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Cuvinte cheie: biocataliza, rezolutie cinetica enzimatica, esterificare
enzimaticd, transesterificare enzimatica, lipaza, imobilizare Tn sol-gel, sinteza

fara solvent, chimie verde, separare cromatografica

Capitolul 1. Introducere generala

Biocataliza reprezinta un domeniu de interes in viata stiintificd din
zilele noastre. Consumatorii prezintd din ce in ce mai multe rezervari in ceea
ce priveste utilizarea produselor obtinute prin metode clasice de sinteza
chimica, in special produsele utilizate in industriile farmaceutice, alimentare
si cosmetice. Metoda de obtinere a aromelor alimentare aplicata la scara larga
in momentul actual in industrie este extractia din surse naturale, dar aceasta
metoda prezinta randamente scazute de extractie. Pentru a putea rezolva
punctele slabe ale celor doud metode mentionate anterior aplicate la nivel
industrial, se observa un interes crescut in metode alternative biocatalitice,
dupd cum reiese din cresterea numdrului de publicatii stiintifice pe acest
subiect.

Procesele biocatalitice utilizeaza ca si catalizatori fie enzime izolate fie
celule Tintregi. Aplicarea enzimelor in procese industriale depinde de
activitatea catalitica si de selectivitatea acestora si depinde de asemenea de
stabilitatea si de gradul de reutilizare a enzimelor. Stabilitatea si gradul de
reutilizare al unei enzime influenteaza in mod direct productivitatea unui
proces, deci fezabilitatea economica a unui proces este puternic dependenta de
acesti doi factori. Pentru a creste stabilitatea si gradul de reciclare al unei
enzime eforturi semnificative au fost depuse pentru a gasi metoda optima de
imobilizare. Prin imobilizare activitatea unei enzime poate fi modificata.
Pentru a mentine stabilitatea unei enzime, niste aditivi pot fi adaugati in etapa

de imobilizare.



Esterii cu lant scurt avand structuri alifatice sau aromatice sunt o clasa
de compusi utilizati cu precadere ca si compusi de aromd In industria
alimentara. Acesti compusi pot fi obtinuti prin esterificarea directd a unui acid
gras cu lant scurt cu un alcool. Produsul secundar al reactiei de esterificare este
apa, care poate indrepta echilibrul reactiei inspre regenerarea substratului n
cazul in care nu este inliturati eficient din sistemul de reactie. In vederea
inlaturarii apei formate 1n sistem, mai multe metode de uscare pot fi aplicate,
cum ar fi utilizarea sitelor moleculare sau aplicarea vidului (daca procesul este
unul lipsit de solvent).

Cei doi enantiomeri ai unui compus chiral pot avea activitati biologice
diferite cand e vorba de industria farmaceuticad sau diferite proprietati
organoleptice cand vorbim despre industria alimentard. Enzimele pot fi
utilizate in diferite procese din care se obtin compusi optic puri prin rezolutii
cinetice enzimatice sau rezolutii cinetice dinamice. Selectivitatea unei enzime
este un factor extrem de important in acest caz, deoarece enantiopreferinta unei
enzime influenteaza puritatea opticd a compusului obtinut. Un alt aspect
important care este demn de mentionat este metoda folositd pentru extractia
produsului din reactie, care trebuie aleasa cu grija astfel incat produsul sa fie
recuperat cu un randament cat mai mare.

Teza de doctorat de fata adreseaza diverse aspecte in ceea ce priveste
utilizarea CaL-B pentru a obtine esteri de aroma cu lant scurt folositi ca si
aditivi in industria alimentara in sisteme fara solvent si utilizarea DES ca si
aditivi in Tncapsularea CaL-B prin tehnica sol-gel si aplicarea acestora in
procese EKR pentru a obtine compusi chirali enantiopuri utilizati in industria
farmaceutica.

Prima parte a capitolului 4 (Contributii personale), Obtinerea
biocatalitici a compusilor aromatici utilizind lipaza B din Candida

antarctica, descrie utilizarea a doua forme imobilizate a CaL-B, una obtinuta



prin adsorbtie pe o rasind macroporoasa (disponibild comercial sub denumirea
Novozym 435) si a doua obtinuta prin incapsularea CaL-B-ului intr-o matrice
sol-gel pentru a obtine compusi de aroma cu structuri aromatice si alifatice.
Un proces verde si sustenabil utilizat pentru obtinerea acestor compusi este
descris Tn aceasta parte a capitolului 4.

A doua parte a capitolului 4, Solventi eutectici utilizati ca si aditivi
Tn incapsularea lipazei B din Candida antarctica, descrie utilizarea pentru
prima data a solventilor eutectici ca si aditivi in incapsularea CaL-B prin
tehnica sol-gel in comparatie cu mai des utilizatele lichide ionice.
Biocatalizatorii nou obtinuti au fost utilizati cu succes in transesterificarea 1-

feniletanolului racemic, care este un compus de interes pentru industria

farmaceutica.



Capitolul 2. Studiu de literatura (date din literaturs)
Capitolul 3. Scopul tezei de doctorat
e formare de biocatalizatori eficienti si robusti obtinuti prin
entraparea lipazei B din Candida antarctica in matrice de siliciu
prin metoda sol-gel;

I. Lipase solution, SiOR,, iPrOH .~ ™
II. NaF oy "R

Free Lipase Entrapped Lipase

Figura 1. Entraparea unei lipaze prin tehnica sol-gel.

e dezvoltarea unui proces verde si sustenabil pentru sinteza esterilor
de aroma atat cu structurd aromatica cat si alifatica prin
esterificarea directd a diversi alcooli cu diferiti acizi, avand ca si

catalizator CaL-B incapsulat in matrice de sol-gel;

CalL-B
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Figura 2. Proces verde pentru sinteza esterilor de aroma cu structur alifatica.



e demonstrarea utilizarii eficiente a biocatalizatorilor obtinuti prin
Tncapsularea CaL-B prin metoda sol-gel utilizand solventi
eutectici ca si aditivi in timpul procesului de imobilizare in
transesterificarea 1-feniletanolului racemic, un compus chiral de

interes pentru industria farmaceutica.

Sol-gel matrix

OH CAc

R/k R~

Figure 3. Transesterificarea 1-feniletanolului racemic mediatd de CalL-B incapsulata intr-0

matrice sol-gel utilizand DES ca si aditivi.

Esterii de aroma achirali au fost alesi ca si compusi tinta datorita
utilizarii acestora ca si arome in industria alimentara. Unii dintre compusii
sintetizati sunt de asemenea utilizati ca si esente in industria cosmetica.
Transesterificarea 1-feniletanolului racemic a fost aleasa ca si reactie model
pentru testarea biocatalizatorilor nou obtinuti datorita faptului ca acest compus
este unul de mare interes pentru industria farmaceutica, dar si datorita utilizarii

sale ca esenta 1n industria cosmetica.



Capitolul 4. Contributie personala

4.1. Obtinerea biocataliticd a compusilor aromatici utilizind lipaza B
din Candida antarctica

4.1.1. Sinteza enzimatici a propionatului de anisil mediata de lipaza B
din Candida antarctica
Acest capitol din teza descrie utilizarea unui biocatalizator disponibil

comercial (Novozym 435) fintr-un bioproces pentru sinteza anisil
propionatului care este unde agent de aroma si esenta utilizat in industriile

cosmetice si alimentare.

4.1.1.1. Introducere (date din literatur)

4.1.1.2. Rezultate si discutii
Experimente la scald analiticd au fost realizate in vederea optimizarii

parametrilor pentru reactia de esterificare a alcoolului anisilic cu acid
propionic. In urma rezultatelor obtinute, experimente suplimentare au fost
realizate in vederea maximizarii productivitdtii procesului. Pentru a se obtine
conversia totald a alcoolului anisilic in compusul de interes (propionatul de
anisil) echilibrul reactiei a trebuit sa fie indreptat inspre formare de produsi,
iar pentru a realiza asta au fost utilizate site moleculare pentru a inlatura

eficient apa formata in sistem, dupa cum poate fi vazut in Schema 1.

J ORI V.. g R
~0 OH 2-Methyl-THF o T e
Molecular sieves o2

anisyt alcohol ioni j 30°C anisy! propionate
Y propionic acid yi propl adsorbed on

molecular sieves



Schema 1. Sinteza enzimatica a propionatului de anisil prin esterificarea directa a alcoolului
anisilic cu acid propionic n 2-Metil-THF proces mediat de Novozym 435 in prezenta de site

moleculare.

4.1.1.2.1. Screening de solvent
Pentru a gasi solventul optim pentru sinteza propionatului de anisil, cinci

solventi cu polaritati diferite au fost testati, descris in Figura 4.

Iso-octane- |

Acetone

n-hexane

Solvent

2-MeTHF

® & L& & H @
Conversion (%)

Figura 4. Screening de solvent pentru sinteza propionatului de anisil. Conditii de reactie: 10
mM alcool anisilic, 2 echiv. acid propionic, 25 mg Novozym 435, 1 mL solvent, 50 mg site

moleculare, 800 rpm, 30 °C, 12 ore.

Activitate enzimatica ridicata a fost gasitd in n-hexan si iSo-octan (peste 98%)
precum si in solventii eterici (MTBE si 2-Metil-THF, ~96%). Cand acetona a
fost utilizatd ca si solvent valoare conversiei a fost una destul de scazutd
(~65%). Luand in considerare clasificarea acestuia ca si solvent verde si faptul
ca a fost obtinutd o valoare mare a conversiei cand a fost utilizat pentru
obtinerea propionatului de anisil, 2-Metil-THF a fost ales ca si solvent optim

si a fost utilizat pentru optimizarile ulterioare.

4.1.1.2.2. Screening de concentratie de substrat
Productivitatea unui proces este direct dependenta de concentratia de substrat,

iar pentru asta concentratia de substrat a fost variata (10-50 mM) si influenta

10



acesteia asupra valorii conversiei a fost evaluatd. Alti parametrii ai reactiei
precum raportul molar alcool: acid (1:2), Novozym 435 (25 mg/mL) si sitele

moleculare (50 mg/mL) au fost mentinuti constanti.

so{ |

-3
I

Substrate concentration (mM)
(%]
o

70 80 90 100
Conversion (%)

Figura 5. Influenta concentratiei de alcool anisilic asupra valorii conversiei. Condtii de
reactie: diferite concentratii de alcool anisilic (10-50 mM), 2 echiv. acid propionic, 25 mg
biocatalizator, 1 mL 2-Metil-THF, 50 mg site moleculare, 800 rpm, 30 °C, 12 ore.

Cum este descris in Figura 5 cresterea concentratiei substratului conduce la o
scadere a conversiei, deoarece o conversie de 97.8% a fost observata la o
concentratie de alcool anisilic de 10 mM si o valoare a conversiei de doar
70.2% cand a fost utilizatd o concentratie de substrat de 50 mM. Pornind de la
o cantitate mai mare de substrat conduce la formarea unei cantitdti mai mari
de apa si astfel se poate concluziona ca scaderea valorii conversiei este
datoratd cantitatii insuficiente de site moleculare (50 mg/mL) utilizate in

mediul de reactie.

4.1.1.2.3. Influenta cantitatii de sita moleculard asupra formarii
propionatului de anisil
Influenta cantitatii de sitd moleculard asupra formarii propionatului de anisil a

fost evaluata utilizand o concentratie constanta de 50 mM alcool anisilic si 100

mM acid propionic, dupa cum este descris in Figura 6.
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Figura 6. Influenta cantititii de site moleculare asupra formarii propionatului de anisil.
Conditii de reactie: 1 mL 2-Metil-THF, 50 mM alcool anisilic, 2 echiv. acid propionic, 25
mg Novozym 435, 800 rpm, 30 °C, 12 ore.

Prin addugarea suplimentard de agent de uscare, valoarea conversiei a fost
imbunatatita semnificativ pana la 95.1% cand au fost adaugate 100 mg/mL site
moleculare de la 68.4% cand a fost utilizat doar 50 mg/mL agent de uscare.
Adaugarea suplimentarda de site moleculare (125 and 150 mg/mL) a
imbunatatit valoarea conversiei cu doar 1%, deci cantitatea optima de site
moleculare a fost aleasa ca fiind 100 mg/mL si a fost utilizata in experimentele

ulterioare.

4.1.1.2.4. Screening de temperaturd
Cinetica unei reactii este influentata semnificativ de temperatura mediului de

reactie. In vederea stabilirii influentei temperaturii asupra activitatii si
stabilitatii Novozym 435 reactii au fost pregatite utilizand parametrii optimi
stabiliti anterior, iar acestea au fost incubate la temperaturi diferite (30, 40, 50

si 60 °C), iar probe au fost prelevate din 2 in 2 ore.

12
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Figura 7. Evolutia in timp a valorii conversiei pentru reactia de formare a propionatului de
anisil. Conditii de reactie: 50 mM alcool anisilic, 2 echiv. acid propionic, 1 mL 2-Metil-
THF, 25 mg Novozym 435, 100 mg site moleculare, 800 rpm.

Novozym 435 s-a dovedit a fi un biocatalizator activ si stabil chiar si la 60 °C.
Dupa cum se poate vedea in Figura 7, la 60 °C conversia reactiei a atins un
maxim de ~96% dupa doar 6 ore, ceea ce reprezintd jumatate din timpul
necesar atingerii acestei valori a conversiei la 30 °C. In consecinti,
temperatura optima care a fost utilizata la experimentele de scalare a fost
aleasa ca fiind 60 °C, deoarece un timp mai scurt de reactie este necesar

atingerii transformarii aproape in totalitate a substratului.

4.1.1.2.5. Scalarea procesului in conditiile optime
Dupa ce optimizarea parametrilor de reactie a fost realizata la scald analitica,

pasul urmator in acest studiu a fost scalarea procesului. Utilizand parametrii
optimi de reactie (25 mg/mL biocatalizator, 100 mg/mL site moleculare, 2
echiv. exces de acid propionic, 6 ore timp de reactie si 2-Metil-THF ca solvent)
in vederea imbunatatirii productivitatii procesului concentratia de substrat
(alcool anisilic) a fost crescuta cu cate 10 unitati in domeniul 60-100 mM.
Rezultatele obtinute au fost incurajatoare, deoarece pana la o concentratie de

alcool anisilic de 100 mM performanta procesului propus a riamas
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neschimbatd, valoarea conversiei crescand de la 88% la o concentratie de
substrat de 60 mM la 95% la o concentratie de 100 mM alcool anisilic,
experimente ulterioare au fost efectuate la concentratii mult mai mari de

substrat (200, 300, 500 and 1000 mM), dupa cum este prezentat in Figura 8.

Substrate concentration {(mM)
s
<

1
S & o P N

Conversion (%)

Figura 8. Scalare procesului de obtinere a propionatului de anisil. Conditii de reactie: 60-
1000 mM alcool anisilic, 2 echiv. acid propionic, 1 mL 2-Metil-THF, 25 mg Novozym 435,
100 mg site moleculare, 800 rpm, 60 °C, 6 ore.

Rezultatele exprimate grafic in Figura 8 pot fi explicate prin dependenta
vitezei de reactie asupra concentratiel materiilor prime si in acelasi timp, pe
baza rezultatelor obtinute se poate spune ca nu apar inhibitii de substrat sau
produs in procesul dezvoltat. O valoare excelenta a conversiei a fost observata
la o concentratie de substrat de 1000 mM deoarece dupa doar 6 ore 95% din
cantitatea initiald de substrat a fost transformata. Reactia care a pornit dintr-0
concentratie de alcool anisilic de 1000 mM a fost prelucrata, iar produsul
(propionatul de anisil) a fost izolat. Dupa purificare, propionatul de anisil a
fost obtinut cu un randament de 92% iar structura acestuia a fost confirmata

prin spectroscopie RMN (*H-RMN and **C-RMN).
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4.1.1.3. Concluzii
Propionatul de anisil a fost sintetizat cu succes prin esterificarea directa a

alcoolului anisilic cu acid propionic intr-un solvent verde (2-Metil-THF)
reactie mediatd de Novozym 435 utilizand site moleculare pentru indepartarea
eficienta a apei formate. Dupa optimizarea procesului, propionatul de anisil a
fost izolat cu un randament de 92% pornind de la o concentratie de substrat de
1000 mM. Luand in considerare aceste aspecte, procesul dezvoltat poate fi

considerat un candidat pentru o potentiala scalare industriala.

4.1.2. Sinteza esterilor de aroma cu lant scurt intr-un sistem fira solvent
In aceasta sectiune a tezei de doctorat o proceduri fara solvent a fost dezvoltata

in vederea sintezei eficiente a esterilor cu lant scurt prin esterificare directa

mediatd de Cal-B incapsulata in matrice de sol-gel.

4.1.2.1. Introducere (date din literaturi)
4.1.2.2. Rezultate si discutii

4.1.2.2.1. Imobilizarea lipazei prin entrapare in sol-gel
Lista lunga de precursori silanici disponibili face ca Incapsularea enzimelor

prin tehnica sol-gel sa fie o metoda de imobilizare extrem de versatila care
permite controlul eficient al porozititii si1 hidrofobicitatii/ hidrofilicitatii
matricei. In plus, in timpul etapei de gelifiere se pot adiuga aditivi care pot
modifica stabilitatea enzimei (prin oferirea unui strat protector) si activitatea
(prin modificarea conformatiei biomolecului). Tn acest studiu un nou suport pe
baza de silice a fost dezvoltat prin amestecarea unui alcoxi-silan continand
grupari functionale etoxi (OTEOS) cu doi alcoxi-silani care contin gruari
metoxi (n-PTMOS si TMOS). Niste aditivi au fost adaugati in timpul
procesului de imobilizare si activitatea sinteticd a noilor biocatalizatori a fost
evaluata precum si activitatea recuperata, rezultatele fiind tabelate in Tabelul
1.

15



Tabel 1. Biocatalizatori obtinuti prin utilizarea unui amestec ternar de

OTEOS: n-PTMOS: TMOS in raport molar de 1.6:0.4:1.

Entry Sol- Additive® Enzyme load Synth etic activity Recovered
ad [Mgemyme/ MEbicatatyst] ® [mmol/min*Zem yme] activity [%o]°
code
1 SG-1 B-cyclodextrin 6 13.89=0.01 10012
2 SG-2 PVA 76 1528012 110.04
3 SG-3 Glycerol 1.7 10.63 £0.06 76.72
4 5G4 - 84 13.77=0.07 69.16

2200 pL solutie apoasi de 4%; Pincircarea enzimatica a fost determinati prin raportarea
cantitatii de lipaza din biocatalizator (cantitatea initiala de enzima care a fost incapsulatd
deoarece nu au fost detectate urme de enzima neimobilizata in apele de spalare) la cantitatea
totala de biocatalizator obtinut; “Activitatea recuperata a fost calculatad prin raportatea

activitatii sintetice a fiecdrui biocatalizator la activitatea sinteticd a solutiei initiale de lipaza®.

Cei trei aditivi utilizati n cadrul acestui studiu au fost alesi pe baza structurii
lor, deoarece gruparile hidroxil sunt capabile sa modifice situsul catalitic al
enzimei prin Inlocuirea unor molecule de apa care sunt mai mici in comparatie
cu compusii polihidroxilici selectati, prin urmare modificind activitatea
enzimei. Activitatea sintetica a noilor biocatalizatori a fost evaluatd in
comparatie cu activitatea sinteticd a solutiei initiale de lipaza (care a fost
supusa incapsularii prin tehnica sol-gel, 13.77 mmol/min*genzims). Dupa cum
se poate observain Tabelul 1 SG-4 a fost preparat fara adaugarea suplimentara
a vreunui aditiv si a fost observata o activitate recuperata de doar 69.16% care
inseamna cd o pierdere a activitatii enzimatice a survenit datoritd imobilizarii,
o scadere a activitatii ce poate fi observata si in cazul SG-3 la utilizarea
glicerolului ca si aditiv (76.72% activitate reziduala, randul 3). La utilizarea
PVA ca si aditiv (SG-2, randul 2) activitatea reziduald de 110.04% arata o
crestere a activitatii enzimatice prin imobilizare, deci se poate spune ca PVA

adaugat in timpul procesului de imobilizare ajuta enzima sd adopte o
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conformatie mai activa. La utilizarea B-ciclodextrinei ca si aditiv (SG-1,
randul 1) activitatea sintetica a enzimei ramane neschimbata dupa procesul de

imobilizare.

4.1.2.2.2. Experimente initiale
Reactia model aleasa pentru acest studiu a fost esterificarea directa a acidului

butiric cu 1-hexanol intr-un sistem lipsit de solvent. Rezultatele preliminare
au fost destul de modeste deoarece dupa 4 ore de reactie o conversie mica in
butirat de hexil a fost obtinuta la utilizarea celor 3 noi biocatalizatori (20.9%
in cazul SG-1, 18.2% in cazul SG-2 si 21.3% in cazul SG-3). O forma
disponibila comercial a CaL-B-ului (Novozym 435) a fost de asemenea testata
pe acelasi substrat in conditii similare de reactie si butiratul de hexil a fost
obtinut cu o conversie de 91.2%. In vederea imbunatatirii valorii conversiei in
esterul de interes sistemul de reactie a fost optimizat prin alterararea a 3 factori
cu influentd majord asupra bioprocesului: raportul masic alcool: lipaza,

raportul molar alcool: acid si temperatura.

4.1.2.2.3. Optimizarea sistemului de reactie
4.1.2.2.3.1. Efectul raportului masic alcool: lipazd
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Figura 9. Influenta raportului masic alcool: lipaza asupra valorii conversiei. Conditii de
reactie: 0.2 mmol hexan-1-ol, 4 echiv. acid butiric, raporturi masice alcool: lipaza de 100:1,
75:1, 50:1, 25:1 i 10:1, 50 °C, vid de 20 mbar, 4 ore.

Dupa asteptari, raportul alcool: lipaza are o influentd majord asupra formarii
butiratului de hexil deoarece odata cu scaderea raportului (implicit cresterea
cantitatii de enzima) valoarea conversiei a crescut. Desi raportul alcool: lipaza
de 50:1 ofera rezultate excelente in cazul reactiei mediate de SG-1 valoarea
optima a raportului a fost aleasa ca fiind de 25:1, deoarece conversii crescute
au fost obtinute in cazul tuturor celor trei noi biocatalizatori (>94%).
Sustenabilitatea procesului a fost de asemenea luatd in discutie deoarece
raportul alcool: lipazda de 10:1 nu a imbunatatit semnificativ valoarea
conversiei, deci o utilizarea unei cantitati atat de mari de biocatalizatori nu ar

fi justificata.
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4.1.2.2.3.2. Efectul raportului molar alcool: acid
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Figura 10. Influenta raportului molar alcool: acid asupra valorii conversiei. Conditii de
reactie: rapoarte molare alcool: acid de 1:3.5, 1:3, 1:2.5, 1:2, 1:1, raport masic alcool: lipaza
de 25:1, 50 °C, vid de 20 mbari, 4 ore.

Un parametru de reactie extrem de important este raportul reactantilor, o
valoare optima pentru acest parametru fiind undeva aproape de
stoechiometric. Pentru asta, raportul alcool: acid a fost scazut gradual prin
cresterea cantitdtii initiale de alcool iar pentru mentinerea raportului masic
alcool: lipaza de 25:1 cantitatea de enzimd adaugatd a fost crescutd
corespunzdtor. Dupa cum se poate vedea in Figura 10, prin scidderea
raportului molar alcool: acid o usoara crestere a valorii conversiei a fost
observata pentru SG-1 and SG-2, in timp ce o usoard scadere a valorii
conversiei (~2%) a fost observata in cazul SG-3 pentru un raport molar alcool:
acid de 1:2. Pentru alegerea valorii ideale a unui parametru de reactie toate
aspectele ar trebui sd fie luate 1n calcul, n acest caz un aspect important ar fi
posibilitatea de recuperare si reutilizare a compusilor nereactionati (in cazul
de fata acidul butiric). Acidul netransformat poate fi tratat cu o baza si
recuperat sub forma de sare (mai facil de izolat din mediul de reactie), iar mai

apoi poate fi reutilizat Tntr-o noua sarja, ceea ce ar fi extrem de important

19



pentru ca un proces nou dezvoltat sa fie considerat un proces verde si
sustenabil. Un alt aspect important ar fi pretul reactantilor. Pentru alegerea
corectd a valorii optime pentru raportul molar alcool: acid s-a trasat evolutia
in timp a unor reactii catalizate de cei trei noi biocatalizatori utilizand rapoarte

molare alcool: acid de 1:2 si 1:1.

100- - . .

1 i m 1:2-SG-1
= 90 ) m 1:1-SG-1
bt B 1:2-SG2
5 80
'E m 1:1-SG-2
% 704 B 1:2-5G-3
Q 1 1:1-S8G-
S e SG-3

50-L AL S S -
1 2 3 4
TIME (h)

Figura 11. Influenta raportului molar alcool: acid asupra vitezei initiale de reactie. Conditii
de reactie: raporturi molare alcool: acid de 1:2, 1:1, raport masic alcool: lipaza de 25:1, 50
°C, vid de 20 mbari, 1, 2, 3 si 4 ore.

O analizad mai in detaliu asupra influentei raportului molar alcool: acid in
formarea butiratului de hexil a relevat faptul ca in cazul utilizarii unui raport
molar de 1:2 conversia maxima este atinsa dupa o ora de reactie in cazul celor
trei biocatalizatori. Pe de alta parte, in cazul utilizarii unui raport echimolar
conversia maxima este atinsd dupa 3 ore (in cazul SG-1 si SG-3) sau 4 ore (in
cazul SG-2). In consecinti, optimizarea procesului a fost continuati utilizand
un raport molar optim alcool: acid de 1:2 deoarece se obtin conversii excelente

(>95%) n cazul celor trei noi biocatalizatori.

4.1.2.2.3.3. Efectul temperaturii
Pentru a putea evalua influenta temperaturii mediului de reactie asupra valorii

conversiei, reactii Similare au fost perfectate la diferite temperaturi (30, 40, 50
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°C) utilizand conditiile optime de reactie determinate anterior obtinand valori
similare ale conversiei (>98.5%) pentru toti biocatalizatorii la toate
temperaturile. O analiza mai in detaliu a valorii conversiei la diferite momente
in timp a relevat faptul ca valori identice ale conversiei au fost observate in
cazul noilor biocatalizatori la diferite temperaturi (~93% dupa 1 ora, ~95%
dupa 2 ore si ~98% dupa 3) demonstrand faptul ca temperatura mediului de
reactie nu prezintd o influentd semnificativd asupra procesului. Deoarece
randamentul procesului de esterificare a crescut putin odatd cu cresterea
temperaturii se poate spune ca procesul dezvoltat este un proces endotermic si
controlat termodinamic®>. Luind in considerare faptul ci atunci cand
temperatura mediului de reactie a fost 30 °C valori excelente ale conversiei au
fost obtinute, acest fapt ar putea incuraja o scadere mai ampla a temperaturii,
dar niste aspecte ar trebui fi luate in considerare. Eficienta cu care este
indepartatd apa din mediul de reactie este influentatd in mod direct de
temperatura. Prin utilizarea aceleasi valori ale vidului aplicat la o temperatura
mai joasd, eficienta indepartarii apei formate scade, iar ca si consecinta
echilibrul reactiei s-ar deplasa nspre regenerarea substratului. Pe de alta parte,
daca temperatura mediului de reactie ar fi fost scazutd, iar concomitent vidul
aplicat ar fi fost crescut atunci ar fi crescut riscul ca reactantii sau produsul de
interes sa fie distilati conducéand la obtinerea unor rezultate eronate, valoarea
vidului aplicat fiind aleasa cu grija de la inceputul studiului ca un compromis
intre Indepartarea eficientd a apei formate in acelasi timp evitdnd distilarea
reactantilor sau a produsilor. Intr-un proces verde si sustenabil consumul de
energie ar trebui sa fie mentinut la o valoare minimd, iar ca rezultat,

temperatura optima a mediului de reactie a fost aleasa ca fiind 30 °C.

21



4.1.2.2.4. Sinteza enzimatica a esterilor de aroma naturali tntr-un sistem
fara solvent
Diversi alcooli primari cu lant scurt (1-pentanol, 1-hexanol, 1-octanol, 1-

dodecanol) au fost utilizati in reactii de esterificare a acizilor naturali (acid
butiric sau hexanoic) pentru a putea evalua aplicabilitatea noilor

biocatalizatori in conditiile de reactie ideale determinate anterior (Tabelul 2).
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Tabel 2. Valorile conversiei pentru reactii de esterificare catalizate de cei trei

noi biocatalizatori in conditii optime.

Entry Biocafalyst  Alcohol Add Product c““E';ESi"“
Pentyl N
1 1-Pentanol b 98034
2 1-Octanol Butyric Octyl 993+ 0.4
: butyrate
3 1-Dodecanol Dodecyl 99.6 = 0.2
butyrate
S Pentyl
4 1-Pentanol h . 99090+ 0.0
eanoate
5 1-Hexanol Hexanoic h Hexyl 99802
eanoate
6 1-Octanol N Octyl 99.9 = 0.0
eanoate
Pentvl
— . Y +0.2
j 1-Pentanol e 998+ 0.2
. Octyl N
8 1-Octanol Butyric butyrate 99301
0 1-Dodecanol Dodecyl 90602
butvrate
$G-2 o]
10 1-Pentanol <ty 99.9+0.0
hexanoate
1 1-Hexanol  Hexanoic Hexyl 98.9£0.1
hexanoate
12 1-Octanol N Octyl 99.5=0.2
eanoate
13 $G-3 1-Pentanol Butyric e 99210
o butyrate -
14 1-Octanol bo':t-"’l 992023
. utvrate
N Dodecyl
3 - b 5+02
15 1-Dodecanol e 995+ 02
16 $G-3 1-Pentanol N Pentyl 99.9 £ 0.1
eanoate
17 1-Hexanol Hexanoic Hexyl 99 7+0.1
hexanoate
18 1-Octanol Octyl 99.7+0.1
hexanoate

* Conditii de reactie: raport masic alcool: lipaza de 25:1; raport molar alcool: acid del:2;

temperatura mediului de reactie de 30 °C; vid de 20 mbari; 4 ore timp de reactie.

Rezultatele excelente care au fost obtinute recomanda procesul enzimatic

dezvoltat la scalare la nivel industrial ca o alternativa a metodei clasice de
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izolare a esterilor de aroma alifatici cu lant scurt din surse naturale. Punctele
forte ale acestei metodologii sunt: conversie mare in produs in timp scurt de
reactie, izolarea facila a produsului si consum redus de energie.

4.1.2.2.5. Profilul in timp a reactiei de esterificare a acidului butiric cu 1-
hexanol

Pentru a putea determina timpul ideal de reactie in vederea efectuarii studiului
de reutilizare a celor trei noi biocatalizatori, reactia de esterificare dintre acid

butiric si 1-hexanol a fost urmaritd in timp.

TIME COURSE

100+ M
--- S5G-1

= 80- -- SG-2
=
= - SG-3
S 60-
5
o 40
c
]
[&] 20-

0 L L] 1

0 1 2 3

TIME (h)

Figura 12. Profilul in timp a reactiei de esterificare dintre acid butiric si 1-hexanol mediata
de SG-1, SG-2 si SG-3. Conditii de reactie: 0.4 mmol 1-hexanol, 2 echiv. acid butiric, 1.6
mg lipaza, 30 °C, vid de 20 mbari.

Dupa cum se poate observa in Figura 12 valori excelente ale conversiei au
fost obtinute in cazul celor trei biocatalizatori dupa 1 ora de reactie (>98%),

in consecintd timpul de reactie pentru studiul de reutilizare a fost ales ca fiind

1 ora.

4.1.2.2.6. Studii de reutilizare
Gradul de reutilizare a unui biocatalizator este un aspect important al

biocatalizei aplicate deoarece acesta influenteaza in mod direct costurile de

productie. Gradul de reciclabilitate a celor trei noi biocatalizatori a fost
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evaluatd comparativ cu cel al unui biocatalizator disponibil comercial
(Novozym 435) in reactia dintre acid butiric si 1-hexanol. Dupa cum este
prezentat Tn Figura 13, toti cei trei noi biocatalizatori prezinta o stabilitate
operationala ridicatd, deoarece chiar si dupa opt cicluri de reactie activitatea
enzimatica a ramas intacta in cazul SG-2 si SG-3 Tn timp ce o usoara scadere
in activitate poate fi observata in cazul SG-1 care poate fi datoratd degradarii
B-ciclodextrinei datorita conditiilor usor acide (valori ale pH-ului cuprinse
ntre 4.5-6)%.

100?’ m
—— \ - SG-1

2 80 = SG-2
- 5G-3
2 o0 ~e- NOVOZYM 435
o
>
3
o 40'
20 T 1 1 1 1 1 1

1 2 3 4 5 6 T 8
Reaction cycle

Figura 13. Studiul gradului de reutilizare a celor trei noi biocatalizatori in comparatie cu
Novozym 435 in reactia de esterificare a acidului butiric cu 1-hexanol. Conditii de reactie:

0.4 mmol 1-hexanol, 2 echiv. acid butiric, 1.6 mg lipaza, 30 °C, vid de 20 mbari, 1 ora.

Novozym 435 a ardtat o scadere brusca a activitatii dupa al saselea ciclu de
reactie, pierzand 25% din activitatea initiala dupa al saptelea ciclu de reactie
si aproape toatd activitatea initiala dupa al optulea ciclu de reactie. Cea mai
probabila cauza pentru aceasta scadere a activitatii o reprezinta sonicarile
repetate (in vederea spalarii biocatalizatorului intre ciclurile de reactie)
afectdnd in acest mod rasina. Un alt motiv pentru scaderea brusca a activitatii
ar putea fi hidrofilicitatea rasinii care ar putea conduce la acumularea unui strat

de molecule de api pe suprafata suportului.* Pe baza rezultatelor obtinute in
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studiul de reciclabilitate se poate spune ca biocatalizatorii SG-2 and SG-3 sunt
biocatalizatori robusti care isi mentin 100% din activitatea initiala chiar si
dupa 8 cicluri de reactie, aspect care 1i recomanda pentru o potentiala scalare

la nivel industrial.

4.1.2.2.7. Esterificarea enzimaticd a 1-hexanolului cu acid butiric la scala
preparativa si evaluarea indicilor de sustenabilitate
Conditiile optime de reactie determinate anterior cu ajutorul unor reactii la

scala analitica au fost aplicate cu succes in doud esterificari directe la scald
preparativda a 1 g de 1-hexanol (9.8 mmol) cu acid butiric sau hexanoic.
Reactiile la scald preparativa au fost utilizate pentru evaluarea indicilor de
sustenabilitate pentru cele doud procese. In termeni de economie de atomi,
ambele reactii prezintd valori similare pentru acest indice, dupa cum se poate
vedea in Tabelul 3, dar o mica diferentd poate fi observata in valoarea
eficientei atomice; o valoare mai mare a acestui indice aparand in cazul
hexanoatului de hexil deoarece acesta a fost obtinut cu un randament mai mare
(98.5% in hexanoat de hexil in comparatie cu 97.6% butirat de hexil). Procesul
care urmareste obtinerea hexanoatului de hexil genereaza mai putine deseuri/
kg de produs, prin urmare, valoarea factorului E este putin mai scazuta in
comparatie cu valoarea factorului pentru procesul de obtinere a butiratului de
hexil. Pe de alta parte, valorile factorului E sunt destul de mari pentru ambele
procese si se datoreaza Indepartarii acizilor nereactionati cu carbonat de sodiu.
Mergand mai departe, utilizarea carbonatului de sodiu pentru neutralizarea
acizilor si utilizarea acizilor in exces de 2 echivalenti se reflectd in valori
crescute ale indicelui de intensificare a masei (18.58 kg/kg respectiv 16.07
kg/kg), procesul de obtinere a hexanoatului de hexil avand o valoare a acestui
indice mai aproape de valoarea ideald (1 kg/kg). Valorile pentru indicele de
eficientd a masei de reactie sunt extrem de similare pentru ambele cazuri

datorita utilizarii acidului in exces de 2 echivalenti. Pe baza rezultatelor
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obtinute se poate spune ca, in termeni de sustenabilitate, metoda enzimatica
nou dezvoltata pentru sinteza butiratului de hexil cat si a hexanoatului de hexil
ntr-un sistem lipsit de solvent este superioara celei raportate anterior care este
o metodd de sintezd in mediu apos a acetatului de cinamil®, care este de

asemenea un ester de aroma cu lant scurt.

Table 3. Indicii de sustenabilitate pentru sinteza enzimatica a butiratului de
hexil si hexanoatului de hexil in comparatie cu sinteza in mediu apos a

acetatului de cinamil.

Product
Sustainability metric . )
Hexvl butyrate®* Hexyl hexanoate® Cinnamyl acetatef

E-factor 17.22 1477 43.07

Atom Economy (AFE) 20.53 9176 7927
Atom Efficiency 88.36 9038 73.72
Mass intensity 18.58 16.07 35.48
Reaction mass efficiency 60.07 5884 34.17

@Esterificarea enzimatica a acidului butiric cu 1-hexanol Tntr-un sistem fara solvent;
bEsterificarea enzimatica a acidului hexanoic cu 1-hexanol intr-un sistem fara solvent;
‘Transesterificarea enzimatica a alcoolului cinamic cu acetat de etil in mediu apos (tampon

fosfat)®.

4.1.2.3. Concluzii

Sapte esteri de aroma naturali cu lant scurt au fost preparati cu succes printr-0
metoda noud enzimatica, o esterificare directa intr-un mediu lipsit de solvent,
reactie catalizata de trei noi biocatalizatori continand lipaza B din Candida
antarctica inclusa intr-o matrice de sol-gel care s-au dovedit a fi biocatalizatori
extrem de activi si robusti. Conform Regulamentului No. 1334/2008 a
Parlamentului si Consiliului European compusii de aroma obtinuti prin aceasta
metoda pot fi clasificati ca si “naturali” deoarece acestia sunt obtinuti din
substraturi de origine naturald si procesul utilizeazd o enzima ca si catalizator.

Superioritatea metodei nou dezvoltate este sustinutd de evaluarea indicilor de
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sustenabilitate in comparatie cu o altd metoda descrisa recent in literatura de
specialitate. Pentru a concluziona, pe baza conversiilor excelente in produs,
timp scurt de reactie, inldturarea eficientd a apei formate si izolarea facila a
produsului, aceastd metodd poate fi clasificatd ca o metodd verde si

sustenabila, materiile prime fiind disponibile din resurse regenerabile.

4.2. Solventi eutectici ca si aditivi in incapsularea lipazei B din Candida
antarctica

4.2.1. Introducere (date din literatura)
4.2.2. Rezultate si discutii

4.2.2.1. Imobilizarea lipazei prin Tncapsulare prin metoda sol-gel
Sapte biocatalizatori au fost preparati: unul in lipsa vreunui aditiv, doi

utilizand lichide ionice ca si aditivi si patru biocatalizatori utilizand solventi
eutectici la Tncapsularea CalL-B prin tehnica sol-gel. Cand discutam de
incarcare enzimatica, cel mai bun rezultat a fost obtinut pentru SG-6 (Tabelul
4, randul 2), dar in termeni de activitati sintetice si hidrolitice, cele mai bune
rezultate au fost obtinute in cazul SG-10 and SG-11 care au fost preparati prin
adaugare de lichide ionice (1-metil-3-octil-imidazolium-tetrafluoroborat-
OMIMBF; respectiv 1-etil-3-metilimidazolium clorid- EMIC). SG-7, SG-8 si
SG-9 au aridtat rezultate promitatoare (Tabelul 4, randurile 3-5). Deoarece
scopul acestui studiu a fost oferirea de alternative Tn termeni de aditivi la
imobilizarea prin sol-gel la lichidele ionice, experimente de optimizare au fost
efectuate pentru toti biocatalizatorii preparati, utilizind ca si reactie model

acilarea 1-feniletanolului racemic.
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Tabel 4. Biocatalizatorii preparati utilizand un amestec ternar de precursori
silanici OTEOS/n-PTMOS/TMOS. Aditivii utilizati, incarcarile enzimatice si

activitatile hidrolitice si sintetice sunt prezentate.

Enzyme
Sol-gd loading Hydrolytic Synthetic activity
Additive
code [ genzyme'mg activity [U] [mmol/min/Gey yme]
biocatalyst]
5G-5 - 113+£2.1 2.76 £0.04 11.72 £ 0.07
ChCl:Fructose
5G-6 16017 510007 13.00=0.12
1:1 20% H:0
ChCl:Fructose
5G-7 12307 649005 1442 £0.15
1:1 30% H:O
ChCl:Glycerol
S5G-B 1 151=1.1 566 =009 1334 £0.02
ChCl:Acetic
5G-0 . 7103 1.23£011 13.26 £ 0.08
acid 1:2
8G-10 OMIMBF 4 123£13 629008 14.62+0.12
5G-11 EMIC 8405 942014 15.84+0.17

4.2.2.2. Optimizarea parametrilor de reactie
4.2.2.2.1. Screening de solvent
Patru solventi cu polaritati diferite (n-hexan, MTBE, DIPE si 2-Metil-THF) au

fost testati in vederea gasirii solventului optim pentru reactia de acilare a 1-
feniletanolului racemic (Figura 14). Solventii au fost alesi pe baza volatilitatii
lor ridicate, punctele de fierbere joase si de asemenea, pe baza solubilitatii
reactantilor (1-feniletanol si acetat de vinil) in acesti solventi. Importanta
utilizarii unui aditiv adecvat in timpul Tncapsuldrii este dovedita in acest studiu
deoarece valori mici ale conversiei (sub 20%) au fost obtinute pentru SG-5 si
SG-8in n-hexan (SG-5 a fost preparat in lipsa vreunui aditiv, iar SG-8 contine
un solvent eutectic format prin amestecarea clorurii de colina cu glicerol care

poate afecta activitatea enzimei in solventi organici), iar pe de alta parte in
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cazul celorlalti biocatalizatori rezultate excelente au fost obtinute (valori ale
conversiei de peste 40%). Valori bune ale conversiei au fost obtinute de
asemenea 1n cazul reactiilor in care MTBE si DIPE au fost utilizati ca solventi,
in timp ce activitatea enzimatica a lipsit aproape 1n totalitate in cazul utilizarii
2-Metil-THF ca solvent. Pe baza rezultatelor obtinute, n-hexan a fost ales ca

solvent optim, iar SG-5 si SG-8 au fost abandonate.

50+
Hl -hexane

40+ mm MTBE
B DIPE
304
B 2-Methyl-THF
204
104 | |
o o LA 1A 11|}
> o

S
- # N N
&

Conversion (%)

&

Biocatalyst

Figura 14. Screening de solvent pentru transesterificarea 1-feniletanolului racemic. Conditii
de reactie: vas de sticla de 1.5 mL, 8 umol 1-feniletanol racemic, 2 echiv. acetat de vinil, 25

ug lipaza, 500 uL solvent, 3 ore, 40 °C, 1000 rpm.

4.2.2.2.2. Screening de raport masic substrat: enzimd
Urmatorul pas in optimizarea procesului a fost evaluarea influentei raportului

masic substrat: enzima. Incircarea enzimatica a unui proces este un parametru
extrem de important, deoarece o incarcare enzimatica ridicatd conduce la
prezenta unui numdr mai ridicat de molecule de enzima capabile sa transforme
substratul si influenteaza in mod direct valoarea conversiei procesului. Dupa
cum se poate vedea in Figura 15, cea mai mare valoare a conversiei a fost
observata la utilizarea unui raport masic substrat: enzima de 20:1, in timp ce

valoarea minima a conversiei a fost obtinuta la utilizarea unui raport masic
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substrat: enzima de 100:1, deci raportul masic optim substrat: enzima a fost
ales ca fiind 20:1.
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Figura 15. Screening-ul raportului masic substrat: enzima. Conditii de reactie: vas de sticla
de 1.5 mL, 16 umol 1-feniletanol racemic, 2 echiv. acetat de vinil, 1 mL n-hexan, 40 °C,
1000 rpm, 3 ore.

4.2.2.2.3. Screening raport molar substrat: donor de acil
Raportul molar substrat: donor de acil este un parametru important a unui

bioproces care poate influenta semnificativ viteza unei reactii. In vederea
evaluarii influentei acestui parametru asupra transformarii 1-feniletanolului 4

raporturi molare au fost testate (1:1, 1:2, 1:3 si 1:4, reprezentate grafic n
Figura 16).
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Figura 16. Influenta diferitelor rapoarte molare substrat: donor de acil asupra
transesterificarii 1-feniletanolului racemic. Conditii de reactie: vas de sticla de 1.5 mL, 16

umol 1-feniletanol racemic, 1 mL n-hexan, 100 pg lipaza, 40 °C, 1000 rpm, 3 ore.

Cele mai bune rezultate au fost obtinute la utilizarea unui raport molar substrat:
donor de acil de 1:2 (~40 % conversie), iar o crestere a excesului de donor de
acil (pana la 4 echiv.) nu a condus la o imbunatatire a valorilor conversiei
pentru reactiile mediate de SG-7 si SG-10, care au fost cele mai active in aceste
conditii. Deoarece au fost mai putin performate in aceste conditii, SG-6, SG-
9 si SG-11 au fost abandonate, iar un raport molar substrat: donor de acil de

1:2 a fost ales ca si optim pentru cei doi biocatalizatori ramasi (SG-7 si SG-
10).

4.2.2.2.4. Screening de temperaturd
SG-7 si SG-10 au fost testati la diferite temperaturi utilizand conditiile optime

determinate anterior in vederea evaludrii influentei temperaturii mediului de

reactie asupra valorii conversiei.
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Figura 17. Screening de temperatura pentru acilarea 1-feniletanolului racemic cu acetat de
vinil la diferite temperaturi (30, 40, 50 si 60 °C). Conditii de reactie: vas de sticld de 1.5 mL,
16 umol 1-feniletanol racemic, 2 echiv. acetat de vinil, 100 pg CaL-B, 1 mL n-hexan, 1000

rpm, 3 ore.

Dupa cum se poate observa in Figura 17 valori excelente ale conversiei
(~50%) au fost obtinute dupa 3 ore in reactia catalizatd de SG-7 la 30 °C. Intre
timp, reactia catalizatd de SG-10 a condus la obtinerea unei valori mai mici a
conversiei (~40%) dupa 3 ore la 30 °C si de asemenea o deviatie standard mare
poate fi observatd. Valorile scdzute ale conversiei, respectiv a
reproductibilitatii in cazul lui SG-10 la 30 °C este datorata, cel mai probabil,
vascozitatii ridicate a aditivului utilizat (OMIMBF4) la temperaturi mai
scazute, In timp ce la testarea la temperaturi mai ridicate SG-10 atinge valori
ale conversiei mai ridicate decat SG-7 in aceleasi conditii. Luand in
considerare fezabilitatea economica, pretul materialelor si consumul energetic,
SG-7 a fost ales ca si biocatalizator optim pentru procesul optimizat, iar SG-

10 a fost abandonat.

4.2.2.2.5. Screening de donor de acil
Biocatalizatorul cel mai performant (SG-7) a fost testat in continuare la

transesterificarea 1-feniletanolului racemic cu diferiti donori de acil cu lant din
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ce in ce mai lung (acetat de vinil, propionat de vinil si decanoat de vinil) Tn
conditiile optime, iar evolutia valorilor conversiilor reactiilor a fost

monitorizata timp de 4 ore, rezultatele fiind reprezentate grafic in Figura 18.
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Figura 18. Profilul in timp a transesterificarii 1-feniletanolului racemic mediatd de SG-7
utilizand diferiti donori de acil. Conditii de reactie: vas de sticla de 1.5 mL, 16 umol 1-

feniletanol racemic, 2 echiv. ester vinilic, 100 pg lipaza (SG-7), 1000 rpm, 30 °C.

Profilul in timp al transesterificarii 1-feniletanolului racemic cu diferiti donori
de acil mediata de SG-7 arata ca desi diferenta nu este semnificativa, reactia
n care acetatul de vinil a fost utilizat ca donor de acil a oferit cele mai bune
valori ale conversiei la toate intervalele de timp, ceea ce aratd ca viteza de
reactie este dependenta de lungimea lantului de carbon a esterului vinilic. Ca
si rezultat, acetatul de vinil a fost selectat ca donor de acil optim si utilizat in
pasii urmatori de optimizare.

4.2.2.3. Studii de reutilizare

Stabilitatea operationald a unui biocatalizator este un parametru extrem de
important a unui proces deoarece este necesar ca un biocatalizator sd prezinte
o stabilitate operationald ridicatd pentru ca bioprocesul nou dezvoltat sa fie

considerat un inlocuitor la scald industriala a metodelor clasice de sinteza.
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Pentru asta, gradul de reutilizare a SG-7 a fost evaluat, iar rezultatele sunt
prezentate in Figura 19.
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Figura 19. Evaluarea gradului de reutilizare a SG-7 in conditiile optime. Conditii de reactie:
vas de sticla de 1.5 mL, 16 umol 1-feniletanol racemic, 2 echiv. acetat de vinil, 1 mL n-

hexan, 100 pug CaL-B, 1000 rpm, 30 °C, 4 ore/ ciclu de reactie.

Biocatalizatorul nou preparat in care a fost utilizat un solvent eutectic ca si
aditiv (SG-7) prezinta o stabilitate operationala ridicata, deoarece isi mentine
~85% din activitatea initiala chiar si dupa 8 cicluri de reactie. Pe baza
rezultatelor obtinute pana in acest punct, SG-7 ar trebui sa fie considerat un
candidat pentru utilizarea la nivel industrial in procese de rezolutie a 1-

feniletanolului sau a altor compusi similari.

4.2.2.4. Screening de concentratie de substrat in conditii optime
In vederea cresterii productivitatii procesului nou dezvoltat, concentratia de

substrat a fost crescutd in mod continuu pana la observarea unei scaderi in

activitatea enzimatica, precum este descris in Figura 20.
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Figura 20. Screening-ul concentratiei de substrat pentru transesterificarea 1-feniletanolului
racemic. Conditii de reactie: vas de sticla de 1.5 mL, 25-750 mM 1-feniletanol racemic, 2
echiv. acetat de vinil, 1 mL n-hexan, 150-4500 ug CalL-B, 30 °C, 1000 rpm, 4 ore.

Rezultatele obtinute arata cd o concentratie de substrat de 100 mM a oferit
rezultate excelente (conversie de ~47%) si ca o crestere a concentratiei de
substrat (250-750 mM) duce la o scadere a valorii conversiei (de la ~47% la
100 mM la <30% la 750 mM concentratie initiala de 1-feniletanol racemic).
Pe baza rezultatelor obtinute, concentratia optima de substrat a fost aleasa ca

fiind 100 mM in vederea maximizarii productivitatii procesului dezvoltat.

4.2.2.5. Efectul sinergic al aditivilor in cazul biocatalizatorului optim
Solventul eutectic format din clorurd de colina si fructoza s-a dovedit a fi un

aditiv eficient deoarece SG-7 a oferit rezultate excelente in transesterificarea
1-feniletanolului racemic cu acetat de vinil. Pentru a verifica daca activitatea
enzimatica crescutd este datoratd efectului solventului eutectic sau este
datoratd actiunii unui singur component din acest solvent, 3 biocatalizatori
aditionali care contin CaL-B au fost preparati dupa cum urmeaza: SG-71 cu o
solutie apoasa de clorurd de colina, SG-72 cu o solutie apoasa de fructoza si
SG-73 a fost preparat prin aditia unei solutii apoase de clorurd de colina si a

unei solutii apoase de fructoza in raport volumic de 1:1. Biocatalizatorii astfel
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obtinuti au fost testati in transesterificarea 1-feniletanolului racemic cu acetat

de vinil utilizand conditiile ideale determinate anterior, in comparatie cu SG-

7.
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Figura 21. Evaluarea efectului sinergic. Conditii de reactie: vas de sticla de 1.5 mL, 100
mM 1-feniletanol racemic, 2 echiv. acetat de vinil, 610.5 pg CalL-B, 1 mL n-hexan, 1000
rpm, 30 °C, 4 ore.

Aproape valoarea maxima a conversiei a fost obtinuta la reactia catalizata de
SG-7 care a fost preparat utilizand solventul eutectic ca si aditiv, in timp ce
valoarea minima a conversiei (~35%) a fost obtinutd in reactia catalizata de
SG-73, care a fost obtinut prin addugarea unei solutii apoase de clorura de
colind si o solutie apoasd de fructoza in raport volumic de 1:1. Grija ca un
singur component al solventului eutectic a imbunatatit activitatea enzimatica
a fost Tnlaturatd cand a fost observat faptul ca valorile conversiilor in cazul
reactiilor mediate de SG-71 si SG-72 (in care componentii separati ai
solventului eutectic au fost utilizati ca si aditivi) au fost mai mici decét
valoarea conversiei reactiei de transesterificare a 1-feniletanolului racemic
mediatd de SG-7. Pe baza rezultatelor obtinute se poate spune ca utilizarea

solventilor eutectici ca si aditivi 1a Tncapsularea lipazelor prin tehnica sol-gel
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este justificatd deoarece afecteaza in sens pozitiv activitatea si stabilitatea

enzimei.

4.2.2.6. Diversificarea domeniului de substrat al biocatalizatorului optim

Dupa optimizarea procesului utilizdind transesterificarea 1-feniletanolului

racemic cu acetat de vinil ca si reactie model, performanta biocatalizatorului

optim a fost testatd pentru acilarea a altor noud alcooli, toti cu relevanta

industriald, dupa cum este descris in Tabelul 5.

Table 5. Rezultatele obtinute la acilarea diversilor alcooli cu acetat de vinil
mediata de SG-7.

Substrate

code

A

i

- o @& H

Substrate name

1-
(benzo[b]thiophen-
2-yl)ethan-1-ol
1(10-butyl-10H-
phenothiazin-2-
yl)ethan-1-o0l

benzyl alcohol

&
methoxyphenyl)me
thanol
3-phenylpop-2-en-
1-ol
1-pentanol
1-hexanol
l-octanol

1-dodecanol

Substrate
structure

Substrate
enantiomeric

excess [%o]

999

99.9

NAP

NAP

NAP
NAP
NAP
NAP

Product
enantiomeric

excess [%o]

999

999

NAP

NAP

NAP
NAP
NAP
NAP

Conversio

n [%]

999

999

999

993
999
999
995
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*NAP- nu se aplica. Conditii de reactie: 100 mM substrat, 2 echiv. acetat de vinil, 1 mL n-
hexan, 1000 rpm, 30 °C, 4 ore. SG-7 a fost addugat in fiecare caz astfel incét sa respecte

valoarea optima a raportului masic substrat: enzima de 20:1.

Rezultate excelente au fost obtinute pentru transformarea tuturor substraturilor
testate (A-1 in Tabelul 5) mediata de SG-7. Produsi de reactie enantiopuri
(exces enantiomeric >99%) au fost obtinuti cu valori maxime ale conversiei
(50%) pornind de la compusii A si B, in timp ce compusii C-I au fost acilati
eficient cu valori ale conversiei aproape cantitative (>99%). Versatilitatea si
stabilitatea noului biocatalizator SG-7 il recomanda pentru o potentiala

productie si aplicare la nivel industrial.

4.2.3. Concluzii
In acest capitol de tezd, utilizarea revolutionard a solventilor eutectici la

Tncapsularea prin tehnica sol-gel a CaL-B a fost prezentata. Utilizand solventul
eutectic optim, un amestec clorura de colina: fructoza in raport molar 1:1
(utilizat sub forma unei solutii apoase 30%), a fost preparat un biocatalizator
activ, versatil, eficient si stabil (SG-7) si acesta a fost comparat cu alti
biocatalizatori preparati cu ajutorul mult mai popularelor lichide ionice.
Biocatalizatorul optim a fost utilizat cu succes pentru rezolutia cinetica
enzimatica a 1-feniletanolului racemic prin transesterificare cu acetat de vinil.
Utilizand conditiile ideale de reactie, cel mai activ biocatalizator a fost capabil
sa transforme eficient alti noua alcooli de interes industrial, facand astfel SG-

7 un candidat pentru o potentiala productie la scald industriala.

Chapter 5. Materiale si metode (date experimentale)

Chapter 6. Concluzii generale
In cadrul acestei teze de doctorat s-a realizat cu succes imobilizarea enzimei
CaL-B prin incapsulare Tn matrice de sol-gel, iar biocatalizatorii obtinuti au

fost utilizati, in principal, pentru sinteza enzimatica a esterilor de aroma.
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Sinteza enzimatica a propionatului de anisil a fost optimizata cu succes, fiind
capabila de a produce esterul de interes cu un randament de 90% pornind de
la o concentratie de substrat de 1 M in doar 6 ore, ceea ce reprezinta prima
metodad enzimaticd eficienta de sintezd a propionatului de anisil descrisa in

literatura de specialitate.

Imobilizarea lipazei B din Candida antarctica in matrice de sol-gel in prezenta
unor compusi polihidroxilici (utilizati ca si aditivi) s-a dovedit a fi o0 metoda
eficientd de incapsulare, deoarece biocatalizatorii obtinuti cu aceastd metoda
au fost utilizati pentru sinteza eficienta a sapte esteri de aroma naturali cu lant
scurt. Pe baza rezultatelor obtinute dupa optimizarea procesului, produsii de
interes pot fi obtinuti cu valori excelente ale conversiei in timp scurt de reactie
(1 ord) si acestia sunt facil de izolat din mediul de reactie, facand astfel
procesul enzimatic dezvoltat un candidat important pentru o potentiala scalare
la nivel industrial si poate fi considerea, de asemenea, un proces verde si

sustenabil (idee suportata prin evaluarea indicilor chimiei verzi).

Utilizarea revolutionard a solventilor eutectici ca si aditivi la incapsularea
CaL-B prin tehnica sol-gel a fost de asemenea descrisa in cadrul acestei teze
de doctorat. Un amestec format din clorurd de colind si fructoza, in raport
molar de 1:1 (utilizat sub forma unei solutii apoase de 30%) a fost utilizat
pentru prepararea unui nou biocatalizator stabil si eficient, care a fost mai apoi
aplicat in rezolutia cinetica enzimatica a 1-feniletanolului racemic. Utilizand
conditiile ideale de reactie biocatalizatorul SG-7 a fost aplicat cu succes n
acilarea altor noud alcooli cu relevanta industriala. Aceasta a fost prima
utilizare a solventilor eutectici ca si aditivi la imobilizarea lipazelor descrise
n literatura de specialitate, ceea ce deschide calea pentru o continuare a acestei
teme de cercetare.
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