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Introducere 

INTRODUCERE 

Hidrolazele reprezintă categoria de enzime ce catalizează scindarea legăturilor 
în reacţie cu apa. Funcţia naturală a majorităţii hidrolazelor este cea digestivă - adică 
de a scinda substanţele nutritive în unităţi mai mici în vederea digestiei. Câteva tipuri 
de hidrolaze există în natură dar numai două dintre acestea au fost larg utilizate în 
medii nenaturale : lipazele şi proteazele. Aceste enzime au fost utilizate în laboratoare 
în toată lumea şi sunt acum considerate reactanţi chimici de referinţă. Motivul acestui 
succes provine din marea disponibilitate a acestor proteine de la diferiţi furnizori la 
preţuri rezonabile, uşurinţa de manevrare, din marea lor stabilitate şi uşurinţa în 
acţiune. 

Din punct de vedere chimic, lipazele şi proteazele pot fi considerate reactanţi 
selectivi şi blânzi în solvenţi organici, capabili să formeze un complex acil-enzimă ce 
reacţionează cu o gamă largă de nucleofili. Lipazele catalizează preferenţial hidroliza 
esterilor insolubili în apă cum sunt trigliceridele, de exemplu hidroliza trioleinei la 
dioleină. în afară de acestea, lipazele catalizează de asemenea hidroliza unui spectru 
larg de esteri naturali şi sintetici prezentând o înaltă enantio- şi regioselectivitate. 
Combinarea acestor caracteristici, adică larga gamă de substraturi asupra cărora 
acţionează şi selectivitatea înaltă pe care o manifestă, face din lipaze un catalizator 
ideal pentru sintezele organice. 

Chimiştii utilizează biotransformările catalizate de lipaze pentru obţinerea 
compuşilor farmaceutici şi intermediarilor sintetici enantiomeric puri, pentru 
protejarea şi deprotejarea intermediarilor sintetici, pentru modificarea lipidelor 
naturale precum şi în alte scopuri. 

Cea mai importantă aplicaţie a lipazelor în chimia organică este obţinerea 
compuşilor optic activi. Aceasta datorită excelentei enantio- şi stereospecificităţi 
manifestată de majoritatea lipazelor, făcând astfel această cale de obţinere a 
compuşilor enantiomeric puri o alternativă faţă de sintezele organice asimetrice sau 
faţă de reacţiile care utilizează substraturi chirale. 

Domeniul biocatalizei a fost abordat la Facultatea de Chimie Industrială şi 
Ingineria Mediului din Timişoara în urniă cu peste două decenii, în cadrul 
Colectivului de Biocataliză înfiinţat de Prof Dr. Radu Bacaloglu şi condus apoi de 
Prof Dr. Carol Csunderlik. Acest colectiv integrat în cadrul Catedrei de Chimie 
Organică şi Tehnologii Organice a avut rol de pionierat în dezvoltarea biocatalizei în 
ţara noastră. 

Cercetările care fac obiectul acestei teze au fost realizate sub îndrumarea Prof 
Dr. Carol Csunderlik şi a Conf Dr. Francisc Peter. 

Studiile efectuate sunt îndreptate spre acest domeniu foarte interesant de 
obţinere a compuşilor enantiomeric puri. S-a urmărit realizarea unor sinteze 
enantioselective catalizate de lipaze prin rezoluţie cinetică în clasa derivaţilor 
funcţionali ai acizilor carboxilici. Catalizatorii utilizaţi în aceste reacţii au fost obţinuţi 
prin imobilizarea unor lipaze microbiene, lipaza pancreatică şi o lipază obţinută din 
fungii termofile, prin tehnici noi cărora li s-a acordat un interes deosebit în ultima 
perioadă. 

- 1 -

BUPT



Date de literatură 

1. DATE DE LITERATURA 

1.1. INTRODUCERE ÎN ENZIMOLOGIE 

1.1.1. Noţiuni generale despre enzime 

Enzimele reprezintă biocatalizatori de natură proteică specifici reacţiilor 
chimice care au loc în organismele vii. Biotransformările enzimatice au la bază 
utilizarea capacităţii catalitice a acestora şi pot fi incluse în ramura biotehnologiilor. 
Biotehnologia poate fi definită ca un domeniu multidisciplinar care utilizează 
potenţialul microorganismelor şi al altor organisme pentru obţinerea unor bunuri 
industriale, alimentare, agricole, obţinerea de energie sau protecţia mediului. 
Utilizarea deliberată a unor reacţii catalizate de enzime reprezintă esenţa oricărei 
biotehnologii (Peter, 2005). 

Enzimologia s-a dezvoltat foarte mult în ultima perioadă de timp, începuturile 
ei fiind în primele decenii ale secolului 19 când Payen şi Persoz au realizat prima 
descoperire a unei enzime. Aceştia au reuşit separarea dintr-un extras apos de malţ a 
unei enzime ce scindează amidonul la zaharuri inferioare, iar în final la glucoză, 
enzimă denumită astăzi amilază (Payen şi Persoz, 1833). Dacă în 1920 erau cunoscute 
10-15 enzime, descrise în principal după observarea efectului acţiunii lor, astăzi sunt 
caracterizate peste 1000 de enzime (Uniunea Internaţională de Biochimie a publicat în 
1972 o lucrare în care sunt tabelate 1770 enzime) dintre care aproximativ 500 au fost 
obţinute sub forma unor preparate înalt purificate şi s-au determinat proprietăţile lor 
fizice, chimice si biologice. Un număr relativ mic de enzime au fost analizate din 
punctul de vedere al structurii primare, al conformaţiei tridimensionale, realizându-se 
şi modele macromoleculare spaţiale corespunzătoare. 

Intervenţia enzimelor în diferite procese (fermentaţie, respiraţie, digestie, 
putrefacţie) era cunoscută de foarte mult timp, dar explicaţia acestor procese 
complexe, rolul şi locul enzimelor în secvenţele chimice care le compun a rămas mult 
timp obscur, multe mecanisme intime fiind neclare şi astăzi. 
Denumite la început fermenţi de la cuvântul latin ferveo - a fierbe - datorită aparentei 
fierberi care însoţeşte orice proces de fermentaţie, în realitate produsă de eliminarea 
unor substanţe gazoase, enzimele au făcut obiectul unor pasionante dispute 
academice. în 1878, Kuhne introduce denumirea de enzimă pentru fermenţii din celula 
de drojdie sau din celulele altor organisme. Denumirile de enzimă şi ferment sunt 
astăzi sinonime, primul termen fiind aproape unanim utilizat. 

Configuraţia moleculelor organice reprezintă o etapă superioară de cunoaştere 
a structurii lor. Dacă constituţia unei molecule defineşte acel ansamblu de date care ne 
indică natura şi numărul atomilor din molecula respectivă precum şi succesiunea 
acestora de-a lungul liniilor de legătură, odată cu felul acestor legături (simple, duble, 
triple), prin configuraţie se extinde cunoaşterea moleculei prin stabilirea modului de 
aşezare spaţială a atomilor constituenţi în raport cu un element de structură rigid, fară 
a ţine seama de variantele de aşezare realizabile prin mişcări de torsiune în jurul unor 
axe intemucleare. Conformaţia unei molecule caracterizează aşezarea spaţială a 
atomilor în moleculă în raport cu o axă de torsiune (Bacaloglu şi colab., 1985). 

Enzimele pot fi alcătuite fie numai din catene polipeptidice ale căror unităţi de 
bază sunt resturile de aminoacizi şi din punct de vedere chimic sunt proteine simple 
sau holoproteine, fie din două componente (una de natură proteică şi alta de natură 
neproteică) şi atunci pot fi definite ca heteroproteine. Partea neproteică poate fi o 
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coenzinui când se leagă la partea proteică prin legături necovalente sau o grupare 
prosteîicâ când este legată prin legături de tip covalent şi poate fi reprezentată prin 
diferite vitamine hidrosolubile sau derivaţi ai lor. nucleotide, ioni metalici etc. Partea 
proteică, numită apoenzimă poate fi constituită din una sau mai multe catene 
polipeptidice. Fiecare enzimă conţine o secvenţă unică din aproximativ 20 de L-
aminoacizi, legaţi prin legături peptidice. Diferitele enzime diferă nu numai prin 
secvenţa resturilor de aminoacizi ci şi prin compoziţia lor procentuală. Catena 
polipeptidică a enzimei prezintă o serie de plieri care conduce la structuri spaţiale 
extrem de complicate - conformaţii - care condiţionează manifestarea anumitor 
funcţii biologice. Structura tridimensională este o consecinţă a secvenţei primare a 
resturilor de aminoacizi care alcătuiesc catena polipeptidică a enzimei respective. 
Aceste plieri realizează o regiune '^geometric distinctă"' numită centru catalitic activ, 
responsabilă pentru actul catalitic. în cazul enzimelor - holoproteine, centrul activ 
este alcătuit din resturi de aminoacizi, care pot fi situaţi în poziţii diferite ale catenei 
polipeptidice. însă apropiate în spaţiu şi grupate pe o arie cu un diametru de 
aproximativ 15 -20 Â. Rolul centrului activ este de a "recunoaşte'' structura chimică a 
substratului şi de a-1 lega cu formarea unui complex enzimă-substrat, deosebit de 
reactiv, care se scindează spontan punând în libertate produşii de reacţie şi enzima 
într-o stare chimic nemodificată. Centrul catalitic activ poate ''recunoaşte" substratul 
datorită faptului că cele două entităţi - substratul şi enzima - prezintă structuri 
stereochimic complementare care permit stabilirea de interacţii fizice şi chimice şi 
formarea complexului enzimă-substrat. 

Enzimele sunt catalizatori şi respectă toate legile catalizei: 
• enzima nu se consumă în timpul reacţiei şi teoretic poate provoca 
transformarea unui număr nelimitat de molecule de substrat. Eventuala denaturare a 
enzimei este independentă de actul catalitic: 
• enzima nu modifică natura reacţiei, echilibrul sau bilanţul ei termodinamic, 
reacţia fiind posibilă şi în absenţa ei: 
• enzima accelerează viteza de reacţie, pentru acest parametru cinetic 
înregistrându-se valori de aproximativ lO'' ori mai mari decât cele obţinute în absenţa 
biocatalizatorului. 

Catalizatorii. în general, accelerează viteza unor reacţii chimice posibile din 
punct de vedere termodinamic, determinând o scădere a energiei de activare a 
reactanţilor şi conducând la instalarea mai rapidă a stării de echilibru. Eficienţa 
catalitică a enzimelor este superioară celei a catalizatorilor chimici. Faptul că 
enzimele sunt macromolecule proteice le conferă toate proprietăţile fizico-chimice ale 
acestei clase de biomolecule: solubilitatea, proprietăţile osmotice şi de difuzie, 
schimburile ionice, denaturarea termică şi labilitatea la anumiţi reactivi chimici. 
Deosebirea esenţială dintre enzime şi catalizatorii chimici constă în înalta specificitate 
de acţiune a enzimelor. concretizată în capacitatea de a cataliza un singur tip de 
reacţie biochimică, de cele mai multe ori catalizând transformarea unei singure 
substanţe chimice. Specificitatea de substrat a unei anumite enzime poate fi absolută -
când aceasta catalizează transformarea unei singure substanţe chimice sau relativă 
când enzima acţionează asupra unui număr de substanţe, înrudite structural, care 
posedă aceeaşi grupare sau aceleaşi grupe de atomi pe care biocatalizatorul le 
"recunoaşte" (Dumitru şi lordăchescu, 1981). 

- 3 -
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1.1.2. Clasificarea, nomenclatura şi codificarea enzimelor 

în funcţie de tipul de reacţie pe care îl catalizează, enzimele sunt reunite în 
şase mari clase (conform lUPAC/IUB Commission on Biochemical Nomenclature, 
1972): 

1. Oxidoreductaze 
2. Transferaze 
3. Hidrolaze 
4. Liaze 
5. Izomeraze 
6. Ligaze sau sintetaze 

După cum indică şi numele oxidoreductaze sunt enzime care catalizează 
diverse reacţii redox. îramferazele catalizează reacţii de transfer a unor grupări 
chimice de la o moleculă la alta, hidrolazele implică scindarea hidrolitică a unor 
legături sau grupări, liazele catalizează reacţii de eliminare sau de adiţie a unor 
grupări din sau la molecula substratului fară participarea apei, cu formarea unei duble 
legături sau la nivelul dublei legături în cazul reacţiilor de adiţie, izomerazele 
catalizează diverse reacţii de izomerizare (D-L, cis-îram etc.), iar ligazele sau 
sintetazele catalizează reacţii de sinteză prin condensarea a două molecule, cuplate cu 
scindarea unei legături pirofosforice din ATP sau dintr-un nucleozid trifosfat similar. 
Deoarece are la bază tipul de reacţie pe care îl catalizează o anumită enzimă. această 
clasificare are un caracter funcţional, nu structural. 

Enzimele reunite într-o anumită clasă sunt ulterior clasificate în subclase, şi 
subsubclase în funcţie de unele detalii privind grupările chimice asupra cărora 
acţionează, cofactorii implicaţi în reacţia respectivă etc. De asemenea, fiecare enzimă 
este caracterizată printr-un cod format din patru cifre care urmează abrevierea EC 
(EC indică faptul că este vorba de clasificarea conform normativelor fostei Comisii de 
Enzimologie). 
- primul număr indică una din cele şase posibile tipuri de reacţii care pot fi catalizate 
de enzimă. 
- al doilea număr indică structura chimică a legăturii scindate în proces: legătura 
esterică (3.1), compuşi glicozil (3.2), legături eterice (3.3), legături peptidice (3.4), 
legături C - N, altfel decât cele peptidice (3.5), anhidride acide (3.6). legături C - C 
(3.7), legături care implică un halogen (3.8). legături P - N (3.9). legături S - N (3.10) 
şi legături C - P (3.11). 
- al treilea număr indică proprietăţile enzimei implicate în reacţie sau alte 
caracteristici ale reacţiei catalizate. De exemplu din subsubclasa 3.I.I fac parte 
enzime care catalizează reacţiile de hidroliză ale esterilor acizilor carboxilici, 
subsubclasa 3.2.1 hidrolizează compuşi O-glicozil, etc. în mod excepţional. în cazul 
peptidil - peptid hidrolazelor a treia cifra este bazată pe mecanismul catalitic, dupa 
cum indica studiile asupra centrului activ si ale efectului pH. 
- al patrulea număr este un număr de ordine specific fiecărei enzime. De exemplu 
lipaza are codul 3.1.1.3. care indică faptul că este vorba despre o hidrolază care 
acţionează asupra legăturii esterice şi hidrolizează hidrolizează anumiţi esteri de acizi 
carboxilici. Ultima cifră arată că este vorba de cea de a treia enzimă clasificată în 
subsubclasa carboxil ester hidrolazelor. 
Acest sistem de clasificare acoperă un număr de peste 3000 de enzime (Buchholz şi 
colab., 2005). 
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1.1.3. Organizarea structurală a enzimelor 

Enzimele, ftră excepţie, sunt proteine, fiind constituite fie numai din 
aminoacizi legaţi prin legături peptidice (proteine simple), fie din catene polipeptidice 
şi alte componente organice sau anorganice (proteine conjugate). Acestea prezintă 
structuri spaţiale complicate care includ centrul catalitic activ - partea care realizează 
efectiv funcţia biologică a acestor proteine. Studiul structurii enzimelor a fost posibil 
numai după înregistrarea unor mari progrese în chimia proteinelor prin utilizarea unei 
metodologii de înalta rezoluţie ca determinarea secvenţei de aminoacizi, măsurători 
ale unor proprietăţi hidrodinamice, difracţia razelor X etc. 

în chimia polipeptidelor, termenul de conformaţie trebuie utilizat pentru a 
descrie diferite aranjamente spaţiale ale atomilor produse prin rotaţia lor în jurul 
legăturilor covalente: o modificare conformaţională nu implică scindarea legăturilor 
chimice (excepţie legăturile de hidrogen) sau schimbări în chiralitate. Termenul de 
configuraţie trebuie utilizat pentru a descrie aranjamente spaţiale ale atomilor a căror 
intertransformare necesită ruperea si formarea de legături covalente. 

Structura primară a unui segment dintr-o catenă polipeptidică sau a unei 
proteine este reprezentată de secvenţa aminoacizilor şi nu înglobează aranjamente 
spaţiale (cu excepţia configuraţiei a-atomului de carbon). Această definiţie nu include 
poziţiile legăturilor disulfurice şi deci nu este identică cu ""structura covalentă'\ 

Structura secundară a unui segment dintr-o catenă polipeptidică reprezintă 
aranjamentul spaţial local al principalilor atomi care constituie scheletul catenei, fară 
a ţine seama de conformaţia resturilor R şi de relaţiile cu alte segmente. 

Structura terţiară a unei molecule de proteină sau a unei subunităţi dintr-o 
moleculă de proteină este reprezentată de aranjamentul tuturor atomilor în spaţiu, tară 
a considera relaţiile cu molecule vecine sau subunităţi. 

Structura cuaternară a unei molecule proteice este reprezentată de 
aranjamentul subunităţilor ei în spaţiu şi de ansamblul interacţiilor şi contactelor 
dintre subunităţi, fară a ţine seama de geometria internă a subunităţilor. O 
macromoleculă proteică care nu poate fi separată în subunităţi prin procedee blânde 
nu are structura cuaternară. Astfel, atât ribonucleaza (o catena) cât şi chimotripsina 
(trei catene) nu posedă structuri cuaternare. 

Structurile primare ale enzimelor sunt investigate prin metode fizico-chimice 
relativ simple. Structurile secundară, terţiară si cuaternară sunt extrem de greu de 
elucidat, prin metode fizice complicate, ca analiza cristalografică cu raze .V. 

Utilizând metode chimice selective, se poate stabili natura resturilor de 
aminoacizi situate în centrul catalitic activ sau în imediata lui apropiere. Trebuie 
făcută o distincţie clară între efectul mediului asupra grupărilor catalitice din centrul 
activ şi efectul mediului asupra integrităţii structurale a conformaţiei active. 

Centrul activ al enzimelor. Activitatea catalitică este realizată de o regiune 
mică din enzimă, numită centru activ sau situs catalitic activ. în cazul enzimelor 
alcătuite numai din resturi de aminoacizi, centrul activ este alcătuit din resturi de 
aminoacizi care pot fl situate în poziţii diferite ale catenei polipeptidice, însă apropiate 
în spaţiu şi grupate pe o arie cu un diametru de aproximativ 10 - 30 Â, ca urmare a 
unui proces de "'pliere'" a macromoleculei proteice. 

1.1.4. Activitatea enzimelor 

Activitatea catalitică este cea mai importantă caracteristică a unei enzime. 
Exprimarea cantitativă a acestei activităţi nu se poate face direct, întrucât ea depinde 
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foarte mult de substratul asupra căruia acţionează enzima, majoritatea enzimelor fiind 
active asupra unui număr mai mare de asemenea substraturi. Din considerente 
practice, s-a ales exprimarea activităţii prin efectul reacţiei catalizate de enzima 
respectivă. Aceasta înseamnă măsurarea vitezei unei anumite reacţii definite, în 
condiţii strict controlate. Reacţia aleasă este de preferat să fie de ordinul întâi. Chiar 
dacă rezultatul măsurătorii depinde mult de condiţiile concrete ale analizei, este de 
dorit să existe o unitate general acceptată pentru exprimarea activităţii catalitice 
(Peter, 2005). 

în 1961 Comisia de Enzimologie a Uniunii Internaţionale de Biochimie a 
introdus măsurarea vitezei reacţiilor enzimatice în micromoli de substrat transformat 
într-un minut, iar pentru exprimarea activităţii s-a propus noţiunea de imitate 
enzimatică (Dumitru şi lordăchescu, 1981). O asemenea unitate (U) se poate defini ca 
fiind acea cantitate de enzimă care catalizează transformarea unui micromol de 
substrat într-un minut, în condiţii standard. A fost de asemenea definită activitatea 
specifică, drept numărul de micromoli de substrat transformaţi într-un minut de un 
miligram de proteină enzimatică. Aceste definiţii se aplicau enzimelor care nu erau 
purificate până la omogenitate şi cărora nu li se cunoştea masa moleculară, noţiunea 
de cantitate de enzimă neavând o semnificaţie legată de masa de enzimă propriu-zisă. 
în 1972. Comisia de Enzimologie a propus abandonarea denumirii de "unitate*' în 
favoarea celei de "'katar' (Dybkaen 2002). A fost definită noţiunea de activitate 
catalitică (notaţie z), ce a suferit mai multe ajustări, fiind adoptată în cele din urmă în 
anul 1995 de lUPAC/lFFC astfel: este proprietatea unui component, măsurată prin 
viteza de conversie catalizată de acesta a cantităţii dintr-o substanţă. într-o reacţie 
chimică specificată şi într-un sistem de măsură specificat. Trebuie menţionat că 
această definiţie se referă la catalizatori în mod general şi nu numai la catalizatorii 
enzimatici şi că activitatea catalitică, deşi se defineşte printr-o viteză de conversie 
(exprimată în moli/sec), nu reprezintă o viteză de conversie în sine. Activitatea 
catalitică este o caracteristică cantitativă a catalizatorului şi nu a cineticii de reacţie. în 
anul 2000 katalul a fost adăugat la Sistemul Internaţional de Unităţi ca unitate 
derivată, notat prescurtat cu kat şi măsurat în s'̂  mol. De asemenea a fost adoptat 
termenul de concentraţie de activitate catalitică sau concentraţie catalitică, exprimat 
în kat/m^ (dar se acceptă şi kat/L). Relaţia de transformare din unităţi enzimatice in 
katali este: 

1 U = 16.667-10 ' k a t 
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1.2. HIDROLAZE ŞI LIPAZE 

1.2.1. Noţiuni generale 

Hidrolazele reprezintă categoria de enzime ce catalizează scindarea legăturilor 
prin reacţie cu apa. Funcţia naturală a majorităţii hidrolazelor este cea digestivă -
adică de a scinda substanţele nutritive în unităţi mai mici în vederea digestiei. De 
exemplu, proteazele hidrolizează proteinele în peptide mai mici şi apoi la aminoacizi, 
iar lipazele hidrolizează lipidele (trigliceridele) la glicerină şi acizi graşi. Datorită 
necesităţii de scindare a unei game foarte largi de substanţe nutritive, hidrolazele au 
de obicei o specificitate de substrat redusă. 

Clasa hidrolazelor reuneşte enzimele care catalizează reacţiile de hidroliză, 
adică de scindare a substratelor cu formare de compuşi mult mai simpli şi cu 
adiţionarea elementelor apei. Reacţia catalizată presupune ruperea unei legături 
covalente C-O, C-N, C-C etc. din cadrul structurii substratului, în prezenţa apei. 

Reacţiile catalizate de hidrolaze sunt teoretic reversibile, dar în cele mai multe 
cazuri echilibrul este deplasat in sensul scindării hidrolitice. Reacţiile inverse, de 
sinteză, sunt realizate prin alte secvenţe metabolice (Bornscheuer şi Kazlauskas, 
1999). 

Reacţiile catalizate de hidrolaze sunt printre cele mai studiate biotransformări 
în solvenţi organici. Câteva tipuri de hidrolaze există în natură dar numai două dintre 
acestea au fost larg utilizate în medii nenaturale : lipazele şi proteazele. Aceste enzime 
au fost utilizate în laboratoare în toată lumea şi sunt acum considerate reactanţi 
chimici de referinţă. Motivul acestui succes provine din marea disponibilitate a 
acestor proteine de la diferiţi furnizori la preţuri rezonabile, uşurinţa de manevrare, 
din marea lor stabilitate şi uşurinţa în acţiune. Din punct de vedere chimic, lipazele şi 
proteazele în solvenţi organici pot fi considerate reactanţi selectivi şi blânzi capabili 
să formeze un complex acil-enzimă ce reacţionează cu o gamă largă de nucleofili 
(Carrea şi Riva, 2000). 

Lipaze 
Lipazele (EC 3.1.1.3.) şi esterazele (EC 3.1.1.1.) sunt hidrolazele care 

catalizează hidroliză esterilor. Lipazele catalizează preferenţial hidroliză esterilor 
insolubili în apă cum sunt trigliceridele, de exemplu hidroliză trioleinei la dioleină. în 
afară de acestea, lipazele catalizează de asemenea hidroliză unui spectru larg de esteri 
naturali şi nenaturali/sintetici prezentând o înaltă enantio- şi regioselectivitate. 
Combinarea acestor caracteristici, adică larga gamă de substraturi asupra cărora 
acţionează şi selectivitatea înaltă pe care o manifestă, face din lipaze un catalizator 
ideal pentru sintezele organice. Chimiştii utilizează biotransformările catalizate de 
lipaze pentru obţinerea compuşilor farmaceutici şi intermediarilor sintetici 
enantiomeric puri, pentru protejarea şi deprotejarea intermediarilor sintetici, pentru 
modificarea lipidelor naturale precum şi în alte scopuri. 

Pe lângă selectivitatea înaltă pe care o manifestă şi spectrul larg de substraturi, 
un alt avantaj important al lipazelor este acela că ele acţionează eficient asupra 
substraturilor insolubile în apă. Lipazele manifestă această capacitate deoarece 
substratul natural al lipazelor - trigliceridele - sunt insolubile în apă. Lipazele se leagă 
la interfaţa apă - substrat organic şi catalizează hidroliză la această interfaţă. Această 
legare nu numai că plasează lipaza în apropierea substratului dar sporeşte considerabil 
puterea catalitică a lipazei, fenomen numit activare interfacială. Majoritatea lipazelor 
sunt catalizatori slabi în absenţa unei interfeţe. O schimbare conformaţională în 
structura lipazei determină probabil activarea interfacială. Spre deosebire de aceasta. 
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reacţiile eficiente cu proteaze necesită deseori o modificare chimică a substratului 
pentru creşterea solubilităţii în apă (Bornscheuer şi Kazlauskas, 1999). 

1.2.2. Clasificarea lipazelor 

Lipazele se găsesc în plante, animale şi microorganisme unde au un rol 
digestiv. Majoritatea biotransformărilor utilizează lipaze comerciale, dintre care în jur 
de 70 sunt disponibile. A fost făcută o clasificare a lipazelor în funcţie de originea lor, 
respectiv de sursa microbiană (Nilsson şi colab., 1990; Hui şi Kissel, 1990) însă 
această impărţire împiedică uneori observarea asemănărilor structurale. O clasificare 
mai bună utilizează înşiruirea secvenţelor de proteine (Tabelul I) care este în 
concordanţă cu structura tridimensională a proteinelor. 

Tabelul 1. Clasificarea lipazelor comerciale după similarităţile din secvenţa de 
proteine^ 

Clasificare Caracteristici Exemple 

Lipaze de origine 
animală 
(pancreatică) 

50 kDa PPL - lipaza din pancreas de porc 

Lipaze fungice 
Familia 
Candida rugosa 

60-65 kDa CRL {Candida rugosa sau Candida 
cylindracea), GCh{Geotrichum candidum), CE 
(pancreatic colesterol esteraza) 

Familia 
Rhizomucor 

30-35 kDa 
CAL-B {Candida antarctica B), 
KML{Rhizofmicor niiehei sau Mucor niiehei), 
KOh{Rhizopus ory^zae), \{LL{Hunucola 
lanuginosa), PcamL{Penicillium camembertii) 

Neclasificate ANL{Aspergillus niger), CAL-A {Candida 
antarctica A), CLL{Candida lipolytica) 

Lipaze bacteriene 
Familia 
Pseudomonas 

30-35 kDa PCL {Pseudomonas cepacia sau Burkholderia 
cepacia), ?¥]^{Pseudomonas fluorescens), 
CWL{Chromobacterim viscosum) 

Familia 
Staphylococus 

40-45 kDa BTL2 {Bacillus thermocatenulatus) 

^ Clasificare după Cygler şi colab. (1993) şi Svendsen (1994) cu unele completări. 

Lipazele de origine animală (pancreatică) formează o grupă, lipazele de 
origine fungică formează două grupe - familia Candida rugosa şi familia 
Rhizomiicor. iar lipazele bacteriene de asemenea formează două grupe - Familia 
Pseudomonas şi familia Staphylococcus. Familia Candida rugosa include CRL, GCL 
şi chiar dacă este o lipază de origine animală, colesterol esteraza pancreatică. Aceste 
lipaze sunt mari (60-65 kDa). De reţinut că lipaza Candida antarctica B nu aparţine 
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acestei familii, chiar dacă provine dintr-o drojdie Candida. Familia Rhizomucor 
include lipaze dintr-un domeniu larg de ciuperci/fungi: lipazele Rhizopus, lipazele 
Rhizomucor, lipaza Penicillium camembertii, HLL, CAL-B. Aceste lipaze sunt mici 
(30-35 kDa). Lipazele Pseudomonas sunt de asemenea mici şi includ toate lipazele 
Pseudomonas şi CVL. Lipazele Staphylococus sunt de mărime medie (40-45 kDa) dar 
nu sunt disponibile comercial. O singură lipază din această grupă, o lipază 
termostabilă din Bacillus Thernw-catcnulatus (BTL2), este disponibilă de la 
Boehringer Mannheim. Câteva dintre lipaze rămân neclasificate. Pentru acestea, de 
e\ . ANL, nu se cunoaşte secvenţa de aminoacid, pentru altele, de e\ . CAL-A, 
secvenţa este cunoscută (Hoegh şi colab., 1995) dar acestea prezintă doar puţine 
asemănări cu celelalte lipaze. 

Cele mai utilizate lipaze în sinteza organică sunt: lipaza din pancreas de porc 
(PPL), lipaza din Pseudomonas cepacia (lipazele Amano PS, PCL), lipaza din 
Candida rugosa (CRL), şi lipaza B din Candida antarctica (CAL-B). Pentru 
modificarea lipidelor lipaza din Rhizomucor mie hei (RML) este cea mai importantă. 

1.2.3. Selectivitatea lipazelor 

Hidrolazele respectiv lipazele manifestă trei tipuri importante de selectivitate: 
• Chemoselectivitatea 
Chemoselectivitatea este ''reacţia preferenţială a unui reactant chimic cu una sau 

mai multe grupe funcţionale diferite'" (P.Muller. 1994). 
Ca şi catalizatori enzimele acţionează asupra unei singure grupări funcţionale, 
celelalte grupe funcţionale care în cataliză chimică ar fi reacţionat într-o oarecare 
măsură, rămân nemodificate. 

• Regioselectivitatea 
lUPAC defineşte o reacţie regioselectivă ca fiind acea reacţie în care direcţia de 

formare sau ruperea a unei legături are loc preferenţial faţă de toate celelalte direcţii 
posibile (P.Muller, 1994). 

Datorită structurii tridimensionale a complexului lor. enzimele pot distinge între 
grupele funcţionale care sunt situate din punct de vedere chimic în diferite regiuni ale 
aceleiaşi molecule de substrat (Kise şi colab., 1990) 

• Enantioselectivitatea 
Enantiomeria este izomeria care apare dacă molecula nu prezintă plan de 

simetrie, centru de simetrie sau axă de rotire - oglindire. 
Unele substanţe au proprietatea de a roti planul luminii polarizate, când sunt 

străbătute de aceasta. Asemenea substanţe se numesc optic active. Enantiomerii sunt 
două specii chimice moleculare identice care diferă una de cealaltă datorită 
nesuperpozabilităţii imaginilor în oglindă. Cel mai simplu model pentru structura 
enantiomerilor este cel al celor două mâini, stânga şi dreapta. Condiţia necesară şi 
suficientă pentru apariţia activităţii optice este ca moleculele substanţei să nu fie 
superpozabile, prin mişcări de translaţie sau rotaţie, cu imaginea lor în oglindă. 
Această proprietate a fost numită chiralitate (cheir = mână în limba greacă) 
(Neniţescu, 1980). 

Chiralitatea moleculelor enantiomere se datorează prezenţei unuia sau mai 
multor elemente chirale (axa de chiralitate, plan de chiralitate, centru de chiralitate 
cum ar fi de exemplu un atom de carbon asimetric) în structura lor. Sensul chiralităţii 
şi activitatea optică a enantiomerilor este determinată de configuraţia absolută, adică 
de aranjamentul spaţial al atomilor în moleculă (Avram, 1983; Badea şi Kerek, 1974). 

- 9 -

BUPT



Date de literatură 

Cererea mare de compuşi enantiomeric puri din partea companiilor farmaceutice 
şi agrochimice a condus la studierea intensă a hidrolazelor în sintezele organice , cea 
mai exploatată aplicaţie fiind rezoluţia cinetică a amestecurilor racemice (Carrea şi 
Riva, 2000). 

Enantioselectivitatea reacţiilor catalizate de lipaze 

Aproape toate enzimele sunt alcătuite din L-aminoacizi iar aceştia sunt 
compuşi chirali (Langrand şi colab., 1986). Ca o consecinţă, orice tip de chiralitate 
prezentă în molecula substratului este ^Necunoscută'', apoi are loc formarea 
complexului enzimă - substrat. Astfel un substrat prochiral poate fi transformat într-
un produs optic activ şi ambii enantiomeri ai unui substrat racemic pot reacţiona cu 
viteză diferită, realizând o rezoluţie cinetică. Aceste proprietăţi constituie 
'•specificitatea' unei enzime şi reprezintă cea mai importantă proprietate a sa în 
vederea exploatării sale din punct de vedere selectiv şi asimetric (Koshiro şi colab., 
1985). 

Fabricarea şi comercializarea compuşilor enantiomeric puri a devenit o ramură 
în continuă expansiune în industria chimică, datorită avantajelor fiziologice şi 
ecologice ale acestora. Dacă un compus farmaceutic, agrochimic, aditiv alimentar sau 
intermediari ai acestora sunt comercilizaţi ca un singur enantiomer, atunci este 
necesar ca acesta să fie de o puritate enantiomerică înaltă, de obicei excesul 
enantiomeric ee > 98% uneori chiar mai mare decât 99.5%. Acest lucru conduce la 
studierea obţinerii unor catalizatori cu performanţe optimizate şi enatioselectivitate 
maximă. S-au studiat diferite aspecte şi moduri de abordare privind controlul 
enantioselectivităţii lipazelor. Trei dintre parametrii ce pot influenţa 
enatioselectivitatea lipazelor sunt: 

1. Mediul de reacţie 
Activitatea lipazelor este considerabil mărită în prezenţa unei interfeţe apă/lipid, 
fenomen cunoscut sub denumirea de activare interfacială. Activarea interfacială a fost 
asociată cu un capac amfifilic care poate acoperi situsul activ. Iniţial capacul este 
închis iar partea hidrofilică este orientată spre solvent, posibil pentru a preveni 
agregarea enzimei. După adsorbţia lipazei pe o interfaţă apă/lipid capacul se deschide 
iar partea hidrofobă este expusă interfeţei (Overbeeke şi colab., 2000). Această 
adsorbţie nu duce doar la creşterea activităţii ci afectează şi enantioselectivitatea. Van 
Toi şi colaboratorii au studiat rezoluţia cinetică catalizată de lipaza din pancreas de 
porc a butiratului de glicidil în apă unde E = 8 şi într-un sistem bifazic apă/solvent 
organic unde E = 16. O posibilă explicaţie pentru această creştere a valorii E este că 
deschiderea sau închiderea capacului influenţează valoarea E (Van Toi şi colab., 
1995). 

2. Aditivii 
Altă metodă avantajoasă de creştere a enantioselectivităţii este utilizarea unui aditiv 
care reglează activitatea enzimatică. De exemplu unii eteri tip coroană au potenţialul 
de a mări şi enantioselectivitatea şi viteza de reacţie în hidroliza catalizată de lipaze a 
esterului (l-metil-2-ciano)etilic al acidului acetic (Itoh şi colab., 1996). 

3. Structura substratului 
Un studiu făcut asupra modificării părţii acil a substratului a demonstrat că această 
modificare poate creşte enantioselectivitatea, deoarece ea este dependentă de mărimea 
şi natura grupării acil (itoh şi colab., 1997). 

- 1 0 -

BUPT



Date de literatură 

De asemenea creşterea enantioselectivităţii lipazei se mai poate realiza prin purificare, 
imobilizare, modificare chimică, mutageneză sau evoluţie direcţionată (Bergiund, 
2001; Sinisterra, 1989). 

în dezvoltarea unor noi tehnologii de proces, rezoluţia clasică, cromatografia 
chirală şi cataliza enantioselectivă sunt alternative importante (Eliel şi Wilen, 1994). 
Metodele ce utilizează cataliza enantioselectivă şi care implică enzime, microbi, 
catalizatori chimici chirali, necesită o combinare adecvată a condiţiilor, tipului de 
proces şi catalizatorului. Evident, performanţa enantioselectivă a catalizatorului este 
factorul cel mai important pentru defaşurarea cu succes a unui astfel de proces. 
Evaluarea acestei proprietăţi se face cu ajutorul raportului (factorului) enantiomeric E 
care este un parametru comun utilizat pentru caracterizarea enatioselectivităţii în 
rezoluţiile cinetice catalizate de enzime (Rakeis şi colab., 1993). 

într-o rezoluţie cinetică, puritatea enantiomerică a produşi lor şi a materialelor 
de start variază pe parcursul reacţiei (Kagan şi Fiaud. 1988). Astfel, compararea 
purităţii enantiomerice pentru două rezoluţii cinetice are sens doar pentru acelaşi grad 
al conversiei (Bornscheuer şi Kaslauskas. 1999). Un mod convenabil de comparare a 
rezoluţiilor cinetice a fost propus de Chen şi colaboratorii (Chen şi colab., 1982, 
1987) care au propus ecuaţii pentru calculul enantioselectivităţii. Raportul de 
enantiosectivitate E măsoară abilitatea enzimei de a face disticţie între enantiomeri. O 
reacţie neselectivă are E aprox. I. în timp ce reacţiile cu E aprox. 20 sunt utile pentru 
sinteze. Pentru calcularea lui E cu una din ecuaţiile de mai jos sunt necesare două din 
cele trei variabile: excesul enantiomeric (sau puritatea enantiomerică) a substratului 
{ees)^ puritatea enantiomerică a produsului de reacţie {ecp). şi gradul conversiei c. 
Excesul enantiomeric se calculează funcţie de concentraţia celor doi enantiomeri 
(Straathof şi Jongejan, 1997): 

ee -
C -C 

unde Q este concentraţia enatiomerului (R) 

C 5 este concentraţia enatiomerului (S) 

E = 
In 1 - c(l + ee,,) lil-cXl-ee,)] 
In \-c{\-ee,) 

lL — 
In [(l-cXl + ee,)] 

In 
1 -ec\ 

1 -^{ee^!^^'r) 

In 
1 -h ee^ 

1 + {ee.̂  / cc^.) 

1.2.4. Efectul biologic al enantiomerilor 

Toate evenimentele biochimice majore care au loc într-un organism sunt 
guvernate de enzime. Datorită faptului că majoritatea dintre ele sunt înalt selective cu 
privire la chiralitatea substratului, este evident că enantiomerii unui anumit compus 
bioactiv, cum ar fi produşii farmaceutici sau agrochimici, produc diferite efecte 
biologice. în consecinţă aceştia trebuie priviţi ca două specii distincte. Câteva 
exemple reprezentative cu efecte biologice diferite sunt prezentate în Schema 1. 
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Schema 1. 

1.2.5. Structura lipazelor. Legătura structură - funcţie. 

Cele mai multe studii cu privire la structura şi mecanismul de acţiune au fost 
efectuate asupra lipazei pancreatice. S-a stabilit că ea este constituită din două 
izoenzime, lipaza A şi lipaza B care diferă prin faptul că lipaza A este mai acidă. în 
stare normală aceste două enzime sunt asociate cu câte o coenzimă. Aceste coenzime 
sunt contituite din catene polipeptidice aproape similare având masa moleculară înjur 
de 11000. Masa moleculară a lipazei din pancreas de porc a fost estimată la 45000-
50000 (Verger şi colab.. 1969). A fost determinată structura primară a completă a 
lipazei pancreatice , stabilindu-se că ea este formată dintr-un singur lanţ de aminoacizi 
(De Caro şi colab.. 1981). Această secvenţă corespunde unei mase moleculare a 
enzimei de 49859, la care se adaugă un rest de hidraţi de carbon cu masa moleculară 
în jur de 2000, ceea ce dă o masă totală în jur de 52000. Au fost determinate 
structurile primare şi pentru o serie de lipaze de origine bacteriană sau fungică 
(Svendsen, 2000). 

Structura tridimensională a lipazei din Rhizomucor miehei şi lipaza din 
pancreas uman a fost determinată în 1990 (Brandy, 1990). De atunci alte unsprezece 
structuri de lipaze au fost elucidate, care cu excepţia lipazei pancreatice sunt toate de 
origine microbiană (Cygler şi Schrag, 1997). Aceste enzime care au o masă 
moleculară cuprinsă între 19-60 kDa, posedă o structură pliată, cunoscută sub numele 
de pliere a-P-hidrolazică. Partea centrală a lipazei este alcătuită dintr-un p-strat 
centraL ce conţine opt lanţuri (3 diferite (PrPs) conectate la opt spirale a (A-F). 
Centrul activ este format de o aşa numită ^'triadă catalitică'', alcătuită din aminoacizii 
serină, acid aspartic (sau glutamic) şi histidină. Restul nucleofilic de serină se găseşte 
la capătul C-terminal al lanţului p5 într-o pentapeptidă, zona fiind denumită şi ^'cot 
nucleofilic''. 
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Determinarea struetiirii tridimensionale a permis înţelegerea fenomenului de 
aeti\are intertaeială. fenomenul eel mai eunoseut din studiile einetiee ale reaeţiilor 
lipolitiee şi eare eonstă în ereşterea însemnată a aetivităţii lipa/elor taţă de 
substraturile insolubile atunei eând aeestea tbrmea/ă o emulsie. tAplieaţia eonstă în 
faptul eă eentrul aetiv al lipazei este aeoperit de o struetură polipeptidieă elieoidală 
eare aeţionează ca un eapae. tăcând inaccesibil accesul solventului şi substratului. 
Partea din această structură care este îndreptată spre situsul catalitic este alcătuită în 
principal din lanţuri alifatice hidrotbbe iar partea opusă este hidrofllică (Brand\ şi 
colab., 1990). După fixarea enzimei la interfaţă, acest capac se deplasează în forma 
•"deschis"", situsul activ rămânând accesibil solventului şi substratului (C leasb\ şi 
colab., 1992: Verger. 1997). 

Un exemplu de model tridimensional al unei lipaze microbiene, lipaza din 
Pseudonumas aeruginosa. constituit pe baza unor determinări structurale cu raze X 
este prezentat în Figura I (Jaeger şi Reetz. 1998). 

Figura 1. Structura tridimensională a lipazei din Pscudomonas acrugiriosa 

1.2.6. Mecanismul reacţiilor catalizate de lipaze 

Mecanismul catalitic implică centrul activ al lipazei constituit dintr-o triadă 
catalitică alcătuită din aminoacizii serină. histidină şi acidul aspartic (Ser. His, Asp) şi 
câteva resturi care au rol de stabilizare al oxianionului. Aceste resturi apar în aceeaşi 
ordine în toate secvenţele de aminoacizi din lipaze şi au aceeaşi orientare spaţială în 
toate structurile, aşa cum se poate observa în Schema 2. Mecanismul hidrolizei 
catalizate de lipaze implică fomarea unui intermediar acil-enzimă şi a doi intermediari 
tetraedrici diferiţi. Formarea intermediarului acil-enzimă conduce la formarea 
primului intermediar tetraedric. în această etapă se eliberează alcool, astfel această 
etapă determină selectivitatea lipazei faţă de alcooli. Formarea produsului prin atacul 
nuclefil asupra intermediarului acil-enzimă implică formarea intermediarului 
tetraedric 2. Dacă dezacilarea este etapa determinantă de viteză, ea determină 
selectivitatea lipazei faţă de acizi (Bornscheuer şi Kazlauskas, 1999). 
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Schema 2. Mecanismul hidrolizei enzimatice 

Dacă enzima acţionează într-un mediu cu conţinut redus de apă, cu alte 
cuvinte o concentraţie mică de apă, orice alt nucleofil poate concura cu apa în atacul 
asupra intermediarului acil-enzimă, fiind posibile o serie de transformări (Schema 2): 

• Atacul unui alt alcool R"-OH conduce la un alt ester R'-CO-OR". Aceasta este 
o reacţie de interesterificare, denumită în enzimologie "transfer de acif 
(Klibanov, 1990) 

• Reacţia cu o amină R^-NH: conduce la formarea unei amide R'-C0-NH-R\ 
printr-o aminoliză enzimatică a esterului (Klibanov, 1986: Klibanov. 1989) 

• Reacţia cu peroxidul de hidrogen ca nucleofil conduce la un peracid de tipul 
R'-CO-OOH 

în cursul tuturor acestor reacţii orice tip de chiralitate din structura substratului 
este 'Necunoscută"' de către enzimă determinând o preferinţă din punct de vedere 
stereochimic pentru una din cele două căi posibile ale reacţiei. Gradul de discriminare 
este un parametru crucial pentru selectivitatea reacţiei (Faben 1995). 

o 
. .A , R' ' OH 
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O j] 
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O 
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Schema 3 
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Lipaza din Candida antarctica B catalizează reacţii de transfer acil după mecanismul 
ilustrat în figură (Magnusson, 2005). 
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enzima libera 

Ser̂  
O. ^o 

o ^ 
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O 

,0 , 
Ser K N — % 
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o ) = / -:6 H ^ o ^ 

p 
H Ser. 
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Ri 

O 

Se observă că primul substrat se poziţionează în situsul activ formându-se 
astfel primul intermediar tetraedric. Primul produs părăseşte situsul activ şi se 
formează intermediarul acil-enzimă. Cel de al doilea substrat se poziţionează în 
situsul activ şi apoi se formează cel de al doilea intermediar tetraedric. Al doilea 
produs părăseşte situsul activ şi enzima este apoi pregătită pentru un nou ciclu de 
reacţie. 

1.2.7. Efectul apei asupra lipazelor. Strategii pentru îndepărtarea apei din 
sistemul de reacţie 

Enzimele necesită o cantitate mică de apă pentru a-şi păstra starea 
conformaţională tridimensională activă, chiar dacă enzima este legată covalent de un 
suport (Carta şi colab., 1991). Apa contribuie la integritatea structurală, la polaritatea 
situsului activ şi la stabilitatea proteinelor (Triantafyllou şi colab.. 1995). Apa poate 
de asemenea limita solubilitatea substratului hidrofobic în vecinătatea enzimei 
(Tanaka şi Sonomoto, 1990). Cantitatea de apă necesară variază în funcţie de originea 
lipazei. în reacţiile de esterificare şi hidroliză conţinutul de apă afectează poziţia 
echilibrului (Yahya şi colab., 1998), la fel ca şi distribuţia produsului în mediul de 
reacţie (Basheer şi colab., 1995). Pe lângă activitate apa influenţează şi inactivarea 
termică a enzimei. Stabilitatea este mai mare la temperaturi mai ridicate în medii cu 
conţinut redus de apă în comparaţie cu soluţiile apoase (Reslovv şi colab., 1988). 

Halling a propus utilizarea termenului de activitate termodinamică a apei {an ) 
pentru a defini relaţia dintre apă şi celelalte componente ale sistemului de reacţie. în 
ce priveşte influenţa asupra activităţii catalitice a lipazei, conţinutul de apă al 
catalizatorului este mult mai important decât conţinutul total de apă din sistem. S-a 
descoperit că activitatea catalitică a lipazei din Mucor niiehei în diferiţi solvenţi 
variază foarte puţin pentru aceeaşi valoare a a\y, dar variză semnificativ pentru acelaşi 
conţinut total de apă (Dudal şi Lortie, 1995). Cercetările în căutarea sistemelor de 
reacţie cu condiţii favorabile sintezei esterilor au condus la cataliza în medii 
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neconvenţionale. S-a dovedit că enzimele sunt rezistente în condiţii care s-au crezut a 
tl dăunătoare activităţii enzimatice. Structura lor este mult mai rigidă în astfel de 
medii în comparaţie cu apa, ceea ce poate creşte stabilitatea. S-a demonstrat că lipaza 
din pancreas de porc este activă catalitic pentru mai multe ore la IOO°C într-un mediu 
organic (Zaks şi Klibanov, 1984). Solvenţii organici pot favoriza menţinerea unei 
valori scăzute a a» , care apoi scad bariera cinetică sau termodinamică pentru reacţii 
cum ar tl esterificare în competiţie cu hidroliza; pe lângă aceasta o solubilitate mare a 
substratului organic în solvenţi organici conduce la viteză de reacţie ridicată (Kwon şi 
colab., 1995). Produse obţinute cu randamente ridicate în sisteme neapoase simplifică 
recuperarea produsului. Solubilitatea scăzută a enzimelor în solvenţi organici scade 
cantitatea de enzimă pierdută prin desorbţie de pe materialul de suport. Aceasta face 
posibilă utilizarea tehnicilor simple de imobilizare a enzimelor cum ar fi adsorbţia şi 
implicit scade costul prepararii enzimei (Wehtje şi colab., 1993). Recuperarea 
produsului este apoi simplificată prin utilizarea solvenţilor cu punct de fierbere scăzut. 

Aproape toate mediile neconvenţionale implică prezenţa a cel puţin două faze 
distincte. Faza fluidă majoritară este uzual relativ nepolară şi serveşte ca solvent 
pentru reactanţi şi/sau produşi nepolari. Această fază poate fi un tluid organic, gaz sau 
fluid supercritic. Biocataliza poate avea loc exclusiv în faza apoasă, sau are loc la 
interfaţa dintre cele două faze (Halling, 1994). 

Regenerarea lipazei în vederea reutilizării ei în procedee continue sau 
semicontinue necesită adesea uscarea enzimei. Uscarea excesivă poate conduce la 
dezactivarea enzimei. Una din dificultăţile majore în reacţiile de esterificare catalizate 
de lipaze o constituie îndepărtarea apei produse pe parcursul reacţiei. Două din 
metodele de îndepărtare a apei ar fi adăugarea în sistemul de reacţie de site 
moleculare activate sau de săruri anhidre, ca de exemplu sulfat de magneziu anhidru 
(Fonteyn şi colab., 1994). 

într-o reacţie de esterificare catalizată de Lipozyme în n-hexan, s-a încercat 
îndepărtarea apei prin barbotare de aer. spălare cu acetonă urmată de barbotarea 
aerului sau prin adăugare de site moleculare. Prin toate trei metodele s-a obţinut 
acelaşi conţinut rezidual de apă. S-a raportat şi scăderea randamentelor pentru 
reacţiile de esterificare în care perioada de contact a sitelor moleculare cu enzima a 
fost mare (deCastro şi colab., 1992). îndepărtarea apei cu site moleculare este dificilă 
de aplicat la scară industrială. în plus, afinitatea mare a sitelor moleculare pentru 
legarea apei poate conduce la deshidratarea enzimei. 
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1.3. ROLUL SOLVENTULUI ORGANIC IN REACŢIILE CATALIZATE DE 
LIPAZE 

Cataliza enzimatică în medii neapoase a depăşit semnificativ biocataliza 
convenţională în medii apoase. Apa este un solvent nepotrivit pentru aproape toate 
aplicaţiile din industria chimică, iar majoritatea compuşilor organici de interes 
comercial sunt foarte puţin solubili şi uneori instabili în soluţii apoase. în plus 
îndepărtarea apei este de lungă durată şi costisitoare datorită punctului ridicat de 
fierbere şi căldurii de vaporizare mari (Ghanem şi Aboul-Enein, 2005). 

L3.1. Efectul mediului de reacţie asupra lipazei 

Printre numeroasele metode adoptate pentru creşterea solubilităţii 
substraturilor hidrofobe în reacţiile biocatalitice cea mai utilizată este cea bazată pe 
solvenţi organici. Aceasta include utilizarea amestecurilor apă-solvent organic 
miscibil cu apa. sisteme bifazice apă-solvent organic nemiscibil cu apa, mai recent 
studiate au fost sistemele de micelii inverse şi în sfârşit sistemele de solvenţi organici, 
în sistemele bifazice. Figura 2.a, enzima şi componentele hidrofilice sunt conţinute în 
faza apoasă, unde are loc reacţia, în timp ce compuşi hidrofobici sunt în general 
repartizaţi în faza organică. Pentru ca biotransformarea să aibă loc, moleculele de 
substrat trebuie să treacă din faza organică în cea apoasă, iar după terminarea reacţiei 
moleculele hidrofobe de produs se vor transfera înapoi în faza organica. în sistemele 
de micelii inverse. Figura 2.b, moleculele de enzimă sunt solubilizate în mici micelii 
inverse hidratate formate cu ajutorul surfactanţilor, în interiorul unei faze continue de 
solvent organic hidrofobic. în sistemele de solvenţi organici. Figura 2.c, preparatele 
enzimatice solide sunt suspendate în solventul organic în prezenţa unei cantităţi 
suficiente de apă care asigură activitatea enzimatică. 

- - — 
0 © 

• — • 
• - -

- - • 
• • - -

• • . • • • • . • 
0 © 

. • • 
V • • 

a) 
faza organica 

I faza apoasa (arie alba) 

• biocatalizator 

b) c) 

Figura 2. Reprezentarea unor sisteme de solvenţi organici. 
a)sistem bifazic b)sistem de micelii inverse c)sistem de solvent organic 

Cu toate că sistemele prezentate mai sus au argumente pro şi contra pentru 
utilizarea lor, sistemele de solvenţi organici au fost cele mai studiate şi utilizate. Multă 
vreme solvenţii organici au fost consideraţi toxici pentru enzime, în sensul că acestea 
şi-ar pierde ireversibil activitatea în asemenea medii. Această afirmaţie se baza pe 
studiul comportării enzimelor în medii apos organice, în care uneori acestea se 

- 17-
JNrv. "POLITEHNICA' 

BIBLIC" . .bNTRMLÂ 

BUPT



Date de literatură 

denaturau. în mediu de solvenţi organici anhidri însă situaţia este alta, deoarece în 
absenţa apei care acţionează ca un lubrifiant molecular, enzimele sunt foarte rigide şi 
îşi păstrează conformaţia catalitic activă (Klibanov, 2001). 

Câteva avantaje ale reacţiilor catalizate enzimatic în solvenţi organici sunt: 
• posibilitatea realizării unor reacţii care nu au loc în mediu apos 
• reacţiile secundare, cum ar fi hidroliza anhidridelor acide sau esterilor 

halogenaţi, sunt înlăturate 
• substraturile hidrofobe pot fi solubilizate 
• unii produşi se pot uşor recupera 
• biocatalizatorul insolubil poate fi uşor recuperat 
• termostabilitatea biocatalizatorului creşte la un conţinut redus de apă (Carrea 

şi Riva, 2000). 

1.3.2. Alegerea solventului 

în medii neapoase, apa legată de biocatalizator este singura cantitate de apă 
din sistem. Solvenţii organici pot afecta reacţia prin interacţiunea directă cu enzima 
sau prin îndepărtarea apei din enzimă. Un solvent ideal trebuie să fie biocompatibil şi 
să extragă bine produsul din sistem în condiţiile de operare. Din păcate pentru 
produşii polari, solvenţii polari (care sunt buni extractanţi pentru aceştia) acţionează 
asupra enzimei iar schimbarea conformaţiei enzimei conduce la inactivarea ei 
(Manjon şi colab.. 1991; MacNaughtan şi Daugulis, 1993). Datorită rigidităţii 
moleculei de enzimă în solvenţi organici fară conţinut de apă, aceasta nu poate adopta 
conformaţia necesară pentru a facilita accesul substratului la situsul activ şi în 
consecinţă activitatea catalitică a enzimei este foarte mică (Zaks şi Klibanov, 1988). 
Gray şi colaboratorii au descoperit că în absenţa unei cantităţi suplimentare de apă. 
obţinerea butanoatului de menţii prin reacţie de transesteritlcare catalizată de lipaza 
din Candida cylindracea a încetat după 24 h. Prin adiţia a 0.1 ml apă, activitatea 
enzimei a fost menţinută mai mult de 48 h la 500 unităţi de activitate (Gray şi colab., 
1990). 

Activitatea enzimatică ar trebui corelată cu hidrofobicitatea solvenţilor în 
funcţie de dependenţa lor de apă. Solvenţii potriviţi se vor putea alege prin măsurarea 
hidrofobicităţii solventului. Un astfel de parametru este log Poet care reprezintă o 
măsură a polarităţii unui solvent şi este definit ca logaritmul coeficientului de 
repartiţie a unui solvent într-un amestec octanol/apă a cărui volum este adaptat în 
funcţie de valoarea presupusă a coeficientului de repartiţie (Claon şi Akoh, 1994). 
Solvenţii care au log Poet < 2 sunt hidrofilici şi prin urmare se presupune că nu sunt 
potriviţi pentru biocataliză. Solvenţii cu valoarea log Poet cuprinsă între 2 şi 4 sunt 
mult mai puţin hidrofilici, dar nici aceştia nu sunt potriviţi ca solvenţi. Odată cu 
creşterea valorii log Poet. solvenţii devin hidrofobici şi de aceea sunt cei mai buni 
pentru biocataliză (Manjon şi colab., 1991). în prezent nu există o alternativă mai 
bună decât acest parametru. Sensibilitatea lipazei faţă de log Pckm al solventului ca şi 
faţă de alţi factori este puternic dependentă de sursa lipazei (Tramper, 1996). 

Valorile log P pot fi determinate experimental sau pot fi calculate pe baza 
structurii moleculare a solventului (Rekker, 1977). Pentru o serie de solvenţi organici 
uzuali, aceste valori sunt prezentate în Tabelul 2 (Laane şi colab., 1987). 
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Tabelul 2. Valorile log P pentru solvenţi uzuali 

Solvent logP Solvent logP 
Trietilenglicol-dimetileter -1.9 Cloroform 2.0 
Dietilenglicol-dimetileter -1.3 2,4-Dimetil-3-pentanol 2.3 
N.N-Dimetilformamidă -1.0 3-Etil-3-pentanol 2.3 
Etilenglicol-dimetileter -0.75 2-Metil-2-hexanol 2.3 
4-Hidroxi-4-metil-2-pentanonă -0.34 Toluen 2.5 
Acetonitril -0.33 Trifluorotricloroetan 2.8 
Acetonă -0.23 Eter butilic 2.9 
1 -Metil-2-piroIidonă -0.20 2,6-Dimetil-4-heptanol 3.4 
2-Butanonă 0.28 He.xan 3.5 
Diclorometan 0.60 Eter pentilic 3.9 
2-Metil-2-propanol 0.79 Eter izoamilc 4.0 
2-Pentanonă 0.80 1-Octenâ 4.2 
3-Pentanonă 0.80 Eter fenilic 4.3 
Eter etilic 0.85 Izooctan 4.5 
1,2-Dicloretan 1.2 1-Nonenă 4.7 
2-Metil-2-butanol 1.3 Eter hexilic 5.0 

] 4- Metil-2-pentanonă 1.3 Nonan 5.1 
( t-Butilmetil eter 1.4 Decan 5.6 

2-Metil-2-pentanol 1.8 1-Dodecenă 6.2 
3-Metil-3-pentanol 1.8 Dodecan 6.6 
Izopropil eter 1.9 

1.3.3. Efectul solventului 

A. Influenţa solventului asupra apei asociate cu enzima 
Natura solventului organic este un alt factor important în enzimologia în medii 

neapoase. Solventul nu numai că influenţează, direct sau indirect, activitatea şi 
stabilitatea enzimei ci modifică totodată specificitatea acesteia (specificitatea de 
substrat, enantio-, regio- şi chemoselectivitatea). în general, un solvent influenţează 
activitatea enzimei prin interacţiunea sa cu apa, enzima, substratul şi produşii de 
reacţie (Peter, 2005). 

Deşi unii solvenţi par a avea un efect minim asupra moleculelor de apă legate 
de enzimă, solvenţii hidrofili sunt capabili să extragă chiar şi apa de pe suprafaţa 
enzimei. determinând o hidratare insuficientă a acesteia şi implicit micşorând 
activitatea enzimatică. Efectul determinat de extragerea apei a fost studiat măsurându-
se cantitatea de T2O eliberată din trei enzime (chimotripsină, subtilizină şi peroxidază) 
dispersate în diferiţi solvenţi (Corman şi Dordick, 1992). S-a găsit că desorbţia T2O se 
produce în toate enzimele şi solvenţii testaţi şi a fost completă în câteva minute. 
Extragerea apei din enzime de către solventul organic poate fi minimizată prin 
hidrofilizarea suprafeţei enzimatice. De exemplu, prin modificarea covalentă a a -
chimotripsinei cu dianhidridă piromelitică rezultă o stabilizare puternică a enzimei 
împotriva denaturării cauzate de solvenţii organici (Khmelnitsky şi colab., 1991). 
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B. Influenţa solventului asupra enzîmei 
Mai multe studii au relevat faptul că conformaţia enzimei poate fi modificată 

la contactul acesteia cu solvenţii organici. Scăderea tluorescenţei resturilor de 
triptofan din peroxidază faţă de cele din L-triptofanul liber în dioxan indică o 
denaturare a enzimei în acest solvent. Totuşi, peroxidaza pare să-şi menţină 
integritatea structurală a centrilor săi activi într-o serie de alţi solvenţi organici, a -
Chimotripsina este de asemenea denaturată într-un sistem apă : 2,3-butandiol, fapt 
indicat prin modificări ale fluorescenţei (Yang şi Russell, 1996). 

Solventul poate afecta activitatea enzimatică prin distrugerea unei anumite 
proporţii din numărul total de centri activi ai enzimei (Burke şi colab.. 1992). Aceasta 
ar putea fi rezultatul deshidratării şi/sau deplierii enzimei. 

C. Influenţa solventului asupra substraturilor şi produşilor de reacţie 
Solvenţii pot interacţiona direct sau indirect cu substraturile şi produşii de 

reacţie, afectând astfel activitatea enzimatică. Solvenţii pot să modifice concentraţiile 
substraturilor şi produşilor în stratul de apă ce înconjoară enzima şi întrucât substratul 
trebuie să penetreze stratul apos pentru ca reacţia să aibă loc iar produşii trebuie să fie 
eliminaţi pentru continuarea reacţiei, solventul va influenţa activitatea enzimatică. 

1.3.4. Efectul surfactanţilor 

De când s-a dovedit că reacţiile catalizate de lipaze au loc la interfaţa apă -
mediu organic, este de aşteptat ca creşterea suprafeţei interfaciale să ducă la creşterea 
moleculelor de lipază implicate în procesul catalitic şi în consecinţă la creşterea 
vitezei de reacţie. Aceasta explică necesitatea utilizării sistemelor bifazice apă-mediu 
organic. în prezenţa unui anumit surfactant de concentraţie corespunzătoare, se 
formează uşor micelii inverse în timpul adăugării unei cantităţi mici de apă 
solventului nemiscibil cu apa (Tsai şi Chiang. 1991). Sistemele de micelii inverse 
oferă o interfaţă apă / solvent organic foarte mare de aproximativ 100 m"/ml de 
emulsie. 

în soluţii apoase, surfactanţii anionici şi cationici au în general un efect de 
denaturare asupra enzimei (Schomaecker şi colab., 1988) prin interacţiunile 
electrostatice şi hidrofobice inerente sistemului. în schimb, surfactanţii neionici oferă 
avantajul stabilizării sistemului de micelii inverse, fară a avea loc interacţiuni 
electrostatice între moleculele de surfactant (care formează membrana micelară) şi 
moleculele de enzimă (Stamatis şi colab., 1995). Activitatea enzimei este afectată de 
asemenea de repartiţia substratului şi produşilor între faza apoasă, interfaţa 
apă/solvent organic şi faza organică. 

Modificarea lipazei prin formarea unui complex cu sorbitan monostearat (Span 
60) s-a demonstrat că a determinat creşterea vitezei reacţiei de interesterificare a 
tripalmitinei cu acidul stearic într-un sistem microapos de n-hexan (Basheer şi colab., 
1995). Detaşarea moleculei de surfactant de complexul lipază-surfactant în mediul de 
reacţie şi creşterea vitezei de hidroliză poate justifica scăderea activităţii la un 
conţinut ridicat de apă. Lipazele supraîncărcate cu molecule de surfactanţi rămân 
active, indicând faptul că moleculele de surfactant interacţionează cu situsuri specifice 
din molecula enzimei, impunând o anumită formă conformaţională a acesteia. Isono şi 
colaboratorii au utilizat Span 60 pentru obţinerea unui complex lipază-surfactant al 
lipazei din specia Pseudomonas pentru catalizarea unei reacţii de esterificare a 
alcoolului cetilic cu acid palmitic în n-hexan. Conversia a fost de 90% în 30 minute, 
şi atinge maxim 96% în 60 minute (Isono şi colab., 1995). 
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1.4. METODE ANALITICE DE DETERMINARE A EXCESULUI 
ENANTIOMERIC 

Dezvoltarea metodelor de determinarea a purităţii enantiomerice, care a 
început încă din anii 1960, a fost foarte importantă pentru aprecierea 
enantioselectivităţii sintezelor. Astfel, un lucru necesar în rezoluţia cinetică catalizată 
de enzime a amestecurilor racemice, este o determinare precisă şi exactă a gradului 
enantioselectivităţii (E), a excesului enatiomeric (ee) şi a conversiei (C). Printre aceste 
metode se numără: I) metodele polarimetrice, 2) metodele gaz-cromatografice (CG), 
3) metodele cromatografiei de lichide (HPLC) şi 4) spectroscopia de rezonanţă 
magnetică nucleară (RMN). Cele mai avantajoase şi sensibile metode sunt CG şi 
HPLC chirală (Ghanem şi Aboul-Enein, 2005). 

1.4.1. Separarea enantiomerilor prin cromatografie 

în ultimii ani s-a manifestat un interes deosebit faţă de sinteza şi separarea 
enantiomerilor compuşilor organici, în special datorită importanţei lor în biochimie şi 
industria farmaceutică. Metodele utilizate pentru separarea, monitorizarea desfăşurării 
unei sinteze asimetrice sau determinarea purităţii optice a produselor sunt de cele mai 
multe ori cromatografia de lichide şi de gaze. sau cromatografia cu lichide 
supercritice. Recent s-a adăugat şi electroforeza capilară ca metodă analitică de 
separare chirală. 

Separarea enantiomerilor din amestecul racemic. adică rezoluţia racemicului, 
este o problemă frecventă în cercetările stereochimice. precum şi la prepararea 
compuşilor biologic activi. îndeosebi medicamente. Problema este că spre deosebire 
de diastereoizomeri şi celelalte tipuri de izomeri, enantiomerii într-un mediu achiral 
au proprietăţi fizice şi chimice identice. 

Un mod de separare a enantiomerilor se referă la o rezoluţie enantiomerică 
indirectă şi implică cuplarea enantiomerilor cu un reactant chiral auxiliar care duce la 
transformarea lor în diastereomeri. Diastereomerii pot fi apoi separaţi prin orice 
tehnică de separare achirală. în prezent metodele de separare directă sunt frecvent 
utilizate şi constau în plasarea enantiomerilor într-un mediu chiral. în principiu doar 
prin intermediul unui selector chiral sau prin iradiere chirală se poate face distincţie 
între cei doi enantiomeri. Selectorii chirali pot fi o moleculă chirală sau o suprafaţă 
chirală. Datorită enantioselectivităţii, prin interacţiunea cu cei doi enantiomeri, 
selectorul chiral sau transformă enantiomerii cu o viteză diferită într-o nouă specie 
chimică (enantioselectivitate cinetică), sau formează aducţi moleculari cu stabilitate 
diferită cu cei doi enantiomeri (enantioselectivitate termodinamică). Transformarea 
enzimatică selectivă a L-enantiomerilor din amestecurile racemice de D,L-aminoacizi 
este un exemplu tipic de proces enantioselectiv cinetic (rezoluţie cinetică). 
Cromatografia enantioselectivă (chirală) nu modifică speciile enantiomerice pentru a 
fi separate şi reprezintă un exemplu pentru un proces enantioselectiv termodinamic. 

Rezoluţia enantiomerică directă este posibilă doar în sistemele cromatografice 
care conţin un selector chiral potrivit. Acesta poate fi încorporat în FS (având în acest 
caz faze staţionare chirale) sau poate fi legat permanent sau depus pe suprafaţa 
materialului de umplutură a coloanei, fiind numite faze staţionare chirale chimic 
legate sau faze staţionare chirale depuse. în toate aceste cazuri, când se face referire la 
coloana cromatografică este vorba de fapt de o coloană enantioselectivă (chirală) 
(Davankov, 1997). 
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1,4.1.1. Metoda CG 
O metodă atractivă de determinare a excesului enantiomeric (ee) a substraturilor 

şi produşilor rezultaţi din rezoluţia cinetică catalizată de enzime a alcoolilor secundari 
este cromatografia de gaze (CG) chirală (Schuring, 2001; Ghanem şi colab., 2003). 
Această metodă este sensibilă, rapidă şi uşor de realizat, neafectată de prezenţa 
impurităţilor din proba de analizat; de aceea nu este necesară izolarea şi purificarea 
probei. Pentru analiză sunt necesare cantităţi toarte mici de probă, prin urmare 
reacţiile pot fi realizate la scară mică. Această metodă se bazează pe faptul că 
asocierile moleculare duc la o recunoaştere chirală, conducând la separare 
enatiomerică atunci când se foloseşte în CG o fază staţionară chirală (de ex. 
ciclodextrinele). Gazul (faza mobilă, de ex. hidrogen, heliu, azot) este purtătorul 
substanţei chirale de analizat, prin faza staţionară. Enantiomerii de analizat suferă 
interacţiuni rapide şi reversibile cu faza staţionară chirală şi prin urmare eluează la 
timpi de retenţie diferiţi. O condiţie pe care trebuie să o îndeplinească proba de 
analizat este ca ea să fie suficient de volatilă, stabilă termic şi să poată fi separată pe 
faza staţionară utilizată. Prin această metodă se pot determina valori ale ee >99% 
(Ghanem şi Aboul-Enein, 2005). 

Fazele staţionare utilizate în cromatografia de gaze se pot împărţi în: 

A. Faze staţionare chirale bazate pe legături de hidrogen 
A.l. Derivaţi de aminoacizi şi oligopeptide 
Câteva exemple din acest tip de sunt esterul lauric al N-trifluoro-acetil-L-izoleucinei 
(Gil-Av şi colab., 1966), terţ-butil amida N-lauroil-L-valinei (Feibush, 1971), N-
Lauroil-L-prolin-(S)-l-(a-naftil)-etilamida, care manifestă cea mai mare stabilitate 
termică şi a fost găsită, alături de 0-lauroil-(S)-l-(a-naftil)-etilamidă, utilă în 
separarea compuşilor de tipul esterilor de aminoacizi N-protejaţi, esterilor acizilor O-
trifluoracetici a-hidroxicarboxilici, terţbutilamidelor şi esterilor acizilor carboxilici, 
unornitrili şi N-perfluoroacil-aminelor (Oi şi colab, 1982; 1983). 
A.2. Faze staţionare chimic legate de tip polisiloxanic 
O FSC cu stabilitate termică ridicată a fost obţinută prin legarea covalentă a unei FSC 
cu masă moleculară mică de tip diamidă (terţ-butilamida L-valinei) de o structură 
polimerică de tip siliconic, prin gruparea aminică, (Frank şi colab., 1977, 1978). 
Acelaşi principiu se poate aplica pentru cuplarea altor liganzi chirali, şi se pot obţine 
alte serii de polisiloxani cu substituenţi chirali. Coloanele capilare umplute cu acest 
tip de FS sunt comercializate sub denumirea de „Chirasil-Var\ 

B. Faze staţionare bazate pe complecşi chirali cu metale 
Acest tip de FSC pentru GC capilară a fost introdusă în 1977 când s-a 

demonstrat pentru prima dată, că un chelat optic activ de rodiu (I) poate fi utilizat 
pentru rezoluţia unui amestec racemic de 3-metilciclopentenă prin complexare 
(Schurig şi Gil-Av, 1976; Schurig, 1977). Această tehnică bazată pe principiul 
formării de legături coordinative cu metale este cunoscută sub numele de 
cromatografie de gaze prin complexare. 

C. Faze staţionare chirale bazate pe efecte de incluziune 
A fost demonstrată posibilitatea utilizării în cromatografia gaz-lichid a 

efectelor de incluziune, cunoscute din chimia soluţiilor ca efecte „gazdă-oaspete'^ 
(„host-guest"). Această tehnică utilizează ciclodextrina (CD) ca selector chiral, în 
amestec cu un solvent polar, care joacă rolul unei matrici lichide. Alte progrese s-au 
făcut în 1988 când s-a descoperit că prin substituţia tuturor grupelor hidroxil libere din 
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a-CD, se poate obţine o FS chirală, utilă în GC cu coloane capilare, dar stabilă şi la 
temperaturi înalte. S-a demonstrat că această FS permite separarea unor carbohidraţi 
trifluoroacetilaţi, metil-glicozide, 1,4- şi 1,5-anhidroalditoli, polioli şi esteri metilici ai 
polihidroxiacizilor (Konig şi colab., 1988). Prin analogie cu „Chirasil-VaP', s-a obţi-
nut o FSC ce conţine o p-ciclode\trină permetilată, legată de un schelet polisiloxanic 
(Fisher şi colab., 1990). Pe acest tip de FS s-au putut separa un număr mare de 
compuşi chirali ce conţin grupe hidroxil (dioli, esteri de hidroxiacizi, acizi carboxilici) 
fară a fi necesară derivatizarea lor. 

1.4.1.2. Metoda HPLC 
Metodele cromatografiei de lichide (HPLC) urmează aceleaşi principii şi au 

aceleaşi avantaje ca şi analiza CG. Diferenţa majoră este că prin acestă metodă se pot 
analiza atât compuşi mai polari cât şi compuşi nevolatili sau cu volatilitate redusă. 

în GC chirală conceptul de separare a enantiomerilor este foarte clar, şi anume 
aceasta are loc pe o fază staţionară chirală. în LC chirală situaţia este mult mai 
complicată. Aici se pot distinge două cazuri fundamental diferite, care depind de 
modul în care are loc diferenţierea enantiomerilor: printr-un efect de recunoaştere 
chirală a fazei staţionare, sau prin intermediul unui constituent chiral din FM care 
formează un complex diastereomeric „in siîir pe parcursul procesului cromatografic. 

Din punct de vedere experimental se pot distinge două metode: una implică 
utilizarea unei coloane chirale. adică a unei coloane ce conţine o FS chirală şi a unei 
FM achirale, iar cealaltă presupune utilizarea unei coloane achirale şi a unei FM 
chirale. în ce priveşte cea de-a doua variantă, separarea chirală este în funcţie de 
afinitatea relativă a componentei chirale care urmează a fi separată faţă de faza 
staţionară şi respectiv faza mobilă. Sorbenţii chirali pentru LC se pot clasifica în 
funcţie de structura lor generală. Unii sunt bazaţi pe polimeri sintetici sau naturali şi 
sunt total sau parţial chirali, alţii sunt constituiţi din selectori chirali cu masă 
moleculară mică, care sunt ataşaţi de o matrice solidă incompresibilă, de obicei 
silicagel. Există de asemenea sorbenţi ce conţin polimeri legaţi de silicagel, pentru a 
creşte performanţele coloanei cromatografice. 

A. FSC bazate pe polimeri naturali şi sintetici 
Datorită cunoaşterii naturii chirale a multor produse naturale, în special a 
carbohidraţilor, aceşti compuşi au fost primii utilizaţi ca sorbenţi pentru rezoluţia 
optică prin LC (Henderson, 1938). Capacitatea de separare a polizaharidelor. şi anume 
a celulozei, a fost demonstrată prima dată atunci când la separarea unui amestec 
racemic de aminoacizi, prin cromatografie pe hârtie, au fost observate două spoturi 
diferite (Dent, 1948; Dalgliesh, 1952). Dalgliesh a enunţat teoria interacţiunii în trei 
puncte în 1952, pe baza rezultatelor obţinute la separarea amestecurilor racemice de 
aminoacizi prin cromatografie pe hârtie (Dalgliesh, 1952). S-au prezentat apoi şi alte 
rezultate obţinute la rezoluţia optică directă prin cromatografie pe hârtie (Weichert, 
1970) şi cromatografie în strat subţire, pe celuloză (Contractor şi Wragg, 1965). 
A.l. Polizaharide şi derivaţi ai polizaharidelor 
- Polizaharide nederivatizate : Celuloza, amidonul şi ciclodextrinele 
- Derivaţi de polizaharide : Triacetatul de celuloză 
A.2. Derivaţi de poliacrilamidă şi polimeri sintetici similari 
Din acest tip de faze staţionare chirale amintim: 
- Sorbenţi bazaţi pe polimeri sintetici chirali modificaţi prin substituţie cu ajutorul 
reactivilor chirah (Blascke, 1974; Blascke şi Markgraf, 1980). 
- Sorbenţi bazaţi pe polimetacrilaţi liniari izotactici cu conformaţie elicoidală 
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A,3. Polimeri sintetici ce conţin ataşate cavităţi chirale 
încă înainte de 1949 Pauling a prezentat ideea de includere în reţeaua de polimer, prin 
sinteză, a unor cavităţi a căror dimensiune să corespundă doar unuia dintre cei doi 
enantiomeri (Pauling, 1949). în prezent această tehnică este des utilizată şi se numeşte 
imprimare moleculară. 
A.4. Proteine 
Structura moleculară complicată a proteinelor a făcut ca acestea să prezinte interes 
pentru legarea unor compuşi specifici. Au fost făcute un număr mare de studii privind 
echilibrul în soluţii între proteinele din ser şi diferiţi liganzi, în special compuşi 
farmacologici activi şi s-au observat diferenţe semnificative între constantele de 
legare ale enantiomerilor respectivi (Brown şi colab., 1977: Muller şi Wollert, 1975). 
Dintre proteinele utilizate pentru obţinerea FSC amintim: albumina imobilizată, 
glicoproteina ai-acidă imobilizată, ovomucoida imobilizată, avidina imobilizată, 
celobiohidrolaze imobilizate. 

B. Selectori chirali sintetici 
FSC denumite astfel sunt caracterizate de o structură moleculară bine 

determinată legată de un suport solid, de obicei silicagel. Aceşti compuşi chirali cu 
masă moleculară mică, denumiţi selectori, au fost aleşi pe baza faptului că 
proprietăţile lor enantioselective pot fi determinate prin studii de RMN. Dintre 
selectorii chirali sintetici se pot aminti: eterii coroană, complecşii cu metale, selectorii 
bazaţi pe complexare cu transfer de sarcină, selectorii bazaţi pe legături de hidrogen. 

Cromatografia enantioselectivă poate fi de asemenea realizată pe o coloană 
achirală, utilizând selectorul chiral necesar în FM chirală sau ca aditiv chiral la FM. 
Combinarea mai multor selectori chirali în FM la fel ca şi în FM şi FS este de 
asemenea posibilă. 

Cromatografia enantioselectivă şi electroforeza capilară sunt foarte utilizate în 
analiza compoziţiei enantiomerice (a excesului enantiomeric şi purităţii optice) a 
compuşilor chirali. Cromatografia cu lichide supercritice a fost de asemenea utilizată 
pentru izolarea compuşilor chirali din amestecuri racemice la scară preparativă 
(Davankov, 1997; Allenmark ,1991). 

1.4.2. Separarea enantiomerilor prin spectroscopia de rezonanţă magnetică 
nucleară (RMN) 

Spectrele de rezonanţă magnetică nucleară oferă informaţii despre câmpurile 
magnetice locale ce inconjoară un anumit nucleu magnetic. Metoda RMN este o 
metodă des utilizată pentru separarea enantiomerilor şi determinarea purităţii optice. 
Enantiomerii nu se disting într-un mediu achiral. Astfel pentru a obţine o separare 
spectrală şi a determina puritatea optică se recomandă utilizarea unui mediu chiral. 
Pentru a induce schimbări în spectrele RMN ale enantiomerilor sunt utilizaţi reactivi 
de deplasare chirali care sunt mai eficienţi decât solvenţii chirali diamagnetici de 
exemplu. Deplasările induse de lantanide sunt importante surse de informaţii în 
vederea determinării structurii precum şi în simplificarea spectrelor. Cei mai mulţi 
reactivi de deplasare chirali sunt disponibili comercial ca şi chelaţi ai Eu. Pr, Yb, Ho, 
Dy, cu dicetone. Reactivii de deplasare chirali sunt potriviţi numai dacă substratul 
conţine grupări funcţionale bazice capabile să coordineze cu lantanidul. Pe lângă 
acestea, efecte mai puternice sunt aşteptate dacă poziţia de coordinare a substratului 
este relativ apropiată de centrul chiral. 
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1.5. IMOBILIZAREA ENZIMELOR 

1.5.1. Noţiuni generale despre imobilizare 

Enzimele au un enorm potenţial ca şi catalizatori ai reacţiilor chimice în 
diferite domenii ale industriei şi în medicină datorită specificităţii şi eficienţei 
catalitice binecunoscute. Aceste avantaje indiscutabile pot fi diminuate datorită 
costului şi instabilităţii termice şi chimice, care pot limita utilizarea lor în condiţii 
industriale. Dezvoltarea tehnicilor de imobilizare a enzimelor în ultimii 30 de ani au 
redus aceste probleme şi au condus la creşterea numărului domeniilor de aplicaţii 
comerciale ale enzimelor. Multe tehnici de imobilizare fizice şi chimice sunt 
disponibile la ora actuală, care duc la modificarea activităţii şi stabilităţii 
catalizatorilor enzimatici (Bullock, 1995). 

Istoria imobilizării enzimelor datează din 1916, când s-a descoperit că 
invertaza extrasă din drojdie şi adsorbită pe cărbune activ a avut aceeaşi activitate 
catalitică cu enzima nativă (Nelson şi Griffin, 1916). Prima tentativă de a imobiliza o 
enzimă pentru a-i îmbunătăţi proprietăţile urmărind o anumită utilizare datează din 
1953, când Grubhofer şi Schieith au imobilizat o serie de enzime ca diastaza, pepsina, 
ribonucleaza şi carboxipeptidaza, folosind ca suport răşină de poliaminopolistiren 
diazotat (Prenosil şi colab., 1989). începând din anii 1960 a avut loc o dezvoltare 
însemnată a cercetărilor privind enzimele imobilizate, cu scopul de a le utiliza drept 
catalizatori industriali în procese continue. 

Principalele avantaje ale enzimelor imobilizate în raport cu cele solubile 
(libere, native) sunt următoarele: 

• Permit utilizarea repetată a enzimei 
• Recuperarea uşoară 
• Procesele pot fi operate în regim continuu, ceea ce permite şi automatizarea lor 
• Transformarea substratului se poate opri la un moment dat prin separarea 

catalizatorului printr-o simplă operaţie mecanică 
• Nu mai apare problema impurificării produşilor de reacţie cu enzimă 
• în unele cazuri activitatea şi stabilitatea se pot modifica în sens favorabil prin 

imobilizare 
• Se pot trata, în condiţii economice, soluţii diluate de substrat (ape reziduale, 

subproduse, etc.) 

Metodele de imobilizare se pot clasifica în trei categorii principale: 
1. Legare de suport - constă în legarea enzimei de suporturi insolubile prin: 

- Adsorbţie fizică 
- Legare ionică 
- Legare covalentă 

2. înreţelare (reticulare) - constă în legarea intermoleculară a enzimelor cu ajutorul 
unor reactivi bifuncţionali sau multifuncţionali 
3. Entrapare (incluziune) - constă în încorporarea enzimei într-o structură semiperme-
abilă, care poate fi de două tipuri: 
a. Reţea macromoleculară de tip gel sau fibră 
b. Membrană polimerică semipermeabilă, în care enzima se fixează prin 
microîncapsulare. 
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1.5.2. Legarea de suport prin adsorbţie fizică 

Imobilizarea prin legare de suport este cea mai veche metodă de imobilizare. 
Pentru a realiza o imobilizare eficientă, este necesară o selecţie atentă a suportului şi a 
metodei de legare de suport. Cantitatea de enzimă fixată pe suport şi activitatea după 
imobilizare depind în mare măsură de natura suportului. Cu toate că natura suportului 
ales depinde de însăşi natura enzimei, totuşi alegerea trebuie efectuată ţinând cont şi 
de următoarele caracteristici: 

• mărimea particulelor suportului 
• suprafaţa specifică 
• raportul molar dintre grupările hidrofile şi cele hidrofobe 
• compoziţia chimică 

O creştere a stabilităţii este observată la obţinerea unor lipaze imobilizate, 
probabil datorită capacităţii materialului de suport de a reţine cantitatea potrivită de 
apă astfel încât enzima să rămână activă fară a fi expusă denaturării (Vermue şi 
Tramper. 1995). Activitatea lipazelor imobilizate în special pe suporturi hidrofobice 
ca polietilena, s-a dovedit a fi mai mare decât a lipazelor neimobilizate (Kimura şi 
colab.. 1983). Acest lucru de datorează probabil unor efecte de orientare determinate 
de structura suportului şi care determină o expunere mai bună a enzimei faţă de 
substrat. 

Capacitatea de absorbţie a apei de către un material de suport este caracterizată 
de hidrofilicitate {Aq) care este raportul dintre cantitatea de apă din suport şi cantitatea 
de apă din solvent în condiţii standard (Vermue şi Tramper. 1995). Aceasta nu este o 
constantă de repartiţie reală din moment ce este dependentă de cantitatea de material 
de suport şi de solvent şi de tipul solventului. Un suport cu Aq mare este hidrofilic şi 
ar putea împiedica hidratarea necesară a enzimei. Activitatea enzimelor este în general 
mai mare cu suporturi hidrofobe cum ar fi Celite sau Bonopore. Celite este unul din 
cele mai convenabile suporturi utilizate în procesul de imobilizare prin adsorbţie şi 
stabilizare al enzimelor în mediu organic (Balcao şi colab., 1996: Andersson şi colab.. 
1999). Chiar dacă se adaugă apă în procesul de imobilizare, enzimele imobilizate pe 
suporturi cu hidrofilicitate mare au activitate mai mică decât cele imobilizate pe 
suporturi cu hidrofilicitate mică (Adlercreutz. 1991). 

Conţinutul total de apă poate fi utilizat pentru a estima cantitatea de apă care 
este legată (sau absorbită) pe materialul de suport, prin stabilirea conţinutului total de 
apă. într-o reacţie de esterificare catalizată de Lipozyme, cantitatea totală de apă s-a 
observat că scade, chiar dacă în timpul procesului se formează apă. Lipozyme este o 
lipază din Mucor miehei imobilizată pe o răşină macroporoasă schimbătoare de 
anioni de tip fenolic. S-a demonstrat că aceasta îşi pierde total activitatea după prima 
utilizare într-un mediu fară solvenţi (Oguntimein şi colab., 1995). Aceasta s-a atribuit 
acumulării de apă formată în timpul reacţiei de esterificare în materialul de suport. 
Novozym SP435 este o lipază din C.Antarcîica imobilizată pe răşină macroporoasă 
acrilică, şi are un conţinut de apă de 1-2% (w/w). S-a demonstrat că acest preparat 
enzimatic conduce la randamente mari de produşi esterici în condiţii de reacţie 
neapoase (Claon şi Akoh, 1993; Fonteyn şi colab., 1994). Proteinele enzimatice au în 
structura lor grupări reactive, grupări cu caracter ionic, grupări hidrofobe, sau domenii 
hidrofobe. Aceste grupări provenite din aminoacizii constituenţi, cât şi domeniile 
hidrofobe pot participa la imobilizarea enzimei prin adsorbţie fizică, legare ionică sau 
legare covalentă. 

Imobilizarea prin adsorbţie fizică se bazează, aşa cum arată şi denumirea, pe 
adsorbţia fizică a enzimei pe suprafaţa suportului insolubil, materialul suportului 
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netlind în general funcţionalizat specific. Biocatalizatorii se pot fixa pe suport prin 
interacţiuni fizice cum ar fi legături de hidrogen, interacţiuni hidrofobe, forţe Van der 
Waals, sau combinaţii ale acestora. Suporturile utilizate sunt mai ales de natură 
anorganică, dar se folosesc şi polimeri sintetici sau materiale organice naturale, cum 
este chitosanul cu micropori de mărime controlată. Important este ca aceste materiale 
să aibă o capacitate de adsorbţie ridicată. Pentru stabilizarea enzimei adsorbite se pot 
folosi metode ca adsorbţia urmată de înreţelare cu glutaraldehidă. Adsorbţia enzimei 
depinde de următorii factori: 

• pH 
• natura solventului 
• tăria ionică 
• concentraţia enzimei şi a suportului solid 
• temperatură 

Metoda adsorbţiei fizice este foarte utilă şi pentru imobilizarea celulelor. în 
anumite condiţii, suporturile pot fi regenerate. Adsorbţia nu determină în general 
modificări conformaţionale ale proteinei enzimatice sau distrugerea centrului activ. 
Deci, cu condiţia găsirii unui suport adecvat, această metodă este simplă şi eficientă. 
Dezavantajul principal al acestei metode este tăria redusă a interacţiunii dintre suport 
şi enzimă. care face ca aceasta să fie afectată de condiţiile de mediu în care se face 
utilizarea biocatalizatorului imobilizat, cum ar fi temperatura sau concentraţia 
reactanţilor. Drept urmare, enzima imobilizată se poate desorbi uşor. 

1.5.3. Entraparea în silicageluri 

în ultimii ani. o foarte mare atenţie s-a acordat aplicaţiilor tehnicii sol-gel de 
entrapare a proteinelor, incluzând enzimele. microorganismelor, şi celulelor de ţesut 
animal, pentru descoperirea unor noi biosenzori, catalizatori imobilizaţi şi organe 
artificiale. Unul din avantajele utilizării materialelor sol-gel pentru entraparea 
mecanică a enzimelor este acela că permite stabilizarea structurii terţiare a 
moleculelor de proteină datorită structurii etanşe a gelului. Un alt avantaj este uşurinţa 
de a insera grupe de substituenţi în matricea de silicat care conferă enzimei 
imobilizate un micromediu înconjurător avantajos. Aceste avantaje contribuie la 
stabilizarea enzimei împotriva inactivării termice rezultată din depliere (Kawakami şi 
Yoshida. 1996). Gelurile anorganice au fost cunoscute încă de la începuturile 
dezvoltării chimiei, prin publicaţiile despre sinteza silicagelurilor din alcoxizi în 1846 
de către Ebelmen. De atunci tehnica procesului sol-gel a cunoscut o dezvoltare 
enormă. Materialele utilizate sunt în general oxizi, in special de siliciu, aluminiu, 
aluminosilicaţi. dioxid de titan, dioxid de zirconiu, şi mulţi alţii. Cel mai larg studiat 
dintre aceste materiale este SiO:- care este potrivit pentru încapsularea enzimelor. 
Preferinţa pentru siliciu se datorează faptului că gelurile corespunzătoare pot fi uşor 
realizate în mod specific pentru obţinerea unei game largi de texturi poroase, reţele 
structurale, suprafeţe funcţionale, şi condiţii de proces. Timpul de gelifiere, pH-ul, 
forma, transparenţa sau hidrofobicitatea pot fi adaptate pentru o anumită enzimă sau 
aplicaţie. Alte geluri anorganice necesită condiţii de reacţie cum ar fi pH-ul, care nu 
sunt întotdeauna favorabile încapsulării unei enzime. Cu toate acestea, gelurile sunt 
cele mai interesante deoarece o enzimă poate fi imobilizată prin clădirea unei reţele 
poroase de gel în jurul fiecărei macromolecule de enzimă , aşa cum se poate observa 
în Figura 3, tehnică denumită încapsulare sau entrapare. Nu s-a stabilit încă exact dacă 
enzima este doar entrapată fizic, sau poate avea loc şi o legare adiţională multiplă prin 
interacţiuni covalente, ionice sau hidrofobe (Pierre, 2004). 
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Enzima 

Centru catalitic 

Substrat 

Reţea de 
silicagel 

Figura 3. Imaginea schematică a unei enzime entrapate în sol-gel 

Procesele sol-gel au fost studiate foarte bine în ştiinţa materialelor. Ele pot fi 
împărţite în două clase în funcţie de natura precursorilor: precursori anorganici şi 
precursori alcoxidici. Calea alcoxidică este importantă pentru materialele utilizate la 
imobilizări şi implică transformarea acestor precursori într-un polimer anorganic 
extrem de reticulat prin hidroliză şi reacţii de condensare. Exemple de precursori 
alcoxidici sunt: tetraalcoxisilani, alchiltrialcoxisilani, trialcoxisilani funcţionali, 
alcoximetalaţi. 
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Schema 3 

Biocompuşii derivaţi de sol-gel sunt preparaţi în mod general conform 
procesului prezentat în Schema 4 (Jin şi Brennan, 2002). 
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Schema 4. 

Formarea unui biocompozit sol-gel începe cu hidroliza parţială sau completă a 
unui precursor potrivit într-un solvent organic, de exemplu alcooli, pentru a forma un 
sol apos (dispersie coloidală a particulelor într-un lichid). Precursorii pot fi alcătuiţi 
din tetraalcoxisilani, mono-, di-, tri-alchilalcoxisilani sau pot conţine grupări 
funcţionale de tip alchil. arii. amino carboxil. tiol sau alte grupări. Alte centre metalice 
cum ar fi: Al. Ti, V sau Ce pot fi de asemenea folosite pentru a modifica proprietăţile 
materialului. Reacţia de hidroliză implică un atac nucleofil al apei la atomul de siliciu 
central. Mecanismul este dependent de catalizatorul folosit. Sunt posibile trei tipuri de 
cataliză: acidă, bazică (ioni OH") şi nucleofilă (F', .V-metilimidazol, etc.). Hidroliza 
poate fi urmată de transesterificare cu aditivi cu compuşi conţinând grupe hidroxilice, 
cum ar fi glicerina pentru a forma poli(gliceril silicaţi) care sunt mult mai 
biocompatibili decât alcoxisilanii tipici (Gill. 2001). După hidroliză, solul poate fi 
folosit imediat sau poate fi păstrat timp de câteva săptămâni pentru a permite evoluţia 
continuă a particulelor de sol. în tot acest timp se produc reacţii de condensare şi 
continuă hidroliza, rezultând un mare număr de polisilicaţi liniari, ramificaţi şi 
coloidali (Schema 3). Precursorul hidrolizat este apoi amestecat cu o soluţie tampon 
apoasă ce conţine biomoleculele, alături de catalizatori, aditivi pentru controlul 
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uscării, polimeri, agenţi de modelare sau materiale de umplutură, care sunt necesari 
pentru modificarea proprietăţilor materialului tlnit. în mod uzual reacţia de 
polimerizare este iniţiată printr-o schimbare a pH-ului şi poate dura o perioadă de 
timp de la minute la ore, rezultând un gel (o structură solidă continuă ce înglobează o 
fază lichidă continuă). Gelitlerea precursorului de sol este însoţită de entraparea 
biomoleculei. 

Gelurile iniţiale sunt moi, uşoare şi conţin o cantitate mare de apă (50-80%) şi 
pori mari (până la 200 nm diametru). Maturarea reţelei de silicat umed timp de câteva 
zile până la câteva săptămâni determină continuarea reacţiilor de condensare şi face 
reţeaua mai puternică. în timpul acestei etape, alcoolul entrapat şi apa rezultată din 
hidroliza iniţială şi din reacţia de condensare vor fi îndepărtate din matrice, făcând ca 
aceasta să se micşoreze cu 10-30%, diametrul porilor să scadă cu aproximativ 25% şi 
proporţia relativă a grupărilor siloxan faţă de grupările de silanol să crească. 

în fmal, materialul maturat este uscat, rezultând evaporarea celei mai mari 
părţi din apa interstiţială, continuarea reacţiilor de înreţelare din matrice, micşorarea a 
porilor până la 2-20 nm şi o contractare globală a materialului până la 85% din 
volumul său iniţial. Gelul uscat se numeşte xerogel. Xerogelurile sunt materiale 
interesante datorită porozităţii lor şi ariei ridicate a suprafeţei lor. Ele pot fi 
transformate în ceramică prin sinterizare. ceea ce nu este cazul când matricea de 
siliciu se foloseşte pentru imobilizarea enzimelor prin entrapare. însă materialul 
ceramic respectiv poate fi un suport potrivit pentru imobilizarea enzimelor prin 
adsorbţie sau legare covalentă. 

1.5.4. Entraparea în silicageluri combinată cu adsorbţie pe suport 

Tehnica de imobilizarea enzimelor prin entrapare în matrici sol-gel s-a 
dezvoltat foarte mult în ultima perioadă datorită avantajelor pe care le prezintă şi 
anume: stabilizarea structurii terţiare a moleculelor de enzimă. posibilitatea inserării 
grupelor de subtituenţi în matricea de silicat. Adsorbţia enzimelor pe suporturi 
poroase anorganice este o metodă de imobilizare uşor de realizat şi frecvent utilizată 
deşi prezintă dezavantajul că legătura suport - enzimă este slabă iar enzima se poate 
uşor desorbi. Combinând adsorbţia cu entraparea în sol-gel se obţine o tehnică de 
imobilizare care permite utilizarea avantajelor ambelor metode. în acest mod 
suprafaţa specifică mare a suportului va conduce la o repartiţie uniformă tară agregare 
a enzimei entrapate în sol-gel, iar aceasta va conferi o stabilitate ridicată şi proprietăţi 
îmbunătăţite preparatului enzimatic imobilizat obţinut la final. 
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1.6. REACŢII ENANTIOSELECTIVE CATALIZATE DE LIPAZE 

1.6.1. Noţiuni generale 

La ora actuală este dovedit faptul că hidrolazele sunt utile în sinteza organică 
atât la scară de laborator cât şi la scară industrială. Motivul constă în natura 
hidrolazelor. Hidrolazele sunt catalizatori chirali uşor de utilizat, care se utilizează 
fară coenzime (Dordick, 1989) sunt disponibile comercial într-un număr şi varietate 
foarte mare şi prezintă frecvent, alături de o specificitate de substrat redusă şi o înaltă 
selectivitate enantiomerică. Cea mai importantă aplicaţie a lor este, din acest motiv, în 
domeniul sintezelor asimetrice la scară preparativă. Lipazele (triacil glicerol acil 
hidrolazele, E.C.3.1.1.3) sunt cele mai potrivite din clasa hidrolazelor pentru sinteze 
asimetrice ale substraturilor racemice sau prochirale, deoarece sunt catalitic active în 
apă, amestecuri de apă-solvent organic nemiscibil cu apa şi în solvenţi organici 
(Klibanov, 1990). Acestea sunt disponibile din surse fungice, bacteriene şi animale în 
număr mare, ceea ce explică în parte capacitatea lor de a cataliza sinteze asimetrice. 
Cele mai utilizate lipaze comerciale sunt lipaza din pancreas de porc (PPL), lipaza din 
Pseudomonas cepacia (PCL), lipaza din Candida cylindracea (CCL) (Wu şi colab., 
1990; Xie, 1991), lipaza din Pseudomonas sp. (PSL) (Sztajer şi colab.. 1991), iar pe o 
arie mai restrânsă se utilizează lipaza din Rhizopus delemar (RDL) (Ivvai şi Tsujisaka, 
1974), lipaza din Mucor miehei (MML), lipaza din Chromohacîcriimi viscosum 
(CVL) şi lipaza din Geotrichum candidum (GCL) (Kazlauskas şi colab., 1991). 
Lipazele sunt în general solubile în apă, insolubile în solvenţi organici şi pot fi 
puternic adsorbite la interfaţa aer/apă. 

Lipazele catalizează reacţii de derivatizare enantioselectivă a compuşilor 
chirali. şi o mulţime de reacţii de esterificare, hidroliză. transesterificare şi 
interesterificare. Lipaze din surse diferite pot cataliza aceeaşi reacţie, dar rezultatele 
pot diferi în aceleaşi condiţii de reacţie. Formarea apei prezintă o problemă în reacţiile 
de esterificare atunci când favorizează reacţia reversibilă şi anume hidroliză. într-o 
reacţie de transesterificare, prezenţa apei conduce la reacţii secundare de hidroliză 
(Yahya şi colab.. 1998). 

Substraturi pentru lipaze sunt în principal acei compuşi care conţin grupe 
esterice enantiotopice prochirale conţinute fie în acidul dicarboxilic tle în partea 
diolică. O a doua dar nu mai puţin însemnată clasă de substraturi sunt amestecurile 
racemice cum ar fi acizii carboxilici racemici sau alcoolii racemici şi esterii acizilor 
hidroxicarboxilici racemici (Drauz şi Waldmann, 1995). 

Reacţiile catalizate de lipaze, utilizate în special pentru transformarea selectivă 
a substraturilor sunt hidrolizele, acilările (transesterificări) şi alcoolizele 
(transesterificări). Esterificarea unui alcool cu un acid carboxilic, destul de utilă în 
unele cazuri este utilizată doar foarte puţin. Aceste reacţii se pot împărţi în două 
categorii mari: 

A. Reacţii de hidroliză: 
O ' o 

R - C - O R 1 H2O - R - C - O H + R1-OH 

B. Reacţii de sinteză: 
a) Esterificare: 

O O 
R - C - O H + R1-OH . R - C - O R 1 + H2O 
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b) Interesterificare: 
O o 

R - C - O R 1 R 2 - C - O R 3 - R - C - 0 R 3 + R 2 - C - O R 1 
0 0 0 0 
II 11 II II 

c) Alcooliză: 
O O 

R - C - O R 1 R2-OH - R - C - 0 R 2 R1-OH 

d) Acidoliză: 
O 

R - C - O R 1 + R 2 - C - O H • R 2 - C - O R 1 + R - C - O H 
0 0 0 0 II II II II 

Ultimele trei tipuri de reacţii sunt de obicei grupate în categoria reacţiilor de 
transesterificare (Gandhi, 1997). 

1.6.2. Reacţii de hidroliză 

Reacţiile de hidroliză se desfăşoară uzual în soluţie apoasă sau într-un amestec 
de apă cu solvent miscibil sau nemiscibil cu apa. Din cauza excesului mare de apă, 
echilibrul este aproape complet deplasat în sensul formării acidului carboxilic şi a 
alcoolului şi reacţia este practic ireversibilă. 

Solubilitatea scăzută a substratului lichid nu prezintă probleme. în cazul 
substraturilor cristaline, solubilitatea acestora poate fi mărită prin folosirea unui 
solvent organic. Cei mai utilizaţi solvenţi sunt alcoolii, cum ar fi metanolul şi terţ-
butanolul, acetonitrilul, acetona, tetrahidrofuranul, dietileterul, /ev7-butilmetileteruK 
dimetilformamida sau dimetilsulfoxidul. Utilizarea unui cosolvent depinde de enzimă. 
La concentraţii mai mari stabilitatea şi activitatea enzimei poate fi foarte scăzută iar 
prezenţa cosolventului poate de asemenea modifica enantioselectivitatea enzimei în 
ambele direcţii. în soluţii apoase parametrii care influenţează în principal viteza 
hidrolizei sunt valoarea pH-ului şi temperatura. în majoritatea cazurilor hidrolizele 
enzimatice se desfăşoară la pH = 7.0. Pentru recuperarea mai uşoară a enzimei din 
soluţiile apoase şi în alte scopuri enzima poate fi imobilizată prin diferite metode. 

Majoritatea lipazelor de origine animală acţionează optim la un pH cuprins 
între 8 şi 9, iar cele de origine microbiană la pH între 5.6 şi 8.5. Intervalul de 
temperatură pentru obţinerea activităţii maxime este 30-40'^C. în cazul substraturilor 
labile sau a unei selectivităţi enantiomerice insuficiente, hidrolizele se pot realiza în 
solvent organic nemiscibil cu apa cum ar fi diizopropil eterul, hexanul, sau 
ciclohexanul saturate cu apă. 

Lipazele manifestă o activitate catalitică mare în apă şi chiar una şi mai mare 
în sisteme bifazice alcătuite din apă şi un solvent organic nemiscibil cu apa sau apă şi 
substrat lichid. în sistemele bifazice ca apă - /^'rz-butilmetil eter sau apă - hexan, s-au 
obţinut viteze de reacţie mult mai mari şi enantioselectivităţi crescute. 
Enantioselectivitatea şi randamentele pot diferi în hidrolize şi alcoolize, respectiv în 
acilări. O combinare a acestore metode poate fi avantajoasă într-o anumită situaţie 
pentru obţinerea ambilor enantiomeri cu o puritate enantiomerică ridicată (Drauz şi 
Waldmann, 1995). 
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1.6.2.1. Hidroliza diacetaţilor 

Diacetaţii primari aciclici sunt substraturi excelente pentru lipaze. Derivaţii 
prochirali ai 1,3-propandiolului au fost studiaţi din punct de vedere al influenţei 
structurii substratului, compoziţiei mediului de reacţie şi originii şi purităţii lipazei 
asupra enantioselectivităţii. O comparaţie între hidroliza diacetaţilor K3-propan-
diolului 2-alchilsubstituiţi cu lipază din pancreas de porc crudă, lipază din pancreas 
de porc comercială purificată şi o fracţiune de carboxilesterază izolată din pancreas de 
porc crudă arată că ultima menţionată dă monoacetatul 1 (Tabelul 3) cu o 
enantioselectivitate şi viteză de reacţie mai mare decât primele două. Şi în cazurile 
monoacetaţilor 2, 4, 5, 6, excesele enantiomerice sunt mari în reacţiile catalizate de 
fracţiunea de carboxilesterază izolată din pancreas de porc crud. Imitând condiţiile in 
vivo pentru acţiunea lipazei asupra trigliceridelor, prin adiţie de diizopropil eter în 
soluţia apoasă, şi realizarea reacţiei de hidroliză în sistem bifazic, conduce în câteva 
dar nu toate cazurile, la o enantioselectivitate şi viteză de reacţie mare, aşa cum s-a 
demonstrat pentru monoacetaţii 7 şi 8 (Tabelul 3). Nesaturarea în lanţul alchil 
conduce la un monoacetat cu o valoare a excesului enantiomeric mai mare aşa cum se 
poate observa din exemplele 9 şi 10 (Tabelul 3). 

H. OCOCH3 

X - C 
H2O li paza 

-OCOCH3 

OH 

OCOCH3 

OCOCH3 

OCOCH3 
H3C -COOH 

Schema 5 

Tabelul 3. Hidroliza catalizată de lipaze a diacetaţilor diolilor aciclici prochirali în 
soluţii apoase (PPL - lipaza din pancreas de porc) 
(Tombo şi colab., 1987, 1986: Wang şi Sih, 1984; Guanti şi colab., 1989. 1990) 

R' R̂  Lipaza ee (%) Randament 
(%) 

1 (CH3)2CH H COCHj pp̂ ĉnid 37 -

1 (CH3)2CH H COCHj PPL^ 75 91 
1 (CH3)2CH H COCH3 ppĵ punhcată f.mic hidroliza 
2 C6H5CH2 H COCH, PPL' 61 65 
3 CH2=CH-CH2 H COCH3 PPL 95 34 
4 CH2=CH-(CH2)2 H COCH3 PPL' >95 80 
5 C0H5 H COCH3 PPL' >95 91 
6 c-QHn H COCH3 PPL' 60 96 
7 (£)-/7-Pent-CH=CH H COCH3 PPL 84 49 
8 (£)-«-Pent-CH=CH H COCH3 PPL 95 63 
8 (£)-«-Pent-CH=CH H COCH3 PPL 93 59 
9 

0 = C H 
H COCH3 PPL 67 29 

10 O - C H , H COCH3 PPL 2 45 

fracţiune de carboxilesterază izolată din pancreas de porc crudă 
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Selectivitatea de grup şi enantioselectivitatea, la fel ca şi influenţa grupei 
alchil din funcţiunea acil şi influenţa cosolventului asupra enantioselectivităţii este 
demonstrată la hidroliza propandiolului diacilat metoxicarboniisubstituit la 
monoesterul corespunzător, catalizată de lipaza din pancreas de porc. Se observă ca 
cel mai mare exces enantiomeric şi randament se obţin când R este n- C7H13 (J.Ehler 
şi colab., 1990). 

OCOR 
+ H2O 

H3COOC ^ O C O R 

-OH 

HaCOOC^OCOR 
Schema 6 

H 

H3COOC 

OCOR 

OCOR 

R-COOH 

Tabelul 4. Hidroliza catalizată de lipaza din pancreas de porc a unor derivaţi de 
propandiol diacilat 

p- -
ee Randament 

R monoester monoester Lipaza 
(%) (%) 

n-CjH7 65 29 PPL'' 
n-C4HQ 68 36 PPL" 
n-CşH,, 70 25 PPL" 
n-QH,: 70 17 PPL" 
H-CtH,., 84 48 PPr 

PPL lipaza din pancreas de porc cu configuraţie absolută necunoscută 
PPLMn metanol 30% 

1.6.2.2. Hidroliza diesterilor acizilor dicarboxîlici 

Un număr limitat de diesteri ai acizilor dicarboxilici ciclici şi aciclici, au fost 
bune substraturi pentru hidrolizele catalizate de lipaze. Exemple care ne ilustrează 
potenţialul lipazelor sunt derivaţii ditioacetalici şi trifluoroalchil malonaţii din Tabelul 
5 (Kitazume şi colab., 1984, 1986). Se poate concluziona că lipaza din Candida 
cylindracea este cea mai potrivită lipază pentru sinteza fluoroalchil malonaţilor cu 
grupe alchil mici. 

R2 /COOR3 X 
RI COOR3 

H2O 
lipaza R2 .COOH 

RI COOR3 

R2 /COOR3 X 
RI COOR3 

R3OH 

Schema 7 
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Tabelul 5. Hidroliza diferenţiată catalizată de lipaze a diesterilor acizilor dicarboxilici 
prochirali, ciclici şi aciclici, în soluţie apoasă. 
(CCL - lipaza din Candida cylindracea , PPL - lipaza din pancreas de porc) 

R. R: R3 Lipaza 
ee 

monoester 
(%) 

Randament 
monoester 

(%) 
CF, H CH, CCL nu hidrolizează -

F C2H5 CH, CCL 99 87 
F CH, CH, CCL 95 74 
F CH, C2H5 CCL 91 87 
F H C2H5 PPL 61 23 
F H C2H5 CCL 62 70 
F C.Hs C:H5 CCL 93 87 
F n-C,H7 C:H5 CCL 33 30 
F n-C4H., C.Hs CCL 11 78 

Ditiomonoesterul de mai jos este obţinut cu ajutorul diferitelor lipaze cu 
selectivitate şi randament mare. în ciuda centrului chiral destul de depărtat (Hughes şi 
colab., 1989, 1993). 

.COOH 

..^-^COORs Ri 

Schema 8 

Tabelul 6. Hidroliza ditiodiesterilor cu lipaze 
(PSL - lipaza din specia Pseudonionas, CVL - lipaza din Chronwhacteriuni 
viscosum) 

Ri R2 Lipaza 
ee 

monoester 
(%) 

Randament 
monoester 

(%) 
CH, PSL, CVL >98 90 

^ 1 

CH2C0N(C2H5)2 CCL >98 90 

O înaltă enantioselectivitate este observată nu numai pentru acei esteri care au 
un centru chiral în poziţia a ci şi pentru cei care au centrul chiral în poziţia p. Un 
exemplu spectaculos în acest sens este esterul acidului carboxilic acetiloxi substituit, 
corespunzător exemplului 2 (Tabelul 7), unde centrul chiral este separat de opt grupe 
metilen de grupa esterică. Acidul 3 este obţinut prin hidroliza catalizată de lipaza din 
Candida cylindracea (CCL) a esterului butilic racemic corespunzător cu o foarte 
mare enantioselectivitate. în mod surprinzător, hidroliza esterului metilic 
corespunzător decurge cu o enantioselectivitate mult mai mică (Bhalerao şi colab., 
1991). 
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OAc 

R00C-(CH2)n'' 
hidroliza 

CCL H00C-(CH2)n' R00C-(CH2)n 

Schema 9 

Tabelul 7. Hidroliza esterilor acizilor carboxilici cu centru chiral depărtat 

Exemplul R n ee acid 
(%) 

1 Me 4 28 
2 Me 8 68 
3 Bu 8 >99 

O reacţie de hidroliză simultan regio- şi enantioselectivă este hidroliza dimetil-
2-metil succinatului catalizată de PPL (Schema 10). Se observă că se formează (.S)-
esterul iar hidroliza are loc în poziţia 4. Esterul rezidual nehidrolizat s-a obţinut cu un 
ee > 95%. Interesant este că a-chimotripsina catalizează aceeaşi reacţie enantio-
selectivă. dar manifestă o regioselectivitate inversă faţă de substrat comparativ cu 
PPL. hidrolizând esterul în poziţia 1 (Bianchi şi colab.. 1988). 

PPL 

^COOCHa 

4 COOCH3 

chimotripsina 

•"COOCHa 

4COOCH3 

ee = 73% 

••COOCH3 

4 COOCH3 

ee = 70% 

v1C00CH3 

4 COOCH3 
ee > 95% 

VICOOCH3 

4 COOCH3 

ee > 76% 

Schema 10 

Epoxi alcoolii chirali se pot obţine cu succes prin hidroliza enantioselectivă 
catalizată de lipaza din pancreas de porc (PPL) a epoxiesterilor, aşa cum se poate 
observa în Schema 11 (Monsan şi Combes, 1984). 

PPL 

OCOR / OH + D O 

Ri -OCOR 

R1 = H, Me, Et. n-Pr 

Schema 11 
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Tabelul 8. Hidroliza epoxiesterilor 

R. R ee 
(%) 

Selectivitate 
E 

H CH, 53 5 
H C2H5 88 28 
H n-C,H7 92 45 
H n-C4Hg 96 95 

Lipaza din pancreas de porc (PPL) a fost de asemenea utilizată pentru 
deschiderea a-amino lactonelor y-substituite, prin reacţii enantioselective, aşa cum se 
poate observa din schema de mai jos (Kahn şi Siddiqui, 1985). în acest caz separarea 
produsului de substratul rămas nereacţionat se face cu uşurinţă datorită solubilităţii 
diferite la diferite valori de pH. 

.NHCOOMe 

.NHCOOMe .NHCOOMe 

R OH 
COOH 

R O 

NHCOOMe 

Schema 12 

Tabelul 9. Deschiderea ciclurilor a-amino lactonelor y-substituite 

R ee acid ee lactonă Selectivitate R 
(%) (%) E 

H 71 62 11 
QHs 86 32 18 
CH2=CH- 90 95 70 

1.6.2.3. Hidroliza alcoolilor acilaţi 

Hidroliza enantioselectivă catalizată de lipaze a alcoolilor primari racemici 
acilaţi a fost deocamdată puţin utilizată, şi anume doar pentru sinteza derivaţilor de 
aminoalcooli şi epoxi alcooli. Un exemplu în acest sens este reacţia de mai jos. Se 
observă că excesele enantiomerice sunt foarte mari, deşi randamentele sunt de aprox. 
30% (Francalanci şi colab., 1987). 

Me 

NHCOOEt 
.OAc hidroliza 

pancreatina 
rand.= 30% 

NHCOOEt 

ee = 90% 

Me 

NHCOOEt 

ee > 95% 

Schema 13 
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Hidroliza enantioselectivă catalizată de lipaze a alcoolilor secundari racemici 
acilaţi este la ora actuală una din cele mai bune metode pentru sinteza alcoolilor 
secundari optic activi. Din numărul mare de exemple existente se pare că nu există 
restricţii cu privire la natura substratului, iar datorită multitudinii de lipaze disponibile 
fie ca enzime izolate fie conţinute în diferite organisme, pare posibilă găsirea lipazei 
potrivite fiecărui substrat. Este posibilă hidroliza şi alcooliza înalt enantioselectivă 
catalizată de lipaze a esterilor dintr-un domeniu structural larg al alcoolilor secundari. 
Nu numai alcoolii secundari de tipul aril-alchil sau dialchil sunt accesibili, dar şi aceia 
care conţin tot felul de grupe funcţionale în diferite poziţii (Schemele 14-17). 

OCOR2 

R i ^ C H 3 
hidroliza 

OH 

Ri^CH3 
OCOR2 
I 

Ri CH3 

Schema 14 

Tabelul 10. Hidroliza enantioselectivă a esterilor alcoolilor racemici aciclici în 
soluţii apoase (Cambou şi Klibanov. 1984; Laumen şi Schneider. 1988) 
(CCL - lipaza din Candida cylindracea, PSL - lipaza din specia Pseudotmmas, PCL-
lipaza din Pseudomonas cepacia) 

ee Randament ee Randament 
R. R: Lipaza alcool alcool ester ester 

(%) (%) (%) (%) 
Et Pr CCL 90 39 88 40 
Ph Me PSL >99 48 >99 48 
4-Me-C6H4 Me PSL 97 47 99 45 
4-MeO-C6H4 Me PSL 80 46 80 47 
PhCH, Me PSL 95 47 97 48 
4-piridil Me PSL 95 46 89 47 
2-naftil Me PSL >99 43 >99 46 
Ph CH:C1 PSL 94 50 96 44 

O OAc 
tBuO-C,^^^ 

'n Me 

hidroliza O 
tBuO-C 

OH O OAc 
tBuO-C..^^^ 

n Me 

Schema 15 

Tabelul 11. Hidroliza enantioselectivă a esterilor alcoolilor secundari cu lipaza din 
specia Pseudomonas (Scilimati şi colab., 1988) 

Lipaza ee alcool ee ester n Lipaza 
(%) (%) 

0 PSL >99 96 
1 PSL >99 -

5 PSL >99 -

10 PSL >99 -
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OAc 

A hidroliza 
Me 

OH 

R i ^ M e 

OAc 

Schema 16 

Tabelul 12. Hidroliza enantioselectivă a esterilor alcoolilor secundari cu lipaza din 
Candida cylindracea (Lin şi colab., 1987) 

R. Lipaza ee alcool ee ester 
R. Lipaza (%) (%) 

Ph CCL 57 -

CH.Ph CCL 94 98 
CH.CH.Ph CCL 98 -

2-stiril CCL 93 -

CH2C02Et CCL 96 i 
CH.CO^Hex CCL 94 -

Ph 

AcO 
hidroliza 

HO 

Ph Ph 

Schema 17 

Tabelul 13. Hidroliza enantioselectivă a esterilor alcoolilor secundari cu lipaza din 
specia Psendomonas (Kutsuki şi colab., 1986: Mori şi Bernotas. 1990) 

ee alcool Randament ee ester Randament 
R Lipaza (%) alcool (%) ester 

(%) (%) 
CI PSL 100 24 100 29 
Br PSL 94 24 100 11 
CsH,, PSL 92 - >99 -

CGHIB PSL 98 - >99 -

C7H,5 PSL 97 - 98 -

1.6.2.4. Hidroliza enolilor 

Amestecul racemic de esteri ai ciclohexil enolului din schema de mai jos a 
fost hidrolizat enzimatic cu lipază din Candida rugosa (CRL), obţinându-se un 
cetoester cu un stereocentru (S) în poziţia a . De asemenea, are loc o protonare 
diastereoselectivă a enolului obţinându-se cetoesterul cu configuraţia {R) Ia carbonul 
din poziţia y şi doar o mică cantitate de diastereomer cu configuraţie {S,S). Enolul 
netransformat de configuraţie (R) a fost de puritate optică > 99% (Luisi. 1985). 

- 3 9 -

BUPT



Date de literatură 

OAc 

COOEt 

COOEt 

1.6.2.5. Hidroliza heterociclilor 

Hidroliza heterociclilor , cum ar fi oxazolin-5-onele, poate fi realizată de către 
proteaze, esteraze şi lipaze (Kaul şi colab.. 1984). Reacţia catalizată de proteaze 
conduce la produşi cu puritate optică mică, spre deosebire de lipaze care sunt 
catalizatori eficienţi în acest caz (Karube şi colab.. 1985). Dacă hidroliza este condusă 
în anumite condiţii, pH = 7.6, se pot obţine N-benzoil aminoacizi, cu diferite valori 
ale purităţii optice în funcţie de substituentul la carbonul C4. aşa cum se poate observa 
mai jos. Reacţia catalizată de PPL conduce la L-aminoacizi pe când cea catalizată de 
lipaza din Aspergillus niger duce la formarea D-aminoacizilor. 

i j o 
I ^ 

Schema 19 

HN 
> ^ C O O H 

J 

Ph 

COOH 
HN 

Ph' 
> = o 

Tabelul 14. Hidroliza catalizată de lipaze a oxazolinonelor 

R Lipaza Configuraţia ee (%) 

Ph- PPL L 76 
CH3-S-CH2-CH2- PPL L 80 
(CH3)2CH-CH2- PPL L 87 
3-indolil-CH2- PPL L 98 
Ph-CH2- PPL L >99 
Ph- Sp. Aspergilus D 80 
CH3-S-CH2-CH2- Sp. Aspergilus D 83 
Ph-CH.- Sp. Aspergilus D >99 
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1.6.3. Reacţii de sinteză 

Din numărul mare de hidrolaze cunoscute doar lipazele şi subtilizina prezintă 
o destul de înaltă activitate catalitică în solvenţi organici cu conţinut scăzut de apă, 
pentru a fi utile în sintezele asimetrice prin acilarea alcoolilor racemici sau prochirali, 
alcooliza alcoolilor acilaţi racemici sau prochirali şi anhidridelor prochirale şi 
ciclizarea acizilor hidroxicarboxilici racemici (Poppe şi colab.. 1992; Klibanov, 
1990). Lipazele sunt foarte utile în sinteza organică de când s-a descoperit că ele 
manifestă o activitate catalitică mare nu numai în apă sau sisteme bifazice compuse 
din apă şi solvent organic nemiscibil cu apa, sau cu substraturi lichide dar cel mai 
important în solvenţi organici nemiscibili cu apa şi cu conţinut redus de apă. Ele sunt 
utilizate în mod avantajos pentru acilarea diolilor prochirali sau alcoolilor racemici şi 
pentru alcooliza alcoolilor racemici acilaţi. 

Formarea legăturilor C-O este realizată prin utilizarea activităţii de transferază 
a lipazelor în reacţii de acilare şi alcoolize (transesterificări) în mediu organic cu 
conţinut redus de apă. Lipazele ca şi alte hidrolaze nu sunt solubile în solvenţi 
organici. Acestea formează mai degrabă suspensii de agregate proteice şi sunt active 
doar în prezenţa unei anumite cantităţi de apă adsorbită sau legată de către enzimă sau 
dizolvată în solventul organic. Solvenţii organici cu o solubilitate mare pentru apă nu 
sunt potriviţi probabil datorită deshidratării enzimei. Solvenţii folosiţi uzual sunt: 
dietileterul, diizopropileterul, /e^rz-butimetileterul, tetrahidrofuranul, clorura de 
metilen, pentanul, hexanul sau toluenul. S-a observat frecvent că enantioselectivitatea 
acilării unui alcool catalizată de o lipază într-un solvent organic este mai mare decât 
hidroliza acetatului corespunzător catalizată de aceeaşi lipază în apă. Pentru obţinerea 
unor poziţii extreme ale echilibrului în reacţiile de acilare ale alcoolilor catalizate de 
lipaze în medii organice, esterii acizilor graşi trifluoro- sau tricloroetilaţi , vinii esterii 
(acetatul de vinii, butiratul de viniL propionatul de vinii, lauratul de vinii, palmitatul 
de vinii, cloroacetatul de vinii), esterii oximelor sau anhidridele acizilor carboxilici 
sunt utilizate cu mare succes, deoarece acestea conduc practic la reacţii ireversibile. 
Dintre acestea esterii vinilici sunt cei mai utilizaţi. Majoritatea lipazelor utilizate 
pentru formarea legăturilor C-O în aceste condiţii sunt preparate crude care în multe 
cazuri conţin doar câteva procente din lipaza de interes pe lângă alte proteine care pot 
fi chiar alte lipaze şi aditivi (Drauz şi Waldmann. 1995). 

Rezoluţia amestecurilor racemice este una din cele mai atractive metode 
utilizate pentru obţinerea compuşilor optic activi. Rezoluţia cinetică se defineşte ca 
fiind reacţia chimică a unui amestec racemic în care unul dintre cei doi enantiomeri ai 
substratului reacţionează mai rapid decât celălalt (Eliel şi Wilen. 1994). Dintre toate 
metodele utilizate în rezoluţia cinetică, transesterificarea în solvenţi organici catalizată 
de lipaze este cea dominantă. în prezenţa unui donor acil, a unui solvent şi a unei 
enzime potrivite, la o temperatură optimă, unul din enantiomerii amestecului racemic 
este transformat selectiv în esterul corespunzător, lăsând celălalt enantiomer 
nereacţionat în forma enantiomeric pură. Pentru a deplasa echilibrul spre o reacţie 
ireversibilă, a fost propusă utilizarea esterilor de oxime ca agenţi de acilare (Schema 
20). 

O 

H s C ^ O ' V ' ' " ' - ^ ^ R 1 - H O ' V ' " ' ' ' 
CH3 ^O CH3 CH3 

Schema 20 
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Există totuşi câteva dezavantaje, cum ar tl inhibiţia generată de un cosubstrat 
şi reversibilitatea reacţiei. Cea mai bună metodă pentru o transesterificare ireversibilă 
este utilizarea un enol ester (Schema 21), când reacţia inversă este impiedicată 
datorită tautomerizării alcoolului enolic rezultat la acetaldehidă sau acetonă, 
depinzând de donorul de acil utilizat : izopropenilester sau vinii ester (Ghanem, 
2005). 

O 
^ A R1OH 9 

H J C ^ O ' ^ R Z ^ R2 OH 

O 

H a C ^ H 

p x ^ ^ . 1 ^ r 

o u 
H3C CH3 

Schema 21 

Enantioselectivitatea şi termostabilitatea enzimei poate fi mărită dacă se 
utilizează solvenţi organici cu conţinut minim de apă. O cantitate minimă de apă este 
necesară pentru activitatea catalitică a lipazei. în general se folosesc preparate de 
lipază cu un conţinut rezidual de apă de aproximativ 1% în solvenţi organici anhidri. 
în mod uzual termostabilitatea lipazelor este mult mai mare în solvenţi organici cu 
conţinut redus de apă decât în soluţii apoase. O alternativă pentru reacţiile de acilare 
este imobilizarea lipazei prin adsorbţie, care conduce la recuperarea uşoră prin filtrare 
şi posibilitatea reutilizării sale şi asigură o suprafaţă mare de contact în reacţia 
heterogenă (Drauz şi Waldmann. 1995). 

1.6.3.1. Acilarea diolilor aciclici şi ciclici 

Diolii sunt intermediari valoroşi pentru o serie de reacţii chimice. în multe 
aplicaţii însă este necesară acilarea numai a grupei -OH primare. A fost realizată 
acilarea regioselectivă a diolilor cu o grupă -OH primară şi una secundară prin 
transesterificarea unor acetaţi de alchil în prezenţa lipazelor fară a se determina 
enantioselectivitatea reacţiei (Peter şi colab., 1995, 1997). 

O serie de derivaţi ai 1,3-propandiolului substituiţi în poziţia 2 cu grupe alchil, 
alcoxi, acilamino au fost supuşi acilării catalizate de lipaze iar monoacetaţii s-au 
obţinut cu exces enantiomeric de la moderat la mare, aşa cum se poate observa în 
Tabelul 15. Agentul de acilare a îndeplinit şi rol de solvent. Randamentele obţinute au 
fost ridicate. Reacţiile în şi cu acetat de etil în general decurg mai încet decât reacţiile 
cu şi în acetat de vinii (Tsuji şi colab., 1989; Tombo şi colab., 1986; Atsuumi şi 
colab., 1990; Wang şi colab., 1988; Terao şi colab., 1988 ; Murata şi colab.. 1989). 
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OH + 
CH3 

lipaza 
O 
A CH3 R2-OH 

Schema 22 

Tabelul 15. Acilarea enantioselectivă catalizată de lipaze a diolilor aciclici prochirali 
în solvenţi organici, cu lipază din pancreas de porc (PPL) şi Pseudomonas Jluorescens 
(PFL) 

Ri R2 Lipaza e.e. 
(%) 

Randament 
(%) 

CH., CH2=CH PFL 60 70 
CH.=CH-CH: CH,=CH PFL 81 89 
CH2=CH-(CH2): CHjCH. PPL 90 70 
C0H5 CH,CH2 PPL 92 98 
C6H5CH2 CH,CH2 PPL 13 90 
CaHsCH: CH2=CH PFL >94 100 
1-C,OH7CH: CH2=CH PFL 86 93 
i-Pr CH2=CH PFL 61 85 
CbHii CHjCH, PPL 58 90 
CoHiiCHŢ CHjCH. PPL 10 90 
C6H5CH2OCONH CH2=CH PPL 97 77 
C6H5CH2O (CH,)2CH PFL 96 53 
CeHjCH.O CH2=CH PFL 92 92 
C6H5CH2O CH,CH2 PFL 90 88 i 
C2H5O C6H5 PFL 90 90 ! 

S-a studiat şi acilarea enantioselectivă catalizată de lipaze a derivaţilor ciclici 
ai 1,4-butandiolului. în diferiţi solvenţi cum ar fi acetatul de vinii, acetatul de etil sau 
anhidride acetică. Din Tabelul 16 se observă că s-au obţinut excese enantiomerice şi 
randamente ridicate. 

Tabelul 16, Acilarea enantioselectivă a diolilor ciclici prochirali în solvenţi organici 
cu lipază din pancreas de porc (PPL) şi Pseudomonas fluorescem (PFL) 
(Ader şi colab., 1989; Hemmerle şi Gais, 1987; Hemmerle, 1990) 

Monoacetatul sintetizat ee 
(%) 

Randament 
(%) 

Lipaza Agent de acilare 

OH < 
^ ^ O C O C H A 

>95 82 PFL Acetat de vinii 

88 87 PFL Acetat de vinii 

OCOCH3 
>95 82 PFL Acetat de etil 

0C0CH3 

>95 85 PFL Acetat de vinii 
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Tabelul 16 - continuare 

94 64 PPL Acetat de vinii 

° \ J L ^ ^ ^ ^ O C O C H a 
77 91 PPL Acetat de vinii 

>98 78 PPL Acetat de vinii 

94 71 PFL Anhidridă acetică 

7 44 PFL Acetat de vinii 

fl 1 
80 60 PFL Acetat de vinii 

1 

1.6.3.2. Acilarea alcoolilor primari 

Un mare număr de alcooli primari cu substituenţi cu azot sau oxigen legaţi de 
atomul de carbon chiral, se pot acila enantioselectiv cu reactivi de acilare uzuali, 
obţinându-se ambii enantiomeri. ai alcoolului şi acetatului aşa cum se poate observa în 
Tabelul 17. 

R2 
u 

li paza 

-CH3CHO 

Schema 23 

o o + 
R2 

OH 

R2 Ri 

Tabelul 17. Acilarea enantioselectivă a amestecurilor racemice de alcooli aciclici 
primari cu acetat de vinii în solvenţi organici, în prezenţa lipazei din pancreas de porc 
(PPL) şi Pseudomonas cepacia (PCL) 
(Femandez şi colab., 1992; Ferraboschi şi colab., 1990; Antus şi colab., 1993; Ennes 
şi Old, 1992; Francalanci şi colab.. 1987) 

NH2 NH2 
R Ă ^ O H ^AOOAc 
ee alcool (%) 

85 
R 
Me 

Lipază 
PPL 

ee acetat (%) 
73 

83 Et PPL 78 
99 Pr PPL 99 
95 Bu PPL 95 

Me Me 

ee alcool (%) 
98 

R 
PhS 

Lipază 
PCL 

ee acetat (%) 
98 

98 PhSO. PCL 98 
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Tabelul 17 - continuare 

0 C ° ) OH 
1 
R R 

ee alcool Randament Lipază R ee acetat Randament 
(%) alcool (%) (%) acetat (%) 
>99 37 PCL H 26 -

83 44 PCL Ome 81 43 
NHCOOEt NHCOOEt 

R A ^ O A c 

ee alcool Randament Lipază R ee acetat Randament 
(%) alcool (%) (%) acetat (%) 

90 31 PPL Me >95 30 
>95 31 PPL Et 92 32 

în mod remarcabiL o serie de alcooli primari al căror centru chiral are un 
substituent alchil, s-au obţinut cu înaltă enantioselectivitate prin acilare catalizată de 
lipaza din Pseudomonas Jluorescens. cu acetat de vinii în clorură de metilen. în toate 
cazurile acilarea a fost (5)-specifică. Exemple de acest tip se pot observa în Tabelul 
18. Acetatul corespunzător obţinut a fost de puritate enantiomerică foarte mică. 

Tabelul 18. Obţinerea alcoolilor primari cu substituent alchil la atomul de carbon 
chiraL prin acilări enantioselective cu acetat de viniL în clorură de metilen catalizate 
de lipaza din Pseudomonas jJuorescens (Barth şi Effenberger. 1993). 

Ri R2 ee alcool 
(%) 

Randament 
(%) 

C3H7 CH, 99 22 
C4H9 CHj 97 23 
C4H9 C2H5 96 20 
(CH3)2CHCH2 CH, 98 29 
C(yVi\7 CH3 98 26 

CH3 96 33 

CH, 97 25 

Acilarea enantioselectivă a (/?,.S)-2-metil-l-pentanolului cu acetat de vinii s-a 
făcut cu o lipază din specia Pseudomonas, imobilizată prin legături ionice în porii 
unei răşini schimbătoare de anioni Duolite A 568. S-a urmărit obţinerea izomerului 
{R) al alcoolului, acesta având în finalul reacţiei puritatea enantiomerică > 95% 
(indlekofer şi colab, 1996). 

H 
ÔH 

^ O A c 
ÔH + ^OAc + H3C-^ 

Schema 24 
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în studiile făcute pentru obţinerea unor 1,1,1-trifluoro-2-alcanoli s-a descoperit 
că dintre 40 de lipaze utilizate, cea mai bună în acest scop a fost lipaza din Candida 
antarctica (CAL). Toţi compuşii obţinuţi au avut puritatea enantiomerică > 99%, 
reacţiile au avut loc în hexan, agentul de acilare fiind acetatul de vinii. Timpul de 
reacţie a fost 6-11 zile iar conversiile au fost între 14-35% (Itoh şi colab., 1997). 

CAL OH OAc 

E > 220 FaC 

Schema 25 

1.6.3.3. Acilarea alcoolilor secundari 

Acilarea enantioselectivă catalizată de lipaze a alcoolilor secundari a fost 
studiată pentru o gamă largă de amestecuri racemice şi s-a demonstrat că este metodă 
generală de obţinere a alcoolilor secundari enantiomeric puri (Schema 26). Această 
reacţie este complementară hidrolizei catalizate de lipaze a alcoolilor acilaţi 
corespunzători. în Tabelul 19 se pot observa câteva exemple din acest tip de reacţie, 
realizate cu diferiţi agenţi de acilare, excesele enantiomerice obţinute având valori 
ridicate. 

O H3C 

OH 

lipaza 

-CH3CH0 ^ y ^ Y ' ^ ' 
R2 CH3 

HsC^RI 

OH 

Schema 26 

Tabelul 19. Esterificarea enantioselectivă a amestecurilor racemice de alcooli 
secundari aciclici, catalizată de lipaze în solvenţi organici 

R. R: Lipaza Agent de acilare 
ee 

ester 
(%) 

Rand. 
ester 
(%) 

ee 
alcool 
(%) 

Rand. 
alcool 
(%) 

C2H5 Pr CCL Tributirină 93 38 89 35 
CeHij Pr PPL CljCCH.OCOPr 95 35 90 30 
C6H|3 Pr CCL Tributirină 92 41 95 38 i 
CgHn Pr PPL CljCCH.OCOPr >99 44 95 44 1 

-- —i 

C14H29 Pr PPL CljCCH.OCOPr 98 42 >99 43 1 

Me 

C11H23 PPL CF,CH,OCOC,,H:., 80 38 >97 43 i i 

Me 

OH 

Pr PPL CljCCH.OCOPr 87 31 92 26 
i 
1 
1 

Ph Ac PSL CH2=CHOAC >99 45 93 41 
Ph Ac PCL AC2O >95 39 >95 43 

PhCHj Ac PSL CH2=CHOAC >99 30 66 43 

PhCHz COEt PCL (EtC0)20 >95 39 92 43 
1-naftil Pr PPL CliCCH.OCOPr 95 47 >95 "" 46 

2-naftil Pr PSL CH2=CHOAC >99 41 95 48 î 
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(PCL- lipaza din Pseuchtmmas cepacia\ PPL - lipaza din pancreas de porc; CCL -
lipaza din Candida cylinciracea\ PSL - lipaza din specia Pseudomonas) 
(Cambou şi Klibanov, 1984: Ambramowicz şi Keese, 1989; Kirchner şi colab., 1985; 
Wang şi colab., 1988: Stokes şi Oehlschlager, 1987; Laumen şi colab., 1988; Bianchi 
şi colab., 1988: Theisen şi Heathcock, 1988). 

Un studiu tăcut asupra reacţiei de acetilare asimetrică a unui set de alcooli 
secundari racemici (Schema 28) cu acetat de izopropenil în toluen, a condus la 
obţinerea alcoolilor chirali şi a acetaţilor corespunzători cu un exces enantiomeric 
ridicat ( >99%). Enzima folosită a fost lipaza din Pseudomonas cepacia coliofilizată 
cu p-ciclode\trină peracetilată entrapată în sol-gel. Enantiomerii obţinuţi, ai 
substratului respectiv produsului, au fost separaţi fară derivatizare, prin cromatografie 
de gaze. Reacţia generală se poate observa în Schema 27 (Ghanem şi Schurig, 2003; 
Ghanem, 2003). 

R ^ O 

OH 

lipaza 

(R,Sya\coo\ acetat de izopropenil 

V . 
V 

o 
(R)-ester 

V . X 
OH 

(S)-alcool 

^ O ^ O H 
OH 

1 -(2-furil )etanol 1 -fenil-etanol 

OH 

Schema 27 

HO 

\\ ^ OH 

OH 

1 -fenil-propan-1 -ol 1 -fenil-propan-2-ol 3.3-dimetil-butan-2-ol 

OH 

.OH 

1-(4-metoxifenil)etanol 1-(3-metilfenil)etanol 1-(2-metilfenil)etanol 1-(4-metilfenil)etanol 

HO 

indan-1-ol 

/OH F. 

alfa-tetralol mentol 
= / OH 

1 -fenil-2,2,2-trifluoroetanol 

Schema 28 

S-a studiat reacţia de transesterificare a unui set de nouă alcooli secundari 
racemici şi butanoatul de vinii şi butanoatul de 2,2,2.-trifluoroetil ca donor de acil 
(Schema 29). 
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CALB H, OCOC3H7 

Ri = H, F. CI. Br R2 = •Ph, 
-Ph •ph 

Schema 29 

Acil donorii s-au utilizat în exces de 5:1 faţă de alcooli racemici, iar solventul 
a fost hexanul. Lipaza utilizată ca şi catalizator a fost lipaza B din Candida antarctica 
(Novozyme 435). Selectivitatea reacţiilor, depinde de grupa protectoare a funcţiunii 
hidroxilice din poziţia 3 şi de halogenul din poziţia 1. De asemenea, pentru unele 
substraturi valoarea factorului enantiomeric E depinde de agentul de acilare. 
Rezultatele obţinute se pot observa în Tabelul 20 (Hoff şi colab. 2000). 

Tabelul 20. Transesterificarea alcoolilor secundari racemici cu lipaza din Candida 
antarctica 

Substrat 
1 R. R2 

E 
Butanoat de vinii i 

E 
Butanoat de 2.2,2- i 

trifluoroetii | 
1 F Ph 87 i 490 
2 F CH:Ph 4 j 17 
3 F CH2CH:Ph 37 J 375 ; 
4 CI Ph 11 1 41 ! 
5 CI CH.Ph 13 ! 20 
6 CI CH:CH:Ph 15 i 32 
7 Br Ph 58 : 37 
8 Br CH.Ph 9 13 
9 Br CH.CH,Ph 52 1 26 

Rezultate recente (Reetz şi colab.. 2003) demonstrează conversii şi 
enantioselectivităţi înalte ale lipazelor entrapate în sol-gel în reacţii de acilare 
enantioselectivă ale unor alcooli secundari aciclici. Entraparea lipazei în sol-gcluri 
hibride hidrofobe, derivate dintr-un amestec de tetraalcoxisilan şi silani alchil-
substituiţi, a dus la activitate înaltă şi stabilitate ridicată a enzimei entrapate. Acestea 
sunt datorate interacţiunilor dintre domeniile lipotlle ale enzimei şi zonele hidrofobe 
ale catalizatorului, care au drept rezultat modificări conformaţionale ale centrului 
activ, în special deplasarea capacului a-elicoidal. Astfel enzima devine accesibilă 
moleculelor de substrat şi activitatea observată creşte. Această tehnică pare să fie 
generală pentru lipaze şi conduce la produşi imobilizaţi care pot cataliza 
biotransformări regio-, chemo- şi enantioselective. atât în medii apos-organice cât şi 
în solvenţi organici. 

Precursorii silanici au fost amestecuri de «-butil-trimetoxisilan sau /jf)-butil-
trimetoxisilan şi tetrametoxisilan în raport 5:1. Alcoolul polivinilic şi alcoolul 
izopropilic au fost utilizaţi ca aditivi şi fluorura de sodiu ca şi catalizator. în unele 
experimente au fost utilizaţi aditivi adiţionali, un eter coroană (18-coroană-6) şi un 
surfactant (Tween 80). în unele cazuri enzimele imobilizate au arătat 
enantioselectivităţi neobişnuit de mari faţă de substraturi racemice. în Tabelul 21 sunt 
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prezentate activităţile relative (faţă de enzima liberă) şi enantioselectivităţile în reacţia 
de acilare cu acetat de vinii a 1-fenil-etanolului şi l-naftil-etanolului racemic. 

Tabelul 21. Rezoluţia cinetică a unor alcooli secundari racemici în prezenţa lipazei 
din Burkholderia cepacia. liberă şi încapsulată în sol-gel. 

Substrat Tipul lipazei Aditiv Activitate 
relativă E 

1-fenil-etanoI' liberă - 1 > 100 
imob.sol-gel - 11.1 > 100 
imob.sol-gel 18-coroană-6 16.8 > 100 
imob.sol-gel Tween 80 22.2 > 100 

1-naftil-etanol'' liberă 1 > 100 
imob.sol-gel - 22.9 > 100 
imob.sol-gel 18-coroană-6 15.1 > 100 
imob.sol-gel Tween 80 15.2 > 100 

^solvent: izooctan 
^solvent: toluen 

Alcoolii secundari ciclici se pot de asemenea acila enantioselectiv în prezenţa 
lipazelor. în Tabelul 22 se pot observa câteva exemple de acest tip. 

Tabelul 22. Acilarea enantioselectivă a amestecurilor racemice de alcooli secundari 
ciclici catalizată de lipaze, în solvenţi organici (CCL - lipaza din Canduia 
cylindracea PCL - lipaza din Pseiidomorias cepacia, CAL - lipaza din Candida 
antartica) 
(Fritschke şi colab.. 1989; Frykman şi colab., 1993; Berkovvitz şi colab., 1991, 1992) 

ee alcool Randament 
(%) alcool 

(%) 

Lipază Agent acilare ee acetat Randament 
(%) acetat 

! (%) 

Me Me 
/ S I OH C C L Triacetinâ 

Me Me 

96 36 95 48 

OH 
C A L ETSCOC7HI5 

1 

OCOC7H15 

i 
1 1 

97 
1 
1 97 

X ) 
6H 

>97 47 

PCL CH2=CHOAC 

1 

Ph 0 

T ) 
OAc 

97 47 
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1.6.3.4, Esterificarea acizilor carboxilici 

Esterificarea directă a acizilor carboxilici racemici are loc în solvenţi organici, 
în prezenţa a diferite tipuri de lipaze. în Tabelul 23 se pot observa câteva exemple, 
selectivitatea fiind foarte bună. 

COOH 
lipaza 

COOH COOR3 

Ri R2 Ri R2 

Schema 30 

Tabelul 23. Esterificarea enantioselectivă a acizilor carboxilici în prezenţă de lipază 
din Candida rugosa (CRL) şi lipaza B din Candida antarctica (CAL-B) 

Acidul Alcoolul Lipaza Selectivitatea 
E Bibliografie 

COOH 

R = H sau R = n-QHp, 

heptanol CRL 5 
40 

Hoimberg şi colab.. 
1992 

CK 
COOH 

butanol CRL >300 Persichetti şi colab.. 
1996 

COOH 
butanol CRL 88 Persichetti şi colab.. 

1996 

COOH 

xXf^ alcool 
amilic 

CRL >100 Mustranta, 1992 

COOH 

R = H, Me, Et 
n-alcooli CRL 3-50 Berglund şi colab.. 

1994 
COOH 

0 

propanol CAL-B 2-13 Mertoli şi colab.. 
1996 

COOH 
n-butanol CRL >50 Chattapadhyay şi 

Mamdapur, 
1993 

COOH 

i - B u O O C " ^ 

i-butanol CAL-B 7-10 Ozegowski şi colab., 
1995 
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1.6.3.5. Transesterificarea alcoolilor acilaţi 

Transesterificarea enantioselectivă catalizată de lipaze a esterilor alcoolilor 
racemici cu alcooli achirali în solvenţi organici cu conţinut redus de apă este o altă 
posibilitate de obţinere a compuşilor optic activi. Alcoolizele enantioselective inter- şi 
intramoleculare catalizate de lipaze ale alcoolilor acilaţi şi lactonelor în solvenţi 
organici se pot utiliza în mod avantajos în locul hidrolizelor în cazurile în care se 
observă o stabilitate insuficientă, solubilitate crescută în apă sau selectivitate de grupă 
funcţională mică. Ca alcooli se folosesc propanol şi butanol iar ca solvenţi hexanul, 
diizopropileterul, /cvy-pentanolul şi toluenul. în multe cazuri enantioselectivitatea şi 
randamentul sunt mai mari pentru alcoolize decât pentru hidroliză în reacţii catalizate 
de aceeaşi lipază, cu condiţia utilizării unui mare exces de alcool. 

In Tabelul 24 sunt prezentate valorile exceselor enantiomerice şi 
randamentelor obţinute la transesterificarea cu 1-alcooli alifatici a unor 1,2-
aminoalcooli diacilaţi, în mediu de solvent organic, catalizată de lipaza din 
Pseudomofias cepacia (Kanerva şi colab., 1992). 

+ R-OH 
lipaza 

Schema 31 

Tabelul 24. Rezoluţia optică prin transesterificare cu lipază a 1,2-aminoalcoolilor 
diacilaţi 

1 1 ! ec Randament ee Randament 
Solvent Alcool ester ester alcool alcool 

(%) (%) (%) (%) 
/-Pentanol butanol >95 33 >95 34 
Toluen butanol >95 40 >95 39 
Toluen hexanol >95 46 >95 42 
Toluen octanol >95 41 >95 43 
Dibutileter butanol >95 39 >95 45 
Dibutileter hexanol >95 41 >95 36 
THF butanol >79 45 >95 44 
Acetonitril butanol >85 46 >95 43 

1.6.3.6. Transesterificarea oxazolin-I-onelor 

Alcooliza enantiomerică catalizată de lipaze poate fi aplicată şi esterilor 
acizilor carboxilici, şi oxazolin-2-onelor. Un exemplu în acest sens se poate observa 
în Schema 32. Excesele enantiomerice şi randamentele obţinute au valori mari 
(Tabelul 25). 
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R o 
w 

HNyO 

Ph 

PCL, MeOH, t-BuOMe 

Schema 32 

O 
A Ph 

MeOOC 

NH 

A , 

Tabelul 25. Transesterificarea oxazolinonelor cu lipaza din Pseudomonas cepacia 
(PCL) (Crich şi colab., 1993; Bevinakatti şi colab., 1990. 1992) 

R ee Randament R (%) (%) 
(CH,)2CH 77 47 
(CH3).CH CH: 78 82 
CHjSCH.CH: 82 31 
2-naftiImetil 75 90 
P-CH3C6H4CH2 66 86 
CoH., 75 46 
C6H5CH: 69 93 
C6H5CH;CH2 93 61 
QHş (CH:), 84 91 
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2. CONTRIBUŢII ORIGINALE 

2.1. STUDIUL ACTIVITĂŢII BIOCATALIZATORILOR IMOBILIZAŢI ÎN 
REACŢII DE HIDROLIZĂ ŞI ESTERIFICARE 

Datorită chemo-, regio- şi stereoselectivităţii lipazelor. a condiţiilor blânde de 
reacţie, utilizarea acestora ca biocatalizatori în aplicaţii industriale este un domeniu de 
larg interes. Biocatalizatorii pot fi folosiţi în chimia organică fie pentru sinteza unor 
compuşi care sunt intermediari în fabricarea unor produse chimice, fie pentru 
obţinerea unor produse finite ca atare. Cele mai multe aplicaţii ale biocatalizei sunt în 
industria farmaceutică şi în industria alimentară pentru obţinerea de exemplu a unor 
esteri naturali (Peter şi colab., 2002). Mai nou, în scopul obţinerii unor catalizatori cu 
calităţi îmbunătăţite faţă de enzimele libere, s-au studiat o varietate largă de metode 
de imobilizare a enzimelor. Performanţele acestor catalizatori se testează în reacţii 
chimice ca esteritlcare. interesterificare. hidroliză. 

S-au imobilizat prin adsorbţie. entrapare şi entrapare combinată cu adsorbţie 
lipazele din Candida cylindracea, Pseiidomorms fJuorescens, Pseudomonas cepacia şi 
lipaza pancreatică (Vezi capitolul 3.1.). Aceste lipaze imobilizate au fost testate ca 
biocatalizatori în reacţii de hidroliză şi esterificare. determinându-se activităţile 
hidrolitice respectiv esterificare ale acestora pentru evaluarea eficienţei diferitelor 
metode de imobilizare. 

2.LL Studiul imobilizării lipazelor şi activităţii lipazelor imobilizate în reacţii 
de hidroliză 

2.1.1.1. Determinarea activităţii hidrolitice a enzimelor libere 

Pentru determinarea activităţii hidrolitice s-a preparat o soluţie enzimaticâ prin 
ampastarea enzimei libere cu apă distilată, la o concentraţie corespunzătoare pentru ca 
eliberarea acizilor graşi în urma hidrolizei enzimatice să aibă loc cu o viteză care 
poate fi urmărită prin titrare. A fost determinată activitatea hidrolitică a lipazelor din 
Candida cylindracea (două loturi diferite notate cu Cc' şi Cc"). Pseudomonas 
fluorescens (AK), Pseudomonas cepacia (PS) şi a lipazei din pancreas de porc (PPL, 
obţinută în laborator) în reacţia de hidroliză a uleiului de măsline emulsionat. 

Tabelul 26. Activitatea hidrolitică a enzimelor libere 

Lipaza Activitatea hidrolitică j 
(U/mg) j 

Cc' 0.39 i 
Cc " 0.30 ; 
AK 11.90 
PPL 11.05 
PS 11.40 
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2.1.1.2. Studiul influenţei pH-ului de imobilizare şi suportului asupra activităţii 
hidrolitice a PPL imobilizată prin adsorbţie (Peter şi colab., 1996: Burian şi 
colab., 1997) 

Pentru acest studiu s-a imobilizat lipaza pancreatică pe suport de carbonat de 
calciu folosindu-se soluţie tampon de diferite valori de pH şi pe suport Celite la 
pH=7.0. Rezultatele obţinute la testarea preparatelor sunt prezentate în Tabelul 27. 

Tabelul 27. Reacţii de hidroliză catalizate de PPL imobilizată prin adsorbţie 

Enzima 
pH 

imob Suport 
Activitatea 1 
hidrolitică 

(U/mg) 

Randament 
imobilizare 

(%) 

Randament 
regăsire 

activitate 
(%) 

Activitate 
specifică 

(U/mg p„,.) 

PPL liber - - 11.05 - -

PPL, 7.0 Carbonat 
de calciu 

2.02 19.19 39.56 70.68 
PPL: 8.0 

Carbonat 
de calciu 1.90 20.94 ' 36.36 1 56.92 

PPL, 9.0 

Carbonat 
de calciu 

0.98 8.17 18.46 95.22 
PPL4 7.0 Celite 3.02 1 36.20 70.56 68.39 

I Suport: CaCOj 
I Suport: Celite 

7.0 8.0 9.0 

Valoare pH 

Figura 4. Dependenţa activităţii de hidroliză de pH şi natura suportului utilizat 

Adsorbţia enzimei pe suport este o metodă de imobilizare care implică legarea 
fizică a enzimei de suport, prin legături slabe, de tip van der Waals. legături de 
hidrogen, interacţiuni hidrofobe. Adsorbţia la suprafaţa suportului nu determină 
modificări conformaţionale ale proteinei enzimatice sau distrugerea centrului activ, 
lucru care se reflectă în activitatea preparatelor enzimatice imobilizate. Dezavantajul 
acestei metode constă în stabilitatea redusă a preparatului enzimatic imobilizat 
explicată prin desorbţia uşoară a enzimei de pe suport. 

Dintre cele două suporturi utilizate, rezultate mai bune se obţin cu Celite. care 
are o suprafaţă specifică mare (Figura 4). în acest caz se obţine un randament de 
fixare al enzimei de 36.2%. Dacă se utilizează carbonatul de calciu ca suport 
randamentul de fixare al enzimei este de maxim 20.94%. Aşa cum se observă în 
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Figura 4, pH-ul influenţează adsorbţia enzimei pe suport, astfel la pH=7.0 şi pH=8.0 
imobilizarea conduce la aproximativ aceleaşi rezultate. în timp ce la pH==9.0 se obţin 
rezultate mai slabe. 

2.1.1.3. Entraparea lipazelor în soi-gel şi dependenţa activităţii hidrolitice a 
enzimei imobilizate de tipul aditivului utilizat (Peter şi colab.. 2005) 

în cercetări efectuate până acum (Reetz şi colab., 2003) s-a demonstrat că 
alcoolul izopropilic are un efect benefic în timpul procesului de gelifiere iar aditivi ca 
esteri de sorbitan etoxilaţi. ciclodextrine sau eteri tip coroană pot duce la o creştere a 
activităţii lipazice şi a enantioselectivităţii. Mecanismul prin care acţionează aceşti 
aditivi este foarte complex şi nu în întregime lămurit. Se ştie că unii pot interacţiona 
cu enzima prin intermediul unor legături de hidrogen, iar alţii pot preveni contractarea 
rapidă şi colapsarea porilor în timpul procesului de uscare şi pierderea activităţii 
enzimei (de exemplu polietilenglicolul cu diferite mase moleculare). Există un număr 
mare de asemenea substanţe care pot avea rol de aditiv, dintre care în studiile noastre 
au fost utilizate următoarele: 

- alcoolul etilic, cu rolul de a asigura omogenitatea sistemului de reacţie în 
timpul procesului de formare a sol-gelului, deoarece silanii nu sunt solubili în apă. 

- alcoolul izopropilic. care are în principiu acelaşi rol şi în plus este indicat în 
literatură ca având efect favorabil în cazul lipazei (Soares şi colab.. 2004). 

- polietilenglicolul. care are rol în creşterea diametrului porilor ce se formează 
şi evitarea distrugerii lor în timpul uscării, dar şi pentru a favoriza reacţiile unor 
substraturi hidrofobe prin creşterea afinităţii enzimei faţă de acestea. 

Rezultatele obţinute în studiul utilizării diferiţilor aditivi în procesul de 
încapsulare în sol-gel a lipazei din Candida cylindracea (Cc) sunt prezentate în 
Tabelul 28 şi Figura 5. Silanii precursori folosiţi au fost tetraetoxisilan (TEOS) şi 
metiltrietoxisilan (MTEOS) în diferite rapoarte molare, solul a fost preformat iar 
gelifierea a avut loc în cataliză bazică. Activitatea lipazei imobilizate s-a determinat în 
reacţii de hidroliză. 

Tabelul 28. Efectul aditivilor asupra activităţii lipazei din Cc imobilizată în sol-gel la 
diferite rapoarte molare de TEOS/MTEOS 

Enz. Aditiv 
Met. 
de 

imob. 

Raport 
molar 
TEOS/ 

MTEOS 

Rand. 
imob. 
(%) 

c P̂ROL. 

nitrat 
(mg/ml) 

Act. 
hidrol. 

xIO^ 
(U/mg) 

Act. 
totală 
după 
imob. 
(U) 

Cc", Alc.etilic 10 3:1 72 Nedet. 16.65 5.54 
Cc"3 Alc.izopropilic 10 3:1 53 Nedet. 12.88 4.08 

Cc"4 
Alc.izopropilic 
şi PEG 8000 10 3:1 39 Nedet. 7.77 2.98 

Cc", Alc.izopropilic 
şi PEG 20000 10 3:1 60 Nedet. 8.20 4.35 

Cc'2 Alc.etilic 10 1:1 7 0.099 2.40 0.69 
Cc'5 Alc.izopropilic 10 1:1 10 0.198 3.39 0.98 

Cc'O 
Alc.izopropilic 
şi PEG 8000 10 1:1 9 0.178 2.47 0.83 

Cc', Alc.izopropilic 
şi PEG 20.000 11 1:1 5 0.467 3.41 1.66 
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Figura 5. Dependenţa activităţii lipazei din Cc imobilizate de tipul aditivului 

Ţinând cont de faptul că toate aceste preparate imobilizate au fost obţinute din 
soluţii apoase de sol cu un anumit grad de hidroliză realizat înaintea gelifierii şi 
imobilizării, este explicabil că la raport molar TEOS/MTEOS mai mare (3: 1) alcoolul 
etilic are efectul activator mai pronunţat, deoarece omogenitatea sistemului de reacţie 
în care are loc gelifierea este mai bună. în cazul unui raport molar de I: 1 al silanilor 
precursori, diferenţele de activitate ale preparatelor obţinute sunt mai mici. iar 
activităţile de asemenea sunt mai reduse, dar acest lucru se poate datora şi faptului că 
au fost două loturi diferite de enzimă tip Candida. Se mai poate observa că creşterea 
masei moleculare a polietilenglicolului folosit ca aditiv are de asemenea un efect 
favorabil asupra activităţii enzimei imobilizate. 

2.1.1.4. Studiul dependenţei activităţii hidroiitice a enzimei imobilizate prin 
entrapare de raportul molar al silanilor precursori (Peter şi colab.. 2005) 

Natura silanului precursor are o influenţă importantă asupra caracteristicilor 
matricei polimere care se obţine şi implicit asupra enzimei imobilizate. Aşa cum s-a 
arătat, lipaza este o enzimă a cărei activitate este favorizată de existenţa unui 
micromediu hidrofob în jurul său. fapt care explică şi activitatea mare a acestor 
enzime în mediu de solvenţi organici nepolari. încorporarea unur grupări hidrofobe în 
structura matricii polisiloxanice este de aşteptat să aibă un efect favorabil, care să 
crească odată cu creşterea hidrofobicităţii acestor grupări. Pe de altă parte însă. 
prezenţa unor grupări hidrofobe voluminoase va afecta formarea gelului şi este de 
aşteptat ca gelifierea în aceste condiţii să aibă loc mai greu sau chiar să fie 
împiedicată. 

Din datele de literatură (Reetz. 1997) rezultă că activitatea preparatelor de 
lipază imobilizată prin tehnica sol-gel poate fi îmbunătăţită dacă matricea 
polisiloxanică se obţine pe baza unor precursori silanici conţinând şi grupări alchil 
hidrofobe. Explicaţia acestui fapt este că activarea lipazelor are loc printr-un 
mecanism hidrofob, iar un caracter hidrofil prea puternic al zonei în care se găseşte 
enzimă imobilizată duce la activităti mai reduse. 
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Primul studiu s-a realizat utilizând metiltrietoxisilan ( M r i X ) S ) drept 
componentă cu grupare hidrotbbă. în diferite rapoarte molare faţă de tetraetoxisilan 
(TEOS). S-a lucrat cu sol prelormat, cu un raport ridicat apă/silan (44/1), în cataliză 
bazică (NH3), iar ca aditiv s-a utilizat alcoolul izopropilic. S-au efectuat imobilizări 
pentru două lipaze. din Camliiia cylhuirucea (Ce) (două loturi diferite, notate cu I şi 
11) şi din Pseiuhmouas fluorescens (AK). Activitatea enzimelor s-a determinat în 
reacţii de hidroliză. Contrar datelor din literatură, se obţin activităţi mai mari în cazul 
utilizării componentei cu grupare hidrofobă din matricea sol-gel în cantitate mai mică 
aşa cum se poate observa în Tabelul 29 şi în Figura 6. Aceste rezultate se referă însă 
la activitatea în reacţia de hidroliză a uleiului de măsline, o trigliceridă cu masă 
moleculară destul de mare. iar valoarea activităţii este afectată de posibile limitări 
difuzionale cât şi de necesitatea ca reacţia să aibă loc la interfaţa ulei-apă, unde 
aducerea enzimei imobilizate este realizată mult mai greu decât cea a enzimei libere. 

Tabelul 29. Reacţii de hidroliză catalizate de lipaza AK şi Cc imobilizate prin 
entrapare (sol prefomiat). 

Enzima i [Metoda de 
! imobilizare 1 

Raport molar 
TEOS/MTEOS | 

Activitatea 
hidrolitică 

(t/mg) 

Activitatea 
totală după 
imobilizare 

(U) 
Cc", ' 10 3:1 ! 12.88- 10' , 4.08 
AK4 14 ^ 3:1 ; 9.91 • 10' 3.08 
Cc'5 1 10 • " 1 : 1 " ~3.39-W ' 0.97" 
A K 5 14 1:1 ^ 3.21 • 10^ 0.95 j 

Raport molar TEOS/MTEOS 

Figura 6. Dependenţa activităţii hidrolitice de raportul molar al silanilor 
precurson - studiul I 

Al doilea studiu s-a realizat pe aceleaşi lipaze şi cu aceiaşi silani precursori, 
dar cu sol obtinut in situ deci reacţiile de hidroliză şi polimerizare au avut loc 
concomitent cu încapsularea enzimei. S-a lucrat cu catalizator NaF, alcool izopropilic 
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şi polietilenglicol cu masa moleculară 20.000. De asemenea, cantitatea de apă din 
sistemul de reacţie a fost considerabil redusă, deci raportul molar si lan/apă a fost mai 
mare (1/10). S-a determinat activitatea hidrolitică şi activitatea totală a enzimelor 
imobilizate precum şi conţinutul în proteine al filtratelor obţinute la prelucrarea 
enzimelor după imobilizare (C). Rezultatele obţinute în acest studiu se pot observa în 
Tabelul 30. Pe baza datelor din tabel s-a reprezentat grafic (Figura 7) dependenţa 
activităţii hidrolitice de raportul molar al silanilor precursori. 

Tabelul 30. Reacţii de hidroliză catalizate de lipaza AK şi Cc imobilizate prin 
entrapare (sol obţinut in situ). 

Enzimă 

i 

Metoda 
de 

imob. 

1 j 
Raport molar 

TEOS/MTEOS 

1 
Activitate 
hidrolitică 

1 X 10̂  
1 (U/mg) 

Activitatea 
totală după 
imobilizare 

(li) 

c proteine 

filtrat 
(mg/ml) 

; cc',3 12 1 1 1 4.12 1 1.64 1.177 
1 Cc'u 12 1 3 i 8.20 3.34 1.048 

12 1 5 i 3.34 0.76 0.572 
i AK,7 17 ^ 1 1 16.31 3.41 0.367 
! AK„ 17 i 1 3 28.15 3.75 0.388 
! AK„ 17 1 5 39.30 4.82 0.411 

1:3 1:5 1:1 1:3 
Raport molar TEOS/MTEOS 

Figura 7. Dependenţa activităţii hidrolitice de raportul molar al silanilor precursori -
studiul II 

Se observă că de data aceasta activitatea de hidroliză a enzimelor imobilizate 
este favorizată de creşterea hidrofobicităţii matricei polisiloxanice (creşterea 
raportului molar dintre silanul cu rest hidrofob şi tetraetoxisilan), activitatea maximă 
fiind în cazul lipazei Cc la un raport TEOS/MTEOS de 1/3, iar în cazul lipazei AK la 
un raport de 1/5. în acest din urmă caz s-a obţinut o enzimă imobilizată cu o activitate 
mult mai mare decât în celelalte cazuri în care s-a entrapat aceeaşi enzimă. S-a 
presupus că hidrofobicitatea acestei enzime este mai pronunţată şi deci creşterea 
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caracterului hidrofob al matricii polisiloxanice favorizează obţinerea unei activităţi 
ridicate. 

S-a studiat şi variaţia activităţii hidrolitice funcţie de natura şi raportul molar 
al silanilor precursori pentru un set de lipaze din Candida cylindracea (Cc), 
imobilizate prin entrapare. S-au utilizat silani cu grupări alchil scurte, 
metiltrietoxisilan (MTEOS), etiltrietoxisilan (EtTEOS) şi un silan cu grupare arii şi 
anume feniltrietoxisilan (PhTEOS), în rapoarte molare diferite faţă de tetraetoxisilan 
(TEOS). Catalizatorul utilizat a fost NaF, aditivi - alcool izopropilic şi PEG 20000. 

Rezulatele obţinute sunt prezentate Tabelul 31 şi Figura 8. 

Tabelul 31. Reacţii de hidroliză catalizate de Cc imobilizată prin entrapare 

Enz. 

1 Metoda 
de 

1 imob. 

1 

Silan II 

J 

i ' 1 
Raport 
molar 
TEOS/ 
SilanII 

1 i 

Raport 
molar 

sila n/apă 

1 

1 

Rand. 
1 imob. 
i (%) 1 ! 

Cprotclne 
filtrat 

(mg/ml) 

Activit. 
hidrol. 
xlO^ 

(U/mg) 

Test 1 11 TEOS 6inmoli 1 20 1 5 0.995 3.88 
Cc's 1 ' ' ; MTEOS i 1 1 1 20 î ^ 0.628 5.14 
Cc'. 11 1 EtTEOS 1 1 1 1 20 1 8 0.903 5.89 
Cc',0 11 PhTEOS 1 1 I 20 - 1.220 6.33 
Cc'u i 12 ' MTEOS 1 3 1 10 ' 11 1.049 8.20 
Cc',, 12 ! EtTEOS , 1 3 1 10 i 1 0.743 3.67 
Cc'„ 12 j PhTEOS 1 3 ' 1 10 1 ? 0.955 4.99 

8 -

7-

o 

E 

'5 

1 ^ 

O 
TEOS 
6mmoli 

iTest 
I Silan II - MTEOS 
I Silan II • EtTEOS 
I Silan II - PhTEOS 

1:1 1:1 1:1 1:3 1:3 1:3 

Raport molar TEOS/Silan II 

Figura 8. Dependenţa activităţii hidrolitice de natura şi raportul molar al silanilor 
precursori 

Utilizarea unui amestec echimolecular de silani precursori are un efect benefic 
asupra activităţii şi se observă că nu apar diferenţe importante în ce priveşte 
activitatea preparatelor imobilizate în funcţie de natura silanului utilizat. La creşterea 
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proporţiei de grupări hidrofobe (raport molar 3:1), lorinarea gelului a fost mult 
îngreunată în cazul EtTEOS şi PhTEOS comparativ cu MTHOS, în sensul că timpul 
de gelifiere a tbst mult mai mare şi s-a obţinut o cantitate mai mică de enzimă 
imobilizată. De asemenea, activitatea lipazei entrapate a scăzut odată cu creşterea 
numărului de moli de EtTEOS şi PhTEOS. Se presupune că lipaza nu s-a imobilizat în 
totalitate şi a fost pierdută la spălare. Doar în cazul creşterii raportului molar de 
MTEOS/TEOS de la 1:1 la 3:1 se obţine o mărire a activităţii hidrolitice a enzimei aşa 
cum se poate observa în Figura 8. 

2.1.1.5. Dependenţa activităţii hidrolitice a enzimei imobilizate prin entrapare de 
raportul molar silan/apă şi modul de obţinere al solului 

Raportul molar silan/apă şi modul de obţinere al solului prepolimer sunt doi 
parametri care pot avea un rol important în procesul de obţinere a biopolimerilor 
încapsulaţi prin metoda sol-gel, existând în general o valoare optimă a acestui raport, 
în studiile efectuate nu s-a urmărit determinarea acestei valori optime. întrucât au fost 
modificaţi concomitent şi alţi parametri şi este dificil de apreciat care dintre aceştia a 
exercitat efectul mai important. Studiul realizat asupra acestor doi parametri ia în 
discuţie două lipaze imobilizate şi anume lipaza din Candida cylindracea (Cc) şi 
lipaza din Pseudomonas fluorescens (AK). Imobilizările au fost realizate cu 
tetraetoxisilan şi metiltrietoxisilan în raport molar 1:1 iar solul a fost preformat sau 
obţinut in situ. Rezultatele obţinute sunt prezentate în Tabelul 32 iar în Figura 9 s-a 
reprezentat grafic dependenţa actictivităţii hidrolitice de raportul molar silani : apă. 

Tabelul 32. Reacţii de hidroliză catalizate de Cc şi AK imobilizate prin entrapare 

Enz. Metoda 
de imob. 

Mod de 
obţinere al 

solului 

Raport 
molar 

silan/apă 

1 

Rand. 
imob. 
(%) 

c '"proteine 

filtrat 
(mg/ml) 

i 

Activitate 
hidrolitică 

xlO' 
(U/mg) 

Cc',3 12 In situ 1:10 5 1.177 4.12 

Cc'g 11 Sol preformat 1:20 7 0.628 5.14 

Cc's 10 Sol prefonnat 1:44 10 0.198 
1 

1 
3.39 

17 In situ 1:10 <1 0.667 i 
16.31 

AK<, 15 Sol preformat 1:20 <1 0.640 12.57 

AKj 14 Sol preformat 1:44 <1 0.113 3.21 
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1:10 1:20 1:44 1:10 1:20 
Raport molar silani:apa 

1:44 

Figura 9. Variaţia activităţii hidrolitice de raportul molar silani:apă 

Se poate observa că creşterea raportului molar apă/si lan peste o anumită 
valoare determină scăderea activităţii enzimei imobilizate. Raportul molar optim se 
situează între 1:20 şi 1:10 şi nu poate fi estimat mai exact deoarece metoda de 
obţinere a solului a fost diferită. în cazul lipazei AK, scăderea drastică a activităţii la 
creşterea raportului apă/silan se datoreşte probabil hidrofobicităţii mai pronunţate a 
acestei enzime, despre care s-a mai discutat. 

2.1.1.6. Influenţa timpului de hidroliză al solului asupra activităţii hidrolitice a 
enzimei imobilizate prin entrapare (Peter şi colab.. 2005) 

Pentru acest studiu s-au făcut imobilizări prin entrapare ale lipazei din 
Pseudomonas fluorescem (AK) şi lipazei din Pseudomonas cepacia (PS). S-a lucrat 
cu catalizator bazic (NH3) pentru iniţierea reacţiei de policondensare, cu alcool etilic 
ca aditiv şi pentru asigurarea omogenităţii amestecului. Timpul de hidroliză al solului 
se poate observa în Tabelul 33. Solul preformat a fost obţinut doar cu tetraetoxisilan 
(TEOS, 6 mmoli). S-a determinat activitatea hidrolitică a enzimelor imobilizate, 
randamentul de imobilizare şi randamentul de regăsire a activităţii enzimatice după 
imobilizare. 

Tabelul 33. Reacţii de hidroliză catalizate de AK şi PS imobilizate prin entrapare 

Enz. Met. 
imob. 

Cant. 
enzimâ 
utilizată 

(mg/g ,„.„) 

Timp de 
hidroliză 

sol 
(h ) 

Activitate 
hidrolitică 

X 10^ 
(U/mg) 

Rand. 
imobilizare 

(%) 

Rand. 
regăsire 

activitate 
(%) 

AKg 16 60 24 17.8 50.7 1.90 
PSs 19 60 24 12.4 36.1 1.44 
AK7 16 30 24 32.7 27.1 6.27 
PS7 18 30 24 26.9 42.0 6.12 
AK9 16 30 48 13.8 68.4 3.15 
PS9 19 30 48 13.9 28.8 3.12 

AK,o 16 30 168 12.2 46.2 1.78 
PS,o 19 30 168 8.9 21.9 1.73 
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Creşterea timpului de hidroliză conduee la obţinerea unei reţele mai ramificate 
şi a unei configuraţii diferite a solului prepolimer în momentul adăugării soluţiei 
enzimatice şi a catalizatorului care iniţiază reacţia de policondensare. Aşa cum se 
observă în Figura 10, activitatea enzimei imobilizate scade odată cu creşterea timpului 
de hidroliză al solului. Cea mai mare activitate s-a obţinut cu sol prepolimer de 24 h 
iar cu sol de 48 h activitatea are o valoare injumătăţită pentru ambele lipaze studiate. 

35 H 

30-

? 25H 
X 
o> 
E 20̂  
3 
ii ş 
> 

15-

I 10H 

5-

f 

m u Lipaza AK 
t ^ M Li paza PS 

24h 48h 

Timp de hidroliză sol 

168h 

Figura 10. Dependenţa activităţii hidrolitice de timpul de hidroliză al solului 

2.1.1.7. Influenţa hidraţilor de carbon asupra activităţii enzimelor imobilizate şi 
randamentului de imobilizare (Peter şi colab.. 2005) 

S-a studiat variaţia activităţii enzimelor imobilizate la adăugarea unei cantităţi 
de hidraţi de carbon (18% faţă de cantitatea de enzimă luată pentru imobilizare) în 
soluţia enzimatică preparată înaintea imobilizării. Aceştia ar putea acţiona ca şi 
compuşi şablon, pentru a imprima reţelei formate o anumită conformaţie sterică, după 
care să fie eliminaţi la spălarea gelului. Compuşii şablon mai pot influenţa anumite 
proprietăţi ale enzimelor încapsulate, ca de exemplu enantioselectivitatea, prin 
modificarea microclimatului local în zona centrului activ. De asemenea, ei ar putea 
participa la anumite reacţii de condensare cu grupările silanolice libere şi astfel să 
influenţeze proprietăţile gelului. 

In acest studiu s-a utilizat lipază din Pseiidonionas cepacia (PS). imobilizată 
prin metoda 18, solul preformat conţine doar tetraetoxisilan. catalizatorul folosit a fost 
NH3, iar aditivul alcool etilic. S-au calculat activitatea hidrolitică a enzimelor 
imobilizate, randamentul de imobilizare precum şi activitatea şi conţinutul de proteine 
al filtratelor obţinute în urma prelucrării preparatelor imobilizate. 
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Tabelul 34. Reacţii de hidroliză catalizate de PS imobilizată prin entrapare cu adaos 
de hidrati de carbon 

! Cant. 
enzimă 

obţinută 
(mg) 

Activitate Randament 
Enzima Compus şablon 

Cant. 
enzimă 

obţinută 
(mg) 

hidrolitică x 10̂  
(U/mg) 

imobilizare 
(%) 

PS- test - 652.9 26.9 41.9 
PS, Manoză 671.5 25.6 20.1 
PS, Galactoză j 

Glucoză , 1 

661.5 25.8 25.9 
PS: 

Galactoză j 
Glucoză , 1 " 686.3 22.8 

1 PS. Tactoză 676.7 23.7 18.8 
^ PS. Xiloză 1 675.3 " 2 0 ' " 16.3 

PS, p-Ciclode\trină • 372.7 30 26.8 

I n Activitate hidrolitica (U/mg x 10^) 
• • Randament de imobilizare proteine (%) 

Figura 11. influenţa hidraţilor de carbon din preparatele de PS imobilizate prin 
entrapare asupra activităţii hidrolitice şi randamentului de imobilizare a proteinelor 

Aşa cum se poate observa în Figura 1 1 adaosul de monozaharide (glucoză. 
manoză. galactoză) sau dizaharide (lactoza) nu influenţează semnificativ activitatea 
lipazei PS imobilizate. Adiţia de P-ciclodextrină conduce la preparatul imobilizat cu 
activitatea cea mai mare în timp ce xiloza se pare că are un efect inhibitor asupra 
activităţii. Se poate concluziona că hidraţii de carbon. în special hexozele pot fl 
utilizate în procesele de încapsulare în sol-gel fară ca acestea să afecteze activitatea 
enzimei imobilizate obtinute. 
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2.1.2. Studiul imobilizării lipazelor şi activităţii lipazelor imobilizate în reacţii 
de esterificare 

2.1.2.1. Studiul activităţii de esterificare a PPL imobilizată prin adsorbţie (Kiss şi 
colab.. 1997) 

Lipaza din pancreas de porc s-a imobilizat prin adsorbţie pe un suport solid, 
anorganic, neporos - Celite, care este mult utilizată în imobilizările de enzime şi care 
conform unor studii anterioare s-a dovedit a fi un adsorbent mai bun decât carbonatul 
de calciu. S-a lucrat după trei metode diferite de imobilizare descrise în Capitolul 3.1. 
iar preparatele obţinute s-au testat în reacţia de esterificare dintre acidul lauric şi 1-
octanol. Metoda 5 a constat în depunerea enzimei pe suport prin amestecarea soluţiei 
enzimatice cu Celite. La metoda 6 enzima imobilizată s-a precipitat cu acetonă răcită, 
iar la metoda 7 s-a lucrat ca la metoda 5 cu diferenţa ca la prepararea soluţiei 
enzimatice s-a adăugat zahăr. în toate cazurile pH-ul soluţiei tampon utilizate a fost 
8.0. Valorile obţinute pentru randamentele de ester, activităţile de esterificare şi 
randamentele de regăsire a activităţii enzimatice se pot observa în Tabelul 35. 

Tabelul 35. Reacţii de esterificare a acidului lauric cu l-octanol, catalizate de lipaza 
pancreatică PPL imobilizată prin adsorbţie. 

Metoda 
imobilizare 

Randament Activitate de Randament 
Lipaza Metoda 

imobilizare ester 
(%) 

esterificare 
(M moli/h mg,„,) 

regăsire act. 
(%) 

PPL7 Metoda 7 11 i 0.046 114 
PPL5 Metoda 5 77 ! 0.162 : 349 
PPU Metoda 6 98 ; 0.237 465 

Adsorbţia reprezintă o metodă simplă şi mult folosită pentru imobilizarea 
enzimelor. însă are dezavantajul că enzima imobilizată se desoarbe uşor de pe suport 
şi preparatul nu poate fi folosit de mai multe ori cu aceeaşi eficienţă. Din cele trei 
metode studiate cele mai bune rezultate s-au obţinut în cazul în care enzima 
imobilizată prin adsorbţie s-a precipitat cu acetonă răcită la -15°C, în acest caz 
randamentul de ester după 24 h, activitatea de esterificare şi randamentul de regăsire a 
activităţii enzimatice au avut cele mai mari valori. 

2.1.2.2. Studiul influenţei raportului molar şi naturii silanilor precursori asupra 
randamentului de ester şi activităţii în reacţii catalizate de Cc imobilizată 
prin entrapare 

în aceste cercetări s-a urmărit evoluţia în timp a randamentului de ester în 
reacţii de esterificare a acidului lauric cu l-octanol, catalizate de preparate imobilizate 
prin entrapare a lipazei din Candida cylindracea (Cc). La imobilizare s-au folosit 
diferiţi silani în diferite rapoarte molare aşa cum se poate observa în Tabelul 36. S-au 
luat probe la intervale de 24 h care s-au analizat gaz-cromatografic iar pe baza 
analizelor obţinute s-au calculat randamentele de ester. De asemenea s-au calculat 
activitatea de esterificare şi randamentul de regăsire a activităţii enzimatice după 24 h. 
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Tabelul 36. Reacţii de esterificare catalizate de lipaza din Candida cylindracea 
imobilizată prin entrapare 

1 1 
1 

Nr. Lipaza Raport molar 
silani 

Randament ester 
(%) Activitate 

esterificare 
(pmoli/hgen,) 

Rand. 
regăsire 

(%) 

1 1 
1 

Nr. Lipaza Raport molar 
silani 24h 48h 72h 96h 

Activitate 
esterificare 

(pmoli/hgen,) 

Rand. 
regăsire 

(%) 
1. Cc 

liberă -
36 41 48 55 297.5 -

2. Cc'„ PhTEOS/TEOS 
3:1 

37 52 65 73 56.1 33.4 

3. Cc',, MTEOSATEOS 
5:1 

18 32 42 49 36.6 68.3 

4. Cc'u MTEOS/TEOS 
3:1 

13 21 27 33 26.1 37.6 

5. 
1 
1 

CcS EtTEOSATEOS 
1:1 

6 8 11 13 12.9 24.1 

6. 
1 

Cc',3 MTEOS/TEOS 
1:1 

5 7 9 11 11.0 20.5 

1 Cc',: EtTEOSTEOS 
3:1 

1 
i < 1 < 1 

^ 80-

S 
L. 
O 
s 60-
0 

•O 
c 

1 40-
•o 
e 
8S a: 

20-

0-

• 

2 
• 

• 1 
• ^ - — -

X . 
^^^ A 

/ . ' 
/_ 

20 40 60 

Timp (h) 

80 100 

Figura 12. Variaţia randamentului de ester în timp în reacţii de esterificare cu Cc 
imobilizată 

Preparatele enzimatice obţinute prin metoda de entrapare în sol-gel a lipazei 
din Candida cylindracea s-au dovedit a fi biocatalizatori activi în reacţii de 
esterificare, indiferent de natura precursorului folosit pentru obţinerea gelului (Tabelul 
36). Cea mai mare activitate a avut-o enzima imobilizată Cc'n , cu activitatea de 
esterificare de 56.1 |xmoli/h genz, în care gruparea hidrofobă prezentă în structura 
gelului este gruparea fenil (raport molar PhTEOS:TEOS = 3:1). Acest preparat se 
obţine însă greu, din cauza dificultăţilor care apar la procesul de gelifiere, motiv 
pentru care se poate afirma că pentru reacţii de esterificare se recomandă lipaza 
încapsulată care se obţine pe bază de metiltietoxisilan (MTEOS) şi tetraetoxisilan 
(TEOS) în raport molar de 5:1. Randamentele de regăsire ale activităţilor enzimatice 
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după imobilizare sunt mult mai mari decât în cazul reacţiilor de hidroliză, ceea ce 
indică faptul că acest tip de imobilizare este recomandat în special pentru a obţine 
biocatalizatori activi în procesele de transfonnare ale unor substraturi cu mase 
moleculare relativ mici. 

2.1.2.3. Studiul reacţiilor de esterificare catalizate de PPL imobilizată prin 
entrapare (Kiss şi colab., 2004) 

în acest studiu s-a urmărit variaţia activităţii de esterificare a lipazei 
pancreatice (PPL) imobilizată prin entrapare în sol-gel (metoda 13 : PEG cu 
M=20000, NaF şi alcool izopropilic) în funcţie de precursorii silanici utilizaţi în 
diferite rapoarte molare şi de timpul de maturare al gelului aşa cum se poate observa 
în Tabelul 37. Activităţile de esterificare au fost calculate pentru reacţia de esterificare 
a acidului lauric cu 1-octanoL pe baza randamentului de ester după 24 h de reacţie, 
obţinut in urma analizelor cromatografice. iar randamentul de regăsire a activităţii 
enzimatice s-a calculat prin raportarea activităţii totale a enzimei imobilizate la 
activitatea totală a enzimei libere la 24 h de reacţie. 

Tabelul 37. Reacţii de esterificare catalizate de PPL imobilizată prin entrapare 

Lipaza Raport molar 
SilanII / TEOS 

Timp de 
maturare 

(zile) 

Rand. 
ester 
(%) 

Activitate de 
esterificare x 10̂  
(jimoll/h mgenz) 

Rand. 
regăsire 

activitate 
(%) 

PPL 
liber - 21 349 -

PPU PhTEOS: TEOS 
1:1 ' ; 11 1 23 25 

1 

PPU PhTEOS: TEOS 
2:1 

1 98 ! 228 
1 

i 
62 

PPLio 
PhTEOS: TEOS 

3:1 
1 98 

j 1 
! 231 1 

i 

1 
88 

PPL„ PhTEOS: TEOS 
3:1 2 i 58 

1 

1 
125 

1 
77 

PPL,3 
MTEOS:TEOS 

3:1 1 
i 

1 -

PPL28 
MTEOS:TEOS 

5:1 1 11 24 1 66 

Se observă din Tabelul 37 că dintre preparatele enzimatice obţinute prin 
încapsularea lipazei pancreatice prin metoda sol-gel nu toate au fost active ca 
biocatalizatori în reacţia de esterificare iar această activitate a fost influenţată de 
natura şi raportul molar al silanilor precursori. Preparatul imobilizat obţinut pe bază 
de metiltrietoxisilan şi tetraetoxisilan raport molar 3:1 a avut o activitate toarte mică, 
întrucât s-a format doar o cantitate foarte mică de ester după un timp de reacţie foarte 
lung. 
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Figura 13. Dependenţa activităţii şi randamentului de ester de timpul de maturare al 
solului format din precursori PhTEOS şi TEOS 

în Figura 13 se poate observa că preparatele în care gruparea hidrotobă 
prezentă în structura gelului a fost gruparea fenil au avut activitate de esterificare cea 
mai mare în cazul în care raportul molar PhTEOS:TEOS a fost mai mare de I. Cele 
mai bune rezultate s-au obţinut prin folosirea unui raport molar PhTEOS:TEOS de 
3:1. deci la un conţinut ridicat de grupări fenil în matricea de silice. Aceste preparate 
se obţin însă greu. din cauza dificultăţilor care apar la procesul de gelifiere şi drept 
urmare cantitatea de enzima obţinută în urma imobilizării a fost mai mică decât în 
cazul folosirii altor precursori. 

2.1.2.4. Studiul activităţii de esterificare a PPL imobilizată prin entrapare 
combinată cu adsorbţie (Zarcula şi colab.. 2005) 

în scopul obţinerii unor preparate enzimatice imobilizate cu proprietăţi 
îmbunătăţite şi activităţi ridicate s-a încercat combinarea metodei de entrapare cu 
adsorbţia. Astfel reţeaua de sol-gel se va depune uniform pe suprafaţa adsorbentului 
şi stabilitatea preparatului obţinut va fi mult mai bună decât a celui obţinut prin simplă 
adsorbţie. Variantele de imobilizare încercate au diferit prin natura şi raportul molar al 
silanilor precursori, natura catalizatorului, cât şi prin utilizarea sau nu a unui adaos de 
alcool etilic. Preparatele de PPL imobilizate prin această metodă au fost testate în 
reacţii de esterificare a acidului lauric cu 1-octanol, iar pe baza analizelor 
cromatografice s-a calculat randamentul de ester, activitatea de esterificare şi 
randamentele de regăsire a activităţii enzimatice după 24 h. 

în Tabelul 38 se poate remarca faptul că majoritatea preparatelor imobilizate 
au avut activităţi mari. ceea ce înseamnă că randamentul de regăsire a activităţii 
enzimatice totale a fost foarte mare, în condiţiile în care cantitatea de preparat 
imobilizat a fost de cel puţin 7 ori mai mare decât cantitatea de enzimă supusă 
imobilizării, datorită Celitei adăugate. 
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Tabelul 38. Reacţii de esterificare a acidului lauric cu l-octanoL catalizate de lipază 
pancreatică imobilizată prin entrapare combinată cu adsorbţie (metoda 20) 

Enz. Raport molar 
SilanII /TEOS Sol Cata-

lizator 

Rand. 
ester 
(%) 

Activitate de 
esterificare 

(Minoli/h gen,) 

Rand. 
regăsire 

activitate 
(%) 

PPL 
liber - - - 21 349 -

PPLM 
MTEOS: TEOS 

3:1 i 1 NH, - - -

PPL,ş MTEOS: TEOS 
3:1 1 NaF 25 51 151 

PPL.c PhTEOS: TEOS 
1:1 i 1 

! 
NH, 58 120 357 

PPL, 7 PhTEOS: TEOS 
1:1 1 

NaF 11 23 75 

PPL,8 
MTEOS: TEOS ! 

3:1 1 
- 38 31 74 

PPLio PhTEOS: TEOS ! 
1:1 1 - 99 117 265 

PPL:o 
MTEOS: TEOS ! 

1:1 : ^ NH, 82 170 418 

PPL:, MTEOS: TEOS ! ^ 
2:1 1 -

1 
NH, i 77 1 161 401 

PPL22 
MTEOS: TEOS 

3:1 
2 

i 
NH, 58 122 1 328 

PPL23 MTEOS: TEOS 
4:1 2 NH, 75 156 368 

PPL24 
MTEOS: TEOS 

5:1 2 NH, 
1 

48 99 245 

PPL25 
MTEOS: TEOS 

3:1 2 NaF 12 24 66 

PPL26 
PhTEOS: TEOS 

1:1 2 NH, 71 
1 

148 1 318 

PPL27 
PhTEOS: TEOS 

2:1 2 NH, 67 
i 

141 1 308 

Sol 1 : silani, apă, alcool etilic, acid clorhidric 
Sol 2 : silani, apă, acid clorhidric 

2.1.2.5. Studiul activităţii de esterificare în funcţie de metoda de imobilizare a 
PPL 

Valorile cele mai ridicate ale activităţilor preparatelor imobilizate prin 
entrapare combinată cu adsorbţie, au fost reprezentate în Figura 14, în comparaţie cu 
cele ale enzimei libere şi preparatelor obţinute numai prin adsorbţie. Se poate remarca 
faptul că activitatea cea mai mare a avut-o preparatul obţinut prin adsorbţie urmată de 
precipitarea cu acetonă a enzimei, însă stabilitatea mai mare a preparatelor obţinute 
folosind metoda de entrapare combinată cu adsorbţie face această metodă mai 
avantajoasă chiar dacă activitatea este ceva mai mică. Se mai poate observa că nu 
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există deosebiri semnificative între activităţile de esteriflcare obţinute folosind ca 
precursor MTEOS sau PhTEOS. 

350 

J 
E 300 

g 250 

io 200 

O 150 (/) Q> 
•S 100 
S 

> 
o < 

50 I 

I Enzima libera 
I Adsortjtie 
I Adsorbtie -(-precipitare 
I Rapot molar Silan ll:TEOS =1:1 
I Raport molar Silan ll:TEOS = 2:1 

Silan II = MTEOS Silan II = PhTEOS 
ADSORBTIE ENTRAPARE +ADSORBTIE 

Figura 14. Variaţia activităţii de esterificare în funcţie de metoda de imobilizare a 
PPL 

2.1.2.6. Studiul activităţii de esterificare în funcţie de reţeta de imobilizare a 
PPL 

Studiul metodei de imobilizare combinate, entrapare şi adsorbţie, a presupus 
încercarea mai multor reţete, ţinând cont de faptul că formarea reţelei de sol-gel este 
cea care are influenţa hotărâtoare asupra activităţii preparatului imobilizat. Astfel, 
pentru faza de policondensare care determină gelifierea s-a lucrat în 3 variante: 

• fară catalizator. pH-ul bazic necesar acestei faze fiind asigurat de 
soluţia tampon TRIS introdusă odată cu enzima 

• cu catalizator NH3 
• cu catalizator tip acid Lewis (NaF) 

Pentru a mări omogenizarea soluţiei în faza de formare a gelului şi entrapare a 
enzimei s-a adăugat în alcool etilic unele reţete. 

Din rezultatele prezentate în Figura 15 se poate observa că în cazul utilizării 
metiltrietoxisilanului cele mai bune randamente de regăsire a activităţii enzimatice au 
fost obţinute cu catalizator NH3, dar fară etanol. Chiar fară a se utiliza un catalizator 
propriu-zis, activitatea enzimatică regăsită a fost mai mare decât cea introdusă la 
imobilizare, în timp ce adăugarea de etanol în cazul folosirii NH3 drept catalizator a 
condus la pierderea activităţii. Folosind drept catalizator NaF activităţile au fost mai 
mici decât în cazul amoniacului, însă de data aceasta introducerea ca aditiv a 
etanolului a avut efect pozitiv, randamentul de regăsire înregistrând o creştere uşoară. 

Dacă s-a utilizat ca precursor feniltrietoxisilanul, prezenţa etanolului în sistem 
nu a influenţat randamentul de regăsire a activităţii enzimatice. 
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Enzima 
libera 

MeTEOSrTEOS 
raport molar 3:1 

PhTEOS:TEOS 
raport molar 1:1 

Figura 15. Dependenţa randamentului de regăsire a activităţii PPL imobilizate pnn 
entrapare combinată cu adsorbţie. de reţeta de obţinere a sol-gelului. 

2.1.2.7. Studiul influenţei raportului molar MTEOSrTEOS asupra 
randamentului de regăsire a activităţii enzimatiee 

Pentru acest studiu s-au utilizat preparate enzimatiee imobilizate prin entrapare 
combinată cu adsorbţie ale lipazei pancreatice. S-a urmărit influenţa raportului molar 
MTEOS/TEOS asupra activităţii de esterificare şi asupra randamentului de regăsire a 
activităţii lipazei şi s-au comparat cu valorile obţinute în cazul enzimei libere şi în 
cazul enzimei imobilizate doar prin adsorbţie (Tabelul 39). 

Tabelul 39. Reacţii de esterificare catalizate de PPL imobilizată prin metoda 
combinată 

Lipaza Raport molar 
SilanllATEOS 

Metoda 
imobilizare 

i 

Activitate de 
esterificare 

(Umoli/h g,„,) 

Rand. 
regăsire 1 

! activitate 
(%) 

PPL liber - i 349 

PPLo 
Adsorbţie cu 
precipitare 

Met.6 i 
237 465 

PPL20 
MTEOS: TEOS 

1:1 Entrapare combinată cu 170 i j 

PPL,, MTEOS: TEOS 
2:1 

adsorbţie 
Met.20 i 161 ! 401 

PPL:3 
MTEOS: TEOS 

4:1 1 i . 
156 ; 368 

PPL24 
MTEOS: TEOS 

5:1 ! Q9 245 
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Aşa cum se observă din Figura 16 valoarea randamentului de regăsire a 
activităţii enzimatice cea mai ridicată în ca/ul PPL imobilizată prin metoda combinată 
s-a obţinut la un raport molar MTF^OSn l:C)S de 1:1. dar activ itatea rămâne ridicată şi 
în cazul creşterii acestui raport. Se poate tace observaţia că în cazul esterificării nu se 
contlrmă ideea generală că creşterea proporţiei de grupări hidrofobe în matricea de 
silice determină creşterea activ ităţii enzimei. 

500 

5 400-(0 
> 

300-

o 200 H 
o "O 

(D T3 
C 
ra 

100- . 

0-1 • 

1 .1 
2 :1 

4 1 

5 1 

Raport molar MTEOS:TEOS 
Enzima 
libera Adsorbtie Entrapare combinata cu adsorbtie 

Figura 16. Variaţia randamentului de regăsire a activităţii enzimatice în 
reacţii catalizate de PPL imobilizată diferite metode 
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2.2. STUDIUL UNOR REACŢII ENANTIOSELECTIVE CATALIZATE DE 
LIPAZE PRIN REZOLUŢIE CINETICA 

Cererea în continuă creştere de compuşi optic activi puri, în industria 
farmaceutică, agrochimică şi alimentară a fost unul din motivele care au determinat 
studierea intensă a reacţiilor catalizate de lipaze, cunoscută fiind înalta 
enantioselectivitate a acestora. Toate evenimentele biochimice majore care au loc într-
un organism sunt guvernate de enzime. Datorită faptului că majoritatea dintre ele sunt 
înalt selective cu privire la chiralitatea substratului, este evident că enantiomerii unui 
anumit compus bioactiv cum ar tl produşii farmaceutici sau agrochimici. produc 
diferite efecte fiziologice şi biologice. în consecinţă aceştia trebuie priviţi ca două 
specii distincte. De exemplu (.9)-fenilalanina este amară în timp ce izomerul (R) este 
dulce; (/?)-talidomida este un sedativ bun iar izomerul (S) este teratogen; (.S> 
verapamilul este utilizat în controlul aritmiei cardiace iar (/?)-verapamilul este un 
agent antitumoral (Ghanem şi Aboul-Enein, 2005). 

Metodele utilizate pentru obţinerea compuşilor optic activi pot tl împărţite în 
trei categorii în funcţie de materia primă utilizată. Două dintre metode utilizează 
enzime în vederea obţinerii enatiomerilor şi anume sintezele stereoselective şi 
rezoluţia amestecurilor racemice. 

Substraturi 
chirale 

sinte/e asimetrice 

sinteză cinetică 

/ 
enzimatică chimică 

cristalizare cromatografie 

(bio)cataliză 

Compuşi enantiomeric puri 

Rezoluţia amestecurilor racemice prin rezoluţie cinetică catalizată de lipaze 
este una din cele mai atractive metode utilizate în obţinerea compuşilor enantiomeric 
puri. Din toate metodele folosite în rezoluţia cinetică, transesterificarea în solvenţi 
organici catalizate de lipaze este cea dominantă. Astfel în prezenţa unui donor acil 
corespunzător, a unei enzime şi a unui solvent potrivit, la o temperatură optimă unul 
din enantiomerii amestecului racemic este selectiv transformat în esterul 
corespunzător, în cazul ideal lăsând enantiomerul nereacţionat în forma enantiomeric 
pură. Cea mai bună metodă pentru a obţine o reacţie ireversibilă este atunci când se 
utilizează un ester enolic. reacţia inversă fiind în acest fel împiedicată prin 
tautomerizarea alcoolului rezultat, la acetaldehidă sau acetonă depinzând de acil 
donorul utilizat: ester vinilic sau izopropenil ester. Alcoolii secundari sunt de departe 
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cei mai utilizaţi ca substrat în rezoluţiile catalizate de lipaze. Aceasta datorită 
importanţei lor în sintezele organice dar şi datorită faptului că în mod normal lipazele 
manifestă faţă de aceştia cea mai mare enantioselectivitate comparativ cu alcoolii 
primari şi terţiari (Ghanem şi Aboul-Enein, 2005). 

Esîerifwarea alcoolilor secimdari 

Una din metodele de obţinere a compuşilor optic activi este esterificarea 
enantioselectivă a alcoolilor secundari cu acizi carboxilici catalizată de lipaze. S-a 
studiat reacţia de esterificare a unor alcooli secundari alifatici (2-pentanol şi 2-
octanol) cu acizi carboxilici saturaţi (acid n-hexanoic, acid n-butiric). 
Reacţia generală de esterificare catalizată de o lipază (/?)-selectivă este: 

OH 

(R,S)-alcool 

O 
X 

R2 OH 

acid carboxilic 

lipaza 
Ri r 

Y 
O 

(R)-ester 

HoO 
OH 

(S)-alcool 

Ri - C3H7, C6H13 

R2 = C5H11, C3H7 
Schema 33 

Preparatele enzimatice utilizate au fost din lipaza de pancreas de porc (PPL, 
obţinută în laborator) imobilizată prin adsorbţie pe CaCO} la două valori de pH: 8.0 şi 
9.0 (PPL: şi PPL3), lipaza din Candida cylindracea imobilizată prin adsorbţie pe 
Celite şi preparatul comercial de lipază din Mucor miehei- Lipozyme^^\ Reacţiile s-au 
desfăşurat în solvent organic - n-hexan. S-au realizat şi experimente cu concentraţii 
mici de apă în mediul de reacţie (0.03% şi 0.05%) pentru observarea influenţei apei 
asupra reacţiei. 

Acilarea alcoolilor secundari 

Dintre variantele de sinteză a unor compuşi optic activi, 
transesterificarea/acilarea enantioselectivă a unor alcooli secundari, în solvent 
organic, catalizată de lipaze ocupă locul cel mai important. Scopul acestui studiu a 
fost utilizarea unor lipaze imobilizate prin diferite metode în reacţii de acilare 
enantioselectivă a unor alcooli secundari. 

Cei trei alcooli secundari utilizaţi în studii au fost 2-butanolul, 2-pentanolul şi 
2-octanolul iar reactivul de acilare ales pentru a obţine o reacţie ireversibilă a fost 
acetatul de vinii. Aşa cum a rezultat din studiul documentar desfăşurarea acestor 
reacţii este recomandată a avea loc în mediu de solvent organic cu un conţinut cât mai 
mic de apă pentru a nu favoriza reacţiile de hidroliză, dar în acelaşi timp suficient 
pentru a menţine conformaţia catalitic activă a lipazei. Solventul ales a fost n-hexanul. 
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Reacţia generală de transesteritlcare catalizată de o lipază (/?)-sclectivă este: 

O 

OH 

(R.S)-a\coo\ acetat de vinii 

T + £ + 
V o 

(R)-ester (S)-alcool 

ÔH 

Ri - C2H5, C3H7, C6H13 "O 
acetaldehida 

Schema 34 

Preparatele enzimatice utilizate au fost obţinute prin imobilizarea prin diverse 
metode a iipazei din Pseudomotias fluorescem (AK) şi lipazei BUTE-3b. Metodele de 
imobilizare au fost: entrapare în sol-geL adsorbţie şi entrapare combinată cu adsorbţie. 
De asemenea a fost realizată şi câte o reacţie cu enzima liberă pentru fiecare enzimă şi 
respectiv pentru fiecare substrat, necesară pentru calcularea randamentului de regăsire 
a activităţii lipazelor. 

2.2.1. Reacţii de esterificare enantioselectivă 

2.2.1.1. Studiul dependenţei excesului enantiomeric de tipul enzimei utilizate în 
reacţiile de esterificare a 2-pentanolului (Kiss şi colab., 1998) 

A 
In acest studiu, enantioselectivitatea unor lipaze imobilizate prin adsorbţie pe 

suport de carbonat de calciu, respectiv Celite a fost comparată cu cea a enzimei 
comerciale Lipozyme (obţinută din Mucor niiehei), care are un preţ ridicat ce 
împiedică utilizarea sa la nivel industrial, exceptând aplicaţiile unde valoarea 
produsului este foarte ridicată. Ca reacţie model a fost aleasă esterificarea 
enantioselectivă a 2-pentanolului care pentru o lipază (/?)-selectivă este: 

o 
R ^ O H 

acid carboxilic 

li paza 

(R)-ester 

OH 

(S)-2-pentanol 

H2O 

R - C5H11, C3H7 
Schema 35 

S-a lucrat în prima fază cu acid hexanoic (raport molar acid : alcool 1:2) şi cu 
patru enzime imobilizate. în urma rezultatelor obţinute s-a mai făcut un set de reacţii 
cu acid hexanoic, şi acid butiric în diferite rapoarte molare, cu conţinut diferit de apă 
dar doar cu Lipozyme. Conversia alcoolului a fost calculată pe baza analizelor gaz-
cromatografice şi ea a fost considerată egală cu randamentul reacţiei de esterificare 
întrucît nu este posibilă obţinerea vreunui produs secundar în aceste condiţii. 
Rezultatele obţinute se pot observa în Tabelul 40 şi Tabelul 41. 
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Esterificare enantioselectivă a 2-pentanolului cu acid hexanoic (raport molar 
alcool : acid 2:1) în hexan la 3 7 X a fost catalizată de patru lipaze diferite imobilizate. 
După separarea produşilor s-a detemiinat excesul enantiomeric de (/?)-ester prin 
spectroscopie de rezonanţă magnetică nucleară. 

Tabelul 40. Reacţii de esterificare enantioselectivă a 2-pentanolului 

Tipul lipazei imobilizate 
Timp de 
reacţie, 

zile 

Conversie 
alcool 
(%) 

ee 
(%) 

C ̂  undi da cvlindraceaCd i te 7 36 -

PPL'CaCO., ' 3 60 21 
RPLCaCO./"" 3 42 18 
Lipoz>Tne 6 43 >99 

Din datele Tabelului 40 se poate observa că în cazul lipazei pancreatice 
imobilizate pe CaC03 pH-ul la care se face imobilizarea reprezintă un parametru 
important ce influenţează activitatea enzimei imobilizate. Lipaza imobilizată la pH 8 
s-a dovedit a fi mai eficientă decît cea imobilizată la pH 9. Lipaza din Candida 
cylindracea nu s-a dovedit a fi un catalizator enantioselectiv în condiţiile date. în timp 
ce lipaza comercială Lipozyme a demonstrat o stereoselectivitate remarcabilă, doar 
enantiomerul (/?) fiind detectat prin analiza 'H-RMN a produsului. 

2.2.1.2. Studiul influenţei unor parametri de reacţie asupra conversiei în reacţiile 
de esterificare a 2-pentanolului şi 2-octanolului (Kiss şi colab., 1998) 

In acest studiu s-a lucrat cu Lipozyme, care s-a demonstrat anterior ca duce la 
formarea (/?)-esterului cu un exces enantiomeric >99%. Reacţiile studiate au fost 
esterificările 2-pentanolului şi 2-octanolului cu acid hexanoic şi acid butiric. în funcţie 
de raportul molar alcool : acid şi conţinutul iniţial de apă din sistemul de reacţie. 

Tabelul 41. Reacţii de esterificare enantioselectivă catalizate de Lipozyme 

Alcool Acid 
Raport 
molar % apă în 

sistem 

Timp de 
reacţie 

Randament 
esterificare 

alcool:acid 

% apă în 
sistem (zile) (%) 

2-pentanol hexanoic 1:1 - 8 41 
2-pentanol hexanoic 1:1 0.03 6 46 
2-pentanol hexanoic 1:1 0.05 7 42 
2-pentanol butiric 1:1 - 9 48 
2-pentanol butiric 1:1 0.03 9 40 
2-pentanol butiric 1:1 0.05 6 33 
2-pentanol hexanoic 2:1 - 6 85 
2-pentanol hexanoic 2:1 0.03 7 84 
2-pentanol hexanoic 2:1 0.05 10 84 
2-pentanol butiric 2:1 - 7 88 
2-pentanol butiric 2:1 0.03 7 80 
2-pentanol butiric 2:1 0.05 7 84 
2-octanol hexanoic 2:1 - 7 46 
2-octanol butiric 2:1 - 7 72 
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Pe baza analizelor gaz-cromatografice s-a putut calcula conversia alcoolului, 
din care s-a calculat randamentul de esteritlcare, considerat faţă de acidul carboxilic, 
reactantul limitativ. 

Se observă că la rapoarte echimolare molare alcool : acid, s-au obţinut 
randamente de esterificare mai mici de 50 %, ceea ce confirmă enantioselectivitatea 
pronunţată a enzimei, reflectată de vitezele de esterificare foarte mici ale izomerului 
{S). Pentru a favoriza deplasarea echilibrului şi conversia cât mai avansată a acidului, 
care ar impurifica produsul de reacţie s-a lucrat cu un exces de alcool (raport molar 
2:1). în acest caz randamentele obţinute au depăşit 85%, ceea ce demonstrează o 
esterificare avansată a izomerului (/?). 

în sintezele în care s-a introdus o concentraţie iniţială mică de apă în mediul 
de reacţie valoarea conversiei nu s-a modificat semnificativ, deci se poate considera 
că nici apa formată în reacţie nu influenţează defavorabil desfăşurarea procesului. De 
asemenea, nu s-au înregistrat diferenţe semnificative între conversiile realizate 
utilizând acid butiric în loc de acid hexanoic, în timp ce creşterea lungimii lanţului 
hidrocarbonat al alcoolului a determinat scăderea conversiei în cazul 2-octanolului 
comparativ cu 2-pentanolul. 

2.2.1.3. Studiul influenţei temperaturii şi timpului de reacţie asupra conversiei 
acidului hexanoic în reacţiile de esterificare cu 2-pentanol (Kiss şi colab., 1998) 

Studiul influenţei temperaturii s-a bazat pe rolul foarte important al acesteia în 
reacţiile enzimatice, pe de o parte pentru că şi viteza acestor reacţii creşte în mod 
normal odată cu creşterea temperaturii, iar pe de altă parte pentru că o temperatură 
prea ridicată poate duce la inactivarea enzimei prin denaturarea termică a proteinei 
enzimatice. în aceste condiţii, este important să se stabilească temperatura optimă la 
care aceste procese au loc cu viteză suficient de mare. fără a fi periclitat însă 
catalizatorul enzimatic. în cazul proceselor relativ lente, cum este cel studiat de noi, 
este şi mai important să se lucreze în condiţii în care viteza de reacţie este cât mai 
mare şi reacţia poate fi finalizată în timp cât mai scurt. 

Studiul a fost realizat pentru reacţia de esterificare a acidului hexanoic cu 2-
pentanol (raport molar 1:2), catalizată de Lipozyme în mediu de n-hexan, la 
temperaturi cuprinse între SO '̂C şi 5 0 T . Reacţia a fost urmărită timp de 6 zile. 
prelevându-se probe la intervale de 2 zile. 

Aşa cum se poate observa din rezultatele prezentate, în general se observă o 
creştere a conversiei cu temperatura. Această creştere este însemnată în intervalul 30-
40°C şi mai puţin concludentă în intervalul 40-50T. în aceste condiţii se poate afirma 
că reacţia a avut loc cu viteză suficientă la temperatura de 40X\ la care nu există nici 
un pericol al degradării termice a enzimei şi în consecinţă ea poate fi considerată 
temperatura optimă pentru procesul studiat. 

Tabelul 42. Influenţa temperaturii asupra reacţiei de esterificare catalizată de 
Lipozyme 

Temperatura 
CC) 

Conversia acidului 
(%) 

Temperatura 
CC) 

2 zile 4 zile 6 zile 
30 9 30 44 
40 26 72 85 
45 36 76 87 
50 40 80 90 
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Figura 17. Graficul dependenţei conversiei de temperatură, la diferite intervale 
de timp, pentru esterificarea acidului hexanoic cu 2-pentanoL catalizată 

de Lipozyme. 

2.2.2. Reacţii de transesterificare enantioselectivă 

2.2.2.1. Studiul dependenţei activităţii de transesterificare şi a selectivităţii 
reacţiei de raportul şi natura silanilor precursori, în reacţiile de acilare a 
2-butanolului 

Reacţia generală de acilare a 2-butanolului pentru o enzimă (/?)-selectivă este: 

OH 

2-butanol 

J l ^ lipaza 

acetat de vinii 

V OH 

(R)-acetat de butii (S)-2-butanol 

Schema 36 
acetaldehida 

• Catalizator : lipaza AK imobilizată prin entrapare în sol-gel 

Pentru acest studiu s-au luat în discuţie zece reacţii de transesterificare ale 2-
butanolului, nouă reacţii cu preparate enzimatice obţinute prin imobilizarea lipazei 
AK prin entrapare şi o reacţie cu lipaza AK liberă. Pe baza analizelor cromatografice 
ale probelor luate după 24 h de reacţie s-au determinat activitatea de transesterificare, 
randamentul de regăsire a activităţii enzimatice, excesul enantiomeric (ee) şi factorul 
enantiomeric (E). Rezultatele obţinute se pot observa în Tabelul 43. 
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Tabelul 43. Reacţii de acilare a 2-butanoliilui catali/ale de lipa/a AK imobilizată 

Lipaza Raport molar 
silani precursori 

Rand. 
ester 
(%) 

Activitate de 
transesterificare 
(Hmol'h''mg"') 

Rand. 
regăsire 

(%) 
ee E 

AK 
liber - 75 7.220 0.085 1.4 

AKu 
PhTEOS:TEOS 

1:1 66 0.619 34 0.100 1.4 

AK,: PhTEOSrTEOS 
2:1 80 0.927 16 0.085 1.5 

AK,., PhTEOS:TEOS 
3:1 80 0.737 17 0.070 1.4 

AKu 
EtTEOS:TEOS 

1:1 11 0.190 8 0.014 1.1 

AK,5 
EtTEOS:TEOS 

2:1 35 0.321 10 0.077 1.2 

A K „ EtTEOS:TEOS 
3:1 64 0.493 10 0.077 1.3 

AK|^ MTEOS:TEOS 
1:1 16 0.288 22 0.026 1.1 

AK,s 
MTEOS:TEOS 

2:1 20 0.403 29 0.046 1.1 

AK,g MTEOS:TEOS 
3:1 24 0.378 27 0.066 1.2 

Pe baza rezultatelor din acest tabel s-a reprezentat grafic activitatea de 
transesterificare şi factorul enantiomeric în funcţie de natura şi raportul molar al 
silanilor precursori. 

0,00 

MTEOSiTEOS 
EtTEOS.TEOS 
PhTEOS:TEOS 

1:1 2:1 3:1 1:1 2:1 3:1 1:1 2:1 3:1 

Raport molar silani precursori 

Figura 18. Dependenţa activităţii de transesterificare de natura şi raportul 
molar al silanilor precursori. Activitatea enzimei AK libere pe substratul 2-butanol a 
fost 7.22 |amol/h-mg. 
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] MTEOS:TEOS 
EtTEOSiTEOS 
PhTEOS:TEOS 

Enzima Enzima imobilizata prin entrapare in sol-gel 
libera 

Figura 19. Dependenţa factorului enantiomeric de natura şi raportul molar al 
silanilor precursori. în reacţii catalizate de lipaza AK imobilizată prin entrapare 

Din Figura 19 se poate observa că cele mai mari activităţi s-au obţinut în cazul 
utilizării PhTEOS alături de TEOS ca silani precursori în acest caz activitatea maximă 
obţinându-se la un raport molar PhTEOS/TEOS de 2:1. Comparativ cu enzima liberă, 
activităţile după imobilizare sunt mai mici, ceea ce înseamnă că randamentele de 
regăsire a activităţii enzimatice totale sunt cuprinse între 10-35%, aşa cum rezultă din 
Tabelul 43. Selectivităţi mari s-au obţinut de asemenea în cazul utilizării PhTEOS. 
valoarea maximă a factorului enantiomeric înregistrându-se tot la raportul molar 
PhTEOS/TEOS de 2:1. Comparativ cu reacţia care utilizează drept catalizator enzima 
liberă, selectivitatea reacţiilor catalizate de enzimele imobilizate nu diferă foarte mult. 
existând preparate care în urma imobilizării conduc la o creştere a factorului 
enantiomeric. Cu toate acestea excesele enantiomerice obţinute sunt foarte mici şi 
utilizarea preparatelor imobilizate nu duc la creşterea selectivităţii reacţiei, deci acestă 
enzimă nu este potrivită pentru separarea izomerilor 2-butanolului. 

• Catalizator: lipaza AK imobilizată prin adsorbţie şi entrapare combinată cu 
adsorbţie 

Pentru realizarea acestui studiu s-a lucrat cu şase preparate enzimatice obţinute 
prin imobilizarea lipazei AK prin entrapare în sol-gel combinată cu adsorbţie, raportul 
molar al silanilor precursori fiind trecut în Tabelul 44. Pentru compararea rezultatelor 
s-au efectuat şi reacţii cu enzima liberă şi cu enzima imobilizată doar prin adsorbţie pe 
Celite. Rezultatele obţinute în urma calculelor au fost trecute în Tabelul 44. 
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Tabelul 44. Reacţii de acilare a 2-butanolului cu lipa/a AK imobilizată prin metoda 
combinată 

Lipaza Raport molar 
silani precursori 

Rand. 
ester 
(%) 

Activitate de 
transesterificare 
((iinol'h"''mg"') 

Rand. 
regăsire (%) ee E 

AK 
liber 

- 75 7.220 0.085 1.9 

AK:o MTEOS:TEOS 
1:1 9.7 0.124 18 0.014 1.0 

AK:, MTEOS:TEOS 
3:1 38 0.195 27 0.054 1.2 

AK:: MTEOS:TEOS 
5:1 54 0.239 33 0.061 1.2 

AK:, TEOS 6mmoli - - - -
-

AK:4 PhTEOS:TEOS 
1:1 79 0.328 48 0.058 1.3 

AK:5 EtTEOS:TEOS 
1:1 62 0.244 34 0.060 1.3 

AK, Adsorbţie " >99 0.357 49 0.036 1.3 

Pe baza rezultatelor din tabel s-au reprezentat grafic activitatea de 
transesterificare în funcţie de raportul molar şi natura silanilor precursori utilizaţi la 
imobilizare prin metoda combinată. Se poate observa în Figura 20 prin comparaţie cu 
reacţia catalizată de enzima imobilizată doar prin adsorbţie. că cele mai bune activităţi 
s-au obţinut cu PhTEOS ca precursor silanic alături de TEOS. Rezultate bune au fost 
obţinute şi în cazul utilizării EtTEOS : TEOS 1:1 respectiv MTEOS : TEOS 3:1. 

Adsorbţie Entrapare combinata cu adsorbţie 

Figura 20. Dependenţa activităţii de transesterificare de natura şi raportul 
molar al silanilor precursori. Activitatea enzimei AK libere a fost 7.22 |.imol/h mg. 
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Substrat 2-butanol 
MTEOSiTEOS 
EtTEOS:TEOS 
PhTEOS:TEOS 

Enzima Adsorfotie Entrapare combinata cu adsorbtie 
libera 

Figura 21. Dependenţa factorului enantiomeric de natura şi raportul molar al 
silanilor precursori. 

Selectivitatea reacţiilor catalizate de lipaza AK imobilizată prin metoda 
combinată în reacţiile de acilare a 2-butanolului nu este semnificativ influenţată de 
natura şi raportul molar al silanilor precursori, aşa cum se poate observa în Figura 21, 
valorile factorului enantiomeric fiind apropiate şi de cele ale reacţiei catalizate de 
enzima imobilizată prin adsorbţie. 

• Catalizator: lipaza BUTE-3b imobilizată prin entrapare în sol-gel combinată 
cu adsorbţie 

Cele şapte preparate enzimatice obţinute prin imobilizarea lipazei BUTE-3b 
prin metoda combinată, au fost testate în reacţii de acilare a 2-butanolului. De 
asemenea s-au efectuat reacţii si cu enzima liberă şi cu cea imobilizată doar prin 
adsorbţie. 

Tabelul 45. Acilarea 2-butanolului cu acetat de vinii. în prezenţă de lipază BUTE-3b 
imobilizată prin entrapare în sol-gel combinată cu adsorbţie. 

Lipaza Raport molar 
silani precursori 

Rand. 
ester (%) 

Activitate de 
transesterificare 
(fimol-h '-mg') 

Rand. 
regăsire 

(%) 
ee 

1 

E 

BUTE-3b 
liber 

- 66 2.374 - 0.46 7.6 
L. __ 

BUTE-3b, MTEOSrTEOS 1 1 14 0.056 24 0.48 [ 3 . 2 
BUTE-Sbj MTEOS:TEOS 3 1 18 0.074 31 0.47 1 3.5 
BUTE-3b4 MTEOSiTEOS 5 1 35 0.145 60 0.46 3.5 ^ 
BUTE-3b5 EtTEOS:TEOS 1 1 16 0.063 26 0.44 4.2 
BUTE-3b6 PhTEOS.TEOS 1 1 16 0.136 49 0.49 3.6 
BUTE-3b7 PhTEOSrTEOS 2 1 16 0.184 60 0.47 3.9 
BUTEObg PhTEOS:TEOS 3 1 20 0.184 60 0.46 3.6 
BUTE-3b, adsorbţie 34 0.202 61 0.46 4.2 
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Pe baza datelor din Tabelul 45 s-a reprezentat grafie dependenţa aetivităţii de 
transesterifieare de natura şi raportul molar al silanilor preeursori, şi s-a comparat cu 
rezultatul obţinut în reacţia catalizată de enzima imobilizată prin adsorbţie (Figura 
22). De asemenea s-a reprezentat gratie dependenţa factorului enantiomeric F de 
natura şi raportul molar al silanilor precursori (Figura 23). 

0.00 

Substrat 2-butanol 
2:1 3:1 

HPhTEOSrTEOSi 
• • EtTEOSiTEOS 

j I I Z ] MTEOS:TEOS 

5 1 

3:1 
1 : 1 

Adsorbţie Entrapare in sol-gel combinata cu adsorbţie 

Figura 22. Dependenţa activităţii de transesterifieare de natura şi raportul molar al 
silanilor precursori în reacţii catalizate de lipaza BUTE-3b imobilizată. Activ itatea 

enzimei libere a fost 2.374 ),uTiol h^ mg''. 

E 0 
1 ^ 
o 3 
o 
O n 2 

Substrat: 2-butanol 

Enzima 
libera 

1:1 

• PhTEOSrTEOS 
• EtTEOS:TEOS 
3 MTEOSrTEOS 

3:1 
1:1 

5:1 

Adsorbţie Entrapare in sol-gel combinata cu adsorbţie 

Figura 23. Dependenţa factorului enantiomeric de natura şi raporUiI molar al 
silanilor precursori în reacţii catalizate de lipaza BLJTE-3b imobilizată prin 

entrapare combinată cu adsorbţie. 
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Acilarea 2-butanolului cu enzima BUTE-3b imobilizată prin entrapare 
combinată cu adsorbţie a decurs după 24 h cu randamente cuprinse între 14-35 %, aşa 
cum se poate observa din Tabelul 45. în cazul utilizării MTEOS cea mai mare valoare 
a activităţii de transesterificare s-a înregistrat la un raport molar MTEOS/TEOS de 
5:1. Cele mai bune rezultate în acest studiu s-au obţinut în cazul utilizării PhTFOS ca 
precursor silanic alături de TEOS aşa cum se poate observa şi în Figura 22. 

Pentru acest substrat selectivitatea reacţiei nu a prezentat diferenţe semnificative 
în funcţie de silanii precursori utilizaţi. Cea mai mare valoare înregistrată a fost în 
cazul utilizării preparatului enzimatic imobilizat obţinut cu EtTEOS/TEOS în raport 
molar de 1:1. Valorile factorului enantiomeric scad însă în cazul utilizării lipazei 
imobilizate prin metoda sol-geL atât comparativ cu enzima liberă, cât şi faţă de cea 
imobilizată numai prin adsorbţie. 

2.2.2,2. Studiul dependenţei activităţii de transesterificare şi a selectivităţii 
reacţiei de raportul şi natura silanilor precursori, în reacţiile de acilare a 
2-pentanolului 

Reacţia generală de acilare a 2-pentanolului catalizată de o enzimă (/?)-selectivă este: 

2-pentanol acetat de vinii 

OH 

(f?)-acetat de pentil (S)-2-pentanol 

Schema 37 

^ O H 

acetaldehida 

• Catalizator : lipaza AK imobilizată prin entrapare în sol-gel (Zarcula şi colab., 
2005) 

Pentru acest studiu s-au luat în discuţie zece reacţii de transesterificare ale 2-
pentanolului. unde pe baza analizelor cromatografice ale probelor luate după 24 h de 
reacţie s-au determinat activitatea de transesterificare. randamentul de regăsire a 
activităţii enzimatice. excesul enantiomeric (ee) şi factorul enantiomeric (E). 
Rezultatele obţinute se pot observa în Tabelul 46. 

Tabelul 46. Reacţii de acilare a 2-pentanolului catalizate de lipaza AK imobilizată 

Lipaza 
Raport molar 

silani 
precursori 

Rand. 
cster 
(%) 

Activitate de 
transesterificare 
(umol-h'-mg"') 

Rand. 
regăsire 

(%) 
ee 1 E 

i 

AK 
liber - 48 4.940 0.49 j 4.5 

AK,, ^ PhTEOSiTEOS" 
1:1 59 0.394 32 0.47 ! 5.3 i 

AK,2 
PhTEOS:TEOS 

2:1 84 0.601 15 
1 

0.17 ; 3.3 
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Tabelul 46 - continuare 

AK,, PliTEOS:TEOS 
3:1 88 0.616 20 0.14 i 4.7 

AK,4 EtTEOS:TEOS 
1:1 14 0.077 5 0.53 3.5 

AK,5 EtTEOS:TEOS 
2:1 52 0.451 20 0.46 4.3 

AK„ EtTEOS:TEOS 
3:1 57 0.511 15 0.40 3.8 

AK,7 MTEOS:TEOS 
1:1 14 0.118 13 0.63 4.9 

AK,s 
MTEOS:TEOS 

2:1 
25 0.230 24 0 65 i 5 8 

AK|o 
MTEOS:TEOS 

3:1 19 0.200 21 
i 

0.69 6.3 

Din Tabelul 46 se observă că după 24 h s-au obţinut randamente de ester 
cuprinse între 14-88%, ceea ce înseamnă că activitatea preparatelor obţinute a diferit 
şi de această dată mult în funcţie de natura şi raportul molar al silanilor precursori. 
Acest lucru se poate observa în Figura 24, confirmându-se că preparatul care a fost 
obţinut cu PhTEOS a fost cel mai activ şi faţă de acest substrat, însă şi cele obţinute 
cu EtTEOS au avut activităti de transesterificare ridicate. 

0 . 6 -

0.5-

0.4-

0 
1 0.3H 0 
1 
> 0.2^ t> < 

0.1 -

0.0 

Substrat 2-pentanol 
I • • PhTEOS:TEOS 
i • • EtTEOS:TEOS 
i MTEOSrTEOS 

1:1 2:1 3:1 1:1 2:1 3:1 1:1 2:1 3:1 
Raport molar silani precursori 

Figura 24. Dependenţa activităţii de transesterificare de natura şi raportul 
molar al silanilor precursori. Activitatea de transesterificare a enzimei libere 
pe 2-pentanol a fost 4.94 |,imol h '-mg''. 

Comparând valorile randamentelor şi cele ale exceselor enantiomerice se 
observă că cu cât valoarea randamentului de ester depăşeşte 50%. cu atât excesele 
enantiomerice devin mai mici. Fiind vorba despre o rezoluţie cinetică, acest lucru este 
normal, pentru că reacţionând ambii enantiomeri rezultă că puritatea optică a 
produsului va scădea. 

Dacă se consideră cromatogramele amestecurilor de reacţie la 24 h ale 
reacţiilor de acilare catalizate de lipaza AK liberă şi ce a imobilizată prin entrapare 
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AKig (Figura 25), se poate observa creşterea excesului enantiomeric în cazul enzimei 
imobilizate justificând astfel unul din motivele imobilizării enzimelor libere. 

2000000 

1500000-

^ 1000000 o 
o o o 
Z 500000 (Q 
C 
E 
(S 

0 -

-500000 -1 1 1 r-
2 3 4 5 

Timp (min) 

-AK libera 

Figura 25. Cromatogramele amestecurilor de reacţie la 24h, din reacţia de acilare a 2-
pentanolului cu lipaza AK liberă şi AK|9 

1 - 2-pentanol, 2 - (.S)-acetat de pentil, 3 - (/?)-acetat de pentil, 4 - n-decan 

în Figura 26 sunt prezentate cromatogramele amestecului de reacţie la diferite 
intervale de timp. ale reacţiei catalizate de lipaza AKi:. Se observă scăderea picului de 
alcool în timp concomitent cu creşterea picurilor de izomeri de ester. 

2500000 

-500000 

Timp (min) 

Figura 26. Cromatogramele amestecurilor de reacţie la diferite intervale de timp, ale 
reacţiei de transesterificare 2-pentanol cu acetat de vinii catalizate de lipaza AKi: 
1 - 2-pentanol, 2 - (.9)-acetat de pentil, 3 - (/î)-acetat de pentil, 4 - n-decan 

Figura 27 confirmă că selectivitatea reacţiei a fost cea mai mare utilizând 
preparatul obţinut cu MeTEOS/TEOS în raport molar de 3:1. Deşi activitatea de 
transesterificare este mai mică, randamentul de regăsire a activităţii este bun (21%), 
deci se poate spune că acest preparat este cel mai potrivit pentru rezoluţia optică a 2-
pentanolului. Se observă că în urma imobilizării prin sol-gel valorile factorului 
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enantiomeric cresc comparativ cu en/ima liberă cu aproximativ 40%. Excesele 
enantiomerice în cazul 2-pentanolului sunt mult mai mari decât în cazul 2-butanolului, 
ajungând până aproape de 70%. 

PhTEOS:TEOS 
EtTEOS:TEOS 
MTEOSiTEOS 

Enzima Enzima imobilizata prin entrapare in soi-gel 
libera 

Figura 27. Dependenţa factorului enantiomenc de silanii precursori 

• Catalizator: lipaza AK imobilizată prin adsorbţie şi entrapare combinată cu 
adsorbţie (Zarcula şi colab., 2005) 

Au fost sintetizate şase preparate enzimatice prin imobilizarea lipazei AK prin 
metoda entrapării în sol-gel combinată cu adsorbţie, raportul molar al silanilor 
precursori fiind trecut în Tabelul 47. Pentru compararea rezultatelor s-au efectuat 
reacţii şi cu enzima liberă şi cu enzima imobilizată doar prin adsorbţie pe Celite. 
Rezultatele obţinute în urma calculelor au fost trecute în 1 abelul 47. 

Tabelul 47, Acilarea 2-pentanolului cu acetat de vinii. în prezenţă de lipază AK 
imobilizată prin adsorbţie şi entrapare în sol-gel combinată cu adsorbţie 

Lipaza Raport molar 
silani precursori 

Rand. 
ester 
(%) 

Activitate de 
transesterificarc 
(^mo^h•'•mg"') 

Rand. 
regăsire 

(%) 
ce E 

AK 
liber 

- 48 4.940 0.49 4.5 

AK20 
MTEOS:TEOS 

1:1 13 0.033 7 0.70 6.1 

AK21 MTEbS:TEOS 
3:1 47 0.200 40 0.53 5.5 

AK22 
MTEOS:TEOS 

5:1 55 0.207 41 0.48 ' 5.0 

AK„ TEOS 6mmoli - - - - -

AK24 
PhTEOS:TEOS 

1:1 50 0.202 43 0.36 3.0 

AK25 
EtTEOS:TEOS 

1:1 52 0.210 43 0.45 6.3 

" A K , " adsorbţie ' 82 0.303 60 0.13 2.1 
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Se observă că randamentele de regăsire a activităţii enzimatice pentru lipaza 
AK imobilizată prin entrapare combinată cu adsorbţie au fost în Jur de 40% pentru 
majoritatea preparatelor, mai mari decât în cazul imobilizării numai prin entrapare, 
aşa cum rezultă din Tabelul 47. Doar în cazul utilizării unui raport molar de silani 
precursori MTEOS/TEOS de 1:1 s-a obţinut un preparat cu activitate mai mică. 
Randamentul de ester a fost mai mare când reacţia a fost catalizată de lipaza 
imobilizată prin adsorbţie dar acest preparat prezintă dezavantajul unei 
enatioselectivităţi mai reduse. în Figura 28 este reprezentată dependenţa activităţii de 
transesterificare de natura şi raportul molar al silanilor precursori. Dintre enzimele 
imobilizate prin metoda combinată cele care conţin MTEOS au condus la rezultate 
mai bune, în acest caz excesele enantiomerice şi selectivitatea reacţiei fiind chiar mai 
mari ca în cazul enzimei libere aşa cum se poate observa din Figura 29. 

0.30 

O) E 0.25-
£ O 

0 20 

Ţo 

< 0,10 

0.05̂  

0.00 

Substrat 2-pentanol 

^ ^ MTEOS:TEOS 
I H PhTEOS:TEOS 
• • EtTEOS:TEOS 

Adsort)tie Entrapare combinata cu adsort>tie 

Figura 28. Dependenţa activităţii de transesterificare de natura şi raportul 
molar al silanilor precursori. Activitatea enzimei libere a fost 4.94 iimol-h ' -mg"'. 

8 

7 

6 IU 
•H 5 O 

c n 
g 3 

S 2 

Substrat 2-pentanol 

1:1 

3:1 

I 

5:1 

^ ^ MTEOS:TEOS 
• • PhTEOS.TEOS 
• • EtTEOS:TEOS 

1:1 

Enzima Adsorbţie Entrapare combinata cu adsorbţie 
libera 

Figura 29. Dependenţa factorului enantiomeric de natura şi raportul molar al 
silanilor precursori în reacţii catalizate de lipaza AK imobilizată. 
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• Catalizator: lipaza BUTE-3b imobilizată prin entrapare în sol-gel combinată 
cu adsorbţie 

Pentru acest studiu s-a lucrat cu şapte preparate imobilizate prin entrapare 
combinată cu adsorbţie, care s-au comparat cu rezultatele obţinute în cazul utilizării 
enzimei libere şi enzimei imobilizate prin adsorbţie pe Celite. Randamentul şi 
activitatea de transesterificare, randamentul de regăsire a activităţii enzimatice, 
excesul enantiomeric şi factorul enantiomeric pentru fiecare reacţie au fost şi în acest 
caz calculate pe baza analizelor cromatografice ale probelor luate la 24 h de reacţie. 
Rezultatele sunt redate în Tabelul 48. 

Tabelul 48. Acilarea 2-pentanolului cu acetat de vinii, în prezenţă de lipază BUTE-3b 
imobilizată prin adsorbţie şi entrapare în sol-gel combinată cu adsorbţie. 

Lipaza 
Raport molar 

silani 
precursori 

! 
1 Rand. 
1 ester 
1 (%) 1 

Activitate de 
transesterificare 
(umol-h'-mg') 

Rand. 
regăsire 

(%) 
ee E 

BUTE-3b 
liber 

- ! 46 
1 

1.811 
1 

- 0.88 37 

BUTE-3b: MTEOS:TEOS 
1:1 

9 0.033 19 0.92 28 

BUTE-Sbj MTEOS:TEOS 
3:1 

22 
i 1 

0.090 50 0.91 

BUTE-3b4 MTEOS:TEOS 
5:1 

! 24 1 1 
0.101 55 0.90 29 

BUTE-3b5 EtTEOS:TEOS 
1:1 

13 
i 

0.055 30 0.89 21 

BUTE-3b(, PhTEOS:TEOS 
1:1 

14 0.053 25 0.92 

BUTE-3b7 PhTEOS:TEOS 
2:1 

13 0.050 22 0.89 22 

BUTE-3b8 PhTEOS:TEOS 
3:1 

21 0.080 34 0.89 24 

BUTE-3b, adsorbţie 32 0.119 48 0.90 32 

Se poate observa în Tabelul 48 că în reacţiile care utilizează lipază BlJTE-3b 
imobilizată prin entrapare combinată cu adsorbţie s-au obţinut randamente în ester 
cuprinse între 9 şi 24% după 24 de ore de reacţie, comparativ cu 46% în cazul enzimei 
libere şi 32 % în cazul enzimei imobilizate numai prin adsorbţie fizică. De asemenea 
excesele enantiomerice obţinute au fost sensibil mai mari în toate cazurile studiate. 

Reprezentarea grafică din Figura 30 ne arată activitatea de transesterificare 
variază în funcţie de natura şi raportul molar al silanilor precursori utilizaţi la 
imobilizare. Enzima imobilizată cea mai activă a fost cea obţinută din precursori 
MTEOS şi TEOS în raport molar de 5:1. 
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Substrat 2-pentanol 

5 1 

MTEOS:TEOS 
• • EtTEOS.TEOS 
WtM PhTEOSrTEOS 

0.00 
Adsorbtie Entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie 

Figura 30. Dependenţa activităţii de transesterificare a lipazei BUTE-3b imobilizată 
prin entrapare combinată cu adsorbţie de natura şi raportul molar al silanilor 

precursori. Activitatea enzimei libere a fost 1.81 |imol-h"' mg V 

35 

30 IU 
u 

25 

O 
S 20 c o 
o ^̂  O 
ta 

^ 10 

Substrat 2-pentanol 

E H ] MTEOS:TEOS 
• • EtTEOS:TEOS 
• • PhTEOSiTEOS 

1:1 

3:1 
2 1 

Enzima Adsorbtie Entrapare combinata cu adsort>tie 
libera 

Figura 31. Dependenţa factomlui enantiomeric de natura şi raportul molar al 
silanilor precursori în reacţii catalizate de lipaza BUTE-3b imobilizată prin adsorbţie 

şi entrapare combinată cu adsorbţie. 

Folosind metoda de imobilizare de entrapare combinată cu adsorbţie s-au 
realizat valori ridicate ale factorului enantiomeric, apropiate ce cele înregistrate cu 
enzima liberă şi cea imobilizată numai prin adsorbţie. Cele mai bune rezultate s-au 
obţinut când s-a utilizat preparatul cu raportul molar PhTEOS : TEOS de 1:1 şi 
MTEOSiTEOSde 3:1. 

Dacă se consideră cele două enzime folosite drept catalizator în reacţiile de 
acilare a 2-pentanolului, AK şi BUTE-3b. imobilizate prin aceeaşi metodă, şi anume 
entrapare combinată cu adsorbţie, se poate observa în Figura 32 că lipaza BUTF-3b 
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conduce la un exces enantiomeric mult mai mare decât lipaza AK, deci acestă lipază 
este mai potrix ită pentru rezoluţia optică a acestui substrat. 

Timp (min) 

Figura 32. Cromatogramele amestecurilor de reacţie la 24h, din reacţia de acilare a 2-
pentanolului cu lipaza AK şi BUTE-3b imobilizate cu aceeaşi metodă (entrapare 

combinată cu adsorbţie. raport molar MTEOS:TEOS=5:1) 
1 - 2-peiitanoL 2 - (S)-acetat de pentiL 3 - (/?)-acetat de pentiL 4 - n-decan 

2^.2 J . Studiul dependeuţei activităţii de transesterificare şi a selectivităţii 
reacţiei de raportul şi natura silauilor precursori, ÎD reacţiile de acilare a 
2-octanolului 

Substratul utilizat pentru acest studiu a fost 2-octanolul iar agentul de acilare 
acetatul de vinii, conform următoarei reacţii catalizate de o lipază (/?)-selecti\ă: 

OH 

2-octanol acetat de vinii 

V " " 
o 

(R)-acetat de octil (S>-2-octanol 

Schema 38 

" o 
acetaidehida 

• Catalizator: lipaza AK imobilizată prin entrapare in sol-gel 

pentru acest studiu s-au considerat opt reacţii de transesterificare ale 2-
octanolului catalizate de lipaze AK imobilizate prin entrapare, care au fost comparate 
cu reacţia calalizatâ de enzima liberă. Pe baza analizelor cromatografice ale probelor 
luate după 24h de reacţie s-au determinat activitatea de transesterificare. randamenml 
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de re^ăsire a activitătii enzimatice, excesul enantiomeric (ce) şi factorul cnantiomeric 
(E). 

Tabelul 49. Reacţia de acilare a 2-octanolului cu lipa/.a AK imobilizată prin entrapare 

Lipaza Raport molar 
silani precursori 

Rand. 
ester 
(%) 

Activitate de 
transesterificare 
(Umol-h'-mg"') 

Rand. 
regăsire 

(%) 
ee E 

AK 
liber - 59 6.110 - 0.48 5.4 

AK,, PhTEOS:TEOS 
1:1 66 0.412 27 0.58 7.0 

AK,, PhTEOS:TEOS 
3:1 80 0.497 13 0.48 6.4 

AK,4 EtTEOS:TEOS 
1:1 

- 0.005 <1 - -

AK,5 EtTEOS:TEOS 
2:1 24 0.163 6 0.53 3.7 

A K i o 
EtTEOS:TEOS 

3:1 48 0.309 7 0.53 4.4 

AK,7 MTEOS:TEOS 
1:1 10 0.075 7 0.55 3.7 

AK,s MTEOS:TEOS 
2:1 16 0.119 10 0.59 4.3 

AK.o MTEOS:TEOS 
3:1 17 

1 
0.125 

1 . _ J 
11 

L 
0.62 4.7 

Se observă că pe acest substrat cele mai active au fost preparatele obţinute cu 
PhTEOS . însă şi cele obţinute cu EtTEOS au avut activităţi ridicate. In Figura 33 este 
reprezentată grafic dependenţa activităţii de natura şi raportul silanilor precursori pe 
substratul 2-octanol. 

0.5-

0.4-

0.3-

0 . 2 -

0,1 -

0 . 0 -

EIÎ3MTE0S:TE0S 
• • EtTEOSiTEOS 
• • PhTEOSiTEOS 

Substrat 2-octanol 

1:1 2:1 3:1 2:1 3:1 

Raport molar silani precursori 

1:1 3:1 

Figura 33. Dependenţa activităţii de transesterificare de natura şi raportul 
molar al silanilor precursori în reacţii catalizate de lipaza AK imobilizată prin 

entrapare. Activitatea enzimei libere a fost 6.11 |.uTiol h"' mg"'. 
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E ^ MTEOSrTEOS 
• H EtTEOS:TEOS 
• 1 PhTEOS:TEOS 

Substrat 2-octanol 

UJ 

o •C O) 
E o 
c 
CD 
C <D 
O 

1:1 

Enzima 
libera 

3:1 

Enzima imobilizata prin entrapare in sol-gel 

Figura 34. Dependenţa factorului enantiomeric de natura şi raportul molar al 
silanilor precursori în reacţii catalizate de lipaza AK imobilizată prin entrapare 

Se poate observa din aceste date că în reacţia de acilare a 2-octanolului 
preparatele care au prezentat cea mai mare activitate şi selectivitate au fost cele 
obţinute pe bază de PhTEOS. Astfel, la raport molar PhTEOS/TEOS de 1:1 factorul 
de enantioselectivitate E a fost 7, mai mare cu 30% decât în cazul enzimei libere, 
excesul enantiomeric de 58%. iar randamentul de regăsire a activităţii 27%. 

• Catalizator : lipaza AK imobilizată prin adsorbţie şi entrapare combinată cu 
adsorbţie 

Cele şase preparate enzimatice obţinute prin imobilizarea Lipazei AK prin metoda 
combinată au fost testate şi pe substratul 2-octanol. S-au efectuat şi reacţii cu lipaza 
liberă şi cu cea imobilizată prin adsorbţie iar rezultatele obţinute au fost trecute în 
Tabelul 50. 

Tabelul 50. Reacţii de acilare a 2-octanolului catalizate de lipază AK imobilizată 

Lipaza Raport molar 
silani precursori 

Rand. 
ester 
(%) 

Activitate de 
j transesterificare 
1 (fjmol'h'-mg') 

Rand. 
regăsire (%) ee E 

AK liber - 59 1 6.110 0.48 5.4 

AK20 
MTEOS:TEOS 

1:1 4 0.041 7 0.60 4.3 

AK,, "MTEOSrTEOS 
3:1 26 0.103 17 0.60 4.8 

AK22 
MTEOS:TEOS 

5:1 30 0.104 17 0.60 4.8 

AK23 

AK24 

TEOS 6mmoli 
PhtEOS:TEOS 

1:1 62 
i - - -

0.247 43 0.54 6.2 

AK25 
EtTEOS:TEOS 

1:1 67 0.303 50 0.52 5.6 

AK, adsorbţie 88 0.337 54 0.31 7.3 
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Figura 35. Dependenţa activităţii de reacţie de natura şi raportul molar al 
silanilor precursori. 

Dintre preparatele enzimatice testate cele mai bune rezultate s-au obţinut atunci când 
s-a folosit EtTEOS respectiv PhTEOS alături de TEOS la imobilizare (Figura 35). 

LU 
O 6 •c O 
E 5 o 
S 4 c o 
u w o 

Substrat 2-octanol 

2 1 3:1 
1:1 

I Ei^MTEOSiTEOS 
W m EtTEOS:TEOS 
H PhTEOS:TEOS 

1:1 

1:1 

Enzima Adsorbtie Entrapare combinata cu adsorbtie 
libera 

Figura 36. Dependenţa factorului enantiomeric de natura şi raportul molar al 
silanilor precursori 

Spre deosebire de 2-pentanoL în cazul 2-octanolului se înregistrează o creştere 
a enantioselectivităţii în urma imobilizării prin metoda combinată doar în comparaţie 
cu enzima liberă în timp ce rezultatele cele mai bune se observă la enzima imobilizată 
prin adsorbţie. Excesul enantiomeric este însă mai mic la enzima adsorbită, deci pe 
ansamblu şi în acest caz entraparea combinată cu adsorbţie duce la rezultate mai bune. 
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• Catalizator: lipaza BUTE-3b imobilizată prin entrapare în sol-gel combinată 
cu adsorbţie 

în acest studiu s-a lucrat cu şapte preparate obţinute prin imobilizarea lipazei 
BUTE - 3b prin metoda combinată, cu enzima liberă şi cu enzima imobilizată prin 
adsorbţie. Pe baza analizelor cromatografice ale probelor luate la 24 h de reacţie, s-au 
calculat randamentul de ester, activitatea de transesterificare, randamentul de regăsire 
a activităţii enzimatice, excesul enantiomeric şi factorul enantiomeric pentru fiecare 
reacţie. Rezultatele obţinute sunt trecute în Tabelul 51. 

Tabelul 51. Acilarea 2-octanolului cu acetat de vinii, în prezenţă de lipază BUTE-3b 
imobilizată prin adsorbţie şi entrapare în sol-gel combinată cu adsorbţie. 

Lipaza 
1 

Raport molar 
silani precursori 

I Rand. 
ester 
(%) 

Activitate de 
transesterificare 
(Umoli/h mg.„,) 

Rand. 
regăsire (%) ee E 

BUTE-3b 
liber 

1 ~ 63 2.59 - 0.85 29 

BUTE-3b: MTEOS:TEOS I 4 
1:1 ! 

0.017 7 0.88 16 

BUTE-3b, ! MTEOS:TEOS 
1 3:1 

! 14 1 0.068 26 0.89 19 

BUTE-3b4 1 MTEOSrTEOS 
1 5:1 

21 0.092 35 0.87 19 

BUTE-3b5 EtTEOS:TEOS 
1:1 

11 1 0.050 19 0.82 11 

BUTE-3b6 PhTEOS:TEOS 
1:1 

9 0.026 9 0.90 20 

BUTE-
BUTE-3b7 

PhTEOS:TEOS i 12 
2:1 1 

0.029 9 0.88 17 

BUTE-3b8 PhTEOS:TEOS j 16 
3:1 I 

0.049 15 0.90 21 

BUTE-3b, adsorbţie | 27 0.093 26 0.89 22 

0.00 
Adsorbţie Entrapare in sol-gel combinata cu adsorbţie 

Figura 37. Dependenţa activităţii de transesterificare de natura şi raportul 
molar al silanilor precursori. Activitatea enzimei libere a fost 2.59 

|.imoli/h mgcn/ 
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Figura 38. Dependenţa factorului enantiomeric de natura şi raportul molar al 
silanilor precursori. 

Şi în cazul substratului 2-octanol, preparatele cele mai active din enzima 
BUTE-3b s-au obţinut folosind MTEOS ca al doilea silan precursor. Creşterea 
proporţiei grupării hidrofobe a dus la formarea unui preparat mai activ, randamentul 
de regăsire a activităţii fiind 35% la preparatul obţinut cu un raport molar 
MTEOS/TEOS de 5:1. Enantioselectivitatea ridicată a enzimei libere în raport cu 
acest substrat s-a menţinut şi chiar a crescut puţin în urma imobilizării. însă 
randamentele mai scăzute ale reacţiei de transesterificare au afectat valorile factoailui 
de enantioselectivitate E. 

2.2.2.1. Studiul dependenţei factorului enantiomeric şi a excesului enantiomeric 
de natura substratului 

Pentru realizarea acestui studiu s-au considerat reacţiile de acilare ale celor trei 
alcooli secundari : 2-butanol, 2-pentanol şi 2-octanol cu acetatul de vinii, catalizate de 
lipaza AK imobilizată prin entrapare şi prin entrapare combinată cu adsorbţie şi lipaza 
BUTE-3b imobilizată prin metoda combinată (entrapare şi adsorbţie). 

Pentru a exemplifica diferenţele în ce priveşte enantioselectivitatea reacţiei de 
acilare a celor trei alcooli secundari menţionaţi, în figurile 39-41 sunt prezentate 
cromatogramele amestecurilor de reacţie după 24 h catalizate de aceeaşi lipază 
(BUTE-3b4) pe substraturi diferite: 2-butanol, 2-pentanol, 2-octanol. Aşa cum se 
poate remarca, numai izomerii optici ai esterilor formaţi s-au separat pe faza 
staţionară chirală utilizată, nu şi cei ai alcoolilor. Atribuirea picurilor pentru izomerii 
optici ai esterilor s-a făcut pe baza specificităţii acestei lipaze pentru enantiomerul (R) 
al alcoolilor secundari în reacţiile de acilare (Bodai. 2004). Se observă că în cazul 2-
butanolului excesul enantiomeric este mic, (/?)- şi (.S>esterul având picuri de arie 
aproape egală. în cazul celorlalţi doi alcooli, picul corespunzător izomerului (.V) este 
foarte mic, deci se poate afirma că acest preparat enzimatic duce la fonnarea unor 
produşi de puritate enantiomerică ridicată dacă se foloseşte ca substrat 2-pentanol sau 
2-octanol. 
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Figura 39. Cromalograma 
amestecului de reacţie după 
24 h, din reacţia de acilare a 
2-butanolului cu lipaza 
BUTE-3b4 (imobilizată prin 
metoda combinată, raport 
molar MTEOS:TEOS=5:l) 

Figura 40. Cromatograma 
amestecului de reacţie după 
24 h, din reacţia de acilare a 
2-pentanolului cu lipaza 
BUTE-3b4 
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Figura 41. Cromatograma 
amestecului de reacţie după 
24 h, din reacţia de acilare a 
2-octanolului cu lipaza 
BUTE.3b4 
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Creşterea însemnată a enantioselectivităţii la trecerea de la 2-butanol la 2-
pentanol a fost raportată în literatura de specialitate pentru o altă lipa/ă, cea din 
Candida antarctica B (Rottici şi colab., 1998). Explicaţia pentru această comportare 
oarecum surprinzătoare rezidă în orientarea diferită a celor doi enantiomeri ai 
alcoolului secundar atunci când aceştia se leagă de centrul activ pentru a interacţiona 
cu intermediarul acil-enzimă. în condiţiile în care enzima respectă regula lui 
Kazlauskas, s-a demonstrat că enantiomerul care reacţionează cu viteză mai mare se 
poziţionează cu substituentul de mărime medie (gruparea metil în cazul nostru) într-o 
cavitate mică aflată în partea inferioară a centrului activ, în timp ce substituentul mare 
este orientat spre suprafaţa enzimei. Această cavitate reprezintă zona de 
stereoselectivitate a centrului activ al enzimei. în cazul enantiomerului care 
reacţionează cu viteză mai mică orientarea este inversă, adică cu substituentul mare în 
zona de stereoselectivitate şi cu substituentul de mărime mijlocie spre suprafaţa 
enzimei (Figura 42). Acest lucru înseamnă că un substituent cu volum mai mare 
trebuie să fie orientat steric într-o zonă relativ restrânsă ca volum, ceea ce duce la 
împiedicare sterică şi scăderea vitezei de reacţie a enantiomerului respectiv. 

Zona de 
stereoselectivitate 

Zona de 
stereoselectivitate 

Enantiomerul (R) Enantiomerul (S) 

Figura 42. Orientarea celor doi enantiomeri ai unui alcool secundar prin poziţionarea 
substituentului mijlociu (m) şi mare (M) în centrul activ al enzimei 

S-a reprezentat grafic selectivitatea reacţiei în funcţie de natura şi raportul 
molar al silanilor precursori, pentru cei trei alcooli utilizaţi ca substrat (Figurile 43. 
44, 45). Se confirmă şi aici diferenţa mare în ce priveşte enantioselectivitatea reacţiei 
în raport cu 2-butanolul şi ceilalţi alcooli secundari care au catenă mai lungă. Cele mai 
mari selectivităţi s-au obţinut în majoritatea cazurilor pentru 2-pentanol, existând însă 
şi cazuri în care enantioselectivitatea faţă de 2-octanol a fost cea mai mare. Conform 
regulii Kazlauskas, ar fi trebuit ca enantioselectivitatea faţă de 2-octanol să fie mai 
mare, ţinând cont de faptul că acesta posedă un substituent mai voluminos. Faptul că 
acest lucru nu se întâmplă în toate cazurile ne arata că fenomenul este în realitate mai 
complicat şi intervin şi alţi factori în afară de cei menţionaţi. Din Figurile 42 şi 43 mai 
rezultă că nu s-au înregistrat modificări semnificative ale enantioselectivităţii în 
funcţie de metoda de imobilizare utilizată, entrapare simplă sau combinată cu 
adsorbţie. 

Ca valoare absolută a enantioselectivităţii, comparând cele trei grafice între ele 
se observă că lipaza BUTE-3b pe substratul 2-pentanol a condus la valorile cele mai 
mai ale enantioselectivităţii, de peste 20, reacţiile cu E >20 fiind considerate 
suficiente pentru ca sinteza respectivă să poată fi utilizată industrial (Bornscheuer şi 
Kaslauskas, 1999). 
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Figura 42. Oepcndenla 
factorului cnantiomcric dc 
natura şi raportul molar al 
silanilor precursori în reacţii 
de acilare ale alcoolilor 
secundari catalizate de lipaza 
AK imobilizatei prin 
entrapare 

1:1 3:1 5:1 
WTEOS:TEOS 

1:1 
Et7EOS:TtOS 

1:1 
PhTHOS:-nEOS 

Raport molar silani precursori 

MTEOS:TEOS EtTEOS:TEOS PhTEOSTEOS 

Raport molar silani precursori 

Figura 43. Dependenţa 
factorului enantiomeric de 
natura şi raportul molar al 
silanilor precursori in reacţii 
de acilare ale alcoolilor 
secundari catalizate de lipaza 
AK imobilizata prin 
entrapare combinată cu 
adsorbtie 

Figura 44. Dependenţa 
factomlui enantiomeric de 
natura şi raportul molar al 
silanilor precursori în reacţii 
de acilare ale alcoolilor 
secundari catalizate de lipaza 
Bin Rob imobilizată 

Deoarece lipaza BUTE-3b imobilizată determină obţinerea unor valori mai 
mari ale excesului enantiomeric comparativ cu lipaza AK imobilizată, se poate afirma 
că această lipază este cea potrivită dacă scopul umiărit este obţinerea unor compuşi 
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enantiomeric puri. In ligura 45 s-au repre/enlal grafic cxccscle cnantiomcricc în 
reacţiile de acilare a celor trei alcooli secundari studiaţi pentru mai multe lipa/e 
BUTE-3b imobilizate. în comparaţie cu en/ima liberă, [^reparatele imobilizate diferă 
prin natura şi raportul molar al silanilor precursori. Se poate remarca faptul că excesul 
enantiomeric nu suferă decât modificări neînsemnate dacă se schimbă natura sau 
raportul molar al silanilor precursori, ceea ce arată că imobilizarea nu produce 
modificări semnificative la nivelul centrului activ al enzimei. De asemenea se observă 
că enantioselectivitatea ridicată pe care o manifestă enzima liberă faţă de 2-pentanol şi 
2-octanol se menţine şi după imobilizarea ei prin metoda sol-gel. în timp ce aceeaşi 
selectivitate faţă de 2-butanol rămâne mult mai mică. în consecinţă, nici specificitatea 
de substrat în reacţiile de acilare enantioselectivă nu este influenţată de imobilizare. 

I 2-butanol 
I 2-pentanol 
I 2-octanol 

BUTE-3b liber MTEOSrTEOS EtTEOS:TEOS PhTEOSrTEOS 
BUTE-3b imobilizat prin metoda combinata 

Figura 45. Dependenţa excesului enantiomeric de silanii precursori pentru 
reacţiile de acilare ale alcoolilor secundari catalizate de lipaza BUl K-3b 

2.2.3.5. Studiul termostabilităţii lipazelor imobilizate prin metoda entrapării în 
sol-gel combinată cu adsorbţie 

Menţinerea activităţii enzimelor la temperaturi ridicate este un obiectiv 
important al catalizei enzimatice, deoarece pierderea activităţii la temperaturi de peste 
40-50X este unul dintre motivele principale care împiedică aplicarea industrială a 
biocatalizatorilor. în condiţiile în care la temperaturi mai scăzute viteza reacţiilor este 
de multe ori nesatisftcătoare. Imobilizarea poate fl o metodă de creştere a 
termostabilităţii enzimelor. aşa cum s-a demonstrat în mai multe cazuri. Pierderea 
activităţii catalitice a enzimelor la temperaturi ridicate se datorează unor modificări 
conformaţionale ireversibile care au loc la nivelul structurii terţiare. Imobilizarea 
determină blocarea unor posibilităţi de modificare a structurii terţiare, ceea ce poate fl 
una dintre explicaţiile creşterii termostabilităţii în urma imobilizării (Martinek şi 
Berezin, 1977). 

Şi în cazul lipazelor imobilizate prin entrapare în geluri obţinute pe bază de 
tetrametoxisilan şi metiltrietoxisilan s-a obsenat o stabilitate termică mai mare decât 
pentru lipaza imobilizată prin simplă adsorbţie (Reetz şi colab.. 1995: Kawakami şi 
Yoshida 1994, 1995). Un alt studiu s-a referit la stabilitatea termică a lipazelor 
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imobilizate prin entrapare într-un gel hibrid format pe suprafaţa exterioară a 
particulelor unui adsorbant cum ar fi Celite. S-a urmărit influenţa tipului silanilor 
organici, raportul molar al acestora şi cantitatea de gel formată pe suport în vederea 
obţinerii celei mai termostabile lipaze imobilizate (Kawakami şi Yoshida, 1996). 

in acest studiu s-a urmărit comportarea unor enzime imobilizate prin metoda 
de entrapare combinată cu adsorbţie în reacţii de transesteriflcare, la diferite 
temperaturi. Reacţia urmărită a fost acilarea 2-pentanolului cu acetat de vinii, în 
solvent organic la temperatura de 30X, 4 0 X , 50°C, 60°C şi 70X. S-au ales două 
lipaze imobilizate din Pseiuiomonas fluorescens (AK) şi două lipaze imobilizate 
BUTE-3b. Pentru compararea rezultatelor s-a tăcut şi o reacţie cu fiecare enzimă 
liberă la cele cinci temperaturi. Modul de lucru este prezentat în capitolul 3.3.3. 
Rezultatele obţinute în urma analizelor cromatografice sunt prezentate în Tabelele 52-
57. 

Tabelul 52. Acilarea 2-pentanolului cu acetat de vinii, catalizată de lipaza AK liberă 

Temperatură 
(°C) 

Rand. 
ester 

Activitate de 
transesterificare 

ee E Temperatură 
(°C) 

(%) (umoli/h mg,„,) 
30 60.5 2.33 0.44 4.9 
40 77 2.93 0.24 3.4 
50 77 3.10 0.15 2.3 
60 78 3.14 0.16 2.2 
70 82 3.11 0.11 1.8 

în cazul lipazei AK libere, randamentul în ester după 24h şi activitatea de 
transesterificare cresc odată cu creşterea temperaturii în intervalul 30-70T . Pe de altă 
parte, excesul enantiomeric şi factorul enantiomeric scad în mod pronunţat, deoarece 
şi viteza de reacţie a izomerului mai puţin reactiv este mai mare la temperatură mai 
ridicată (Tab.52) .Excesul enantiomeric este de 4 ori mai mic la 7 0 T decât la 30T. 

în cazul lipazelor AK imobilizate prin metoda combinată se observă aceeaşi 
tendinţă de creştere a randamentului în ester şi activităţii de transesterificare, asociată 
cu scăderea excesului enantiomeric şi selectivităţii (Tabelele 53 şi 54). Creşterea de 
activitate este însă mai importantă, iar scăderea excesului enantiomeric mai puţin 
pronunţată decît în cazul enzimei libere, mai ales dacă pentru obţinerea sol-gelului s-a 
utilizat MTEOS. în cazul acestui preparat, activitatea a crescut de 2.5 ori iar excesul 
enantiomeric s-a redus doar de 1.4 ori în intervalul de temperatură 30-70T. 

Tabelul 53. Acilarea 2-pentanolului catalizată de lipaza AK:: imobilizată prin 
entrapare combinată cu adsorbţie (metoda 21, raport molar MTEOS.TEOS = 5:1) 

Temperatură 
(°C) 

Rand. 
ester 

Activitate de 
transesterificare 

Rand. 
regăsire 

ee E 
Temperatură 

(°C) (%) (umoli/h ma,„,) (%) 
30 19 0.074 31 0.63 5.1 
40 '23 0.088 30 0.60 4.7 
50 37 0.138 44 0.52 4.2 
60 40 0.156 49 0.48 3.9 
70 47 0.186 59 0.45 3.8 
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Tabelul 54. Acilarea 2-pentanolului cu acelat de viniL catalizată de lipaza AK:4 
imobilizată prin entrapare combinată cu adsorbţie (metoda 21 de imobilizare, raport 
molar PhTEOS:TEOS = 1:1) 

Temperatură 
CC) 

Rand. Activitate de Rand. ee E Temperatură 
CC) ester 

(%) 
transesterificare 
(pmoli/h mgeni) 

regăsire (%) 

30 46 0.182 83 0.57 5.8 
40 56 0.212 77 0.48 5.1 
50 60 0.222 76 0.36 3.5 
60 63 0.242 82 0.36 3.8 
70 62 0.247 84 0.25 2.4 

Pentru a ilustra aceste afirmaţii, s-a reprezentat grafic dependenţa factorului 
enantiomeric şi excesului enantiomeric de temperatură (Figurile 46, 47). 

- • - A K l i b e r 
- • - AK„ (MTEOS:TEOS=5:1) 
- A - AK,^ (PhTEOS:TEOS=1:1) 

Temperatura ("C) 

Figura 46. Dependenţa factorului enantiomeric de temperatură în reacţiile de 
acilare catalizate de lipaza AK liberă şi imobilizată 

Temperatura (®C) 

Figura 47. Dependenţa excesului enantiomeric de temperatură în reacţiile de 
acilare catalizate de lipaza AK liberă şi imobilizată 
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Se poate observa scăderea selectivităţii şi excesului enantiomeric la creşterea 
temperaturii, mult mai pronunţată la enzima liberă decât la enzima imobilizată. 
Scăderea cea mai lentă se înregistrează la lipaza AK imobilizată prin metoda 
combinată unde raportul molar al silanilor precursori a fost de MTEOS:TEOS = 5:1, 
deci acest preparat are cea mai mare termostabilitate. 

Acelaşi studiu a fost efectuat şi pentru lipaza BUTE-3b. De data aceasta însă 
activitatea de transesterificare creşte doar până la 6 0 T , apoi scade pronunţat, probabil 
datorită denaturării termice a enzimei. care este mai termosensibilă decât lipaza AK 
(Tabelul 55). Excesul enantiomeric şi selectivitatea arată o scădere destul de 
importantă la creşterea temperaturii. 

Tabelul 55. Acilarea 2-pentanolului cu acetat de vinii, catalizată de lipaza BUTE-3b 
liberă, la diferite temperaturi 

Temperatură 
(°C) 

Rand. 
ester 

Activitate de 
transesterificare 

ee E Temperatură 
(°C) 

(%) (Mmoli/h mgen,) 
30 43 1.646 0.90 38.6 
40 46 1.811 0.88 ' 35.2 
50 50 1.955 0.81 23.4 
60 51 2.020 0.75 16.4 
70 34 1.284 0.74 13.4 

în cazul enzimelor imobilizate, s-a înregistrat de asemenea tendinţa de creştere 
a activităţii de transesterificare. dar pe tot domeniul de temperatură studiat, creşterea 
activităţii fiind de peste 2 ori la ambele preparate în intervalul 30-70X (Tabelele 56 şi 
57). Aşadar imobilizarea previne denaturarea termică a enzimei la 70T. în ce priveşte 
enantioselectivitatea, aceasta scade şi la enzimele imobilizate, dar mai puţin decât la 
enzima liberă. Acest lucru se observă mai bine în Figurile 48 şi 49 în care s-a 
reprezentat grafic dependenţa factorului enantiomeric de temperatură, respectiv 
excesul enantiomeric de temperatură pentru aceste preparate. Este interesant că ele 
arată pe intervalul de temperatură 30-40X chiar o uşoară creştere a valorii ee şi 
factorului enantiomeric şi abia după aceea urmează scăderea acestor valori. 

Tabelul 56. Acilarea 2-pentanolului cu acetat de viniL catalizată de lipaza BUTE-3b4 
imobilizată prin entrapare combinată cu adsorbţie. raport molar MTEOS:TEOS=5:l, 
la diverse temperaturi 

Temperatură 
(°C) 

Rand. 
ester 

Activitate de 
transesterificare 

Rand. 
regăsire 

ee E Temperatură 
(°C) (%) (umoli/h mg,„,) (%) 
30 11 0.042 25 0.88 17.4 
40 24 ' " 0.102 55 0.90 24.7 
50 21 0.080 40 0.86 16.6 
60 24 0.093 45 0.85 16.0 
70 26 0.099 76 0.80 11.8 
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Tabelul 57. Acilarea 2-pentanolului cu acetat dc vinii, catalizată dc lipaza BU rH-3b^ 
imobilizată prin entrapare combinată cu adsorbţie, raport molar PhTKOSiTEOS^I:I, 
la diferite temperaturi 

Temperatură 
(°C) 

Rand. 
ester 
(%) 

Activitate de 
transesteriricare 
(fimoli/h mg«„,) 

Rand. 
regăsire 

(%) 

ee E 

30 9 0.034 18 0.92 26.2 
40 14 0.053 25 0.92 27.8 
50 14 0.053 23 0.89 19.8 
60 15 0.056 "24 "0.87"' i 6 . ' 6 " 
70 17 0.068 45 0.85 14.6 

40 

35-UJ 

5 30H 
i 1 25 (O c o 
S 20 
t> (O 

10 

BUTE-3blibef 
- BUTE-3b̂ (MTEOS:TEOS=5:1) 

-A- BUTE-3b,(PhTEOS:TEOS=1:1) 

30 40 5': 60 

Temperatura ("C) 

—j— 70 

Figura 48. Dependenţa factorului enantiomeric de temperatură în reacţiile de 
acilare catalizate de lipaza BUTE-3b liberă şi imobilizată 

-•-BUTE-3b liber 

-a-BUTE^. 

Temperatura ("C) 

Ficura 49 Dependenţa excesului enantiomeric de temperatură în rcacţiile de 
acilare catalizate de lipaza BUTE.3b liberă şi imobilizată 
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Pe ansamblu, se poale considera că imobilizarea prin metoda de entrapare în 
sol-gel combinată cu adsorbţie determină creşterea activităţii de transesterificare la 
creşterea temperaturii în măsură mai mare decât în cazul enzimei libere. în timp ce 
scăderea enantioselectivităţii este mai puţin pronunţată decât cea înregistrată pentru 
enzima liberă. Se poate alege o valoare optimă a temperaturii la care performanţele 
enzimei să fie cele mai bune. Această temperatură este 50"C în cazul lipazei AK 
imobilizate folosind un raport MTEOSATF.OS de 5:1 şi 4 0 T în cazul lipazei BUTE-
3b imobilizate folosind un raport PhTEOS'TEOS de 1:1. 

2.2.3.6. Studiul reutilizârii unor enzime imobilizate prin metoda entrapării 
combinată cu adsorbţia în reacţii de aciiare a 2-pcntanolului 

Una dintre cele mai importante argumente în favoarea imobilizării enzimelor 
este posibilitatea reutilizării lor. care permite creşterea considerabilă a productivităţii, 
exprimate prin cantitatea de produs raportată la I kg enzimă consumată. în general se 
consideră că enzima poate fi reutilizată pînă când activitatea sa scade la mai puţin de 
25% din cea iniţială. Acest aspect este esenţial mai ales în cazul enzimelor care au 
preţ ridicat, fiind în majoritatea cazurilor determinant pentru utilizarea industrială a 
enzimei respective. 

Pentru majoritatea enzimelor imobilizate pnn diferite metode au fost efecmate 
şi studii de reutilizare. Astfel. Reetz şi colaboratorii au tăcut un set de experimente de 
reciclare a unei lipaze din Candida antarctica (CALB) imobilizată prin entrapare în 
sol-gel şi nu au constatat pierderi de activitate sau enantioselectivitate în cele 5 cicluri 
de utilizare a enzimei (Reetz şi colab.. 2003). 

în acest studiu s-a urmărit dependenţa unor parametri ca randamentul de esler. 
excesul enantiomeric, factorul enantiomeric, activitatea de transesterificare şi 
randamentul de regăsire a activităţii în funcţie de numărul de reutilizări pentru 
reacţiile de aciiare a 2-pentanolului catalizate de lipaze imobilizate pnn metoda sol-
gel. Pentru studiu s-au ales lipazele din Pseiuiomonas fluorescens (AK.^). şi Bin'E-3b 
(3b8). Metoda de imobilizare a fost entrapare combinată cu adsorbţie (Metoda 21 şi 
Metoda 23). S-a făcut şi un studiu de reutilizare a enzimei libere AK din 
Pseudomonas fluorescens. deoarece folosindu-se un mediu de reacţie organic enzima 
se găseşte în suspensie şi poate fi recuperată prin filtrare la terminarea reacţiei. în 
cazul enzimei BUTE-3b fiind vorba de o enzimă nouă şi nu de una comercială, 
cantitatea disponibilă nu a fost suficientă pentru a se putea face şi un studiu de 
reutilizare al enzimei libere. 

Reacţia de aciiare a 2-pentanolului cu acetat de \ inii s-a desfăşurat în hexan, la 
temperatura de 40°C, iar modul de lucru este cel prezentat la capitolul 3.3.3. întrucât 
nu este posibilă recuperarea întregii cantităţi de enzimă. s-a recalculat reţeta de lucru 
în funcţie de cantitatea de enzimă recuperată asfel încât raportul molar între reactanţi 
să rămână acelaşi. Rezultatele s-au calculat pe baza analizelor gaz-cromatografice şi 
sunt prezentate în Tabelele 58-60. 

în cazul lipazei libere (Tabelul 58) activitatea de transesterificare scade 
pronunţat chiar de la prima reutilizare, în timp ce excesul enantiomeric şi 
enantioselectivitatea exprimată prin indicele E cresc. Această creştere c^recum 
surprinzătoare poate fi explicată prin faptul că scăzând activitatea enzimei. adică 
viteza de transformare a substratului şi fiind vorba de rezoluţie cinetică diferenţa 
dintre vitezele cu care sunt transformaţi cei doi enantiomen se poate accentua. 
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Tabelul 58. Reutilizarea lipazei AK libere 

Număr 
reutilizare 

Rand. Activitate de ee E Număr 
reutilizare ester transesterif care 

Număr 
reutilizare (%) (umoli/h relativă 

0 41 3.15 1 0.49 4.0 
1 21 1.58 0.50 0.65 5.6 , 
2 15 1.16 0.37 0.60 4.4 
3 9 0.73 0.23 0.56 3.7 

Aceeaşi tendinţă de creştere a excesului enantiomeric şi a factorului 
enantiomeric la reutilizarea enzimei se poate observa şi în cazul lipazei AK 
imobilizate prin entrapare combinată cu adsorbţie (Tabelul 59). Lipaza BUTE-3b are 
o enantioselectivitate foarte ridicată şi ca atare ea nu mai creşte în timpul 
reutilizărilor. doar se menţine (Tabelul 60). 

Tabelul 59. Reutilizarea lipazei AK:4 imobilizată prin entrapare combinată cu 
adsorbţie (metoda 21 de imobilizare, raport molar PhTEOS.TEOS =1:1) 

Număr 
reutilizare 

Rand. Activitate de transesterificare ^ Rand. ee E Număr 
reutilizare ester 

(%) (^moli/h mgen.) 
1 

relativă regăsire 
(%) 

0 50 0.202 , - - - t - 43 0.36 3.0 
1 36 0.135 0.67 29 0.61 5.7 
2 29 0.106 23 0.63 5.6 
3 20 0.073 0.36 " 16 0.64 " 5.3 ^ 
4 13 0.053 0.26 11 0.67 5̂ 6 
5 8 0.029 ' 0.14 " ' T 0.67 5.3 

Tabelul 60. Reutilizarea lipazei BUTE-3bx imobilizată prin entrapare combinată cu 
adsorbţie (metoda 23 de imobilizare, raport molar PhTEOS:THOS = 3:1) 

Număr 
reutilizare 

Rand. Activitate de transesterificare Rand. ee j 
Număr 

reutilizare ester 
(%) ! 

(^moli/ll mg«„J 
[ 

1 relativă regăsire 
(%) 

i 1 

0 21 1 0.080 1 1— 34 0.X9 
\ 

21.6 
1 14 0.054 1 0.67 23 0.90 1 • 21.9 
2 11 0.040 0.50 17 ,0 .90 ! ' 21 .1 
3 7 0.029 0.36 12 0.90 1 20.4 
4 0.022 ! 0.28 ^ 10 1 I 0.90 i 20.1 
5 0.017 i i 0.21 7 1 I 0.90 ! 19.x 

în ce priveşte activitatea de transesteriflcare, ea scade destul de pronunţat chiar 
de la prima reutilizare, atât în cazul enzimei libere cât şi a celei reutilizate. Cu toate 
acestea, enzima imobilizată a dat rezultate mai bune decât enzima liberă în cazul 
lipazei AK. Numărul de cicluri de reutilizare pentru care activitatea relativă se 
menţine la peste 25% din activitatea iniţială este de 4. în timp ce in cazul en/imei 
libere acest număr este de numai 2. în cazul lipazei B i n E-3b nu s-a putut face 
această comparaţie. însă comportarea enzimei imobilizate este similară, adică şi aici 
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activitatea relativă se menţine la peste 25% din cea iniţială după 4 cicluri de 
reutilizare. Faptul că rezultatele la reutilizarea en/imei imobilizate nu sunt mai bune 
se poate explica prin faptul că reacţiile au fost efectuate cu agitare mecanică intensă şi 
această agitare a afectat matricea enzimei imobilizate. Alte studii similare din 
literatură care au dat rezultate mai bune au fost efectuate folosind sisteme de agitare 
prin scuturare. Pe baza acestor rezultate se poate totuşi afirma că imobilizarea prin 
metoda sol-gel combinată cu adsorbţie dublează numărul de cicluri de reutilizare a 
enzimei în reacţia de transesteritlcare studiată şi productivitatea enzimei. 
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3. PARTEA EXPERIMENTALĂ 

3.1. METODE DE IMOBILIZARE A ENZIMELOR 

Utilizarea lipazelor în aplicaţiile comerciale ca biocatalizatori în sintezele 
organice, necesită investigarea metodelor simple dar eficiente de imobilizare a 
enzimelon obţinându-se în acest fel biocatalizatori cu o înaltă stabilitate şi activitate, 
uşor de recuperat. De asemenea lipazele imobilizate pot constitui o materie primă 
importantă pentru preparatele enzimatice farmaceutice (Popoviciu şi colab., 1996). 
Există o varietate mare de metode de imobilizare care au fost aplicate lipazelor, 
printre care amintim adsorbţie pe un suport solid, legarea covalentă sau entraparea în 
polimeri. în general tehnicile de adsorbţie sunt uşor de realizat, dar legătura cu enzima 
este slabă astfel biocatalizatorii sunt instabili, dezavantaj care poate fi remediat prin 
imobilizarea enzimei prin entrapare sau prin legare covalentă. Pe de altă parte 
tehnicile de imobilizare prin legare covalentă sunt deseori lungi şi uneori necesită 
etape chimice. în ultima perioadă un interes deosebit s-a acordat tehnicilor de 
entrapare a enzimelor în geluri de silice. Această tehnică presupune transformarea sol-
gelului într-o matrice de silice formată prin hidroliza acidă sau bazică a unor compuşi 
silanici hidrolizabih cum ar fi tetraetoxisilan (TEOS), metiltrietoxisilan (MTEOS), 
etiltrietoxisilan (EtTEOS), feniltrietoxisilan (PhTEOS) etc. Un procedeu tipic de 
imobilizare prin entrapare în sol-gel presupune: o soluţie apoasă a lipazei, un 
catalizator, un aditiv şi derivaţi alcoxisilanici ca precursori de gel (Reetz şi colab.. 
1996). 

O metodă nouă de imobilizare care combină avantajele a două din metodele de 
imobilizare amintite şi anume adsorbţia şi entraparea în sol-gel, presupune formarea 
gelului în care este entrapată lipaza, pe suprafaţa unui adsorbent cum ar fi Celite, un 
material pe bază de pământ de diatomee. Prin acestă metodă combinată se poate 
obţine îmbunătăţirea unor proprietăţi ale biocatalizatorului, cum ar fi activitatea in 
reacţii de esterificare (Kavvakami şi Yoshida, 1996). 

S-au studiat trei tipuri de imobilizare a lipazelor: entraparea în sol-gel, 
adsorbţia şi metoda nouă - entrapare combinată cu adsorbţie. 

Materiale 
în studiile de imobilizare şi în reacţii s-au utiliziit următoarele enzime: lipaza 

comercială din Candida cyilindracea (Cc) de la Sigma Chemical Co.(lJSA), lipaza 
din Pseudomonas fluorescem (Amano AK) şi lipaza din Pscudoniomis cepucia (PS) 
de la Amano Enzyme Inc. Japonia, lipaza microbiană BUTE-Sb, obţinută din fungii 
termofile la Universitatea Tehnică şi Economică din Budapesta şi lipază din \fucor 
miehei Lipozyme^^ (NOVO). Lipaza din pancreas de porc a fost obţinută şi purificată 
în laborator (Peter şi colab., 1995). 

Pentru imobilizare s-au utilizat: tetraetoxisilan (TEOS) 98^o (Fluka), 
metiltrietoxisilan (MTEOS) (Aldrich), etiltnetoxisilan (EtTEOS) (Aldnch). 
feniltrietoxisilan (PhTEOS) (Aldnch), alcool etilic absolut 99.2% (Chimopar), alcool 
izopropilic 99.7% (Chimopar), acid clorhidric IM (Chimopar), polietilenglicol (PEG, 
M=8000 şi M=20000, Fluka), florură de sodiu (Fluka). Celite 545 (Loba Chemie), 
carbonat de calciu (Loba Chemie), amoniac soluţie 25% (Chimopar). Soluţiile tampon 
de diferite valori ale pH-ului au fost obţinute în laborator din reactivi chmiici pun. 
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3.1.1. Imobilizarea prin adsorbţie 

3.1.1.1. Imobilizarea prin adsorbţie a lipazei panereatiee (PPL) 

A. Imobilizarea PPL pe carbonat de calciu la diferite valori de pH 

Imobilizarea lipazei panereatiee la pH^'^O. 
Metoda 1 
1 g lipază pancreatică s-a ampastat cu 10 ml tampon TRIS-HCI de pH=7.0. 

Soluţia rezultată s-a centrifugat timp de 10 minute la o turaţie de 3500 rot./min. Din 
supernatantul obţinut s-au luat 5 ml soluţie de lipază, care s-au picurat peste o 
suspensie de 1 g carbonat de calciu în 5 ml tampon TRIS- HCl de pH=7.0. Amestecul 
s-a menţinut sub agitare magnetică timp de Ih la temperatura camerei, după care s-au 
adăugat 20 ml de acetonă răcită la -15''C. Preparatul astfel obţinut s-a filtrat pe pâlnie 
Buchner, apoi s-a spălat cu încă 20 ml acetonă răcită la -15''C în două porţiuni. 
Preparatul enzimatic imobilizat s-a uscat pe filtru apoi în exicator. S-au obţinut 
1089.7 mg enzimă imobilizată notată PPLi. 

Imobilizarea lipazei panereatiee la pH^H.O. 
Metoda 2 
S-a lucrat conform metodei 1, folosindu-se tampon TRIS-HCl de pH^8.0. S-

au obţinut 1059.1 mg enzimă imobilizată notată PPL:. 

Imobilizarea lipazei panereatiee la plh 9.0. 
Metoda 3 
S-a lucrat conform metodei 1, folosindu-se tampon TRlS-HCl de pH=9.0. S-

au obţinut 1065.6 mg enzimă imobilizată notată PPL:,. 

B. Imobilizarea PPL prin adsorbţie pe Celite în diferite condiţii 

Imobilizarea PPL la pH-^ 7.0 
Metoda 4 
0.5032 g lipază s-au ampastat cu 5 ml soluţie tampon fosfat 0.2 M de pH -7.0. 

Soluţia obţinută s-a picurat într-o suspensie de Ig Celite în 5 ml tampon fosfat 0.2 M 
de pH=7.0^ sub agitare magnetică. Amestecul s-a menţinut sub agitare timp de 1 h la 
temperatura camerei, după care s-au adăugat în picături 20 ml de acetonă răcită la -
\5X. Suspensia obţinută s-a filtrat pe o pâlnie Buchner sub vid iar preparatul 
enzimatic s-a spălat pe filtru cu încă 20 ml acetonă răcită la - 1 5 T în doua porţiuni. 
Preparatul enzimatic s-a uscat pe filtru, apoi o zi în exicator. S-au obţinut 1300 mg 
lipază imobilizată notată PPL4. 

Imobilizarea PPL la pH=8.0 
Metoda 5 . ^ , . 
într-un pahar Berzelius s-au ampastat 150 mg en/imă cu 3 ml soluţie tampon 

TRIS-HCl de pH=8.0 apoi s-au adăugat sub agitare I g Celite. S-a omogenizat totul 
Ih pe agitatorul magnetic apoi s-a lăsat la uscat la temperatura camerei. S-au obţinut 
1127.8 mg lipază imobilizată notată PPL.. 
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Imobilizarea PPL la pH^S.O şi precipitare cu acetona 
Metoda 6 
într-un pahar Berzelius s-au ampastat 150 mg enzimă cu 3 ml soluţie tampon 

TRIS-HCl, pH=8.0 apoi s-au adăugat sub agitare 1 g Celite. Amestecul s-a 
omogenizat timp de 1 h pe agitatorul magnetic, apoi s-au adăugat sub agitare 
magnetică 20 ml acetonă răcită la - 1 5 T . Enzima imobilizată precipitată s-a filtrat pe 
frită, s-a spălat cu încă 20 ml acetonă răcită la -15'C apoi s-a lăsat la uscat la 
temperatura camerei. S-au obţinut 1028.4 mg lipază imobilizată notată PPU. 

Imobilizarea PPL la pH^S.O şi cu adaos de zahâr 
Metoda 7 
S-a preparat o soluţie de lipază PPL 100 mg/ Iml tampon TRIS-HCl de 

pH=8.0, soluţia rezultată a fost filtrată, iar filtratul a fost folosit în continuare pentru 
imobilizare. 

într-o fiolă de sticlă de 4 ml s-au introdus 0.06 g zahăr, 1 ml soluţie de lipază 
PPL, 0.4 ml tampon TRIS-HCl de pH=8.0 şi 2 ml apă distilată. Amestecul s-a 
omogenizat prin agitare magnetică, după care s-au adăugat 0.34 g Celite continuându-
se agitarea încă aproximativ 2 h. Amestecul omogen obţinut se goleşte într-o cutie 
Petri, şi se păstrează o zi la temperatura camerei apoi o zi în exicator. S-au obţinut 
505.5 mg enzimă imobilizată notată PPL7. 

3.1.1.2. Imobilizarea prin adsorbţie pe Celite a lipazei din Pseudomonas 
fluorescens (AK) 

Metoda 8 
S-a preparat o soluţie enzimatică prin ampastarea a 150 mg lipază AK cu 4 ml 

tampon TRIS-HCl O.IM de pH = 8.0. S-au adăugat sub agitare continuă 1 g Celite 
545. Agitarea s-a menţinut timp de I h. după care s-au adăugat în picături, tot sub 
agitare 20 ml acetonă răcită la -15°C. Enzima imobilizată precipitată s-a filtrat pe 
frită, s-a mai spălat cu 20 ml acetonă răcită la -15^C în două porţiuni, apoi s-a păstrat 
la temperatura camerei pentru uscare. S-au obţinut 1479.3 mg lipază imobilizată 
notată AKi. 

3.1.1.3. Imobilizarea prin adsorbţie pe Celite a lipazei BlJTE-3b 

Metoda 9 
S-a lucrat conform Metodei 8, cu deosebirea că s-au folosit 150 mg lipază 

BUTE-3b. S-au obţinut 1081.5 mg lipază imobilizată notată BirrL-3b). 

3.1.2. Imobilizarea prin entrapare în sol-gel 

3.1.2.1. Imobilizarea prin entrapare a lipazei din Candida cylindracea (Cc) 

A. Imobilizarea prin entrapare a lipazei Cc cu sol pretbrmat 

Metoda 10 ^ t.. . r. ^ 
Se prepară un sol prepolimer după o reţetă modificată publicata de Preda şi 

colab., 2002, prin amestecarea timp de 4 h pe un agitator magnetic a 8 ml amestec de 
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precusori silanici în diferite rapoarte molare, 8 ml alcool etilic, 6.5 ml apă distilată, 
0.1 ml acid clorhidric 1 M. Solul apos a fost ţinut în frigider 24 h sau mai mult. 

Obţinerea gelului şi imobilizarea enzimei: într-o tlolă s-au introdus 2 ml sol, 
2.5 ml alcool etilic sau alcool i-propilic. 1 ml apă distilată sau I ml soluţie PEG 4% 
(agent de stabilizare). După omogenizarea amestecului pe agitatorul magnetic s-a 
adăugat soluţia de lipază obţinută prin ampastarea a 25 mg lipază Cc cu 1.5 ml 
tampon TRIS-HCl de pH=8.0 şi 100 NH3 (catalizator). Gelul umed obţinut a fost 
păstrat în frigider 24 h pentru o polimerizare completă. Gelul întărit a fost spălat cu 15 
ml alcool i-propilic, s-a filtrat pe frită şi s-a mai spălat cu 5 ml tampon TRIS-HCl de 
pH=8.0, 10 ml apă distilată. 10 ml alcool i-propilic şi 10 ml n-hexan. Produsul 
obţinut s-a uscat la temperatura camerei timp de câteva zile, iar filtratul s-a folosit 
pentru determinarea proteinelor. Raportul molar apă : silani = 40 : I. S-a lucrat cu 
două loturi diferite de lipază din Candida cylindracea notate în teză cu Cc şi Cc" S-
au obţinut: 

- 332.5 mg enzimă imobilizată notată Cc"i (alcool etilic, t^ră PEG) 
- 317.1 mg enzimă imobilizată notată CcS (alcool i-propilic. fară PEG) 
- 383 mg enzimă imobilizată notată Cc'S (alcool i-propilic, PEG cu M=8000) 
- 293.5 mg enzimă imobilizată notată Cc': (2.5 ml sol. alcool etilic, tară PEG) 
- 287.8 mg enzimă imobilizată notată Cc'ş (2.5 ml sol, alcool i-propilic. tară 

PEG) 
- 334.8 mg enzimă imobilizată notată CcV (2.5 ml sol, alcool i-propilic, PEG 

cu M=8000) 

Metoda 11 
Se prepară un sol prepolimer prin amestecarea timp de 4 h pe un agitator 

magnetic a 8 ml amestec de precusori silanici în diferite rapoarte molare, 8 ml alcool 
etilic, 3.25 ml apă distilată, 0.1 ml acid clorhidric IM. Solul apos a fost ţinut în 
frigider 24 h sau mai mult. 

Obţinerea gelului şi imobilizarea enzimei: într-o fiolă s-au introdus 780 
soluţie enzimatică (100 mg/ml în tampon TRIS-HCl de pH-8.0), 200 PEG 4% cu 
M=20000 (agent de stabilizare). 100 NaF IM sau 100 l̂i NH;, (catalizator). 200 
alcool i-propilic. După o scurtă omogenizare pe agitatorul magnetic s-au adăugat 2ml 
de sol prepolimer şi s-a continuat agitarea până la gelifiere, după care gelul umed s-a 
lăsat la maturare la temperatura camerei până a doua zi. Gelul întărit a fost spălat cu 
15 ml alcool i-propilic, s-a filtrat pe frită apoi s-a mai spălat cu 10 ml apă distilată. 10 
ml alcool i-propilic şi 10 ml n-hexan. Produsul obţinut s-a uscat la temperatura 
camerei timp de câteva zile. iar filtratul s-a folosit pentru determinarea proteinelor. S-
au obţinut: 

- 433.2 mg enzimă imobilizată notată Cc 7 (catalizator NaF) 
- 432.5 mg enzimă imobilizată notată Cc' s (catalizator NaF) 
- 487.3 mg enzimă imobilizată notată C c \ { catalizator NH3) 
- 774.1 mg enzimă imobilizată notată Cc' (catalizator NaF) 
- 274.1 mg enzimă imobilizată notată Cc'i^ (catalizator NH3) 
- 494.1 mg enzimă imobilizată notată Cc'17 (catalizator NH^̂ ) 

B. Imobilizarea prin entrapare a lipazei Cc cu sol prepolimer obţinut in situ 

Metoda 12 ^̂  , ^ 
într-o fiolă s-au introdus 780 soluţie enzimatică Cc (lOOmg/ml in tampon 

TRIS-HCl de pH=8.0), 200 îl PEG 4% cu M=20000, 100 NaF IM şi 2(K) îl alcool 
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i-propilic. Amestecul s-a omogenizat pe agitatorul magnetic, după care s-au introdus 
precursorii silanici în diferite rapoarte molare (total 6mmoli silani) continuând 
agitarea până la gelitlere. Gelul umed obţinut a fost păstrat la temperatura camerei sau 
în frigider 24 h sau mai mult. Gelul întărit a fost prelucrat conform metodei 11. Prin 
această metodă de imobilizare s-au obţinut: 

- 138.1 mgenzimă imobilizată notată Cc'n 
- 97.7 mg enzimă imobilizată notată Cc'i: 
- 398.1 mg enzimă imobilizată notată C c'13 
- 408 mg enzimă imobilizată notată Cc'u 
- 169.8 mg enzimă imobilizată notată CcVs 

3.1.2.2. Imobilizarea prin entrapare a lipazei pancreatice (PPL) 

A. Imobilizarea prin entrapare a PPL cu sol prepolimer obţinut in situ 

Metoda 13 
S-a preparat o soluţie de lipază PPL 100 mg/ml în tampon TRIS-HCl de 

pH=8.0, soluţia rezultată a fost filtrată, iar filtratul a fost folosit pentru imobilizare, 
într-o fiolă de sticlă s-au introdus 780 ^l filtrat, 200 soluţie PEG 4% cu M=20000, 
100 |il soluţie NaF IM şi 200 |.il alcool i-propilic. Amestecul s-a omogenizat pe 
agitatorul magnetic, după care s-au introdus precursorii silanici în rapoarte molare 
variabile (total 6 mmoli silani) continuând agitarea până la gelifiere. Gelul umed 
obţinut a fost păstrat la temperatura camerei sau în frigider timp de o zi sau mai mult. 
Gelul întărit a fost spălat cu 15 ml alcool i-propilic sau cu 5 ml tampon TRIS-HCl de 
pH=8.0. 10 ml apă distilată, s-a filtrat pe frită şi s-a mai spălat cu 10 ml alcool i-
propilic şi 10 ml n-hexan. Produsul obţinut s-a uscat la temperatura camerei timp de 
câteva zile, iar filtratul s-a folosit pentru determinarea proteinelor. S-au obţinut prin 
acestă metodă : 

- 296.6 mg enzimă imobilizată notată PPLs 
- 73.4 mg enzimă imobilizată notată PPLo 
- 103.6 mg enzimă imobilizată notată PPLio 
- 167 mg enzimă imobilizată notată PPLi 1 
- 406.6 mg enzimă imobilizată notată PPL 12 
- 381.8 mg enzimă imobilizată notată PPL 13 
- 381.2 mg enzimă imobilizată notată PPL:s 

3.L2.3. Imobilizarea prin entrapare a lipazei din Pseudomonas fluorescens (AK) 

A. Imobilizarea prin entrapare a lipazei AK cu sol preformal 

Metoda 14 
Se prepară un sol prepolimer conform metodei 10. 
într-o fiolă s-au introdus 2.5 ml sol, 2.5 ml alcool etilic sau alcool i-propilic, 1 

ml apă distilată. După omogenizarea amestecului pe agitatorul magnetic s-a adăugat 
soluţia de lipază obţinută prin ampastarea a 25 mg lipază AK cu 1.5 ml tampon TRIS-
HCl de pH=8.0 şi catalizatorul 100 îl NH3. Gelul umed obţinut a fost păstrat în 
frigider 24 h pentru o polimerizare completă. Gelul întărit a fost prelucrat conform 
metodei IL S-au obţinut: 

- 283 mg enzimă imobilizată notată AK: ( alcool etilic) 
- 288.5 mg enzimă imobilizată notată AK^ ( alcool etilic) 
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- 311 mg enzimă imobilizată notată AK4 ( alcool i-propilic) 
- 297.5 mg enzimă imobilizată notată AKs (alcool i-propilic) 

Metoda 15 
Se prepară un sol prepolimer conform metodei 10. 
într-o tlolă s-au introdus 50 mg lipază AK, 390 tampon TRIS-HCI de 

pH=8.0 care s-au omogenizat prin agitare magnetică după care s-au adăugat 100 
PEG 4% M=20000, 50 NaF IM. 100 îl alcool i-propilic. Sub agitare s-au adăugat 
3mmoli silani precursori şi s-a continuat agitarea pănă la gelitlere. în continuare gelul 
a fost prelucrat conform metodei 11. S-au obţinut 248.8 mg enzimă imobilizată notată 
AIQ.. 

Metoda 16 
Conform cercetărilor anterioare făcute cu enzime proteolitice (Preda şi colab.. 

2002) se prepară un sol prepolimer prin amestecarea timp de 4 h pe un agitator 
magnetic a 8 ml TEOS, 8 ml alcool etilic, 6.5 ml apă distilată, 0.1 ml acid clorhidric 
1 M. Solul apos a fost ţinut în frigider 24 h sau mai mult. 

Imobilizarea enzimei: 5 ml sol. 5 ml alcool etilic, 3.5 ml apă distilată, s-au 
omogenizat pe un agitator magnetic, după care s-au adaugat 100 NH; şi soluţia 
enzimatică obţinută prin ampastarea a 25 mg sau 50 mg enzimă cu 1.5 ml tampon 
TRIS-HCl de pH=8.0. Gelul umed s-a păstrat la temperatura camerei 24 h pentru 
polimerizare completă. Gelul întărit s-a spălat cu 10 ml tampon TRIS-HCl de pH-8.0, 
s-a filtrat şi s-a mai spălat cu 10 ml alcool i-propilic şi 10 ml hexan. Preparatul obţinut 
s-a uscat la temperatura camerei timp de trei zile. S-au obţinut: 

- 517.6 mg enzimă imobilizată notată AK7(25 mg enzimă. sol de 24 h) 
- 634.4 mg enzimă imobilizată notată AKs (50 mg enzimă. sol de 24 h) 
- 680.6 mg enzimă imobilizată notată AKc>(25 mg enzimă. sol de 48 h) 
- 423.9 mg enzimă imobilizată notată AKio(25 mg enzimă, sol de 168 h) 

B. Imobilizarea prin entrapare a lipazei AK cu sol prepolimer obţinut in situ 

Metoda 17 
într-o fiolă s-au introdus 780^1 soluţie enzimatică AK (100 mg/ml în tampon 

TRIS-HCl de pH=8.0), 200^1 PEG 4% cu M-20000, 100^1 NaF IM şi 200^1 alcool 
i-propilic. Amestecul s-a omogenizat pe agitatorul magnetic, după care s-au introdus 
precursorii silanici în diferite rapoarte molare (total 6 mmoli silani) continuând 
agitarea până la gelifiere. Gelul umed obţinut a fost păstrat la temperatura camerei 
timp de 24 h pentru o polimerizare completă. Gelul întărit a fost prelucrat conform 
metodei 11. Prin această metodă de imobilizare s-au obţinut: 

- 312.8 mg enzimă imobilizată notată AKn 
- 97.5 mg enzimă imobilizată notată AKi: 
- 127.8 mg enzimă imobilizată notată AKn 
- 241.2 mg enzimă imobilizată notată AKu 
- 171.9 mg enzimă imobilizată notată AK15 
- 111.4 mg enzimă imobilizată notată AKî ^ 
- 425.5 mg enzimă imobilizată notată AKi? 
- 403.1 mg enzimă imobilizată notată AKis 
- 404.3 mg enzimă imobilizată notată AKî ) 
- 418.2 mg enzimă imobilizată notată AK> 
- 245.4 mg enzimă imobilizată notată AKr 
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3.1.2.4. Imobilizarea prin entrapare a lipazei din Pseudomonas cepacia (PS) 

A. Imobilizarea prin entrapare a lipazei PS cu sol preformat 

Metoda 18 
Se prepară un sol prepolimer conform metodei 15. Solul apos a fost ţinut în 

frigider 24 h. 
Prepararea soluţiei enzimatice: 4.5 mg zaharoză sau p-Ciclode\trină (18% faţă 

de cantitatea de enzimă) s-au dizolvat în 1.5 ml tampon TRIS-HCl de pH=8.0 şi s-au 
ampastat cu 25 mg lipază PS. 

Imobilizarea enzimei: 5 ml sol, 5 ml alcool etilic, 3.5 ml apă distilată, s-au 
omogenizat pe agitator magnetic, după care s-au adaugat 100 |il NH3 şi soluţia 
enzimatică. Gelul umed s-a păstrat la temperatura camerei 24 h pentru polimerizare 
completă. Gelul întărit s-a prelucrat în continuare conform metodei 15. S-a făcut şi o 
imobilizare test care nu conţine zaharuri. S-au obţinut: 

- 661.5 mg enzimă imobilizată notată PS| (cu Galactoză) 
- 686.3 mg enzimă imobilizată notată PS: (cu Glucoză) 
- 671.5 mg enzimă imobilizată notată PS3 (cu Manoză) 
- 676.7 mg enzimă imobilizată notată PS4 (cu Lactoză) 
- 675.3 mg enzimă imobilizată notată PS> (cu Xiloză) 
- 372.7 mg enzimă imobilizată notată PSe, (cu p-Ciclode\trină) 
- 652.9 mg enzimă imobilizată notată PS- (test) 

Metoda 19 
S-a lucrat conform metodei 18 cu diferenţa ca s-au folosit diferite cantităţi de 

lipază PS (25 sau 50 mg) iar solul a fost ţinut înainte de imobilizare 24 h, 48 h şi 168 
h. S-au obţinut astfel: 

- 665.1 mg enzimă imobilizată notată PSs (50 mg enzimă, sol de 24 h) 
- 643.7 mg enzimă imobilizată notată PS9 (25 mg enzimă. sol de 48 h) 
- 570.2 mg enzimă imobilizată notată PS,(, (25 mg enzimă, sol de 168 h) 

3.1.3. Imobilizarea prin entrapare în sol-gel combinată cu adsorbţic 

3.1.3.1. Imobilizarea prin metoda combinată a lipazei pancreatice (PPL) 

Metoda 20 
S-a lucrat după o reţetă publicată de Kawakami şi Yoshida, 1996, cu unele 

modificări. Solul prepolimer a fost obţinut prin amestecarea într-o fiolă de sticlă dc 4 
ml a 6 mmoli precusori silanici în diferite rapoarte molare cu 0.4 ml apă distilată, 1 ml 
alcool etilic, 11 îl HCl 0.04 M, timp de o oră pe un agitator magnetic. Solul apos 
obţinut s-a trecut într-o fiolă de sticlă de 8 ml peste carc s-au mai introdus sub agitare 
o soluţie de 150 mg lipază PPL ampastată cu 2.2 ml tampon TRlS-HCI de pH-8.0 î i 
100 soluţie de NaF IM sau 100 îl NH.. în faza iniţială de gelitiere s-a adăugat I g 
Celite. Gelul obţinut a fost păstrat la temperatura camerei (sau în frigider), o zi sau 
mai multe zile, pentru o polimerizare completă. Gelul întărit a fost spălat cu 15 ml n-
hexan, după care s-a filtrat pe frită. Precipitatul obţinut s-a uscat la temperatura 
camerei timp de câteva zile. S-au obţinut: 

- 1564.3 mg enzimă imobilizată notată PPLu (catalizator NHO 
- 1551.3 mg enzimă imobilizată notată PPL,5 (catalizator NaF) 
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- 1557.9 mg enzimă imobilizată notată PPL16 (catalizator NH3) 
- 1713.3 mg enzimă imobilizată notată PPL17 (catalizator NaF) 
- 1257.9 mg enzimă imobilizată notată PPLis (sol f^ră alcool etilic, fără 

catalizator, s-au mai adaugat 3 ml tampon TRIS-HCl de pH=8.() înainte de adăugarea 
soluţiei enzimatice) 

- 1645.8 mg enzimă imobilizată notată PPL|C) (sol fără alcool etilic, fără 
catalizator, s-au mai adaugat 3 ml tampon TRIS-HCl de pH=8.0 înainte de adăugarea 
soluţiei enzimatice) 

- 1290.1 mg enzimă imobilizată notată PPL:o (sol fără alc.etilic, cat. NH3) 
- 1307.3 mg enzimă imobilizată notată PPL:i (sol fară alc.etilic, cat. NH3) 
- 1407.2 mg enzimă imobilizată notată PPL:: (sol tară alc.etilic, cat. NH3) 
- 1234 mg enzimă imobilizată notată PPL:^ (sol fară alc.etilic, cat. NH3) 
- 1297.6 mg enzimă imobilizată notată PPL:4 (sol tară alc.etilic, cat. NH3) 
- 1447.9 mg enzimă imobilizată notată PPL:5 (sol fară alc.etilic, cat. NaF) 
- 1123.5 mg enzimă imobilizată notată PPL:6 (sol fără alc.etilic, cat. NH3) 
- 1144.3 mg enzimă imobilizată notată PPL:^ (sol fară alc.etilic, cat.NH^) 

3.1.3.2. Imobilizarea prin metoda combinată a lipazei din Pseudomonas 
fluorescens (AK) 
Metoda 21 
S-a lucrat după metoda 20 cu deosebirea că s-au folosit 150 mg lipază AK, iar 

catalizatorul a fost NaF. S-au obţinut: 
- 1588.2 mg enzimă imobilizată notată AK:o 
- 1482.2 mg enzimă imobilizată notată AK:i 
- 1482.2 mg enzimă imobilizată notată AK:: 
- 1614.9 mg enzimă imobilizată notată AK:3 
- 1594.4 mg enzimă imobilizată notată AK:4 
- 1512.4 mg enzimă imobilizată notată AK25 

3.1.3.3. Imobilizare prin metoda combinată a lipazei BUTE-3b 
Metoda 22 
S-a lucrat după metoda 20 cu deosebirea că s-au folosit 150 mg lipază FUiTE-

3b, iar catalizatorul a fost NaF. S-au obţinut: 
- 1546.4 mg enzimă imobilizată notată BU'ri:-3b: 
- 1495.4 mg enzimă imobilizată notată BU rE-3b; 
- 1470.8 mg enzimă imobilizată notată BUTE-3b4 
- 1499.5 mg enzimă imobilizată notată BUTL-3b> 

Metoda 23 
S-a lucrat după o metodă publicată dc Reetz şi colab., 2003, modificată. Intr-o 

fiolă de sticlă s-a introdus soluţia enzimatică obţinută prin ampastarea 150 mg lipa/ă 
BUTE-3b cu 2.2 ml tampon TRIS-HCl de pH-8.0, 1 ml alcool etilic şi 100 
catalizator NaF IM. După omogenizare pe agitatorul magnetic s-au adăugat 6 mmoli 
silani în rapoarte molare variabile. în faza iniţială a gelifierii s-au adaugat 1 g Celite. 
Gelul umed obţinut s-a păstrat până a doua zi la temperatura camerei. Prelucrarea 
gelului s-a făcut conform metodei 20. S-au obţinut: 

- 1272.3 mg enzimă imobilizată notată BirrE-3b6 
- 1169.3 mg enzimă imobilizată notată BUTE-3b-
- 1150.4 mg enzimă imobilizată notata Bl)TEObs 

Toate preparatele enzimatice imobilizate obţinute s-au păstrat în frigider. 
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3.2. METODE DE ANALIZĂ 

3.2.1. Metoda Lowr\' de determinare a proteinelor 

Prineipiul metodei 
Dozarea proteinelor (domeniu 25-500^g) se bazează pe formarea unui 

complex cupric în urma reacţiei proteinei cu un reactiv alcalin de cupru (reacţia 
biuretului) şi pe reducerea fosfomolibdaţilor şi fosfowolframaţilor din reactivul Folin-
Ciocâlteu de către compuşii fenolici din proteină (în special tirozina) (Bergmeyer şi 
colab., 1974). 

Etalonarea soluţiei de BSA prin metoda Lowry. 

Reactivi şi soluţii 
• Reactiv Folin-Ciocâlîeu. înainte de întrebuinţare se diluează o parte reactiv şi 

două părţi apă distilată 
• Soluţie alcalina A. Se dizolvă 4 g NaOH, 10 g Na2C03 şi 0.2 g tartrat dublu 

de sodiu şi potasiu în apa distilată şi se aduce la semn într-un balon cotat de 
1000 ml 

• Soluţie B. Soluţie CUSO4 0.5% 
• Reactiv alcalin de cupru. Se prepară înainte de folosire amestecând 50ml 

soluţie alcalină A cu 1 ml soluţie B 
• Soluţie etalon de al h urni na serica de bovină (BSA) în apă distilată (I mg/ml) 

Trasarea caracteristicii de etalonare 
în 10 eprubete s-au introdus cote parte din soluţia etalon de BSA şi apă 

distilată conform Tabelului 61. S-au adaugat în ordine 5 ml reactiv alcalin de cupru şi 
0.5 ml reactiv Folin-Ciocâlteu. Probele s-au lăsat la temperatura camerei timp de 30 
minute, apoi s-a citit extincţia la o lungime de undă de 660 nm faţă de un martor 
obţinut în aceleaşi condiţii, dar cu înlocuirea soluţiei de BSA cu apă distilată. Pentru 
siguranţa determinării s-au făcut două probe în paralel. Valorile medii ale extincţiei s-
au trecut în Tabelul 61. 

Tabelul 61. Etalonarea soluţiei de BSA prin metoda Lowry 

Nr. crt. Sol. BSA 
(ml) 

Apa distilată 
(ml) 

E 
Cantitate 
proteină 

(mg) 
1 (martor) _ 0.2 0 1 
2. 0.02 0.18 0.0546 0.02 
3. 0.04 0.16 0.0999 0.04 
4. 0.06 0.14 0.1511 0.06 

5. 0.10 0.10 0.2420 
0.06 

6. 0.12 0.08 0.27S8 
' 0.29^5 

0.1̂ 2 1 

7. 0.14 0.06 
0.27S8 

' 0.29^5 0.14 

8. 0.16 0.04 0.3393 0.16 

9. 0.18 0.02 0.3628 0.18 ^ 
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Reprezentarea grafică a extincţiei funcţie de cantitatea de proteină este o dreaptă cu 
ecuaţia: 

E = b . Cp 
unde: 
E = extincţia 
b = panta dreptei 
Cp = cantitatea de proteină (mg) 
Obs. : parametrul a din ecuaţia dreptei, având valoare foarte mică se neglijează 

0.5 

0.4-

<D 
0,3 c 

X uu 
0.2 

0 . 1 -

0.0 

I 

j Y =002873+1 94521 X 

0.00 0.05 0,10 0.15 0.20 

Cantitate protana (mg) 

Figura 50. Caracteristica de etalonare a soluţiei de BSA prin metoda Lo\vr> 

Pentru determinarea conţinutului în proteine a unei soluţii necunoscute s-a 
procedat astfel: s-au amestecat 1 ml probă. 5 ml reacti\ alcalin de cupru şi 0.5 ml 
reactiv Folin. în paralel s-a făcut şi o probă martor unde în loc de soluţie necunoscută 
s-a pus Iml apă distilată. Probele s-au lăsat 30 de minute la temperatura camerei apoi 
s-a citit extincţia la 660 nm faţă de martor. 

Cantitatea de proteine din probă s-a determinat cu formula: 

C = l/b • E • F (mg proteine/ml) 

F este factorul de diluţie al soluţiei enzimatice 

Materiale 
Pentru determinarea conţinutului de proteine s-au utilizat: ulei dc măsline 

comercial, gumă arabică (Serva), albumina din ser de bovină BSA (Reanal), Restul 
reactivilor utilizaţi au fost achiziţionaţi de la Chimopar. Bucureşti. Soluţiile tampon au 
fost obtinute în laborator din reactivi chimici puri. 

Determinările în UV-VIS s-au efectuat cu ajutorul unui spectrofotometru 
Specord M-40 (Cari Zeiss Jena, Germania). 
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3.2.2. Analiza cantitativă prin cromatografie de ga/e 

Determinarea concentraţiei componentelor unui amestec analizat se poate face 
prin mai multe metode, printre care amintim metoda normării ariilor, metoda calibrării 
răspunsului detectorului, metoda standardului extern, metoda standardului intern. în 
această lucrare pentru analiza cantitativă s-a utilizat metoda standardului intern 
considerată ca fiind cea mai exactă. Ea constă în adăugarea unui compus standard în 
cantitate cunoscută în amestecul de analizat, iar determinarea cantitativă se face prin 
raportare la acest standard. Metoda are avantajul că nu este necesară cunoaşterea 
exactă a cantităţii de probă injectată şi că mici modificări ale condiţiilor de analiză 
care afectează aria picului nu vor duce la rezultate eronate, ele influenţând în măsură 
egală picul componentei şi al standardului. 

Analizele cromatografice s-au efectuat pe un cromatograf de gaze DANI GC 
86.10 echipat cu detector cu ionizare în flacără. S-a utiliziit o coloană capilară cu 
dimensiunile 15m x 0.32 mm, faza staţionară BPX- 5 chimic legată (SGE Australia). 
Condiţii de analiză pentru probe: 
• Temperatură injector: 300^C 
• Temperatură detector: SSO '̂C 
• Gaz purtător - azot cu debitul 1.47 ml min 
• Programul de temperatură a fost diferit pentru flecare compus etalon şi a fost ales 

astfel încât să se obţină o separare completă a tuturor componentelor din amestec 
într-un timp optim de analiză. 

Mod de lucru general 
în cinci fiole cromatografice s-au cântărit cu exactitate volume diferite de 

compus etalon, o cantitate fixă de standard intern şi solvent. Cantităţile de compus 
etalon şi standard au fost alese astfel încât concentraţiile lor şi raportul acestora să se 
înscrie în domeniul reacţiei unnărite. Probele au fost analizate gaz-cromatograflc. 
fiecare injectându-se de 3-4 ori pentru eliminarea erorilor de măsură. In calcul s-a luat 
media determinărilor ariilor respective. 
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-T 1 J 1 1 -T 1 1 1 
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Figura 51. Caracteristica de etalonare a alcoolilor 
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Figura 52. Caracteristica de etalonare a esterilor 

în Figurile 51 şi 52 se observă reprezentarea grafică a variaţiei raportului 
ariilor în funcţie de raportul maselor pentru etalonarea alcoolilor secundari şi esterilor 
obţinuţi în reacţii. Se observă că aceste dependenţe sunt liniare de fonna Y = bX, 
în Tabelul 62 se pot observa parametrii dreptelor de etalonare pentru compuşii 
studiaţi. 

Tabelul 62. Parametrii dreptelor de etalonare 

Nr.crt. Compus etalon Standard 
intern 

a b 

1. 2-butanol Decan -0.177 0.878 
2. 2-pentanol Decan - 0.037 0.736 
3. 2-octanol Decan 0.003 0.738 
4. Acetat de butii Decan - 0.0S9 0.632 
5. Acetat de pentil Decan - 0.040 0.676 
6. Acetat de octil Decan 0.014 0.567 
7. Laurat de octil Hexadecan 0.094 0̂ 6̂84 

Cu ajutorul acestor parametri se poate calcula cantitatea de alcool respectiv ester care 
se găseşte la un moment dat în amestecul de reacţie: 

nialc/esler 
ulc! csicr -a 

m 

\ SI / 

unde ms,este cantitatea de standard introdusă în sistemul de reacţie. 
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3.3. REŢETE DE LUCRU 

3.3.1. Reacţii de hidroliză. Determinarea activităţii lipazice. 

Materiale 
Pentru determinarea activităţii în reacţii de hidroliză s-au utilizat: ulei de 

măsline comercial, gumă arabică (Serva), albumina din ser de bovină BSA (Reanal). 
Restul reactivilor utilizaţi au fost achiziţionaţi de la Chimopar. Bucureşti. Soluţiile 
tampon au fost obţinute în laborator din reactivi chimici puri. Pentru titrări s-a folosit 
o biuretă automată tip OP-930 (Radelkis), un pH-metru digital tip OP-208 (Radelkis) 
şi un agitator magnetic. 

Principiu! metodei 
Activitatea lipazei se exprimă în unităţi enzimatice ('^cantitatea de enzima' 

care catalizează transformarea unui micromol de substrat, într-un minut, în condiţii 
standard notate IJ sau /jniol mirt ) şi se defineşte drept cantitatea de enzimă dintr-un 
ml extract enzimatic sau dintr-un mg de preparat enzimatic solid care determină 
eliberarea unui |imol de acid gras într-un minut, în condiţii date, utilizând drept 
substrat trigliceride emulsionate. 

, . . unioli acid gras ,, , . . jimioli acid gras 
Activitatea = — ^^ (6 / ml) sau Activitatea = (L mg) 

min- ml extract min- mg preparat 

în cazul în care raportarea se face Ia cantitatea de proteină din extractul lichid 
sau preparatul solid, se defineşte drept activitate specificcu exprimată în V mg 
proteină. 

Mod de lucru 
S-a lucrat după metoda Worthington (Manual Worthington, 1993) cu unele 

modificări. 
Prepararea emulsiei: 6.6 g gumă arabică s-au dizolvat în 92 ml apă distilată 

sub agitare energică. S-au mai adăugat în picături 8 ml ulei de măsline şi s-a continuat 
agitarea timp de 4 h. Emulsia s-a păstrat la O - maxim 15 zile. 

într-un reactor de sticlă cu capacitatea de 50 c m \ termostatat la 37X şi 
prevăzut cu agitare magnetică s-au introdus 5 ml substrat de emulsie de ulei dc 
măsline, 5 ml apă distilată, 2 ml soluţie NaCl 3.0 M, 1 ml soluţie CaC I: O 075 M şi 2 
ml soluţie BSA 0.5%. PH-ul emulsiei a fost stabilizat 8.0 cu soluţie NaOI 1 0.01 M . S-
a adăugat apoi 1 ml soluţie enzimatică sau enzima solidă, con^derând adăugarea 
enzimei drept momentul zero al reacţiei. în decursul determinării pH-ul s-a menţinut 
la valoarea 8.0 timp de 10 minute prin titrarea acizilor graşi eliberaţi cu soluţie NaOH 
0.01 M. Din cantitatea de bază consumată s-a calculat activitatea enzimei. Calculul 
activităţii s-a făcut prin scăderea volumului de NaOH 0.01 M consumat după 2 minute 
din volumul total de NaOH consumat după 10 minute (pentru a elimma erorile 
datorate eventualelor grupări acide prezente în xerogel care s-a presupus că s-au 
neutralizat în primele 2 minute). Activitatea s-a exprimat prin numămi de micromoli 
de acid gras eliberaţi în urma hidrolizei trigliceridei sub acţiunea a 1 mg enzimă într-
un minut. S-a folosit relaţia: 
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Activitate = — — . / 1000 /muoUacid gras I mm- mgenzimu (LI / mg) 
t m 

unde: 
Vi - volumul de NaOH folosit la titrare, după 10 minute (ml) 
V: - volumul de NaOH folosit la titrare. după 2 minute (ml) 
t - inter\^alul de timp pentru determinarea activităţii (8 minute) 
f - factorul soluţiei de NaOH 
n - normalitatea soluţiei de NaOH 
m - cantitate de enzimă (mg) 

Randamentul de imobilizare a proteinelor s-a determinat ca raportul dintre 
cantitatea proteinelor imobilizate prin entrapare şi cantitatea de proteine supusă 
imobilizării. Randamentul de regăsire a activităţii enzimatice după imobilizare s-a 
determinat ca fiind raportul dintre activitatea totală a enzimei imobilizate şi activitatea 
totală a enzimei libere. 

3.3.2. Reacţii de esterificare. Determinarea activităţii lipazice. 

Pentru determinarea activităţii de esterificare a lipazelor în această lucrare s-a 
ales drept model reacţia dintre acidul lauric şi l-octanol desfăşurată în mediu de 
solvent organic. 

Materiale 
în reacţiile de esterificare s-au folosit: l-octanol 95% (Fluka), acid lauric 

(Fluka), izooctan 99.5% (Serva), n-hexadecan 99% (Merck). 
Determinările cromatografice s-au cfectuat pe un cromatograf de gaze DANI 

GC 86.10 echipat cu detector cu ionizare în flacără. S-a utilizat o coloană capilară cu 
dimensiunile 15m x 0.32 mm, faza staţionară BPX - 5 chimic legată (SGE Australia). 
Condiţii de analiză pentru probele din reacţiile de esterificare: 
• program de temperatură: lOOX - 200''C cu viteza de încălzire de 20T/min 
• temperatură injector: SOO '̂C 
• temperatură detector: 350''C 
• gaz purtător - azot cu debitul 1.47 ml/min 

Mod de lucru 
într-o fiolă de sticlă termostatată la 40°C şi prevăzută cu agitare magnetică, s-

au introdus 0.2 mmoli acid lauric, 0.4 mmoli l-octanol, 2 ml izooctan (solvent) şi 30 
|il hexadecan (standard intern). La momentul zero al reacţiei s-a introdus enzima, 
liberă (Cc-lOmg, PPL-5mg) sau imobilizată (40 mg). Reacţiile au fost urmărite timp 
de mai multe zile, prin luare de probe la fiecare 24 h. Activitatea de estenficare s-a 
calculat pe baza randamentelor de ester după 24 h şi s-a exprimat ca micromoli de 
ester format pe oră de către I mg de enzimă liberă sau imobilizată. Randamentele de 
regăsire a activităţii enzimatice s-au calculat tot după 24 h de reacţie. Randamentul de 
imobilizare a proteinelor s-a determinat ca raportul dintre cantitatea proteinelor 
imobilizate prin entrapare şi cantitatea de proteine supusă imobilizării. 

/MiioU ester format 
Activitate de esterificare^ —— {I nig) z4 • m 

m = cantitatea de enzimă introdusă în reacţia de esterificare (mg) 
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Activitate esterificare enz.imohilizata • /;/, 
Randament regăsire ^ 100 

Activitate esterificare enzJihera • m, 

mi = cantitatea de enzimă imobilizată obţinută (mg) 
m: = cantitatea de enzimă supusă imobilizării (mg) 

3.3.3. Reacţii de transesterificare. Determinarea activităţii lipazice, excesului 
enantiomeric şi selectivităţii. 

Determinarea activităţii de transesterificare a lipazelor din Pseudomonas 
fluorescens (AK) şi BUTE-3b imobilizate prin diverse metode, a excesului 
enantiomeric şi a selectivităţii reacţiei s-a realizat pentru reacţia de acilare a unor 
alcooli secundari (2-butanol, 2-pentanol şi 2-octanol) cu acetat de vinii în hexan. 

Materiale 
în reacţii s-au folosit: 2-butanol (Fluka), 2-pentanol (Fluka), 2-octanol (Fluka), 

acetat de vinii (Fluka). n-hexan 98% (Merk), n-decan 95% (Riedel de Haen), n-
hexadecan 99% (Merk). 

Determinările cromatografice pentru probele din reacţiile de transesterificare 
enantioselectivă s-au efectuat pe un cromatograf de gaze DANI GC 86.10 echipat cu 
detector cu ionizare în tlacără. Pentru analiza compuşilor optic activi s-a folosit o 
coloană capilară chirală cu dimensiunile 25m x 0.32 mm. faz^ staţionară CYDEX-B 
cu grosimea de 0.25 |jjn (SGE. Australia). Condiţii de analiză pentru probele din 
reacţiile de transesterificare: 
• temperatură injector: 240°C 
• temperatură detector: 280''C 
• gaz purtător: heliu cu debitul 0.815 ml/min sau 1.13 ml/min 
• program de temperatură: variabil în funcţie de proprietăţile componentelor 

amestecului de analizat, astfel încât acestea să fie complet separate. 

Mod de lucru 
într-o fiolă termostatată la 40''C şi prevăzută cu agitare magnetică s-au 

introdus 2 ml hexan, 1 mmoli alcool secundar, 3 mmoli acetat de vinii. 30 îl decan 
(utilizat ca standard intern pentru analiza cantitativă), 50 mg preparai cnzimatic. in 
reacţiile catalizate de enzimă liberă s-au utilizat 5 mg preparat enzimatic. Momentul 
iniţial al reacţiei s-a considerat atunci când s-a introdus lipaza. Reacţiile au fost 
urmărite prin luare de probe cu ajutorul unei micropipete la diferite inter\ale de timp. 
care s-au diluat cu hexan după caz. şi care au fost analizate gaz-cromatografic prin 
metoda standardului intern. Activităţile de transesterificare au fost calculate la 24 h pe 
baza cantităţii de ester formată şi exprimată ca micromoli de ester format pe oră de 
către 1 mg enzimă liberă sau imobilizată. Randamentele de regăsire a activităţii 
enzimatice după imobilizare s-au calculat tot la un timp de reacţie de 24 h. 
Randamentele de ester au fost calculate direct sau în unele cazuri pe baza conversiilor 
alcoolului din datele obţinute în urma analizele gaz-cromatografice. 

/////(;// ester format 
Activitate de transesterificare-^ (U'mg) 

m = cantitatea de enzimă introdusă în reacţia de transesterificare (mg) 
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Randament regăsire = 
Activitate transesterificare enz.imohilizata • w. 

Activitate transesterificare enzJihera • nu 
xlOO 

mi = cantitatea de enzimă imobilizată obţinută (mg) 
m: = cantitatea de enzimă supusă imobilizării (mg) 

Conform regulii lui Kazlauskas (Bornscheuer şi Kazlauskas, 1999) s-a stabilit 
că lipaza din Pseudomonas fluorescens (AK) este (/?)-specirică, la fel ca lipaza 
BUTE-3b (Bodai, 2004), deci esterul majoritar s-a considerat că este (/?)-esterul. 
Excesul enantiomeric al produsului (ee) s-a calculat pe baza analizelor cromatografice 
considerându-se că aria corespunzătoare fiecărui enantiomer este direct proporţională 
cu concentraţia acestuia. Factorul enantiomeric (E) a fost calculat conform literaturii 
(Chen şi colab.. 1982). 

ee = Cr-^S 
unde C/i = concentraţia enatiomerului (/?) 

cs - concentraţia cnatiomerului (S) 

E = 
In 
In 

l - C ( l + gcv) 
l-C{l-ee,,\ 

unde C = conversia 
eep = excesul enantiomeric de produs 

3.3.4. Reacţii de esterificare enantioselectivă. 

Studiul reacţiilor de esterificare enantioselectivă a urmării esterificarea directă 
între un alcool secundar alifatic (2-pentanol şi 2-octanol) şi un acid carboxilic saturat 
(acid n-hexanoic, acid n-butiric) în mediu de solvent organic, în prezenţa lipazelor din 
pancreas de porc (PPL, obţinută în laborator) imobilizată prin adsorbţie pe CaCO^i 
(PPL: şi PPLj), din Candida cylindracea imobilizată prin adsorbţie pe Celite şi a 
preparatului comercial de lipază din Miicor miehei - Lipozymc 

Materiale 
în reacţiile de esterificare şi pentru analize s-au folosit: 2-pentanol (Fluka), 2-

octanol (Fluka), acid hexanoic (Loba), acid butiric (Riedel de Haen). n-hexan 98% 
(Merk), n-decan 95% (Riedel de Haen). tris3-(2.2,2-tnnuoro-l-hidroxietiliden)-d-
camforato europiu (Aldrich), S-(+)-2-pentanol (Aldrich). 

Determinările cromatografice pentru probele din reacţiile esterificarc 
enantioselectivă s-au efectuat pe un cromatograf de ga/e GCHF 18.3 echipat cu 
detector cu ionizare în flacără. Pentru analiza amestecului de reacţie s-a folosit o 
coloană cu umplutură polară, tip FFAP 10%. depusă pe Chromosorb W -AW DMCS 
de 80-100 mesh. Condiţii de analiză pemru probele din reacţiile de esterificare: 
• temperatură injector: 200°C 
• temperatură detector: 200°C 
• gaz purtător: azot cu presiunea 0.3bar 
• program de temperatură: variabil în funcţie de proprietăţile componentelor 

amestecului de analizat, astfel încât acestea să fie complet separate ^ 
Pentru analiza probelor prin metoda 'H-RMN s-a utilizat un spectromctru H-

RMN Tesla BS 487C, 80MHz. Soluţiile s-au preparat în cloroform deuterat, iar ca 
standard intern s-a folosit TMS (tetrametiisilanul). Rcactivul de deplasare chiral 
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utilizat a fost Eu(TFC)3 Tris3-(2,2,2-trifluoro-l-hidroxietiliden)-d-camforato-europiu 
cu masa moleculară M=893.67. S-au făcut spectre 'H-RMN ale alcoolilor racemici 
folosiţi ca materii prime, tară reactiv de deplasare şi în prezenţa reactivului de 
deplasare. De asemenea au fost analizate fracţiunile separate în urma distilării în vid 
care conţin alcool şi ester. 

Mod de lucru 
într-un reactor cu capacitatea de 50 c m \ termostatat la temperatura de 37°C şi 

sub agitare magnetică s-au introdus alcoolul secundar şi acidul în diferite rapoarte 
molare, apă după caz, solventul şi enzima. Momentul adăugării preparatului enzimatic 
a fost considerat momentul zero al reacţiei. Evoluţia reacţiilor în timp a fost urmărită 
gaz-cromatografic, pe baza analizelor calculându-se conversia alcoolului în diferite 
momente ale reacţiei. Ca standard intern pentru analiza cromatografică s-a utilizat n-
decan. După stoparea reacţiei prin filtrarea enzimei, solventul s-a evaporat iar 
produsele de reacţie au fost fracţionate prin distilare în vid şi analizate prin 
spectroscopie de rezonanţă magnetică nucleară ^H-RMN utilizându-se pentru 
determinarea excesului enantiomeric reactivul de deplasare chiral Eu(TFC)3, (tris3-
(2,2,2-trifluoro-l-hidroxietiliden)-d-camforato-europiu. Pentru identificare s-a folosit 
S-(+)-2-pentanol. 

Conversia alcoolului (C) s-a calculat prin raportarea cantităţii de alcool 
transformată la cantitatea iniţială de alcool din sistem. 

Excesul enantiomeric se poate calcula în fiecare caz considerând că integrala 
semnalului corespunzător fiecărui enantiomer este proporţională cu numărul de moli 
al acestuia. 

ee -
/7, -

/?, + tu 

unde ni şi n: = numărul de moli de 
enantiomer 1 respectiv 2 
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4. CONCLUZII FINALE 

Studiile prezentate în cadrul părţii de contribuţii originale cuprind două direcţii 
principale: obţinerea unor biocatalizatori cu calităţi îmbunătăţite faţă de enzimele 
libere, utili în diverse reacţii din chimia organică pentru sinteza unor compuşi 
intermediari în fabricarea unor produse chimice, sau pentru obţinerea unor produse 
finite şi respectiv realizarea unor reacţii enatioselective catalizate de lipaze libere şi 
imobilizate prin rezoluţie cinetică. 

Cercetările efectuate, asupra metodelor de imobilizare a lipazelor, au condus la 
obţinerea a 90 de preparate enzimatice toate reţetele utilizate fiind noi. Lipazele 
utilizate în studii au fost lipaza din Candida Cylindracca. lipaza din Fseiidonumas 
fluorescens, lipaza din Pseudomonas cepacia, lipaza microbiană din fungii termofile 
BUTE-3b, obţinută în cadrul unei colaborări cu Universitatea Tehnică şi Economică 
din Budapesta, lipaza din Mucor miehei (denumire comercială Lipozyme) şi lipaza 
din pancreas de porc obţinută şi purificată în laborator. 
• Prima metodă de imobilizare studiată a fost adsorbţia. Au fost utilizate două 
materiale drept suporturi care să îndeplinească cerinţele de bază de a fi inerte şi uşor 
accesibile: Celite (un material pe bază de pământ de diatomee, mult utilizat în 
industria alimentară) şi carbonatul de calciu, iar lipaza imobilizată a fost cea 
pancreatică. Celite s-a dovedit a fi un suport mai bun. probabil datorită suprafeţei 
specifice mai ridicate şi prezenţei unor grupări care permit formarea de legături de 
hidrogen în momentul imobilizării enzimei. în cazul carbonatului de calciu, reacţia de 
imobilizare a fost efectuată la diferite valori de pH în domeniul în care lipaza 
pancreatică este activă (7-9), cel mai ridicat randament de regăsire a activităţii 
enzimatice fiind înregistrat la pH 7. Acest randament însă a fost de numai 40%. în 
timp ce în cazul Celitei la acelaşi pH s-a obţinut un randament de regăsire de peste 
70%. Randamentul de legare a protemei enzimatice pe suport a fost de asemenea mai 
mare în cazul Celitei (36%) decât al carbonatului de calciu (în jur de 20%), Pe baza 
acestor rezultate s-a utilizat în studiile următoare Celite drept suport anorganic pentru 
imobilizare. 
• Cea de-a doua metodă de imobilizare folosită a fost entraparea în sol-gel. 
Cercetările efectuate au urmărit obţinerea unor sol-gelun hibride folosind drept 
materii prime tetraetoxisilan şi alchil- sau aril-trietoxisilani, spre deosebire de datele 
obţinute din literatură în care s-au utilizat derivaţi ai tetrametoxisilanuiui. Ideea care a 
stat la baza acestei alegeri a fost aceea că viteza reacţiei de formare a gelului va fi mai 
mică decât în cazul metoxi-derivaţilor ceea ce va tace ca şi creşterea Uxală de 
temperatură datorită efectului termic al reacţiei să fie mai mică şi să fie evitat 
pericolul unei eventuale dezactivări termice a enzimei. in acelaşi timp. în urma 
reacţiei de hidroliză a silanilor nu se formează metanol ci etanol. care este un compus 
mai puţin toxic pentru majoritatea lipazelor. 
• Alcoolii măresc omogenitatea sistemului constituit din silanii parţiali 
hidrolizaţi şi soluţia apoasă de enzimă. Deşi datele de literatură recomandă în acest 
sens alcoolul izopropilic, rezultatele obţinute în studiul utilizării diferiţilor aditivi în 
procesul de încapsulare în sol-gel al lipazei din Candida cylindracca (Cc) au condus 
la concluzia că alcoolul etilic are efectul activator mai pronunţat, deoarece 
omogenitatea sistemului de reacţie în care are loc gelifierea este mai bună. Alţi aditivi 
utilizati au fost polietilenglicolii. dintre care cel cu masă moleculară mare (20.000) s-a 
dovedit a fi superior celui cu masă moleculară medie (8.000). Prezenţa 
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polietilenglicolului împiedică colapsarea porilor în timpul maturării gelului, 
favorizând formarea unui \erogel poros. 
• Raportul molar silan/apă, modul de obţinere al solului prepolimer şi timpul de 
hidroliză al solului sunt parametri care pot avea un rol important în procesul de 
obţinere a biopolimerilor încapsulaţi prin metoda sol-geL existând în general o valoare 
optimă a acestora. In urma cercetărilor realizate cu lipaze Candida cylindracea (Cc), 
Pseudomonas fluorescem (AK), Pseudomouas cepacia (PS) imobilizate s-a stabilit că 
creşterea raportului molar apă/silan peste o anumită valoare determină scăderea 
activităţii enzimei imobilizate, raportul molar optim situându-se în domeniul între 
1:20 şi 1:10. 
• Creşterea timpului de hidroliză al solului conduce la obţinerea unei reţele mai 
ramificate şi a unei configuraţii diferite a solului prepolimer în momentul adăugării 
soluţiei enzimatice şi a catalizatorului. Rezultatele obţinute în acest studiu au 
demonstrat că, indiferent de provenienţa lipazei, activitatea după imobilizare a scăzut 
dacă solul a fost menţinut o perioadă mai lungă (până la 168 de ore) după obţinere. 
Drept urmare, următoarele experimente s-au efectuat folosind reţete de fabricaţie în 
care gelifierea se realiza imediat după obţinerea solului. 
• Compuşi cu rol de ..şablon'" pot fi utilizaţi în timpul procesului de obţinere a 
sol-gelului pentru a favoriza obţinerea unei structuri favorabile a gelului în timpul 
maturării. S-a urmărit efectul adaosului unor hidraţi de carbon ca şi compuşi şablon. 
Au fost utilizate diferite monozaharide tip hexoză (glucoza, galactoză, manoză). o 
dizaharidă (lactoza), o pentoză (xiloza) cât şi P-ciclodextnna, iar sol-gelurile au fost 
obţinute numai pe bază de tetraetoxisilan. Activităţile obţinute în reacţia de hidroliză a 
uleiului de măsline de lipaza din Pseudomonas cepacia imobilizată în prezenţa acestor 
aditivi nu au diferit mult între ele şi nici în comparaţie cu preparatul care nu conţinea 
zaharide. Deoarece adiţia compuşilor menţionaţi nu influenţează semnificativ 
activitatea hidrolitică a lipazei imobilizate înseamnă că ei se pot utiliza în procesele de 
încapsulare în sol-gel pentru a mări enantioselectivitatea prin inducerea unor mici 
modificări conformaţionale ale enzimei în timpul imobilizării. 
• La imobilizarea prin entrapare a lipazei din Candida cylindracea (Cc) şi a 
lipazei pancreatice (PPL) cu diferiţi silani în diferite rapoarte molare nu toate 
preparatele obţinute au fost active ca biocatalizatori în reacţia de esteriflcare a 1-
octanolului iar activitatea a fost influenţată de natura şi raportul molar al silanilor 
precursori. Preparatele în care gruparea hidrofobă prezentă în structura gelului a fost 
gruparea fenil au avut activitatea de esterificare cea mai marc. Aceste preparate se 
obţin însă greu, din cauza dificultăţilor care apar la procesul de geliflere. Preparatele 
care au fost obţinute folosind metiltrietoxisilan ca silan precursor cu grupare 
hidrofobă s-au obţinut în schimb în condiţii foarte bune. iar în seria acestora creşterea 
concentraţiei de grupări metil a determinat creşterea activităţii de esterificare şi a 
randamentului de regăsire. Acest fenomen se datorează deplasării segmentului 
hidrofob din apropierea centrului activ datorită interacţiunii cu grupările hidrofbbe ale 
suportului favorizându-se astfel accesul substratului la centrul activ, 
• Pentru combinarea avantajelor celor două metode de imobili/are studiate şi 
anume creşterea de activitate observată în cazul adsorbţiei pe Celite şi stabilitatea mai 
mare a enzimei imobilizate rezultată în urma entrapării în sol-gel, s-a elaborat o 
metodă de imobilizare în care cele două tehnici au fost combinate. Au fost testate mai 
multe variante de realizare practică a unei asemenea imobilizări prin metoda 
combinată entrapare-adsorbţie, folosind lipază pancreatică. Metoda combinată nu 
determină o creştere a activităţii la fel de mare ca în cazul adsorbţiei urmată de 
precipitarea enzimei pe suprafaţa adsorbantului cu acetonă, lotuşi activitatea totală 
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regăsită după imobilizare este de 3-4 ori mai mare decât cea iniţială. Au fost 
investigaţi parametrii acestei imobilizări. 
• Iniţierea policondensării s-a efectuat prin modificarea pH-ului din domeniul 
acid în domeniul bazic prin adăugare de soluţie tampon de pH 8 sau soluţie de 
amoniac, sau cu ajutorul unui catalizator de tip acid Lewis, ttuorura de sodiu. Dintre 
aceste metode, cataliza bazică s-a dovedit a fi mai eficientă, valorile activităţiilor fiind 
mult mai mari comparativ cu cele obţinute folosind NaF. S-a preferat utilizarea 
amoniacului, deoarece s-a constatat că în aceleaşi condiţii de imobilizare (precursori 
MTEOS şi TEOS în raport molar 3:1) o valoare mai mare a pH-ului la gelifiere, 
realizată cu amoniac, duce la o activitate a preparatului de peste 4 ori mai mare. 
Adaosul de etanol în faza de obţinere a solului, pentru a favoriza omogenitatea 
sistemului de reacţie, a fost eficientă doar în cazul folosirii NaF drept catalizator. 
Dacă imobilizarea lipazei pancreatice se face prin metoda combinată de entrapare şi 
adsorbţie, creşterea concentraţiei de grupări hidrofobe din matricea polisiloxanică nu 
mai influenţează favorabil activitatea enzimei. Studiul realizat la diferite rapoarte 
molare ale silanilor precursori metiltrietoxisilan şi tetraetoxisilan a demonstrat că în 
acest caz cel mai mare randament de regăsire a activităţii enzimatice după imobilizare 
se obţine la o valoare a acestui raport de 1:1. 
• Rezoluţia cinetică a amestecurilor racemice, catalizată de lipaze. a fost 
investigată în partea a doua a tezei. Ea este una din cele mai atractive metode utilizate 
în obţinerea compuşilor enantiomeric puri, iar alcoolii secundari sunt cele mai 
utilizate substraturi în rezoluţiile catalizate de lipaze datorită importanţei lor în 
sintezele organice dar şi datorită faptului că în mod nonnal lipazele manifestă faţa de 
aceştia cea mai mare enantioselectivitate comparativ cu alcoolii primari şi terţiari. S-
au studiat două tipuri de reacţii enantioselective ale alcoolilor secundari şi anume: 
esterificarea cu acizi carboxilici saturaţi şi acilarea (transesterificarea) cu acetat de 
vinii, ambele în solvent organic cu conţinut redus dc apă. 
• Reacţiile de esterificare enantioselectivă studiate au condus la concluzia că 
dintre lipazele utilizate, lipaza din Candida cylindracea nu a fost enantioselectivă în 
această reacţie iar cea comercială - Lipozyme a demonstrat o stereoselectivitate 
remarcabilă, doar enantiomerul (R) fiind detectat prin analiza ^H-RMN a produsului. 
• Folosind Lipozyme, s-au stabilit condiţiile optime de reacţie pentru sinteza 
(/?)-esterilor acizilor butiric şi hexanoic cu 2-pentanoIul. S-a demonstrat că este 
preferabil să se lucreze cu un raport molar alcool/acid de 2:1 pentru că în acest caz, 
ţinând cont de enantioselectivitatea reacţiei, se poate obţine (/?)-esterul 2-pentanolului 
cu un randament de aproape 90% şi puritate enantiomerică foarte mare. iar alcoolul 
nereacţionat conţine izomerul (S) într-un exces enantiomenc ce depinde dc gradul de 
conversie. Studiile realizate cu mici cantităţi de apă introduse în sistem (concentraţie 
de până la 0.05% faţă de acid) au condus la variaţii nesemnificative ale valorilor 
conversiei, deci eliminarea apei rezultate în sistem nu este neapărat necesară în 
condiţiile în care se lucrează într-un solvent hidrofob. Esteni 2-octanolului au fost 
obţinuţi cu randamente mai mici comparativ cu cei ai 2-pentanolului, în aceleaşi 
condiţii de reacţie. Reacţia de esterificare a 2-pentanolului cu acidul hexanoic a fost 
studiată şi în funcţie de temperatură. S-a constatat un efect favorabil semnificativ al 
temperaturii asupra conversiei în intervalul de până la 40X: şi unul mai puţin 
semnificativ peste această temperatură. Rezultă că reacţiile de esterificare 
enantioselectivă pot fi realizate în cataliză enzimatică la temperaturi relativ scăzute cu 
viteză suficient de mare, deci în condiţii energetice favorabile comparativ cu 
procesele chimice. 
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• Reacţiile de acilare enantioselectivă cu acetat de vinii s-au studiat pentru trei 
alcooli secundari, 2-butanol, 2-pentanol şi 2-octanol. Drept catalizatori s-au utilizat 
lipaza din Pseudomonas Jluoresccm (AK), imobilizată prin entrapare şi prin metoda 
nouă - entrapare combinată cu adsorbţie, şi lipaza BUrE-3b imobilizată prin 
entrapare combinată cu adsorbţie. 
• în urma studiului reacţiilor 2-butanolului catalizate de lipază AK imobilizată 
prin entrapare, s-a constatat că selectivitatea reacţiilor nu diferă foarte mult în funcţie 
de natura şi raportul molar al silanilor precursori. Excesele enantiomerice obţinute 
sunt foarte mici şi imobilizarea nu duce la creşterea selectivităţii, deci aceste preparate 
nu sunt potrivite pentru separarea izomerilor 2-butanolului. Nici preparatele rezultate 
în urma imobilizării prin metoda combinată nu conduc la o selectivitate mare a 
reacţiei de acilare a 2-butanolului, valorile fiind apropiate de cele ale reacţiei 
catalizate de enzima imobilizată prin adsorbţie. Randamentele de regăsire a activităţii 
enzimatice au fost în cazul enzimei imobilizate prin entrapare simplă mai mici de 
35%, în timp ce la lipaza imobilizată prin metoda combinată acest randament a ajuns 
până aproape de 50%, un rezultat foarte bun pentru aceste reacţii. 
• Selectivitatea reacţiei de acilarea 2-butanolului cu enzima BUTE-3b 
imobilizată prin entrapare combinată cu adsorbţie nu a prezentat diferenţe 
semnificative în funcţie de silanii precursori utilizaţi. Cea mai mare valoare 
înregistrată a fost în cazul utilizării preparatului enzimatic imobilizat obţinut cu 
EtTEOS : TEOS în raport molar de 1:1. Valorile enantioselectivităţii scad însă în 
urma imobilizării prin metoda sol-geK atât comparativ cu enzima liberă, cât şi faţă de 
cea imobilizată numai prin adsorbţie. 
• Pentru substratul 2-pentanol preparatele de AK imobilizate prin adsorbţie au 
condus la activităţi de reacţie diferite în funcţie de natura şi raportul molar al silanilor 
precursori. Preparatele cele mai active faţă de acest substrat au fost ccle obţinute cu 
PhTEOS iar randamentul de regăsire a fost puţin mai scăzut ca la 2-butanol, de cel 
mult 32%. în unele cazuri în urma imobilizării se obţine o creştere a excesului 
enantiomeric obţinut după 24h de reacţie, justificând astfel imobilizarea enzimelor 
libere. Dintre cele şase preparate de lipază AK imobilizată prin metoda combinată 
cele care conţin MTEOS au condus la rezultate mai bune pe substratul 2-pentanoL în 
acest caz excesele enantiomerice şi selectivitatea reacţiei fiind chiar mai mari ca în 
cazul enzimei libere. 
• în reacţiile de acilare a 2-pentanolului care utilizează lipază BUTE-3b 
imobilizată prin entrapare combinată cu adsorbţie s-au obţinut randamente în ester 
destul de bune iar excesele enantiomerice obţinute au fost sensibil mai mari în toate 
cazurile studiate decât cele obţinute cu enzima liberă şi cu cea imobilizată prin 
adsorbţie. De asemenea s-au realizat valori ridicate ale enantioselectivităţii reacţiei, 
apropiate de cele înregistrate cu enzima liberă şi cea imobilizată numai prin adsorbţie. 
Cele mai bune rezultate s-au obţinut când s-a utilizat preparatul în care raportul molar 
metiltrietoxisilan şi tetraetoxisilan a fost 5:1. Randamentul de regăsire a fost şi de data 
aceasta mai mare pentru această enzimă, situându-se la valoarea de 55% în cazul celui 
mai activ preparat. 
• Preparatele imobilizate testate pe 2-butanol şi 2-pentanol au fost utilizate şi în 
reacţii de acilare a 2-octanolului. Pe acest substrat cele mai active şi selective 
preparate pe bază de lipază AK imobilizate prin entrapare au fost cele obţinute cu 
PhTEOS, astfel, la raport molar PhTEOS:TEOS de 1:1 indicele de enantioselectivitate 
E a fost mai mare cu 30% decât în cazul enzimei libere. Spre deosebire de 2-pentanoK 
în cazul 2-octanolului se înregistrează o creştere a enantioselectivităţii în unna 
imobilizării prin metoda combinată în comparaţie cu en/ima liberă în tmip ce 
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rezultatele cele mai bune se observă la enzima imobilizată prin adsorbţie. Excesul 
enantiomeric este însă mai mic la enzima adsorbită, deci pc ansamblu şi în acest caz 
entraparea combinată cu adsorbţie duce la rezultate mai bune. A 
• In cazul catalizatorilor pe bază de BUTE-3b, imobilizate prin metoda 
combinată, preparatele cele mai active în reacţiile de acilare a 2-octanolului s-au 
dovedit a fi cele obţinute folosind MTEOS ca al doilea silan precursor. Creşterea 
proporţiei grupării hidrofobe a dus la formarea unui preparat mai activ, randamentul 
de regăsire a activităţii fiind 35% la preparatului obţinut cu un raport molar 
MTEOSATEOS de 5:1. Enantioselectivitatea ridicată a enzimei libere în raport cu 
acest substrat s-a menţinut şi chiar a crescut puţin în urma imobilizării, însă 
randamentele mai scăzute ale reacţiei de transesterificare au afectat valorile 
coeficientului de enantioselectivitate E. 
• Comparând toate rezultatele obţinute pe cele trei substraturi şi cele 24 de 
preparate imobilizate de AK şi BUTE-3b. precum şi rezultatele obţinute în urma 
reacţiilor cu enzimele libere, se poate spune că lipaza din Pseudomonas fluoresccm 
nu are o enantioselectivitate foarte mare în raport cu alcoolii secundari studiaţi, 
excesele enantiomerice cele mai mari obţinute fiind în jur de 70% în cazul 2-
pentanolului şi 60% în cazul 2-octanolului. în ce priveşte factorul enantiomeric E. 
acesta creşte în urma imobilizării pentru această enzimă. dar nu suficient pentru ca să 
ajungă la valoarea de 20 considerată convenabilă pentru aplicare industrială. Astfel, 
lipaza neimobilizată are valoarea factorului E de 4.5 în raport cu 2-pentanoluL în timp 
ce aceeaşi lipază imobilizată prin entrapare pe bază de precursori metiltrietoxisilan şi 
tetraetoxisilan în raport 3:1 ajunge la valoare de 6.3. în raport cu 2-octanolul, lipaza 
din Pseudomonas fluorescens liberă are valoare factorului E de 5.4. iar după 
imobilizarea prin entrapare pe bază de precursori de feniltrietoxisilan şi tetraetoxisilan 
în raport 1:1 această valoare creşte la 7. Cea mai bună separare a enantiomerilor prin 
rezoluţie cinetică are loc în prezenţa lipazei BUTE-3b imobilizată prin metoda de 
entrapare combinată cu adsorbţie în reacţia de acilare a 2-pentanolului. 
• Faptul că dintre cei trei alcooli secundari 2-pentanolul conduce la cea mai 
bună rezoluţie cinetică se explică prin orientarea diferită a celor doi enantiomeri ai 
alcoolului secundar atunci când aceştia se leagă de centrul activ pentru a forma 
intermediarul acil-enzimă. în toate reacţiile de acilare a 2-penianolului catalizate de 
lipaze BUTE-3b imobilizate prin entrapare combinată cu adsorbţie valorile indicelui 
de enantioselectivitate depăşesc 20, reacţiile cu E >20 fiind considerate suficiente 
pentru ca sinteza să poată f\ utilizată industrial. Utilizând metoda de entrapare 
combinată cu adsorbţia pe Celite şi drept precursori feniltrietoxisilanul şi 
tetraetoxisilanul, s-a obţinut pentru 2-pentanol o valoare a factorului enaniiomenc E 
de 32 iar pentru 2-octanol de 21. 
• Studiului termostabilităţii lipazelor imobilizate a dus la concluzia că prin 
metoda de imobilizare entrapare combinată cu adsorbţia creşterea temperaturii 
determină o creştere a activităţii de transesterificare la mai marc decât în cazul 
enzimei libere, în timp ce scăderea enantioselectivităţii şi excesului enantiomeric este 
mai puţin pronunţată decât cea înregistrată pentru enzima liberă. Dacă drept silani 
precursori s-au utilizat metiltrietoxisilan şi tetraetoxisilan în raport 3:1, pentru lipaza 
AK s-a constatat o creştere a activităţii de transesterificare la creşterea temperaturii în 
intervalul 30-70°C, atât pentru enzima liberă cât şi pentru cea imobilizată. însă după 
imobilizare creşterea activităţii a fost mai mare, de 2.5 on comparativ cu 1.3 on la 
enzima liberă. în acelaşi timp, enantioselectivitatea reacţiei de acilare a 2-penianolului 
a scăzut la creşterea temperaturii. Această scădere a fost mai puternică la enzima 
liberă unde excesul enantiomeric a scăzut de la 44% la 11% (adică de 4 ori în acest 
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interval de temperatură), decât la enziina imobilizată unde a scăzut de la 63% la 45%. 
Dacă precursorii silanici utilizaţi pentru imobilizare au fost feniltrietoxisilan şi 
tetraetoxisilan în raport 1:1, reducerea enantioselectivităţii a fost mai pronunţată 
(excesul enantiomeric a scăzut de la 57% la 25%). 
• Lipaza BUTE-3b a arătat o sensibilitate termică mai mare în stare liberă, 
activitatea ei scăzând semnificativ la o temperatură mai mare de 60X, în timp ce la 
lipaza imobilizată nu s-a înregistrat acest fenomen până la 70X. în ce priveşte 
enantioselectivitatea acestei enzime, la lipaza liberă ea a scăzut de la 90% la 74% în 
intervalul de temperatură 30-70T, în timp ce enzimele imobilizate îşi păstrează în 
măsură mai mare înalta enantioselectivitate. scăderea fiind de 7-8% pe acelaşi interval 
de temperatură. Se poate afirma că prin imobilizare lipazele studiate pot fi folosite şi 
la temperaturi mai ridicate, cu o pierdere a enantioselectivităţii mai puţin pronunţată 
decât în cazul enzimei libere. 
• In urma studiului de reutilizare făcut pentru două din enzimele imobilizate prin 
entrapare combinată cu adsorbţie {Pseudomonas fluorcscem AK:4 şi BUTE-3bs) s-a 
observat creşterea excesului enantiomeric şi a selectivităţii reacţiei la reutilizare. 
Această creştere se poate explica prin faptul că scăzând activitatea enzimei, adică 
viteza de transformare a substratului şi fiind vorba de rezoluţie cinetică diferenţa 
dintre vitezele cu care sunt transformaţi cei doi enantiomeri se poate accentua. 
Numărul de cicluri de reutilizare pentru care activitatea relativă se menţine la peste 
25% din activitatea iniţială pentru lipaza AK imobilizată este de 4. în timp ce în cazul 
enzimei libere acest număr este de numai 2. 
• Rezultatele obţinute şi prezentate în această teză au constituit până în prezent 
subiectul unui număr de 5 lucrări ştiinţifice publicate în reviste de specialitate sau 
volumele unor manifestări ştiinţifice şi 9 lucrări comunicate la manifestări ştiinţifice 
din ţară şi străinătate. 

Lucrări publicate şi comunicate pe baza rezultatelor prezentate în teză 

1. Peter F., Anghel A., Popa C., Sârbu A., Simpozionur Resurse s/ Dezvoltare 
în Industria Alimentara \ Bucureşti. 1995, 

2. Peter F., Popa C., Csunderlik C., Al IV-lea Simpozion \a(ionat de Cataliza. 
Ploieşti. 21-22 septembrie 1995. 

3. V. Popoviciu, F. Peter, L. Ursica, C. Popa, Conferinţa ^a|ionalâ de 
Farmacie. Tg.Mureş. 16-1 Soctombrie 1996, Revista de Medicină şi 
Farmacie, 1996, 42, 47. 

4. Peter F., Muntean D., Petrean A., Popa C., A JJ-a Sesiune de Comunicări 
Ştiinţifice. Olăneşti, 1996, / , 185-192. 

5. Burian A., Kiss C., Anderca M., Peter F., A JJ-a Sesiune de Comunicări 
Ştiinţifice, Călimăneşti-Căciulata. 1997, 277-280. 

6 Kiss C., Zsok R.. Burian A., Petrean A., Al Il-lea Simpozion International 
Cercetarea Interdisciplinară Zonală SriISTA-Tt:H^(m)GIE^S(XlETATE 
Timişoara, 1997. 

7. Kiss C., Anderca M., Popa I., Burian A., Peter F., Al IX-iea Simpozion de 
Microbiologic şi Biotehnolo^ie. laşi, 1998. 

8. Peter F., Kiss C , Preda G., Chem. Buli "POUTEHMCr Univ., 
Timişoara, 1999, ^4(58), 2, 239-244. 
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9. Peter F., Kiss C., Szocs-Biro E., Dumitru R., Tolos M., Tomescu L., 
Achiţei C., A XATII-a Conferinţa Naţionala de Chimie, Calimăneşti -
Căciulata, Remania, 2002, 35. 

10. Peter F., Poppe L., Kiss C., Szocs-Biro E., Preda G., Zarcula C., Olteanu 
A., International Conference on Protein Stabilization, Bratislava, 2004, 
63. 

11. Szocs-Biro E., Kiss C , Zarcula C., Olteanu A., Peter F., Al Vl-lea 
Simpozion International Romania-Serbia&Muntenegru-Ungaria, Ed. 
Sudura, Timişoara, 2004, 580-589, ISBN 973-8359-26-0. 

12. Kiss, C., Szocs-Biro E., Olteanu A., Mazilu A., Zarcula C., Peter F., A 
XXVIII-a Conferinţă Naţională de Chimie, Calimăneşti -Căciulata, 2004, 
119. 

13. Zarcula C.A., Kiss C., Szocs-Biro E., Peter F., Al Vll-lea Simpozion 
Internaţional Romania'Serbia&MuntenegrihVngaria, Reşiţa, 2005, Analele 
Universităţii ^^Eftimie Murgu", în curs de publicare. 

14. Peter F., Poppe L., Kiss C., Szocs-Biro E., Preda, G., Zarcula C., Olteanu 
A., Biocatal. Biotransform,, 2005, 23 (3-4), 251-260. 
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