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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 3. Sinteza in sistem continuu a compusilor enantiomeric puri utilizind
enzime imobilizate.

Rezumatul etapei

Au fost stabilite proceduri de separare de tip click pentru o serie de substraturi sintetizate
si caracterizate de tipul propiniloxi-acetati, substraturi obtinute prin esterificarea etanolilor
aromatici corespunzatori si a unor esteri propargilici care au fost testati ca si agenti de acilare.
Pentru etapa de separare prin reactii de tip click a fost sintetizata o amina tertiara functionalizata
cu grupare azido. Conditiile optime de reactie au fost stabilite pe baza studiilor utilizand diferiti
catalizatori de Cu (1) la diferite intervale de timp (6-96h).

A fost elaborata o metodologie de separare enzimatica a unor amestecuri racemice
(derivati ai benzofuranil etanolilor) prin metodologie de tip click. Tn acest sens au fost testate
lipaze imobilizate din diferite surse microbiene disponibile comercial sau imobilizate n laborator,
n diferite medii de reactie, utilizand 4 tipuri de acil donori, la temperaturi in domeniul 30-50°C.

A fost determinata stabilitatea operationala a enzimelor imobilizate Tn etapa anterioara in
mai multe cicluri de reactie, iar pentru fiecare substrat investigat a fost selectat biocatalizatorul
cel mai eficient pentru utilizarea ntr-un bioreactor continuu.

Rezolutia cinetica enzimatica in sistem continuu a fost testata cu succes pentru 3
substraturi aromatice si un substrat alifatic. S-au obtinut valori maxime ale conversiilor
substraturilor la valorile minime ale debitelor testate si valori mai mari de 50 umolmin-g? ale
stabilitatea operationald excelentd si vor fi utilizati pentru stabilirea conditiilor optime de reactie
in sistem continuu pentru rezolutia cineticd enzimaticd a substraturilor racemice propargilice
sintetizate.

Au fost obtinute preparate enzimatice noi prin entrapare in matrici de sol-gel si entrapare
combinata cu adsorbtie pe Celita 545 si pulberi magnetice. Preparatele au fost utilizate cu succes
pentru substraturi racemice alifatice si aromatice.

Pentru toti produsii de reactie dar si pentru substraturi au fost elaborate metodele de
separare si analiza cromatografica a izomerilor optici.

Rezultatele acestei etape au fost diseminate in doua lucrari stiintifice acceptate la reviste
cu factor de impact (I1SI) si prin participare cu sase lucrari la conferinte internationale de prestigiu
st noud lucrari la conferinte nationale cu participare internationald din domeniul biocatalizei si
nanomaterialelor. in concluzie, se poate afirma ci toate obiectivele asumate pentru Etapa 3 a
proiectului au fost indeplinite.



Descrierea stiintifica si tehnica

Activitatea 3.1. Studiul prelucrarii produsilor prin reactii de tip click - Partea 11

Studiul efectuat propune o strategie de separare a produsilor rezolutiei cinetice enzimatice (EKR)
utilizand o reactie tip click care sd inlocuiasca etapa de purificare cromatografica mai dificil de
realizat la nivel industrial. Conform acesteia, amestecul racemic este supus rezolutiei cinetice
mediate de lipaze in prezenta unui ester avand grupare etinilicd terminala. Tn urma acestui proces
un enantiomer al substratului rimane netransformat iar celalalt este transformat Tn produs
enantiopur capabil sa reactioneze cu azida printr-o reactie tip click, conducand la formarea unui
compus triazolic ciclic care include enantiomerul produsului. S-a ales aceasta amina tertiara
functionalizata cu grupare azido datoritd proprietatii sale de a putea fi extrasa Intr-o solutie
apoasa acida. Astfel, separarea celor doi compusi se realizeaza printr-o extractie. Ultima etapa
constd in regenerarea celuilalt enantiomer al substratului prin hidroliza legaturii esterice a
compusului triazolic.
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Schema 1. Metodologie de separare a produsilor rezolutiei cinetice enzimatice (EKR) utilizand o reactie tip click

Sinteze chimice

Initial s-a realizat sinteza chimica a etanolilor aromatici rac-2a-d, a propiniloxi-acetatilor
corespunzatori rac-3a-d, a agentilor de acilare propargilici si a azidei necesare in reactiile click,
utilizand metode descrise in literatura. Alcoolii secundari rac-2a,b au fost obtinuti prin reactii de
reducere a cetonelor corespunzitoare 1a,b"" iar rac-2c,d au fost sintetizati prin reactii Grignard
pornind de la aldehidele 1c,dVv.,

Propiniloxi-acetatii racemici rac-3a-d au fost obtinuti prin esterificarea rac-2a-d cu
acidul prop-2-iniloxi-acetic in prezenta N,N’-diciclohexilcarbodiimidei si a 4-dimetilamino-
piridinei (Schema 2). Acestia au fost utilizati atat pentru stabilireca metodelor de separare
cromatografica chirald cat si pentru elaborarea protocolului de separare bazat pe reactii click.
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Reactivi si conditii de reactie: I. KOH, MeOH, reflux, 2h; Il. NaBH4, MeOH, rt, 1h; I1I. CHgMgI eter etilic, Ar, rt,
16h; 1V. acid prop-2-iniloxi-acetic, DCC, DMAP, CH.Cly, rt, 3h.
Schema 2. Sinteza chimici a etanolilor (hetero)aromatici rac-2a-d si a propiniloxi-acetatilor corespunzatori rac-3a-d

S-a realizat de asemenea sinteza acidului prop-2-iniloxi-acetic si a unor esteri¥ ai acestuia
care au fost testati apoi in etapele de rezolutii cinetice enzimatice. Sinteza acestor agenti de
acilare decurge dupa schema de reactii de mai jos:
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Reactivi si conditii de reactie: 1. NaH, THF, Ar, rt, 12h; I1. MTBE, NaOH, TBAB, rt, I11. DCC, DMAP, CHCl;,

3h.
Schema 3. Calea de sinteza a esterilor propargilici

Pentru etapa de separare a produsilor EKR prin reactii tip click s-a optat pentru o amina tertiara
functionalizata cu grupare azido ((2-azido-etil)-dietilamina) datoritd proprietafii acesteia de a
putea fi extrasa intr-o solutie apoasa acida. Schema 4 reda etapele de sinteza a acesteia“'.
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Reactivi si conditii de reactie: 1. SOCl,, CHCI3, 0°C-reflux, 4h; 11. NaNs, H20, 80°C.
Schema 4. Sinteza (2-azido-etil)-dietilaminei

In scopul gasirii conditiilor optime pentru reactiile click ale compusilor investigati, initial s-au
testat diferiti catalizatori de Cu(l) in reactia model dintre alcoolul propargilic si (2-azido-etil)-
dietilamina. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 1. In cazul reactiilor catalizate de Cul si
Cul(PPh3) s-a observat conversia totala a azidei dupa 25 de ore, iar in cazul in care s-a utilizat
sistemul catalitic Cu2S04x5H20 + N2HsxH20 a fost nevoie de un timp de reactic mult mai lung
(95 de ore). S-a studiat de asemenea si efectul a doud baze asupra reactiei click. Adaugarea unui
echivalent de EtsN determind o scadere a timpului de reactie (20 de ore), in timp ce 1 echiv. de



DIPEA nu a produs nicio modificare. La addugarea a 2 echiv. de EtsN s-a observat o crestere
semnificativa a vitezei reactiei. Pentru a nu complica procedura de prelucrare ulterioara, s-a optat
in experimentele urmatoare pentru un sistem de reactie ct mai simplu utilizand Cul ca sursa de

Cu(I) in absenta oricarui aditiv.
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Tabel 1. Studiul de optimizare a reactiei click
Sursa de Cu(l)

- . a

(0.1 echiv.) Baza Timp (h)
Cul - 25
Cul(PPh,) - 25
CusO,-5H,0 o

N,H,H,0

Cul . 20
Cul(PPh,) Et;N (1 echiv.) 20
Cul . 25
Cul(PPh,) DIPEA (1echiv.) 26
Cul Et;N (2 echiv.) 6

“transformarea completd a azidei confirmata prin TLC

Stabilirea procedurilor de separare de tip click pentru suporturile sintetizate

Tn continuare, a fost elaborat protocolul de separare prin metodologie tip click utilizand racemicii
rac-2a si rac-3a ca si compusi model care simuleaza amestecul de reactie de la finalul unui
proces de EKR (Schema 5). Dupa realizarea reactiei click, printr-o extractie cu o solutie apoasa
acida, triazolul ciclic este trecut in faza apoasd, in timp ce feniletanolul rdméne 1n faza organica.
Dupa ajustarea pH-ului fazei apoase la valoarea 10 si transferarea produsului click din nou in faza
organicd, prin ruperea legaturii esterice in mediu puternic bazic, se recupereaza feniletanolul.
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Schema 5. Separarea produsilor EKR prin metodologie tip click



Sinteze enzimatice

In scopul obtinerii unor compusi cu purititi optice ridicate la conversii cit mai mari au
fost testati 4 agenti de acilare si o serie de solventi organici in reactii de acilare enzimatica a rac-
2a-d la scara analitica. Procesele de EKR au fost mediate de lipaza B din Candida antarctica sub
forma preparatului comercial Novozym 435 sau imobilizata prin legare covalentd de nanotuburi
de carbon (CaL-B-SWCNT). Tn cazul 1-(benzofuran-2-il)etanolului rac-2b s-a testat si lipaza din
Pseudomonas fluorescens (L-AK) intrucat aceasta s-a dovedit optima in studii anterioare de EKR
ale acestui substrat'. Donorii de acil investigati sunt esteri ai acidului prop-2-iniloxi-acetic: esterii
etilic, isopropilic, propargilic si 2,2,2-trifluoroetilic. Solventii testati sunt: n-hexan, CHClI,
acetonitril, tetrahidrofuran, metil-zerg-butil-eter, diisopropil eter, ciclohexan si toluen.

Tntr-o prima etapa s-a stabilit solventul optim pentru fiecare substrat in parte utilizand 2-
(prop-2-in-1-iloxi)acetat de etil ca agent de acilare (Schema 6). Rezultatele sunt prezentate in
Tabelele 2 si 3.
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Schema 6. Screening-ul de solvent pentru EKR a rac-2a-d

Tabel 2. Efectul solventului in rezolutiile cinetice enzimatice ale benzofuranil-etanolilor (rac-2b,c) cu 2-(prop-2-in-
1-iloxi)acetat de etil (1 echiv.) (30°C, raport masic substrat:biocatalizator 1:2)

Timp eeq eep, c
Nr.crt.  Substrat Solvent ) (%) (%) (%) E
1 rac-2b™" n-Hexan 100 34.6 >99 25.7 »200
2 n-Hexan 105 >99 9.5 »200
3 CH,CI, 11.6 >99 104 »200
4 Acetonitril 22.0 >99 18.0 »200
5 c THF 16.9 >99 145 »200
rac-2c 15
6 MTBE 22.2 >99 18.2 »200
7 DIPE 26.0 >99 20.6 »200
8 Ciclohexan 42.2 >99 29.7 »200
9 Toluen 35.0 >99 25.9 »200

2produsul nu a fost detectat Tn nici unul din ceilalti solventi dupa 100 h
®Lipaza din Pseudomonas fluorescens (L-AK)
‘Lipaza B din Candida antarctica (Novozym 435)

Tabel 3. Screening-ul de solvent pentru rezolutiile cinetice mediate de Novozym 435 ale rac-1-feniletan-1-olului
(rac-2a) si rac-1-(2-feniltiazol-4-il)etan-1-olului (rac-2d) cu 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetat de etil (1 echiv.) (30°C,
raport masic substrat:biocatalizator 1:2)

Timp eeg eep C

Nr. crt. Substrat Solvent E
(h) (%) (%) (%)
1 rac-2a n-Hexan 20 30.4 >99 23.3 »200
2 Ciclohexan 18.6 >99 15.7 »200
CH.CI
3 rac-2d" ,Cl, 130 18.1 >99 15.3 »200
4 Toluen 185 86.1 17.7 16

2in ACN si THF nu s-a obervat formarea produsului nici dupa 100 h iar in ceilalti solventi reactiile nu sunt enantioselective



Dupa cum reiese din Tabele 2, 3, toate procesele de EKR au decurs cu stereoselectivitate maxima,
dar cu conversii scazute. Tn continuare, in incercarea de a marii conversia proceselor enzimatice
studiate s-a realizat un studiu al efectului temperaturii, raportului substrat:biocatalizator si
raportului substrat:agent de acilare in reactia de acilare a 1-(benzofuran-3-il)etanolului rac-2c.
Tabelele 4 si 5 prezinta rezultatele acestui studiu.

Tabel 4. Screening-ul de temperatura si raport substrat:biocatalizator pentru reactia de acilare enzimatica a rac-2c cu
2-(prop-2-in-1-iloxi)acetat de etil (1 echiv.) in ciclohexan la 30°C, catalizata de Novozym 435 dupa 10 h
Conversie (%)

Raport masic Temperaturi (°C)
Substrat:biocatalizator 30 40 50
1:2 111 7.3 11.8
1:3 124 11.2 9.3
1:4 9.0 7.9 9.1

Tabel 5. Screening-ul de cantitate de agent de acilare pentru reactia de acilare catalizata de Novozym 435 a rac-2c
cu 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetat de etil in ciclohexan la 30°C (raport masic substrat:biocatalizator 1:2)
Conversie (%)

. . Timp (h)
Echiv. agent de acilare 18 30 50 120
1 26.3 27.7 30.5 31.0
2 29.6 32.1 32.6 32.8
3 31.0 35.0 35.2 36.4

Deoarece cresterea temperaturii reactiei, a cantitatii de biocatalizator sau de agent de
acilare nu a condus la imbunatatiri semnificative ale conversiei reactiei studiate s-au testat n
continuare alti donori de acil.

Tabel 6. Screening-ul de agent de acilare (1 echiv.) pentru reactia de acilare mediatd de Novozym 435 a rac-2a in n-
hexan la 30°C (raport masic substrat:biocatalizator 1:2)

Conversie (%)

Timp (h)
4 10 58

)
)\ M o _# 18.0 233 24.6
0
0
_ o Mo _# 23.1 36.9 37.7
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Tabel 7. Screening-ul de agent de acilare (1 echiv.) pentru reactia de acilare mediata de lipaza L-AK a rac-2b in
ciclohexan la 30°C (raport masic substrat:biocatalizator 1:2)

Conversie (%)

Timp (h)
42 90
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Tabel 8. Screening-ul de agent de acilare (1 echiv.) pentru reactia de acilare mediatd de Novozym 435 a rac-2c in n-
hexan la 30°C (raport masic substrat:biocatalizator 1:2)
Conversie (%0)

. Timp (h)
Donor de acil 4 18
(6]
/ 31.2 30.0
P
(0]
o~ OJ\/O/// 40.4 44.5
7
O
N M _o_# 43.1 50.0
3

Tabel 9. Screening-ul de agent de acilare (1 echiv.) pentru reactia de acilare mediatd de Novozym 435 a rac-2d in
CH,ClI; la 30°C (raport masic substrat:biocatalizator 1:2)
Conversie (%)

. Timp (h)
Donor de acil 18 42
o)
Z 18.1 20.2
)\OJ\/O\//
o
=
o AOLF 39.7 39.7

O
c o M _o_#Z# 41.2 47
3

Utilizand agentul de acilare care a oferit cele mai bune rezultate s-a testat un
biocatalizator dezvoltat in cadrul grupului de cercetare si anume lipaza B din Candida antarctica
imobilizata prin legare covalentd pe nanotuburi de carbon. Acest biocatalizator a dovedit
stabilitate remarcabild in timp la temperaturi ridicate (60°C) fiind un candidat promititor pentru
reactii in sistem continuu.

Tabel 10. Screening-ul de biocatalizator pentru rezolutiile cinetice enzimatice ale rac-2a-d cu 2-(prop-2-in-1-
iloxi)acetat de 2,2,2-trifluoroetil in solventul optim la 30°C

Timp eeg eep C

Nr.crt.  Substrat Biocatalizator h) (%) (%) (%) E
1 rac-2a Novozym 435 5 32.1 >99 24.3 »200
2 CalL-B-SWCNT 20.3 >99 16.9 »200
3 L-AK 18 24.9 >99 19.9 »200
4 rac-2b Novozym 435 2 26.2 >99 20.7 »200
5 CalL-B-SWCNT 44.3 >99 30.7 »200
6 rac-2c Novozym 435 2 33.0 >99 24.8 »200
7 CalL-B-SWCNT 53.2 >99 34.7 »200
8 rac-2d Novozym 435 2 30.9 >99 23.6 »200
9 CalL-B-SWCNT 38.9 >99 28.0 »200




Activitatea 3.2. Determinarea stabilitatii operationale a enzimelor imobilizate in conditii de
reutilizare multipla-Partea Il

Studiul stabilitatii operationale a biocatalizatorilor selectati

In cadrul acestei activititi s-a studiat potentialul de reutilizare a lipazelor din Candida
antarctica B (CAIB) si Pseudomonas fluorescens (Ps.F) imobilizate prin entrapare in sol-gel si
entrapare in sol-gel combinatd cu adsorbtiec pe Celite 545. Matricea sol-gel a fost obtinuta
utilizand amestecuri ternare de silani precursori
feniltrimetoxisilan/viniltrimetoxisilan/tetrametoxisilan PhTMOS:VTMOS:TMOS, la un raport
molar de 1.6:0.4:1, folosind tetrafluoroboratul de 1-octil-3-metil-imidazoliu [Omin]BFs ca si
aditiv. Reactiile au fost realizate la 40°C In n-hexan ca mediu de reactie. In cazul lipazelor native
din CAIB si Ps.F activitatea relativa dupa sase cicluri de reactie a scazut semnificativ, fiind 27%
din valoarea initiala. Tn cazul preparatelor imobilizate utilizand lipaza CalB valoarea activititii
relative dupa 14 cicluri de reactie a fost de aproximativ 80% (Figura 1a). Desi stabilitatea
preparatelor obtinute utilizand lipaza din Ps.F a fost mai scazuta, dupa 11 cicluri de reactie 40%
din valoarea activitatii initiale a fost totusi recuperata.

Lipaza nativi SGE-A SGE Lipaza nativa SGE-A —@—SGE

0.8
0.6
0.4

0.2

Activitate totala relativa
g
Activitate totala relativa

Nr. reutilizare Nr reutilizare

(a) (b)
Figura 1. Activitatea totala relativa a lipazei din Candida antarctica B (a) si a lipazei din Pseudomonas fluorescens
(b) native si imobilizate Tn cazul utilizarii repetate in reactia de acilare a 2-hexanolului, la 40°C n n-hexan. (SGE-A
— entarpare sol-gel si adsorptie, SGE — entrapare sol-gel).

Evaluarea stabilitatii operationale a altor enzime entrapate in matrici de sol-gel

Stabilitatea operationald in mai multe cicluri de reactie a fost evaluata si pentru p-galactozidaza
din Kluyveromyces lactis, entrapata in matrici de sol-gel obtinute prin utilizarea unui amestec de
silani TEOS:nOcTEOS 23:1. Influenta numarului de reutilizari asupra activitatii preparatului
enzimatic a fost studiatd pentru doud reactii de hidroliza a substratului artificial (ONPG) cat si a
lactozei. Dupa fiecare reutilizare preparatul a fost recuperat prin centrifugare. Activitatea
preparatului a fost determinatd pe baza cantitatii de produs format (o-nitrofenol, respectiv
glucoza) in 15 minute pentru ONPG, respectiv 30 min in cazul lactozei.
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Figura 2. Studiul reutilizarii preparatului TEOS:nOcTEOS 23:1 in reactia de hidrolizi a ONPG si a lactozei in
sistem discontinuu

Din Figura 2 se observa ca activitatea enzimei imobilizate scade dupa fiecare reutilizare, dar
activitatea relativa a preparatului dupa 10 reutilizari este totusi de peste 60% in cazul hidrolizei
ONPG si 40% in cazul hidrolizei lactozei.

Activitatea 3.3. Studiul rezolutiei cinetice enzimatice utilizdnd un bioreactor continuu -
Partea |

In vederea realizarii unui proces eficient in bioreactorul continuu a fost selectat
biocatalizatorul cu cele mai bune performante din in sistem discontinuu, iar reactia investigata a
fost acilarea 2-octanolului. Lipaza din CalB imobilizata prin entrapare in sol-gel a fost introdus
ntr-un reactor tubular din otel inoxidabil, termostatat, iar substratul dizolvat in mediul de reactie
a fost vehiculat cu ajutorul unei pompe HPLC.

Lipaza din Candida antarctica B
imobilizata prin entrapare in sol-gel

CeH Q R A
6 13ij . I~ J\ O G \(‘)/ N R\-;/ . ~ ~OH
solvent: hexan \n/ OH “

2-octanol acetat de vinil 0

(R)-ester (S)-alcool

Xy

acetaldehida

Schema 7. Sistem continuu de rezolutie cineticd enzimatica a 2-octanolului catalizatd de lipaza din Candida
antarctica B imobilizata prin entrapare in sol gel

Studiul parametrilor care influenteaza activitatea si selectivitatea enzimei in bioreactorul
continuu

Influenta debitului asupra activitatii si selectivitatii enzimei in bioreactorul continuu

Testarea bioreactorului continuu (continand 1,28 g biocatalizator) pentru acilarea 2-
octanolului cu acetat de vinil in mediu de n-hexan, s-a realizat la o0 concentratie a substratului de



0,1 M, la un raport molar acetat de vinil:2-octanol de 3:1, temperatura de 40°C si la diferite valori
ale debitului (0,1, 0,2 si 0,5 ml/min).

Probele prelevate la intervale de timp stabilite au fost analizate prin cromatografie de gaze
chirali. Au fost calculate: productivitatea raportatd la enzimi (exprimatd in pumoli min?g?),
raportul enantiomeric E si conversia (%). Rezultatele obtinute (Figurile 3 a,b ) indica o crestere a
valorilor parametrilor determinati in primele 40 min, urmata de mentinerea eficientei catalitice
ridicate Tn regim continuu, demonstrata prin stabilitatea valorilor productivitatii si raportului
enantiomeric pana la 240 min de exploatare.
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Figura 3. Influenta debitului asupra productivitatii (a) si a raportului enantiomeric (b) in reactia de acilare a 2-
octanolului cu acetat de vinil Tn mediu de n-hexan, in sistem continuu.

Influenta temperaturii asupra activitdtii si selectivitdtii enzimei in bioreactorul continuu

Influenta temperaturii s-a studiat in bioreactorul tubular la o concentratie a 2-octanolului
de 0,275 M, la un raport molar acetat de vinil:2-octanol de 3:1, la trei valori diferite ale
temperaturii (40°C, 50°C si 60°C) si a debitului (0,1, 0,3 si 0,5 ml/min). Rezultatele prezentate n
Tabelul 11 indici o crestere a productivitatii cu cresterea temperaturii si a debitului. Tn ceea ce
priveste raportul enantiomeric valorile cele mai ridicate au fost determinate in urma
experimentelor efectuate la 40°C, valorile parametrului E fiind invers corelate cu valorile
temperaturii.

Tabel 11. Influenta temperaturii asupra productivitatii si raportului enantiomeric
Productivitate

[nli(/arziitn] [umoli/min/g] Raport enantiomeric E
40°C 50°C 60°C 40°C 50°C 60°C
0.1 12 22 17 176 55 6
0.3 35 37 38 155 92 81
0.5 54 60 78 232 148 8

Influenta donorul de acil asupra activitdtii si selectivititii enzimei in bioreactorul continuu

Influenta donorului de acil a fost studiata utilizind acetatul de vinil si 2-(prop-2-in-1-iloxi) acetat
de 2,2,2-trifluoroetil utilizand ca si substrat racemic rac-2a. Rezultate obtinute sunt prezentate in
Tabelele 12 si 13.

Se observa cd, odatd cu cresterea temperaturii, gradul de transformare al feniletanolului creste
pana aproape de valoarea maxima de 50%; cresterea e cu atit mai pronuntatd cu cat debitul este
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mai mic, adica timpul de rezidenta in reactor al substratului creste. Desi conversia maxima se
atinge la debitul minim testat de 0,2 mL/min, productivitatea maxima a reactorului se obtine la
debitul de 0.5 ml/min, la temperatura de 65°C, cand conversia atinsa este de 42,1%.

Tabel 12. Productivitatea reactorului in sistem continuu in reactia de acilare a rac-2a (10 mM) cu acetat de vinil (3
echiv.) la diferite temperaturi si debite de alimentare

Debit Temperatura Conversie Productivitate
(mL/min) (°C) (%) (umol ming?)

25 29.8 23.4

35 34.4 27.0

45 385 30.2

0.5 50 39.6 31.0
55 40.39 317

60 41.2 323

65 42.1 33.0

25 33.7 22.1

35 38.3 25.1

45 41.8 274

04 50 43 28.2
60 45 295

65 45 29.5

0.3 65 47.5 23.4
25 45.3 14.0

35 47.2 14.6

0.2 45 48.5 15.0
' 50 48.9 15.2
55 49 15.2

60 49.2 15.3

S-a testat si 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-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 si pentru
a determina conversia. Temperatura de operare a fost de 60°C, concentratia rac-2a a fost 10 mM
si s-a utilizat 1 echivalent de agent de acilare. Rezultatele obtinute sunt trecute in Tabelul 13.

Tabelul 13. EKR 1in sistem continuu a rac-2a (10 mM) cu 2-(prop-2-in-1-iloxi)acetat de 2,2,2-trifluoroetil (1 echiv.)
n n-hexan la 60°C

. . Conversie Productivitate
Debit (mL/min) (%) (umol min‘ig)
0.5 50.0 21.0
0.7 43.2 25.4
0.8 41.2 2717
1 34.3 28.8
2 34.1 57.3

Utilizarea sistemului de bioreactor continuu pentru rezolutia cineticid enzimatica in regim
continuu a unor substraturi racemice aromatice

Doua substraturile racemice aromatice de interes farmaceutic au fost selectatea pentru studiul
rezolutiei cinetice enzimatice in bioreactorul continuu: 1,5-dihidroxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen
(rac-1II) si acidul 2-cloro mandelic (rac V). Pentru ambele substraturi conditiile optime de reactie
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(temperatura si mediul de reactie) au fost determinate anterior in sistem discontinuu si aceste
valori au fost utilizate si pentru experimentele realizate in sistem continuu.

Astfel, in cazul substratului rac-1l ca mediu de reactie a fost utilizat amestecul acetat de
vinil:tetrahidrofuran (7:3, v/v) la 40°C, iar bioreactorul folosit a continut 1.45 g lipaza din
Burkholderia cepacia entrapata utilizdnd un amestec echimolar de silani precursori
PhTMOS:VTMOS:TMOS. S-a studiat influenta debitului (in intervalul 0.3-0.7 ml/min) si a
concentratiei de substrat (in intervalul 10-100 mM). Rezultatele obtinute (Tabel 14) indica valori
ridicate ale enantioselectivitatii si raportului molar la valori mai reduse ale debitului, cu toate ca
in toate cazurile studiate s-au inregistrat valori ale lui E>200. Desi valorile calculate pentru
productivitate au fost mai ridicate la concentratii si debite mai ridicate, pentru selectarea
conditiilor optime a fost necesara si evaluarea conversiilor substratului si raportului enantiomeric.
Stabilitatea preparatului a fost testata periodic, acesta dovendind o stabilitate excelenta in
condtiile de reactie considerate.

Tabel 14. Influenta concentratiei de substrat si a debitului asupra rezolutiei cinetice a rac-ll

Timp Conversie [%0] ees E Productivitate
Debit  de [%] [umol h g
[mlI/min]  reactie Concentratie substrat [mM]
[h] 10 50 100 10 50 100 10 50 100 10 50 100
1 44 42 42 73 63 64 43 203 452
03 1.5 43 41 4 69 62 64 400 5350 300 44 209 412
2 44 41 42 72 62 63 44 205 387
25 43 41 42 71 62 63 44 207 385
1 36 34 33 47 43 39 57 360 556
05 1.5 37 3 34 50 45 39 .00 a0p  spsg 61 280 499
2 38 35 29 52 46 33 63 287 700
25 38 34 33 52 42 39 63 283 519
1 33 29 28 41 30 28 77 312 612
1.5 33 30 27 41 32 27 76 307 595
07 2 32 30 29 40 32 33 >0 >0 >250 44 555 979
25 33 30 27 40 32 27 76 308 577

Tn cazul substratului rac-V ca mediu de reactie a fost selectat dizopropil eterul, iar temperatura de
reactie a fost 40°C. Optimizarea reactiei in bioreactorul care a continut 0.844 g biocatalizator,
obtinut prin entraparea combinata cu adsorbtie pe Celita 545 a lipazei din Candida antarctica A
pe baza unui amestec 1.6:0.4:1 de silani precursori PhnTMOS:VTMOS:TMOS, s-a realizat prin
studiul influentei debitului (0.3-0.5 ml/min) si a concentratiei de substrat (5-10 mM). Rezultatele
obtinute (Tabel 15) indica o tendinta similara rezultatelor obtinute pentru substratul rac-1l, adica
valori ridicate ale enantioselectivitatii si a raportului enantiomeric la valori scazute ale debitului.
Stabilitatea preparatului a fost si de aceasta data excelenta in conditiile de reactie Stabilite.
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Tabel 15. Influenta concentratiei de substrat si a debitului asupra rezolutiei cinetice a rac-V

Timp de Conversie [%0] ees E Iflow
Debit . [90] [umol ht g
[ml/min] reﬁ?]t'e Concentratie substrat [mM]

5 10 5 10 5 10 5 10
1 24 24 27 26 80 94
15 22 22 39 5 31 95
0.3 2 19 20 25 49 >200 >200 55 89
25 21 19 39 20 26 67
1 17 25 26 19 63 78
15 16 24 13 17 104 94
05 2 18 27 12 22 >200 >200 122 103
25 15 28 13 26 95 110

Activitatea 3.4. Imobilizarea enzimelor, personalizata pentru substraturi specifice- Partea
I

In cadrul acestei activitati s-au continuat cercetirile de imobilizare pentru lipaza din
Candida antarctica A (C-Lecta), prin entrapare in matrici de sol-gel combinata sau nu cu
depunere pe suport (Celite sau particule magnetice), folosind doud tehnici de imobilizare in
matrici sol-gel.

Continuarea investigarii tehnicilor de imobilizare: entrapare combinati cu depunere pe suport

A. Imobilizarea prin entrapare in sol-gel combinata cu depunere pe suport - SGE-A

Mod de lucru:

Tntr-o fiola de sticla de 4 ml s-au introdus 1 ml solutie enzima (120 mg/ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0), 200 pl
lichid ionic (OmimBF.), 100 ul solutie florura de sodiu 1 M si 200 pl alcool izopropilic. Amestecul rezultat s-a
mentinut 30 minute pe agitatorul magnetic pentru omogenizare, dupa care s-au introdus precursorii silanici (6
mmoli) cu mentinerea agitrii pand la gelifiere, moment in care s-a introdus 0,5 g Celite 545 sau 0,240 g particule
magnetice. Gelul intérit a fost spalat cu 7 ml alcool izopropilic, 5 ml apa distilatd, 5 ml alcool izopropilic §i 5 ml n-
hexan, dupa care s-a filtrat pe fritd. Produsul obtinut s-a uscat la temperatura camerei 24 de ore si la etuva de vid
timp de 24 de ore.

B. Imobilizarea prin entrapare in sol-gel combinati cu depunere pe suport — SGE-prep-A

Mod de lucru:

Tntr-o filoa de sticla de 4 ml s-a preparat un SOL prepolimer prin amestecarea timp de o ord pe un agitator magnetic
a 3 mmoli precursori silanici la diferite rapoarte molare, 0,2 ml apa distilata si 30 pl acid clorhidric 0,04M. Tntr-o
fiold de sticla de 4 ml s-au introdus 1 ml solutie enzima (120 mg/ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0), 200 pl solutie
lichid ionic si 200 pl alcool izopropilic. Amestecul rezultat s-a mentinut 30 minute pe agitatorul magnetic (600 rpm)
pentru omogenizare. SOL-ul apos obtinut s-a trecut intr-o fiold de sticld de 8 ml si s-au mai introdus sub agitare 1,4
ml solutie de lipaza si 100 pl amoniac 25%. Agitarea s-a mentinut pana cdnd amestecul a gelifiat, moment Tn care s-a
introdus 0,5 g Celite 545 sau 0, 240 g particule magnetice. Gelul intarit a fost spalat cu 7 ml alcool izopropilic, 5 ml
apa distilata, 5 ml alcool izopropilic i 5 ml n-hexan, dupa care s-a filtrat pe fritd. Produsul obtinut s-a uscat la
temperatura camerei 24 de ore si la etuva de vid timp de 24 de ore.

C. Reactii de acilare enantioselectiva cu lipazele imobilizate

Evaluarea activitatii si enantioselectivitatii preparatelor enzimatice imobilizate, in
comparatie cu lipazele native, s-a realizat initial pentru reactia de acilare a unor alcooli secundari
model (2-hexanol, 2-heptanol si 2-octanol) cu acetat de vinil Tn mediu de solvent organic (n-
hexan), la 40°C.
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Mod de lucru:

Tntr-o fiola de sticld de 4 ml s-au introdus alcool secundar si acetat de vinil (raport molare de 1:3), 1 ml solvent
organic si 15 pl n-decan sau n-dodecan (standard intern). La momentul zero al reactiei s-a introdus 25 mg preparat
enzimatic obtinut. Fiola de sticla contindnd amestecul de reactie a fost plasata intr-0 incinta termostatatd la 40°C si
supusa agitarii la 300 rotatii/min. Reactia a fost urmarita in timp, prin prelevare de probe la 24 de ore de reactie cu
ajutorul unei micropipete. Pe baza analizelor efectuate, prin metoda standardului intern s-au calculat conversia
alcoolului C (%), masa de ester, activitatea preparatelor imobilizate Ay (umol-h?-mg™?) si randamentul de regisire a
activitatii enzimatice mreg (%) la 24 de ore de reactie. Pentru calculul randamentelor de regasire ale activitatii
enzimatice dupa imobilizare, s-a efectuat o sinteza in aceleasi conditii, in care s-a utilizat 5 mg lipaza nativa.

Pe baza datelor din literaturd Y, s-a presupus ci lipazele utilizate sunt (R)-specifice in reactia de acilare a alcoolilor
secundari testati, deci produsul principal a fost considerat a fi (R)-esterul. Excesul enantiomeric al produsului (e.e.p)
a fost calculat pe baza ariilor picurilor enantiomerilor. Separarea celor 2 enantiomeri (S) si (R) ai esterului obtinut
prin reactia de transesterificare s-a realizat pe o coloand gaz-cromatografica chirala Astec Chiraldex B-PM (30m x
0,25 mm), iar ca fazd mobila s-a utilizat H la un debit de 2 ml/min.

Acilarea alcoolilor secundari catalizati de lipaze imobilizate prin entrapare in sol-gel

S-a studiat influenta metodei de imobilizare si naturii suportului asupra proprietatilor
catalitice ale preparatelor imobilizate obtinute. Rezultatele obtinute in urma reactiilor de acilare a
substraturilor selectate (2-hexanol, 2-heptanol, 2-octanol), dupa 24 de ore de reactie cu acetat de
vinil, Tn n-hexan la 40°C, sunt prezentate Tn Tabelele 16-18.

Tabelul 16 Acilarea 2-hexanolului cu acetat de vinil in n-hexan la 40°C catalizatd de lipaza din Candida antarctica
A imobilizata prin entrapare in sol-gel (PhTMOS:VTMOS:TMOS, raport molar 1.6:0.4:1) combinatd cu depunere pe
suport (SGE-A si SGE-prep-A).

Conversie Activitate Activitate totala e.e. E
Suport (%) (umole-h*-mg?) relativa (%)
sGe-A  CF  ggpa SCE oA SCE ggpa SCE ggpa  SGE
prep-A prep-A prep-A prep-A prep-A
Particule 17 0521 0117 26 0,3 ] 98 1 135
magnetice
Celite 545 73 11 0,592 0,057 2,9 0,2 - 98 1 111
CALA 57 1,903 1 6 1
nativa

Tabelul 17. Acilarea 2-heptanolului cu acetat de vinil in n-hexan la 40°C catalizati de lipaza din Candida antarctica
A imobilizata prin entrapare in sol-gel (PhTMOS:VTMOS:TMOS, raport molar 1.6:0.4:1) combinati cu depunere pe
suport (SGE-A si SGE-prep-A).

Conversie Activitate Activitate totala e.e. E
Suport (%) (umole-h-mg?) relativi (%)
sce-A CF ggpa SCE ggea SCE ggpa SOE gopa SCE
prep-A prep-A prep-A prep-A prep-A
Particule o 16 0675 0036 182 0,5 1 9 1 56
magnetice
Celite 545 93 14 0,643 0,010 17,5 0,2 2 96 1 63
CALA 17 0,348 1 2 1
nativa
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Tabelul 18 Acilarea 2-octanolului cu acetat de vinil in n-hexan la 40°C catalizata de lipaza din Candida antarctica A
imobilizata prin entrapare in sol-gel (PhTMOS:VTMOS:TMOS, raport molar 1.6:0.4:1) combinata cu depunere pe
suport (SGE-A si SGE-prep-A).

Conversie Activitate Activitate totala e.e. E
suport (%) (umole-h*-mg?) relativi (%)
SGE- SGE- SGE- SGE- SGE- SGE-
SCEA  prepa  SCEA  prepa SCEA L A SSEA L prepa A prep-A
Particule 96 5 0809 0047 154 05 1 96 1 57
magnetice
Celite 545 96 3 0,834 0,025 16,1 0,3 3 97 2 79
CA!_%\ 10 0,490 1 15 1
nativa

Din Tabelele 16-18 se observa ca biocatalizatorii obtinuti prin entrapare in sol-gel combinata cu
depunere pe suport (metoda SGE-A) prezinta activitati de aproape 1,7 ori mai mari decat cele ale
lipazei native pentru substraturile 2-heptanol si 2-octanol. Exceptie a fost substratul 2-hexanol
unde s-a inregistrat o scadere de 3,4 ori a activitatii dupa imobilizare. Nu se observa diferente
semnificative in ceea ce priveste tipul suportului folosit. Prin contrast, metoda SGE-prep-A
(metoda care se bazeaza pe formarea unui sol prepolimer) a condus la biocatalizatori imobilizati
cu activitati de acilare foarte mici in comparatie cu lipaza nativa.

Asa cum era de asteptat, pentru preparatele obtinute cu metoda combinatda SGE-A
activitatea totala relativa a crescut de pana la 17-18 ori comparativ cu lipaza nativa, atunci cand
biocatalizatorii au fost testati in reactia de acilare a 2-heptanolului si 2-octanolului (Tabele 17-
18), eficienta catalitica fiind mai ridicata comparativ cu preparatul obtinut doar prin entrapare in
sol-gel.

In ceea ce priveste excesul enantiomeric, se poate observa din valorile enantioselectivitatii
in reactiile de acilare catalizate de preparatele imobilizate obtinute in conformitate cu metoda
SGE-A au fost foarte mici pentru toti alcoolii testati. Biocatalizatorii obtinuti cu sol-gel
prepolimer (metoda SGE-prep-A ) au avut enantioselectivitate ridicatd (valori ale excesului
enantiomeric e.e. >96 % si rapoarte enantiomerice E mari) pentru toate substraturile testate.

Tn cazul substraturilor aromatice, lipaza din Candida antarctica A s-a dovedit eficienta
pentru compusul rac-V. Ca mediu de reactie a fost utilizat diizopropil eterul. Reactiile s-au
efectuat cu acetat de vinil ca donor de acil, la 40°C, timp de 24h si utilizand 40 mg preparat.
Rezultatele prezentate in Tabelele 19-20 indica valori mai ridicate ale conversiilor si excesului
enantiomeric pentru preparatele obtinute prin metoda SGE, respectiv SGE-A.

Tabelul 19 Utilizarea preparatelor de Candida antarctica A imobilizate prin metoda SGE-A in reactia de acilare
enantioselectiva a substratului rac-V .

Silani precursori Raport molar Conversie [%0] ees [%6]
V:TMOS 1:1 14 6
Ph:TMOS 1:1 43 67
Oc:TMOS 1:1 44 60
Ph:Me:TMOS 1.6:0.4:1 47 82
Ph:V:TMOS 1.6:0.4:1 48 86
Ph:V:TMOS + Celite 545 1.6:0.4:1 48 90
Ph:V:TMOS+particule magnetice 1.6:0.4:1 41 47
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Tabelul 20. Utilizarea preparatelor de Candida antarctica A imobilizate prin metoda SGE-prep-A in reactia de
acilare enantioselectiva a substratului rac-V.

Silani precursori Raport molar Conversie [%0] ees [%0]
V:TMOS 1:1 43 1
Oc:TMOS 11 32 3
Ph:V:TMOS 1.6:0.4:1 47 2
Ph:Me:TMOS 1.6:0.4:1 47 0
Ph:V:TMOS + Celite 545 1.6:0.4:1 22 0
Ph:V:TMOS+ particule magnetice 1.6:0.4:1 26 1

Caracterizarea biocatalizatorilor imobilizati

Investigarea biocatalizatorilor prin microscopie cu fluorescentd

Distributia enzimei imobilizate in matricea sol-gel a fost investigata prin microscopie cu
fluorescenta. In acest scop lipaza din Candida antarctica A a fost marcati cu izotiocianat de
fluoresceind (FITC), un derivat al fluoresceinei care confine o grupare reactiva izotiocianat si
care reactioneaza cu grupdrile amino primare, sulfhidril, imidazoil, tirozil sau carbonil din
proteine, peptide sau alte biomolecule.

Marcarea lipazei din Candida antarctica A (Figura 4) a fost realizata folosind metoda
descrisa in PIERCE EZ-LabelTM FITC Labeling Kit, iar imobilizarea enzimei marcate a fost
realizata utilizand aceleasi metode ca si in cazul enzimei nemarcate.

Figura 4. Imaginile fluorescente (magnificatie 10 X) ale preparatelor enzimatice cu lipaza din Candida antarctica A
obtinute cu PATMOS, VTMOS si TMOS (raport molar 1,6:0,4:1) si [Omim]BF4 ca aditiv si Celite 545 ca suport: (a)
SG-martor (SGE-A); (b) SG-lipaza (SGE-A); (c) SG-lipaza-FITC (SGE-A); (d) SG-lipaza-FITC (SGE-prep-A).
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Din Figura 4 (a-d) se poate observa ca numai lipaza marcata prezintd fluorescenta in
timp ce probele martor (sol-gel fard enzima si sol-gel cu lipaza imobilizatd nemarcatd) nu au
aceasta proprietate. Agentul de marcare este distribuit in intreaga matrice, ceea ce indica 0
distributie uniforma a enzimei In masa preparatului. Se poate observa ca nu existd diferente
semnificative in ceea ce priveste fluorescenta preparatului obtinut prin cele doua tehnici de
imobilizare. Rezulta ca diferentele semnificative in ce priveste valorile activitatii nu sunt cauzate
de distributia diferita a enzimei in interiorul matricii, ci probabil de morfologia diferita a acestora,
in special forma si dimensiunile porilor care pot cauza limitdri importante in privinta transferului
de masa in interiorul matricii de sol-gel.

Investigarea biocatalizatorilor prin microscopie electronicd de scanare (SEM)

In cadrul acestui studiu, s-a realizat caracterizarea biocatalizatorilor obtinuti prin
entrapare n sol-gel (folosind cele 2 metode prezentate) in vederea stabilirii influentei metodei de
imobilizare asupra morfologiei suprafetei preparatelor enzimatice, in relatie cu proprietatile
catalitice ale acestora.

Imaginile SEM ale biocatalizatorilor cu lipaza din Candida antarctica A imobilizata prin
entrapare in sol-gel si prin entrapare in sol-gel cu sol prepolimer, folosind un sistem ternar de
silani precursori (PhTMOS, VTMOS si TMOS in raport molar de 1,6:0,4:1) si lichidul ionic
[Omim]BF; ca aditiv sunt prezentate in Figura 5 a, b.

Figura 5. Imaginea SEM a lipazei din Candida antarctica A imobilizatatd prin entrapare in sol-gel realizata la
diferite magnificatii: (a) 10000 X; (b) 20000 X. Matricea sol-gel a fost obtinutd cu silanii precursori PhATMOS,
VTMOS si TMOS 1in raport molar de 1,6:0,4:1 folosindi lichidul ionic [Omim]BF4 ca aditiv (Metoda 1).

Pentru preparatul obtinut prin entrapare in sol-gel la un raport molar de 1,6: 0,4:1 al
silanilor precursorilor, s-a obtinut o structura poroasa specifica nanomaterialelor tip silice. Se
observd o structurd granulard formata din particule nanostructurale cu microcanale pe toata
suprafata scanatd, combinata cu particule sferice de dimensiuni intre 0,5-2 pum, care este corelata
cu cele mai bune valori ale activitatii de transesterificare pentru toate subtraturile testate (Figura
5). Acest lucru poate fi datorat prezentei acestor microcanale, prin care substratul poate ajunge cu
usurinta la centrul activ al lipazei, fara a fi impiedicat de matricea sol-gel.
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Figura 6. Imaginea SEM a lipazei din Candida antarctica A imobilizatatd prin entrapare in sol-gel cu sol-
prepolimer, realizata la diferite magnificatii: (a) 10000 X; (b) 20000 X. Matricea a fost obtinuta cu silanii precursori
PhTMOS, VTMOS si TMOS 1in raport molar de 1,6:0,4:1 si lichidul ionic [Omim]BF4 ca aditiv (Metoda 2).

Imaginile SEM ale preparatului enzimatic obtinut cu metoda de entrapare in sol-gel cu sol
prepolimer sunt diferite. Din Figura 6 se observa o aglomerare de particule sferice de dimensiuni
intre 0,1-7 um, cu foarte putine zone granulare (in sectiune se observa ca particulele prezinta o
structurd poroasd). Aceastd structurd a biocatalizatorului este corelatd cu valori scazute ale
activitatii pentru substraturile testate, dar spre deosebire de studiile anterioare unde odata cu
scaderea activitdtii enzimatice a scazut si enantioselectivitatea preparatului enzimatic, in acest caz
s-au obtinut valori excelente ale excesului enantiomeric si raportului enantiomeric E.

Activitatea 3.5. Diseminarea rezultatelor prin publicare in reviste cotate ISI si prezentari la
conferinte internationale

Tn conformitate cu planul de activitati al proiectului, s-a realizat diseminarea trimiterea la
publicare a doud lucrari in reviste cu factor de impact, prin participare cu sapte lucrari la
conferinte internationale de prestigiu si noua lucrari la conferinte nationale cu participare
internationala, din domeniul biocatalizei si nanomaterialelor.

Articole Tn reviste de specialitate indexate in baza de date Web of Science (ISI)

1. Adinela Cimporescu, Anamaria Todea, Valentin Badea, Cristina Paul, Francisc Peter, Efficient
kinetic resolution of 1,5-dihydroxy-1,2,3,4-tetrahydronaphthalene catalyzed by immobilized
Burkholderia cepacia lipase in batch and continuous-flow system, Process Biochemistry,
acceptata spre publicare, http://dx.doi.org/10.1016/j.procbio.2016.09.023.

2. Diana Aparaschivei, Anamaria Todea, Iulia Pausescu, Valentin Badea, Mihai Medeleanu,
Eugen Sisu, Maria Puiu, Adela Chirita-Emandi, Francisc Peter, Synthesis, characterization and
enzymatic degradation of copolymers of e-caprolactone and hydroxy-fatty acids, Pure and
Applied Chemistry, acceptata spre publicare, DOI: 10.1515/pac-2016-0920.

Studii prezentate la conferinge internationale

1. Madalina Elena Moisa, Csaba Paizs, Laszl6 Poppe, Florin Dan Irimie, Monica loana Tosa:
Click Reaction Strategy Applied in the Enzymatic Kinetic Resolution Processes, ,, Systems
Biocatalysis” COST Training School, Siena, Italy, 27"-30" April 2016, poster.
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2. Madalina Elena Moisa, Csaba Paizs, Laszlo Poppe, Florin Dan Irimie, Monica loana Tosa:
Click Reactions for Efficient Enzymatic Kinetic Resolution Processing ,31™ Symposium
., Biotransformations 2016, Warsaw, Poland, 30" June-2"4 July 2016, prezentare orala.

3. Anamaria Todea, Diana Aparaschivei, Carmen G. Boeriu, Francisc Peter, A green chemistry
route to novel copolyesters, OR 57, 16™ International Conference on Polymers and Organic
Chemistry, Hersonissos, Crete, Greece, 13-16 June 2016 Book of Abstracts p 45, prezentare
orala.

4. Anamaria Todea, Diana Aparaschivei, Adinela Cimporescu, Valentin Badea, Carmen G.
Boeriu, Francisc Peter, Efficient biocatalytic route towards new g-caprolactone copolyesters
using microbial lipases, PS 44, 16" International Conference on Polymers and Organic
Chemistry, Hersonissos, Crete, Greece, 13-16 June 2016 Book of Abstracts p 139, poster.

5. Cristina Paul, Paula Borza, Anamaria Todea, Francisc Péter, Sol-gel immobilized biocatalyst
for continuous-flow enantioselective acylation, The 17" European Congress on Biotechnology,
3-6 lulie 2016, Krakow, Poland, Abstracts / New Biotechnology 2016, 33S, S104, P8-32, ISSN
1871-6784, DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.nbt.2016.06.1086, poster.

6. Emese Biro, Gianina Bratiloveanu, Anamaria Todea, Francisc Peter, Synthesis of galacto-
oligosaccharides by immobilized galactosidase using alkyl or aryl substituted silane precursors
for efficient sol-gel entrapment, The 17" European Congress on Biotechnology, 3-6 lulie 2016,
Krakow, Poland, Abstracts / New Biotechnology 2016, 33S, S104, P8-30, ISSN 1871-6784,
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/].nbt.2016.06.1084, poster.

7. Valentin Badea, Vasile Bercean, Alina Mihaela Muscoi Mindruleanu, Synthesis and
characterization by 2D NMR spectroscopy of a new 1-(1H-4-ethoxycarbonyl-3-methyl-pyrazol-
5-yl)-azo-2,7-dihydroxynaphthalene and its cyclized derivatives of 8-hydroxy-2-methyl-
naphtho[2,1-e]pyrazolo[5,1-c][1,2,4]triazine, 18" Central and Eastern European NMR
Symposium & Bruker Users’ Meeting CEUM, 18-20 September 2016, Sofia, Bulgaria, p 43, P 15,
poster.

Studii prezentate la conferinte nationale cu participare internationala

1. Madalina Elena Moisa, Csaba Paizs, Florin Dan Irimie, Gébor Hornyanszkiy, Monica
IoanaTosa: Click chemistry - an efficient tool in biocatalysis, Young Researchers’ International
Conference on Chemistry and Chemical Engineering (YRICCCE 1), Cluj-Napoca, Romania,
12th-14th May 2016, poster.

2. Botond Nagy, Zsolt Galla, Csaba Paizs, Eniké Forrd, Ferenc Fiilop: Synthesis and enzymatic
Kinetic resolution of novel 3-amino-3-(5-phenylfuran-2-yl)propanoic acid ethyl esters, Young
Researchers’ International Conference on Chemistry and Chemical Engineering (YRICCCE 1),
Cluj-Napoca, Romania, 121-14" May 2016, poster.

3. Madalina Elena Moisa, Csaba Paizs, Florin Dan Irimie, Francisc Péter, Monica Ioana Tosa:
Studii de activitate, selectivitate si stabilitate ale unor preparate noi de lipaze imobilizate pentru
ekr a unor etanoli heteroaromatici, "QUALITY AND EXCELLENCE IN DOCTORAL
RESEARCH” Conference organised in the frame of POSDRU/187/1.5/S/155383 project, Baile
Felix, Romania, 16™-20™ December 2015, prezentare orali.

4. Gianina Bratiloveanu, Francisc Péter, Emese Bir0, Anamaria Todea, Improvement of [-
galactosidase properties by immobilization in sol-gel matrices using substituted silane precursors,
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The 9™ edition of the Symposium with International Participation New trends and strategies in
the chemistry of advanced materials with relevance in biological systems, technique and
environmental protection, Timisoara, Romania, 9-10™ June 2016, P6, poster.

5. Francisc Peter, Anamaria Todea, Diana Aparaschivei, Valentin Badea, Carmen G. Boeriu,
Lipases: powerful enzymes for biomaterials synthesis starting from renewable sources, XXXIV™"
Romanian Chemistry Conference, Calimanesti-Caciulata, Roméania, October 4-7, 2016, P 1,
C.S.IV.-1, prezentare orala.

6. Anamaria Todea Francisc Peter, Linda G. Otten, Isabel W.C.E. Arends, Carmen G. Boeriu,
One-pot system for synthesis of estolides by using a combination of two enzymes, XXXIV®
Romanian Chemistry Conference, Calimanesti-Caciulata, October 4-7, 2016, P 17, C.S.I. - 17,
prezentare orala.

7. Valentin Badea, Vasile Nicolae Bercean, Alina Mihaela Muscoi Mindruleanu, Ana Maria
Todea, Synthesis of azaheterocyclic compounds or their precursors and 1H-15N 2D NMR
spectroscopy as a useful tool for structure determination, XXXIV" Romanian Chemistry
Conference, Calimanesti-Cdciulata, October 4-7, 2016, P 10, CP 10, conferinta plenara.

8. Paula Borza, Adinela Cimporescu, Anamaria Todea, Cristina Paul, Francisc Peter, Continuous
kinetic resolution of racemic aromatic alcohols in packed bed bioreactors, XXXIV" Romanian
Chemistry Conference, Calimanesti-Caciulata, October 4-7, 2016, P.S.1.-35, CP 10, poster.

9. Diana Aparaschivei, Anamaria Todea, Iulia Pausescu, Valentin Badea, Mihai Medeleanu,
Eugen Sisu, Maria Puiu, Adela Chirita-Emandi, Francisc Peter, Enzymatic degradation of new
copolymers synthesized from e-caprolactone and hydroxy-fatty acids, The XVII" Symposium
Young People and Multidisciplinary Research, Timisoara, Romania, November 10-11, 2016, p
22, B2, prezentare orala.
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