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1 Studiu de literatura

1.1. Importanta temei

Biotransformarile sunt bioprocese ecologice avantajoase comparativ cu
metodele chimice conventionale, deoarece sunt realizate in conditii blande, cu cerinte
energetice mai reduse, oferind tehnologii curate din punct de vedere ecologic si de
multe ori ating eficiente catalitice ridicate, selectivitate si procesare simpla.

Provocarile chimiei verzi si a biotehnologiei industriale se referd la variante
care sa ofere avantaje economice semnificative folosind procese durabile, pentru a le
inlocui pe cele care sunt utilizate in prezent pe scara larga in industrie, sau sa includa
noi procese de recuperare a deseurilor care integreaza conceptul de biorafinare pentru
o economie circulard. Mai mult, valorificarea subproduselor industriale poate avea o
importanta semnificativa in viabilitatea economica si sustenabilitatea acestor procese.
Una dintre sursele identificate de emisii de gaze cu efect de serda este utilizarea
combustibililor fosili, direct corelatd cu incalzirea globald si schimbarile climatice.
Printre alte politici, tarile s-au angajat sa intensifice utilizarea surselor de energie
regenerabild, de exemplu biodieselul reprezentand un potential semnificativ pentru
durabilitate si crestere economica. In mod paradoxal, aceste schimbari industriale si
in structura productiei implica adesea probleme care pot ameninta sustenabilitatea
solutiilor propuse [1].

Biocataliza a devenit o parte importanta a sintezei organice moderne, atat in
cercetarea fundamentala cét si in industria chimica si farmaceutica.

Biocataliza poate fi definita ca utilizarea unei enzime pentru cataliza unor
reactii chimice. Inca din cele mai vechi timpuri biocataliza a fost folosita in diverse
procese alimentare (fabricarea de bere, panificatie, vinificatie), fara a se cunoaste
natura enzimatica a proceselor respective.

Utilizarea enzimelor in domeniul chimiei are de asemenea o vechime
considerabild, iar azi regasim enzimele in industria alimentara, textila, dar si in cea a
detergentilor. Impactul major al biocatalizei nu a fost insa in nici unul din domeniile
mentionate ci in cel al industriei farmaceutice, mai ales la inceputul secolului 21. La
ora actuald, enzimele concureazéd cu metodele chimice traditionale pentru o gama
larga de reactii chimice [2].

Succesul biocatalizei din ultimul deceniu s-a datorat in mare parte unei
extinderi rapide a gamei de reactii chimice accesibile, realizata prin intermediul
instrumentelor pentru descoperirea enzimelor cuplate cu tehnici de evolutie pentru
optimizarea biocatalizatorilor si realizate in laboratoare de mare capacitate. O gama
larga de enzime personalizate, cu eficiente si selectivitati ridicate, pot fi acum obtinute
rapid si la scara de la gram la kilogram, folosind baze de date dedicate si instrumente
de cautare menite sa facd acesti biocatalizatori accesibili unei comunitati stiintifice
mai largi[3].

In ultimii ani, interesul pentru biocatalizad s-a extins in tot domeniul chimiei
verzi, avand ca scop realizarea de procese industriale cu impact redus asupra
mediului.
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Avantajele potentiale ale enzimelor in termeni catalitici sunt specificitatea si
capacitatea lor de a lucra la temperatura ambianta in solutii apoase. Cu toate acestea,
utilizarea enzimelor in chimia organica are anumite dezavantaje: stabilitate scazuta
la temperaturi ridicate si in solventi organici. Mai mult, cerinta de a functiona intr-o
solutie apoasa a fost problematica atunci cand au fost utilizate concentratii mari de
reactanti cu solubilitate scazutd. Lucrarea de pionierat a lui Klibanov [4] a aratat ca
enzimele pot functiona si in medii organice. Aceasta, precum si lucrarile conexe, au
condus la o extindere treptata a utilizarii enzimelor in sinteza organica, iar astazi ele
sunt din ce In ce mai folosite pentru a efectua transformari industriale [3].

Un factor cheie in modificarea stabilitatii si functionalitatii enzimelor, pentru a
le permite sa functioneze pe noi substraturi, a fost mutageneza dirijatd in situ,
combinata cu instrumente de modelare moleculara. Mutageneza poate fi utilizata
pentru creste stabilitatea enzimelor in solventi organici sau la temperaturi ridicate,
precum si pentru a modifica specificitatea situsului activ.

Stabilitatea enzimelor poate fi imbunatatita si prin imobilizarea pe suporturi
unde, datorita mai multor puncte de atasare, lantul proteic devine mai rezistent la
denaturare [5]. Mai recent, constientizarea faptului ca enzimele pot cataliza reactii in
lichide ionice si in solventi eutectici a condus la extinderea in continuare a gamei de
aplicatii ale enzimelor in sinteza organica [6].

O alta dezvoltare recenta a biocatalizei a constat in realizarea reactiilor in
cascada enzimatica. Aceste reactii implica mai mult de o enzima care efectueaza
reactii in secventd. Provocarile unor astfel de sisteme constau in compatibilitatea
substraturilor cu enzimele utilizate si in recuperarea produsului din amestecuri
complexe. In ciuda provocarilor, s-au inregistrat progrese considerabile in sinteza
enzimatica in mai multe etape [5].

Cele mai importante enzime comerciale, cu peste 90% din cota de piata sunt
enzimele hidrolitice: lipazele, proteazele, glicozidazele si alte hidrolaze, care sunt
utilizate in principal in detergenti, hrana pentru animale, productia de bioetanol,
productia de indulcitori, industria bauturilor si a alimentelor, industria celulozei si
hartiei, industria textild. Exista insa si o serie de oxidoreductaze, liaze si izomeraze
utilizate pe scara larga. In Tabelul 1 sunt incluse exemple de enzime si aplicatii ale
acestora.

Tabelul 1 Exemple de enzime industriale si aplicatii ale acestora [7]

Enzima Aplicatii

Acetolactat decarboxilaza obtinerea berii si a vinului pentru a reduce timpul de
maturare

Alcool dehidrogenaza sinteza de compusi chirali.

Amilaze si glucoamilaze sunt cele mai importante enzime in functie de volum

si cota de piatd, cu o gama largd de aplicatii pentru
obtinerea de biocombustibili, sirop de porumb cu
continut ridicat de fructoza, etc.

Catalaza are multe aplicatii in fabricarea branzeturilor,
prepararea bumbacului pentru vopsire, degradarea
apei oxigenate folosite pentru finadlbirea sau
dezinfectarea materialelor, industria alimentara.

Cutinaza are proprietati hidrolitice similare cu ale lipazelor si
esterazelor si aplicatii potentiale 1in industria
alimentara, cosmeticelor, pesticide, degradarea
hidrolitica a polietilen tereftalatului (PET).

B-Galactozidaza se foloseste in industria alimentara pentru produsele
fara lactoza.
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Invertaza hidrolizeaza zaharoza la zahar invertit (fructoza si
zaharoza), care se foloseste pentru siropul de glucoza-
fructoza.

Lacaza este o oxidoreductaza utilizata in industria hartiei,

textild, aromelor si parfumurilor, industria alimentara,
la epurarea apei reziduale.

Termolisina este 0 metaloproteaza utilizatda in productia
aspartamului.
Lipaza utilizatd in industria textild, alimentara, detergenti

,sinteza organica

1.2 Biopolimerii

Polimerii naturali sau de natura petrochimica formeaza baza materialelor
utilizate in general in viata de zi cu zi, ca parti constitutive ale alimentelor, hainelor,
locuintelor, medicamentelor, dispozitivelor medicale, ambalajelor, automobilelor,
infrastructurii, telecomunicatiilor si multor altora. Polimerii sunt omniprezenti in
natura [8].

Mii de polimeri se regasesc in plante, animale si microorganisme, unde joaca
roluri majore ca elemente structurale (de exemplu, celuloza si lignina in copaci si
plante, chitina in exoscheletul crabilor, crevetilor, insectelor si peretilor celulari ai
ciupercilor, colagenul si hialuronanul in spatiul extracelular si tesuturile conjunctive
din corpurile umane si animale), sau materiale de aparare (de exemplu, latex/cauciuc
in copaci si plante cu flori, capsule de hialuronan in microorganismele patogene),
printre alte functii [9], [10].

Din cele mai vechi timpuri, oamenii s-au bazat pe polimerii naturali pentru a-
si asigura nevoile, deoarece matasea, lana si fibrele de celuloza erau folosite pentru
a produce panze, covoare, paturi si franghii. Dezvoltarea industriei petrochimice a
adus timp de cateva decenii polimerii sintetici in top, dar pozitia lor dominanta a
inceput sa se schimbe atunci cdnd s-au pus in evidenta biodegradabilitatea lenta,
epuizarea resurselor de petrol si dezvoltarea unor cai de obtinere utilizand materii
prime biodegradabile [11].

In zilele noastre, din motive evidente (preocuparea publicului fata de mediu
si reducerea dependentei de resursele limitate de combustibili fosili), plasticele
obtinute din materiale biodegradabile sunt din ce in ce mai studiate. In ultimii ani s-a
observat o crestere acceleratd a comercializarii acestora, de ex. acid polilactic,
polihidroxialcanoati si, mai recent, succinat de polibutilena [12]. Capacitatea de
productie a polimerilor biodegradabili este in continua crestere iar pana in 2027 se
estimeaza o crestere la aproximativ 6,3 milioane de tone [13].
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Figura 1 Estimarea productiei de bioplastice la nivel global [13]

Scopul este valorificarea potentialului tehnic de substituire totala a polimerilor
biodegradabili, inlocuind 90% din totalul polimerilor (si fibrelor) obtinuti din petrol
[14]. In acest sens, productia de monomeri adecvati din resurse regenerabile
provenite din biomasa ofera o oportunitate promitatoare de a imbunatati parametrii
economici si sustenabilitatea. In fiecare an, aproximativ 170 de miliarde de tone de
biomasa sunt produse in natura; din aceasta doar 3,5% sunt utilizate in prezent [15].

Materialele plastice biodegradabile (BP) au generat mult interes, fiind
considerate o contributie ecologica la solutionarea problemelor derivate din eliminarea
deseurilor din plastic. Existd mai multe materiale plastice biodegradabile de tip
poliesteri care prezinta proprietati comparabile cu cele conventionale, cum ar fi
polihidroxialcanoatii (PHA), polipropiolactona (PPL), poli(e-caprolactona) (PCL), acidul
poli(L-lactic) (PLA), poli(butilen succinatul) (PBS), poli(etilen succinatul) (PES) si
poli(ester carbonatul) (PEC), precum si co-poliesteri care contin componente alifatice
si aromatice, cum ar fi poli(butilen adipat-co-tereftalat) (PBAT), poli(butilen succinat-
co-tereftalat) (PBST) si poli(butilen adipat tereftalat) (PBAT).

Cu toate acestea, poliesterii care contin numai componente aromatice sunt
mai recalcitranti la biodegradare, cum ar fi poli(etilen tereftalatul) (PET), poli (butilen
tereftalatul) (PBT) si poli(trimetilen tereftalatul) (PTT). Poliesterii pot fi produsi din
combustibili fosili (cum ar fi PBS, PCL si PES), biomasa (PLA si PHA), sau din ambele
resurse (PET si bio-PET). Aplicatiile lor variaza de la folii de mulcire, saci de compost,
folii transparente pentru ambalarea alimentelor, tesaturi din poliester, ambalaje si
alte rasini biodegradabile. Microorganismele care degradeaza poliesterii pot fi
cultivate folosind medii solide care contin polimeri emulsionati. In acest sens, zonele
de halo clare in jurul coloniilor se formeaza atunci cdnd microorganismele excreta
enzime extracelulare care difuzeaza prin agar si degradeaza polimerul in compusi
solubili in apa[16].

Este important ca materialele plastice biodegradabile sa aibd aceleasi
proprietati si performante ca si omologii lor nebiodegeradabili si ca majoritatea
materialelor plastice nebiodegradabile s& poata fi inlocuite cu altele biodegradabile
pentru a elimina amenintarea actuala pentru mediu. PLA are o capacitate minora de
a inlocui polimerii comerciali, cum ar fi PET, poliamida (PA), poli(metacrilatul de metil)
(PMMA) si PP [17]. Cu toate acestea, PLA are foarte putine perspective de a concura
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cu poli(clorura de vinil) (PVC) si policarbonatul (PC), care detin aproximativ 65% din
piata plasticului transparent, datorita proprietatilor avantajoase ale acestor doi
polimeri comerciali, cum ar fi transparenta si duritatea bund, precum si punctului de
fnmuiere (120°C) al PC-ului.

Unele proprietati ale PLA, cum ar fi rezistenta la impact, duritatea, rigiditatea
si elasticitatea sunt similare cu cele ale PET-ului, iar PLA are o rezistenta UV mult mai
mare decat PET-ul, prin urmare, poate fi folosit intr-o oarecare masura ca inlocuitor
pentru PET. Cu toate acestea, PLA incd nu poate atinge rezistenta la impact si
rezistenta termica a PET-ului. PLA are proprietati bune de bariera la apa, ceea ce fi
extinde aplicarea in industria de ambalare, in special pentru ambalarea painii calde.
Totusi, granulele de PLA sunt higroscopice in comparatie cu PP si necesita mai multa
atentie la manipulare. De asemenea, in comparatie cu PP si polietilena (PE), PLA are
o rezistenta mai mare la oboseala si rezistenta la caldura, fiind considerat superior
pentru anumite aplicatii din domeniul ambalajelor, dar pana acum existd doar o
substitutie limitata. In plus PLA este mai rigid si are un modul mai mare si rezistenta
la grasimi decat polietilena de joasa densitate (LDPE) si polietilena de naltd densitate
(HDPE). In ce priveste potentialul de substitutie al polihidroxialcanoatilor (PHA) se
considera ca PP si HDPE pot fi inlocuite cu PHB. Copolimerii PHA cu lungime de catena
lungad si medie au, de asemenea, potentialul de a inlocui LDPE, HDPE si PP si un
potential limitat de a inlocui poliuretanul (PU), PET si PVC [17]. Cu toate acestea,
permeabilitatea la oxigen a P(3HB) este de 40 de ori mai mica decat cea a PE si de
aproximativ doua ori mai mica decat cea a PET. PHB prezinta proprietati de bariera la
vapori, mirosuri si grasimi mai bune decat PP, ceea ce face ca PHB sa fie mai bun
decat materialele plastice comerciale actuale in ceea ce priveste ambalarea produselor
sensibile la oxigen, cum ar fi alimentele si bauturile [21]. PP si PHB sunt relativ
similare in privinta anumitor proprietati fizice cum ar fi rezistenta la tractiune, masa
moleculara, cristalinitatea si punctul de topire, dar PHB are o rezistenta mai buna la
cdldurd (130 °C) si la lumina UV.

In ciuda tuturor proprietatilor excelente ale PHB, utilizarea industriala a
acestui polimer este inca limitata din cauza ductilitatii scazute, a rezistentei slabe la
impact si pentru ca se descompune cu aproximativ 10°C peste punctul sau de topire,
ceea ce provoaca dificultati in prelucrarea lui. In Tabelul 2 sunt prezentate
proprietatile fizice ale PHB si PP.

PBS pare promitator pentru a inlocui PET si PP in aplicatii precum ambalarea
produselor in pungi. Existd o substitutie ridicata a LDPE si HDPE cu PBS in anumite
aplicatii [17], deoarece PBS are proprietati care ii permit sa fie utilizat in mai multe
sectoare, cum ar fi cladiri, articole de uz casnic, mobilier si agricultura [18].

Tabelul 2 Proprietatile fizice ale polimerului biodegradabil, polihidroxibutirat (PHB) si
polimerului comercial, polipropilena (PP) [17],[19].

Proprietati PP PHB
Punct de topire (°C) 176 171-180
Rezistenta la raze UV Slaba Buna
Densitate (g/cm?) 0,905 1,17—1,25
Rezistenta la tractiune (MPa) 38 18—27
Extensia la rupere (%) 400 8
Temperatura de tranzitie sticloasa (°C) -10 2-3
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1.2.1 Materii prime pentru obtinerea biopolimerilor

Materiile prime regenerabile reprezintd o alternativa pentru inlocuirea celor
obtinute din surse petroliere in industria maselor plastice prin utilizarea unor
monomeri derivati din biomasa. Aceasta inlocuire a materialelor derivate din petrol si
utilizarea lor reprezinta unul dintre cele 12 principii ale chimiei verzi [20]. Din acest
motiv, polimerii derivati din materii prime regenerabile devin o optiune tot mai
importanta pentru industria materialelor plastice. In ciuda dezvoltarii remarcabile in
domeniul productiei polimerilor prin biotehnologie alba [21], nu trebuie neglijata
implicarea chimiei traditionale, intrucat sinergiile dintre chimie si biotehnologie permit
exploatarea deplind a complexitatii chimice a materiilor prime bioderivate, de ex.
monomerii regenerabili pot deveni disponibili prin modificarea chimica a substraturilor
naturale sau pot fi produsi prin fermentatie [22].

Cercetarile din ultimul deceniu s-au adresat dezvoltarii si/sau imbunatatirii
(bio)proceselor pentru a produce atat polimeri biodegradabili cat si monomeri
biodegradabili, dintre care acidul lactic, acidul succinic si 1,3-propandiolul s-au dovedit
a fi de real succes [23].

Gama de monomeri derivati din resurse regenerabile se extinde insa mult
dincolo de aceste exemple si creste continuu. Chiar daca multe materii prime
regenerabile, cum ar fi uleiurile vegetale, lignina, terpenele, aminoacizii sau chiar
dioxidul de carbon au fost folosite ca materii prime pentru biopolimeri inovatori,
carbohidratii reprezinta cea mai importantda sursa [24]. Un articol recent [25] a
evidentiat principalele abordari (chemo)-enzimatice ale monomerilor biodegradabili
cu valoare mare si structuri diverse.

In mod evident, inlocuirea polimerilor obtinuti din materiale petrochimice,
fabricati la scara larga, cu materiale obtinute din surse regenerabile reprezinta tinta
principald in viitor [26]. Aceasta dezvoltare nu se limiteaza la materialele plastice de
baza, deoarece un numar tot mai mare de polimeri au fost sintetizati si din surse
regenerabile de monomeri folosind cadi chimice, chemoenzimatice sau biocatalitice.

Cererea consumatorilor pentru noi produse medicale si cosmetice va fi
principalul obiectiv a dezvoltarii acestui sector. Sectorul farmaceutic este deja unul
dintre principalii beneficiari ai chemoselectivitatii ridicate, regioselectivitatii si
stereoselectivitatii reactiilor biocatalitice [27].

De exemplu, poliesterii obtinuti din acizi dicarboxilici si dioli sunt printre cele
mai promitatoare materiale plastice verzi (ecologice) pentru diverse aplicatii
biomedicale, inclusiv administrarea controlatd a medicamentelor [28], [29], ingineria
tesuturilor, implanturile temporare sau vindecarea ranilor [30].

Pe langa polimerii naturali, care sunt utilizati pe scara larga in industria
cosmetica, cele mai recente evolutii din acest sector includ compusi si biopolimeri
obtinuti din nanoceluloza [31] sau materiale plastice pentru ambalaje cosmetice [32].

Utilizarea biocatalizatorilor in procesele industriale progreseaza in directii de
eco-compatibilitate si rentabilitate [33]. Procesele biocatalitice raspund nevoilor de
durabilitate, prin dezvoltarea unei chimii mai sigure si mai prietenoase cu mediul, care
integreaza in mod egal prioritatile competitivitatii economice si preocuparile societale,
permitand, de asemenea, proiectarea unei noi generatii de polimeri [33], [34].
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1.2.2 Enzime utilizate in sinteza polimerilor

Sinteza enzimaticd a polimerilor, in special a poliesterilor, a fost amplu
studiata n ultimii ani. Avantajele polimerizarii catalizate de enzime includ: conditiile
blande de reactie, selectivitate ridicatd, cantitate redusa de produsi secundari de
reactie, activitate catalitica ridicata fata de macrolactone, absenta urmelor de
catalizatori metalici [35].

Variantele cele mai studiate de polimerizare enzimaticd includ:
policondensarea, polimerizarea oxidativa si reactiile de polimerizare cu deschidere de
ciclu a lactonelor [36]. In Tabelul 3 sunt incluse clasele de enzime cel mai des
implicate in reactiile de polimerizare, precum si tipurile de polimeri rezultati.

Tabelul 3 Sinteza polimerilor pe cale enzimatica

Clasa Exemple de enzime Polimerii sintetizati
Oxidoreductaze Peroxidaza, lacaza, Polifenoli, polianiline,
glucozoxidaza polimeri vinilici, polizaharide,
oligozaharide ciclice,
Transferaze glicoziltransferaza, poliesteri de polizaharide,
aciltransferaza, glicozidaza poliesteri, policarbonati
Hidrolaze (celulaza, amilaza, chitinaza, poliamide, polifosfati,

hialuronidaza), lipaza, proteza  politioesteri

1.2.3 Mecanismul de reactie al lipazelor

Mecanismul reactiei de esterificare catalizate de lipaze (Figura 2) este similar
cu mecanismul general al serin proteazelor si implica doua etape principale.

In prima etapa, in urma atacului nucleofil al restului de serina (-OH) din triada
catalitica asupra acidului rezulta compusul tetraedric intermediar I. Prin deshidratarea
compusului I se formeaza un complex acil-enzima. Formarea intermediarului acil-
enzima are loc printr-o stare de tranzitie incarcata negativ la atomul de oxigen atasat
la C1. Formarea acestei stari de tranzitie este facilitata de rolul de baza generala al
histidinei. Restul de acid aspartic stabilizeaza sarcina partiala pozitiva, care apare la
nucleul imidazolic al histidinei. Oxigenul serinei devine puternic nucleofil, astfel incat
poate genera o stare de tranzitie tetraedricd la C1. Stabilizarea acestei stari se
realizeaza prin legaturi de hidrogen (realizate in "buzunarul" oxianionic) care fixeaza
oxianionul de la C1.

In cea de-a doua etapd, sub influenta aceleiasi baze are loc un atac nucleofil
al unei molecule de alcool la acelasi C1, formandu-se un al doilea complex II, ionul
oxoanionic fiind stabilizat prin legdturi de hidrogen in acelasi "buzunar" oxianionic.
Prin ruperea legaturii dintre serina si esterul nou sintetizat se regenereaza enzima.

[7]
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Figura 2 Mecanismul de reactie al lipazelor [7]

Pe baza capacitatii lor de a hidroliza gliceridele, lipazele pot fi clasificate in trei
grupe principale. Matori s.a. au determinat indicele de specificitate de pozitie (PSI),
iar pe baza valorilor obtinute lipazele microbiene au fost impartite in 3 grupe. Valorile
PSI din primul grup a fost de 100, adica lipaze complet 1,3 specifice, in cel de-al doilea
grup au fost intre 70 si 80, iar cele din al treilea grup au fost intre -20 si +30,
constituind grupul lipazelor relativ nespecifice. S-a determinat efectul conditiilor de
reactie: temperatura, pH-ul, solventul organic si agentul tensioactiv neionic asupra
valorilor PSI ale unor lipaze nespecifice, care catalizeaza eliminarea acizilor grasi din
orice pozitie a trigliceridelor. Ca intermediari se formeaza digliceride si monogliceride,
dar acestia sunt rapid hidrolizati si nu se acumuleaza in reactie [37].

O alta clasificare a fost raportata de Pleiss si colab. [38], care au impartit
lipazele in trei subgrupe pe baza geometriei si a situsului de legare:

(i) lipaze cu situs hidrofob, avand spatii inguste de legare situate aproape de suprafata
proteinei (lipaze din Rhizomucor si Rhizopus);

(ii) lipaze cu situs de legare de tip palnie (lipaze din Candida antarctica, Pseudomonas
si pancreas de mamifere);

(iii) lipaze cu situs de legare de tip tunel (lipaza din Candida rugosa).

Utilizarea lipazelor ca si catalizatori pentru reactiile de polimerizare a intrat
treptat in atentia cercetatorilor in ultimele doua decenii, doveditd de numarul tot mai
mare de publicatii pe aceasta tema, exemplificate de excelentele lucrari ale lui
Kobayashi si colab. [39]-[43], precum si ai altor autori [44]-[47].

Strategiile biocatalitice care utilizeaza lipaze au devenit alternative
biodegradabile importante pentru metodele conventionale de polimerizare, deoarece
acestea prezintd o serie de dezavantaje legate de prezenta urmelor de catalizator
metalic in produs, toxicitate si temperaturi de reactie ridicate [28]. In plus, este
posibila si functionalizarea unor polimeri ca acidul polilactic [48] sau policaprolactona
[49], [50] folosind lipaze, rezultand proprietati imbunatatite de administrare a
medicamentelor in sistemele care necesita o hidrofilicitate mai mare.
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in acest capitol sunt prezentate unele dintre cele mai recente tendinte si
cercetdri privind sinteza enzimatica a polimerilor obtinuti din monomeri derivati din
biomasa, cum ar fi e-caprolactona, acidul itaconic, hidroxiacizii grasi, monomerii care
contin furan si derivatii de aminoacizi (Figura 3).
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s % /
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Polimeri care contin cel
putin un monomer de
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Figura 3 Exemple de polimeri sintetizati prin cai sintetice biocatalitice din monomeri
biodegradabili obtinuti din materii prime regenerabile.

in cele ce urmeazs, va fi discutatd conversia biocatalitici a acestor monomeri
in poliesteri folosind lipaze ca biocatalizatori. Integrarea productiei de monomeri
biodegradabili cu etapa de polimerizare biocatalitica poate oferi o cale biocatalitica
complet verde catre polimerii biodegradabili.

1.2.4 Oportunitati de sinteza si importanta poliesterilor obtinuti din
monomeri derivati din biomasa

Poliesterii sunt o clasa de polimeri care contin grupa functionald esterica.
Avand in vedere disponibilitatea mai multor monomeri biodegradabili pentru sinteza
lor, se poate afirma ca poliesterii reprezinta o clasa promitatoare de polimeri obtinuti
din resurse regenerabile [51].

Sinteza poliesterilor poate fi abordatd pe doud cdi: (i) polimerizarea cu
deschidere de ciclu a monomerilor ciclici (lactone, diesteri ciclici si acetali ciclici de
cetend); (ii) policondensarea in trepte fie a diacizilor, fie a diesterilor cu dioli sau
polialcooli, respectiv policondensarea hidroxiacizilor sau hidroxiesterilor (Figura 4)
[47], [52].
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Figura 4 Cai de sinteza a poliesterilor.

Polimerizarea cu deschidere de ciclu a esterilor ciclici este o metoda viabila si
dinamica pentru sinteza poliesterilor. Aceastd strategie este intr-o expansiune
constanta pe masura ce noi monomeri biodegradabili apar ca alternativa imbunatatita
pentru sinteza verde a poliesterilor [53].

Metodologia de policondensare este avantajata de gama larga de monomeri
si scheme de reactie disponibile. In ultimii ani a fost intens investigata, deoarece
poate fi aplicata pentru o varietate de diacizi/diesteri simpli cu dioli (monomeri de tip
AA+BB) impreuna cu utilizarea hidroxiacizilor (monomeri de tip AB) sau reactii de
transesterificare simple [54]-[56].

Cei mai studiati poliesteri biodegradabili sunt: acidul poliglicolic (PGA), acidul
polilactic, poli(lactida-co-glicolida), poli(e-caproctona), poli(w-pentadecalactona),
poli(hidroxialcanoatii), poli(dioxanona) si poli(etilen succinatul) [57]-[60]. Au fost
identificate numeroase aplicatii pentru acesti polimeri biodegradabili, ca sisteme de
eliberare treptata a compusilor bioactivi, in ingineria tesuturilor, ca sisteme care imita
matrici extracelulare, sau pentru obtinerea de spume cu memorie [61]-[65].

In ceea ce priveste catalizatorii utilizati pentru formarea poliesterilor, folosirea
in vitro a enzimelor prezinta un progres in comparatie cu variantele chimice de
cataliza, permitand sinteza poliesterilor functionalizati, structurati si biodegradabili
prin metodologii sintetice foarte selective, cu consum scazut de energie si folosind
procese de sinteza prietenoase cu mediul inconjurator.

Industria polimerilor poate beneficia de progresele biotehnologice actuale care
permit producerea de poliesteri de inaltad calitate cu proprietdti functionale si
structurale noi. Intrucdt enzimele implicate in sinteza poliesterilor catalizeaza si
hidroliza legaturilor esterice, poliesterii obtinuti prin biocataliza au proprietati
biodegradabile [46], [66].

In consecintd se poate afirma ca utilizarea biocatalizatorilor pentru sinteza
poliesterilor deschide perspective semnificative pentru stabilirea unui sistem durabil
de reciclare a polimerilor [67].

Polimerii utilizati in medicind trebuie sa indeplineasca o serie de conditii
obligatorii, precum: biocompatibilitate, biodegradabilitate, nontoxicitate si
nonimunogenitate [68].

Scopul principal al sistemelor de administrare a medicamentelor este de a
maximiza efectul terapeutic si de a minimiza efectele secundare ale acestora [69],
[70]. Polimerii speciali sintetizati pe cale biocataliticd pot rdspunde acestor cerinte
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prin flexibilitatea structurald a lantului polimeric si prin functionalizarea cu substituenti
adecvati.

Cele mai relevante enzime implicate in reactii de polimerizare extracelulare
sunt lipazele (EC 3.1.1.3). In naturd, lipazele catalizeaza in mod natural hidroliza
esterilor glicerolului cu acizi grasi. Formarea legaturii esterice poate fi realizata prin
deplasarea echilibrului reactiilor intr-un mediu lipsit de apa, impreuna cu inhibarea
formarii produsilor secundari de reactie [71].

O clasa de monomeri biodegradabili adecvati pentru sinteza poliesterilor este
reprezentata de acizii organici obtinuti din monozaharide prin conversia biologica sau
chimica a biomasei. Exemple de asemenea monomeri obtinuti din resurse
regenerabile sunt acidul adipic, acidul succinic, acidul lactic, acidul fumaric, acidul
levulinic, acidul citric si acidul itaconic [51], [72], [73].

In cele mai multe cazuri, acizii carboxilici sunt obtinuti prin fermentatia
carbohidratilor, in special a glucozei. Sursele de biomasa care pot fi transformate in
glucoza includ amidonul, celuloza, zaharoza si lactoza, iar glucoza este la randul ei
transformata in monomeri pentru poliesteri. Conversia se poate realiza prin hidroliza
enzimatica sau prin transformarea chimica a biomasei lemnoase, evitand utilizarea
materiilor prime din culturile alimentare [74].

Derivatii de furan obtinuti din carbohidrati derivati din biomasa, cum sunt
hidroximetilfurfuralul (H MF) si furfuralul (FAL), , pot fi de asemenea inlocuitori
durabili pentru monomerii obtinuti din petrol [75], pentru a produce alcooli si acizi
organici adecvati pentru sinteza poliesterilor. Ca derivati importanti ai furanului, acidul
furoic (FA) si acidul 5-hidroximetil-2-furancarboxilic (5SOH2FA) sunt produsi de oxidare
ai FAL si, respectiv, HMF.

O alta clasa de monomeri obtinuti din surse de biomasa sunt diolii cu catena
scurtd, cum ar fi 1,3-propandiol, 1,4-butandiol, izobutanol, sorbitol, etilen glicol,
precum si izosorbida, izomanida si izoidida, produse de deshidratare ale sorbitolului
si manitolului. Materiile prime mentionate sunt potrivite pentru sinteza poliesterilor,
fiind produse prin metode microbiene [48], [51], [68], [76].

Monomerii care detin caracteristici adecvate pentru polimerizarea cu
deschidere de ciclu includ o serie de lactone, lactide si macrolide de la dimensiuni mici
pana la dimensiuni mari. Lactonele pot polimeriza prin deschiderea ciclului catalizata
de lipaze, iar gradul lor de polimerizare depinde de sursa de provenienta a enzimei
[541,[77].

In ultimii ani, un mare numar de lactone, nesubstituite sau substituite, de
diferite dimensiuni ale moleculei au fost polimerizate sau copolimerizate de lipaze de
origine diferita [27]. Exemplele includ B-propiolactona, a-metil-B-propiolactona, a-
dodecenil-B-propiolactona, B-butirolactona, y-butirolactona, B-malolactona de benzii,
B-malolactona de benzil, 8-valerolactona, y-valerolactona, a-metil-6-valerolactona, €-
caprolactona, a-metil-e-caprolactona, y-metil-e-caprolactona si w-pentadecalactona
[54]-[56], [73], [78] .

Lactida (dimerul acidului lactic) este una dintre cele mai promitatoare surse
de monomeri pentru sinteza poli(lactidei) sau PLA in reactia de polimerizare cu
deschidere de ciclu [79]. Macrolidele disponibile ca monomeri pentru reactiile de
polimerizare sunt lactone cu dimensiuni mai mari, inclusiv 11-undecanolida (UDL),
12-dodecanolida (DDL), 15-pentadeconolida (PDL) si 16- hexadeconlida (HDL) [43].

Anumite lactone, cum ar fi y-butirolactona, y-valerolactona, d-valerolactona
si e-caprolactona pot fi obtinute din biomasa (y-butirolactona din acidul succinic, y-
valerolactona prin hidrogenarea acidului levulinic, -valerolactona din furfural si € -
caprolactona din hidroximetilfurfural, in patru etape). Cercetarile privind sinteza
lactonelor derivate din resurse regenerabile au demonstrat ca valorificarea materiilor
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prime de biomasa reprezintd o componenta esentiald pentru cresterea industriei de
biorafinare [80].

g-Caprolactona, lactida si glicolida sunt monomeri de tip lactona si au fost
investigati intens pentru aplicatii medicale [81]. Homopolimerii lor, precum si
copolimerii lor cu alti monomeri, si-au gasit aplicabilitate ca suturi, placi si sisteme de
fixare in dispozitivele de fixare a fracturilor, ca matrici suport pentru medicamente
sau celule si in alte aplicatii clinice [82]-[84].
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Figura 5. Exemple de lactone utilizate ca materii prime pentru obtinerea biopolimerilor
catalizata de lipaze

1.2.5 Tendinte in sinteza catalizata de lipaza a poliesterilor si
copoliesterilor e-caprolactonei

Sinteza enzimaticd a homopolimerilor si copolimerilor e-caprolactonei a fost
intens studiata, datorita posibilitatilor numeroase de aplicare ale acestor materiale.
Au fost testate diverse lipaze, in majoritatea cazurilor sub forma imobilizata, precum
si mai multi co-monomeri. O selectie a rezultatelor semnificative obtinute prin cataliza
enzimatica este prezentata in Tabelul 4 si Tabelul 5, precizdnd si suportul de
imobilizare al enzimei, daca a fost cazul. Desi lipazele native au condus la acelasi
interval de mase moleculare medii, asa cum se arata in Tabelul 5, in majoritatea
cazurilor lipaza a fost utilizata in forma imobilizata.

Numadrul mare de studii efectuate cu lipaza B din Candida antarctica
imobilizata pe rasina metacrilica (Novozyme 435) confirma statutul acestui
biocatalizator ca fiind cel mai frecvent utilizat in reactii enzimatice pana in prezent.
Datorita usurintei si reproductibilitdtii sale, sinteza enzimatica a PCL a fost folosita in
ultimii ani ca reactie model pentru evaluarea eficientei catalitice a lipazelor in reactiile
de poliesterificare sau pentru evaluarea efectului unor solventi (de exemplu lichide
ionice).

Desi exista o diversitate de metode de caracterizare a produsilor rezultati,
inclusiv caracterizarea structurald prin diferite tehnici, analiza termica etc., masele
moleculare medii au fost selectate din motive de coerenta ca si caracteristici comune
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iar aceste valori au fost incluse in Tabelul 4 si Tabelul 5. Evident, valoarea acestui
parametru este puternic dependenta de metoda de masurare (SEC-GPC, MALDI-TOF
MS sau RMN) [85], dar poate fi totusi consideratd o expresie a performantelor
biocatalizatorului sau a efectelor conditiilor de reactie.

Rezultatele raportate in ultimii ani indica faptul ca masele moleculare medii
ale produsilor de reactie sunt dependente si de mediul de reactie. Chiar daca
monomerul este lichid, produsul este de obicei solid la temperaturi mai mici de 60°C
si pentru alungirea lantului polimeric alegerea unui solvent adecvat este cruciala.
Solventul cel mai utilizat a fost toluenul, rezultand polimeri cu mase moleculare medii
de pana la 10000 Da, cu exceptia studiului lui Poojari si colab. [86], unde valorile My,
determinate prin GPC au fost de aproximativ 50000 Da. Prin utilizarea lichidelor ionice
ca medii de reactie s-a inregistrat o crestere a maselor moleculare medii.

Tabelul 4 Sinteza poli(e-caprolactonei) catalizatd de lipaze.

Sursa Suportul de - .
lipazelor imobilizare Conditiile de reactie Mw/M, [Da] Ref
[V _— o R

C. antarctica B Rasina acrilica toluen, 70°C, 4 ore, 10 cicluri M.: 50000 [86]

Novozyme 435 de reactie

Cleiuri de ° _
montmorilonit si to'ue”f' 70°C, 5v6d°re,;l' »: 3300-8000  [87]

sepiolit atmosfera uscata de N2

Rasina acrilica

-lichid ioni o . -
Novozyme 435 Tf2N-lichid ionic, 70°C, 48 ore Mn: 12300-18000 [88]

Yarrowia

. . Lewatit Acurel volum mare, 150°C, 6 ore Mn: 600-1300 [89]
lipolytica
Pancreas de  Particule poroase de ° Mn: 13500 -
porc silice BMIMPFs, 150 °C, 24 ore 17000 [90]
Archaeoglobus  Rasina hidrofoba 45-80°C, 72 ore Ma: 850-1400  [91]
fulgidus macroporoasa
Lichide ionice cu [BF4]" /
Yarrowia [BuPy][CF3COO] [EMIM][NOs] . _
lipolytica 60-150°C, 24 ore, atmosferd Mn: 1000 - 8000  [92]

uscata de N

Proprietatile de biocompatibilitate, toxicitatea scazuta si biodegradabilitatea
indicd PCL drept un material promitdtor pentru o serie de aplicatii. Cu toate acestea,
hidrofobicitatea ridicatd si proprietatile mecanice nesatisfacatoare i limiteaza
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aplicatiile. Din acest motiv, in cele mai multe cazuri investigatiile s-au concentrat pe
fmbunatatirea proprietatilor PCL prin diferite metode: sinteza chimica, polimerizare
prin grefare, precum si functionalizare prin copolimerizare enzimatica pentru
inserarea si atasarea de diferite grupari functionale.

O selectie a celor mai relevante rezultate obtinute pe cale enzimatica in ultimii
15 ani este prezentata in Tabelul 5. Aceste date arata ca o varietate de co-monomeri
au fost deja investigati in reactiile de copolimerizare cu e-caprolactona, demonstrand
perspective evidente. Extinderea domeniului de aplicare al poli(e-caprolactonei), un
polimer de interes ridicat ca atare [93], s-a realizat prin sinteza unei game largi de
noi compusi polimerici cu functionalitati si proprietati specifice. In ceea ce priveste
masele moleculare, valorile au fost destul de scazute, cu exceptia cazurilor cand s-au
folosit alte lactone in calitate de co-monomeri.

Cu toate acestea, avand in vedere conditiile blande, de ex. temperaturi de
aproximativ 80°C, rezultatele sunt promitatoare pentru mai multe aplicatii. Recent,
oligoesteri sintetizati enzimatic ponindu-se de la s-caprolactond si acid 12-
hidroxistearic au fost utilizati pentru prepararea de nanocompozite polimerice
incarcate cu sorafenib, un medicament pentru tratamentul cancerului. Nanoparticulele
rezultate au aratat un profil de eliberare promitator al medicamentului si un efect
citotoxic in vitro pentru linia de carcinom hepatocelular HepG2 [50].

Tabelul 5 Sinteza copoliesterilor e-caprolactonei, catalizata de lipaze native si
imobilizate.

Co-monomeri _Sursa §upor_-t_u| de Condlgu_e de Mw/Mn [Da] Ref
lipazelor imobilizare reactie
Mn: 1500-
o
o . Rasing acrilics 124N 70°C, 3400
glicerina C. antarctica B (Novozyme 435) 2-8 ore, N2 My: 2400- [49]
atm 4300
2-mercaptoetanol Sy ooy Fara solvent . _
metoxi- polietilen C. antarctica B (,ﬁg\fg‘za ;‘2'2235) froluen, 70°c, M 49097 poa]
glicol Y 20 ore
Polietilen glicol C. antarctica B Rasina acrilica 13-5?5’ Zg:70 n: 2000- [94]
metill eter : (Novozyme 435) ore ,\’12 atm 7700
‘o I Féré’ solvent, .
2-mercaptoetanol C. antarctica B (ﬁgsga ;g'zg?s) MTBE, M”'nggo' [95]
Y 24-72 ore
. - _— Fara solvent
4-metil-e- . Rasina acrilica ° y n: 21000-
caprolactona C. antarctica B (Novozyme 435) 60 EI[ ;ltzmore, 23000 [96]
Fara solvent /
w- . Rasina acrilica toluen, 55-  M,: 22000-
pentadecalactona C. antarctica B (Novozyme 435) 90°C, 2-24 86000 [97]
ore
Toluen/ Me-
THF/
Acid malic  C. antarctica 8~ Rasina acrilica — Acetonitril/ . 9401500 [98]
Novozyme 435 fara solvent
70 -80°C, 2-
48 ore
Acid 5- Fara solvent, Mw: 745-
hidroximetil-2- C. antarctica B Lipozyme CalB 40-80°C, 24 1347/ [99]
furoic ore Mn: 695-1180
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. Sursa Suportul de Conditiie de
Co-monomeri lipazelor imobilizare reactie Mw/Mn [Da] Ref
Fara solvent, Mw: 1085-
C. antarctica B GF-CalB-IM 40-80°C, 24 1404/ [99]
ore Mn: 960-1128
REsing acrilics Fara solvent, Mw: 1058-
C. antarctica B Novozvme 435 40-80°C, 24 1481/ [99]
Y ore Mn: 931-1280
dietilen glicol, 1,3- . . . Fara solvent, Mn: 300-9
propandiol Y. lipolytica Lewatit VPOC 1026 120°C, 6 ore 000 [100]
d-gluconolactona T. lanuginosus Nsoilri:gogn;f)cr:zsrﬁilzrl'e Fard solvent, Mw: 860-893/ [101]
’ . 73°C, 24 ore Mn: 824-855
Lipozyme-TL IM
. Rasina acrilica Toluen, 45- Mw: 1284/
10HSA C. antarctica B\ 007 vme 435  85°C, 24 ore  Mn: 1215  [102]
. Toluen 45- Mw: 702/
Ps. stutzeri CLEA 85°C, 24 ore Mn: 663 [102]
. Suport de silicagel  Toluen, 45- Mw: 1146/
T. lanuginosus =i vme TL-IM  85°C, 24 ore  Mn: 1052 102
12HSA . Rasina acrilica Toluen, 45°- Mw: 1399/
C. antarctica B\ 007 vme 435  85°C, 24 ore  Mn: 1169 1021
. Toluen, 45- Mw: 906/
Ps. stutzeri CLEA 85°C, 24 ore Mn: 806 [102]
Suport de silicagel
. o Toluen, 45- Mw: 1002/
T. lanuginosus pecompre5|b|l 85°C, 24 ore Mn: 913 [102]
Lipozyme TL-IM
- A Mw: 1069-
. Rasina acrilica Toluen, 90-
C. antarctica B 7 o 5 2375/ [103]
Novozyme 435 115°C, 24 ore Mn: 985-2000
Rasind schmbatpore o .
C. antarctica B de ioni microporoasa Toluze:,ofé) < I\:,IV:'] %%29/ [104]
GF-CalB-IM )
. Toluen, 45- Mw: 1086/
RCA Ps. stutzeri CLEA 85°C, 24 ore Mn: 997 [102]
Suport de silicagel _ .
T. lanuginosus necompresibil 8T50<!g:eg’44:re MI\\:\III’.].1901979/ [102]
Lipozyme TL-IM ! '
. Rasina acrilica Toluen, 45- Mw: 1291/
C. antarctica B\ 0o yme 435  85°C, 24 ore  Mn: 1145  L98]
R&sind acrilicd Toluen, 90-  Mw: 823-
16HHDA C. antarctica B NO\'IOZ me 435 115°C, 400 1729/ [102]
Y rpm, 24 ore Mn: 742-1334
. Toluen, 45- Mw: 825/
Ps. stutzeri CLEA 85°C, 24 ore Mn: 724 [102]
Suport de silicagel
. g Toluen, 45- Mw: 1232/
T. lanuginosus pecompresmll 85°C, 24 ore Mn: 1101 [102]
Lipozyme TL-IM
. Rasina acrilica Toluen, 45- Mw: 1479/
C antarctica B\ Vo7vme 435  85°C, 24 ore  Mn: 1321 1021
Mw: 793/
10HSA Mn: 727
Mw: 887/
HersA Ps. fluorescens - Toluen, 45- Mn: 855 1102
RCA ’ 85°C, 24 ore  Mw: 1426/
Mn: 1304
Mw: 1294/
16HHDA Mn: 1177
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Sursa Suportul de Conditiie de

Co-monomeri Mw/Mn [Da] Ref

lipazelor imobilizare reactie
Fara solvent, . ~
glicolidd PEG  Ps. cepacia - 80°C, 14 zile, Mn: 2100~ 45
3400
Ar atm

10HSA - Acid 10-hidroxistearic, 12HSA - Acid 12-hidroxistearic, RCA - acid ricinoleic, 16 HHDA
- acid 16-hidroxihexadecanoic.

1.2.6 Evolutii in sinteza enzimatica a poliesterilor obtinuti cu acid
itaconic

Desi acidul itaconic (acidul 2-metilensuccinic) este un metabolit al mai multor
microorganisme, el este produs la scard industriala numai prin fermentatie cu
Aspergillus terreus, producand aproximativ 80 g L [106]. Recent, diferite
microorganisme (Tabelul 6) au fost modificate genetic pentru a produce acid itaconic
in cel mai eficient mod posibil, insa productivitatea A. terreus nu a fost depasita [107].

Tabelul 6 Microorganismele raportate ca producatori eficienti de acid itaconic.

Microorganism Concentratie [g L] Referinta
Aspergillus terreus (etapa initiald) 24-27 [108]
Aspergillus terreus (etape optimizate) ~ 86 [109]
Ustilago maydis 53 [110]
Candida sp. 35 [111]
Pseudozyma antarctica 30 [112]
Macrofag nespecificata [113]

Acidul itaconic este utilizat in reactiile de polimerizare datorita proprietatilor
sale fotoactive si biocompatibile. Posibilitatile sintetice care pot implica acidul itaconic
si derivatii sdi in reactiile de polimerizare sunt prezentate in Figura 6. Astfel de
poliesteri si-au gasit aplicabilitate in domeniul medical, ingineria tesuturilor, pentru a
obtine spume cu memorie, rasini, precum si lacuri [114]-[120].

1) Polimerizare radicalicad

RO RO
(0] (o]
—_—
o n
OR (0] OR

R=H, Alchil, Aril

2) Policondensare

0 0
RO s /\M/OH —" °
0 oH
HO m - R-OH m
(¢] 0 n

R=H, Alchil, Aril

Figura 6 Posibilitatile de polimerizare ale acidului itaconic si derivatilor sai
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Pe baza datelor disponibile, policondensarea enzimatica pentru poli(itaconati)
este singura metodda care permite sinteza unor compusi cu grupari vinilice
nereactionate. Guarneri si colab. au evidentiat ca scopul principal in cazul poliesterilor
cu acid itaconic nu este sinteza polimerilor cu lant lung ci obtinerea de noi materiale
functionale biodegradabile prin conservarea fragmentului itaconic in conditii de reactie
controlate [121].

Un studiu important al poliesterilor acidului itaconic a fost realizat de Barrett
si colab. [118], prin policondensare termica sau enzimaticd. Copolimerii au fost
sintetizati la 90°C in prezenta Novozyme 435. Rezultatele obtinute pe cale enzimatica
au fost remarcabile, atingdnd mase moleculare medii de 12000 Da. Poliesterii
sintetizati au fost supusi procesului de reticulare in prezenta radiatiilor ultraviolete si
a unui fotoinitiator (dietoxi acetofenona). Dupa cum era de asteptat, proprietatile
materialelor s-au schimbat, flexibilitatea fiind mai mare odata cu adaugarea de acid
adipic. Acest studiu a demonstrat potentialul poliesterilor care contin acid itaconic in
domeniul biomedical si biotehnologic, cu posibilitatea aplicarii lor in suturi, stenturi
sau particule care elibereaza medicamente [118].

Selectivitatea lipazei pentru dimetil succinat si pentru partea neconjugata a
dimetilitaconatului a fost demonstrata de Muller si colab., rezultéand poliesteri cu
unitati de itaconat predominant terminale. Din punct de vedere al analizei termice,
poliesterii sintetizati enzimatic au fost semicristalini, in timp ce poliesterii obtinut
chimic au fost amorfi. Avand in vedere masele moleculare medii, nu au existat
diferente foarte mari, prin utilizarea enzimei s-a ajuns la 840 Da, in timp ce prin
folosirea unui catalizator metalic s-a obtinut 880 Da. Mai mult, in timpul procesului
biocatalitic nu au fost observate reactii secundare sau modificari de culoare, ca in
cazul catalizatorului metalic [122].

Pellis si colab. au dezvoltat o metoda de legare covalentda a lipazei B din
Candida antarctica, imobilizdnd-o pe o rasina metacrilica functionalizata cu grupari
epoxidice. Enzima imobilizata a fost utilizata cu succes in policondensarea itaconatului
de dimetil cu 1,4-butandiol, pastrandu-si activitatea catalitica chiar si dupa mai multe
cicluri de reactie. Cu toate acestea, masele moleculare medii ale poliesterilor
sintetizati nu au fost foarte mari [123]. Intr-un studiu ulterior, aceiasi cercetatori au
incercat sa mareasca masele moleculare, aratand influenta concentratiei si structurii
diolilor utilizati [124].

Sinteza enzimatica a poliesterilor din dietil succinat, dimetil itaconat si 1,4-
butandiol a fost investigata de Jiang si colab. in mai multi solventi, cele mai mari mase
moleculare obtindndu-se in difenil eter [125]. Ulterior, acelasi grup a reusit sinteza
enzimatica a poliesterilor cu masa moleculara mare folosind 1,4-butandiol, dimetil
itaconat si un alt diester (dietil succinat, dietil glutarat, dietil adipat si dietil sebacat).
S-a demonstrat influenta lungimii lantului de atomi de carbon din molecula de diester
asupra maselor moleculare medii ale poliesterilor, Novozyme 435 avand o specificitate
mai mare pentru adipatul de dietil [126].

Prepolimerii obtinuti din acid itaconic si oligo(etilenglicol) au fost sintetizati
enzimatic si ulterior functionalizati cu diverse amine (piperidina, morfolind, imidazol
si dialilamind) [127].

Yamaguchi si colab. au raportat o alta abordare pentru obtinerea poliesterilor
nesaturati. Alaturi de anhidrida itaconicad au folosit si anhidrida succinica si glutarica
in sintezele de poliesteri, precum si mai multi dioli: 1,4-butandiol, 1,6-hexandiol, 1,8-
octandiol si 1,10-decandiol. Reactia a produs poliesteri cu randamente de 68-92%,
iar studiile structurale au aratat ca dublele legaturi poliesterice nu au fost afectate in
reactia de polimerizare enzimatica [128].
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Structuri noi de terpolimer cu doua functionalitati (unitatea de itaconat si ciclul
furanic) au fost sintetizate din furan-2,5-dicarboxilat, dimetil itaconat si 1,6-
hexandiol, cu un randament de peste 80% si mase moleculare medii de aproximativ
1200 Da, in toluen la 80°C, folosind doua lipaze din Candida antarctica B imobilizate
[129].

1.2.7 Sinteza enzimatica de poliesteri biodegradabili pe baza de
uleiuri vegetale si hidroxiacizi grasi

Utilizarea uleiurilor vegetale si a derivatilor lor ca monomeri pentru sinteza
polimerilor a fost in centrul atentiei in ultimele decenii. Disponibilitatea universala,
pretul scazut de productie si biodegradabilitatea le recomanda ca produse chimice
esentiale derivate din resurse regenerabile, deoarece uleiurile vegetale si acizii grasi
derivati din acestea sunt considerate printre cele mai importante materii prime pentru
fabricarea polimerilor functionali si a materialelor polimerice [130]. Utilizarea
materialelor polimerice pe baza de uleiuri vegetale nu este limitatd la industria
chimica, (de ex. vopsele si lacuri), deoarece au fost dezvoltate si mai multe aplicatii
biomedicale folosind materiale polimerice multifunctionale derivate din uleiuri
vegetale pentru plasturi farmacologici, dispozitive de vindecare a ranilor, sisteme
transportoare de medicamente, sau structuri-cadru pentru ingineria tesuturilor [131].
Derivatii uleiurilor vegetale s-au utilizat si pentru aplicatii in domenii tehnologice ca
fotopolimerizarea si vitrimerii, oferind rezultate noi in imprimarea 3D, robotica si
biomateriale [132].

Uleiul de ricin este unul dintre cele mai studiate uleiuri naturale necomestibile
datorita continutului sau ridicat (> 85%) de acid ricinoleic (RCA) (acid 12-hidroxi-cis-
9-octadecenoic) [133], un hidroxiacid natural izostructural cu acidul oleic, dar avand
o0 grupare hidroxil la atomul de carbon C12. Versatilitatea chimiei uleiului de ricin
permite utilizarea acestuia pentru sinteza diferitelor tipuri de polimeri, de exemplu
polimeri epoxidici, poliamide, poliesteri si poliuretani [134], [135]. Uleiul de ricin este,
de asemenea, folosit ca sursa pentru prepararea acidului poli(lactic) ramificat pentru
a imbunatati proprietatile fizice ale materialelor bioplastice [136]. Homopolimerul
nesaturat al RCA si copolimerii sdi cu poli(1,4-butilen succinat) au fost sintetizati
chimic folosind drept catalizator tetraoxid de titan la 230°C. In plus, prezenta
legaturilor duble n aceste sisteme polimerice a fost exploatata pentru a lega covalent
o sare de vinilimidazoliu, imbunatatind in mod constant proprietatile antimicrobiene
ale polimerilor finali [137]. Structura unicd a RCA permite mai multe variante de
functionalizare fie la gruparea hidroxil, permitand utilizarea acesteia ca agent de
acoperire si stabilizare pentru nanoparticule [138], fie la dubla legatura prin formarea
unui macroperoxid disponibil pentru reactiile de grefare [139].

Reactiile biocatalitice catalizate de lipaze sunt bine implementate in chimia
organica sintetica, inclusiv in aplicatii industriale [140] si sinteza polimerilor [141].
Mai mult, selectivitatea lipazelor poate fi utilizata pentru a media polimerizarile in vitro
ale acizilor grasi si derivatilor acestora, ocolind etapele costisitoare si consumatoare
de timp de protectie-deprotectie si oferind o platforma versatild pentru reglarea
proprietatilor functionale ale poliesterilor sintetizati [142], [143]. Polimerii si
copolimerii hidroxiacizilor au fost deja sintetizati prin biocataliza si au aplicatii
promitatoare in mai multe domenii [144]. Homopolimerii (estolidele) acidului 12-
hidroxistearic, acidului 16-hidroxihexadecanoic si RCA au fost obtinuti folosind lipaze
in solventi organici cu grade de polimerizare de pana la valoarea 10 [102], in timp ce
copolimerii acestor hidroxiacizi cu e-caprolactona au prezentat grade superioare de
polimerizare, pana la 15 unitati [102].
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Estolidele (Figura 7) sunt oligomeri naturali, alcatuiti in general din unitati de
hidroxiacizi grasi. Estolidele au vascozitate ridicata, stabilitate oxidativa buna,
biodegradabilitate ridicatd, astfel incat au un potential considerabil pentru obtinerea
de lubrifianti, plastifianti, aditivi cosmetici si componente in vopsele [139].

Figura 7 Structura generala a estolidelor.

Sinteza chimica a estolidelor poate fi realizatéd din hidroxiacizi, la temperaturi si
presiuni ridicate [145].

O nouad clasa de estolide complexe, cu proprietati termice superioare la
temperaturi scazute, a fost sintetizata din acid oleic si acizi grasi saturati, la diferite
rapoarte molare, folosind acid percloric drept catalizator. Separarea produsului a fost
realizata prin distilare Kugelrohr, iar randamentele au fost intre 45 si 65%. Estolidele
saturate si esterii simpli au prezentat proprietati fizice diferite [146]. Homoestolidele
simple ale acidului oleic au prezentat o stabilitate oxidativa mai buna decét fluidele
pe baza de uleiuri vegetale sau petrol, atunci cand au fost formulate cu o cantitate
scazuta de stabilizator oxidativ. S-a demonstrat ca cea de-a doua legatura esterica
din structura estolidei este mai robusta in comparatie cu trigliceridele, iar hidroliza
este mai dificilda. Acest aspect structural al estolidelor ofera proprietati superioare la
temperaturi scazute, in plus fata de proprietatile inerente ale unui acid gras.
Biodegradabilitatea estolidelor a fost, de asemenea, demonstrata [146].

Anumiti hidroxi esteri, cum ar fi esterii etilici ai acidului 3-hidroxibutiric,
acidului 4-hidroxibutiric, acidului 5-hidroxihexanoic, acidului 6-hidroxihexanoic,
acidului 5-hidroxidodecanoic si acidului 15-hidroxipententencanoic au fost polimerizati
enzimatic, iar poliesterii au avut mase moleculare in intervalul 3800-5400 Da [147].

Estolidele acidului ricinoleic au fost sintetizate folosind lipaza nativa si
imobilizata din Candida rugosa, la temperatura moderatd, intr-un bioreactor. Lipaza
a fost imobilizata pe 10 suporturi diferite prin legare covalenta si adsorbtie fizica, o
rasina schimbatoare de anioni fiind cel mai eficient suport [148].

O lipaza din Staphylococcus xylosus (SXL2), imobilizata prin adsorbtie pe
CaCOs, a fost utilizata pentru sinteza estolidelor acidului ricinoleic, atat in sisteme
organice, cat si fara solventi. Cele mai mari conversii (aproximativ 65%) au fost
obtinute in sistemul fara solventi la 55°C. Structura estolidei a fost demonstrata prin
LC-MS, FT-IR si 13C-RMN [149].

Poliesterii cu masda moleculara mare (grad de polimerizare 10) au fost
sintetizati enzimatic din acidul 10-hidroxidecanoic si 11-hidroxidecanoic, folosind
lipaza C. rugosa drept catalizator. In cazul acidului 11-hidroxiundecanoic s-au obtinut
mase moleculare de aproximativ 22000 Da in prezenta sitelor moleculare.
Reactivitatea hidroxiacizilor in aceste reactii de policondensare a scazut in urmatoarea
ordine: acid 16-hidroxihexadecanoic = acid 12-hidroxidodecanoic = acid 10-
hidroxidecanoic> acid 6-hidroxihexanoic. Pentru acest tip de reactie de
policondensare, lipaza studiata prezinta activitate mai mare in cazul monomerilor cu
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lant mai lung, datorita unui efect de activare mai puternic al substraturilor mai
hidrofobe [147].

Estolidele acizilor 10-hidroxistearic, 12-hidroxistearic, 16-
hidroxihexadecanoic si ricinoleic au fost sintetizate cu grade de polimerizare pana la
10, utilizdnd mai multe lipaze native si imobilizate, in medii organice. Au fost evaluate
specificitatea substratului si selectivitatea acestor biocatalizatori. Lipaza de la
Pseudomonas stutzeri imobilizata prin reticulare (CLEA) a fost cel mai bun
biocatalizator in ceea ce priveste cresterea lungimii lantului. A fost demonstrata de
asemenea posibilitatea directionarii acestor reactii in vederea obtinerii fie de lactone
fie de estolide cu grade diferite de polimerizare [150].

1.2.8 Polimeri cu unitati furanice sintetizati pe cale biocatalitica

Introducerea heterociclurilor de furan in moleculele de polimer ofera acces la
0 gama larga de materiale noi cu proprietati originale prin procese simple si eficiente.

Derivatii de furan sunt compusi naturali regenerabili [151] care au atras un
interes considerabil pentru sinteza organica fina si obtinerea de diferite materiale cu
proprietati mecanice, optice, fotochimice si ecologice specifice. Polimerii
functionalizati cu furan au fost utilizati pentru a crea sisteme de livrare conjugate cu
anticorpi pentru eliberarea treptatd a medicamentelor [152]. Chimia derivatilor de
furan a fost studiata intens si exista mai multi monomeri derivati din cei doi compusi
furanici de prima generatie, adica furfural si 5-hidroximetilfurfural (HMF), obtinuti
direct din zaharuri sau polizaharide [153]. Produsul cel mai important poate fi
considerat poli(etilen 2,5-furandicarboxilatul) obtinut din acid 2,5-furandicarboxilic,
care se asteapta sa patrunda pe piata materialelor de ambalare din 2023 ca omolog
din surse regenerabile al PET-ului [154].

Au fost raportate mai multe cai de sinteza biocatalitica pentru polimerii pe
baza de furan, cum ar fi reactiile de policondensare ale unor monomeri derivati de
acid 2,5-furandicarboxilic (FDCA), 2,5-bis(hidroximetil)-furan (BHMF) si 2,5 -
diformilfuran [155]. In special, FDCA a atras un interes stiintific considerabil ca
materie prima pentru sinteza catalizata de lipaze polimerilor [156] si copolimerilor
[99], [157].

Desi nu este la fel de investigat ca FDCA si BHMF pentru sinteza catalizata de
lipaze a polimerilor, acidul 5-hidroximetil-2-furancarboxilic (HFA) este un alt monomer
emergent pe baza de furan. Au fost raportate mai multe cdi biocatalitice pentru
conversia HMF in HFA, demonstrand caracterul sau de compus bioderivat. Cu toate
acestea, pentru a sintetiza eficient acizii carboxilici pe baza de furan printr-o metoda
biocatalitica, este necesar un biocatalizator robust (enzima izolata sau celule intregi)
pentru oxidarea selectiva a aldehidelor furanice in mediu apos, deoarece acesti
derivati de furan sunt inhibitori cunoscuti ai enzimelor si microorganismelor [158].

Pana in prezent, au fost raportate mai multe cai sintetice pentru polimeri cu
cicluri furanice, cum ar fi reactiile de policondensare cu participarea acidului 2,5-
furandicarboxilic  (FDCA), 2,5-bis-(hidroximetil)-furanului  (BHMF) si = 2,5-
diformilfuranului (DFF) [155].

Cel mai important poliester pe baza de acid 2,5-furandicarboxilic este
poli(etilen 2,5-furandicarboxilat) (PEF) [159]. Structura chimica, stabilitatea termica
si natura aromaticd a FDCA fac posibilda inlocuirea acidului tereftalic in sinteza
poliesterilor, de ex. poli(etilen tereftalat) (PET) [160]-[162], poli(butilen tereftalat)
(PBT) [152-155], poli(propilen tereftalat) (PPT) [163], [164] si poli(butilen adipat-co-
butilena tereftalat) (PBAT) [165],[166].
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Utilizarea polietilenfuranoatului (PEF) ca inlocuitor al polietilen tereftalatului
(PET) a fost studiata n detaliu, iar rezultatele obtinute au fost promitdtoare:
permeabilitate la O, de 11 ori mai mica [167], permeabilitate la CO, de 19 ori mai
buna si difuzia CO, de 127 ori mai buna [168], impreuna cu o capacitate de sorbtie a
apei de 1,8 ori mai mare si o reducere de 5 ori a difuziei apei [169], [170].

Diferentele semnificative intre cei doi polimeri au fost atribuite Tnlocuirii
inelului fenolic nepolar al PET cu inelul furanic polar in PEF.

Pentru a imbunatati proprietatile polimerilor care contin unitati de furan, n
special pentru a creste biodegradabilitatea acestora, au fost sintetizati si alti
copolimeri. Principala strategie raportata implica utilizarea FDCA ca monomer cu inel
furanic impreuna cu alti monomeri biodegradabili, cum ar fi acizii alifatici sau diolii.
Unele dintre cele mai relevante rezultate pentru sinteza enzimatica a poliesterilor pe
baza de furan au fost incluse in Tabelul 7.

Toate studiile au fost efectuate cu Novozyme 435. Conditile de reactie
raportate indica temperaturi de reactie in intervalul 60-140°C, in medii organice sau
sisteme fara solventi si, in unele cazuri, cu un control atent al presiunii.

Tabelul 7 Sinteza enzimatica a poliesterilor care grupari furanice, folosind Novozyme
435 ca biocatalizator

Monomeri cu

. : Co-monomeri Conditii de reactie Mw/Mn [Da] Ref.
ciclu furanic
Difenil eter
2,5-bis DES/DEG/DEA/ | 80°C, 2 ore, atm Ma: 2100-3000  [171]
hidroximetilfuran DES 80°C, 4 ore, 350 mHg n

80°C, 66h, 2 mHg

I. Toluen, 60-100°C
pentru 72 ore

II. Difenil eter: 4
presiuni diferite

80°C, 8 ore, presiune II. Ma: 4000-
atmosferica , N2 atm 11100

I. Mn: 7600-13400

Mw: 11800-48300

DMFDCA 1,8-ODA - [172]
80°C, 16 ore, 450 | v . 10500-54000
mmHg, N2 atm
90°C, 36 ore, 100
mmHg, N2 atm
140°C, 12 ore, 100
mmHg, N2 atm
1,3-PDO/1,4-
BDO/ 1,6-
HDO/1,8-
0DO/1,10- Difenil eter, Mn: 200-23700
DDO/ D-
DMFDCA sorbitol/ [173]
glicerol/

A. I. 80 °C, 2 ore,
izosorbid atm, + II. 80 °C , 2 Mw: 800-48700
mmHg 72 ore.

B. I. 80 °C, 2 ore atm,
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+ II. 80 °C, 2 mmHg
24 ore

+ III. 95 °C ,2 mmHg
24 ore

+ II. 80 °C, 2 mmHg
24 ore

DMFDCA

C2-C12 dioli

Toluen:t-butanol =
70:30 % wt., 40°C,
24 ore

n.d.

[156]

(butilena ciclicad)
2,5-
furandicarboxilat

g-caprolactona

Fara solvent,130-
150°C, 24o0re,N2 atm

Mw: 22000-50000

[174]

DMFDCA

DODA/DETA/ED
DA

Fara solvent/
Toluen, 90°C 72 ore.

Mn: 6360, 8030

[175]

DMFDCA+
BHMF

Dioli alifatici
liniari/ dietil
esteri de diacizi

Difenil eter,

I. 80 °C, 2 ore, N2
atm, + II. 80 °C, 2
mmHg 48 ore, + III.
95°C, vid inaintat, 24
ore

Mw: up to 35000

[157]

DET/DEF/DEF

BDO/HDO/ODO

DPE/vrac-85°C, 6ore,
1000 mmbar + 90ore,
20 mmbar

Mn: 1500-2000

[176]

DMFDCA

1,4-BDO/ 1,4-
ciclohexan
dimetanol

difenil eter/fara
solvent

80 to 140°C for 2 ore
+ 80 to 140°C, 2

n: 695-2648

Mw: 431-8173

[177]

mmHg , 24 to 72 ore.
DES - dietil succinat, DEG - dietil glutarat, DEA - dietil adipat, DES - dietil sebacat,
DMFDCA - dimetil furan-2,5-dicarboxilat, 1,8-ODA - 1,8-octandiamina, DODA - 4,9-
dioxa- 1,12-dodecandiamina, EDDA - 1,2-bis(3-aminopropilamino) etan, DETA -
dietilentriamina, DET - dietil tereftalat, DEI - dietil izoftalat.

FDCA sau derivatii sai au fost implicati in numeroase reactii de poliesterificare,
pentru a obtine noi materiale cu proprietati imbunatatite.

Monomerii utilizati in reactiile de polimerizare cu FDCA sau derivatii sai includ:
1,3-propandiol, 1,4-butandiol, 1,6-hexandiol, 1,8-octandiol, 2,3-butandiol, 2-metil-1,
3-propandiol, 1,4-ciclohexan-dimetanol si izosorbid [161],[164], [178].

Jiang si colab. au folosit Novozyme 435 pentru sinteza poliesterilor care contin
2,5-bis(hidroximetil)furan si diferiti esteri dietilici: succinat de dietil, glutarat de dietil,
adipat de dietil si sebacat de dietil. Reactiile au fost efectuate in difenileter la 80°C,
aplicadnd vid pentru a indeparta alcoolii rezultati. In ciuda numarului diferit de atomi
de carbon din unitatea care se repeta, toti poliesterii obtinuti prin aceasta cale aveau
mase moleculare mai mici de 2000 Da [171].

Polimerizarea enzi[naticé a unui derivat FDCA cu diferiti dioli si polioli a fost
obiectul si unui alt studiu. In reactiile de polimerizare s-au folosit 1,3-propandiol, 1,4-
butandiol, 1,6-hexandiol, 1,8-octandiol, 1,10-decandiol, 2,3-butandiol, dietilenglicol,
izosorbida, D-sorbitol si glicerol reactii cu 2,5-furandicarboxilat de dimetil (DMFDC).
Procesele au fost efectuate in difenil eter, la temperaturi cuprinse intre 80-140°C,
rezultate mai bune obtinandu-se in cazul diolilor cu mai mult de trei atomi de carbon
in molecula [173].
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S-au raportat sinteze enzimatice de copoliesteri folosind doi derivati de 5-
hidroximetilfurfural (HMF) si dioli alifatici, respectiv un al doilea tip de copoliesteri in
care diolii au fost inlocuiti cu esteri dietilici ai unor diacizi.

Astfel, 2,5-furandicarboxilatul de dimetil (DMFDC) Si 2,5-
bis(hidroximetil)furan (BHMF) au fost poliesterificati cu 1,4-butandiol, 1,6-hexandiol,
1,8-octandiol, 1,10-decandiol si, respectiv, 1,12—doqecandiol, folosind difenil eter ca
mediu de reactie si Novozyme 435 drept catalizator. In acelasi mod, au fost sintetizati
copoliesteri ai DMFDC si BHMF cu dietil succinat, dietil adipat, dietil suberat, dietil
sebacat, respectiv dietil dodecandioat. In cazul copoliesterilor obtinuti cu dioli, s-a
observat o preferinta enzimatica pentru diolii cu mai multe grupari metilen (8, 10 si
12), comparativ cu diolii cu un lant de metilen mai scurt (4 si 6). La utilizarea 1,8-
octandiolului s-a format un polimer cu grad de polimerizare de 122, cel mai mare
dintre diolii testati. Folosind diesteri in loc de dioli ca al treilea co-monomer, cel mai
inalt grad de polimerizare a fost obtinut pentru copoliesterul care contine adipat de
dietil. Utilizarea diesterilor ca si co-monomeri a dus la o scadere a gradelor de
polimerizare, comparativ cu copoliesterii sintetizati cu dioli [157].

Cruz-Izquierdo si colab. au studiat reactiile de poliesterificare catalizate
enzimatic folosind 2,5-furandicarboxilat de dimetil (DMFDC) si o serie de dioli cu
numar de atomi de carbon intre 2 si 12, intr-un amestec de solventi organici. Reactiile
au fost efectuate la 40°C, intr-un amestec toluen:tert-butanol 7:3, timp de 24 ore.
Continutul de copolimer si gradul de polimerizare au crescut in ordinea: C2 < C12 <
C10 < C3 < C8 < C4 < C6, unde numerele reprezinta atomii de carbon din molecula
de diol. Nu a fost observata o corelatie a gradului de polimerizare cu lungimea lantului
hidrocarburic al diolului [156].

J. C. Morales-Huerta si colab. au realizat sinteza poli(e-caprolacton-co-butilen
2,5-furandicarboxilatului) cu mase moleculare de pana la 50000 Da, in doud etape.
In prima etapa, poliesterul ciclic poli(butilen furanoat) a fost obtinut in prezenta 2-
etilhexanoatului de Sn(II), urmat de polimerizarea enzimatica cu deschiderea inelului,
folosind lipaza din Candida antarctica B [179].

O limitare tehnologica importanta a sintezei biocatalitice a acestor produsi
este ca masa moleculara a copoliesterilor pare sa fie limitata de incorporarea redusa
a aromaticitatii in catena principala [157].

1.2.9 Poliesteri sintetizati pe cale enzimatica prin reactii de
policondensare a diolilor cu diacizi/diesteri

Datorita dezvoltarii biorafinariilor la nivel mondial, calea biologica poate oferi
acces la multi compusi de baza care sunt sintetizati in prezent din surse petrochimice
[2]. Unii acizi carboxilici si polioli de origine biologica servesc ca materii prime pentru
sinteza poliesterilor prin policondensare. in acest fel, principalii poliesteri pot fi
sintetizati folosind monomeri regenerabili cum ar fi glicerol, 1,3-propandiol, 1,4-
butandiol, 1,6-hexandiol, 1,8-octandiol si acizi carboxilici precum acizii succinic,
fumaric, itaconic si adipic [29,30]. De exemplu, 1,3-PDO poate fi obtinut prin
conversia biotehnologica a glicerolului iar acidul succinic (SA) din glucoza [35].

O moleculd cu relevantad tot mai mare este 1,4-butandiolul (1,4-BDO), care
este o0 substanta chimica utilizata pe scara larga drept componenta de baza pentru
sinteza polimerilor, in special a poliesterilor si poliamidelor [45]. Cu o piata globala de
2,5 milioane de tone pe an, productia industriald de 1,4-BDO depinde in principal de
substante chimice de origine petroliera, cum ar fi anhidrida maleica, acetilena,

BUPT



butanul, propilena si butadiena [46]. In cdutarea obtinerii de monomeri sustenabili,
companii precum Novamont, BioAmber, Genomatica si DuPont Tate & Lyle dezvolta
sinteza 1,4-BDO de natura biologicd la scara comerciala (>2.000 de tone) [10].
Biosinteza are loc prin hidrogenarea acidului succinic. Un proces alternativ, elaborat
de Genomatica, foloseste o tulpina de E. coli modificata genetic pentru a obtine 1,4-
BDO prin fermentare directa din zaharuri [47].

Inc& comercializat ca substantd chimicd derivaté din petrol, 1,6-hexandiolul
(1,6-HDO) este considerat un monomer emergent, care poate fi derivat din biomasa.
Rennovia Inc. a anuntat operarea la scara pilot pentru productia de 1,6-HDO pe baza
de materii prime regenerabile. Noul proces industrial foloseste biocatalizatori mai
stabili, capabili sa prevind scaderea performantei in timpul productiei de 1,6-HDO,
folosit ca intermediar in fabricarea mai multor substante chimice de baza, care au o
valoare de piata de peste 20 miliarde USD [48]. Substantele chimice dependente de
1,6-HDO includ hexametilendiamina (HMD), acidul adipic si caprolactama, care sunt
utilizate ca materii prime pentru fabricarea diferitilor polimeri [49]. Aceasta abordare
ofera posibilitatea de a obtine poliesteri si poliamide bioderivate din 1,6-HDO, ceea ce
reprezinta o modalitate pentru reducerea volumului de gaze cu efect de sera [48].

Un alt monomer cu productie potentiald de natura biologicd este 1,8-
octandiolul (1,8-0ODO0). Desi 1,8-0ODO provenit dintr-o materie prima regenerabild nu
este Tnca comercializat, el poate fi produs prin hidrogenarea esterilor acidului suberic
[20,50]. 1,8-ODO este utilizat ca monomer in sinteza unor polimeri, cum ar fi
poliesterii si poliuretanii.

in Tabelul 8 sunt pezentate exemple de dioli utilizati pentru sinteza enzimatic
a unor poliesteri in combinatie cu diversi diesteri sau diacizi.

Acidul adipic (AA) este una dintre cele mai importante substante chimice, cu
o piata de 4 milioane de tone pe an [70]. Folosit in principal pentru productia de nailon
66 si poliesteri sub forma de fibre si rasini, AA este utilizat si in sinteza poliuretanilor
sau a esterilor adipici pentru plastifianti PVC, lubrifianti, aditivi alimentari si cosmetice
[71]. in prezent, fabricarea industriald a AA este de naturd petrochimica si se bazeaza
pe oxidarea ciclohexanolului sau a ciclohexanonei, producand un amestec cunoscut
sub numele de ulei KA care este oxidat ulterior la acid adipic [72]. Un dezavantaj al
acestui proces este generarea de produse secundare ca N;O, care este un gaz cu efect
de serd [73]. In acest context, productia de AA pe bazd biologicd a aparut ca o
alternativa viabila la procesele petrochimice.

Tabelul 8 Exemple de dioli si diesteri utilizati ca materii prime in reactii de
policondensare catalizate de hidrolaze

Dioli Diesteri Enzima Temp [°C] Ref

1,4-BDO/1,6-HDO/1,8-HDO di(Me-/Et-/Bu-) CalB 85 [180]
adipat

1,4-BDO/1,6-HDO/1,8-HDO di(Me-/Et-/Bu-) CalB 85 [180]
succinat

1,4-BDO/1,6-HDO/1,8-HDO di(Me-/Et-/Bu-) CalB 85 [180]
sebacat

1,4-BDO/1,6-HDO/1,8-HDO diEt-2,5- CalLB 85 [176]
furandicarboxilat

1,4-BDO/1,6-HDO/1,8-HDO diEt-2,5- CalB 85 [176]
piridindicarboxilat

1,4-BDO/1,6-HDO/1,8-HDO diEt-2,4- CalB 85 [176]

piridindicarboxilat

BUPT



31

1,4-BDO/1,6-HDO/1,8-HDO diEt-2,6- CalB 85 [176]
piridindicarboxilat
1,4-BDO/1,6-HDO/1,8-HDO di(Me-,Bu-) itaconat  CalB 50 - 65 [181]
1,4-BDO/1,6-HDO/1,8-HDO di(Me-,Bu-) fumarat CalB 50 -65 [181]
etilenglicol/1,3-PD0O/1,4-BDO diME-adipat Thc_cutl 70 [182]
1,4-ciclohexandimetanol diMe itaconat CalLB 40 - 90 [121]
1,4-BDO/1,8-HDO diMe adipat Thc_cutl 50 [183]
1,4-BDO/1,8-HDO diMe succinat Thc_cutl 50 [183]
1,4-BDO/1,8-HDO diMe suberat Thc_cutl 50 [183]
1,4-BDO/1,8-HDO diBu galactarat CalLB 120 - 140 [184]
2,5-bis(hidroximetil)furan diMe adipat CalLB 85 [185]
3,4-bis(hidroximetil)furan diMe succinat CalLB 85 [185]
2,6-bis(hidroximetil)piridina diMe sebacat CalLB 85 [185]

1.3. Metode de degradare a polimerilor

Productia de materiale plastice poate parea mult mai usoara decat eliminarea
lor prin diferite mijloace de degradare. Este nevoie de mult mai multa energie si
eforturi pentru a degrada un polimer, mai ales daca este un polimer nebiodegradabil.
Cu toate acestea, uneori sunt necesare eforturi la fel de mari pentru degradarea unui
polimer biodegradabil, dar perioada de degradare este mai scurta.

Degradarea polimerilor este un proces care aduce modificari ale proprietatilor
(de ex., forma, culoare, rezistenta la tractiune) prin permiterea unor procese
biologice, chimice sau fizice care au ca rezultat ruperea legaturilor cu transformari
chimice ulterioare. Aceste transformari includ in principal variatii chimice, ruperea
legaturilor si dezvoltarea de noi grupari functionale. Proprietatile materialelor, cum ar
fi caracteristicile mecanice, electrice sau optice ale polimerilor sunt influentate de
degradare. Polimerii nu se corodeaza precum metalele, ci sufera procese de degradare
prin mai multe mijloace care ar putea fi realizate de catre mediu sau de catre enzime
prin biodegradare.

Degradarea materialelor plastice poate fi initiatd de radiatile UV care
formeaza radicali liberi, care sunt apoi supuse unor reactii de propagare si terminare.
Hidroliza, precum si degradarea enzimaticad si oxidativa a plasticului in apa ajuta la
degradarea lanturilor lungi de polimeri.

Plasticul poate fi gasit la diferite dimensiuni, de la mezo-plastice la macro-
plastice si diferite combinatii de factori ca oxigenul, umiditatea, enzimele si radiatiile
UV vor influenta procesul de degradare [186].

O cantitate enorma de polimeri ajung in rauri, lacuri si in mare, unde se
formeaza literalmente insule de plastic. Viata marind este perturbata de efectul
negativ al materialelor plastice care plutesc pe apa [187]. Cantitatea de bacterii,
ciuperci si substante chimice creste in corpul marii din cauza acumularii plasticului,
care reprezintd o amenintare majord pentru viata marind. Acesti polimeri se
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degradeaza lent hidrolitic si, ca urmare a expunerii la UV, formeaza foarte lent micro-
plastice care sunt consumate si transformate in poluanti organici persistenti toxici de
catre fauna marina. Materialele plastice sunt compuse dintr-o varietate de substante
chimice, poluanti si aditivi, de exemplu ftalati, iar atunci cand polimerii sunt expusi la
lumina UV in mediul marin, favorizand trecerea lor in apa [186]. De-a lungul timpului,
doar partea din materiale plastice expuse la lumina soarelui incep sa sufere
degradarea UV, in timp ce partea ramasa sub suprafata apei incepe sa formeze
ciuperci si incet sa se degradeze hidrolitic [186].

Exista un efort considerabil de cercetare la nivel mondial pentru a dezvolta
polimeri biodegradabili pentru aplicatii agricole sau ca optiune de gestionare a
deseurilor pentru polimerii din mediu. Pana la sfarsitul secolului al XX-lea, majoritatea
cercetarilor au fost orientate spre sinteza si nu s-a acordat prea multa atentie
identificarii cerintelor de mediu si testarii biodegradabilitatii polimerilor. Un factor
important si este utilizarea termenului de biodegradare, care nu a fost aplicat in mod
consecvent. In domeniul medical al suturilor, al reconstructiei osoase si al
administrarii de medicamente, termenul de biodegradare a fost folosit pentru a indica
degradarea in macromolecule care raman in organism, dar migreaza (de exemplu,
polietilena (PE) cu masa moleculara (MW) ultra mare din protezele articulare) sau
hidrolizeaza in molecule cu MW scazut care sunt fie excretate din organism
(bioresorbtie) fie dizolvate fara modificarea MW (bioabsorbtie) [188], [189]. Pe de
alta parte, pentru materialele plastice degradabile din punct de vedere ecologic,
termenul de biodegradare poate insemna fragmentare, pierderea proprietatilor
mecanice sau uneori degradare prin actiunea organismelor vii [190]. Deteriorarea sau
pierderea integritatii fizice este adesea confundata cu biodegradarea [191]. Multe
grupuri si organizatii au depus eforturi sa defineasca in mod clar termenii ,degradare”,
,biodegradare” si ,biodegradabilitate”, dar stabilirea unei singure definitii acceptate
de comunitatea internationald nu a fost simpla.

Factorii de mediu, ca lumina, caldura sau substantele chimice influenteaza
modificarile polimerilor care au drept rezultat degradarea. Au fost implementate si
testate diferite tipuri de degradare pentru polimeri. Cu toate acestea, pe baza sursei
transformarii chimice, tipurile majore de degradare sunt degradarea termica,
fotodegradarea, degradarea chimica si degradarea biologica.

Degradarea termica a unui polimer este considerata o deteriorare a unei
molecule de polimer din cauza supraincalzirii [192], [193]. Moleculele cu lant lung ale
polimerului sunt perturbate din cauza energiei termochimice absorbite si, prin urmare,
catena polimerilor tinde sa se rupa si sa se separe, ceea ce are ca rezultat compusi
depolimerizati cu masa moleculard mica. In general, degradarea termica aduce
modificari in distributia masei moleculare a unui polimer, care ii afecteaza proprietatile
tipice [194].

Fotodegradarea este o degradare a unui polimer prin fotoliza, care este initiata
de razele naturale precum UV, gamma sau razele X. Anumiti polimeri sunt capabili sa
absoarbad aceste radiatii solare daunatoare, care includ UV-A (315-400 nm) si UV-B
(295-315 nm). Majoritatea polimerilor au tendinta de a absorbi radiatia de inalta
energie, care apoi permite electronilor sdi sa se activeze, iar reactivitatea mai mare
duce la reactii de scindare, oxidare si alte tipuri de degradare. Degradarea chimica a
polimerilor este initiata de substante chimice ca alcaliile si acizii, iar acest lucru duce
fie la solvoliza, fie la degradarea oxidativa care depolimerizeaza polimerul in
componente cu masa moleculara mai mica [194]. Biodegradarea este procesul care
utilizeaza organismele vii din mediu, cum sunt ciupercile si bacteriile, pentru a
descompune polimerii cu lant lung in monomerii lor sau in dioxid de carbon, apa si
diverse minerale. Poate avea loc in sol, apa, precum si in sedimente. Umiditatea
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ridicatd stimuleaza atacul microbian care permite cresterea fungica si bacteriana pe
polimerii solizi. Cresterea acestora provoacd ruperea la scara mica in structura
polimerului pe masura ce microorganismele patrund in ea. Datoritd acestor forte
fizice, suprafata polimerica este deteriorata si expusa in continuare la agenti care o
pot degrada biochimic si chimic.

Biodegradarea poate fi clasificata in biotica sau abiotica. Biodegradarea
abioticd implica hidrolizéd si fotoliza, in timp ce biodegradarea bioticd implica
degradarea microbiana. Degradarea biotica poate fi impartita la randul ei in degradare
aerobd sau anaeroba. Degradarea aeroba este initiatd in prezenta aerului si produce
biomasa, dioxid de carbon, apd, minerale si sare. Biodegradarea anaeroba se
realizeaza in absenta oxigenului si produce disulfura de carbon, metan, dioxid de
carbon, apa, minerale si sare.

Polimerii din gropile de gunoi si sedimente sunt degradati anaerob, in timp ce
in natura salbaticd sunt degradati aerob. Locuri precum composturile de sol au o
degradare partial aeroba si partial anaeroba. Biodegradarea oricarui polimer necesita
anumite medii in care principalii parametri sunt continutul de oxigen, temperatura,
pH-ul si continutul de umiditate. Prin urmare, acestea trebuie luate in considerare
deoarece joaca un rol vital in degradarea oricarui polimer.

1.3.1 Mecanisme de biodegradare

Biodegradarea corlsté in mod normal din trei etape: biodeteriorare, bio-
fragmentare si asimilare. In biodeteriorare, proprietatile fizice, mecanice si chimice
ale polimerilor sunt modificate din cauza cresterii microorganismului pe suprafata
polimerului sau in interiorul polimerului [194]. Termenul de biofragmentare implica
descompunerea biologica a lantului polimeric iTn monomeri si oligomeri cu ajutorul
microorganismelor, in timp ce asimilarea incepe atunci cand aceste microorganisme
sunt hranite cu nutrienti, carbon si surse de energie din polimeri proveniti din
biofragmentare si sunt apoi transformati in biomasa, apa si CO.

Faptul ca polimerii au lanturi lungi si mase moleculare mari inseamna ca nu
pot fi nici ingerati, nici trecuti prin nici o membrana celulara pentru degradare
ulterioara. Prin urmare, este necesara o etapa de conversie in oligomeri si monomeri
(depolimerizare) [195]. Astfel, etapa initiala in timpul biodegradarii este
transformarea polimerului cu lant lung in oligomeri si monomeri. O varietate de forte
biologice si fizice pot fi utilizate pentru a rupe polimerii cu lant lung, in functie de
mecanismul aplicat. Monomerii polimerilor biodegradabili sunt usor digerati in mediu,
iar acesti monomeri de dimensiuni mici fie trec prin membrane, fie sunt ingerati de
organismele microbiene in mediul degradant. Procesul de degradare este complet
atunci cand compusii organici impreuna cu apa si mineralele sunt eliberati inapoi in
mediu. Acest pas este cunoscut sub numele de mineralizare [194]. Polimerii se
degradeaza initial la suprafata, care este expusa mediului. Strivirea suprafetei si
variatia culorii polimerului sunt printre primele rezultate vizuale ale unui polimer in
curs de degradare. Degradarea ulterioara este mai usoara datorita fisurdrii suprafetei,
care permite si expune suprafata interioara a polimerului, care in cele din urma se
dezintegreaza [196].

Exista diferite mecanisme de degradare a polimerilor in naturd, hidroliza si
oxidarea biologica fiind considerate a fi cele doua tipuri majore de biodegradare.
Aceste mecanisme sunt clasificate in functie de sursele utilizate, cum ar fi enzimele
sau bacteriile si daca sunt catalitice sau necatalitice. Lungimea mai mica a lantului
polimeric si caracterul hidrofil imbunatatit pot face procesul de biodegradare mai usor
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si mai rapid in ceea ce priveste durata degradarii. Degradarea microbiana implica fie
enzime, fie microorganisme pentru a degrada polimerii. Microorganisme precum
ciupercile, bacteriile si drojdiile secreta subprodusi de tip peroxizi si acizi, care
contribuie de asemenea la procesul de degradare [197].

Biodegradarea enzimatica implica o varietate de enzime care pot fi prezente
in mediu, de exemplu in compost. De cele mai multe ori, ciupercile si bacteriile din
zona respectiva actioneaza ca surse de enzime care realizeaza in continuare procesul
de degradare. Aceste enzime pot fi impartite in doud categorii: depolimeraze
intracelulare si extracelulare. Enzimele extracelulare sau exoenzimele difuzeaza initial
de la sol la suprafata polimerului. Suprafata polimerului absoarbe apoi enzima, care
catalizeaza 1in continuare reactia de degradare. Enzimele intracelulare sau
endoenzimele functioneaza in interiorul celulelor si contribuie de asemenea la
degradarea polimerului [198]. O serie de polimeri complecsi se scindeaza in lanturi
scurte si actioneaza ca o sursa de energie atunci cand trec prin membrana bacteriana.
Viteza cu care polimerii se degradeaza printr-un mecanism enzimatic este controlata
de continutul de umiditate, temperatura si cristalinitatea polimerului. De exemplu,
microorganismele necesare pentru degradarea bacteriana a PCL sunt exte nsiv
dispersate in ecosistem. Conform unor studii recente, s-a observat ca o ciuperca
asemanatoare drojdiei numita Pullularia pullulans poate degrada eficient PCL cu o
masa moleculard mai micd, in timp ce tulpina fungica Penicillium sp. poate degrada
polimerii PCL cu masa moleculara mai mare [199]. Mai mult, s-a observat ca enzimele
de tip lipaza, in special lipaza din Pseudomonas, realizeaza o biodegradare mai rapida
a polimerilor, avand capacitatea de a rupe anumite legaturi esterice din substraturi
hidrofobe [188].

Degradare
hidrolitica

Degradare
marind

Degradare UV

Tipuri de
degradare

Degradare
enzimaticd

Biodegradare

Degradare
oxidativa

Figura 8 Tipuri de degradare a polimerilor

1.3.2 Factorii care afecteaza procesul de degradare

Biodegradarea polimerilor este afectatd de mai multi factori (Figura 9).
Majoritatea polimerilor care se degradeazad necesitd parametri specifici in absenta
carora degradarea nu va avea loc, indiferent daca sunt biodegradabili sau
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nebiodegradabili. Mediul in care ajunge polimerul, fie ca este in compost, in apa sau
intr-un depozit va determina in mare masura daca polimerul se va degrada si, daca
da, céat de rapida va fi degradarea.

Diferentele de structura si morfologie a polimerilor joaca, de asemenea, un
rol important in eficacitatea (bio)degradarii acestora. Morfologii precum natura
cristalind a polimerului, in care unitatile care se repeta au simetrii inalte (cristalinitate
ridicatd) si legaturi puternice de hidrogen la interfatd, inhiba atacul enzimatic [197].
Cei mai importanti factori de mediu care initiaza procesul de degradare sunt oxigenul
si cantitatea de radiatii UV, precum si prezenta enzimelor in zona deseurilor [186].
Degradarea depinde, de asemenea, de complexitatea lantului polimeric, de structura
sa chimica si de cristalinitatea polimerului [200]. Lanturile polimerice mai scurte ar
avea ca rezultat o degradare mai rapida, in timp ce structurile chimice complexe ar
avea nevoie de un aport suplimentar de enzime sau de coenzime complexe. Artham
si colab. [197] au stabilit ca lanturile polimerice complexe fac accesibilitatea enzimelor
la catena principald a polimerului dificila. Ei au demonstrat ca polimerii cu cristalinitate
mai mare si cristale mai mari, cum ar fi PHB, au manifestat o reducere a ratei de
depolimerizare.

N

Continutul de
umiditate

Factori

Hidrofobicitate

Structura
chimica

[Masamolecularé] [ Morfologie ]

Figura 9 Factorii care influenteaza degradarea polimerilor

imbunététirea proprietatilor polimerilor prin modificarea structurii si/sau a
morfologiei acestora poate afecta negativ (bio)degradarea polimerului. Alti factori
care joaca un rol in procesul de (bio)degradare sunt temperatura medie si pH-ul
mediului Tnconjurator. Continutul de salinitate si umiditate din mediul degradant
afecteaza viteza cu care polimerul se degradeaza. Unii polimeri biodegradabili se
degradeaza mai repede daca continutul de umiditate din mediu este ridicat, in timp
ce multi polimeri nu se degradeaza daca salinitatea din mediu scade pana la un anumit
nivel. Acesti factori sunt cunoscuti ca factori abiotici in procesul de degradare [197].
Caracteristicile polimerului sunt importante in degradarea unui polimer biodegradabil.
Unele dintre acestea sunt hidrofobicitatea, flexibilitatea, masa moleculara si gruparile
functionale. Se considera ca degradarea polimerilor depinde de istoricul de depozitare
al polimerului inainte de a fi aruncat pentru degradare. Daca polimerul a fost folosit
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sau tinut In conditii umede sau expus la lumina UV, acesta va avea sanse mai mari
de degradare. Polimerii ce includ grupari metil, hidroxil si carboxil au o viteza de
degradare mai mare, iar polimerii cu grupari flexibile sunt mai usor de biodegradat,
deoarece se potrivesc in situsul activ enzimatic mult mai rapid decat polimerii rigizi
[197]. Polimerii biodegradabili pot avea structuri si/sau compozitii complexe. In cele
mai multe cazuri, pentru a le imbunatati proprietatile, acestia sunt amestecati cu alti
polimeri sau amestecati cu aditivi naturali, anorganici sau organici, sau sunt reticulati.
Astfel de tratamente pot afecta accesibilitatea polimerului la microorganismele
degradante, cum ar fi enzimele [197]. Prin urmare, atunci cdnd un plastic este aruncat
in mediu, este necesar sa se ia in considerare toate aceste conditii si factori care
afecteaza degradabilitatea la scard mai mare.

1.3.3 Metode de monitorizare a biodegradabilitatii polimerilor

Asa cum rezulta din diferitele mecanisme descrise anterior, biodegradarea nu
depinde doar de chimia polimerului, ci si de prezenta sistemelor biologice implicate in
proces. Atunci cand se investigheaza biodegradabilitatea unui material, efectul
mediului nu poate fi neglijat. Activitatea microbiana si, prin urmare, biodegradarea
este influentata de:

- prezenta microorganismelor;

- disponibilitatea oxigenului;

- cantitatea de apa disponibil3;

- temperatura;

- mediul chimic (pH, electroliti, etc).

Pentru a simplifica imaginea de ansamblu, mediile in care are loc
biodegradarea sunt, practic, impartite in doua: a) aerobe (cu oxigen disponibil) si b)
anaerobe (fara oxigen prezent). Disponibilitatea oxigenului afecteaza foarte mult
compozitia comunitatii microbiene care este activda in mediu si, prin urmare,
capacitatea acesteia de a biodegrada anumiti polimeri. Aceasta diviziune poate fi, la
randul sau, subdivizata in 1) medii acvatice si 2) medii cu continut ridicat de solide.
Tabelul 9 prezinta schematic diferitele medii, cu exemple in care poate aparea
biodegradarea [201].

Tabelul 9 Clasificarea schematica a diferitelor medii de biodegradare pentru polimeri

1) Acvatic 2) Solide dure
- Statii de epurare aeroba a apelor | - Soluri de suprafata
uzate - Instalatii de compostare a
a) Aerobic - Ape de suprafata (ex: lacuri si | deseurilor organice
rauri) - Aruncarea gunoiului
- Medii marine - Sedimente de adéancime din mare
- Statii de tratare anaeroba a apelor | - Ndmol anaerob
b) Anaerobic uzate - Tratarea anaeroba a apelor uzate

- Rumenul erbivorelor - Gropi de gunoi

Mediile cu un continut ridicat de solide vor fi cele mai relevante pentru
masurarea biodegradarii ecologice a materialelor polimerice, deoarece reproduc
conditiile existente in timpul tratarii biologice a deseurilor solide municipale, cum ar fi
compostarea sau digestia anaeroba (biogazificarea).

BUPT



37

Cu toate acestea, posibilele aplicatii ale materialelor biodegradabile, altele
decat in ambalaje si produse de consum, de exemplu, in plasele de pescuit pe mare,
sau expunerea nedorita in mediu din cauza deseurilor, explica necesitatea testelor de
biodegradare acvatica. Numeroase modalitati de evaluare experimentald a
biodegradabilitatii polimerilor au fost descrise in literatura stiintifica.

Deoarece mediul tipic de expunere implica incubarea unui substrat polimeric
CuU microorganisme sau enzime, sunt posibile doar un numar limitat de masuratori:
cele referitoare la substraturi, la microorganisme sau la produsii de reactie. Patru
abordari pentru studierea proceselor de biodegradare au fost evaluate de Andrady
[202], [203].

- Monitorizarea acumularii de biomasa;

- Monitorizarea epuizarii substraturilor;

- Monitorizarea produsilor de reactie;

- Monitorizarea modificarilor proprietatilor substratului.

Cele mai uzuale teste pentru evaluarea preliminara a biodegradabilitatii sunt
urmatoarele: .

a).Teste enzimatice: In testele enzimatice, substratul polimeric este adaugat
la o solutie tampon sau la solutie cu pH controlat, care contine unul sau mai multe
tipuri de enzime purificate. Aceste teste sunt foarte utile in examinarea cineticii
depolimerizarii sau eliberarii oligomerului sau monomerului dintr-un lant polimeric in
diferite conditii de testare. Metoda este foarte rapida (de la minute la ore) si poate
oferi informatii cantitative. Cu toate acestea, testele enzimatice nu sunt adecvate
pentru a determina vitezele de mineralizare.

Tipul de enzima care urmeaza sa fie utilizata si cuantificarea degradarii va
depinde de polimerul care este analizat. De exemplu, Mochizuki si colab. [204] au
studiat efectele degradarii fibrelor de policaprolactona asupra hidrolizei enzimatice de
catre lipaza. Degradabilitatea fibrelor de policaprolactona a fost monitorizata prin
formarea de carbon organic dizolvat (DOC) si pierderea de masa. Sisteme similare cu
lipaze au fost folosite pentru studierea hidrolizei unor game largi de poliesteri alifatici,
copoliesteri cu segmente aromatice si copoliesteramide. Alte enzime, cum ar fi a-
chimotripsina si a-tripsina, au fost, de asemenea, aplicate acestor polimeri [205].
Biodegradabilitatea segmentelor de alcool polivinilic (PVA), in ceea ce priveste
lungimea lantului si configuratia stereochimica, a fost studiatda folosind PVA-
dehidrogenaza izolata [206]. Enzimele celulolitice au fost folosite pentru a studia
biodegradabilitatea esterilor celulozei in functie de gradul de substitutie si
dimensiunea substituentului [207].

Dezavantajele metodei: Este necesara prudenta in extrapolarea analizelor
enzimatice ca instrument de screening pentru diferiti polimeri, deoarece enzimele au
fost asociate cu un singur polimer. Enzimele selectate initial pot prezenta o activitate
semnificativ mai redusa fata de polimeri modificati sau materiale diferite, chiar daca
in mediu pot exista enzime mai potrivite. De asemenea, trebuie avut grija daca
enzimele nu sunt purificate, stabilizate, sau depozitate in mod necorespunzator,
deoarece poate aparea inhibarea si pierderea activitatii enzimatice [208].

b). Teste cu placi: au fost dezvoltate initial pentru a evalua rezistenta
materialelor plastice la degradarea microbiand. Mai multe metode au fost
standardizate de catre organizatiile abilitate, cum sunt ASTM si ISO [209], [210]. Ele
sunt utilizate in prezent si pentru a vedea dacd un material polimeric va sustine
cresterea microorganismelor [208], [211]. Principiul metodei presupune plasarea
materialului de testat pe suprafata unui agar cu saruri minerale depus in prealabil pe
o placa Petri care nu contine nicio sursa suplimentara de carbon. Materialul de testat
si suprafata agarului sunt pulverizate cu un inocul mixt standardizat de bacterii si/sau
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ciuperci cunoscute. Materialul de testat este examinat, dupa o perioada de incubare
predeterminata la temperatura constanta, in ce priveste cresterea inregistrata pe
suprafata sa si se da o evaluare.

Valabilitatea acestui tip de test este limitatda daca se face doar o evaluare
vizuala a materialului plastic. Ar trebui evaluate si alte proprietati pentru a sustine
observatiile vizuale. De exemplu, examinarea microscopicd a suprafetei poate oferi
asemenea informatii suplimentare.

Dezavantaje: Un rezultat pozitiv la un test pe placi de agar indica faptul ca un
organism poate creste pe substrat, dar nu inseamna ca polimerul este biodegradabil,
deoarece cresterea poate fi pe contaminanti, pe plastifiantii care sunt prezenti, pe
fractiile oligomerice inca prezente in polimer si asa mai departe. Prin urmare, aceste
teste trebuie tratate cu prudenta atunci cand se extrapoleaza datele in situatii de
teren.

c). Teste de respiratie: Activitatea microbiana aeroba este monitorizata de
obicei prin utilizarea oxigenului. Biodegradarea aeroba necesitd oxigen pentru
oxidarea compusilor in constituentii sai minerali, cum ar fi CO,, H;O, dioxid de sulf
(S02), pentoxid de fosfor (P.Os) si asa mai departe. Cantitatea de oxigen utilizata in
timpul incubatiei, numita si consumul biologic de oxigen (BOD), este, prin urmare, o
masura a gradului de biodegradare. Mai multe metode de testare se bazeaza pe
masurarea BOD, adesea exprimata ca procent din consumul teoretic de oxigen (TOD)
a compusului. TOD, care este cantitatea teoretica de oxigen necesara pentru oxidarea
completa a unui substrat la constituentii sdi minerali, poate fi calculata luand in
considerare compozitia elementala si stoichiometria oxidarii [202], [212], [213],
[214], [215] sau pe baza determinarii experimentale a cererii chimice de oxigen
(COD) [202], [212].

Testele BOD ce utilizeaza sticle inchise la culoare si etansate cu capace
prevazute cu senzori au fost concepute pentru a determina biodegradabilitatea
detergentilor [213], [214]. Acestea au conditii stricte datorita nivelului scazut de
inocul (de ordinul a 105 microorganisme/L) si cantitatii limitate de substanta de testat
care poate fi adaugata. Aceste limitari provin din cerinta practica ca necesarul de
oxigen sa nu depdseasca jumatate din nivelul maxim de oxigen dizolvat in apa la
temperatura testului, pentru a evita generarea de conditii anaerobe in timpul
incubatiei. Pentru materialele insolubile, cum ar fi polimerii, sunt acceptabile conditii
mai putin stricte si au fost dezvoltate modalitati alternative de masurare a BOD.
Testele cu doua faze in flacon inchis permit un continut mai mare de oxigen in baloane
si 0 cantitate mai mare de inocul. Sunt de asemenea posibile concentratii de testare
mai mari, incurajand o precizie mai mare prin cantarirea directa a probelor. Cererea
de oxigen poate fi determinata alternativ prin masurarea periodicd a concentratiei de
oxigen in faza apoasa prin deschiderea baloanelor [213], [216], [217], prin
masurarea modificarii volumului sau presiunii in baloanele de incubare care contin
agenti absorbanti de CO; [212], [218], [219], sau prin masurarea cantitatii de gaz
produs constant pentru mentinerea constanta a volumului respirometric [212], [215],
[216], [218].

d). Teste cu degajare a gazelor (CO; sau CH4). Eliberarea CO; sau CH4 dintr-
un substrat reprezintd un parametru direct de mineralizare. Prin urmare, testele de
degajare a gazelor pot fi instrumente importante in determinarea biodegradabilitatii
materialelor polimerice. Un numdr de metode de testare binecunoscute au fost
standardizate pentru biodegradarea aeroba, cum ar fi testul Sturm (modificat) [220],
[221], [222] si testul de compostare controlat de laborator [223], [224]; cat si pentru
biodegradarea anaeroba, cum ar fi testul anaerob cu namol [225], [226] si testul de
digestie anaeroba [227], [228]. Desi principiul acestor metode de testare este acelasi,
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ele pot diferi in ceea ce priveste compozitia medie, inoculul, modul in care sunt
introduse substraturile si tehnica de masurare a degajarii gazelor.

Testele cu degajare a gazelor sunt metode de testare populare deoarece sunt
sensibile si relativ simplu de efectuat. Se determind o masura directa de mineralizare
si polimerii solubili in apa sau insolubili pot fi testati ca filme, pulberi sau obiecte. In
plus, conditiile de testare si inoculul pot fi ajustate pentru a se potrivi aplicatiei sau
mediului Tn care ar trebui sa aibd loc biodegradarea. De obicei se folosesc medii
sintetice acvatice, dar si apa de mare naturald [229], [230] sau probe de sol [231],
[232] pot fi utilizate ca medii de biodegradare. O conditie prealabild pentru aceste
medii este ca evolutia de fond CO; sa fie limitata, ceea ce exclude aplicarea conditiilor
reale de compostare. Prin urmare, biodegradarea in conditii de compostare este
masuratd folosind un inocul derivat din compost matur cu activitate respiratorie
scazuta [223], [233] [234]. Un dezavantaj al utilizarii unor medii complexe de
degradare, cum ar fi compostul matur, este ca caracterizarea simultana a produselor
intermediare de degradare si determinarea bilantului de carbon este dificila din cauza
prezentei unui numar mare de compusi interferenti. Pentru a depasi acest lucru, a
fost dezvoltat un test alternativ bazat pe o matrice pe baza de pat mineral inoculata
[235], [236].

1.4 Metode computationale cu aplicatii in biocataliza

Intelegerea bazei moleculare a interactiunilor substratului enzimatic este o
conditie prealabila pentru variantele de inginerie cu un domeniu de aplicare largit al
substratului, selectivitate crescuta pentru aplicatii biocatalitice sau pentru gasirea de
noi enzime in bibliotecile de secvente genomice sau metagenomice pentru sinteza
produselor dorite [237].

Modelarea moleculara este utilizata pentru a obtine o analiza la nivel
molecular a enzimei, contribuind la intelegerea mecanismului sau de actiune si a
proprietatilor moleculare. Prin urmare, s-a dovedit a fi un mijloc foarte util pentru
cunoasterea deplind a biocatalizei si a aplicatiilor sale biotehnologice [238]. Sub
denumirea generica de modelare moleculara sunt reunite toate metodele teoretice si
tehnicile de calcul folosite pentru a reprezenta, simula si prezice comportamentul
sistemelor chimice mici si moleculelor biologice mari, precum si ansamblurile
moleculare. Folosind algoritmi de calcul, ei reconstruiesc modele tridimensionale ale
enzimelor, le optimizeaza geometria moleculara, calculeaza proprietatile fizice ale
atomilor care le alcatuiesc (energie, distributia sarcinii, interactiuni intra- si
intermoleculare etc.). Astfel de cunostinte nu sunt deocamdata accesibile cu metodele
experimentale pe care modelarea le uneste pentru a le explica sau prezice rezultatele,
reducand costurile si eforturile.

Interactiunile unei molecule de substrat cu centrul activ al unei enzime au fost
studiate prin trei metode diferite: andocare moleculara [239], simularea dinamicii
moleculare a substratului intr-o orientare productiva in situsul activ [240] si calcule
chimice cuantice ale caii de reactie [4]. Folosind aceste metode au fost identificate
reziduurile relevante din punct de vedere functional, care stabilizeaza substratul in
orientarea sa productiva, precum si pozitiile care impiedica orientarea productiva a
unui substrat sau mediaza legarea acestuia intr-o orientare neproductiva [4], fiind
astfel candidati promitatori pentru mutatii. Aceste abordari de modelare au fost de
succes daca etapa chimica reprezinta blocajul cinetic al ciclului catalitic. Cu toate
acestea, exista tot mai multe dovezi ca accesul la substrat sau iesirea produsului ar
putea fi etapele limitative ale vitezei de reactie [241] sau ar putea contribui la
selectivitatea enzimelor [242]. Datoritd cresterii rapide a resurselor de calcul,
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simularile impartiale ale interactiunilor proteina-ligand au devenit fezabile pentru a
studia legarea mai multor molecule de ligand in solutie [243]. Primele rapoarte
demonstreaza, de asemenea, fezabilitatea acestei abordari de a studia interactiunile
enzima-substrat [244]-[246].

1.4.1 Dinamica moleculara

Vederea statica a unei molecule, cum ar fi cea oferita de cristalografia cu raze
X sau conformatia sa energeticd inferioara, este insuficienta pentru a intelege
activitatea si proprietatile biologice, deoarece ne ofera doar o imagine medie,
inghetata, a unui sistem complex. Moleculele sunt entitdti in miscare: atomii
interactioneaza continuu unul cu altul si cu mediul. Miscarile lor dinamice pot explica
gama de stari accesibile termic pentru sistem si pot conecta secventa de structura si
functia. Frauenfelder si Wolynes au fost primii care au legat dinamica proteinelor cu
functionalitatea acestora [247]; [248].

Simularile de dinamica moleculara (MD) sunt folosite tocmai pentru a estima
echilibrul si proprietatile dinamice ale sistemelor complexe care nu pot fi calculate
analitic, completéand alte abordari computationale precum simularile Monte Carlo sau
procedurile de minimizare [249].

Dinamica unui sistem molecular poate oferi informatii referitoare la geometria
moleculara si energiile; fluctuatiile atomice importante; fluctuatiile locale care conduc
la formarea sau ruperea legaturilor de hidrogen; prezenta interactiunilor cu apa, ionii
sau substantele dizolvate; modificari de conformatie; legaturile dintre enzima si
substrat; fluctuatiile energiilor libere; deformarile macromoleculelor precum plierea
proteinelor.

GROMACS (GROningen Machine for Chemical Simulations) este un pachet de
dinamica moleculara si minimizare conceput pentru simulari de proteine, lipide si acizi
nucleici [250]; [251]. GROMACS este capabil sa efectueze simuladri de dinamica
moleculara si minimizare, bazate pe mecanica moleculara. Minimizarile sunt
implementate cu metode derivate de ordinul intai. Sunt disponibili algoritmi care se
referd la metoda Steepest Descent si metoda Conjugate Gradient [252]. MD-urile sunt
realizate prin rezolvarea ecuatiilor de dinamica clasica. Ecuatiile si algoritmii sunt
rezolvate simultan in fiecare pas. Sistemul este urmarit pe durata hotarata de
utilizator, avand grija ca temperatura si presiunea sa ramana la valorile cerute [252].

GROMACS este unul dintre cele mai rapide si mai populare programe de
simulare moleculara disponibile [253] si pentru ca este gratuit si open-source. Este
software-ul utilizat pentru studiul computational al acestei lucrari. GROMACS se
bazeaza in esenta pe pachetul GROMOS, care a fost dezvoltat pentru simularea
bio(macro)moleculelor in solutie [250]. Desi GROMACS a fost conceput pentru
tratarea moleculelor biologice cu interactiuni complexe de legare, realizarea de calcule
pentru interactiuni fara legare il face potrivit pentru toate tipurile de simulari
moleculare. Software-ul este capabil sa suporte diferite campuri de fortda (sunt
disponibile GROM0OS87, GROMOS96, OPLS/AA, Amber, CHARMM, Martini), sa includa
un solvent in interiorul reproducerii, cat si sa furnizeze traiectoria obtinuta la sfarsitul
simularii si diverse metode de analiza si vizualizare a traiectoriei in sine [252].

1.4.2 Andocarea
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Procedura numita andocare include toate acele simuldri de apropiere a
moleculelor care vizeaza studierea modificarilor energetice ale speciilor moleculare
implicate, in functie de conformatiile si pozitiile acestora. In ansamblu, este o forma
de optimizare a interactiunii dintre doua sau mai multe molecule, tinand cont de
efectele sterice si interactiunile care nu implica legare.

Acest lucru se realizeaza prin aplicarea unui screening virtual al structurilor
care este utilizat pentru a pozitiona o moleculd sau macromolecula tridimensionala
intr-o structura tinta, variind pozitiile, conformatiile si orientarile si calculand energia
de legare pentru toate pozitiile gasite. Acest instrument de calcul este utilizat de obicei
pentru a studia relatiile moleculare pe care le poate avea un ligand cu macromolecula
tinta. Avand in vedere, de exemplu, o structura enzimatica, un substrat (atat natural,
cat si nenatural) poate fi inserat in situsul sau activ, optimizénd pozitionarea acestuia
si prezicand modele de interactiune intre cele doua.

Acest tip de analizd permite caracterizarea comportamentului moleculei in
situsul activ, identificarea elementelor structurale ale enzimei si ale ligandului in
scopul stabilizarii substratului in sine, formularea mecanismelor de actiune, ipoteza
geometrica si variatiile sterice care trebuie aplicate ligandului pentru a creste
interactiunea acestuia [254]. Andocarea a fost folosita pentru a identifica noi molecule
care pot fi utilizate in biocataliza: specificitatea enzimelor este de obicei investigata
prin andocare necovalenta a diferitelor tipuri de substraturi in situsul catalitic [255].
In acest fel, a fost posibila de exemplu identificarea substraturilor pentru
dehidrogenaze/reductaze cu lant scurt [256]. Andocarea moleculara a fost, de
asemenea, utilizata pentru predictia enantioselectivitatii in diferite enzime, inclusiv
lipaza B din Candida antarctica [257].

Aceasta abordare este utilizata si in domeniul proiectarii medicamentelor
pentru descoperirea unor posibile medicamente de natura enzimatica si pentru
fmbunatatirea caracteristicilor compusilor, crescand afinitatea acestora fata de situsul
activ.

Pentru a implementa o procedura de andocare este esential sa avem structura
tridimensionala exacta si cu un grad bun de definire atat a macromoleculei tinta, cat
si a ligandului. Andocarea poate fi efectuata si pe o portiune limitata a macromoleculei
care, in cazul unei enzime, corespunde de obicei situsului activ. Din punct de vedere
istoric, primele proceduri de andocare au fost efectuate tindnd cont de teoria ,lock
and key”, care explica mecanismul de legare dintre substrat si situsul activ, tratand
astfel atat proteina, cat si ligandul ca fiind rigide. Teoria relativ noua , Induced-fit”
creata de Koshland [258] presupune in schimb ca situsul activ enzimatic este modelat
in functie de interactiunea cu ligandul si ca ligandul insusi isi schimba conformatia
pentru a se optimiza in raport cu proteina.

Pe baza acestui concept de andocare, situsul activ si ligandul ar trebui tratate
ca structuri flexibile. Cu toate acestea, avand in vedere costul resurselor informatice,
cea mai utilizata si popularda metoda de efectuare a andocarii prevede ca ligandul sa
fie elementul flexibil in cadrul unei structuri enzimatice, care este in schimb mentinuta
rigida. Intrucat scopul andocarii moleculare este de a prezice structura complexului
ligand-receptor prin metode computationale, andocarea presupune doud etape de
baza: (i) predictia conformatiilor, pozitiilor si orientarilor (pozitiilor) ligandului,
reproducénd in mod ideal interactiunile experimentale; (ii) calculul afinitatii fata de
locul activ (energie de legare) a fiecarei pozitii astfel incat acestea sa poata fi
clasificate pentru a gasi conformatiile preferate dintre toate cele generate. Acesti doi
pasi sunt legati de metodele de esantionare, respectiv de functiile de punctare.
Esantionarea se refera la generarea de pozitii presupuse ale ligandului in situsul activ.
Sunt strategii de cautare conformationale care ar trebui sd genereze un numar de
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conformatii care include si pozitia cu care ligandul formeaza complexul tinta. Exista
diverse metode de esantionare, inclusiv simuldri ale dinamicii moleculare ale
algoritmilor complecsi si matematici. Printre acestea din urma, algoritmii genetici (GA)
care fisi au originea in teoria evolutionistd a lui Darwin sunt deosebit de interesanti.

Gradele de libertate ale ligandului sunt reprezentate in algoritm ca siruri
binare, numite gene. Combinatiile acestor gene formeaza cromozomii care reprezinta
conformatiile posibile. Mutatiile genelor si incrucisarile intre cromozomi dau nastere
la noi pozitii, care sunt evaluati in functie de functia de punctare si, daca sunt judecati
pozitiv, vor da nastere unei noi generatii. Scorul permite prezicerea afinitatii fata de
situsul activ, sub forma de forta de legare, a fiecareia dintre pozitiile obtinute. Unele
tipuri de functii folosesc campuri de fortda (de exemplu, OPLS, CHHLUMBRU sau
CHARMM) pentru a calcula aceasta energie, insumand de obicei interactiunile
electrostatice si necovalente van der Waals.

Functiile imbunatatite reusesc, de asemenea, sa tina cont de legaturile de
hidrogen, solvatarea si entropia [259].

Andocadrile prezente in aceastd teza au fost realizate cu software-ul
AutoDockTools [260]. AutoDock contine mai multe metode de generare a pozitiilor
din care utilizatorul poate alege inclusiv algoritmi genetici lamarckieni si simulari
Monte Carlo [259]. Functiile de punctare se bazeaza pe cadmpul de forta AMBER si
includ termeni precum interactiuni vdW, legaturi de hidrogen, interactiuni
electrostatice, conformatie si entropie de desolvatie. Pentru ca substraturile sa fie
andocate la locul enzimei de interes, trebuie specificatd o portiune 3D a proteinei in
care urmeaza sa fie calculate interactiunile cu ligandul, denumita ,gridbox”. Gridbox-
ul este de obicei setat in portiunea de proteina corespunzatoare situsului activ. Pentru
aceasta portiune, sunt create ,harti” care specifica interactiunea, desolvatarea si
energiile electrostatice in puncte echidistante din gridbox pentru fiecare tip de atom
prezent in ligand care urmeaza sa fie studiat. Aceste harti sunt apoi folosite pentru a
calcula energiile pozitiilor in timpul andocarii [261]. Notarea pozitiilor are loc in functie
de ,energia lor de andocare”, folosita ca parametru al validitatii ipostazei. Energia de
andocare corespunde sumei energiei intermoleculare si a energiei interne a ligandului
[261].

Coordonatele relative si valorile estimate ale energiei de andocare si ale
energiei libere de legare (cea din urma ca suma a energiei intermoleculare si a
contributiei de torsiune) sunt apoi atribuite pozitiilor; pozitiile obtinute in final de la
andocare sunt reproduse grafic in cadrul enzimei pe AutoDockTools [261].

Pentru a calcula flexibilitatea ligandului, acestuia din urma i se atribuie
numarul de TORSDOF (grade de libertate torsionale) care corespunde numarului de
legaturi rotative din substrat [261]. Legaturile marcate ca rotative vor fi responsabile
pentru rasucirile interne ale ligandului si, prin urmare, pentru pozitiille asumate in
timpul andocarii. Cu AutoDock este, de asemenea, posibil sa se trateze parti ale
receptorului ca fiind flexibile [261].

1.5 Valorificarea glicerolului

Glicerolul sau 1,2,3-propantriolul este cel mai simplu poliol, fiind sintetizat
biologic in mod natural de animale, plante si microorganisme prin diferite cai.

Industrial, glicerolul poate fi produs prin diferite procese: ca si co-produs al
saponificarii sau hidrolizei grasimilor si uleiurilor la fabricarea sapunului; prin
fermentarea zaharurilor la glicerol de catre microorganisme si specifice; ca si co-
produs al transesterificarii grasimilor si uleiurilor la obtinerea biodieselului.
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Ca o consecintda a cresterii productiei de biodiesel din ultimul deceniu, din
1999 pana in 2009 cantitatea de glicerol rezultata din acest proces a crescut de 10
ori, ajungand la peste 2 milioane de tone, ceea ce a reprezentat mai mult de 50% din
productia mondialad de glicerol. De atunci, glicerolul provenit din industria de biodiesel
a dominat piata acestei substante chimice, iar glicerolul sintetic (obtinut din resurse
petroliere) a ajuns sa reprezinte mai putin de 0,25% din total. Surplusul de glicerol
brut creat in ultimul deceniu a cauzat efecte dramatice asupra pietei glicerolului. De
exemplu, in Statele Unite, in perioada 2004-2006, pretul glicerolului brut a scazut de
la 25 de centi USD per litru la mai putin de 5 centi USD per litru, ca urmare a cresterii
de 10 ori a productiei de biodiesel.

Ca raspuns la aceste schimbari, au fost dezvoltate noi procese industriale
pentru producerea de substante chimice cu valoare adaugatd pe baza de glicerol.
Productia de epiclorhidrina, propilenglicol si metanol din glicerol a ajutat la reducerea
surplusului de glicerol si cresterea valorii sale comerciale. La jumatatea anului 2014,
valoarea comerciald a glicerolului brut era de 240 USD pe tona datorita noilor cai de
utilizare a glicerolului industrial.

Diversificarea in continuare a pietei glicerolului in noi aplicatii este considerata
un pas necesar pentru consolidarea si Tmbunatatirea dezvoltarii durabile a
biorafinariilor pe sectoarele combustibililor si chimiei.

Un scenariu dezirabil pentru dezvoltarea unor biorafinarii bazate pe glicerol
ar implica utilizarea acestuia pentru obtinerea de substante chimice brute si produse
fabricate in volum mare la costuri relativ scazute. Valorificarea glicerolului brut
poate fi realizata prin conversia sa in produse cu valoare adaugata mare, desi este
imperativ sa se utilizeze abordari ecologice si durabile. Una dintre principalele
directii de investigatie pentru valorificarea glicerolului a fost utilizarea tehnologiilor
de biotransformare, a caror amploare a crescut exponential in ultimul deceniu (

s T O

Transesterificare

Grasime

] Glycerol brut g
- » .
bz mmpactutasupro meaiotun + ——— Aplicatil clasice + puificare "8
N
v chimice = > i
e o - : reactie
produse cu valoare
‘adiugats W
- . Procese verzi si
= a
Ulel
T .
Transesterificare
Grisime .
Alcool aiyceral brut E
- » .
k;:j Impactul asupra mediulul + Intiturare sau Aplicatil clasice > puincare "B
N
v chimice = > i
Transormareain - : reactie
produse cu valoare
adaugata . 4

Figura 10 Cai de obtinere si

valorificarea glicerolului

™ Procese verzi si
ke - ”

BUPT



Majoritatea compusilor cu valoare adaugata ridicata obtinuti din glicerol brut
sunt produse ale bioconversiilor microbiene. Tabelul 10 rezuma cele mai recente

rezultate raportate in literatura privind biotransformarile glicerolului brut.

Tabelul 10 Principalii compusi organici obtinuti din glicerol
biotransformare

prin procedee de

Produs Microorganism Concentratia Randament Timp Ref.
initiala de glicerol [g/L] [h]
brut [g/L]
Acid Malic Aspergillus niger 160 83,23 192 [262]
PJR1
Aspergillus niger 161,56 92,64 £ 1,54 92 [263]
PJR1
1,3- L. reuteri CH53 450 g/L glicerol brut 68,32 + 0,84 54 [264]
Propandiol + 450 g/L glucoza,
21 mL/h
Consortiu 130 g/L si o viteza 57,86 11 [265]
microbian de dilutie de 0,096
h—l
2,3- R. ornithinolytica 50 g/L. Cand 78,1 126 [266]
Butandiol B6 concentratia
overexpressing reziduala de glicerol
budABC a scazut sub 20 g/L,
s-au adaugat 100
mL de solutie stoc
de glicerol (540-600
g/L).
Acid citric Y. lipolytica ACA- 170 79,0 528 [267]
DC 5029
Yarrowia Nedeclarat 100+ 3,4 96 [268]
lipolytica
NG40/UV5
Y. lipoiytica ACA- 70 g/L+ 2,0 g/L 54 233 [269]
YC 5031 compusi fenolici +
NaCl 0,5 w/w%
Eritritol Y. lipoiytica ACA- 170 65,8 528 [267]
DC 5029
Acid Succinic E.coli K-12 30 117,99 4 [270]
Y. lipolytica 120,9/L + Cand 209,7 322 [271]
PGC01003 glicerolul rezidual a

scazut sub 15 g/L,
aproximativ 80 -
100 mL de glicerol
brut 700 g/L au fost
alimentati pentru a
suplimenta sursa de
carbon
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Produs Microorganism Concentratia Randament Timp Ref.
initiala de glicerol [g/L] [h]
brut [g/L]
Actinobacteria 67 g/L + Cand 86,9 264 [272]

(Isolate AKR177) glicerol rezidual a
scazut sub 5 g/L,
alimentare cu
impulsuri de 20 g/L

Enterobacter sp. 50 g/L + 69,0 £ 2,50 288 [273]
LU1 suplimentare 30 g/L
la 186 ore;

impulsurile de
alimentare implicau
si adaugare de
lactoza.

1.5.1 Lacazele

Lacazele (benzendiol: oxigen reductaze) apartin grupului de metaloenzime cu
atomi de cupru, care catalizeaza oxidarea substraturilor, in general fenolice, cu
reducerea simultana a oxigenului molecular la apa.

Prima lacaza fost descrisa de Yoshida dupa extractia din exsudatele copacului
japonez Rhus vernicifera. Caracteristica lacazelor este data de cei patru atomi de Cu
pe care ii contine in structurd. Lacazele au fost izolate dintr-o largd varietate de
plante, ciuperci si bacterii. In plante, lacaza a fost identificata in varza, napi, sfecla,
mere, cartofi, pere si in alte vegetale. A fost de asemenea gasita si in zeci de insecte,
din genurile: Bombys, Calliphora, Diploptera, Drosophilia, Lucilia, Manduca, Musca,
Oryctes,Papilio, Phormia, etc. [274]

Majoritatea lacazelor descrise in literaturda au fost izolate din ciuperci:
ascomycetes, deuteromycetes si basidiomycetes. Cei mai frecventi producatori de
lacaze sunt ciupercile care produc putrefactia lemnului Trametes versicolor, Trametes
hirsuta, Trametes ochracea, Trametes villosa, Trametes gallica, Cerena maxima,
Lentinus tigrinus, Pleurotus eryngii, etc.

Mecanismul de reactie al proceselor catalizate de lacaze se explica prin
prezenta unor centre diferite de cupru in molecula enzimei. Toate lacazele sunt
caracterizate prin prezenta a cel putin unui atom de cupru tip-1 (T1) care este
responsabil de culoarea albastra si unde are loc si oxidarea substratului reducator,
fmpreuna cu cel putin alti trei atomi de cupru suplimentari: un atom de tip-2 (T2), si
doi atomi de tip-3 (T3), aranjati intr-un grup trinuclear unde oxigenul molecular este
redus la doua molecule de apa [275], [276].
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Figura 11 Structura generala si detaliile centrului activ al lacazei din Trametes trogii.

in Figura 11, domeniile cupredoxin (D1, D2 si D3) sunt reprezentate cu verde,
albastru si roz. Sferele albastre-violete reprezintd ioni de cupru, iar sferele rosii
reprezinta coordonarea moleculelor de apa. Reziduurile cdii interne de transfer de la
Cu-T1 la grupul trinuclear Cu-T2/T3 sunt reprezentate cu galben. Reziduurile implicate
in prima sfera de coordonare catalitica a ionilor de cupru si interactiunea acestora
sunt reprezentate prin linii punctate negre [276].

Moleculele de substrat sunt legate in apropierea centrului T1-Cu care este mai
mic decat centrul de legare al oxigenului (molecula de substrat este oxidata de catre
centrul T1-Cu). Are loc obstructionarea unui electron (format in urma oxidari
substratului) printr-un mecanism care implica substratul si centrul T1-Cu. Astfel,
moleculele de substrat sunt transformate in radicali liberi, care pot fi supusi unei alte
reactii de oxidare sau de cuplare radicalica, avand ca rezultat formarea de oligomeri
sau polimeri.

Electronul obstructionat se deplaseaza de la centrul T1-Cu la clusterul
trinuclear printr-o cale cisteina-histidina. Centrul trinuclear, care joaca un rol
important in mecanismul catalitic, este format din ionii de cupru de tip-2 si tip-3.
Procesul catalitic incepe dupa ce moleculele de oxigen se ataseaza de cluster-ul
trinuclear si inhiba/blocheaza intrarea ulterioara a oricarei alte molecule. Centrul T2-
Cu reactioneaza cu doua molecule de histidina si o0 molecula de apa, in timp ce centrul
T3-Cu reactioneaza cu trei molecule de histidina si o molecula de hidroxid.

_In etapa finala, molecula de oxigen este transformata in apa de lacaza in doua
etape. In prima etapa, primul electron este redus de centrul T2-Cu si T3-Cu, in timp
ce reducerea celui de-al doilea electron este asistata de mediatorul de peroxid care
are o legatura cu centrul T2-Cu si T1-Cu, legat de centrul T3-Cu prin legaturi covalente
cistidina-histidina [277], [278].

Sistemul mediator al lacazelor

in general lacazele au un potential de oxidare scizut, care restrictioneaza
procesul de oxidare la grupari fenolice. Totusi, aceste enzime pot prezenta capacitate
ridicata de oxidare fatd de compusi non-fenolici in prezenta unui mediator. Anumite
molecule mediator pot actiona ca purtatori de electroni intre substrat si enzima.
Mediatorii moduleaza potentialul redox al sistemului de reactie si prin urmare extind
domeniul de aplicare al lacazelor si la structurile non-fenolice [279], [280].
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Mediator inactiv

Lacaza inactiva Produsi secundari
| |
Inactivare enzima 1 reactii secundare
e N
0, Lacazdeq) Mediator;oy, Substrateq)
H,0 Lacazd oy Mediator(q) Substratg,y ------- - Cuplare radicalica

Figura 12 Sistemul catalitic mediator de oxidare a lacazei si potentialele efecte
secundare nedorite

Prima substanta identificatda ca mediator pentru lacaze a fost 1-(3-cloro-4-
metoxifenil)etanol (ABTS). Acesta este oxidat (pierde un electron) in prezenta lacazei
cu ajutorul mediatorului (ABTS) pentru a produce 1-(3-clor-4-metoxifenil)etanona, cu
reducerea oxigenului la o molecula de apa. In continuare 1-(3-cloro-4-
metoxifenil)etanona sufera o alta transformare structurald pentru a forma 2-cloro-
1,4-dimetoxibenzen si 3-cloro-4-metoxibenzaldehida [280].

Au fost raportati si alti compusi care pot functiona ca mediatori ai lacazelor,
in special compusi cu functionalitate N-hidroxi si s-a constatat ca acestia prezinta
potentiale redox ridicate si reactivitate puternica fata de lignina. Compusi N-hidroxi
care prezinta reactivitate redox sunt: 1-hidroxibenzotriazolul (HBT), urmat de acidul
violuric (VLA), N-hidroxiftalimida (HPI) si 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oxil (TEMPO)
[279].

Pentru oxidarea substraturilor non-fenolice au fost identificate trei mecanisme
de reactie prin intermediul mediatorilor si anume: (1) transfer de electroni (ET), (2)
transferul atomilor de hidrogen (HAT) si (3) mecanismul ionic [279].

ABTS foloseste calea ET, compusii N-hidroxi precum HBT, VLA sau HPI
efectueaza transferul radicalilor de hidrogen. Pentru radicalul stabil TEMPO si derivatii
acestuia (de ex. peroxi) este propus un mecanism ionic, in care lacaza oxideaza
radicalul stabil oxil la ionul de oxoamoniu, care apoi obstructioneaza a-protonul
substratului [279].

1.5.2 Aplicatii ale lacazelor

Exemple de aplicatii ale lacazelor in diferite industrii si sectoare tehnologice au
fost incluse in Tabelul 11.

Tabelul 11 Aplicatiile lacazelor in diferite domenii

Domeniu Aplicatie

Industria alimentara in procese care imbunatatesc sau modifica aspectul
culorii alimentelor sau bauturilor, la determinarea

BUPT



acidului ascorbic, gelifierea pectinei, in panificatie
[281]

Industria hértiei substituirea reactivilor care contin clor folositi in
industria de prelucrare a hartiei, reducand astfel
poluarea cauzata de compusii organici cu clor [282]

Industria textila indlbirea si vopsirea fibrelor, modificarea si/sau
fmbunatatirea proprietatilor textilelor;
bioremedierea apelor uzate folosite in industria
textila [283]

Biocombustibili polimerizarea si indepartarea compusilor fenolici
care inhiba fermentatia zaharurilor prezente in
materialul hidrolizibil lignocelulozic [284]

Chimia organica producerea polimerilor si compusilor farmaceutici
[285]
Industria cosmetica decolorarea si/sau vopsirea parului implica de obicei

utilizarea de substante chimice dure, care pot
deterioara parul. Precursorii de coloranti pot fi
oxidati la agentul colorant folosind lacaza in locul
agentului chimic [286]

1.5.3 Imobilizarea lacazelor

Imobilizarea lacazelor este o metoda importanta pentru cresterea
potentialului de aplicare a acestor enzime in procesele industriale. Obiectivul principal
al imobilizarii este recuperarea biocatalizatorului prin etape simple de separare, cum
ar fi filtrarea.

In acest scop, biocatalizatorul trebuie sa fie suficient de activ si stabil pentru
a fi reutilizat Tn mai multe cicluri de reactie [287]. Imobilizarea biocatalizatorilor este
benefica din punct de vedere economic pentru functionarea bioproceselor in sistem
continuu [288], iar utilizarea unei enzime imobilizate permite simplificarea in mare
masura a designului reactorului si controlul eficient al reactiei [289] .

Desi au fost raportate numeroase studii de imobilizare a lipazelor si lacazelor
intr-o gama extinsa de aplicatii industriale, proiectarea de noi protocoale care pot
permite imbunatatirea proprietatilor enzimatice in timpul imobilizarii ramane inca un
obiectiv actual [289]. Majoritatea studiilor de imobilizare au fost realizate cu lacaza
din Trametes versicolor.

Mohammadi si colab. au raportat imobilizarea covalentd pe suporturi sol-gel
functionalizate cu grupdri epoxidice a lacazei din Myceliophthora thermophila.
Incarcarea cu enzima pe suport a fost de aproximativ 30 mg/g in conditii optime (pH
4,5, 24 ore). Efectul pH-ului, temperaturii si solventului organic asupra activitatii
enzimei imobilizate a fost determinat si comparat cu cel ale enzimei libere. In general,
s-a constatat ca enzima imobilizatd este stabilizatd in comparatie cu enzima libera
[290].
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Kadam si colab. au raportat imobilizarea covalenta a lacazei din Trametes
versicolor pe nanotuburi haloisit modificate cu Fe304 si functionalizate cu chitosan,
folosind glutaraldehida ca agent de legare. Suportul rezultat a prezentat 92,74 mg/g
capacitate de imobilizare a lacazei si dupa imobilizare 92% din activitate a fost
recuperatd. Lacaza imobilizata a prezentat stabilitate mai mare la pH si temperaturg,
si stabilitate operationala ridicata dupa 11 cicluri de utilizare [291].

In 2017 acelasi grup a raportat imobilizarea lacazei din Trametes versicolor
pe nanotuburi haloisit modificate cu Fes304 si functionalizate cu vy-
aminopropiltrietoxisilan, folosind glutaraldehida ca linker. Dupa imobilizare activitatea
recuperata a fost de 90,20% iar capacitatea de incarcare a suportului a fost de 84,26
mg/g. Dupa 9 cicluri de reactie activitatea relativa a fost 80,49% [292].

Maryskova si colab. au raportat imobilizarea lacazei din Trametes versicolor
pe nanofibre de poliamida/chitosan, folosind ca si agent de reticulare albumina serica
de bovina si hexametilendiamina (HMD), iar ca agent de legare glutaraldehida. Au
fost obtinute 2 preparate enzimatice cu activitate foarte similara la aproximativ 150
U/g de lacaza atasata. Lacaza imobilizata cu HMD s-a dovedit a fi mai eficienta la
degradarea Bisfenolului A si 17a-etinilestradiolului in comparatie cu enzima nativa
[293].

Nguyen si colab. au raportat imobilizarea lacazei din Trametes versicolor pe
suporturi de chitosan folosind ca agent de reticulare glutaraldehida Preparatele
obtinute au fost utilizate pentru degradarea colorantilor cu sulf [294].

Amin si colab. au raportat imobilizarea covalentd a lacazei din Trametes
versicolor pe nanoparticule de mangnetita modificate, Fe304SiO;, iar preparatele
obtinute au fost testate in procesul de ameliorarea a delignificarii reziduurilor organice
ale uleiului de masline. Dupa 6 ore de incubare, degradarea ligninei si fenolului de
catre lacaza imobilizata a fost estimata la 77,3% si, respectiv, 76,5%. Lacaza
imobilizata si-a pastrat 70% din capacitatea initialda de degradare dupa 11 utilizari in
loturi succesive de tescovind de masline. Mai mult, lacaza imobilizata a pastrat 70%
din activitatea sa initiald dupa 21 de zile de depozitare la temperatura camerei [295].

Gao si colab. au raportat co-imobilizarea lacazei si a 2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-1-oxil (TEMPO) pe nanoparticule magnetice Fe304, functionalizate
cu grupari amino prin tehnica de reticulare cu glutaraldehida. Cand raportul dintre
TEMPO si lacaza a fost de 0,3 mM/g: 120 U/g pe nanoparticulele co-imobilizate de
lacaza si TEMPO, randamentul maxim de decolorare a fucsinei acide a fost de 77,41%.
In plus, nanoparticulele co-imobilizate si-au pastrat peste 50% din activitate dupa opt
cicluri de reactie [296].

Yuan si colab. au raportat in 2018 imobilizarea lacazei din Coriolus versicolor
prin adsorbtie pe suporturi de nanoceluloza bacteriala (BNC), iar performantele
catalitice ale preparatelor obtinute au fost testate in reactia de oxidare a ABTS-ului si
au fost utilizate cu succes in 10 cicluri de reactie [297].

Tarasi si colab. au raportat imobilizarea prin adsorbtie fizica pe trei tipuri de
nanoparticule magnetice Fes04 imbunatatite a lacazei din Trametes versicolor. Unul
din preparatele obtinute a avut activitatea maxima, egala cu cea initiala, la pH 4 si a
mentinut 70% din activitatea initiala in intervalul de temperaturad de 15-55 °C [298].

Cao si colab. au raportat imobilizarea lacazei pe polidopamina modificata 3D,
interconecta cu silice macroporoasa. Activitatea enzimatica a lacazelor imobilizate a
fost 295,9 U/g, respectiv 222,2 U/g. Stabilitatea si reutilizarea celor doud lacaze
imobilizate au fost imbunatatite in comparatie cu lacaza libera [299].

Kacem si colab. au realizat in premiera imobilizarea lacazei din Trametes
versicolor prin entrapare intr-o membrana polimerica de incluziune din lichid ionic
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[PILMs] si policlorura de vinil. Randamentul de imobilizare a fost foarte mare in toate
cazurile (99,2 + 0,6%), dar stabilitatea operationala a fost scazuta [300].

Vera si colab. au studiat imobilizarea lacazelor din Trametes versicolor si
Aspergillus sp. prin legare covalenta pe microsfere de poli(glicidilmetacrilat), iar
preparatele obtinute au prezentat stabilitate ridicata pentru un domeniu de pH cuprins
intre 2,0 si 7,0 [301].

Zhu si colab. au raportat imobilizarea lacazei din Trametes versicolor prin
adsorbtie fizica si legare covalenta pe suporturi magnetice interconectate cu silice
mezoporoasa. Probele obtinute au fost testate in reactia de oxidare in amestec cu
ABTS, mentinand o activitate de peste 70% dupa 10 cicluri de reactie [302].

Wu si colab. au realizat imobilizarea lacazei prin legare covalentad pe suport
magnetic functionalizat cu grupare amino. Probele s-au caracterizat prin stabilitate
ridicata la valori scazute ale pH-ului si temperaturi inalte, mentinand 89% din
activitatea initiala dupa 28 de zile. Preparatele s-au testat si in procedeul de inlaturare
a 2,4-diclorofenolului prezent in apele uzate [303].

Nyanhongo si colab. au studiat imobilizarea lacazelor din Agaricus bisporus si
Trametes versicolor prin legare covalentd pe microsfere de poli(glicidilmetacrilat).
Preparatele obtinute au fost testate cu succes in procesul de inlaturare a pesticidelor
[304].

Sarno si colab. au realizat imobilizarea lacazei din Aspergillus sp. pe suporturi
magnetice, utilizdnd-o la degradarea anilinei cu randament de pana la 98% [305].

Babadostu si colab. au studiat imobilizarea lacazelor prin afinitate pe
nanoparticule magnetice. Probele au fost utilizate ca si biosenzori pentru
monitorizarea conversiei fenolului Tn medii de cultura bacteriene [306].

Smith si colab. au realizat imobilizarea directd a mai multor biomolecule,
inclusiv a lacazei, prin legare covalenta pe nanofibre prin tehnica de reticulare cu
glutaraldehida [307].

Shokri si colab. au raportat imobilizarea lacazei pe suporturi polizaharidice
naturale, folosind ca initiator acid violuric, TEMPO, N-hidroxiftalimida si ABTS.
Aplicatiile acestor preparate au constat in detectarea si degradarea agentilor poluatori
din mediu [308].

Melo si colab. au realizat imobilizarea lacazei din Trametes versicolor pe rasini
metacrilice. Studiul a avut ca scop eliminarea bisfenolului-A (BPA) din solutiile apoase.
Forma imobilizata a enzimei a prezentat o activitate de patru ori mai mare decéat forma
sa nativa la temperaturi cuprinse intre 10°C si 60°C [309].

Primozic si colab. au realizat imobilizarea lacazei din Trametes versicolor sub
forma de agregate enzimatice reticulate (CLEAs). Acestea au fost testate pentru
degradarea diclofenacului. Probele au mentinut 50% din activitatea initiald dupa 4
cicluri de reactie [310].

Bayramoglu si colab. au studiat efectele imobilizarii lacazei din Trametes
versicolor pe suporturi magnetice Fes04 functionalizate cu grupari epoxi si a lacazei
din Pleurotus ostreatus pe suporturi acrilice (EUPERGIT C 250L) functionalizate cu
grupari epoxi, cu scopul degradarii colorantilor din solutiile apoase [311].

2 Contributii originale
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2.1. Obiectivele tezei de doctorat

Teza de doctorat este focalizatd pe dezvoltarea si testarea unor sisteme
biocatalitice de obtinere a unor bioderivati de natura monomericd sau poliesterica
utilizdnd materii prime regenerabile. Pornindu-se de la principiile chimiei verzi si
avantajele cunoscute ale catalizatorilor enzimatici pentru a obtine noi bioderivati,
compusi cu multiple utilizari in diverse domenii, teza a avut ca obiectiv general
investigarea cailor de sinteza pentru realizarea de asemenea produsi, in stransa
legdturd cu criteriile de sustenabilitate ce guverneaza dezvoltarea actuald a
bioeconomiei. In Figura 13 sunt prezentate schematic cdile de sinteza testate
fncadrate intr-un sistem de reactii care are la baza utilizarea materiilor prime de tipul
uleiurilor vegetale sau zaharurilor.

Figura 13 Reprezentarea schematica a obiectivelor tezei de doctorat

Abordarea acestui vast domeniu s-a realizat prin stabilirea unor obiective specifice,
care au inclus o parte computationald menita sa elucideze capacitatea anumitor
enzime din clasa lipazelor de realizare a biotransformarilor urmarite, urmatad de
sinteza de noi oligoesteri si a biodegradarii acestora, oxidarea enzimatica selectiva a
glicerolului si evaluarea unui biocatalizator mai putin cunoscut pentru rezolutii cinetice
enantioselective. S-a acordat de asemenea atentie deosebitd ingineriei reactiilor
studiate si caracterizarii produsilor obtinuti.

Obiectivele principale ale tezei de doctorat au fost:

1. Studii computationale asupra lipazelor din diferite surse microbiene.

2. Biotransformarea uleiului de ricin in oligomeri nesaturati cu unitati furanice prin
metoda ,,one-pot”, utilizand lipaze native si imobilizate.

3. Sinteza enzimatica si caracterizarea poliesterilor derivati ai acidului adipic

4. Studii de biodegradare a poliesterilor in medii lichide.
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5. Oxidarea enzimatica selectiva a glicerolului, utilizand lacaze imobilizate prin legare
covalenta.
6. Evaluarea regioselectivitatii lipazei din Psudomonas stutzeri pentru rezolutia

cinetica a unui derivat furanic.
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2.2. Studii computationale asupra lipazelor din diferite surse
microbiene.

In cadrul acestui capitol au fost utilizate diferite metode computationale
pentru a evalua:

- efectul parametrilor fizici de reactie (temperatura si presiunea) asupra structurii
tridimensionale si asupra suprafetelor a doua lipaze microbiene disponibile comercial;
- interactiunile acestor lipaze cu diferite substraturi oligoesterice ecologice, alifatice si
aromatice.

Scopul acestor metode de modelare moleculara si andocare este de a oferi o
predictie a schimbarilor conformatiei proteinelor si implicit a situsului activ pe care le
sufera enzimele atunci cand sunt utilizate in conditii diferite de reactie.

Trebuie mentionat faptul ca abordarea computationala are limitari, deoarece
prin utilizarea metodelor selectate nu este posibila simularea variatiilor de mediu si a
problemelor experimentale, cum ar fi probleme de transfer de masa in timpul reactiilor
biocatalitice sau schimbarea continua a naturii substratului si a mediului de reactie
datorita progresului reactiilor de polimerizare.

2.2.1 Calcule de dinamica moleculara pentru lipaza din Candida antarctica B

Dinamica moleculara (MD) este o tehnica ce exploreaza posibilitatile
conformationale ale sistemului in timp. Oportunitatea de a simula si deci de a studia
complex fenomenele de mare precizie definesc simularile de MD drept o tehnica
potrivita pentru investigarea proceselor de activare a lipazelor. Pot fi efectuate diferite
variante de dinamica moleculara de baza pentru a perturba echilibrul sistemului,
pentru a modifica acuratetea si, in consecinta, a reduce timpul necesar de simulare.
Ideea MD este simularea unui sistem pentru a observa un fenomen dependent de
evolutia in timp a sistemului. Natura fenomenului defineste probabilitatea ca acesta
sa se intample in timpul simularii. Cu alte cuvinte, probabilitatea de a observa un
fenomen dat este o functie ce depinde de natura sa intrinseca si de timpul total
simulat. Un eveniment foarte probabil se va intampla de multe ori intr-o singura
traiectorie scurta, un eveniment rar nu se poate intdmpla deloc intr-una foarte lunga
[312].

Ideea de non-echilibru MD (sau steered MD) este de a forta o alterare a
sistemului chimic simulat, care tinde spontan spre un echilibru termodinamic, pentru
a accelera evenimentul dorit sau pentru a face aparitia lui mai probabild. In principiu,
conceptul este foarte simplu si se bazeazd pe alterarea unuia sau mai multor
parametri in timpul simularii (gradient de presiune, gradient de forte etc.).

O alta strategie evidenta de a observa un fenomen lent sau improbabil este
cresterea timpului de simulare. Desi a permite sistemului sa evolueze spontan pe
toata durata necesara este mult mai riguroasa decat fortarea neechilibrului prin
aplicarea fortelor sistemului, costul de calcul este de obicei prea mare pentru a urma
aceasta cale. Necesitatea de a reduce costul de calcul poate fi satisfacutd doar prin
reducerea preciziei simularii. Pe acest concept s-au depus multe eforturi si in prezent
este posibil sa se simplifice definirea sistemului chimic cu pretul unei pierderi de
precizie, adesea tolerabila daca nu afecteaza grav fenomenul de interes.

Modificarile de precizie pot fi realizate in principal schimband tipul campului
de forta. Diverse tipuri de cAmpuri de forta pot fi utilizate in timpul simularilor MD si
sunt clasificate pe baza diferitelor tinte de simulare pe care le descriu cel mai bine
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(proteine, molecule organice, ADN etc.) sau pe baza acuratetei lor (granulatie fing,
granulatie grosiera).

Fiecare tip de MD si fiecare camp de fortd are avantaje si dezavantaje si
utilizatorul ar trebui sa poata alege conditiile de simulare potrivite, pe baza sistemului
care trebuie simulat a scopului care trebuie atins.

- campuri de forta cu granulatie fina, cum ar fi OPLS-AA56, de obicei include toate
campurile de forta atomice, unde moleculele sunt de fapt reprezentate de toti atomii
lor;

- campurile de forta atomice unite, cum ar fi GROMOS,57 reprezinta numai hidrogenii
polari, alti hidrogeni nu sunt simulati in mod explicit, dar sunt considerati impreuna
cu atomii grei de care sunt legati (adica CHs);

- cdmpurile de forta cu granulatie grosiera, cum ar fi MARTINI, 58 reprezinta molecule
cu blocuri moleculare, in care fiecare sfera simulata poate reprezenta mai mult de o
grupare chimica (adica CH4-CH3-CHs-).

Structurile enzimatice nu sunt structuri fixe si rigide, deoarece contin un
numar mare de legaturi flexible si astfel poseda conformatii diferite. Prin urmare, a
fost util studiul comportamentului acestora in timp, examinand adaptarea
conformatiei in functie de mediu si de conditiile termice simulate.

Structurile echilibrate obtinute din minimizari au fost utilizate ca structuri de
start pentru dinamica moleculara aferenta. Campul de forta utilizat pentru doua lipaze
considerate 1n acest studiu a fost OPLS-AA. Conditiile simulate au fost:

- pH 7, la temperaturi de 343 si 358K, presiuni: 0,1 si 1 bar pentru lipaza din CalB;
- pH 7, la temperaturi de 323 si 343K presiuni: 0,1 si 1 bar pentru lipaza din Ps.
stutzeri.

Toate simularile s-au realizat pe o durata de 500 ns.

Succesul unei dinamici este garantat de stabilitatea presiunii si temperaturii
in timpul simularii. Pe intreaga durata a dinamicii, acesti doi parametri raman
constanti si aproape de valoarea setata.

Analiza structurii 3D a lipazei din Candida antarctica B

Lipaza din Candida antarctica B (CalB) este un catalizator eficient pentru
hidroliza in apa a esterilor, poliesterilor Si trigliceridelor Si
esterificarea/poliesterificarea in solventi organici sau sisteme fara solvent. Este
folosita Tn multe aplicatii industriale datorita nivelului ridicat de enantioselectivitate,
activitate pentru o gama larga de substraturi, stabilitate termica si stabilitate in
solventi organici. Diferite structuri cristalografice ale lipazei CalB sunt disponibile pe
Protein Data Bank PDB, dar 1TCA este cea mai precisa, cu o rezolutie de 1,55 A.
Aceastd structura a fost utilizaté pentru toate studiile computationale din cadrul
acestei teze de doctorat. Lipaza CalB (Figura 14) este o lipaza cu masa moleculara de
33 kDa si apartine familiei a/B hidrolazelor cu o triada catalitica conservata constand
din serina 105, histidina 224 si acidul aspartic 187.
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Figura 14 Structura tridimensionala a lipazei din CalB (cod PDB:1TCA), aminoacizii
triadei catalitice Ser 105, Asp 187 si His 224 sunt marcati cu albastru (a); Analiza
suprafetei lipazei CalB, in rosu sunt reprezentate zonele hidrofobe ale suprafetei
enzimei si in alb cele hidrofile, cu albastru este marcata Ser 105 iar cu galben Asp
187.

Situsul de legare care continua triada catalitica consta dintr-un buzunar de
formare a intermediarului acil-enzima. Spre deosebire de majoritatea lipazelor, CalB
are un capac (lid) foarte mic, care nu este suficient de mare pentru a acoperi total
intrarea in situsul activ si, prin urmare, enzima nu prezinta activare interfaciala.

Analiza rezultatelor obtinute prin MD

Pentru a evalua stabilitatea conformationala, flexibilitatea si comportamentul
lipazelor, in diferite conditii de temperatura si presiune, au fost efectuate diferite
analize pentru simularile de MD. Cele mai uzuale analize sunt [313]:

- RMSD (Root Mean Square Deviation)- esentiala pentru a estima stabilitatea proteinei
in comparatie cu structura initiala;

- RMSF (Root Mean Square Fluctuation) a fost determinat pentru a evalua fluctuatiile
medii ale aminoacizilor in timpul simularii;

- Rg (Raza de rotatie) si valori medii Rg este utilizata ca si criteriu de compactitate a
proteinei.

- SASA Suprafata accesibila la solvent este consideratd un factor determinant in
studiile privind stabilitatea si plierea proteinelor;

- Numarul de legaturi de hidrogen (H bond).

Figura 15 prezinta valorile generale RMSD obtinute din simulari ale lipazei
CalB in diferite conditii de temperatura si presiune timp de 500 ns. Stabilitatea lipazei
este demonstrata de valorile RMSD care indicd atingerea unui echilibru conformational
in ambele conditii termice, evidentiata de stabilizarea in timp a lantului proteic.

In primele nanosecunde ale celor patru dinamici moleculare exista o faza de
ajustare in care se observa fluctuatii fata de structura initialda demonstrand cautarea
echilibrului conformational. Aceste abateri se stabilizeaza treptat si RMSD-ul isi asuma
o valoare mai mult sau mai putin constanta, indicdnd absenta unor modificari
conformationale semnificative. Graficul corespunzator lipazei CalB la 70°C, 1 bar
indicd o deviatie de 0,2 nm la inceput care s-a echilibrat in primele nanosecunde, iar
pe masura ce simularea a continuat nu au aparut fluctuatii mai mari de 0,3 ns. Aceste
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rezultate sunt in concordanta cu cele raportate de Trodler si Pleiss [314] in studiul
comportarii lipazei la 300 K si presiune de 1bar.

Cele mai mari fluctuatii se pot observa in cazul temperaturii de 85°C si
presiune de 0,1 bar, cand valoarea RMSD a atins valori de 0,5 nm iar fluctuatia s-a
mentinut la aceasta valoare pana la sfarsitul simularii.

In ceea ce priveste presiunea, se observa o crestere invers proportionalad a
fluctuatiilor cu valoarea presiunii astfel ca la presiuni mai scazute fluctuatiile au fost
cu aproximativ 0,1 nm mai mari la ambele temperaturi in comparatie cu valorile
obtinute la valori ale presiunii de 1 bar.

19 —70c, 1 bar ——70C, 0.1 bar ——85C, 1 bar 85C, 0.1 bar

0 100 200 300 400 500
Time [ns]

Figura 15 Evolutia RMSD in timp pentru lipaza CalB in diferite conditii de temperatura
Si presiune

Mobilitatea aminoacizilor (reziduurilor) in timpul simularii MD de 500 ns a fost
testata prin calculul RMSF pentru fiecare lipaza. RMSF este un instrument simplu de
masurare a rigiditatii lantului polipeptidic. Acesta calculeaza abaterile coordonatelor
atomilor C-alfa din pozitia lor medie. Modelul de flexibilitate reflecta locatia elemente
de structura secundara din structura proteinei.

Lipaza din CaLB prezinta un domeniu mic al capacului, care poate fi identificat
aproximativ cu un helix cuprinzadnd reziduuri de la Thr142 la Ala146. Capacul mic al
CalB este caracterizat de un RMSF sub 0,4 nm, in timp ce valorile RMSF de 0,75 nm
sunt atribuibile reziduurilor 1-20 ale unei bucle terminale si superficiale si un C-
terminal lung, a-helix (reziduurile 268-287). S-a raportat ca acesta din urma este
implicat in accesibilitatea activa a situs-ului [315]. De remarcat este faptul ca triada
catalitica si aminoacizii oxianionului sunt stabile si cu mobilitate redusa, atat simularile
cat si distantele necesare stabilirii activitatii enzimatice sunt mentinute pe parcursul
tuturor celor 500 ns.
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Figura 16 Evolutia RMSF in timp pentru lipaza CalB in diferite conditii de temperatura
Si presiune
Raza de rotatie

Figura 17 prezintd raza de rotatie (Rg) a lipazei CalB la diferite valori ale
temperaturii si presiunii. Valorile obtinute in toate cele 4 cazuri au fost de aproximativ
1,85 nm, observéndu—Ase valori Rg maximizate la 1,95 nm ocazional pentru
temperatura de 85°C. In primele 300 ns valorile Rg au fost mai ridicate pentru
valoarea mai mare a temperaturii, urmand o inversare in ultimele 100 ns pentru
experimentul realizat la 70°C si presiune 0,1 bar.
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Figura 17 Evolutia razei de rotatie in timp pentru lipaza CalB in diferite conditii de
temperatura si presiune
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Suprafata accesibild la solventi (SASA)

Dupa@ cum sugereaza si numele, zona de suprafatd accesibila la solvent
(SASA) este o masura a suprafetei unei biomolecule (de exemplu, proteind) sau a
altor structuri moleculare care este accesibila moleculelor de solvent. Este definita ca
masura in care atomii de pe suprafata unei proteine pot intra in contact cu solventul
si se masoara in general in nanometri patrati (nm?2).

SASA este un parametru de interes deosebit in plierea proteinelor si studiile
functionale. Joacd un rol important in intelegerea relatiei structura-functie a
proteinelor si a reziduurilor acestora si este utilizat in mod obisnuit in studiile
computationale ale plierii proteinelor si legarii proteina-ligand. De exemplu,
acoperirea reziduurilor hidrofobe poate fi un factor cheie in plierea proteinei, iar
expunerea acestor reziduuri la solvent este direct legatd de stabilitatea proteinei.
SASA se calculeaza luand in considerare suprafata moleculei ca o serie de puncte si
apoi folosind o sonda, de obicei o sfera, pentru a urmari suprafata accesibila [316].

Rezultatele obtinute pentru lipaza CalB indica valori de aproximativ 130 nm?2
constante pe toata perioada de 500 ns in conditile de temperatura si presiune
selectate. O usoara crestere se observa pentru rezultatele obtinute la 85°C, dar aceste
modificari pot fi considerate nesemnificative.
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Figura 18 Evolutia SASA in timp pentru lipaza CalB in diferite conditii de temperatura
si presiune

Legéturile de hidrogen (HB) se formeaza intre posibilii atomi donor si acceptor
cu criterii geometrice, in care distanta si unghiul trebuie s3 fie mai mici de 3,5 A&,
respectiv 30°. Programul Hbond existent in pachetul GROMACS determina numarul
de legaturi de hidrogen al grupurilor dorite in timpul simuldrii. Rolul cheie al
interactiunilor legaturilor de hidrogen in stabilitatea structurald a proteinei a fost bine
studiat [317]. Aceste interactiuni sunt in special responsabile pentru formarea
structurii secundare, cum ar fi a-helix si B-sheet. Prin urmare, imbunatatirea acestor
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interactiuni are un efect pozitiv asupra stabilitatii proteinelor [316]. Cresterea
temperaturii promoveazda miscarea structurald a proteinelor, cat si formarea si
ruperea interactiunilor, care joaca un rol in stabilitatea structurala. Prin urmare, este
de asteptat ca numarul de interactiuni sa sufere mai multe modificari. Cu toate
acestea, odata cu cresterea temperaturii, lipaza CalB nu a prezentat comportamente
distinctive care sa indice vreo diferenta drastica in conditii diferite de temperatura si
presiune [316].

——70C, 1lbar ——70C, 0.1bar ——85C, 1bar 85C, 0.1bar
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Figura 19 Evolutia numarului de legaturi de hidrogen in timp pentru lipaza CalB in
diferite conditii de temperatura si presiune

RMSD-dist calculeaza deviatia patrata medie a distantelor atomilor. Structura
de referinta este preluata din fisierul de structura. RMSD la momentul t este calculat
ca RMS al diferentelor de distanta dintre perechile de atomi din structura de referinta
si structura la momentul t. Conform Figura 19 se poate observa ca pentru CalB valorile
obtinute au fost intre 2.5-3.2 &, cu usoare fluctuatii in conditii de temperatura ridicata
si presiune scazuta.
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Figura 20 Evolutia RMSD-dist in timp pentru lipaza CalB in diferite conditii de
temperatura si presiune

Toate aceste rezultate confirma faptul ca lipaza din CalB este o enzima foarte
stabilda la temperaturi ridicate, ele fiind in concordanta cu rezultatele experimentale
publicate de diferite grupuri de cercetare din domeniul biocatalizei.

Pentru o vizualizare in detaliu a modificarilor structurale rezultate in urma
studiilor de MD, in Figura 21 au fost suprapuse structura initiala (cristalografica) si
conformatia atinsa dupa simulare. Conformatia dupa simulare a fost obtinuta prin
gruparea (clustering-ul) tuturor conformatiilor obtinute, fiind selectata conformatia cu
numarul cel mai ridicat (conformatie medie).

Analiza conformatiei CalB confirma faptul ca, dupa 500 ns, domeniul mic al
capacului sufera unele modificari conformationale modeste, dar acest lucru nu
sugereaza Inchiderea site-ului activ din cauza dimensiunii mici a capacului.
Suprapunerea structurilor aratda ca situsul activ raméne accesibil in ambele
conformatii.

Figura 21 Suprapunerea conformatiilor lipazei CalB, initiald (verde) si dupa dinamica
moleculara la 70°C si 1 bar (negru), respectiv la 70°C si 0.1 bar (gri).
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Vizualizarea modificarilor la suprafata in termeni de hidrofobicitate s-a realizat
utilizdnd programul PyMol. In Figura 22 sunt prezentate structurile rezultate dupa MD
la 70°C si se poate observa ca la presiunea de 1 bar conformatia finald nu a dus la
nicio variatie semnificativa in suprafata hidrofoba si in zona accesibila solventului in
comparatie cu structura initiala (Figura 14). Scaderea presiunii a determinat anumite
modificari la nivelul situsului catalitic, dar nu se observa modificari importante in ceea
ce priveste hidrofobicitatea.

Figura 22 Analiza suprafetei dupa dinamica moleculard a lipazei CalB la 70°C, 1 bar
(a) si la 70°C, 0,1 bar (b); in rosu sunt evidentiate zonele hidrofobe ale suprafetei
enzimei si in alb cele hidrofile.

Figura 23 Suprapunerea conformatiilor lipazei CalB, initiald (verde) si dupa dinamica
moleculara la 85°C , 1 bar (albastru), respectiv la 85°C, 0.1 bar (mov).

In Figura 23 sunt prezentate structurile rezultate dup& MD la 85°C si se poate
observa ca la presiunea de 1 bar conformatia finald nu a dus la nicio variatie
semnificativa in suprafata hidrofoba si in zona accesibila solventului in comparatie cu
structura initiald (Figura 24). Scaderea presiunii a determinat anumite modificari la
nivelul situsului catalitic in principal la orientarea acidului aspartic, care ar putea avea
efect asupra activitatii.
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Figura 24 Analiza suprafetei dupa dinamica moleculara a lipazei CalB la 85°C, 1 bar
(a) si la 85°C, 0.1 bar (b); in rosu sunt evidentiate zonele hidrofobe ale suprafetei
enzimei si in alb cele hidrofile.

2.2.2 Calcule de dinamica moleculara pentru lipaza din Pseudomonas
stutzeri

Analiza structurii 3D a lipazei din Pseudomonas stutzeri
Obtinerea structurii tridimensionale a lipazei Ps. stutzeri prin modelare de homologie

Deoarece structura cristalind a lipazei din Ps. stutzeri nu a fost disponibila pe
Protein Data Bank, modelul de homologie a fost obtinut utilizand secventa FASTA
(raportata anterior [318]) ca start pentru software-ul SWISSMODEL, care genereaza
automat secventa 3D reconstruitd prin modelarea homologiei folosind structuri
cristalografice 3D din baza de date PDB ca sabloane. Fisierul .pdb rezultat a fost apoi
utilizat pentru analizele de dinamica moleculara si andocare.

Secventa FASTA utilizatd pentru generarea structurii 3D a fost urmatoarea:

MNKNKTLLALCLGSALALSGQAFAATGSGYTATKYPIVLAHGMLGFDSLLGIDYWYGIPSALRR
DGAQVYVTEVSQLNTSELRGEELLAQVEEIVAISGKPKVNLIGHSHGGPTIRYVAGVRPDLIAS
VTSVGAPHKGSDVADLIRKVPEGSSGEAITIAGLVNAMGAFINFVSGSSSTAPQNSLGSLESLN
SEGAARFNAKFPHGIPTTACGEGAYKVDGVHYYSWSGTSPLTNPLDVSDAMMGAGS—
LAFSGPNDGLVGRCSSHLGMVIRDNYRMNHLDEVNQFMG
LTSLFETDPVSVYRQHANRLKNAGL

Lipaza din Ps. stuzeri este o lipaza cu masa moleculara de aproximativ 27 kDa
cu triada catalitica conservata si formata din urmatorii aminoacizi: Ser-109, Asp-255,
His-277. In regiunea situsului activ s-a identificat un buzunar hidrofob compus in
principal din reziduurile Gly-45, Phe-46, Tyr-54, Trp-55, Leu-278, Val-281 si Phe-284,
caruia i se poate atribui un rol important in recunoasterea substratului [318].
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Figura 25 Structura tridimensionala a lipazei din Ps. stutzeri, aminoacizii triadei
catalitice Ser 109, Asp 255 si His 277 marcati cu rosu (a); Analiza suprafetei lipazei
Ps. stutzeri, in rosu sunt reprezentate zonele hidrofobe ale suprafetei enzimei si in alb
cele hidrofile, cu albastru este marcat Ser 109 iar cu galben His 277 (b).
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Figura 26 Evolutia RMSD in timp pentru lipaza din Ps. stutzeri in diferite conditii de

temperatura si presiune

Din Figura 27, in care sunt reprezentate valorile RMSF in functie de aminoacizi
se observa ca lipaza din Ps. stutzeri prezinta doua lid-uri care acopera situsul activ,
unul dintre ele (reziduurile 145-181) fiind mai mare decat celdlalt (reziduurile 200-
250). Prezenta motivului cu capac dublu a fost observata si in structura cristalind 3D
a lipazei din P. aeruginosa, sablonul utilizat in modelarea omologiei, cat si in unele
alte lipaze cristalizate, cum ar fi cele din S. hyicus, Staphylococcus simulans,
Pseudomonas sp. MIS38 sau lipaza T1 din Geobacillus zalihae, facand astfel aceste
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lipaze foarte atractive pentru studii de modelare. De remarcat este faptul ca triada
catalitica este stabild si cu mobilitate redusa pe parcursul tuturor celor 500 ns [318].
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Figura 27 Evolutia RMSF in timp pentru lipaza din Ps. stutzeri in diferite conditii de
temperatura si presiune

Raza de rotatie

Figura 28 prezintd raza de rotatie (Rg) a lipazei din Ps. stutzeri la diferite
valori ale temperaturii si presiunii. Valorile obtinute in toate cele 4 cazuri au fost de
aproximativ 1,85 nm, comparabile cu valorile obtinute pentru lipaza din CalB (Figura
17), observandu-se valori Rg maximizate 1,95 nm ocazional pentru temperatura de
50°C. Pe toata durata celor 500 ns valorile Rg au fost mai usor mai scazute pentru
valoarea temperaturii de 70°C si presiune 0,1 ns.
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Figura 28 Evolutia razei de rotatie in timp pentru lipaza din Ps. stutzeri in diferite
conditii de temperatura si presiune

Suprafata accesibild la solventi (SASA)

Rezultatele obtinute pentru lipaza Ps. stutzeri (Figura 29) indica valori de
aproximativ 140 nm?2 cu mici fluctuatii pe perioada celor 500 ns in conditiile de
temperatura si presiune selectate. Fata de rezultatele obtinute pentru lipaza CalB se
observa ca la temperatura de 70°C valorile sunt usor mai scazute. O usoara crestere
se observa pentru rezultatele obtinute la 50°C dar aceste modificari pot fi considerate
nesemnificative.
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Figura 29 Evolutia SASA in timp pentru lipaza din Ps. stutzeri in diferite conditii de
temperatura si presiune

Evolutia numarului legaturilor de hidrogen in functie de timp este prezentata
in Figura 30. Similar cu lipaza din CalB, cresterea temperaturii sau scdderea presiunii
nu au generat comportamente distinctive care sa indice vreo diferenta drastica pentru
lipaza din Ps. stutzeri.
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Figura 30 Evolutia numarului de legaturi de hidrogen in timp pentru lipaza din Ps.
stutzeri in diferite conditii de temperatura si presiune
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Analiza conformatiilor lipazei din Ps. stutzeri confirma faptul ca, dupa 500 ns,
domeniul mic al capacului sufera modificari conformationale care sunt uzuale
structurilor obtinute prin homologie. Suprapunerea structurilor aratda cum situsul activ
ramane accesibil in ambele conformatii (Figura 31).

Figura 31 Suprapunerea conformatiilor lipazei din Ps. stutzeri, initiala (verde) si dupa
dinamica moleculard la 50°C si 1 bar (verde inchis), respectiv la 70°C si 0.1 bar (verde
deschis).

In Figura 32 sunt prezentate suprafetele structurilor rezultate dupd MD la
50°C si se poate observa ca la presiunea de 1 bar conformatia finald nu a dus la nici
o variatie semnificativa in suprafata hidrofoba si in zona accesibila solventului in
comparatie cu structura initiala (Figura 25). Scaderea presiunii a determinat anumite
modificari la nivelul situsului catalitic, in principal o micsorare a acestuia si o scadere
a accesibilitatii substratului catre serina catalitica.

Figura 32 Analiza suprafetei dupa dinamica moleculara a lipazei din Ps stutzeri la 50°C,
1 bar (a) si la 50°C, 0,1 bar (b); in rosu sunt evidentiate zonele hidrofobe ale
suprafetei enzimei si in alb cele hidrofile.
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La temperatura de 70°C analiza conformatiilor lipazei din Ps. stutzeri confirma
faptul ca, dupa 500 ns, domeniul mic al capacului sufera modificari conformationale
care sunt uzuale structurilor obtinute prin homologie. Suprapunerea structurilor arata
cum situsul activ ramane accesibil in ambele conformatii. Se observa ca la 70°C, 0.1
bar unul dintre capace are o mobilitate mai ridicata, care ar putea avea efect asupra
activitatii lipazei (Figura 33).

Figura 33 Suprapunerea conformatiilor lipazei din Ps stutzeri, initiald (albastru) si
dupa dinamica moleculara la 70°C, 1 bar (rosu), respectiv la 70°C, 0,1 bar (galben).

Figura 34 Analiza suprafetei dupa dinamica moleculara a lipazei din Ps stutzeri la 70°C,
1 bar (a) si la 70°C, 0.1 bar (b); in rosu sunt evidentiate zonele hidrofobe ale
suprafetei enzimei si in alb cele hidrofile.
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Analiza situsului catalitic cu ajutorul descriptorilor moleculari

Pentru a obtine informatii suplimentare despre situsurile active al lipazelor din
CalB si Ps. stutzeri s-a utilizat software-ul GRID. Procedura de calcul GRID, dezvoltata
de Goodford in 1985, detecteaza situsuri de legare favorabile energetic pe molecule
cu structura tridimensionala cunoscuta. Acest instrument permite estimarea energiilor
de interactiune intre grupuri chimice mici (sonde) si o tintd, cum ar fi situsul catalitic
al lipazelor, prin stabilirea unei serii regulate de puncte ale grilei de-a lungul si in jurul
tintei. Rezultatul calculului este un camp de interactiune moleculara (MIF), care consta
dintr-o matrice tridimensionald a energiilor de interactiune dintre tinta si sonde,
calculate pentru fiecare nod al grilei [319].

Pentru acest studiu au fost luate in considerare trei sonde chimice pentru
generarea descriptorilor moleculari:

e Sonda DRY (carbon aromatic) care descrie interactiunile nepolare cu cavitatea
aleasa

e Sondad N1 (azot amidic) care descrie capacitatile acceptorului H-Bond ale cavitatii
alese

* Sondd H care descrie forma cavitdtii care inconjoara locul activ;

In plus, s-a realizat o evaluare a flexibilitatii situsului catalitic dar si a gradului
de acoperire (incluziune) a acestuia n structura enzimei.

Din Figurile 35a (pentru CalB) si 36 (pt Ps. stutzeri) se poate observa ca
situsul catalitic (cavitatea in care este inclusa triada catalitica) al lipazei din Ps. stuzeri
este mai mare si mai accesibil in raport cu structura proteinei fata de cel identificat
pentru lipaza din CalB. In ceea ce priveste flexibilatea (Figurile 35, 36b) lipaza din
CalB prezinta 3 zone mai flexibile in comparatie cu lipaza din Ps. stuzeri care prezinta
doar doud, ceea ce ar putea avea un efect important in selectivitatea lipazelor fata de
diferite substraturi.

In comparatie cu rezulatele publicate anterior [320] in analiza situsurilor
catalitice utilizand softul GRID pentru un set de 42 de serin-hidrolaze, lipaza din Ps.
stuzeri prezinta cu o capacitate extinsa de a stabili interactiuni cu donorii de legaturi
H intr-o zona mai larga a situsului activ.

In ceea ce priveste sonda DRY pentru lipaza din Ps stuzeri (Figura 36d) au
fost identificate mai multe zone de interactiune nepolare ale enzimei cu cavitatea care
contine situsul catalitic. Contururile galbene indica regiunile in care o interactiune
hidrofoba creste selectivitatea.

Sonda N1 (azot amidic) pentru lipaza din CalB (Figura 35 e) ocupa suprafete
mai mari in comparatie cu suprafetele identificate pentru lipaza din Ps. stuzeri. (Figura
35a).

In ceea ce priveste sonda H se observa diferente importante. Contururile cyan
indica regiunile in care energiile de interactiune sunt mai favorabile. Se poate observa
ca in cazul lipazei din Ps stuzteri forma cavitatii care inconjoara situsul activ este mai
putin conservata in comparatie cu lipaza din CalB.
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Figura 35 Analiza situsului activ al lipazei din CalB cu software-ul GRID, evidentiind
buzunarul identificat (a), flexibilitatea (b), acoperirea situsului catalitic in structura
enzimei (c), sonda DRY (d), sonda N2 (e), sonda H2 (f)
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Figura 36 Analiza situsului activ al lipazei din Ps. stutzeri cu software-ul GRID,
evidentiind buzunarul identificat (a), flexibilitatea (b), acoperirea situsului catalitic in
structura enzimei (c), sonda DRY (d), sonda N2 (f), sonda H2 (g)
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2.2.3 Studii de andocare

Pentru studiile de andocare moleculele de substrat (liganzii) au fost generate
cu programul ChemDraw si minimizate folosind programul MOPAC [315] cu metoda
semiempirica AM1, inainte de andocare.

Andocarile efectuate pe structurile enzimatice neechilibrate ale celor doua
lipaze cu 20 heterodimeri au fost analizate pentru identificarea pozitiilor productive.
Conformatiile astfel alese au fost salvate ca fisier .pdb. Pentru fiecare experiment s-
au calculat 500 de andocéri cu docking box (60x60x60) &, Grid Point Spacing 0,250
A centrat pe t folosind un algoritm genetic Lamarckian si softul Auto-Dock versiunea
4.2 [315] Dimensiunea populatiei GA a fost stabilitd la 1500 si numarul maxim de
evaluari la 25000000. Au fost generate 500 de generatii de andocare, fiecare compusa
din 250 de pozitii de andocare.

Identificarea pozitiilor reactive

Din grupul de structuri generate, pozitiile productive au fost selectate prin
identificarea celor in care substratul o conformatie apropiata de cea de atac (near
attack conformation, NAC), compatibild cu atacul productiv al serinei catalitice
(Ser105 din CalB sau Ser109 din Ps. stutzeri) la atomul de carbon al gruparilor acil
ale liganzilor (fie la acid carboxilic, care duce la alungirea lantului prin formare de
ester, fie la reactia inversa a esterului). In NAC lungimea legaturii covalente unice
dintre atomul de carbon al gruparilor acil si oxigen se presupune a fi intre 1,43 si 2,15
A, in timp ce distanta (d) dintre oxigenul serinic si carbonul acil a fost stabilita la o
distantd maxim& de 3,2 A. In ceea ce priveste buzunarul oxianionic, stabilizarea
intermediarului oxianionic trebuie sa aibd loc la o distantd de maxim 3 A de NH
(donorul de legatura H) al reziduurilor care formeaza buzunarul. In final, orientarea
atomilor de carbon din gruparile acil ai liganzilor catre oxigenul serinic (8) trebuie sa
fie astfel pozitionata incat sa nu depaseasca un unghi de 90° [315].

Rezultatele din Tabelul 12 prezinta numarul de pozitii productive identificate
luand ca referinta cele doua tipuri de atomi de carbon, grupari carboxilice si esterice,
care conduc fie la extinderea catenei (esterificarea acidului carboxilic), fie la reactia
inversa (hidroliza sau alcooliza legaturii esterice formate), cat si energiile libere medii
corespunzatoare ale fiecarui grup. Rezultatele obtinute sugereaza ca liganzii mai scurti
(monomeri si dimeri) pot accesa cu usurinta situsul activ al CalB in conformatii
productive, asa cum este demonstrat de valorile energiilor si a numarului pozitiilor
productive. Pentru toate substraturile exista un procent considerabil de pozitii
productive pentru ambii atomi de carbon. Energiile libere de andocare corespund
sumei energiilor intermoleculare (inclusiv energiile de desolvatare), energiilor interne
si energiilor libere de torsiune. Valorile mari, negative, sunt asociate cu conformatii
favorabile. Energiile libere de andocare ridicate ale substraturilor 2-monoacilate
evidentiaza modul in care acilarea si hidroliza in pozitia 2 sunt defavorizate in raport
Cu aceeasi reactie care are loc in alte pozitii. Aceste rezultate sunt in concordanta cu
rezultatele recent publicate pentru oligoesteri ai glicerolului, iar corelarea cu datele
experimentale se va realiza in capitolul 2.4.

In ceea ce priveste rezultatele obtinute pentru acidul ricinoleic si dimerul
acestuia cu acidul 5-hidroximetil-2-furoic, se observa ca pentru ambele lipaze
considerate acidul ricinoleic este acceptat in situsul catalitic, la fel si dimerul furanic,
in timp ce pentru lipaza din Ps. stuzeri numarul pozitiilor productive este mai ridicat
iar valoarea energiilor este mai scazuta. Rezultatele experimentale pentru acest
sistem de reactii sunt incluse in capitolul 2.3.
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Tabelul 12 Numarul de pozitii productive NAC si valorile energiilor libere de andocare

obtinute prin analiza atacului celor doua grupari acil diferite, folosind softul Autodock

C ESTER C ACID

Lipaza Substrat E*abs pozitii E*abs pozitii

[kcal/mol] [kcal/mol]

CalB 12BDODMA1 -2.77 293 -2.67 88
12BDODMA2 -2.90 240 -2.65 48
12HDADMA1 -3.59 284 -3.38 87
12HDADMA2 -3.82 128 -3.25 49
3M13BDODMA1 -3.22 220 -3.20 85
3M13BDODMA3 -3.33 293 -3.07 59
120DODMA1 -4.00 99 -3.62 63
12DODDMA?2 -4.03 45 -3.50 51
12PDODMA1 -3.47 309 -3.14 67
12PDODMA2 -3.55 186 -3.05 40
14BDODMA -2.82 112 -2.82 196
14PDODMA -3.33 344 -3.05 49
15HDODMA1 -3.86 275 -3.79 85
15HDODMAS -3.67 275 -3.55 52
23BDODMA -2.63 284 -2.61 46
24BDODMA -3.47 122 -2.99 100
25HDODMA2 -3.60 319 -3.63 47
25HDODMAS -3.49 210 -3.49 110
RCA - - -2.73 289
RCA-FDCA -1.65 50 -1.92 61

Ps RCA - - -3.96 243

stutzeri RCA-FDCA -3.78 90 -3.28 195
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2.3. Biotransformarea uleiului de ricin in oligomeri nesaturati
cu unitati furanice prin metoda ,one-pot”, utilizand lipaze
native si imobilizate

Estolidele si macrolactonele pe bazd de acid ricinoleic au fost utilizate in
industria alimentara, dar si ca aditiv in amestecuri si compozite pentru a imbunatati
proprietatile finale ale polimerilor, spre exemplu adezivi si invelisuri, dar si ca posibili
candidati pentru aplicatii in implanturi biomedicale, ingineria tesuturilor,
medicamentele cu eliberare controlata [321].

Polimerizarea acidului ricinoleic (RCA) si a HFA a fost investigatd ca o noua

cale biocatalitica verde pentru a sintetiza oligoesteri nesaturati care contin unitati de
furan in cadrul grupului de Biocataliza din cadrul Universitatii Politehnica Timisoara.
Produsii de reactie identificati au fost amestecuri de copolimeri liniari sau ciclici,
fmpreuna cu homopolimeri liniari sau ciclici ai RCA, formati ca produsi de reactie
secundari (Figura 37). Ceilalti produsi secundari posibili, homopolimerii HFA, nu au
fost identificati. Alternanta unitatilor monomerice din lantul de copolimer este
aleatorie, cu probabilitate mai mare pentru incorporarea unitatilor provenite de la
monomerul (RCA) pentru care enzima are afinitate mai ridicata. Reactia in conditiile
optime a fost repetatda pentru a avea un produs care sa poata fi considerat drept
standard.
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Figura 37 Formarea copolimerilor (calea a) si a homopolimerilor (cdile b si c) ca posibili
produsi de reactie.

Formarea produsilor de reactie a fost monitorizata prin spectrometrie de masa
MALDI-TOF. Un exemplu de spectru MALDI-TOF MS de poli(5-hidroximetil-2-
furancarboxilat-co-ricinoleat) (RCA-co-HFA) este reprezentat in Figura 37, pentru un
produs obtinut in sistem de reactie fara solvent, folosind lipaza din Pseudomonas
stutzeri. In toate spectrele, produsii identificati au fost fie copolimeri (Figura 37, calea
a) fie estolide RCA (Figura 37, calea c). Astfel, seria aductilor de sodiu din seria de
oligomeri ([M+Na]") indica formarea de copolimeri liniari sau ciclici care contin unitati
HFA si RCA, asa cum este prezentat in Figura 37.

Astfel, semnalul de la m/z 1549,07 (Figura 38) corespunde aductului Na* al
copolimerului ciclic cu cinci unitati RCA si o unitati HFA, in timp ce 1564,92 si 1586,72
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corespund aductului de sodiu al copolimerilor liniari. Identificarea produsilor de reactie
oligoesterului poli(5-hidroximetil-2-furancarboxilat-co-ricinoleat) folosind
spectrometria de masa MALDI-TOF MS demonstreazad, pentru prima data, insertia de
unitati furanice ntr-un lant poli-ricinoleic, catalizata de lipaza.
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Figura 38 Spectrul MALDI-TOF MS al copolimerilor obtinuti din HFA si RCA (raport
molar 1:1) sintetizati la 50°C si 48 ore, folosind lipaza din Ps. stutzeri ca
biocatalizator, in sistemul de reactie cu t-BuOH. Este evidentiata formarea
copolimerilor ciclici (triunghiuri albastre) si a copolimerilor liniari (triunghiuri verzi).

2.3.1 Sinteza enzimatica a poli(5-hidroximetil-2-furancarboxilat-co-
ricinoleatului) in sistem ,,one-pot” utilizand uleiul de ricin ca materie
prima

Un proces ,one-pot” in trei etape, recent brevetat, descrie o0 metoda originala
pentru sinteza oligoesterilor hidroxi-acizilor grasi in trei etape, prin actiunea oleat-
hidratazei pe un substrat de acid gras nesaturat cu o legatura dubla cis C9-C10 cét si
a unei lipaze pentru a cataliza hidroliza trioleinei (din uleiul de masline) si reactia de
poliesterificare. S-a demonstrat ca in aceeasi solutie tampon apoasa este posibild
integrarea a trei reactii consecutive prin actiunea a doua enzime, cu conversie mare
sau totald a trigliceridelor si a hidroxiacidului gras in oligoester [322].

Pornindu-se de la aceste rezultate, obiectivul prezentului studiu a fost evaluarea
capacitatii biocatalitice a lipazei din Pseudomonas stutzeri, selectata pe baza unor
experimente anterioare de policondensare, de a converti triricinoleina in RCA care sa
reactioneze in continuare cu HFA prezent in amestecul de reactie, rezultdnd un
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oligoester. Acest sistem de reactie poate fi considerat de tip "one-pot" (,,intr-un singur
vas”), implicand doua reactii succesive catalizate de aceeasi enzima (Figura 39).
Utilizarea monomerilor proveniti din grasimi sau uleiuri naturale ca materii prime
pentru sinteza biopolimerilor (polimeri derivati din materii prime regenerabile) este
tot mai intens studiata, datorita diversitatii lor structurale, proprietatilor de
biodegradabilitate si pretului scazut [323].

oH Ot
o~~~ Triricinoleing

Oligoesteri

Figura 39 Schema reactiei de sinteza a oligoesterilor in sistem “one-pot”.

Deoarece utilizarea lipazei din Ps. stutzeri nu a fost raportata anterior pentru
hidroliza trigliceridelor, mai intai a fost necesara evaluarea selectivitatii sale pentru
hidroliza triricinoleinei. Reactia de hidroliza a fost efectuata in solutie tampon fosfat
0,1 M, pH=7, la concentratie de substrat 50 mM si 50 °C, timp de 24 de ore. Produsul
de reactie a fost extras cu CHCI3, iar spectrul H-RMN (Figura 40) indica disparitia
semnalului corespunzator glicerolului.
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Figura 40 Spectrul RMN ale acidului ricinoleic recuperat dupa hidroliza enzimatica a
triricinoleinei din uleiul de ricin

Intr-un experiment preliminar, reactia ,one-pot” a fost efectuata pornind de la
ulei de ricin si HFA, in conditii de presiune redusa controlata pentru a se putea elimina
ulterior, in etapa de poliesterificare apa adaugata initial pentru etapa de hidroliza.
Aparatura folosita a fost un sistem de evaporator rotativ la 100 mbar presiune, 50°C
si 150 rpm. Analiza MALDI-TOF MS a produsului dupa un timp de reactie de 48 de ore
Figura 41 a indicat valori ale masei moleculare medii M, de 1200 Da si un continut
relativ liniar de copolimer de 63,4%. Se observa ca a fost nevoie de adaugarea unei
cantitati mai mari de apa (1,1 mmoli) pentru a realiza in prima etapa hidroliza
completa a uleiului de ricin, demonstratd de disparitia semnalului triricinoleinei de la
m/z 956,6. In pasul urmator, ingineria procesului a fost focalizata pe optimizarea unor
variabile de proces selectate, pentru a identifica cele mai bune conditii de sinteza a
oligoesterilor.
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Figura 41 Spectrele MALDI-TOF MS ale produsilor de reactie sintetizati pe baza de
ulei de ricin si 50H2FA cu lipaza din Pseudomonas stutzeri, dupa 48 de ore de
reactie (a) - ulei de ricin; (b) - produsul de reactie dupa adaugarea a 5 pL apa; (c) -
produsul de reactie dupa adaugarea a 20 uL apa)

2.3.2 Optimizarea parametrilor de reactie ai procesului ,,one-pot”
printr-un program experimental factorial

Pentru a optimiza sinteza oligoesterului pornind de la acid 5-hidroximetil-2-furoic
(HFA) si ulei de ricin, a fost utilizatd metoda Box-Behnken statistical Design of
Experiments (DoE) (pachetul software de analizd& multivariata a datelor
Unscrambler®, AspenTech, SUA). O abordare similara a fost utilizata anterior pentru
alte procese biocatalitice, inclusiv conversia lactozei in acid gluconic [324] si sinteza
de oligoesteri ai 0-gluconolactonei [101], [325]. Au fost selectate trei variabile
independente (temperatura, procentul de biocatalizator raportat la cantitatea de
monomeri si raportul molar al monomerilor) si s-a studiat influenta lor asupra masei
moleculare medii. Temperatura a fost stabilitd in intervalul 60-80°C, cantitatea de
biocatalizator intre 15-45 U mmol-! substrat in raport cu materiile prime (in raport cu
cantitatea totala de monomeri, exprimata in mmoli), iar raportul molar ulei de
ricin:HFA a variat intre 1:1 si 5:1. Masele moleculare medii (M,, My), au fost calculate
pe baza analizei GPC si utilizate ca variabile de raspuns. Conditiile optime de reactie
au fost determinate pe baza rezultatelor DoE si a analizei statistice. In primele trei
coloane din Tabelul 13 Valorile medii numerice si gravimetrice ale masei moleculare,
calculate prin analiza GPC, ale oligoesterilor RCA cu 50H2FA sintetizati in conditiile de
reactie specificate.sunt prezentate valorile variabilelor independente selectate,
temperatura, cantitatea de enzima si raportul molar al comonomerilor, in timp ce
ultimele doua coloane contin valorile M, si My, determinate experimental prin analiza
GPC. Analiza statistica a datelor experimentale a fost realizata folosind tehnica ANOVA
si analiza de regresie.
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Tabelul 13 Valorile medii numerice si gravimetrice ale masei moleculare, calculate
prin analiza GPC, ale oligoesterilor RCA cu 50H2FA sintetizati in conditiile de reactie

specificate.

Nr. Temperatura Ca::;?:éal de ':'gg;t Mn Mw

Exp. [C] [U mmol] ulei [g/mol] [g/mol]
1 70 45 5 4520 7240
2 70 15 5 1170 1660
3 70 45 1 2790 4520
4 70 15 1 1850 3490
5 70 30 3 5440 6500
6 60 15 3 2230 3470
7 60 30 1 3570 5950
8 60 30 5 5530 8460
9 60 45 3 6050 9490
10 80 15 3 964 1310
11 80 30 1 1110 1460
12 80 30 5 1660 2980
13 80 45 3 3390 6090
14 70 30 3 2890 5410
15 70 30 3 3920 6180

1 o mass, raportat la masa monomerilor

Pentru analiza de ansamblu a rezultatelor s-a ales modelul polinomial de ordinul
2, deoarece in majoritatea cazurilor valoarea p a fost <0,05, ceea ce arata ca modelul
este adecvat in raport cu datele experimentale din punct de vedere statistic. La
alegerea modelului s-a luat in considerare coeficientul de corelatie multipla, a carui

valoare cat mai apropiata de 1 confirma ca modelul de regresie coreleaza satisfacator

datele esantionului. Valorile R2 au fost in intervalul [0,747 -0,940].

Tabelul 14 Rezultatele statistice generate de ANOVA, calculate pe baza masei
moleculare gravimetrice Mw_C ca variabild de rdaspuns

sS DF MsS F p
Rezumat
Model 4.272e+07 9 4.747e+06  6.370 0.0277
Eroare 3.726e+06 5 7.451e+05
Total 4.645e+07 14 3.318e+06
Ajustat
Variabil
Intercepta 3.954e+06 1 3.954e+06 5.307 0.0695
(T:)mperat“ra 9.959e+06 1 9.959e+06  13.366 0.0147
Fractia 7.745e+05 1 7.745e+05  1.039 0.3547
molara (B)
Cantitatea de 1.474e+07 1 1.474e+07 19.778 0.0067
enzima (C)
AB 1.330e+06 1 1.330e+06  1.785 0.2391
AC 2.224e+05 1 2.224e+05  0.298 0.6083
BC 1.674e+06 1 1.674e+06  2.247 0.1942
AA 2.088e+06 1 2.088e+06  2.802 0.1550
BB 7.349e+06 1 7.349e+06  9.863 0.0256
cC 6.505e+06 1 6.505e+06  8.730 0.0317
Model Check
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SS DF MS F P
Main 2.547e+07 3 8.490e+06
Int 3.226e+06 3 1.075e+06 1.443 0.3351
Int + Squ 1.402e+07 3 4.674e+06 6.273 0.0379
Squ 0.000 0 0.000 0.000 0.0000
Eroare 0.000 0 0.000
Lack of Fit
Lack of Fit 1.343e+02 3 4.477e+02 0.376 0.7835
Eroarea pura 2.383e+02 2 4.191e+02
Eroarea totala 3.726e+02 5 7.451e+02

Rezultatele analizei ANOVA (Tabelul 14) sugereaza ca modelul ales este
adecvat. Valoarea erorii pure determinata pentru parametrul M, al copolimerului,
masuratd in punctele centrale, a fost de 419 la trei repet3ri, corespunzand la V419 =
20,46% din abaterea standard, ceea ce poate fi considerata satisfacatoare.

Valorile parametrului p pentru termenii patratici inclusi in modelul redus au
fost mai mici de 0,05, cu exceptia valorii corespunzatoare pentru raportul molar.

Analiza reziduurilor este de o importanta deosebita pentru evaluarea eficientei
modelului. Pentru aceasta analiza au fost luate in considerare doua grafice (Figura
42), cele mai relevante pentru analiza reziduurilor si diagrama de analiza a predictiei
modelului, care ofera informatii despre modul in care valorile experimentale sunt in
conformitate cu predictiile si graficul de analiza al reziduurilor.

2000 Predicled ¥
|1 Elements: 15 - - - - -
] Slope: 0.919784 . : : :
] Offset: 2798833 d
Correlation: 0.959054 . : : : :
6000 ] R-Square: 0.000 . : : " .
1 rMsEC: 4983741 : Sor 18 13
] SEC: 5158662 : .
4000 — Bla.S: ..............................................
20004 .......... T R R R :
610
l] —
Measured ¥
......... [T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
(@)

BUPT



81

96.67 —| Normal Probability Plof 13

90.00 — o 7

83.33 —| o 3
76.67 —| o fa
70.00 —| b 12
63.33 —| o 15
56.67 —| o g
50.00 —|
4333 o
36.67 —|
30.00 —|
23.33 —| -

16.67 — +

10.00 —

3.33 —

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 5000 6500

(b)
Figura 42 Comparatia dintre masa moleculara medie masurata si prezisa a
copolimerului (a) si graficul probabilitatii reziduurilor (b).

2.3.3 Analiza suprafetei de raspuns si analiza graficelor de contur

Desi efectul raportului molar nu a fost semnificativ pentru intregul proces,
atunci cand M, a fost reprezentat grafic atat in functie de temperatura, céat si de
cantitatea de enzima, s-a obtinut o valoare optima (Figura 43).

Analiza suprafetei de raspuns indica faptul ca, lucrand la un raport molar de
3,3:1 ulei de ricin:HFA, cea mai mare valoare M, de 6000 g/mol va fi atinsa in punctul
central corespunzator la 63°C si raport enzima/substrat de 33 U mmol-. Aceasta
limitare a cresterii masei moleculare se datoreaza probabil continutului ridicat de
copolimer ciclic, care nu poate fi redus in conditiile date.

a b

Mn [g/imol] = -2700,75+1088,5°x+237,6833"y-244,75'x'x+20,0833"X'y-3,5022"y"y Mo [g/mol] = -11815,6346+447,4135°x+2880,3260"-3,7338"% 17,625"xy-237,3462"yy
7000
5000[
5530
5000 [
4520
3890 |
339°t

2790 |
2230 |

owB) un
fhowB)

=
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Figura 43 (a) Suprafetele de raspuns care descriu efectul variabilelor independente
asupra masei moleculare medii a oligoesterului dupa 24 de ore de reactie; (b) efectul
cantitatii de enzima si al raportului molar RCA/50H2FA
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Rezultatele DoE au fost validate prin efectuarea unei reactii in conditii optime
iar valoarea experimentala a M,,, determinata de GPC, a fost de 5869 gmol-!, foarte
apropiata de cea prezisa de model. Spectrul MALDI-TOF MS al probelor este prezentat
in Figura 44.

2000
1003 808

A
4 I
2500 2750 o mz

Figura 44 Spectrul MALDI-TOF MS al produsului obtinut in conditiile optime rezultate
din DoE.

2000 250

Produsii identificati au fost aductii K* ai terpolimerilor liniari si ciclici care
contin unitati HFA, RCA si glicerol (culoare albastra), copolimeri ciclici (verde), dar si
homopolimeri ciclici ai RCA (gri) prezenti ca produse secundare.

2.3.4 Caracterizarea structurala a produsilor de reactie

Caracterizarea structurala a materiilor prime si a produsilor de reactie a fost
realizatd prin mai multe metode spectroscopice, pentru a evidentia gruparile
functionale caracteristice compusilor formati. In Figura 45, spectrele FT-IR
corespunzatoare ale RCA (albastru), HFA (negru) si copolimerul (rosu) obtinut dupa
48 de ore de reactie, la 50°C, in t-butanol, 1200 rpm, sunt prezentate suprapuse. Se
poate observa deplasarea benzii corespunzatoare vibratiei de valentd a gruparii
carbonil de la 1710,2 cm™ in RCA la 1708,73 cm™! pentru ester.
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Figura 45 Spectrul FT-IR al copolimerului (rosu), suprapus peste spectrele
monomerilor HFA (negru) si RCA (albastru).

Introducerea de unitati de furan in lantul de polihidroxiacid a fost demonstrata
prin spectroscopie RMN 1D si 2D. Figura 46 prezinta spectrul 2D HMBC al produsului
de reactie al RCA cu HFA obtinut dupa 48 de ore de reactie la 50°C si 1200 rpm, in t-
butanol.
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Figura 46 Spectrul 2D HMBC RMN al produsului de reactie RCA SI HFA; interval (4-7
ppm/80-175 ppm).

Spectrul 2D HMBC arata cuplajele la distanta dintre semnalele corespunzatoare
atomilor de carbon 1 (171,6 ppm) si 22 (171,6 ppm) cu semnalele de protoni de la
carbonul 33 (4,74 ppm) si 50 (4,95 ppm).

Aceste doua cuplaje indepdrtate demonstreaza formarea legaturii esterice intre
gruparea carboxilicd a RCA (C22) si gruparea hidroxil (041) provenita din HFA,
respectiv esterificarea intre gruparea hidroxil (021) a RCA de pe lantul lateral cu o
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altd moleculd RCA (C1). Numerotarea atomilor se refera la oligoesterul ipotetic cu
doua unitati RCA si o unitate HFA, avand structura chimica prezentata in Figura 47.

4

Figura 47 Spectrul H RMN al produsului de reactie obtinut din RCA si HFA obtinut la
50°C, 48 h, in t-butanol, in prezenta lipazei din Ps. stutzeri; interval (4-7,1 ppm).

Din spectrul *H RMN (Figura 47) al produsului de reactie obtinut din RCA si
HFA, singletul la 4,95 ppm corespunde protonilor metilen din reziduul HFA, iar
cvintetul la 4,74 ppm corespunde protonului metinic (H33) din lantul RCA. Semnalele
la 6,95 ppm si 6,40 ppm corespund protonilor de vinil din HFA, fiecare avand o
constanta de cuplare egala cu 3,54 Hz. Raportul in care se gasesc protonii la 6,94
ppm si respectiv 6,40 ppm cu cvintetul la 4,74 ppm este de aproximativ 1:8, ceea ce
demonstreaza ca unitatile HFA au fost incluse in scheletul principal de polihidroxiacid,
fapt confirmat si de analizele MALDI-TOF MS.

2.3.5 Proprietatile termice ale copolimerilor RCA-CO-HFA

Proprietatile termice ale copolimerilor obtinuti din RCA si HFA au fost evaluate
prin analiza termogravimetrica, realizand o comparatie cu materiile prime RCA si HFA.
Termogramele prezentate in Figura 48 indica o usoara crestere a stabilitatii
termice a copolimerului (roz) fata de monomerii RCA (albastru) si HFA (violet).
Pierderea de masa incepe in jurul valorii de 166°C.
Atat copolimerul, cat si monomerii prezintd descompunere termica in douad
etape, asa cum este confirmat de cele doua inflexiuni la 177°C, respectiv 324°C in
cazul copolimerului.
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Figura 48 Termograme ale oligoesterului RCA-co-HFA (roz), RCA (albastru) si HFA
(violet).

Din termogramele TGA au fost determinate temperaturile la pierderi de masa
de 5%, 10% si 50% (TDs, TD1o si TDso) si sunt raportate in Tabelul 15. Rezultatele
arata ca temperatura la care se inregistreaza o pierdere de masa de 50% este in cazul
poli(5-hidroximetil-2-furancarboxilat-co-ricinoleat)-ului cu 20°C mai mare fata de
RCA si cu 72°C mai mare fata de HFA, ceea ce indica o stabilitate mai mare a
oligoesterului fata de materiile prime.

Tabelul 15 Determinarea TGA la TD5, TD10 si TD50 pentru poli(5-hidroximetil-2-
furancarboxilat-co-ricinoleat), comparativ cu monomerii RCA si HFA

Proba TDs [°C] TD1o [°C] TDso [°C]
RCA 214 241 301
HFA 172 181 249
Copolimer 189 209 321

Aceste rezultate au fost publicate in revista Sustainable Chemistry and Pharmacy
[326].

2.3.6 Obtinerea organogelurilor. Testarea proprietatilor termice,
mecanice, reologice

Organogelurile sunt sisteme semi-solide cu o faza organica lichida imobilizata
pe o retea tridimensionala compusa din fibre gelificatoare, reticulate sau incurcate.
Aplicatiile organogelurilor sunt diverse: industria chimica, biotehnologicd, cosmetica
si alimentara. In farmacologie, ele sunt utilizate drept platforme de eliberare a
substantelor active a medicamentelor si a vaccinurilor pe diverse cdi, cum ar fi
transdermic, oral sau parenteral [327]. In cadrul acestui subcapitol a fost testata
capacitatea de formare a organogelurilor in diferiti solventi organici utilizédnd
oligoesteri cu unitati furanice si acid ricinoleic. Pentru obtinerea organogelurilor au
fost testati solventi organici cu diferite valori logP in intervalul 0,46-4,27. Testarea
capacitatii de formare a organogelurilor s-a realizat conform metodei prezentate in
sectiunea experimentald iar ca materii prime s-au testat sisteme mono-component
(oligoesterii sintetizati/hidroxiacid gras) sau bi-component (oligoesteri si hidroxiacid
gras).

BUPT



Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 16 si se poate observa ca
formarea organogelurilor a fost favorizata in solventi cu valori ale logP mai mari decat
2 (cu polaritate scazuta).

Tabelul 16 Solventii testati pentru obtinerea organogelurilor.

Nr. Solvent Gelifiere LogP
1 Ciclohexan Y 3,44
2 Toluen Y 2,11
3 n-Heptan Y 4,27
4 Benzen Y 2,13
5 2-Metiltetrahidrofuran N 1,08
6 Tetrahidrofuran N 0,46
7 Acetat de etil N 0,71
8 Cloroform N 1,97

Proprietatile reologice ale organogelurilor s-au determinat utilizdnd vascozimetrul
Brookfield AMETEK DV2T.
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Figura 49 Curba de vascozitate a organogelului obtinut din oligoesteri RCA-co-HFA
folosind ciclohexan ca solvent. Imaginea inset a probei solubilizata in ciclohexan la
(a) 70°C si (b) 30°C.

Un exemplu de organogel obtinut din oligoesteri cu unitati furanice in ciclohexan este
prezentat in Figura 49. in care Se poate observa ca in intervalul de temperatura 30-
35°C vascozitatea creste pana la valori de aproximativ 350 cP.

2.3.7 Stabilitatea termica a organogelurilor

in Figura 50 sunt prezentate curbele TG si DSC ale organogelului obtinut
utilizdnd copolimerul RCA-co-HFA si 1% 12HSA in ciclohexan.

Termograma organogelului prezintd un peak endoterm la 352,3°C, fapt ce
dovedeste ca poate fi utilizat in diverse aplicatii la temperaturi ridicate.
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Figura 50 (a) Termograma si (b) Curba DSC corespunzatoare organogelului obtinut
din copolimeri obtinuti in sistem ,one-pot” din ulei de ricin si SOH2FA.

Curba DSC a organogelului obtinut din oligoesterul sintetizat in sistem "one-
pot" prezinta un comportament de topire in doua etape in intervalul 40-60°C, cu un
pic endoterm pronuntat la 64°C ( (a) (b)

Figura 50b).

in Tabelul 17 sunt prezentate pierderile de masd ale organogelului, pe
intervalul 30-700°C. Rezultate obtinute confirma stabilitatea ridicata prin valoarea
temperaturii de 255.4 °C corespunzatoare unei pierderi de masa de 5%.

Tabelul 17 Pierderile de masa pe diferite intervale de temperaturd a organogelului
AP7

Interval Pierderea de DTG peak T ° °
temperaturi [°C] masi [%] [°C] Ts [°C] Tso [°C]

193 - 289 10.09 274.7

295 - 385 66.94 352.3 255.4 352.6

434 - 492 6.23 459.0

2.3.8 Caracterizarea morfologica a organogelurilor

Morfologia probelor rezultate dupa evaporarea solventului din organogel a fost
investigata folosind un microscop electronic de scanare/transmisie Quanta FEG 250
prevazut cu detector de electroni secundar (SED). Studiile au fost efectuate la vid
scazut, la 5 kV si la dimensiuni de 1,5 puncte. Imaginile SEM indicad morfologie diferita
a probelor obtinute in heptan si ciclohexan in comparatie cu probele obtinute in
solventi aromatici (toluen si benzen), a caror microstructura a fost afectata (Figura
51 a-d).
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Figura 51 Imaginile SEM ale organogelurilor obtinute in n-heptan (a) ciclohexan (b)
toluen (c) si benzen (d)

Probele obtinute in ciclohexan si n-heptan (Figura 51 a, b) prezinta morfologie
neintreruptd cu porozitati de aproximativ 50 pym. Aceasta diferentd in morfologia
supramoleculara din geluri poate fi atribuitd modului de agregare si depinde puternic
de solventul folosit pentru gelifiere.
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2.4. Sinteza enzimatica si caracterizarea unor oligoesteri ai
acidului adipic cu dioli alifatici, ciclici, sau aromatici

Evaluarea selectivitatii lipazelor fata de diferiti dioli alifatici,
ciclici si aromatici in reactii de poliesterificare

Obiectivele acestui studiu au fost:

- investigarea selectivitatii lipazelor din CalB si Ps. stutzeri pentru diferiti dioli
disponibili comercial in reactia de policondensare cu acidul adipic, folosind ca mediu
de reactie un solvent organic verde (ecologic) sau in sistem fara solvent;

- caracterizarea produsilor de reactie prin diferite tehnici cromatografice,
spectrometrie de masa, spectroscopie RMN si analiza termica;

Desi lipaza din CalB s-a dovedit a fi un catalizator eficient pentru
transformarea unei game largi de substraturi cu grupari functionale alifatice in
poliesteri (de ex. poliesteri cu functiuni vinil sau hidroxi), pentru lipaza din Ps. stutzeri
nu exista studii sistematice pentru evaluarea unei asemenea selectivitati. In cazul
lipazei din CalB studiile au fost orientate mai ales spre obtinerea de poliesteri derivati
din monomeri regenerabili, de exemplu acizii 2,5-furandicarboxilic, adipic sau succinic
si 1,4-butandiolul [180].

In cadrul acestui studiu au fost selectati 15 dioli a cdror structura este
prezentatda in Figura 52, iar ca si co-substrat in toate reactiile de policondensare
studiate s-a utilizat dimetil adipatul. Principala caracteristica urmarita a fost gradul de

polimerizare obtinut in reactiile studiate.
c4 c5 c6 C8, Cc, CAr

OH OH
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Figura 52 Structurile chimice ale diolilor selectati pentru reactii de poliesterificare.

2.4.1 Influenta biocatalizatorului asupra gradului de polimerizare

Pentru acest studiu cei 15 dioli mentionati au fost selectati ca donori de acil
iar reactiile au fost efectuate in mediu fara solvent la temperatura de 50°C utilizand
ca biocatalizator lipaza din CalB, respectiv Ps. stutzeri. Pentru o evaluare cat mai
riguroasa a capacitatii specifice a acestor lipaze de a forma lanturi polimerice mai
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lungi in conditiile date, rezultatele au fost prezentate ca si grad de polimerizare (DP)
calculat pe baza maselor moleculare medii humerice, determinate prin cromatografie
de excluziune sterica. Masele moleculare au fost determinate folosind o curba de
calibrare realizata cu standarde de polistiren in domeniul 580-12500 Da. Reactiile
fara catalizator nu au dus la identificarea unor produsi de poliesterificare detectabili.
Toate sintezele au fost efectuate in duplicat.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Figura 53 si indicd in majoritatea
cazurilor valori ale DP mai ridicate cand s-a utilizat lipaza din CalB pentru obtinerea
oligoesterilor diolilor alifatici, cu exceptia produsilor obtinuti utilizand 1,8 octandiol ca
substrat. Lipaza din Ps. stutzeri s-a dovedit mai eficienta pentru produsii obtinuti pe
baza de dioli ciclici si diolul derivat din furan.
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Figura 53 Gradul de polimerizare (DP) determinat pentru produsii obtinuti la 50°C in
prezenta lipazelor din  si CalB, calculat pe baza analizelor GPC a produsilor de
policondensare.

In continuare a fost studiat efectul mediului de reactie asupra reactiilor de
policondensare.

2.4.2 Efectul mediului de reactie asupra gradului de polimerizare

In prima partea a acestui studiu reactiile au fost efectuate utilizand lipaza din
CalB imobilizata (GF-CalB), disponibila comercial si toti diolii mentionati ca substrat,
iar ca mediu de reactie a fost testat un solvent ecologic, 2-metil-tetrahidrofuranul (2-
MeTHF), acesta are avantajele de a fi usor disponibil, ieftin si neoteric, fiind deja
utilizat intr-o gama larga de procese chimice, inclusiv pentru obtinerea de substante
chimice de sinteza find, policondensari enzimatice si polimerizari cu deschidere de
ciclu [328]. Celelalte conditii de reactie au fost identice ca in studiul precedent.

Rezultatele obtinute (Figura 54) indica faptul ca s-au obtinut grade de
polimerizare mai mari cand s-au utilizat ca substrat diolii alifatici C4, C5 si C8 cu
grupari OH primare. Aceasta selectivitate a fost demonstrata anterior si pentru alte
substraturi, dar trebuie remarcat cd pentru substratul C4, dar mai ales pentru
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substratul C8, rezultatele au fost semnificativ mai ridicate in reactiile efectuate in 2-
MeTHF, comparativ cu sistemul fara solvent. In cazul substratului C5, valoarea DP a
fost putin mai mare pentru reactiile efectuate fara solvent. In cazul substraturilor cu
grupari OH vicinale (in pozitiile 1 si 2 sau 2 si 3) rezultatele au fost asemanatoare,
indiferent de numarul atomilor de carbon din molecula diolilor, iar valorile DP nu au
depasit 5. Pentru diolii C4 si C5 se poate observa ca valorile DP au fost mai ridicate
pentru substraturile in care gruparile OH au fost distantate (1,4 sau 1,5), fiind
inregistrata o dublare a acestora in comparatie cu valorile obtinute pentru diolii
vicinali.

in cazul substraturilor ciclice sau aromatice in conditiile de reactie studiate nu
s-au obtinut valori DP mai mari decat 5, ceea ce denota o selectivitate slaba pentru
aceste structuri in conditiile studiate.
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Figura 54 Gradul de polimerizare (DP) al oligoesterilor acidului adipic cu dioli, obtinuti
in prezenta lipazei din CalB imobilizate, in 2-MeTHF sau in mediu fara solvent.

Pentru studiul similar realizat cu lipaza din Ps. stutzeri au fost selectate 7 dioli,
cei pentru care s-au obtinut cele mai mari grade de polimerizare in mediu fara solvent.
Rezultatele prezentate in Figura 55 indica faptul ca in acest caz utilizarea 2-MeTHF ca
mediu de reactie nu favorizeaza cresterea maselor moleculare medii, valorile DP fiind
mai scazute pentru toti cei 7 dioli studiati, comparativ cu sistemul de reactie fara
solvent.
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Figura 55 Gradul de polimerizare (DP) al oligoesterilor acidului adipic cu dioli, obtinuti
in prezenta lipazei din Ps stutzeri, in 2-MeTHF sau in mediu fara solvent, calculat pe
baza analizelor GPC a produsilor de policondensare.

2.4.3 Influenta temperaturii de reactie asupra gradului de
polimerizare

Pentru a evalua efectul temperaturii au fost selectati 8 dioli cu structuri
diferite, iar reactiile au fost efectuate in mediu fara solvent la doua temperaturi, 50°C
si 85°C, folosind lipaza din CalB. Aceasta valoare de 85°C a temperaturii a fost
selectata pe baza datelor de literatura, fiind valoarea optima pentru lipaza din CalB
imobilizata pe rasini acrilice [180]. Rezultatele obtinute, exprimate si de data aceasta
ca valori ale DP, sunt prezentate in Figura 56 si indica cresteri semnificative odata cu
cresterea temperaturii de reactie, in special pentru substraturile C6, C8 ciclic si
aromatic, unde valorile DP au determinate au fost de 3 pana la 6 ori mai mari.
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Figura 56 Gradul de polimerizare (DP) al oligoesterilor acidului adipic cu dioli, obtinuti
cu lipaza din CalB la diferite temperaturi de reactie, calculat pe baza analizelor GPC a
produsilor de policondensare.

Rezultatele obtinute in prezenta lipazei din Ps. stutzeri sunt prezentate in
Figura 57 iar efectul temperaturii se poate observa la fel ca si in cazul CalB pentru
substraturile C8, ciclic si aromatic.
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Figura 57 Gradul de polimerizare (DP) al oligoesterilor acidului adipic cu dioli, obtinuti
cu lipaza din Ps. stutzeri la diferite temperaturi de reactie, calculat pe baza analizelor
GPC a produsilor de policondensare.

2.4.4 Caracterizarea structurala a produsilor de reactie

Produsii de reactie au fost caracterizati prin spectroscopie MALDI-TOF MS iar
pentru exemplificare in Figura 58 este prezentat spectrul produsului poli(3-metil-1,5-
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pentandiol adipat) in care se poate observa prezenta semnalelor m/z 897.44
corespunzatoare aductului de K* al produsului cu 7 unitati (4 unitati de acid adipic si
3 unitati de 3-metil-1,5-pentandiol), cat si a semnalelor de la 983.51 m/z
corespunzatoare aductului de K* al oligoesterului cu 8 unitati (4 unitati de acid adipic
si 4 unitati de 3-metil-1,5 pentandiol). Se poate observa prezenta celor 2 serii de
produsi, cu numar par si numar impar de unitdti de monomer, diferenta dintre
semnale fiind de 228,28 m/z, valoarea corespunzatoare unitatii dimerice.
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Figura 58 Spectrul MALDI-TOF MS corespunzator oligoesterilor obtinuti utilizand ca
materii prime dimetil adipat si 3-metil-1,5-pentandiol, la 50°C, in sistem fara solvent
cu lipaza din CalB drept catalizator.

Conversia substraturilor, dar si confirmarea structurii produsilor de reactie s-
au demonstrat prin spectroscopie 'H -RMN, iar pentru exemplificare in Figura 59 este
prezentat spectrul 'H-RMN al produsului poli(3-metil-1,5-pentandiol adipat). Din
semnalele corespunzatoare acidului adipic din regiunea 2,3-2,0 ppm s-a determinat
conversia substratului ca fiind 88%.
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Figura 59 Spectrul 'H-RMN corespunzator oligoesterilor obtinuti utilizand dimetil
adipat si 3-metil-1,5-pentandiol ca materii prime, la 50°C, in sistem fara solvent, cu
lipaza din CalB drept catalizator

2.4.5 Caracterizarea produsilor de reactie prin analiza termica

Analiza termica a produsilor de reactie s-a realizat prin TG si DSC, in
atmosfera de azot. In acest sens s-a realizat o selectie a produsilor cu masele
moleculare cele mai ridicate, iar termogramele corespunzatoare sunt prezentate in
Figura 60. Rezultate obtinute indica cea mai ridicata stabilitate termica pentru
poliesterul cu unitati ciclice poli(1,4-ciclohexandimetanol adipat) reprezentat cu
negru, iar stabilitatea cea mai scazuta corespunde la poli(2,5-bis-hidroximetilfuran
adipat), reprezentat cu verde inchis in figura. Pentru restul probelor analizate
stabilitatea termica a crescut in urmatoarea ordine: poli(1,8-octandiol adipat)>
poli(1,4-butilen adipat)>poli(3-metil-1,5-pentandiol adipat)>poli(1,2-octandiol
adipat)> poli(1,5-hexandiol adipat)> poli (2,5-hexandiol adipat).

Prezenta unui singur punct de inflexiune pe fiecare termograma indica
existenta unei singure etape de descompunere a poliesterilor evaluati.
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Figura 60 Termogramele TG ale poliesterilor sintetizati pe cale enzimatica: Poli(1,4-
butilen adipat)-rosu, Poli(3-metil-1,5-pentandiol adipat)-albastru inchis, Poli(1,2-
octandiol adipat)-verde deschis, Poli(1,5-hexandiol adipat)-violet, Poli(2,5-hexandiol
adipat)-albastru deschis, Poli(1,8-octandiol adipat)-maro, Poli(1,4-
ciclohexandimetanol adipat)-negru, Poli(2,5-bis-hidroximetilfuran adipat)-verde
inchis

in Tabelul 18 sunt incluse valorile temperaturilor corespunzdtoare pierderilor
de masa la diferite procente, 5, 10 si 50%. Cu exceptia valorilor corespunzatoare
Poli(2,5bisfuranadipat), valorile Tds s-au situat in intervalul 299-354°C. Tendinta de
degradare termica a ramas similara pe tot parcursul analizei pentru toate probele
considerate. Nu au fost observate diferente semnificative intre poliesterii alifatici cu
unitati C6 si C8, mai ales in prima parte a degradarii.

Tabelul 18 Valorile temperaturilor corespunzatoare pierderilor de masa de 5, 10 si
50% pentru oligoesterii acidului adipic cu dioli sintetizati pe cale enzimatica

Proba Tds [°C] Tdio [°C] Tdso [°C]
Poli(1,4-butilen adipat) 352.8 373.3 405.4
Poli(3-metil-1,5-pentandiol adipat) 354.3 373.9 402.6
Poli(1,2-octandiol adipat) 325.2 351.8 380.7
Poli(1,5-hexandiol adipat) 326.7 338.8 358.1
Poli(2,5-hexandiol adipat) 299.4 316.3 341.2
Poli(1,8-octandiol adipat) 299.6 330.7 390.4
Poli(1,4-ciclohexandimetanol adipat) 336.3 369.7 419.2
Poli(2,5-bis-hidroximetilfuran adipat) 165.7 192.1 277.7

Pentru analiza DSC au fost selectati 4 dintre oligoesterii evaluati prin
termogravimetrie. Figura 61 a-d. Din curba de racire (albastra) se poate observa
prezenta picurilor exoterme care demonstreaza cd toate probele analizate sunt
cristaline.

Rezultatele obtinute indica valoarea cea mai ridicata a temperaturii de
vitrifiere in cazul poli(1,8-octandiol adipat)-ului. Punctul de topire si temperatura de
cristalizare cele mai mari s-au obtinut pentru poli(2,5-bis-hidroximetilfuran adipat) si
se pot datora prezentei ciclului aromatic furan in molecula.
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Tabelul 19 prezinta parametrii determinati prin analiza DSC realizata in atmosfera de
azot, cu o viteza de incalzire de 10°C/min, in doua cicluri consecutive de racire-
incalzire. Termogramele DSC sunt prezentate in Figura 61 a-d. Din curba de racire
(albastra) se poate observa prezenta picurilor exoterme care demonstreaza ca toate

probele analizate sunt cristaline.

Rezultatele obtinute indica valoarea cea mai ridicata a temperaturii de
vitrifiere in cazul poli(1,8-octandiol adipat)-ului. Punctul de topire si temperatura de
cristalizare cele mai mari s-au obtinut pentru poli(2,5-bis-hidroximetilfuran adipat) si
se pot datora prezentei ciclului aromatic furan in molecula.

Tabelul 19 Parametrii DSC determinati
sintetizati pe cale enzimatica

pentru oligoesterii acidului adipic cu dioli

Proba

Tg [°C] Tm [°C] AHm [J/g] T [°C]

Poli(1,4-butilen adipat)
Poli(1,8-octandiol adipat)
Poli(2,5-bis-hidroximetilfuran adipat)
Poli(1,4-ciclohexandimetanol adipat)

-16.7 48 -10.46 30.2
-67.8 65 -93.21 47.2
-25.8 125.6 -23.02 82.1
-51.0 82.6 -33.70 40.1

Ty — temperatura de vitrifiere; Tm — temperatura de topire; AH - entalpia; T -

temperatura de cristalizare.
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Figura 61 Termogramele DSC de racire (albastru), respectiv a doua incalzire (violet)
corespunzatoare produsilor poli(1,4-butilen adipat) (a), poli(1,8-octandiol adipat) (b),
poli(2,5-bis-hidroximetilfuran adipat) (c), poli(1,4-ciclohexandimetanol adipat) (d)
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2.5. Evaluarea impactului ecologic al unor oligoesteri obtinuti
pe cale enzimatica: studii de biodegradare in medii lichide cu
apa dulce si apa sarata

Conditiile necesare pentru ca un poliester sa fie utilizat in aplicatii cosmetice
sunt biocompatibilitatea, biodegradabilitatea si non-toxicitatea. Biodegradabilitatea
materialelor plastice intr-un mediu lichid se refera la degradarea in apa dulce (lacuri,
rauri), in apa sarata (mari, oceane) sau in namolurile aerobe si anaerobe (tratarea
apelor uzate) [192].

Exista diferite raportdri legate de studiile de degradabilitate a materialelor
plastice in laboratoare in amestecuri sintetice definite sau amestecuri complexe
nutritive, care pot fi considerate drept studii preliminare de degradare in mediu lichid.
Biodegradarea oligoesterilor acidului 2-hidroximetil-2-furancarboxilic cu -
caprolacona in apa de rau a fost raportata anterior de Todea si colab. [102], cadnd s-
au obtinut rezultate promitatoare, dar a fost evaluata doar o pierdere de masa.

Scopul acestui studiu a fost de a realiza o evaluare preliminara a
biodegradabilitatii oligoesterilor sintetizati in subcapitolele 2.3 si 2.4 in mediu lichid,
utilizand sisteme de monitorizare a consumul de oxigen, respectiv inocul de
microorganism din apa sarata (apa de mare) si apa dulce (apa din rau).

Spre deosebire de alte studii de degradare raportate in literatura, care se
rezuma in general la degradarea polimerilor formulati sub forma de film iar analizele
se rezuma la observarea eroziunii suprafetelor sau a resturilor de plastic, in cadrul
acestui studiu s-au considerat doua fenomene diferite:

i) faza initiald a biodegradarii, implicand ruperea celor mai labile legaturi,
corespunzatoare in general hidrolizei legaturilor esterice;

ii) biodegradarea monomerilor individuali si a unor trigliceride model.

Combinatia dintre cele doua informatii distincte de biodegradare ofera informatii utile
despre modul in care componentele structurale specifice, dar si natura conexiunii
chimice a blocurilor de constructie afecteaza biodegradabilitatea fiecarui produs.

Este important de subliniat ca rezultatele biodegradarii sunt considerate valide
atunci cand se refera la inoculul specific utilizat, variabilitatea geografica si sezoniera
si temperatura de incubare. Cu toate acestea, ele permit o evaluare comparativa a
efectelor atribuibile reactivitatii legaturilor chimice si proprietatilor fizico-chimice ale
moleculelor. Se stie ca procesele abiotice si biotice decurg lent si depind de o serie de
factori, cum ar fi masa moleculara si raportul suprafata-volum, sau solubilitatea in
apa [329].

Biodegradabilitatea oligoesterilor selectati a fost studiatéd utilizand
dispozitivele specifice OxiTop (Xylem Analitics, Germania), care sunt prevazute cu
senzori ce masoara consumul biochimic de oxigen (CBO) necesar microorganismelor
aerobe sa degradeze materia organica dintr-un anumit mediu. Studiul s-a realizat in
medii de cultura lichide, in care s-a utilizat ca inocul apa colectata din raul Bega din
Timisoara, Romania si apa colectatd din Marea Adriatica, Italia. O parte din aceste
experimente au fost realizate la Universitatea din Trieste in cadrul proiectului
European Marie Sklodowska-Curie, RenEcoPol: Sustainable route for circularity of
renewable polyesters. Experimentele s-au realizat la 21°C, iar determinarea
consumului biochimic de oxigen s-a realizat timp de 21 zile, din 24 in 24 de ore.
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Figura 62 Sistemul Oxytop pentru determinarea oxigenului dizolvat

Pentru acest studiu au fost selectati produsi de reactie sintetizati si
caracterizati in capitolele precedente, iar pentru a oferi o imagine cat mai clara despre
biodegradabilitatea lor in medii lichide de apa dulce si apd sarata acestia au fost
grupati in 3 categorii.

- oligoesteri derivati de furan

- oligoesteri alifatici

- monomeri alifatici sau aromatici

Evolutia concentratiei de oxigen consumat, exprimata in mg/L in functie de
timp, este prezentata in Figurile 63-65.

Poliesterii cu unitati furanice selectati pentru acest studiu au fost: poli(5-
hidroximetil-2-furancarboxilat-co-ricinoleat)-ul sintetizat in subcapitolul 2.3, poli(2,5-
bis-hidroximetilfuran adipat)-ul sintetizat in subcapitolul 2.4, si poli(butilen-2,5-
furanoat)-ul, cu rol de moleculd model, sintetizat tot pe cale enzimatica, utilizand 1,4-
butandiol si 2,5-dimetilfuranoat ca materii prime.

Valorile cele mai ridicate ale BOD [mg/L], prezentate in Figura 63, au fost
obtinute pentru toti cei trei oligoesteri considerati in mediu de apa sarata, iar cresterea
s-a realizat in urmatoarea ordine: poli(5-hidroximetil-2-furancarboxilat-co-
ricinoleat) >poli(2,5-bis-hidroximetilfuran adipat)>poli(butilen-2,5-furanoat). Aceeasi
tendintd s-a observat si in cazul studiului experimental realizat in apa colectatd din
raul Bega. Diferenta dintre valorile obtinute in apa sarata respectiv in apa dulce sunt
de 10-15 mg/L.
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Figura 63 Valorile BOD in functie de timp determinate in mediu de apa dulce si mediu
de apa sarata pentru trei tipuri de oligoesteri furanici ai acidului adipic cu dioli

Poliesterii alifatici considerati in cadrul acestui studiu au fost: poli(1,8-
octandiol adipat)-ul, poli(1,5-hexandiol adipat)-ul, poli(1,4-ciclohexildimetanol
adipat)-ul, sintetizati in subcapitolul 2.4. Selectia acestor oligoesteri partial formati
din unitati regenerabile (acidul adipic fiind un diacid de orgine bio) s-a realizat pe baza
maselor moleculare obtinute dar si luadnd in considerare structura catenei co-
monomerului: liniard, ramificata sau ciclica. La fel ca si in cazul derivatilor furanici,
valorile cele mai ridicate ale BOD [mg/L], prezentate in Figura 64, au fost obtinute
pentru toti cei trei oligoesteri dupa incubare in mediu de apa sarata, iar cresterea s-
a realizat in urmatoarea ordine: poli(1,8 octandiol adipat) > poli(1,5-hexandiol adipat)
> poli(1,4-ciclohexildimetanol adipat). In comparatie cu derivatii furanici valorile sunt
usor mai scazute, dar diferenta dintre valorile obtinute in apa sarata respectiv in apa
dulce raman fin intervalul 10-15 mg/L.
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Figura 64 Valorile BOD in functie de timp determinat in mediu de apa dulce si mediu
de apa sarata pentru oligoesterii alifatici ai acidului adipic cu dioli

A fost studiata si biodegradarea si a unor materii prime utilizate pentru
obtinerea oligoesterilor, fiind selectate urmatoarele trei: uleiul de ricin, acidul 2,5-
furandicarboxilic si acidul 5-hidroximetil-2-furoic. Degradarea acidului adipic si a 1,4-
butandiolului in apa sarata a fost anterior raportata de grupul de la Universitatea din
Trieste, Italia, utilizdnd o metoda similara [329]

Pentru uleiul de ricin valorile au fost comparabile cu cele anterior raportate
iar aceste valori mai scazute se datoreaza probabil insolubilitatii acidului ricinoleic
rezultat dupa hidroliza triricinoleinei in mediu apos. Tot solubilitatea redusa, dar si
rigiditatea moleculelor poate fi responsabild si pentru diferentele de degradare
obtinute pentru acidul furan 2,5-dicarboxilic si pentru acidul 5-hidroximetil 2-furoic.
Valorile BOD pentru acidul 2,5-furandicarboxilic au fost 0 in primele zile, urmand apoi
o crestere dar ulterior rata de biodegradare a fost lenta (Figura 65).
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Figura 65 Valorile BOD in functie de timp determinat in mediu de apa dulce si mediu
de apa sarata pentru monomerii furanici si uleiul de ricin.

in Tabelul 20 sunt prezentate rezultatele exprimate in procente de
biodegradabilitate pentru poliesterii considerati in acest studiu. Compozitiile
procentuale ale elementelor C, H si O au fost calculate pentru fiecare poliester luand
in considerare un tetramer. Cu ajutorul compozitiei procentuale s-a calculat consumul
biochimic de oxigen teoretic (TOD) si gradul de biodegradabilitate (Dt).

Tendintele de biodegradare ale compusilor testati, la fel ca si in alte cazuri,
sunt diferite. In unele cazuri, peste 50% din biodegradarea totala a avut loc in primele
10 zile de la expunere. De fapt, valorile determinate pentru Dt»; in toate cazurile au
fost mai ridicate in comparatie cu valorile Dtig cu mai putin de 50%. Valorile Dty
obtinute pentru oligoesteri au fost in intervalul 6,12-74,23%.

Datele de biodegradabilitate obtinute pentru oligoesterii cu unitati furanice
(pozitiile 1-6 din tabel) indica faptul ca dupa 5 zile biodegradabilitatea oligoesterilor
pe baza de acid adipic si 2,5-HMF a fost de aproximativ 2 ori mai mare in comparatie
cu valoarea Dt a oligoesterilor care contin PBF si de 1,5 ori mai mari decat la
oligoesterii cu acid ricinoleic. Diferentele dintre oligoesterii cu acid adipic se datoreaza
si maselor moleculare, care in acest caz au fost diferite iar pentru calculul procentului
de biodegradare masa moleculard are un rol major.

Dupa 21 de zile raportul dintre valorile Dt a fost mai scazut pentru probele 3
si 5 din apa saratd, dar aceeasi tendinta s-a mentinut si pentru probele 4 si 6, evaluate
in apa dulce.

Pentru oligoesterii alifatici (pozitiile 7-12) cele mai mari valori Dt au fost
obtinute pentru oligoesterul cu unitati de 1,8-octandiol, urmat de oligoesterii ciclici cu
unitati de ciclohexan. In comparatie cu oligoesterii cu ramificati sau ciclici se poate
observa ca pentru oligoesterul liniar (pozitia nr. 7) procentul de degradare in primele
5 zile atinge valoarea de aproximativ 30%, cu 10% mai ridicatéd decat valoarea
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raportata anterior pentru poli(1,4-butilen adipat). Cu toate acestea, dupa primele 10
zile de incubare viteza de degradare scade. Comportamentul de biodegradare
observat poate fi corelat cu valorile temperaturilor de degradare determinate prin TG
si DSC si este in concordanta cu datele raportate anterior, unde valorile mai mici ale
Ty si Tm sunt corelate cu o viteza de degradare mai mare [330].

Rezultatele obtinute pentru monomerii testati (Tabelul 20 nr 13-18) indica
faptul ca dupa 21 de zile compusul cu cea mai scazuta biodegradabilitate au fost acidul
2,5-furandicarboxilic (Dt21=4,34% in apa sarata si 2,86% in apa dulce). Cele mai mari
valori Dt s-au obtinut pentru uleiul de ricin (Dt21=12,60% in apa sarata).

Conform ghidurilor US-EN ISO 14851:2019, o substanta poate fi considerata
biodegradabila dacd BOD este mai mare de 60% ThOD. Chiar daca in literatura s-au
propus timpi de degradare mai lungi fata de cei raportati in acest studiu (adica 60-
180 de zile, ISO 19679; ISO 23977-2; ASTM D7991-15), timpii de expunere mai mari
sunt, de asemenea, asociati cu o probabilitate crescuta de erori experimentale [329].

Tabelul 20 Valorile Dt obtinute dupa 5, 10 si 21 de zile de degradare in apa sarata si
apa dulce ale monomerilor si oligoesterilor luati in considerare pentru biodegradare.

Nr Proba Dis [%] Dtio [%] Di21 [%]
1 PBFs 12.86 15.22 16.70
PBFd 9.06 10.28 10.97
3 P2,5HMFs 36.35 45.55 48.65
4 P2,5HMFd 18.49 27.58 34.64
5 PRCA-HFAs 22.5 31.36 41.74
6 PRCA-HFAd 18.01 23.49 29.29
7 P1,8As 29.97 52.13 74.93
8 P1,8Ad 17.48 39.33 45.27
9 P1,5As 2.42 8.32 12.15
10 P1,5Ad 1.48 3.93 6.12
11 P1,4As 1.70 12.64 20.70
12 P1,4Ad 2.16 7.02 9.62
13 Ulei ricin s 6.16 8.76 12.60
14 Ulei ricin d 4.10 5.84 9.10
15 FDCAs 0.00 0.84 4.34
16 FDCAd 0.00 1.58 2.48
17 2,5HMFs 2.54 4.08 7.62
18 2,5HMFd 1.43 2.29 4.28

PBF- poli(1,4-butilen-2,5-furanoat); P2,5HMF- poli(2,5-bis-hidroximetilfuran adipat);
PRCA-HFA-  poli(5-hidroximetil-2-furancarboxilat-co-ricinoleat); P1,8A-poli(1,8-
octandiol adipat); P1,5A- poli(1,5-hexandiol adipat); P1,4A- poli(1,4-
ciclohexildimetanol adipat); s- apa sarata si d-apa dulce
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2.6. Oxidarea enzimatica a glicerolului utilizand lacaze
imobilizate prin legare covalenta.

in cadrul acestui capitol a fost studiatd oxidarea enzimaticd a glicerolului. in
acest sens au fost investigate pentru oxidarea glicerolului patru lacaze native
disponibile comercial din Aspergillus sp., Trametes versicolor, Rhus vernicifera si
Agaricus bisporus, folosind cinci mediatori diferiti. Cele mai active lacaze au fost
imobilizate covalent pe sase suporturi solide functionalizate: trei matrici magnetice si
trei pe bazéﬂ de polimeri metacrilici cu grupari active epoxidice sau aminice
(Lifetech™). In comparatie cu binecunoscutele particule magnetice Fes04, in cadrul
acestui capitol au fost utilizate particule magnetice pe baza de Ni-Zn sau Ni-Zn-Co
ferite spinel (MFe;04) cu diferiti cationi metalici (M: Zn, Co, Ni). Activitatea celor 18
preparate enzimatice rezultate a fost evaluata si cei mai activi biocatalizatori, care au
fost caracterizati in detaliu in ceea ce priveste stabilitatea si reutilizarea, demonstrand
stabilitate la depozitare, pH si stabilitate termica imbunatatite in comparatie cu
enzimele native. Biocatalizatorii au fost utilizati cu succes pentru oxidarea glicerolului
la 50°C, demonstrand o selectivitate ridicatd pentru sinteza acidului gliceric. Aceste
rezultate au fost publicate in revista Enzyme and Microbial Technology [331].

2.6.1 Analiza structurala si de suprafata a lacazelor

In prima etap& a cercetérilor s-a efectuat o analizd computationald a celor
patru lacaze disponibile comercial care au fost utilizate in studiile experimentale, din
Trametes versicolor, Aspergillus sp., Rhus vernicifera si Agaricus bisporus, pentru a
evalua posibilitatile de formare a legaturilor covalente cu suportul, fara implicarea
regiunii situsului activ si permitand atasarea suplimentara a enzimei prin interactiuni
hidrofobe. La inceput au fost evaluate numarul si pozitiile resturilor de lizina potential
implicate in legarea covalenta. Aceasta analiza indica faptul ca lacaza din T. versicolor
(Figura 66A) are 8 reziduuri Lys superficiale, Aspergillus sp. (Figura 66B) si A.
bisporus (Figura 66C) au 12, iar lacaza de la R. venicifera (Figura 66D). In acest ultim
caz, cel putin sase reziduuri sunt localizate in apropierea situsului activ, o
caracteristica care poate afecta activitatea enzimei dupa imobilizare, deoarece
formarea legaturii covalente poate bloca situsul activ [332].

(A)

(D)
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Figura 66 Structurile lacazelor din T. versicolor (PDB 1GYC) (A) Aspergillus sp. (Cod
PDB 6F5K) (B) si modele de omologie ale A. bisporus (C) si R. venicifera (D), cu
evidentierea structurilor secundare a-helicale si B-pliate. Reziduurile Lys sunt
evidentiate In verde (mod sfera), in timp ce ionii Cu?* sunt portocalii.

2.6.2 Selectia lacazelor native pentru oxidarea glicerolului

Toate lacazele native mentionate anterior au fost testate pentru oxidarea
enzimatica a glicerolului. Pana in prezent, conform datelor de literaturd, din aceasta
serie de lacaze doar cea din T. versicolor a fost studiata anterior pentru oxidarea
glicerolului [333], [334]. Experimentele au fost efectuate la valoarea optima a pH-
ului, determinata experimental pentru fiecare lacaza (Figura 67): pH 5 pentru T.
versicolor, pH 3 pentru Aspergillus sp., pH 7,0 pentru R. vernicifera si pH 8,0 pentru
A. bisporus.

120 T oL ——AspL RVL —@—A.bisL
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Figura 67 pH-ul optim al lacazelor native, determinat folosind 2,6-dimetilfenol (DMP)
ca substrat
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Reactiile au fost monitorizate prin RI-HPLC pana la 96 de ore de reactie, iar
in Figura 68 sunt prezentate douda exemple de cromatograme, una pentru
demonstrarea eficacitatii separarii amestecului de posibili produsi de reactie (A) si o
cromatograma rezultata dupa reactia de oxidare a glicerolului in prezenta lacazei din
T. versicolor (B).
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Figura 68 Cromatograma (A) unui amestec sintetic de acid mezoxalic (Rt = 8,262
min), gliceraldehida (Rt = 9,258 min), glicerol (Rt = 10,056 min), acid tartronic (Rt
= 9,567 min) si acid gliceric (Rt = 9,567 min), dupa optimizarea conditiilor de
separare pe coloana HPLC Luna Omega 5 um Polar C18 100 A 250 x 4,6 mm; (B)
produsul de reactie al oxidarii glicerolului cu lacaza din Trametes versicolor, la un timp
de reactie de 72 de ore, evidentiind formarea gliceraldehidei (Rt = 9,247 min) si
acidului gliceric (Rt = 10,863 min).

In Figura 69 este inclus un exemplu in care sunt prezentate valorile
concentratiilor de glicerol, gliceraldehida si acid gliceric obtinute folosind lacaza din T.
versicolor drept catalizator. Concentratia de glicerol a scazut constant odata cu
progresia reactiei, in timp ce prezenta gliceraldehidei si a acidului gliceric este
evidenta deja dupa 2 ore. Trebuie remarcat si faptul ca nu a fost observata formarea
acidului tartronic sau a acidului mezoxalic, produsi secundari posibili ai reactiei de
oxidare.

10.0

Concentratie [mg/mL]
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Figura 69 Oxidarea glicerolului in timp catalizata de lacaza nativa din T. versicolor (10
U/mL) la pH 5, 30°C. Concentratiile de glicerol si ai produsilor de reactie au fost
determinate prin analiza RI-HPLC.

Rezultatele obtinute, exprimate ca si conversii ale glicerolului pentru toate
cele 4 lacaze selectate, dupa de 96 de ore de reactie, au fost incluse in Tabelul 21. Se
observa ca lacaza din T. versicolor a fost cea mai eficientd, deoarece valoarea
conversiei glicerolului dupa 96 de ore a atins 70%. In prezenta lacazei din Aspergillus
sp. valoarea conversiei a fost de numai aproximativ 10%, in timp ce in cazul lacazelor
din R. vernicifera si A. bisporus nu a depasit 5%. Pe baza acestor rezultate, lacazele
din T. versicolor si Aspergillus sp. au fost luate in considerare pentru experimentele
de optimizare ulterioare.

Tabelul 21 Conversiile glicerolului obtinute in reactiile de oxidare catalizate de lacaze
native din diverse surse, folosind 30 mM TEMPO la 25 °C, 1000 rpm si 96h.

Sursa lacaza Conversie glicerol [%]
T. versicolor 70.1 £ 4.6
Aspergillus sp. 10.2 £ 2.8
R. vernicifera 49 1.6
A. bisporus 48+ 1.4

Oxidarea glicerolului folosind lacaze din Trametes hirsuta a fost raportata
anterior de Guebitz si colab., identificand formarea ca produsi a unor acizi organici cu
masa moleculara mica (acid gliceric, acid tartronic, acid mezoxalic), dar si a
gliceraldehidei ca produs secundar de reactie. Gliceraldehida a fost principalul produs
de reactie in prima etapa, confirmand selectivitatea oxidativa ridicata a initiatorului
pentru grupa hidroxi primara [335]. Rezultatele din acest au confirmat aceasta
selectivitate si pentru lacaza din Trametes versicolor, desi concentratia de
gliceraldehida nu a prezentat modificari semnificative dupa 3 ore de reactie, in timp
ce concentratia de acid gliceric a crescut constant, pana la 70% randament la 96 de
ore de reactie.

2.6.3 Efectul initiatorilor asupra reactiei de oxidare a glicerolului
catalizata de lacazele din TvL si AspL

Studii anterioare asupra mediatorilor si initiatorilor utilizati in reactiile de
oxidare catalizate de lacaze a diferitelor substraturi nearomatice au indicat faptul ca
un rol important in mecanismul de oxidare il joaca stabilitatea formei oxidate a
initiatorului si potentialul redox al acestuia [336].

In cadrul acestui studiu, pe langa TEMPO, au fost testati alti patru initiatori,
raportati anterior ca fiind eficienti pentru substraturi nearomatice [337]. Rezultatele
obtinute (Tabelul 22) confirma eficienta mai ridicatéa a initiatorului TEMPO pentru
ambele lacaze studiate. S-au obtinut conversii de aproximativ 10% in prezenta N-
hidroxiftalimidei sau 1-hidroxibenzotriazolului (pentru lacaza T. versicolor), in timp ce
pentru ceilalti initiatori conversiile nu au depasit 10%. Desi pentru Aspergillus sp. in
cazul in care conversiile obtinute cu N-hidroxiftalimida si TEMPO ca initiator au fost
similare, valorile au fost in ambele cazuri considerate nesatisfacatoare. Prin urmare,
TEMPO a fost selectat ca initiator pentru experimentele ulterioare de oxidare a
glicerolului.
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Tabelul 22 Efectul initiatorilor asupra reactiei de oxidare a glicerolului folosind lacaze
de la T. versicolor si Aspergillus sp.

Lacaza Initiator Conversie glicerol

[%]
TEMPO 70.04 + 4.3
Trametes versicolor N—hid_roxi_ftalimidé 10.22 £ 3.2
(TvL) _ AC|_d VIO!UFIC y 7.46 £ 1.8
Acid 3-hidroxiantranilic 0.00 £ 0.0
1-hidroxibenzotriazol 13.00 £ 2.7
TEMPO 10.93 £ 3.5
Aspergillus sp. N—hid_roxi_ftalimidé 10.47 £ 2.1
(AspL) _ AC|_d VIO!UFIC 3 441 + 1.8
Acid 3-hidroxiantranilic 7.75 £ 1.6
1-hidroxibenzotriazol 8.05 £ 0.9

2.6.4 Imobilizarea lacazelor prin legarea covalenta pe rasini
metacrilice si suporturi magnetice functionalizate

Avantajul major binecunoscut al imobilizarii enzimelor pe diferite suporturi
este ca preparatul enzimatic poate fi reutilizat, ceea ce duce la reducerea costurilor
de productie in procesele cu functionare atat continua, cat si discontinua [338]. In
comparatie cu alte tehnici de imobilizare, legarea covalenta a enzimei pe suporturi
impiedica detasarea proteinei facand biocatalizatorul adecvat pentru aplicatii in medii
apoase [332]. Deoarece activitatea lacazelor este crescuta in medii de reactie apoase
[339],[340], atasarea covalenta la suporturi adecvate poate rezolva recuperarea
usoara a biocatalizatorului din amestecul de reactie si problemele de reutilizare a
acestuia.

Noua suporturi diferite (Figura 70) au fost investigate pentru imobilizarea prin
legare covalenta a celor doua lacaze selectate. Trei suporturi au fost rasini metacrilice,
doua dintre ele functionalizate cu grupari epoxidice si una cu grupari amino, iar sase
au fost suporturi magnetice, ferite mixte functionalizate cu grupari amino prin reactie
cu NH,-TMOS sau NH,-TEQOS, asa cum este descris in sectiunea Metode. Ca suporturi
magnetice au fost considerate, pentru prima data, feritele Ni-Zn si feritele Ni-Co-Zn
ca suporturi pentru imobilizarea covalenta a lacazelor. Ele au provenit de la Institute
of Materials and Environmental Chemistry, Research Centre for Natural Sciences din
Budapesta (Ungaria). Desi proprietdtile optice si magnetice specifice care au facut ca
aceste materiale sa fie adecvate pentru o gama larga de aplicatii sunt probabil mai
putin importante pentru biocataliza, s-a presupus ca interactiunile fizice cu enzima de
la suprafata microparticulelor ar putea influenta conformatia si proprietatile catalitice
ale enzimei. Eficienta cataliticd a enzimelor imobilizate rezultate a fost evaluata
utilizdnd 2,6-dimetilfenol (2,6-DMP) ca substrat.

BUPT



C00'4Ni0_4Zn0_4FeZO4/Ni0.52n0_5F6204/Ni0'7Zn0'3Fe204

polimetacrilat reticulat cu divinilbenzen

S, R = - CHs; - CH,-CH;

Figura 70 Reprezentarea schematica a suporturilor utilizate n studiul imobilizarii
lacazelor

2.6.5 Imobilizarea lacazelor prin legarea covalenta pe rasini
metacrilice functionalizate cu grupari amino si epoxidice

Rezultatele obtinute folosind suporturile din rasina metacrilica sunt prezentate
in Figura 71, indicand ca cele mai mari valori ale activitatii enzimatice au fost obtinute
pentru preparatele cu lacaza TvL. Preparatul obtinut pe suportul functionalizat cu
grupari epoxi-butil a dovedit cea mai mare eficienta catalitica (760,99 U/g), urmat de
suportul functionalizat cu grupari amino (581,32 U/g). Dimpotriva, pentru preparatele
cu lacaza din AspL., cea mai mare valoare de activitate a fost obtinuta pentru
preparatul imobilizat pe rasind metacrilica functionalizata cu grupari amino (156,33
U/g). Se poate observa, de asemenea, ca activitatea ambelor enzime a fost mai mica
daca legarea covalenta s-a facut pe suporturi cu grupari epoximetil (327,61 U/g si
28,80 U/g pentru TvL, respectiv AspL.), indicand o dependenta a activitatii enzimei
imobilizate de lungimea lantului hidrocarbonat [341].
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Figura 71 Activitatea lacazelor din TvL(A) si AspL (B) imobilizate prin legare covalenta
pe rasini metacrilice Lifetech™ functionalizate cu grupdri amino (RS-Amino), epoxi
(RS-EPX) si butil-epoxi (RS-EPX-Butil), determinata pe substratul model 2,6-DMP

2.6.6 Imobilizarea lacazelor prin legarea covalenta pe suporturi
magnetice functionalizate cu grupari aminice
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Trei suporturi magnetice, ferite mixte care contin cantitati diferite de Co, Ni
si Zn, au fost testate ca suporturi de imobilizare, asa cum s-a mentionat. Desi au fost
raportate o serie de suporturi pentru imobilizarea lacazelor, exist§1 doar cateva studii
de imobilizare covalenta pe particule magnetice [342]. In comparatie cu
binecunoscutele particule magnetice Fe304, microparticulele de ferita mixte Ni-Zn sau
Ni-Co-Zn au atras interes datoritd proprietatilor Io[ magnetice precum
superparamagnetismul, cu aplicatii in diverse domenii [324]. Intr-o lucrare anterioara
a grupului nostru, particulele magnetice de ferita mixte au fost utilizate cu succes
pentru imobilizarea lipazei, folosind o metoda combinatd de entrapare si legare
covalenta [343]. Mai mult, s-a demonstrat recent ca utilizarea nanosuporturilor cu
proprietati magnetice pentru imobilizarea lacazelor are efect benefic asupra
proprietatilor optice si electrochimice, importante in extragerea performantelor
biosenzorului. In plus, proprietatile antibacteriene pot creste durata de valabilitate a
senzorilor [344].

Inainte de imobilizare, suporturile magnetice au fost functionalizate cu grupari
amino prin utilizarea a doi derivati organosilanici, asa cum este descris in sectiunea
experimentald. Rezultatele prezentate in Figura 72 indicd valori mai ridicate ale
activitatii pentru toate preparatele obtinute folosind lacaza din 7. versicolor si 3-NH;-
PrTMOS ca silan pentru functionalizare. Dintre cele 3 tipuri de particule magnetice
testate, cea mai mare valoare a activitatii a fost obtinuta pentru particulele MG-Zn2.

In cazul preparatelor obtinute folosind lacaza din AspL, valorile activitatii au
fost usor mai ridicate atunci cand 3-NH,-PrTEOS a fost folosit ca precursor silanic, iar
pentru suportul MG-Zn2 valoarea activitatii a fost de 250 U/g, cea mai mare obtinuta
pentru acest tip de suport.
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Figura 72 Activitatea lacazelor imobilizate TvL (A) si AspL. (B) pe suporturi magnetice
functionalizate cu grupari amino, determinata pe substratul model 2,6-DMP

2.6.7 Profilurile de pH si temperatura ale lacazelor native si
imobilizate

pH-ul este unul dintre cei mai importanti parametri care pot afecta activitatea
enzimaticd n sistemele apoase. La valori extreme de aciditate sau bazicitate,
activitatea enzimei poate fi inhibata, afectand starea ionica a aminoacizilor care
formeaza situsul activ al enzimei, ducénd in unele cazuri la inactivarea completa a
acesteia. Valoarea optima a pH-ului este punctul in care enzima are activitate
maximad. Aceasta poate diferi in functie de tipul de enzima si se poate modifica in
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urma imobilizarii, datorita modificarilor conformationale care apar la situsul catalitic
al enzimei.

Prin urmare, investigarea profilului de pH in urma procesului de imobilizare a
fost un obiectiv important. Rezultatele sunt prezentate in Figura 73 pentru TvL si
Figura 74 pentru AspL. Rezultatele indicd faptul ca TvL imobilizat pe suport
epoximetacrilat a avut o valoare optima a activitatii la pH 4,0, in timp ce pentru
aceeasi enzima imobilizata pe suport magnetic functionalizat cu grupari 3-
aminopropiltrimetoxisilan pH-ul optim a fost 6,5. De asemenea, se poate observa ca
ambele preparate imobilizate sunt mai stabile pe un interval mai larg de pH in
comparatie cu enzima nativda (Figura 73). O schimbare a pH-ului optim a fost
observata atunci cand TvL a fost imobilizat covalent pe nanoparticule de magnetita
acoperite cu chitosan [345], pe caolinit [346] sau pe membrane de polipropilena
[347]. In comparatie cu alti biocatalizatori, obtinuti de alte grupuri de cercetare prin
atasarea covalenta a TvL pe matrice de criogel [348], pe electrod de grafit [349] sau
pe particule de poli(stiren-co-aceto-acetoxietil metacrilat) si analogii acestora cu
maghemit la suprafata [350], biocatalizatorii obtinuti in acest studiu au fost stabili pe
un interval mai larg de pH (4-7).
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Figura 73 Profilul de pH (A) si influenta temperaturii asupra activitatii (B) a lacazei din
Trametes versicolor, native (TvL-native) sau imobilizate pe suport epoximetacrilat
(TvL-EPX) si pe suport magnetic functionalizat cu 3-NH>-PrTMOS (TvL@MG-Zn2).
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Figura 74 Profilul de pH (A) si efectul temperaturii asupra activitatii (B) a lacazei
Aspergillus sp., native (AspLnative) sau imobilizate pe suport epoximetacrilat (AspL-
EPX) si pe suport magnetic AspL@MG-Zn2 functionalizat cu grupari 3-NH,-PrTEQS

Efectul temperaturii a fost evaluat asupra activitatii lacazelor din TvL si AspL
native si imobilizate prin legare covalentd pe suport de metacrilat functionalizat cu
grupari epoxi-butil, respectiv. pe suport magnetic functionalizat cu 3-
aminopropiltrimetoxisilan, in intervalul de temperatura de la 30°C la 50°C (Figura
73B, Figura 74B). Pentru lacazele native activitatea a scazut semnificativ la
temperaturi mai mari de 40°C. Comparativ cu enzima nativa, ambele preparate
enzimatice imobilizate au demonstrat o stabilitate termica excelentd chiar si la
temperatura de 50°C, in special lacaza din TvL imobilizata pe suport de metacrilat
functionalizat cu grupari epoxi-butil.

2.6.8 Stabilitatea operationala a lacazelor imobilizate in cicluri de
reactie consecutive

Stabilitatea operationala a tuturor celor 18 preparate imobilizate de lacaza a
fost studiata in cicluri consecutive de reactie discontinue ale substratului model 2,6-
dimetilfenol. Rezultatele sunt prezentateATn Figura 75 (A) pentru preparatele ApsL si
in Figura 75 (B) pentru preparatele TvL. In general, stabilitatea in ciclurile de reactie
consecutive ale lacazelor imobilizate a fost dependenta de suportul de imobilizare.

Pentru AspL imobilizat pe suporturi magnetice (Figura 75A si Figura 76),
activitatea a scazut dramatic (> 90%) dupa primul ciclu de reactie, in special cand 3-
NH>-PrTEOS a fost utilizat pentru functionalizarea suportului. Aceste rezultate
sugereaza ca, desi activitatea dupa imobilizare a fost mai mare in comparatie cu
probele functionalizate de 3-NH,-PrTMOS, stabilitatea in ciclurile de reactie
consecutive a fost mai mica. Dintre biocatalizatorii obtinuti prin imobilizare pe rasini
metacrilice, preparatul obtinut prin utilizarea suportului functionalizat cu grupari
epoxibutil (Figura 75B) a fost cel mai stabil, pastrand peste 60% din activitatea initiala
dupa 6 cicluri de reactie.
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Figura 75 Stabilitatea operationald a lacazei din ApsL, imobilizate prin legare covalenta
pe (A) microparticule magnetice functionalizate cu 3-NH,-PrTMOS; (B) pe rasini
metacrilice Lifetech™ functionalizate cu amino (RS-Amino), epoxi (RS-EPX) si epoxi-
butil (RS-EPX-Butil). Activitatea din primul ciclu a fost considerata ca referinta.
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Figura 76 Stabilitatea operationald a lacazei din ApsL imobilizate pe nanoparticule
magnetice functionalizate cu 3-NH,-PrTEOS

Pentru TvL imobilizatd pe suporturi magnetice, cele mai bune rezultate s-au obtinut
atunci cand s-a folosit pentru functionalizare 3-aminopropiltrimetoxisilan (Figura 77
A), scaderea activitatii dupa primul ciclu de reactie a fost mai mica, indiferent de tipul
suportului magnetic. In special in cazul biocatalizatorului MG-Zn2, mentinerea a peste
47% din activitatea initiald dupa cinci cicluri de reactie poate fi apreciata ca o buna
stabilitate operationald. In Figura 78 sunt prezentate rezultatele obtinute atunci cand
3-NH,-PrTEOS a fost utilizat pentru functionalizare. Stabilitatea operationala a
preparatelor obtinute prin imobilizare pe suporturi metacrilice functionalizate cu
grupari epoxidice si amino a fost putin mai scazuta comparativ cu preparatele obtinute
cu lacaza AspL iar dintre preparatele obtinute prin imobilizare pe rasini metacrilice cea
pe rasini epoxibutil a fost cea mai stabila.
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Figura 77 Stabilitatea operationald a preparatelor din TvL imobilizate prin legare
covalenta pe (A) microparticule magnetice functionalizate cu 3-NH;-PrTMOS; (B) pe
rasini metacrilice Lifetech™ functionalizate cu grupari amino (RS-Amino), epoxi (RS-
EPX) si butil-epoxi (RS-EPX-Butil). Activitatea din primul ciclu a fost considerata ca
referinta.
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Figura 78 Stabilitatea operationala a preparatelor din TvL imobilizate pe nanoparticule
magnetice functionalizate cu 3-NH,-PrTEOS
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Rezultatele obtinute in timpul evaluarii stabilitatii operationale au indicat o
scadere semnificativa a activitatii dupa primul ciclu de reactie pentru toate preparatele
imobilizate obtinute prin formare de baze Schiff, probabil din cauza instabilitatii
legaturii iminice la pH-ul usor acid de 5. In consecintd, s-a realizat o reducere a acestei
dublei legaturi prin utilizarea ca agent de reducere a NaBH4. Pe aceasta cale, bazele
Schiff sunt convertite in grupari amino secundare [351].
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Figura 79 Stabilitatea operationald a preparatelor din TvL imobilizate pe
microparticule magnetice functionalizate cu 3-NH>-PrTMOS fara treapta de reducere
si dupa reducere cu NaBH4; 2,6-DMP a fost utilizat ca substrat.

Rezultatele arata ca dupa 5 cicluri de reactie consecutive (Figura 79) peste
80% din activitatea initiala a fost recuperata pentru preparatele obtinute prin reducere
cu borohidrura de sodiu. Aceasta valoare este mai mare decat reutilizabilitatea
raportatd recent de Wang si colab. pentru aceeasi lacaza imobilizatad pe un biosuport
modificat din paie de orez (aproximativ 50% dupa 5 cicluri) si comparabild cu alte
rapoarte [352]. Considerand lacaza imobilizata pe acelasi tip de suport, stabilitatea
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operationala a fost cu cel putin 20% mai mica fara treapta de reducere. Prin urmare,
biocatalizatorul magnetic obtinut prin reducerea cu borohidrurd a fost utilizat n
continuare pentru caracterizarea fizica si studiul oxidarii glicerolului.

2.6.9 Caracterizarea lacazelor imobilizate

Compozitile chimice in zona de suprafatd ale celui mai performant
biocatalizator, TVL@MG-Zn2, au fost investigate in urma imobilizarii si reducerii cu
NaBH4 dupa o singura utilizare si dupa 5 reutilizari, prin spectroscopie fotoelectronica
cu raze X (XPS). Suportul initial de imobilizare nainte de functionalizare, MG-Zn2, cat
si 0 proba de ferita magnetica Nig.7Zno.3Fe>04, au fost folosite ca referintd. Spectrele
XPS ale particulei magnetice si ale enzimei imobilizate pe particule magnetice sunt
prezentate in Figura 80.
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Figura 80 Spectrele suprapuse XPS ale particulei magnetice MG-Zn2 (negru), lacazei
imobilizate dupa o singura utilizare TVL@MG-Zn2 (albastru) si lacazei imobilizate dupa
5 reutilizari TVL@MG-Zn2-RT (rosu).

Pentru determinarea cantitatilor de metal tranzitional, s-au folosit pic-urile de
metal 2p3/2 (Figura 81). In cazul picului 2p32 al fierului, s-a luat in considerare
diviziunea multiplet pe baza metodei descrise anterior [353]. Cantitatile de nichel si
zinc au fost determinate pe baza integrarii regiunilor corespunzatoare. Conform
rezultatelor XPS, compozitia de suprafata a particulelor de feritd este practic identica
cu valoarea proiectata experimental.
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Figura 81 Spectrele Zn 2p, Ni 2p si Fe 2p ale probei MG-Zn2.

Dupa imobilizarea lacazei pe suprafata particulelor magnetice, fierul era inca
detectabil prin analiza XPS intr-o cantitate redusa. Pe suprafata initiala MG-zn2, fierul
a fost prezent in 17 % atomice, care in cazul probelor acoperite cu enzima a scazut
la 3 % atomice. Dupa imobilizarea enzimei, nichelul si zincul nu au putut fi detectate
pe suprafetele particulelor. Siliciul din agentul de functionalizare NH2-TMOS sau NH»-
TEOS nu a putut fi detectat nici pe suprafetele TvL@MG-Zn2 si nici pe TvVL@MG-Zn2-
RT prin intermediul XPS. Prezenta Na si P (12,1% si respectiv 5,5%) pe suprafetele
probei acoperite cu enzima a fost si poate fi atribuita solutiei tampon utilizate pentru
reactii si etapelor de spalare.

In cazul probei de MG-Zn2, oxigenul de pe suprafata a fost gasit sub forma
de oxid (BE 529,7 eV) si hidroxid (BE 531,204 eV) (Figura 82). Prezenta gruparilor
hidroxil este avantajoasa, deoarece acestea activeaza suprafata si favorizeaza
aderenta acoperirii. In proba TVL@MG-Zn2, deplasarea chimica a oxigenului se refera
la forma originald de oxid si, in plus, la gruparile carbonil (BE ~ 530,4 eV) si hidroxil
(BE = 532,0 eV) ale fragmentului de enzima imobilizat. In proba TVL@MG-Zn2-RT,
dupa mai multe utilizari ale MP-urilor acoperite cu enzima in reactii catalitice, compusii
carboxilici au aparut in proba cu o deplasare chimica crescuta a liniei O 1s (BE = 533,0
evV).
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Figura 82 Spectrele Oxigen 1s ale probelor MG-Zn2 (A), TvL@MG-Zn2 (B) si
TvL@MG-Zn2-RT (C)

Aceeasi tendinta poate fi observata si din spectrele carbonului 1 (Figura 83).
in proba de MG-Zn2, numai hidrocarburile contaminante apar pe spectrul C 1s. in
TvL@MG-Zn2, sunt prezente si doua varfuri de carbon oxidat care pot fi atribuite ca
grupari carbonil (BE = 287,3 eV) si hidroxil (BE = 285,5 eV) ale enzimei. in TvL@MG-
Zn2-RT, se poate observa si carbonul cu deplasare chimica mare (se poate presupune
ca este vorba de grupdri carboxil). )
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Figura 83 Spectrele Carbon 1s ale probelor MG-Zn2 (A), TvVL@MG-Zn2 (B) si TvVL@MG-
Zn2-RT (C)

Pe suprafata probelor de enzime imobilizate, azotul poate fi gasit in proportie
de 3 pana la 6 % atomice, ceea ce se datoreaza continutului de azot al enzimei.
Spectrele de azot 1s ale probelor acoperite cu enzima sunt prezentate in Figura 84.
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Figura 84 Spectrele de azot 1s ale probelor TVL@MG-Zn2 (A) si TvVL@MG-Zn2-RT (B).

Grosimea stratului de enzima pe suprafata pentru probele TVL@MG-Zn2 (A)
si TVL@MG-Zn2-RT a fost calculatd folosind software-ul XPS Multiquant. Metoda
Tanuma-Powell-Penn si modelul straturi pe sfera a oferit cea mai buna concordanta
cu datele experimentale. Presupunand acoperirea completa a suprafetei, grosimea
stratului de enzima poate fi estimata la 3-4 nm.

Imaginile SEM ale MG-Zn corespunzdtoare particulelor magnetice inainte
(Figura 85A) si dupa imobilizarea TvL (Figura 85B) cét si cele obtinute dupa utilizarea
TVvL@MG-Zn2-RT in 5 cicluri de reactie, indicd o morfologie similaré a particulelor.
Schimbari prea mari nu erau de asteptat, deoarece stratul de lacaza gros de doar
cativa nanometri evaluat din calculele XPS nu afecteaza microstructura particulelor.
Cu toate acestea, o concluzie importantd este ca utilizarea pe termen lung a
biocatalizatorului, in cicluri repetate de reactie (Figura 85C), nu a afectat morfologia
suprafetei, prin urmare stabilitatea fizica este ridicata si reprezinta fundamentul unei
bune stabilitati operationale.

B

Figura 85 Imaginile SEM ale suportului MG-Zn finainte de imobilizare (A), dupa
imobilizarea TvL pe particule magnetice MG-Zn2 folosind 3NH2-TMOS si NaBH4
(TvVL@MG-2Zn2) (B) si dupa 5 reutilizéri ale TvVL@MG -Zn2-RT (C), la 10000x
magnitudine.
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2.6.10 Oxidarea glicerolului folosind lacazele imobilizate

Pentru reactia de oxidare a glicerolului au fost utilizate cele mai eficiente
preparate de lacaza TvL imobilizate pe suportul magnetic de ferita Ni-Zn (TvL@MG-
Zn2), respectiv pe rasina metacrilica cu grupare epoxi-butil. Reactiile au fost efectuate
la 50°C conform metodei descrise in sectiunea experimentald, folosind TEMPO ca
initiator. R

Rezultatele (Figura 86) arata cresterea conversiei in primele 72 de ore. In
comparatie cu enzima nativa, la cea imobilizata se constata o scadere a eficientei
biocatalizatorului, care se poate datora accesului limitat la substrat la situsul catalitic
al enzimei din cauza legaturii covalente sau din cauza unei posibile instabilitati termice
pe termen lung a preparatelor.
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Figura 86 Concentratiile glicerolului, gliceraldehidei si acidului gliceric in timp, la
oxidarea glicerolului in prezenta lacazei din T. versicolor imobilizate pe suport
magnetic de ferita Ni-Zn (TVL@MG-2Zn2) (A) si pe rasina metacrilica functionalizata
cu grupari epoxi-butil (RS-EPX-Butil) (B), la 50°C, utilizdnd 20 mg mL! enzima
imobilizata.

Selectivitatea enzimei fata de acidul gliceric ca produs principal de oxidare nu
se modifica in urma procesului de imobilizare, in comparatie cu lacaza nativa (Figura
69), insa biocatalizatorul imobilizat beneficiazd de toate avantajele binecunoscute, in
special posibilitatea de reutilizare. In Tabelul 23 este prezentata o comparatie a
principalelor rezultate raportate anterior pentru oxidarea glicerolului catalizata de
lacaze imobilizate covalent, comparativ cu rezultatele obtinute in acest studiu. Desi o
conversie de 50% nu pare un randament foarte mare, ea reprezinta un rezultat
excelent in comparatie cu alte raportari si avand in vedere multitudinea de produsi de
oxidare posibili, deschizdnd calea pentru Tmbunatatirea ulterioara si extinderea
procesului.

Tabelul 23 Comparatia conversiilor glicerolului in acid gliceric, raportate in literatura
si in lucrarea de fatd, prin oxidare catalizata de lacaze imobilizate covalent si folosind
TEMPO ca initiator, in diferite conditii experimentale, la timp de reactie de 24 de ore

Conditii Conversia
Lacazd Suport oxidare [%] Referinta
pH/ T[°C]
Aspergillus FAU/Cu*2/APTMS/GA 4.5/ 25 <2 [354]
sp. FAU/Cu*2/APTMS/GA 4.5/ 25 <5 [354]
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P. ostreatus Alumina 4.5/ 25 10 [335]
T. hirsuta
Alumina 4.5/ 25 8 _[355]
< A In acest
T versicolor Rasina metacrilica 4/50 39 ~studiu
. . In acest
Suporturi magnetice 6.5/50 51 studiu

Conversia biocatalitica eficienta a glicerolului in acid gliceric este dificild, datorita
caii de reactie complexe si a diferitilor produsi secundari de oxidare care pot fi de
asemenea sintetizati, precum si datoritd celor doi enantiomeri ai acidului gliceric.
Dupa cum se arata in Tabelul 23, prin utilizarea unor lacaze imobilizate covalent de
diferite proveniente au fost obtinute randamente de numai pana la 10%, in timp ce
folosind lacaza din T. versicolor legata covalent s-a ajuns la un randament mai mare,
39% [308]. Rezultatele noastre demonstreaza ca prin selectarea adecvata a
suporturilor si parametrilor de imobilizare randamentul de acid gliceric poate fi crescut
pana la 50%, iar biocatalizatorul isi pastreaza activitatea si selectivitatea pe mai multe
cicluri de reactie discontinue. Acidul gliceric este un dihidroxiacid cu aplicatii foarte
promitdtoare, de ex. ca monomer bioplastic [356]. Desi poate fi obtinut si prin
fermentatie microbiana [357], oxidarea biocatalitica ar putea reprezenta o alternativa
mai buna datoritd randamentelor mai mari care pot fi obtinute si evitarii eventualelor
dezavantaje ale unui proces de fermentatie.

Acidul gliceric are o serie de utilizari foarte promitatoare, atat in forma racemica
cat si ca enantiomeri puri. Majoritatea aplicatiilor, de ex. ca monomer bioplastic [356]
sau materie prima pentru surfactantii verzi, cum ar fi monoacil gliceridele [358], diacil
gliceridele [359] si alti compusi functionali inruditi [360] au fost indicate pentru acidul
D-gliceric, probabil datorita sintezei preferentiale a acestui enantiomer prin
fermentatie microbiana [357]. Conversia microbiana a glicerolului in acid gliceric a
condus la acid (R)-2,3-dihidroxipropanoic (acid D-gliceric) cu excese enantiomerice
intre 70-99%, in functie de tulpina microbiana utilizata [361]. Productia de acid L-
gliceric, un intermediar important pentru sinteza de L-hexoze enantiomeric pure, a
fost realizata prin degradarea microbiana enantiospecifica a acidului D-gliceric dintr-
un amestec racemic [362]. Chiar daca procesul de oxidare enzimaticad nu este
enantioselectiv, majoritatea acestor aplicatii, cum ar fi pentru agenti tensioactivi sau
monomeri bioplastici, nu necesita utilizarea unui anumit enantiomer si pot fi realizate
si cu acid D,L-gliceric. Prin urmare, oxidarea biocatalitica poate reprezenta o
alternativa durabild datorita randamentelor mari care pot fi atinse si avantajului de a
evita posibilele dezavantaje ale unui proces de fermentatie, de exemplu,
productivitatea limitata si procesul de prelucrare mai dificil.

2.6.11 Stabilitatea operationala a lacazei TVL@MG-Zn2 imobilizate in
cicluri repetitive de oxidare a glicerolului

Performantele biocatalizatorului selectat au fost evaluate in mai multe cicluri
de reactie pentru oxidarea glicerolului. Fiecare ciclu de reactie a fost efectuat timp de
72 de ore si rezultatele sunt prezentate in Figura 87 ca procentaj fata de valoarea
initiala. Dupd 5 cicluri de reactie a fost regdsitda aproximativ 46% din activitatea
initiald. Scaderea activitatii poate fi atribuitd duratei lungi de incubare a
biocatalizatorului in timpul fiecarui ciclu de reactie.
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Figura 87 Stabilitatea operationald a lacazei din Trametes versicolor imobilizata pe
suport magnetic de ferita Ni-Zn functionalizata cu 3-NH2-PrTMOS (TVvL@MG-Zn2) si
redusa cu NaBHa, in reactia de oxidare aglicerolului
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2.7. Evaluarea enantioselectivitatii lipazei din Ps. stutzeri
pentru rezolutia cinetica a wunui cetoalcool secundar
heterociclic

Datorita importantei lor in sinteza unor precursori cu activitate antitumorala,
separarea enantiomerilor derivatilor de 2,2’-furoin prezinta un interes ridicat. Pana in
prezent lipazele si-au dovedit superioritatea in rezolvarea diversilor racemati.

2.7.1 Optimizarea metodei de analiza a 2,2'-furoinului prin
cromatografie chirala de lichide de inalta performanta.

Pentru analiza 2,2'-furoinului si al derivatilor acestuia a fost necesara
optimizarea metodei de analiza prin cromatografie de lichide chirala. In acest sens au
fost testate doua coloane chirale (Tabelul 24) pe baza de amiloza substituita
recomandate de producatori pentru separarea compusilor chirali.

Tabelul 24 Faze stationare chirale utilizate pentru separarea enantiomerilor
derivatilor de furoin

Tipul Coloanei Tipul zaharului Structura substituentului R

grefat pe silice

Chiralpak IA OR CH
3
Tris(3,5-
Dimetilfenilcarbamat) M HQ
amiloza RO OR O7n R= g\
(@] CH

3

Phenomenex Lux® 5pm

- OR
i-Amylose-3 R= o H CH
= 3
Tris(3-cloro-5- o \"/
metilphenilcarbamat) o]
RO OR OTn
Cl

amiloza

in prima etapd a fost testatd coloana Chiralpak IA si faza mobild acetonitril.
Din Figura 88 se poate observa prezenta a doua peak-uri la aproximativ tri= 7,2 min
si tra= 7,9 min, dar rezolutia a fost considerata nesatisfacatoare.
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Figura 88 Cromatograma obtinuta in urma analizei 2,2’-furoinului utilizand coloana
Chiralpak IA si acetonitril ca faza mobila, debit 0,5 ml/min

A doua coloana testata a fost Phenomenex Lux® 5um i-Amylose-3, iar
cromatograma rezultatd este prezentata in Figura 89. Se poate observa prezenta a
doua picuri cromatografice individuale la tr1=7,65 min si tz=8,80 min, bine separate.

(R EOEC_ 007 smaml 21T DATA [asco TV-WIS])

mf L] RT [rmin]
0 1 2 3 4 5 [} 7 8 g 10 1 12 13 14 15

Figura 89 Cromatograma obtinutd in urma analizei 2,2’-furoinului utilizand coloana
Phenomenex Lux® 5um i-Amylose-3 si acetonitril ca faza mobila debit 0,5 ml/min.

Pe baza rezulatelor obtinute separarea celor 2 enantiomeri ai 2,2 -furoinului
a fost favorizata cand s-a utilizat coloana Phenomenex Lux® 5um i-Amylose-3. Drept
consecinta, in studiile ulterioare analizele cromatografice a 2,2’-furoinului si a
derivatilor acestuia s-au realizat in urmatoarele conditii: coloana Phenomenex Lux®
5um i-Amylose-3, debit 0,5 ml/min, temperatura 25°C, solvent acetonitril.
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2.7.2 Influenta mediului de reactie asupra reactiei de acilare
enantioselectiva

Deoarece este cunoscut faptul cd mediul de reactie poate influenta
semnificativ reactiile enzimatice, a fost determinata initial solubilitatea 2,2’-furoinului
in 10 solventi organici cu valori diferite ale polaritatii, exprimate prin coeficientul de
partitie log P in care lipazele prezinta activitate de esterificare si transesterificare,
conform datelor de literatura. Testele de solubilitate s-au efectuat in tuburi de reactie
Eppendorf de 2 m, cu 20 mg 2,2’-furoin si 1000 pL solvent. Probele au fost incubate
2h la 50°C, 1000 rpm, iar evaluarea solubilitatii s-a realizat vizual. Rezultatele
obtinute sunt prezentate in Tabelul 25.

Tabelul 25 Solubilitatea 2,2'-furoinului (20 mg mL™?) in diferiti solventi organici

ch';'_ Solvent Solubilitate Log P *[88]
1.  Acetonitril +++ -0,33
2. Tetrahidrofuran +++ 0,22
3. 2-Metil-tetrahidrofuran +++ 1,08
4, Acetona +++ -0,23
5. t-Butanol - 0,35
6. Metil-tert-butileter - 1.06
7. Diisopropileter - 1.52
8. Toluen - 2,11
9. Ciclohexan - 3,44
10. n-Hexan - 4,11

Reactiile de acilare selectiva s-au realizat la 50°C, 1000 rpm timp de 24h in
cei 4 solventi in care 2,2'-furoinul a fost solubil, respectiv acetonitril, tetrahidrofuran,
2-metil-tetrahidrofuran (2-MeTHF) si acetona.

Schema de reactie propusa si studiata in cadrul acestei lucrari este prezentata in
Figura 90.

ﬂ\_ e (R)-1,2-di(furan-2-il)-2-hidroxietan-1-ona

Acetat de vinil TRy o

(R,S) .
1,2-di(furan-2-il)-2-hidroxietan- 1-ona (8)-1,2-di(furan-2-il)-2-oxoetil acetat

acetaldelnda

Figura 90 Schema de acilare enantioselectiva a 2,2'-furoinului (1,2-di(furan-2-il)-2-
hidroxietan-1-ond) cu acetat de vinil catalizata de lipaze.
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Cromatogramele suprapuse ale amestecurilor de reactie obtinute in cei 4
solventi (Figura 91) au indicat o enantioselectivitate superioara in cazul 2-MeTHF in
comparatie cu ceilalti 3 solventi testati.

RT min]
54 55 58 6 62 64 66 68 7 72 714 76 78 8 82 84 66 88 9 92 94 96 98

Figura 91 Cromatogramele amestecurilor de reactie obtinute in diferiti solventi:
.Tetrahidrofuran, -Acetonitril, .Acetoné, | 2-Metil Tetrahidrofuran

Au fost calculate si conversiile dupa 24h de reactie, care sunt prezentate in
Figura 92. Se poate observa ca cea mai ridicata conversie a fost obtinuta la utilizarea
ca mediu de reactie a 2-metil tetrahidrofuranului, urmat de acetonitril. Luand in
considerare aceste rezultate, in studiile ulterioare ca mediu de reactie a fost utilizat
2-metil-tetrahidrofuranul.

60 -
50 A I
40 A

30 A

20 | [
B =
0

THF Acetonitril Acetona 2-Methyl THF

Conversia[%]

Figura 92 Influenta mediului de reactie asupra conversiei in reactia de acilare a 2,2" -
furoinului cu acetat de vinil
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2.7.2 Studiul reactiei de acilare in timp utilizand lipaza din Ps. stuzeri
nativa

in rezolutia cinetica enzimatica viteza de reactie cu care sunt transformati cei
doi enantiomeri este diferitd, iar pentru lipazele (R)-selective enantiomerul (R)
reactioneaza mai rapid, urmat de o transformare lentd sau in cazurile ideale
netransformarea enantiomerului S-a studiat evolutia in timp a reactiei de acilare a
2,2'-furoinului in intervalul de timp 2-24 h, iar valorile calculate pentru conversie si
excesul enantiomeric al substratului netransformat ees sunt reprezentate in Figura
93. Rezultatele indica o crestere mai accelerata a conversiei pana la 40% in primele
4h de reactie, urmata de o crestere mult mai lenta in continuare, dupa 24 de ore fiind
atinsa o conversie de 49,04% (apropiata de cea de 50%, maxim posibila teoretic intr-
un proces de rezolutie cinetica obisnuitd), asociata cu un exces enantiomeric ridicat,
de 96,23 %.

60 - - 120

50 - e [ 100
< 40 - x - - 80
5 S bt i <
D 30 - _- - 60 =
2" | -
3 20 - - 40

10 A - 20

0 0

2 4 6 8 24
Timp [h]

Figura 93 Influenta timpului de reactie asupra conversiei si excesului enantiomeric in
reactia de acilare a 2,2 -furoinului in prezenta lipazei native din Ps. stuzeri

2.7.3 Influenta naturii si imobilizarii biocatalizatorului asupra
reactiei de acilare enantioselectiva

Scopul acestui studiu a fost de a selecta lipaza nativa/imobilizatéd cea mai
eficienta pentru acilarea enentioselectiva a 2,2'-furoinului. Conform rezultatelor
raportate in literatura de specialitate pentru separarea enantioselectiva a alcoolilor
secundari cu diferiti heterociclii iTn molecula, lipazele din Candida antarctica [363]
[364] s-au dovedit foarte eficiente, valorile ee depdsind 99%. Cu toate acestea, in
cazul 2,2'-furoinului lipaza din Pseudomonas stuzeri nativa s-a dovedit mai eficienta
[318]. Avand la baza aceste rezultate si prezumtia ca prin imobilizare activitatea si
selectivitatea se pot modifica, pentru selectia biocatalizatorului cel mai eficient au fost
investigate ambele aceste lipaze, lipaza din Candida antarctica B si lipaza din
Pseudomonas stuzeri, care au fost imobilizate prin entrapare in matrici de sol-gel
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conform metodei 3.22 utilizand amestecuri binare sau ternare de silani precursori.
Reactiile au fost efectuate conform metodei prezentate in sectiunea 3.24 iar valorile
conversiilor, continutului de enantiomer R si S, cat si a excesului enantiomeric au fost
determinate pe baza analizelor HPLC.

In cazul lipazei din Candida antarctica B, au fost testate enzima nativa si doua
preparate imobilizate, preparatul comercial Novozyme 435 si un preparat obtinut prin
entrapare in sol-gel combinat cu adsorbtie utilizdnd un sistem binari de silani
OCcTMOS:TMOS si Celita 545. Valorile conversiilor au fost mai mici de 1% pentru
enzima nativa si pentru preparatul obtinut prin entrapare in matrici de sol-gel (Tabelul
26), in timp ce Novozyme 435 (Tabelul 26) s-a dovedit mai eficient, indicand pentru
aceasta reactie o superioritate a metodei de imobilizare prin adsorbtie pe rasina
metacrilicda comparativ cu entraparea in sol-gel, dar conversia nu a depasit valoarea
de 40%.

A doua lipaza studiatda a fost cea din Pseudomonas stutzeri, sub forma
imobilizata in matrici de sol-gel. Au fost testate 5 preparate obtinute prin entrapare
in sol gel in Laboratorul de Biocataliza din Timisoara, utilizand diferiti silani precursori
in diferite rapoarte molare, iar rezultatele sunt prezentate in Tabelul 26. Cele mai
eficiente preparate enzimatice, care au dus la conversii mai mari de 49% si exces
enatiomeric eeP >95% s-au obtinut in cazul preparatelor 5PS si 15 PS. In cazul
preparatului 5 PS cand s-a utilizat pentru imobilizare un silan cu grupari epoxidice in
sistem binar cu TMOS, valorile conversiei si ale eep au fost usor mai ridicate, dar totusi
comparabile cu preparatul obtinut prin utilizarea unui sistem ternar de silani. Dintre
preparatele obtinute cu amestecuri binare de silani (Tabelul 26), preparatul in care s-
au utilizat silanii TMOS in combinatie cu silanul OcTMOS s-a dovedit superior
preparatului in care s-a utilizat silanul PrTMOS.

Tabelul 26 Influenta biocatalizatorului asupra reactiei de acilare a 2,2 -furoinului cu
acetat de vinil in 2-metil tetrahidrofuran la 50°C, 1000 rpm, 24h.

Nr. Metoda Conver
crt Enzima imobilizare  Suport Raport sie S R eeP
[%] [%] [%0] [%]
1. GF -
CalB nativa - 0.16 18.07 81.93 0.00
2. OcT™M 1:1
0S:T™M
3GF 0S +
entrapare Celita 0.15 12.03 87.97 0.15
3. Rasina -
N435 metacr
adsorbtie ilica 26.14 32.24 67.76 35.52
4, Ps. -
Stutzeri  nativa - 49.50 99.01 0.99 98.01
5. OcT™M 1:1
0S:T™™
1PS 0S+C
entrapare elita 19.50 92.90 7.10 85.81
6. OcT™M 1:1
10PS 0S:T™M
entrapare oS 30.94 27.04 72.96 45.92
7. 3GOPr 1:1
5PS TMOS:
entrapare TMOS 49.90 0.19 99.81 99.61
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8. PrTMO 1:1
8PS S:TMO
entrapare S 5.30 80.43 19.57 60.87
9. PhTMO 1.6
S:VTM 4:
15PS 0S:T™M
entrapare 0S 49.14 1.70 98.30 96.61

2.7.4 Studiul reutilizarii preparatului imobilizat 5PS in reactia de
acilare

Principalul scop al imobilizarii enzimelor este acela de a obtine preparate care
sa poata fi separate cu usurinta din amestecurile de reactie si reutilizate, reducandu-
se astfel costurile mai ales in procesele continue.

In cadrul acestui studiu s-a urmarit stabilitatea operationald a preparatului
5PS imobilizat cu lipaza de Ps. stutzeri in cicluri repetate de utilizare in regim
discontinuu n reactia de acilare a 2,2'-furoinului. Dupa fiecare reutilizare preparatul
a fost recuperat prin centrifugare si spalat (2-metil tetrahidrofuran). Conversia
substratului si excesul enantiomeric au fost determinate pe baza analizelor HPLC si
calculate conform ecuatiei prezentate in sectiunea 3.25 (Tabelul 26).

Rezultatele prezentate in Figura 94 indica faptul ca dupa prima utilizare apare
o scadere mai pronuntata a activitatii preparatului enzimatic, dar dupa ciclul al doilea
de reactie activitatea a scdazut mai putin. Dupa cele 5 cicluri de reactie 43% din
activitatea initiald, exprimata prin valoarea conversiei, a fost regasita. In comparatie
cu alte preparate care au fost testate pe substraturi mai accesibile pentru lipaze,
stabilitatea operationala in cicluri succesive de reactie a preparatului considerat este
destul de modestd, dar in studiile ulterioare se vor lua in considerare si alte strategii
pentru cresterea stabilitatii operationale (de ex. utilizarea unor aditivi specifici la
imobilizare sau includerea unei etape de rehidratare a preparatului enzimatic).
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Cicluri reactie

Figura 94 Studiul reutilizarii preparatului imobilizat de Ps. stutzeri in reactia de
acilare enantioselectiva a 2,2 -furoinului

BUPT



3 Partea experimentala

3.1. Materiale

Lacazele din Trametes versicolor, Myceliophthora thermophila (exprimat in
Aspergillus sp. Novozyme 51003), Rhus vernicifera, Agaricus bisporus, lipaza din
Candida antarctica B imobilizatd pe rasina acrilicd (Novozyme 435), albumina serica
de bovina, glicerol, (2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-il) oxil (TEMPO) 98% , acid 3-
hidroxiantranilic 97%, 1-hidroxibenzotriazol 97%, N-hidroxiftalimida 97%, acid boric,
acid citric, fosfat trisodic, fosfat disodic, fosfat monosodic, acetat de sodiu anhidru si
25% solutie de glutaraldehida, [OmimBF4], fluorura de sodiu, alcool izopropilic
99,7%, au fost achizitionate de la Sigma Aldrich, Germania. Reactiv Bradford, 2,6-
dimetilfenol (DMP), acid violuric monohidrat, tetrametoxisilan [TMOS] 98%,
octiltrimetoxisilan [OcTMOS], si propiltrimetoxisilan [PrTMOS] au fost furnizati de Alfa
Aesar (Karlsruhe, Germania). 3-Aminopropil-trimetoxisilan, 3-aminopropil-
trietoxisilan si 3-glicidoxipropil-trimetoxisilan [3GOPrTMOS] au fost cumparate de la
Gelest (Morrisville, PA, SUA). Metanol, etanol, propanol, izopropanol, acid acetic, acid
tartronic, acid glicolic, acetat de etil, acid acetic glacial, acid sulfuric, piridina 99%,
2,2'-furoin si acetat de vinil, acetona, acetonitril, tetrahidrofuran, 2-metil
tetrahidrofuran, viniltrimetoxisilan [VTMOS], feniltrimetoxisilan (PhTMOS) 99%,
solutie tampon TRIS-HCI tris-(hidroximetil)-aminoetan, n-hexan, acidul ricinoleic
(RCA) si acidul 5-hidroximetil-2-furoic (HFA) au fost achizitionate de la Merck,
Germania.

Suporturile de tip Epoxi/butil/metacrilat, abreviat ca RS-EPX-Butil (Lifetech™
ECR8285), epoxi/metacrilat, abreviat ca RS-EPX (Lifetech™ ECR8204F) si Amino C2
Metacrilat, abreviat ca RS-Amino (Lifetech™ ECR8309F), cu dimensiuni ale
particulelor in intervalul 250-1000 um, au fost donate cu amabilitate de Purolite Life
Sciences Ltd. (Llantrisant, Marea Britanie). Feritele mixte de tip Ni-Zn si Ni-Co-Zn
utilizate ca suporturi pentru imobilizarea covalenta a lacazelor au fost obtinute in
cadrul Institute of Materials and Environmental Chemistry, Research Centre for
Natural Sciences din Budapesta (Ungaria). Lipaza din Candida antarctica B nativa si
imobilizata (GenoFocus, Republica Coreea) si lipaza TL din Pseudomonas stutzeri
(Meito-Sangyo, Japonia) au fost donate de companiile producatoare.

Alcoolul izopropilic 99,7% cét si o serie de solventi si reactivi de uz comun au
provenit de la Chimopar (Bucuresti, Romania) si au fost de puritate analitica, iar uleiul
de ricin a provenit de la Herbavit (Romania)

3.2. Polimerizare fara solventi

S-au omogenizat 20 mg HFA si 42 mg RCA, apoi s-au adaugat 50 U/mmol
substrat de lipaza nativd/imobilizatd. Reactiile au fost efectuate in tuburi Eppendorf
de 2 ml, in intervalul de temperatura 40-80°C la 1000 rpm, folosind un agitator de
incalzire de tip Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg, Germania).
La sfarsitul timpului de reactie prevazut, probele au fost dizolvate in 3 ml
tetrahidrofuran si enzima imobilizata a fost indepartata prin filtrare. Produsul a fost
obtinut prin evaporarea solventului si uscare peste noapte sub vid la 60°C.

BUPT



131

3.3. Sinteza enzimatica a copolimerilor in reactie de tip
cascada

Sinteza copolimerilor intr-un sistem de tip cascada a fost efectuata initial
folosind ulei de ricin si HFA ca materii prime, in raport molar de 5:1 ulei:HFA, in
prezenta lipazei native din Pseudomonas stutzeri. O cantitate corespunzatoare de apa
a fost adaugata in sistemul de reactie la un raport molar final apa:triricinoleina 1,2:1,
pentru a facilita hidroliza triricinoleinei in etapa initiald a reactiei. Reactiile au fost
efectuate la 50°C intr-un balon cu fund rotund conectat la un evaporator rotativ
(Heidolph Laborota 4000 Efficient, Germania), timp de 3 ore la presiunea atmosferica,
dupa care presiunea a fost scazuta la 100 mbar si mentinuta la un timp total de reactie
de 48 h. La sfarsitul reactiei, amestecul a fost extras de 3 ori cu tetrahidrofuran, iar
enzima a fost separata prin filtrare. Pentru a indeparta solventul, amestecul a fost
|dsat 48 de ore la 30°C, intr-un cuptor cu vid.

Optimizarea procesului prin proiectare experimentala a fost realizata folosind
aceeasi metodologie de sinteza. Produsii rezultati au fost analizati prin cromatografie
cu permeatie pe gel si prin spectrometrie de masa MALDI-TOF.

3.4. Analiza structurala a produsilor de reactie

Produsii de reactie au fost analizati prin spectrometrie de masa MALDI-TOF,
realizata cu un spectrometru de masa Bruker Autoflex Speed (Bruker Daltonik GmbH,
Bremen, Germania), echipat cu un analizor de masa cu time-of-flight (TOF) asa cum
a fost descris de Todea si colab [99]. In toate cazurile s-au aplicat 21 kV si 9,55 kV
ca tensiune reflectorului 1 si respectiv tensiunea reflectorului 2. Matricea utilizata a
fost trans-2-[3-(4-t-butil-fenil)-2-metil-2-propeniliden] malononitril (DCTB) si
trifluoracetat de sodiu pentru probele obtinute pornind de la RCA si HFA si reactiv de
ionizare trifluoracetat de sodiu (NaTFA) pentru probele derivate din sistemul in
cascada. Calibrarea sistemului a fost realizata cu solutii de polietilen glicol (PEG) de
600, 1000 si 2000 Da. S-au amestecat 10 pL de proba (10 mg/mL) cu 10 pL de solutie
DCTB (40 mg/mL) si 3 pL de solutie NaTFA (5 mg/mL). Aproximativ 1 pL din acest
amestec a fost depus pe proba si spectrele MS au fost obtinute in modul ion pozitiv.
Spectrele MS au fost procesate si evaluate, folosind pachetele software FlexControl si
FlexAnalysis de la Bruker (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germania).

Spectrele in infrarosu cu transformata Fourier (ATR FT-IR) au fost inregistrate
utilizand un spectrometru Bruker Vertex 70 (Bruker Daltonik GmbH, Germania)
echipat cu un ATR cu platina, Bruker Diamond Type A225 / Q.I. Au fost efectuate 128
de scanari in intervalul 4000-400 cm-1, cu o rezolutie de 4 cm-1.

Spectrele RMN au fost inregistrate pe un spectrometru BrukerAvance III care
functioneaza la 500 MHz (1H) si 125 MHz (13C). Probele au fost dizolvate in THF-d8,
iar deplasarile chimice d sunt date in ppm, in raport cu TMS.

3.5. Cromatografia cu permeatie pe gel

Amestecurile de reactie au fost analizate folosind un sistem Agilent System
HPLC 1260 INFINITY II (Agilent Technology, Germania) care include o pompa
cuaternara G7111B, un termostat de coloana si un detector de indice de refractie RID
WR G7162A, echipat cu doua coloane HPLC in serie (produse Phenomenex, SUA), o
coloand Phenogel 5 ym 100 A 300 x 7,8 mm (limitd 500-6000 Da) si o coloan3
Phenogel 5 pm 10 A 300 x 7,8 mm (limita 1000-15000 g mol-1). Compusii au fost
eluati folosind tetrahidrofuran ca faza mobild, la un debit de 1 mL/min si 30°C, timpul
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de rulare fiind stabilit la 15 min. OpenLab CDS Workstation Software a fost folosit
pentru vizualizarea cromatogramelor. Masele moleculare medii au fost evaluate
printr-o curba de calibrare trasata folosind standarde de calibrare din polistiren
(Agilent, SUA), in intervalul 580-7600 g mol-t. Conversiile (%) au fost calculate pe
baza curbei de calibrare a HFA.

3.6. Analiza termica

Comportamentul termic al produsilor de reactie sintetizati si al materiilor
prime (ca referinta) a fost caracterizat prin analiza termogravimetrica (TG) si
calorimetrie cu scanare diferentialda (DSC). Masuratorile TG au fost realizate folosind
un sistem de analiza termogravimetrica TG 209 F1 Libra (Netzsch, Germania), in
atmosfera de azot, in intervalul de temperatura 20°C-500°C, cu o viteza de incalzire
de 10K/min. Au fost determinate ulterior temperaturile la 5, 10 si 50% pierdere de
masa (TD5 si TD50). Analizele DSC au fost efectuate folosind calorimetrul de scanare
diferentiald DSC 204 F1 Phoenix (Netzsch, Germania), in atmosfera de azot, in
intervalul de temperatura 25°C-500°C, cu o viteza de incalzire de 10K/min.

3.7. Sinteza oligoesterilor acidului adipic

S-au omogenizat 131 yL DMA si si cantitatea corespunzatoare de dioli pentru
a avea un raport molar final 1:1. Apoi s-au addugat 50 U/mmol substrat lipaza
imobilizata. Reactiile au fost efectuate in baloane cu fund rotund de 10 ml, la 3 valori
ale temperaturii 50, 75 si 80°C la 100 rpm, folosind un rotavapor Heildorph cu sau
fara vid. Dupa 24h, probele au fost dizolvate in 3 mL tetrahidrofuran si enzima
imobilizata a fost indepartata prin filtrare. Produsul a fost obtinut prin evaporarea si
uscare solventului peste noapte sub vid la 40°C.

3.8. Studii de biodegradare

Studiile de biodegradare ale oligoesterilor si materiilor prime au fost efectuate
in conformitate cu masuratorile protocoalelor OCDE 306 si sistemul OxiTop® echipat
cu unitati de masura (sticle brune (510 ml) si unitati de mdsurare cu autoverificare),
o platforma de agitare inductiva si magnetica si agitatoare magnetice. In fiecare sticla
s-a adaugat 327,5 mL de solutie de sare (preparata in conformitate cu OECD 306); 1
mL de DMSO sau proba dizolvata in DMSO si 36,5 mL de apa de mare (inocul) pentru
a ajunge la o concentratie finala de 100 mg/L. Masuratorile BOD au fost efectuate la
21+1 °C. BOD si Dt (biodegradabilitatea) au fost calculate asa cum a fost raportat
anterior de catre Borowicz si colab [365].

3.9. Obtinerea unor organogeluri utilizand solventi organici

O cantitate de oligoesteri/hidroxiacizi grasi (30 mg) si 1 mL de solvent organic
au fost introduse intr-o sticluta de 2 mL. Solutia a fost incalzita in etuva la 70°C, 20
min, timp in care oligoesterul/hidroxiacidul a fost dizolvat. Solutia a fost ulterior racita
la temperatura camerei, iar recipientul a fost inversat pentru a evalua formarea
gelului.

3.10. Prepararea particulelor magnetice

Pulberile policristaline de Nig.4C00.2Zno.4Fe204 (MG-Co), Ni0.5Zn0.5Fe,04 (MG-
Zn1) si Nig.7Zno.3Fe204 (MG-Zn2) au fost preparate printr-un protocol de coprecipitare
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chimica, descris anterior [366]. S-au folosit precursori de calitate analitica ai
Ni(NO3)2-6H20, Zn(NO3),-6H20, Co(NO3)2-6H,0 si Fe(NOs)3-9H,0 pentru sinteza, toti
achizitionati de la VWR International (Radnor, PA.,SUA). Pulberile precipitate au fost
uscate la 105°C si apoi calcinate la 1000°C timp de 2 ore. Dimensiunea pulberilor
obtinute a variat de la 1 la 10 um (datele nu sunt prezentate), asa cum a fost
determinata de analizorul de dimensiunea particulelor cu laser (HORIBA LA 950 A2,
HORIBA Scientific, Japonia).

3.11. Imobilizarea lacazelor

Toate experimentele de imobilizare si biocataliza au fost efectuate cu un
agitator cu fincalzire, Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg,
Germania).

e pe particule magnetice activate

Lacazele din Trametes versicolor si Aspergillus sp. au fost imobilizate prin legarea
covalenta pe particule magnetice, care au fost anterior functionalizate prin utilizarea
3-aminopropil-trimetoxisilan (NH,-TMOS) sau 3-aminopropil-trietoxisilan (NH2-TEQOS)
si activate cu glutaraldehida, asa cum s-a descris anterior [324].

e pe suporturi de polimetacrilat functionalizate cu grupari amino

Lacazele selectate au fost imobilizate prin legarea covalenta pe suporturi
functionalizate amino, utilizand metodologia descrisa anterior [324]. Activarea
suporturilor a fost efectuata utilizdnd 1 ml de solutie de glutaraldehida 5%, urmata
de incubare de 3 ore la 25°C si 1000 rpm. Suporturile activate au fost spalate in
continuare de doua ori cu tampon de cuplare pH 6,00 si s-a adaugat 1 ml de solutie
de lacaza. Imobilizarea a fost efectuata la 25°C si 1000 rpm timp de 24 de ore.
Supernatantul a fost indepartat si enzima imobilizatd a fost spalata de doua ori cu
tampon de cuplare pH 6,00 si o data cu tampon de spalare pH 7,40 (0,01 M Tris Base
care contine 0,15 M NacClI, 0,1% (g/v) albumina serica bovina, 0,001 M EDTA, sare de
sodiu si azida de sodiu 0,1 % (g/v).

e pe suporturi de polimetacrilat functionalizate cu grupari epoxi

1 ml solutie de enzima (0,753 mg ml!) in tampon fosfat 50 mM pH 7 a fost adaugat
la 25 mg rasina epoxi-butil metacrilat, asa cum a fost descris anterior de Todea si
colab. [324]. Amestecul a fost incubat la 1000 rpm, 24 h, la 25°C. Granulele au fost
indepartate din amestec prin filtrare, spdlate (asa cum este descris in sectiunea
anterioard) si apoi pastrate la 4°C pana la utilizare ulterioara.

3.12. Determinarea activitatii pentru enzimele native si
imobilizate

Testele de activitate au fost efectuate folosind 2,6-dimetilfenol (2,6-DMP) ca
substrat [367]. In cuve de 2 mL 250 pL 2,6-DMP 4 mM, 750 pL tampon acetat de
sodiu pH 5, 100 mM si 100 pL solutie de lacaza (Trametes versicolor 1 mg mLt,
Aspergillus sp. 4,5 mg mL-1, Rhus vernicifera 1 mg mL, Agaricus bisporus 1 mg mL-
1) au fost adaugate si incubate la 1000 rpm. O unitate de activitate a enzimei, 1 U
(umol min-t), a fost definita drept cantitatea de enzima care catalizeazd conversia
unui micromol de 2,6-DMP pe minut la pH 5, 25°C. Activitatea specifica (exprimata in
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U g1) a fost calculatad pe baza modificarii densitatii optice ca efect al oxidarii catalizate
de enzime, folosind ecuatia:

Activitatea specificd = (A x 1,000)/(27.5 x Timp x M_enzima) Ugt (1)

unde: A - absorbanta masurata la 469 nm; coeficientul molar de extinctie al 2,6-DMP
- 27,5 [mMt cm] -, timp - timp de reactie [min]; M_enzimd - cantitatea de
biocatalizator utilizata in reactie [g].

Reactia a fost efectuata la pH 5, 25°C, timp de 4 min si in acest interval modificarea
concentratiei DMP a fost liniard, permitand calcularea activitatilor prin ecuatia (1).
Toate experimentele au fost efectuate in trei exemplare.

3.13. Obtinerea modelelor tridimensionale ale lacazelor

Modelele lacazelor au fost realizate utilizand structura cristalina disponibila pe
PDB [3 9] Trametes versicolor (cod pdb 1GYC), asa cum a fost revizuit si de Hakulinen
si Rouvinen [368] si Myceliophthora thermophila (cod pdb 6F5K) folosind o strategie
de construire a omologiei pentru lacazele de la Rhus vernicifera si Agaricus bisporus,
deoarece structurile cristaline ale acestor lacaze nu erau disponibile. Modelele de
omologie au fost generate automat prin utilizarea SWISS-MODEL asa cum a fost
descris anterior de Wang si colab. [369] pentru Agaricus bisporus si prin utilizarea
secventei FASTA raportata de Durante si colab. [370]. Vizualizarile structurii
proteinelor au fost efectuate utilizdnd software-ul PyMol [43]. Reziduurile de lizina de
la suprafata sunt evidentiate folosind sfere verzi.

3.14. Profilurile pH ale enzimelor native si imobilizate

Efectul pH-ului asupra activitatii lacazelor native si imobilizate a fost evaluat in
intervalul de pH 3-8, utilizand o solutie tampon de pH cu gama larga care contine acid
citric, acid boric si fosfat trisodic [371]. Testele de activitate au fost efectuate asa cum
este descris in sectiunile anterioare.

3.15. Profilele de temperatura ale enzimelor native si
imobilizate

Incubarea lacazelor native/imobilizate a fost efectuatd timp de 2 ore in
absenta substratului la diferite temperaturi, in intervalul 30-50°C, urmata de racire
pe gheatd timp de 10 minute. Activitatea rezidualad a enzimelor a fost determinata asa
cum este descris in sectiunea anterioara.

3.16. Reutilizarea lacazelor imobilizate

S-au adaugat 750 pL solutie tampon acetat de sodiu pH 5 100 mM si 250 uL
2 mM solutie 2,6-DMP la 10 mg preparat de enzima imobilizatd. Reactia a fost
efectuata timp de 4 minute la 1000 rpm si 25°C. Probele au fost centrifugate timp de
10 minute la 6000 rpm si 25°C. Aceasta procedura a fost repetata de 5 ori, masurand
absorbanta la 469 nm dupa fiecare ciclu.

3.17. Oxidarea enzimatica a glicerolului

Pentru oxidarea enzimatica a glicerolului, patru lacaze disponibile comercial
din diferite surse microbiene, Trametes versicolor (11114,93 U2,6DMP*mg),
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Aspergillus sp (874,26 U2,6DMP*g-1), Rhus vernicifera (1661,88 U2,6DMP* mg) si
Agaricus bisporus (1494,64 U2,6DMP*mg) au fost testate. Reactiile de oxidare au
fost efectuate folosind 100 mM glicerol, 30 mM TEMPO la pH-ul optim al fiecarei
enzime, 10U/mL enzimd la 25 °C, probele au fost centrifugte la 1000 rpm fiind
colectate dupa 3, 6, 12, 24, 48, 72 si 96 de ore. S-a barbotat suplimentar O in vasul
de reactie la intervale de 24 de ore. Enzimele imobilizate au fost adaugate (50 mg
mL1) la 100 mM glicerol la pH 4 pentru lacaza de la T. versicolor imobilizata pe rasina
metacrilica si la pH 6,5 pentru lacaza de la T. versicolor imobilizata pe particule
magnetice. Reactiile au fost efectuate la 50°C, 1000 rpm pana la 96 ore. Consumul
de glicerol si formarea produselor de reactie au fost observate cu ajutorul
cromatografiei lichida de inaltd performantd, folosind un sistem Agilent HPLC 1260
INFINITY II, echipat cu o pompa cuaternara G7111B, detectoare DAD WR G7116A si
RID WR G7162A si un termostat coloanda (Agilent Technology). , Germania).
Procesarea cromatogramei a fost realizata utilizdnd software-ul OpenLab CDS
Workstation. Conditii de analiz&: coloand HPLC Luna Omega 5 pm Polar C18 100 A
250 x 4,6 mm; faza mobila: apa distilata acidulata cu 0,01% 98% H,S04 (solutia a
fost filtrata si degazata timp de 20 de minute); debit faza mobila: 0,3 ml/min;
temperatura 30°C. Timpi de retentie in conditiile de analiza date: acid mezoxalic (tr=
8,262 min), gliceraldehida (tr= 9,258 min), glicerol (tk= 10,056 min), acid tartronic
(tr= 9,567 min) si acid gliceric (t= 10,686 min) (Figura 68A). Analiza cantitativa a
fost efectuata pe baza curbelor de calibrare pentru toti compusii mentionati.

3.18. Caracterizarea clusterilor magnetici functionalizati prin
spectroscopie de fotoelectroni cu raze X (XPS)

Analizele XPS au fost efectuate pe un instrument Kratos XSAM 800 folosind radiatia
de excitatie Mg Kal,2 (1253,6 eV) in modul de transmisie fix al analizorului la
temperatura camerei. Presiunea camerei de analiza a fost <107 Pa. Spectrele au fost
colectate la energie de trecere de 40 ev. Spectrele au fost corectate de incarcare
folosind la C1s (C-C, C-H) BE setat la 284,5 eV. Spectrele masurate au fost procesate
folosind software-ul Vision Processing. Fondul Shirley si forma Lorentzian-Gauss a
liniilor de fotoemisie (cu 30 % din contributia lorentziana) au fost utilizate pentru date.
Compozitiile la suprafata au fost calculate prin software-ul XPS Multiquant [372].

3.19. Analiza morfologiei suprafetei prin microscopie
electronica de baleiaj

Examinarea morfologiei de suprafata a particulelor uscate s-a realizat folosind un
microscop electronic cu scanare EVO 40 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germania) la o
tensiune de acceleratie de 20 kV. In toate cazurile, au fost dobanditi electroni
secundari (SE), iar distanta de lucru (WD) a fost de 7,5 mm.

3.20. Optimizarea metodei de analiza HPLC chirala a
enantiomerilor 2,2’-furoinului

Pentru analiza HPLC a 2,2'-furoinului s-au testat 2 coloane chirale si diferite
faze mobile formate din acetonitril si alcool, la 272 nm. Componentele sistemului
cromatografic au fost: pompa cuaternara de tip Jasco PU-2089, autosampler de tip
Jasco AS-2055 Plus, detector UV-vis UV-2070 Plus (Jasco Inc., Japonia). Proba, de
concentratie aproximativ 0.2 mg/mL a fost solubilizatd in acetonitril si analizatd in
sistem izocratic.
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Pe baza ariilor determinate in urma analizelor s-a calculat excesul enantiomeric
(%S - %R)

1 1*100
(%S +%R)

conform relatiei: €es% =

Analiza cantitativa si implicit determinarea conversiei substratului si a excesului
enantiomeric a impus trasarea unei drepte de etalonare. In acest sens au fost
preparate 5 solutii in domeniul de concentratie 0,001- 0,01 mg/mL iar probele au fost
analizate prin metoda HPLC anterior optimizata. In Figura 95 sunt prezentate
cromatogramele suprapuse obtinute in urma analizelor standardelor de 2,2 -furoin
care indica si o reproductibilitate superioara a metodei de analiza.

260% 1y IN_FUROIN_O01 Omgimi1 0.DATA [Jasco LV-VIS]
240 IN_FURCIN_0025mami 0.DATA, [Jasco UV-VIS]
. IN_FUROIN_00Smgmi10.DATA [Jasco UV-VIS]
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6 52 64 66 68 7 72 74 76 78 & 82 B4 86 B8 3 92 84 a6 88

Figura 95 Cromatogramele suprapuse ale standardelor de 2,2 -furoin

Pe baza ariilor obtinute pentru fiecare proba a fost trasatda dreapta de etalonare
(Figura 96) iar coeficientul de corelare al dreptei de etalonare R2 obtinut a fost 0.9926,
fiind confirmata astfel liniaritatea acesteia.
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Figura 96 Dreapta de etalonare pentru 2,2'-furoin
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3.22. Imobilizarea lipazelor prin metoda sol-gel

S-a preparat o solutie de lipaza (120 mg/ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0), s-
a lasat la agitare (600 rpm) timp de 30 minute, dupa care solutia rezultatd a fost
centrifugata (la 15°C si 6000 rpm timp de 10 min), iar supernatantul a fost folosit
pentru imobilizare.

Dupa centrifugare, o cantitate de 1 mL din supernatant s-a introdus intr-o
fiola de sticla impreuna cu 200 pL [Omim]BF4, 100 pyL NaF si 200 pL alcool izopropilic.
Amestecul rezultat s-a mentinut 30 minute pe agitatorul magnetic pentru
omogenizare, dupa care s-au introdus precursorii silanici (6 mmoli) in diferite rapoarte
molare, cu mentinerea agitarii pana la gelifiere. Au fost preparate in total 6 preparate
enzimatice.

Gelul obtinut a fost pastrat la temperatura camerei timp de 24 de ore, pentru
o polimerizare completa. Preparatele obtinute au fost mentinute 24 de ore la
temperatura camerei pentru o gelifiere completa si a doua zi s-au spalat cu 7 mL
izopropanol, 5 mL apa, 5 mL izopronanol si 5 mL n-hexan, filtrandu-se pe frita.
Preparatul enzimatic obtinut s-a uscat la temperatura camerei 24 de ore si la etuva
de vid timp de 24 ore.

Pentru determinarea continutului de proteine s-a utilizat reactiv Bradford
preparat folosind Coomassie Brilliant Blue G-250 (BioRad), acid o-fosforic 85%
(Merck), iar pentru obtinerea dreptei de etalonare s-a utilizat albumina serica bovina
(BSA), (Sigma Aldrich).

3.23. Influenta mediului de reactie asupra reactiei de acilare

In reactiile de acilare enatioselectivd mediul de reactie are un efect foarte
important. Au fost testati 4 solventi: acetona, acetonitril, tetrahidrofuran, 2-metil
tetrahidrofuran. Reactiile au fost efectuate utilizdnd o concentratie de substrat de
0,1M, la 50°C, 1000 rpm timp de 24h, utilizand aproximativ 10 mg lipaza nativa
repectiv 40 mg lipaza entrapata in matrici de sol-gel. La sfarsitul reactiei enzima a
fost separata prin centrifugare la 10000 rpm, 5 min iar solventul a fost evaporat la
45°C in etuva cu vid 24h. Pentru analiza probele au fost reconstiutuite in acetonitril
si analizate conform metodei 3.21.

3.24. Studiul reactiei de acilare a 2,2’-furoinului in timp

In cadrul acestui studiu s-a urmarit influenta timpului de reactie asupra
activitatii lipazei native din Pseudomonas stutzeri in reactia de acilare. S-au cantarit
10 mg preparat peste care s-a adaugat 1 mL solutie de 2,2’'-furoin 0,1M si acetat de
vinil 0,3M solubilizate in 2-metil tetrahidrofuran. Reactiile s-au efectuat la 50°C, 1000
rpm, fiind colectate probe dupa 2, 4, 6, 8 si 24h. La finalul reactiei enzima fost
separata prin centrifugare la 10000 rpm, 5 min si separare iar solventul a fost
evaporat la 45°C in etuva cu vid 24h.

3.25. Studiul reutilizarii preparatului enzimatic de lipaza in
reactia de acilare a 2,2’-furoinului

In cadrul acestui studiu s-a urmérit influenta numé&rului de utilizéri asupra
activitatii lipazei entrapate in matrici de sol-gel, utilizand silanii 3GOPrTMOS:TMOS in
raport 1:1(5PS) in reactia de acilare. Pentru aceasta s-au cantarit 40 mg preparat
peste care s-a adaugat 1 mL solutie de 2,2’-furoin 0,1M si acetat de vinil 0,3M
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solubilizate in 2-metil tetrahidrofuran. Reactiile s-au efectuat la 50°C, 24h, 1000 rpm.
Dupa fiecare ciclu de reactie preparatul a fost recuperat prin centrifugare la 10000
rpm, 5 min si separare, urmata de spalare cu 2 mL solutie tetrahidrofuran pana la
indepartarea completa a substratului. Solventul a fost evaporat la 45°C in etuva cu
vid 24h. Pentru analiza probele au fost reconstituite in acetonitril si analizate conform

metodei 3.21.
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4 Concluzii finale si contributii originale

Teza de doctorat contine rezultatele cercetarilor experimentale privind
dezvoltarea unor sisteme enzimatice pentru obtinerea unor bio-oligoesteri sau
monomeri ai acestora, utilizand materii prime regenerabile in diferite combinatii,
urmata de caracterizarea in structurald si termica detaliu a compusilor rezultati si
evaluarea biodegradabilitatii acestora in medii lichide.

In cadrul studiilor incluse in cadrul tezei de doctorat a fost evaluata
capacitatea lipazelor de a utiliza substraturile selectate in diferite combinatii, dar si
utilizarea metodelor de optimizare a reactiilor prin dezvoltarea unui program
experimental factorial.

Atingerea obiectivelor tezei de doctorat prin cercetarile experimentale
realizate a condus la urmatoarele concluzii:

1. Studiul de literatura, prezentat in primul capitol al tezei, a subliniat urmatoarele
aspecte cu privire la dezvoltarea sistemelor biocatalitice pentru obtinerea derivatilor
sustenabili:

- Biopolimerii reprezinta o solutie sustenabild pentru inlocuirea polimerilor
obtinuti din materii prime de origine petroliera.

- La ora actuald existd metode computationale eficiente, cu aplicabilitate in
domeniul biocatalizei.

- Existda o multitudine de materii prime regenerabile care au fost utilizate cu
succes in sinteza enzimatica a poliesterilor.

- Metodele de evaluarea a biodegradabilitatii trebuie atent selectionate.

- Poliolii de tipul glicerolului reprezinta o sursa importanta pentru sinteza pe
cale enzimatica a unor compusi care prezinta interes in cosmetica si industria
farmaceutica.

2. Metodele computationale de dinamica moleculara si andocare au permis evaluarea
stabilitatii a doua lipaze in diverse conditii de temperatura si presiune.

2.1. Studiile de dinamica moleculara au confirmat stabilitatea lipazelor din CalB si Ps.
stuzteri in conditiile de temperatura si presiune testate.

2.2. Rezultatele obtinute in studiile de andocare au confirmat selectivitatea lipazelor
pentru substraturile cu grupari OH primare si secundare si au indicat o selectivitate
mai are a lipazei din Ps. stuzeri pentru substratul furanic.

3. Au fost sintetizati oligoesteri cu diferite functiuni reactive, utilizand ulei de ricin si
un derivat furanic in sistem reactii enzimatice ,one-pot”, folosind o singura lipaza.

3.1. S-a demonstrat posibilitatea utilizarii uleiului de ricin ca substrat pentru lipaza,
in vederea sintezei unor oligoesteri nesaturati cu functiuni heteroaromatice.

3.2. Sustenabilitatea procesului a fost demonstrata de efectuarea reactiilor in mediu
fara solvent, la temperaturi de pana la 80°C.
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3.3. In sistemul ,one-pot” studiat, formarea terpolimerilor cu unititi de acid ricinoleic,
derivat furanic si glicerol reprezintd o posibilitate pentru a creste hidrofilicitatea
produsilor.

3.4. Sistemul de reactie propus are eficienta ridicatd de biotransformare si poate fi
fezabil pentru valorificarea triricinoleinei din uleiurile vegetale.

3.5. Sinteza poli(5-hidroximetil-2-furancarboxilat-co-ricinoleat)-ului in sistem one-
pot a fost demonstrata si optimizata utilizdnd un program experimental factorial
utilizdnd ca materie prima acidul de ricin si lipaza din Pseudomonas stutzeri ca si
biocatalizator. Conditiile optime de reactie au fost temperatura 63°C, raport molar
ulei ricin:HFA 3,3:1, cantitate de enzima 33 U/mmol (substrat total).

3.6. Introducerea unitatilor heterociclice de furan ofera acces la o gama larga de noi
oligomeri cu proprietati originale prin procese simple si eficiente. Analiza structural3,
demonstrarea formarii copolimerului si compozitia acestuia au fost efectuate folosind
tehnici instrumentale moderne, cum ar fi 2D-NMR si MALDI-TOF MS.

3.7. Oligoesterii obtinuti in conditiile optime de reactie au fot testati pentru obtinerea
unor organogeluri in diferiti solventi organici. Organogelurile obtinute in ciclohexan si
heptan au prezentat morfologie neintrerupta cu porozitati de aproximativ 50um.

4. A fost evaluata selectivitatea a doua lipaze imobilizate fata de 15 dioli in reactii de
sinteza a poliesterilor cu unitati de acid adipic. Importanta stiintifica a acestor
rezultate rezida in demonstrarea capacitatii unei lipaze mai putin studiate pentru
reactii de poliesterificare, cat si in posibilitatea de a directiona sinteza unor produsi cu
proprietati bine definite.

4.1. Selectivitatea lipazei din Ps. stuzteri a fost evaluata pentru prima data sistematic
pentru sinteza unor oligoesteri, in diferite conditii de temperatura si medii de reactie.

4.3. Masele moleculare medii ale produsilor au fost determinate prin cromatografie
de excluziune sterica, iar structura produsilor de reactie a fost demonstrata prin
spectroscopie 1H-RMN.

4.4, Utilizarea unui solvent organic verde ca mediu de reactie nu a avut un efect
semnificativ pentru cresterea gradului de polimerizare al produsilor.

4.5. Dintre enzimele testate lipaze din CalB si-a dovedit eficienta in aceasta reactie,
la temperatura selectata de 85°C.

4.6. Stabilitatea termica a oligoesterilor cu cele mai mari mase moleculare medii a
fost studiatad prin termogravimetrie. Dintre cei 8 oligoesteri evaluati, cel mai stabil s-
a dovedit a fi derivatul cu unitati ciclice obtinut pe baza de 1,4-ciclohexandimetanol.

5. A fost evaluatd biodegradabilitatea a 6 oligoesteri sintetizati si caracterizati si a 3
materii prime in mediu lichid de apa dulce si apa sarata prin monitorizarea oxigenului
dizolvat, utilizdnd sisteme de monitorizare OxyTop.

5.1. Pentru toti compusii testati degradabilitatea (Dt) exprimata in procente, dupa 21
de zile a fost mai ridicata in mediul lichid inoculat cu apa sarata.
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5.2. Dintre cei 3 oligoesteri cu unitati furanice valoarea Dt cea mai ridicata s-a obtinut
pentru derivatul poli(2,5-bis-hidroximetil furan adipat), urmata de poli(5-
hidroximetil-2-furancarboxilat-co-ricinoleat).

5.3. Pentru poliesterii alifatici cele mai mari valori Dt >70% s-au obtinut pentru
poli(1,8-octandiol adipat).

5.4. Monomerii furanici au demonstrat o biodegradabilitate lenta, iar valoarea Dt
obtinuta pentru derivatul cu grupare hidroxil a fost superioara acidului 2,5-
furandicarboxilic.

5.5. Rezultatele preliminare obtinute 1in cadrul studiului de evaluare a
biodegradabilitatii sunt promitatoare si incadreaza produsii obtinuti ca potentiali
candidati pentru aplicatii in domeniul alimentar sau cosmetic.

6. Valorificarea glicerolului pentru obtinerea de acid gliceric a fost realizata cu succes
pe cale enzimatica, utilizdnd lacaze imobilizate prin legare covalentd pe suporturi
magnetice.

6.1. Au fost testate 4 lacaze comerciale din diferite surse in reactia de oxidare a
glicerolului, iar cea mai eficienta s-a dovedit lacaza din Trametes versicolor.

6.2. Au fost testati 5 initiatori iar cel mai eficient pentru reactia de oxidare a glicerinei
s-a dovedit TEMPO (2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oxil).

6.3. S-a realizat imobilizarea cu succes a lacazelor din Trametes versicolor si
Aspergillus sp. prin legare covalenta obtinandu-se 24 de preparate enzimatice a caror
activitate a fost evaluata in reactia de oxidare a 2,6-dimetoxifenolului.

6.4. Cele mai mari ridicate valori ale activitatii enzimatice pentru lacazele imobilizate
din Trametes versicolor - 760 pmoli/min/g preparat, s-au obtinut cand s-a utilizat ca
suport o rasina polimetacrilica functionalizata cu grupari butil-epoxi. Cea mai mare
activitate enzimatica utilizdnd nanoparticule magnetice ca suport s-a obtinut pentru
lacaza imobilizata din Trametes versicolor, 360 pmoli/min/g preparat pe suport de tip
ferita mixta NizZn.

6.5. Biocatalizatorul imobilizat si-a mentinut activitatea in intervalul de temperatura
30-50°C, fiind observata chiar o crestere a stabilitatii termice in comparatie cu enzima
nativa.

6.6. Reducerea legaturii iminice cu NaBH4 a avut ca efect cresterea stabilitatii
operationale cu aproximativ 20%.

6.7. Atat lacaza din Trametes versicolor nativa, cat si cea imobilizatd au fost utilizate
Cu succes pentru prima data ca biocatalizatori in reactia de oxidare a glicerolului.

7. A fost studiata capacitatea lipazei din Ps. stutzeri native si imobilizate pentru
rezolutia cinetica enantioselectiva 2,2’-furoinului.
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7.1. A fost demonstrata pentru prima data acilarea enantioselectiva a 2,2'-furoinului
catalizata de lipaze imobilizate.

7.2. Entraparea lipazelor in matrici de sol-gel s-a dovedit eficienta pentru conversia
unor substraturi heteroaromatice de tipul 2,2'-furoinului.

7.3. Dintre cele 9 lipaze testate valorile cele mai ridicate ale conversiei si excesului
enantiomeric s-au obtinut utilizand lipaza din Ps. stutzeri entrapata in matrici de sol-
gel utilizdnd amestecul de silani precursori 3GOPrTMOS:TMOS in raport molar 1:1.

7.4. Dintre solventii testati ca mediu de reactie cel mai eficient s-a dovedit a fi 2-
metil tetrahidrofuranul, un solvent verde.

7.5. A fost posibila reutilizarea biocatalizatorului, acesta mentinadndu-si 21,7% din
activitate dupa 5 cicluri de utilizare.

CONTRIBUTIILE ORIGINALE
(REZULTATELE STIINTIFICE NOI)

I. S-au realizat studii computationale in conditii diferite de temperatura si presiune
pentru lipaza din Ps. stuzeri care a fost mai putin studiata anterior.

1. Studiile de dinamica moleculara au demonstrat stabilitatea ridicata a lipazei din Ps
stuzeri la temperaturi de 50 si 75°C.

2. Evaluarea situsurilor catalitice ale lipazelor din CalB si Ps stutzeri au indicat
flexibilitate si abilitate mai ridicata a lipazei din pentru a stabili interactiuni cu donorii
de legaturi H intr-o zona mai larga a situsului activ.

3. Studiile de andocare efectuate reprezinta rezultatele preliminare pentru evaluarea
selectivitatii si specificitatii de substrat la lipazei Ps. stuzeri.

II Elaborarea unui proces enzimatic in sistem ,one-pot” pentru a sintetiza oligoesteri
ai acidului ricinoleic cu unitati furanice, utilizand ulei de ricin si acid 5 hidroximetil-2-
furoic ca substraturi.

3. Transformarea in premiera a uleiului de ricin in oligoesteri aromatici in sistem fara
solvent.

4. Stabilirea conditiilor optime de reactie printr-un program experimental factorial.

5. Demonstrarea prin spectroscopie 2D RMN a structurii poli(5-hidroximetil-2-
furancarboxilat-co-ricinoleat)ului.

6. Utilizarea in premiera a oligoesterilor cu functiuni nesaturate si unitati furanice
pentru obtinerea de organogeluri.
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III. Sintetiza si caracterizarea de oligoesteri pe cale biocatalitica, utilizand dioli
naturali si sintetici si lipaze imobilizate din diferite surse.

7. Stabilirea influentei pozitiei gruparii OH, gradului de nesaturare a substratului, a
sursei enzimei, a temperaturii si a mediului de reactie asupra formarii produsilor de
oligomerizare.

8. Demonstrarea superioritatii lipazei din CalB pentru sinteza oligoesterilor alifatici,
repspectiv a lipazei din Ps. stuzeri pentru oligoesterii aromatici sau ciclici.

IV. Evaluarea impactului ecologic al oligoesterilor sintetizati pe cale enzimatica in
medii lichide cu apa dulce si apa sarata

9. Evaluarea biodegradabilitatii in medii lichide a 6 oligoesteri cu unitati furanice si
alifatici.

10. Utilizarea proprietatilor termice ale oligoesterilor pentru o posibila corelare cu
proprietatile de biodegradabilitate.

V. Valorificarea enzimaticd a glicerolului utilizdnd enzime oxidative native si
imobilizate.

11. S-a determinat influenta sursei lacazei, a initiatorilor si a suportului de imobilizare
pentru sinteza preferentiala a acidului gliceric utilizdnd glicerol ca substrat.

12. A fost pentru prima data demonstrata eficienta lacazei din Trametes versicolor
imobilizate prin legare covalenta pe suporturi magnetice pentru aceasta reactie.

VI. Evaluarea comparativa a capacitatii lipazelor imobilizate din CalB si Ps. stutzeri
pentru acilarea enantioselectiva a 2,2'-furoinului.

13. Au fost evaluate 9 preparate enzimatice comerciale sau obtinute in cadrul grupului
de biocataliza in vederea stabilirii eficientei catalitice in reactia de acilare
enantioselectiva a 2,2'-furoinului si s-a demonstrat pentru prima data superioritatea
lipazei din Ps stutzeri imobilizate prin entrapare in matrici de sol-gel pentru aceasta
reactie.

Rezultatele obtinute in cadrul acestei teze au fost valorificate prin publicarea a
trei articole (doud in calitate de prim autor) in reviste internationale de prestigiu si
impact ridicat in domeniu (Sustainable Chemistry and Pharmacy, Enzyme and
Microbial Technology, Processes), insumand un factor de impact cumulat de 12,517
(date pentru anul 2022, conform bazei de date WoS)) si au fost prezentate in cadrul
a 7 conferinte internationale in domeniul Biocatalizei, Chimiei verzi si Biotehnologiilor
industriale.
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