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1. Introducere generala

Cresterea la nivel global a necesarului de produsi de sinteza, de la chimicale uzuale pana
la compusi cu activitate farmaceutica si combustibili, a condus la un impact negativ de lunga
durata asupra mediului inconjuritor. Tn incercarea de a reduce efectele negative ale proceselor
chimice traditionale, oamenii de stiinta si industriile chimice au Tnceput sa dezvolte noi procese si
tehnologii “green” cu un impact redus asupra mediului, totodata punand accent pe

sustenabilitatea lor pe termen lung.

Avand ca scop dezvoltarea unor procese mai economice si sustenabile, cataliza a fost
intotdeauna unealta favorita a chimistului si a dus la dezvoltarea industriei chimice moderne.
Luénd in considerare dezavantajele catalizei clasice, biocataliza si biotransformarile mediate de
sisteme biologice au jucat un rol important ca alternative ,,green”, care au permis dezvoltarea de
noi procese cu productivitate ridicata si un impact mult mai scazut asupra mediului. Datorita
avansarii stiintifice a biotehnologiei, biocataliza este in prezent recunoscuta ca o tehnologie verde

si sustenabild, rentabila si aplicabila la nivel industrial.

Tn lucrarea de fata, s-a urmarit dezvoltarea de noi strategii biocatalitice de obtinere a unor
produsi valorosi, pornind de la resurse sustenabile si utilizdnd biocatalizatori comerciali.
Tn acelasi timp, s-a urmdrit studiul si dezvoltarea unor noi biocatalizatori utilizati in sinteza de

compusi chirali de interes pentru industria chimica fina si cea farmaceutica.

Tn prima parte a tezei, Sinteza diesterilor cu acizi grasi ai 2,5-Bis(hidroximetil)furanului
mediata de lipaze, este descrisa investigarea procesului de esterificare mediata de lipaze a 2,5-
bis(hidroximetil)furanului cu acizi grasi din diferite surse cu scopul de a obtine diesterii
corespunzatori, CU potentiald aplicatie ca aditivi pentru cresterea cifrei cetanice a
biocarburantilor. Datorita faptului ca materiile prime provin din resurse regenerabile, s-a reusit
dezvoltarea unei metodologii ,,green” si sustenabile, cu randamente ridicate Tn conditii de lucru

blande, prin utilizarea unui solvent verde sau a unui proces “solvent-free” (fara solvent).

A doua parte a tezei, Noi biocatalizatori cu celule Tntregi pentru sinteza de aciloine optic

active, descrie identificarea unor noi tulpini de drojdii pentru sinteza selectiva a



(R)-fenilacetilcarbinolului, prin utilizarea activitatii piruvat decarboxilazice native a acestor
celule. De asemenea, s-a urmarit explorarea sistematica a domeniului de substrat intrinsec a
acestor  biocatalizatori cu scopul de a obtine analogi optic activi a
(R)-fenilacetilcarbinolului. Tn final, s-a studiat si obtinerea unor biocatalizatori in forma
imobilizata reutilizabili, prin imobilizarea celulelor in matrice de sol-gel si utilizarea lor in

procese continue si discontinue de sinteza a (R)-fenilacetilcarbinolului.

2. Capitolul 1. Sinteza diesterilor cu acizi grasi ai 2,5-Bis(hidroximetil)
furanului mediata de lipaze

2.1. Introducere. Prezentare generali a literaturii

Compusii chimici de platforma obtinuti din biomasa (Biomass-based platform chemicals)
au capatat un interes din ce in ce mai mare pentru cercetatori si industrie, pornind de la productia
si purificarea lor din resurse regenerabile, pana la procesarea lor ih compusi chimici de baza sau
produse finite cu aplicabilitate imediatd. In general, biomasa este considerati 0 resursa
regenerabild ideala ca alternativa la resursele petroliere, si a fost propusa ca o sursa durabild de
compusi organici pentru obtinerea de combustibili si substante chimice de mare tonaj. Printre
compusii chimici de platforma obtinuti din surse regenerabile, 5-hidroximetilfurfuralul (HMF) si
obtinerii lor din materii prime sustenabile cum ar fi carbohidratii," cu o varietate impresionant de
derivati cu valoare addugata si de compusi cu aplicabilitate practica, cum ar fi solventi verzi,
polimeri, rasint, etc.2

Ca derivat al HMF-ului, 2,5-bis-(hidroximetil)furanul (BHMF) reprezinta o resursa foarte
importantd pentru industria chimica, avind multe aplicatii deja raportate in literatura precum:

*® rasini’ si intermediar in produse farmaceutice.® Datorita structurii sale

spume,® polimeri,
simetrice si a celor doua grupari functionale hidroxil neimpedimentate steric, BHMF-ul este
deosebit de interesant ca materie prima pentru obtinerea de biopolimeri prin reactii de

esterificare. Cu toate acestea, cercetarile in domeniul esterilor de BHMF au fost putin raportate.®

lor din surse ieftine si sustenabile, cum ar fi uleiurile, dar si din materii prime bogate Tn acizi
gragsi liberi (HFFA). Prin integrarea unor astfel de resurse in produse pe baza de BHMF, esterii de

acizi grasi ai BHMF au fost descrisi anterior in literatura, cu doud proceduri brevetate care au



raportat productia de diesteri ai BHMF-ului prin a) diesterificarea chemocatalitica cu acizi grasi
liberi si utilizarea lor ca bio-plastifianti; b) sinteza biocatalitica de monoesteri ai BHMF-ului cu
acizi grasi liberi, cu scopul de a dezvolta noi agenti tensioactivi neionici biodegradabili.g’10 Cu
toate acestea, sinteza biocataliticd a diesterilor BHMF din resurse regenerabile, ca potentiali
aditivi pentru biocombustibili, nu a fost investigatd si reprezintd un domeniu de cercetare

atragator, care a fost analizat in capitolul curent al acestei teze.

2.2. Obiectivele studiului

Scopul studiului prezentat in acest capitol a fost dezvoltarea unor strategii biocatalitice
sustenabile pentru sinteza diesterilor cu acizi grasi ai BHMF-ului, cu potentiala aplicabilitate ca
aditivi pentru biocombustibili, obtinuti exclusiv din resurse regenerabile. Prima metoda
dezvoltatd s-a bazat pe diesterificarea mediata de lipazd a BHMF cu acizi grasi saturati
disponibili comercial utilizand ca mediu de reactie un solvent organic verde. Tn acest scop, au fost
investigate mai multe lipaze ca biocatalizatori si diferiti solventi. Lipaza B din Candida antartica
imobilizatd (CaL-B) si 2-MeTHF s-au dovedit a fi o combinatie excelenta pentru Sinteza
diesterilor de acizi grasi ai BHMF-ului si, prin optimizare conditiilor de reactie S-a reusit
dezvoltarea unui proces eficient cu randamente ridicate. Dupa testarea aplicabilitatii diesterilor ca
aditivi pentru cresterea cifrei cetanice a biodieselului comercial, a doua metoda dezvoltata s-a
bazat pe sinteza diesterilor de acizi grasi a BHMF-ului prin utilizarea unui amestec de acizi grasi,
obtinut prin hidroliza uleiului de floarea soarelui, ca materie prima ieftind si usor disponibila.
Trecerea de la acizi grasi saturati (solizi) la amestecuri de acizi grasi (FAM) cu un continut
ridicat de acizi grasi nesaturati (lichizi) a dus la o abordare complet noua de obtinere a diesterilor
de BHMF. In plus, a fost investigati utilizarea FAM-ului ca sursa de acizi grasi pentru a dezvolta
o procedura enzimatica Tn conditii eterogene de reactie, fara solventi pentru diesterificarea
BHMF-ului. In cele din urma, sustenabilitatea ambelor metode a fost evaluata prin calculul

indicilor de sustenabilitate corespunzatori.



2.3. Rezultate si discutii

2.3.1. Sinteza enzimatica a esterilor de BHMF cu acizi grasi saturati utilizand 2-MeTHF ca
mediu de reactie

2.3.1.1. Screening-ul de biocatalizatori

Pentru a dezvolta o procedura eficientd de sinteza a diesterilor de acizi grasi ai
BHMF-ului, a fost selectata esterificarea BHMF-ului cu acid decanoic ca reactie model.
2-MeTHF a fost selectat ca solvent verde pentru investigarea reactiei de esterificare datorita
aplicabilitatii sale ca mediu de reactie excelent pentru diverse sinteze organice®’ si enzimatice.'*

1% Tn aceste conditii, s-a realizat screening-ul mai multor lipaze raportate anterior in productia de

biodiesel,"” ca biocatalizatori in prezenta sitelor moleculare la temperatura camerei (Schema 2.1).
o o CoHig
(0] Lipaze H
HO N Py P - ) Coflis | P 0 CoHio
| ) 0— W,
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Schema 2.1. Esterificarea mediata de lipaze a BHMF-ului cu acid decanoic Tn 2-MeTHF.

Desi s-au utilizat 4 echivalenti de acid decanoic (exces dublu), doar trei dintre enzimele
testate au fost capabile sd transforme BHMF-ul in esteri cu o conversie globala (OC)
semnificativa, conform rezultatelor din Tabelul 2.1. Cu toate acestea, doar prin utilizarea
lipazei B din Candida antarctica imobilizatd (Novozym 435) s-a obtinut 0 transformare completa
a substratului (Tabelul 2.1, OC > 99%) si o conversie excelentd in diesterul corespunzator
(Coe = 92,1%) ca produs majoritar al reactiei. Pe baza acestor rezultate, pentru experimentele

urmatoare s-a utilizat Novozym 435 ca biocatalizator.

Tabel 2.1. Rezultatele obtinute pentru screening-ul de biocatalizatori Th reactia de esterificare a BHMF-ului cu acid
decanoic in 2-MeTHF~

Nr. Crt. Enzima Cwe (%)? Coe (%)° OC (%)°
1 Novozym 435 7.3 92.1 99.4
2 SWCNT-CalL-B 53.9 29.5 834
3 Lipozyme MM IM 38.5 17.6 56.1
4 Lipozyme TL IM 3.7 0.8 45
5 PS Amano IM 124 0.3 12.7
6 PS-C Amano Il 10.5 0.2 10.7

“"Rezultate dupa 24 de ore. *Conversie in monoester Cye; "Conversie n diester Cpe; Conversia globala a BHMF-ului
n esteri OC.



2.3.1.2. Investigarea solventului

Desi s-au obtinut rezultate excelente cu Novozym 435 ca biocatalizator in esterificarea
BHMF cu acid decanoic in 2-MeTHF, alti solventi au fost de asemenea testati ca mediu de
reactie. In mod surprinzitor, s-au obtinut rezultate bune pana la excelente in toti solventii testati,
similar cu cele obtinute la utilizarea 2-MeTHF ca solvent (Tabelul 2.2). Cu toate acestea,
2-MeTHF-ul a fost considerat solventul optim datorita performantei sale si tindnd cont de

disponibilitatea din resurse regenerabile si de natura sa benigna pentru mediul inconjurator.

Tabelul 2.2. Rezultatele obtinute pentru esterificarea enzimatica a BHMF cu acid decanoic Tn diferiti solventi.

Nr. Crt. Solvent Cwme (%) CoEe (%0) OC (%)
1 2-MeTHF 7.3 92.1 99.4
2 THF 37.7 55.1 92.8
3 DIPE 5.9 92.5 98.4
4 MTBE 5.6 92.4 98.0
5 Acetone 7.1 91.9 98.9
6 ACN 31.1 62.8 93.9
7 1,4-Dioxane 12.0 86.8 98.8

Rezultate dupa 24 de ore.

2.3.1.3. Optimizarea raportului molar intre BHMF si acidul gras

In continuare, dupi selectarea unui biocatalizator si a unui solvent adecvat, a fost
efectuata optimizarea succesiva a conditiilor de reactie. Primul parametru investigat a fost
raportul molar intre acidul gras si BHMF, deoarece screening-ul precedent a fost efectuat cu un
exces stoechiometric dublu de acid gras (acid decanoic : BHMF, raport molar 4:1). Din aceasta
perspectiva, experimentele au fost efectuate folosind diferite raporturi molare acid decanoic:
BHMF intre 2:1 si 6:1. Conform datelor din Tabelul 2.3, o cantitate stoechiometrica de acid gras
a dus la o conversie globald ridicata in esteri (OC = 93,2%), dar distributia produsilor a fost
nesatisfacatoare dupa 24 de ore cu Cpg atingadnd doar 64,4%. Cresterea raportului molar a
furnizat un optim la un raport molar de 4:1 cu un Cpg ridicat de 93,2 %, in timp ce o crestere

aditionald a raportului molar nu a dus la cresterea cantitatii de diester obtinuta.

Tabel 2.3. Efectul raportului molar ntre acidul gras si BHMF in reactia de esterificare enzimatica a BHMF-ului.

Nr. Crt. Raport molar acid decanoic/BHMF Cwme (%) Coe (%0) OC (%)
1 2:1 28.8 64.4 93.2
2 25:1 24.8 74.0 97.5
3 3:1 143 84.8 99.1
4 35:1 12.9 86.1 99.1
5 4:1 6.3 93.2 99.5
6 5:1 6.9 92.9 99.9
7 6:1 5.9 93.8 99.7

Rezultate dupa 24 de ore.



2.3.1.4. Influenta sitelor moleculare

Pentru a deplasa echilibrul reactiei enzimatice Tnspre formarea diesterilor doriti, s-a
optimizat Tn continuare cantitatea de site moleculare. In consecint, reactiile au fost efectuate cu
diferite cantititi de site moleculare la temperatura camerei. In cazul reactiei efectuate in absenta
sitelor moleculare, s-a observat o conversie globald nesatisfacatoare de 60% si un continut n
monoester de trei ori mai mare decat diester dupa 24 de ore (Tabel 2.4). Adaugarea chiar si a
unor cantitati mici de site moleculare (25 mg) Tn reactic a dus la o crestere substantiala a
conversiei totale (OC = 96,2%), precum si la producerea diesterului ca produs majoritar al
reactiei (Cpe = 63,0%). Cresterea suplimentard a continutului de adsorbant a imbunatatit treptat
randamentul reactiei si, desi s-a realizat o conversie completa a BHMF cu site moleculare de
numai 50 mg, conversia aproape cantitativd a BHMF 1n diesteri decanoici a fost atinsa doar prin

utilizarea a 200 mg de site moleculare (Cpg = 98,4%).

Tabelul 2.4. Influenta cantitatii de site moleculare in reactia de esterificare enzimatici a BHMF-ului cu acid
decanoic.

Nr. Crt. Site moleculare (mg) Cuie (%0) Cpk (%) OC (%)
1 0 46.3 135 59.8
2 25 33.2 63.0 96.2
3 50 7.8 91.9 99.8
4 100 5.9 94.1 99.9
5 150 25 974 99.9
6 200 1.5 98.4 99.9

Rezultate dupa 24 de ore.

2.3.1.5. Optimizarea temperaturii de reactie si a reutilizarii biocatalizatorului

In continuare, influenta temperaturii asupra vitezei de reactie enzimatica a fost studiati la
diferite temperaturi din intervalul 20-60 °C. Dupa cum se poate observa in Tabelul 2.5, s-a
realizat o conversie completa in esteri la toate temperaturile testate dupd 24 de ore de reactie, cu o
conversie crescatoare in diester odata cu cresterea temperaturii, cu exceptia unui minim local la

aproximativ 40 °C.

Tabelul 2.5. Efectul temperaturii asupra esterificérii enzimatice a BHMF cu acid decanoic.

Nr. Crt. Temperatura (°C) Cwmie (%) Cpe (%0) OC (%)
1 20 7.9 91.9 91.9
2 30 2.3 97.3 97.3
3 35 2.8 96.7 96.7
4 40 11.1 88.6 88.6
5 45 3.1 95.7 95.7
6 50 2.6 97.1 97.1
7 60 2.2 97.6 97.6

Rezultate dupa 24 de ore.



Deoarece esterificarile enzimatice au dat rezultate similare la diferite temperaturi de
reactie dupa 24 de ore, timpul optim de reactie a fost investigat in continuare prin analiza
profilului conversiei in timp al reactiilor efectuate la 30 °C si 50 °C. Conform profilului obtinut la
30 °C (Figura 2.1 A), s-a observat o transformare completi a BHMF-ului dupa 6 ore
(OC > 99%), in timp ce conversia in diester a atins o conversie favorabild de peste 96% in
produsul dorit dupa 12 ore. In comparatie, la temperatura de 50 °C (Figura 2.1 B) se remarci
atingerea conversiei complete a BHMF-ului n esteri in doar 2 ore, cu o conversie in diester de

peste 96% dupa doar 6 ore de reactie.
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Figura 2.1. Profilul conversiei in timp a reactiei de esterificare efectuata la A) 30 °C si la B) 50 °C.

Dest s-a obtinut o vitezd de reactie mai mare la 50 °C decat la 30 °C, temperatura optima
ar trebui selectata si pe baza influentei asupra stabilitatii si reutilizarii biocatalizatorului.
Din aceasta perspectiva, reutilizarea enzimei a fost de asemenea testata Tn reactii succesive la
30 °C si 50 °C. Dupa cum este prezentat in Figura 2.2 B, activitatea enzimei a scédzut treptat la
50 °C pe parcursul celor zece reutilizari, rezultdnd ntr-o scadere severa atat a conversiei globale
(~35%), Cat si a conversiei in diester (~ 75%). In comparatie, s-a observat un impact redus asupra
reciclabilitatii enzimei la 30 °C (Figura 2.2 A) cu o scadere de numai ~8% a conversiei globale
dupa 10 utilizari consecutive si o scadere de numai ~25% a conversie in diester. Astfel, tinand
cont atat de reciclabilitatea biocatalizatorului, cat si de conversia substratului, s-a considerat ca
optim efectuarea reactiei la 30 °C timp de 12 ore, pentru a mentine o stabilitate buna a

catalizatorului pe parcursul mai multor reutilizari.
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Figura 2.2. Reutilizarea biocatalizatorului Novozym 435 la A) 30 °C si la B) 50 °C , in cicluri discontinue de 12 ore.

2.3.1.6. Influenta acidului gras

In conditiile optime determinate, a fost investigati in continuare posibilitatea utilizarii
altor acizi grasi saturati si, de asemenea, influenta lungimii lantului alchil al acestor acizi. Dupa
cum este ilustrat in Tabelul 2.6, esterificarea BHMF-ului cu acizi grasi testati a dus la conversia
cantitativa a substratului in esteri, cu conversii globale C > 99% in toate cazurile. Deoarece nu s-a
putut stabili o corelatie intre lungimea acidului gras si selectivitate enzimei, s-a ajuns la concluzia
ca diesterificarea enzimatici a BHMF-ului mediata de Novozym 435 decurge cu o eficienta

similara indiferent de acidul gras utilizat.

Tabelul 2.6. Esterificarea enzimatica a BHMF-ului cu acizi grasi 1a-e.

Nr. Crt. Acid gras Cwme (%) Coe (%0) OC (%)
1 Acid decanoic (1a) 31 96.9 >99.9
2 Acid dodecanoic (1b) 4.5 955 >99.9
3 Acid tetradecanoic (1c) 10.7 89.3 >99.9
4 Acid hexadecanoic (1d) 1.0 99.0 >99.9
5 Acid octadecanoic (1e) 2.6 97.4 >99.9

Rezultate dupa 12 ore.

2.3.1.7. Optimizarea concentratiei de BHMF si acid gras.

Pentru a creste productivitatea procesului de esterificare, S-a realizat optimizarea
concentratiei de reactanti In 2-MeTHF. Reactiile au fost efectuate in conditii optime cu aceleasi
cantitatide biocatalizator si de site moleculare, pastrand constant raportul molar al reactantilor.
Dupa cum este prezentat in Tabelul 2.7, cresterea concentratiei reactantilor pana la saturatie, a
rezultat in conversii globale excelente (> 99%) dupa 12 ore de reactie, cu o conversie mai mare

de 93% in diester decanoic, chiar si la o concentratie de 0,5 M de BHMF. Mai mult, evaluarea
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profilului conversiei in timp a aratat o crestere a vitezei de reactie odata cu cresterea concentratiei
pana la 0,4 M BHMF, urmata de o scadere usoara la 0,5 M. Pe baza rezultatelor obtinute, n

continuare s-au efectuat reactiile de esterificare la limita de saturatie a reactantilor.

Tabelul 2.7. Efectul concentratici de BHMF asupra reactiei de esterificare enzimatica la un raport molar acid
decanoic: BHMF de 4:1

Nr. Crt. BHMF (M) Acid decanoic (M) Cui (%0) Coe (%) OC (%)
1 0.05 0.2 45 95.1 99.6
2 0.1 0.4 4.9 94.1 99.0
3 0.2 0.8 4.7 94.8 99.4
4 0.3 1.2 43 95.2 99.6
5 0.4 1.6 4.9 94.8 99.7
6 0.5 2 6.2 93.4 99.6

Rezultate dupa 12 ore.

2.3.1.8. Optimizarea cantititii de biocatalizator utilizata

Tn final, a fost investigata cantitatea de biocatalizator utilizata Tn procesul de esterificare,
cu scopul de a asigura o strategic biocatalitica rentabild din punct de vedere economic, prin
utilizarea unei cantititi minime de enzima. Tn mod surprinzator, 0 conversie globald mai mare de
99% a fost atinsa dupa 12 ore chiar si la utilizarea unei cantitati de 5 mg/mL biocatalizator.
Examinand distributia produsilor de reactie in timp, s-a observat ca viteza de formare a
diesterului este mai lenta pe masura ce cantitatea de biocatalizator este redusa. Cu toate acestea,
conversia in diesteri a atins o conversie adecvata doar dupa 12 ore de reactie, indiferent de

cantitatea de enzima utilizata, asa cum este prezentat in Figura 2.3.

& 5mg
10mg
—® 15mg
20mg
44— 25mg

Coe (%)

Time (h)

Figura 2.3. Profilul conversiei in timp a BHMF-ului in diesterul decanoic 3a (Cpg), la diferite cantitati de
biocatalizator.
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Prelungind timpul de reactie la 24 de ore, a fost detectatd o usoard crestere pentru
conversiile Tn diester in toate cazurile. In consecintd, o incarcare cu enzima de 0,5% a fost

consideratd optima si a fost utilizatad in investigatiile urmatoare.

2.3.1.9. Esterificarea enzimatica la scara preparativi a BHMF-ului cu acizii grasi 1a-e in
conditii optime

Pe baza rezultatelor obtinute la scara analitica in conditiile optime, au fost efectuate
experimente la scard preparativa cu acizii grasi la-e. Cu toate acestea, deoarece solubilitatea
acizilor grasi in 2-MeTHF a scazut odata cu cresterea masei moleculare a acidului gras, volumul
amestecului de reactie a fost crescut in mod corespunzator pentru a dizolva complet acizii grasi.
Volumele si concentratiile finale utilizate, precum si conversiile in diesteri si randamentele finale

obtinute sunt prezentate in Tabelul 2.8.

Tabe 2.8. Conversiile si randamentele obtinute pentru esterificarea enzimatica a BHMF-ului cu acizi grasi la-e la
scara preparativa.

Nr. Crt. Acid gras Volumul masei de Concentratia de Concentratia de Coe Randament
reactie (mL) BHMF (M) acid gras (M) (%) (%)
1 la 100 0.5 2 96.7 82.5
2 1b 100 0.5 2 96.8 84.4
3 1c 110 0.45 1.8 97.4 89.7
4 1d 166 0.3 1.2 99.1 91.3
5 le 250 0.2 0.8 99.7 92.2

Rezultate dupa 12 ore.

2.3.1.10. Sinteza la scara larga a diesterului decanoic al BHMF-ului si evaluarea
performantei ca aditiv pentru biodiesel

Pentru a evalua potentialul diesterilor obtinuti ca aditivi pentru biodiesel, a fost efectuata
o sinteza la scara largd pornind de la 64 g BHMF (0,5 mol) si acid decanoic in conditii identice
cu cele utilizata la scara preparativa. Dupa obtinerea cu succes a diesterului decanoic pur (188,2
0, N=86,2%), s-a preparat 3 L de biodiesel aditivat (cu 5% diester, procente masice) si s-a testat
intr-o unitate de analiza a biocombustibililor acreditata. Rezultatele au ardtat ca cifra cetanica a
biodieselului aditivat a crescut cu ~ 4,5 % (Tabelul 2.9), in timp ce celelalte proprietati fizico-

chimice testate au avut valori apropiate de cele ale biodieselului standard.
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Tabel 2.9. Rezultatele testelor de performanta ale diesterului 3a, a biodieselului standard si a biodieselului aditivat
cu diester 3a.

Punct de

Nr. Proba Puterea calorici Densitate la 15 °C aprindere Cifra
crt. bruti [J/g] [kg/m?] P ] cetanici
1 Diester 3a (compus pur) 34340 n.d. n.d. n.d.

2 Biodiesel (standard) 39645 888.4 188 54.9
3 Biodiesel aditivat 39440 891.0 220 57.4

(cu 5% diester 3a)

2.3.2. Sinteza enzimatica a esterilor de BHMF cu acizi grasi nesaturati, ulei de floarea
soarelui si FAM in 2-MeTHF

In continuare, a fost investigat uleiul de floarea soarelui si un amestec de acizi grasi
(FAM) obtinut prin hidroliza completa a uleiului de floarea soarelui, ca materii prime
regenerabile pentru reactia de esterificare enzimatica a BHMF-ului. Acidul oleic si acidul linoleic
au fost testati initial pentru esterificarea BHMF cu Novozym 435 in 2-MeTHF pentru a verifica
daca acestia sunt transformati Tn diesterii corespunzatori cu 0 eficienta similara cu cea obtinuta la
utilizarea acizilor grasi saturati. Folosind un raport molar de 4:1 (acid gras: BHMF), s-au
observat conversii cantitative (OC > 99%) dupa 24 de ore de reactie, asa cum este prezentat in
Tabelul 2.10. Dupa cum era de asteptat, prin utilizarea FAM-ului obtinut prin hidroliza uleiului
de floarea soarelui s-au obtinut rezultate excelente cu o conversie completa a BHMF-ului si 0
conversie n diesteri Cpe = 93,5% (Tabelul 2.10). Alternativ, a fost testata si transesterificarea
BHMF-ului cu ulei de floarea soarelui, dar s-a observat o conversie scazuta, majoritar n

monoesteri corespunzatori.

Tabelul 2.10.. Testarea acidului oleic, acidului linoleic, uleiului de floarea soarelui si a FAM-ului ca sursa de acizi
grasi pentru sinteza diesterilor de BHMF.

Nr. Crt. Sursa de acid gras Cwie (%) CpE (%0) OC (%)
1 Acid oleic 8.2 91.7 99.9
2 Acid linoleic 14.9 85.0 99.9
3 Ulei de floarea soarelui 22.2 11 23.3
4 FAM 6.5 935 >99.9

“"Rezultate dupa 24 de ore.

Pe baza rezultatelor obtinute cu FAM ca sursa de acizi grasi, S-a investigat si influenta
raportului masic intre 2-MeTHF si FAM, cu scaderea cantitatii de solvent din amestecul de
reactie de la 1 mL la 0 mL, corespunzator unui raport masic 2-MeTHF: FAM intre 1,06-0,00
(m/m). In timpul preparirii amestecului de reactie, s-a observat ci odati cu sciderea continutului

de 2-MeTHF sub ~0,5 ml (0,53 greutate/greutate), amestecul de reactie devine eterogen datorita
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suprasaturarii iIn BHMF. Analizdnd amestecurile de reactie dupa 24 de ore, conversia totald a
substratului a fost mai mare de >99% indiferent de cantitatea de solvent utilizatd, In timp ce
conversia in diesteri a scizut cu ~ 2 (Tabel 2.11). In absenta solventului, esterificarea enzimatica
a decurs prin solubilizarea continua a BHMF-ului in amestecul de reactie si S-a obtinut 0
conversie de 68,6% in diesterii corespunzatori, Cu 0 conversie globala excelenta a substratului de
96,3% (Tabelul 2.11).

Tabelul 2.11. Influenta continutului de 2-MeTHF 1n reactia de esterificare a BHMF-ului cu FAM.

Raport masic

s (S 2-MeTHF/FAM(m/m) Cwe (%) Coe (%) e )
1 0 277 68.6 96.3
2 0.26 85 913 99.9
3 0.53 9.4 903 99.7
4 0.79 9.1 90.6 99.7
5 1.06 6.4 93.6 >99.9

“Rezultate dupa 24 de ore.

2.3.3. Sinteza enzimatica a esterilor BHMF-ului cu FAM in absenta solventului

Tn continuare, cu scopul de a explora o procedura fara solvent ca alternativa pentru sinteza
diesterilor BHMF-ului, mai multi factori au fost reevaluati si optimizati pentru a dezvolta un

proces eficient.

2.3.3.1 Influenta temperaturii asupra esterificarii enzimatice in absenta solventului

In scopul cresterii eficientei reactiei de esterificare enzimatici, a fost evaluata influenta
temperaturii pentru reactiile efectuate in absenta solventului (solvent-free). Datoritd absentei
solventului Tn amestecul de reactie, indepartarea apei rezultate a fost realizata folosind un vid de
15 mbar ca alternativa la sitele moleculare, iar reactiile au fost investigate la diferite temperaturi
din intervalul 30-60 °C. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 2.12 si s-a observat ca o
temperatura mai mare de 40 °C a facilitat indepartarea eficienta a apei din masa de reactie si a dus
la obtinerea unor conversii mari in diesteri intre 96,9-98,7%. Evaluarea profilului conversiei in
timp in intervalul 40-60 °C este reprezentata in Figurile 2.4 A-C si s-a observat ca viteza de
reactie creste cu temperatura, cu o dependenta exponentiald a conversiei in timp la 50 °C si 60 °C,
iar la temperatura de 40 °C, conversia a aratat o dependenta liniard, asa cum este prezentata in
Figura 2.4 A. Comparand rezultatele obtinute, S-a ajuns la concluzia ca la temperatura de 50 °C
si 60 °C, etapa determinantd de viteza a procesului este datorata procesului de esterificare

enzimatica, in timp ce la temperaturi mai mici de 40 °C viteza reactiei de esterificare este
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controlata prin difuzia substratului sau prin solubilizarea treptata a BHMF-ului in amestecul de

reactie.

Tabel 2.12. Influenta temperaturii asupra reactiei de esterificare a BHMF-ului cu FAM 1n absenta solventului si sub
vid.

Nr. Crt. Temperatura (°C) Cuie (%0) Coe (%) OC (%)
1 30 42.9 459 88.8
2 40 34 96.6 >99.9
3 50 1.8 98.2 >99.9
4 60 1.3 98.7 >99.9

“Rezultate dupi 24 de ore.
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Figura 2.4. Profilul conversiei Tn timp pentru reactia de esterificare a BHMF cu FAM 1n absenta solventului la A) 40
°C, B) 50°C i C) 60 °C

2.3.3.2. Influenta raportului BHMF: FAM

Tn continuare, influenta raportului molar intre FAM si BHMF a fost investigata. Reactiile
au fost efectuate cu diferiti echivalenti de FAM ( la 60 °C, sub vid), scazand cantitatea de acizi
grasi pana la un raport aproximativ stoechiometric de FAM raportat la cantitatea de BHMF.

In aceste conditii, conversia totala a atins mai mult de 99% dupa 12 ore utilizand un raport de 2:1,
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n timp ce pentru conversia in diesteri s-a Tnregistrat 0 scadere treptatd odata cu scaderea cantitatii
de FAM (Tabelul 2.13). O conversie in diesteri de ~95% pentru un raport molar de aproximativ

2:1 a oferit o eficienta globala mai mare si a fost considerata optima pentru procesul fara solvent.

Tabelul 2.13. Influenta echivalentilor de FAM 1n reactia de esterificare a BHMF in absenta
solventului.

Nr. Crt. Echivalenti de FAM Cwmie (%) Cpoe (%) OC (%)
1 2 5.1 94.6 99.7
2 2.25 3.7 96 99.7
3 2.5 2 97.6 99.5
4 3 1.8 97.9 99.7
5 4 1.6 98.2 99.7

Rezultate dupa 12 ore.

2.3.3.3. Influenta cantitatii de biocatalizator

De asemenea, a fost reevaluata si cantitatea optima de biocatalizator necesara pentru
esterificarea eficientd a BHMF in diesteri in absenta solventului. Experimentele la scard semi-
preparativd au fost efectuate la 60 °C folosind 5 mmol de BHMF (640 mg) si o cantitate
stoechiometrica de FAM, cu diferite cantitati de enzima intre 0,5-2,5% (cantitatea de enzima
raportatd la cantitatea de BHMF). Rezultatele obtinute dupa 12 ore au indicat ca o cantitate de
enzima de 0,5% este insuficientd pentru a atinge o conversie doritd in diesteri (Tabel 2.14),
totusi, o cantitate de 1% sau mai mare a rezultat in conversii globale mai mari de 99% si
conversii excelente Tn diesteri. Cand timpul de reactie a fost extins la 24 de ore, 0 conversie
aproape cantitativa in diesteri a fost observata chiar si la utilizararea unei cantitati de enzima de

1% si1 a fost consideratd optima in acest studiu.

Tabelul 2.14. Efectul cantitatii de biocatalizator in reactia de esterificare enzimatica a BHMF Tn absenta solventului.

Dupi 12 ore Dupi 24 ore

Nr. Crt. _ Mgsa de Cantitatea de Cve Coe oC Cme Coe ocC
biocatalizator (mg) enzima (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

1 50 05% 443 52.3 96.7 11.3 88.1 99.4
2 100 1% 8.4 91.3 99.7 2.8 97.1 >99.9
3 150 1.5% 6.9 92.9 99.8 31 96.9 >99.9
4 200 2% 7 92.8 99.8 2.8 97.1 >99.9
5 250 25% 5.1 94.6 99.7 3 96.9 >99.9

2.3.3.4. Sinteza enzimatica la scara preparativi a diesterilor BHMF-ului cu FAM in absenta
solventului

Sinteza la scara preparativa a diesterilor BHMF-ului cu FAM in absenta solventului a fost

efectuata utilizdnd conditiile optime determinate anterior (vid, 60 °C, raport molar 2:1
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FAM: BHMF, 1% enzima, 24 de ore). Masa de reactie a fost prelucrata si fractia de diesteri

obtinuta a fost izolata cu un randament de 89,6%.

2.3.4. Evaluarea indicilor de sustenabilitate

Evaluarea cantitativa a sustenabilitatii a ambelor proceduri dezvoltate in acest studiu a

< A . . < 18,19
fost efectuatd in conformitate cu literatura recenta.

Pentru a compara cele doua proceduri,
sinteza la scara preparativa a diesterilor BHMF-ului cu acid stearic in 2-MeTHF (Metoda A) si cu
FAM in absenta solventului (Metoda B) a fost luatd in considerare datorita faptului ca acidul
stearic (284,48 g/mol) are 0 masa moleculara similara cu masa moleculara medie calculata pentru
FAM (= 280,8 g/mol). Indicii calculati sunt ilustrati in Tabelul 2.15 si aratd ca ambele metode
prezinta parametri de sustenabilitate foarte buni, procesul realizat in absenta solventului avand

indicatori superiori.

Tabel 2.15. Indicii de sustenabilitate calculati pentru cele doud metode dezvoltate de esterificare a BHMF-ului cu
acizi grasi.

Indici de sustenabilitate

. . . Eficienta

Nr. Metoda Factor E Economia de Eficienta de Inten5|ta'5ea Masei de
Crt. Atom Atom de Masa .

Reactie
1 A* 1.05 94.8 87.5 10.6 48.2
2 B** 0.11 94.8 84.9 1.9 87.4

* Esterificarea enzimaticd a BHMF-ului cu acid stearic Tn 2-MTFH 1in prezenta sitelor moleculare.
** Esterificarea enzimaticd a BHMF-ului cu FAM Tn absenta solventului si sub vid.
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2.4. Concluzii

Studiul efectuat demonstreaza valorificarea biocatalitica a 2,5-bis-(hidroximetil)furanului
drept compus chimic de platforma regenerabil, prin diesterificarca mediata de lipaza cu acizi
grasi proveniti din surse biologice, cu scopul obtinerii de diesteri ai BHMF-ului cu acizi grasi si
utilizarea lor ca aditivi pentru biocombustibili. Investigarea mai multor lipaze imobilizate ca
biocatalizatori pentru diesterificarea BHMF cu acizi grasi saturati in 2-MeTHF ca solvent verde,
a aratat ca Novozym 435 este un catalizator adecvat, cu o compatibilitate excelentd atat cu
substratul cat si cu solventul utilizat. In conditii optime (raport molar 4:1 de acizi grasi: BHMF,
site moleculare de 200 mg, 30 °C si o incarcare enzimatica de 0,5%), s-a obtinut o conversie
excelenta a substratului in diesteri chiar si la concentratii ridicate de reactanti, oferind in acelasi
timp si o reutilizare buna a biocatalizatorului. De asemenea, s-au observat o selectivitate similara
si randamente ridicate pentru reactiile de esterificare a BHMF-ului cu acizii grasi utilizati la scara
analitica, preparativa cat si la scara larga. Studiul descrie de asemenea si prima investigatie a
diesterilor de acizi grasi ai BHMF-ului ca aditivi pentru cresterea cifrei cetanice al biodieselului
comercial.

Ca alternativa promitatoare, utilizarea acizilor grasi lichizi sau a amestecurilor lichide de
acizi grasi derivati din uleiul de floarea soarelui a permis dezvoltarea unei strategii de sinteza a
diesterilor BHMF-ului in conditii eterogene si Tn absenta solventului. In ciuda solubilitatii scazute
a BHMF-ului in FAM, s-a observat ca esterificarea substratului are loc prin solubilizarea treptata
in amestecul de reactie. Optimizarea procedurii in absenta solventului a demonstrat ca
esterificarea enzimaticd poate fi efectuatd si Tn absenta solventului, prin inlocuirea sitelor
moleculare cu vid, totusi este necesarda o temperatura minimd de 40 °C pentru Indepdartarea
eficienta a apei din masa de reactie, in timp ce o temperaturd de 60 °C este necesara pentru a
obtine un randament maxim al procesului cu o viteza mare de reactie. De asemenea, s-a obtinut 0
eficientd superioara prin scaderea raportului molar FAM:BHMF, cu 0 conversie aproape
cantitativa n diesteri chiar si la un raport stoechiometric intre reactanti si cu o cantitate de enzima
de 1%.

In final, s-a realizat o evaluare cantitativd a sustenabilitatii ambelor proceduri prin
efectuarea reactiilor de esterificare la scard preparativa cu ambele metode descrise in acest
capitol. Rezultatele au demonstrat ca ambele metode prezinta valori foarte bune ale indicilor de

sustenabilitate, cu valori superioare in cazul procesului realizat in absenta solventului.
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3. Capitolul I1. Noi biocatalizatori cu celule intregi pentru sinteza de aciloine
optic active

3.1. Introducere. Prezentare generala a literaturii.
3.1.1. e-Hidroxicetone optic active (aciloine)

a-Hidroxicetonele (aciloine) sunt compusi chimici care contin o grupare hidroxil atasata
la un carbon o adiacent unei grupari carbonil. Din punct de vedere structural, aciloinele au in
structura un atom de carbon chiral responsabil pentru activitatea lor optica (si in cele mai multe
cazuri, activitatea lor biologicd) si un carbon prochiral care poate fi exploatat pentru a obtine un
alt stereocentru, extinzand astfel foarte mult posibilele lor aplicatii ca sintoni chirali. Motivul
a-hidroxicetona reprezinta un grup functional versatil avand aplicatii importante in sinteza multor
precursori chirali. In consecinta, acesti compusi valorosi pot fi transformati In multe alte tipuri de
compusi chirali (Figura 3.1), cum ar fi 1,2-dioli, epoxizi, amine (sau diamine), alcooli si

aminoalcooli.?°

Schema 3.1. Compusi optic activi care pot fi obtinuti pornind de la a-hidroxicetone ca precursori chirali.

Pe baza acestei versatilitati si chiralitati specifice, o-hidroxicetonele au gasit diverse
aplicatii in special n sectorul farmaceutic, multe exemple de aciloine active biologic sau derivati
de aciloina fiind descrise in literaturd.?**#?*% Lyand in considerare importanta lor actuald si
viitoare, au fost raportate numeroase strategii chimice pentru sinteza lor asimetrica si pot fi
generalizate im felul urmator: condensarca asimetrici a doua aldehide diferite; a-hidroxilarea
cetonelor (prin oxidarea enolatului); cetohidroxilarea olefinelor; oxidarea selectiva si asimetrica a

1,2-diolilor sau reducerea stercoselectiva a 1,2-dicetonelor; rezolutie cinetica sau rezolutie
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2120 pe langa strategiile chimice

cinetica dinamica prin oxidarea aciloinelor racemice etc.
mentionate, strategiile biocatalitice pot fi folosite cu succes in sinteza aciloinelor asimetrice. Prin
intermediul biocatalizei, acesti compusi pot fi obtinuti cu randamente relevante economic, cu
chimio-, regio- si stereoselectivitati ridicate, sustinand in acelasi timp principiile unei chimii

ecologice si sustenabile.?’

3.1.2. Metode de obtinere biocatalitice a a-hidroxicetonelor optic active

Datorita semnificatiei lor sintetice, obtinerea prin mijloace biocatalitice a o-hidroxi
cetonelor asimetrice a primit o atentie sporita si au fost dezvoltate de-a lungul timpului mai multe
strategii enzimatice de sinteza. Din aceastd perspectiva, multe clase de enzime au fost exploatate
cu succes pentru sinteza acestor compusi precum hidrolaze, oxido-reductaze si liaze; asa cum este

prezentat in Schema 3.2.%

o
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1,2-Diketones rac-a-Hydroxyketones

Schema 3.2. Strategii biocatalitice generale utilizate pentru obtinerea de a-hidroxicetone optic active.

Desi au fost raportate mai multe metode prin utilizarea lipazelor si oxido-reductazelor,
metoda cea mai cercetata si viabild din punct de vedere economic de obtinere a
a-hidroxicetonelor ramane utilizarea liazelor tiamin-pirofosfat-dependente (TPP). Liazele
TPP-dependente sunt enzime implicate intr-o multitudine de cai metabolice si catalizeaza o mare
varietate de reactii, fiind capabile sa efectueze decarboxilarea oxidativa/neoxidativa, formarea de
legaturi asimetrice (legaturi C-C, C-O, C-S si C-N) si rupere de legaturi C-C.% Pe langa rolul lor
biologic, aplicabilitatea promiscud a enzimelor dependente de TPP a fost deja demonstrata de

numeroase exemple prezentate in literatura in ultimele decenii.?®

TPP-liazele catalizeaza formarea de a-hidroxicetone imbogdtite enantiomeric printr-0

formare stercoselectiva de legaturi C-C de tip umpolung (inversie de polaritate) intre o aldehida
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si un ,,donor” adecvat.?’ Pe scurt, ciclul catalitic incepe cu o aditie nucleofila a cofactorului TPP
(forma anionicd) la o aldehida ,,donor”. Dupa deprotonare, se formeaza un carbanion enamina.
Carbanionul actioneaza in continuare ca nucleofil si ataca carbonul carbonilic al aldehidei
,acceptor”, ducand la formarea legaturii C-C. In cazul liazelor de tip decarboxilazi, carbanionul
de enamina este format prin decarboxilarea unui 2-cetoacid ,,donor”, care este atacat mai intai de
anionul TPP pentru a genera un aduct intermediar. Carbanionul enaminic format prin eliberarea
dioxidului de carbon reactioneaza in continuare cu aldehida acceptor pentru a forma a-hidroxi
cetona corespunzatoare. Stereoselectivitatea reactiei de formare a legaturii C-C este, ca in
majoritatea reactiilor enzimatice, controlatd de structura enzimei care ajuta la discriminarea intre
cele doud fete enantiotopice ale aldehidei ,,acceptoare”.®® Mai multe TPP-liaze au fost raportate
ca biocatalizatori eficienti pentru formarea unei game largi de o-hidroxicetone, cum ar fi
benzaldehida liaza (BAL, EC 4.1.2.38), benzoilformiat decarboxilaza (BFD, EC 4.1.1.7), piruvat
decarboxilaza (PDC , EC 4.1.1.1), fenilpiruvat decarboxilaza (PhDC, EC 4.1.1.43) si indol-3-
piruvat decarboxilaza (InPDC, EC 4.1.1.74). 203

3.1.3. Sinteza catalizata de PDC a fenilacetilcarbinolului si ai analogilor de
fenilacetilcarbinol

Piruvat decarboxilaza (E.C. 4.1.1.1) este prima enzimd dependenta de TPP si ioni de
magneziu exploatatd in sinteza o-hidroxicetonelor chirale si, de asemenea, unul dintre cele mai
vechi procese biocatalitice care a fost implementat cu succes la scara industriala. Genele care
codifica enzimele PDC au fost identificate si izolate din multe organisme precum drojdii sau
ciuperci (Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora uvarium, Klyveromyces marxianus, Candida
utilis, Rhizopus javanicus etc.), bacterii (Zymomonas mobilis si Acetobacter pasteurianus) si

plante (orez, mazire si tutun).?>*

Pe langa rolul sau principal in glicoliza, PDC catalizeaza si reactia de condensarea
aciloinica ca reactie secundard dacad este prezentd o aldehida acceptor adecvata In mediul de
reactie. Prin intermediul acestei reactii secundare, carboligarea biocataliticd a benzaldehidei a
permis sinteza cu succes a (R)-fenilacetilcarbinol ((R)-PAC) de puritate optica ridicata. Reactia a
fost raportata pentru prima data de Neuberg in urma cu aproape un secol in urma, prin utilizarea
activitatii PDC native a celulelor intregi de S. cerevisiae si a glucozei ca sursa de piruvat, care a

fost dezvoltatd in continuare ca etapa cheie in sinteza efedrinei si pseudoefedrinei. #*
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Piruvat decarboxilazele sunt unele dintre cele mai studiate enzime pentru sinteza
aciloinelor optic active si a (R)-PAC-ului. Cercetarile efectuate in privinta PDC-urilor si a
sintezei mediate de PDC a aciloinelor in ultimele decenii au fost rezumate in multe recenzii si
literatura conexa,?021414231.3234.3537°40 tyoi g-ay efectuat cercetdri extinse asupra PDC-ului din S.
cerevisiae, PDC-urile din Candida utilis, Zymomonas mobilis si Acetobacter pasteurianus au
fost, de asemenea, recunoscute ca instrumente importante pentru sinteza aciloinelor.** Din punct
de vedere structural, forma activa a PDC-ului este o holoenzima tetramerica formata din doi
dimeri identici si necesita 2-4 molecule de TPP si ioni de magneziu care, pe langa faptul ca
asigura activitatea catalitici a enzimei, joaca si un rol important in stabilizarea structurii
cuaternare a tetramerului.* In ciuda faptului ca PDC-urile se gisesc in multe specii diferite de
organisme (procariote si eucariote), structurile cuaternare ale acestor enzime sunt relativ similare,
indiferent de sursa enzimei.** Mecanismul enzimatic al PDC-urilor a fost studiat extensiv si

e A . - 2
descris in literaturd.?®

Indiferent de originea enzimelor PDC, exista doud strategii majore utilizate in sinteza
PAC-ului folosind PDC: celule intregi de microorganisme (libere sau imobilizate) sau enzime
purificate (libere sau imobilizate). Dezavantajul major al sintezei cu celule intregi a PAC-ului
pornind de la benzaldehida este formarea de produsi nedoriti, datorata reactiilor secundare.*
Schema 3.3 arata sinteza PAC-ului catalizata de PDC folosind celule intregi si posibilii produsi

secundari.

APyr
\® CHj

HBCm)L J, b e _eme o f

HsC™ 'H
"Acetaldehida activata" legata de TPP

Piruvat Acetaldehida

N
@AO PDC
Benzaldehida Q CH
H3C)S/ ¥

OH OH
CHs Acetoina
(0]
PAC \ OH
CHg
OH
Acid benzoic Alcool benzilic 1-fenilpropan-1,2-diol

Schema 3.3. Sinteza generald a PAC-ului catalizatd de PDC din celule intregi si posibile reactii si produsi secundari.
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Tn ceea ce priveste promiscuitatea si domeniul de substrat al acestor enzime, s-a
demonstrat cda PDC-ul poate cataliza decarboxilarea nu numai a piruvatului, ci si a altor
2-oxoacizi (pana la 2-oxohexanoat), a hidroxi piruvatului si chiar a a-cetoacizilor para-
substituiti. PDC-ul nativ din S. cerevisiae poate cataliza, de asemenea, formarea a diferiti analogi
de PAC pornind de la aldehide aromatice substituite. S-a observat, de asemenea, ca
benzaldehidele orto-substituite sunt substraturi neadecvate pentru PDC, spre deosebire de
analogii substituiti Tn pozitiile meta si para.”® Stereoselectivitatea enzimelor PDC native
reprezintda, de asemenea, un factor important pentru aplicarea lor sintetica la scara industriala.
Studiile privind formarea legaturii C-C de catre PDC si alte enzime TPP-dependente au ardtat ca
acestea sunt in mare parte R-selective si (R)-enantiomerul este de regula produsul majoritar al

C e . mn
reactiei biocatalitice.

3.2. Obiectivele studiului

Scopul studiului descris in acest capitol al tezei a fost investigarea diferitelor tulpini noi
de drojdii neconventionale ca biocatalizatori sub forma de celule intregi, pentru sinteza
enzimatica a (R)-fenilacetilcarbinolului si analogilor de (R)-PAC. Prin screening-ul mai multor
tulpini nou izolate de microorganisme sub forma de celule liofilizate, patru tulpini au aratat o
activitate ridicata in condensarea aciloinica a benzaldehidei cu piruvat de sodiu. In continuare,
conditiile optime au fost determinate prin optimizarea factoriala a unor parametri cheie, cum ar fi

temperatura, pH-ul si raportul molar al co-substratului.

Pentru a explora in continuare potentialele sintetice ale tulpinilor de drojdie identificare, a
fost efectuat screening-ul unui spectru larg de aldehide aromatice substituite si a fost stabilit un
domeniu de substrat preliminar. De asemenea, a fost investigata posibilitatea de a imobiliza
tulpinile de drojdie selectate prin imobilizare in matrice de sol-gel ,,templated” si de a le utiliza in
reactii de condensare aciloinica, atat Tn reactii conduse discontinuu cat si in sisteme de flux

continuu.
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3.3. Rezultate si discutii
3.3.1. Tulpinile de drojdie investigate

Tulpinile de drojdie investigate in studiul curent au fost primite ca celule intregi liofilizate
de la compania Fermentia Microbiological Ltd (Budapesta, Ungaria) si au fost depozitate in
colectia de tulpini a companiei Witaria Ltd (Budapesta, Ungaria). in ceea ce priveste aplicatiile
biocatalitice ale tulpinilor prezentate, aceste drojdii ,,neconventionale” au fost putin raportate in

studiile anterioare si cateva exemple de aplicatii sunt prezentate in Tabelul 3.1.

Tabel 3.1. Aplicatii biocatalitice raportate anterior ale speciilor de drojdie investigate.

Nr. - - Codul de o' ] e
crt. Specia de drojdie identificare Aplicatii biocatalitice
1 Pichia carsonii WY-1 Bioreducerea cetonelor pro-chirale */
2 Lodderomyces WY-2 Bioreducerea cetonelor pro-chirale #"*°
elongisporus
Wickerhamonyces WY-3
3 sub eIIicqugus WY-13 Bioreducerea cetonelor pro-chirale *°
P WY-21
4 Candida WY-4 Bioreducerea cetonelor pro-chirale *’
norvegica
Cryptococcus Reducerea stereoselectiva a analogilor de oxoester ai clofibrat-ului
5 WY'S 51’52
curvatus
Debarvomvees Bioreducerea cumarinei>*; Oxidarea alcoolilor, zaharidelor,
6 yomy WY-6 aminoacizilor si acizilor organici®*; Sinteza de (R)-PAC prin reactii
hanseii ’ 45 ’
de condensare
Esterificarea acidului oleic de catre lipaze extracelulare *;
.. . ege . = =56.
Candida WY-7 _ Producerea acizilor o,® _(hcarB(.)xﬂ'lm cu catena l'urlga ;o
7 villiermondii WY-8 Bioreducerea cetonelor pro-chirale **; Hidroliza selectiva a nitrililor
g %7 Monoreducerea 1-fenilpropan-1,2-dionei *¢; Reducerea D-xilozei
la xilitol >
Debarvomvees Monoreducerea 1-fenilpropan-1,2-dionei *°; Reducerea
9 yomy WY-11 stereoselectivi a cetopantoil lactonei®®; Sinteza de (R)-PAC prin
fabryl .. 45
reactii de condensare
10 Candida WY-12 Prepararea (R)-1,3-butandiolului (BDO) prin oxido-reducere*"®;
parapsilosis Reducerea stereoselectivi a cetopantoil lactonei®®

3.3.2. Sinteza chimica a rac-fenilacetilcarbinol si a rac-1,2-fenilpropandiol

Pentru a stabili metodologia analiticd necesard pentru monitorizarea activitatii PDC a
tulpinilor investigate, a fost efectuata sinteza chimica a fenilacetilcarbinolului racemic (rac-PAC,
bl) si 1-fenil-2-propan-1,2-diolului racemic (rac-PPD, d1) (Schema 3.4). Alcoolul benzilic (c1)
este disponibil comercial si a fost utilizat asa cum a fost primit. Utilizdnd compusii de referinta
obtinuti, s-a dezvoltat o0 metoda de cromatografie de gaze chirald pentru a determina conversia

substratului, distributia produsilor obtinuti si excesul enantiomeric al PAC-ului rezultat.

25



o o OH OH OH
©)K/ I w I @/ n m 1 W
N-oH N-om 0 OH

Propiofenona rac-PAC (b1) rac-PPD (d1)

Schema 3.4. Sinteza chimicd a rac-PAC (bl) si a rac-PPD (d1): I. n-BuONO, CH;OH, HCI, 0 °C; Il. NaBH,,
CH30H, r.t.; 111. CH,0 sol., HCI, reflux.

3.3.3. Studiul preliminar a activitatii piruvat decarboxilazice a tulpinilor de drojdie Tn
sinteza de (R)-fenilacetilcarbinol

In scopul de a explora potentialul activitatii piruvat decarboxilazei native a acestor tulpini
de drojdie, a fost efectuatd o analizd preliminara la scard analiticd folosind benzaldehida al ca
substrat model. in consecinta, biotransformarile cu celule ntregi au fost realizate folosind celule
liofilizate in conditii de reactie ambientald, utilizdnd glucoza sau piruvatul de sodiu cu rol de
co-substrat (Schema 3.5). Concomitent, s-au efectuat si experimente de condensare aciloinica n
absenta co-substratului ca reactii de control. Activitatea biocatalitica a fost evaluata in fiecare caz
folosind trei parametri: conversia totala a substratului (C), conversia substratului in produsul de
carboligare PAC bl (Cpac) si excesul enantiomeric al PAC-ului obtinut (ee). Reactiile au fost
monitorizate prin TLC, iar conversia substratului si excesul enantiomeric a aciloinei obtinute au

fost determinate prin cromatografie de gaze utilizand o coloana chirala.

CO,
Celule de drojdii
in forma liofilizata
pH 7; 25-30 °C

o OH
H o ©/\OH @2\/
+ +
©)L (a) Glucoza/ (b) 6&( o oH
(0]

(R)-PAC (b1)

Alcool benzilic (c1) 1-fenil-2-propan

B Idehi 1
enzaldehida (a1) 1.2-diol (d1)

Schema 3.5. Screening-ul activitatii PDC a tulpinilor de drojdie selectate in sinteza de PAC si produsii secundari
obtinuti.

Dupa cum este prezentat in Tabelul 3.2, efectuarea reactiilor in absenta co-substratului a
rezultat Tn obtinerea unor cantitati nesemnificative de PAC chiar si dupa 24 de ore de reactie.
Cu toate acestea, s-a observat o conversie rapida si ridicata (76,9-99,8%) a substratului in alcool
benzilic c1 pentru drojdiile Pichia carsonii, Lodderomyces elongisporus, Debaryomyces fabryi,
Candida parapsilosis si Wickerhamonyces subpelliculosus ssp3 dupa numai 4 ore de reactie.
O conversie moderata a substratului (~56%) a fost observata pentru cele doud specii de Candida
guilliermondii si o conversie scazuta in PAC de ~7,5% cu stereoselectivitate moderata (ee de

81,8% si 79,6%). Extinderea timpului de reactie la 24 de ore nu a Imbunatatit semnificativ
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conversia substratului pentru nici una dintre tulpinile testate. Adaugarea de glucoza (sursa de
piruvat generata in situ) ca co-substrat nu a dus la obtinerea unei conversii imbunatatite a
substratului in aciloina, dar s-a observat o usoara scadere a conversiei substratului in alcool
benzilic pentru majoritatea tulpinilor dupa 4 ore de timp de reactie (Tabelul 3.2).

Tabel 3.2. Screening-ul activitatii PDC a tulpinilor de drojdie investigate.

Tn absenta co- Glucoza drept Piruvat de sodiu
Nr. . substratului® co-substrat® drept co-substrat *°
Crt Tulpina Crac Crac ee Crac
: 0, 0, 0, 0, 0,
C (%) (%) ee (%) | C (%) (%) (%) C (%) (%) ee (%)
1 Pichia carsonii 89.9 0.9 n.d. >99 0.9 n.d. 97.7 52.6 95.9
2 Lodderomyces 599 10  nd | 962 19 nd | >99 589  96.1
elongisporus

3 Wickerhamonyces ., 13 nd 6.6 09  nd | 108 48 594
subpelliculosus sspl

4 Candida norvegica 14.0 1.0 n.d. 9.5 0.7 n.d. 175 16.7 89.2

5 Cryptococeus 155 13 nd. 5.2 05  nd | 146 106 782

curvatus
6 DEbﬁry"”.‘Yces 16 11 nd 0.6 05 nd | 251 245 878
anseii
7 Candida 567 75 818 | 428 45 88 >99 833 980
guilliermondii
8 _ Candida 55.3 7.6 79.6 57.7 48 90 >99 832  97.2
guilliermondii var
9 Debaryomyces >99 08  nd | 115 2.7 74 >99 308 949
fabryi
10 Candida 599 07  nd | >99 08  nd | >09 334 955
_parapsﬂosw

11 Wickerhamonyces 9.2 15 n.d. 45 0.8 n.d. 287 236 926
subpelliculosus ssp2

12~ Wickerhamonyces g g 2.0 n.d. 474 0.6 n.d. 208 183  90.6
subpelliculosus ssp3

®Conditii de reactie: 20 mg aldehidd al (in 100 pl izopropanol), 150 mg drojdie liofilizatd, tampon fosfat pH 7
(5 mL) cu un continut de 1 mM MgCI2, 25°C-30°C, 4 h, 1000 rpm. "Reactiile au fost efectuate cu adaos de 68 mg de
glucozi (2 echiv.). “Reactiile au fost efectuate cu adaos de 41,4 mg de piruvat de sodiu (2 echiv)

Pentru reactiile efectuate in prezenta a 2 echivalenti de piruvat de sodiu drept co-substrat,
s-a observat ca adaugarea de piruvat a favorizat activitatea carboligazica a tuturor tulpinilor
testate si a ardtat o conversie crescutd in PAC, in timp ce o conversie cantitativa a substratului s-a
realizat dupd 4 ore de de reactie pentru sase dintre tulpinile testate. De asemenea, s-au obtinut
conversii globale cantitative (>97%) pentru tulpinile Pichia carsonii, Lodderomyces
elongisporus, Candida guilliermondii si Candida guilliermondii var cu o selectivitate buna spre
excelenta fatd de produsul de carboligare (Cpac = 52,6-83,3%) si o stereoselectivitate excelenta
ee > 95%. In cazul celorlalte sase tulpini testate, conversia globali a substratului nu a atins o
valoare satisfacatoare (C < 30%), chiar si dupa extinderea timpului de reactie la 24 de ore. De

asemenea, analiza distributiei produsilor de reactie a aratat ca singurul produs secundar major al
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intregului proces mediat celular a fost alcoolul benzilic si doar cantititi mici de 1,2-
fenilpropandiol (< 1-2%) ca produs secundar minor, iar produsii de oxidare secundari (acid
benzoic si 1,2-fenilpropan dicetond) nu au fost detectati Th amestecul de reactie. Pe langa
rezultatele prezentate, activitatea PDC a unora dintre tulpinile testate (Candida norvegica,
Debaryomyces fabryi, Lodderomyces elongisporus si Pichia carsonii) a fost investigata si cu
celule proaspit recoltate in aceleasi conditii ca Tn forma liofilizata. ®* S-a constatat ca, chiar daci
piruvatul de sodiu a fost utilizat drept co-substrat, nu s-a detectat in amestecul de reactie produsul
de carboligare PAC, si substratul a fost transformat de reductazele prezente in celule doar in

alcoolul b1 corespunzator.

Tn continuare, s-a investigat si stereoselectivitatea piruvat decarboxilazelor native a
acestor tulpini. Stereoselectivitatea reactiilor biocatalitice si configuratia absolutd a produsului
s-au putut stabili cu usurinta, prin masurarea rotatiei optice a PAC-ului izolat si purificat din
amestecurile de reactie. Ca rezultat final, toate tulpinile testate au produs (R)-PAC ca enantiomer
majoritar. Aceste rezultate sunt, de asemenea, in conformitate cu literatura raportata care descrie

majoritatea PDC-urilor provenite din drojdii ca fiind (R)-selective.***

3.3.4. Optimizarea conditiilor de reactie prin metoda experimentului factorial

Dupa verificarea cu succes a activitatii PDC a tulpinilor de drojdie, cele patru tulpini
selectate (Pichia carsonii, Lodderomyces elongisporus, Candida guilliermondii si Candida
guilliermondii var) au fost utilizate in experimentele urmatoare. Pe baza rezultatelor obtinute,
conditiile de reactie pentru acesti biocatalizatori au fost investigate suplimentar pentru a
imbunitati selectivitatea acestor drojdii si a creste conversia substratului in (R)-PAC. In cazul
studiului prezent, conditiile de reactie luate in considerare pentru optimizare sunt pH-ul
tamponului utilizat ca mediu de reactie, temperatura la care se efectueaza reactiile biocatalitice si
raportul molar dintre substrat (benzaldehida) si co-substratul utilizat in reactia de carboligare
(echivalenti de piruvat). Ca metoda de optimizare s-a optat pentru experimentul factorial cu trei
factori. Acest tip de experimen permite evaluarea influentei fiecarui factor, precum si posibilele
interactiuni dintre acestia. Pentru efectuarea optimizarii prin metoda proiectarii experimentelor
(Design of Experiments,DOE), a fost utilizat software-ul Minitab pentru a proiecta experimentul
factorial utilizat si pentru analiza rezultatelor obtinute. Tn acest scop, s-a ales utilizarea unui

experiment factorial complet, cu masurdtori in triplicat in punctele centrale (Ct Pt).®* Rezultatele
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au fost analizate folosind software-ul Minitab®®, iar rezultatele obtinute sunt reprezentate de
ecuatiile model pentru raspunsul sistemului la variatia factorilor alesi (cu termeni de interactiune
pana la ordinul trei) si diagrame Pareto ale efectelor standardizate pentru fiecare experiment

factorial.

Pornind de la conditiile initiale utilizate la screening-ul preliminar ca punct central
(pH = 7, T = 30 °C si 2 echiv. piruvat), a fost propus un experiment factorial complet cu 2°
experiente, folosind 2 niveluri si 3 factori. Nivelurile superioare si inferioare au fost definite prin
alegerea gradului de variatie fatd de nivelul de baza: ApH=2; AT=10 °C si AEquiv.Pyr. = 1
echivalent molar. Unitatile codificate pentru factori sunt x; (pH), X2 (T), X3 (Pyr. Equiv.), iar
valorile de raspuns sunt Y; (C) si Yz (Cpac). Termenii de interactiune au fost definiti ca
X1X2(PH*T), Xix3 (pPH*Pyr.Equiv.), xox3 (T*Equiv.Pyr.) si XiXoX3 (PH*T*Equiv.Pyr.). Excesul
enantiomeric al (R)-PAC-ului obtinut este de asemenea raportat, dar nu a fost utilizat ca raspuns
al experimentului factorial. Un exemplu reprezentativ de matrice experimentald, precum si
raspunsurile masurate pentru fiecare experiment, este prezentat in Tabelul 3.3 pentru optimizarea
factoriala a reactiei de condensare aciloinica utilizand tulpina Candida guilliermondii. Ecuatiile
model reprezentative pentru raspunsul procesului (Ecuatiile 1 si 2) la variatia factorilor (cu
termeni de interactiune de pana la al treilea ordin) si diagrama Pareto a efectelor standardizate

(Figura 3.1) sunt prezentate Tn continuare.

Tabel 3.3. Matrice reprezentativa pentru prima optimizarea factoriala a reactiei de condensare aciloinica utilizand
tulpina Candida guilliermondii.

Valori necodificate Valori codificate

cl:\ltrt T (°C) pH E?JV C (%) Crac (%) eg);gc X1 X2 X3 Y1 Y2
1 5 20 1 80.8 70.7 98.2 -1 -1 -1 80.8 70.7
2 9 20 1 97.9 0.4 n.d. +1 -1 -1 97.9 0.4
3 5 40 1 59.2 58.1 92.2 -1 +1 -1 59.2 58.1
4 9 40 1 74.9 0.0 n.d. +1 +1 -1 74.9 0.0
5 5 20 3 99.6 93.9 94.4 -1 -1 +1 99.6 93.9
6 9 20 3 97.1 0.0 n.d. +1 -1 +1 97.1 0.0
7 5 40 3 83.0 82.5 91.6 -1 +1 +1 83.0 82.5
8 9 40 3 80.0 0.1 n.d. +1 +1 +1 80.0 0.1
9 30 7 2 99.9 87.2 96.7 0 0 0 99.9 87.2
10 30 7 2 98.9 82.3 96.3 0 0 0 98.9 82.3
11 30 7 2 994 85.1 96.2 0 0 0 994 85.1
C =84.060 + 3.413pH — 9.766 T + 5.867 Pyr.Equiv.— 0.253pH +T — 4.781 pH * (1)

Pyr.Equiv.+ 1.359 T * Pyr. Equiv.+ 0.105 pH * T * Pyr. Equiv.+ 15.324 Ct Pt

Cpac = 38.212 — 38.080 pH — 3.039T + 5.925 Pyr.Equiv.+ 2976 pH *T — 5.993 pH * 2
Pyr.Equiv.+ 0.200 T * Pyr. Equiv.— 0.109 pH * T * Pyr. Equiv. + 46.64 Ct Pt
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Figura 3.1. Diagrame Pareto reprezentative ale efectelor standardizate pentru activitatea PDC a tulpinii de Candida
guilliermondii atunci cand raspunsul este C (A) si Cpac (B). Linia de referinta (linia rosie) este trasatd la un nivel de
semnificatie de 0,05 pentru a indica efectele semnificative.

Tn urma analizei datelor obtinute, s-a observat ca influenta factorilor investigati prezinti o
similitudine ridicata Tntre tulpini, inregistranduse doar variatii reduse. De asemenea, prin
interpretarea rezultatelor obtinute se poate releva o imagine de ansamblu in ceea ce priveste
influenta factorilor investigati. S-a demonstrat ca toti cei trei factori au o influentd semnificativa
asupra activitatii biocatalitice a celulelor investigate, cat si asupra activitatii enzimatice specifice
a enzimei PDC. O temperatura mai mare (40 °C) si un pH alcalin (9) au rezultat intr-un impact
negativ asupra activitatii PDC a celulelor testate, conducand la conversii in PAC a substratului
mai mici de 1%. Cu toate acestea, in conditiile mentionate S-au observat conversii aproape
cantitative in alcool benzilic, ceea ce aratd ca activitatea biocataliticd a reductazelor prezente in
celule ramane in mare parte neafectata. Aceste rezultate sunt, de asemenea, in acord cu datele
raportate anterior privind stabilitatea si activitatea enzimelor PDC, care demonstreaza disocierea
completa a structurii tetramerului enzimei PDC in conditii alcaline si scaderea stabilitatii la
temperaturi ridicate.** Dupa cum era de asteptat, cresterea cantittii de piruvat disponibil in
mediul de reactie a aratat o crestere semnificativa a cantitatii de (R)-PAC formata in timpul
procesului biocatalitic. Luand in considerare conversia globald a substratului, cantitatea de PAC
obtinuta si ee-ul Tnregistrat, cele mai bune rezultate au fost obtinute la un pH =5, T =20 °C si 3

echivalenti de piruvat, si sunt prezentate in Tabelul 3.4.
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Tabel 3.4. Rezultatele obtinute pentru activitatea PDC a tulpinilor de drojdie studiate dupa primul experiment de
optimizare factoriala.

. —
glr. Tulpina de drojdie Piruvat de sodiu
re. C% Cpac % eeppc %
1 Pichia carsonii >99 79.5 95.3
2 Lodderomyces elongisporus >99 77.3 95.5
3 Candida guilliermondii >99 93.9 94.4
4 Candida guilliermondii var 97.2 94.7 95.9

#Conditii de reactie: 20 mg benzaldehida al (in 100 pl izopropanol), 150 mg drojdie liofilizata, tampon fosfat cu un continut de
64 mg piruvat de sodiu (3 echiv.) si 1 mM MgCl,, pH 5 (5 mL), 20 °C, 4 ore, 1000 rpm.

In urma datelor obtinute dupa primul experiment de optimizare factorial, a fost efectuati o
a doua optimizare utilizand un experiment factorial complet cu 2% experiente si cu un grad mai
scazut de libertate. In acest caz, s-au utilizat 2 factori si 2 niveluri pentru a evalua in continuare
efectele pH-ului si a echivalentilor de piruvat asupra sintezei de PAC. Temperatura a fost
mentinutd constantd la T = 20 °C, deoarece un nivel mai scazut de temperaturd nu a putut fi
investigat din cauza limitarilor tehnice si, Tn acelasi timp, pentru a nu reduce foarte mult viteza
reactiel enzimatice de condensare aciloinica. Nivelurile de baza (punctul central) pentru cei doi
factori au fost pH = 5 si 3 echiv. de piruvat. Nivelurile superioare si inferioare au fost definite
prin alegerea gradului de variatie fatd de nivelul de baza stabilit in experimentul de optimizare
anterior: ApH = 1 si AEquiv.Pyr. = 1 echiv. Unitatile codificate pentru factori sunt x; (pH),
Xz (Pyr. Equiv.), iar valorile de raspuns sunt Y1 (C) si Y2 (Cpac). Termenul de interactiune a fost
definit ca xix2 (pH*Pyr.Equiv). Un exemplu reprezentativ de matrice experimentald, precum si
raspunsurile masurate pentru fiecare experiment, este prezentat in Tabelul 3.5 pentru a doua
optimizare factoriald a reactiei de condensare aciloinica utilizand tulpina Candida guilliermondii.
Ecuatiile model reprezentative pentru raspunsul procesului (Ecuatiile 3 si 4) la variatia factorilor
(cu termeni de interactiune de pana la al doilea ordin) si diagrama Pareto a efectelor standardizate

(Figura 3.2) sunt prezentate Tn continuare.
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Tabel 3.5. Matrice reprezentativa pentru a doua optimizarea factoriald a reactiei de condensare aciloinica

utilizand tulpina Candida guilliermondii.

Valori necodificate Valori codificate
Nr. T Pyr o o €€pac
Crt. (oc) pH EC]UiV. c (A')) cPAC (/0) (%) X1 X2 Yl Y2
1 4 2 5.8 5.7 98.2 -1 -1 5.8 5.7
2 6 2 98.2 95.5 98.2 +1 -1 98.2 95.5
3 4 4 3.8 3.8 97.8 -1 +1 3.8 3.8
4 20 6 4 99.4 97.5 96.3 +1 +1 99.4 97.5
5 5 3 97.2 96.3 94.4 0 0 97.2 96.3
6 5 3 95.8 94.4 94.8 0 0 95.8 94.4
7 5 3 96.1 94.6 94.7 0 0 96.1 94.6
C=51.804 + 46.967 pH — 0.202 Pyr.Equiv.+ 0.801 pH * Pyr. Equiv. + 44.558 Ct Pt )
Cpac = 50.620 + 45.868 pH + 0.022 Pyr.Equiv.+ 1.015 pH * Pyr.Equiv. + 44.481 Ct Pt @)
A Pareto Chart of the Standardized Effects B Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is C, a = 0.05) (response is CPAC, a = 0.05)
- 4"3 Factor Name - Mlu Factor Name
A pH A pH
A B Pyr.Equiv. A B Pyr.Equiv.
. || o] |
0 : 20 40 60 80 100 20 140 0 } 0 20 30 4 S50 6 70 8 90
Standardized Effect Standardized Effect

Figura 3.2. Diagrame Pareto reprezentative ale efectelor standardizate pentru activitatea PDC a tulpinii de Candida
guilliermondii atunci cand raspunsul este C (A) si Cpac (B). Linia de referinta (linia rosie) este trasatd la un nivel de
semnificatie de 0,05 pentru a indica efectele semnificative.

Pe baza analizei raspunsurilor C si Cpac, procesul biocatalitic a aratat un model similar
pentru toate cele patru tulpini de drojdie studiate. pH-ul mediului de reactie a fost singurul factor
semnificativ si are un efect pozitiv. In general, cresterea pH-ului (pH = 6) a dus la o conversie
usor (~1-3%) mai mare a benzaldehidei in PAC, in timp ce scaderea pH-ului sub punctul central
(pH = 4) a dus la conversii globale foarte scazute si conversie In produsul aciloind. Cresterea
raportului molar dintre benzaldehida si piruvat nu a dus la o imbunatatire semnificativa pentru a
justifica addugarea de piruvat suplimentar la reactie. In cele din urma, s-a observat, de asemenea,
ca ee-ul produsului (R)-PAC a fost usor mai mare la un pH de 6 si cand s-au adaugat doar
2 echivalenti de piruvat de sodiu drept co-substrat. Conditiile optime finale (Tabelul 3.6) au fost

selectate pe baza rezultatelor experimentale obtinute in urma celui de-al doilea set de
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experimente, tindnd cont de faptul ca au fost observate doar diferente minore pentru conversia

globala a benzaldehidei si conversia in produsul de condensare Cpac.

Tabel 3.6. Rezultatele obtinute pentru activitatea PDC a tulpinilor de drojdie studiate dupa al doilea experiment de
optimizare factoriala (conditii optime).

(l:\lr. uljsr i g Piruvat de sodiu ?

rt. C % Cpac % eepac %
1 Pichia carsonii >99 79.7 97.6
2 Lodderomyces elongisporus >99 79.5 98.1
3 Candida guilliermondii 98.2 95.5 98.2
4 Candida guilliermondii var 98.1 935 98.3

# Conditii de reactie: 20 mg aldehidd al (in 100 pl izopropanol), 150 mg drojdie liofilizatd, tampon fosfat cu un continut de 42 mg
piruvat de sodiu (2 echiv.) si 1 mM MgCl,, pH 6 (5 mL), 20°C, 4 ore, 1000 rpm.

3.3.5. Sinteza chimici a aciloinelor racemice rac-b2-31 si a 1,2-diolilor corespunzatori rac-
d2-31

OH OH

l.ab OTMS II.c,d CH . ef CH
RN ————— RXCN - R ’ R ’
(0] OH
a2-31 b2-25 and b29-31 d2-25 and d29-31
OH
Il.c,d ‘ N CHs
/ = [e]
O,N

b26-28
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o
) 3
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Schema 3.6. Sinteza chimicd a aciloinelor rac-b2-31 si a 1,2-diolilor rac-d2-31. Conditiile de reactie:
I.a) TMSCN, LiCl/THF, 25 °C, b) n-Hexan/1M Na,COs sol.; 1l. ¢) MeMgl/Et,0, 25 °C, d) 5% HCI sol./ 0 °C; Ill. ¢)
NaBH,, metanol/0 °C; f) NaCl sol. sat.
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Pentru a investiga in continuare domeniul de substrat al PDC-urilor prezente in tulpinile
de drojdie studiate, au fost propuse ca substrat mai multe benzaldehide orto-, meta- si para-
substituite a2-29, precum si bifenil (a30) si naftil (a31) aldehide. in consecint, a fost efectuata
sinteza chimica a aciloinelor racemice si a 1,2-diolilor corespunzatori, iar metoda de sinteza este
prezentata in Schema 3.6. Pentru aldehidele substituite cu grupari nitro a26-28, metoda de
sinteza propusa nu a putut fi aplicabila din cauza efectelor electronice ale gruparii nitro si, prin
urmare, aciloinele racemice b26-28 si 1,2-dioli d26-28 nu au putut fi obtinute. Pentru aceste
substraturi s-au utilizat date spectrale *H-RMN raportate anterior in literaturd, pentru a evalua
conversiile in cazul reactiilor biocatalitice. Aciloinele racemice si 1,2-diolii obtinute au fost
utilizati Tn continuare pentru a stabili metode HPLC de separare chirala cu scopul determinarii
excesul enantiomeric al aciloinelor obtinute, precum si o metoda bazati pe masuratori "H-RMN

pentru monitorizarea conversiilor obtinute Tn urma reactiilor biocatalitice.

3.3.6. Evaluarea domeniului substrat al tulpinilor de drojdie investigate

Pe baza datelor obtinute din studiul activitatii PDC a celor patru tulpini de drojdie
liofilizate, domeniul de aplicare al substratului acestor enzime a fost investigat in continuare prin
testarea activitatii lor biocatalitice utilizdnd ca substrat benzaldehide orto-, meta- si para-
substituite a2-29, precum si bifenil-4-carboxaldehida a30 respectiv 2-naftaldehida a31 ca
substraturi voluminoase. Reactiile au fost efectuate la scard analitica in conditiile optime stabilite
anterior pentru reactiile de condensare aciloinica a benzaldehidei al (Schema 3.7). Reactiile au
fost oprite prin centrifugarea biomasei si prelucrate prin extractie in solvent organic, urmata de
analiza prin 1H-RMN si HPLC. Dupa cum s-a mentionat anterior, rezultatul reactiilor
biocatalitice a fost monitorizat printr-o metodd 'H-RMN asa cum este descrisd in literatura
recentd®>® si excesul enantiomeric al aciloinelor obtinute a fost determinat pe baza analizelor
HPLC.

s a

! OH i
OH | !
Q il ! CH;
R/%o n )k Lyophilized Yeast Cells R/'ﬁ(CHfi n ; R/\OH R}\{ 3 :
HsC” "COOH  Buffer pH 6, 1 mM MgCly, ' Alcohols ¢2-32 OH
20°C, 4h 0 ‘ Diols d2-32
Aldehydes Pyruvate Acyloins b2-32

a2-31 Observed by-products

L J

Schema 3.7. Investigarea domeniului de substrat al PDC-urilor din celulele de drojdie liofilizate, in conditii optime.
Conditii de reactie: 75 mg celule liofilizate, 0,1 mmoli aldehidd a2-32 in 50 pL izopropanol, 0,2 mmoli piruvat de
sodiu (2 echiv.), 50 mM tampon fosfat, 20 °C, 4 h, 1000 rpm.
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Aldehidele testate au fost selectate pentru a avea atat substituenti electronodonori
(substraturile a11-16 si a20-22) ca si Substituenti electronoatragatori (a2-10 si a23-38), precum si
unele substraturi voluminoase impedimentate steric (al7-19 si a29-31). Rezultatele obtinute sunt
prezentate in Figurile 3.3-3.5, iar pentru comparatie, datele sunt prezentate simultan pentru toate

cele 4 tulpini investigate pe fiecare substrat testat.
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Pichia carsonii Lodderomyces elongisporus Candida guilliermondii === Candida guilliermondii var

Figura 3.3. Rezultatele obtinute pentru tulpinile de drojdie de P. carsonii, L. elongisporus, C. guilliermondii si
C. guilliermondii var in reactiile de condensarea aciloinica a aldehidelor substituite a2-10 in conditii optime:
A) Conversia totald a substratului C (%); B) Conversia in aciloinda Cg (%); C) Excesul enantiomeric a aciloinei
obtinute ee (%).

Dupa cum este prezentat in Figura 3.3 A, toate cele patru tulpini de drojdie au aratat
rezultate similare pe substraturile substituite cu atomi de halogen a2-10. S-au observat conversii

globale excelente de 96-99,9% pentru toate substraturile halogenate, similar cu cele obtinute
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pentru benzaldehida nesubstituita, cu exceptia celor substituite cu o-Cl (a5, C = 74-94%) si 0-Br
(a6, C = 26-60%). Activitatea PDC a aratat in general o scadere semnificativa in comparatie cu
rezultatele obtinute pentru benzaldehida (C > 99). Dupa cum se poate observa in Figura 3.3 B,
s-au observat conversii bune spre excelente in produsii aciloinici (Cg = 53-91 %) pentru
substraturile substituite cu halogen, cu exceptia benzaldehidei 0-Br (Cg = 7-15 %). Puritatea
optica a aciloinelor obtinute (Figura 3.3 C) a fost de asemenea buna spre excelenta
(ee = 90-99,5%), in raport cu valorile excesului enantiomeric obtinute pentru benzaldehida cu

cele patru tulpini.
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Pichia carsonii Lodderomyces elongisporus Candida guilliermondii === Candida guilliermondii var

Figura 3.4. Rezultatele obtinute pentru tulpinile de drojdie de P. carsonii, L. elongisporus, C. guilliermondii si
C. guilliermondii var in reactiile de condensarea aciloinica a aldehidelor substituite al1-16 si a20-21 in conditii
optime: A) Conversia totala a substratului C (%); B) Conversie in aciloind Cg (%); C) Excesul enantiomeric a
aciloinei obtinute ee (%).* Nu s-a detectat produs aciloinic (sau <1%). ** Nedeterminat.

Pentru benzaldehidele substituite cu grupari alcoxi si metil, tulpinile testate au furnizat

cantitati bune pand la moderate de aciloine pentru substraturile substituite in pozitiile meta si
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para (Cg = 26-85 %), conform datelor prezentate in Figura 3.4. Benzaldehidele substituite cu
grupari 0-metoxi (all) si o-etoxi (al4) au fost transformate cu o conversie globald scazuta in
alcoolii benzilici corespunzatori, nedetectdndu-se produsi de condensare aciloinica. Puritatile
optice ale produsilor de condensare au fost in general mai mari decat cele obtinute pentru

substraturile substituite cu gruparii halogen, dupa cum se poate observa in Figura 3.4 C.
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Pichia carsonii Lodderomyces elongisporus Candida guilliermondii === Candida guilliermondii var

Figura 3.5. Rezultate obtinute pentru tulpinile de drojdie de P. carsonii, L. elongisporus, C. guilliermondii si
C. guilliermondii var n reactiile de condensarea aciloinica a aldehidelor substituite a23-28 in conditii optime: A)
Conversia totala a substratului C (%); B) Conversie in aciloind Cg (%); C) Excesul enantiomeric a aciloinei obtinute
ee (%).*Nu s-a detectat produs aciloinic (sau <1%). ** Nedeterminat.

In continuare, benzaldehidele substituite cu gruparii nitro si trifluormetil au fost, de
asemenea, testate ca substraturi. Similar cu celelalte substraturi orto-substituite testate,

benzaldehidele substituite in pozitia orto cu grupari CF3 (a23) si NO, (a26) au fost transformate

37



cu conversii globale scazute (Figura 3.5 A), iar produsii de condensare nu au putut fi detectati in
amestecul de reactie. Conversii globale excelente (C > 80%) au fost obtinute pentru substraturile
substituite cu m-CF; (a24) si p-CF3 (a25) (conversii intre 39-57% si puritati optice peste 90%).
Pentru substraturile m-NO; (a27) si p-NO; (a28), conversia totala a aldehidelor a fost mai mica
decét pentru cele substituite cu gruparea trifluorometil (C = 13-58%), iar conversia in aciloinele
corespunzatoare nu a depasit un procent de 20%, conform datelor prezentate in Figura 3.5 B.

Puritatea optica pentru aciloinele nitro-substituite nu a putut fi determinata.

In cele din urmi, substraturi voluminoase, cum ar fi ters-butildimetilsililhidroxi
benzaldehide protejate (a17-al9), p-tert-butil benzaldehida (a29), precum si bifenil (a30) si naftil
(a31) aldehide au fost testate ca substraturi folosind cele patru tulpini de drojdie. Dupa cum era
de asteptat, substraturile cu grupari hidroxi protejate au fost substraturi neadecvate pentru
reactiile de condensare catalizate de PDC si nici macar alcoolii corespunzatori nu s-au format n
urma procesului biocatalitic. Benzaldehida a29 substituita cu 0 grupare p-tert-butil a prezentat
conversii moderate cu toate tulpinile testate (C = 48-63%) si 0 conversie scazuta in produsul
aciloinic (Cg = 5-8%, ee = 94-99,5). %). Bifenil-4-carboxaldehida a30 si 2-naftaldehida a31 au
furnizat conversii globale si mai mici (C = 9-22%) decét substratul a29, cu conversii mici in

produsii de condensare (Cg < 10% si ee = 94-99%).

Analizand datele obtinute dupa testarea celor patru tulpini de drojdie pe un spectru divers
de substrat, pot fi elaborate cateva discutii cu privire la un scop preliminar al substratului PDC
prezent in aceste celule. Au fost observate variatii scazute intre tulpini in ceea ce priveste
cantitatea de aciloina produsa si excesul enantiomer, cu exceptia unor cazuri localizate pentru
anumite substraturi. Toate tulpinile testate au aratat 0 activitate si selectivitate excelenta pentru
substraturile substituite cu atomi de halogen a2-al0, cu conversii bune spre excelente in
aciloinele corespunzitoare, cu exceptia 0-Br-benzaldehidei a8. In comparatie, derivatii 0-alcoxi
nu au fost transformati de celulele de drojdie in aciloinele corespunzatoare si doar alcoolii
corespunzatori au fost observati ca produsi de reactie, exceptand cazul o-metil benzaldehidei.
Benzaldehidele para- si meta-substituite cu grupari alcoxi si metil, au fost transformate cu
conversii moderate spre excelente, 1n functie de pozitia si tipul substituentului. Rezultate similare
au fost observate si pentru benzaldehidele substituite cu grupari trifluormetil (a23-a25) si nitro
(a26-29), unde doar alcoolii corespunzatori au fost detectati in cantitati mici pentru derivatii

substituiti Tn pozitia orto, in timp ce substraturile substituite Tn meta si para au fost acceptate ca
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substraturi de catre PDC-ul prezent in celule , detectandu-se cantitati mici pana la moderate de
aciloind in amestecul de reactie. In final, substraturile voluminoase nu au fost acceptate ca
substraturi de catre decarbozilazele prezente in celule. Hidroxialdehidele protejate cu TBDMS nu
au fost transformate deloc de celule, observandu-se doar o cantitate mica de alcool si aciloina
pentru substratul para-substituit al9. Desi s-au obtinut rezultate mai bune pentru celelalte
substraturi impedimentate steric, conversia in produsii de condensare aciloinicd a fost

nesatisfacatoare.

Ca observatie generala privind influenta pozitiei substituentului pe inelul aromatic,
benzaldehidele orto-substituite s-au dovedit a fi substraturi inadecvate pentru PDC-ul acestor
tulpini, nedetectandu-se produsi de condensare in amestecul de reactie (sau < 1%) in majoritatea
cazurilor, cu exceptia derivatilor substituiti cu atomi de halogen si gruparea metil. Conform
rezultatelor prezentate in Figura 3.6 A pentru reactiile mediate de C. guilliermondii (ca tulpina
reprezentativa) pe substraturi Orto-substituite, cantitatea de aciloind obtinuta in urma reactiei
biocatalizate scade drastic pe masura ce volumul substituentului creste. Principalul motiv pentru
aceasta reactivitate scazutd constd in impedimentarea stericd datorata acestor substituenti, care
pot Tmpiedica atacul nucleofil al ,,aldehidei activate” legate de TPP. Se poate observa ca in
majoritatea experimentelor efectuare, derivatii substituiti Cu aceeasi grupare au fost acceptati ca
substrat daca substituentul s-a aflat in pozitiile meta sau para., Aceastd impedimentare sterica
poate Tmpiedica, de asemenea, accesul substratului Tn situsul activ al enzimei. Cu toate acestea,
cantitatea de aciloind obtinutd pentru substraturile substituite Tn pozitiile meta si para a fost
comparabila si Tn general, s-au observat conversii mai mari in produsul de condensare (Cg%)
pentru substraturile substituite in pozitia meta decat cele Tn pozitia para, conform datelor

prezentate in Figurile 3.6 B si C.
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Figura 3.6. Influenta pozitiei si tipului de substituent asupra reactiilor de condensare a aciloinei mediate de celule
ntregi de C. guilliermondii. A) Conversii in aciloind (Cg) obtinute pentru substraturi orto-substituite; B) Conversii in
aciloina (Cg) obtinute pentru substraturi meta-substituite; C) Conversii in aciloind (Cg) obtinute pentru substraturi
para-substituite. * Nu s-a detectat produs aciloinic (sau <1%). N.s.- fara substituent.

Luand 1n considerare efectele electronice ale substituentilor, se poate presupune ca atat
substituentii electronoatragatori, cat si substituentii electronodonori au, de asemenea, un anumit
grad de influentd asupra activitatii PDC-ului pe substraturile testate. Cu toate acestea, conversia
in produs aciloina pentru substraturile para- si meta-substituite nu aratd o corelatie clara intre
efectul electronic si cantitatea gradul de transformare a substratului in produsul de condensare
aciloinica.

In ceea ce priveste puritatea optica a aciloinelor obtinute folosind cele patru tulpini de
drojdie ca biocatalizatori, excesul enantiomeric a fost ridicat (90-98%) pentru toate aciloinele
obtinute, totusi o corelatie directa intre enantioselectivitati si tipul de substrat/substituent nu se
poate determinata pe baza datelor obtinute, conform rezultatelor prezentate in Figura 3.7.
De asemenea, se poate presupune ca enantiopreferinta PDC-ului prezent in tulpinile investigate
nu se schimba atunci cand sunt folosite ca substraturi aldehidele substituite in loc de
benzaldehida. Din aceastd perspectiva, se poate afirma ca enantiomerul R a fost produsul
majoritar pentru toate substraturile investigate. Aceasta concluzie este sustinuta si de literatura

publicata pana in prezent.35'65
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Figura 3.7. Puritatea optica (ee%) a aciloinelor obtinute b1-31 prin reactii de condensare biocatalitice mediate de
celule Tntregi liofilizate de C. guilliermondii. *Nu s-a detectat produs de condensare sau nedeterminat.

3.3.7. Sinteza de (R)-fenilacetilcarbinol cu celule imobilizate ale tulpinilor de drojdie
selectate n sistem discontinuu si continuu

Pe langa activitatea si stereoselectivitatea tulpinilor de drojdie testate, un alt aspect
important al utilizari lor ca potentiali biocatalizatori consta in reutilizabilitatea si stabilitatea lor la
depozitare. Prin urmare, pe langa investigatiile descrise anterior, a fost investigata si posibilitatea
de a utiliza doua dintre tulpinile de drojdie testate, Pichia carsonii si Lodderomyces elongisporus,
in forma imobilizatd pentru a produce (R)-PAC prin reactii de condensare aciloinica, atat in
sistem discontinuu cat si continuu. Ca tehnica de imobilizare, a fost utilizatd 0 metoda de
imobilizare Tn sol-gel de generatia a ll-a (Figura 3.8), cu microsfere de silice MAT540 ca suport

pentru imobilizare.®®

Silica sol

|
Yeast Cells',

v e
Yeast and silica GE"ﬂca'.:m" and
drying

suspension
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immobilized yeast
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Figura 3.8. Imobilizarea celulelor de drojdie n matrice de sol-gel de generatia a 1l-a.

Forma imobilizata a celulelor de Pichia carsonii si Lodderomyces elongisporus a fost
testatd mai intai in reactii de condensare aciloinicd folosind benzaldehida ca substrat. Reactiile
biocatalitice au fost efectuate folosind celulele de drojdie in forma imobilizata, iar prelucrarea si

analiza amestecului de reactie au fost efectuate in mod identic cu cea descrisa pentru reactiile cu
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celule liofilizate. Dupa cum era de asteptat, rezultatele prezentate in Tabelul 3.7 au aratat ca
activitatea PDC a celulelor de drojdie imobilizate a scazut Tn comparatie cu cea observata pentru
forma liofilizata a celulelor. S-a constatat, de asemenea, ca pentru biocatalizatorul imobilizat de
L. elongisporus, conversia globala si cantitatea de aciloind au scazut usor (de la 59 la 44%),
activitatea piruvat decarbozilazica a tulpinii de P. carsonii a suferit o scadere semnificativa si s-a

observat doar o conversie minora in aciloina.

Tabel 3.7. Rezultatele obtinute pentru reactia de condensare aciloinica a benzaldehidei cu celulele de L. elongisporus
si P. carsonii, in forma liofilizata si imobilizata.

Biocatalizator? C (%) Crac (%0) eer-pac (%0)
Celule liofilizate de L. elongisporus >99 59 96
Celule liofilizate de P. carsonii 98 53 96
Celule imobilizate de L. elongisporus 92 44 93
Celule imobilizate de P. carsonii >99 5 92

& Conditii de reactie: biocatalizator (150 mg), tampon citrat (2,5 mL, pH = 5, 100 mM, cu un continut de 1 mM MgCl,) si piruvat
de sodiu (3 echiv.) drept co-substrat; benzaldehida (40 mM in 100 uL izopropanol), 750 rpm, 25 °C, 3 ore.

Pe urma, reutilizarea biocatalizatorului a fost investigata, testand in reactii discontinue de
condensare aciloinica tulpina de L. elongisporus in forma liofilizata si in forma imobilizata, Tn
aceleasi conditii de reactie (Tabelul 3.8). S-a observat cé activitatea biocatalizatorului imobilizat
a scazut cu ~10% la a doua utilizare, in timp ce pentru celulele liofilizate s-a observat o pierdere
substantiald a activitatii. Din rezultatele obtinute, s-a observat ca forma imobilizata a celulelor de
drojdie ajutd la conservarea activitatii piruvat decarboxilazice a celulelor testate, in comparatie cu

forma liofilizata.

Tabel 3.8. Studiul reutilizarii celulelor Tntregi de L. elongisporus in forma imobilizata si liofilizata, Tn reactia de
condensarea aciloinica a benzaldehidei.

Prima utilizare A doua utilizare
. . €e(R)- €e(R)-
Biocatalizator C (%) Cpac (%) EFC%;AC C (%) Cpac (%) ?(%SAC
Celule liofilizate de L. elongisporus >99 58 96 63 5 92
Celule imobilizate de L. elongisporus 92 44 93 82 35 94

Desi biocatalizatorii Tn forma imobilizata au prezentat activitatii modeste, s-au efectuat
studii suplimentare privind activitatea acestora si in sisteme de flux continuu. Asadar, a fost
conceput un sistem de reactie in flux continuu, iar reactia de condensarea aciloinica a
benzaldehidei a fost studiatda folosind acelasi biocatalizator la doua debite de alimentare a
reactorului (Figura 3.9). In cazul experimentelor efectuate Tn flux continuu, s-au addugat cantititi
mici de TPP in amestecul de reactie pentru a compensa un fenomen de ,,spalare” treptata, a

cofactorului.
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Figura 3.9. Reactia biocatalitica de condensare aciloinica Tn flux continuu cu celule de drojdie imobilizate.

Tn flux continuu, s-a observat o conversie mai mare in (R)-PAC pentru ambii
biocatalizatori testati la un debit de 50 pL/min, masurata dupa ce sistemul s-a stabilizat si a atins
0 faza stationara (conform datelor prezentate in Tabelul 3.9). Cresterea debitului de alimentare la
100 pL/min a dus la o viteza de reactie specifica in flux mai mare, dar in acelasi timp a dus si la o

scadere a conversiei globale a substratului, precum si a cantitatii de (R)-PAC obtinuta.

Tabel 3.9. Rezultatele obtinute Tn reactia de condensarea aciloinica a benzaldehidei in flux continuu cu
biocatalizatori imobilizati .

Debit*

Biocatalizator (uL/min) C (%) Ceac (%) ee(r)-rac (%0) Ilow

Celule imobilizate de L. 50 98 51 96 1.2
elongisporus 100 81 37 94 1.8

. . . 50 69 19 90 0.5
Celule imobilizate de P. carsonii 100 59 15 01 07

Conditii de reactie: benzaldehida (20 mM), piruvat de sodiu (60 mM), TPP (0,2 mM), MgCl; (1,0 mM) si 2-propanol (2 v/v%) n solutie tampon
(100 mM, pH 5,0), masa biocatalizatorului introdus in reactor: 410+13 mg, temperaturd: 25 °C, debit: 50 si 100 pL/min. *Viteza de reactie
specifica in flux continuu (fmow) conform urmatoarei ecuatii: riow= ([P] % f)/my, unde [P] — concentratia produsului (pmol/mL), f — debitul (mL/
min), my — masa biocatalizatorului aplicat (g).

Desi s-au obtinut doar conversii modeste in (R)-PAC chiar si in conditii de flux continuu,
s-a observat ca stabilitatea operationald a biocatalizatorului a fost excelenta si a putut fi mentinuta
timp de 24 de ore, fara o pierdere semnificativa a activitatii enzimatice sau a puritatii optice a

aciloinei obtinute (Figura 3.10).

Ceac (%) eer).pac (%) Cppc (%) eerypac (%)
100 100
80 80
60 60
S g

40 T a0
20 20

0 T T T T T 0 T T T T T

1 2 4 22 24 1 2 4 22 24

Time (h) Time (h)

Figura 3.10. Productivitatea si stabilitatea operationald a celulelor de L. elongisporus (A) si P. carsonii (B) n forma
imobilizatd, in reactiile de condensare aciloinicd efectuate in regim de flux continuu. Conditii de reactie:
benzaldehidd (20 mM), piruvat de sodiu (60 mM), TPP (0,2 mM), MgCl, (1,0 mM) si 2-propanol (2 v/v%) in solutie
tampon (100 mM, pH 5,0), masa biocatalizatorului introdus in reactor: 410 + 13 mg, temperatura: 25 °C,
debit: 50 pL/min].
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Pe baza datelor prezentate, biocatalizatorii rezultati prin imobilizarea celor doua tulpini de
drojdii in matrice de sol-gel au oferit rezultate modeste in ceea ce priveste cantitatea de (R)-PAC
obtinutd in timpul reactiilor biocatalitice. Tn perspectiva, studii suplimentare pot fi efectuate
pentru imbunatatirea rezultatelor prin imobilizarea altor celule de drojdie cu activitate PDC
superioara folosind aceeasi tehnica de imobilizare, sau prin optimizarea conditiilor de reactie
pentru procesul in flux continuu. Cu toate acestea, biocatalizatorii obtinuti au prezentat o buna
reutilizare in reactiile efectuate in regim discontinuu si o stabilitate operationala remarcabila

atunci cand reactia biocatalitica a fost efectuata in regim de flux continuu.
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3.4. Concluzii

Tn concluzie, obiectivelepropuse , de a studia noile tulpini selectionate de drojdie, au fost
atinse cu succes. In urma screening-ului celor doudsprezece drojdii neconventionale, s-au
identificat patru tulpini care au prezentat rezultate excelente in ceea ce priveste activitatea piruvat
decarboxilazicd, in reactia de condensare aciloinica a benzaldehidei pentru sinteza
(R)-fenilacetilcarbinolului (Cpac > 50%). De asemenea, s-a demonstrat ca aceste tulpini de
drojdie neconventionale contin piruvat decarboxilaze (R)-selective, capabile sa medieze sinteza
(R)-PAC-ului corespunzator cu puritate optica ridicata. Conditiile de reactie selectate au fost
optimizate cu succes pentru cele patru tulpini selectate prin utilizarea experimentului factorial
complet. Tn conditii optime, s-au obtinut conversii cantitative (>98%) ale benzaldehidei si
conversii mari (>80%) in produsul dorit (R)-PAC, cu puritati optice excelente (ee > 97%).
De asemenea, a fost determinat un domeniu preliminar de substrat al enzimelor PDC prezente in
drojdiile studiate si s-a constatat ca aceste enzimele pot accepta o gama larga de substraturi
nenaturale. Cu exceptia unor diferente locale, spectrul de substrat al enzimelor PDC native ale
drojdiilor nu a prezentat variatii mari pentru reactiile care implica acelasi substrat. S-a observat o
activitate si selectivitate PDC biocataliticd excelentd pentru o gama variata de aldehide, iar
aciloinele obtinute in urma reactiilor biocatalitice au prezentat o puritate optica ridicata pentru

toate substraturile care au fost acceptate de PDC-urile prezente in celule.

In final, aplicabilitatea biocatalitica a tulpinilor de P. carsonii si L. elongisporus in forma
imobilizata a fost de asemenea investigata, prin imobilizarea celulelor in matrice de sol-gel si
microparticule de silice. Dupa imobilizare, s-a demonstrat ca tulpinile investigate ar putea fi
utilizate cu succes ca biocatalizatori reutilizabili pentru sinteza (R)-PAC-ului atat in procese
discontinue cat si in procese de flux continuu, dar o scadere a activitatii a fost observata in acest
caz. De asemenea, sa demonstrat cd biocatalizatorii dezvoltati prezintd o stabilitate operationald
excelenta si pot fi utilizati in procese de flux continuu timp de 24 de ore fara pierderi

semnificative a activitatii PDC-ului.
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4. Concluzii generale

Prezenta teza trateaza doud subiecte relevante 1n biocataliza, in conformitate cu cele doua

capitole discutate.

Primul obiectiv al tezei a fost de a stabili o procedura biocatalitici pentru sinteza
sustenabila a diesterilor 2,5-bis(hidroximetil)furan-ului cu acizi grasi ca produsi cu valoare
adaugata, pornind din materii prime regenerabile. Studiul a demonstrat ca diesterii CU acizi grasi
ai BHMF-ului pot fi sintetizati cu succes prin diesterificarea mediata de Novozym 435 a 2,5-
bis(hidroximetil)furanului cu acizi grasi in 2-MeTHF ca solvent verde, cu randamente si
selectivitati ridicate. Efectuarea reactiei la o scara de 100 g a permis sinteza unei cantitati
suficient de mare de diester, care a fost testat si confirmat in continuare ca un potential aditiv
pentru cresterea cifrei cetanice a biodieselului comercial. Ca proces biocatalitic alternativ, acizii
grasi lichizi sau amestecurile lichide de acizi grasi derivate din uleiul de floarea soarelui au
permis sinteza biocatalitica a diesterilor de BHMF in absenta solventului si in conditii de reactie
eterogene. In final, ambele procese biocatalitice prezinta valori foarte bune ale indicilor calculati

care sustin sustenabilitatea generald a metodelor dezvoltate.

Al doilea obiectiv al tezei a fost investigarea de noi tulpini de drojdie neconventionale ca
biocatalizatori pentru sinteza aciloinelor optic active. Studiul a raportat screening-ul mai multor
tulpini de drojdie in forma liofilizata pentru sinteza (R)-fenilacetilcarbinolului. Dupa o selectie
preliminara bazata pe activitatea PDC observata, patru tulpini de P. carsonii, L. elongisporus,
C. guilliermondii si C. guilliermondii var au fost identificate ca si biocatalizatori cu o activitate
enzimatici PDC ridicata. In conditii optime, domeniul de substrat al enzimelor PDC prezente in
celulele investigate a fost investigat in continuare. S-a descoperit ca tulpinile de drojdii
identificate pot efectua condensarea aciloinica a unei game largi de substraturi nenaturale.
De asemenea, tulpinile de P. carsonii si L. elongisporus au fost investigate ca biocatalizatori in
reactia de condensare aciloinica si in forma imobilizatd. Biocatalizatorii obtinuti au prezentat
rezultate modeste in sinteza enzimatica a (R)-PAC-ului atat in reactii discontinue, cat si in flux
continuu, dar Tn acelasi timp s-a observat o stabilitate operationala excelenta a biocatalizatorilor

obtinuti.
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