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Capitolul 1. Introducere generala

Biocataliza reprezintd un domeniu activ de cercetare atit in mediul academic cat si in
industrie. Nevoia constantd de a dezvolta tehnologii cu eficacitate, productivitate si selectivitate
crescute, dar costuri reduse si impact minim asupra mediului, a condus interesul si efortul
cercetatorilor si iginerilor spre domeniul biocatalizei. Studiile si munca desfasurate in ultimele
decenii demonstreaza faptul ca exista doar cateva limitari in utilizarea enzimelor sau a celulelor

intregi ca biocatalizatori 1n sinteza organica.

Pe langa activitate catalitica si selectivitate (chemo-, regio- si stereoselectivitate) ridicate,
factori decisivi pentru utilizarea cu success a enzimelor sunt stabilitatea si reciclabilitatea. In
plus, viabilitatea economicd a unui proces depinde de productivitatea biocatalizatorului.
Stabilitate ridicata Tn medii nenaturale (spre exemplu 1n solventi organici) si posibilitatea de
recuperare si reutilizare a biocatalizatorului pot fi obtinute prin imobilizarea enzimelor. Pe langa
aceasta, operarea in sisteme in flux continuu cu enzime imobilizate oferd modalitati de crestere a

productivitatii.

Datorita faptului cd cei doi enantiomeri ai unui compus chiral pot avea efecte fiziologice
diferite, utilizarea enzimelor drept catalizatori este atractivd in special pentru industria
farmaceuticd unde poate oferi cdi biocompatibile si selective pentru sinteza compusilor optic
puri. Meritd mentionat faptul ca potentialul unui compus nu depinde doar de complexitatea
structurald sau de puritatea optica, ci si de posibilitatea de a fi obtinut printr-o tehnologie care
poate fi usor transpusa la scard mare. De asemenea, un aspect important legat de ingineria de
proces constituie posibilitatea de a asigura o procedurd de prelucrare simpla care sd permitd

randamente mari de recuperare a produsilor doriti.

Tn cadrul acestei teze sunt abordate unele aspecte legate de utilizarea lipazelor in procese de
rezolutie cineticd In solventi organici in scopul obtinerii unor alcooli secundari Tmbogatiti

enantiomeric extrem de utili.
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Prima parte a Capitolului 4 (Contributii personale), Lipaze imobilizate prin includere in
sol-gel pentru rezolutia cineticd enzimaticid a heteroariletanolilor in sistem discontinuu si
continuu, descrie aplicarea unor preparate de lipaze imobilizate prin includere in sol-gel cu
stabilitate ridicatd pentru sinteza stercoselectiva eficientd a heteroaril-alcoolilor secundari optic
puri in reactoare discontinue si continue, oferind o baza utila pentru o dezvoltare de proces

aditionala.

A doua parte a Capitolului 4, Strategie de separare bazatia pe reactie click aplicati in
rezolutia cineticd enzimaticd a alcoolilor secundari (hetero)aromatici, se referd la
provocdrile separdrii amestecurilor de reactie de la finalul proceselor de rezolutie cinetica la
nivel industrial si prezinta dezvoltarea unei proceduri noi i simple pentru prelucrarea rezolutiilor
cinetice enzimatice care permite recuperarea ambilor enantiomeri ai etanolilor (hetero)aromatici

cu randamente mari, conservand puritatile optice excelente obtinute n procesele de EKR.
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Capitolul 2. Studiul de literatura (date din literatur)

Capitolul 3. Scopul tezei

» dezvoltarea unor procese eficiente de rezolutie cinetica enzimatica pentru sinteza de
etanoli heteroaromatici imbogatiti enantiomeric extrem de utili, utilizdnd lipaza din
Pseudomonas fluorescens si lipaza B din Candida antarctica, imobilizate prin includere in sol-

geluri cu proprietati ajustabile, in reactoare discontinue si continue;

o REZOLUTIE CINETICA ENZIMATICA 0
TR G0y A
Lipaza imobilizata ;
° e
S\ C[ ]@2\ C[ acetat de vinil, n-hexan .
HO
..................... OH
g ; ¥
' OH f
s : \ .
T

acetat de vinil

Jl/ ~< L-AK sau CalL-B sol-gel

n-hexan

> dezvoltarea unei strategii simple, economice si transpozabile la scard mare pentru
separarea produsilor rezolutiei cinetice cu ajutorul reactiilor click blande si selective. Acest
studiu s-a axat pe separarea amestecurilor de reactie alcool-ester obtinute in urma reactiilor de
transesterificare enantioselective mediate de lipaze ale alcoolilor secundari (hetero)aromatici

racemici.
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Etanolii (hetero)aromatici au fost selectati compusi de interes datoritd importantei lor de

necontestat ca sintoni chirali versatili Tn industria farmaceutica si cea a sintezei organice fine.

Structuri heteroaromatice precum benzofuran, benzo[b]tiofen, fenotiazind si 2-feniltiazol,

prezente in numerosi produsi naturali si medicamente sunt asociate cu activitate antibacteriana,

antivirala, antifungica,

anticoagulanta.*™

anticancer,

antimalarica,

antiinflamatoare,

analgezica  sau
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Capitolul 4. Contributii personale

4.1. Lipaze imobilizate prin includere in sol-gel pentru rezolutia cinetici enzimatici a

heteroariletanolilor in sistem discontinuu si continuu

4.1.1.

Introducere (date din literatura)

4.1.2. Rezultate si discutie

4.1.2.1. Sinteza chimica a etanolilor heteroaromatici rac-2a-i si a acetatilor corespunzitori

rac-3a-i

Initial sinteza chimica a substraturilor si produsilor racemici s-a realizat dupa metode

cunoscute deja (Schema 1a).

Error! Bookmark not defined.-Error! Bookmark not defined. Etanolii

ici rac-2a-i au fost utilizati ca substraturi in reactii de O-acilare mediate de lipaze

(Schema 1b).

®

o L 0
X on i
R 86-92% )\ m o
1a-c,f R - . )\
) 55-80% R
1. rac-2a-i
R/%o [ rac-3a-i
. 46-85%
1d,e,g-i
® 2
OH o Lipaza Ok OH
)\ )k solvent B .
R + 2 O R/\ R
rac-2a-i (R)-3a-i (S)-2a-i

Schema 1. a) Sinteza chimicad a etanolilor racemici si a acetatilor corespunzatori; b) EKR mediaté de lipaze;
Reactivi si conditii de reactie: 1. NaBH,;, MeOH, rt; 11. CH3;Mgl, Et,0 anh.; 111. CI-CO-CHj3, 1% DMAP/Piridina,
CH,Cl,anh.
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4.1.2.2. Optimizarea proceselor de EKR a etanolilor racemici rac-2a-i in reactii de O-

acilare cu acetat de vinil si preparate de lipaze imobilizate in solventi organici

Imobilizarea lipazelor s-a realizat prin adsorbtie pe Celita 545, includere in sol-geluri
obtinute din amestecuri binare (BS) sau ternare (TS) de precursori silanici sau prin combinarea
acestor doud metode, dupd cum este redat in Tabelul 1. Pentru includerea n sol-gel a enzimelor
s-au utilizat doua metode: Metoda 1 care foloseste NaF drept catalizator pentru hidroliza si

policondensare simultane si Metoda 2 care utilizeaza un sol prepolimer obtinut cu HCI.

Tabelul 1. Descrierea preparatelor de lipaze imobilizate

Codul preparatului®

Metoda de imobilizare

Precursori silanici®
(raport molar)

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

CalL-B 1 BSC Metoda 1 + adsorbtie pe Celitd 545 VTMOS:TMOS (4:1)

CaL-B1TS Metoda 1 PhTMOS:VTMOS:TMOS (1.6:0.4:1)
CaL-B1TSC Metoda 1 + adsorbtie pe Celitd 545 PhTMOS:VTMOS: TMOS (1.6:0.4:1)
CaL-B1TS* Metoda 1 PhTMOS:MeTMOS:TMOS (1.6:0.4:1)
CaL-B2TS Metoda 2 PhTMOS:MeTMOS:TMOS (1.6:0.4:1)
CaL-B2TSC Metoda 2 + adsorbtie pe Celitd 545 PhTMOS:MeTMOS:TMOS (1.6:0.4:1)
CaL-B Celita Metoda 3 (adsorbtie pe Celitd 545) -

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

AK 1BSC Metoda 1 + adsorbtie pe Celitd 545 OcTMOS:TMOS (1:1)

AK1TS Metoda 1 PhTMOS:VTMOS: TMOS (1.6:0.4:1)
AK 1TSC Metoda 1 + adsorbtie pe Celitd 545 PhTMOS:VTMOS: TMOS (1.6:0.4:1)
AK 2 TSC Metoda 2 + adsorbtie pe Celitd 545 PhTMOS:MeTMOS:TMOS (1.6:0.4:1)

@ Sursele de lipaze: CalL-B- lipaza B din Candida antarctica, AK- lipaza din Pseudomonas fluorescens; » VTMOS
(viniltrimetoxisilan), PATMOS (feniltrimetoxisilan), MeTMOS (metiltrimetoxisilan), OcTMOS (octiltrimetoxisilan) si TMOS
(tetrametoxisilan).

In scopul gisirii aplicatiilor posibile ale preparatelor de lipaze investigate in sinteza
enzimaticd a compusilor heteroaromatici imbogatiti enantiomeric, s-au realizat screening-uri de
biocatalizator si solvent. Prin urmare, reactiile de transesterificare ale substraturilor selectate rac-
2a-i (40 mM) s-au realizat initial cu acetat de vinil, in absenta solventului, in prezenta lipazelor
imobilizate. Intrucat natura solventului poate avea o influenti semnificativd asupra selectivititii
si activitatii biocatalizatorilor, acildrile enzimatice ale etanolilor racemici (10 mM) cu acetat de
vinil (3 echiv.) in prezenta biocatalizatorilor optimi anterior selectati au fost testate in
solventi organici anhidri cu diferite polaritati: n-hexan, toluen, diizopropil eter (DIPE),

metil zert-butil eter (MTBE), acetonitril (ACN) si diclorometan. Performanta biocatalitica
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a fost evaluatd in fiecare caz utilizand trei parametri: conversia c, excesele enantiomerice (al
substratului netransformat ees si al produsului format eep), si raportul enantiomeric E.

Cateva observatii generale preliminare se pot desprinde din rezultatele screening-ului. Din
rezultatele screening-ului de biocatalizator s-a observat ca toate preparatele de lipaze sunt nalt
enantioselective fatd de etanolii heteroaromatici racemici in acetat de vinil (ca agent de acilare si
mediu de reactie), exceptie facand doar doud preparate de L-AK, AK 1 TSC si AK 2 TSC in
reactia de acilare a rac-2b (E= 25-58). Pe de alta parte, conversia reactiilor a fost puternic
influentata de structura substratului si de metoda de imobilizare. In plus, in cadrul screening-ului
de solvent s-a observat in general cd in timp ce selectivitatile au ramas ridicate, timpii de reactie

au scdzut semnificativ fata de experimentele desfasurate in absenta solventului.

Cele mai bune rezultate obtinute in procesle de EKR optimizate sunt prezentate succint

pentru fiecare substrat in Tabelul 2.

Tabelul 2. O-acilarea rac-2a-i (10 mM) cu acetat de vinil (3 echiv.) Tn n-hexan la 25 °C catalizata de lipazea’b

Nr. crt. rac-2au Biocatalizator reactie (h) (%) (%)
CalL-B 1BSC >99 50
1 rac-2a ) 1
CaL-B Celita >99 50
CaL-B1TS* 92 (£ 1.6) 48 (£ 0.5)
2 rac-2b ] 5
CaL-B Celita >99 50
3 rac-2c AK 1BS 21 86 (£ 1.2) 46 (£ 0.5)
CaL-B1TS* 19 94 (£2.1) 49 (£ 0.5)
4 rac-2d ]
CaL-B Celita 2 92 (£ 2.5) 48 (£ 0.8)
5 rac-2f AK 1BS 8 >99 50
6 rac-29 AK1BS 9 >99 50
7 rac-2h CaL-B Celita 27 99 (£ 0.5) 50
8 rac-2i CaL-B2TSC 28 95(x2.2) 49 (£ 0.8)

@ eep>99%, E»200; ” experimentele au fost realizate in triplicat si deviatiile standard fatd de medie sunt date intre
paranteze; ¢ determinat din ariile peak-urilor cromatogramelor GC sau HPLC; ¢ calculat cu formula ¢ = [ees/(ees+eep)].
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4.1.2.3. Stabilitatea operationali a preparatelor de lipaze imobilizate in procese
discontinue

Una din cerintele esentiale pentru un biocatalizator relevant din punct de vedere industrial
este eficienta catalitici indelungati. in acest sens, s-a studiat reutilizarea celor mai bune
preparate de lipaze imobilizate in transesterificérile enantioselective ale rac-2a,c,d,g,i cu acetat
de vinil in n-hexan (Figurile 1-4). Fiecare reactie a fost repetatd cu acelasi preparat enzimatic
pand la 10 ori si a fost lasatd pand la o conversie de ~50%, sau atita timp cat preparatul si-a
mentinut activitatea si enantioselectivitatea. Intre ciclurile de reactie catalizatorul a fost spalat de

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

Dupa cum indicd Figura 1A-B, lipazele imobilizate selectate au fost catalizatori eficienti in
acilarea etanolului benzotiofenic rac-2a in 10 cicluri de reactie consecutive. Lipaza adsorbita
(CaL-B pe Celitd) a demonstrat eficienta in reutilizare chiar mai mare decat enzima inclusa intr-0

matrice sol-gel binard continand grupari pendante vinil (CaL-B 1 BSC).

A. B.
meeS (%) meeP (%) mc (%) meeS (%) meeP (%) mc (%)
100 - 100 -
80 - 80 - I
60 - 60 -
40 - 40 - [
20 - 20 -
0 - 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Nr. de cicluri Nr. de cicluri

Figura 1. Capacitatea de recirculare a biocatalizatorilor selectionati in EKR a rac-1-(benzo[b]tiofen-2-il)etan-1-
olului rac-2a (10 mM) cu acetat de vinil (3 echiv.) in n-hexan la 25 °C utilizadnd: A) CaL-B 1 BSC si B) CaL-B pe
Celitd 545 (dupa 40 min timp de reactie). Barele de eroare reprezinté deviatiile standard fatd de medie.

Rezultatele experimentului de reutilizare pentru AK 1 BS in transesterificarea rac-2c
(Figura 2A) arata o scadere semnificativa a conversiei de la 42 la 23% c in doar trei cicluri de
acilare; totusi enantiopuritatea produsului a rimas maxima. De asemenea, acest catalizator, AK

1 BS, a fost supus testelor de reciclabilitate si in acetilarea rac-2g si in acest caz s-a observat
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scaderea conversiei dupd 5 cicluri de reactie, de la 50 la 35% c (Figura 2B). Aceste rezultate

indica faptul ca reutilizabilitatea unui biocatalizator depinde de structuta substratului.

A. B.

meeS (%) meeP (%) mc (%) meeS (%) meeP (%) mc (%)
100 - 100 -

80 - 80 -

60 - 60 -

40 - 40 -

20 - 20 -

0 - 0 -

1 2 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Nr. de cicluri Nr. de cicluri

Figura 2. Capacitatea de recirculare a AK 1 BS Tn EKR a: A) rac-1-(benzofuran-2-il)etan-1-olului rac-2c (10 mM)
cu acetat de vinil (3 echiv.) in n-hexan la 25 °C (dupi 20 de ore timp de reactie) si B) rac-1-(10-etil-10H-fenotiazin-
3-il)etan-1-olului rac-2g (10 mM) cu acetat de vinil (3 echiv.) Tn n-hexan la 25 °C (dupi 8 ore timp de reactie).
Barele de eroare reprezinta deviatiile standard fatd de medie.

Etanolul benzofuranic rac-2d, desi este un izomer de pozitie al rac-2c, s-a observat cé are un
comportament diferit In procesul de EKR mediat de lipaze. In 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*) demonstrand eficientd cataliticd ridicatd in timpul utilizarii repetate
(Figura 3).
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Figura 3. Capacitatea de recirculare a CaL-B 1 TS* in EKR a rac-1-(benzofuran-3-il)etan-1-olului rac-2d (10 mM)
cu acetat de vinil (3 echiv.) Tn n-hexan la 25 °C (dupd 20 de ore timp de reactie). Barele de eroare reprezinta
deviatiile standard fata de medie.

Stabilitatea operationald a unui preparat de lipaza imobilizata obtinut prin Metoda 2 de
imobilizare n sol-gel (CaL-B 2 TSC) a fost studiatd in EKR a fenil-tiazolil alcoolului secundar
rac-2i. Rezultatele prezentate in Figura 4 indica faptul cé acest preparat de CaL-B imobilizat nu
constituie un candidat potrivit pentru utilizare multipla, desi a demonstrat (in studiul de
optimizare) eficientd cataliticd si enantioselectivitate comparabile cu cele ale celor mai
performante preparate de lipaze imobilizate prin Method 1. Tn acest caz s-a observat o scidere

rapidd in performanta catalitica, intrucat conversia a scazut de la 49 la 17% in al doilea ciclu.
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Figura 4. Capacitatea de recirculare a CaL-B 2 TSC in EKR a rac-1-(2-fenil-tiazol-4-il)-etanolului rac-2i (10 mM)
cu acetat de vinil (3 echiv.) In n-hexan la 25 °C (dupi 28 de ore timp de reactie). Barele de eroare reprezinta
deviatiile standard fata de medie.

4.1.2.4. EKR mediata de lipaze a heteroariletanolilor racemici in sistem continuu utilizind

reactoare in strat fix

Pentru cresterea eficientei proceselor de biotransformare investigate, un alt obiectiv al
acestui studiu a fost testarea celor mai performante lipaze imobilizate Tn experimente in flux
continuu utilizand reactoare in strat fix (50 x 2.1 mm). Tn acest sens, doi dintre biocatalizatorii
eficienti deja selectionati, cate unul de la fiecare sursa de lipaza - CaL-B 1 TS* si AK 1 BS —au
fost investigati, in timp ce benzofuranil-etanolii rac-2c,d au fost alesi ca substraturi (Figura 5).
Cei mai importanti parametri care influenteazd productivitatea unui proces in sistem continuu —

temperatura, debitul si concentratia de substrat — au fost testati.
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Figura 5. O-acilarea benzofuranil-etanolilor rac-2c,d mediati de lipaze in reactoare continue in strat fix

Tn primul set de experimente procesele de EKR in flux continuu au fost investigate la
diferite temperaturi in domeniul 25 — 65 °C utilizand o concentratie de substrat de 10 mM la
debitul de 0.5 mL min™ (Figura 6A). Tn ambele cazuri conversia a crescut cu temperatura;
valoarea maxima a fost atinsd la 65 °C. Demn de remarcat este faptul ca procesele EKR in flux
continuu au fost Tnalt enantioselective (E » 200) pe domeniul de temperaturd investigat (25 — 65
°C).

In continuare, pentru a miri conversia proceselor de EKR ale etanolilor rac-2c,d, debitul a
fost redus treptat de la 0.5 la 0.1 mL min™, in timp ce temperatura a fost mentinuti la 65 °C. Se
poate observa in Figura 6B ca substraturile racemice au fost aproape complet rezolvate (48% si

50% conversie).

In incercarea de a creste productivitatea reactorului continuu in strat fix, s-au investigat
concentratii de substrat in domeniul 10 — 100 mM la 65 °C la debitul de 0.1 (Figura 6C) si 0.5
mL min™. in ceea ce priveste O-acilarea rac-2d mediati de CaL-B 1 TS* nu s-a observat o
scadere semnificativd a conversiei pe domeniul de concentratii de substrat investigat la debitul de
0.1 mL min™. Tn cazul preparatului AK 1 BS, conversia acildrii rac-2c a scizut cu cresterea
concentratiei substratului, la 100 mM aceasta fiind jumatate din valoarea initiald. Ceea ce este
important, excesele enantiomerice ale produsilor au fost maxime (>99%) chiar si la valori

crescute ale concentratiei de substrat.
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Figura 6. Efectul temperaturii (A), debitului (B) si al concentratiei de substrat (C) asupra EKR 1n flux continuu a
rac-2c (—o-) si rac-2d (—o-) cu acetat de vinil (0.75 si respectiv 3 echiv.) ih n-hexan mediate de lipazele AK 1 BS
(~o-) si respectiv CaL-B 1 TS* (—o—). Barele de eroare reprezinta deviatiile standard fatd de medie.
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Productivitatea maxima obtinuta utilizand lipaza AK 1 BS in EKR a rac-2c a fost 37.4 umol
de produs min™ g™ la 65 °C, 0.5 mL min™ si concentratia substratului de 100 mM, n timp ce
productivitatea maxima a CaL-B 1 TS* in EKR a rac-2d a fost 157.5 umol de produs min™ g™ la
65 °C, 0.5 mL mint si concentratia substratului de 50 mM.

Un alt obiectiv a fost studiul stabilitatii operationale pe termen lung n sistem continuu a
celor doi biocatalizatori selectati, utilizdnd o concentratie de substrat de 10 mM la debitul de 0.1
mL min™’. Rezultatele au indicat faptul ci lipaza imobilizata AK 1 BS si-a mentinut aproape 95%
din activitatea initiiala la 55 °C dupd 100 h de operare continua, Tn timp ce CaL-B 1 TS* a
demonstrat o stabilitate si mai mare, deoarece nu s-a observat o scadere a activitatii dupd 100 h la
65 °C (Figura 7). Si in acest caz enantioselectivititile ambelor procese de EKR in flux continuu

mediate de lipaze nu au fost alterate in timpul operarii continue indelungate a biocatalizatorilor.

[8)]
o

Coo— o ®

!i'i_I_!\i'\-l——“l*ﬁl—"!I

Conversie/ %
N
o

30
20 —=—AK 1BS, 55 °C
10 —e—CalL-B 1 TS*, 65 °C
0
0 20 40 60 80 100

Timp/h

Figura 7. Stabilitatea operationald pe termen lung a preparatelor de lipaze imobilizate AK 1 BS si CaL-B 1 TS*in
procesele de EKR in flux continuu a rac-2c,d (10 mM) cu acetat de vinil (0.75 si respectiv 3 echiv.) ih n-hexan la 55
°C si respectiv 65 °C si debitul de 0.1 mL min™. Barele de eroare reprezinti deviatiile standard fati de medie.
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Au fost comparate de asemenea productivitdtile sistemelor continue investigate cu cele

obtinute in sistem discontinuu utilizand vitezele de reactie specifice calculate cu Ecuatiile 5 si 6.
70

__ np umol .
Tdiscontinuu = txmg [m] (Ecuatia 5)

_ [PIXf ] pmol .
Teontinuu = e Lminxg (Ecuatia 6)

In cazul acilirii rac-2c mediate de AK 1 BS s-a observat o diferenti majord intre valorile
vitezelor de reactie specifice obtinute in sistem continuu si discontinuu, acest biocatalizator
permitand atingerea unei productivitati de ~4 ori mai mare n flux continuu (rgiscontinuy = 1.1 pmol
mint g'l, Il continuu = 4.5 pmol mint g'l, la 48% conversie, 65 °C, concentratia substratului de 10
mM, 0.75 echiv. de acetat de vinil si debit de 0.1 mL min™). Pe de alti parte, pentru acilarea rac-
2d catalizatd de CaL-B 1 TS* s-au obtinut productivititi mai mari in ambele sisteme; totusi,
viteza de reactie specificd calculata pentru sistemul continuu a fost de ~1.5 ori mai mare decét
cea obtinuti in sistem discontinuu (Fgiscontinue= 6.7 Mol min™ g™, reontinue= 9.8 pmol min™ g%, la
50% conversie, 65 °C, concentratia substratului de 10 mM, 3 echiv. de acetat de vinil si debit de
0.1 mL min™).
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4.2. Strategie de separare bazati pe reactie click aplicati in rezolutia cineticd enzimatici a

alcoolilor secundari (hetero)aromatici
4.2.1. Introducere (date din literatura)
4.2.2. Rezultate si discutie

Pentru a aplica strategia de separare a produsilor bazata pe reactie click in procesele de EKR
a etanolilor (hetero)aromatici unul dintre componentii amestecului, esterul enantiopur format,
trebuie sa contina 0 grupare alchinil sau azido. Prin urmare, pentru elaborarea unei proceduri de
prelucrare a EKR , trebuie ales un reactiv potrivit care sa indeplineasca doua roluri: 1) s fie un
agent de acilare eficient in etapa de EKR si 2) sa poata forma un produs esteric care reactioneaza
in CuAAC. Abordarea cea mai accesibila utilizeaza 2-(prop-2-in-1l-iloxi)acetati ca agenti de

acilare care duc la formarea unor esteri imbogatiti enantiomeric reactivi in reactia click.

Conform acestei metodologii de separare a produsilor EKR, bazata pe chimia click, diversi
2-(prop-2-in-1-iloxi)acetati 4A-D au fost testati ca agenti de acilare pentru procesele
enantioselective de KR mediate de lipaze ale unor (hetero)ariletanoli racemici rac-2c,d,i,j. Asa
cum este prezentat in Schema 2, amestecul de reactie continand enantiomerul netransformat al
alcoolului [(S)-2c,d,i,j] si enantiomerul produsului avand o grupare alchinil [(R)-5¢,d,i,j] a fost
reactionat cu o amind tertiard functionalizatd cu grupare azido, esterul fiind transformat
cantitativ in aminoalchil-triazol ionizabil [(R)-6¢,d,i,j]. Prin etape de ajustare de pH-extractie s-a
realizat separarea usoara si izolarea etanolilor (S)-2c,d,i,j si a triazolilor (R)-6¢,d,i,j imbogatiti
enantiomeric fird ca enantiopuritatea lor sa fie afectatd. Ultima etapd constand in deprotejarea
enzimaticd blanda a produsului click (R)-6c¢,d,i,j a permis recuperarea enantiomerului reactiv al

substratului (R)-2c,d,i,j cu enantiopuritate nealterata.
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Schema 2. Separarea produsilor EKR asistata de reactie click

4.2.2.1. Sinteza chimica a 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetatilor racemici rac-5c,d,i,j, a agentilor de

acilare 4A-E si a reactantilor

Sinteza chimica a etanolilor aromatici rac-2c¢,d,i,j a fost prezentatd anterior; 2-(prop-2-in-1-
iloxi)acetatii racemici corespunzitori rac-5¢,d,i,j*%, acidul 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetic si esterii
acestuia - etil'®, izopropil, propargil si 2,2,2-trifluoroeti| ™" Beckmark not defined. gA_1y -+ 2_azido-
N,N-dietiletan-1-amina si esterul triazolic 4E au fost sintetizati conform Schemei 3. Toti

compusii au fost caracterizati prin spectroscopie 'H si BC-NMR si spectrometrie de masa.
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Schema 3. Sinteza chimica a a) esterilor racemici rac-5c¢,d,i,j, b) agentilor de acilare 4A-D, ¢) aminei tertiare
functionalizatd cu grupare azido si a d) agentului de acilare triazolic 4E. Reactivi si conditii de reactie: |. DCC,
DMAP, CH,Cl,anh.,, rt, 3 h; Il. NaH, THF anh., Ar, rt, 12 h; I1l. MTBE, NaOH, TBAB, rt; IVV. SOCI,, CHCI;, 0 °C
- reflux, 4 h; V. NaNs;, DI H,0, 80 °C; VI. Cul, n-hexan, rt, 12 h.

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

In scopul gisirii conditiilor optime pentru reactiile click ale compusilor investigati, in
continuare s-a realizat un test preliminar pentru reactia click si optimizarea sursei de Cu(l) pe

reactia click model dintre alcoolul propargilic si 2-azido-N,N-dietiletan-1-amina in solventi
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nepolari (Schema 4). Dintre catalizatorii testati [Cul, Cul(PPh3) si Cu,SO4x5H,0 + N,HsxH0],

Cul a fost selectat drept cea mai eficienta sursa de cupru(l).

N=N
LN/\/N3 cu(l) LN/\/I\II\/)\\

- OH
) ! HO\ n-hexan )

Schema 4. Studiul preliminar de optimizare pe reactia click model

4.2.2.3. Optimizarea reactiei de O-acilare catalizatd de lipaze a (hetero)ariletanolilor

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

Pentru a obtine compusi imbogdtiti enantiomeric cu conversii ridicate, transesterificarile
enantioselective catalizate de lipaze ale rac-2c,d,i,j cu 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetatii 4A-D au fost
investigate in diferiti solventi organici la scara analitica. Lipaza B din Candida antarctica sub
forma preparatului disponibil comercial Novozyme 435 (CaL-B adsorbit pe rasina acrilica
macroporoasa, anterior descoperitd ca fiind eficienta in O-acilarea enantioselectiva a

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

defined. ) fost selectatd ca biocatalizator pentru procesul de EKR/separare asistatd de reactie click
al acestor substraturi. Similar, lipaza din Pseudomonas fluorescens (L-AK) identificata ca fiind
optima pentru transesterificarea 1-(benzofuran-2-il)etan-1-olului racemic, rac-2c, cu acetat de
vini|Errort Bookmarknnot defined. , £t aleasd ca biocatalizator pentru studiul de fatd. S-au testat diferiti
solventi organici, utilizati In mod frecvent in reactii mediate de lipaze, care solubilizeaza atat
substraturile cat si produsii: n-hexan, diclorometan, acetonitril (ACN), tetrahidrofuran (THF),

metil zerz-butil eter (MTBE), diizopropil eter (DIPE), ciclohexan si toluen.

Initial, s-au studiat la scara analitica transesterificarile enzimatice ale rac-2c,d,i,j folosind
2-(prop-2-in-1-iloxi)acetat de etil 4A ca agent de acilare in solventii organici selectati pentru a

determina mediul optim de reactie pentru fiecare substrat in parte (Tabelul 3).
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Tabelul 3. Screening-ul de solvent pentru acildrile 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 si raport substrat:biocatalizator 1:1, w/w?

HO HO OH
- 4
Compus g \ )N'\ N ©)\
rac-2¢c o CeHs~ S ]
rac-2d rac-2i rac-2j
Solvent Crac-Zcb'C ee59bvc Crac-dee eE‘de’e Crac_Zie'f (395ie’f Crac-zje'g eesje'g
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
n-Hexan 17 (£ 1.4) >99 10 (£ 1.6) >99 n.d. <5 17 (£ 0.8) >99
CH,CI, n.d. n.d. 11 (£ 1.4) >99 15 (+05) >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(x0.5) 30(x1.2) nd. n.d.
Ciclohexan n.d. n.d. 30 (+1.2) >99 25(x14) 39(t12) 16(x0.5) >99
Toluen n.d. n.d. 26 (£0.8) >99 18(£2.1) 86(x21) n.d. n.d.

% experimentele au fost realizate in triplicat si deviatiile standard fati de medie sunt date intre paranteze; ° dupd 120 h; ©
Lipaza din Pseudomonas fluorescens (L-AK); ¢ dup 15 h; ® Lipaza B din Candida antarctica (Novozyme 435); f dupa 130 h; ¢
dupai 4 h; n.d. nedetectat.

S-a remarcat faptul ca atat Novozyme 435 cat si L-AK au fost Tnalt enantioselective in toate
EKR ale rac-2c,d,j (eep > 99%) oferind conversii detectabile, Tn timp ce pentru rac-2i s-a obtinut
o puritate ridicatd a produsului doar in CH,Cl,. Cu toate acestea, utilizand esterul etilic 4A ca
donor de acil a condus la conversii nesatisfacatoare, valoarea maxima, 30% c, fiind atinsd dupa
15 ore in cazul rac-2d. Din pacate, marirea timpului de reactie si investigarea efectului unor
parametri precum temperatura, cantitatea de donor de acil si de biocatalizator nu au condus la o
imbundtatire considerabila a conversiilor, ceea ce poate fi explicat prin formarea de etanol care

determind reversibilitatea reactiei de transesterificare.

In consecints, alti trei esteri 4B-D [esterii izopropilic, propargilic si 2,2,2-trifluoroetilic ai
acidului 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetic] au fost testati ca donori de acil in procesele de EKR a
etanolilor racemici utilizdnd solventii optimi identificati (n-hexan pentru rac-2c,j, ciclohexan
pentru rac-2d si CH,Cl, pentru rac-2i). Realizand acilarile enzimatice ale rac-2c¢,d,i,j cu esterii
4B-D (Figura 8), se elibereaza alcooli cu impedimente sterice sau slab nucleofili cu reactivitate
scizutgErrort Bookmarknot defined. © 4o 51asand astfel echilibrul reactiilor de esterificare spre formare de

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

(c = 48-50% dupa 7-90 h) fara scaderea enantioselectivitatii (eep > 99% in toate cazurile).
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Figura 81. Screening-ul de donor de acil 4B-D (1 echiv.) in rezolutiile cinetice ale rac-2c,d,i,j (10 mM) mediate de
Novozyme 435 (pentru rac-2d,i,j) sau L-AK (pentru rac-2c) in solventii optimi la 30 °C si raport

substrat:biocatalizator 1:1, w/w; eep > 99% 1n toate cazurile. Barele de eroare reprezintd deviatiile standard fatd 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 potential donor de acil in acilarea enzimatica a
substratului model rac-2j dar s-a dovedit a fi fara succes.

4.2.2.4. Elaborarea protocolului bazat pe reactie click pentru separarea produsilor EKR

In scopul elaboririi protocolului bazat pe reactie click pentru separarea produsilor rezolutiei
cinetice enzimatice s-au utilizat amestecuri de compusi racemici rac-2c,d,i,j si rac-5c,d,i,j care
mimeazd compozitia de la finalul EKR, urmarind metodologia descrisa in Schema 2. Astfel,
etanolii rac-2c,d,i,J si triazolii rac-6¢,d,i,j au fost izolati utilizand metode extractive cu

randamente de recuperare >94% pentru fiecare component.
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4.2.2.5. 1zolarea (S)- si (R)-(hetero)ariletanolilor imbogatiti enantiomeric 2c,d,i,j prin
procesul in tandem O-acilare enzimatici/separare asistati de reactie click/alcooliza

enzimatici

Pentru izolarea ambilor enantiomeri ai etanolilor chirali (hetero)aromatici 2c,d,i,j cu puritati
ridicate, intreaga procedura s-a repetat la scara preparativa pastrand conditiile de reactie optime
gdsite la scard analitica dar utilizdnd o concentratie de substrat de 30 de ori mai mare.
Enantiomerii reactivi ai etanolilor (R)-2c,d,i,J au fost recuperati prin alcooliza catalizatda de
lipaza a triazolilor imbogatiti enantiomeric (R)-6¢,d,i,j. Forma inalt stabild si termotoleranta a
lipazei B din C. antarctica obtinuta prin imobilizarea covalenta de nanotuburi de carbon (CaL-B-
SWCNT)' 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 racemati cu randamente bune (87-91%) si excese
enatiomerice maxime (Tabelul 4).

Tabelul 4. Produsi izolati si intermediari in cursul procesului in tandem de KR mediat de lipaze/separare asistatd de
reactie click/alcoolizd enzimatica

Enantiomer Randament® ee Prc_)dus Randament® ee (]2 Enantio_mer Randament® ee
nereactiv (%) (%) | click (%) (%) reactiv (%) (%)
(S)-2¢ 96 93 | (R)-6¢ 94 >09  +76.3 (R)-2¢ 88 >99
(S)-2d 97 >99 | (R)-6d 95 >09  +13.9 (R)-2d 90 >99
(S)-2i 96 97 | (R)-6i 94 >09  +63.2 (R)-2i 87 >99
(9)-2j 97 >99 | (R)-6j 96 >09  +48 (R)-2j 91 >99

& determinat dupa separarea produsilor EKR; 100% randament teoretic pentru un enantiomer corespunde la 50% din racemat;
bc =1 mg mL"* in acetonitril

Pentru a demonstra fezabilitatea acestei noi metodologii, Intreaga procedurd a fost repetata
in aceleasi conditii la scard de grame pentru 1-feniletan-1-olul racemic rac-2j (1.5 g). S-a
observat cd activitatea si selectivitatea biocatalizatorilor utilizati au ramas neschimbate, in

schimb randamentele de izolare pentru (S)-2j, (R)-6j si (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 mediata de lipaza CaL-B-SWCNT in flux continuu

Cu scopul de a mari eficienta producerii (hetero)ariletanolilor la scard mare prin
metodologia nou dezvoltatd, in continuare, agentul de acilare nou si eficient 4D a fost investigat
n O-acilarea enzimatica in flux continuu a compusului model, 1-feniletan-1-olul racemic rac-2j,
utilizand un reactor in strat fix (30 x 4.6 mm, Figura 9). Preparatul enzimatic CaL-B-SWCNT
stabil si termotolerant a fost ales ca biocatalizator intrucat a demonstrat anterior stabilitate

.y .1 Error! Bookmark not defined.
operationald ridicatg,=""°" Beoxmarknot cetine

OH OH
0 =
©/'\ Fsc/\oij\/ o_Z T=60 °C
(S)-2j (8-2j ©

n-Hexan P
N QH—»D—»( CaL-B-SWCNT O—» M _o_#Z

o o

(R)-2j (R)-5]

Figura 92. Reactia de transesterificare in 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 Tn n-hexan la 60 °C intr-un reactor in strat fix

Initial, reactia de acilare in sistem continuu a fost studiatd utilizand o concentratie de
substrat de 10 mM si 0.75 echiv. agent de acilare 4D la 60 °C, la debite in domeniul 0.1 — 0.5 mL
min™. S-a observat ci valoarea maxima a conversiei atinsa in cadrul acestui experiment a fost de
42% la 0.1 mL min™. In consecinti, pentru a imbunititi conversia reactiei, s-au realizat

experimente identice utilizand cantitati mai mari de donor de acil 4D (2, 3 si 4 echiv.).

Rezultatele sunt redate in Figura 10. Se remarca faptul ca raportul molar
substrat:agent de acilare influenteaza conversia reactiei enzimatice in flux continuu. Cand
s-au utilizat 4 echiv. de donor de acil nu s-au observat modificari semnificative ale
conversiei de la 0.5 la 0.1 mL min™ (48-50%), de aceea in continuare s-a utilizat aceasti

cantitate de agent de acilare.
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Figura 30. Influenta raportului molar substrat:donor de acil asupra conversiei (A) si productivitatii (B) rezolutiei
cinetice in flux continuu catalizata de CaL-B-SWCNT a rac-2j (10 mM) cu 2-(prop-2-in-1-il-oxi)acetat de 2,2,2-

trifluoroetil 4D Tn n-hexan la 60 °C. Barele de eroare reprezintd deviatiile standard fatd de medie. Productivitatea a
fost calculatd utilizdnd valorile medii ale conversiilor.

In continuare, avand scopul de a creste productivitatea sistemului biocatalitic
continuu, s-au testat diferite concentratii de substrat la 60 °C folosind 4 echiv. de agent de
acilare 4D la 0.1 si 0.5 mL min™ (Figura 11). Dupi cum era de asteptat, productivitatea a
crescut cu cresterea concentratiei de substrat, valoarea maxima obtinandu-se la 100 mM
concentratie de substrat si un debit de 0.5 mL min™ (88.2 umol min™ g™). Important de
mentionat este faptul ca si la concentratia maxima de substrat (100 mM) sistemul a permis

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

A B.
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L ——0.1 mL/min —#—0.5 mL/min
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Figura 41. Influenta concentratiei de substrat asupra conversiei (A) si productivititii (B) rezolutiei cinetice in flux
continuu catalizatd de CaL-B-SWCNT a rac-2j (10 mM) cu 2-(prop-2-in-1-il-oxi)acetat de 2,2,2-trifluoroetil 4D in
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n-hexan la 60 °C. Barele de eroare reprezinti deviatiile standard fatd de medie. Productivitatea a fost calculatd
utilizand valorile medii ale conversiilor.

Alt obiectiv al acestui studiu a fost compararea productivitatilor obtinute In sistem
continuu si discontinuu pentru reactia de acilare a rac-2j cu 4D mediata de CalL-B-
SWCNT. Preparatul imobilizat CaL-B-SWCNT a demonstrat productivitate mult mai mare in
sistem continuu fata de sistemul discontinuu (Fgiscontinuu = 1.0 pmol mint g'l, Feontinuu = 17.6 pmol
min™ g™, la 42% conversie, 60 °C, 10 mM concentratie de substrat, 2 echiv. de donor de acil 4D
si debit de 0.5 mL min™), demonstrand superioritatea proceselor in flux continuu fati de cele

discontinue.

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

Studiile desfasurate in cadrul acestei teze prezinta optimizarea proceselor de rezolutie
cineticd mediate de lipaze ale unor alcooli secundari (hetero)aromatici sub aspecte ce tin de
stabilitatea si productivitatea biocatalizatorilor si separarea amestecurilor de la finalul rezolutiilor

cinetice.

Lipaza B din Candida antarctica si lipaza din Pseudomonas fluorescens imobilizate prin
includere in sol-gel au fost aplicate cu succes in EKR a noud etanoli heteroaromatici. Stabilitatea
si productivitatea biocatalizatorilor au fost investigate atit in procese discontinue cat si in
procese continue. In conditii de operare in flux continuu biocatalizatorii testati (AK 1 BS si
CaL-B 1 TS*) au demonstrat productivitate superioard in procesle de EKR a benzofuranil-
etanolilor racemici in comparatie cu operarea in sistem discontinuu. Tn plus, ambii biocatalizatori
au fost foarte stabili sub operare continua indelungatd (100 h) la temperaturi ridicate (55 sau 65
°C), intrucat mai mult de 95% din activitatea initiala a fost pastratd, desi la reutilizarea in procese
discontinue doar CaL-B 1 TS* a demontrat stabilitate remarcabilad (mai mult de 10 reutilizéri in
EKR a rac-2d), AK 1 BS manifestand reciclabilitate modesta (aprox. 55% activitate
enzimatica dupa trei ciluri de reactie in EKR a rac-2c). Aceste rezultate demonstreaza in

mod evident eficienta superioara a sistemelor in flux continuu.

Tn plus, s-a dezvoltat 0 metodologie noud care combini rezolutia cinetici eficienti mediati
de lipaze a (hetero)ariletanolilor cu o procedura de prelucrare blanda si selectiva bazata pe reactii
click, care a permis separarea amestecurilor de reactie de la finalul KR si recuperarea ambilor
enantiomeri ai alcoolilor secundari cu randamente bune si puritéti optice excelente, evitand astfel
separarea cromatografica laborioasd si scumpd. Strategia propusd utilizeaza 2-(prop-2-in-1-il-
oxi)acetat de 2,2,2-trifluoroetil ca agent de acilare eficient in procesele de EKR a alcoolilor
secundari rac-2c¢,d,i,j, obtinandu-se (hetero)ariletil 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetati enantiopuri (R)-
5c,d,i,j care in continuare reactioneaza cu o amind tertiara functionalizatd cu grupare azido in
prezentd de Cul cu formarea derivatilor triazolici (R)-6¢,d,i,j. Etanolii imbogatiti enantiomeric

(S)-2c,d,i,j sunt izolati de triazolii ionizabili printr-o simpld extractie. Etanoliza blanda, mediata
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de un preparat de lipaza imobilizata extrem de stabil si activ (CalL-B imobilizat covalent pe

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

Posibilitatea de a extinde aceasta metodologie la scara mare a fost demonstratd pentru
compusul model rac-1-feniletan-1-ol rac-2j intr-un proces discontinuu la scara de grame dar si
in procese continue utilizind preparatul de lipazd imobilizatd covalent CaL-B-SWCNT intr-un
reactor in strat fix pentru EKR a rac-2j cu 2-(prop-2-in-1-il-oxi)acetat de 2,2,2-trifluoroetil 4D,

demonstrand productivitate de 17 ori mai mare decét sistemul discontinuu.
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