RAPORT STIINTIFIC SI TEHNIC 2017

Programul: Parteneriate in domenii prioritare, contract nr. 206/01/07.2014

Denumirea programului: Kit inovativ in sinteza compusilor chimici optic puri prin
combinarea biocatalizei cu procesarea prin reactii tip click

Acronim proiect: BIOCLICK

Etapa 4. Prelucrarea de tip click a produsilor cu puritate enantiomerica
ridicata.

Rezumatul etapei

A fost continuatd si optimizatd sinteza si purificarea unor substraturi modificate cu
grupari azidice de tipul propiniloxi-acetatilor racemici, in vederea utilizdrii acestora in reactii de
tip click. Acestia au fost utilizati atat pentru stabilirea metodelor de separare cromatografica
chirala cat si pentru elaborarea protocolului de separare bazat pe reactii click. Conform acestui
protocol, compusul racemic avand o grupare OH secundard a fost supus rezolutiei cinetice
mediate de lipaze in prezenta unui ester avand grupare etinilica terminald, iar esterul optic activ
rezultat a fost mai departe transformat intr-un compus triazolic ciclic prin reactie cu o azida.
Pentru etapa de separare a produsilor EKR prin reactii tip click s-a ales (2-azido-etil)-dietilamina,
o amina tertiard functionalizatd cu grupare azido care prezinta avantajul ca poate fi extrasa intr-o
solutie apoasa acida. Astfel, separarea produsilor de reactie s-a realizat printr-o simpla extractie,
iar cel de-al doilea enantiomer al substratului initial a fost obtinut prin alcooliza enzimaticd a
legaturii esterice a compusului triazolic format.

Metodologia click a fost utilizatd pentru separarea produsilor reactiilor de acilare
enzimaticd a substraturilor sintetizate in laborator, care au fost operate inclusiv la scara
preparativd, in conditiile de reactie optime identificate la scara analitica. Au fost sintetizati cu
puritdti optice ridicate (93-99%) si randamente intre 90-95% o serie de compusi heteroaromatici.

A fost testata eficienta unor preparate enzimatice imobilizate prin metoda sol-gel in reactii
de rezolutie cineticd enzimaticd In sistem continuu, atat pentru substraturi alifatice cat si
aromatice. In cazul rezolutiei cinetice a etanolilor heteroaromatici, lipaza CalB imobilizata prin
entrapare in sistem ternar sol-gel s-a dovedit a fi superioara lipazei din Pseudomonas fluorescens
imobilizatd prin entrapare in sistem binar sol-gel, astfel incat la 65 °C s-a atins o conversie de
douad ori mai mare (41% vs. 20%). Enantioselectivitatea reactiilor enzimatice a fost maxima (E »
200) pe tot domeniul de temperaturi investigat.

Pentru rezolutia cineticd enzimatica a acidului rac-2-cloromandelic lipaza din Candida
anatractica A s-a dovenit activa, iar dintre preparatele imobilizate entraparea In matrici de sol-gel
utilizdnd amestec ternar de silani combinatd cu adsorbtie pe Celite s-a dovedit cea mai eficienta.
Parametrii optimi determinati au condus la o productivitate de 1.7 pmoli min™! g'!.

Pentru doud dintre substraturile testate, reactiile au fost optimizate prin programe
experimentale factoriale utilizind metoda Box-Behnken. Valorile productivitatii pentru ambele
substraturi au fost considerabil mai mari decat cele raportate in literatura, demonstrand eficenta si
stabilitatea biocatalizatorului. In cazul acilarii enatioselective a rac-2-octanolului conditiile
optime au fost concentratia substratului 0.5 M, temperatura 50°C, debit 0.8 ml/min. Dupd 144 h
de reactie in sistem continuu s-a obtinut o productivitate medie de 145 pmoli min™! g!' si un
raport enantiomeric mai mare de 280.



Rezultatele acestei etape au fost diseminate prin publicarea a trei lucrari stiintifice in
reviste cu factor de impact (ISI) si prin prezentarea a doud lucrari, la o conferinta internationald
de prestigiu din domeniul biocatalizei si la o conferinta internd. In concluzie, se poate afirma ci
obiectivele asumate pentru Etapa a 4-a a proiectului au fost indeplinite.

Descrierea stiintifica si tehnica

Activitatea 4.1. Separarea amestecurilor obtinute in urma rezolutiei cinetice enzimatice
prin reactii de tip click

Sinteza unor substraturi modificate cu grupari azidice.
- Date in curs de publicare -

Activitatea 4.2. Studiul rezolutiei cinetice enzimatice utilizind un bioreactor continuu-
Partea I1

Acilarea enzimatica in sistem continuu a rac-2a cu 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetat de 2,2,2-
trifluoroetil, mediata de CaL-B-SWCNT

Pentru acilarea enzimatica in sistem continuu a rac-2a s-a utilizat un mini-reactor tubular
cu deplasare (30 x 4.6 mm) in care s-a introdus biocatalizatorul CaL-B-SWCNT (119 mg),
alimentat continuu cu solutia formata din substratul (rac-1-feniletanol rac-2a), agentul de acilare
(2-(prop-2-in-1-iloxi)acetat de 2,2,2-trifluoroetil) si n-hexan. S-au luat probe pentru HPLC din
timp in timp pentru a verifica atingerea regimului stationar §i pentru a determina conversia.
Temperatura de operare a fost de 60°C, s-au testat diferite concentratii de substrat rac-2a (10 -
100 mM), diferite cantitati de agent de acilare 0.75 — 4 echiv.) si diferite debite (0.1 — 0.5 mL
min™).

Initial reactia de acilare enzimatica a rac-2a in sistem continuu a fost studiata utilizand
concentratia substratului de 10 mM si 0.75 echiv. agent de acilare la 60 °C si debite de 0.1-0.5
mL min™'. Conversia maxima a fot de 42% la 0.1 mL min™". In scopul cresterii conversiei reactiei
s-au testat diferite cantititi de agent de acilare (2, 3 si 4 echiv.). Rezultatele sunt prezentate in
Figura 1. Conversia maxima (50%) a fost atinsd cu excese mari de agent de acilare (3 si 4
echiv.).

Pentru a mari productivitatea procesului studiat, s-au investigat diferite concentratii de
substrat utilizand 4 echiv. de agent de acilare la 60 °C la debite de 0.1 si 0.5 mL min™' (Tabelul
10). Productivitatea a crescut o data cu cresterea concentratiei substratului, valoarea maxima
obtinandu-se la concentratia de 100 mM si 0.5 mL min™! (88.2 pmol min™! g!).
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Figura 1. Influenta cantitatii de agent de acilare asupra rezolutiei cinetice in sistem continuu a rac-2a (10 mM) cu 2-
(prop-2-in-1-iloxi)acetat de 2,2,2-trifluoroetil in n-hexan la 60 °C mediata de CaL-B-SWCNT

Tabelul 10. Influenta debitului i a concentratiei substratului asupra rezolutiei cinetice in sistem continuu a rac-2a cu
2-(prop-2-in-1-iloxi)acetat de 2,2,2-trifluoroetil (4 echiv.) mediata de CaL-B-SWCNT in n-hexan la 60 °C

Nr. Debit Concentratia Conversie Productivitate
crt. [mL min] substratului [ mM]  (%)® [pmol min™ g]°

1 10 50 (+ 0.5) 42

2 0.1 20 48 (£0.5) 8.1

3 ’ 50 48 (+0.8) 202

4 100 45 (2.1) 378

> 10 48 (*0.5) 202

6 0.5 20 40 (£ 1.4) 33.6

7 50 29 (£ 1.4) 60.9

8 100 21 (£2.2) 88.2

2 experimentele s-au realizat in triplicat si deviatiile standard sunt trecute in paranteze; ® calculate utilizind valorile
medii ale conversiilor

Un alt scop a fost compararea productivitdtilor in sistem discontinuu §i continuu.
Preparatul enzimatic CaL-B-SWCNT a prezentat productivitate mult mai mare in sistem continuu
decat in sistem discontinuu (7giscon= 1.0 pmol min™ g!, 7eon=17.6 pmol min™! g’!, la conversia de
42%, 60 °C, concentratia substratului 10 mM, 2 echiv. agent de acilare si debit de 0.5 mL min™).

Acilarea mediata de lipaze imobilizate a unor etanoli heteroaromatici in sistem continuu

Preparatele de lipaze imobilizate prin entrapare in matrici de sol-gel care au dovedit cele
mai bune performante (activitate, enantioselectivitate si stabilitate) in reactiile in sistem
discontinuu (CalL-B 1 TS* si AK 1 BS) au fost testate si in sistem continuu utilizand
microreactoare tubulare. Substraturile investigate au fost rac-1-benzofuran-2- si 3-il-etan-1-olii
rac-2¢,d sirac-acid-2-cloromandelic (Figura 2).
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Figura 2. Rezolutia cinetica enzimatica a benzofuranil-etanolilor in sistem continuu
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Initial s-au testat temperaturi In intervalul 25- 65 °C pentru reactiile in sistem continuu de
acilare enzimatica a substraturilor rac-2¢,d (10 mM) la debitul de 0.5 mL min™'. In cazul ambelor
preparate enzimatice s-a observat o crestere a conversiei odata cu cresterea temperaturii, valoarea
maxima obfinandu-se la 65 °C. Lipaza B din Candida antarctica imobilizata prin entrapare in
matrici de sol-gel sistem ternar (CalL-B 1 TS*) s-a dovedit a fi superioard lipazei din
Pseudomonas fluorescens imobilizata prin entrapare in sistem binar sol-gel (AK 1 BS): la 65 °C
s-a atins o conversie de doud ori mai mare (41% vs. 20%) (Figura 3A). Enantioselectivitatea
reactiilor enzimatice a fost maxima (£ » 200) pe tot domeniul de temperaturi investigat.

In scopul cresterii conversiei reactiilor de transesterificare investigate au fost testate
diferite debite intre 0.1 — 0.5 mL min™!, mentinand temperatura la 65 °C, ceea ce a condus la
conversii aproape maxime (48% si 50%, Figura 3B).

In continuare, pentru a miri productivitatea sistemelor continue studiate, s-au investigat
diferite concentratii de substrat la 65 °C la debite de 0.1 si 0.5 mL min™' (Figura 3C). In cazul
reactiilor mediate de CalL-B 1 TS* nu s-au observat scaderi semnificative ale conversiei pe
domeniul de concentratii 10- 50 mM la debitul de 0.1 mL min’!, chiar si la concentratia de 100
mM conversia fiind ridicatd (44%). Pe de alta parte, pentru reactiile catalizate de AK 1 BS
conversia a scazut o datd cu cresterea concentratiei substratului, la 100 mM obtinandu-se
jumatate din valoarea conversiei de la 10 mM. Excesele enantiomerice ale produsilor au fost
maxime (ee > 99%) pe tot domeniul de concentratii investigat.
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Figura 3. Efectul temperaturii (A), debitului (B) si concentratiei substratului (C) asupra reactiilor de acilare
enzimatica 1n sistem continuu a rac-2¢,d cu acetat de vinil (0.75 si respectiv 3 echiv.) in n-hexan catalizate de
lipazele AK 1 BS (—o—) si CaL-B 1 TS* (—o-)

A fost determinata influenta temperaturii, a debitului §i a concentratiei substratului asupra
productivitatii reactiilor de acilare a rac-2¢,d in sistem continuu (Tabelele 1S si 2S, material
suplimentar).

S-a studiat de asemenea stabilitatea operationald in sistem continuu a celor doi
biocatalizatori. Preparatul AK 1 BS si-a mentinut 81% din activitatea initiald la 65°C dupa 44 h
de functionare iar la 55°C a manifestat stabilitate foarte buna, pastrandu-si 95% din activitatea



initiald dupd 100 h. Biocatalizatorul CaL-B 1 TS* a manifestat stabilitate superioara intrucat la
65 °C dupa 100 h activitatea a ramas constanta (Figura 4).
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Figura 4. Stabilitatea operationald in sistem continuu a biocatalizatorilor AK 1 BS si CaL-B 1 TS* in reactiile de
acilare a rac-2¢,d (10 mM) cu acetat de vinil (0.75 si respectiv 3 echiv.) in n-hexan la 55 °C si respectiv 65 °C la
debitul de 0.1 mL min™!

Rezolutia cinetica enzimatica a acidului rac-2-cloromandelic (rac-2e)

Influenta metodei de imobilizare si a temperaturii asupra reactiei de trasesterificare
enantioselective a acidului 2-cloro mandelic.

Studiile initiale de selectie a biocatalizatorului pentru substratul rac-acid-2-cloro-
mandelic (rac-2e) au indicat o eficientd ridicatd in reactia de transesterificare enantioselectiva a
lipazei din Candida antarctica A (CalA). Pentru a studia efectul metodei de imobilizare asupra
enantioselectivitatii lipaza CalA a fost imobilizatd prin doud metode de entrapare In matrici de
sol-gel, obtinute cu diferite combinatii de silani precursori. Rezultatele, prezentate in Tabelul 11
indicd un efect puternic al metodei de imobilizare asupra conversiei si a raportului enantiomeric.
Cele mai bune rezultate, conversie de 48% si ee de 86%, au fost obtinute cand biocatalizatorul a
fost imobilizat utilizind un amestec ternar de silani precursori PhATMOS:VTMOS: TMOS in
1.6:0.4:1, utilizdnd NaF ca si catalizator pentru formarea matricii. Valorile ee obtinute au fost
usor mai mari prin entraparea in matrici de sol-gel combinatd cu adsorbtie pe Celite 545,
demonstrand eficienta metodei combinate cu adsorbtie (cantitatea de enzima utilizatd a fost mai
scazutd). Valorile raportului enantiomeric E obtinute utilizdnd metoda cu NaF au fost peste 200,
demonstrand fiabilitatea metodei de imobilizare .

Efectul temperaturii asupra reactiei de transesterificare a fost studiat utilizand preparatele
obtinute prin ambele metode de entrapare la trei valori de temperaturd: 20°C, 40°C si 55°C.
Rezultatele prezentate in Tabelul 11 indica o crestere a conversiei si a ee pana la 40°C, urmata de
o scadere. Considerand aceste rezultate, in experimentele ulterioare s-a lucrat la temperatura de
40°C.



Tabel 11. Efectul parametrilor de imobilizare si a temperaturii de reactie asupra eficientei catalitice si a
enantioselectivitatii preparatului imobilizat CalA. Reactiile de transesterificare a rac-2e cu acetat de vinil (raport
molar 1:3) au fost efectuate in diizopropil eter, 24h.

Metoda Silani precursori Raport Conversia [%] ees [%]
molar 20°C  40°C 55°C  20°C 40°C 55°C
A VTMOS:TMOS 1:1 19 14 35 13 6 22
A OcTMOS:TMOS 1:1 19 44 27 38 60 27
A PhTMOS:TMOS 1:1 21 43 33 32 67 50
A PhTMOS:MeTMOS:  1.6:0.4:1 24 47 30 48 82 17
TMOS
A PhTMOS:VTMOS: 1.6:0.4:1 19 48 31 32 86 44
TMOS
A PhTMOS:VTMOS: 1.6:0.4:1 22 48 43 31 90 86
TMOS + Celite 545
B OcTMOS:TMOS 1:1 31 32 39 1 3 7
B VTMOS:TMOS 1:1 40 43 43 7 1 3
B PhTMOS:MeTMOS:  1.6:0.4:1 45 48 49 0 0 0
TMOS
B PhTMOS:VTMOS: 1.6:0.4:1 44 47 50 0 2 0
TMOS
B PhTMOS:VTMOS: 1.6:0.4:1 n.d. 22 50 n.d. 0 0
TMOS + Celite 545

n.d. - nedeterminat

Rezolutia cineticd enzimatica a rac-2e in sistem continuu

Reactiile de transesterificare a acidului rac-2-cloromandelic in sistem continuu au fost efectuate
la 40°C, in diizopropil eter, la doud concentratii ale substratului (5 mM sau 10 mM), la un raport
molar intre reactanti de 3:1, debit 0,3 sau 0,5 ml/min. Probele colectate la un interval de 2,5 h au
fost analizate prin cormatografie chirald HPLC. Conversiile nu au depasit valoarea de 30%,
indicand faptul ca timpul de stationare a substratului in bioreactor a fost prea scurt (Tabelul 12).

Tabelul 12. Influenta concentratiei de substrat si a debitului asupra rezolutiei cinetice enzimatice rac-2e in sistem
continuu. Experimentele au fost efectuate la 40°C la doud concentratii ale substratului 5 mM respectiv 10 mM, In
diizopropil eter.

Debit Timp Conversia ees eep Productivitate
[ml/min] [h] [%)] [%] [umol h! g!]
S5SmM 10mM 5mM 10mM 5mM 10mM 5mM 10mM
1.0 24 24 27 26 80 94
1.5 22 22 39 25 31 95
0.3 2.0 19 20 25 29 T 2% s 89
2.5 21 19 39 20 26 67
1.0 17 25 26 19 63 78
0.5 1.5 16 24 13 17 ~99%,  >99%, 104 94
2.0 18 27 12 22 122 103
2.5 15 28 13 26 95 110




Cresterea debitului a fost benefici pentru productivitate (100 pmoli h™' g'!), dar nu si pentru ee.
Totusi valorile raportului enantiomeric E au fost mai mari de 200.

Optimizarea prin design experimental a sistemului de bioreactor continuu cu enzima
imobilizata

Optimizarea rezolutiei enzimatice a rac-2-octanolului si rac-1-fenil-etanolului in sistem
continuu prin dezvoltarea unui program experimental factorial

Selectia lipazei imobilizate s-a realizat pe baza rezultatelor obtinute in studiile preliminare
in sistem discontinuu. In acest sens a fost optimizat raportul silanilor precursori, iar stabilitatea
termicd si capacitatea de reutilizare a preparatelor au fost caracterizate in detaliu. Dintre
preparatele testate, lipaza din CalB entrapata in matricea obtinutd din PhnTMOS:VTMOS: TMOS
la un raport molar de silani precusori de 1.6:0.4:1 a demonstrat o activitate de 1.32 mol h™! mg™!
si un exces enantiomeric >95% pentru rezolutia cinetica a rac-2-octanolului, precum si o
stabilitate termica excelenta in n-hexan la temperaturi de pana la 70°C.

Rezolutia cinetica a rac-2-octanolului 1n sistem continuu

Reactia de acilare a rac-2-octanolului cu acetat de vinil a fost investigatd in n-hexan la
40°C, in sistem continuu folosind un reactor de tip packed-bed umplut cu lipaza CalB imobilizata
in matrici de sol-gel. Optimizarea parametrilor care influenteazd reactia de acilare s-a realizat
prin dezvoltarea unui program experimental factorial, utilizand metoda Box-Behnken. Variabilele
independente selectate au fost: debitul, temperatura, concentratia substratului si raportul molar
(substrat/acetat) iar limitele maxime si minime au fost stabilite pe baza rezultatelor obtinute in
sistem discontinuu. Ca si variabile de rdspuns au fost selectatate urmatoarele marimi: excesul
enantiomeric eep (%), raportul enantiomeric E si productivitatea mol min ' g .

Rezultatele obtinute experimental dupd primul set de 27 de experimente (Tabelul 3S,
material suplimentar) au fost analizate statistic folosind tehnica ANOVA, analiza efectelor si
analiza suprafetelor de raspuns. Dintre modelele predefinite disponibile in pachetul
Unscrambler®, cea mai mare valoare a coeficientului de corelare 0,918 a fost obtinut pentru
modelul patratic.

Rezultatele analizei statistice (valoarea p, testul t si limitele de incredere pentru fiecare
efect) cand productivitatea a fost selectatd ca si variabila de raspuns (Tabelul 4S, material
suplimentar) valorile p au fost mai mici de 0.05 pentru debit si concentratia de substrat,
demonstrand ca modelul este important din punct de vedere statistic si ca variabilele sunt corelate.

Analiza efectelor s-a realizat pentru variabilele de iesire calculate pe baza analizelor GC
pentru fiecare variabild independenta selectata. Rezultatele, prezentate in Tabelul 13 indicad o
corelare directd a debitului si a concentratiei de substrat cu E si productivitatea. In ceea ce
priveste temperatura, s-a observat o corelatie indirecta cu E in timp ce efectul raportului molar al
reactantilor a fost nesemnificativ.



Tabelul 13. Analiza efectelor asupra variabilelor de raspuns pentru primul design experimental de rezolutie cinetica
a substratului 7ac-2-octanol (N.S. - nesemnificativ)

Variabila E Productivitate
[mol min! g'!']

(A) Debit [ml/min] + +++

(B) Concentratie substrat +++ +++

[M]

(C) Temperatura [°C] - N.S.

(D) Raport molar reactanti ~ N.S. N.S.

AB N.S. N.S.

AC N.S. N.S.

AD N.S. N.S.

BC N.S. +

BD N.S. N.S.

CD N.S. N.S.

Analiza suprafetelor de raspuns Pentru a determina influenta debitului si a concentratiei
de substrat asupra productivitdtii, raportului enantiomeric E si a excesului enantiomeric eep, s-a
realizat analiza suprafetelor de raspuns. Rezultatele au indicat o crestere continud, atat pentru
productivitate cat si pentru raportul enantiomeric, pentru tot intervalul studiat, pentru ambii
parametri selecati (Figurile 1S si 2S, material suplimentar).Aceste rezultate au sugerat ca valorile
optime pot fi obtinute la valori mai mari ale debitului si ale concentratiei de substrat, de aceea s-a
generat un nou set de experimente.

Al doilea program experimental factorial a fost realizat folosind trei variabile
independente: temperatura 1n intervalul 40-60°C, debitul si concentratia de substrat (in intervalul
0,5-1,25 ml min ™!, respectiv 0.5—-1.25 M). Variabilele de raspuns au fost raportul enantiomeric E
si productivitatea. Pentru toate experimentele, valorile excesului enatiomeric eep au fost mai mare
de 88%. Rezultatele experimentale obtinute (Tabelul 5S, material suplimentar) au fost supuse
analizei statistice folosind tehnica Anova, analizei efectelor si analizei suprafetelor de raspuns.
Valoarea celui mai mare coeficient de regresie a fost 0,969, acesta fiind obtinut cand a fost ales
modelul predefinit patratic. Valorile p pentru termenii debit si concentratia substratului au fost
mai mici de 0,05 (Tabelul 6S, material suplimentar).

Analiza efectelor (Tabelul 14) indica faptul ca debitul si concentratia substratului au efect
semnificativ si sunt corelate direct cu cresterea productivitatii. Pentru concentratia de substrat s-a
obtinut o corelare indirectd cu conversia, excesul enantiomeric si raportul enantiomeric E,
stabilindu-se o valoare optima a acestui parametru.

Tabelul 14. Analiza efectelor asupra variabilelor de raspuns

Variabile E Productivitate
[mol min™! g'!']
Debit [ml/min] — ++
Concentratia de substrat — ++
[M]
Temperatura [°C] N.S. ++




Pentru a elucida si a Intelege mai bine efectele variabilelor studiate asupra variabilelor de
raspuns au fost reunite toate datele de la ambele experimente, generand grafice ale suprafetelor de
raspuns. Reprezentarea valorilor productivitatii in functie de concentratia de substrat si debit
indicd o crestere continud a stabilitdtii si performantei biocatalizatorului la concentratii mai mari
de 1.25 M (Figura 5a). Spre deosebire productivitate, dependenta raportului enantiomeric E ca o
functie a acelorasi parametri a permis stabilirea valorilor optime de 0.5 M pentru concentratia de
substrat si 0.8 mL/min pentru debit (Fig. 5b.).
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Figura 5. Efectul combinat al concentratiei de substrat si debit asupra productivitatii (a) Efectul combinat al
concentratiei de substrat si debit asupra E (b) asupra rezolutiei enzimatice a rac-2-octanolului.

Rezolutia cinetica enzimatica a rac-1-feniletanolului

In acest studiu, rezolutia cinetica a rac-1-feniletanolului a fost efectuati in sistem
continuu, folosind acelasi bioreactor utilizat si in studiile anterioare cu lipaza Cal B imobilizata
prin entrapare in sol-gel si NaF ca si catalizator. Optimizarea conditiilor de reactie s-a realizat
printr-un program experimental Box-Behnken. Studiile au fost efectuate la temperaturi in
intervalul 40-60°C, debitul in intervalul 0.3-1.25 mL/min si concentratia de substrat in domeniul
0.05M-1.25M. Rezultatele (prezentate in Tabelul 7S, material suplimentar) au fost supuse
analizeit ANOVA si RSM. Valoarea de corelare a coeficientului de regresie de 0.996 obtinuta prin
potrivirea rezultatelor productivitatii cu modelul patratic indicd o predictie buna a modelului
comparativ cu datele experimentale. Valorile foarte scazute ale lui p (Tabel 8S, material
suplimentar) obtinute pentru toate cele trei variabile independente selectate si pentru efectul
combinat au indicat cd acesti parametrii au importanta statistica semnificativd si influenteaza
procesul. Valoarea optimi a productivititii rezultatd din optimizare a fost 104,3 mol min ' g 'si
aceastd valoare poate fi atinsd la o concentratie de substrat de 0,9 M, debit de 1.05 ml/min si
40°C. Graficul suprafetei de raspuns pentru E ca functie a debitului si a concentratiei de substrat
(Figura 3S, material suplimentar) a indicat o scadere a valorii E, dacd valorile parametrilor
independenti cresc peste o anumita limitd. Pentru a atinge valoarea dorita a enantioselectivitatii
(E>200), debitul si concentratia de substrat nu trebuie sa depaseasca 0.45 ml/min, respectiv o

concentratie de 0.2M. In acest caz poate fi atinsa o valoare rezonabila a productivitatii, de 40.4
mol min'g !,



Determinarea productivititii bioreactorului continuu in conditii operationale optime

Pentru determinarea productivitatii in conditii operationale optime a fost selectatd reactia
de acilare a rac-2-octanolului in sistem continuu, folosind parametri optimizati anterior.
Rezultatele sunt prezentate in Figura 6, observandu-se cd timp de 144 de ore de reactie s-au
obtinut valori constante ale productivititii, de aproximativ 145 mol min! g! si un raport
enantiomeric E > 280, demonstrand o stabilitate operationald excelenta a biocatalizatorului
imobilizat.
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Figura 6. Diagrama productivitatii (rrow) si enantioselectivitatea (E) vs. timp intr-un sistem continuu, folosind un
reactor multitubular pentru rezolutia cinetica a rac-2-octanolului.

Activitatea 4.3. Dezvoltarea unei procedeu de tip click pentru prelucrarea produsilor cu
puritate enantiomerica ridicata — Partea II

- Date in curs de publicare -

Activitatea 4.4. Diseminarea si valorificarea rezultatelor obtinute

In conformitate cu planul de activitati al proiectului, s-a realizat diseminarea rezultatelor
prin publicarea a douad lucrari in reviste cu factor de impact, trimiterea unei a treia lucrari pentru
publicare intr-o revistd cu factor de impact si prezentarea a doud lucrari, la o conferinta
internationala de prestigiu din domeniul biocatalizei respectiv o conferinta locala.
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