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Cuvinte cheie: biocataliza in flux continuu, lipaze, transaminaze, rezolutie cinetica,

caracterizare enzime

1. Introducere

1.1. Rolul biocatalizei in sustenabilitate

In biocataliza enzimele sunt utilizate drept catalizatori, putdnd actiona intr-o maniera
chemo-, regio- si enantioselectiva, cerinte greu de indeplinit in catalizd chimica. Acesti
catalizatori, care in mod uzual prezinta enantioselectivitati aproape perfecte, au deschis noi
orizonturi Tn domeniul catalizei: sunt verzi, cu impact redus asupra planetei si avantajosi din
punct de vedere economic.!

Tn general, cataliza enzimatica se realizeaza in conditii blande de reactie (presiune
atmosferica si temperatura ambientald), in apa, Tn reactoare standard. In anii 80 cercetitorii au
demonstrat faptul ca lipazele sunt mai termostabile in solvent organic (toluen la 100 °C) decat
in apa.? Aceste studii au prezentat modul in care enzimele pot fi utilizate n sinteza organica.
In plus, etapele dificile de protejare, deprotejare si activare a gruparilor functionale pot fi
deseori evitate, reducandu-se astfel numirul de etape ale procesului® si deseuri generate.

Din punct de vedere al sustenabilitatii procesele in mai multe etape, de tip “one-pot”,
in care nu se realizeaza izolarea produsilor intermediari, prezinta numeroase avantaje: consum
minimizat de solvent, productivitati maximizate, numar redus de etape (prin evitarea etapelor
de derivatizare si protejare a gruparilor functionale), performante superioare, cantitate redusa
de deseuri.* Tn cazul in care echilibrul unei cascade enzimatice este deplasat spre formare de
produs, sustenabilitatea procesului este semnificativ imbunititita.> Biocataliza poate utiliza
celule viabile si active din punct de vedere metabolic.® Prin intermediul acestei tehnici se poate
realiza supraproductia anumitor metaboliti, precum vitamine, aminoacizi, alcooli, acizi
carboxilici.” Sistemele de reactii enzimatice tip celule intregi sunt extrem de practice deoarece
ofera protectie enzimelor (prin intermediul peretelui celular), permit regenerarea cofactorului
si recuperarea/indepartarea facila a celulelor, reactiile Tn mai multe etape devenind astfel mult
mai accesibile.

Organizatia ACS Green Chemistry Institute Pharmaceutical Roundtable a publicat
domeniile cheie de cercetare, in care enzimele contribuie la integrarea chimiei verzi in industria
farmaceutica.® Dupa cum era de asteptat, biocataliza joacd un rol crucial in majoritatea acestor

domenii de cercetare.



1.2. Biocataliza Tn sistem continuu

In prezent existd doui tendinte majore in ceea ce priveste sinteza ingredientelor
farmaceutic active (API): biocataliza si chimia in sistem continuu.®% Un aspect important in
utilizarea chimiei n sistem continuu consta in potentialul enorm pe care aceasta il prezinta ca
sigurantd in desfasurarea reactiilor/proceselor. Riscurile asociate cu reactiile conduse la
presiune ridicatd, expunerea la chimicale periculoase, cildura degajata de reactiile exoterme
pot fi eliminate prin utilizarea proceselor continue.* n corelatie cu biocataliza (care in general
evitd utilizarea chimicalelor periculoase si conditiile de reactie extreme) cele doud tehnologii
pot fi combinate pentru dezvoltarea unei tehnologii extrem de avantajoase. Mai mult de atat,
intrucat reglementarile industriei farmaceutice sustin aplicarea biocatalizei in sinteza API,
utilizarea acesteia in flux continuu devine din ce in ce mai necesard.*2 In plus, efectele benefice
ale chimiei in flux continuu devin si mai clare in contextul proceselor industriale.*® ** Prin
aplicarea chimiei in flux continuu, intensificarea®® si integrarea'® proceselor chimice devin usor
accesibile iar conditiile de reactie sunt uniforme, experimentele fiind mult mai usor de
controlat. Se poate realiza controlul precis al temperaturii si pH-ului iar catalizatorii pot fi
compartimentati. Compartimentarea catalizatorilor este extrem de importantd in cazul
biocatalizatorilor pentru evitarea problemelor legate de incompatibilitate.

Chimia in flux continuu poate oferi solutii la problemele aferente utilizarii
biocatalizatorilor in sinteza chimica. Utilizarea reactoarelor discontinue cu amestecare nu este
atat de eficienta in cazul biocatalizatorilor datorita conditiilor de operare ale acestora: agitare
puternica si temperaturd ridicatd. Acestea pot conduce la inactivarea enzimei ca urmare a
temperaturii ridicate si a efectelor interfaciale.r” Utilizarea biocatalizei in flux continuu a fost
studiati si recenzati in detaliu’® si aplicabilitatea sa a fost demonstrati pentru o varietate de
substante. Dezvoltarea rapida a electronicii si a inteligentei artificiale (Al) si-a pus amprenta si
asupra chimiei in flux continuu, oferind posibilitatea utilizarii de senzori si sisteme de control
Tnalt eficiente. *°

In Figura 1 este prezentat modul general de configurare a reactoarelor microfluidice
cu enzime imobilizate (u-IMER). Configurarea acestora poate fi: in cascada (in serie) (Figura
1A) sau biocatalizatorii pot fi co-imobilizati (Figura 1C), ceea ce prezinta avantajul ca
biocalizatorii sunt in stransa proximitate. O alta posibilitate este inserarea unui alt catalizator

intre unititile care contin enzime (Figura 1B).%°
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Figura 1. Modul de configurare a u-IMER

Prin compartimentarea reactiilor, care constituie unul din avantajele majore ale chimiei
in flux continuu, reactii imposibil de realizat devin posibile. Efectul benefic al
compartimentdrii poate fi observat in cazul sintezei aminelor primare si secundare si a 4’-O-

metilnorbeladinei, precursor al galantaminei (utilizata in tratamentul dementei).?*

1.3. Utilizarea enzimelor in rezolutii cinetice

Raspandirea si dezvoltarea rapidd a proceselor enzimatice au fost accelerate de
dezvoltiri la nivel social. Exemple relevante sunt Actul de Prevenire a Poluirii al S.U.A.?,
care a Incurajat trecerea de la metodologii “stoechiometrice” la prevenirea deseurilor, intrucét
metodologiile initiale generau cantitati enorme de deseuri, si agentiile de reglementare care au
introdus legi care prevad teste obligatorii pentru fiecare stereoizomer al medicamentelor
chirale.?® Rezolutiile enzimatice au fost limitate la rezolutii cinetice (KR), spre exemplu, ale
amidelor si esterilor, utilizdnd hidrolaze. Acestea au permis randamente de 50% pentru
enantiomerul dorit, ceea ce indicd un randament de 50% pentru enantiomerul nedorit (distomer)
considerat deseu, care trebuie sa fie racemizat pentru a putea fi reutilizat, aceasta etapa

realizandu-se Tn unele cazuri in situ.?*

1.3.1. Lipazele in sinteza stercoselectiva a alcoolilor chirali

In prezent, alcooli optic puri sunt precursori esentiali, fiind utilizati pe scari largi ca
intermediari in industria farmaceuticd si chimica pentru sinteza aromelor, medicamentelor,
agrochimicalelor, cristalelor lichide sau a materialelor de specialitate care contin centre
chirale.”® Prin urmare, sinteza lor prezini un mare interes pentru cercetitori. Metodele
conventionale de sintezd a alcoolilor in forma enantiomeric purd presupun in mare parte
utilizarea de metale toxice sau liganzi costisitori. Pentru a elimina aceste neajunsuri, enzimele
oferi o alternativi verde si sustenabili pentru sinteza acestora.? 27 Tn metodele traditionale din

sinteza organicd, pentru obtinerea alcoolilor enantiomeric puri lipseste controlul regio- si



stereochimic al reactiilor. Astfel, datoritd conditiilor dure de reactie, pot aparea reactii

secundare nedorite (aldolizare) si reactii ulterioare (deshidratare).?®

Pe langa acestea, la finalul
actului catalitic biocatalizatorii sunt usor descompusi in mediul inconjuritor, ceea ce face ca
utilizarea lor si reprezinte o alternativi viabili la sinteza chimic traditionald.?

Cele sapte strategii principale de sinteza enzimatica a alcoolilor enantiomeric puri sunt:
1) aditia enantioselectiva a apei la cetone o,f-nesaturate, ceea ce conduce la formarea de
hidroxil cetone®’; 2) aditia aldolica enantioselectiva, care produce hidroxil cetone prin formarea
asimetricd a unei legituri carbon-carbon®!; 3) cuplarea enantioselectivi a cetonelor si
aldehidelor cu acid cianhidric, obtinandu-se alcooli chirali nitril-substituiti (cianhidrine)®?; 4)
reducerea asimetrici a compusilor carbonilici®3; 5) rezolutia cinetici (dinamici) a
amestecurilor racemice, metoda fundamentald in sinteza alcoolilor optic puri*; 6) hidroliza
enantioselectivi a epoxizilor, care conduce la formarea diolilor vicinali®®; 7) hidroxilarea regio-
si stereoselectivi a legiturilor C-H, cu obtinerea compusilor hidroxilici®.

Alcoolii secundari reprezinta cele mai des utilizate substraturi in rezolutiile cinetice
catalizate de lipaze. Acest lucru este rezultatul cerintei crescute pentru aceasta clasa de compusi
si enantioselectivitatii ridicate a lipazelor fata de acoolii secundari (fiind mai redusa in cazul
alcoolilor primari si tertiari), conducand la rispandirea acestei metode.®” Rezultatul proceselor
KR este foarte previzibil datoriti regulii lui Kazlauskas.®® De obicei enantiomerul R al
alcoolului este transformat in (R)-acetat cu o viteza de reactie mult mai mare (avand exces
enantiomeric (ee) mare). In acest fel, (S)-alcoolul, rimane nereactionat. Daci se doreste
recuperarea (R)-alcoolului (din (R)-acetat), hidroliza catalizata de lipaze este optiunea cea mai
la indemana pentru obtinerea (R)-alcoolului cu ee ridicat, realizand astfel separarea celor doi
enantiomeri.

Lipazele pot fi catalizatori eficienti si in KR ale aminelor chirale primare® si secundare
(desi a doua varianti nu este atdt de comuni)®’, fiind implicate in reactia de acetilare
enantioselectiva a grupdrii amino a substratului racemic. Un avantaj al lipazelor este faptul ca
nu sunt reactive in reactia de hidrolizd a legdturii amidice (care se formeazd in timpul
procesului de KR catalizat de aceste enzime), ceea ce determind ireversibilitatea formarii
legiturii amidice.*! O serie de parametrii pot influenta productivitatea si selectivitatea reactiilor
de formare enantioselectiva a legaturii amidice, catalizate de lipaze, si anume: tipul
solventului*?, continutul in apa al compusilor implicati in proces (preparat enzimatic, donor de
)%

acetil, substrat si solvent)* si activitatea enzimei utilizate in forma libera sau imobilizata (daca

scopul este utilizarea in sisteme de reactie continue).



1.3.2. o-Transaminaze in sinteza stereoselectiva a aminelor chirale

Dezvoltarea recenta din domeniul biocatalizei s-a remarcat si in sinteza aminelor
chirale. Se estimeazi ci 40% din compusii farmaceutici contin o unitate functionald amino®,
in consecinta aminele chirale reprezinta unitati structurale de baza relevante pentru industria
farmaceutica. In general, cea mai des utilizatd metoda pentru sinteza aminelor chirale este
hidrogenarea bazelor Schiff*, desi s-au utilizat si alte metode precum aditia nucleofild, insertia
C-H si cristalizarea diastereomerilor. Pentru productia acestor compusi intr-o manierd verde si
sustenabild s-au luat in considerare strategii de sintezi enzimatici bazate pe hidrolaze*, n timp
ce au fost studiate si alte enzime, precum oxidazele, liazele si transaminazele (TA).*’

Transaminazele sunt enzime care transfera gruparea functionald amino de la un donor
de grupare amino la o moleculd acceptoare, de reguld o cetona sau o aldehida.** Acestea sunt
enzime dependente de cofactor, cofactorul lor fiind PLP, care mediaza reactia mai sus
mentionatd.*® In naturd aceasta reactie este in general reprezentati de transferul unei grupari
amino de la un a-aminoacid la un ceto-acid, evidentiind principalul lor rol biocatalitic. In plus
ele posed capacitatea universala de asimilare a azotului a tuturor organismelor.*® %° Tn ultimul
deceniu un numir semnificativ de recenzii®! ° °3 au prezentat potentialul pe care aceste enzime
il au, subliniind rolul esential al acestora in sinteza aminoacizilor si aminelor chirale.>* La
finalul anilor 80 reactiile catalizate de TA au fost deja implementate la scara industriala pentru
productia aminelor optic pure, atit prin procese de KR cat si prin sintezi asimetricd.>® Au fost
dezvoltate atat TA (R)-selective cat si (S)-selective, aplicate in sinteze asimetrice pornind de la
cetone prochirale. La inceputul deceniului urmator aceste metode au fost dezvoltate

suplimentar in mediul academic.® 7



2. Scopul tezei
Teza de fata isi propune dezvoltarea de metode eficiente pentru sinteza alcoolilor si
aminelor optic pure. Pentru atingerea scopului, urmatoarele obiective trebuie realizate cu

Succes:

Obiectivul 1. Productia in flux continuu a alcoolilor secundari enantiopuri utilizdnd
lipaza B din Candida antarctica (CalL-B) imobilizata

Imobilizarea covalenta a CalL-B (a). Aceasta va permite utilizarea sa in sistem continuu pentru
obtinerea alcoolilor enantiopuri. Biocataliza Tn flux continuu utilizand CaL-B — dezvoltarea
si optimizarea unui sistem de reactie pentru obtinerea alcoolilor secundari optic puri, in solvent

organic, la scara preparativa (b) (Figura 2.).

CH3;COOCH=CH,

+ (0]
b OH OH 0
)\ SWCNT-CaL-B (~) /'\ + H
Sy S e
=75\
rac-a-f \=N=/7 (S)-a-f (R)-1a-f
solvent

"OLD TS Y

Figura 2. Strategia de imobilizare a lipazei (a); sistemul de reactie in flux continuu propus

pentru rezolutia cinetica a ariletan-1-olilor secundari (b)
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Obiectivul 2. Lipaze in rezolutia cinetici dinamica a aminelor.
Implementarea unui sistem Tn flux continuu pentru rezolutia cinetica dinamica (DKR) eficienta

a aminelor benzilice (Figura 3.).

a) solution B

solution A Y ! column B
R)-3a-
O{—é @ cCaL-B-TDP10 (R)-3a-g
Pd/AMP KG

R: NH, NH, NH, NH, O
sl oGS e ®
F ~o

column A

o OHEES

R ngo
—

rac-2a rac-2b rac-2c rac-2d rac-2e
NH; NH, NH,
©)\/ ©)\/ F /\/\)Niz ©/\)\
rac-2f rac-29 rac-2h rac-2i

Figura 3. Sistemul considerat pentru DKR a aminelor

Obiectivul 3. Transaminaze pentru productia de (R)- si (S)-amine.

S-aurmarit caracterizarea a doua transaminaze, care nu au fost descrise in literaturd, pentru KR
a aminelor in sistem discontinuu. Proprietatile catalitice ale acestora au fost comparate cu cele
ale unei TA bine studiate (Figura 4.).

NH, TA (R/S) NH, o

R)\ PLP\ R)\ RJ\
rac-7Ta-d (R/S)-Ta-d 6a-d

o}
_+
\H)J\O Na \)ko Na
o}

NH,
R:
NH, NH; NH, NH,
cl Br o
rac-7Ta rac-7b rac-7c rac-7d

Figura 4. Rezolutia cinetica catalizata de TA
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3. Rezultate si discutie
3.1. Procedura de imobilizare a lipazei B din Candida antarctica (CaL-B)

3.1.1. Imobilizarea covalenta a lipazei pe nanotuburi de carbon cu un singur

perete (SWCNT)

S-a utilizat N,N’-carbonildiimidazol pentru activarea nanotuburilor de carbon
functionalizate cu grupari amino (SWCNTcoon). Ulterior nanotuburile activate au reactionat cu
a,w-diaminoalcani (cu diferite lungimi ale lantului: Cs- Ce- Cg-), generandu-se SWCNT
functionalizate cu resturi aminoalchil de diferite lungimi: SWCNTcoon-C3-NH2, SWCNTcoon-
Ce-NH2 si SWCNTcoon-Cs-NH2. Aceste structuri au reactionat mai departe cu glicerol
diglicidil eter (GDE). Enzima CaL-B a fost imobilizata covalent pe aceste suporturi (aproape
cu randament cantitativ), cu un raport enzima:suport 1:2 (w/w), in prezenta Tween 80
(surfactant neionic), obtinandu-se 3 preparate enzimatice imobilizate (SWCNTcoon-Cn-NH-
GDE-CaL-B; n=3, 6, 8). Pentru validarea metodei fiecare imobilizare s-a realizat in triplicat si
biocatalizatorii rezultati au fost investigati in reactia model (acetilarea rac-feniletan-1-olului in
prezenta acetatului de vinil in hexan) pentru a testa activitatea si stereoselectivitatea enzimei
dupa imobilizare. Dupa urmarirea reactiilor in timp s-a observat faptul ca metodologia de
imobilizare este Tnalt reproductibila si ca eficienta catalitica scade cu cresterea lungimii lantului
de carbon (utilizat ca brat de distantare, linker, in imobilizare). Toti biocatalizatorii au prezentat
stereoselectivitate excelenta, cele mai bune rezultate inregistrandu-se cu SWCNTcoon-C3-NH-

GDE-CaL-B (SWCNTcoon-Cal-B) (Figura5.).

Linker

1,8-octane-diamine
1,6-hexane-diamine

1,3-propane-diamine

(] 10 20 30 40 50
conversie [%]

Figura 5. Influenta lungimii bratului de distantare asupra activitatii KR (raport enzima:suport

1:2, 0.75 echiv. acetat de vinil, n-hexan, 30 °C, dupa 2 ore)
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Procedura de imobilizare pentru obtinerea lipazei imobilizate covalent s-a realizat dupa

o metoda anterior dezvoltati in cadrul grupului nostru,>® *° prezentata in Figura 6.

Figura 6. Imobilizarea covalentd a CalL-B pe SWCNTcooH

3.1.2. Importanta incarcarii cu enzima a suportului

Performanta cataliticd a biocatalizatorului imobilizat a fost investigatd in reactia
substratului model, rac-feniletan-1-olul (rac-a), acetilarea enantioselectiva cu acetat de vinil
n n-hexan la 30 °C la un timp de reactie de 1 ora (Tabelul 1.). Catalizatorii au fost cantariti cu

precizie pentru a asigura aceeasi cantitate de SWCNT-CaL-B in toate experimentele.

13



Tabelul 1. Efectul incarcarii cu enzima asupra activitatii
biocatalizatorilor imobilizati (2 mg rac-a /mL, 0.75 echiv. acetat
de vinil, Tn n-hexan, la 30 °C, dupa 1 h)

Incarcare cu enzima

Nr. Raport Suport-Enzima c
(mg CaL-B/mg
Crt. (wiw) (%)
suport)

1 4:1 0.16 41
2 2:1 0.33 42
3 1:1 0.5 41
4 1:2 0.66 42
4 1:3 0.72 35
5 1:4 0.78 29
6 1:5 0.83 24

S-a observat faptul ca un raport enzima:suport in intervalul de la 1:4 la 2:1 (w/w) a
produs activitati specifice aproape identice. O incarcare mai mare a suportului cu enzima nu a
avut efect benefic asupra activitatii specifice, prin urmare, raportul enzima:suport (w/w) de 2:1
a fost ales pentru experimentele urmatoare, fiind varianta cea mai avantajoasa din punct de

vedere economic.

3.2 Biocataliza Tn flux continuu utilizand CaL-B

3.2.1. Sinteza chimica a alcoolilor si acetatilor

Sinteza chimica a alcoolilor secundari (rac-a-f) s-a realizat prin reducerea cetonelor
corespunzitoare cu NaBH4. Sinteza chimica a alcoolilor racemici acetilati (rac-la-f) s-a
realizat cu clorura de acetil, in prezenta 4-dimetilaminopiridinei (DMAP). Pentru confirmarea
structurii compusilor rac-a-f si rac-1a-f s-au efectuat misuritori *H- si *C-NMR. Suplimentar,

s-au determinat parametrii HPLC si GC pentru separarea compusilor investigati.

3.2.2. Influenta solventilor organici asupra activitatii lipazei

Biocatalizatorul SWCNT-CaL-B a fost testat in diversi solventi organici, precum
hidrocarburi aromatice, alifatice si halogenate, eteri si nitrili. In reactia de acetilare a
substraturilor rac-a-d n-hexan s-a dovedit a fi cea mai buna alegere in ceea ce priveste eficienta

catalitica (viteza de reactie si stereoselectivitate). Aceeasi investigatie a dat rezultate diferite
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pentru substraturile rac-e-f, DIPE fiind solventul optim pentru acetilarea enantioselectiva (E)

a alcoolilor secundari (Tabelul 2.).

Tabelul 2. Solventii optimi pentru rezolutia cinetica biocatalitica a rac-a-f (2 mg

rac-a-f/mL, 0.75 echiv. acetat de vinil, 1.5 mg catalizator, 500 pL solvent, la 30 °C)

Substrat Solvent Timp (h) ees (%) eep (%0) c? (%)
rac-a n-hexane 2 99 99 50
rac-b n-hexane 4 99 99 50
rac-c n-hexane 4 99 99 50
rac-d n-hexane 6 98 99 50
rac-e DIPE 8 98 99 50
rac-f DIPE 8 99 99 50

2 Enantioselectivitate excelenta in toate cazurile (E >>200).

3.2.3. Profilul temperaturii pentru acetilarea enantioselectiva mediata de

SWCNT-CaL-B

Tn continuare s-a studiat efectul temperaturii asupra biotransformarii substratului model
(rac-a) in n-hexan, pe domeniul de temperatura 30-60 °C. In acest caz, reactiile s-au realizat in
sistem discontinuu, si s-au colectat probe dupa 1 ora, la diferite temperaturi. Pentru parametrii
de reactie stabiliti (concentratie de substrat, cantitate de SWCNT-Cal-B si agent de acilare si
solvent) temperatura de 60 °C s-a dovedit a fi cea mai benefica pentru KR, atingdndu-se o
conversie apropiata de cea maxima (valoare teoretica - 50%). Asa cum era de asteptat, S-a
inregistrat o Tmbunatétire a performantei catalitice cu cresterea temperaturii, cu toate acestea,
la 40 °C lipaza a avut eficientd redusa, ceea ce este in bund concordantd cu observatii
anterioare.®® Mirirea temperaturii a condus la sciderea véascozititii mediului de reactie, astfel
procesul de difuzie a fost intensificat® si s-a imbunititit accesibilitatea substratului la situsul

catalitic al enzimei (Figura 7.).
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Figura 7. Profilul conversiei la diferite temperaturi pentru biotransformarea rac-a (2 mg/mL)

cu acetat de vinil (0.75 echiv.) in n-hexan, 3 mg SWCNT-CaL-B, dupa 1 h

3.2.4. Reciclabilitatea SWCNT-CaL-B 1n sistem discontinuu

S-a investigat reciclabilitatea preparatului enzimatic optim (0.66 mg lipaza/mg
biocatalizator) in reactia substratului model (rac-a) in cicluri de reactii consecutive in conditiile
de reactie stabilite anterior (2 mg/mL substrat in n-hexan, 0.75 echiv. acetat de vinil, 60 °C).
Biocatalizatorul SWCNT-CaL-B si-a pastrat activitatea initiala chiar si dupa 10 cicluri de
reactie consecutive, demonstrand astfel posibilitatea de utilizare a acestuia in procese de KR

ale ariletan-1-olilor la scara preparativa. (Figura 8.).
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Figura 8. Conversiile obtinute cu ajutorul SWCNT-CaL-B dupa 1 h, in cicluri consecutive de

reactie

3.2.5. Acilarea rac-a catalizata de lipaza in flux continuu

Reactorul a fost umplut complet cu biocatalizator uscat sub vid. Reactorul inchis a fost
plasat vertical si n-hexanul a fost pompat prin partea de jos a reactorului. Dupa ce aerul a fost

indepartat din reactor, s-a testat compresibilitatea stratului de biocatalizator. Pentru a efectua
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acest test, debitul de hexan a fost crescut treptat de la 0.1 la 5 mL/min, determinand o crestere
a caderii de presiune n reactor cu doar ~1.5 bar. In consecinti, reactorul a fost atasat invers si
s-a efectuat acelasi experiment (cresterea debitului de hexan), ajungand la aceleasi rezultate ca
cele observate anterior - aceeasi cadere de presiune odatd cu cresterea debitului. La analiza

vizuala a reactorului, nu s-a remarcat compresia stratului de catalizator.

3.2.5.1. Influenta temperaturii si a concentratiei substratului asupra acildrii enzimatice a
substratului model (rac-a) in flux continuu

Tn acest set de experimente, s-a urmarit investigarea influentei temperaturii asupra
acilarii catalizate de SWCNT-CalL-B a rac-a (2 mg/mL) cu acetat de vinil (0.75 echiv.). In
concordantd cu experimentul efectuat in sistem discontinuu, Tn acest caz, intervalul de
temperaturd a fost variat de la 30 °C la 60 °C, biocatalizatorul expunand aceeasi scadere a

activitatii in jurul a 40 °C (Figura 9.).
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Figura 9. Performanta catalitici a SWCNT-CaL-B in KR a rac-a (2 mg/mL) cu acetat de

vinil (0.75 echiv.) la diferite temperaturi, in n-hexan, in regim continuu

In cele ce urmeazi, s-a urmdirit imbunatitirea productivititii sistemului de rezolutie
cinetica Tn flux continuu. In acest scop, concentratia de rac-a a fost crescuta (la 10, 20, 30, 40
si 50 mg/mL) (acetat de vinil 0.75 echiv.) si s-a investigat influenta concentratiei substratului
asupra conversiei la diferite debite (0.1 -1 mL/min) si valori ale temperaturii (30-60 °C)
(Figura 10A-E.).
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Figura 10A-E. Efectul debitului la diferite concentratii de substrat (rac-a) (50, 40, 30, 20 si

10 mg/mL) si temperaturi (30, 40, 50 si 60 °C) asupra conversiei (c) rezolutiei cinetice Tn flux

continuu. Conditii de reactie: 70 mg SWCNT-CalL-B, n-hexan, 0.75 echiv. acetat de vinil

3.2.5.2. Acilarea rac-a-f in flux continuu catalizata de lipaza

Pentru a demonstra aplicabilitatea largd a SWCNT-CalL-B, experienta dobandita in
dezvoltarea reactiilor in sistem discontinuu pentru rac-c-f a fost transferatd implementarii
acestor reactii in sistem continuu. Datoritd asemanarii structurale dintre rac-a si rac-b,
feniletan-1-olul substituit cu metil a fost exclus din experimentele in flux continuu. Alcoolii
para-halogenati (rac-c, d) au fost substraturi potrivite pentru CaL-B imobilizat (Figura 11A.),
iar rezolutia cinetica a nitro-feniletan-1-olilor (rac-e-f) s-a dovedit a fi mai lenta, ceea ce se

reflectd in debitele mai mici necesare pentru obtinerea conversiilor dorite (Figura 11B.).
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Figure 11. Acilarea in flux continuu a (A): rac-c (bare albastre) si rac-d (bare rosii) si (B):
rac-e (bare portocalii) si rac-f (bare verzi) cu SWCNT- CaL-B. Conditii de reactie: solventul
organic mentionat anterior, 0.75 echiv. acetat de vinil, 2 mg/mL rac-c-f, 60 °C, 70 mg

SWCNT-CalL-B

Productivitatea (rcont, Umol/mL x mg) sistemului cu cel mai performant biocatalizator
(SWCNT-CaL-B) a fost calculatad pentru rezolutia cinetica a substratului model (rac-a) pentru
toate cele cinci concentratii de substrat (10, 20, 30, 40 si 50 mg/mL) si la toate cele patru
temperaturi (30, 40, 50 si 60 °C), in intervalul debitului de la 0.1 — 1 mL/min (Figura 12. si
Ecuatia (1)).
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Figure 12. Variatia productivititii (umolprodus Min™ mg™ biocatalizator) a SWCNT-CaL-B in
functie de debit, la diferite temperaturi si concentratii de substrat (¢ 50 mg mL™*; ® 40

mg mL*?; A 30 mg mL?; © 20 mg mL?; > 10 mg mL™?).

In ecuatia (1), me este greutatea biocatalizatorului din reactor (in mg), [P] este
concentratia (R)-1a (data ca pmol/mL, calculata din concentratia si conversia substratului) si f
este debitul (mL/min).

Productivitatea maxima a sistemului a fost obtinuta la 60 °C, cu o concentratie de

substrat model de 50 mg/mL la un debit de 0.6 mL/min. S-a determinat ca fiind 2.04 umol mL"
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'mg™. Tn Figura 13 se poate urmari productivitatea sistemului in functie de debit, concentratia

substratului si temperatura.

Productivitate

[umol/min/mg] ® 0.1 mL/min ® 0.2 mL/min ® 0.3 mL/min 0.4 mL/min m 0.5 mL/min
2.00 - 0.6 mL/min 0.7 mL/min 0.8 mL/min 0.9 mL/min 1.0 mL/min
1.50 -+
1.00 -+
0.50 -
0.00 -
60 °C|50 °C|40 °C|30 °C|60 °C|50 °C|40 °C|30 °C|60 °C|50 °C|40 °C|30 °C|60 °C|50 °C|40 °C|30 °C|60 °C|50 °C|40 °C|30 °C
50 mg/mL 40 mg/mL 30 mg/mL 20 mg/mL 10 mg/mL

Figura 13. Productivitatea SWCNT-CaL-B in sistem continuu

Acilarea Tn flux continuu a decurs cu enantioselectivitate excelentd in toate

experimentele, produsul obtinandu-se cu exces enantiomeric maxim (eep>99%).

3.2.6. Concluzii

Tn acest studiu, s-a demonstrat aplicabilitatea eficientd a imobilizarii covalente pe
nanotuburi de carbon cu un singur perete, functionalizate, a lipazei B din Candida antarctica.
Catalizatorul mentionat anterior a fost activ si selectiv atat in flux continuu, cat si in mod
discontinuu pentru rezolutia cinetica enzimatica a diferitilor aril-alcooli secundari. Rezultatele
experimentale au dovedit faptul ca biocatalizatorul SwCNT-CaL-B a prezentat
reproductibilitate ridicatd in ceea ce priveste activitatea si stereoselectivitatea. Procedura
optimizata dezvoltata, cu productivitate ridicata, a fost adecvata pentru producerea de alcooli
si acetati enantiopuri. Biocatalizatorul Tn cantitate de ~70 mg incércat in reactor a permis
rezolutia cinetica la scard de o sutd de grame a enantiomerilor vizati, subliniind in acest fel

stabilitatea operationala pe termen lung a SWCNT-CaL-B.
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3.3. Lipaze in rezolutia cinetica dinamica a aminelor in flux continuu

3.3.1. Experimente de racemizare

Pe langa catalizatorul disponibil comercial, 10% Pd/C, au fost produsi si testati ca
agenti de racemizare sase catalizatori eterogeni suplimentari: Pd/BaCOs,%! Pd/Al(O)OH,%
Pd/BaSO4, Pd/AMP-D, Pd/AEAP-D si Pd/AMP-KG (pe silice derivatizat cu 3-aminopropil si
3-(2-aminoetilamino)propil®, suporturi sintetizate). Experimentele de racemizare au fost
efectuate cu catalizatorii mentionati mai sus in reactoare din otel inoxidabil. In prima serie de
teste de racemizare, microreactoarele au fost umplute cu diferiti catalizatori si o solutie de (S)-
1-feniletilamina (S)-2a si formiat de amoniu (utilizat ca sursa de hidrogen), care impreuna au
fost pompate prin reactor la temperaturi ridicate (60, 90 si 120 °C). In toate cazurile,
experimentele de racemizare au fost monitorizate si din efluent s-au determinat compozitia
enantiomerica [ee(s)-2a] a 2a si selectivitatea (selrs)-2a). La 120 °C selectivitatea catalizatorilor
pe baza de Pd a fost scizuti (Selr s)-1a< 5%). Tn cadrul testelor efectuate 1a 90 °C pot fi observate
grade de racemizare (ees)2a < 15%) si selectivitati (selr.s)y-2a= 2—74%) usor imbunatatite
(Tabelul 3.).

Tabelul 3. Racemizarea (S)-2a mediata de catalizatori pe baza de Pd in reactoare continue in
strat fix 1a 90 °C

Nr.crt. catalizator ees)2a  SelRrs)-2a
%) (%)*

1 Pd/BaSO4 - -
2 10% Pd/C >99 2
3 Pd/BaCOs 13 41
4 Pd/AIO(OH) 4 98
5 Pd/AEAP-D 2 74
6 Pd/AMP-D <1 9
aDeterminat prin GC. selrs)-2 (%)=cantitate de (R,S)-2a/cantitate de compusi detectabili in amestecul de reactie
% 100.

Avand in vedere faptul ca temperaturile sub 70 °C s-au dovedit a fi compatibile cu
lipaza B din Candida antarctica (CaLB)® imobilizati, studiile aminuntite de racemizare au

fost efectuate la aceastd temperatura (Tabelul 4, randurile 1-7).
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Tabelul 4. Rezultatele racemizarilor (S)-2a, (S)-2h si (S)-2i mediate de catalizatori pe baza
de Pd intr-un reactor continuu in strat fix, folosind formiat de amoniu ca sursa de hidrogen?
Nr.crt. amina catalizator® ees)2a selrs)-2a

%) (%)

1 (S)-2a 10%Pd/IC  >99 13
2 (S)-2a Pd/AIO(OH) 57 99
3  (S)-2a Pd/AEAP-D 36 95
4 (S-2a  Pd/BaCO3 6 66
5 (S)-2a Pd/BaSOs 1 68
6 (S)-2a Pd/AMP-D 5 90
7 (S)-2a Pd/AMP-KG 2 94
8  (S)-2a Pd/AMP-KG® 3 95
9 (S)-2h Pd/AMP-KG® 99 93
10 (S)-2i Pd/AMP-KG® 99 90

aRandurile 1-7: (S)-2a (69 mM), formiat de amoniu (1.0 echiv., 69 mM) Tn 2-metil-2-butanol uscat, la 60 °C, cu
un debit de 20 pL min't; Randurile 8-10: (S)-amine [(S)-2a, (S)-2h sau (S)-2i: (69 mM), formiat de amoniu (1.2
echiv., 83 mM) in 2-metil-2-butanol uscat, la 60 °C, cu un debit de 10 puL min™. ® Cantititile de catalizatori din
reactor sunt date n teza. ¢ Determinat prin GC. selrs)-1= cantitate de (R,S)-2/cantitate de compusi detectabili in

amestecul de reactie x 100 (%). ¢ R&ndurile 8-10: vezi cantitatile de catalizatori din reactor in teza.

La 60 °C, 10% Pd/C a convertit (S)-2a in principal in produsi secundari (selRrs)-2a =
13%), fara racemizare (e€(s)-2a > 99%; Tabelul 1, randul 1). Interesant, cu ceilalti catalizatori
pe baza de Pd (Tabelul 4, randurile 2-7) s-au inregistrat diferite grade de racemizare (ee(s)-2a=
1-57%) si selectivitate (selrs)2a= 66-99%). Pd/AMP-KG s-a dovedit a fi cel mai util
catalizator de racemizare la 60 "C (ee(s)-2a = 2%), avand o selectivitate buna (sel(r s)-2a = 94%;
Tabelul 4, randurile 7).

Apoi, un preparat enzimatic robust obtinut prin includerea in sol-gel a lipazei B din
Candida antarctica (CaLB-TDP10) a fost testat cu cel mai incurajator agent de racemizare
(Pd/AMP-KG) intr-un reactor cu strat fix, mixt, de catalizator (coloana B). S-a dorit sa se
verifice compatibilitatea conditiilor reactiei de racemizare Cu enzima imobilizata. S-au testat
reactiile de racemizare a (S)-2a si a douda amine nebenzilice, (S)-2h si (S)-2i. Testele au
evidentiat racemizarea lina si eficienta a (S)-2a cu Pd/AMP-KG chiar si in prezenta CalL-B-
TDP10 (ee(s)-2a = 3% cu selr,s)-2a = 95 %: randul 8 din Tabelul 4.), totusi aminele nebenzilice

nu au putut fi racemizate (eees)-2a > 99%: randurile 9,10 din Tabelul 4.). Datorita aparitiei
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aminarii reductive a aminelor nebenzilice cu catalizatori de Pd (cu ajutorul formiatului de
amoniu) chiar si la 40 °C, oxidarea slaba poate fi motivul racemizarii inexistente a aminelor
nebenzilice.

Pentru a elimina toate obstacolele observate in timpul experimentelor preliminare
pentru DKR a 1-feniletanaminei rac-2a in flux continuu (vezi Sectiunea 5.2), urmatoarele
elemente cheie au fost utilizate n sistemul DKR final [n= 1 sau 2 in Figura 14., panoul b)]: i)
in etapa catalizata de enzima, 2-etoxiacetatul de izopropil (4) a fost selectat ca agent eficient
de acilare a aminei; ii) a fost introdusa o coloana pentru KR (coloana A, umplutd numai cu
CaLB-TDP-10) pentru a minimiza cantitatea de etoxiacetamida formata (5); iii) PA/AMP-KG
(catalizator de racemizare); iv) 2-metil-2-butanol a fost inlocuit cu un amestec de 2-metil-2-
butanol/toluen 1:1 (v/v) (pentru a imbunatati solubilitatea aminelor mai hidrofile rac-2c-e in
solutia A) ; v) s-a aplicat presiune la iesirea coloanei B; vi) coloana B (Pd/AMP-KG) a fost
preactivata cu un flux de solutie de formiat de amoniu (timp de 30 min).

Tn sistemul descris anterior, peste coloana pentru KR (coloana A: CaLB-TDP-10) a fost
pompata solutia A (rac-2a si 4). Efluentul (contindnd cantitdti aproape echimolare de amida
(R)-3a si amina nereactionata (S)-2a) a fost unit cu solutia B (formiat de amoniu in 2-metil-2-
butanol uscat) intr-o valva cu trei cai care duce citre o coloana cu strat fix, mixt, de catalizatori
(coloana B: Pd/AMP-KG+CaLB-TDP10). A fost examinat efectul formiatului de imidazoliu
ca sursa de hidrogen (Tabelul 5.) si numarul de echivalenti de formiat de amoniu asupra DKR
arac-2a (Tabelul 6.).

Tabelul 5. Optimizarea sursei de hidrogen pentru DKR a rac-2a in sistem complet continuu?

Nr. crt. agent de acilare®  sursa de H° c Y eer)3a
(mM) [echiv.]  (mM) [echiv.] (%)? (%) (%)
1 180 [2.0] AF,54[0.6] >99¢ 91 99.6
2 180 [2.0] IF,54[06] >99 90 975
3 180 [2.0] IF, 27 [0.3] 80 75 977
4 135 [1.5] IF,54[0.6] >99 90 98.4
5 108 [1.2] IF,54[06] >99 91 983

4Conditii — cantitatea de umplutura: coloana A: M540-CaLB (209 mg), coloana B: M540-CaLB (120 mg)
amestecat cu Pd/AMP-D (120 mg); debite: 5-5 uL min; la 60 °C. b) Solutia A: rac-2a (90 mM) si izopropil 2-
etoxiacetat (4) in 2-metil-2-butanol uscat. c) Solutia B: sursa de hidrogen AF: formiat de amoniu, IF: formiat de
imidazoliu [echiv. fatd de rac-2a] Tn 2-metil-2-butanol uscat. d) Determinat prin GC. e) Formarea 2-

etoxiacetamidei (5) a fost observata.
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Tabelul 6. Optimizarea cantitatii de formiat de amoniu pentru DKR a rac-2a in sistem

complet continuu?

Nr.crt. HCOONH:; ees)2a €erysa conv. randament
(echiv.) )" ()" ()P (%)
1 0.2 n.d.c 99.9 >99 63
2 0.3 n.d. 99.9 >99 88
3 0.4 n.d. 99.9 >99 92
4 0.6 n.d. 99.9 >99 96

aSolutia A: rac-2a (138 mM) si 4 (2 echiv., 276 mM) n 2-metil-2-butanol/toluen 1:1 (v/v) uscat, debit de 5 pL
min? si Solutia B: formiat de amoniu Tn 2-metil-2-butanol, debit de 5 uL mint, presiunea de 30 psi, 60 °C.

bDeterminat prin GC. °Nu a fost detectat.

Cel mai performant sistem pentru DKR a rac-2a (temperatura: 60 °C; debit: 5 uLL min’

11n toate pompele, 0.6 echiv. formiat de amoniu) a furnizat (R)-3a cu un randament de izolare

ridicat (96%) si exces enantiomeric excelent (>99%) (Tabelul 7, randul 1).

Tabelul 7. DKR chemoenzimatic a sapte amine benzilice, rac-2a-g, in sistem complet

Nr. crt-2

o O A W DN B

7

amina

rac-2a
rac-2b
rac-2c
rac-2d
rac-2e
rac-2f
rac-2q

n

T

°C)

60
60
60
60
60
60
70

p

continuu®

€€(s)-2a-f

(psi)  (%)"

30
30
30
30
30
30
100

n.d.c
92.0
63.3
8.3
74.4
9.7

98(59)

€€(R)-3a-f

(%)°

99.9
99.5
98.9
99.3
99.2
99.9

99.1(99.3)¢

conv.

(%)°

>99
61.9
63.5
96.7
65.0
72.0

63(75)"

randament
(%)

96
60
60
86
57¢
67
n.i.

@Randurile 1-6: Solutia A: rac-2a-f (138 mM) si 3 (2 echiv., 138 mM) in 2-metil-2-butanol/toluen 1:1 (v/v)

uscat, debit de 5 uL min* si Solutia B: formiat de amoniu (0.6 echiv.) in 2-metil-2-butanol, debit de 5 uL min™.

b Determinat prin GC (detalii in tezd). ¢ Nu a fost detectat. ¢ 4-Etil-1,1°-bifenil a fost izolat ca produs secundar. ®
Réndul 7 (n=0): fara coloana A, rac-2g (138 mM), 4 (2 echiv., 138 mM) si formiat de amoniu (0.6 echiv.) n 2-

metil-2-butanol uscat a fost pompat direct in coloana B cu debitul de 10 L min. fees)-2g (valoarea ees)-2a este

ntre paranteze). 9 ees)-3y (valoarea ees)-3a este intre paranteze). " c(s)-3g (conversia la (S)-3g + (S)-3a este dati

ntre paranteze). 'n.i.: nu a fost izolat.
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De asemenea, dupa DKR a rac-2a in flux continuu, acest sistem a fost supus si altor
amine benzilice avand proprietati sterice si electronice diferite pentru a evalua toleranta la
substrat a procesului (Figura 14.). Existenta gruparilor functionale reductibile, prin
hidrogenare prin transfer cu catalizatorul de racemizare, a fost impedimentul cel mai evident
al acestui tip de proces DKR. Experimentele cu feniletan-1-amine 4-cloro-, 4-bromo- si 4-nitro-
substituite au evidentiat reducerea acestor grupari in conditiile de racemizare, aceste substraturi
fiind inadecvate pentru acest tip de proces DKR.

Tn continuare, procesul de DKR a fost investigat cu sase amine benzilice de interes
mare, rac-2b-g. Pentru procesul KR a rac-2a-f cu o singura coloana umpluta cu CaLB-TDP10
(n =1 pentru coloana A din Figura 14.) s-au inregistrat conversii de aproape 50%. Pe de alta
parte, in cazul aminelor mai voluminoase rac-2c si rac-2e, un singur reactor pentru KR a dat
conversii mediocre (n=1: 34% pentru rac-2c si 25% pentru rac-2e). Pentru transformarea
substraturilor mentionate mai sus, a fost aplicat un sistem cu doua coloane pentru KR (n= 2,
coloana A in Figura 14.). S-a urmarit atingerea unei conversii de aproape 50% pentru partea
KR (coloana A) a sistemelor DKR.

a) solution B

T
o)
o)
Q
2
T
S
:

solution A e ! column B

¥ 3380 -

@ cCaL-B-TDP10
_____________________ ! n Pd/AMP-KG

:
:

g

ot

Q

é
- -
o0
ojo
"9
20
- -

2 2 NH, NH, ‘
@ @ DA ®
F ~o
rac-2a rac-2b rac-2¢c rac-2d rac-2e
NH> NH, NH,
©)\/ ©)\/ F /\/\)Niz
rac-2f rac-2g rac-2h rac-2i

Figura 14. Sistemul complet continuu dezvoltat

Performanta de racemizare a putut fi dedusa din compozitia enantiomerica a aminei
reziduale (ee)-2a-g). Racemizarea eficienta a avut loc in cazul DKR a rac-2a (nu a ramas 2a,
Tabelul 7, randul 1), rac-2d (ee(s)-2a= 8.3%, Tabelul 7, randul 4), si rac- 2f (ee)-2i= 9.7%,

Tabelul 7, randul 6). Prin urmare, s-au obtinut conversii si randamente mari pana la excelente
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n procesele de DKR ale acestor substraturi (Tabelul 7, intrarile 1,4,5). Efectul inductiv pozitiv
usor pronuntat al gruparii etil atasata in pozitie benzilica (rac-2f) nu a inhibat racemizarea. Tn
cazul rac-2f, conversia redusa a DKR este o consecinta directa a scaderii vitezei de reactie a
KR, comparativ cu cea observata in cazul rac-2a.

Dupa cum era de asteptat, in cazul substraturilor cu substituenti donori de electroni,
cum ar fi rac-2c (cu substituentii 3,4-metoxi) sau rac-2e (cu substituentul 4-fenil), racemizarea
nu a decurs foarte bine (ees)-2c = 63.3 % si ee(s)-2e= 74.4%; Tabelul 7., randurile 3 si 5). S-a
observat faptul ca substituentul 4-fluoro (rac-2b) a avut un impact negativ semnificativ asupra
racemizarii (ee(s)-2b =92.0%, Tabelul 7, intrarea 2). Eficienta moderata a racemizarii a dus la
randamente izolate modeste (57-60%), totusi in cazul DKR a rac-2b,c,e au putut fi observate
puritati enantiomerice excelente (ee >98.9%).

Tn cazul procesului de DKR a rac-2g (avand un atom de fluor ntr-o pozitie alifatica) s-
a observat ca fluorul a fost redus partial de agentul de racemizare in conditiile de proces
selectate (0.6 echiv. de HCOO'NH4*, 100 psi, 70 °C: Tabelul 7., randul 7). In acest caz, ca si
in cazul anterior, purititile enantiomerice ale produsului care contine fluor (R)-3g si ale
produsului secundar dehalogenat (R)-3a au fost excelente (ees)-2g si €e(s)-2g >99% ), cu toate
acestea, compozitia enantiomerica a substratului halogenat rezidual (ee(s)-2g = 59%) a aratat o

eficienta de racemizare medie pentru (S)-2g.

3.3.2. Stabilitatea operationala

Tn general, Tn cazul unui sistem catalitic operat Tn flux continuu, durabilitatea acestuia
poate fi definita prin stabilitatea operationald. In consecinta, sistemul DKR pornind de la rac-
2a la (R)-3a a fost realizat si supravegheat la 60 °C timp de 48 de ore, demonstrand o stabilitate
operationala excelenta (Figura 15.). Sistemul construit a fost stabil timp de cel putin 2 zile,

producénd continuu (R)-3a enantiopur (ees)-2a>99,8%) cu o productivitate de 103 kg m= zi ™.
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Figura 15. Stabilitatea operationala a sistemului DKR Pd/AMP-KG-CaLB-TDP10 (operat
continuu) pentru 1-feniletan-1-amina (rac-2a) [conversia GC (@) este prezentata pentru

sistemul DKR operat in conditiile din Tabelul 7 timp de 48 h]

3.3.3. Concluzii

In concluzie, noul sistem prezentat descrie pentru prima dati DKR in flux complet
continuu a aminelor benzilice racemice (rac-2a-f). Sistemul de rezolutie cinetica dinamica a
implicat o lipaza robusta (CaLB-TDP10) pentru rezolutia cinetica si un agent bland de
racemizare cu paladiu pe silice grefata cu aminopropil (Pd/AMP-KG). Ca sursa de hidrogen a
fost utilizat formiatul de amoniu, care s-a dizolvat complet in 2-metil-2-butanol, astfel incat a
putut fi utilizat la temperaturi relativ ridicate (60-70 °C). n acest studiu, s-a evidentiat ci acest
proces de racemizare a fost eficient pentru aminele benzilice care nu contin functiuni
susceptibile la reducere. Sistemul DKR dezvoltat a continut: 1 sau 2 coloane cu umplutura de
CaLB-TDP10 (unitate KR) si o coloana umpluta cu PA/AMP-KG+CalLB-TDP10 (unitate de
rezolutie cinetica dinamica in strat mixt). Acesta a fost aplicat cu succes pentru conversia
diferitelor amine benzilice valoroase rac-2a-f in amide (R)-3a-f cu randamente de izolare medii

pana la ridicate (57-96%) si puritati enantiomerice excelente (>98.8%).

3.4. Tranzaminaze (TA) in rezolutia cinetica a aminelor

3.4.1. Identificarea de noi TA

Cautarea genelor pentru transaminazele (S)- sau (R)-selective a fost efectuata pe NCBI
(Centrul National de Informatii Biotehnologice) utilizdnd motivele bine conservate ale: TA
(S)-selective din Vibrio fluvialis (F2XBU9, Vf-TA); Chromobacterium violaceum (Q7NWG4,
CvS-TA); Halolamina sediminis (AOA1JOVCU3, Hs-TA) si Halomonas elongata (E1V913,
He-TA) sau TA (R)-selective din Capronia semiimmersa TA (AOA0D2DZI3, Cs-TA);
Artrobacter sp. (F7J696, Ar-TA) si Thermomyces stellatus TA (pdb: 6XWB_A, Ts-TA).

Identitatea secventei de aminoacizi a transaminazei (S)-selective selectata, TA din
Pseudomonas psychrotolerans (PpS-TA), la CvS-TA, VI-TA, He-TA si Hs-TA a fost de 55.3%,
36.2%, 64.4% si, respectiv, 61.3%, evidentiind cel mai recent ancestor cu He-TA si Hs-TA.
Identitatea secventei de aminoacizi a transaminazei (R)-selective selectata, TA din
Sinorhizobium sp. (SrR-TA), la Cs-TA, Ar-TA si Ts-TA este de 40%, 54.9% si, respectiv,

62.2%, dezvaluind cel mai recent ancestor cu Ts-TA.
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Mai ntéi s-a testat daca noile TA pot accepta rac-7a-d ca donatori de amino. S-a ajuns
la concluzia ca toate aminele testate au fost substraturi pentru TA nou descoperite (Figura 16.).
Un aspect important este ca niciunul dintre 6a-d nu a actionat ca amino acceptor pentru TA
mentionate mai sus, intrucat nu a fost posibila detectarea prezentei (S)- sau (R)-7a-d in procesul
de sinteza asimetrica. In plus, acestia au fost incubati cu 10 echiv. de (S)- sau (R)-alanini si, de
asemenea, nici in acest caz nu a fost identificat niciun produs amina. Aceasta a dus la
posibilitatea supravegherii rezolutiilor cinetice ireversibile prin HPLC chirala, evidentiind in

acest fel enantioselectivitatea opusd a TA nou descoperite.

NH, Psp-, Sr-, Cv-TA NH» 0]
R: > +
@ . /©)i R PLN R)\ RJ\
7a 7b rac-Ta-d _"HEPESpH=7 ,  S/R-Ta-d 6a-d
B ~0 YJ\O Na O Na
" 7e 7d 0 NH;

Figura 16. KR mediata de TA a rac-1-feniletilaminelor cu piruvat (utilizadnd enzimele
purificate PpS-TA, SrR-TA si CvS-TA W60C)

3.4.2. Teste de activitate/stabilitate functionala
3.4.2.1. pH-ul optim al noilor TA

Tn cazul transaminazelor (S)- si (R)-selective, activitatea lor a fost masurata in procesul
dorit de rezolutie cinetica (Figura 16.), cu 1-feniletilamina (rac-7a) ca substrat model, n
intervalul de pH 6.2-12 prin teste de activitate bazate pe determinari de viteze initiale. Astfel,
pentru PpS-TA cea mai mare activitate relativa a fost atinsa in intervalul de pH dela 9 la 11,
care este un interval de pH considerabil mai larg in comparatie cu alte TA®S 66 67 68 69 pentry
valori ale pH-ului >11.0 si <8.0 s-a observat o activitate enzimatica scazuta (Figura 17a).
Masuratorile de stabilitate termica au aratat ca stabilitatea termica a TA (S)-selective este
mentinuta intr-un interval larg de pH, de la 6.5 la 9.5 (Figura 17a). LapH =6.2 si pH > 11.0
stabilitatea structurald a enzimei scade, ceea ce este confirmat de scaderea temperaturilor de

topire (Tm) la 39.5 si respectiv 43.5 °C (Figura 17b).
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Figura 17. a) Efectul pH-ului asupra activitatii PpS-TA, b) curbele de denaturare termica a

PpS-TA

Tn cazul TA (R)-selective, investigatiile privind efectul pH-ului asupra activitatii

enzimatice au evidentiat un interval de pH mai restrans. Activitatea maxima a fost observata la

pH 7.5 si pentru valorile pH > 8.0 s-a observat o scadere a activitatii (Figura 18a). Masurétorile

de calorimetrie diferentiald au aratat ca SrR-TA are o stabilitate termica modesta, desi la pH =

6 s-a masurat un Ty maxim de 49 °C (Figura 18b).
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Figura 18. a) Efectul pH-ului asupra activitatii STR-TA b) curbele de denaturare termica a
SrR-TA la diferite valori de pH

3.4.2.2. Screening-ul de solutie tampon pentru procesul de rezolutie cinetica mediata de TA

In cadrul experimentelor de identificare a solutiei tampon optime, rezolutia cinetica

utilizata anterior a rac-7a a fost studiata in diferite solutii tampon (fosfat, HEPES, fosfat-solutie

salind — 50 si 100 mM) la valoarea optima a pH-ului, pH=7. Reactiile biocatalitice efectuate cu

PpS-TA in HEPES, au relevat, dupa 1 ora de reactie, 0 conversie de aproape 50%, in timp ce

n cazul SrR-TA conversia de 38% s-a obtinut dupa 22 de ore de reactie in HEPES (Figura

19.). Tn cazul n care s-a folosit tampon PBS, in concentratie de 100 mM, s-au obtinut valori
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minime de conversie pentru ambii biocatalizatori. Pentru testele ulterioare s-a utilizat in ambele

cazuri HEPES in concentratie de 50 mM.

a 50 b 50

IS
S

W 50 mM HEPES, pH=7
mm 50 mM PBS, pH=7

== 50 mM PB, pH=7
== 100 mM PB, pH=7
100 mM PBS, pH=7 10

w
=}

El 50 mM HEPES, pH=7

EE 100 mM PB, pH=7

20 B 50 mM PB, pH=7

Bm 100 mM PBS, pH=7
50 mM PBS, pH=7

N
=}

Conversion (%)

-
o
Conversion (%)

o

15 30 45 60 75 90 105 120 0

2 4 6 8 22
Time (min)

Time (h)
Figura 19. a) KR catalizat de PpS-TA, variatia conversiei in timp in diferite solutii tampon la
40 °C; b) KR catalizat de SrR-TA, variatia conversiei in timp in diferite solutii tampon la 25
°C

3.4.2.3. Stabilitatea termica a noilor biocatalizatori

S-a urmarit modificarea conversiei procesului de KR a substratului model rac-7a in
conditiile stabilite anterior (50 mM, pH=7 tampon HEPES) la diferite temperaturi. Tn cazul
PpS-TA intervalul de temperatura in care s-a inregistrat conversia a fost 20-55 °C iar pentru
SrR-TA, 20-40 °C. in cadrul acestei investigatii scopul nostru a fost si de a determina
stabilitatea operationala a activitatii bazate pe conversie, in cazul incubarii/operarii (0, 1, 2, 3,
4,5,6,7,8hsi22 h incubare) la temperaturile stabilite anterior (Figura 17b. si Figura 18b.).
Aceste experimente ar putea dezvalui robustetea operationald a biocatalizatorilor.

Conversiile reactiilor catalizate de PpS-TA au crescut odata cu cresterea temperaturii
n intervalul 20-55 °C. Valorile maxime de conversie au fost obtinute dupa 0.5 ore la 55 °C, iar
in cazul 45 °C si 50 °C a fost necesar un timp de reactie de 1 ord pentru atingerea aceleiasi
conversii. Incepand cu 6 ore de preincubare a biocatalizatorului la temperaturile mentionate
anterior, TA si-a mentinut activitatea bazata pe conversie pana la 45 °C (c45:c = 49.3%), fiind
urma, incubarile de 22 de ore au aritat un maxim local de cao:c = 44.5%, care este cu 5% mai
mic In comparatie cu enzima neincubata la aceeasi temperaturd. Aceste informatii evidentiaza

o stabilitate operationala in intervalul 20-45 °C pentru PpS-TA (Figura 20.).
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Figura 20. Influenta temperaturii asupra activitatii PpS-TA (la diferiti timpi de incubare a
biocatalizatorului), utilizand 10 mM rac-7a ca substrat si 10 mM piruvat drept co-substrat,

dupa 1 h timp de reactie

In aceleasi conditii de rezolutie cineticd a rac-7a, initial STR-TA a fost testat fara pre-
incubarea enzimei. S-a observat o tendinta de scadere a activitatii bazate pe conversie, cand
temperatura a fost ridicata de la 20 la 40 °C (c20°c = 21.7% si cao'c = 10.4%), intrucat jumatate
din activitate s-a pierdut in 1 ora. In cazul preincubdrii timp de 6 ore a TA, temperaturile de
20-35 °C nu au avut un impact negativ asupra activitatii, totusi temperaturile mai ridicate au
cauzat pierderi semnificative de activitate in comparatie cu varianta fara incubarea enzimei, la
aceeasi temperaturd, in intervalul de timp stabilit. Totodata, pre-incubarea de 22 de ore a produs
o pierdere de activitate de 5 ori mai mare fata de varianta fara incubare, la 40 “C (Cs0'c = 2.2%)
si o scddere de 10 ori mai mare decat in absenta incubarii, la 20 °C (c20°c). = 21.8%) in
screening-ul de 1 ora (Figura 21.). Rezultatele obtinute au indicat o stabilitate termica scazuta
pentru SrR-TA (R)-selectiva, care este comparabila cu cea a altor TA (R)-selective, desi au fost

raportate proiecte de succes pentru a rezolva aceasti problema.’® "1 72
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Figura 21. Influenta temperaturii asupra activitatii SrR-TA (la diferiti timpi de incubare a
biocatalizatorului), utilizand 10 mM rac-7a ca substrat si 10 mM piruvat cu rol de co-

substrat, dupal h timp de reactie

3.4.2.4. Influenta co-solventului asupra stabilitatii/activitatii noilor TA

Tn plus, s-a investigat efectul DMSO asupra activitatii bazate pe conversie a TA Tn KR
a rac-7a. TA (S)-selectiva fara pre-incubare cu DMSO, a functionat asa cum era de asteptat
pana la un continut de 30% DMSO (v/v), atingadndu-se conversia completd dupd 1 ora (in
conditiile de screening descrise anterior). Cand PpS-TA a fost incubata timp de 1-8 ore cu
cantitati diferite de DMSO, 25% (v/v) este cea mai mare cantitate de DMSO cu care pot fi
obtinute valori complete de conversie. Cresterea cantitatii de DMSO a determinat scaderea
semnificativa a activitatii enzimatice, ceea ce se reflecta in valori minime de conversie (Figura

22)).
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Figura 22. Profilul activitatii bazate pe conversie a PpS-TA Tn KR a rac-7a la diferite

cantitati de DMSO si diferiti timpi de incubare

TA (R)-selectiva, fara incubare prealabila, a produs conversii similare pana la un
continut de 20% DMSO, la cantitati mai mari de co-solvent observandu-se scaderea conversiei.
Incubarea mai lunga nu a afectat activitatea, chiar si in cazul incubarii de 22 de ore cu 20%
DMSO, conversia a fost de 20% dupa 1 ora de reactie, aceeasi valoare atingandu-se si pentru

enzima neincubata (Figura 23.).
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Figura 23. Profilul activitdtii bazate pe conversie a STR-TA Tn KR a rac-7a la diferite

cantitdti de DMSO si diferiti timpi de incubare
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3.4.2.5. Caracterizarea cinetica a noilor biocatalizatori

S-a dorit, de asemenea, sa se determine eficienta catalitica a noilor TA. Pentru a atinge
acest obiectiv s-au realizat masuriatori cinetice pentru diferite amine racemice (rac-7a, -7b, -
7c, -7d) si piruvat (co-substrat). Datele rezultate au fost comparate cu cele obtinute pentru bine
studiata varianta W60C a TA din Chromobacterium violaceum (CvS-TA)”® 7 75, Initial,
parametrii cinetici au fost determinati pentru PpS-TA si SrR-TA, la concentratie fixa de piruvat
(0.6 mM) pentru substraturile mentionate mai sus (Figura 16., Tabelul 10).

In general, cu toate substraturile (cu exceptia cazului transaminarii rac-7b cu SrR-TA),
SrR- si PpS-TA au valori Km mai mari decét varianta CvS-TA W60C (CvS-TA), ceea ce
sugereaza 0 afinitate mai mica fata de substrat. Cu toate acestea, aceste rezultate pot fi legate
de valorile Vmax si keat crescute, care subliniaza ca noile TA sunt mai eficiente la concentratii
mai mari de substrat decat CvS-TA (Tabelul 10). Tn Tabelul 10 se poate observa o eficientd
catalitica crescuta de ~12 ori a PpS-TA si de ~2.5 ori a SrR-TA (reprezentata prin valori Keat T
ambele cazuri) pentru rac-7a in comparatie cu CvS-TA. In mod surprinzitor, acest lucru a fost
legat de o orientare relaxatd a substratului (rac-7a), care poate fi dedusa din valorile K
crescute (crestere de 14 ori pentru PpS-TA si crestere de 16.5 ori pentru SrR-TA) fata de cele
pentru CvS-TA. Tn cazul rac-7b, pentru cele trei TA s-au obtinut valori comparabile ale K si
Keat. In cazul rac-7c,d PpS-TA a fost cel mai activ biocataalizator, aritand o eficienti catalitica
de ~9 ori mai mare (kcat) si 0 valoare Ku crescuta de ~23 ori in comparatie cu varianta W60C
a CvS-TA.

Pentru SrR-TA s-a inregistrat o valoare kcat Semnificativ mai mica (de 311.7 si 37.6 ori)
n transaminarea rac-7a decat cele masurate pentru alte TA (R)-selective, Fusarium oxysporum
TA'® si Aspergillus terreus TA. Acest lucru evidentiazi eficienta catalitici scizutid a SIR-TA,
cu toate acestea, conditiile de testare diferite pot influenta datele. In plus, comparativ cu
varianta imbunatatita a CvS-TA, SrR-TA a furnizat valori Keat usor crescute (pentru rac-7a,c)
sau analoage (pentru rac-7b,d), asa cum se observa in Tabelul 10, rezultate care confirma
potentialul sau biocatalitic.

Tabelul 10. Datele cinetice pentru PpS-TA si SrR-TA in comparatie cu CvS-TA (W60C)
pentru substraturile rac-7a-d
PpS-TA SrR-TA CvS-TA (W60C)

Kwm Vmax Kcat Kwm Vmax Kcat Kwm Vmax Kcat

[uM]  [pM/s]  [s7] | [uM] [uM/s] [s*] | [uM] [pMAs] [s7]
rac-7a 448 0.212 0.085 | 531 0.047 0.017 32 0.014  0.007
rac-lb 161  0.041 0016 | 126 0.058 0.021 | 128 0.028 0.014
rac-7c 952 0541 0217 | 341 0.237 0.085 40 0.047  0.024
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rac-7d 899 0453 0182 | 175 0.057 0.020 38 0.044  0.022

Parametrii cinetici reprezintd constantele de viteza aparentd determinate la o concentratie fixa de piruvat (0.6
mM).

Tn continuare, s-au determinat parametrii cinetici ai noilor TA prin fixarea concentratiei
de rac-7b (0.6 mM) si modificarea cantitatii de piruvat in reactii (Tabelul 11). Este de remarcat
faptul ca in masuratorile cinetice pentru rac-7b, valorile ridicate ale kcat confirma, de asemenea,
eficienta catalitica ridicatd a noilor TA. Constanta catalitica pentru piruvat (Tabelul 11) este
n toate cazurile superioara celor obtinute in cadrul screening-ului rac-7a-d (Tabelul 10) cu
CvS-TA W60C. Tn cazul cineticii transaminarii piruvatului, varianta investigatia a CvS-TA a
prezentat o afinitate mai mare pentru rac-7b (Km = 128 uM — Tabelul 10), similara cu cea
prezentata pentru piruvat (Km = 399 UM — Tabelul 11). PpS-TA a functionat invers, cu afinitate
mare pentru piruvat (Km = 43 uM — Tabelul 11) si afinitate scazuta (Km = 161 pM — Tabelul
10) fata de rac-7b. SrR-TA a functionat la fel in ambele cazuri comparate (Tabelul 10, 11).

Tabelul 11. Datele cinetice pentru PpS-TA si SrR-TA comparate
cu W60C CvS-TA n cazul utilizarii piruvatului ca substrat.

piruvat
Km[UM] | Vmax [UM/s] Keat [57]
PpS-TA 43 0.195 0.078
SrR-TA 121 0.202 0.072
CvS-TA (W60C) 399 0.067 0.034

Parametrii cinetici reprezinta constantele de viteza aparenta determinate la o concentratie fixa de piruvat (0.6

mM).

3.4.2.5.1. Determinarea inhibitiei de substrat

In masuritorile cinetice, curbele determinate au sugerat o inhibitie de substrat minora

n cazul CvS-TA cu rac-7a, care nu a fost detectata in cazul PpS- si SfR-TA (Figura 24.).
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Figura 24. Masuratori de inhibitie de substrat pentru rac-7a-d si piruvat

Pentru rac-7b,c s-a observat o inhibitie de substrat medie in cazul SrR-TA, cu toate
acestea nu a fost cazul si pentru PpS- si CvS-TA (Figura 24b, c). In transaminarea rac-7d
catalizata de PpS-TA s-a observat o inhibitie de substrat minora (Figura 24d.). S-au efectuat
investigatii si din punctul de vedere al acceptorului de grupare amino, piruvatul, unde se poate
observa o inhibitie moderatd in cazul PpS-TA. Pentru acest biocatalizator, indepartarea
piruvatului din mediul de reactie poate fi un factor important de luat in considerare, pentru a
obtine performanta catalitici optima. SrR- si CvS-TA nu au fost inhibate de cresterea

concentratiei de piruvat (Figura 24e.).

3.4.2.5.2. Masuratori de inhibitie de produs

Pentru acest set de experimente s-a dorit sa se verifice efectul inhibitor al cetonei
generate din KR, deoarece se stie ci aceste substante pot actiona ca inhibitori’’ ai reactiei.
Astfel, s-a utilizat o metoda de spectroscopie UV pentru a verifica daca inhibitia de produs este
prezenta folosind aminele rac-7a-d ca substraturi. Acetofenonele formate au fost inhibitori mai

buni pentru toate TA investigate decét substraturile (Figura 25a-d). In cazul CvS-TA si SrR-
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TA acetofenona, 6a, a provocat o inhibitie pronuntata chiar si la concentratic de 0.3 mM, la
care activitatea enzimelor a fost redusa cu 68% si 86%. PpS-TA a functionat la ~ 50% in
aceleasi conditii cu 6a (Figura 25a).

CvS-TA a aratat o inhibitie de produs semnificativa cu toate acetofenonele investigate,
avand activitate reziduald de 59% la concentratia de 0.5 mM 6b (Figura 25b), 36% la 0.5 mM
6¢ (Figura 25c¢) si 30% la 0.5 mM 6d (Figura 25d).

Tn screening-urile efectuate cu SrR-TA, cetonele 6b si 6¢ au provocat o inhibitie
moderata, activitatea initiald a scazut la 45% la concentratii de cetone de 0.6 mM (Figura 25b,
c). Cu toate acestea, in intervalul de concentratie testat pentru 6d, s-a observat 10% din
pierderea activitatii pentru TA (R)-selectiva (Figura 25d), concentratii mai mari neputand fi
testate din cauza limitarilor conditiilor de analiza date.

PpS-TA a fost inhibata cel mai mult de 6c, avand ~ 33% activitate ramasa la 0.6 mM
6¢ (Figura 25c), in acelasi timp, in cazul 6d, ~ 50% din activitatea initiala a fost pierduta
(Figura 25d). Tn cazul 6b s-a observat un impact minor asupra activitatii enzimei, ~75%

activitate reziduala inregistrandu-se la o concentratie de 0.5 mM a 6b (Figura 25b).
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3.4.3. Concluzii

Folosind instrumentele de cautare a genelor transaminazelor (R)- si (S)-selective din
bazele de date, si motivele bine conservate ale secventelor situsurilor lor de legare a
cofactorului PLP, 2 transaminaze, Shinorizobium sp. TA (SrR-TA) si Pseudomonas
psychrotolerans TA (PpS-TA) au fost selectate. Testele de stabilitate operationala a
transaminazelor au aratat cd pH=7 este cel mai bun pentru determinarea activitatilor pe baza
de conversie a rac-7a.

La investigarea influentei temperaturii reactiei de transaminare asupra stabilitatii
operationale a biocatalizatorilor, s-a evidentiat ca pentru PpS-TA 22 de ore de preincubare au
dus la pierderea completa a activitatii, totusi la 40 °C s-a observat o scadere a conversiei de
doar 5% intre biocatalizatorul neincubat si cel care a fost incubat timp de 22 de ore inainte de
reactie. SYR-TA a prezentat un optim operational la 35 °C si, din pacate, la 40 °C si la 22 de ore
de preincubare s-a observat o pierdere de activitate de 5 ori.

Incubarea enzimei (S)-selective cu DMSO a dus la o stabilitate scazuta pe termen lung
a TA, s-a observat ca dupa incubarea timp de 22 de ore in cantitatea de co-solvent mentionata
de 5-50% DMSO (v/v), s-au obtinut valori de conversie mai mici decét fara DMSO. Pentru TA
(R)-selectiva, conversia reactiei nu a fost influentata negativ chiar si cu un continut de 35%
DMSO (v/v). In mod surprinzitor, prin incubarea enzimei timp de 22 de ore cu 35% DMSO,
s-au Tnregistrat valori ale conversiei mai mari decat in cazul absentei incubarii, dar in prezenta
aceleiagi cantitati de co-solvent.

Masuratorile cinetice au evidentiat ca noua TA (S)-selectiva, PpS-TA, a depdsit in
termeni de eficientd catalitica, reprezentata de constanta catalitica (Kcat), varianta bine
caracterizata W60C a CvS-TA 1in rezolutia cinetica a aminelor studiate rac-7a-d. Din
masurdtorile de inhibitie de substrat si produs a reiesit toleranta imbunatatita fatd de
concentratia de substrat a acestor TA. Cu toate acestea, 6a inhibd puternic toate enzimele, in
timp ce pentru 6b-d s-au masurat valori medii ale inhibitiei SrR- si CvS-TA, totusi PpS-TA
este mai putin sensibila la concentratii crescute de 6b-d.

Tn general, aceste rezultate dovedesc ci cele douda noi TA sunt biocatalizatori
promitatori, cu stabilitate operationala ridicatd pentru producerea de amine enantiomeric

imbogatite.
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4. Concluzii generale

Tn acest studiu, s-a urmarit dezvoltarea de noi proceduri (prin enzime noi sau prin
configurari noi de sisteme de reactie) pentru productia de amine si alcooli optic puri.

In primul rand, a fost dezvoltati o proceduri de imobilizare a CaL-B care a furnizat un
biocatalizator stabil, robust si activ, permitand producerea de alcooli secundari optic puri pe o
scara de sute de grame. Rezultatele obtinute au evidentiat aplicabilitatea biocatalizatorului atat
in sistem discontinuu cat si continuu. Acest lucru a deschis calea pentru o optimizare rapida si
o manipulare usoara a catalizatorului. Folosind aceasta metoda, validata pe diverse substraturi,
s-au obtinut valori excelente de enantioselectivitate in rezolutiile cinetice investigate,
reprezentand o alternativa pentru sinteza la scara multigram a alcoolilor secundari.

Tn al doilea rand, pentru a dezvolta un sistem de reactie de rezolutie cinetica dinamica
complet continua a diferitelor amine optic active, s-a folosit enzima CaL-B si un catalizator de
racemizare (paladiu pe aminopropil-silice). In aceasta lucrare, S-a demonstrat cat de utila poate
fi legarea in serie a coloanelor de racemizare pentru a obtine potentialul maxim al sistemului.
Acest sistem stabil a fost utilizat cu succes pe diverse amine, obtindndu-Se enantioselectivitati
si randamente excelente.

Nu in ultimul rand, au fost caracterizate douda noi TA. Acestea au actionat cu
enantioselectivitati excelente in procesele de rezolutie cinetica ale aminelor racemice testate.
Determinarea parametrilor cinetici si a limitelor operationale a ajutat la explorarea
performantei catalizatorilor. TA (S)-selectiva (PpS-TA) a dat rezultate impresionante n
compararea parametrilor cinetici cu varianta bine caracterizata a Chromobacterium violaceum
TA, W60C. Toleranta la co-solvent a TA (R)-selective (SrR-TA), este o abilitate rezonabila
care ar putea fi dezvoltata si exploatata in continuare. Proprietatile acestor TA sunt remarcabile,

prezentand interes pentru investigatii ulterioare.
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