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Rezumat:

Sinteza enzimatica a biomaterialelor, in special a poliesterilor, reprezinta la
ora actuald o tehnicad importanta datorita potentialului ridicat de utilizare al acestor
materiale in diferite domenii precum alimentar, vopselelor, aditivilor, dar mai ales
farmaceutic si medical. Principalul obiectiv al tezei de doctorat a fost sinteza unor
biomateriale noi utilizdnd materii prime reinnoibile in diferite combinatii si lipaze din
diferite surse microbiene ca si biocatalizatori. Substraturile testate au fost de tipul
hidroxiacizilor grasi, derivatilor de =zaharuri si lactone in diferite combinatii.
Hidroxiacizii selectati au fost saturati si nesaturati cu grupare OH primar si secundar
iar pe baza rezultatelor obtinute a fost stabilita selectivitatea lipazelor native si
imobilizate pentru substraturile selectate. In reactiile de sintezd a co-poliesterilor au
fost utilizate lactone nesubstituite sau polisubstituite cu ciclu de 4, 6 sau 7 atomi.
Reactiile au fost optimizate prin studiul influentei diferitilor parametrii precum
solventul, temperatura, cantitatea de apa, tipul de enzima iar pe baza rezultatelor a
fost selctionata combinatia care favorizeaza formarea co-poliesterilor. Lipazele
imobilizate cele mai eficiente au fost utilizate in mai multe cicluri de reactie iar
rezultatele obtinute indica o stabilitate operationala excelenta a preparatelor in
reactiile de sinteza a poliesterilor. Caracterizarea produsilor de reactie s-a realizat
prin metode spectroscopice de tipul GC/GC-MS, MALDI-TOF MS, RMN (1D, 2D), FT-
IR dar si analiza termica DSC si TG.

Aceasta lucrare a fost finantata partial din proiectul strategic
POSDRU/159/1.5/S/137070 (2014) al Ministerul Educatiei Nationale, Romania, co-
finantat din Fondul Social European-Investeste in oameni, in cadrul Programului
Operational Sectorial Dezvoltarea Resurselor Umane 2007-2013.

Adresez multumiri deosebite Universitatii din Wageningen pentru posibilitatea de a
efectua o parte din experimentele din cadrul tezei in cadrul grupului Food and
Biobased Research.

BUPT



Cuprins

1.Studiude literatura..............cooi 1
B R g g oTo T =] o= =T 1= PP 1
1.2. Chimia verde a polimerilor.......oviii e 2
1.3. Clasificarea biopolimerilor. ... .o e eeens 4
1.3.1. Polihidroxialcanoatii (PHA) ...ciriieiii i e e e e nans 6
1.3.2. POli-€-Caprolactona . oot e 7
1.4. Sinteza poliesterilor catalizatd de liPaze ........ocovviriiiiiiiiiii s 9
1.4.1. Utilizarea enzimelor in sinteza polimerilor.........cooiviiiiiiniiici i, 10
0 I 1 o Y- 4= L= T PP 11
1.4.3. Metode de stabilizare a lipazelor.......ccoviiiiiiiiiiic 15
1.4.4. Reactiile de policONdeNnSare .......coviiiiiiiiiii e 23
1.4.5. Sinteza polimerilor prin deschiderea de ciclu a lactonelor.............ccocvvunee. 24
1.5. Hidroxi-acizi 5i @stolide ....c.ovviiiiiiii i 28
1.5.1. EStOlidel@. ..o 35
1.6. Biomateriale pe baza de uleiuri vegetale si aplicatiile lor.........c.cccooevveiinnnnen. 36
2. Contributii originale ... 38
2.1. Obiectivele tezei de doctorat .................oiiiiiii 38
2.2. Imobilizarea oleat hidratazei din Elizabethkingia meningoseptica...... 39
2.2.1. Purificarea si caracterizarea oleat hidratazei...........ccoveviiiiiiiiiiiiiiii e, 40
2.2.2. Efectul aditivilor asupra activitatii si stabilitatii la 4°C...........covvviviiieninnnn. 44
2.2.3. Imobilizarea OHazei prin diferite metode ........ccooviiiiiiii, 45
2.2.4. Caracterizarea OHazei imobilizate..........ccocvviiii 49
2.2.5. ConClUZii Parfi@le .ve e 54
2.3. Biotransformari ale hidroxi-acizilor grasi cu lipaze libere si

IMODbIlizate ... 54
2.3.1. Sinteza enzimatica a acidului 10-hidroxistearic utilizand oleat-hidrataza..... 54
2.3.3. Selectia biocatalizatorului pentru sinteza estolidelor..........cccovvviiiiiiiinnnn. 58
2.3.4. Influenta mediului de reactie......cocoveiiiiiiii 61
2.3.5. Efectul temperaturii si al concentratiei de substrat...........c.cocvviiiinnnn. 61
2.3.6. Studiul reactiei de poliesterificare @ 10HSA TN tiMpP ..oovvvviiiiiiiiiieeas 63
2.3.7. Selectia biocatalizatorilor imobilizati.........c.cooviiiiiiii 64

BUPT



VI Cuprins

2.3.7. Caracterizarea estolidelor ... ..o 67
2.3.8. CoNCIUZii PArtiale cviieiii i e 70
2.4. Sinteza si caracterizarea copolimerilor g-caprolactonei cu hidroxi-

acizi grasi catalizata de lipaze .............coooi i 71
2.4.1. Selectia biocatalizatorului .....cvveiiiiii e 72
2.4.2. Caracterizarea produsilor de reactie prin RMN, TG si DSC........ccooevvieinnnnen. 73
2.4.3. Influenta temMPeraturii...ococie e 76
2.4.4. Studiul utilizarii biocatalizatorului Tn mai multe cicluri de reactie................ 76
2.4.5. Concluzii parti@le ..o 77
2.5. Sinteza si caracterizarea copolimerilor g-caprolactonei cu &-

gluconolactona catalizata de lipaze ................cooiiiiiiiiii 77
2.5.1. Influenta mediului de reactie.........cooiiiiiiiiii i 79
2.5.2. Influenta continutului de @p@ .....vcveiiiiiiii 80
2.5.3. Selectia biocatalizatorului .......covviiiiiiii 81
2.5.4. Caracterizarea produsilor de reactie........ccociiiiiiiiiiiiiii 83
2.5.5. Reutilizarea biocatalizatorulUi.........ccooviiiiiiiii 86

2.5.6. Optimizarea reactiei prin elaborarea unui program experimental factorial ...86
2.5.7. ConCIUZii PArfiale v 90

2.6. Optimizare reactiei de copolimerizare a B-butirolactonei cu GL si
caracterizarea produsilorde reactie ..............coiiiiiiiiiiiii 91

2.6.1. Optimizarea reactiei prin dezolvarea unui programul experimental factorial 91
2.6.2. Caracterizarea produsilor de reactie........ccociiiiiiiiiiiiiii 96
2.6.3. Concluzii parti@le ... 99

2.7. Biotransformarea trioleinei in oligomeri nesaturati prin metoda ,,one-
pot” cu un sistem enzimatic combinat de oleat hidrataza si lipaza ............ 99

2.7.1. Influenta pH-ului si a temperaturii asupra sintezei estolidelor in mediu

= 5101 103
2.7.2. Influenta raportului concentratiilor de enzime in sistemul ,one-pot”......... 103
3. Partea experimentala.............coooiiiiiiiiiiii 105
3.1 Material e e e 105
3.2. Purificarea oleat hidratazei ..........coviiiiiii 105
3.2.1. Obtinerea extractului celular ..o, 105
3.2.2. Purificarea OHazei prin cromatografie de afinitate............ccccooviiiiiinni. 106

BUPT



Cuprins VII

3.3. Electroforeza proteinelor pe gel de poliacrilamidad ..........covevvviiiiiiininennnnn. 106
3.4. Determinarea continutului de proteine ........cooviiiiiiiiii 107
3.4.1. Determinarea continutului de proteine In MIcroplaci.......cccocvevvvivninnnnnnn. 107
3.4.2. Determinarea continutului de proteine prin metoda Bradford................... 107
3.5. Determinarea activitatii oleat hidratazei ..........coocvviviiiiiiiiiii e, 108
3.6. Metode de imobilizare a oleat hidratazei.............c.ooviiiiiiiii, 108
3.6.1. Imobilizarea prin adsorbtie ......c.cvoiiiiii 108
3.6.2. Imobilizarea prin afinitate......cccoiiiiiii 108
3.6.3. Imobilizarea prin interactiuni ionice pe chitosan.............covviiiiiiiinnnn, 109
3.6.4. Imobilizarea prin legare covalenta pe diferite suporturi ..........coccvvvvennnnn. 109

3.6.5. Legarea covalenta pe macroparticule magnetice de chitosan (AMP-CHT) ..110

3.6.6. Imobilizarea OHazei prin inretelare (CLEA) ....oviiiiiiiiiiiiiiiiieiiicneneea 110
3.6.7. Imobilizarea prin entrapare in matrici de sol-gel.........cocoviiiviviiiiiinininnnnn, 111
3.7. Influenta pH-ului asupra activitatii oleat hidratazei ...........ccoveveveiiinenennnn, 111
3.8. Efectul temperaturii asupra activitatii enzimei ........c..covviiiiiiniinciinen 111
3.9. Studiul reutilizarii biocatalizatorului .........cooeviviiiiii 111
3.10. Influenta aditivului asupra stabilitatii de depozitare.............ccocevviiiienennne. 111
3.11. Caracterizarea morfologica a oleat hidratazei imobilizate ......................... 112
3.12. Analiza acidului 10HSA si acidului oleic prin HPLC .......c.cooviiiiiiiiiiinee, 112
3.13. Sinteza acidului 10-hidroXiStearicC .........cvvviiiiiiiiiii e, 113
3.14. Analiza hidroxi-acizilor prin GC-MS ...t 113
3.15. Determinarea puritatii enantiomerice @ 10HSA ..., 113
I I AN o 1= L 2= T o I 1 P 114
3.17. ANaliza RMN. ..ot e 114
3.18. Determinarea activitatii hidrolitice a lipazelor utilizand p-nitro-fenil palmitat114
3.18.1. Determinarea activitatii hidrolitice a lipazelor native...........cocevvvvveninnnn. 114
3.18.2. Determinarea activitatii hidrolitice a lipazelor imobilizate ...................... 115
3.19. Sinteza biocataliticd @ estolidelor.........vcovuiiiiiiiii 116
3.20. Analiza MALDI-TOF MS ... e e e e e 116
3.20.1. Analiza MALDI-TOF MS a estolidelor.......c.coviiiiiiiiiiiii e 116
3.20.1. Analiza MALDI-TOF MS a copolimerilor cu GL.......ccccviviiiiiiiiiiiiienenenen 117

3.21. Sinteza enzimaticad a copolimerilor hidroxi-acizilor grasi cu e-caprolactona 117

BUPT



VIII Cuprins

3.22. Polimerizarea in solventi 0rganiCi......uuuveiuiiiiiiiiiieiiii e 117
3.23. Polimerizarea fard SoIVENt OFrganiC ......cviviiiiiie it rererararaenenens 117
3.24. Pre-echilibrare la diferite valori ale activitatii apei........ccocvvvivvviininnnnnnn. 117
3.25. Imobilizarea lipazei prin entrapare in matrici de sol-gel .........c.covvvvveninnen. 118
3.26. Pre-solubilizarea 0-gluconolactonei ........c.ccvviiiiiiiiiiii e 118
3.27. Elaborarea unui program experimental factorial si evaluarea datelor......... 118
3.28. ANAliZa LEIMICE . .iviiiiii i 118
3.28.1. Analiza termogravimetricd (TG) ..uouuiuierieiirienieiiiie e ea e 118
3.28.2. Analiza de calorimetrie diferentiala de baleiaj (DSC)......cccvvvvenviniirennnnnn. 119
3.29. Studiul reutilizarii biocatalizatorului in reactiile de copolimerizare a

g-caprolactonei cu 3-gluconolaCtoNd .......cuvvviiiiiiiiii 119
3.30. Sinteza enzimatica a estolidelor utilizand o combinatie de lipaza si hidrataza

LTI 1 = g P o T oY L 119
3.31. Studiul influentei pH-ului asupra formarii estolidelor acidului 10HSA ......... 119
4. Concluzii finale si contributii originale ....................ooi 120
5. BIbliografie ... ..o 127
ANEXE ... ottt eaeaaas 141
LISTA DE LUCRARI ..........00uuuuuieiieeeeeesesseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsees 168

BUPT



1. Studiu de literatura

1.1. Importanta temei

Polimerii biodegradabili au fost tot mai intens studiati fiind incadrati ca si produsi
ai biotehnologiei albe. Obtinerea unor astfel de compusi se poate realiza fie prin
izolarea biopolimerilor naturali din plante sau microorganisme fie prin sinteza
chimicd/ enzimatica in vitro utilizdnd monomeri corespunzatori [1].

Avand la baza contextul economic, de mediu si politic actual se preconizeaza o
crestere exponentiala a productiei de materii prime de baza din resurse reinnoibile
[2] si derivati ai acestora Tn urmatorii 30 la 50 de ani. Desi exista inca multe
probleme care trebuie rezolvate in urmatorii 20 de ani s-ar putea dezvolta 3
segmente dupa cum urmeaza:

- un segment care sa includa obtinerea unor intermediari relativ ieftini (etilena si
propilend), si care vor continua sa fie produsi in principal din derivatii de naftalen,
sau s-ar putea, In mod alternativ, sa fie produsi direct din zaharuri sau alcooli de
zaharuri.

- in al doilea segment, se vor incadra produsele chimice a caror productie va fi
cuprinsa in intervalul 25.000-50.000 tone/an, cu preturi care depdsesc 2 €/kg.
Produsele din acest segment se preconizeaza ca vor fi obtinute prin bio-cataliza si
fermentatie.

- al treilea segment cuprinde produse chimice de valoare medie functionalizate
cu N- si O- a caror pret se va incadra intre 1-2 €/kg cu o productie variind de la
50.000 (pentru un singur compus) la un milion de tone pe an (pentru o serie de
compusi).

Deoarece costurile de productie pe cale chimica a acestor monomeri (materii
prime) sunt ridicate datoritd necesarului de energie din timpul proceselor chimice, si
depasesc practic costurile derivatilor de tipul nafta-olefinici, in ultimii ani s-a
fncurajat tot mai mult dezvoltarea unor proiecte comune intre domeniile agro-
industriale, ingineria chimica si biochimica pentru a genera si a satisface cererea de
aproape 100 de milioane de tone pentru materii prime (bulk) functionalizate [3].

Functionalitatea si utilitatea polimerilor naturali prin introducerea unor segmente
polimerice aditionale in catena principala sau in catena laterala reprezinta o metoda
promitatoare pentru imbunatatirea proprietatilor acestora datorita noilor functiuni cu
care acestia sunt imbogatiti, rezultdnd astfel materiale noi care pot prezenta
numeroase avantaje atat in ceea ce priveste protectia mediului cat si pentru
domeniul medical [4].

Carbohidratii sunt molecule organice a caror disponibilitate ridicata este datorata
prezentei in cantitati relativ mari in resurse naturale sau regenerabile. Aceste
molecule prezinta un rol important in multe procese biologice [5]. Datorita acestor
proprietati precum si a functiunilor prezente in structura lor, aceste molecule
precum si derivatii acestora pot fi utilizate ca materii prime in procesele de
copolimerizare. Principalul dezavantaj prezentat de carbohidrati este acela ca sunt
instabili in conditiile reactiilor de polimerizare clasice (temperaturi ridicate,
dificultatea separdrii catalizatorilor din amestecul de reactie), iar una dintre solutii
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2 Studiu de literatura-1

poate fi reprezentatd de utilizarea lipazelor ca si catalizator rezultéand astfel
poliesteri pe baza de carbohidrati [6].

1.2. Chimia verde a polimerilor

Termenul de Chimie verde (Green Chemistry) a fost introdus de Agentia de
Protectie a Mediului SUA (US Environmental Protection Agency) si se
defineste/implica proiectarea, dezvoltarea si aplicarea proceselor si produselor
chimice pentru a reduce sau elimina folosirea si generarea de substante care pot fi
periculoase pentru sanatatea umana si a mediului inconjurator [7]. Scopul chimiei
verzi este de a reuni instrumentele, tehnicile si tehnologiile care pot fi utile pentru
dezvoltarea si productia unor produse eco-friendly si procese cu beneficii financiare
semnificative.

Anastas s.a. au conceput un set de 12 principii ale chimiei verzi care sunt prezentate
in Figura 1.1.

Maximizarea Proiectarea reactiilor chimice green

ec.de atomi Proiectarea produselor

y chimice netoxice
Evitarea @

derivatizirilor . @ Prevenirea deseurilor
Crest Utilizarea de

;e? 91t'ef" materii prime
elicientel . regenerabile
energetice

Minimi l ‘ 0 Proiectarea
ltml:l'lzla Tg ‘ produselor chimice
ggcie(lile’:lateu ‘ i degradabile
@ @ @Utilizarea

Monitorizarea in solventilor in
timp real, pentru a Utilizarea conditii de reactie
preveni poluarea catalizatorilor sigure

Figura 1.1 Principiile chimiei verzi.

Acest set de principii include: Proiectarea de sinteze chimice pentru
prevenirea deseurilor; Proiectarea de produse chimice pentru a fi pe deplin eficiente,
dar putin sau deloc toxice; Proiectarea sintezelor chimice astfel incat eliminarea
substantelor toxice sa fie redusa pentru om si mediul inconjurator; Utilizarea de
materii prime regenerabile; Minimizarea deseurilor prin utilizarea catalizatorilor;
Evitarea reactiilor de blocare sau de protejare sau orice modificari temporare
deoarece reactivii suplimentari genereazd practic deseuri; Evitarea utilizarii
solventilor, agentilor de separare, sau alte substante chimice auxiliare care pot
distruge stratul de ozon; Efectuarea reactiilor chimice la temperaturd si presiunea
ambianta ori de cate ori este posibil; Proiectarea sintezelor astfel incat produsul final
sa contind procentaj maxim din materiile prime si Proiectarea de produse chimice
biodegradabile [8].
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1.3. Clasificarea biopolimerilor 3
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Figura 1.2 Evolutia utilizarii materialelor plastice in lume dupa al doilea razboi mondial [7]

Chimie verde a polimerilor este un domeniu crucial de cercetare si
dezvoltare a unor produsi noi si care este in continua crestere, influentdnd tot mai
mult industria.

“Era plasticului” a inceput dupa al doilea razboi mondial si conform Figurii 1.2. se
poate observa ca in mai putin de 60 de ani productia globald si consumul plasticelor
a crescut de la 1.5 milioane de tone pe an in 1950 la 230 milioane de tone in 2009.

Desi utilizarile materialelor plastice variaza la nivel global, o treime din
productia mondiala (in UE 40,1%) este folosita pentru ambalaje, in timp ce in
produsele de constructii reprezinta aproape un sfert (in UE 21%). In Europa,
echipamentele auto (7,6%) si cele electrice si electronice (E & E, 5,6%), reprezinta
urmatoarele segmente de pe piata. Alte aplicatii includ diferite segmente mai mici,
cum ar fi sportul, timp liber, agricultura, etc. (Figura 1.3)

® Ambalaje
® Constructii

( Automotive

B Electrice si
electronice

u Altele

Figura 1.3 Domeniile de utilizare a materialelor plastice [7]
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1.3. Clasificarea biopolimerilor

Materialele plastice biodegradabile au fost initial incadrate ca materiale care
contribuie la conservarea mediului, iar definitia acestora a fost standardizata prin
ISO/TC61/SC5/ WG22 (ISO 472/DAM3, Amendamentul 3). Astfel materialele plastic
biodegradabile sunt definite ca materiale care sunt complet degradate la CO, si H,0
in urma actiunii microorganismelor din natura precum bacterii, fungi sau alge [9].

In ceea ce priveste termenii de biomateriale, masele plastice biodegradabile,
biopolimerii, polimeri biodegradabili, biocompozite, si in general compusii cu prefixul
de "bio", sau "natural" sunt inclusi intr-un concept comun care incadreaza aspecte
precum: originea polimerului, compozitia si structura, catalizatorul, degradabilitatea
si compatibilitatea [7]

Termenii de ,bio-based” (de origine biologicd) si biodegradabil sunt adesea
utilizati in literatura de specialitate, dar exista diferente esentiale intre acesti
polimeri.

Polimerii biodegradabili reprezinta materiale a caror proprietati fizice si
chimice pot fi afectate datorita deteriorarii si degradarii complete in urma expunerii
la actiunea microorganismelor atat in mediu aerob cat si anaerob. Polimerii pot fi
biodegradabili (ex. acidul polilactic) sau nedegradabili (biopolietilena) (Tabel 1.1).
De asemenea, in timp ce multi polimeri de origine biologicd sunt biodegradabili
(polihidroxialcanoatii si amidonul) nu toti polimerii biodegradabili sunt de origine
biologica (de ex. poli-e-caprolactona).

Tabel 1.1. Clasificarea materialelor plastice

Materiale plastice (din
materii prime biologice)

Materiale plastice (din
materii prime fosile)

Materiale plastice
biodegradabile

Acid polilactic
Polihidroxialcanoatii
Derivatii de polizaharide (DS

Poli-e-caprolactona (PCL)
Poli(butilen succinat/adipat)
Poli(butilen adipat co-

1) tereftalat)
Proteinele
Materiale plastice Polioli-poliuretanii Polietilena
ne-biodegradabile Bio-polietilena Polipropilena
Bio-polietilen-tereftalat (bio- Polistiren
PET) Polietilen-tereftalat

Interesul la nivel mondial pentru obtinerea biopolimerilor din resurse
regenerabile a fost accelerat in ultimii ani, ca urmare a dorintei de inlocuire a
polimerilor clasici cu polimeri pe bazd de materii prime non-fosile. Principalele
avantaje ale acestor polimeri sunt reprezentate de reducerea dependentei fata de
resursele fosile si impactul pozitiv asupra mediului prin reducerea emisiilor de dioxid
de carbon [10].

Prima generatie de polimeri din resurse regenerabile s-a axat pe polimeri pe
bazd de materii prime agricole, cum ar fi porumb, cartofi, precum si din alte surse
de carbohidrati. In ultimii ani tendinta s-a schimbat datorita progreselor in domeniul
biotehnologiei. Polimerii din resurse regenerabile cu proprietdti similare polimerilor
conventionali sunt la ora actuala produsi de bacterii in procese fermentative, prin
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utilizarea unor monomeri din resurse regenerabile, incluzand biomasa lignocelulozica
(amidon si celuloza), acizi grasi si deseuri organice.

In functie de provenienta lor, biopolimerii se clasifica in douda mari categorii:
biopolimeri naturali si biopolimeri sintetici.

Din categoria biopolimerilor naturali (Figura 1.4) fac parte polizaharide ca
celuloza, amidonul, sau polimerii glucidici produsi de bacterii si fungi, precum si
biopolimeri de naturd proteicd proveniti de la animale cum ar fi lana, matasea,
gelatina si colagenul, a caror aplicabilitate s-a dovedit incd de la inceputurile
civilizatiei.

Biopolimeri sintetici se pot obtine fie din resurse naturale, cum sunt
polimerii pe baza de zaharuri care pot fi prelucrati prin suflare, injectare, formare cu
vid si extrudare, fie pe baza de materiale sintetice [11].

Compusii sintetici obtinuti din titei pot fi de asemenea utilizati pentru
producerea polimerilor biodegradabili, cum ar fi copoliesteri alifatici-aromatici. Desi
acesti polimeri sunt fabricati din componente sintetice, ei sunt in fintregime
compostabili si biodegradabili [12].

Microbiana Acid alginic/ alginati

Animala — — Chitina/ chitosan

i

Celuloza nativa
Celuloza

Celuloze regenerate

Carbohidrati + —* Polizaharide

Hemiceluloze Hemiceluloze

4% Amidon Amidon

M Polimeri PLLA/PLA

Lana, matase, par

Proteine '— *{ Polipeptide '—' Gelatina/ colagen

I Cazeina

i Trigliceride Polimeri de rapitd, soia, floarea soarelui
Uleiuri o - -
si F Alchide si Flavonoide %:;}Irlld din coaja de alune de caju

grasimi

i
i

il

i

Colofoniu

— Hidrofenantrene

Figura 1.4. Clasificarea biopolimerilor naturali

In prezent existd trei cdi principale pentru obtinerea polimerilor din resurse
regenerabile:
(1) Obtinerea pe cale bacteriana (de ex. polihidroxialcanoati)
(2) Prin utilizarea polimerilor naturali de origine biotehnologica, partial modificati
pentru obtinerea proprietatilor dorite (de ex. amidon)
(3) Prin sinteza monomerilor prin fermentatie, urmata de polimerizare (de ex. acid
polilactic, polietilena)
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1.3.1. Polihidroxialcanoatii (PHA)

Polihidroxialcanoatii sunt poliesteri ai hidroxialcanoatilor cu un potential
ridicat pentru inlocuirea polimerilor conventionali [13], [14]. PHA sunt sintetizati
prin fermentatie de o varietate de microorganisme [15], aproximativ 75 de tipuri de
bacterii gram-pozitive si gram-negative putadnd fi adaptate pentru productia
intracelulara a PHA [16] utilizdnd ca materii prime deseuri regenerabile. PHA se
acumuleaza intracelular, in citoplasma, iar in conditii de stres metabolic, cum ar fi
continut insuficient dintr-un nutrient esential (azot sau fosfor), pot sa reprezinte
pana la 90% din masa uscata a celulei [17]. Un proces tipic pentru producerea PHA
implica fermentatia, izolarea si purificarea produsului. Materiile prime, in functie de
tipul de PHA dorit, pot fi deseuri, ca cele de natura celulozica, uleiuri vegetale si
acizi grasi. Izolarea si purificarea PHA implica o etapa de extractie cu solvent
organic, acetona sau cloroform, urmata de precipitare folosind in general alcooli.
[18]. Pana in prezent au fost identificati peste 150 de monomeri constituenti ai PHA
[19], care permit astfel obtinerea unor biopolimeri cu o varietate larga de proprietati
pentru aplicatii specifice. Polihidroxialcanoatii sunt inmagazinati sub forma de
granule in interiorul celulelor, 98% din granula fiind polimer, iar restul proteine si
fosfolipide [19].

Rolul polihidroxialcanoatilor este acela de sursa de carbon al organismului in
care sunt inmagazinati, fiind produsi pe seama unei mari varietdti de substraturi,
cum ar fi resurse regenerabile, produse secundare si chimicale [13].
Polihidroxialcanoatii se pot clasifica in functie de lungimea catenei laterale, astfel:

1. cu catenad laterald scurta - produsi de microorganisme precum Rastonia

Eutropha si alte clase. Ex: poli(3-hidroxibutiratul) si poli(3-hidroxivaleratul);

2. cu catena laterala medie - produsi de Pseudomonas oleovorans. Printre
reprezentantii acestei clase se numara poli(3-hidroxioctanoatul) si poli(3-
hidroxinonanoatul).

Structura generala a polihidroxialcanoatilor este prezentata in Figura 1.5.

TN
CH C

./ 0
X(HZC) n

Figura 1.5 Structura generald a polihidroxialcanoatilor

1.3.1.1. Aplicatii ale polihidroxialcanoatilor

De-a lungul anilor, PHA au fost disponibili ca si produse comerciale de la mai
multi producatori precum Biopol, Biomer, Tianan Biologic, Telles Nodax, Biogreen, si
Mirel. Principalele aplicatii vizeaza in principal industria alimentara, iar acestea
includ pungi biodegradabile din plastic, pahare, tacamuri din plastic, fibre pentru
textile, ambalaje pentru produse lactate si legume, etc.

O alta aplicatie importanta o constituie domeniul farmaceutic, in principal
datorita faptului ca polimerii derivati ai acizilor alcanoici sunt sintetizati numai sub
forma izomerilor R, fiind practic precursori enantiomeric puri pentru sinteze [17].

Monomerii corespunzatori polihidroxialcanoatilor au fost produsi in vitro prin
hidroliza chimica sau in vivo utilizdnd enzime de tipul depolimerazelor.
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Interesul pentru aplicabilitatea PHA s-a axat si pe aplicatii medicale precum
plasturi, implanturi ortopedice, schelete pentru tesut, sisteme de eliberare treptata a
medicamentelor si este datorat biocompatibilitatii si biodegradabilitatii lor [20].

In ultimii ani, granulele de PHA au atras atentia datorita mono-stratului
fosfolipidic cu care sunt inconjurate in timpul producerii de catre celule. In acest
strat s-a demonstrat ca exista incorporate proteine precum PHA sintetaza si PHA
depolimeraza.

Polihidroxibutiratul, cel mai simplu PHA a fost produs ca si homopolimer in
1992 de bacteria Arabidopsis thalia. Acest biopolimer prezintd proprietati termice si
mecanice apropiate de cele ale polistirenului si polipropilenei.

Cateva din proprietatile fizice ale PHB, comparativ cu cele ale polipropilenei,

sunt prezentate in Tabel 1.2.

Tabel 1.2. Proprietatile fizice ale PHB si ale polipropilenei, [21]

Parametrii Polipropilena (PP) PHB
Punct de topire [°C] 171-186 171-182
Cristalizare [%] -15 5-10
Densitate [g/cm?] 0,905-0,94 1,23-1,25
Incovoierea [GPa] 1,7 3,5-4
Rezistenta la rupere [MPa] 39 40
Rezistanta la UV mica mare
Rezistenta la solventi mare mica
Permeabilitate cu oxigen 1700 45

[cm3 m2-atmd?]

Totusi, datorita cristalizarii lente, rigiditatii ridicate, PHB-ul nu este atractiv
pentru multe aplicatii deoarece implica etape suplimentare de modificare pentru
reducerea acestor deficiente. Exista numeroase companii care au sintetizat
copolimeri ai PHA in combinatie cu un alt monomer pentru a imbunatatii
proprietatile polihidroxialcanoatilor, cu un continut de acid 3-hidroxibutiric ce variaza
intre 80 si 95% [14].

1.3.2. Poli-e-caprolactona

Poli-e-caprolactona este unul dintre cei mai studiati si cunoscuti poliesteri
biodegradabili si biocompatibili, utilizat foarte mult in aplicatii biomedicale [22].

@)
|
O,

Figura 1.6 Structura generald a poli-(g-caprolactonei)

De exemplu, biomaterialele pe bazd de PCL au aplicatii pentru ambalajele
utilizate in industria alimentard, deoarece acestea pot fi descompuse de catre
microorganisme, care prezinta capacitate de descompunere chiar si asupra PCL
sintetizat pe cale chimica. Etapele de degradare a polimerului implicd depunerea,

BUPT



8 Studiu de literatura-1

aderarea si colonizarea microorganismelor pe suprafata polimerului, urmata de
formarea unui biofilm [23].

Sinteza PCL se poate realiza prin doud metode:

1) prin policondensarea acidului 6-hidroxihexadecanoic
2) prin polimerizarea cu deschidere de ciclu a ECL

Ambele metode au fost investigate si raportate pe cale enzimatica [24].

PCL este un polimer hemicristalin, cu T4-60°C si temperatura de topire intre
59-64°C. PCL cu masa moleculara mare este un polimer ductil cu proprietati
mecanice excelente, in timp ce la mase moleculare mici se prezinta ca un lichid
vascos sau frecvent sub forma de ceara.

Unitatile repetitive din PCL sunt reprezentate de 5 grupari metilen nepolare
si 0 singura legatura polara esterica, structura ce ii confera PCL proprietati unice.
Continutul olefinic ridicat ii ofera PCL proprietati mecanice similare poliolefinelor si
compatibilitate ridicata cu alti polimeri. Gruparile metilenice Tncadreaza PCL ca unul
dintre cei mai hidrofobi polimeri disponibili comercial. Proprietatile PCL, in special
biodegradabilitatea si proprietatile mecanice, pot fi adaptate prin controlul
cristalinitatii [25].

Péna in prezent, au fost raportati in literaturd copolimeri biodegradabili
formati prin grefarea PCL pe polizaharide precum celuloza, hidroxietilceluloza,
dextran si amidon au fost raportati in literatura [26]-[28].

Copolimerii formati prin grefarea polizaharidelor cu poliesteri sunt des
utilizati in domeniul biomedical ca si sisteme de eliberare treptata a
medicamentelor, datoritda biocompatibilitatii ridicate si abilitatii lor de a se asambla
in solutie, n diferite structuri supramoleculare [29]. In Tabel 1.3. sunt prezentate
cateva exemple de copolimeri ai ECL sintetizati pe cale chimica.

Tabel 1.3 Monomeri utilizati in reactii de copolimerizare cu e-caprolactona

Co-monomer Catalizator Referinte
2,5-dion-morfolina-3-/6- Sn(Oct), [30]
alchil-substituita
Polietilenglicol Sn(Oct); [31]
Oxid de etilena [32]
Anhidroglucoza acetilata [28]
Polilactida-PEG Sn(Oct), [33]
Grupari propargilice catalizator de Cu [34]
I-lactida lactat de zinc [35]
I-lactida lactat de zinc [36]
lactida pudra de zinc [37]
5-alliloxi-1,3-dioxan-2-ona Sn(Oct), [38]
(ATMC)
Polietilenglicol Sn(Oct), [39]
B-Butirolactona complecsi organometalici, [40]
Cu, Zn, Al
Segmente trietilenice [41]
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Chitosan

Acid adipic acid, 1,6-

hexandiol
e-Caprolactama
Poli (2-hidroxietil
metacrilat)
Poli(lactida) si
poli(etilenglicol)
Dextran

Lactida-PEG

Sn(Oct),
Sn(Oct),

150°C
derivati lantanidici

lactat de zinc, 160°C
Sn(Oct),

Sn(Oct),

[42]

[43]

[44]
[45]
[46]

[33]

La ora actualda exista numeroase studii de eliberare treptata a compusilor activi
utilizand sisteme pe baza de PCL sau ECL, formulate in diferite moduri (Tabel 1.4).

Tabel 1.4 Exemple de compusi bioactivi pe baza de caprolactona, testati in sisteme

de eliberare treptata.

Compus bioactiv Referinte
Diclofenac, tetraciclina Fibre PCL [47]
Insulina Nanoparticule PCL si [48]
Eudragit® RS
Paclitaxel Film PCL-g-Dextran [46]
Tibolon Nanoparticule de [49]
succinate propilena PCL
Doxicilina Amestec PCL-chitosan [50]
Vitamina B12 Microparticule PCL [51]
Vancomicina Microcapsule PCL [52]
Papaverind, Ibuprofen Microsfere PCL [53]
Tetraciclina Compozite [54]
Hidroxiapatita—PCL
Tamoxifen Nanoparticule polietilen [55]
oxid-PCL
Heparina Fibre PCL [56]
Gentamicina Fibre PCL [57]
Progesteron Fibre PCL [58]

1.4. Sinteza poliesterilor catalizata de lipaze

Catalizatorii clasici, utilizati in reactiile de polimerizare inca din 1920, includ
acizi (acizi Bronsted, acizi Lewis si diversi cationi), baze (baze Lewis si diferiti

anioni) si compusi care genereaza radicali [7], [59].

In anii 1950, catalizatorii folositi au fost metale tranzitionale de tip Ziegler-
Natta dar si metale de paméanturi rare. Acesti catalizatori au incd un rol major in

sinteza polimerilor.

In ultimii ani, a fost dezvoltatd o noua abordare de sinteza a polimerilor,
folosind enzime drept catalizatori. Mai mult decat atdt, o tehnicd avansatd de
cataliza 1n sinteza organica a permis un control al chiralitatii pentru obtinerea

selectiva de molecule dorite, prin reactii asimetrice.
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1.4.1. Utilizarea enzimelor in sinteza polimerilor

Datorita progreselor din ultimii ani din ramuri precum biotehnologia,
ingineria enzimelor si izolarea de noi enzime, enzimele au fost tot mai des utilizate
in aplicatii in vitro, de exemplu ca si catalizator in reactii de polimerizare si
poliesterificare.

In ultimii 20 de ani polimerizarea pe cale enzimatica, in special sinteza
poliesterilor alifatici catalizatd de lipaze, a devenit o tehnica sintetica importanta
pentru materialele polimerice.

In comparatie cu polimerizarea pe cale chimica, polimerizarea enzimatica
prezinta numeroase avantaje precum:

(1) Conditii de reactii blande;

(2) Control enatio-, regio- chemo- selectivitate ridicata;

(3) Numar/cantitate de produsi secundari de reactie redus/a;

(4) Activitate catalitica ridicatd fatd de macrolactone.

In plus, polimerizarea pe cale enzimatica poate ajuta la evitarea problemelor
legate de prezenta urmelor de catalizatori metalici, in particular a efectelor negative
ale acestora asupra mediului si a toxicitatii lor in aplicatiile biomedicale. Astfel,
polimerizarea enzimatica reprezintd o alternativa utila si promitatoare pentru
polimerizarea chimica [60].

Polimerizare enzimaticd este definitd ca "polimerizarea in vitro a
substraturilor (monomerilor) artificiale catalizatd de enzime izolate, pe cai non
metabolice" [59]. Polimerizarea enzimatica a devenit populara deoarece nu este
nociva asupra mediului, dar permite fabricarea de diferiti polimeri naturali si sintetici
cu structuri bine definite, cu stereochimie controlatd, regioselectivitate si
chemoselectivitate.

Cele mai importante exemple sunt policondensarea, polimerizarea oxidativa,
si reactiile de polimerizare cu deschidere de ciclu a lactonelor [7]. Enzimele care
prezinta activitate pentru diferite substraturi din cate se pot foma macromolecule
sunt prezentate in Tabel 1.5.

Tabel 1.5 Sinteza polimerilor pe cale enzimatica

Clasa Exemple de enzime Polimerii sintetizati
Oxidoreductaze Peroxidaza, lacaza, Polifenoli, polianiline,
glucozoxidaza, vinilpolimeri, polizaharide,
Transferaze oligozaharide ciclice,
glicoziltransferaza, poliesteri de polizaharide,
Hidrolaze aciltransferaza, glicozidaza poliesteri, policarbonati
(celulaza, amilaza, chitinaza, poliamide, polifosfati,
hialuronidaza), lipaza, proteza politioesteri

Dintre enzimele prezentate in Tabel 1.5 lipazele vor fi detaliate in sub-
capitolul urmator, deoarece ele au fost utilizate ca biocatalizatori pentru sinteza
poliesterilor prezentati in partea de contributii originale a tezei de doctorat.
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1.4.2. Lipazele

Lipazele fac parte din clasa hidrolazelor (EC 3.1.1.3), iar principala lor
functie este de a hidroliza esterii acizilor grasi (grasimi si uleiuri) Tn solutii/medii
apoase, cu eliberare de acizi grasi, digliceride, monogliceride si glicerind. Aceste
enzime sunt regasite in plante, animale si microorganisme si sunt capabile sa
catalizeze si reactiile inverse de esterificare sau transesterificare, in general in
mediu organic. Din acest motiv, lipazele sunt o clasa de enzime versatile pentru
sinteza compusilor organici, in special pentru sinteza poliesterilor [61].

Izolarea lipazelor se poate realiza prin extractie din tesuturi animale sau
vegetale, sau prin cultivarea microorganismelor.

La nivel industrial lipazele sunt tot mai mult utilizate, iar principalele reactii,
ramura industriald in care sunt aplicate, cat si produsii care rezulta si utilizarea lor
sunt prezentate in Tabelul 1.6.

Tabel 1.6. Aplicatii industriale ale lipazelor [62]

Reactia Domeniul de aplicatie Produs/utilizare

Hidroliza de grasimi Detergenti Indepartarea petelor de
ulei tesaturi

Hidroliza grasimii laptelui, Produse lactate Dezvoltare de agenti de

maturare de branzeturi arome in lapte, branza si
unt

Hidroliza Panificatie, industria berii  Imbun&titire de arom3 si

calitate Tn bauturi,
produse de carne si de

peste
Transesterificare de Uleiuri naturale Unt de cacao
uleiuri/ grasimi
Esterificare si Arome si parfumuri Sinteza esterilor cu arome
transesterificare naturale
Gliceroliza grasimilor/ Surfactanti Monogliceride pentru
uleiurilor surfactanti
Rezolutia Medicamente si industria Monomeri pentru
alcoolilor/esterilor racemici  farmaceutica medicamente chirale si
insecticide
Transesterifcare Carburanti Biodiesel
Acilarea alcoolilor Surfactanti Monoacil esteri ai
zaharurilor zaharurilor pentru
surfactanti
Cosmetica [63]

Structurile tridimensionale (Figura 1.7) ale multor lipaze au fost determinate
prin cristalografie cu raze X. Pe baza acestor studii, au fost identificate urmatoarele
trasaturi structurale comune ale lipazelor:

(1) Toate lipazelor fac parte din clasa hidrolazelor, avand o structura compusa dintr-
un miez de catene B-pliate, predominant inconjurate de a-helixuri.

(2) Restul nucleofil activ de Serina este inconjurat de a-helix si de o pentapeptida
bine conservata de tipul Gly-X-Ser-X-Gly, forméand un motiv characteristic numit cot
nucleofil.
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(3) Situsul catalitic al lipazelor este o triada cataliticd formata din amino acizii:
serind, histidina si acid aspartic sau glutamic. Serina este orientata diferit fatd de
serina din structura proteazelor.

(4) Prezenta unui capac constituit dintr-o secventa de peptida elicoidala amfifila,
care include situsul activ. Secventa peptidica difera de la o lipaza la alta. Lipaza din
C. antarctica are un capac foarte mic, ce nu izoleaza total situsul catalitic de restul
enzimei cand este in forma inchisa, in timp ce lipaza din pancreas de porc prezinta
un capac de doar 4 aminoacizi.

(5) Lipazele au patru situsuri/ buzunare pentru trigliceride: un situs al oxianionilor si
trei buzunare care acomodeaza acizii grasi legati la pozitiile sn-1, sn-2 si sn-3.

-

Figura 1.7 Structura 3D a lipazei din Candida rugosa.

1.4.2.1. Mecanismul de reactie al lipazelor

Mecanismul reactiei de esterificare catalizate de lipaze (Figura 1.8) este
similar cu mecanismului de esterificare al serin proteazelor si implica doua etape
principale.

In prima etapa, in urma atacului nucleofil al restului de serind (-OH) din
triada cataliticd 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 bazd generald al histidinei. Restul de acid aspartic stabilizeazd sarcina
partiala pozitiva, care apare la nucleul imidazolic al histidinei. Oxigenul serinei
devine puternic nucleofil, astfel incat poate genera o stare de tranzitie tetraedrica 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 etapa, sub influenta aceleiasi baze are loc un atac nucleofil
al unei molecule de alcool la acelasi C1, forméndu-se un al doilea complex II, ionul
oxoanionic fiind stabilizat prin legaturi de hidrogen in acelasi buzunar oxianionic.
Prin ruperea legaturii dintre serina si esterul nou sintetizat se regenereaza enzima.
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Figura 1.8 Mecanismul de reactie al lipazelor

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 preparatele 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 studiat 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 [64].

O alta clasificare a fost raportata de Pleiss si colab. [65], care au impartit
lipazele in trei subgrupe pe baza geometriei si a situsului de legare:

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

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

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

1.4.2.2. Specificitatea de substrat

Lipazele prezinta specificitate nu numai pentru acizii grasi dar si pentru alte
substraturi cu grupari OH [66]. Selectivitatea lipazelor comerciale fata de acizii grasi
a fost evaluata de diferite colective de cercetare [67]. Unele lipaze au preferinta
pentru anumiti acizi grasi sau grupuri de acizi grasi. De exemplu, lipaza din
Aspergillus flavus prezinta specificitate mai ridicatd pentru acidul tridecanoic decat
pentru trioleinad. Lipazele din C. rugosa si R. miehei au preferinta pentru acidul oleic
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comparativ cu acidul elaidic, in timp ce lipaza A din C. antarctica prefera acidul
elaidic fata de acidul oleic.

Specificitatea lipazelor fatda de alcooli respectd urmatoarea ordine: alcooli
primari> secundari> tertiari. Alcooli tertiari si esterii lor sunt substraturi pentru care
lipazele nu prezintd activitate.

Lee si Parkin [68] au studiat specificitatea de substrat utilizand acizi a caror
lungime a catenei a fost diferita fata de glicerina, 1,2-propandiol sau 1,3-propandiol
folosind ca biocatalizatori lipazele din P. cepacia, R. miehei, C. antarctica B. Pe baza
rezultatelor obtinute s-a constatat ca pentru fiecare substrat (cu exceptia glicerinei)
lipaza din P. cepacia prezintd reactivitatea maxima fata de acizii cu catena C8 si
C16, in timp ce lipazele din R. miehei si C. antarctica B prezintda reactivitatea
maxima pentru acizii C8.

1.4.2.3. Stabilitatea lipazelor in solventi organici

La ora actuald exista numeroase enzime disponibile pentru o varietate larga
de biotransformari. O etapa importanta in utilizarea enzimelor in sinteza organica a
reprezentat-o descoperirea cd numeroase enzime pot fi utilizate si in medii de
reactie neapoase, fiind astfel posibile transformari care in medii apoase nu s-ar
putea realiza.

Dintre enzimele studiate drept catalizatori n solventi organici, in acest
subcapitol se va face referire doar la utilizarea lipazelor. In mediu de solventi
organici nepolari lipazele sunt capabile sa utilizeze si alti agenti nucleofili in afara de
alcooli, de exemplu amine, amide si acizi peroxi carboxilici [69], [70].

Desi structura enzimei nu este afectatda in solveti organici, flexibilitatea
acesteia este dependentad de solvent. Uppenberg s.a. au raportat regiuni flexibile si
rigide observate n structura cristalina a lipazei Ca/B [71].

De asemenea, prin tehnici experimentale precum anizotropia de
fluorescentd, rezonanta electronicd de spin si spectroscopia electronica de relaxare
s-a demonstrat ca flexibilitatea proteinelor este scazuta in solventi organici. In plus,
s-a observat si o corelatie intre marimea moleculelor solventului si flexibilitatea
proteinei. Astfel, s-a observat ca flexibilitatea lipazei Ca/B scade in solveti organici in
ordinea: metanol, izopentan, cloroform, toluen si ciclohexan.

S-a stabilit ca regiunile din structura enzimei afectate de prezenta
solventului sunt aceleasi, diferind practic gradul de flexibilitate in fiecare solvent.
Exista doar 5 zone la suprafata enzimei care sunt afectate: (aminoacizii 139-150)
care reprezintd a-helixul scurt, (aminoacizii 266-289) care reprezinta a-helixul lung
care formeaza intrarea in situsul activ, (aminoacizii 26-30, si 92-97, 215-222) care
reprezinta 3 suprafete corespunzatoare buclelor si (aminoacizii 39, 42, 47, 104,
225) care formeaza buzunarul mediu de legare a alcoolilor secundari.

In reactiile de polimerizare catalizate de enzime s-au sintetizat legaturi
esterice, amilice etc. [24] iar solventi organici precum toluenul, tetrahidrofuranul,
benzenul, hexanul dar si amestecuri de solventi au fost utilizati cu succes [72].

Pe langa solventii organici sau sistemele fara solvent, in care practic unul
dintre reactanti are si rol de mediu de reactie, multe lipaze au fost folosite cu succes
pentru sinteza poliesterilor si in lichide ionice, in solventi hidrofluorocarbonati
(HFCs), sau in dioxid de carbon supercritic (scCO,). Lichidele ionice precum
[CnMImM][PF6] si lichidul ionic dicationic [C4(C6Im)2][PF6]2 s-au dovedit foarte
eficiente pentru sinteza enzimatica a PCL, rezultand mase moleculare medii de
26200 g/mol si conversii de pana la 62%. Mediul de reactie de scCO, este incadrat
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in categoria solventilor verzi si prezintd numeroase avantaje precum: toxicitate
scazuta, hidrofobicitate relativa, posibilitatea realizarii reactiilor in reactoare cu
volum variabil, reutilizarea usoara a enzimei. Dintre HFCs, 1,1,1,2-tetrafluoroetanul
a fost utilizat cu succes pentru sinteza enzimatica a poli-lactidei, conversia fiind de
aproximativ 50%, iar masa moleculara medie Mn de 14000 g/mol.

Sistemele de solvent bifazice apa/organic au fost folosite cu succes pentru a
transforma substraturi foarte lipofile cum ar fi steroizi, grasimi si derivati de
alchene.

Selectivitatea lipazelor poate fi influentata de prezenta solventilor organici in
doua modalitati:

(a) Solventii pot afecta regioselectivitatea lipazei. Rubio s.a. au studiat reactia de
transesterificare a 1,4-dibutiriloxi-2-octil-benzenului cu butanol, catalizata de lipaza
din P. cepacia in diferiti solventi organici, aratand ca solventii hidrofobi au favorizat
formarea 4-butiriloxi-2-octil fenolului, iar solventii hidrofili au favorizat formarea de
4-butiriloxi-3-octil fenolului [73].

(b) Solventii pot afecta, de asemenea, selectivitate prochirala a lipazelor. Terradas
s.a au studiat hidroliza esterului prochiral 2-(1 naftoil amino)-trimetilen-dibutirat la
monoester, catalizata de lipaza din Pseudomonas in diferiti solventi si au constatat
ca selectivitatea pro-S a enzimei a variat de la aproximativ 3 in unii solventi la mai
mare de 30 in altii [74].

Alte conditii de reactie in care au fost testate lipazele au fost temperatura
ridicata, valori extreme ale pH-ului, concentratii ridicate de sare (enzime din
halofile), sisteme in faza gazoasa, fara solvent, lichide ionice, sisteme in faza solida
[62].

1.4.3. Metode de stabilizare a lipazelor

Stabilizarea enzimelor este o conditie necesara pentru procesele biocatalitice
viabile din punct de vedere economic. Obiectivele principale ale stabilizarii
proteinelor includ cresterea stabilitatii operationale la valori extreme ale pH-ului, la
temperaturi ridicate si la concentratii mari de solventi organici [75].

In general, exista numeroase tehnici pentru stabilizarea proteinelor. O prima
abordare implica ingineria genetica, iar cresterea stabilitatii se realizeaza prin
mutageneza aleatoare sau prin design rational, de exemplu prin introducerea de
prolind, punti disulfurice sau prin extensii polipeptidice [76].

O a doua metoda de stabilizare implicd modificari fizico-chimice ale
proteinelor. Aceasta metoda include mono-functionalizarea prin acilare si alchilare
sau bi-functionalizarea cu agenti de reticulare, cum ar fi glutaraldehida sau diimide.

A treia tehnicd de stabilizare aplicata pe scard larga este imobilizarea
enzimelor. Aceasta este una dintre metodele de stabilizare cele mai utilizate,
deoarece are si alte efecte pozitive in afara de cel stabilizator. Astfel, faciliteaza
reutilizarea catalizatorului sau o schema de purificare mai simplificata [75].

La ora actuald existda peste 10000 de publicatii cu privire la stabilizarea
lipazelor prin imobilizare, iar in perioada 2011-2015 in baza de date Thomson
Reuters s-au publicat 1258 de studii.

Dintre metodele de imobilizare existente cele mai importante sunt
prezentate schematic in Figura 1.9: adsorbtia pe un suport solid, legarea
electrostatica, legarea covalentd pe diferite suporturi solide, entraparea in matrici
poroase si inretelarea.
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Figura 1.9. Tehnicile de imobilizare a enzimelor

1.4.3.1. Adsorbtia

Imobilizarea enzimelor prin adsorbtie se realizeaza

prin intermediul

interactiunilor de tip Van der Waals, legaturi de hidrogen, interactiuni hidrofobe,

dintre molecula enzimei si un suport solid.

Cele mai utilizate suporturi solide folosite in cadrul acestui procedeu de

imobilizare sunt materialele anorganice (portelan poros, Celita,
materialele celulozice (DEAE-celuloza, lemn, rumegus) [77]

sticla poroasd) si

Céteva exemple de lipaze imobilizate in ultimii ani prin adsorbtie sunt prezentate

in Tabel 1.7.

Tabel 1.7 Exemple de lipaze din diferite surse microbiene imobilizate prin adsorbtie

pe diferite suporturi

Sursa Suport Referinte
Candida rugosa Silice mezoporoasa MSU-H [78]
Mucor miehei Silice mezoporoasa [79]
Rhizopus oryzae

Pseudomonas fluorescens Silice mezoporoasa [80]
Candida antarctica B Lewatit [81]
Bulkholderia cepacia Particule magnetice [82]
Pseudomonas fluorescens Celita [83]
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1.4.3.2. Legarea covalenta

Imobilizarea prin legare covalentd este una dintre metodele de imobilizare
cele mai utilizate si implica formarea unor legaturi covalente intre aminoacizii aflati
pe suprafata enzimei si gruparile functionale ale suportului insolubil. In general,
aminoacizii implicati in formarea legaturilor covalente sunt lizinele (cu gruparile
amino), cisteina (gruparea tiol) si acidul aspartic sau glutamic (gruparea carboxil).
Lizina este un amino acid comun al proteinelor si pentru o varietate de enzime un
numar relativ ridicat de lizine au fost regasite la suprafata, iar legaturile cu acest
aminoacid sunt foarte stabile.

A fost raportata o larga varietate de suporturi utilizate, iar in Tabel 1.8 s-a
realizat o selectie de suporturi care s-au utilizat cu succes pentru lipaze.

Tabel 1.8 Lipaze imobilizate prin legare covalenta

Suport Sursa lipaza Referinte
Nanoparticule de Rhizopus oryzae [84]
silice cu grupari
epoxi
Nanoparticule FesO4- Thermomyces lanuginosus [85]
chitosan
Nanopolistiren Candida antarctica B [86]
Nanoparticule Pancreas de porc [87]

magnetice cu
grupari -COOH

Nanoparticule Thermomyces lanuginosa [88]
magnetice ZnO

Chitosan si agaroza Candida antarctica B [89]
Compozite Pseudomonas fluorescens [90]
polisiloxan-

polivinilalcool

Polimer poros cu Pseudomonas stutzeri [91]
grupari epoxi

Acid poli(y-glutamic) Candida rugosa [92]

Compozit magnetitd- Candida rugosa [93]
grafen-chitosan

Unul dintre polimerii naturali utilizat tot mai mult in ultima perioada ca si
suport sau ca agent de acoperire pentru diferite suporturi solide, cum sunt
particulele magnetice, este chitosanul (Figura 1.10). Dintre avantajele pe care
chitosanul le ofera se remarca pretul scazut, biodegradabilitatea si
biocompatibilitatea ridicata si citotoxicitatea scazuta [94].
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Figura 1.10. Structura chimica a chitosanului

Chitosanul este forma deacetilata a chitinei, un polimer natural present in
exoscheletul artropodelor (homari, creveti, crabi si insecte). Gradul de deacetilare
poate varia intre 40 si 98% [95]. Gruparile amino ii oferd chitosanului proprietati
speciale si singulare: este solubil in solutii apoase acide (pH<6.5); adera la
suprafete incarcate negativ, formeaza agregate cu compusi polianionici si chelati cu
ionii metalelor grele [96].

1.4.3.3. Imobilizarea prin afinitate (legaturi ionice)

Imobilizarea enzimelor prin afinitate este o metoda simpla care are la baza
formarea unor legaturi ionice intre enzimd si suport. De cele mai multe ori
interactiunile care apar in cazul legdturilor ionice sunt mai puternice decat legdturile
care se formeaza in cazul adsorbtiei. In ultimii ani, datoritd progreselor in ingineria
genetica, tot mai multe structuri ale enzimelor au fost modificate prin introducerea
unor secvente noi de aminoacizi (histidine in general) pentru a simplifica protocolul
de purificare a proteinelor, in acest caz fiind necesara doar o singura etapa de
purificare prin cromatografie de afinitate. S-a demonstrat ulterior cd prin aceasta
metoda se realizeaza practic imobilizarea enzimei, iar unele dintre suporturile cele
mai des utilizate sunt particulele de agarozd si ioni de Ni?*. Aceastd metodd s-a
utilizat cu succes pentru imobilizarea PiKC hidroxilazei, p-nitro benzil esterazei,
benzaldehid liazei si peroxidazei [97].

In afara de acest suport, enzimele pot forma legaturi ionice cu biopolimeri
de natura polizaharidica functionalizati sau nu ca dextranul, agaroza si chitosanul
sau pe rasini acrilice ca Amberlite FPC3500 (cationic) sau FPA54 (anionic).
Functionalizarea se poate realiza cu derivati cuaternari de amoniu, dietilaminoetil si
carboxi metil [98].

1.4.3.4. Imobilizarea prin incluziune (entrapare)

Entraparea enzimelor consta in includerea enzimei in reteaua unui polimer
sau finchiderea ei intr-o membrana semipermeabild, fiind astfel prevenita
desprinderea ei.

Entraparea enzimelor in matrici de sol-gel
Matricile de sol-gel sunt nanomateriale care se formeazad la temperaturi

relativ scazute, utilizand precursori anorganici si precursori alcoxidici. Utilizarea
precursorilor alcoxidici implica transformarea acestor silani precursori intr-un
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polimer anorganic reticulat prin reactii de hidrolizd si de condensare [99]. In ultimii
ani, tot mai multe enzime au fost imobilizate prin aceastd metodd deoarece
structura tertiard a proteinelor nu este afectata in timpul imobilizarii, preparatul se
poate reutiliza usor, capacitatea de entrapare este mare, iar dimensiunea si
geometria porilor poate fi usor controlata. Preparatele enzimatice obtinute prin
aceasta metoda au prezentat n general stabilitate operationald ridicata si
termostabilitate [100].

1.4.3.5. Imobilizarea prin inretelare (reticulare)

De multe ori s-a observat ca utilizarea suporturilor solide pentru imobilizare
poate afecta activitatea specificd a biocatalizatorului, chiar péna la un factor de 10
ori mai mic. Imobilizarea enzimelor in absenta unui suport solid este posibila
utilizdnd un agent de reticulare bifunctional care sa realizeze legaturi intre
moleculele de enzima. Exista trei tipuri de preparate enzimatice care se pot obtine
prin aceasta metoda si sunt prezentate schematic in Figura 1.11. Structurile
cristaline de enzima reticulata (Cross-linked Enzyme Crystals, CLEC) implica legarea
covalenta intre cristalele de proteind, avand ca dezavantaj necesitatea utilizarii
enzimei ultra purificate. Cea de-a doua metodd, agregate enzimatice reticulate
(Coss-linked enzyme aggregates, CLEA) presupune precipitarea enzimei si
reticularea ulteriord si a fost utilizata cu succes pentru o serie de enzime ca nitril
hidrataza, penicillin acilaza, si lipaza [101]. A treia metoda de inretelare implica
formarea unei emulsii apd/ulei si addaugarea agentului de reticulare, rezultdnd
particule sferice de enzima imobilizata (Spherezymes). Aceastda metoda s-a dovedit
extrem de eficienta pentru lipaze, atat in mediu reactie apos cat si organic [98].

’ -" Solutie enzimi
p

&

Purificare,
cristalizare
Legare covalentd

Legare covalentd in
emulsie

Structuri agregate particule sferice de
cristaline ?Qgﬂz‘ge enzimd imobilizatd
d e

r:tiizlzalga (CLEA) (Spherezymes)
(CLEC)

Figura 1.11 Imobilizarea enzimelor prin inretelare

Fiecare dintre aceste metode prezinta avantaje si dezavantaje si practic
alegerea metodei de imobilizare presupune un compromis intre randamentul de
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imobilizare, activitate si performanta enzimei. In Tabel 1.9 s-a realizat o sintezd cu
principalele avantaje si dezavantaje pentru fiecare metoda de imobilizare

Tabel 1.9 Principalele avantaje si dezavantaje ale metodelor de imobilizare

!VI etot:l_a de Avantaje Dezavantaje
imobilizare
Adsorbtia Metoda ieftina, simpla si rapida Desprinderea enzimei de suport
fizic Nu necesita functionalizarea in timpul reactiei, mai ales in
suportului mediu apos
Nu modificd conformational enzima
Nu distruge situsul activ al enzimei
Legare Legare puternica a enzimei de Este necesara
covalentd suport functionalizarea/modificarea
Existd o gama larga de agenti de suprafetei suportului
legare Utilizeaza compusi toxici (ex.
glutaraldehidad)
Datorita modificarilor
conformationale poate avea loc
pierderea activitatii catalitice
Entrapare Stabilitate in conditii dure de Proces experimental complicat
CLEA / reactie (ex. pH extrem) (necesita mai mult de doua

Nu impune utilizarea enzimelor cu
puritate ridicata

Se poate aplica in co-imobilizare
pentru enzime diferite (in cuplaj)
Modificari conformationale minime
sau deloc

incapsulare

etape)

Rata de difuzie scazuta a
substraturilor/produsilor datorita
volumului redus al porilor

Parametrii critici care intervin in optimizarea

prezentati in Tabel 1.10

proceselor de imobilizare sunt

Tabel 1.10. Parametrii critici care intervin in optimizarea proceselor de imobilizare

Exemple

Parametrii
Suport Proprietati chimice
Proprietati fizice
Enzima Proprietdti biochimice

Compozitie, grupari functionale, stabilitate
in solventi, hidrofobicitate.

Morfologie, dimensiune particule, porozitate
(structura pori, distributia dimensiunii
porilor), aria suprafetei active, incarcarea
suprafetei, abraziunea (pentru reactoarele
cu agitare), rezistenta la curgere

Disponibilitate, stabilitate la depozitare,
toxicologie, puritate, flexibilitate
conformationald, greutate molecularg,
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Proces de
imobilizare

Parametri cinetici

Strategia imobilizarii
Conditiile imobilizari
Difuzie/transfer de
masa

Performante

Costul procesului

dimensiune, situs activ, morfologie, grupari
functionale de suprafata, incarcarea
suprafetei (pI).

Activitate specifica, profilul pH-ului si al
temperaturii, stabilitate in conditiile de
reactie (pH, solventi, temperatura), aditivi
pentru activare sau stabilizare.

Adsorbtia fizica, incapsularea, legarea
covalenta, reticularea, pH, temperatura,
solventi, agenti de stabilizare.

Efectul solutiei tampon, vascozitatea
mediului de reactie, difuzia porilor.
Randament in timp si spatiu, reciclare,
reutilizare, indepartare produs, toxicitate,
inhibitia enzimei, cinetica.

Costul enzimei si al suportului, eliminarea
deseurilor, energie.

Din multitudinea de lipaze imobilizate raportate in literaturd, in Tabel 1.11 s-
a realizat o selectie a lipazelor imobilizate si utilizate cu precadere in sinteza
poliesterilor si a polimerilor. Se poate observa ca in perioada 2008-2015 pentru
majoritatea reactiilor anterior mentionate lipaza cea mai utilizata a fost cea din C.
antarctica B imobilizata prin adsorbtie, disponibila comercial ca si Novozyme 435. Si
celelalte lipaze din alte surse au fost imobilizate tot prin adsorbtie, indicand faptul ca
in sinteza polimerilor, datoritda mediului organic in care se realizeaza sintezele, nu
este favorizata desprinderea enzimei de pe suport si implicit pierderea activitatii.

Tabel 1.11. Lipaze imobilizate utilizate in sinteza poliesterilor

Sursa Metoda de Suportul Reactie Referinte
microbiana imobilizare
C. antarctica B Adsorbtie Rasina acrilica-  Poliesteri pe baza [102]
Novozyme 435 de
ciclotetrasiloxan
C. antarctica B Adsorbtie Cleiuri de Sinteza PCL [103]
montmorillonit
si sepiolit
Rhizopus Adsorbtie Lewatit Poliglicerol- [104]
oryzae MonoPlus MP 64 poliricinoleat
C. antarctica B Chitina si Sinteza acid [105]
chitosan polilactic
C. antarctica B Adsorbtie Rasina acrilica-  Sinteza PCL [106]
Novozyme 435
C. antarctica B Adsorbtie Lewatit VP OC Sinteza polilactida [107]
1600
Yarrowia Adsorbtie Lewatit VP OC Co-Poliesteri PCL si [108]
lipolytica 1026 dietilene glicol and
1,3-propanediol
Adsorbtie Pamant de Sinteza poli-epoxi- [109]
Burkholderia diatomee ricinoleat
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cepacia
C. antarctica B

C. antarctica B
Yarrowia
lipolytica
. antarctica B
. antarctica B
. antarctica B

. antarctica B

. antarctica B

o o o o o 0

. antarctica B

C.rugosa
P.cepacia
C. antarctica B

C. antarctica B

Adsorbtie
Adsorbtie

Adsorbtie

Adsorbtie
Adsorbtie
Adsorbtie
Adsorbtie

Adsorbtie

Adsorbtie
Adsorbtie
Adsorbtie

Adsorbtie
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Novozyme 435
Rasina acrilica-
Novozyme 435
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metildisiloxan cu
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ricinoleic

Polimerizare metil

ricinoleat
Acid polilactic

Copolimeri ECL-
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2,2
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[110]
[111]

[112]

[113]
[114]
[115]
[116]

[117]

[118]
[119]
[120]

[121]

Sinteza enzimatica a poliesterilor utilizand lipaze ca si catalizator se poate

realiza prin doua tipuri de reactii si anume:

(1) Policondesare, care se divide in doua categorii:

a.

b.

(2) Polimerizare cu deschidere de ciclu al lactonelor [122], [123]

Policondensarea hidroxi-acizilor

Policondensarea di-acizilor sau ai esterilor corespunzatori
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1.4.4. Reactiile de policondensare

Principalii produsi ai reactiilor de policondensare sunt poliesterii.
Substraturile si produsii care pot fi utilizati in reactiile de policondensare sunt
prezentati in Figura 1.9. Poliesterii alifatici sunt polimerii biodegradabili cei mai
utilizati pe scara larga in domenii precum protectia mediului si Tn aplicatii
biomedicale.

In general acesti polimeri sunt sintetizati pe cale chimicd prin reactii de
policondensare, utilizdnd o varietate larga de catalizatori precum acetati de mangan,
zinc, calciu, cobalt, magneziu, sau oxizi de titan. Reactiile au loc la temperaturi
cuprinse intre 180-2800°C, iar reactiile secundare precum deshidratarea diolilor sau
degradarea poliesterilor in acizi sau alchene nu poate fi evitata [122].

Reacltii de policondesare catalizate de lipaze

1) Reactii ale hidroxiacizilor sau a esterilor corespunzitori
. . O
HORCO,X M’- # £~];
2% "xon ORC—T
X: H, alchil, haloalchil, vinil, etc

2) Reactii ale acizilor carboxilici sau a esterilor corespunzatori cu alcooli

. o]
. lipaza | Ci
X0,CRCO,X + HOROH —y | MU e
XOH h

X: H, alchil, haloalchil, vinil, etc

Figura 1.12 Reactiile de policondensare catalizate de lipaze.

Reactiile de policondensare enzimatica se realizeaza in general in solventi
organici sau in sisteme fara solvent, iar produsii de reactie au in general mase
moleculare de ordinul miilor.

Pentru cresterea masei moleculare a produsilor, a fost raportatd o metoda
de policondensare enzimaticd in doud etape la temperatura scazutda (post
polimerizare). Totusi prezenta maselor moleculare mici nu a putut fi evitata,
indicdnd necesitatea optimizarii acestui proces. Liu s.a. au utilizat B-ciclodextrina ca
suport in policondensarea enzimatica, iar masele moleculare medii in reactia de
policondensare a diesterilor cu dioli au fost de pana la 62,100 g/mol. Acest efect a
fost atribuit faptului cd B-ciclodextrina poate inconjura catena polimerului si sa o
mentinad astfel intr-o configuratie corespunzatoare [124].

Pe langd acesti copoliesteri, policondensarea enzimaticd a fost extinsa
pentru obtinerea unor poliesteri functionalizati precum poli(oleic-diacid-co-glicerind)
poliesteri grefati cu grupari mercapto, poliesteri care sa contind subunitati de
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disiloxan sau poliesteri siliconici, oligoesteri functionalizati cu grupari metacrilat si
poliesteri care sa contina unitati de acid L-malic.

O serie de derivati de zaharuri au fost copolimerizati cu PEG 600 si dimetil
esteri pentru a forma polimeri derivati de zaharuri si PEG, care prezinta de
asemenea potential ca sisteme de eliberare treptata a medicamentelor [60].

Dintre lipazele utilizate pentru sinteza poliesterilor pe cale enzimatica, cea
mai des utilizatd a fost lipaza din Candida antarctica B imobilizata, comercializata
sub numele de Novozyme 435.

Mecanismul reactiilor de policondensare este prezentat in Figura 1.13 si
implica 2 etape: formarea intermediarului acil enzima in etapa de initiere, urmata de
etapa de propagare in care are loc formarea poliesterului.

O,
N\ OH
C_
ki complex ki ﬁ
‘k— lipaza-lactoni — > | H-O(CHy)y €—0
(CH'.?)m -1
Intermediar Acil-Enzima (AE)
Initiere o

I
AE+ROH ——— H-O(CH,),, C—OR + HO

Propagare

o o
I i
AE1 11[0((“111),,, C—]—OR _— II{O(CHZ),,, c—]-OR + HO—(tipazi )
n ntl

Figura 1.13 Mecanismul reactiilor de polimerizare catalizate de lipaze [72]

1.4.5. Sinteza polimerilor prin deschiderea de ciclu a lactonelor

In contrast cu reactiile de policondensare, in reactiile de polimerizare cu
deschidere de ciclu formarea apei sau a alcoolilor este evitatd, ceea ce conduce la
obtinerea unor mase moleculare mai mari. In general lipazele prezinta reactivitate
mai mare pentru polimerizarea cu deschidere de ciclu decat pentru policondensare
[125].

Polimerizarea cu deschidere de ciclu catalizata de lipaze a fost observata
pentru prima data in 1993 pentru e-caprolactona si 0-valerolactona. Numeroase
studii prezinta polimerizarea si copolimerizarea lactonelor prin cataliza cu lipaze
(Kobayashi 2009). Polimerizarea cu deschidere de ciclu a e-caprolactonei si a €-
caprolactonei substituite a fost indusd usor de lipaze de origini diferite. Dintre
acestea, lipaza imobilizata provenita din Candida antarctica B (Novozyme 435) a
fost cea mai eficientd pentru polimerizarea e-caprolactonei, dar si a altor lactone
[205].

g-Caprolactona a fost monomerul cel mai des utilizat in studii model pentru
sinteza enzimaticd a poliesterilor cu deschidere de ciclu, dar si alte
lactone/macrolectone precum cele prezentate in Figura 1.14 au fost utilizate cu
succes ca substraturi pt lipaze. Dificultatile cel mai des intalnite au fost obtinerea de
mase moleculare scazute si cinetica lenta a reactiilor de polimerizare. In incercarea
de a preveni aceste inconveniente, s-a ardtat cd viteza de polimerizare si masa
moleculara pot fi controlate prin combinarea diferitilor parametri, cum ar fi
temperatura, solventul, concentratia enzimei, sau concentratia de monomer [131].
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In comparatie cu enzimele libere/native, enzimele imobilizate prezint3
activitate catalitica si stabilitate mai ridicatda, fiind astfel favorizata sinteza
poliesterilor cu mase moleculare medii mai mari, (M,,) intre 13.400-25.100 g/mol.
S-a demonstrat ca lipaza Novozyme 435 a fost eficientd in 10 cicluri de reactie
pentru sinteza poli €-caprolactonei cu mase moleculare medii de 50.000 g/mol
[106].

Q 2

R Oy 9

c—o> Ec‘o T—T N

K(CHz)m CHZQm R UR
[}

R 0 P F Il 0
< Ce H3C o

O3 6y oy

(CH2Jm o N

o]

Q S
HSCYé\ Co ,0/\/0\ J\(/O
- o O 0
N j\ 0 FPOTE | g0
¢ cHy G (CHam

Figura 1.14 Lactone utilizate ca si substraturi pentru lipaze in reactii de poliesterificare [59]

in afard de enzimele imobilizate prin metode traditionale, recent s-a
demonstrat ca lipazele acoperite cu lichide ionice au fost foarte eficiente, chiar mai
eficiente comparativ cu situatiile in care lichidele ionice au fost utilizate ca mediu de
reactie rezultdnd PCL si poli(1,4-dioxan-2-ond) cu mase moleculare medii maxime
de 182.000 g/mol [60]

In polimerizarea enzimatica cu deschidere de ciclu exista doua metode
disponibile pentru sinteza de noi structuri de poliesteri.

(1) Copolimerizarea monomerilor de diferite tipuri.
(2) Sinteza unor poliesteri terminal functionalizati (prin metoda de initiere)

Copolimerizarea lactonelor permite o imbunatdtire a proprietatilor
polimerilor, dar introduce si noi provocari in polimerizarea cu deschidere de ciclu
catalizata de lipaze, cum ar fi elucidarea legaturii dintre reactivitatea
comonomerului, transesterificare si microstructura polimerului. Copolimerizarea
monomerilor ciclici cu unitati hidrofile s-a realizat pana in prezent in general prin
cataliza chimicd [43].

In ultimii ani, au fost raportate copolimerizari enzimatice ale PCL cu diferiti
monomeri / polimeri, cum ar fi zaharuri, derivati de poli(etilen glicol), dioli si, cum
era de asteptat, functionalitdtile nou introduse au sugerat noi potentiale aplicatii.
Novozyme 435 a fost cea mai eficienta dintre lipazele care au fost testate pentru
aceste reactii. Au fost sintetizati cu succes poliesteri pe baza de derivati de zaharuri,
pornind de la alditoli. Lipazele s-au dovedit a fi catalizatori eficienti pentru reactia
dintre acidul adipic, respectiv 1,8-octandiol si diferiti alditoli ca manitol, xilitol,
glucitol, galactitol, eritritol si ribitol. Cu toate acestea, nu a fost inca raportata
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sinteza enzimatica a copolimerilor ECL cu lactone derivate din zaharuri [132].
Cateva exemple de co-monomeri utilizati in reactii de copolimerizare cu ECL sunt
prezentate in Tabelul 1.12.

Tabel 1.12. Lipaze si lactone utilizate in reactii de copolimerizare a e-caprolactonei

Enzima Co-monomer Referinte
C. antartica B w-pentadecalactona (PDL) [126], [127]
C. antartica B - [128]

P. fluorescens 8-octanolida (8-0L)

C. antarctica PDL [129]

C. cylindracea

M. miehei

P. fluorescens 5-valerolactons [130]

Pancreas de porc

P. fluorescens

Pseudomonas sp. lactat de etil [61]
etil 4-hidroxibutirat
ciclopentadecanolida

Copolimerii (bloc si aleatori) ai PCL pot fi sintetizati folosind o serie de
monomeri ca etilenoxid, clorurd de polivinil, cloropren, polietilenglicol, polistiren,
diizocianati (uretani), tetrahidrofuran (THF), diglicolide, dilactide, d-valerlactona,
caprolactone substituite, 4-vinil anisol, stiren, metacrilat de metil si acetat de vinil.

Polimerizarea cu deschidere de ciclu a e-caprolactonei catalizata de o
esteraza termofila de la Archaeoglobus fulgidus a fost realizata cu succes in solventi
organici. Au fost investigate efectele enzimei, concentratiei de substrat,
temperaturii, timpului de reactie, mediului de reactie si activitatii apei asupra
conversiei monomerului si masei moleculare a produsului.

In afara de lipaza din Candida antarctica B si alte lipaze s-au dovedit
eficiente pentru polimerizarea diferitelor lactone. De exemplu, lipaza PS-30
imobilizata pe Celite a fost folosita drept catalizator pentru a studia polimerizarea cu
deschidere de ciclu a w-pentadecalactonei (PDL-ROP) in conditii de reactie fara
solvent. A fost obtinuta poli-PDL cu M,, = 62000 si indice de polidispersie 1.9.

Deoarece poli(w-pentadecalactona) este un poliester alifatic cu grad de
cristalinitate si hidrofobicitate ridicat, copolimerizarea cu alti monomeri sau
inlocuirea cu macrolactone care prezinta legdturi duble, grupari amino sau epoxi,
pot reprezenta alternative pentru imbunatatirea proprietatilor. In plus, prezenta
unor functiuni de tipul celor mentionate in catena de baza a poliesterului poate fi
utilizata in reactii de inretelare, care conduc la formarea unor retele complet amorfe.

Un studiu asupra sintezei functiunilor terminale ale macromerilor PCL a fost
realizat folosind drept catalizator Novozyme 435. Polimerizarea cu deschidere de
ciclu a €-CL catalizata de lipaze a fost efectuata prin adaugarea in reactie a unor
potentiali initiatori de lant (9-decenol, alcool cinamic, 2-4(hidroxifenil)etanol).
Alternativ, acizi si esteri contindnd functiuni terminale tintd (cum ar fi: acid oleic,
acid linoleic, acid octadecanoic) au fost adaugati la prepolimerizarea €-CL, rezultand
PCL cu grupare acil terminald. Pentru a controla simultan atat gruparile terminale
hidroxil cat si gruparile carboxil de initiere si terminare macromerii au fost
combinati, fie prin utilizarea unui ester di-functionalizat sau prin adaugarea
ulterioara de initiator si terminator [61].
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Dong s.a. au realizat copolimerizarea €-CL cu monomeri ciclici si liniari
derivati ai B-propiolactonei (B-butirolactona, a-decan-B-propiolactona, a-dodecan-B-
propiolactond), in sistem fara solvent, la 45°C, timp de 20 de zile, utilizdnd lipaze
din Pseudomonas sp. Dintre copolimerizarile efectuate, polimerul cu cea mai mare
masa moleculara medie s-a obtinut in reactie e-CL cu ciclopentadecanolide (M,, 8400
Da, randament 67%). Masele moleculare ale copolimerilor de €-CL cu lactone au fost
mai mari decat cele ale copolimerilor preparati din hidroxiesterii liniari
corespunzatori [133].

Pornind de la acidul 3-hidroxibutiric si d-gluconolactona s-au sintetizat noi
copolimeri, urmarindu-se mai multe aspecte ale acestei sinteze, ca activitatea
diferitelor enzime utilizate, influenta mediului de reactie, influenta temperaturii si a
timpului de reactie. S-a aratat ca dintre lipazele studiate enzima Novozyme 435
prezinta activitatea cea mai ridicata in reactiile de esterificare ale 3HBA, iar
selectivitatea cea mai ridicata a fost obtinuta utilizand ca mediu de reactie un
amestec de DMSO /t-BuOH [6].

A fost demonstratd si copolimerizarea e-caprolactonei (e-CL) si D,L-lactidei,
catalizata de lipaza Candida antarctica B [134]. Au fost efectuate copolimerizari la
diferite rapoarte €-CL: lactida, iar produsul a fost monitorizat si caracterizat prin
MALDI-TOF MS, GPC si 'H RMN. Polimerizarea &-CL, care este in mod normal
promovata de lipaza din C. antarctica B, este incetinita initial de prezenta lactidei. In
timpul acestei etape, lactida se consuma mai rapid decat e-CL, si apare un dimer cu
unitati de acid lactic (LA). Pe masura ce reactia avanseaza, cantitatea relativa de
unitati CL a copolimerului creste.

Un derivat diferit de glucoza, izosorbidul, a fost folosit ca initiator
multifunctional pentru polimerizarea cu deschidere de ciclu a ECL catalizata de lipaza
din Yarrowia lipolytica imobilizata, rezultand oligomeri PCL-izosorbidici cu valori M,
de panala 1068 [135].

Sinteza enzimatica a copolimerilor prin polimerizare cu deschidere de ciclu a
fost intens studiata, utilizand lactone de diferite dimensiuni cum sunt e-caprolactona
si B-butirolactona [136], [137], respectiv e-caprolactona si d-valerolactona [138].

Heise s.a. au investigat, de asemenea, atat polimerizarea enzimatica cu
deschidere de ciclu a e-caprolactonei cat si policondensarea dimetil adipatului cu 1,4
butandiol, utilizand ca solvent trei lichide ionice diferite: [BMIM][PF6], [BMIM][PF4],
[BMIM][Tf2N] si enzima Novozyme 435 drept catalizator [139].

Polimerizarea cu deschidere de ciclu a w-pentadecalactonei a fost studiata in
sistem bifazic la interfata ulei/apa, utilizand diferite medii de reactie. Masele
moleculare obtinute au fost in domeniul 870-3507 g/mol, cu mult mai mici decét
masele obtinute in toluen (64.500 g/mol). Rezultatele indica faptul ca desi urmele
de apa sunt esentiale in mentinerea structurii enzimei si contribuie la formarea si
initierea reactiilor de polimerizare, cantitatile de apa aditionale favorizeaza hidroliza
polimerilor [60].

Pentru imbundtatirea masei moleculare a fost testata o metodd noud, in
doua etape: In prima etapa lipaza a fost utilizatda pentru a cataliza polimerizarea
acidului 6-mercaptohexanoic in toluen la concentratii reduse, pentru a favoriza
formarea oligomerilor ciclici, care in a doua etapa au fost repolimerizati cu aceeasi
lipaza. S-a demonstrat ca aceeasi lipaza poate depolimeriza poliesterii formati in
oligomeri ciclici [60].

Polimerizarea cu deschidere de ciclu a e-caprolactonei si a d-valerolactonei
catalizata de lipaze a fost raportata pentru prima oara in anul 1993 de doua grupuri
diferite. Lipaza din P. fluorescens a condus la randament de 92%, M, 7700 si PDI de
2.4 in sistem fara solvent la 75°C, dupa 10 zile. Similar, pentru d-VL s-au obtinut
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mase moleculare de 1900, la 60°C. Alte lipaze, ca de exemplu C. cylindracea (lipase
CC) si lipaza din pancreas de porc (PPL) au prezentat activitate pentru polimerizarea
cu deschidere de ciclu. Acesti poliesteri prezinta ca si grupari terminale o grupare
carboxilica, respectiv o grupare hidroxil, indicand faptul ca initierea s-a realizat de
catre moleculele de ap3, in lipsa altui initiator [61], [130].

Cea de-a doua metoda pentru imbunatatirea proprietatilor poliesterilor este
sinteza poliesterilor terminal functionalizati prin metoda de initiere. In aceasta
metoda, un nucleofil (alcool, amino sau zahar) are rol de initiator, pentru a induce
polimerizarea enzimatica fiind apoi sintetizati poliesterii functionalizati terminal
[140].

Lipaza PPL s-a dovedit eficienta pentru polimerizarea cu deschidere de ciclu
a e-caprolactonei (e-CL), folosind un initiator multifunctional, etil-glucopiranozida
(EGP) [141]. Produsele cu lungime variabila a oligo-lantului (e-CL) (Mn= 450, 2200
Da) s-au format prin modificarea raportului e-CL/EGP. Prin analizad structurala de tip
1H, 13C, si COSY (13C-13C) RMN s-a aratat ca reactia a fost extrem de
regiospecifica, adica lanturile formate oligo (e-CL) / oligo (TMC) pot fi legate printr-
un ester / lant carbonat exclusiv la radicalul hidroxil primar al EGP.

Toate aceste studii demonstreaza o preocupare deosebita a cercetatorilor
pentru obtinerea de noi polimeri pe cale biocatalitica.

1.5. Hidroxi-acizi si estolide

Hidroxi-acizii grasi (HFA) si derivatii acestora apartin unei clase de compusi
de mare interes in multe domenii. Pe langa faptul ca sunt moleculele esentiale in
multe procese biologice ei sunt folositi intr-o mare varietate de procese industriale
si, mai recent, In domeniul chimiei materialelor. Din punct de vedere structural,
hidroxi-acizii grasi pot fi saturati sau nesaturati si pot sa contind una sau mai multe
grupe hidroxil si un lant lung ramificat cu o grupare carboxil terminala. Ei apar in
natura ca si componente ale cerebrozidelor triacilglicerolilor, cerurilor, precum si
altor lipide din animale, plante si microorganisme [142].

Spre deosebire de acizii grasi nehidroxilati hidroxi-acizii grasi (HFA) au
reactivitate, miscibilitate in solventi organici, stabilitate si vascozitate ridicata si asta
datorita prezentei gruparii hidroxil in molecula [143]. Astfel, ei sunt utilizati pe scara
larga in industria cosmetica, chimica, farmaceutica [144] si a produselor alimentare.
Proprietatile si utilizarile industriale si medicinale ale unor hidroxi-acizi grasi,
incluzand mono-, di- si trihidroxi-acizi grasi sunt centralizate in Tabel 1.13. Acidul
12-hidroxistearic este utilizat in principal ca agent de ingrosare pentru fabricarea
unor unsori lubrifiante. Acidul ricinoleic este utilizat pentru obtinerea sapunurilor, in
finisajele textile si in fabricarea ciocolatei [118], [145], [146].

HFA prezinta potential farmaceutic, inclusiv anti-bacterian, anti-fungic, si
activitate anti-diabetica [147], [148]. Polimerii sintetizati din hidroxi-acizi grasi au
unele avantaje fata de polimerii derivati din petrol, cum ar fi o rezistentd mai mare
la caldura, substante chimice, flexibilitate mare, biocompatibilitate ridicata si
toxicitate practic inexistenta [149].
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Tabel 1.13. Exemple de hidroxi-acizi grasi si aplicatiile acestora

Tipul de hidroxi acid gras intrebuintare Proprietati Referinte
Acid 9R-hidroxistearic a-inhibitor stereo- Produs secundar
selectiv impotriva endogen a [144]
\/@S\/\V\ﬁ/\ww histon-deacetilazei peroxidarii
’ umane (cancer de lipidelor
. colon)
Acid 12-hidroxistearic -Polimer acrylic, Temperatura de
cauciuc, ceara si topire ridicata, [150]
i unsoare termostabil
N coon -Eliberare hidrofoba
' de medicamente
-Cosmetic si ingrijire
personald (emolient)
-Agent
anticontractant
pentru lana
w-hidroxi acizi grasi -Momomer polimeric Proprietati
ai fabricarii plasticelor asemanatoare [143]
COOH -Bactericid, fungicid si  poliesterilor,
HOA@;\/ anticancerigen degradabil
Acid ricinoleic Emulsifiant, lubrifiant  -Flexibilitate [151]
si dispersant avansata,
s coon Precursor de aroméa rezistenta la
Laxativ, eliberare de caldura
medicamente, aditiv -Biocompatibil si
1 in alimente si ingrijire  biodegradabil
personala
9S-HODE! -Important in -Ligand PPAR-y
arteroscleroza ca si (antagonist) [152]
;" component major ai
mm” lipoproteine oxidate
cu densitate scazuta
— si important in artritd
reumatoida
-Activitate fungicida
13S-HODE? -Inhibitor de adeziune [153]

oH

a celulelor canceroase
-Precursor de parfum
-Activitate fungicida

19S-HODE-acid 9S hidroxioctadecadienoic, 213S-HODE-acid 13S hidroxioctadecadienoic, Ligand
PPAR-y -receptorul gamma activat de proliferatorul peroxizomilor,
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Enzimele/microorganismele utilizate pentru hidratarea/hidroxilarea acizilor
grasi din animale, plante sau microorganisme produc peste 100 de tipuri de hidroxi-
acizi. 12-hidroxilazele [144], |lipoxigenazele [154], si citocrom P450
monooxigenazele (P450) [155] din plante produc hidroxi-acizii grasi acid ricinoleic
(12-OH 18:1A97), acid 12-hidroxistearic  (12-OH 18:0), acid 13-
hidroxioctadecadienoic (HODE), cat si acizi w-hidroxi grasi. In Tabel 1.14 sunt
prezentate cateva exemple de hidroxi-acizi grasi sintetizati pe cale enzimatica.

Tabel 1.14 Obtinerea HFA pe cale enzimaticd/microbiana

Microorganism Substrat?! Produs? Metoda Referinte
Bacillus megaterium LA 12,13,17- Conversie cu [146]
ALA2 TODE celule
Flavobacterium sp. oL 10-HSA Conversie cu [156]
DSS celule
OA 10-HSA
Pseudomonas EA DED Conversie cu [157]
aeruginosa celule
oL DOD Conversie cu [158]
celule
PTA DHD Conversie cu [159]
celule
TOL DOD Conversie cu [70]
celule
OA DOD Conversie cu [160]
celule
Schizosaccharomyces OA RA Conversie cu [161]
pombe celule

!LA-acid linoleic, OL-ulei de m3sline, OA-acid oleic, EA-acid eicosenoic, PTA-acid palmitoleic,
TOL-trioleina,

212,13,17-TODE-acid 13,13,17 trihidroxioctadecenoic, 10HSA-acid 10-hidroxistearic, DED-acid
9,12-dihidroxi-10-eicosenoic, DOD-acid dihidroxioctadecenoic, DHD-acid
dihidroxihexadecenoic, RA-acid ricinoleic

In continuare vor fi prezentati hidroxi-acizii care au fost utilizati ca
substraturi in vederea sintezei estolidelor din capitolul de contributii originale, cat si
cele mai relevante informatii din literatura despre estolide.

1.5.1. Acidul 10-hidroxistearic (10HSA)

10HSA (Figura 1.15) a fost sintetizat pe cale enzimaticad in anul 1962, cand
s-a utilizat o tulpinda din Pseudomonas, iar randamentul a fost de 14%. De atunci,
hidratarea acidului oleic cu formare de 10HSA a fost demonstrata si prin intermediul
tulpinilor ~ microbiene precum Nocardia (Rhodococcus), Corynebacterium,
Sphingobacterium, Micrococcus, Absidia, Aspergillus, Candida, Mycobacterium si
Schizosaccharomyces, Sarcina lutea, sau microoorganisme din compost precum
NRRL B-14797 [162].
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OH
OH

O

Figura 1.15 Structura acidului 10HSA

Stereospecificitatea 10HSA este dependentd de tipul de microorganism.
Rhodococcus rhodochrous ATCC 12674 a condus la formarea unui amestec de
enantiomeri, speciile Pseudomonas NRRL B-3266 produc 10(R)-HSA pur.
Sphingobacterium produce 10(R)-HSA si un procent de 2-18% 10(S)-HSA, iar
specia Flavobacterium DS5 produce 66% 10(R)-HAS [148].

Desi exista numeroase studii in care s-a raportat obtinerea 10HSA, pana in
prezent acest compus nu a fost utilizat ca substrat pentru sinteza estolidelor.

Oleat hidrataza

Oleat hidrataza (OHaza) este o hidroliaza investigatda recent, care
catalizeaza hidratarea legaturilor duble C=C izolate ale acizilor grasi. Cel mai comun
exemplu este acidul oleic, care in prezenta OHazei conduce la formarea acidului
10HSA (Figura 1.16) [162].

o]
\/V\/\MV\)J\OH
Acid oleic

oleat hidrataza
O

OH

OH
Acid 10-hidroxistearic

Figura 1.16 Sinteza enzimatica a 10HSA din acid oleic

Din punct de vedere structural OHaza este dimer cu masa moleculara de
aproximativ 77.9 kDa. S-a demonstrat ca toate hidratazele prezintd cofactorul FAD.
Structura cristalind a oleat hidratazei din L. acidophilus a fost raportata recent, iar
pe baza similaritatilor structurale cu alte enzime FAD-dependente s-au identificat 4-
domenii. Domeniul 1 care (D1) este format dintr-un amestec de a-helixuri si foi B-
pliate, domeniul 2 contine situsul de legare a FAD-ului iar domeniile 3 si 4 cuprind
doar a-helix-uri. Autorii au observat ca ultimul domeniu prezinta similaritati cu
domeniul N-terminal al acilglicerol lipazei din Archaeoglobus fulgidus [163].

In ultimii ani, tot mai multe enzime au fost desemnate ca oleat hidrataze,
iar cele mai relevante dintre acestea sunt prezentate in Tabelul 1.15. Specificitatea
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de substrat a OHazelor este diferita in functie de sursa microbiana, cu toate ca

exista conditii comune ale substraturilor pentru toate hidratazele:

sa contind

grupare carboxil, lungimea minima a acidului gras sa fie C14, dubla legatura sa fie
in conformatie cis [162].

Figura 1.17 Structura tridimensionala a oleat hidratazei din L. acidophilus [162]

Studiile referitoare la caracterizarea OHazei au indicat o stabilitate si un
optim de temperatura relativ scazut, dar cu toatea acesta pana in prezent nu s-au
studiat metode de stabilizare a acestei enzime.

Tabel 1.15 Specificitatea oleat hidratazelor izolate din diferite surse microbiene

Microorganism Substraturi testate Referinta
Activitate enzimatica(+) fara activitate (-)
Macrococcus acid oleic acid lauric [164]
caseolyticus acid miristoleic acid miristic
acid palmitoleic acid palmitic
acid linoleic acid stearic
acid a-linolenic acid arachidic
acid g-linolenic acid petroselinic
acid elaidic
acid vaccenic
acid arachidonic
acid erucic
acid nervonic
Streptococcus acid oleic acid miristoleic [165]
pyogenes M49 acid palmitoleic acid elaidic
acid linoleic acid eicosatrienoic
acid linolenic acid arachidonic
trilinoleiglicerol
Bifidobacterium acid palmitoleic acid miristoleic [166]
breve NCIMB acid oleic acid vaccenic
702258 acid linoleic acid elaidic

acid rumenic
acid linolenic
acid arachidonic
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Stenotrophomonas acid oleic [167]
maltophilia acid palmitoleic
acid linoleic

acid a-linoleic
acid y-linoleic
acid miristoleic

Lysinibacillus acid oleic Acid miristic [168]
fusiformis acid palmitoleic acid palmitic

acid y-linolenic acid stearic

acid linoleic acid arachidic

acid miristoleic acid petroselinic

acid a-linolenic acid elaidic

acid vaccenic
acid arachidonic
acid erucic [169]
acid nervonic
hidrolizat de ulei de
masline
acid ricinoleic

1.5.2. Acidul 12-hidroxistearic (12HSA)

12HSA (Figura 1.18) se obtine prin hidrogenarea uleiului de ricin, urmata de
saponificare cu diferite saruri. Ca si produs secundar se poate obtine acid stearic
[150].

12HSA este utilizat la scala larga pentru fabricarea unor unsori de calitate
ridicata. Acesti compusi sunt stabili si prezinta numeroase proprietati favorabile.
12HSA este folosit ca ingredient pentru sinteza cerurilor, ca agent de finisare in
industria automobilelor si la fabricarea electrocasnicelor. In industria cosmetica se
utilizeaza ca agent de stralucire pentru diferite solutii, sau poate fi incorporat in
creme reci pentru a creste vascozitatea [144].

oH

oH

Figura 1.18 Structura acidului 12HSA

in vopsele este utilizat la obtinerea esterilor acrilici, iar in pentru cauciucuri
este utilizat ca si activator si lubrifiant.
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1.5.3. Acidul ricinoleic (RCA)

RCA (Figura 1.19) se obtine din uleiul de ricin prin hidroliza, in general in
conditii bazice, utilizand NaOH [170]. Principalele utilizari includ materiale de
acoperire, materiale plastice, cerneluri si cosmetice.

O
= OH

OH

Figura 1.19 Structura acidului RCA

RCA este utilizat ca materie prima pentru sinteza macrolactonelor sau a
poliesterilor, dar si ca substantd de tratament pentru inflamatii ale pielii, pentru
pecingine, cheratoza si infectii fungice. Sarurile cuaternare de amoniu a RCA si a
hidroxi stearatilor au fost folosite in produsele cosmetice pentru ingrijirea pielii si a
parului, germicide si agenti de prelucrare pentru textile [150].

Desi exista un numar mare de rapoarte despre biotransformarea lipidelor cu
lipaze, exista putine studii privind polimerizarea hidroxi-acizilor grasi catalizate de
aceste enzime. In 1989, Yamaguchi s.a. au fost primii care au raportat esterificarea
enzimatica a RCA in doua etape, pentru a obtine estolide cu un randament ridicat.
Mai térziu, aceiasi autori au aratat importanta controlului cantitatii de apa prezenta
in mediul de reactie si avantajul folosirii lipazelor imobilizate. Randamentul reactiei a
fost imbunatatit, iar produsul obtinut a atins valori ale indicelui de aciditate (AV) de
40 [171].

Pentru Tmbunatatirea reactiei de obtinere a estolidelor RCA au fost testate:
[172]

(i) imbunatatirea suporturilor de imobilizare;

(ii) Tncapsularea lipazelor in micelii;

(iii) optimizarea conditiilor de reactie in bioreactor, pentru a creste calitatea si
volumul productiei de estolide.

1.5.4. Acidul 16-hidroxihexadecanoic (16HHDA)

Acidul 16-hidroxihexadecanoic (Figura 1.20) cunoscut si sub numele de acid
16-hidroxipalmitic sau acid juniperic este un metabolit al acidului palmitic obtinut
prin w-hidroxilarea acidului palmitic de citre citocromul P450 in plante si animale. In
plante este un component al cutinei.

oH
HOWVWM
(8]

Figura 1.20 Structura acidului 16-hidroxipalmitic
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1.5.1. Estolidele

Estolidele (Figura 1.21) sunt oligomeri naturali formati in general din
hidroxi-acizi grasi. Estolidele prezinta vascozitate ridicata, stabilitate oxidativa buna
si biodegradabilitate ridicata, de aceea prezinta potential considerabil pentru
obtinerea de lubrifianti, plastifinati, aditivi cosmetici si componente in vopsele [173].

Figura 1.21. Structura general a estolidelor

Pe cale chimica, estolidele pot fi sintetizate la temperaturi si presiuni
ridicate, din hidroxi-acizi [174].

A doua legatura esterica din structura estolidelor este mult mai robusta
comparativ cu trigliceridele, iar hidroliza este ingreunata. Acest aspect structural al
estolidelor trebuie confera proprietati superioare la temperaturi scazute, in plus fata
de proprietatile inerente ale acidului gras. Biodegradabilitatea estolidelor a fost de
asmenea demonstrata [175].

Anumiti hidroxi esteri, ca de exemplu esterii etilici ai acidului 3-
hidroxibutiric, 4-hidroxibutiric, 5-hidroxihexanoic, 6-hidroxihexanoic, 5-
hidroxidodecanoic si 15-hidroxipentadecanoic au fost polimerizati enzimatic, iar
poliesterii corespunzatori au avut mase moleculare medii cuprinse in intervalul
3.800-5.400g/mol [122].

O clasa noua de estolide complexe, cu proprietati termice superioare la
temperaturi scazute, au fost sintetizate din acid oleic si acizi grasi saturati in diferite
combinatii, utilizdnd acid percloric ca si catalizator. Separarea s-a realizat prin
distilare Kugelrohr, iar randamentele au fost intre 45 si 65%. Estolidele saturate si
esterii simplii au prezentat proprietati fizice foarte diverse [176].

Homo-estolidele simple ale acidului oleic au prezentat stabilitate oxidativa
mai bunad decét fluidele pe baza de uleiuri vegetale sau petrol, cdnd au fost
formulate cu o cantitate scazuta de stabilizator oxidativ.

Estolidele acidului ricinoleic au fost sintetizate prin utilizarea lipazei native si
imobilizate din Candida rugosa, la temperatura moderata, intr-un bioreactor. Lipaza
din C. rugosa a fost imobilizatda pe 10 suporturi diferite prin legare covalenta si
adsorbtie fizica si fost selectat derivatul imobilizat cel mai eficient, pe baza cantitatii
de enzimd imobilizatd raportatd la activitatea obtinuta. O rdsind schimbdatoare de
anioni a fost considerata a fi cea mai eficientd [118]. O alta lipaza imobilizata prin
adsorbtie pe CaCOs, Staphylococcus xylosus lipase 2 (SXL2), a fost utilizatd pentru
sinteza estolidelor de RCA, atat in sistem cu solvent organic cat si fara solvent.
Conversii de aproximativ 65% au fost obtinute in sistem fara solvent, la 55°C.
Structura estolidei a fost demonstratd prin LC-MS, FT-IR si 3C-RMN [177].

Poliesteri cu mase moleculare mari (DP 10) au fost sintetizati enzimatic
pornind de la acid 10-hidroxidecanoic si 11-hidroxiundecanoic, utilizand lipaza din C.
rugosa ca si catalizator. In cazul acidului 11-hidroxiundecanoic au fost obtinute
mase moleculare de aproximativ 22000, in prezenta sitelor moleculare.

In cazul hidroxi-acizilor, reactivitatea acestora in reactii de policondensare a
scazut in urmatoarea ordine: acid 16-hidroxihexadecanoic =~ acid 12-
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hidroxidodecanoic = acid 10-hidroxidecanoic > acid 6-hidroxihexanoic. S-a afirmat
ca in reactiile de policondensare lipazele prezinta reactivitate mai mare fata de
monomerii cu catenda mai lunga datorita unui efect de activare mai puternic al
substraturilor mai hidrofobe [122].

1.6. Biomateriale pe baza de uleiuri vegetale si aplicatiile lor

Asa cum aratd datele unui raport publicat in SUA, anual se produc peste 18
milioane de livre de ulei de soia peste necesar, valoarea acesteia depasind 300 de
milioane de lire sterline. Utilizarea acestui surplus de ulei devine efectiv o mare
problemd economicd in comunitatea agricold din SUA [146].

In ultima vreme, sinteza de polimeri utilizdnd uleiuri vegetale ca materii
prime cu costuri reduse a fost intens studiata, fapt dovedit de numarul mare de
brevete din ultimii ani [178].

Printre aplicatiile care utilizeaza uleiuri vegetale (Figura 1.22) ca materii
prime se numara surfactantii, produsele cosmetice si lubrifiantii [179]. Datorita
costurilor relativ scazute, uleiurile vegetale si acizii grasi saturati si nesaturati
derivati sunt considerate cele mai importante materii prime regenerabile din
industria chimica pentru obtinerea de biopolimeri functionali si materiale polimerice
[180].

Reactiile de polimerizare a uleiurilor sunt cunoscute de mult timp,
polimerizarea termica a uleiului de in a fost incercatd pentru prima data in anul
1830, iar produsii de polimerizare a uleiurilor sau acizilor grasi sunt disponibile
incepand din acea perioada [181].

Pana in prezent, pentru functionalizarea acizilor grasi pentru obtinerea de
monomeri utili in reactiile de polimerizare s-au utilizat metode precum hidroxilarea,
epoxidarea si ozonoliza.

Uleiurile vegetale si esterii au indici de vascozitate si proprietati lubrifiante
superioare uleiurilor minerale. Totusi, esterii sintetici sunt de 2-6 ori mai scumpi
decat uleiurile vegetale [175].

Uleiurile acrilate sunt co-monomeri excelenti pentru sinteza latex-ului.
Grefarea monomerilor acrilici pe retele de poliuretani pe baza de ulei de soia a
condus la obtinerea unor materiale hibride a caror stabilitate termica si mecanica a
fost semnificativ imbunatatita. Derivati de ulei de soia epoxidat s-au sintetizat cu
succes din utilizdnd 2-hidroxietil acrilat, in prezenta unui catalizator acid puternic
(HBF,) rezultdnd produsi cu vascozitate scazuta, cu un grad ridicat de acrilare
[182].

Uleiul de soia a fost utilizat pentru sinteza adezivilor prin metode chimice,
iar proprietatile fizice si mecanice i-au incadrat drept adezivi sensibili la presiune (o
categorie foarte importanta de adezivi). Acesti adezivi se utilizeaza la benzi
autoadezive, etichete, timbre etc. Au fost obtinute geluri adezive utilizdnd poliesteri
functionalizati cu grupari carboxil, sintetizati prin reactii de policondensare ale
dimerilor acizilor grasi si a diolilor grasi in combinatie cu trigliceride. Stabilitatea
termica si transparenta optica a acestor adezivi sunt caracteristici importante pentru
produse electronice ca display-uri, semiconductori si celule solare.
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Figura 1.22 Metode generale de sinteza a polimerilor pe baza de uleiuri vegetale

Uleiul de in a fost epoxidat si transformat in rasind cu grupari carboxil prin
reactie cu dietanolamina si anhidrida ftalica in doua etape.

Datele de literatura arata ca polimerizarea acizilor grasi a fost initiata prin
formarea de dimer sau policondensare, utilizdnd catalizatori la temperaturi mai
ridicate si cele mai multe rapoarte au sugerat ca este necesara modificarea
catalizatorilor si a conditiilor de proces pentru a favoriza obtinerea produsilor pentru
aplicatii dorite.

Pentru a evita problemele intalnite in timpul reactiilor de policondensare, in
ultimul timp a fost sugerata si utilizarea lipazelor comerciale ca biocatalizatori.
Matsumura s.a. a raportat posibilitatile de policondensare si productia de materiale
polimerice, folosind diferite enzime bacteriene, inclusiv lipaza din C. antarctica
[183].

Aplicatiile materialelor polimerice pe baza de uleiuri vegetale nu se limiteaza
doar la cele din domeniul industrial, ci pot fi extinse la o varietate de aplicatii
biomedicale ca adezivi chirurgicali, pansamente farmacologice, plasturi si sisteme de
eliberare treptata a medicamentelor. De exemplu, poli(glicerin) sebacatul a fost
utilizat in ingineria tesuturilor moi ca retina, nervii, vasculare si repararea tesutului
miocardic. Derivatii acidului ricinoleic si sebacic au fost utilizati ca sisteme de
eliberare treptatd de medicamente, in special sub forma lichida, care sa& poata fi
injectate. Astfel, formuladrile incarcate cu cis-platina si paclitaxel au avut rezultate
promitatoare pentru localizarea si livrarea agentilor antitumorali. Aceiasi polimeri au
fost folositi pentru eliberarea controlatd a medicamentelor proteinice si peptidice, a
anestezicelor locale si sulfatului de gentamicind pentru tratamentul osteomielitei
[184].
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2. Contributii originale

2.1. Obiectivele tezei de doctorat

Sinteza enzimatica a biopolimerilor, in special a poliesterilor, s-a dezvoltat
rapid in ultimii ani reprezentand la ora actuald o tehnica importanta in sinteza unor
noi biomateriale [59]. Enzimele cele mai eficiente in sinteza biopolimerilor sunt
lipazele iar produsii de reactie, poliesterii, reprezintd cea mai studiata clasa de
biopolimeri. Sinteza in vitro a poliesterilor se poate realiza pe doua cai principale:
prin policondensarea hidroxi-acizilor sau a acizilor carboxilici cu alcooli sau prin
deschiderea de ciclu a lactonelor.

Teza de doctorat este focalizatda pe sinteza catalizata de lipaze si
caracterizarea unor biopolimeri noi, utilizdnd ca materii prime derivati ai acizilor
grasi, fie disponibili comerciali fie sintetizati in laborator, precum si pe obtinerea
unor copolimeri in vederea imbunatatirii proprietdtilor unor homopolimeri a cdror
biocompatibiliate si biodegradabilitate este deja cunoscuta. In Figura 2.1 sunt
prezentate schematic sintezele (evidentiate cu rosu) studiate in cadrul tezei care au
fost incadrate intr-un sistem de reactii care are la baza utilizarea materiilor prime
reinnoibile.

Materii prime
reinnoibile

Biopolimeri sintetizati de
microorganisme

)
Polizies de Pullhidrcxialcanoan

&JUQ
celulaza §

lipaza (5 Y
;s Glucoza

chimic

A

Polihidroxibutirat l

J)
@ s
lipaza
g-caprolactona )] 8-gluconolactona Butirol‘actona )
(ECL) (GL) (BL)

Lo

L

Oleat
hidrataza

Oleat s
hidrataza [
K&y

lipaza

Figura 2.1 Prezentarea schematica a obiectivelor tezei
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Obiectivele principale ale tezei de doctorat sunt:

1. Cresterea stabilitatii oleat hidratazei prin diferite tehnici de imobilizare

2. Sinteza enzimatica si caracterizarea poliesterilor derivati de hidroxi-acizi grasi
(estolide)

3. Sinteza si caracterizarea copolimerilor caprolactonei cu hidroxi-acizi grasi
catalizata de lipaze (ECL-HFA)

4. Sinteza si caracterizarea copolimerilor e-caprolactonei/B-butirolactonei cu 6&-
gluconolactona catalizata de lipaze (ECL-GLC, BL-GLC)

5. Biotransformarea trioleinei in oligomeri nesaturati prin metoda ,one-pot” utilizand
utilizand un sistem enzimatic combinat de oleat hidrataza si lipaza.

2.2. Imobilizarea oleat hidratazei din Elizabethkingia
meningoseptica

Izolarea si utilizarea enzimelor izolate ca biocatalizatori in diferite reactii
prezinta avantaje deosebite, ca obtinerea unor concentratii mai ridicate de produs,
evitarea eventualelor reactii secundare, dar si simplificarea etapei de purificare a
produsilor in comparatie cu reactiile in care produsul de reactie se formeaza
intracelular. Cu toate acestea, enzimele izolate pot prezenta sensibilitate ridicata in
conditii de sinteza care implica solventi organici, valori extreme ale pH-ului sau
temperaturi ridicate.

O metoda folosita adesea cu succes pentru imbunatatirea performantelor
operationale ale enzimelor, cu aplicabilitate la nivel industrial, este imobilizarea
[185].

Oleat hidrataza (OHaza) o enzima recent izolatd din mai multe surse
microbiene, este responsabila pentru hidratarea/hidroxilarea acidului oleic la acid
10-hidroxistearic si prezinta importanta datorita regio- si stereoselectivitatii sale fata
de acizi grasi nesaturati.

Unul dintre impedimentele majore pentru utilizarea OHazei in scopuri
industriale este stabilitatea sa scazuta, chiar si la temperatura ambianta. Cel mai
probabil, inactivarea termica se datoreaza disocierii subunitatilor, care poate implica
si disocierea co-factorului FAD [186].

Desi numarul de publicatii din ultimii ani despre oleat hidrataza este destul
de insemnat [162], imobilizarea acestei enzime nu a fost raportatd pana in prezent.

In conditiile in care nu exista un protocol pentru alegerea celei mai eficiente
metode de imobilizare in functie de structura enzimei, in acest subcapitol au fost
testate o varietate de metode de imobilizare, cu scopul de a obtine un preparat de
hidrataza imobilizata cu performante ridicate.

Enzima nefiind disponibila comercial, a fost necesara purificarea si
caracterizarea ei n laborator, ceea ce s-a realizat cu oleat hidrataza din
Elizabethkingia meningoseptica exprimata in celule E. coli TOP 10.
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2.2.1. Purificarea si caracterizarea oleat hidratazei
2.2.1.1. Purificarea oleat hidratazei

Obtinerea si purificarea OHazei s-a realizat in laboratorul de Microbiologie
MLII din cadrul grupului de Biotehnologie si Biocataliza al Universitatii Tehnice din
Delft, Olanda.

OHaza a fost obtinuta din celule de E. coli TOP 10 care contineau plasmidul
pBAD-HISA-OH. Etapele au implicat cultivarea celulelor E. coli, inducerea lor si
obtinerea extractului celular care a fost supus procesului de purificare. OHaza a fost
anterior modificata genetic si prezinta structura de 6 Histidine (His-Tag), ceea ce a
simplificat procesul de purificare fiind necesarda o singura etapa de separare prin
cromatografie de afinitate conform metodei descrise in paragraful 3.2.2. Purificarea
s-a realizat utilizand coloana His-Trap HP cu ioni de Ni?* conectat3 la un sistem FPLC
(GE Healthcare) capabilda sa retind enzimele care prezinta acest tip de secventa de
aminoacizi. Elutia proteinei de interes s-a realizat cu solutie tampon cu un continut
ridicat de imidazol si a fost monitorizata prin detectie UV-VIS la 390 nm, lungime de
unda caracteristica enzimelor cu FAD ca si cofactor (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Cromatograma HPLC de elutie a OHazei de pe coloana Ni-NTA His Trap la 280nm
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Procesul de purificare a fost monitorizat prin electroforeza (metoda 3.3), o
metoda mult folosita pentru vizualizarea proteinelor. Ulterior fractiile care au
continut proteina de interes au fost colectate, concentrate si desalinizate.

Analiza calitativa a fractiilor colectate s-a realizat prin electroforeza pe gel
de poliacrilamida (SDS-gel) (Figura 2.3, linia A2), indicd prezenta unei benzi
singulare la o valoare a masei moleculare de aproximativ 76 kDa, care confirma
puritatea ridicata a proteinei. Valoarea masei moleculare este apropiata de valoarea
de 77,9 kDa calculata pentru oleat hidrataza pe baza secventei de 646 amino acizi,
la care se adauga catena de 6 histidine.
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Figura 2.3 Analiza prin electroforeza pe gel de poliacrilamida a OHazei purificate (Linia 1:
Standard, Linia 2: OHaza)

Analiza cantitativa a oleat hidratazei s-a realizat prin metoda BCA prezentata
in sectiunea 3.4.1, iar activitatea a fost evaluatd utilizdnd ca substrat acid oleic,
conform metodei 3.5. Activitatile specifice au fost calculate conform relatiei:

o L umol 10HSA
Activitatea specifica [U/g] = (timp [min]x cantitatea de enzima [g])

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabel 2.1. si indica faptul ca din cele
trei lot-uri de OHaza purificatda primele doud au fost reproductibile iar activitatea
celui de-al treilea a fost afectatda probabil datoritd unor modificari din timpul
procesului de cultivare.

Tabel 2.1. Continutul de proteine si activitatea OHazei purificate

Lot Concentratie de proteina Activitate specifica

[mg/mL] [U/g]
1 11,74 113,24
2 11,68 104,64
3 6,48 59,12

2.2.1.2. Caracterizarea oleat hidratazei

Dupa purificarea enzimei au fost determinate valorile optime ale parametrilor
care influenteaza activitatea OHazei: pH-ul, temperatura, concentratia de NaCl,
respectiv aditivul utilizat.

» Influenta pH-ului

Influenta pH-ului asupra activitatii oleat hidratazei a fost studiatd in domeniul de pH
4,0-9,0. In acest sens a fost determinata activitatea OHazei conform metodei 3.7,
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utilizand ca mediu de reactie solutii tampon preparate adecvat fiecarui interval de
pH, conform Tabel 2.2.

Tabel 2.2. Sarurile utilizate pentru solutii tampon cu diferite valori de pH

Sarea Intervalul de pH
Acetat de sodiu 4,0+4,5
Citrat monosodic 5,0+5,5
Fosfat monosodic/disodic 6,0+7,5
Tris(hidroximetil)aminometan 8,0+9,0
(TRIS)

Rezultatele prezentate in Figura 2.4 Influenta pH-ului asupra activitatii
OHazei native (curba rosie), exprimate ca activitate relativa in functie de pH, indica
faptul ca OHaza prezinta doua valori maxime ale activitatii, la pH 6,5 si 8,0.

Pentru a elimina efectul anionului asupra activitatii OHazei, care pentru
unele enzime poate fi semnificativ, s-a realizat un al doilea studiu in care s-a utilizat
un sistem de doi acizi si o sare (acid boric, acid citric si trifosfat de sodiu, [187],
foarte util pentru prepararea solutiilor tampon cu domeniu larg de pH. A fost in
acest fel posibila evaluarea influentei pH-ului asupra activitatii OHazei in domeniul
4,0-9,0 in prezenta acelorasi anioni si cationi.

Conform Figura 2.4 (curba rosie) activitatea OHazei nu este influentata
semnificativ de natura anionilor prezenti in solutie, fiind observate si in acest caz
doua valori maxime ale activitatii, la aceleasi valori de pH 6,5 si 8,0.

Pe baza acestor rezultate, studiile urmatoare au fost realizate la pH 8,0, in
solutie tampon 20 mM TRIS/HCI.
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Figura 2.4 Influenta pH-ului asupra activitatii OHazei native

10

> Efectul temperaturii asupra activitatii

Efectul temperaturii asupra activitatii OHazei a fost determinat in intervalul
30°C-50°C. Solutia de enzima a fost incubata timp de 2 ore la valori prestabilite de
temperatura, urmata de racire pe baie de gheata, dupa care a fost determinata
activitatea conform metodei 3.8.
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Valorile activitatilor relative reprezentate in functie de temperatura (Figura
2.5) indica o sensibilitate ridicata a OHazei la temperatura, rezultand pierder