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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la un procedeu de obtinere
a unui biocatalizator prin imobilizarea in conditii spe-
cifice a unor enzime din clasa hidrolazelor, incapsulate
intr-o matrice rezultatd combinand adsorbtia pe un
suport poros cu procedeul sol-gel. Conform inventiei, in
faza initiald enzima este protejata cu ajutorul unui lichid
ionic, ce are si rol de aditiv pentru formarea unei
matrice adecvate pentru obtinerea unei activitati
remanente ridicate dupa imobilizare. Structura sol-gel
rezulta prin hidroliza in solutie apoasa a unor precursori

alchil- sau aril-trialcoxisilanici in amestec cu un tetra-
alcoxisilan inprezentad de acid clorhidric, urmata de
amestecarea cu suportul adsorbant dupa inceperea
gelifierii. Lichidul ionic este partial Tncorporat in
matricea solida rezultatéd dupa maturare la temperatura
camereisi uscare in vid. Biocatalizatorul obtinut permite
acilarea enantioselectivd a unor alcooli secundari
alifatici cu exces enantiomeric mai mare de 95%.
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BIOCATALIZATOR OBTINUT PRIN METODA DE DUBLA IMOBILIZARE CU
UTILIZAREA UNUI LICHID IONIC CA ADITIV

DESCRIEREA BREVETULUI

Prezenta inventie se referd la un procedeu pentru imobilizarea unei enzime din clasa
hidrolazelor prin procedeul de incapsulare in sol-gel combinat cu adsorbtie, in conditiile
utilizarii unui lichid ionic ca agent de protectie a enzimei si aditiv de imobilizare folosind un
amestec binar sau ternar de precursori silanici de tip alcoxid, cat si la aplicatiile
biocatalizatorilor sintetizati pentru obtinere de esteri optic activi.

O serie de enzime au fost deja sau sunt pe cale de a fi utilizate industrial, fie pentru a
inlocui catalizatorii clasici in conditii energetice mai favorabile sau de eficientd mai ridicata,
fie pentru a obtine noi produsi, in special de sinteza fina. Lipazele prezinta o serie de avantaje
in aceastd directie, datorita faptului ca manifesta specificitate de substrat redusa, concomitent
cu regio- si enantioselectivitate ridicata. Ele isi mentin activitatea si in medii organice, fiind
posibila astfel extinderea domeniului lor de utilizare si pentru reactii de sintezd, mai ales de
esterificare si transesterificare a unor substraturi hidrofobe. Principalul inconvenient legat de
utilizarea industriala a biocatalizatorilor il reprezinta stabilitatea operationald redusa,
reflectatd prin imposibilitatea reutilizarii enzimei sau prin pierderea rapida a activitatii la
reutilizari repetate. Cea mai importanta solutie pentru a creste aceasta stabilitate si a permite
recuperarea usoara a enzimei din mediul de reactie in vederea reutilizarii sale s-a dovedit a fi
imobilizarea, prin legare de un suport insolubil sau prin inchidere (entrapare) intr-o matrice
poroasd. Un mare numar de publicatii se referd la imobilizarea enzimelor si utilizarea
enzimelor imobilizate (C. Mateo et al., Enzym. Microb. Technol. 2007, 40, 1451-1463; L.
Cao, Carrier-bound Immobilized Enzymes. Principles, Applications, and Design, Wiley-
VCH, Weinheim, 2005).

Cea mai importanta problema care poate apare in urma imobilizarii este pierderea
totald sau partiald a activitatii enzimatice. In cadrul metodelor de imobilizare, cele bazate pe
inchiderea enzimei, in general in interiorul structurii unui gel, prezintd avantajul c&
imobilizarea nu induce modificari la nivelul structurii tertiare a enzimei si activitatea enzimei
nu ar trebui sd fie afectatd. Cu toate acestea, structura poroasd a matricii in care este

imobilizatd enzima poate genera limitdri de naturd difuzionald in ce priveste accesul

substratului la centrul activ al enzimei. Un alt dezavantaj il constituie proprietétile mecanice
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biocatalizatori in reactoare cu agitare. Dezvoltarea tehnicilor de imobilizare prin metoda sol-
gel poate rezolva aceste neajunsuri prin posibilitatea obtinerii unor matrici de silice de o
anumita porozitate si cu rezistenta mecanicd a structurilor de tip sticla poroasa. Exista o foarte
bogata literaturd de specialitate care abordeaza imobilizarea biomoleculelor in structuri de tip
sol-gel, bazata pe utilizarea unor precursori alcoxidici de tipul tetraalcoxisilanilor, in special
tetrametoxisilan si tetraetoxisilan (1. Gill, Chem. Mater., 2001, 13, 3404-3421; W. Jin, J.D.
Brennan, Anal. Chim. Acta, 2002, 461, 1-36; R. Ciriminna, M. Pagliaro, Org. Proc. Res. Dev.,
2006, 10, 320-326). Brevetul SUA nr. 5,200,334/1993 descrie obtinerea unor enzime s§i
proteine incapsulate intr-o sticld poroasd transparentd obtinutd prin procesul sol-gel, cu
retentia activitatii enzimatice. Aceastd metoda utilizeaza ca precursori alcoxizi metalici si
ultrasonare pentru omogenizare, insd nu face referire la imobilizare de lipaze sau alte enzime
din clasa hidrolazelor.

Imobilizarea lipazelor prin metoda sol-gel prezinta particularitatea ca utilizarea unor
precursori cu grupari functionale organice hidrofobe nepolarizabile determind cresterea
insemnata a activitatii specifice (M.T. Reetz, A. Zonta, J. Simpelkamp, Biotechnol. Bioeng.
1996, 49, 527-534). Brevetul SUA nr. 6,080,402/2000 descrie imobilizarea lipazelor prin
entrapare 1n sol-gel folosind o gama variati de catalizatori si diferite tipuri de aditivi, care pot
fi proteine, compusi polihidroxilici, polimeri organici insolubili si/sau compusi anorganici
insolubili. Acest brevet nu face insd referire la utilizarea lichidelor ionice ca agenti de
protectie a activitatii lipazei si nici ca aditivi pentru directionarea structurald a matricii de sol-
gel. Brevetul respectiv face referire la incorporarea ca aditivi a unor compusi insolubili de
tipul materialelor oxidice bazate pe SiO;, insd nu mentioneaza o dubld imobilizare ci doar o
imbunatatire a caracteristicilor preparatului obtinut prin imobilizare sol-gel. Addugarea
acestor aditivi se realizeaza strict Inaintea inceperii gelifierii. Enzimele imobilizate prin acest
procedeu au fost investigate in reactii de esterificare si transesterificare in medii de reactie
organice, dar nu se face referire la enantioselectivitatea lor si eventuala modificare a
enantioselectivitatii in urma imobilizarii.

Combinand entraparea in sol-gel cu depunerea pe un suport solid se obtine o tehnica
de imobilizare care permite utilizarea avantajelor ambelor metode. Suprafata specificd mare a
suportului determind o repartitie uniforma, fara agregare, a enzimei entrapate in sol-gel, iar
aceasta confera stabilitate ridicata si proprietati imbunatéatite preparatului enzimatic imobilizat
obtinut in final. Aceste caracteristici pot contribui si la stabilizarea enzimei impotriva
inactivarii termice datorate deplierii proteinei (S. Y. Furukawa, K. Kawakami=sFs#erment.

Bioeng., 1998, 85, 240-242).
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Lichidele ionice reprezinta compusi cu potential de a inlocui solventii organici volatili
ca medii de reactie in procese biocatalitice. Existd insd si posibilitatea de a utiliza lichidele
ionice ca aditivi in procesul de imobilizare a lipazelor prin metoda sol-gel (S. H. Lee, T. T. N.
Doan, S. H. Ha, Y. M. Koo, J. Mol. Catal. B: Enzym., 2007, 45, 57-61). Aceasta se datoreaza

stabilitatii lor termice ridicate, a nevolatilitatii si a posibilitatii de modelare a proprietatilor
prin simpla schimbare a anionului sau a cationului (H. Zhao, J. Chem. Technol. Biotechnol.,
2010, 85, 891-907).

Procedeul, conform inventiei, realizeazd un preparat de hidrolazd imobilizata
imbunatétind procedeele existente prin utilizarea unui lichid ionic, avand rol dublu: protejarea
enzimei de inactivare in timpul procesului de imobilizare si formarea unei retele de sol-gel
care sd permitd mentinerea sau chiar cresterea activitati catalitice totale a biocatalizatorului
obtinut. Practic, imobilizarea enzimei se face prin mecanism dublu: incapsulare in sol-gel si
adsorbtie, pelicula de sol-gel care se formeaza si care include enzima fiind distribuita pe toata
suprafata materialului adsorbant, ceea ce evitd eventuala agregare a moleculelor de enzima si
permite un transfer de masa mai bun In timpul reactiei. Rolul lichidului ionic nu se termina la
sfarsitul imobilizarii, o parte din acesta ramanand incorporat in matricea solidd obtinuta si
contribuind la crearea unui micromediu favorabil pentru actiunea enzimei. Comparativ cu
procedeele existente, procedeul de fatd se caracterizeazad si prin faptul cd biocatalizatorul
obtinut are enantioselectivitate ridicatd, permitdnd obtinerea de esteri optic activi ai unor
alcooli secundari alifatici cu exces enantiomeric de peste 95%.

Lichidul ionic utilizat trebuie sa contina un cation de tip 1-alchil-3-metil-imidazoliu,
gruparea alchil fiind liniard cu un numar de atomi de carbon de la 2 la 16 si un anion de tip
organic sau anorganic, de exemplu acetat, trifloroacetat, hexaflorofosfat, tetrafloroborat, sau
sulfat. Lichidul ionic se utilizeaza Intr-un raport molar de cel putin 0,1 si cel mult 0,5 fata de
cantitatea totald de silani precursori si un raport cuprins intre 0,05-0,25 moli/g proteina
enzimatica. El se adaugda in mod obligatoriu la solutia de enzima si 2-propanol inainte de
addugarea silanilor si se mentine sub agitare cel putin 30 de minute, dar nu mai mult de 2 ore.

Lipaza imobilizatd prin acest procedeu este de origine microbiand sau din pancreas de
porc, In mod tipic obtinuté din culturi de Candida antarctica. Enzima este in mod obligatoriu
purificatd prin dizolvare 1n solutie tampon de concentratie 0,1 M cu valoarea de pH intre 6-8,
prin agitare timp de 30-60 de minute si centrifugare la cel putin 3.000g. Concentratia de
proteind enzimatica introdusa la imobilizare este intre 1-10 mg proteind/mmol silani totali, de

preferinta intre 2-6 mg proteina/mmol silani totali. Inainte de amestecarea cu lj idul ionic, la




solutia de enzima se adaugd 2-propanol, intr-un raport molar de cel putin 0,7 si cel mult 1.2
raportat la total silani.

Silanii precursori utilizati reprezintd un amestec in proportii variabile a unui
tetraalcoxisilan cu (a) unul sau doi alchil-trialcoxisilani; (b) fenil-trialcoxisilan; (¢) un alchil-
trialcoxisilan si fenil-trialcoxisilan, continutul molar al tetraalcoxisilanului in acest amestec
fiind in toate cazurile (a-c) de cel putin 10% si nu mai mult de 80%. Gruparea alcoxi din
tetraalcoxisilani si trialcoxisilani poate fi metoxi sau etoxi, iar guparea alchil din alchilsilani
poate fi orice grupare alchil cu catena liniard avand intre 2 si 16 atomi de carbon. Silanii
precursori sunt hidrolizati partial pentru a forma un prepolimer, prin adaugare de acid
clorhidric, in raport molar cuprins intre 0,01 si 0,05 fata de silanii totali utilizati. Pentru etapa
de gelifiere, se realizeaza schimbarea pH-ului din acid in bazic, prin adaugare de solutie de
amoniac 25%, pana la obtinerea unui pH in intervalul 8-8,5. In mod tipic, gelifierea incepe
dupa un timp de 1-10 minute de la modificarea pH-ului.

Apa totald prezentd in sistem, provenitd din apa utilizatd la dizolvarea enzimei si apa
introdusa la obtinerea prepolimerului trebuie sa fie intr-un raport molar cuprins intre 10 si 50
fata de silanii totali.

Suportul adsorbant utilizat poate fi natura organica sau anorganica, de preferintd un
suport pe care se poate realiza imobilizarea lipazei prin adsorbtie simpla, de exemplu Celite®.
carbonat de calciu, celuloza sau o rasind organica de tip stiren-divinilbenzen functionalizata.
Suportul se adauga in raport de cel putin 0,15 g/mmol silani totali si in mod obligatoriu dupa
inceperea gelifierii, iIn mod tipic dupa 10-30 secunde de la inceperea gelifierii. Amestecarea
componentelor se face mecanic, timp de 30 de secunde, dupd care se lasa la temperatura de
25°C pentru perfectarea si maturarea gelului.

Prelucrarea preparatului brut se realizeaza prin spalare, in aceastd ordine, cu 2-
propanol, apa distilatd, din nou 2-propanol si in sfarsit hexan. Dupa fiecare spélare se face
filtrare. Volumul din fiecare solvent de spalare utilizat este de cel putin 3 ori mai mare decét
volumul total de apa care a fost introdus In sistem. Dupé ultima spalare, preparatul se usuca
timp de cel putin 24 de ore la temperatura camerei $i presiune atmosferica si apoi timp de cel
putin 8 ore In vid, la temperatura camerei.

Lipaza imobilizata prin acest procedeu manifestd o activitate cataliticd ridicata,
randamentul de regasire a activitatii enzimatice totale (exprimat prin raportul dintre unitatile
totale regasite dupa imobilizare si unitatile enzimatice totale introduse la imobilizare cu lipaza
nativd) fiind in mod tipic mai mare de 100%. Activitatea este calculatid pentru reactia de

acilare a unui alcool alifatic secundar, folosind un ester vinilic ca agent
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tipic acetat de vinil. De asemenea, stabilitatea operationala a lipazei imobilizate in mai multe
cicluri de refolosire este foarte ridicata, ea mentindndu-se la peste 80% din valoarea initiala
dupa mai mult de 40 de asemenea cicluri. Enantioselectivitatea preparatului este si ea foarte
bund, excesul enantiomeric obtinut pentru reactia de acilare a alcoolilor secundari alifatici

avand intre 6-9 atomi de carbon fiind de peste 95%.
Exemple

Exemplul 1. Imobilizarea lipazei din Candida antarctica B prin metoda

combinati adsorbtie/sol-gel, cu sistem binar de silani precursori

Intr-o fiola de sticla de 8 ml s-a preparat un SOL prepolimer prin amestecarea timp de
0 Ora pe un agitator magnetic a cate 1,5 mmoli tetrametoxisilan si octiltrimetoxisilan, 0,2 ml
apa distilata si 30 pl acid clorhidric 0,04M. S-a preparat o solutie de lipaza prin introducerea a
120 mg lipaza din Candida antarctica B (C-Lecta, continut de proteina 6,7 mg/ml) in 1 ml
solutie tampon TRIS/HCI de pH 8.0 si agitare timp de 30 minute. Solutia rezultatd a fost
centrifugati la 5000g si 15°C, iar supernatantul a fost folosit pentru imobilizare. Intr-o fiola
de sticla de 4 ml s-au introdus 1 ml din acest supernatant, 200 ul tetrafloroborat de 1-octil-3-
metil-imidazoliu si 200 pl alcool izopropilic si s-a mentinut 30 minute sub agitare magnetica.
Amestecul rezultat s-a addugat peste SOL-ul apos rezultat prin hidroliza partiald a silanilor
precursori, apoi s-a adus pH-ul la 8,5 prin adaugare de solutie de amoniac 25%. Agitarea s-a
mentinut pand cind amestecul a inceput sa gelifieze, iar la 30 de secunde de la inceperea
gelifierii s-au adaugat 0.5 g suport solid (Celite® 545, Celite® 521, Celite® C22, CaCoOs,
Purolite® MN 200 sau Celulozi AVICEL®). S-a amestecat mecanic pana la obtinerea unui
produs de consistentd solidd, care a fost piastrat in fiola Inchisd, timp de 24 de ore la
temperatura camerei, pentru definitivarea polimerizarii. Gelul intdrit a fost spalat cu 7 ml
alcool izopropilic, 5 ml apa distilata, 5 ml alcool izopropilic si 5 ml n-hexan, dupa care s-a
filtrat pe frita. Produsul obtinut s-a uscat la temperatura si presiune ambianta timp de 24 de

ore si apoi in vid la temperatura camerei timp de alte 24 de ore.

Tipul Proteina Preparat | Randament Inciircare cu | Randament
suportului | imobilizata® | obtinut | imobilizare'! enzima'®! regasire!”!
(mg) (mg) (o) (o) (Vo)
Celite® 545 2,93 776.8 44 0.38 382
Celite® 521 4,48 808,5 67 0,55
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Celite® C22 3,15 826.,4 47 0,38 368 |
CaCOs 6,56 7972 98 0,82 355
Purolite® 2,93 592,6 44 0,49 273
MN200
Celuloza 5,91 806.4 88 0,73 164
AVICEL®

4] (mg proteina initiald) — (mg proteina din filtratul de la spalare)

[b] (mg proteind imobilizatd)x 100/(mg proteind initiald)

[ (mg proteina imobilizatd)x100/(mg preparat enzimatic obtinut)

4] (activitatea totald a preparatului imobilizat)x100/(activitatea totald a lipazei introduse la

imobilizare) pentru acilarea 2-octanolului, in conditiile Exemplului 3

Exemplul 2. Imobilizarea lipazei din Candida antarctica B prin metoda
combinata adsorbtie/sol-gel, cu sistem ternar de silani precursori
S-a lucrat 1n conditiile Exemplului 1, cu deosebirea ca s-au folosit trei silani precursori

in urmatorul raport: 1,6 mmoli feniltrimetoxisilan, 0,4 mmoli metiltrimetoxisilan si 1 mmol

tetrametoxisilan.
Tipul Proteina Preparat | Randament Incircare cu | Randament
suportului | imobilizati'* | obtinut | imobilizare!" enzimi'®! regisire!”!
(mg) (mg) (o) (%) (Vo)
Celite® 545 4,37 728,0 65 0,60 338
Celite® 521 3,49 724.9 52 0,44 357
Celite® C22 4,82 743,4 72 0,65 331
CaCOs3 5,20 822.,5 77 0,63 366
Purolite® 6,29 5953 94 1,06 273
MN200
Celuloza 4,56 726,1 68 0,63 166
AVICEL®

o] (mg proteina initiald) — (mg proteina din filtratul de la spalare)

*l (mg proteind imobilizati)x100/(mg proteind initiala)

[c] (mg proteind imobilizata)x 100/(mg preparat enzimatic obtinut)

[ (activitatea totald a preparatului imobilizat)x100/(activitatea totald a lipazei introduse la

imobilizare) pentru acilarea 2-octanolului, in conditiile Exemplului 3

¢
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Exemplul 3. Acilarea enantioselectivi a unui alcool secundar cu lipazi din
Candida antarctica B imobilizata prin metoda combinatad adsorbtie/sol-gel, cu
sistem ternar de silani precursori

Intr-o fiola de sticld de 4 ml s-au introdus sau dizolvat 0,5 mmoli 2-octanol si 1,5
mmoli acetat de vinil In 1 ml hexan si s-au introdus 25 mg preparat enzimatic obtinut in
conditiile Exemplului 2. Pentru a se compara performantele enzimei imobilizate cu cea a
enzimei comerciale native, s-a efectuat o sinteza in aceleasi conditii in care s-au utilizat 5 mg
din lipaza care a fost supusa imobilizarii.

Fiola de sticld contindnd amestecul de reactie a fost plasata intr-o incintd termostatata
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. Probele au fost analizate gaz-
cromatografic pe un cromatograf de gaze Varian 450-GC echipat cu detector de ionizare in
flacara si coloana capilard chirala cu dimensiunile 30 m x 0,25 mm cu faza stationara Elite
Cyclosil B de grosime 0,25 pm (Perkin Elmer). Pe baza analizelor efectuate, prin metoda
standardului intern s-au calculat conversia alcoolului, activitatea preparatelor imobilizate si
randamentul de regasire a activitdtii enzimatice la 24 de ore de reactie. De asemenea, s-au
calculat excesul enantiomeric al esterului obtinut, (R)-acetatul de 2-octil si raportul

enantiomeric E.

Tipul Conversia Activitatea Exces Raport
suportului dupa 24 h (umol'h™mg™) | enantiomeric!*' | enantiomeric!”
(“o) (%) E
- 20 0,842 89 21
(enzima nativa)
Celite® 545 49 0,448 95 125 |
Celite® 521 51 0,433 95 201
Celite® C22 51 0,429 95 201
CaCO; 51 0,429 95 201
Purolite®
MN200 51 0,441 96 380

2 Calculata pe baza ariilor peakurilor cromatografice ale celor doi esteri enantiomeri

(ArieR)-ester - Ari€(s)-ester)X100/suma ariilor esterilor

[b] In[1-conversie(1+e.e. produs)]/In[ 1-conversie(1-€.€.produs)]

g



Exemplul 4. Utilizarea repetati a enzimei imobilizate
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S-a lucrat in conditiile Exemplului 3, cu deosebirea ca s-au realizat mai multe cicluri

de reactie cu aceeasi enzima imobilizata si cu enzima nativa, pentru comparatie. Dupa fiecare

utilizare (24 de ore de reactie) amestecul de reactie a fost indepartat iar biocatalizatorul a fost

spalat de mai multe ori cu 2 ml hexan si reintrodus intr-un nou ciclu de reactie, in aceleasi

conditii.
rNumﬁr Activitate Activitate totala Exces enantiomeric
ciclu (pmol-hmg™) relativa®! (%)
utilizare | Lipaza Lipaza Lipaza Lipaza Lipaza Lipaza
nativa | imobilizatad | nativd | imobilizatd | nativi | imobilizata

0 0,819 0,443 1 1 90 95

1 0,719 0,436 0,88 0,98 89 95

2 0,679 0,421 0,83 0,95 88 95

3 0,596 0,419 0,73 0,95 87 95

4 0,615 0,400 0,75 0,94 87 95

5 0,531 0,397 0,65 0,94 85 95

6 0,535 0,403 0,65 0,91 85 95

7 0093 0,420 0,40 0,95 84 95

8 0,094 0,402 0,11 0,91 83 95

9 - 0,395 - 0,89 - 95
10 - 0,396 - 0,89 - 95
11 - 0,417 - 0,94 - 95
12 - 0,395 - 0,89 - 95
13 - 0,373 - 0,90 - 95
14 - 0,414 - 0,94 - 95
15 - 0,327 - 0,9 - 95
16 - 0,343 - 0,85 - 95
17 - 0,391 - 0,88 - 95
18 - 0,355 - 0,87 - 95
19 - 0,349 - 0,87 - 95
20 - 0,390 - 0,88 - 95
21 - 0,385 - 0,87 -

y
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22 - 0,388 - 0,88 - 95
23 - 0,388 - 0,88 - 95
24 - 0,378 - 0,85 - 95
L 25 - 0,381 - 0,86 - 95
26 - 0,385 - 0,87 - 95
27 - 0,397 - 0,90 - 95
28 - 0,383 - 0,86 - 95
29 - 0,385 - 0,87 - 95
30 - 0,381 - 0,86 - 95
31 - 0,392 - 0,82 - 95
32 - 0,354 - 0,80 - 95
33 - 0,356 - 0,80 - 95
34 - 0,355 - 0,80 - 95
35 - 0,353 - 0,80 - 95
36 - 0,371 - 0,84 - 95
37 - 0,359 - 0,81 - 95
38 - 0,322 - 0,73 - 95
39 - 0,379 - 0,86 - 95
40 - 0,327 - 0,74 - 95
41 - 0,349 - 0,79 - 95
42 - 0,348 - 0,79 - 95

Raportata la activitatea din primul ciclu de reactie
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BIOCATALIZATOR OBTINUT PRIN METODA DE DUBLA IMOBILIZARE CU
UTILIZAREA UNUI LICHID IONIC CA ADITIV

REVENDICARI

1. Procedeu combinat de imobilizare a hidrolazelor care utilizeazad un lichid ionic cu
cation de tip l-alchil-3-metil-imidazoliu drept agent de protectie a enzimei si aditiv de
directionare a structurii de sol-gel rezultate prin hidroliza in prezenta de acid clorhidric a
unuia sau a doi precursori alchil- sau aril-trialcoxisilanici In amestec cu un tetraalcoxisilan,
urmatd de schimbarea pH-ului in domeniu bazic prin addugare de amoniac si adsorbtie pe un
suport de naturd anorganica dupa inceperea gelifierii.

2. Procedeu de obtinere a unor esteri optic activi cu exces enantiomeric mai mare de
95% prin acilarea cu un ester vinilic a alcoolilor secundari alifatici avand intre 6-9 atomi de

carbon si folosind o lipaza imobilizata in conditiile Revendicarii 1.
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