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1. Introducere

Biocataliza, reprezinta un domeniu important de cercetare atat in industrie, cat si in mediul
academic. Biocataliza, definitd ca sinteza chimicd mediatda de un biocatalizator, aduce o
alternativd curatd si prietenoasd mediului pentru desfasurarea proceselor chimice [1,2].
Biocataliza prezinta numeroase avantaje precum selectivititi mari, conditii de reactie blande,
costuri mai mici, toate acestea facand transformarile chimice catalizate de biocatalizatori sa foe
intens utilizate in comparatie cu procesele chimice conventionale. In ultimele decenii, cercetarile
privind imobilizarea enzimelor sau chiar a intregii celule, au prezentat foarte putine limitari
atunci cand acele preparate sunt utilizate ca si catalizatori in sinteza organica [3-5].

Enzimele sunt compusi proteici cu functie catalitica, sintetizati de organismele vii. Similar
cu catalizatorii conventionali, acestea maresc viteza de reactie prin scaderea energiei de activare.
Pe langa catalizatorii clasici, ele fac posibila biotransformarea substantelor in conditii in care
catalizatorul traditional nu o poate face. Aceste transformari se datoreaza specificitatii,
selectivitatii (chimio-, regio- si stereoselectivitatii), dar mai ales activitatii enzimatice ridicate.
Toti acestia sunt factori importanti In aplicarea cu succes a enzimelor, dar pe langad acestia,
stabilitatea si reutilizarea reprezinta factori critici in dezvoltarea bioproceselor [3,6].

Compusii puri dn punct de vedere enantiomeric, prezintd un interes major in industria
farmaceutica, intrucat cei doi enantiomeri ai unui compus chiral pot avea efecte fiziologice
diferite, iar utilizarea enzimelor in acest domeniu conduc la obtinerea de compusi optic puri prin
reactii selective si biocompatibile. O preocupare majora in ceea ce priveste procesul de inginerie,
este reprezentatd de capacitatea de a stabili o metodd usoara de separare si reutilizare a
biocatalizatorilor [7].

Initial, se credea ca enzimele functioneaza exclusiv In medii apoase, ca sunt incompatibile
cu solventii organici, ipoteza care s-a dovedit ulterior a fi falsa. Enzimele au nevoie de un strat
de apa pentru a le asigura flexibilitatea conformationala, apa actionand ca un lubrifiant pentru
miscarile lantului polipeptidic. In absenta acestui strat, enzimele devin rigide, ceea ce nu
inseamna neaparat denaturarea acestora, dar s-a observat in general o scddere a activitatii sale
[5,8].

Exista numeroase motive pentru utilizarea solventilor organici in reactiile enzimatice, cum
ar fi: solubilitatea redusa a unor substraturi in apa, evitarea proceselor secundare precum
hidroliza sau reactiile de aditie de apa sau evitarea inhibarii substratului sau a produsului. In plus,
atunci cand se foloseste apa ca solvent, are loc contaminarea microbiana, ceea ce duce la pasi de
separare mai complicati si conversii reduse. Solventii organici volatili aduc avantajul de a fi
indepartati cu usurintd din sistemul de reactie, permitand recuperarea atat a produsului, cat si a
enzimei utilizate [9].

Cresterea stabilitatii enzimelor in solventi organici se poate realiza prin imobilizare, proces
de trecere a enzimelor in faza solida. Acest proces face posibila reutilizarea acestora si trecerea la
un sistem operational de proces continuu, care prezintd avantaje in ceea ce priveste
productivitatea si posibilitatea de automatizare. Desi imobilizarea are multe avantaje, are si unele
deficiente, principala dintre ele fiind o rigiditate indusa de suportul pe care se desfasoara enzima,
ducand la scaderea activitatii acesteia [10,11].

Obiectivul principal al acestei lucrari este obtinerea de noi bioconjugati ai lipazei B din
Candida antarctica caracterizarea si investigarea acestora in rezolutia cinetica enzimatica a
diferitilor heteroaril alcoolilor secundari.

In prima parte a contributiilor personale (Capitolul 4) sunt descrise noi preparate enzimatice
obtinute prin imobilizarea covalentd a lipazei B din Candida antarctica (CalL-B) pe
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nanoparticule magnetice acoperite cu chitosan, folosind diferiti distantieri. Noile preparate
enzimatice au fost utilizate in sinteza stereoselectiva a heteroaril alcoolilor secundari optic puri
n sistem discontinuu [12,13-18,19].

A doua parte a capitolului 4 prezintd imobilizarea aceleiasi enzime prin metoda de includere
in nanofibre de chitosan si alcool polivinilic. Bioconjugatul obtinut a fost testat in reactia de O-
transesterificare a doua serii de fenotiazin-etanoli (N-alchil-fenotiazin-2-il-etanoli si N-alchil-
fenotiazin-3-il-etanoli) [20-23].

A treia si ultima parte a contributiilor originale este reprezentatd de imobilizarea CaL-B pe
(adsorptie) si in (includere) nanofibre de alcool polivinilic si acid polilactic. Bioconjugatele
obtinute au fost utilizate in rezolutia cinetica enzimatica a 1-benzo[b]tiofen-2-il-etanolului Tn
sisteme discontinue si continue, oferind un fundal promitator pentru dezvoltarea procesului
[10,22,24].

Lipaza B din Candida antarctica, cunoscuta ca si Cal-B, este considerata una dintre cele mai
promitatoare enzime pentru procesele industriale, datoritd specificitatii si activitdtii sale in
reactiile de transesterificare cand substraturile folosite sunt alcooli secundari [25-27].

Chiar daca aceasta lipaza are proprietdti foarte bune, prezintad si unele dezavantaje atunci
cand este utilizatd in forma liberd, ingreunand recuperarea enzimei din amestecul de reactie
pentru a fi reutilizata, cat si o stabilitate mai scazuta fata de forma sa imobilizata, pe diferite
suporturi precum: chitosan, silice, nanoparticule magnetice sau nanofibre [10,28,29,30].



2. Date din literatura

3. Scopul tezei de doctorat

Obiectivul lucrarii actuale a fost cel de a dezvolta bioconjugate stabile si active ale lipazei B
din Candida antarctica folosind nanosuporturi precum nanoparticulele magnetice acoperite cu
chitosan (MNP-CS) sau nanofibrele polimerice de alcool polivinilic (PVVA) sau acid polilactic
(PLA). Biocatalizatorii obtinuti au fost testati in rezolutia cinetica enzimatica de etanoli
secundari (hetero)aromatici prin O-transesterificare, in sisteme discontinue si continue, cu scopul
de a obtine compusi optic puri (Schema 1).

Enzymatic Kinetic Resolution

@@ SO L

(0]
S S s R)\
| / (R) - ester
/ / . "
immobilized CaL-B

acylating agent, n-hexane OH
R)\

s RS Ness S
L L0,

acylating agent

I [CaL-B nanofibers conjugate }7

n-hexane
Schema 1. Rezolutia cineticd enzimatica a etanolilor (hetero)aromatici secundari prin O-transesterificare, Tn sisteme
continue si dinscontinue.

Alcoolii secundari (hetero)aromatic au fost alesi ca si substraturi datoritd importantei lor in
domeniul farmaceutic ca elemente de baza pentru diferite medicamente. Fenotiazina,
benzofuranul, benzo[b]tiofenul sau 2-feniltiazolul sunt nuclee cunoscute pentru medicamentele
utilizate ca agenti anti-cancer, antiviral, antibacterian, antifungic, astmatic sau antipsihotic [70-
75]. Etanolii racemici au fost utilizati atat ca si substraturi pentru reactia de O-transesterificare
(Schema 2), cat si ca materii prime pentru sinteza chimica a esterilor corespunzatori acestora, in
vederea stabilirii metodelor de separare cromatografica



4. Contributii originale

4.1. Bionconjugati de CalL-B obtinuti prin imobilizare covalenti pe nanoparticule
magnetice acoperite cu chitosan

4.1.1. Introducere

4.1.2. Rezultate si discutii

4.1.2.1. Sinteza chimicd a heteroariletanolilor racemici (rac-2a-j) si acetatii corespunzdtori

(rac-3a-j)

Etanolii heteroaromatici racemici au fost sintetizati chimic folosind metode cunoscute [97-
100]. Heteroariletanolii racemici rac-2a-d,g,i,j au fost obtinuti prin reducerea chimica cu
borohidrura de sodiu a heretoaril-metil-cetonelor prochirale corespunzatoare 1a—d,g,i,j, Th timp
ce heretoariletanolii rac-2e,fh au fost obtinuti prin reactia Grignard din aldehidele

corespunzatoare 1e,f,h (Schema 2).
Ar:

o J OH
;e A 0 0
Ar Y/ Y/
(R) - 3a-j (S) - 2a4 g h

IV. n-heaxne (1mL), immobilized CalL-B, vinyl acetate (2 equiv.)

\
I. NaBH,4, MeOH, r.t.; Il. CH3Mgl, diethyl ether N
III. CI-CO-CHs, 1% DMAP/Pyrydine, dichloromethane ©[ :@\/ : s

Schema 2. Sinteza chimica a etanolilor racemici rac-2a—j si acetatilor acestora rac-3a—j si O-transesterificarea a
etanolilor racemici rac-2a—j mediatd de CaL-B imobilizata.

4.1.2.2. Imobilizarea covalenti a CaL-B-ului pe suporturi de nanoparticule magnetice

acoperite cu chitosan

Tn scopul de a dezvolta bioconjugati eficienti ai Cal-B, au fost utilizate patru metode pentru
imobilizarea covalentd a lipazei B pe nanoparticule magnetice acoperite cu chitosan (MNP-CS)
prin diferite interactiuni intre suport si enzima: A) legarea covalenta directd a enzimei activate la
gruparile amino ale chitosanului; B) legarea covalenta de gruparile epoxi reziduale ale glicerol-
diglicidil eterului (GDGE) dupd atasarea sa covalentd la grupdrile amino ale chitosanului; C)
legarea covalenta printr-un linker diaminoalchilic (etil diamina -ED, propil diamina -PD si hexil
diamina -HD) legat anterior de moleculele activate de GDGE si D) legarea covalentda pe MNP-
CS dupa derivatizare cu clorura de sebacoil (SC) prin metoda esterilor activati (Schema 3).
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Schema 3. Imobilizarea covalentd a CaL-B pe suporturi bazate pe MNP-CS.
4.1.2.3. Activitatea sinteticd a biocatalizatorilor

Intrucat activitatea catalitica a lipazelor in solventii organici nu este reflectati de activitatea
lor hidroliticd determinatd in solutie apoasa, a fost utilizatd o metodd colorimetricd sensibila,
bazatd pe cantitatea de acetaldehida eliberatd atunci cand esteri vinilici sunt utilizati in reactiile
de transesterificare, denumita activitate sintetica [101]. Pe langa activitatea sintetica a
bioconjugatilor obtinuti, a fost determinatd si activitatea sintetica a CalL-B-ului imobilizata
disponibila comercial (Novozym 435) ca referintd. Rezultatele obtinute sunt prezentate in

Tabelul 1.

Table 1. Activitatea Sinteticd a Noilor Preparate Enzimatice.

Activitate Sinetetica®

Nr. Crt. Preparat (MMOl/MIN*Gprepera)
1. CaL-B liofilizat 0.44
2. Novozym 435 1.96
3. MNP-CS-CalL-B 0.13
4. MNP-CS-GDGE-CalL-B 0.13
5. MNP-CS-GDGE-ED-CaL-B 0.21
6. MNP-CS-GDGE-PD-CaL-B  0.20
7. MNP-CS-GDGE-HD-CaL-B 0.09
8. MNP-CS-SC-CalL-B 1.95

& conform legii Lambert-Beer, unde £ = 14,300 [101].



Pentru determinarea activitatii sintetice S-a folosit aceeasi cantitate de enzima imobilizata.
Dupa cum se observa din Tabelul 1, nanoparticulele magnetice acoperite cu chitosan care poarta
fragmentul sebacoil (Intrarea 8) au avut aceeasi activitate sintetica ca si CaL-B imobilizat
comercial (Intrarea 2), dar care are dezavantajele de a fi instabil, sub agitare pot deveni fragil,
conducand la scurgeri ale moelculelor enzimei, in consecinta ducand la o scadere a activitatii
biocatalizatorului [102,103]. Comparand bioconjugatul cel mai activ (Intrarea 8) cu CalL-B
liofilizat (Intrarea 1), bioconjugatul prezintd o activitate sinteticd mult mai mare, probabil din
cauza reziduului hidrofob care blocheaza interactiunile enzima-enzima de la suprafata suportului.
4.1.2.4. Optimizarea rezolutiei cinetice enzimatice (EKR)

Pentru a corobora rezultatele obtinute pentru activitatea sintetica, in ceea ce priveste
eficienta bioconjugatilor, acestia au fost testati in reactia de O-transesterificare a 1-fenil-1-
etanolului racemic, rac-2a, ales ca substrat model. Rezultatele obtinute au fost in concordanta cu
cele obtinute in studiul de activitate, dovedindu-se ca cel mai eficient preparat enzimatic este cel
care poartd restul sebacoil (Figura 1). Acest nou bioconjugat permite obtinerea conversiei
maxime (50%) in cel mai scurt timp de reactie (13 ore) si excese enantiomerice mari (ees si eep
>09,9%). Pentru acest studiu si urmatoarele doua, raportul de masa substrat-enzima utilizat a fost
de 5:1, cantitatea corespunzatoare de preparat continand 1 mg de enzima, 1 ml de n-hexan ca si
solvent, o temperatura de 45 °C si 1000 rpm.

50 / —
0| ¢ -
g *
=~ 30
2
E o — - 4
UE 20 e ), INP-CS -GDGE-ED-Cal -B (3.25mg)
== )\NP-CS -GDGE-PD.CaL-B (5.13mg)
e MNP-CS -GDGE-HD-CaL-B (5.08mg)
10 i VNP-CS-Cal-B (6.48 mg)
= MNP-CS -GDGE-CaL-B (6.03 mg)
—a—MNP-C5-5C-CaL-B (3.63 mg)
0
0 34 68 102 136
Time (h)

Figura 1. Screeningul biocatalizatorului in EKR a substratului model racemicl-fenil-1-etanol (rac-2a).

4.1.2.5. Parametrii optimi ai EKR
4.1.2.5.1. Influenta temperaturii asupra activitatii biocatalizatorului

Deoarece este cunoscut faptul cd temperatura joaca un rol important in viteza tuturor
reactiilor, inclusiiv a celor catalizate de enzime, urmatorul studiu a avut ca scop determinarea
temperaturii optime pentru cel mai eficient bioconjugat de CalL-B: MNP-CS-SC-CalL-B.
Reactiile au fost efectuate in 1 mL de n-hexan, cu acetat de vinil ca agent de acilare (2 echiv.) si
un raport de masa substrat-enzima de 5:1. Intervalul de temperatura a fost intre 30 °C si 60 °C, Tn
incremente de 5 °C. Probele au fost prelevate dupa 2 ore si analizate pe HPLC. Dupa analiza
datelor experimentale temperatura optima a fost determinata ca fiind de 45 °C (Figura 2), astfel
ca toate experimentele ulterioare vor fi efectuate la aceasta valoare.
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Figura 2. Efectul temperaturii asupra activitatii enzimatice a MNP-CS-SC-CaL-B in EKR a 1-fenil-1-etanolului
racemic (conversia dupa 2 ore).

4.1.2.5.2. Determinarea mediului de reactie optim

Conformatia enzimei depinde puternic de mediul de reactie; astfel, eficienta sa catalitica
depinde de natura solventului. Pentru screening-ul solventului, s-au folosit cinci solventi aprotici
nepolari si polari (n-hexan, toluen, tetrahidrofuran (THF), ter¢-butil-metil-eter (MTBE) si
diclorometan (DCM)), in conditii similare: acetat de vinil (2 echiv.), raport masa substrat-enzima
5:1, temperaturd 45 °C. Datele experimentale obtinute au aratat n-hexanul ca mediu de reactie
optim (obtinandu-se o conversie de 42% dupa 6 ore) in comparatie cu toluenul, unde conversia a
fost de numai 12%. In cazul celorlalti trei solventi (THF, MTBE si DCM), conversia obtinuti a
fost mai micd de 2%. Probele au fost prelevate dupa 6 ore si analizate pe HPLC.
4.1.2.5.3. Influenta raportului masic substrat:enzima asupra EKR

In continuare, pentru a creste productivitatea EKR, am studiat raportul masic optim substrat-
enzima, folosind 5 mg de substrat model rac-2a, 2 echiv. de acetat de vinil, n-hexan ca solvent (1
ml), la 45 °C si 1000 rpm. Pentru a studia raportul masic substrat-enzima, cantitatea de substrat a
fost mentinuta pentru toate experimentele, modificandu-se cantitatea de enzima si respectiv de
preparat enzimatic. Probele au fost prelevate dupd 6 ore si analizate pe HPLC. Dupa analizarea
rezultatelor obtinute, s-a ales ca optim un raport masic substrat-enzima de 5:1, rezultind o
conversie de 45%, comparativ cu raportul mai mare (15:1) unde conversia obtinutd a fost de 12%
sau cu raportul mai mic. (2,5:1) unde conversia a fost de 30%.
4.1.2.5.4. Influenta agentului de acilare

Asa cum se stie natura agentului de acilare joaca un rol semnificativ in acilarea selectiva a
enantiomerilor. Trei esteri vinilici (2 echiv.): acetat, butanoat si decanoat au fost testati in O-
transesterificarea compusului model rac-2a, in conditiile stabilite anterior: 1 mL de n-hexan,
raport greutate substrat-enzima 5:1 la 45 °C si 1000 rpm. Probele au fost prelevate la fiecare 2
ore pana la terminarea reactiei. Dupa cum se observa in Tabelul 2, cel mai bun agent de acilare
s-a dovedit a fi acetatul de vinil, conversia maxima (50%) a fost atinsa Tn cel mai scurt timp de
reactie (13 ore) (Intrarea 1) si cu excese enantiomerice mai mari (ees si eep > 99,9). %).
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Table 2. Determinarea agentului de acilare optim.

grrt Agent de acilare Timp (h) ees® (%) eep? (%) c® (%)
1 Acetat de vinil 13 >99.9 >99.9 50

2 Butanoat de vinil 79 >99.9 >99.9 50

3 Decanoat de vinil 24 77.6 85 43.7

% determinate din ariile peak-urilor ale chromatogramelor; ® calculati cu formula ¢ = [ees/(eest+eep)].
4.1.2.5.5. Efectul raportului substrat: acetat de vinil

Un alt parametru care poate influenta atat viteza de reactie, cat si activitatea sintetica este
reprezentat de raportul substrat-acetat de vinil. Experimentele au fost efectuate in conditiile
determinate anterior (1 mL de n-hexan, raport de greutate substrat-enzima 5:1, acetat de vinil ca
agent de acilare, la 45 °C si 1000 rpm), pe substratul model rac-2a. Raporturile utilizate dintre
substrat si acetatul de vinil (echiv.) au fost: 1:0,75, 1:1, 1:2 si 1:4. Cand s-au folosit 2 si 4 echiv.
de acetat de vinil, s-a atins conversia maxima (50%), biocatalizatorul avand activitate sintetica
similara (Figura 3). Din motive economice si de mediu, raportul dintre substrat si acetatul de
vinil utilizat Tn experimentele ulterioare a fost de 1:2.

m Conversion (%)
50 50 m Synthetic activity
50 42
35.2

40
30
20
10 1.64 1.95

0

0.75 1 2 4
Substrate-vinyl acetate ratio

Figura 3. Influenta raportului substrat: acetat de vinil asupra conversiei si a activitatii sintetice in EKR a 1-fenil-1-
etanol racemic (rac-2a).

4.1.2.6. Reactiile de O-transesterificare a heteroariletanolilor racemici rac-2a—j la scard

analitica mediate de lipaza

Avand parametrii optimi determinati anterior pentru rezolutia cineticd enzimaticd, in
continuare a fost stabilit domeniul de substrat pentru noul bioconjugat al lipazei B din Candida
antarctica (MNP-CS-SC-CaL-B). Probele au fost prelevate periodic din amestecul de reactie,
diluate cu n-hexan si analizate pe HPLC utilizdnd coloanele chirale adecvate. Rezultatele
obtinute au aratat o conversie foarte bund (c>49%) si puritati optice ridicate (eep> 99,9%,
ees>96%, E>200), pentru toti heteroariletanolii investigati. Bioconjugatul a prezentat o activitate
cataliticd excelentd si un domeniu larg de substrat compus din substraturi aromatice si
heteroaromatice purtand fragmente precum fenil, tiofen, benzotiofen, furan, benzofuran,
fenotiazina si tiazol.
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Table 3. Rezolutia cineticd enzimatica a heteroariletanolilor rac-2a-j.

Nr. Crt. Substrat Eergf;liti ) ees (%) cP€ (%)
1 rac-2a @A 13 >99.9 50

2 rac-2b Q)\ 5 >99.9 50

NO

3 rac-2c . Q/\ 5 98.9 49.7
4 rac-2d ) 4.5 >99.9 50
5 rac-2e % 4 97.6 494
6 rac-2f Cﬁsﬁ 16 96.9 49.2
7 rac-29 @E}% 8 9.1 49

8 rac-2h C[Oﬁ 12 98.2 49.6
9 rac-2i QN 10 96.8 49.2

10 rac-2j : Y° 3 >09.9 50

% determinate din ariile peak-urilor ale chromatogramelor; ® calculate cu formula ¢ = [ees/(ees+eep)]; € eep
>99.9% in toate cazurile, E »200.

4.1.2.7. Studii de reutilizare

Deoarece reutilizarea si stabilitatea sunt factori importanti pentru fiecare biocatalizator si o
cerintd cruciala in orice aplicatie, permitand dezvoltarea unor procese sustenabile, cel mai
eficient bioconjugat (MNP-CS-SC-CaL-B) a fost testat in EKR ale rac-2e (timp de reactie 1 ora,
Figura 4A) si rac-2i (timp de reactie 10 ore, Figura 4B) in conditiile optime determinate anterior.
Reactia a fost efectuata de 10 ori consecutiv, enzima imobilizata fiind spalata dupa fiecare ciclu
cu n-hexan (3 x 0,5 ml) si imediat utilizata in urmatorul. Biocatalizatorul a prezentat o stabilitate
ridicata in n-hexan, demonstrata in special in EKR al rac-2i, compusul cu fragment fenotiazinic.
Conversia a scizut cu mai putin de 3% dupa un total de 100 de ore in solvent organic. In cazul
rac-2e, compus cu un fragment benzotiofenic, biocatalizatorul si-a mentinut activitatea prin toate
cele 10 cicluri de reactie, conversia scdzand cu mai putin de 3%, dupd un timp de reactie total de
10 ore.
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Figura 4. A. Reutilizarea biocatalizatorului optim MNP-CS-SC-CaL-B in EKR al benzotiofen-2-etanolului racemic
(rac-2e — 1 ora timp de reactie) si B. al N-etil-fenotiazinil-3-etanolului racemic (rac-2i -10 ore timp de reactie).

4.1.3. Concluzii

S-a realizat optimizarea rezolutiei cinetice enzimatice a heteroariletanolilor mediate de
lipaza B din Candida Antarctica imobilizata covalent pe nanoparticule magnetice acoperite cu
chitosan. Dupa cum s-a demonstrat, metoda de imobilizare covalentd ofera posibilitatea
dezvoltarii de biocatalizatori eficienti pentru diferite aplicatii, prin variarea bratului distantier
pozitionat intre enzima si suport. Gasind parametrii optimi care influenteaza viteza de reactie,
activitatea si selectivitatea (temperatura, raportul substrat-enzima, solventul, agentul de acilare si
raportul substrat-acetat de vinil), preparatul enzimatic care poarta fragmentul sebacoil atat ca
agent de activare, cat si ca brat distantier, a oferit o eficienta ridicatd pentru fiecare substrat
testat. Bioconjugatul nou obtinut s-a dovedit a fi foarte stabil in solventi organici, activitatea sa

ramanand ridicata in ambele cazuri chiar si dupa 10 cicluri de reutilizare, scazand cu mai putin
de 3%.

4.2. Nanobiocatalizatori bazati pe nanofibre din PVA-CS pentru resolutia
fenotiazin-etanolilor

4.2.1. Introducere

4.2.2. Rezultate si discutii

4.2.2.1. Sinteza chimica a fenotiazin-etanolilor (rac-1la-e and rac-2b-e)

Fenotiazin-etanolii racemici au fost sintetizati folosind metode cunoscute [97-99].
Heteroariletanolii racemici rac-la—e au fost obtinuti prin reducerea chimica cu borohidrurd de
sodiu a heteroaril-metil-cetonelor prochirale corespunzitoare, in timp ce heteroariletanolii rac-
2b—e au fost obtinuti prin reactia Grignard din aldehidele corespunzatoare (Schema 4A). Etanolii
racemici obtinuti au fost utilizati ca substraturi in reactiile de O-transesterificare (Schema 4B),
precum si ca materii prime pentru sinteza chimica a acetatilor corespunzatori acestora (rac-3a—e
si rac-4b-e), pentru a stabili metodele de separare cromatografica.
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Schema 4. A. Sinteza chimica a etanolilor racemici rac-1la—e si rac-2b—e acetatii lor rac-3a—e si rac-4b—e; B. O-
transesterificarea selectiva a etanolilor racemici mediatd de CaL-B imobilizat.

4.2.2.2. Procesul de electrofilare

Chiar daca bioconjugatul de CalL-B a fost obtinut prin tehnica electrofilarii, putem considera
totusi ca noul biocatalizator a fost obtinut prin utilizarea metodei de captare. Incircarea optimi a
enzimei prin captare reprezinta cea mai mica cantitate de enzima care asigurd cea mai mare
activitate biocatalitica [135]. Conform literaturii de specialitate, cel mai utilizat protocol pentru
captarea enzimelor Tn nanofibre polimerice pe baza de PVA si chitosan, foloseste un amestec de
solutii 8% PVA si 1,35% CS, cu raportul volumetric PVA: chitosan=8:2 (v/v) [19,21,22].
4.2.2.2.1. Caracterizarea morfologica a biocatalizatorului

Nanofibrele au fost caracterizate prin microscopie cu transmisie electronicd (TEM).
Imaginile nanofibrelor PVA-CS preparate ca referintd (Figura 5a,b) au indicat o omogenitate
bund si o distributie dimensionald uniformd, in timp ce in prezenta lipazei (Figura 5c),
moleculele de enzimad sunt vizibile mai ales in nanofibre, indicind imobilizarea enzimei.
preponderent prin captare si mai putin prin adsorbtie pe suprafata suport polimeric.
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Figura 5. Imagini TEM ale noului biocatalizator (PVA-CS-CaL-B). A. Omogenitatea nanofibrelor PVVA-Chitosan si
distributia uniforma, cu o marire de 5x (500 nm) si tensiune inaltd (80kV); b. Lungimea fibrelor PVA-Chitosan
determinata intre 120-152 nm, folosind o marire de 10x (200 nm) si tensiune 1naltd (80kV). c. Nanofibre PVA-

Chitosan care contin CalL-B la o amplificare care permite observarea moleculelor de enzima, folosind o marire de
15x (100 nm) si tensiune inalta (80kV).

4.2.2.2.2. Activitatea sintetica a noului preparat enzimatic

Prima evaluare a noului biocatalizator a fost determinarea activitatii sale sintetice, pe baza
metodei mentionate anterior [101]. Testul activitatii sintetice se bazeaza pe reactia n-butanolului
cu acetatul de vinil, acetaldehida eliberata fiind cuantificatd dupa derivatizare cu 3-metil-2-
benzotalinona hidrazona (MBTH); intermediarul de aldazina reactioneaza in continuare cu o alta

molecula MBTH prin cuplare oxidativd in prezenta sulfatului de fier amoniu (III)

(NH4Fe(SO4),x12 H,0) forménd o tetraazapentametilen-cianind albastra (TAPMC) cu o

absorbtie maxima la 598 nm (Schema 5) [101].

/ —
o) biocatalyst 0 MBTH N INJ
A - —
)J\O/\ + n-C4Hg-OH n-hexane )’I\O/n-C4Hg T o s>_N
MBTH
Fe®"/H*

N Nﬁ( ) N (34(
e | —— O

N /
=N®
HS 'I IS 5
TAPMC

Schema 5. Reactiile implicate in protocolul activitatitii sintetice.

Folosind acest test, s-a obtinut o valoare ridicatd pentru activitatea sintetica a
nanobioconjugatului (PVA-CS-CaL-B) 6,1 mmolxmin™xgyiocaiizator - in comparatie cu cele ale
Novozym 435 (1,96 mmolxmin™x giccamizator -) SaU cu CalL-B raportat anterior imobilizat
covalent pe nanoparticule magnetice acoperite cu chitosan (MNP-CS-SC-CaL-B, 1,95
mmolxmin'1><gbiocata|izator'1), cu mentiunea ca fiecare biocatalizator continea aceeasi cantitate de
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enzima (1 mg de Cal-B), rezultind 5 mg PVA-CS-CaL-B, 10 mg Novozym 435 si 3,63 mg
CalL-B imobilizat pe nanoparticule magnetice. Activitatea sintetica crescutd de aproximativ 3 ori
a noului biocatalizator este legatd de tehnica de imobilizare utilizatd (captarea enzimelor in
nanofibrele polimerice); moleculele enzimei sunt dispersate intr-un sistem nanofibros cu o
suprafatd mare si ca rezultat moleculele biocatalizatorului sunt mult mai flexibile (in comparatie
cu cele legate covalent pe MNP-CS-SC-CaL-B sau cu cele adsorbite fizic in cazul Novozym.
435, ultimul fiind cunoscut pentru problemele legate de desorbtia enzimatica [100]). Mai mult,
matricea polimerica s-a dovedit a fi potrivitd pentru legarea unei cantitdti mai mari de lipaza,
rezultand o capacitate de imobilizare mai mare, ceea ce poate fi important pentru aplicatiile
sintetice care necesitd biocatalizatori cu incarcare mare.
4.2.2.3. Studii EKR mediate de lipaza imobilizata
4.2.2.3.1. Determinarea mediului de reactie optim

Deoarece solventul joacd un rol crucial atat in stabilitatea suportului, cét si a enzimei si
poate influenta proprietatile catalitice ale acesteia [132], s-a determinat solventul optim, pe baza
stabilitatii suportului nanofibros. Au fost testati patru solventi aprotici nepolari si polari:
diclorometan (DCM), tetrahidrofuran (THF), cloroform si n-hexan. Solventii polari au influentat
prin stereoregularitate proprietatile PVA, care era deja influentata de interactiunile dipol-dipol
sau de legaturile de hidrogen cu alte grupari polare [133]. Pe baza acestor date experimentale, s-a
ales n-hexanul ca solvent, deoarece dupa mentinerea sub agitare la 50 °C si 1000 rpm timp de 24
de ore, s-a inregistrat o pierdere de doar 0,46%, comparativ cu cloroformul (de 1,47%), THF
(2,77%) sau DCM (8,1%), demonstrand stabilitatea impresionanta a suportului in medii
organice.

4.2.2.3.2. Determinarea domeniului de substrat si raportul masic optim substrat:enzima pentru
fiecare compus

Pentru a determina domeniul de substrat al noului biocatalizator, a fost efectuata O-
transesterifcarea a noud substraturi in n-hexan ( stabilit anterior pe baza stabilitatii nanofibrelor)
folosind 10 mg de substrat (rac-la—e, rac-2b—e, Figurile 7A, B), 2 echiv. de acetat de vinil, 5
mg de preparat enzimatic (continand 1 mg de CalL-B) si 1 mL de solvent, la 50 °C si 1000 rpm.
Probele au fost prelevate periodic si analizate la HPLC.

In seria fenotiazin-2-il-1-etanolilor (Figura 6A), conversia maximia a fost obtinuti pentru
derivatii N-etil- (rac-1b) si N-butil (rac-1d) in 10-12 ore, in timp ce N-propil- (rac-1c) si
fenotiazin-2-il-1-etanolul nesubstituit (rac-1a) au fost transformati mult mai lent. Pentru rac-1e,
care poartd o grupare hexil, voluminoasa, la atomul de azot, conversia ramane scazuta chiar si
dupa 12 ore (aproximativ 2,8%).

Derivatii de N-etil si N-butil reactioneaza mai repede si conversia de 50% a fost atinsd dupa
10, respectiv 12 ore. Pe baza acestor rezultate s-a ajuns la concluzia ca noul bioconjugat prezinta
o activitate buna in EKR a substraturilor mari, dar pentru moleculele cu o grupare alchil mai
lungd decat butil interactiunea substratului cu enzima este mai slaba. In toate procesele de
transesterificare studiate, enzima imobilizata a prezentat selectivitate enantiomerica ridicata
(excese enantiomerice apropiate de 100% la conversii de 50%).

Tn seria fenotiazine-3-il-1-etanolilor, rezultatele obtinute (Figura 6B) au fost moderate pana
la modeste 6,7-40,23%, chiar si dupa 48 de ore, datele noastre sustindnd dependenta conversiei
de pozitia etanolului pe nucleul fenotiazinei si puterea interactiunii substrat-enzima.
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Figura 6. Rezolutia cinetica enzimaticd (EKR) a N-alchil-fenotiazin-2-il-1-etanolilor racemici (A) si N-alchil-
fenotiazin-3-il-1-etanolilor racemici (B).

Deoarece in EKR a fenotiazin-3-il-1-etanolilor N-substituiti (rac-2b-e) au fost inregistrate
conversii moderate pana la modeste cu acetatul de vinil ca agent de acilare chiar si dupa 48 de
ore, butanoatul de vinil a fost apoi testat (Figura 7). ). Au fost observate unele imbunatatiri
(conversii mai mari cu aproximativ 5-10%) pentru toate cele patru derivate. Conversia maxima
de 50% a fost atinsa dupa 48 de ore numai in cazul 1-(10-etil-10H-fenotiazin-3-il)etan-1-ol (rac-
2b). Este important de remarcat comportamentul N-propil- si N-hexil-fenotiazin-3-il-1-etanolilor
rac-2c,e, care reactioneaza cu viteze similare atunci cand carbonul asimetric al fragmentului de
etanol este fixat la carbonul 3 al structurii fenotiazinei.

Pentru a imbunatati productivitatea, a fost studiata in continuare influenta raportului masic
substrat-enzima asupra vitezei de reactie si conversie pentru fiecare substrat (Figurile 8-12).
Pentru N-alchil-fenotiazin-2-il-1-etanoli au fost testate opt rapoarte diferite variind intre 10:1 si
100:1, in timp ce pentru N-alchil-fenotiazin-3-il-1-etanoli au fost investigate doar trei rapoarte
diferite: (10:1, 50:1 si 100:1) (Figura 13). S-a observat deja ca, conversia scade pe masura ce
lungimea lantului alchil creste dar si odata cu cresterea concentratiei substratului. La concentratii
mai mici de substrat, cand rac-1b a fost folosit ca substrat, s-au obtinut conversii bune. Probele

au fost prelevate la fiecare doua ore, pana la 12 ore (EKR al rac-1d a fost complet) si analizate la
HPLC.
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Biocatalizatorul a prezentat selectivitate si activitate ridicate pentru toate substraturile la cel
mai scdzut raport substrat:ezima (10:1). Pentru N-alchil-fenotiazin-2-il-1-etanolul nesubstituit,
cea mai mare conversie a fost obtinuta atunci cand s-a fost utilizat un raport de 50:1 (c= 37,9 %)
(Figura 8) cu excesul enantiomeric de produs > 99,9.
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44.23
R
40 - N b= Et
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Figura 7. Rezolutia cinetica enzimatica (EKR) a N-alchil-fenotiazin-3-il-1-etanolilor racemici cu agentii de acilare:
acetat de vinil (VA) ti butanoat de vinil (VB).

50 H oH Influenta raportului masic rac-la:enzima
N
40 QSQ)\ 37.9

m20
m10
m 30

Conversie (%)

w40
m50
w60

m 80

m 100

Timp (h)

Figura 8. Influenta raportului masic asupra conversiei rac-1a.
Tn cazul N-etil-fenotiazin-2-il-1-etanolului, rac-1b, cea mai mare conversie a fost obtinuti la

un raport masic substrat:enzima de 30:1 (c= 49,8%). Dupa cum ne asteptam, conversia a crescut
in comparatie cu cea la cel mai mic raport utilizat (10:1) (Figura 9).
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Figura 9. Influenta raportului masic asupra conversiei rac-1b.

Pentru N-propil-fenotiazin-2-il-1-etanolul, conversia pentru rapoartele 10:1 si 40:1 este
comparabila, 42,57%, respectiv 42,2% (Figura 10).
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Figura 10. Influenta raportului masic asupra conversiei rac-1c.

Exceptia in acest studiu a fost derivatul N-butil (rac-1d), cand a fost atinsd conversia
maxima aproximativa, indiferent de raportul masic substrat-enzima utilizat (Figura 11).
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Figura 11. Influenta raportului masic asupra conversiei rac-1d.
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Tn cazul derivatului N-hexil, rac-1e, substratul a fost transformat in cantititi nesemnificative
chiar si la cea mai mica concentratie (conversie de 2,7%) (Figura 12).
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Figura 12. Influenta raportului masic asupra conversiei rac-1e.

Tn seria fenotiazin-2-il-1-etanolilor, s-a obtinut o conversie maxima de 50% pentru N-etil
derivatul (rac-1b), raport masic substrat:enzima = 10:1) si s-a obtinut ¢>47,5% pentru N-butil
derivatul (rac-1d), indiferent de raportul substrat:enzima utilizat, in 10-12 ore, in timp ce N-
propil derivatul (rac-1c) si fenotiazin-2-il-1-etanolul nesubstituit (rac-1a) au fost transformati
mult mai lent. Pentru rac-le, care poartd o grupare hexil voluminoasd la atomul de azot,
conversia ramane scazutd chiar si dupd 12 ore (aproximativ 2,8%). Pentru a imbunatati
activitatea biocatalizatorului, acesta a fost testat si in EKR al rac-1d folosind ca agent de acilare
butanoatul de vinil, dar nici dupa 72 de ore reactia nu a atins conversia maxima, doar 47%.

Pe baza acestor rezultate, s-a ajuns la concluzia ca noul bioconjugat prezinta o activitate
bund in EKR a substraturilor mari, dar pentru moleculele cu o grupare alchil mai lungd decat
butil interactiunea substratului cu enzima este mai slaba.

Noul bioconjugat a fost testat in EKR a unei serii de fenotiazin-3-il-1-etanoli (rac-2b-e).
Cand s-a folosit acetatul de vinil ca agent de acilare, conversiile obtinute au fost moderate pana
la modeste, dupa 48 de ore. Avand aceste valori ale conversiei, butanoatul de vinil a fost de
asemenea testat ca si agent de acilare pentru fenotiazin-3-il-1-etanoli (rac-2b-e). S-au observat
imbunatatiri pentru toate substraturile, conversiile obtinute au fost mai mari cu 5-10% decét cele
obtinute cand a fost utilizat ca si agent de acilare acetatul de vinil. Conversia maxima a fost
obtinuta in cazul rac-2b (derivat de etil) dupa 48 de ore.

Acetatul de vinil a fost folosit ca agent de acilare in toate experimentele datoritd pretului
ridicat al butanoatului de vinil. Dupa cum era de asteptat, la concentratii mai mici de substrat, s-
au obtinut conversii bune pentru rac-2b (aproximativ 40%, dupa 48 de ore). Conversia urmeaza
acelasi model ca si cel descris mai sus, scazand odatd cu cresterea lantului alchil, cu exceptia 1-
(10-butil-10H-fenotiazin-3-il)-etan-1-ol-ului (rac-2d) (Figura 13).
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Influenta substratului si a raportului masic substrat-enzima pentru

50 - seria fenotiazin-3-il-1-etanolilor (rac-2b-e)
40.1 2h 40,24 m48h
40 - 34.5 35.4

Conversie (%)

S:E=10:1 S:E=50:1 S:E=100:1

Figura 13. Influenta substratului si a raportului masic substrat-enzima pentru seria fenotiazin-3-il-1-etanolilor (rac-
2b-e).

4.2.2.4. Studii de reutilizare

Reciclabilitatea si stabilitatea fiecarui preparat enzimatic nou este o cerintd importanta in
orice proces, permitdnd dezvoltarea sustenabilitatii acestuia. Reutilizabilitatea acestui nou
bioconjugat de CaL-B a fost studiata in acilarea enantioselectiva a rac-1d cu acetat de vinil ca si
agent de acilare si un raport masic substrat:enzima de 10:1. Dupa cum este prezentat in Figura
14, activitatea sa ramane ridicati chiar si dupa 10 cicluri, scizand cu mai putin de 3%. In
consecinta, stabilitatea operationala si pe termen lung face ca acest biocatalizator sa fie

promitator in sistemul de flux continuu, permitand o productivitate mai mare. Probele au fost
prelevate dupa 30 de minute si analizate la HPLC.
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Figura 14. Reutilizarea PVA-CS-CaL-B in EKR a rac-1d (timp de reactie 30 min).

4.2.3. Concluzii

Imobilizarea lipazei B din Candida antarctica prin captare in nanofibrele electrofilate PVA-
CS reprezinta o alternativa promitatoare pentru prepararea unui bioconjugat cu suprafatd mare,
activ si stabil, care contine enzima prinsa intr-o membrand, eficient in EKR a fenotiazin-
etanolilor racemici voluminosi, In comparatie cu rezultatele raportate anterior (timp de reactie
19-24 ore si raport 1:2 substrat:biocatalizator) [99,100]. Ca urmare a dispersiei fine a enzimei n
matricea polimerica si a suprafetei mari a nanofibrelor rezultate, s-a observat o crestere
semnificativa a activitatii sintetice a lipazei in comparatie cu alte preparate (lipazd adsorbita pe
perle de poliacrilamida - Novozyme 435 sau legata covalent nanoparticule magnetice acoperite
cu chitosan). Mai mult, acest studiu demonstreaza pentru prima data ca, captarea lipazei PVA-CS
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este potrivitd pentru a forma biocatalizatori membranari cu activitate ridicata, selectivitate si
stabilitate excelenta pentru aplicare sintetica, obtinadnd valori mari de conversie pentru substraturi
voluminoase care contin schelet de fenotiazina cu un raport masic substrat:enzima de cel putin
10:1 si timp de reactie relativ scurt (aproximativ 12 ore). In acelasi timp, enzima si-a pastrat mai
mult de 97% din activitatea sa chiar si dupa 10 cicluri de reactie, facand-ul un candidat
promitator pentru aplicatii cu flux continuu.

4.3. Nanocompozite de CalL-B bazate pe nanofibre biopolimerice de PLA/PVA
4.3.1. Introducere

4.3.2. Rezultate si discutii

4.3.2.1. Sinteza chimica a 1-benzo[b]tiofen-2-il-etanolului racemic

1-benzo[b]tiofen-2-il-etanolul racemic a fost sintetizat folosind metode cunoscute [94-97].
1-benzo[b]tiofen-2-il-etanolul racemic a fost obtinut prin reactia Grignard din aldehida
corespunzatoare (Schema 6A). Etanolul racemic obtinut a fost utilizat ca si substrat in reactia de
O-transesterificare (Schema 6B), dar si ca materie prima pentru sinteza chimicd a acetatului
corespunzator, n vederea stabilirii metodei de separare cromatografica.

® 1§

benzo[b]thiophene-2-carbaldehyde rac alcohol rac acetate
O
@EQH)H PN
immobilized CalL-B
n-hexane
rac alcohol (R) - acetate (S) - acohol

I. Et,O, argon, MeMgl (2Eq.), o.n,, r.t.
Il. CI-CO-CH3s, 1% DMAP-Pyridine, DCM

Schema 6. A. Sinteza chimica a rac 1-benzo[b]tiofen-2-il-etanolului si acetatul acestuia; B. Transesterificarea
selectiva enantiomerica a rac 1-benzo[b]tiofen-2-il-etanolului mediata de CaL-B imobilizat.

4.3.2.2. Imobilizarea CalL-B-ului prin adsorbtie si includere in nanofibre de PLA si PVA

Cele mai utilizate metode de imobilizare in industrie sunt adsorbtia fizica, includerea,
reticularea si legarea covalenta, primele doua fiind preferate datoritd raportului pret-cost
eficientd. [79]. Reticularea implicd atat includerea, cat si legarea covalentd folosind agenti
chimici specifici, cel mai adesea vapori de glutaraldehida. Dupa legarea prin adsorbtie fizica,
moleculele enzimatice isi mentin conformatia initiala si, de obicei, biocatalizatorul rezultat
prezintd activitate ridicata.
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Metoda de captare a enzimelor protejeaza biocatalizatorul, permite transportul compusilor
Cu masa moleculara mica, poate fi utilizata in regim continuu, se separa usor din mediul de
reactie si permite eliberarea controlatd a produsului. Cu toate acestea, acest tip de imobilizare
prezintd limitari de transfer de masa si incircare scizuti cu molecule de enzima. In plus,
moleculele de enzima pot crea o structurd compacta schimband scheletul nanofibrelor, facandu-
le imposibil de utilizat ca si catalizator in multe cazuri [66].
4.3.2.3. Caracterizarea morfologica a nanofibrelor

Nanofibrele obtinute au fost analizate prin microscopie electronica de transmisie (TEM). Au
fost confirmate nanodimensiunile fibrelor, avand un diametru intre 126 si 439 nm (Figura 15A).
Tn imaginile inregistrate Tnainte (Figura 15B) si dupa (Figura 15C) imobilizarea Cal-B pe
nanofibre PLA prin adsorbtie, s-a confirmat prezenta moleculelor de enzime la suprafata
nanofibrelor si s-au observat unele modificari structurale precum conglomerate neregulate pe
suprafata nanofibrelor.

Figura 15. A. Lungimea fibrelor PLA in intervalul 126—439 nm, folosind o marire de 6x (500 nm) si tensiune inalta
(80kV); B. Omogenitatea nanofibrelor PLA si distributia uniforma, cu o marire de 20x (100 nm) si inalta tensiune
(80kV); C. Imaginile TEM ale noului biocatalizator format din nanofibre PLA ti CalL-B adsorbit pe suprafata lor, cu
o marire de 20x (100 nm) si de 1nalta tensiune (80kV).

Includerea CaL-B-ului in nanofibrele de PLA (Figura 16A) folosind o procedura descrisa in
literaturd [68], a condus In experimentele noastre la o structurd compactd, determinatd prin
microscopie electronica cu scanare (SEM), (Figura 16B), care probabil nu permit trecerea

moleculelor organice, pentru a interactiona cu enzima inclusa.

Figura 16. A. Nanofibre de PLA fard enzimd; B. Nanofibre de PLA cu molecule de CaL-B incluse.

Au fost obtinute sase preparate enzimatice: patru pe baza de nanofibre din PVA (8 si 10%
g/v) (unul prin captarea enzimei si trei prin adsorbtie) si doua pe baza de nanofibre din PLA (8%
g/v): unul prin adsorbtie si unul prin includere Tn membrana. Toti cei sase biocatalizatori
enzimatici au fost testati in EKR al rac-benzo[b]tiofen-2-il-etanolului.
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4.2.3.4. EKR a benzo[b]tiofen-2-il-etanolului racemic in sistem discontinuu
4.2.3.4.1. Biocatalizatorii bazati pe nanofibre din PVA

Activitatea si selectivitatea celor patru biocatalizatori pe baza de nanofibre din PVA au fost
testati in O-acilarea 1-benzo[b]tiofen-2-il-etanolului racemic prin transesterificare cu acetat de
vinil. Pentru a imbunatati productivitatea procesului, s-au folosit doua rapoarte masice
substrat:enzima (8:1 si 10:1) in n-hexan ca solvent, la 30 °C si 4 echiv. de acetat de vinil (Figura
17). Probele au fost prelevate la fiecare doua ore, pana cand reactia a atins conversia maxima
(c=50%) cu excese enantiomerice mari (ees si eep >99,9%).
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Figura 17. Influenta raportului masic substrat:enzima asupra transesterificarii rac 1-benzo[b]-tiofen-2-il-etanolului
cu acetat de vinil (4 echiv.) in n-hexan, mediata de biocatalizatori pe bazd de PVA.

Conform datelor experimentale, cel mai bun preparat a fost cel in care enzima a fost
imobilizata prin adsorbtie pe nanofibre de PVA obtinute dintr-o solutie de polimer 10%. In cazul
CaL-B-ului adsorbit pe nanofibre preparate din solutie de PVA 12%, conversiile au fost mult mai
mici. Acest rezultat ar putea fi explicat prin concentratia crescutd de polimer si un transfer de
masa limitat, ceea ce face ca accesul substratului la locul catalitic al enzimei sd fie problematic
sau printr-o incarcare mai mare a enzimei, ceea ce duce la conglomerate de molecule ale
enzimei, scazand activitatea acesteia.

Pentru a gasi parametrii optimi, a fost studiata si influenta raportului substrat:acetat de vinil
in EKR mediata de cel mai bun preparat cu PVA. Reactiile au fost monitorizate prin prelevarea
de probe la fiecare doua ore pana la atingerea conversiei maxime. Dupa cum s-a stabilit deja, cel
mai bun biocatalizator a atins conversia de 50% dupa 8 ore cand s-au folosit 4 echiv. acetat de
vinil. Cu 2 echiv. reactia a atins doar o conversie de 36,8% dupa 8 ore.
4.2.3.4.2. Biocatalizatorii bazati pe nanofibre din PLA

Preparatele pe baza de nanofibre din PLA au fost de asemenea testati Tn O-tranesterificarea
rac 1-benzo[b]-tiofen-2-il-etanolului cu acetat de vinil ca si agent de acilare si raportul masic
substrat:enzima determinat anterior de 8:1. Probele au fost prelevate periodic, pana cand reactia a
atins conversia maxima (50%) (Figura 18), cu excese enantiomerice mari (ees si eep >99,9%).
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Figura 18. Influenta metodei de imobilizare asupra O-transesterificarii rac 1-benzo[b]tiofen-2-il-etanolului cu
acetatul de vinil (2 echiv.) Tn n-hexan, mediata de biocatalizatori pe baza de PLA.

Pe baza datelor experimentale, preparatul format din nanofibre de PLA obtinut prin
adsorbtia lipazei pe nanofibrele polimerice a fost determinat ca cel optim. Conversia maxima a
fost atinsa Intr-o perioada de timp relativ scurtd (1.5 ore), in comparatie cu preparatul obtinut
prin includerea enzimei in nanofibre, cand 41% conversie a fost atinsd in 8 ore. O posibila
explicatie ar putea fi conglomeratele enzimatice observate in imaginile SEM (vezi Figura 16B),
ducénd la o scadere a mobilitatii enzimei care a fost inclusa in reteaua polimerica, rezultand si la
o scadere a activitatii acesteia. in plus, moleculele substratului trebuie sa traverseze membrana
polimerica hidrofoba pentru a accesa situsul catalitic al enzimei, iar in timpul acestei treceri,
moleculele de polimer pot interactiona cu substratul.

In continuare, avand conditiile optime determinate anterior: n-hexan ca si solvent, acetatul
de vinil ca si agent de acilare, raport masic substrat:enzima (g/g) de 8:1 si temperatura 30 °C, s-a
studiat influenta raportului substrat:acetat de vinil folosind 2 si 4 echiv. de agent de acilare.
Astfel, atunci cand a fost utilizat biocatalizatorul din nanofibre PLA, raportul optim a fost de 2
echiv. de acetat de vinil, conversia maxima fiind atinsa in 1.5 ore, comparativ cu 6 ore cand 4
echiv. au fost folositi. Deoarece preparatul enzimatic avand ca si schelet nanofibre din PLA a
fost cel mai activ dintre cei sase biocatalizatori, atingdnd conversia maxima in reactia de O-
transesterificare a rac 1-benzo[b]tiofen-2-il-etanolului in cea mai scurta perioada de timp,
necesitand doar 2 echiv. de acetat de vinil, acest biocatalizator a fost ales pentru experimentele
de recirculare.
4.2.3.4.3. Studii de reutilizare

Acilarea enantioselectiva a 1-benzo[b]tiofen-2-il-etanolului racemic cu acetat de vinil a fost
utilizatd suplimentar pentru testarea reutilizabilitatii biocatalizatorului (timp de reactie 1 ord).
Reactia a fost efectuatd de 10 ori consecutiv, enzima imobilizatd fiind separata si spalatd cu n-
hexan (3 x 0,5 ml) dupa fiecare ciclu si imediat utilizatd in urmatorul. Dupd cum este prezentata
in Figura 19, activitatea sa ramane ridicata chiar si dupa 10 cicluri, scazand cu mai putin de
12%. Tn concluzie, stabilitatea operationald pe termen lung face ca acest biocatalizator activ si
fie promitator in sistemul de flux continuu, permitand o productivitate mai mare.
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Figura 19. Reutilizarea PLA-CaL-B obtinut prin adsorbtie, utilizat in EKR a rac 1-benzo[b]tiofen-2-il-
etanolului (dupa 1 ord de reactie) cu acetat de vinil (2 echiv.) in n-hexan la 30 °C.

4.2.3.5. O-Acilarea Mediata de PLA-CalL-B a 1-benzo[b]tiofen-2-il-etanoluluicu Acetat de

Vinil in Flux Continuu

Tn vederea cresterii eficientei procesului biocatalitic, cel mai bun bioconjugat al CaL-B-ului
pe baza de nanofibre polimerice (PLA-CalL-B) a fost testat in experimente cu flux continuu,
utilizand un reactor compactat (30x4,6 mm) in O-acilarea rac 1-benzo[b]tiofen-2-il-etanolului cu
acetat de vinil (2 echiv.) in n-hexan, folosind o concentratie a substratului de 8 mg/mL (Schema
7). Au fost investigati doi dintre cei mai importanti parametri care influenteaza productivitatea in
sistemul cu flux continuu: temperatura si debitul.

%\ wn
"/O/go

vinyl acetate

S OH | (R) - ester
©i/)_< | ( PLA-CaL-B ) —— .

n-hexane

rac-alcohol S OH
/

(S) - alcohol

Schema 7. O-acilare mediata de lipaza a 1-benzo[b]tiofen-2-il-etanolului racemic in reactor cu compactat Tn flux
continuu.

Procesul a fost investigat la diferite debite Tn intervalul 0,2-0,5 mL/min si diferite
temperaturi n intervalul 30-50 °C, utilizand o concentratie de substrat de 8 mg/mL si 2 echiv. de
acetat de vinil. In toate cele patru cazuri, conversia a crescut odati cu temperatura, conversia
maxima fiind atinsa la 50 °C la debite de 0,2 si 0,3 mL/min. Dupa cum se observa in Figura 20,
influenta temperaturii este relativ nesemnificativa la un debit constant de 0,2 mL/min. La debitul
de 0,3 mL/min, existi o usoard crestere de la 46% la conversia maxima de 50%. Tn cazurile
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debitelor mai mari, 0,4 si respectiv 0,5, s-a observat o usoara crestere, de la 38% la 43% la 0,4
mL/min si 35% la 41% pentru debitul de 0,5 mL/min odati cu cresterea temperaturii. In
concluzie, atunci cand se utilizeaza debite mai mici, o temperatura crescuta nu este justificata, ci
doar va creste costul total al procesului. Dupa cum era de asteptat, conversia a crescut odata cu
temperatura, dar a scazut odatd cu cresterea debitului.
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Figura 20. Influenta temperaturii la debite constante asupra EKR in flux continuu al rac 1-benzo[b]tiofen-2-il-
etanolului cu acetat de vinil (2 echiv.) in n-hexan.

4.3.3. Concluzii

Acest studiu a demonstrat ca, compozitele bazate pe nanofibre ale CaL-B-ului, obtinute prin
adsorbtie permit dezvoltarea unui biocatalizator stabil si activ pentru rezolutia cinetica
enzimatica a heteroariletanolilor cu un schelet voluminos. Biocatalizatorul pe baza de nanofibre
din PLA s-a dovedit a fi cel mai eficient, atingand conversia maxima (50%) in cea mai scurta
perioadd de timp (1.5 ore). Stabilitatea operationald a acestui preparat a fost studiatd in
experimente de reutilizare, pastrandu-si 77% din activitatea sa initiala, facandu-l un candidat
valoros pentru investigatii In flux continuu. Au fost investigati doi parametri care pot influenta
viteza de reactie: temperatura (30-50 °C) si debitul (0,2-0,5 mL/min), mentindnd constanta
concentratia substratului (8 mg/mL). Datele experimentale obtinute au confirmat tendinta
asteptata In ceea ce priveste viteza de reactie: conversia a crescut odata cu temperatura, atingand
maximul la 50 °C, cand au fost utilizate debite mai mici (0,2-0,3 mL/min). Totodata, a fost
confirmata si influenta debitului asupra vitezei de reactie, ultima scdzand cu 18-28% odata cu
cresterea debitului.

5. Partea Experimentala

6. Concluzii

Studiile efectuate in prezenta teza prezintd optimizarea proceselor de rezolutie cinetica
mediate de lipaza folosind diferiti heteroarilalcooli secundari in ceea ce priveste stabilitatea,
activitatea si productivitatea preparatelor enzimatice utilizate ca si catalizatori.

Sase preparate enzimatice de Cal-B au fost obtinute prin imobilizare covalentd pe
nanoparticule magnetice acoperite cu chitosan (MNP-CS) folosind diferiti linkeri si brate
distantiere. Cel mai activ preparat a fost cel obtinut cu clorurd de sebacoil ca si brat distantier,
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prezentand o activitate sintetica similara cu forma disponibila comercial de CaL-B (Novozym
435). Dupa stabilirea parametrilor optimi (45 °C, n-hexan ca solvent, acetat de vinil ca si agent
de acilare, raport masic optim substrat:enzima (5:1) si raportul optim substrat:acetat de vinil
(1:2), preparatul a fost testat pe o serie de alcooli heretoaromatici secundari, obtinandu-se valori
mari ale conversiei (c>49%) si exces enantiomeric de produs maxim (eep>99,9%) in timp de
reactie relativ scurt (3—16 h). In acelasi timp, s-a demonstrat ci natura agentului de acilare
influenteaza activitatea enzimei imobilizate. Pe baza conversiilor promitatoare in timp de reactii
relativ scurti, reutilizarea acestui preparat a fost testata si in reactiile de transesterificare ale rac-
2e (1-benzo[b] tiofen-2-il-etanolului) si rac-2i (N-etil-fenotiazinil-3-etanolului). Biocatalizatorul
nou dezvoltat a prezentat o stabilitate si activitate foarte bune (dupa un timp de reactie total de 10
ore, respectiv 100 ore), activitatea scazand cu mai putin de 5% dupa 10 cicluri, facandu-l un
candidat promitator pentru procesele EKR 1in sistem continuu.

A fost sintetizat un preparat enzimatic obtinut prin includerea enzimei folosind tehnica
electrofilararii, utilizindu-se nanofibre de chitosan-PVA ca suport de imobilizare. Dupa gasirea
raportului optim intre cei doi polimeri, fibrele obtinute au fost analizate si caracterizate si s-a
determinat activitatea sintetica a bioconjugatului, obtinandu-se o valoare de 6,1 mmolxmin
YXQbiocatatizator - (de trei ori mai mare decat Novozym 435 sau MNP-CS-SC-CaL-B). S-a studiat
stabilitatea preparatului in solventi organici si s-a constatat ca n-hexanul este solventul optim.
Acest nou bioconjugat de CaL-B a fost studiat in EKR a doud serii de etanoli secundari
fenotiazinil racemici: N-alchil-fenotiazin-2-il-1-etanoli si N-alchil-fenotiazin-3-il-1-etanoli.
Toate substraturile au fost sintetizate conform literaturii, alaturi de noii derivati N-hexil pentru
fiecare serie, care nu au fost raportati anterior. Bioconjugatul PVA-CS-CalL-B a prezentat o
activitate ridicata in seria N-alchil-fenotiazin-2-il-etanolilor, obtindndu-se conversii bune pentru
derivatii de etil, propil si butil intr-un timp relativ scurt (10-12 ore). In ceea ce priveste seria N-
alchil-fenotiazin-3-il-etanolii s-a observat ca acetatul de vinil nu a fost agentul de acilare optim,
conversiile au fost mai mici de 40%, chiar si cu un timp de reactie mai mare (48 ore), butanoatul
de vinil a fost testat in continuare si obtinandu-se conversii mai ridicate (5-10%) in cazul tuturor
derivatilor dupa 48 de ore.

Reutilizarea acestui preparat a fost testata in EKR al rac-1d (N-butil-fenotiazin-2-il-1-
etanol). Biocatalizatorul si-a mentinut activitatea chiar si dupa 10 cicluri (timp de reactie 30 min
pentru fiecare ciclu), cu o pierdere de activitate mai micd de 3%, facandu-l un candidat
promitator pentru studiile de flux continuu.

CaL-B a fost, de asemenea, imobilizat prin metode de includere si adsorbtie in/pe nanofibre
din PLA si PVA, obtinute prin tehnica electrofilarii.

Biocatalizatorii obtinuti au fost testati in EKR al rac-1-benzo[b]-tiofen-2-il-etanolul cu
acetat de vinil ca si agent de acilare si n-hexan ca solvent la temperatura de 30 °C. Pe baza
rezultatelor obtinute, cel mai performant biocatalizator (bazat pe nanofibre PLA) a fost testat in
continuare Tn experimente de reutilizare, folosind 2 echiv. de acetat de vinil si un raport masic
substrat:enzima de 8:1. Pe baza rezultatelor promitatoare obtinute in sistemul discontinuu, acest
preparat a fost utilizat in continuare in procesul cu flux continuu. Au fost studiati doi parametri
de proces: temperatura (30-50 °C) si debitul (0,2—0,5 ml/min). Pe baza rezultatelor obtinute, s-a
observat ca, conversia creste odata cu temperatura, atingand maximul la 50 °C, cand s-au folosit
debite mai mici (0,2-0,3 mL/min). S-a confirmat si influenta debitului asupra vitezei de reactie,
ultima scazand cu 18-28% odata cu cresterea debitului (0,4-0,5 mL/min).
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