j
e,g 

(%) 

n-Hexan 17 (± 1.4) >99 10 (± 1.6) >99 n.d. <5 17 (± 0.8) >99 

CH
2
Cl

2
 n.d. n.d. 11 (± 1.4) >99 15 (± 0.5) >99 n.d. n.d. 

ACN n.d. n.d. 18 (± 1.4) >99 n.d. n.d. n.d. n.d. 

THF n.d. n.d. 15 (± 0.5) >99 n.d. n.d. n.d. n.d. 

MTBE n.d. n.d. 18 (± 0.9) >99 n.d. <5 n.d. n.d. 

DIPE n.d. n.d. 21 (± 0.9) >99 4 (± 0.5) 30 (± 1.2) n.d. n.d. 

Ciclohexan n.d. n.d. 30 (± 1.2) >99 25 (± 1.4) 39 (± 1.2) 16 (± 0.5) >99 

Toluen n.d. n.d. 26 (± 0.8) >99 18 (± 2.1) 86 (± 2.1) n.d. n.d. 
a experimentele au fost realizate în triplicat şi deviațiile standard fațǎ de medie sunt date între paranteze; b dupǎ 120 h; c 

Lipaza din Pseudomonas fluorescens (L-AK); d dupǎ 15 h; e Lipaza B din Candida antarctica (Novozyme 435); f dupǎ 130 h; g 

dupǎ 4 h; n.d. nedetectat. 

S-a remarcat faptul cǎ atât Novozyme 435 cât şi L-AK au fost înalt enantioselective în toate 

EKR ale rac-2c,d,j (eeP > 99%) oferind conversii detectabile, în timp ce pentru rac-2i s-a obținut 

o puritate ridicatǎ a produsului doar în CH2Cl2. Cu toate acestea, utilizând esterul etilic 4A ca 

donor de acil a condus la conversii nesatisfǎcǎtoare, valoarea maximǎ, 30% c, fiind atinsǎ dupǎ 

15 ore în cazul rac-2d. Din pǎcate, mǎrirea timpului de reacție şi investigarea efectului unor 

parametri precum temperatura, cantitatea de donor de acil şi de biocatalizator nu au condus la o 

îmbunǎtǎțire considerabilǎ a conversiilor, ceea ce poate fi explicat prin formarea de etanol care 

determinǎ reversibilitatea reacției de transesterificare.  

În consecințǎ, alți trei esteri 4B-D [esterii izopropilic, propargilic şi 2,2,2-trifluoroetilic ai  

acidului 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetic] au fost testați ca donori de acil în procesele de EKR a 

etanolilor racemici utilizând solvenții optimi identificați (n-hexan pentru rac-2c,j, ciclohexan 

pentru rac-2d şi CH2Cl2 pentru rac-2i). Realizând acilǎrile enzimatice ale rac-2c,d,i,j cu esterii 

4B-D (Figura 8), se elibereazǎ alcooli cu impedimente sterice sau slab nucleofili cu reactivitate 

scǎzutǎ
Error! Bookmark not defined.

, deplasând astfel echilibrul reacțiilor de esterificare spre formare de 

produs. Esterul 2,2,2- trifluoroetilic 4D a dovedit eficiențǎ ridicatǎ ca donor de acil pentru toate 
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substraturile studiate rac-2c,d,i,j, permițând atingerea de conversii maxime sau aproape maxime 

(c = 48–50% dupǎ 7-90 h) fǎrǎ scǎderea enantioselectivitǎții (eeP > 99% în toate cazurile).  

 

Figura 81. Screening-ul de donor de acil 4B-D (1 echiv.) în rezoluțiile cinetice ale rac-2c,d,i,j (10 mM) mediate de 

Novozyme 435 (pentru rac-2d,i,j) sau L-AK (pentru rac-2c) în solvenții optimi la 30 °C şi raport 

substrat:biocatalizator 1:1, w/w; eeP > 99% în toate cazurile. Barele de eroare reprezintǎ deviațiile standard fațǎ de 

medie. 

Esterul 2-((1-(2-(dietilamino)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)acetat de 2,2,2-trifluoroetil 

4E (Schema 3d) a fost de asemenea testat ca potențial donor de acil în acilarea enzimaticǎ a 

substratului model rac-2j dar s-a dovedit a fi fǎrǎ succes. 

4.2.2.4. Elaborarea protocolului bazat pe reacție click pentru separarea produşilor EKR 

În scopul elaborǎrii protocolului bazat pe reacție click pentru separarea produşilor rezoluției 

cinetice enzimatice s-au utilizat amestecuri de compuşi racemici rac-2c,d,i,j şi rac-5c,d,i,j care 

mimeazǎ compoziția de la finalul EKR, urmǎrind metodologia descrisǎ în Schema 2. Astfel, 

etanolii rac-2c,d,i,j şi triazolii rac-6c,d,i,j au fost izolați utilizând metode extractive cu 

randamente de recuperare >94% pentru fiecare component. 
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4.2.2.5. Izolarea (S)- şi (R)-(hetero)ariletanolilor îmbogǎțiți enantiomeric 2c,d,i,j prin 

procesul în tandem O-acilare enzimaticǎ/separare asistatǎ de reacție click/alcoolizǎ 

enzimaticǎ  

Pentru izolarea ambilor enantiomeri ai etanolilor chirali (hetero)aromatici 2c,d,i,j cu puritǎți 

ridicate, întreaga procedurǎ s-a repetat la scarǎ preparativǎ pǎstrând condițiile de reacție optime 

gǎsite la scarǎ analiticǎ dar utilizând o concentrație de substrat de 30 de ori mai mare. 

Enantiomerii reactivi ai etanolilor (R)-2c,d,i,j au fost recuperați prin alcooliza catalizatǎ de 

lipazǎ a triazolilor îmbogǎțiți enantiomeric (R)-6c,d,i,j. Forma înalt stabilǎ şi termotolerantǎ a 

lipazei B din C. antarctica obținutǎ prin imobilizarea covalentǎ de nanotuburi de carbon (CaL-B-

SWCNT)
105

 s-a dovedit a fi un biocatalizator eficient pentru alcooliza (R)-6c,d,i,j, care a permis 

recuperarea alcoolilor (R)-2c,d,i,j din racemați cu randamente bune (87-91%) şi excese 

enatiomerice maxime (Tabelul 4). 

Tabelul 4. Produşi izolați şi intermediari în cursul procesului în tandem de KR mediat de lipaze/separare asistatǎ de 

reacție click/alcoolizǎ enzimaticǎ  

Enantiomer 

nereactiv 

Randament
a
 

(%) 

ee 

(%) 

Produs 

click 

Randament
a
 

(%) 

ee 

(%) 
[𝜶]𝑫

𝟐𝟕b
 

Enantiomer 

reactiv 

Randament
a 

(%)
 

ee 

(%) 

(S)-2c 96 93 (R)-6c 94 >99 +76.3 (R)-2c 88 >99 

(S)-2d 97 >99 (R)-6d 95 >99 +13.9 (R)-2d 90 >99 

(S)-2i 96 97 (R)-6i 94 >99 +63.2 (R)-2i 87 >99 

(S)-2j 97 >99 (R)-6j 96 >99 +48 (R)-2j 91 >99 

a determinat dupǎ separarea produşilor EKR; 100% randament teoretic pentru un enantiomer corespunde la 50% din racemat;  
bc =1 mg mL-1 în acetonitril 

Pentru a demonstra fezabilitatea acestei noi metodologii, întreaga procedurǎ a fost repetatǎ 

în aceleaşi condiții la scarǎ de grame pentru 1-feniletan-1-olul racemic rac-2j (1.5 g). S-a 

observat cǎ activitatea şi selectivitatea biocatalizatorilor utilizați au rǎmas neschimbate, în 

schimb randamentele de izolare pentru (S)-2j, (R)-6j şi (R)-2j au crescut (>99% pentru fiecare). 
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4.2.2.6. O-acilarea rac-1-feniletan-1-olului rac-2j cu 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetat de 2,2,2-

trifluoroetil 4D mediatǎ de lipaza CaL-B-SWCNT în flux continuu 

Cu scopul de a mǎri eficiența producerii (hetero)ariletanolilor la scarǎ mare prin 

metodologia nou dezvoltatǎ, în continuare, agentul de acilare nou şi eficient 4D a fost investigat 

în O-acilarea enzimaticǎ în flux continuu a compusului model, 1-feniletan-1-olul racemic rac-2j, 

utilizând un reactor în strat fix (30 × 4.6 mm, Figura 9). Preparatul enzimatic CaL-B-SWCNT 

stabil şi termotolerant a fost ales ca biocatalizator întrucât a demonstrat anterior stabilitate 

operaționalǎ ridicatǎ.
Error! Bookmark not defined. 

 

Figura 92. Reacția de transesterificare în flux continuu a rac-1-feniletan-1-olului rac-2j cu 2-(prop-2-in-1-

il-oxi)acetat de 2,2,2-trifluoroetil 4D în n-hexan la 60 °C într-un reactor în strat fix 

Inițial, reacția de acilare în sistem continuu a fost studiatǎ utilizând o concentrație de 

substrat de 10 mM şi 0.75 echiv. agent de acilare 4D la 60 °C, la debite în domeniul 0.1 – 0.5 mL 

min
-1

. S-a observat cǎ valoarea maximǎ a conversiei atinsǎ în cadrul acestui experiment a fost de 

42% la 0.1 mL min
-1

. În consecințǎ, pentru a îmbunǎtǎți conversia reacției, s-au realizat 

experimente identice utilizând cantitǎți mai mari de donor de acil 4D (2, 3 şi 4 echiv.). 

Rezultatele sunt redate în Figura 10. Se remarcǎ faptul cǎ raportul molar 

substrat:agent de acilare influențeazǎ conversia reacției enzimatice în flux continuu. Când 

s-au utilizat 4 echiv. de donor de acil nu s-au observat modificǎri semnificative ale 

conversiei de la 0.5 la 0.1 mL min
-1

 (48-50%), de aceea în continuare s-a utilizat aceastǎ 

cantitate de agent de acilare. 
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    A.                                                                  B. 

 

Figura 30. Influența raportului molar substrat:donor de acil asupra conversiei (A) şi productivitǎții (B) rezoluției 

cinetice în flux continuu catalizatǎ de CaL-B-SWCNT a rac-2j (10 mM) cu 2-(prop-2-in-1-il-oxi)acetat de 2,2,2-

trifluoroetil 4D în n-hexan la 60 °C. Barele de eroare reprezintǎ deviațiile standard fațǎ de medie. Productivitatea a 

fost calculatǎ utilizând valorile medii ale conversiilor. 

În continuare, având scopul de a creşte productivitatea sistemului biocatalitic 

continuu, s-au testat diferite concentrații de substrat la 60 °C folosind 4 echiv. de agent de 

acilare 4D la 0.1 şi 0.5 mL min
-1

 (Figura 11). Dupǎ cum era de aşteptat, productivitatea a 

crescut cu creşterea concentrației de substrat, valoarea maximǎ obținându-se la 100 mM 

concentrație de substrat şi un debit de 0.5 mL min
-1 

(88.2 µmol min
-1

 g
-1

). Important de 

menționat este faptul cǎ şi la concentrația maximǎ de substrat (100 mM) sistemul a permis 

atingerea unei conversii foarte bune a rac-2j (45% la 0.1 mL min
-1

). 

             A.                                                                  B. 

 

Figura 41. Influența concentrației de substrat asupra conversiei (A) şi productivitǎții (B) rezoluției cinetice în flux 

continuu catalizatǎ de CaL-B-SWCNT a rac-2j (10 mM) cu 2-(prop-2-in-1-il-oxi)acetat de 2,2,2-trifluoroetil 4D în 

0

10

20

30

40

50

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

C
o

n
v
er

si
e 

[%
] 

Debit [mL min-1] 

1:0.75 1:2 1:3 1:4

0

5

10

15

20

25

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

P
ro

d
u

ct
iv

it
at

e 
[

m
o

l 
m

in
-1

 g
-1

] 

Debit [mL min-1] 

1:0.75 1:2 1:3 1:4

0

10

20

30

40

50

0 20 40 60 80 100

C
o

n
v
er

si
e 

[%
] 

Concentratie de substrat [mM] 

0.1 mL/min 0.5 mL/min

0

20

40

60

80

100

0 20 40 60 80 100

P
ro

d
u

ct
iv

it
at

e 
[

m
o
l 

m
in

-1
 g

-1
] 

Concentratie de substrat [mM] 

0.1 mL/min 0.5 mL/min



29 Capitolul 4. Contribuții personale 

 

 

n-hexan la 60 °C. Barele de eroare reprezintǎ deviațiile standard fațǎ de medie. Productivitatea a fost calculatǎ 

utilizând valorile medii ale conversiilor. 

Alt obiectiv al acestui studiu a fost compararea productivitǎților obținute în sistem 

continuu şi discontinuu pentru reacția de acilare a rac-2j cu 4D mediatǎ de CaL-B-

SWCNT. Preparatul imobilizat CaL-B-SWCNT a demonstrat productivitate mult mai mare în 

sistem continuu fața de sistemul discontinuu (rdiscontinuu = 1.0 µmol min
-1

 g
-1

, rcontinuu = 17.6 µmol 

min
-1

 g
-1

, la 42% conversie, 60 °C, 10 mM concentrație de substrat, 2 echiv. de donor de acil 4D 

şi debit de 0.5 mL min
-1

), demonstrând superioritatea proceselor în flux continuu fațǎ de cele 

discontinue. 

 

Capitolul 5. Partea experimentalǎ (date experimentale) 
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Capitolul 6. Concluzii generale 

Studiile desfǎşurate în cadrul acestei teze prezintǎ optimizarea proceselor de rezoluție 

cineticǎ mediate de lipaze ale unor alcooli secundari (hetero)aromatici sub aspecte ce țin de 

stabilitatea şi productivitatea biocatalizatorilor şi separarea amestecurilor de la finalul rezoluțiilor 

cinetice. 

Lipaza B din Candida antarctica şi lipaza din Pseudomonas fluorescens imobilizate prin 

includere în sol-gel au fost aplicate cu succes în EKR a nouǎ etanoli heteroaromatici. Stabilitatea 

şi productivitatea biocatalizatorilor au fost investigate atât în procese discontinue cât şi în 

procese continue. În condiții de operare în flux continuu biocatalizatorii testați  (AK 1 BS şi 

CaL-B 1 TS*) au demonstrat productivitate superioarǎ în procesle de EKR a benzofuranil-

etanolilor racemici în comparație cu operarea în sistem discontinuu. În plus, ambii biocatalizatori 

au fost foarte stabili sub operare continuǎ îndelungatǎ (100 h) la temperaturi ridicate (55 sau 65 

°C), întrucât mai mult de 95% din activitatea inițialǎ a fost pǎstratǎ, deşi la reutilizarea în procese 

discontinue doar CaL-B 1 TS* a demontrat stabilitate remarcabilǎ (mai mult de 10 reutilizǎri în 

EKR a rac-2d), AK 1 BS manifestând reciclabilitate modestǎ (aprox. 55% activitate 

enzimaticǎ dupǎ trei ciluri de reacție în EKR a rac-2c). Aceste rezultate demonstreazǎ în 

mod evident eficiența superioarǎ a sistemelor în flux continuu. 

În plus, s-a dezvoltat o metodologie nouǎ care combinǎ rezoluția cineticǎ eficientǎ mediatǎ 

de lipaze a (hetero)ariletanolilor cu o procedurǎ de prelucrare blândǎ şi selectivǎ bazatǎ pe reacții 

click, care a permis separarea amestecurilor de reacție de la finalul KR şi recuperarea ambilor 

enantiomeri ai alcoolilor secundari cu randamente bune şi puritǎți optice excelente, evitând astfel 

separarea cromatograficǎ laborioasǎ şi scumpǎ. Strategia propusǎ utilizeazǎ 2-(prop-2-in-1-il-

oxi)acetat de 2,2,2-trifluoroetil ca agent de acilare eficient în procesele de EKR a alcoolilor 

secundari rac-2c,d,i,j, obținându-se (hetero)ariletil 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetați enantiopuri (R)-

5c,d,i,j care în continuare reacționeazǎ cu o aminǎ terțiarǎ funcționalizatǎ cu grupare azido în 

prezențǎ de CuI cu formarea derivaților triazolici (R)-6c,d,i,j. Etanolii îmbogǎțiți enantiomeric 

(S)-2c,d,i,j sunt izolați de triazolii ionizabili printr-o simplǎ extracție. Etanoliza blândǎ, mediatǎ 
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de un preparat de lipazǎ imobilizatǎ extrem de stabil şi activ (CaL-B imobilizat covalent pe 

nanotuburi de carbon) oferǎ în final formele enantiomeric opuse ale etanolilor, (R)-2c,d,i,j. 

Posibilitatea de a extinde aceastǎ metodologie la scarǎ mare a fost demonstratǎ pentru 

compusul model rac-1-feniletan-1-ol rac-2j într-un proces discontinuu la scarǎ de grame dar şi 

în procese continue utilizând preparatul de lipazǎ imobilizatǎ covalent CaL-B-SWCNT într-un 

reactor în strat fix pentru EKR a rac-2j cu 2-(prop-2-in-1-il-oxi)acetat de 2,2,2-trifluoroetil 4D, 

demonstrând productivitate de 17 ori mai mare decât sistemul discontinuu. 
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