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Rezumat:

La ora actual3, lignina reprezinta alaturi de celuloza, biopolimerul cel mai
raspandit in naturd, iar produsii de descompunere ai acesteia sunt reprezentati
de cantitati imense de produsi secundari rezultati in industria celulozei si a
hartiei. Obiectivul principal al acestei teze a fost cresterea hirofilicitatii ligninei
prin grefarea pe cale enzimatica a unor grupari functionale adecvate in vederea
obtinerii de produsi cu proprietati noi. Scopul modificarii enzimatice a ligninei a
fost Tmbunatatirea compatibilitatii polimerului precum si  Tmbunatatirea
reactivitatii acesteia. Astfel, s-a investigat influenta structurii chimice si
moleculare a cinci tipuri diferite de lignine asupra solubilitatii acestora in solventi
de diferite polaritati. Fractiunile solubile si insolubile izolate au fost caracterizate
prin determinarea compozitiei chimice prin FT-IR si 3!P-NMR, a maselor
moleculare si polidispersitatilor, iar asemanarile si deosebirile dintre fractiunile si
ligninele de baza au fost analizate cu ajutorul unor metode statistico-matematice
(PCA, PLS). Datorita insolubilitatii ligninelor in medii apoase, s-a testat activitatea
de oxidare In amestec de solvent organic - apa a trei tipuri de enzime cunoscute
ca degradeaza lignina. In urma acestor studii, lacaza a fost selectata pentru
realizarea reactiilor de modificare enzimatica a ligninelor in mediu acetona - apa.
Modificarea fractiunilor de ligninda prin cuplare oxidativa cu glucozamina,
tripeptide, esteri aromatici ai alcoolilor derivati din zaharuri sau oligomeri de
chitosan a fost realizata in amestec de 50% acetona in apa, amestec favorabil
atat stabilitatii lacazei cat si solubilitatii substraturilor. Caracterizarea produsilor
de reactie a fost realizatd folosind metodele FT-IR, 3!P-RMN, GPC iar reactivitatea
enzimei a fost urmarita cu ajutorul voltametriei ciclice si determinarii continutului
de oxigen dizolvat consumat in urma reactiei de oxidare.

Teza de doctorat a fost realizatd cu sprijin partial din grantul strategic POSDRU
07/1.5/S, ID77265, cofinantat din Fondul Social European "Investeste in oameni", in
cadrul Programului Operational Sectorial Dezvoltare Resurse Umane 2007-2013.

Adresez multumiri deosebite Universitatii din Wageningen pentru posibilitatea de a
efectua o parte din experimentele din cadrul tezei de doctorat la Wageningen UR
Food & Biobased Research.
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INTRODUCERE

Producerea unor cantitati mari de lignind ca si produs secundar de valoare
inferioara in industria celulozei si a hartiei precum si ipoteza cresterii pe viitor a
disponibilitatii acesteia datorita dezvoltarii si implementarii unor tehnologii noi de
obtinere de combustibili si de substante chimice din biomasa lignocelulozice, au
determiat cdutarea intensd a unor metode de valorificare a acesteia. Lignina pare a
fi un material multilateral pentru multe aplicatii fiind determinate o serie de
potentiale utilizari ale acesteia si anume in producerea de energie, combustibil si gaz
de sintezd, in producerea de macromolecule precum si in obtinerea de compusi
aromatici.

Atat disponibilitatea cat si continutul mare de subunitati fenolice fac din
lignina o resursa atractiva in obtinerea de chimicale care la ora actuala sunt produse
doar prin procese petrochimice. Astfel, lignina ca si material brut are marele avantaj
ca are in constitutie structuri aromatice iar acest lucru poate fi un punct de plecare
in sinteza altor compusi importanti. Marea provocare in acest sens este ruperea
polimerului de lignina in subunitdti monolignolice care mai apoi pot fi utilizate in
obtinerea de produsi cu valoare adaugata in industria chimica si farmaceutica.
Solventii organici sunt foarte eficienti in fractionarea chimica a ligninei pentru a
obtine lignine cu omogenitate mare pentru a-si putea impune utilizarea
biotehnologica fiind materiale potentiale de initiere a reactiilor de biotransformare.
Fractiunile de lignind pot avea de asemenea un numar mare de proprietati
importante, cum ar fi caracterul antioxidant, iar grefarea mai multor molecule
poate induce noi functiuni si proprietati.

Studiile si cercetarile in domeniul obtinerii de noi derivati de lignina cu
structuri si morfologii complexe si stabilirea domeniilor de aplicatii ale acestora este
de foarte mare actualitate in vederea cresterii performantelor ligninei si a
compatibilitatii acesteia cu alti polimeri.

Interesul pentru modificarea fibrelor celulozice si implicit a ligninei in special
cu ajutorul enzimelor au captat atentia in ultimii ani din moment ce o varietate mare
de enzime sunt cunoscute a fi capabile sa actioneze asupra fibrelor lignocelulozice.
Comparativ cu tratamentele chimice care necesita conditii de reactie dure, pierderea
unor componenti doriti si utilizarea unor reactivi toxici, tratamentul enzimatic are loc
in conditii blande mai putin distructive pentru fibre si este mai ecologic.

In contextul actual al tendintelor cercetarilor privind conversia ligninei in
produse industriale cu valoare economicd, teza de doctorat intitulata:’” Modificarea
enzimatica a ligninei si a fractiunilor de lignina obtinute in urma
pretratamentului biomasei lignocelulozice’ aduce o serie de contributii originale
cu privire la studiul cresterii hirofilicitatii ligninei prin grefarea pe cale enzimatica a
unor grupari functionale adecvate in vederea obtinerii de produsi cu proprietati noi.

in acest context, strategia de cercetare a vizat parcurgerea urmatoarelor
obiective stiintifice:

» Caracterizarea ligninelor utilizate prin spectroscopie de infrarosu (FT-
IR), cromatografie de permeatie in gel (GPC), spectroscopie de
rezonantd magneticd nucleard (3'P-RMN) pentru a evidentia
asemanarile si deosebirile dintre lignine in ceea ce priveste structura si
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reactivitatea acestora precum si relatia lor cu proprietatile functionale
necesare pentru anumite aplicatii iar rezultatele au fost relationate cu
orginea si metodele de izolare diferite ale acestora.

» Fractionarea ligninelor cu solventi organici si caracterizarea fractiunilor
obtinute.

» Selectia celui mai eficient biocatalizator pentru reactia de modificarea
enzimatica a ligninelor.

» Polimerizarea ligninelor cu lacaza in amestec de acetona-apa.

> Cuplarea enzimatica a ligninelor cu glucozamina, glicil-tirozil-glicina,
chitosan si esteri ai sorbitolului.

Teza de doctorat este structurata in patru parti:

> 1. Studiu de literatura - in care este detaliat stadiul actual al cunoasterii in
domeniul modificarilor enzimatice ale ligninei, importanta temei, structura si
proprietatile fizico-chimice ale ligninelor, metode folosite pentru extractia
ligninelor, degradarea ligninei cu ajutorul enzimelor, aplicatiile industriale ale
noilor procese bazate pe modificarea ligninelor din diferite surse.

> 2. Contributii originale - detaliaza rezultatele obtinute pe parcursul
cercetarilor experimentale, cuprinzand caracterizarea ligninelor utilizate pentru a
evidentia asemanarile si deosebirile dintre lignine in ceea ce priveste structura si
reactivitatea acestora precum si relatia lor cu proprietatile functionale necesare
pentru anumite aplicatii iar rezultatele au fost relationate cu orginea si metodele
de izolare diferite ale acestora, fractionarea ligninelor in amestecuri de acetona-
apa si acetat de etil iar fractiunile de lignina obtinute au fost caracterizate in
vederea modificarii enzimatice, conceptul de parametru de solubilitate si analiza
statistica a datelor fiind aplicate pentru a explica efectul solventilor asupra
proprietatilor ligninelor, selectia biocatalizatorului pentru reactia de modificare
enzimatica in mediu de solvent organic-apa, polimerizarea ligninelor din diferite
surse cu lacaza in amestec de acetona-apa, reactiile de cuplare enzimatica a
ligninelor cu glucozmind, cu tripeptida glicil-tirozil-glicina, chitosan si esteri ai
sorbitolului.

> 3. Partea experimentala - prezinta procedurile experimentale folosite la
fractionarea ligninelor in medii se solvent organic, in reactiile de polimerizarea
oxidativa a ligninelor, in reactiile cu cuplare covalenta a ligninelor cu compusi
hidrofili precum si metodele de analiza folosite.

> 4. Concluzii finale - rezultate din studiile experimentale in conformitate cu
obiectivele stabilite.

Teza de doctorat a fost realizatda cu sprijin partial din grantul strategic
POSDRU 107/1.5/S, ID77265, cofinantat din Fondul Social European "Investeste in
oameni", in cadrul Programului Operational Sectorial Dezvoltare Resurse Umane
2007-2013.

Adresez multumiri deosebite Universitatii din Wageningen pentru
posibilitatea de a efectua o parte din experimentele din cadrul tezei de doctorat la
Wageningen UR Food & Biobased Research.
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1. STUDIU DE LITERATURA

1.1. Importanta temei si principalele obiective ale tezei

Lignina constituie unul din cei trei compusi majoritari din biomasa
lignocelulozicad aldturi de celulozd si hemiceluloza, fiind un polimer amorf
tridimensional format din structuri de fenilpropan metoxilate. In peretii celulari ai
plantelor, lignina umple spatiile dintre celuloza si hemiceluloza comportandu-se ca o
rasind care tine unita matricea lignocelulozica. Inretelarea cu polimeri carbohidrati
confera sistemului forta si rigiditate. Cu toate ca productia mondiala de lignina ca si
produs secundar in industria hartiei a ajuns la 50x10° tone pe an, pana in prezent,
s-au gasit putine utilizari comerciale ale acesteia, devenind chiar o sursa de
probleme ecologice. Degradarea ligninei este principala problema in ciclul de carbon
al pamantului, deoarece majoritatea carbonului regenerabil este fie in lignina fie in
compusi protejati de lignina Tn urma degradarii enzimatice (celuloza si
hemiceluloza). Biodegradarea ligninei este de asemenea responsabilda de
multitudinea distrugerilor naturale care au loc la prelucrarea lemnului si poate sa
aiba un rol important in patogeneza plantelor. Pe de alta parte, au devenit atractive
potentialele aplicatii utilizand organisme care degradeaza lignina precum si enzimele
acestora, deoarece acestea pot duce la realizarea unor tehnologii ecologice in
industria celulozei si a hartiei precum si in tratarea mai multor compusi xenobiotici,
a unor vopsele si coloranti [1,2].

In ultimii ani au fost realizate o serie de cercetari in ceea ce priveste lignina,
nu doar legate de imbunatatirea proceselor de extractie ale acesteia ci si pentru
elucidarea structurii ligninelor, caracterizarea reactivitatii chimice si a proprietatilor
functionale, dezvoltarea de noi aplicatii. S-a aratat ca lignina este o molecula
versatila care are mai multe proprietati cum ar fi proprietati antioxidante, adsorbtie
UV, este antifungica si prezinta activitate antibiotica si anticancerigena. In afara de
principalele utilitati ale ligninei, aceea de sursa de energie si in tabacarie, aceasta
mai prezinta aplicatii in armarea polimerilor, ca si pesticide, dispersanti, emulgatori
sau antioxidanti. In industria alimentara ligninele mai pot fi utilizate ca si
stabilizatori datorita proprietatilor antioxidante si antifungice pe care le prezinta [3].

Celuloza si lignina sunt cei mai raspanditi biopolomeri de pe Pamant. Ca si
component majoritar in peretii celulari ai plantelor, lignina are un impact mare
asupra agriculturii, industriei si mediului. De exemplu, in industria hartiei lignina
trebuie indepartatd din bucatile de lemn in timpul procesului de fierbere pentru a se
obtine o hartie de calitate buna. Lignina de asemenea reduce calitatea si
digestibilitatea culturilor furajere cum ar fi culturile de lucernd. Pe baza
seminifacatiei sale economice in aceste industrii, lignina a fost un subiect foarte
studiat in biochimia plantelor [4].

Interesul pentru modificarea fibrelor celulozice cu ajutorul enzimelor este
unul de foarte mare actualitate. O varietate mare de enzime sunt capabile sa
actioneze asupra fibrelor lignocelulozice. Comparativ cu tratamentele chimice care
necesitd conditii de reactie dure care conduc la pierderea unor componenti doriti si
utilizeaza reactivi toxici, tratamentul enzimatic are loc in conditii blande mai putin
distructive pentru fibre si este mai ecologic.

BUPT



2  Studiu de literatura - 1

Deoarece lignina este un polimer insolubil in solutii apoase, prima etapa in
biodegradarea acesteia trebuie sa fie extracelulara. Dovezi chimice si fiziologice
aratda ca degradarea ligninei, precum si biosinteza acesteia, este predominant
oxidativa, dar pot avea loc si reactii de reducere. Prin oxidarea ligninelor care contin
grupari fenolice libere este de asteptat sa aiba loc si alte polimerizari, acest lucru
fiind cel mai usor de demonstrat in vitro.

Atat disponibilitatea cat si continutul mare de subunitati fenolice fac din
lignina o resursa atractiva in obtinerea de chimicale care la ora actuala sunt produse
doar prin procese petrochimice. Astfel, lignina ca si material brut are marele avantaj
ca are in constitutie structuri aromatice iar acest lucru poate fi un punct de plecare
in sinteza altor compusi importanti. Marea provocare in acest sens o constituie
ruperea polimerului de lignina in subunitdti monolignolice care sa poata fi utilizate la
obtinerea de produsi cu valoare adaugata in industria chimica si farmaceutica. In
plus, delignificarea biomasei lemnoase poate imbunatatii accesul catre celuloza si
hemiceluloza. Valorificarea ligninei se realizeaza prin izolarea acesteia din materialul
lignocelulozic brut, urmata de ruperea acesteia in unitati mai mici si separarea
acestor fractiuni. Exista mai multe metode de fractionare chimica a ligninei lignine
cu omogenitate mare, pentru a favoriza utilizarea biotehnologica. Solventii organici
sunt foarte eficienti in realizarea unor asemenea fractionari. Fractiunile de lignina cu
masa molecularda mica sunt materiale potentiale de initiere a reactiilor de
biotransformare. A fost demonstrat ca fractiunile de lignina pot avea de asemenea
un numar mare de proprietati importante, cum ar fi caracterul antioxidant, iar
grefarea mai multor molecule poate induce noi functiuni si proprietati. In natura,
degradarea ligninei are loc in timpul descompunerii biomasei.

In ultimii ani, studiul enzimelor care au capacitatea de a degrada lignina s-a
bucurat de un interes deosebit, o serie de saprofite, in special din clasa fungiilor,
fiind capabile sa degradeze oxidativ lignina. Reactiile catalizate de enzime, in afara
de a fi ecologice, pot fi foarte eficiente in transformarea substraturilor specifice
datorita selectivitatii lor ridicate. Ca rezultat, procesele biocatalitice au aparut ca
alternative fezabile la mai multe procese chimice traditionale, chiar si la scara
industriala. In industria forestiera au fost aplicate o gama larga de procese
enzimatice [5,6], unele dintre cele mai utilizate enzime facénd parte din familia
lacazelor [7]. Lacazele sunt enzime din clasa oxidoreductazelor care pot sa oxideze
o serie de compusi fenolici, inclusiv pe cei care se gasesc in compozitia ligninei [8].

Aceste enzime au o capacitate mare de a modifica proprietatile fizico-
chimice ale ligninei, de exemplu modificarea solubilitatii si a hidrofobicitatii
polimerului prin intermediul reactiilor de oxidare. Printre potentialele optiuni de
crestere a valorii ligninelor izolate sunt incluse aditia unor functiuni cheie sau a unor
molecule direct la lignind, crescdnd astfel versatilitatea acesteia. Activitatea
lacazelor pe compusi model cu molecule mici proveniti din lignina a fost raportata in
mai multe publicatii [9,10,11].

S-a demonstrat ca lacazele sunt eficiente in modificarea ligninei si a
fractiunilor ligninei prin transformarea grupdrilor functionale specifice. in mod
particular, lacaza poate cataliza oxidarea mai multor substraturi, incluzand fenoli,
difenoli, aminofenoli, polifenoli, poliamine si alte molecule inrudite cu lignina [12].

Au fost realizate multe studii in cdutarea unor tehnologii ,ecologice” si
simple pentru prelucrarea ligninei, in domeniul tratamentului enzimatic si a utilizarii
solventilor organici [13], dar se cunosc putine lucruri despre tratamentul si
modificarea enzimatica a ligninelor in solventi organici. Una dintre problemele cel
mai des intalnite a fost inactivarea enzimei in solventi organici si gasirea unui mediu
de reactie potrivit atat pentru solubilizarea ligninei cat si pentru pastrarea activitatii
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catalitice a enzimei. Majoritatea ligninelor industriale sunt amestecuri eterogene cu
o distributie largda a masei moleculare, acest lucru avand impact mare atat asupra
proprietatilor polimerului, cum ar fi solubilitatea si proprietdtile mecanice, cat si
asupra aplicatiilor industriale [14]. Fractionarea ligninelor prin extractie cu solventi a
dus la obtinerea unor fractiuni de lignine mai omogene, cu distributie definita a
masei moleculare si grupari chimice functionale care pot fi modificate in continuare
prin tratamente chimice sau enzimatice in vederea obtinerii de derivati de lignina cu
functionalitati noi [15,16]. Mattinen si colaboratorii au raportat modificarea
functionalitatii ligninei prin cuplare oxidativa cu molecule mici, utilizand lacaze in
mediu apos. Cu toate acestea, la fel ca si alti polimeri hidrofobi, lignina nu este
solubild in apa, fapt care limiteaza amploarea posibilelor modificari enzimatice [17].
Precipitarea produsilor de polimerizare poate de asemenea sa limiteze polimerizarea
oxidativa a ligninei [18].

Bazat pe aceste argumente, utilizarea de solventi organici miscibili cu apa in
vederea cresterii solubilitatii substratului si produsilor reprezintd o tema de mare
interes, pentru a implementa in practica modificarea enzimatica a ligninelor.

Cercetarile efectuate in cadrul tezei de doctorat au urmarit fractionarea
diferitelor tipuri de lignina cu solventi organici miscibili cu apa in vederea cresterii
solubilitatii substratului si produsilor pentru a spori modificarea enzimatica a
ligninelor, selectia biocatalizatorului potrivit pentru reactiile de cuplare enzimatica a
ligninelor cu diferiti compusi hidrofili precum si caracterizarea ligninelor si a
produsilor obtinuti in urma tratamentului enzimatic.

1.2. Lignina si fractiunile de lignina

Valorificarea ligninei este un domeniu foarte studiat, aceasta tematica
prezentand un mare interes in domeniul biorafinariilor si economiei produselor
biologice. Optiunile de valorificare a ligninei vor fi decrise pe larg in cele ce urmeaza,
dupa o prezentare a ligninei ca si biopolimer si o discutie a proprietatilor sale
versatile si surprinzatoare. La ora actuala utilizam in activitdtile curente energie,
materiale plastice, diferite chimicale, precum si combustibili pentru transport. Aceste
produse de consum sunt originare in cea mai mare parte din resurse fosile, care mai
devreme sau mai tarziu vor fi epuizate si contribuie la cresterea emisiilor de CO, si
la schimbarea climei. Drept urmare, se cauta solutii alternative cu emisii scazute de
carbon, printre care vantul, energia solara si biomasa din plante. In timp ce energia
poate fi produsa de vant, sisteme solare si biomasa, celelalte produse de consum
pot fi obtinute numai din biomasa. Biomasa din plante poate fi o sursa alternativa
potrivita si pentru a asigura necesarul de energie, a carei aprovizionare a devenit
nesigura datoritd instabilitatii politice din unele tari producatoare si cresterii
neasteptate a necesarului de petrol pentru economiile emergente.

Aceasta resursa sustenabild de biomasa este potrivita pentru utilizarea in
cadrul economiei bazata pe produse ,,bio”, care in urmatorii ani se asteapa sa ia un
avant considerabil comparativ cu economia bazata pe resurse fosile. Aceast tip de
economie nu constda numai in implementarea de tehnologii inovative utilizédnd
resurse regenerabile ci reprezinta o tranzitie reald, cu un impact mare asupra
societatii la diferite nivele.

Biomasa lignocelulozica ofera multe posibilitati pentru materii prime atat in
ce priveste producerea de energie cat si pentru industria chimica datorita
compozitiei sale chimice, disponibilitatii din abundentd si costurilor relativ reduse
atunci cand transformarea acesteia in produsi poate fi realizatd intr-un mod
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economic si durabil. Aceasta disponibilitate a biomasei este suportata de cantitatile
mari de biomasa lignocelulozicd produse anual in toatda lumea, care se cifreaza la
aproximativ 200 miliarde de tone [19], comparativ cu 0,3 miliarde tone de produse
chimice organice produse anual de catre industria chimica [20].

Alte avantaje ale biomasei ca si materie prima sunt reducerea cererii de
hidrocarburi brute si o dependenta mai mica fata de tdrile exportatoare de petrol,
instabile din punct de vedere politic. In plus, criteriul de durabilitate si fixarea CO,
atmosferic sunt argumente importante pentru utilizarea resurselor de biomasa.

Dezavantajele (sau provocarile) in ce priveste utilizarea biomasei sunt
necesitatea de pamant arabil fertil si sisteme de colectare si depozitare mai
complicate in manipularea acestui material organic cu densitate mai mica in
comparatie cu petrolul brut. Cum biomasa este in general un material heterogen si
are o compozitie diferita fata de resursele fosile, sunt necesare si conditii de
porcesare diferite. Continutul de carbohidrati, proteine si compusi fenolici din
biomasa oferé noi oportunitati de a produce chimicale functionalizate si diverse
materiale. In contrast cu resursele petrochimice care trebuie cracate, descompuse si
functionalizate, biomasa necesita de obicei o defunctionalizare partiala.

Solutia cheie in utilizarea eficienta a biomasei este construirea unei
biorafinarii adecvate pentru separarea biomasei in compusii sdi majoritari, generand
fractiuni cu valoare adaugata mare. Schematic o biorafinarie agro-biocombustibili-
biomateriale-bioputere care utilizeaza tehnologii durabile este data in Figura 1.1.
[21].
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Figura 1.1. Ciclul complet agro-combustibili-biomateriale-bioputere pentru tehnologii
durabile [21].

BUPT



1.2. Lignina si fractiunile de lignina 5

1.2.1. Notiuni generale despre lignina

Termenul ‘lignind’ este derivat din latinescul ‘lignum’ care inseamna lemn.
Lignina este constituentul majoritar din structura peretilor celulari ai tuturor
plantelor cu vascularitate mare. Structura sa polifenolica este responsabila pentru
rolul sau in biomasa lemnoasa si anume confera rezistenta la degradarea biologica si
chimica. Acest lucru se intampla datorita naturii sale hidrofobe si insolubilitatii in
sisteme apoase, prevenind accesul microorganismelor si substantelor chimice
degradante. Unitatile monomere de fenilpropan prezente in polimerii de lignina sunt
legate intre ele intr-o retea complexa prin intermediul diferitelor tipuri de legaturi
eterice si esterice precum si prin legaturi carbon-carbon. Lignina care se gaseste in
peretii celulari ai plantelor este de obicei asociatd cu structura polizaharidicd a
celulozei si hemicelulozei (Figura 1.2.) [22]. Lemnul si alte resurse lignocelulozice
sunt folosite Tn extractia fibrelor de celulozd pentru confectionarea hartiei sau in
productia de celuloza in forma lichida. Pentru indepartarea sau dizolvarea ligninei
hidrofobe aceasta este degradata chimic sau modificata in conditii alcaline. Licoarea
reziduald de culoare neagra care contine fractiunile de lignina este cel mai des
utilizata ca si materie prima pentru combustibilul utilizat in operarea utilajelor. In
acest fel o mare parte (aprox. 40%) din carbonul fotosintetic fixat de plante este
ineficient utilizat si eliberat in ecosistem sub forma de CO..

Mecanismele naturale de descompunere a ligninei includ biodegradarea cu
ajutorul enzimelor microbiene si iradiere cu lumina provenita de la soare precum si
fragmentarea la temperaturi ridicate sau sub presiune cu forfecare mecanica.
Lignina este cunoscuta pentru structura sa chimica complexa care este complicata si
mai mult prin ruperea si rearanjarea necontrolatd a legaturilor datorita reactiilor de
initiere. Biodegradarea ligninei este un proces care poate avea loc in conditii aerobe
sau anaerobe, cum ar fi in soluri de turba si compost unde s-a gasit cd ar fi stabila
pentru o perioadd de timp mai indelungata. In stiinta solurilor aceste reziduuri de
lignina au fost denumite ca humus insolubil sau acizi humici.
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Figura 1.2. Structura biomasei lignocelulozice [21].

Pe langa reziduul de lignina (lesie neagra), in industria celulozei si a hartiei,
a fost produs mai nou si un alt tip de reziduu de lignina. Odata cu dezvoltarea de
biorafinarii pentru transformarea biomasei lignocelulozice in zaharuri monomere in
vederea fabricarii de combustibili de generatia a doua (2G) si de alti bioprodusi, cum
ar fi substante chimice “ecologice” si biopolimeri, va fi generata in lichidul de
fermentatie si o fractiune reziduala nefermentabila [20]. Aceasta fractiune provine
in cea mai mare parte din ligninda. Deoarece produsii fenolici rezultati in urma
degradarii ligninei pot sa inhibe procesul de fermentare a etanolului [23], este
recomandata indepartarea ligninei prin metode (bio)-chimice inainte ca procesele de
zaharificare sa aiba loc, contribuind astfel la cresterea productiei de biocombustibili
din materiale lignocelulozice [24].

In procesele de degradare a materialelor lignocelulozice este foarte bine
cunoscuta recalcitranta structurii polimerice a ligninei. Depolimerizarea acida sau
alcalina a ligninei va avea loc prin ruperea legaturilor esterice si a unor legaturi
eterice, dar reactivitatea fragmentelor eliberate poate fi afectatd de noi rearanjari
sau chiar mai multe condensari ale structurii polimerice (Figura 1.3.). Astfel,
conditiile de extractie aplicate materialelor lignocelulozice afecteaza substantial
structura si proprietatile ligninei (tehnice) obtinute.
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Figura 1.3. Schema de reactie in care este evidentiatd competitia dintre
depolimerizarea structurii B-O-4 (Calea 1) si repolimerizarea care implica o structura a ligninei
(Calea 2) [24].

1.2.2. Structura ligninei

Lignina se gaseste in lamelele mijlocii si peretii celulari secundari ai plantelor
superioare si joaca un rol cheie n tesuturile constructive ca si material de
constructie, conferind prin puterea si rigiditatea sa rezistenta la tensiunile din mediu
[25]. Continutul de lignind poate sa varieze in lemnul de esenta moale intre 24 -
33%, in lemnul de esentd tare din zonele temperate intre 19 - 28%, iar in lemnul
de esenta tare tropical intre 26 - 35% [26]. In culturile de fibre nelemnoase
continutul de lignind este in general mai mic, de sub 3% in bumbac si de aprox. 11-
15% in sisal si iuta [3]. In ierburi sau in paiele de cereale continutul de lignina
variaza intre 15 - 25 % [27]. Comparativ cu lignina din materiale lemnoase,
ligninele din culturile anuale, cum ar fi lignina din ierburi, s-au gasit a fi mai putin
condensate [28]. Cateva exemple de aceste lignine, cum ar fi lignina din paie de
grau si lignina extrasa din iarba Sarkanda, au fost studiate in aceasta teza.

Pe langa alte proprietati importante ale ligninei in peretii celulari, descrise
anterior, rolul sau functional major in tesuturile lemnoase este ca poate fi
consideratd o componenta structurald. Bio-compozitele sunt compuse dintr-o
matrice tridimensionala legatéd prin incrucisare (foarte similarda cu rasinile
termorigide cum ar fi rasginile de fenol-formaldehida) armate cu fibre celulozice
facand legatura intre celulele individuale. Inafara de rigiditatea sa, matricea de
lignind necesita o flexibilitate mare atunci cand fortele fizico-mecanice din exterior
actioneaza asupra ei ducand la forfecare si deformare. Rearanjarea legaturilor din
reteaua de lignina, in conditii de stres externe, duce la polimeri mai condensati (cum
au fost observati in compresia lemnului).
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Mecanismele de auto-reparare din peretii celulari pot duce usor la
demetilare si demetoxilare, precum si la formarea de legaturi noi C-C si structuri
aromatice. Acest fenomen este observat si atunci cadnd fragmentele de lignina
extrase au fost manipulate sau analizate. Moleculele tind s3a coaguleze in anumite
conditii, fapt care complica substantial manipularea ligninei.

Din punct de vedere chimic, ligninele sunt considerate polifenoli complecsi si
in ciuda multor eforturi de cercetare, chimia, biosinteza si biologia moleculara a
acestora nu a fost complet inteleasa [25,28]. Drept rezultat, structura ligninei nu
este complet definitda, desi multi cercetatori au publicat reprezentari promitente ale
substructurilor ligninei. Au fost propuse mai multe modele pentru structura
moleculei de lignina din diferite surse, dar datoritd naturii foarte complicate a
ligninei si a dificultatilor intdmpinate in analizarea probelor de lignina ea nu a fost
incd identificatd complet. Modelele sunt doar reprezentari rezultate pe baza
analizelor unor proportii relative a fiecarui tip de unitate din lignina si a fiecarui tip
de legaturi gasite. (Figura 1.4) [30,31].
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Figura 1.4. Structura ligninei din lemn de esenta moale [31].

Ligninele din plante sunt formate pornind de la trei monolignoli de baza, prin
reactii de cuplare oxidativa generand polimeri [25]. Heterogenitatea polimerilor de
lignina constd in compozitia moleculara si tipurile de legaturi dintre monomerii de
fenilpropan si anume unitati de siringil- (S), guaiacil- (G) si p-hidroxifenil- (H)
(Figura 1.5) Acestia sunt derivati din monolignolii sinapil-, coniferil- si cumaril-
alcool. Compozitia ligninei difera nu doar intre specii ci si intre diferite tesuturi ale
unei anumite plante. In lignina extrasa din lemn de esenta moale alcoolul coniferilic
este unitatea predominanta (mai mult de 95% este compusa din structuri guaiacil)
in timp ce in lemnul de esenta tare (si fibre de plante dicotiledonate) raportul
coniferil/sinapil variaza considerabil.
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in ligninele din paie de cereale si ierburi prezenta alcoolului cumarilic este
tipica si duce la structuri de p-hidroxifenilpropan. Acesti monolignoli sunt
polimerizati prin procesul de cuplare radicalicd care presupune legarea lor prin
legaturi carbon-carbon sau eterice. Formarea unei asemenea legaturi poate avea loc
in diferite locatii, pe fiecare unitate fenolica, acest lucru permitand ca si alte tipuri
de legaturi sa fie posibile. Cel mai des intalnite tipuri de legaturi gasite in molecula
de ligninasuntB-0-4,0-0-4,B-5,5-5,4-0-5,B-15siB - B (Tabelul
1.1.) [30]. Desi acestea sunt legaturile dominante in structura ligninei, cel putin alte
20 de tipuri de legaturi au mai fost identificate [32]. Legaturile eterice sunt
cunoscute ca fiind dominante in lignina nativd, estimandu-se ca& aproximativ
jumatate pana la doua treimi din numarul total al legaturilor prezente in lignina sunt
de acest tip. Monolignolii pot fi legati trifunctional, formand puncte de ramificatii in
polimer si conferindu-i o structura asemanatoare cu o retea. Tindnd cont de
varietatea de legaturi care se pot forma, moleculele de lignina nu pot fi descrise ca o
serie de unitati repetitive regulate si bine definite cum sunt polimerii traditionali. Din
contra, lignina este un complex polimeric foarte neregulat [30].

HO HO HO

MeO MeO MeO
OH OH OH

Siringil alcool (S) Guaiacil/Coniferil alcool (G) p-Hidroxifenil/Cumaril alcool (H)

Figura 1.5. Cele trei structuri importante din lignind, Siringil (S), Guaiacil (G)
si 4-Hidroxifenil (H).

Lignina contine o gama larga de grupari chimice functionale, care sunt
partial datorate metodei de extractie aplicate. Gruparile principale in ligninele
nemodificate sunt grupari hidroxil (aromatic si alifatic), metoxi, carbonil si carboxil
(vezi Figura 1.7.). Solubilitatea ligninei este afectata de proportiile acestor grupari
functionale; majoritatea ligninelor sunt solubile in solutii alcaline datoritda ionizarii
gruparilor hiroxil si carboxil. Comportamentul ligninei in timpul procedurilor chimice
si analitice, cum ar fi determinarea masei moleculare si a volumului hidrodinamic,
poate fi atribuit modului de aranjare a inelelor aromatice ale elementelor structurale
prezente in lignind, care pot cauza asocieri ne-covalente si interactiuni de suprafata
cu alti polimeri cum ar fi celuloza [33]. Gradul de metoxilare este asociat cu gradul
de compactare al ligninei, datoritéd abilitdtilor legaturilor B-O-4 de a permite
aranjarea inelelor aromatice atunci cand au loc mai multe substitutii la gruparile
metoxi. Pe langa gradul de compactare si gradul de flexibilitate ar fi de asemenea
mai mare [34]. Mecanismele biochimice de polimerizare a protoligninei la retele
tridimensionale complexe cu masa moleculara mare sunt in mare parte
nedezvaluite. Datorita implicarii reactiilor radicalice in timpul polimerizarii
dehidrogenative, metodele de legare chimica par a fi aleatorii si nu prezinta stereo-
specificitate, fapt exceptional pentru biopolimeri.
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Un anumit grad de regio-specificitate si preferinte in formarea legaturilor B-
0-4 a fost raportata si a fost sugerat si indelung dezbatut faptul ca proteinele
dirigente joaca un rol de sablon in asamblarea ligninei [25].

Majoritatea legaturilor chimice (aproximativ doua treimi) din reteaua
polimericd de lignind sunt de obicei legaturi eterice C - O - C, dintre unitatile
fenilpropanoice predominante fiind legaturile B — O - 4, in timp ce aproximativ o
treime este alcatuitd din legaturi C - C intre aceste unitati (Tabelul 1.1. si Figura
1.6.). Tabelul 1.1. aratda de asemenea diferentele considerabile dintre legaturile
existente in ligninele care provin din lemn de esenta tare si lemn de esentd moale.
In plus, lignina contine si structuri ramificate si incrucisate. Cu cat lignina este mai
condensata cu atat este mai dificil de a o degrada si de a o dizolva in procesele de
fractionare si delignificare. Lignina este separata de celelalte parti lignocelulozice din
plante prin metode fizice si/sau chimice. Structura ligninei nu este influentata doar
de sursa botanica a acesteia ci si de procesul de delignificare, procedurile de
extractie, de puritate si proprietati. In timpul procesului de delignificare a biomasei
legaturile eterice si esterice vor fi in mare masura rupte, iar fragmentele de lignina
vor fi dizolvate. Lignina tehnica rezultatd va fi semnificativ diferitd comparativ cu
lignina originald din biomasa. Diferentele dintre lignina nativa si ligninele tehnice au
fost studiate si prezentate in capitolul de contributii originale.

OR
- _—
OR OR ' !
5.5 55/Bo4 OR

Figura 1.6. Legaturile chimice cele mai des intalnite in structura ligninelor.
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Tabelul 1.1. Frecventa (procente) diferitelor tipuri de legaturi prezente in
ligninele extrase din lemn de esentd moale si lemn de esenta tare.

Nume Structura Lemn moale Lemn tare

B-0-4 40-50 50-60

i @ﬁ@f 10-12 3

5-5 @1 13 3

B-B @@ 3 3

Legaturi in pozitia 1

Complicand si mai mult imaginea moleculara a ligninei, chimia acesteia
poate sa varieze in functie de originea sa. Speciile din care provin plantele, tipul de
tesut si mediul extern au toate un rol in determinarea chimiei unei probe specifice
de lignina. Lignina din diferite familii de plante este derivata din monolignoli diferiti,
iar lignina este cel mai adesea clasificata in functie de originea sa botanica. Doua
importante clasificari includ lignina extrasa din gimnosperme, derivata in cea mai
mare parte din monolignoli ai alcoolului coniferilic, si lignina extrasa din
angiosperme, derivata atat din monolignoli ai alcoolului coniferilic cat si ai alcoolului
sinapilic [32]. Fiecare tip mai contine si proportii mici de unitati de p-cumaril iar
ligninele din materiale ne-lemnoase contin o cantitate mai mare de unitati de p-
cumaril decat ligninele extrase din materiale lemnoase [35]. Sunt si exceptii de la
reguld, cum ar fi cazuri in care s-a gasit o cantitate mai mare de unitati de alcool
sinapilic in ligninele din gimnosperme sau mai multe unitati coniferilice in ligninele
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din angiosperme. Au fost identificati si alti monolignoli fenolici, dar in general acestia
se gasesc in cantitati foarte mici in molecula de lignina [32]. Lignina este izolatd din
biomasa din plante prin proceduri care pe bazeaza pe depolimerizarea sau
derivatizarea ligninei. Astfel, chimia ligninei este inevitabil schimbata de procedura
de izolare si de proprietdtile polimerice ale ligninei native, cum ar fi masa
moleculara si temperatura de vitrifiere (Tg) care sunt dificil de masurat. Masa
moleculara gravimetrica medie (Mw) a ligninelor izolate se aseamana foarte mult cu
cea a ligninelor native, pentru ligninele extrase din lemn de esenta moale fiind
estimata la 20000, in timp ce pentru lignina din lemn de esenta tare a fost gasita
putin mai mica [36].

1.2.3. Lignine tehnice obtinute prin delignificarea materiilor
lignocelulozice

Variabilitatea structurilor ligninelor tehnice este partial cauzata de originea
botanica a polifenolilor dar la fel de importante sunt si metodele de extractie folosite
[35, 37]. Procesele de delignificare cel mai des utilizate in extractia ligninei din
materialele lignocelulozice pentru producerea hartiei vor fi descrise in continuare.

1.2.3.1. Delignificarea de tip Kraft

Cel mai des utilizat proces de fierbere chimicd a lemnului este procesul de
fierbere sulfat sau kraft, proces care utilizeaza sulfura de sodiu in conditii alcaline.
Lignina este partial scindata, iar gruparile tiolice sunt introduse in pozitia B a lantului
lateral de propan (Figura 1.7.). La ora actuala o singura companie produce lignina
de tip Kraft comerciald la o scala de aproximativ 60 kt/an [37].

Lignina
OH OH
OH
O
HS /
Lignina
= | ’/ | OH
AN AN
H5CO OCH; HsCO OCH;s
Lignina 0 OH O\ o
Lignina Lignina

Figura 1.7. Structura simplificatd a ligninei de tip Kraft cu grupari tiol introduse (in stanga)
si a ligninei sulfonat (in dreapta) [38].

1.2.3.2. Delignificarea cu sulfit

Dupd procedeul Kraft, delignificarea cu sulfit este cel mai des aplicatd. in
acest proces se utilizeaza o solutie apoasa de dioxid de sulf de diferite pH-uri.
Gruparile sulfonice sunt introduse in structura ligninei in pozitia a a lantului lateral
de propan forméandu-se asa numitii lignosulfonati (Figura 1.7). Datoritd gruparilor
sulfonice majoritatea lignosulfonatilor sunt solubili in apa diferentiind aceste lignine
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de ligninele obtinute prin alte procedee de delignificare. Delignificarea cu sulfit nu
indeparteaza selectiv lignina si carbohidratii care par sa fie legati chimic de
fragmentele lignosulfonice. in unele cazuri, ligninele purificate se obtin prin
indepartarea impuritatilor de carbohidrati prin fermentare, indepartare chimica,
ultrafiltrare sau precipitare selectiva. La ora actuald sunt produse aproximativ 1
Mt/an de lignosulfonati de diferite companii [38].

1.2.3.3. Delignificarea cu solutii alcaline

Acest proces utilizeaza hidroxid de sodiu in loc de sulfit pentru dizolvarea
ligninei din materialele lignocelulozice, cum ar fi culturi de canepa sau paie, si lemn.
Lignina de tip ,soda” este recuperatd printr-un proces alternativ prin precipitare cu
acid, maturare si filtrare ducénd la obtinerea de tipuri noi de lignina care nu contine
sulf [39, 40, 41].

1.2.3.4. Procedeul ,,organosolv” si/sau procesul de fractionare

Utilizarea solventilor organici, de exemplu etanolul, permit evitarea formarii
de produsi secundari cu sulf. Procesul ,organosolv” sau fractionarea permit
producerea de celuloza si lignina de inalta calitate. Ligninele organosolv insolubile in
apa sunt mai pure si contin un procent mare de lignind. Cele mai utilizate procese
»~organosolv” sunt urmatoarele:

e Procesul” lignol”, bazat pe procesul de extractie de tip Alcell cu

etanol/apa;

e Procesul ,ASAM”, delignificare cu amestec Alcalin-Sulfit-Antrachinon

Metanol;

e Procesul “organocell”, delignificare cu metanol urmata de delignificare cu

amestec antrachinona /NaOH;

e “Acetosolv”, cu amestec acid acetic / acid clorhidric;

e “Milox”,delignificare cu amestec de acid formic / apa oxigenata;

e “Avidel”, delignificare cu amestec de acid formic / acid acetic.

Aceste procese nu sunt comerciale inca, dar au fost demonstrate la scala
pilot. Delignificarea organosolv sau fractionarea biomasei lignocelulozice este la ora
actuala unul dintre pretratamentele des utilizate pentru producerea de celuloza de
calitate mare in obtinerea hartiei si/sau a combustibililor precum si a ligninei de
calitate mare in obtinerea de materiale si chimicale. Compania canadiana ,Lignol”
[40] si compania franceza CIMV (process de tip Avidel), [41] utilizeaza o metoda de
fractionare de tip organosolv.

1.2.3.5. Pretratamentul si conversia biomasei (biorafinarie)

Cateva exemple de procese de transformare si pretratare a biomasei sunt
pretratarea biomasei lignocelulozice cu lichide ionice, cu acid tare sau diluat, urmate
de hidroliza enzimatica a carbohidratilor [130, 167]. Fractiunile de lignina rezultate
contin o cantitate considerabila de carbohidrati [42].

1.2.3.6. Explozia cu aburi

Biomasa lemnoasa este pretratata cu abur la temperatura si presiune mare,
urmata de o eliberare rapida a presiunii.
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Reteaua fibroasd este distrusd formandu-se manunchiuri de fibre. In acest
proces (autocatalitic), lignina hidrolizatéd cu acid poate fi extrasa din biomasa cu
solutie alcalind sau solventi organici [43]. Lignina rezultatd dupa explozia cu abur
are un continut scazut de carbohidrati si impuritati extrase din lemn. Se aseamana
cu lignina nativd mai mult decat celelalte lignine tehnice obtinute, deoarece
schimbarile in structura chimica sunt limitate la conditiile procesului.

1.2.4. Depolimerizarea ligninei

Obtinerea de compusi chimici aromatici, care in mod obisnuit sunt obtinuti
din petrol rafinat, poate fi realizata din fractiuni de lignind prin intermediul mai
multor procese. Ruperea controlata a diferitelor tipuri de legaturi din lignina necesita
informatii legate de stabilitatea acelor legaturi in diferite conditii precum si
cunoasterea mecanismului de descompunere al ligninei. Legaturile cel mai usor
hidrolizabile din lignind sunt legaturile esterice si eterice. Lignina poate fi degradata
de lumina soarelui (UV), pe cale biologica cu ajutorul microorganismelor, precum si
pe cale chimica in diferite conditii.

1.2.4.1. Ruperea legaturilor lignina-carbohidrati

in functie de tipul de biomas3, in timpul procesului de pretratare/fractionare
fractiunile de lignina obtinute pot fi contaminate cu diferite cantitati de carbohidrati.
Reziduurile de carbohidrati sunt de obicei persistente in lignine atunci cand in timpul
precesului de pretratare legaturile lignina-carbohidrat nu sunt complet distruse.
Legaturile covalente dintre lignina si carbohidrati au fost studiate in diferite specii de
plante, stabilindu-se ca in complexul lignina-carbohidrat (LCC) se gasesc mai multe
tipuri de legaturi. Lignina reziduala din pin obtinutda prin procedeul Kraft de
delignificare este predominant legata de hemiceluloza si de polizaharide [44].
Legaturile LCC sunt de exemplu in Ginkgo biloba L. de tip eteric, esteric si acetal, cel
mai adesea legate de Co din structura ligninei [45,46].

In ierburi acizii fenolici sunt prezenti sub forma acizilor ferulic si p-cumaric,
care sunt esterificati adesea cu hemiceluloze si lignina. Esterii ferulat polizaharidici
sunt implicati in cuplarea radicalica la obtinerea moleculei de lignina [46].

1.2.4.2. Depolimerizarea biologica a ligninei

Degradarea biologica a biomasei lignocelulozice este esentiala in inchiderea
ciclului de carbon. Degradarea microbiana a biomasei duce la formarea de humus
(acizi humici) derivati din descompunerea incompleta a reziduurilor de lignina.
Mucegaiurile albe sunt specializate in descompunerea ligninei din lemn pentru a se
obtine accesul la carbohidratii din peretii celulari. Degradarea lemnului cu ajutorul
fungiilor duce la ruperea legaturilor din lignina de catre enzime asistate si de alte
influente din mediul inconjurator (lumina, variatii de temperatura, erodarea de catre
apa) care au loc in timpul putrezirii lemnului [47]. Microorganismele nu utilizeaza
carbonul din lignind ca si sursa de energie, dar depind de valoarea nutritionala a
carbohidratilor. Enzimele lignolitice cel mai des utilizate (lacazele, peroxidazele)
actioneaza prin generarea de radicali liberi care initiaza ruperea legaturilor din
lignina.
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1.2.4.3. Depolimerizarea chimica a ligninei
Depolimerizarea ligninei cu catalizatori bazici (BCD)

Cele mai multe studii cu privire la procesele de depolimerizare alcalina
provin din industria celulozei si hartiei, unde sunt folosite pentru a depolimeriza
(hidroliza) si a extrage lignina din matricea lignocelulozicd producand aga numitele
Jfibre lemnoase fara celuloza”. In timpul depolimerizarii cu catalizatori bazici, pe
langa ruperea legaturilor B-0-4 din lignind mai are loc si scaderea continutului de
grupari metoxi in conditii alcaline severe.

Cu toate acestea, poate avea loc si repolimerizarea fragmentelor de lignina
prin formarea de legaturi noi, cu obtinere de produsi de condensare [48]. Studiile
cinetice realizate pe compusi model ai ligninei indica faptul ca modul in care are loc
substitutia pe inelul aromatic afecteaza puternic viteza de hidroliza alcalina a
legaturilor B-0-4 [49].

Depolimerizarea Ligninei Alcell organosolv in mediu alcalin are ca rezultat
trecerea a 7-30% din produs in faza lichida. Concentratia maxima de fenoli obtinuta
a fost de 4,4%, in cea mai mare parte siringol (2,4%), urmata de o cantitate
limitatd de guaiacol cand au fost aplicate conditii mai putin severe. Catecolul a fost
gasit la pH si temperatura mai mare. In lignina de tip Kraft disocierea grupelor
fenolice a scazut la temperaturi ridicate in solutie apoasa-alcalind. Recent s-a studiat
degradarea catalitica bazica a ligninei Kraft cu formare de oligomeri in solutie de
etanol-apa la 220-300 °C, cu fenol ca agent de reducere. In conditiile aplicate,
lignina nu fost degradatd complet la monomeri [50].

Depolimerizarea ligninei cu catalizatori acizi

Hidroliza compusilor model de lignina in conditii acide a demonstrat ca in
urma reactiilor de eliminare a a-esterului rezulta produsi intermediari benzilici care
se rearanjeaza rapid 1in diferite cetone si produsi de condensare [51].
Depolimerizarea ligninei Alcell folosind acid Lewis, catalizatori NiCl, si FeCls,
genereaza gaze, produse lichide si solide, formandu-se inclusiv monomeri solubili in
eter. Ambii catalizatori favorizeaza reactii de condensare ce conduc la reziduuri
insolubile. S-au obtinut randamente scazute in monomeri organici, in special fenoli,
urmati de cetone si aldehide [52].

Depolimerizarea oxidativa

in general, depolimerizarea oxidativa a ligninei este efectuata pentru a
produce compusi aromatici cu o pondere mai mare de grupari care contin oxigen, in
majoritate aldehide. Productia de vanilind prin depolimerizarea oxidativa a ligninei
din lichidul negru cu sulfit este bine cunoscuta si se efectueaza in general la 160-175
°C in mediu alcalin, folosind catalizator de cupru. Din lignina din lemn de esenta
moale rezultd cantitati mari de vanilind comparativ cu lignina din lemn de esenta
tare, de unde se poate preleva in schimb siringaldehida in cantitati mai mari [53].
Utilizarea unui proces oxidativ umed alcalin pentru paiele de grau la temperatura de
195 °C si o presiune a oxigenului de 12 bari a condus la indepartarea unei cantitati
mari de lignina din celuloza, dar randamentele de fenoli monomerici au fost mici. In
acelasi proces, au fost recuperati doar acizi cu greutate moleculara mica [54].
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1.2.5. Aplicatii potentiale ale ligninei

Lignina pare a fi un material multifunctional, potrivit pentru o mare
diversitate de aplicatii. Oportunitatile si provocarile pentru biorafinaria ligninei au
fost descrise extensiv, potentialele utilizari fiind urmatoarele [38]:

1. Obtinerea de energie, combustibil si gaz de sinteza;
2. Obtinerea de compusi macromoleculari;
3. Obtinerea de compusi aromatici.

Aceste utilizari pot fi de asemenea grupate in trei categorii de obiective si
anume (1) aplicatii curente sau pe termen apropiat, (2) aplicatii pe termen mediu si
(3) aplicatii pe termen lung.

Conform primului obiectiv, lignina este utilizatd ca si sursa de carbon pentru
producerea de energie sau este convertita in purtatori de energie cum ar fi gazul de
sinteza. Al doilea obiectiv utilizeaza natura macromoleculara a ligninei pentru
aplicatii ce necesitd masa molecularda mare, cum ar fi adezivi pentru lemn (lianti),
fibre de carbon si polimeri sub forma de spume poliuretanice [55,56]. Al treilea
obiectiv grupeaza tehnologiile de scindare a structurii ligninei in monomeri, fara
sacrificarea inelelor aromatice, pentru productia de blocuri de polimeri, monomeri
aromatici cum ar fi benzenul, toluenul si xilenul (BTX), fenol si vanilina.

Chimicale fine

Derivati fenolici,
vanilind

| Fibre de carbon I
[ Rasini fenolice ]
l Carbon activ |

[ Fenol |
I Benzen, Toluen, Xilen |
| Biocombustibil |

l Rafinarie I

f Bitum l

| Aditivi pentru materiale de contructii ]

l Energie l

Figura 1.8. Aplicatiile potentiale ale ligninei.

Multi cercetatori au incercat in ultimii ani sa dezvolte posibilele utilizari ale
ligninei astfel incat sa se poata profita de multitudinea de atribute pozitive pe care le
are. Principalele elemente care stau la baza utilizarii ligninei sunt [57]:

e Este disponibild in cantitati mari;

e Daca este eliminata ca deseu, lesia neagra poate fi un factor de risc
serios in poluarea mediului;

e Valoarea energetica mare, datorita nucleelor aromatice;

e Un numar mare de grupari reactive prezente pe scheletul de carbon
pot fi utilizate intr-o gama larga de reactii de substitutie si aditie;

e Compatibilitate buna cu diferite substante chimice de baza;
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e Are proprietati coloidale si reologice excelente, in special in cazul
acizilor lignosulfonici;

e Este un bun adsorbent si schimbator de ioni si prezintda proprietati
adezive;

e Este o sursa directa de diferiti compusi aromatici si fenolici.

In ciuda eforturilor ficute, doar cateva aplicatii ale ligninei au fost realizate
la scald industriald. Acest lucru este datorat in mare parte neomogenitatii ligninei,
care este rezultatul variabilitatii naturale precum si metodelor neperformante de
separare utilizate de industrie. La ora actuald, cea mai mare parte din lignina
extrasa prin procese industriale este arsa ca biocombustibil pentru recuperarea
energiei. Doar aproximativ 1 péna la 2 % din lignina produsad comercial este utilizata
in alte aplicatii [58]. Cercetari pentru a gasi noi aplicabilitati ale ligninei continua in
conditiile in care a crescut nevoia de a gasi alternative durabile la materiile prime
industriale utilizate la ora actuala.

Au fost dezvoltate o serie de strategii pentru cercetdrile privitoare la
utilizarea ligninei. O cale este de a intelege proprietatile fiecarui tip de lignina
industriala si de a le adapta la diferite aplicatii specifice. O altd strategie este
degradarea ligninei pentru a se obtine compusi chimici care pot fi utilizati in diferite
scopuri. O a treia posibilitate este sa se profite de numeroasele grupari active de pe
catena laterald a ligninei care pot da reactii chimice si de a gestiona proprietatile
ligninei prin modificari chimice. Fiecare dintre aceste strategii au dus la rezultate
promitatoare la scalda de laborator si in unele cazuri ele au fost transpuse si la scala
industriala.

1.3. Enzime care degradeaza lignina

Reactiile chimice care au loc in organismele vii sunt mediate de
biocatalizatori cu proprietati remarcabile, cunoscuti sub denumirea de enzime.
Capacitatea enzimelor de a creste de pand la 107 ori viteza unei reactii, conditiile
blande de actiune, specificitatea, selectivitatea si posibilitatea de reglare a activitatii,
constituie avantaje majore ale acestora, comparativ cu catalizatorii chimici. Fiecare
dintre reactiile biochimice ale metabolismului celular sunt catalizate de céte o
enzima specifica. Enzimele sunt molecule proteice care functioneaza eficient in
conditii blande necesare pentru mentinerea functionalitatii si integritatii sistemelor
biologice. Astfel, acestea sunt adaptate in mod natural pentru a functiona in conditii
fiziologice.

Datorita structurii sale foarte complexe si relativ aleatoare, lignina este
foarte rezistenta la degradare [59]. Sistemele enzimatice de degradare a
macromoleculei de lignind se confrunta cu diferite provocari. Substratul este un
polimer heterogen cu masa moleculara mare care necesita atacul unor enzime
extracelulare sau a unor agenti. Lignina nu contine legaturi hidrolizabile, prin
urmare enzimele trebuie sa fie oxidative. Structura stereochimic neregulatda a
ligninei necesita de asemenea un atac enzimatic nespecific comparativ cu alti
polimeri naturali. Degradarea ligninei se realizeaza prin actiunea sinergetica a unor
oxidoreductaze, enzimele ligninolitice. Aceste enzime actioneaza printr-un mecanism
de depolimerizare prin radicali liberi cu reactivitate ridicata. In Figura 1.9. este redat
procesul de degradare a ligniei din materialele lignocelulozice pe cale enzimatica si
pe cale chimica [60].
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Procesul de degradare a ligninei (in spedal de catre bazidi omicete din mucegai alb)

v
Degradarea enzimatica a lignocelulozei Degradarea ne-enzimatica a lignocelulozei
Fenol Hem . Enzime Reactii Ciclizarea Reactia Fenton
oxidaze L peroxidaze _accesorizate | catalizate CDH redox a chinomei catalizati de glicopeptide
— —_— — —_— - = - [ Chinone
[ac] LP F~ [MeP jeq [vP | 0 [ A%, !
' =] Ny
' h T, S
o, WO, E"’“”' o i Hidrochinone |
“ )
Hov|? L i v
H Reactia Fenton
' L
Fadical Tadcak i [Na (D °
Eberi |_imtermediari| | chelat
'
'
lb [ P L
: fori |
— H secesdari
‘ NS '
- '
AIA—) Mediateri '
(Sormioecal resctvi
'
'
| Alte sxzime Ezeocelslobtice
d 8 (celulaze 3 bemicelulaze
i
;
v
Lignina
o Cdgm ) >
Benicslulezd  Degradarea
E Ligninei

Figura 1.9. Procesul de degradare a ligninei [60].

In functie de gradul de cristalinitate al ligninei, enzimele pot rupe diferite
legaturi specifice existente in structura ligninei, variind in eficacitate, fiecare enzima
fiind specifica unei anumite legaturi chimice. Varietatea de legaturi chimice care se
gasesc in lignina fac dificila actiunea specifica a centrului activ din enzima
necesitand astfel mai multe enzime pentru degradare, fiecare avand un centru activ
specific. Enzimele extracelulare implicate in degradarea ligninei sunt lignin
peroxidazaele (LiP, ligninaze, EC.1.11.1.14), manganperoxidazele (MnP, peroxidaze
Mn - dependente, EC 1.11.1.13) precum si lacazele (benzendiol : oxigen
oxidoreductaze, EC 1.10.3.2). Pe lingd acestea se mai gasesc cateva enzime
implicate in producerea de peroxid de hidrogen si anume glioxal oxidaza (GLOX) si
aril alcool oxidaza (AAO) (EC 1.1.3.7).

In Tabelul 1.2. este prezentata o descriere generald a cofactorilor principali
sau a substraturilor precum si principalele efecte sau reactii date de fiecare enzima.
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Tabelul 1.2. Enzime implicate in degradarea ligninei si in alte reactii

principale.

Activitatea enzimei,
abreviere

Cofactor sau substrat,
mediator

Efectul principal al reactiei

Lingnin peroxidaza, Lip

H,0,, alcool veratrilic

Inel aromatic oxidat la
radical cation

Mangan perozidaza, Mnp

H,0,, Mn, acid organic ca
si chelator, tioli, lipide
nesaturate

Mn (II) oxidat la Mn(III),
Mn(III) chelat ozideaza
compusii fenolici la radicali
fenoxi; alte reactii in
prezenta compusilor
aditionali.

Lacaza, Lacc

0,; mediatori hidroxi-
benzotriazol sau ABTS

Fenolii oxidati la radicali
fenoxi; alte reactii in
prezenta mediatorilor.

Glioxal oxidaza, GLOX

Glioxal, metil glioxal

Glioxalul oxidat la acid
glioxalic; producere de
H,0,

Aril alcool oxidaza, AAO

Alcooli aromatici (alcool
anisilic, veratrilic)

Alcooli aromatici oxidati la
aldehide; producere de
H>0>

Alte enzime
producatoare de H,0,

Majoritatea compusilor
organici

O, redus la H,0,

/O

OH

Glioxal oxidaza

O
OH

HO O/L

m O
H,0,

HO

Lignin peroxidaza + H,O,

Y

Alcool veratrilic

N
L

OH

o— L
O,

?—» roduse
H,O. P

o

AN

L

Figura 1.10a. Reactiile simplificate catalizate de lignin perozidaza

si glioxal oxidaza
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Mangan perozidaza + H,O,

Mn 3+ MIl 2+
OH /\ OH
—_—— ——> Produse
Lacaza +O,
O O/
O,
AN 0.
L
Lignina

Figura 1.10b. Reactiile simplificate catalizate de mangan perozidaza
si lacaza

1.3.1. Peroxidazele
1.3.1.1. Lignin peroxidaza (LiP)

Peroxidazele (E.C.1.11.1.7) sunt enzime care catalizeaza o serie de reactii
de oxidare si hidroxilare, utilizand peroxid de hidrogen (H,0,) ca si acceptor de
electroni [59].

Lignin peroxidaza este o glicoproteind care contine complexul fier (III) -
protoporfirind IX ca si grupare prostetica cu un rest de histidina (His 173) coordinata
la atomul de fier, diferind de celelalte hem peroxidaze prin abilitatea sa de a oxida
cu potential redox relativ mare subunitatile aromatice nefenolice din lignina (de
exemplu legaturile arilglicerol-p-aril-eterice) [61]. Lignin peroxidazele oxideaza
substraturile prin transfer de electroni in mai multe etape, formand radicali
intermediari cum ar fi radicalii fenoxi si cationii radical ai alcoolului veratrilic. Acesti
radicali intermediari participd la reactii non-enzimatice cum ar fi cele de cuplare
radicalica si polimerizare, rupere a catenei laterale, demetilare si aditie
intramoleculard. Spre deosebire de alte peroxidaze cum ar fi manganperoxidaza, LiP
este capabila s3a oxideze substraturile aromatice nefenolice si nu necesita
participarea unor mediatori, datorita potentialului sdu redox neobisnuit de mare
[62].
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1.3.1.2. Mangan peroxidaza (MnP)

Mangan peroxidazele se gdsesc in majoritatea mucegaiurilor albe si sunt
similare cu peroxidazele conventionale, exceptand faptul ca Mn(II) este in mod
obligatoriu donor de electron pentru radicalul complexului Fe(IV)-oxo porfirind
format in etapa anterioara de legare a H,0, in centrul activ al enzimei, rezultand
astfel Mn (III). Aceasta reactie necesitd prezenta unor agenti chelatori cum ar fi
glicolat sau oxalat, care stabilizeazd Mn (III) si ajuta la eliberarea sa din enzima.
Chelatorii de Mn (III) rezultati sunt agenti de oxidare cu molecule mici, difuzibili,
care pot sa actioneze la o anumita distanta de centrul activ al MnP. MnP nu este un
oxidant puternic si prin urmare aceste enzime sunt in imposibilitatea de a ataca
structurile nefenolice recalcitrante predominante in lignina. Cu toate acestea
chelatorii de Mn (III) oxideaza structurile fenolice mai reactive care alcatuiesc
aproximativ 10% din lignina. Aceste reactii au ca rezultat un grad limitat de lignoliza
prin ruperea legaturii Ca arilice si alte reactii degradative. Chelatorii de Mn (III) pot
sa penetreze lemnul in profunzime datoritd dimensiunilor mici si sa initieze
delignificarea pentru a facilita mai tarziu atacul LiP care este un oxidant mai puternic
si mai voluminos [63].

1.3.2. Lacaza

Lacaza (benzendiol : oxigen reductaza, EC 1.10.3.2) apartine unui grup mic
de enzime numite proteine de cupru sau oxidaze de cupru de culoare albastra,
alaturi de oxidaze din plante de tip ascorbat si proteine plasmatice din mamifere
numite ceruloplasmine [64,65]. Aceste proteine sunt caracterizate prin faptul ca au
in componenta lor patru atomi de cupru cu rol catalitic. Un atom de cupru este
plasat in locul T1 unde se leaga substratul reducator si este responsabil de culoarea
caracteristicd albastru-spre-verde in faza de oxidare la Cu?* [64, 66]. Ceilalti trei
atomi de cupru sunt grupati in locul numit T2/T3, unde are loc legarea oxigenului
molecular.

Lacaza este in mare masura raspandita in plantele superioare si ciuperci
[67], dar a mai fost gasita si in insecte si bacterii. Recent, o noua polifenol oxidaza
cu activitate asemanatoare cu cea a lacazei a fost extrasa din microflora rumenului
de la bovine [68].

Yoshida a descris pentru prima datd lacaza in 1883, cand a extras-o din
exudatele unui copac japonez numit Rhus vernicifera [64, 69, 70]. In 1896,
Bertrand si Laborte au demonstrat pentru prima data ca lacaza este prezenta si in
fungi [64, 69]. De atunci, lacazele au mai fost gasite in Ascomycete, Deuteromycete
si Basidiomycete, gasindu-se din abundenta in multe ciuperci care sunt implicate in
metabolismul ligninei [71, 72]. Lacazele din ciuperci au potential redox mai mare
decat cele din plante si bacterii (mai mare de +800 mV), iar actiunea lor pare sa fie
relevanta in natura, avand de asemenea aplicatii importante in biotehnologie. Astfel,
lacazele din ciuperci sunt implicate in degradarea ligninei sau in indepartarea
fenolilor cu potential toxic care rezulta in timpul degradarii ligninei [64].

Referitor la utilizarile lor in domeniul biotehnologic, lacazele extrase din
ciuperci au foarte multe aplicatii, de la eluenti de decolorare si detoxifiere pana la
agenti de inalbire a hartiei, indepartarea fenolilor din vinuri, in sinteze organice,
pentru biosenzori, la sinteza unor medicamente si coloranti, in detergenti si prafuri
pentru spalare [73]. Utilizarile biotehnologice ale lacazei au fost extinse prin
introducerea de mediatori ai lacazei, care sunt capabili sa oxideze compusii
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nefenolici care altfel nu pot fi oxidati sau sunt greu de oxidat de catre enzima
singura.

1.3.2.1. Modul de actiune al lacazei
Lacazele contin 4 atomi de cupru numiti Cu T1 (unde are loc reducerea

substratului) si grupul trinuclear de cupru T2/T3 (unde se leaga oxigenul si este
redus la apd). Figura 1.11. care prezinta structura lacazei din Trametes versicolor.

Figura 1.11. Structura lacazei din Trametes versicolor.

Cum oxidarea unui electron din substrat este cuplata cu reducerea a patru
electroni de oxigen, mecanismul de reactie nu este simplu. Lacaza poate astfel sa
opereze ca o baterie, captand electroni din reactiile de oxidare pentru a reduce
oxigenul molecular. Astfel, este necesara oxidarea a patru molecule reducatoare din
substrat pentru reducerea completa a oxigenului molecular la apa. In termeni
generali, oxidarea substratului de catre lacaza este o reactie a unui singur electron,
generand un radical liber.
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Produs

Substeat

Lacaza

Figura 1.12. Reducerea cuprului monomolecular T1 din lacaza.

Produsul initial este instabil, putand avea loc o a doua reactie de oxidare
catalizata de enzima sau o reactie ne-enzimatica cum ar fi o reactie de hidratare,
disproportionare sau polimerizare. Legaturile substratului natural, in cazul nostru
lignina, care sunt scindate de lacaza sunt modificate prin oxidare la Ca, ruperea
legaturilor Ca — CB si aril-alchil (Figura 1.13.). Lacazele sunt similare altor enzime
fenol-oxidative, care polimerizeaza lignina prin cuplarea radicalilor fenoxi formati
dupa oxidarea gruparilor fenolice din lignina [71]. Datorita acestei specificitati
pentru subunitatile fenolice din lignina si accesului sau restrans la lignina din peretii
fibrosi, lacaza are efect limitat in procedeul de albire a hartiei daca nu se folosesc
mediatori redox (de exemplu acid 2,2'-azino-bis(3-etilbenztizolin-6-sulfonic) (ABTS))

(Figura 1.14.) [74].
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Lig Lig
Lacaza
0, 2H,0 Ruperea legaturii
__aril-alchil ,
OCH, OCH; OCHj3
OH o . O
Fenoxi Cuplare de radicali
Lig
é=0 Formare de Polimerizare si formare
carbonil Ca de chinona
OCHj5
OH

Figura 1.13. Cai de reactie posibile la oxidarea cu lacaza a subunitatilor
fenolice din lignina.

Lig
C—OH
Lig Lig
HC—OH C—OH / OCH,
0, 2H,0 T
N 72 Lig
Lacaza +ABTS
CHO
R OCHj, R OCH,
Lig Lig
R OCH,
Lig

Figura 1.14. Oxidarea subunitatilor non-fenolice a compusilor model din lignina
prin sistemul mediator al lacazei.
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1.3.2.2. Sistemul mediator al lacazei

Spre deosebire de celelalte enzime lignolitice, lacaza poate sa oxideze doar
fragmentele fenolice din lignina datorita naturii polimerice aleatoare a ligninei si a
potentialului redox scazut al lacazei. Compusii cu masa moleculard mica si cu
potential redox mai mare decat al lacazei (> 900 mV) numiti mediatori pot fi utilizati
la oxidarea partilor nefenolice din lignina [75] (Figura 1.14.).

Mediatorii sunt molecule mici care actioneaza ca un fel de ,electron
oscilant”: odata ce este oxidat de catre enzima, mediatorul genereaza un
intermediar puternic oxidant, co-mediator (mediator oxidat), care difuzeaza departe
de centrul enzimatic oxidand in schimb orice substrat care datoritda marimii sale nu
se incadreaza in centrul activ. Mai mult, utilizarea mediatorilor permite oxidarea
polimerilor, inlaturand problemele inerente de Tmpiedicare sterica (enzima si
polimerul nu trebuie sa interactioneze intr-o maniera directd) (Figura 1.15.) [76].

Mediator
0, Lacaza < oxidat Subtrat
OH, ><La_c aza > Mediator >< Substrat
oxidata oxidat

Figura 1.15. Ciclul sistemului catalitic mediator de oxidare
al lacazei [74].

Alternativ, mediatorul oxidat se poate baza pe un mecanism de oxidare care
nu este valabil pentru enzima, extinzand astfel gama de substraturi accesibile [77].
Prin urmare, este foarte important sa se inteleaga natura mecanismului de reactie
care are loc la oxidarea substratului de catre mediatorul oxidat derivat din
mediatorii corespunzatori studiati. In oxidarea substraturilor ne-fenolice dependente
de lacaza, exista dovezi care atestda mecanismul de transfer al unui electron prin
intermediul mediatorului ABTS in substraturi care au potential scazut de oxidare.
Alternativ, calea de transfer a unui radical de hidrogen poate fi realizata cu
mediatori de tipul N - OH, daca in substrat se gasesc legaturi C — H slabe [60].

1.3.2.3. Aplicatii ale lacazelor
Industria alimentara

In industria alimentard lacazele pot fi aplicate in cazul anumitor
procese/proceduri care Tmbunatdtesc/scot in evidenta si/sau modifica culoarea
alimentelor si a bauturilor. O aplicatie interesanta a lacazelor, in aceast domeniu,
este eliminarea fenolilor nedoriti, responsabili pentru maronirea, incetosarea si
formarea turbiditatii in sucurile de fructe, bere si vin. Actualmente lacazele prezinta
interes in domenii cum ar fi cel de panificatie datorita abilitatii acestora de a [78]
intre ele biopolimerii. Tot in aceastd categorie, lacaza din Trametes hirsuta, creste
rezistenta maxima a aluatului si micsoreaza extensibilitatea in cazurile de aluat cu
faina sau gluten.
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S-a mai mentionat o potentiala aplicatie a lacazelor in diversele ramuri a
industriei alimentare, cum ar fi bioremedierea, procesarea bauturilor, determinarea
acidului ascorbic, formarea de geluri din pectina rezultata din sfeclade zahar,
coacere/prajire si ca si biosenzor. Dar este nevoie de studierea tehnicilor cu cost
scazut a obtinerii si a imobilizarii lacazelor pentru a mari spectrul de aplicabilitate a
acestor enzime[79].

Industria hartiei si a fibrelor lignocelulozice.

Prepararea industriald a hartiei necesitd separarea si degradarea ligninei din
fibrele de lemn. Din considerente de poluare a mediului inconjurator se grabeste
inlocuirea delignificarii conventionale care se bazeaza pe folosirea clorului si a
inalbitorilor. Din 1997 s-a introdus delignificarea cu oxigen dar pretaratarea fibrelor
lemnoase cu enzime lignolitice s-ar putea dovedi a fi procedee mai blande si mai
curate si deasemenea pastreaza integritatea celulozei [80]. Cu toate ca s-au studiat
intens sistemele de bio-indlbirea, deocamdata doar cateva tratamente enzimatice
prezinta capacitati de delignificare/inalbire comparativ cu tehnicile clasice chimice.

Capacitatea lacazelor de a forma radicali reactivi in lignina, poate fi folosita
pentru a atinge anumite modificari a fibrelor de lemn. Lacazele pot fi folosite in
lipirea/adeziunea enzimatica a fibrelor, devenind utile in fabricarea materialelor
compozite bazate pe lignocelulozd cum ar fi placile din fibre. Deasemenea, s-a
propus folosirea lacazelor pentru activarea ligninei si a legaturilor dintre fibre in
cursul procesului de fabricatie a compozitelor, rezultdnd ca si produse placi cu
proprietati mecanice bune fard folosirea unor substante adezive toxice. Tot in
aceasta ordine de idei, pentru imbunatatirea proprietatilor mecanice si chimice a
placilor prin folosirea lacazelor pentru functionalizarea fibrelor lignocelulozice. Studii
preliminare au aratat capacitatea lacazelor de a grefa/adauga derivati fenolici (acizi)
pe suprafata fibrelor. Aceasta capacitate poate fi folosita pentru a adauga diversi
compusi chimici pe suprafata fibrelor, rezultdnd materiale cu proprietati complet noi,
cum ar fi hidrofobicitate sau incarcare electrica [81].

Industria textila

Industria textila foloseste aproximativ 67% din totalul pietei de coloranti,
consumand volume mari de apa si chimicale pentru procesarea textilelor. O parte
dintre chimicalele, aditivii si colorantii folositi sunt fabricate din substante
cancerigene cum ar fi benzidine si compusi aromatici. Din acest motiv, tratarea
apelor reziduale rezultate din procesele industriei textile prezinta probleme majore.
Lacazele au capacitatea de a degrada colorantii cu diferite structuri chimice, inclusiv
cele sintetice, fiind aplicate pentru epurarea apelor. Alte posibile utilizari in aceasta
ramura a industriei pot fi inalbirea textilelor si chiar sinteza colorantilor.

Din 1996, in Danemarca exista prima linie de finisare/inalbire a textilelor
denumite "Denim", care foloseste un proces bazat pe lacaze cu ajutorul unei
molecule mediatoare, prin care s-a obtinut degradarea colorantului indigo intr-un fel
specific. Produsul/procesul se numeste Zylite [ 82].
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Nano-bio-tehnologii

Lacazele fiind capabile sd catalizeze reactii cu transfer de electroni fara
factori aditionali, s-a studiat folosirea lor ca biosenzori pentru detectarea compusilor
fenolici, a oxigenului sau azidelor, ca detectori pentru morfind si codeing,
catecolamina si pentru electroiluminescenta [83].

Bio-remedierea solului

Proprietatile catalitice a lacazelor sunt capabile sa descompuna
hidrocarburile aromatice policiclice, care reprezinta o sursa de poluare pentru sol.
Detoxifierea solului de reziduri de munitie este posibila prin medierea de catre o
lacaza a reactiei de cuplare a metabolitilor redusi a TNT-ului la 0 matrice organica a
solului [84].

Chimia sintetica

in chimia de sintezd lacazele pot fi utilizate in reactii de deprotejare
oxidativa si producerea de polimeri complecsi si compusi cu rol medical [85].

Industria cosmeticelor

Prin inlocuirea apei oxigenate in procesul de formulare a colorantilor folositi
in vopselele de par rezulta un produs mai putin iritant. Cu ajutorul lacazelor s-au
obtinut de asemenea cosmetice si produse dermatologice cu continut de proteine,
folosite pentru albirea pielii.

Cel mai mare obstacol in calea aplicabilitatii comerciale a lacazelor sunt
stocurile insuficiente de enzime si costul mediatorilor redox. Au fost deja efectuate
demersuri importante in aceasta privinta si se asteapta ca lacazele sa fie capabile sa
concureze cu proceduri chimice consacrate, cum este inalbirea cu clor [79].

1.4. Reactiile de oxidare a compusilor model din lignina
si a ligninei in prezenta lacazei

A fost demonstrat faptul ca lacaza catalizeaza oxidarea fenolului, iar
radicalul fenoxi rezultat participa mai departe in reactii ne-enzimatice. Astfel,
produsii rezultati din reactiile de oxidare a compusilor model din lignina catalizate de
lacaza depind in mare masura de structura chimica a moleculei reducatoare.

Lignina poate fi polimerizata cu ajutorul lacazei, obtinandu-se polimeri cu
masa moleculard mare si structurd chimica complexa. Lacazele au demonstrat de
asemenea capacitatea de a activa fibrele de lignind, acestea putand fi modificate
prin grefarea de diferite molecule pe suprafata acestora [86, 87]. In continuare, vor
fi prezentate cateva reactii de oxidare ale diferitilor compusi model din lignind cu
ajutorul lacazei, pentru a intelege mai bine modificarile care pot avea loc in urma
polimerizarilor oxidative ale ligninelor.

1.4.1. Compusi model ai ligninei de tipul monomerului siringil
Monomerii de tip siringil au in compozitia lor doua grupari de tip metoxi,

care Tmpiedica realizarea reactiilor de cuplare in pozitile 3- si 5-. Reactiile de
cuplare pot avea loc in pozitia 4- si 1-, atunci cdnd acestea nu contin substituenti
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sau cand acestia sunt grupari care pot fi inlocuite cu usurinta. Mai multi monomeri
siringilici cum ar fi 2,6-dimetoxifenol, acidul siringic, alcoolul siringilic si
alcoolul a—metilsiringilic pot lua parte la reactii de cuplare cu formare de produsi
oligomeri sau polimeri de forma 1-0-4’. Acesti compusi sunt de asemenea oxidati
cu formare de produsi noi, in functie de structura catenei laterale (Figura 1.16.) iar
distributia produsilor este dependentd de pH, provenienta lacazei neafectand
aceasta distributie. Produsul principal obtinut din 2,6-dimetoxifenol, pe langa cel
obtinut prin aditie de tip 1-0-4’, a fost produsul obtinut prin cuplare in pozitia 4-4’ si
anume 2,2’,6,6'-tetrametoxi-1,1’-dichinona, care a rezultat in urma formarii unei
legaturi C-C [88, 89, 90].

Un alt produs minoritar care se poate forma in urma reactiei 2,6-dimetoxifenolului
cu lacaza este forma demetilata a dimerului 4-4’. Cuplarea monomerilor de tip
siringil poate de asemenea sa aibda loc prin intermediul unei catene laterale
adecvate. Compusul model 4-metilsiringol este oxidat de lacaza si formeaza produsi
de tipulo-a’” si a-0-4’ (Figura 1.17.) [90]. Produsul o-a’ poate fi oxidat in
continuare cu formarea unui produs cu structura asemanatoare cu cea a stilbenului,
care si acesta reactioneaza mai departe cu compusii nucleofili din mediul de reactie.

(0) OH O
_0O 0.__0O O. HO (O
lacaza/O, ‘ o~ ‘
- e | 1-0-4' I
b SNG
on . / wew
2,6- dimetoxifenol 0 Y (|) 0 o
(0] O
2,2',6,6'-tetrametoxi-1,1'-dichinona
OH
O
HO o 0 o. O o—
lacaza/O, _ 0 (0)
—_— O
~0 o~ ~0 o o) O O (0) o—
OH (0]
Acid siringic (|) © O\
OH OH
O
OH
HO R o_R _0 'Ny
lacaza/O, _
—_— O
S0 (O ~0 0~ 0
OH OH o 0
Alcool siringilic (R=H) sau ! R

Alcool a- metilsiringilic(R=CH3)

Figura 1.16. Produsii de reactie care se formeaza in reactiile catalizate
de lacaza ale 2,6-dimetoxifenolului, acidului siringic, alcoolului siringilic si a
alcoolului metilsiringilic [89, 90].
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Figura 1.17. Produsii care se formeaza din 4-metilsiringol in reactia catalizata de
lacaza [90]
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Figura 1.18. Produsii de reactie care se formeaza in urma reactiilor catalizate de lacaza a
acidului vanilic si vanilin alcoolului [88].
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1.4.2. Compusi model ai ligninei de tipul monomerului
guaiacil

Spre deosebire de compusii siringilici, la monomerii de tip guaiacil pot sa
aiba loc reactii de cuplare in pozitia 5 a scheletului aromatic. Alcoolul vanilic si acidul
vanilic pot participa in reactii de cuplare in prezenta lacazei ca si catalizator, cu
formare de produsi in pozitiile 5-5’ si 4-O-5" (Figura 1.18.) [88, 89, 90]. In aceste
reactii s-a observat de asemenea ca distributia produsilor nu a fost afectata de
originea lacazei, o contributie mare avand pH-ul mediului de reactie in care s-a
lucrat. Oxidarea acidului vanilic de cdtre lacaza a dus la obtinerea de 2-metoxi-1,4-
benzochinona atunci cand s-a lucrat la un pH acid [89]. In cazul alcoolului vanilic, la
pH mai scazut a fost favorizatd formarea produsului 5-5’. Interesant a fost ca
Areskogh si colaboratorii (2010) si Crestini si colaboratorii (2003) [87, 90, 91, 92]
au gasit un set de produsi complet diferiti in urma oxidarii alcoolului vanilic in
prezenta lacazei si anume produsi 5-5’ si 4-0-5’ in primul studiu, respectiv vanilina si
4,4'-dihidroxi-3,3’-dimetoxibenzofenona in cel de-al doilea (Figura 1.18.). Alcoolul
coniferilic, care este monolignolul din care se formeaza unitatea de tip guaiacil (G)
in lignind, poate fi oxidat de catre lacaza cu formare de structure tipice de
dehidropolimer si anume B-0-4', -5, BB’ si 5-5" [93].
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Figura 1.19. Produsii de reactie din compusii model de tipul dimerilor siringil -1’
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1.4.3. Compusi model din lignina de tipul dimerilor siringil

Compusii model de tipul dimerilor siringil, p-1" si p-O-4’, au fost de
asemenea degradati prin oxidare cu lacaza. De exemplu, s-au obtinut dimeri p-1’
formati doar din unitati de tip siringil si grupari hidroxil fenolice la unul sau ambele
capete [94, 95]. Produsii respectivi au rezultat in urma oxidarii in pozitia asi in
urma ruperii legaturilor Ca-Cp (Figura 1.19.).

Reactiile catalizate de lacaza a compusilor model de tipul B-0O-4’ au fost
exemplificate pentru doi dimeri diferiti care contin radicalul siringil la capatul fenolic
si anume siringilglicol B-guaiacil eter si siringilglicerol p-guaiacil eter [96, 97]. In
fiecare caz s-a observat ca produsii de degradare formati au rezultat Tn urma
oxidarii in pozitia o (Figura 1.20.).
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Figura 1.20. Produsii de reactie rezultati din dimerii siringilici p—-0-4'
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1.4.4. Compusi model condensati care se gasesc in lignina izolata
prin procedeul Kraft

Produsii de reactie rezultati din diferiti compusi model condensati care se
gasesc in structura ligninei de tip Kraft au fost obtinuti Tn urma reactiilor specifice ale
lacazei si anume oxidarea radicalului benzil, demetilare si hidroxilare (Figura 1.21.)

OH 0
~0 O O O/ —~0 O O O/
OH OH OH OH

lacaza/O,
oL, —
~o0 R o~
Y

OH ¢ OH

’ =
3,3'-dimethoxy-5,5'"- -0 O O o ~0 O O OH
OH OH OH  OH

(6] (6]

dimethylbiphenyl-2,2'-diol

Figura 1.21. Produsii formati in urma oxidarii cu lacaza a compusilor model condensati
de tipul 5-5' [91]

1.4.5. Oxidarea ligninei cu lacaza

Se cunosc relativ putine aspecte despre tratamentul cu lacaza a ligninelor
rezultate in urma proceselor de obtinere a celulozei sau izolate prin diferite procedee
de extractie, lucru care poate fi datorat mediului in care a fost izolata lignina,
intrucat ea nu este solubild in apa in timp ce lacazele prezinta activitate optima in
medii apoase [98]. Reactia lacazei cu lignina in suspensie este ineficienta
comparativ cu activitatea enzimei cu lignina dizolvata, datoritd accesului la
substratul din solutie. Cu toate acestea, au fost realizate o serie de studii care
implica lignina izolata din lemn, lignine din lesie neagra, lignosilfonati si lignina
extrasa prin procedeul ,organosolv”. Pe langa dorinta de a descoperi efectele lacazei
asupra substraturilor de lignina, aceste experimente au fost realizate si cu scopul de
a gasi potentiale aplicatii ale deseurilor de lignina rezultate la fabricarea celulozei si a
hartiei.

Konishi si colaboratorii [99] au tratat lignina extrasa din lemn cu lacaza din
T. versicolor, ajungénd la concluzia ca tratamentele cu lacazd au crescut
solubilitatea in apa a ligninei din lemn prin cresterea numarului de grupari carboxil,
ceea ce confirma faptul ca in urma tratamentului cu lacaza gruparile hidroxil fenolice
din lignina sunt oxidate la grupari carboxil. Nu au fost insd analizate si celelalte
modificari care pot aparea in structura ligninei aldturi de cresterea numarului
gruparilor carboxil.

Ishihara si Miyazaki [100] au tratat lignina extrasa din lemn cu lacaza si au
descoperit o crestere a masei moleculare a produsului obtinut datorita reactiilor de
polimerizare care au loc. Pe langa polimerizare, o fractiune mica de lignina a fost de
asemenea degradatd cu formare de chinone cu masa moleculara mica. S-a ajuns la
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concluzia cad sub actiunea lacazei pot avea loc atat reactii de polimerizare céat si de
depolimerizare, dominante fiind reactiile de polimerizare a ligninei.

O alta dovada in favoarea polimerizarii ligninei de catre lacazd a fost
cresterea masei moleculare a ligninei insolubile in apa.

1.4.6. Reactii catalizate de lacaza in solventi organici

Cat timp utilizarea biocatalitica a enzimelor a fost limitata numai la mediul lor
natural apos ea nu a dat rezultate spectaculoase, din mai multe motive:
- multe substraturi de interes nu sunt solubile in apa;
- prezenta apei poate duce la reactii secundare nedorite si o serie de compusi
organici se pot degrada in prezenta apei;
- echilibrul termodinamic al multor reactii este nefavorabil in prezenta apei;
- recuperarea produsului de reactie din mediul apos poate fi dificila.

In principiu, majoritatea acestor dificultati pot fi depasite dacad reactia
enzimatica se realizeaza in mediu de solvent organic. Problema principala in acest
sens a fost ca multa vreme solventii organici au fost considerati toxici pentru
enzime, n sensul ca acestia si-ar pierde ireversibil activitatea in asemenea medii
[101]. La ora actuald, este un fapt demonstrat ca un mare numar de enzime raman
active in medii organice si, in plus, ele pot dobandi o serie de proprietati noi si utile
lucru care nu ar fi de asteptat intr-un mediu aparent ostil. Exista pe de alta parte o
serie de enzime care isi mentin activitatea in medii apos-organice intre anumite
limite si aceste enzime pot fi folosite in asemenea sisteme de reactie. Adaugarea
unei cantitati moderate de solvent organic determind cresterea solubilitatii
substraturilor hidrofobe, reactiile fiind astfel posibile. Se pot utiliza atat solventi
miscibili cu apa cat si nemiscibili. Distributia reactantilor intre cele doua faze ale
sistemului (apa-solvent organic) poate fi controlata prin alegerea solventului
corepunzator si intr-o oarecare masura prin controlul fazei apoase, de exemplu prin
modificarea pH-ului (care trebuie sa fie potrivit si pentru enzima) [102]. Prezenta
unui solvent organic reprezinta intotdeauna un risc pentru inactivarea enzimei.
Multe studii au avut ca tema modul in care substantele organice interactioneaza cu
moleculele de enzima si influenta lor asupra stabilitatii enzimatice. La influenta
solventilor miscibili cu apa Tn concentratii mici nu s-a observat nici un efect negativ
asupra enzimei. Addugarea unor cantitati mai mari, necesare uneori pentru
dizolvarea substraturilor, a determinat deseori inactivarea enzimei. Gradul de
inactivare depinde de tipul solventului folosit si pentru fiecare solvent inactivarea se
produce cu atat mai rapid cu cat concentratia apei scade mai mult sub o anumita
valoare [103].

Mattinen si colaboratorii [17] au testat stabilitatea si activitatea lacazei cu
potential redox scazut din Melanocarpus albomyces in mai multi solventi organici
cum ar fi acetond, etanol, propilen glicol, dietilen glicol monometil eter, utilizdnd
diferiti compusi model din lignind. Acestia au aratat ca lacaza prezinta stabilitate si
reactivitate bund pe compusii model alesi, propilen glicolul si dietilen glicol
monometil eterul avand cea mai micd influenta asupra activitatii aceteia. In alte
studii, Maijala si colaboratorii [178] au testat reactivitatea a cinci tipuri diferite de
lacaze din mai multe specii Trametes hirsuta, Melanocarpus albomyces, Thielavia
arenaria (doud lacaze) si Chaetomium thermophilum, in solutii apoase de etanol si
propilen glicol tot pe compusi fenolici model cu moleculd mica care se gasesc in
lignina. Acestia au aratat ca toate enzimele testate si-au pierdut activitatea catalitica
atunci cdnd concentratia de solvent organic din amestec a fost mai mare de 25%.
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Din cele prezentate se poate observa originalitatea cercetarilor din aceasta
teza prin realizarea reactiilor enzimatice cu lacaza din Trametes versicolor in
prezenta de 50% solvent organic in apa, in care sa se foloseasca lignina ca si
substrat si nu compusi model ai acesteia.

1.5. Compusi cu utilizare potentiala pentru
functionalizarea ligninei

1.5.1. Glucozamina

Glucozamina este o monozaharida care se formeaza endogen in mod natural
in corpul uman prin metabolismul celular al glucozei. Glucozamina este un element
cheie pentru mai multe polizaharide esentiale corpului uman. Aceste polizaharide
includ glucozaminoglicani si proteoglicani, care sunt componente ale structurii
cartilajului. Pe langa acestea intervine in formarea acidului hialuronic, cheratan
sulfatului si heparanului.

Clorhidratul de glucozamind a fost utilizat pe scard larga ca supliment
alimentar atat simplu céat si in combinatie cu chondroitin sulfat si/sau alte produse.
S-a mai folosit la scara larga pentru efectul terapeutic contra durerilor articulare si
rigiditatii Tn domeniul medicinei veterinare.

Glucozamina se gaseste de obicei in una din cele trei forme primare: D-
glucozamina, sulfat de D-glucozamind si N-acetil-D-glucozamina. Clorhidratul de
glicozamina este considerat a fi mai stabil decéat sulfatul de glucozamina, deorece nu
necesita addaugarea de sodiu pentru stabilizarea produsului, ca in cazul sulfatului
[104].

Clorhidratul de glucozamina este uneori mentionat simplu ca glucozaming,
dar denumirea de glucozamina se poate referi si la alte forme comune ale
glucozaminei. Printre denumirile formale si sinonime utilizate pentru clorhidratul de
glucozamina se pot mentiona urmatoarele: clorhidrat de 2-amino-2-deoxi-D-
glucoza, 2-amino-2-deoxi-beta-D-glucopiranoza clorhidrat, clorhidrat de alfa-D-
glucozamina, D-glucoza-2-amino-2-deoxi-clorhidrat, D-glucozamin clorhidrat, D-
glucozamina, chitozamina. Formula moleculara a glucozaminei este CgH;3NOs-HCI,
iar masa moleculara 215,63.

OH

HO

NH
° OH

Figura 1.22. Formula structurald a glucozaminei.

Glucozamina este o substanta care poate fi obtinuta din chitind, un
biopolimer care se gaseste in carapacea molustelor, in cuticulele insectelor si in
peretii celulari ai unor microorganisme. Clorhidratul de glicozamina este derivat
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dintr-un microoganism vegetativ sau din exoscheletele crustaceelor. Pot exista
variatii mici in compozitia preparatelor din crustacee.

Astfel de variatii pot fi atribuite componentelor reziduale ale crustaceelor, de
exemplu, potentiali alergeni sau contaminanti.

Glucozamina este o moleculda de amino-zahar cu un singur centru chiral.
Aceasta este de obicei un produs alb cristalin, cu miros slab si cu gust usor amar.
Glucozamina se descompune la 190-194 °C. Solubilitatea in apa, la 20 °C este de
aproximativ 24% si este usor solubilad in alcool [105].

1.5.2. Peptidele

In naturd au fost descoperiti peste 700 aminoacizi, majoritatea dintre
acestia fiind a-aminoacizi. Bacteriile, fungiile, algele si unele plante furnizeaza acesti
compusi fie in forma libera, fie legate in molecule mari (constituenti ai peptidelor si
proteinelor, compusi alchilati si esterificati). Cei 20 de aminoacizi folositi de catre
celulele vii pentru sinteza proteinelor reprezinta o categorie speciala, fiind compusi
fundamentali pentru toate formele de viata, unitati structurale de baza pentru
peptide si proteine. Peptidele si proteinele joaca un rol important in organismele vii
si prezinta o gama larga de proprietati (de la activitatea hormonald a unor peptide
mici, la suportul structural si protectia organismului, in cazul proteinelor).
Importanta fiziologica a a-aminoacizilor asigura un interes sustinut pentru chimia
acestora, In particular in industria farmaceutici pentru obtinerea de noi
medicamente. a-Aminoacizii sunt de asemenea utilizati ca structuri de baza in
biosinteza din plante, fungi si bacterii. Astfel, majoritatea alcaloizilor sunt derivati de
fenilalanina si tirozinda. Hofmeister si Fischer au demonstrat in 1902 pentru prima
datda ca in structura proteinelor, aminoacizii sunt uniti prin legaturi amidice
secundare numite legaturi peptidice, constituite teoretic prin eliminarea unei
molecule de apa dintre hidroxilul gruparii carboxil al unui aminoacid si hidrogenul
aminic al unui aminoacid vecin:

Hy0 H O R,
+ - + _ Zl + |l I -
H3N—?H—COO + H3;N—CH—COO HW—?—C—T—?—COO
|
R R, R H H
Aminoacid 1 Aminoacid 2 Dipeptida

Structura care contine doua resturi de aminoacizi se numeste dipeptida, cea
care contine trei resturi tripeptida, etc. Nomenclatura peptidelor se face pornind de
la restul de aminoacid cu gruparea amino libera (aminoacidul N-terminal) spre restul
de la capatul carboxil terminal (Figura 1.23.).
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Legaturi peptidice
H O R, H H O R,
YA

H3N_?—C III—(Ii—ﬁ N—(It—c III— ---- —(I:—coo

R, H H O R; H H
Capat Capat
N-terminal Directia lantului peptidic C-terminal

’

Figura 1.23. Fragment de peptida. Legaturi peptidice si directia lantului peptidic
(capat N-terminal > capat C-terminal)

Legatura peptidica are o serie de caracteristici care permit punerea ei in
evidentd. Substanta numita biuret H,N-CO-NH-CO-NH, da o reactie de culoare cu
CuS0, In mediu alcalin (reactia biuretului), reactie pe care o dau toate substantele
care contin legaturi peptidice. Proteinele sunt caracterizate de benzi de absorbtie in
infrarosu si ultraviolet indepartat (180-220 nm) specifice datorita legaturilor
peptidice [106].

Studiile de cristalografie cu raze X ale unor polipeptide cristalizate au permis
masuratori ale distantelor interatomice intr-o catend polipeptidica, stabilind ca
lungimea legaturii C-O este de 1,24 A, iar cea a legaturii C-N este de 1,32 A, asa
cum este prezentat si in Figura 1.24.

0]

\1,24

151 C._ 132 146 C,
o

H

Figura 1.24. Schema legaturii peptidice

Deoarece lungimea normald a legdturii duble C-O este de 1,22 A, iar cea a
legaturii simple C-N 1,45 A, rezultd ca ambele legaturi sunt de fapt intermediare
intre legatura simpla si cea dubld. Linus Pauling a fost cel care a explicat aceasta
aparenta anomalie prin existenta unor structuri de rezonantd (datoritd stabilizarii
energiei de rezonanta formata din interactiunea perechii de electroni a atomului de
azot cu electronii = ai legaturii carbonil), sistemul de electroni = fiind de fapt
delocalizat pe toti cei trei atomi O—C—N, asa cum se observa si din Figura 1.25.
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Figura 1.25. Structurile de rezonanta ale legaturii peptidice

Se poate afirma ca legatura peptidica are in proportie de 60% caracter C=0
si In proportie de 40% caracter C=N. Caracterul de 40% legatura dubla a legaturii
carbon-azot din scheletul principal al lantului polipeptidic inseamna o stabilitate mai
mare datoritd unei energii de rezonanta cu 20 kcal/mol mai mici si o impiedicare
semnificativa a liberei rotatii in jurul acestei legaturi.

Datorita prezentei acestui fenomen de conjugare a dublei legaturi, cei sase
atomi ai unei unitati peptidice vor trebui sa se gaseasca in acelasi plan (sa fie
coplanari), ceea ce limiteaza configuratiile posibile pe care catena polipeptidica le
poate adopta. O altd consecintd a acestei planaritati este existenta a doi izomeri:
cis, in care atomul de oxigen carbonilic si atomul de hidrogen legat de azot se
gasesc de aceeasi parte a axei legaturii C—N si trans, in care se gasesc de o parte si
de alta a acestei axe. Din considerente termodinamice, practic toate legaturile
peptidice care se intalnesc in enzime se gasesc in configuratie trans [107].

Peptidele biologic active constituie un grup divers (de la dipeptide simple la
structuri complexe liniare sau ciclice), cu proprietati fiziologic active, antibiotice si
antivirale, neuroactive, imunoactive, inhibitori de enzima si hormoni [108]. In ultimii
ani, au fost izolate si caracterizate un numar impresionant de peptide biologic active
provenite din bacterii, fungi, plante si animale. Tehnologia enzimatica a fost aplicata
cu succes in sinteza unui numar mare de peptide cum ar fi aspartamul, kiotorfina,
angiotensina, encefalina si dinorfina.

In ultimele decenii s-a demonstrat ca peptidele biologic active poseda
anumite biofunctionalitati care le confera rolul de agenti terapeutici in organism
[109, 110]. Acestea ofera o serie de avantaje comparativ cu alte moleculele mici
bioactive datorita bioactivitatii si biospecificitatii orientate catre tinte, spectrului larg
de actiune terapeutica, toxicitatii scazute, diversitatii structurale si absentei
acumularii in tesuturi [111].

Peptidele antimicrobiene cu caracter cationic reprezintd acea clasa a
peptidelor care difera prin secventa de aminoacizi si structura secundara.
Principalele caracteristici comune sunt determinate de numarul de aminoacizi din
structura lantului polipeptidic (cuprins intre 12 si 50) si de masa moleculara care nu
depaseste 10000 Da. Aceste molecule au sarcind totala pozitivda determinata de
resturile de arginina, activitate antimicrobiand, anticancerigend si de vindecare a
ranilor. Pe baza analizelor relationale structura-activitate s-a demonstrat ca
activitatea antimicrobiana a acestor peptide este determinata de sarcina pozitiva si
caracterul amfipatic indus [112]. Aceastd proprietate le permite sa interactioneze
simultan cu lipidele si moleculele incarcate negativ prin intermediul gruparilor
cationice, atasandu-se astfel de membranele microbiene. Activitatea antimicrobiana
poate fi asociata cu structura secundara si numarul resturilor de arginina din
structura peptidei. Lesmes si colaboratorii [113] au demonstrat cd fragmentele
peptidice derivate din protaminda au activitate diferitd comparativ cu secventa
parentald. Aceste fragmente pastreazd un domeniu bogat in resturi de arginina
(RRRR), care se poate asocia cu activitatea antimicrobiand, in special asupra

BUPT



1.5. Compusi cu utilizare potentiala pentru functionalizarea ligninei 39

bacteriilor gram-negative. Aceasta proprietate poate fi asociata si cu structura
secundara, conform analizelor de dicroism circular.

O importanta deosebita o reprezinta subclasa peptidelor bogate in resturi de
arginina si triptofan, de exemplu indolicidina si tripticina. Prin proprietatile chimice
ale acestor aminoacizi, devin componente adecvate peptidelor antimicrobiene.
Triptofanul are o preferintd distincta pentru regiunea aflata la interfata straturilor
bistratificate ale lipidelor, in timp ce arginina confera sarcina cationica si determina
formarea legaturilor de hidrogen necesare pentru interactiunea cu componentele
anionice ale membranelor bacteriene. impreund, aceste doud reziduuri sunt capabile
sa participe la interactiuni n-cationice, Tmbunatatind astfel interactiunile peptida-
membrana [114].

1.5.3. Chitosanul

Chitosanul provine dintr-un produs natural, chitina, care se gaseste in
exoscheletul (carapacea) crustaceelor marine (crabi rosii, creveti, homari etc.) si in
structura internda a altor nevertebrate (moluste); chitosanul este o chitina partial
dezacetilata, adica un produs obtinut printr-un proces de dezacetilare a chitinei.
Chitina, o polizaharida naturala cu structura liniara si masa moleculara mare, este al
doilea polimer biodegradabil care se gaseste preponderent in natura, dupa celuloza.

CH,OH - .
2 CH,0OH CH,OH

OH
@) o o

OH

NH
2 — NH; -n NH,

Figura 1.26. Structura chimica a chitosanului

Chitosanul poate fi considerat un copolimer compus din glucozamina si N-
acetilglucozamina deoarece dezacetilarea chitinei este incompleta (Figura 1.27.). Ca
urmare, chitosanul nu are o structura bine definitda si poate varia ca masa
moleculara, grad de dezacetilare si secventa (resturile de N-acetilglucozamina sunt
distribuite dezordonat de-a lungul lantului polimeric). Un aspect structural important
al chitosanului este prezenta unei grupe amine primare la C-2 (Figura 1.27.), ceea
ce ii confera proprietati functionale importante care pot fi folosite pentru fabricarea
de biomateriale [115].

CH,OH
2 CH,0OH CH,OH CH,OH
o)
O\] 4 OH
N_#\ ,\O
NHCOCH,3 NHCOCH;

Figura 1.27. Structura chimica a chitosanului format din resturi de p -(1-4)-D-glucozaming,
legate cu un numar variabil de grupadri N-acetil-glucozamina localizate dezordonat.
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Chitina este formata dintr-un lant liniar de grupari de acetilglucozaming, iar

chitosanul se obtine inlaturand destule grupari acetil, astfel ca molecula sa sa fie
solubild in majoritatea acizilor diluati. Acest proces, numit dezacetilare, elibereaza
gruparile amino (NH,), ceea ce 1i da chitosanului caracteristici cationice. Acest lucru
este important, avand in vedere faptul ca in mediu acid majoritatea polizaharidelor
sunt neutre sau incarcate negativ.
Chitina in sine are doar cateva utilizari, spre deosebire de chitosan ale carui calitati
chimice si biologice exceptionale sunt utile in aplicatiile sale industriale si medicale.
Chitosanul este caracterizat de 2 factori principali: vascozitatea si gradul de
dezacetilare. Cu cat este mai mare gradul de inldaturare a gruparii acetil, cu atat
produsul este mai activ si mai eficient. Un grad mai mare de dezacetilare este
corelat cu un numar mai mare de grupari amino libere care pot fi incarcate pozitiv in
mediu acid. Chitosanul poseda grupari reactive hidroxil si grupari aminice primare in
concentratie mare, care permit transformarea usoara in diferiti derivati sau atasarea
la alte grupari bioactive. La pH acid, in forma protonatd, se asociaza cu anioni
(metale grele, coloranti, bacterii etc.). Prezenta perechii de electroni liberi de la
atomul de azot din grupa amino permite formarea de cationi [116].

Chitina, chitosanul si derivatii lor au multiple aplicatii ca aditivi

alimentari, agenti pentru ambalaje si adjuvanti pentru bauturi si alimente. Utilizarea
chitosanului este foarte variata, acesta avand aplicatii in agricultura ca ingrasamant
si biopesticid, in procesul de filtrare a apei, in industrie pentru crearea de suprafete
cu proprietati de autoreparare la expunere solara, ca polimer, datorita greutatii
moleculare, in industria hartiei si industria textila.
In lumea stiintificd chitosanul a fost denumit al 6-lea element vital, dupa proteine,
grasimi, hidrocarburi, minerale si vitamine. Japonezii il mai numesc si "cel mai nou
element al longevitatii". Descoperirea lui a adus o contributie uriasa la sanatatea
omenirii. Datorita proprietatilor biologice deosebite, a biodegradabilitatii si
biocompatibilitatii sale, chitosanul este larg folosit in industria farmaceuticd,
industria alimentara, medicina si in biotehnologii. In medicina, spectrul de utilizare a
chitosanului este la fel de vast, el fiind aprobat in USA ca material hemostatic
datoritd proprietatilor sale procoagulante. De asemenea, preparatele care contin
chitosan sunt comercializate pentru utilizarea cu scop de slabire, datorita capacitatii
sale de fixare a grasimilor.

Abilitatea moleculei de chitosan de a lega moleculele de grasime si de
colesterol in sistemul digestiv are implicatii semnificative pentru utilizarea
chitosanului ca aditiv alimentar si ca adjuvant in tratamentul diverselor afectiuni.
Alimentele care contin colesterol, aditivate cu chitosan nu mai sunt periculoase
pentru a genera boli de nutritie, de exemplu obezitate, arteroscleroza sau cancer de
colon. Moleculele de chitosan fragmentate in molecule mai mici acetilate (chitina
microcristalind) au utilizari ca aditiv alimentar, pentru ca imbunatatesc gustul si
mirosul alimentelor rotisate [117]. Filmele de chitosan au doua caracteristici foarte
importante n industria aIiAmentaré: sunt biodegradabile si sunt foarte putin
permeabile pentru oxigen. In acelasi timp caracterul antiseptic al chitosanului si
posibilitatea copolimerizarii acestuia pentru a-i mari rezistenta specifica dau
posibilitatea folosirii filmelor de chitosan pentru ambalaje, in special pentru fructe si
legume. In acelasi timp chitosanul are utilizéri ca potential absorbant al mirosurilor
neplacute din apele uzate, mai ales pentru apele reziduale care provin din industria
alimentara [118].
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1.5.4. Esterii aromatici ai alcoolilor derivati din zaharuri.

Carbohidratii sunt molecule organice chirale, disponibile din resurse naturale
si regenerabile la pret relativ redus. Ei joaca un rol important in multe procese
biologice, cum sunt recunoasterea biologica si cdile metabolice si sunt utilizati in
industria farmaceutica si alimentara [119]. Recent, epuizarea treptata a rezervelor
de resurse fosile a dus la dezvoltarea de procese noi si eficiente de transformare a
materiilor prime regenerabile, printre care se numara si o serie de zaharuri si
polizaharide, in produsi utili [120].

Polizaharidele reprezinta de departe cele mai mari cantitati de biomasa
regenerabile care se produc anual, dar utilizarea lor in scopuri nealimentare se
limiteaza deocamdata la industria textild, a hartiei si peliculelor, fie in forma nativa,
fie ca esteri simpli. Utilizarea ca materii prime organice de baza pentru industria
chimicd se bazeaza pe recunoasterea faptului ca monozaharidele componente ale
acestora: glucoza, fructoza, xiloza, etc., respectiv dizaharidele, pot fi supuse usor
unor modificari chimice directe pentru obtinerea de produsi cu aplicatii industriale
specifice [121].

Aldozele si cetozele pot fi usor dehidrogenate la alditoli, cu generarea unei
grupari alcoolice noi din functiunea carbonilica, numele lor derivand din aldoza
respectiva prin inlocuirea sufixului “0za” cu “itol”. Astfel, prin reducerea D-glucozei
se obtine D-glucitolul (numit si sorbitol). Esterii de zaharuri pot avea o varietate
mare de aplicatii. Astfel, amestecurile de regioizomeri precum si mono-, di- si
trimerii sunt utilizati ca si emulgatori, iar proprietatile fizico-chimice ale esterilor
rezultati depind de gradul de substitutie si lungimea lanturilor acizilor grasi. Ei sunt
folositi ca si surfactanti neionici, agenti de inalbire si aditivi alimentari. Esterii de
zaharuri ai acizilor grasi cu grad mic de substitutie pot fi utilizati ca emulgatori in
alimente si cosmetice [122, 123]. De asemenea, poliesterii de zaharuri pot avea
aplicatii ca inlocuitori de grasimi.

Sinteza esterilor de zaharuri poate fi realizata pe cale chimica sau pe cale
enzimatica. Modificarea regioselectiva a carbohidratilor s-a dovedit a fi o mare
provocare, datorita prezentei grupari hidroxil multiple.

In ultimii ani a existat un mare interes in dezvoltarea antioxidantilor
naturali, care se presupune ca sunt mai siguri decat cei sintetici. Pe langa
multitudinea de proprietati pe care le au acestia in sistemele biologice, cum ar fi
activitati antiinflamatorii si anticancerigene, majoritatea acizilor fenolici, precum si
derivati ai acestora, sunt cunoscuti ca antioxidanti foarte puternici [124]. Mai mult,
esterii zaharurilor cu diferiti acizi fenolici, izolati din plante sau sintetizati sub forma
esterilor fenolici de alchilglucozide, sunt compusi activi din punct de vedere
farmaceutic, cu actiune antimicrobiana, antiviralda, antiinflamatoare si antitumorala
demonstrata [125, 126, 127]. Utilizarea esterilor de zaharuri ai acizilor carboxilici
aromatici in tratarea tumorilor a fost demonstrata [128] in timp ce glucozidele
fenolice sunt cunoscute pentru activitatile lor antimicrobiene, antivirale si anti-
inflamatorii. Combinand esterii aromatici de glucoza si glicozidele fenolice s-au
obtinut noi esteri aromatici de arilglucozide cu activitate farmaceutica [129].
Utilizarea esterilor naturali ai acizilor aromatici cu poliolii este restrictionata de
disponibilitatea lor redusa, drept consecinta a dificultatii de izolare a acestora din
plante si complexitatii sintezei lor (necesitatea utilizarii gruparilor protective), cat si
a formarii produsilor secundari atunci cand se utilizeaza acid clorhidric si anhidride
[130]. Sinteza chimica a esterilor acizilor fenolici este dificila si datoritd sensibilitatii
termice si posibilitatii de oxidare in anumite conditii de pH a acizilor fenolici [131].

BUPT



42  Studiu de literatura - 1

Esterii zaharurilor si derivatilor acestora sunt tot mai mult utilizati ca
biosurfactanti in industria alimentara, farmaceutica si cosmetica. Totusi, potentialul
acestor compusi nu a fost pe deplin explorat deoarece obtinerea oligoesterilor de
zaharuri este o problema dificila in chimia organica datorita prezentei multiplelor
grupari hidroxil in molecula de zahar si reactivitatii similare a acestora. Utilizarea
lipazelor ca si biocatalizatori pentru producerea la scara industriala a esterilor de
zaharuri si derivatilor acestora poate fi de mare interes, datorita specificitatii de
substrat, regioselectivitatii, eficientei catalitice Tn conditii blande de reactie si
cantitatii reduse de deseuri. Tinand cont de avantajele utilizarii enzimelor
comparativ cu procesele chimice traditionale, esterificarea si transesterificarea
regioselectiva catalizatd de lipaze este de departe mecanismul preferat pentru
sinteza esterilor zaharurilor si derivatilor acestora [132].
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La ora actuald, lignina reprezintda alaturi de celuloza, biopolimerul cel mai
raspandit in natura, iar produsii de descompunere ai acesteia sunt reprezentati de
cantitati imense de produsi secundari rezultati in industria celulozei si a hartiei.
Datorita gradului de constientizare cu privire la valorificarea acestor produsi au
devenit atractive aplicatiile care utilizeaza microorganisme ce degradeaza lignina
deoarece acestea pot duce la obtinerea unor tehnologii ecologice in industria
celulozei si a hartiei precum si in tratarea mai multor compusi xenobiotici, a unor
vopsele si coloranti [133]. Subunitatile fenolice naturale prezente in lignind pot sa
reactioneze cu lacaza prin oxidarea unui singur electron urmata de alte reactii
enzimatice sau ne-enzimatice ale radicalului format. Acest lucru face ca lignina sa
fie un candidat excelent la reactia de cuplare enzimatica a gruparilor fenolice cu
ajutorul lacazei. Faptul ca& lignina este un polimer heterogen influenteaza
reactivitatea chimica, comportamentul termic, accesibilitatea la solventi si
compatibilitatea acesteia cu alti polimeri si materiale. Din acest motiv, obiectivul
principal al acestei teze a fost cresterea hirofilicitatii ligninei prin grefarea pe cale
enzimatica a unor grupari functionale adecvate in vederea obtinerii de produsi cu
proprietati noi. Sursele de lignina din biomasa lignocelulozica sunt o alternativa
promitatoare in obtinerea multor compusi aromatici si polimeri care sunt utilizati ca
si componente in rasini si materiale plastice. Lignina obtinuta ca si produs secundar
in urma procesarii materialelor lemnoase, de exemplu din procedeele de obtinere a
hartiei sau producerea de bioetanol lignocelulozic mai poate fi folosita si la obtinerea
unor petrochimicale dar trebuie mai intai rafinata si modificata din punct de vedere
functional pentru a atinge proprietatile dorite. Natura chimica a ligninei obtinuta din
procesarea lemnului este afectata de sursa materialului lignocelulozic si de modul in
care au fost procesate fibrele [134].

Astfel ca pentru a stimula aplicatii de inalta valoare ale ligninei, este
importanta gasirea unor metode de reducere a heterogenitatii acesteia.
Fractionarea prin extractie cu solventi organici joaca un rol important in producerea
unor fractiuni de lignind mai omogene, cu distributie moleculara si grupari chimice
cu functionalitati definite, care pot fi modificate n continuare prin tratamente
chimice sau enzimatice pentru a obtine derivati noi de lignina.

Scopul modificarii enzimatice a ligninei a fost imbunatatirea compatibilitatii
polimerului precum si imbunatatirea reactivitatii acesteia. Gruparile hidroxil
prezente in moleculele de lignina sunt reactive iar centrii locali de polaritate ridicata
sunt capabili sa realizeze legaturi de hidrogen.

Astfel, s-a investigat influenta structurii chimice si moleculare a cinci tipuri
de lignine obtinute din diferite surse si prin diferite procedee de extractie asupra
solubilitatii acestora in solventi organici. Conceptul de parametru de solubilitate a
fost aplicat pentru a explica diferenta de solubilitate a ligninelor in diferite
amestecuri de acetona - apa si acetat de etil. Fractiunile solubile si insolubile izolate
au fost caracterizate prin determinarea compozitiei chimice prin FT-IR si 3!P-NMR,
maselor moleculare si polidispersitatilor, iar asemanarile si deosebirile dintre
fractiunile si ligninele de baza au fost analizate cu ajutorul analizei componentilor
principali (PCA), pe baza datelor obtinute la FT-IR. Potentiala utilizare a modelelor
cantitative pentru a prezice gruparile functionale din lignina pe baza datelor
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spectrale din infrarosu a fost considerata o metoda analiticd simpla si rapida in
dezvoltarea si exploatarea proceselor pentru fractionarea selectiva a ligninei.

Datorita insolubilitatii ligninelor in medii apoase, principala dificultate a fost
gasirea unui mediu de reactie adecvat pentru realizarea modificarii enzimatice si
pentru cresterea solubilitatii substratului si produsilor. Astfel, s-a testat activitatea
de oxidare in amestec de solvent organic - apa a trei tipuri de enzime cunoscute ca
degradeaza lignina (Lignin peroxidaza, Peroxidaza din hrean si Lacaza). In urma
acestui studiu lacaza a fost selectata pentru realizarea reactiilor de modificare
enzimatica a ligninelor in mediu acetona - apa.

Modificarea fractiunilor de lignina prin cuplare oxidativa cu glucozamina,
tripeptide, esteri aromatici ai alcoolilor derivati din zaharuri sau oligomeri de
chitosan in vederea obtinerii unor produsi cu proprietati noi a fost realizata n
amestec de 50% acetona in apa, amestec favorabil atat stabilitatii lacazei cat si
solubilitatii substraturilor.

Reactivitatea enzimei a fost urmarita cu ajutorul voltametriei ciclice si
determinarii continutului de oxigen dizolvat consumat in urma reactiei de oxidare,
iar caracterizarea produsilor de reactie a fost realizatda folosind aceleasi tehnici
fizico-chimice ca si In cazul fractiunilor de lignina: spectroscopia de infrarosu,
spectroscopia de rezonanta magnetica nucleara, cromatografia de permeatie in gel.

2.1. Caracterizarea ligninelor utilizate

Ligninele tehnice sunt foarte diverse in ceea ce priveste masa lor
moleculard, structura, reactivitatea si compozitia chimicd a acestora, fiind o
consecinta a originii si a diferitelor metode de extractie folosite in izolarea lor din
materialele lignocelulozice. Compozitia chimica a ligninei este afectatda de metodele
de procesare a fibrelor lignocelulozice, presupunandu-se ca lignina poate fi
fractionata in unitati mai mici in functie de gruparile functionale pe care le contine si
anume guaiacil, siringil, grupari fenolice condensate sau oxidate.

Caracterizarea structurala a ligninelor este necesara deoarece furnizeaza
informatii valoroase in ceea ce priveste modificarile sau aplicatiile ulterioare ale
acestora. Lignina se prezinta ca o masa amorfa, brund, insolubild in apa, avand
mase moleculare cuprinse intre 700-100.000 [135].

2.1.1. Analiza FT-IR a ligninelor

Spectroscopia FT-IR este o metoda de analiza foarte utilizata, care
furnizeaza informatii importante legate de conformatia moleculara si legaturile care
au loc. Analiza benzilor caracteristice din structura ligninei a fost realizatda in
conformitate cu datele din literatura [3, 136].

Din cauza caracterului amorf al ligninelor si a structurii complicate si
diverse a unitdtilor sale structurale este imposibila utilizarea de metode teoretice in
interpretarea spectrelor. Astfel benzile sunt atribuite pe baza datelor spectrale ale
compusilor model si in special a preparatelor de lignind. Spectrele ligninelor sunt
foarte complicate si majoritatea benzilor observate sunt produse prin suprapunerea
mai multor tipuri de vibratii ale diferitelor grupari functionale. In cazul mai multor
benzi atribuirea este posibila numai in aproximarea contributiei predominante a
anumitor grupari atomice. Intensitatile caracteristice pentru principalele benzi de
absorbtie in infrarosu din structura ligninelor studiate sunt redate in Figura 2.1.,
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fiind atribuite dupd cum urmeaz3: benzile de absorbtie de la 830 £7 cm™ leg&turilor
y=CH din inelul aromatic, respectiv din guaiacil-siringil; 1030 £3 cm™ leg&turilor 8c.4
din inelul aromatic al unitatii repetitive guaiacil si §c.on corespunzatoare alcoolului
primar; 1115 +6 cm™ legaturilor 8c.o din inelul aromatic al unit&tii repetitive siringil
precum si deformatiilor legdturilor C-H din planul unit&tii siringilice; 1220 £5 cm™
legdturilor vs c.o corespunzitoare inelului aromatic din siringil; 1265 +4 cm™
legaturilor vs din inelul aromatic din guaiacil precum si legaturilor vasc.o.c; 1330 +2
cm® leg&turilor vg din inelul siringilic; 1420 +5 vibratiilor scheletului aromatic; 1510
+8 cm™ legiturilor vc_c din inelul aromatic siringil-guaiacil; 1605 *7 cm !
legaturilor c—¢ din inelele aromatice; 1703 %7 vibratiilor carbonil/carboxil; 2850+1
legaturilor vech> , guaiacil- syringil; 2920+5 legaturilor vaschz, guaiacil- syringil)
[137, 138, 139, 140].
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Figura 2.1. Spectrele FT-IR ale ligninelor AWL, OHL, SGWL, SWL, KSL. Inset:

spectrele FT-IR deconvoluate in regiunea 750 - 1750 cm .
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Din Figura 2.1. se poate observa ca toate ligninele prezinta o banda larga la
3410-3460 cm™! atribuitd gruparilor hidroxil din structurile fenolice si alifatice si
doud benzi centrate la aproximativ 2920 si 2850 cm™! datorate vibratiilor C-H din
gruparile metoxil aromatice si gruparile metil si metilen din catenele laterale. In
regiunea corespunzatoare vibratiilor gruparilor carbonil/carboxil, este prezenta o
bandd la aproximativ 1710 cm™! datoratd vibratiilor carbonil/carboxil neconjugate,
banda care este mai pronuntata la ligninele AWL si OHL. Vibratiile specifice nucleului
aromatic de la 1605, 1514 si 1420 cm™! precum si vibratiile de deformare C-H
combinate cu vibratiile scheletului aromatic de la 1450 cm™! sunt comune pentru
toate ligninele, desi intensitatea benzilor poate fi diferitd. Regiunea spectralad la
numere de undd mai mici de 1400 cm™! este mai dificild de analizat deoarece
majoritatea benzilor sunt complexe, putand avea contributii de la mai multe tipuri
de vibratii. Cu toate acestea, aceasta regiune contine vibratii specifice unitatilor de
monolignol si permite caracterizarea structurald a ligninelor. Toate probele de
lignind prezintd vibratii specifice unittilor guaiacil (la aproximativ 1265 cm™! vibratii
ale inelului G si vibratii C=0; la 1150 cm™! deformatii C-H in plan; la 830 and 915
cm™?, vibratii C-H in afara planului in pozitiile 2, 5 si 6 a unitdtilor de tip G) dar
intensitatile benzilor variaza semnificativ intre probe. Unitdtile S si G mai sunt
detectate si prin vibratiile corespunzatoare scheletului aromatic, la 1605 si 1330
cm™t (S), 1514 si 1265 cm™! (G), precum si de prin vibratiile C-H aromatice din
interiorul planului, la 1115 (S) si 1030 cm™! (G). Banda de la 1030 cm™! poate
apdrea si ca un complex de vibratii asociate cu legaturile C-0, C-C si C-OH din
polizaharide. Vibratiile caracteristice urmelor de carbohidrati din probele de lignine
mai pot fi asociate si cu alte benzi din regiunea spectrald 1000 - 1300 cm™!.

2.1.2. Analiza gruparilor functionale din lignina cu ajutorul
spectroscopiei >*'P-RMN

Metoda 3!P-RMN a fost mai intai aplicatd pentru o serie de substraturi cum
ar fi carbune, derivati de carbune si lignina, constand in fosforilarea grupelor hidroxil
prezente in substrat folosind un agent de fosforilare urmata de analiza cantitativa
prin 3!P-RMN. Pentru lignind si derivati ai acesteia, agentul de fosforilare cel mai
utilizat este 2-cloro-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxofosfolanul  (TMDP). TMDP
reactioneaza cu gruparile hidroxil care provin din gruparile alifatice, fenolice si acizi
carbixilici, in prezenta unei baze organice cum ar fi piridina, pentru obtinerea de
produsi fosforilati. Piridina este aleasa ca si baza in amestecul de reactie pentru a
capta acidul clorhidric eliberat in reactie si pentru a conduce reactia de fosforilare
care este usor exoterma la o conversie totala [141].

Gruparile hidroxil fosforilate pot fi analizate cantitativ folosind un standard
intern care demonstreaza o stabilitate adecvatd si o rezolutie buna in regiunea
hidroxilicd a ligninei din spectrul 3'P-RMN. in Figura 2.2. este redat spectrul 3P-RMN
al ligninei de tip SGWL derivatizata cu TMDP utilizdnd ciclohexanol ca si standard
intern [142].
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Figura 2.2. Spectrul 3'P-RMN a ligninei de tip SGWL utilizdnd ciclohexanol ca si standard intern

Tabelul 2.1. insumeaz3 rezultatele analizei cantitative 3!P-RMN ale probelor
de lignina izolate din diferite surse (lemn de esenta moale, lemn de esenta tare si
ierburi). Dintre gruparile hidroxil prezente in lignina, semnalul dat de hidroxilul
alifatic este predominant cantitativ. In lignina extrasa din lemn de esenta moale
(KSL) hidroxilul fenolic majoritar este cel caracteristic unitatii guaiacil, fiind prezente
si cantitati mici de p-hidroxifenil. In aceasta lignina hidroxilul siringilic lipseste,
motiv pentru care si raportul S/G este nul. Acest rezultat este in concordanta cu
datele din literatura [143]. Lignina KSL are in schimb continutul cel mai mare de OH
fenolic condensat dintre ligninele studiate.
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Tabel 2.1. Continutul de grupari hidroxil al probelor de lignina determinat
prin analiza 3!P-RMN.

Grupari functionale (mmol/g)
S/G OH
Lignina fenolic
OH OH OH OH OH total
Alifatic fenolic Siringil | Guaiacil | p-hidroxi COOH
cond. (S) (G) -fenil
(H)

OHL 1.08 0.76 1.05 0.70 0.20 0.30 1.50 2.70
SGWL 1.76 0.77 0.60 0.76 0.50 1.11 0.80 2.62
SWL 2.01 0.99 0.77 0.96 0.43 1.04 0.80 3.15
AWL 1.07 0.76 0.58 0.72 0.28 0.91 0.81 2.34
KSL 2.35 1.36 0 1.88 0.22 0.49 0 3.46

Lignina de tip OHL este o lignina de tip SGH iar datorita continutului mare
de unitati siringil prezind raportul S/G cel mai mare dintre cele cinci lignine,
confirmand faptul ca ligninele din lemn de esenta tare au valorile raportului S/G cele
mai mari, urmate de ligninele din ierburi si de cele din lemn de esenta moale.
Ligninele din paie de grau (SGWL, SWL si AWL) contin si ele toate cele trei unitati
repetitive S, G, H, avand continutul cel mai mare de grupari carboxil [179].

2.1.3. Distributia maselor moleculare in probele de lignina

Una dintre proprietdtile structurale importante ale ligninei este masa
moleculard a acesteia, distributia masei moleculare avand influentd mare asupra
reactivitatii si proprietatilor sale fizico-chimice. Distributia maselor moleculare a
ligninelor a fost obtinutda cu ajutorul analizei GPC si este data in principal de catre
derivatii fenolici din lignind, deoarece detectorul UV are sensibilitate ridicata fata de
acesti compusi.

Ligninele tehnice pot sa contina diferite impuritati cum ar fi carbohidrati,
proteine sau substante anorganice, care pot sa provina din materia prima sau din
procesul de delignificare. Acesti compusi au o influenta nesemnificativd asupra
distributiei masei moleculare. Cromatografia de exluziune stericd (SEC) denumita si
cromatografie de permeatie in gel (GPC) se bazeaza pe diferentele de marime si
structurd ale biomoleculelor. Moleculele mici intra in porii matricei fiind retinute in
faza stationard, in timp ce moleculele mari trec prin coloana cu viteze diferite in
functie de greutatea moleculara si structura lor.

In Tabelul 2.2. sunt redate masele moleculare medii gravimetrice (Mw),
masele moleculare medii numerice (Mn) si indicii de polidispersitate (Mw/Mn) ai
ligninelor studiate.
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Tabel 2.2. Masele moleculare Mw, Mn si polidispersitatile ligninelor

Lignina Mw Mn Mw/Mn
(g/mol) (g/mol)

OHL 4217 603 7

SGWL 4622 597 7.7

SWL 5671 829 6.8

AWL 6638 895 7.4

KSL 4879 580 8.4

Ligninele studiate prezintd mase moleculare cuprinse in domeniul 4200 +
6700 g/mol, lignina de tip AWL avand masele moleculare medii Mw si Mn cele mai
mari. In cazul tuturor ligninelor polidispersitatile au fost mari (6,8 + 8,4) aratand o
distributie larga a maselor moleculare. Diferentele intre masele moleculare pot fi
explicate prin diferentele structurale existente intre ligninele studiate. Pe langa
legaturile eterice (a-0-4, B-0-4, 4-0-5) ligninele contin si un numar mare de
legaturi C-C intre unitatile fenilpropanoice. Cele mai multe legaturi C-C in molecula
de lignina sunt acelea in pozitia C5 a nucleului aromatic. Unitatile de tip guaiacil pot
sa formeze acest tip de legaturi, in timp ce unitatile siringilice nu au aceasta
capacitate din cauza faptului ca au pozitia C5 ocupata cu o grupare metoxi [144].
Legdturile C-C in unitatile de tip guaiacil nu pot fi rupte in timpul extractiei din
biomasa lignocelulozica din cauza stabilitatii ridicate a acestora. In consecinta, este
de asteptat ca ligninele de tip G sa aiba mase moleculare mai mari decéat cele care
au mai multe unitati siringil in molecula. Dintre ligninele studiate lignina AWL are
masa moleculara cea mai mare, desi, lignina de tip KSL are continutul cel mai mare
de unitati de tip guaiacil. Acest lucru poate fi explicat prin faptul cd masa moleculara
a ligninelor este influentata de conditiile de izolare folosite, originea ligninei si
structura acesteia, lignina KSL avand molecula cea mai condensata, cu continutul
cel mai mare de grupari fenolice condensate si de grupari OH alifatice (Tabel 2.1.).

2.1.4. Concluzii partiale

Cele cinci tipuri de lignina utilizate in studiu au fost caracterizate din punct
de vedere fizico — chimic iar rezultatele au fost corelate cu originea si metodele de
izolare diferite ale acestora. Din spectrele FT-IR au fost identificate benzile de
adsorbtie caracteristice ale ligninelor reflectand structura chimicd si puritatea
acestora precum si diferentele structurale care pot fi induse de tipul de lignina si
procesul prin care a fost izolata.

Analiza 3!P-RMN s-a dovedit a fi o metodd precisd si rapidd in analiza
cantitativa a diferitelor grupari hidroxil prezente in lignind. Dintre ligninele studiate
lignina KSL s-a dovedit a avea continutul cel mai mare de grupari hidroxil alifatice si
fenolice totale, gruparile fenolice majoritare fiind reprezentate de cele care provin
din unitatile guaiacil. Lignina de tip OHL are masa moleculara cea mai mica dintre
lignine si este compusa in principal din unitati siringil.

Prin analiza rezultatelor obtinute se pot evidentia asemanarile si deosebirile
dintre lignine in ceea ce priveste structura acestora precum si relatia dintre
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elementele structurale si caracteristicile functionale necesare pentru anumite
aplicatii.

2.2. Studiul fractionarii ligninelor cu solventi de diferite
polaritati

In acest studiu s-a propus fractionarea ligninei cu solventi organici de
diferite polaritati in vederea obtinerii unor fractiuni cu puritate ridicata si proprietati
structurale bine definite. Solubilitatea ligninelor a fost asociatéd cu polaritatea si
legaturile de hidrogen caracteristice solventilor organici. Studiile anterioare au
demonstrat ca heterogenitatea ligninei influenteaza reactivitatea chimica,
comportamentul termic, accesibilitatea la solventi si compatibilitatea cu alte
materiale [145, 146]. Prin urmare, pentru a stimula aplicatii de inalta valoare
ligninei, este importanta gdsirea unor metode de reducere a heterogenitatii
acesteia.

S-a realizat astfel fractionarea celor cinci tipuri de lignine studiate in
amestecuri de acetond-apa si acetat de etil. Conceptul de parametru de solubilitate
a fost aplicat pentru a explica efectul solventilor folositi asupra solubilitatii ligninelor
[147].

Fractiunile solubile si insolubile izolate au fost caracterizate in privinta
compozitiei lor chimice, cu ajutorul FT-IR, 3'P-RMN, distributie moleculard si
polidispersitate, iar asemanarile si deosebirile dintre fractiuni si ligninele
nefractionate au fost analizate cu ajutorul analizei componentilor principali (PCA) pe
baza datelor obtinute la analizele FT-IR. Potentiala utilizare a modelelor cantitative
pentru a prezice gruparile functionale din lignina pe baza datelor spectrale din
infrarosu a fost considerata drept o metoda simpla si rapida pentru dezvoltarea si
exploatarea proceselor de fractionare selectiva a ligninei [148].

2.2.1. Calculul parametrilor de solubilitate pentru lignina si
solventi

Pentru acest studiu s-a utilizat lipaza din Pseudomonas fluorescens, care a
fost supusa imobilizarii prin metoda de entrapare in sol-gel, utilizand amestecuri de
doi si respectiv trei silani precursori in diferite rapoarte molare si anume
tetrametoxisilan si unul sau doi trimetoxisilani cu formula generald R-Si(OCHs3);, R
fiind o grupare alchil sau aril nehidrolizabila. A fost de asemenea testata eficienta
structurii lichidelor ionice utilizate ca aditivi de imobilizare. Au fost investigate lichide
ionice cu cation de imidazoliu cu diferite hidrofobicitati si anioni organici si
anorganici. Parametrul 8 a unui polimer si implicit al ligninelor poate fi calculat pe
baza contributiilor grupdrilor functionale si atomice atunci cand se cunoaste
structura unitatilor repetitive din polimerul respectiv. In principiu, fenilpropanul este
principala unitate repetitiva in structura ligninei, astfel ca parametrul de solubilitate
Hildebrand [147] al ligninelor a fost calculat pe baza energiei de vaporizare (E) si a
volumului molar (V) al acestor unitati cu ajutorul ecuatiei 1.

§ = (E/V)Y/? (1)

Energiile de vaporizare si volumele molare au fost calculate cu ajutorul
relatiilor E = Z Aei and V = Z Avi, unde Aei si Avi sunt contributiile gruparilor
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functionale si atomice la energia de vaporizare respectiv la volumul molar si se
gasesc in literatura [149, 150]. Valorile calculate E si V pentru unitdtile S, G si H
sunt redate in Tabelul 1 (Anexe). Valorile parametrului & au fost calculate pe baza
rapoartelor molare dintre unitatile S, G, H din lignine, determinate cu ajutorul
datelor obtinute prin analiza 3!P-NMR si au fost redate in Tabelul 2.1. Structurile
acestor unitati sunt redate in Figura 2.3.

CH,OH THon CH,0H
l—% Hf_g Hl%
L, ong -
ocr, MO OCH, OCH,
o) 0 o)

. whor ok

(©) ® (H)

Figura 2.3. Unitatile repetitive din structura ligninei

Tabel 2.3. Valorile calculate ale parametrului de solubilitate Hildebrand
(valoarea §) pentru lignine si solventi

Parametrii de solubilitate ai ligninelor Parametrii de solubilitate ai
solventilor
Lignina Raport molar T Ae T AV, ) Acetona/Apa )
S:G:H (cal/mol) | (cm3/mol) | (cal/cm3)Y/? (v\v) (cal/cm?)*/?
OHL 5.25:3.5:1 | 244382.5 1246.9 13.99 90/10 12.01
SGWL 1.2:1.5:1 84545.5 435.83 13.93 70/30 15.75
SWL 1.79:2.23:1 | 116824.8 603.15 13.92 50/50 18.8
AWL 2.07 : 2.57: 1 | 132011.7 681.84 13.91 30/70 21.11
KSL 0:855:1 193897.8 1052.25 13.57 10/90 22.75
Acetat de etil 7.62

Factorul de solubilitate pentru amestecurile de acetona - apa si acetat de
etil poate fi calculat cu ajutorul ecuatiei 2.

Factorul 5 = [(AH - RT) xp/Mw]*\? (2)
Unde AH este caldura de vaporizare in cal/mol; T, este temperatura de

fierbere in K; p este densitatea in g/cm3; Mw este masa moleculard in g/mol redat3
in Tabelul 2.2. Valorile AH, T si p, necesare calcularii factorului § au fost gasite din
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literatura [151, 152, 153, 154] si sunt redate in Tabelul 2 (Anexe). Valorile
parametrilor de solubilitate § ai solventilor sunt redate in Tabelul 2.3.

2.2.2. Solubilitatea ligninelor

Efectul concentratiei de acetona si a acetatului de etil asupra solubilitatii
ligninelor a fost mai intai investigat la o concentratie de lignind de 1 % pentru a
observa diferentele de solubilitate dintre cele cinci tipuri de lignine studiate.

Din Figura 2.4. se poate observa ca solubilitatea ligninelor este dependenta
de concentratia de acetona crescand puternic odatd cu cresterea concentratiei
acesteia in amestec. La concentratii mici de acetona (10%, 30%) toate ligninele au
prezentat solubilitate scazuta, o cantitate mica de material fiind solubil in aceste
amestecuri. Solubilitatea maxima a fost observatd in cazul tuturor ligninelor la o
concentratie de 70% (v/v) acetonda mentindndu-se constanta si la concentratii mai
mari de acetona in amestec (90% (v/v)). Din Figura 2.4. se mai poate observa ca
solubilitatea creste gradual pana la o concentratie de 50 % (v/v) acetona, crestere
care este apoi mai putin pronuntata pana la atingerea maximului de solubilitate,
fenomen ce poate fi explicat cu ajutorul teoriei parametrului de solubilitate
(valoarea d).

Randament lignina solubila [%]

Figura 2.4. Solubilitatea ligninelor in amestec de acetond-apa si acetat de etil

Ca si alti polimeri, lignina prezinta maximul de solubilitate in solventi care
au factorul de solubilitate apropiat cu al lor. Pe baza teoriei factorului de solubilitate
ligninele prezinta solubilitate maxima in solventi organici atunci cand au factorul de
solubilitate cel mai apropiat de al acestora [ ~14 (cal/cm?)¥/2]. Cu cat este mai mare
diferenta dintre cele doua valori §, cu atat solubilitatea va fi mai mica. Din datele
prezentate in Tabelul 2.3. se poate observa ca valorile cele mai apropiate au fost
obtinute atunci cénd concentratia de acetond din amestec a fost de 70 % (v/v)
urmata de 90 % (v/v). acetona. Toate ligninele prezinta solubilitate scazuta in
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acetat de etil fapt care poate fi explicat prin diferentele mari dintre valorile factorilor
de solubilitate.

Pentru a confirma observatiile prezentate s-au realizat studii cu concentratii
mai mari de lignina de pana la 40 g/100 mL péana la atingerea limitei de solubilitate.

40.0
A/W  A/W  A/W A/W A/W Acetat
35.0 10:90 30:70 50:50 70:30 90:10 de etil
300 | | : i '@
E L | : 6.
S 250 - | ' ! ' 16 -
— : ] ] ]
\9 : : : : 1.4 .
.,g 20.0 E E i ' 1.2 4
g P : : 1
< [l | ! |
= 100- | : : ol |
5 P : : 041 @
A 50 | ; | i 021 0
: | ! 0
0.0 ; i . I T T e 52 522.63
-10 -8 6 -4 -2 0 2 4 6 8

(SB:V) lignind — 6solvent ,((Cal/ sz)l{z)
¢ OHL WSGWL AWL @ SWL KSL

Figura 2.5. Solubilitate ligninelor in amestecuri de acetond - apa si acetat de etil, in functie de
diferentele dintre valoarea medie a parametrului de solubilitate al ligninelor (8av)ligninad) si
parametrul de solubilitate al solventilor (dsolvent).

Din Figura 2.5. se observa ca solubilitatea ligninelor in amestec de acetona -
apa creste cu atdt mai mult cu cat valoarea d este mai aproape de zero. La valori
ale lui & in domeniul -2 + 2 (cal/cm®)¥? corespunzitoare amestecurilor de 70/30 si
90/10 (v/v) acetona - apa s-au observat cele mai mari solubilitati estimandu-se ca
maximul de solubilitate este atins in solutii care contin 75 - 80 % acetona (v/v) in
amestec. La concentratia optima de solvent, lignina de tip SWL are solubilitatea cea
mai mare urmata de OHL, SGWL si AWL. Surprinzator, cele doua lignine din paie de
grau, SWL si AWL, desi amandoua au fost izolate prin procedeul Soda, sunt destul
de diferite in ceea ce priveste solubilitatea. Aceasta diferenta apare, cel mai probabil
datorita conditiilor de izolare folosite, lignina AWL fiind izolata utilizand un tratament
alcalin mai bland astfel are un continut mai mic de grupari hidroxil fenolice si
alifatice (vezi Tabelul 2.1.) si masd moleculard mai mare (vezi Tabel 2.2.) lucru care
poate explica solubilitatea mai scdazuta a acesteia. In afara domeniului optim al
valorilor 9, solubilitatea ligninelor scade odata cu cresterea lui & fiind mai pronuntata
spre valori pozitive ale lui & (acetat de etil) decat spre valori negative (scaderea
concentratiei de acetona ) fenomen explicat prin capacitatea mai mare a acetonei de
a forma legaturi de hidrogen, element esential in dizolvarea ligninelor [155].
Lignina OHL este cel mai solubild in acetat de etil (1,4%) in timp ce lignina KSL are
solubilitatea cea mai mica (0,2%). Deoarece acetatul de etil este usor hidrofob
putem presupune ca interactiunile hidrofobe dintre solvent si lignind favorizeaza
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dizolvarea si ca hidrofobicitatea ligninelor este corelatd cu continutul de grupari
metoxi, care este mai mare in ligninele bogate in unitati siringil cum este si lignina
OHL. Solubilitatea ligninei KSL care este o lignind de tip G, creste de asemenea
inspre valori d apropiate de zero dar maximul de solubilitate a fost atins la valori
negative ale parametrului de solubilitate care corespund amestecurilor de 50/50 si
70/30 (v/v) acetona-apa. Comparativ cu celelalte lignine testate, lignina KSL are
continutul cel mai mare de grupari hidroxil libere (de exemplu guaiacil, grupari
fenolice din unitatile repetitive condensate, p-hidroxifenilpropan si grupari OH-
alifatice) si cel mai scazut continut de siringil (Tabel 2.1.) facand ca aceasta lignina
sd aibd polaritate mai ridicatd cu capacitate mai mare de formare de legaturi de
hidrogen, favorizand o solubilitate mai mare la concentratii mai mici de acetona. In
plus, lignina Kraft contine de asemenea grupari sulfit care pot de asemenea sa-i
influenteze solubilitatea. Rezultatele prezentate arata inca o data ca solubilitatea
ligninei in solventi organici este un fenomen complex care nu este inca pe deplin
inteles.

2.2.3. Distributia masei moleculare si continutul de grupari
functionale a fractiunilor de lignina

in acest studiu s-a urmarit influenta solventului organic asupra proprietatilor
fizico-chimice ale ligninelor pentru a intelege mai bine heterogenitatea acestora.
Fractiunile de lignina solubile si insolubile au fost izolate si caracterizate pentru a se
determina distributia masei moleculare a acestora, precum si continutul de grupari
functionale cu ajutorul analizei 3'P-RMN (Figurile 2.6.A, 2.6.B si Tabelul 2.4.).
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Figura 2.6. Masele moleculare (Mw) a ligninelor si a fractiunilor de lignine : A) fractiuni
solubile; B) fractiuni insolubile.
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Tabel 2.4. Continutul de grupari hidroxil al fractiunilor solubile de lignina
determinat prin analiza 3'P-RMN.

Grupari functionale (mmol/g) Aril OH®
Lignina OH OH OH S/G /OH
Alifatic | fenolic | S G H | COOH | fenolic Alifatic
cond. total
OHL
Nativa 1.08 0.76 1.05 | 0.70 | 0.20 0.30 2.70 1.50 | 2.50

A/W 50:50 1.12 0.90 1.27 | 0.84 | 0.23 0.37 3.23 1.51 | 2.89
A/W 70:30 1.26 1.02 1.30 | 0.87 | 0.24 0.38 3.43 1.49 | 2.73
SGWL
Nativa 1.76 0.77 0.60 | 0.76 | 0.50 1.11 2.62 0.80 | 1.49
A/W 50:50 1.56 0.90 0.72 | 0.91 | 0.58 1.19 3.11 0.79 | 1.95
A/W 70:30 1.61 0.83 0.66 | 0.83 | 0.54 1.19 2.86 0.80 | 1.78

SWL
Nativa 2.01 0.99 0.77 | 0.96 | 0.43 1.04 3.15 0.80 | 1.60
A/W 50:50 1.60 0.86 0.66 | 0.84 | 0.37 0.91 2.70 0.79 | 1.69
A/W 70:30 1.85 0.81 0.61 | 0.79 | 0.36 0.90 2.58 0.78 | 1.40

AWL
Nativa 1.07 0.76 0.58 | 0.72 | 0.28 | 0.91 2.34 0.81 | 2.19
A/W 50:50 1.15 0.89 0.73 | 0.93 | 0.35 1.07 2.90 0.79 | 2.52
A/W 70:30 1.15 0.90 0.70 | 0.88 | 0.35 1.07 2.84 0.80 | 2.46
KSL
Nativa 2.35 1.36 0 1.88 | 0.22 | 0.49 3.46 0 1.47
A/W 50:50 2.12 1.03 0.35 | 1.71 | 0.29 | 0.49 3.37 0.20 | 1.59
A/W 70:30 1.93 0.99 0.31 | 1.77 | 0.29 | 0.44 3.36 0.18 | 1.74
3 Aril-OH este abrevierea pentru “OH fenolic total”

Extractia cu acetat de etil si solutii de acetona-apa are ca rezultat separarea
fractiunilor de lignina cu o distributie mai definita a masei moleculare. Fractiunile
izolate din SGWL, SWL si KSL in amestec de 50/50 acetona-apa precum si
fractiunile ligninelor extrase in amestecuri de 70/30 si 90/10 (v/v) acetona-apa au
mase moleculare apropiate de cele ale ligninelor native, dar prezinta polidispersitati
mai mici (Figura 2.6.A). De asemenea s-au observat diferente mici intre compozitia
gruparilor functionale ale fractiunilor si cele ale materialului de la care s-a plecat
(Tabel 2.6.). Totusi, o crestere a gruparilor OH fenolice totale (cu exceptia SWL)
precum si o usoara scadere a continutului de OH alifatic au fost observate pentru
ligninele derivate din ierburi. O crestere semnificativa a continutului de siringil OH a
fost observata pentru lignina KSL dupé fractionarea in amestecuri de acetona-apa.
Desi continutul de S in lignina KSL nativa este aproape de zero (sub limita de
detectie a metodei folosite) este general acceptat cd in ligninele care provin din
lemn de esentd moale continutul de unitati S este mai mic de 0.1% din totalul de
unitati fenilpropanoice [143]. In acest studiu am observat o concentratie mai mare
de unitdti S in toate fractiunile solubile extrase din lignina KSL si anume de
aproximativ 10% din hidroxilul fenolic total al probelor, aceste observatii fiind
asociate cu puritatea mult mai mare a fractiunilor extrase. Fractiunile insolubile
izolate au fost gasite in cantitati mici dar contin lignind cu masa moleculara mult
mai mare decat cea a ligninelor native (de péana la 17000 g/mol) (Figura 2.6.B.).
Fractiunile solubile in 50/50 (v/v) acetona apa izolate din ligninele AWL si OHL au
mase moleculare si polidispersitati mai mici (AWL: 3120 g/mol si 4.8, OHL: 2010
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g/mol si 4,6) decat fractiunile solubile in 70/30 si 90/10 (v/v) acetona-apa, dar
gruparile functionale sunt comparabile. Fractiuni distincte cu mase moleculare si
polidispersitati mici au fost obtinute din toate ligninele extrase cu acetat de etil
(1300 < Mw < 1900) si 30/70 (v/v) acetond-apa (1100< Mw < 2200), cu
randamente cuprinse intre 60% (OHL) si 9% (KSL) pentru acetat de etil si 35%
(OHL) si 62% (KSL) pentru 30/70 acetond-apa. Cantitatea de lignina din paie de
grau (SWL si AWL) si amestec de iarba cu paie de grau (SGWL) solubild in acetat de
etil este mica dar de aproximativ doua ori mai mare comparativ cu amestecul mai
polar care contine 10% (v/v) acetona in amestec.

Asa cum este aratat si in profilele de elutie ale ligninei SGWL (Figura 2.7.) in
urma analizei SEC a fractiunilor de lignina se observd un pic distinct cu intensitate
mai mare comparativ cu lignina nativa. In cazul fractiunilor solubile in acetat de etil
si 30/70 (v/v) acetond-apa se observa o deplasare a picului spre mase moleculare
mai mici in timp ce pentru fractiunile solubile la concentratii mai mari de acetona
picul se deplaseaza inapoi aproape de cel al ligninei native (Figura 2.7.a). Fractiunile
SGWL insolubile prezinta doua picuri si arata o distributie mai larga a picului
molecular comparativ cu fractiunile solubile. Intensitatea primului pic (Figura 2.7.b)
care corespunde maselor moleculare mai mari creste odata cu cresterea masei
moleculare, Mw .

Fractiuni solubile Fractiuni insolubile
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Figura 2.7. Distributia SEC a masei moleculare ale fractiunilor de lignina SGWL
solubile (a) si insolubile (b) in acetat de etil si amestec acetona-apa; 1 —Acetat de etil, 2 - A/W
30/70 (v/v), 3 - A/W 50/50 (v/v), 4 - A/W 70/30 (v/v), 5 - A /W 90/10 (v/v), 6 - SGWL
nativa, 7- A/W 10/90 (v/v).
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Pe baza rezultatelor prezentate putem afirma ca o regula generala privitoare
la extractia ligninelor in amestecuri de acetona-apa ca (i) randamentul fractiunilor
solubile precum si masele moleculare si polidispersitatile fractiunilor solubile si
insolubile, cresc odata cu cresterea concentratiei de acetona din amestec si (ii)
randamentul fractiunilor insolubile scade odatd cu cresterea concentratiei de
acetona. Daca extractia in solutii de acetona-apa cu concentratii mari de acetona de
aproximativ 70-80 % este potrivita pentru izolarea ligninei din biomasa, solutiile
care contin intre 30 si 50% acetona ar putea fi utilizate pentru fractionarea
secventiald a ligninei in combinatie cu solventi mai putin polari cum ar fi acetatul de
etil.

2.2.4. Analiza FT-IR si disimilaritatea fractiunilor de lignina

Spectroscopia IR a fost utilizata in studiul modificarilor structurale ale
probelor de lignind cu scopul de a elucida diferentele care pot aparea in urma
fractiondrii cu solventi organici. Caracteristicile spectrale ale ligninelor au fost
identificate si in spectrele fractiunilor de lignina (Figurile 1, 2, 3, 4, 5 din Anexe) si
anume in regiunea mai jos de 900 cm™ caracteristici substitutiilor la inelul
aromatic, au fost identificate doua picuri in spectrul ligninei KSL si anume la 815
respectiv la 850 cm™, atribuite unitdtilor G, in timp ce in spectrul ligninelor de tip
GSH apare un pic suprapus la 835 cm™ care este mai intens la lignina OHL (cu un
raport S/G de 1.5) decét la ligninele extrase din ierburi care prezinta un raport S/G
in jur de 0.8. Diferentele in cantitatea totald de grupari OH fenolice libere sunt
vizibile la 1365 cm™ in timp ce sciderea grupdrilor OH alifatice este ilustratd de
adsorbtia de la 1030 cm™. Diferente semnificative sunt vizibile de asemenea in zona
1658 cm™ si 1710 cm’?, zond specificd grupédrilor C=0 conjugate respectiv ne-
conjugate. In spectrele corespunzatoare ligninelor KSL si SWL se poate observa o
bandd de absorbtie clard la 1658 cm™ in timp ce la lignina AWL un pic evident
asociat grupérii C=0 ne-conjugate a fost observat la 1710 cm™ [148].

Pentru analiza calitativa si cantitativa a fractiunilor de lignina obtinute s-au
utilizat datele spectrale din regiunea de interes. Benzile selectate pentru clasificarea
probelor si cuantificarea functiilor chimice au fost: 830 £7 cm™ (y_cy din inelul
aromatic, guaiacil-siringil), 1030 £3 cm™ (8c.4 din inelul aromatic guaiacil si 8c.on
alcool primar), 1115 £6 cm ! (8c.o din inelul aromatic siringil; deformatiile C-H in
plan corespunzitoare unitatilor siringil) , 1265 +4 cm™® (v, din inelul aromatic din
guaiacil, vasc.o-c), 1330 £2 cm™ (leg&turile v, siringil), 1510 £8 cm™ ( vc_c din inelul
aromatic, siringil-guaiacil), 1710£5 cm™ (vc—o din grupdri carbonil ne-conjugate si
grupdri carboxil), 28501 cm™ (vecn> , guaiacil- syringil), 29205 cm™ (vaschz ,
guaiacil- syringil). Pentru a minimiza posibilele erori care pot apdrea datorita
pregatirii probelor, spectrele au fost normalizate cu intensitatea picului de la 1510
cml. Intensittile picurilor normalizate din regiunea de interes din spectru sunt
redate in Tabelul 2.5.

Analiza componentilor principali (PCA) a fost utilizatd pentru a gasi
asemandrile si deosebirile dintre fractiunile solubile si ligninele nefractionate cu
ajutorul rapoartelor intre intensitatile benzilor specifice redate in Tabelul 2.5.

BUPT



2 2. Studiul fractionarii ligninelor cu solventi de diferite polaritati

59

Tabel 2.5. Rapoartele relative dintre absorbantele benzilor FT-IR cele mai relevante (rapoartele dintre intensitatile
picurilor spectrale si intensitatea benzii de la 1510 cm™ ) din probele de lignind si fractiunile solubile; raportul
siringil/guaiacil (S/G = 1330/1265)

Denumirea Rapoartele intensitatilor relative

probei Is3s/I1s510 T1030/I1510 | T1115/I1510 | T1265/X1510 | I1330/I1510 | T1710/T1s10 | T28s0/T1s10 | T2920/I1s10 S/G
OHL

Nativa 0.34 0.57 1.02 0.41 0.45 0.20 0.13 0.17 1.10
A/W 50:50 0.46 0.68 1.08 0.51 0.56 0.39 0.19 0.23 1.10
A/W 70:30 0.53 0.83 1.46 0.67 0.69 0.42 0.19 0.24 1.03
A/W 90:10 0.38 0.62 1.05 0.44 0.49 0.33 0.16 0.22 1.12
Acetat de etil 0.35 0.55 1.10 0.42 0.45 0.32 0.23 0.27 1.07
SGWL

Nativa 0.38 0.63 0.64 0.43 0.33 0.25 0.12 0.15 0.76
A/W 50:50 0.48 0.68 0.78 0.49 0.45 0.30 0.15 0.19 0.91
A/W 70:30 0.47 0.63 0.75 0.47 0.39 0.22 0.13 0.16 0.83
A/W 90:10 0.48 0.66 0.77 0.51 0.41 0.31 0.21 0.25 0.80
Acetat de etil 0.42 0.47 0.68 0.41 0.33 0.28 0.15 0.20 0.82
SWL

Nativa 0.46 0.80 1.04 0.55 0.42 0.27 0.12 0.15 0.76
A/W 50:50 0.47 0.82 0.86 0.64 0.45 0.31 0.17 0.20 0.69
A/W 70:30 0.33 0.82 0.82 0.55 0.33 0.19 0.12 0.15 0.60
A/W 90:10 0.54 0.89 0.92 0.61 0.50 0.42 0.20 0.25 0.82
AWL

Nativa 0.45 0.86 0.80 0.56 0.43 0.38 0.18 0.22 0.76
A/W 50:50 0.42 0.71 0.78 0.51 0.40 0.33 0.15 0.19 0.78
A/W 70:30 0.45 0.74 0.80 0.54 0.42 0.36 0.17 0.21 0.77
A/W 90:10 0.45 0.72 0.80 0.55 0.42 0.39 0.18 0.23 0.76
KSL

Nativa 0.39 0.81 0.64 0.56 0.21 0.13 0.15 0.15 0.37
A/W 50:50 0.42 0.78 0.66 0.57 0.25 0.15 0.15 0.15 0.40
A/W 70:30 0.40 0.77 0.63 0.56 0.21 0.15 0.14 0.14 0.38
A/W 90:10 0.35 0.66 0.52 0.48 0.17 0.12 0.13 0.13 0.35
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Astfel, a fost dezvoltat un model cu doua componente principale (PC) care
explicd 91% din varianta totala. Fiecare component principal este asociat unui set
de ,incarcari” care sunt corelate direct cu rapoartele intensitatilor relative
(variabilele X). Fiecare spectru este ,marcat” in functie de gradul de corelare cu
incarcarea fiecdrui component principal. Prin urmare datele care au valori similare
vor aparea grupate in reprezentarea grafica a scorurilor PCA, aratand ca ele poseda
caracteristici spectrale similare, compozitie chimica similara si prin urmare structura
similara. Primele douda componente PC1 si PC2 explica 91% din varianta totala dupa
cum este aratat in Figura 2.8.A. Valorile ridicate ale incarcarilor pe PC1 sunt
asociate cu unitatile S (raportul I;;1:5/I;510) in timp ce PC2 este dominat la valori
pozitive de rapoartele intensitatilor asociate gruparilor OH alifatice si C-0-C
eterice (conjugate) si anume I;p30/I1510 Si Ii265/I1510 @sociate unitatilor G. Patru
grupuri distincte au fost observate in reprezentarea grafica a variabilelor (Figura
2.8.B) care scot in evidenta asemanarile/deosebirile dintre probe prin aceea ca
probele care se aseamana tind sa formeze grupuri iar cele care se diferentiaza se
gasesc la distante mai mari pe grafic. Probele sunt grupate in principal pe baza
continutului lor de unitati S reflectand provenienta lor botanica si procesul de
extractie utilizat. Unul dintre grupurile formate este reprezentat de probele OHL care
au continut mare de S si o cantitate mai mica de grupari OH alifatice. Fractiunile
solubile extrase cu 50/70 si 90/10 (v/v) acetona-apa apartin acestui grup, dar
acestea au un continut mare de grupari OH alifatice si guaiacil, si sunt deplasate in
sus dealungul PC2. Fractiunea solubild in acetat de etil este apropiata de cea a
ligninei OHL nefractionate. Ligninele AWL si SWL se gasesc si ele grupate si sunt
distribuite dealungul PC2, in principal datorita diferentelor dintre gruparile OH
alifatice si si fenolice condensate. Probele SWL-70 si AWL-50, extrase in amestecuri
de acetona-apa 70/30 respectiv 50/50 sunt deplasate spre valori negative pe PC1
iar atat PC1 cat si PC2 au indicat modificari in continutul de unitati S si G. Proba
SWL-70 este apropiata de grupul reprezentat de ligninele KSL (KSL, KSL-50, KSL-
70), caracterizate prin continut mare de G si foarte scazut de S. Cel de-al patrulea
grup este reprezentat de lignina SGWL care difera de celelalte lignine din ierburi prin
continut mai scazut de grupari OH fenolice totale si de grupari OH alifatice. Doua
dintre fractiuni, lignina OHL solubild in acetat de etil si fractiunea KSL izolata in
solutie cu 90% acetond, nu se gasesc in nici unul dintre cele patru grupuri desi nu
au fost identificate ca fiind eronate.

Din aceasta analiza, putem concluziona ca diferentele discrete dintre
continuturile de grupari functionale prezente in lignine dupa extractia in diferiti
solventi organici sunt reflectate in spectrele FT-IR ale acestora. Aceste rezultate
preliminare arata ca prin analiza PCA se pot face comparatii intre fractiunile solubile
din lignina precum si o clasificare a acestora intre grupuri posibile, lucru care
deschide perspective noi in aplicarea acestei metode in controlul calitatii si
identificarea probelor necunoscute in aplicatiile industriale.
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Figura 2.8. A) Reprezentarea frecventelor IR in conformitate cu PC1 respectiv PC2;
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2.2.5. Predictia cantitativa a continutului de grupari
functionale din lignina

Analiza 3'P-RMN este o metod3 precisd de determinare a continutului de
grupari functionale prezente in lignina, dar este laborioasa si costisitoare necesitand
echipamente performante si tehnicieni foarte bine instruiti. Pe de alta parte, analiza
in infrarosu este simpla, rapida si mai usor disponibilda in analiza compusilor
organici, care a fost dovedita a fi utila in analizele cantitative a diferitor compusi in
combinatie cu metode statistico-matematice (analiza multivariata). Acest studiu a
urmarit dezvoltarea unor modele de regresie liniara (PLS) utilizdnd rapoartele
intensitatilor redate in Tabelul 2.5. (variabile X) pentru a prezice continutul de
grupari functionale (variabile Y) ale ligninelor studiate si respectiv ale fractiunilor
extrase. Pentru analiza statisticd au fost alese gruparile OH-alifatice, S, G, H, COOH
si raportul S/G. Modelele de calibrare PLS1 au fost construite cu ajutorul unui set de
calibrare constituit din 15 probe de referinta folosind metoda de validare incrucisata
pentru masurarea acuratetii rezultatelor. Rezultatele statistice ale modelelor de
calibrare PLS sunt readate in Tabelul 2.6.

Tabel 2.6. Rezultatele regresiei liniare (PLS) dintre compozitia chimicd a
ligninelor determinatd cu 3!P-RMN si rapoartele dintre intensitdtile benzilor
relevante din FT-IR

Informatii OH S G H COOH S/G
statistice Alifatic
Domeniu 1-24 0-1.3 0.7 - 2.0 0.2 -0.6 0.3-1.3 0-1.6
Scopul analizei:
Calibrare
Reaiib? 0.85 0.94 0.94 0. 93 0. 94 0.97
RMSEPiib 0.108 0.076 0.03 0.031 0.08 0.072
Calibrare
incrucisata
Ryaiid® 0.72 0.90 0.8 0.87 0.83 0.93
RMSEP, 4 0.122 0.106 0.190 0.043 0.168 0.113
Numarul de PC 3 3 6 3 6 3
Valori extreme - - - 1 - -
RAA (%) 6.8 11.6 8.1 8.9 13.5 8.9

Reaib” and Ryaig? sunt patratele coeficientilor de corelatie pentru calibrare si respectiv validare; RMSEP iy Si
RMSEP,.i¢ sunt erorile patratice medii ale predictiei pentru calibrare si validare; Valori extreme: numarul de
probe care deviazd de la model si care au fost eliminate din modelul final; RAA este precizia analitica
relativd, calculata ca si (RMESP / valoarea medie de mdsurare) x 100. Modelele PLS1: Numarul de probe din
setul de calibrare: 15; Variabilele X: rapoartele absorbantelor relative ale benzilor FT-IR de interes, dupa
cum sunt redate si in Tabelul 2.5. Variabilele Y: compozitia chimicd a ligninelor determinatd cu ajutorul 3!p-
RMN. Numarul de probe in setul de predictie: 7.

Pentru a obtine modele cu R? mare sunt necesari un numar mic de factori
(de exemplu componente principale), care variaza intre 0.85 (pentru gruparile OH-
alifatice) si 0.97 (pentru S/G) si care explica 85% respectiv 97% din varianta Y.
Eroarea patratica medie a modelului, exprimatd ca si RMSEP, este acceptabila din
punct de vedere analitic pentru predictia datelor dorite si corespunde unei precizii
analitice relative (RAA) mai micd de 10% pentru majoritatea variabilelor (Tabel
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2.6.). Pentru a ilustra capacitatea de predictie a modelelor, au fost date exemple ale
liniilor de regresie ale modelelor validate pentru S, H si OH alifatic (Figura 2.9.)
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A p-hidroxifenil-OH (H) # OH Alifatic m Siringil-OH (S)

Figura 2.9. Liniile de regresie pentru (A) p-hidroxifenil-OH (m)Siringil-OH

Tabel 2.7. Continutul de grupari functionale (mmol/g) in fractiunile solubile

si (¢) OH-Alifatic.

de ligninina prezise cu ajutorul modelelor PLS pe baza datelor din infrarosu

Fractiuni solubile Valori prezise

OH-Alifatic S S/G
OHL A/W 90:10 0.84 1.14 1.55
OHL Acetat de etil * 1.11 1.64
SGWL A/W 90:10 0.96 0.66 0.78
SGWL Acetat de etil 1.12 0.70 0.98
SWL A/W 90:10 1.20 0.74 0.72
AWL A/W 90:10 1.07 0.71 0.87
KSL A/W 90:10 1.97 0.17 0.26

* Valori prezise cu o deviatie mai mare de 2,5 ori decat precizia analitica relativd (RAA) a

modelului

Modelele au fost testate pentru predictia unui set nou de date constand din
fractiunile solubile ale tuturor ligninelor solubile in 90% acetond si doua dintre

fractiunile care au avut solubilitate mai mare in acetat de etil (OHL si SGWL).
Valorile prezise pentru probele testate sunt redate in Tabelul 2.7.
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Aceste rezultate indica faptul cd modelele PLS pe baza intensitatilor
normalizate ale benzilor semnificante din regiunea IR de interes a ligninelor pot fi
utilizate pentru caracterizarea cantitativa a ligninelor si a fractiunilor acestora
separate in urma extractiei cu solvent. Modelele dezvoltate se bazeaza pe un numar
mic de probe si prin urmare, trebuie sa fie considerate ca o testare preliminara a
acestui concept.

Extinderea modelelor de calibrare la un set mai mare de probe ar acoperi o
gama mai larga a variatiei compozitiei chimice a probelor, insd este necesara
cunoasterea tipului de lignind si a conditiilor de fractionare selectiva, pentru a
dezvolta modele de calibrare robuste.

2.2.6. Concluzii partiale

Extractia selectivd cu solventi organici este potrivita pentru fractionarea
ligninelor industriale in functie de masa lor moleculard. In urma fraction&rii cu
amestecuri de acetona-apa si acetat de etil s-au obtinut fractiuni care au o
distributie precisa a masei moleculare si continut definit de grupari functionale.

Analiza PCA permite clasificarea ligninelor native si a fractiunilor lor solubile
pe baza unui numar redus de absorbtii ale benzilor relevante din spectrul IR si
furnizeaza informatii cu privire la modificarile discrete care pot aparea intre
continutul de grupari functionale, in urma extractiei cu solventi.

Modelele PLS dezvoltate permit o estimare precisa a continutului de siringil,
p-hidroxifenil si grupari hidroxil alifatice, lucru care creaza premizele de a utiliza
aceasta abordare pentru predictia simpla, exacta si rapida a informatiilor structurale
si chimice ale ligninelor prin utilizarea analizei FT-IR si a metodelor chemometrice.

2.3. Alegerea biocatalizatorului

Obiectivul acestui studiu a fost selectarea celui mai eficient biocatalizator
pentru reactia de cuplare enzimatica a ligninelor in mediu de solvent organic.

Datorita caracterului heterogen a ligninei si a solubilitatii scazute a acesteia
in medii inalt apoase a fost testata influenta solventului organic asupra activitatii
catalitice a trei enzime oxidative, cunoscute ca oxideaza gruparile fenolice din
lignind, si anume lacaza, lignin peroxidaza si peroxidazea din hrean. Studiile
anterioare au demonstrat ca ligninele prezinta solubilitate ridicata la concentratii
ridicate de acetona astfel ca in vederea modificarii enzimatice s-a ales enzima care
prezinta activitatea cea mai mare la o concentratie de acetona la care si lignina sa
prezinte solubilitate cat mai mare.

Lacaza si peroxidazele oxideaza substraturile fenolice, inclusiv lignina, la
radicali fenoxil cu reducerea concomitenta a oxigenului, respectiv a apei oxigenate.
Radicalii fenoxil generati in situ sunt instabili si pot avea loc reactii de polimerizare si
depolimerizare. Multi fenoli sunt oxidati pe cale enzimatica la homopolimeri, dar in
prezenta ligninei sau a altor agenti de cuplare este favorizata reactia de cuplare
dintre gruparile fenolice.
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2.3.1. Influenta concentratiei de solvent organic asupra
eficientei catalitice a enzimelor lignolitice

Deoarece solventii organici, folositi ca si cosolventi miscibili cu apa,
inactiveaza in general enzimele, o serie de experimente au fost realizate la diferite
concentratii de acetona in mediul de reactie, in intervalul 40-70% (vol.) in care s-a
demonstrat anterior ca fractiunile de lignind au solubilitate ridicata. Pentru acest
studiu s-a urmarit protocolul reactiilor de oxidare descris la punctul 3.2.2.

In acest context, pentru a evita fenomenul de inactivare a enzimei, s-a
urmarit stabilirea concentratiei minime de acetona necesara solubilizarii substratului
la care activitatea enzimei sa fie maxima.
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Figura 2.10. Influenta concentratiei de acetonad asupra activitatii enzimatice a lacazei
in reactia de oxidare siringaldazinei

In Figura 2.10. este reprezentatd influenta solventului organic asupra
activitatii hidrolitice a lacazei, calculata in primele momente ale reactiei utilizdndu-se
siringaldazina ca si substrat. Se poate observa ca la mai mult de 55% vol. acetona
in amestecul de reactie activitatea catalitica a lacazei a scazut dramatic datorita
efectului inactivant al solventului organic. Din cercetarile anterioare a rezultat ca la
concentratii de acetona de 50% (vol.) ligninele studiate au avut o solubilitate buna,
obtinandu-se fractiuni cu continut ifnsemnat de grupari functionale si mase
moleculare bine definite. Prin urmare, concentratia de 50% (vol.) acetona in mediul
de reactie asigura atdt mentinerea activitatii enzimei cat si solubilizarea adecvata a
substratului.

In cazul lignin peroxidazei si peroxidazei din hrean, activitatea catalitica a
fost masurata spectrofotometric, utilizand alcool veratrilic respectiv alcool coniferilic
ca si substraturi (capitolul 3.2.2. in partea experimentald). In timp ce lacaza a fost
catalitic activda la concentratii de acetonda de péana la 55% (vol.), cele doua
peroxidaze nu au prezentat activitate catalitica nici la concentratii mici de acetona in
mediul de reactie (10%, vol.).
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Din acest motiv utilizarea acestor enzime in reactiile de cuplare enzimatica a
ligninelor cu diferiti compusi nu a fost posibild, optdndu-se pentru utilizarea lacazei.

2.3.2. Caracterizarea lacazei prin electroforeza pe gel de
poliacrilamida

Dezvoltarea tehnicilor de separare si caracterizare a proteinelor din ultima
jumatate a secolului XX-lea a dus la posibilitatea de a investiga mai indeaproape
compozitia diferitelor fractiuni proteice ale unui extract provenit din tesuturi
animale, plante sau din culturi microbiene. Electroforeza in gel de poliacrilamida
este un procedeu care se foloseste pentru a monitoriza complexitatea unui amestec
de proteine, prin separarea proteinelor intr-un gel de poliacrilamida pe baza
diferentelor de sarcind sub influenta campului electric. Gelul permite o separare
completa, pe baza aceluiasi principiu de separare utilizat in cromatografia cu schimb
de ioni. Proteinele cu greutatea moleculara cea mai mica vor fi cele care vor migra
cel mai repede in gelul de poliacrilamida, datorita mobilitatii mai crescute prin pori.

Utilizand geluri de poliacrilamida pentru electroforeza in conditii denaturante
de tipul NUPAGE® NOVEX® Bis-Tris Mini Gels furnizate de Invitrogen™ si protocolul
de colorare cu Coomassie Brilliant Blue, s-a obtinut aspectul general al fractiunilor
proteice din compozitia lacazei din Trametes versicolor.

Interpretarea rezultatelor s-a realizat prin simpla analiza a gelurilor si notarea
prezentei sau absentei benzilor corespunzatoare diferitelor proteine continute in
sistemul enzimatic testat (Figura 2.11.).
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Figura 2.11. Aspectul fractiunilor proteice separate prin SDS-PAGE din lacaza. Linia 1, marker
continand proteine standard; linia 2, lacaza din Trametes versicolor
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Sunt vizibile pe gel trei fractiuni mai importante cantitativ dintre care
fractiunea proteica de la 62 kDa este cea mai intensa in lacaza.

2.3.3. Studiul cinetic al reactiei de oxidare enzimatica folosind
siringaldazina ca si substrat

Complexitatea  structurii  biocatalizatorilor precum si complexitatea
mecanismului intim de reactie au facut ca studiul cineticii reactiilor enzimatice sa fie
mult mai dificil comparativ cu cinetica reactiilor chimice in general. Studiul cineticii
enzimatice, ca si in cinetica chimica, se bazeaza pe masurarea vitezei de reactie in
conditii standard (care se asigura in asa fel incat sa fie cat mai apropiate posibil de
conditiile existente in vivo) si in diferite conditii particulare create intr-un anumit
scop.

OH O 0
H,CO OCHs H3CO, OCH, H5CO OCH,
CH 120, HO CH CH
N N |
| | — > N
N N h
N h N
CH CH |
| | CH
H3CO OCH, H;CO OCH,
OH o H3;CO OCH;
o)

Figura 2.12. Reactia de oxidare a siringaldazinei la chinona corespunzatoare cu ajutorul lacazei

In Figura 2.12. este redat mecanismul de oxidare a siringaldazinei {denumirea
chimica 4,4~ [azinobis(metanililiden)]bis(2,6-dimetoxifenol) } la chinona
corespunzitoare {4,4-[azinobis(metanililiden)]bis(2,6-dimetoxiciclohexa-2,5-dien-
1-o0nd)}.

Pentru a intelege mai bine efectul acetonei asupra cineticii reactiei de oxidare
catalizata de lacaza s-au realizat o serie de experimente cu diferite concentratii de
siringaldazina. S-a stabilit anterior ca amestecul de acetond-apa 50% vol. este
optim in ceea ce priveste stabilitatea lacazei, astfel ca cinetica reactiei a fost
realizatd la acesta concentratie de solvent . Valorile constantei Michaelis - Menten
Menten (Ky) si a vitezei maxime (Vmax) au fost obtinute pe baza diagramelor
Lineweaver - Burk si au fost determinate cu ajutorul vitezelor initiale de reactie,
calculate pentru fiecare concentratie de substrat.

Studiile cinetice au fost efectuate in mediu de acetona-apa 50 % (vol.), la 25
°C, la concentratii de substrat cuprinse intre 10 + 90 pM mentinand constanta
concentratia de biocatalizator la 0.5 pg/mL.
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Figura 2.13. Curba de cinetica Michaelis-Menten a lacazei in reactia de oxidare
a siringaldazinei

Din curba de cinetica Michaelis-Menten (Figura 2.13.) se poate observa ca
inhibitia de substrat a enzimei nu se produce pana la o concentratie de 90 uM.
Valoarea Km poate fi inteleasda ca o masurare a afinitatii substratului cu enzima si a
fost gasita ca avand valoarea de 17.93 puM pe cand Vnax este de 3.38 umol/min/mg.

2.3.4. Concluzii partiale

Dintre cele trei enzime testate, lacaza din Trametes versicolor a demonstrat
activitate catalitica ridicata la concentratii mari de acetona (55%, vol.) in mediul de
reactie, In timp ce pentru lignin peroxidaza si peroxidaza din hrean prezenta
solventului organic a avut efect inactivant puternic.

S-a analizat puritatea lacazei comerciale utilizate in studiu cu ajutorul tehnicii
de electroforeza pe gel de poliacrilamida, relevand prezenta a trei fractiuni proteice,
proteina cea mai activa avand masa moleculara de 62 kDa.

Studiul cinetic a aratat ca reactia de oxidare a siringaldazinei are loc cu viteza
mare, enzima prezentand afinitate ridicata fata de substratul folosit.

2.4. Studiul reactiilor de polimerizare a ligninelor
catalizate de lacaza in amestec de acetona-apa

in acest studiu au fost investigate modificdrile structurale care au loc ca
urmare a tratamentului cu lacaza a celor cinci lignine (OHL, SGWL, SWL, AWL, KSL),
in mediu de amestec acetona-apa 50/50 (v/v). Studiile anterioare au demonstrat ca
lacaza este un catalizator excelent in reactiile de oxidoreducere a compusilor fenolici
in medii care contin pana la 55% (vol.) acetond si ca toate ligninele studiate
prezinta solubilitate ridicata in amestec de 50/50 (v/v) acetona-apa.
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Fractiunile solubile in acest amestec au fost utilizate pentru a determina
influenta lacazei asupra ligninei din diferite surse in reactia de polimerizarea
enzimatica [156].

Pentru toate ligninele, cu exceptia KSL, in timpul reactiilor catalizate de
lacaza a fost observata formarea unui precipitat din cauza solubilitatii scazute a
unora din polimerii formati Tn urma tratamentului enzimatic, precipitat care a
reprezentat aproximativ 10% din cantitatea totald de lignina introdusa in reactie.
Produsul majoritar, solubil in mediul de reactie, a fost separat prin precipitare cu
acid si a fost caracterizat in vederea determinarii schimbarilor in compozitia
gruparilor functionale si a maselor moleculare, care apar in urma tratamentului
enzimatic. Analiza precipitatului ,solid” format nu a fost posibild cu ajutorul tehnicii
31p-RMN datoritd insolubilititii in amestecul de solventi folosit pentru analiz8 [157].

2.4.1. Distributia maselor moleculare a ligninelor modificate cu
lacaza

Rezultatele analizei HPLC de permeatie in gel au confirmat polimerizarea
tuturor ligninelor (Tabelul 2.8.), prin cresterea Mw a ligninelor polimerizate.

O crestere semnificativa a Mw a fost observata pentru toate ligninele
modificate cu lacaza, exceptie facand lignina KSL. Aceasta lignina reprezinta un caz
particular, deoarece produsul de polimerizare a fost doar partial solubil in solutia de
NaOH 0.5 M utilizata ca si solvent pentru prepararea probei in analiza SEC. Din
acest motiv, masa moleculara redata in Tabelul 2.8. se refera doar la fractiunea de
produs solubilda in NaOH. Gradul de polimerizare cel mai ridicat a fost obtinut la
oxidarea ligninei AWL (16017 g mol™ ! pentru lignina "solidd" si 17359 g mol !
pentru lignina solubild), Mw crescdnd de aproximativ cinci ori in comparatie cu
lignina netratata.
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Tabel 2.8. Masele moleculare ale ligninelor fractionate finainte si dupa
polimerizarea cu lacaza.

Nr.crt. | Proba Mw Mn Mw/Mn Cresterea
(g molt) | (g mol) masei

1 OHL-50 2010 437 4.6

2 OHL-Lac solubil 5708 714 8.0 2.8
3 insolubil 7219 1063 6.8 3.6
4 SGWL-50 3325 1007 3.3

5 SGWL-Lac | solubil 12780 989 12.9 3.8
6 insolubil”™ 14130 1496 9.4 4.2
7 SWL-50 3777 590 6.4

8 SWL-Lac solubil 15118 1060 14.3 4.0
9 insolubil 18647 1758 10.6 4.9
10 AWL-50 3123 651 4.8

11 AWL-Lac solubil 17359 1303 13.3 5.6
12 insolubil 16017 1930 8.3 5.1
13 KSL-50 4279 1223 3.5

14 KSL-Lac solubil” 3580 534 6.7 0.8
15 insolubil ND ND ND ND

* Dizolvat partial in 0.5 M NaOH. Cresterea masei — reprezinta raportul dintre Mw a
produsului solubil/insolubil rezultat in urma polimerizarii cu lacaza si Mw a fractiunilor de la
care s-a pornit reactia

In cazul ligninelor SWL si SGWL, polimerizarea a fost similara, Mw a
produsului solubil crescand de aproximativ patru ori in timp ce pentru lignina OHL
masa [nolecularé a crescut de aproximativ trei ori comparativ fractiunea OHL-50.

In general, cea mai mare crestere a Mw a fost observata pentru produsii
insolubili, demonstrand ca in timpul procesului de polimerizare au loc rearanjamente
structurale extinse.

2.4.2. Modificarile structurale fractiunilor de lignina pe baza
analizei spectrale FT-IR

Spectrele FT-IR ale tuturor probelor de lignind, adica ale ligninelor netratate,
ale polimerilor de lignind izolati din solutie si ai produsilor minoritari care au
precipitat in timpul reactiei cu lacaza, prezinta toate caracteristicile spectrale
specifice ligninelor, cu benzi la 1605, 1510 si 1425 cm™ ! (vibratii ale inelului
aromatic din unitdtile fenilpropanoice), 3400 cm™ (vibratii de valentd ale gruparilor
OH aromatice si alifatice), la 2960 , 2925 , 2850 si 1460 cm™ ! (vibratii CH ale
grupérilor CH, si CH5) si 1703 cm™ ! (carboxil/carboxil neconjugate). Probele KSL
prezintd benzi de tip G (1265, 1125, 855 si 815 cm™ '), in timp ce ligninele extrase
din lemn de esenta tare si ligninele extrase din ierburi, prezinta benzi care
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corespund inelelor de tip S ( 1330, 1115 si 835 cm™ ! ). Cu toate acestea, dupi
tratamentul enzimatic apar diferente vizibile intre proportiile relative ale gruparilor
functionale din lignine comparativ cu probele netratate, care pot fi identificate prin
comparatii cantitative ale intensitatilor benzilor caracteristice din structura ligninei
care pot fi alterate in urma tratamentului cu lacaza.
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Figura 2.14. Spectrele FT-IR ale ligninei din lemn de esenta tare, nemodificata (OHL-50)
si modificatd cu lacaza (OHL-Lac).

In acest context, s-au observat diferente intre intensitatile benzilor de la 1330
si 1265 cm™® atribuite unitdtilor S si G, datorate degradarii enzimatice a ligninelor
(exemplificate in Figura 2.14. pentru lignina OHL ). O scadere a intensitatii benzii de
la 1460 cm™ poate fi datoratd demetildrii inelelor aromatice de tip S dupi
tratamentul cu lacazd. O crestere semnificativd a benzilor la 1660 cm ~ ! atribuit3
legaturii C=0 a fost observata in spectrele tuturor ligninelor modificate (Figurile 6,
7, 8, 9 Anexe), datorita oxidarii catenei laterale a ligninelor in timpul tratamentului
enzimatic si formarii unor structuri condensate prin oxidare. Degradarea oxidativa a
catenelor laterale ale ligninelor in timpul oxidarii biocatalitice a ligninei a fost
demonstrata si de Camarero si colaboratorii sai [158]. Formarea unor structuri cu
un grad de condensare mai mare a fost evidentiatd de asemenea prin cresterea
intensitdtii benzii de la 1115 cm !, care denotd contributia deform&rilor C-O in
legdturile C-O-C condensate. Rezultate similare au fost obtinute si prin analiza 3!P-
RMN si vor fi discutate in detaliu in capitolul urmator.
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2.4.3. Compozitia de grupari functionale in ligninele modificate
cu lacaza

Compozitia de grupari functionale in ligninele nemodificate si in cele
modificate cu lacazd a fost determinatd cu ajutorul analizei cantitative 3!P-RMN,
rezultatele fiind prezentate in Tabelul 2.9. Spectrele 3!P-RMN ale ligninelor obtinute
fn urma tratantului cu lacaza au aratat modificari calitative si cantitative, care pot fi
asociate atat proceselor de oxidare ale catenei laterale (rezultate prin scaderea
grupdrilor OH alifatice in catena laterald a ligninei) cat si a proceselor de cuplare
oxidativa. In cazul tuturor ligninelor modificate, a fost observatd o scadere a
gruparilor fenolice totale, care corespunde cu formarea unor structuri mai
condensate ca urmare a polimerizarii oxidative. Aceasta scadere a gruparilor hidroxil
aromatice a fost asociata cu scaderea continutului de unitati S si a raportului S/G in
ligninele tratate, lucru care evidentiaza o degradare mai usoara a unitatilor siringil
care sunt mai putin condensate decat unitdtile G, probabil din cauza ca
substructurile de tip S sunt mai sensibile decat cele de tip G la ruperea oxidativa a
legaturilor Ca si CB din lignine[159, 160]. Demetilarea unitatilor S poate de
asemenea sa aiba loc In urma tratamentului cu lacaza [161]. Pe de alta parte, in
urma reactiilor de polimerizare s-a observat o crestere a gruparilor p-hidroxifenilice
(H) pentru toate ligninele studiate, cea mai mare crestere fiind in cazul ligninelor de
tip SGH (SGWL, AWL, SWL). In mod similar, a fost observata o crestere a gruparilor
OH fenolice condensate calculate in raport cu gruparile OH fenolice totale, dovedind
de asemenea ca au avut loc reactii de cuplare oxidativa induse prin tratamentul cu
lacaza. Cea mai mare crestere a gruparilor OH fenolice condensate a fost
inregistrata pentru ligninele OHL si AWL.

A fost observata de asemenea scaderea gruparilor OH alifatice, in concordanta
cu observatiile recente asupra oxidarii catenelor laterale si a fragmentarii unor
compusi model, in timpul unor tratamente cu lacaza in care s-au folosit mediatori
enzimatici [162, 163]. Alti cercetatori au demonstrat ca lacaza oxideaza fenolii la
radicali fenoxi in prezenta oxigenului cu rearanjari ulterioare in diversi produsi de
condensare, semichinone si chinone [164], dar oxidarea grupelor hidroxil alifatice cu
lacaza a fost raportatd numai in prezenta unui mediator [165, 166]. Rezultatele
noastre au demonstrat scaderea continutului de grupari hidroxil alifatice in toate
ligninele studiate dupa tratamentul cu lacaza, aratand ca oxidarea catenelor laterale
poate fi realizata si fara utilizarea de sisteme mediatoare sau de fragmente mici de
lignina care pot juca rolul de mediatori in aceste reactii. Continutul de grupari COOH
a scazut pentru toate probele de lignina dupa tratamentul cu enzima, ordinea fiind
SGWL-Lac > AWL-Lac > SWL-Lac > OHL-Lac. Scaderea mai redusa a gruparilor
COOH finregistrata pentru ligninele OHL si SWL ar putea indica faptul ca acestea au
fost mai putin modificate in urma reactiilor de polimerizare cu lacaza [157].

Rezultatele acestui studiu sunt in concordanta cu rapoarte anterioare, care
arata ca structurile condensate din lignine sunt degradate de catre lacaza, in
principal prin oxidarea catenei laterale, prin demetilare si prin reactii de hidroxilare.
Aceste transformari pot ajuta la imbunatdtirea proceselor de delignificare, deoarece
accentueaza caracterul hidrofil al radicalilor de lignind. In mod semnificativ, astfel de
reactii introduc situsuri active pe lignina.
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Tabel 2.9. Analiza 3'P-RMN a probelor de lignind inainte si dupa polimerizarea cu lacaza

OH Aromatic (mmol g /%)
Denumirea OH Alifatic COOH OH Fenolic S/G
probei (mmol g1) OH Cond. S - OH G - OH H - OH (mmol g't) Total
OHL-50 1.12 0.90/ 27 1.27 / 39 0.84 / 26 0.23/7 0.37 3.23 1.51
OHL-Lac 0.98 0.74 / 40 0.52/ 28 0.41/ 22 0.18/ 10 0.33 1.85 1.27
SGWL-50 1.56 0.90/ 28 0.72/ 23 0.91/ 29 0.58 /19 1.19 3.11 0.79
SGWL-Lac 0.92 0.37/ 35 0.17/ 16 0.24 / 23 0.26 / 25 0.66 1.04 0.71
SWL-50 1.60 0.86 / 32 0.66 / 24 0.84 / 30 0.37/ 14 0.91 2.70 0.79
SWL-Lac 1.16 0.60/ 36 0.28 /17 0.42/ 26 0.34 /21 0.79 1.64 0.66
AWL-50 1.15 0.89/ 31 0.73/ 25 0.93/ 32 0.35/ 12 1.07 2.90 0.79
AWL-Lac 0.98 0.36 /41 0.14/ 16 0.21/ 24 0.17 /19 0.60 0.88 0.66
KSL-50 2.12 1.03/ 31 0.35/ 10 1.71/51 0.29/8 0.49 3.37 0.20
KSL-Lac” ND ND ND ND ND ND ND ND

*Partial dizolvata in solventul folosit la analiza RMN; (%) reprezinta procentul din totalul de grupari OH fenolice totale; ND - valori

nedeterminate.
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2.4.4. Reactivitatea ligninelor in reactiile de oxidare catalizate
de lacaza

Faptul ca lacaza utilizeaza oxigen ca si agent de oxidare sugereaza importanta
concentratiei oxigenului dizolvat in reactiile diferitelor lignine catalizate de lacaza. La
adaugarea de lacaza in mediul de reactie are loc reducerea oxigenului din solutie cu
eliberarea unei molecule de apa si prin urmare cantitatea de oxigen dizolvat scade
odata cu cresterea activitatii enzimei drept urmare masurarea consumului de oxigen
reprezinta o modalitate atractiva de analiza a efectului lacazei asupra
heteropolimerilor de lignind. Prin urmare, reactiile de oxidare a ligninelor OHL,
SGWL, SWL, AWL si KSL in mediu de acetona-apa 50/50 (v/v), au fost monitorizate
prin masurarea oxigenului consumat in reactie conform protocolului descris la
punctul 3.3.6., curbele corespunzatoare fiind prezentate in Figura 2.15.

Din figura se poate observa ca gradul de oxidare a ligninelor a scazut in
ordinea OHL > KSL > AWL > SWL > SGWL.
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Figura 2.15. Consumul de oxigen in raport cu timpul in reactiile catalizate de lacaza ale
ligninelor OHL, KSL, AWL, SWL si SGWL

Cel mai mare consum de oxigen (19.66 pM min™) in urma tratamentului cu
lacaza a fost observat in cazul ligninei OHL care este o lignina de tip SGH si in cazul
careia in aproximativ 5 minute a avut loc oxidarea completd. In cazul ligninei de tip
guaiacil, KSL, viteza initiala de oxidare a fost cu aproximativ 60 % mai mica decat
cea a ligninei OHL, fiind in concordantd cu polimerizarea mai usoara a ligninelor
extrase din lemn de esentda tare comparativ cu cele din lemn de esenta moale.
Dintre ligninele din paie de grau, lignina AWL a fost cea mai reactiva, dar
comparativ cu OHL a avut o vitez3 initiald de oxidare mult mai mic3 (5,3 uMUmin™?).
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Oxidarea ligninei SWL de catre lacaza a avut loc cu viteza ceva mai mica decat
cea a ligninei AWL demonstrand ca metodele de pretratare folosite influenteaza
viteza de oxidare a ligninelor extrase din paie de grau, rezultate care pot fi corelate
si cu proprietatile moleculare diferite ale acestor lignine. Din studiile anterioare s-a
contatat ca lignina OHL are masa moleculara cea mai mica (Tabel 2.8.), are
structura cel mai putin condensata (continutul cel mai mic de grupari fenolice
condensate si grupari OH alifatice) si este cel mai hidrofoba dintre lignine avand cel
mai mic continut de grupari carboxil (Tabel 2.9.), elemente care favorizeaza
interactiunile cu lacaza si duc la obtinerea unor viteze initiale de reactie mari [168].

Cu toate cd OHL este cea mai reactiva, cresterea cea mai mare a masei
moleculare, cele mai mari schimbari ale continutului de grupari functionale precum si
formarea celor mai condensate structuri, au fost observate in cazul ligninei AWL.
Raportat la acesti parametri, ordinea de polimerizare intre ligninele studiate a fost
AWL > SGWL > SWL > OHL, lignina OHL fiind cea mai putin reactiva. Aceste date
sugereaza ca formarea de polimeri este determinatda de reactivitatea si
accesibilitatea gruparilor reactive din structurile polimerice intermediare obtinute in
etapa initialda a reactiei, fiind favorizata de continutul scazut de grupari siringil si
continutul mare de grupari p-hidroxifenil, ca in cazul ligninelor din ierburi (AWL,
SGWL si SWL). Lignina OHL a avut raportul S/G cel mai mare si un continut foarte
mic de unitati H (mai mic de 10%), generand polimerii cu masa moleculara cea mai
micd in urma reactiilor de polimerizare cu lacaza. in schimb, ligninele din ierburi,au
prezentat cel mai mare continut de unitati H cu pozitii orto- libere in inelul fenolic,
fiind mai susceptibile condensarilor prin reactii de cuplare de tipul C-C si C-O-C in
timpul etapei de polimerizare si ducand la formarea de polimeri cu mase moleculare
ridicate.

2.4.5. Concluzii partiale

Interactiunile ligninelor din diferite surse si lacaza din Trametes versicolor au
fost analizate in mediu de acetona-apa. Stabilitatea buna a lacazei la concentratii
ridicate de acetona face din aceasta un potential candidat pentru aplicatii industriale.
Toate fractiunile de lignina utilizate au fost oxidate cu ajutorul lacazei, gradul de
oxidare depinzand de cantitatea de grupari functionale disponibile pentru reactiile de
polimerizare.

Rezultatele SEC si 3!P-RMN au ardtat cd oxidarea ligninelor in amestec de
acetona-apa 50/50 (v/v) a avut loc in ordinea AWL > SGWL > SWL > OHL.
Proprietatile structurale ale ligninelor au avut o inflenta importanta asupra
reactivitatii lacazei, aceasta fiind mai eficienta in polimerizarea ligninelor din paie de
grau decat a ligninei extrasa din lemn de esenta tare. Reactiile de polimerizare au
avut loc cu eficienta ridicatd la concentratii mari de solvent organic (50% vol.
acetonad), care de obicei are efect inhibitor asupra activitatii catalitice a oxidazelor.

Aceste constatari deschid noi posibilitati de utilizare a lacazelor in domenii in
care solubilitatea reactantilor sau a produsilor este limitata. Solubilitatea ligninei in
amestecul de reactie reprezinta un factor cheie al reactivitatii in procesele catalizate
de lacaza, rezultatele indicand posibilitati noi de valorificare a ligninei pe cale
enzimatica. Ligninele provenite din diverse materiale vegetale sau procese de
delignificare sunt o sursa importanta de materii prime care pot fi transformate in
produsi cu valoare adaugata insemnata prin reactii mediate de lacaza.
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2.5. Modificarea enzimatica a ligninelor prin cuplare
oxidativa cu compusi cu caracter hidrofil

iIn acest studiu s-a urmérit obtinerea de compusi noi prin cuplarea covalent3
a diferitelor tipuri de lignina cu grupari functionale adecvate, in vederea cresterii
hidrofilicitatii acesteia. Glucozamina, esteri ai sorbitolului cu acidul 3-(4-hidroxifenil)
propionic, chitosanul si tripeptida glicil-tirosil-glicina au fost alese ca si co-substraturi
in reactiile de modificare catalizate de lacaza in vederea cresterii solubilitatii ligninei
si pentru a se obtine produsi cu proprietati speciale.

2.5.1. Studiul reactiilor de cuplare covalenta a ligninelor cu
glucozamina

Pe baza rezultatelor prezentate in Capitolul 2.4. este evident faptul ca lacaza
genereaza structuri chinonice reactive in molecula de lignind, care in continuare pot
fi cuplate cu compusi cu functiuni adecvate. Sub actiunea catalitica a lacazei,
glucozamina ar trebui sa se lege relativ usor de molecula de lignina, prin aditia de
tip Michael a aminei. Acest lucru se datoreaza formarii in prezenta lacazei a unei
structuri chinonice intermediare astfel aditia nucleofila a gruparii amino avand loc in
pozitia p fatd de dubla legatura chinonica, asa cum este redat in schema de reactie
propusa in Figura 2.16.

Modificarea moleculelor de lignina cu glucozamina prin utilizarea de lacaza a
fost realizatd in amestec de 50/50 (v/v) acetona-apa, iar reactiile au fost
monitorizate cu ajutorul analizelor GPC, FT-IR si 3'P-RMN. Influenta co-substratului
asupra reactivitatii lacazei a fost urmarita cu ajutorul voltametriei ciclice si a
oxigenului dizolvat consumat in urma reactiei de oxidare. Pentru comparatie, s-au
realizat trei experimente control in care s-au introdus doar lignina si glucozamina,
lignina si lacaza, respectiv fractiunea obtinuta in amestecul de 50/50 (v/v) acetona-
apa. Rezultatele obtinute in urma cuplarilor oxidative ale ligninelor studiate cu
glucozamina sunt prezentate in Tabelul 2.10. Datorita gruparilor hidroxil alifatice din
structura glucozaminei era de asteptat ca in urma reactiilor de cuplare sa aiba loc o
crestere a gruparilor OH alifatice totale in structurile produsilor obtinuti. Aceasta
crestere a fost demonstratd pe baza analizelor 3'P-RMN calculandu-se raporturile
molare OHalifatic/OHAr, rezultate care au fost sustinute si de datele FT-IR (Figurile
10-14 din Anexe).
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Figura 2.16. Mecanismul de reactie propus pentru reactia de cuplare enzimatica a ligninei cu
glucozamina
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Tabel 2.10. Caracterizarea produsilor obtinuti in urma cuplarii covalente cu
glucozamina.

Denumirea probei Mw Mw/Mn | OHalif / OHAr
(g/mol) (RMN/IR)
OHL-50 2010 4.6 0.35/0.30
OHL-50/GIuNH, 2045 4.8 0.36/0.30
OHL-50/Lac 5708 8.0 0.42/0.53
OHL-50/Lac/GIuNH, 2450 8.4 0.43/0.45
SGWL-50 3325 3.3 0.51/0.40
SGWL-50/GIuNH, 3490 3.5 0.63/0.55
SGWL-50/Lac 12780 12.9 0.89/0.75
SGWL-50/Lac/GluNH, 3470 10.3 0.56/0.50
SWL-50 4300 6.4 0.63/0.53
SWL-50/GIuNH, 4461 6.8 0.64/0.50
SWL-50/Lac 15118 14.3 0.70/0.61
SWL-50/Lac/GIuNH, 4398 8.5 0.66/0.51
AWL-50 3123 4.8 0.39/0.35
AWL-50/GIuNH, 2980 4.8 0.30/0.25
AWL-50/Lac 17359 13.3 1.11/0.95
AWL- 50/Lac/GIuNH, 3137 3.1 0.40/0.36
KSL-50 4279 3.5 0.63/0.54
KSL-50/GIuNH, 3950 3.7 0.63/0.55
KSL-50/Lac* 3580 6.7 ND/0.75
KSL-50/Lac/GIuNH,* ND ND ND/0.90

* Dizolvat partial in 0.5 M NaOH si solventii folositi la analiza 3'P-RMN

O buna corelare a fost observata intre datele obtinute prin analiza FT-IR (3390
cm’/1605 cm™) si 3'P-RMN in ceea ce priveste raportul dintre OH total alifatic/OH
total aromatic. Din datele prezentate in Tabelul 2.10. se observa ca reactia de
cuplare enzimatica cu glucozamina a avut loc numai in cazul ligninelor OHL si AWL,
in cazul acestor lignine observandu-se cresteri ale maselor moleculare comparativ cu
controlul in care am avut numai lignina si glucozamina (OHL-50/ GIuNH, si AWL-
50/GIuNH,) si fractiunile de la care s-a plecat. O alta dovada ca reactia de cuplare a
avut loc este cresterea raportului OH alifatic/OH aromatic in cazul ligninelor de tip
AWL si OHL. Comparand insa valorile maselor moleculare si ale rapoartelor OH
alifatic/OH aromatic cu cele ale controalelor in care am avut numai lignina si lacaza,
se observa ca acestea sunt mult mai mici decat in probele in care a avut si
glucozamina ca si cosubstrat. Acest lucru poate fi explicat prin faptul ca glucozamina
poate avea efect inhibitor asupra enzimei, reactia avand loc cu viteza mai mica.
Aceasta constatare va fi explicata in subcapitolele urmatore cu ajutorul analizelor de
voltametrie ciclica si de determinare a oxigenului dizolvat.

2.5.1.1. Studiul reactiilor de oxidare enzimatica cu ajutorul
voltametriei ciclice

In acest studiu au fost investigate reactiile de cuplare enzimatic a ligninelor
cu glucozamina prin inregistrarea proceselor electrochimice care au loc in timpul
reactiilor de oxidare. Trasarea voltamogramelor a fost realizata cu enzima adsorbita
pe electrodul de lucru (electrod de grafit) fatd de electrodul de referinta (electrodul
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de calomel) in amestec de 50% acetona in apa. Pentru a asigura conducerea
curentului electric prin solutie s-a folosit tampon tartrat de sodiu 50 mM de pH = 4
ca si electrolit suport. Cum compusii fenolici realizeaza de obicei procese electrodice,
obiectivul acestui studiu a fost investigarea reactiilor de cuplare oxidativa a
ligninelor cu glucozamina in amestec de acetond-apa prin monitorizarea
modificarilor care au loc la trecerea de curent electric prin amestecul de reactie. A
fost investigatd de asemenea si influenta unor parametri de reactie precum
concentratia de lignina si concentratia de glucozamina, asupra reactiilor de oxidare
cu lacaza.

2.5.1.1.1. Studiul electrochimic al reactiei de cuplare oxidativa a
siringaldazinei cu glucozamina

Monitorizarea reactiilor mediate de lacaza poate fi usor efectuata prin
inregistrarea proceselor redox suferite de substraturile folosite. Pentru a intelege
mai bine mecanismul de oxidare a ligninelor s-au studiat mai intdi efectele
electrochimice care apar in reactia de cuplare cu glucozamina a unui compus model
din lignina utilizand lacaza ca si catalizator.

Proprietdtile de oxidare Iinregistrate pentru reactia siringaldazinei cu
glucozamina, au fost determinate cu ajutorul voltametriei ciclice, viteza de reactie in
reactiile catalizate de lacaza fiind considerata a fi proportionala cu diferentele de
potential redox dintre substrat si lacaza [169].

Experimentele au fost realizate cu enzima adsorbita pe electrodul de lucru
(electrod de grafit), unde are loc reducerea bioelectrocatalitica a oxigenului, fiind
observata o scadere a densitatii de curent cauzata de transferul direct de electroni
de pe suprafata electrodului la lacaza adsorbitd si mai apoi la oxigenul molecular din
solutie. In acest mecanism donorul de electroni, in cazul nostru siringaldazina,
patrunde in situsul activ al enzimei unde este oxidat intr-o singura etapa de oxidare,
generadnd un compus activ din punct de vedere electrochimic (posibil un radical)
care la randul lui poate fi re-redus la suprafata electrodului.

BUPT



2.5. Modificarea enzimatica a ligninelor prin cuplare oxidativa 79

250

=
(o)
@

S
=)

Densitate de curent (nA/cm?)

Potential (V)

-50

—S-azina0.15 mM S-azina0.2 MM ——S-azina0.25 mM |
-100

Figura 2.17. Voltamogramele ciclice ale siringaldazinei la diferite concentratii (0.15 mM, 0.2
mM, 0.25 mM) in absenta lacazei

La trasarea voltamogramelor ciclice a siringaldazinei la diferite concentratii in
amestec de 50% (vol.) acetona in apa (Figura 2.17.) se observa ca are loc o
scadere a densitatii de curent odata cu cresterea concentratiei putdndu-se deduce
ca reactia de oxidare poate avea loc la suprafata electrodului si numai la trecerea de
curent electric fara adaugare de enzima. Voltamogramele inregistrate pentru
sirigaldazina arata ca a avut loc un proces aproape reversibil (Ia/Ic) cu un potential
de aprox. 0.4 V fata de electrodul de referinta (electrodul de calomel). Parametrii
electrochimici observati pentru picurile anodice si catodice din votamogramele
obtinute la diferite concentratii de siringaldazina sunt redati in Tabelul 2.11. Pentru
procesele anodice inregistrate se poate observa ca potentialul de pic (Ea) creste usor
odata cu cresterea concentratiei de siringaldazina, aceeasi tendinta observandu-se si
pentru curentii de pic (ips). In cazul proceselor catodice potentialul de pic (Ec) scade
usor odata cu cresterea concentratiei de siringaldazina la fel si curentii de pic
inregistrati pentru cele doua procese catodice care au loc (ip., ipc2 ), exceptie
facand ip.; la care nu se observa o dependentd de concentratia de siringaldazina.

Tabel 2.11. Parametrii electrochimici ai siringaldazinei la diferite concentratii

Concentratie | ip, Es [V] iPc1 Eci [V] iPc2 Eex [V]
[mM] [uA/cm?] [uA/cm?] [uA/cm?]

0.15 34.87 0.386 | -22.49 0.323 | -27.97 0.242
0.20 47.04 0.391 | -17.70 0.324 | -30.60 0.234
0.25 100.2 0.412 | -27.06 0.299 | -45.44 0.224

E reprezinta potentialul picului anodic (E,) respectiv catodic (E.) iar ip reprezinta curentii

de pic anodici (ip,) respectiv catodici (ipc)
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Dupa adaugarea enzimei reactia a decurs mult mai repede, avand loc o
scadere a densitatii de curent a picului anodic comparativ cu cea inregistrata pentru
reactia in care nu am avut enzima, dupa cum se poate vedea din Figura 2.18.

Reactia de cuplare a siringaldazinei cu glucozamina a fost realizata la un
raport molar siringaldazind/ glucozamina de 1 : 2, conform metodei descrise la
punctul 3.3.6. iar procesele electrochimice inregistrate sunt redate in Tabelul 2.12.

20"

Potential (V)

Densitate de curent (uA/cm?)

[ — szina/GluNH2/Lzo- S-azina/GluNH2

1=)

Densitate de curent (uA/cm?) |

75 — Potential (V)

| —S-azina — S-azina/GluNH2 S-azina/Lac —— S-azina/GluNH2/Lac

Figura 2.18. Voltamogramele ciclice inregistrate in reactiile de oxidare a siringaldazinei cu
glucozamina (raport molar 1 : 2) utilizand lacaza ca si catalizator. Inset: voltamogramele
ciclice inregistrate pentru reactiile dintre siringaldazina si glucozamina cu sau fara lacaza ca si
catalizator

Pentru procesele anodice se poate observa ca E,; ramane aprox. constant
pentru toate reactiile, in timp ce ip,; scade in prezenta enzimei, scaderea fiind mai
accentuata in cazul reactiei control in care am avut doar siringaldazinad si lacaza
adsorbita pe electrod (Tabel 1.12.). In lipsa enzimei, la adaugarea de glucozamina
se observa o usoard crestere a ip,; comparativ cu reactia control in care avem
numai siringaldazina. Se mai observa un proces anodic in jurul valorii de potential
de 0.9 V, bine conturat in cazul controlului cu glucozamind, exceptie facand reactia
dintre substrat si lacaza unde nu a fost observat nici un proces anodic la aceasta
valoare de potential. In voltamogramele inregistrate pentru siringaldazina si pentru
reactia acesteia cu glucozamina in prezenta lacazei densitatea de pic inregistrata la
acest potential este foarte mica, picul este aplatizat observandu-se o usoara ,unda”
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semn c3 oxidarea la suprafata electrodului are loc diferit. In cazul proceselor care au
loc la catod, in absenta enzimei parametrii electrochimici corespunzatori primului pic
catodic au aproximativ aceleasi valori, iar la adaugarea de enzima in reactie ip¢;
scade puternic pentru reactia cu glucozamina catalizata de lacaza, diparand total in
controlul siringaldazind/lacaza, datorita reducerii radicalului format. Valoarile
densitatilor de curent ipe, scad in reactiile catalizate de lacaza, scadere care este de
asemenea mai pronuntata in lipsa glucozaminei in reactia cu lacaza.

Tabel 2.12. Parametrii electrochimici a reactiei de cuplare a siringaldazinei cu
glucozamina folosind lacaza ca si catalizator

Denumirea iPa1 Ea1 ipaz2 Eaz iPa1 Ec1 ipc2 Ec
probei [uA/em®] | [V] | [wA/em?] | [V] | [pA/em®] | [V] | [WA/cm?®] | [V]
S-azina 47.14 0.40 unda * -17.7 0.32 -30.6 0.23
S-azina/GIluNH; 48.99 0.39 77.53 0.95 -17.1 0.32 -28.41 0.21
S-azina/ 34.97 0.40 unda * -46.28 0.29 -40.59 0.21
GIuNHy/Lac

S-azina/lLac 19.60 0.40 * * unda * -55.56 0.21

* Nu au avut loc procese electrochimice.

2.5.1.1.2. Studiul electrochimic al reactiei de cuplare oxidativa a
ligninelor cu glucozamina

Lignina, prin gruparile fenolice pe care le contine este considerata a fi un
donor de electroni eficient in reducerea oxigenului la apa in prezenta lacazei.
Oxidarea electrochimica a fenolului are loc in principal prin transferul unui singur
electron cu formarea de produsi polimerici care se depun pe suprafata electrodului.
Procesul de polimerizare a ligninei pe suprafata electrodului a fost demonstrat prin
scaderea curentului de oxidare inregistrat in aceeasi solutie, in timpul celei de-a
doua scanari (Figura 2.19.).
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Figura 2.19. Voltamograma ciclica a ligninei de tip OHL in amestec de acetona-apa 50/50 (v/v)
(doua scanari)

In prezenta lacazei, voltamogramele ciclice ale ligninelor OHL, SGWL, SWL si
KSL aratd o scadere importanta a picului anodic, dupd cum se poate vedea in
Figurile 2.20, 2.21, 2.22, 2.23. Odata cu adaugarea glucozaminei in solutie, picul
anodic a inregistrat o scadere mai putin accentuata decat in cazul in care reactia a
fost realizata numai in prezenta lacazei. In toate cazurile enzima a fost adsorbita pe
suprafata electrodului iar electrodul a fost curatat inainte de fiecare utilizare pentru
a preveni formarea de film polimeric pe suprafata acestuia care sa impiedice
trecerea curentului electric in solutie.

In cazul tuturor ligninelor se observa absenta picurilor catodice, care erau
foarte bine conturate in cazul siringaldazinei lucru care indica faptul ca procesul de
oxidare este urmat de o reactie chimica care indeparteaza rapid produsul generat,
avand loc reactiile de cuplare. Voltamogramele ciclice au fost inregistrate in aceleasi
conditii pentru toate ligninele studiate cu exceptia ligninei AWL. Din moment ce
procesele electrichimice inregistrate au fost similare pentru toate celelalte patru
lignine putem trage concluzia cd si in cazul ligninei AWL reactiile de oxidare au
decurs similar din punct de vedere electrochimic.

Trebuie amintit ca potentialele picurilor anodice nu sunt strict aceleasi cu
potentialele de oxidare finsa acestea furnizeaza informatii suficiente despre
proprietatilor redox ale ligninelor pentru a putea determina reactivitatea acestora in
reactiile de cuplare enzimatica.

BUPT



2.5. Modificarea enzimatica a ligninelor prin cuplare oxidativa 83

150

100

50

Densitatea de curent ( pA/sz)

12

Potential (V)

| = OHL-50 = OHL-50/GIuNH2 = OHL-50/Lac/GIuNH2 - OHL-50/Lac

Figura 2.20. Voltamogramele ciclice ale reactiei de cuplare enzimatica a ligninei OHL cu
glucozamina (raport molar OH fenolic total/glucozamind 1:2.8) utilizdnd lacaza ca si catalizator
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Figura 2.21. Voltamogramele ciclice ale reactiei de cuplare enzimatica a ligninei SGWL cu
glucozamina (raport molar OH fenolic total/glucozamina 1:2.8) utilizand lacaza ca si catalizator
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Figura 2.22. Voltamogramele ciclice ale reactiei de cuplare enzimatica a ligninei SWL cu
glucozamina (raport molar OH fenolic total/glucozamina 1:2.8) utilizédnd lacaza ca si catalizator
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Figura 2.23. Voltamogramele ciclice ale reactiei de cuplare enzimatica a ligninei KSL cu
glucozamina (raport molar OH fenolic total/glucozaminad 1:2.8) utilizand lacaza ca si catalizator
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Cum curentii pic au legatura cu concentratia de lignind folosita in reactie,
atunci cand are loc oxidarea acesteia de catre lacaza se inregistreaza o scadere a
densitatii de curent datorita consumului de substrat prezent la suprafata
electrodului. Toate ligninele prezintd un potential redox la aproximativ 0.48 V,
potential care nu se modifica dupa tratamentul enzimatic. Dupa cum era de asteptat
intensitatea picului anodic a scazut la adaugarea de lacaza in reactie, datorita
oxidarii grupdrilor fenolice din lignind, densitatea de curent fiind de doua ori mai
mica decat cea inregistratd atunci cand am avut doar lignina in solutie. In cazul
reactiei cu glucozamina se observa ca reactia decurge diferit pe suprafata
electrodului densitatea de curent anodic fiind mai mare decét in cazul controlului cu
lacaza, lucru care poate fi datorat unei usoare inhibitii a lacazei la adaugarea de
glucozamina. In cazul celorlalte lignine s-au observat aceleasi tendinte
electrochimice, semn ca oxidarea cu lacaza a acestora in prezenta glucozaminei a
avut loc la suprafata electrodului.

Desi a fost demonstrat anterior (in subcapitolul 2.5.1) ca din cele cinci lignine
studiate doar ligninele OHL si AWL au suferit modificari structurale si de masa in
reactiile de cuplare enzimatica prin legare covalentad cu glucozamina, prin studiile de
voltametrie ciclicd a fost dovedit ca la suprafata electrodului reactiile au loc diferit
aparand diferente intre curentii de pic anodici si in cazul ligninelor SGWL, SWL si
KSL semn ca oxidarea a avut loc. Aceasta tendinta s-ar putea datora faptului ca atat
enzima cat si trecerea curentului electric la interfata electrod de grafit — lacaza
adsorbita / amestec de reactie, au efect sinergic asupra oxidarii tuturor ligninelor
studiate.

2.5.1.1.3. Influenta concentratiei de lignina asupra reactiilor de
cuplare enzimatica a a ligninelor cu glucozamina

Concentratia de lignina are un efect important asupra reactiilor electrochimice
influentand atat densitatea de curent cat si viteza de reactie. Datorita faptului ca
lacazele oxideaza substraturile fenolice cu formare de radicali insabili care pot fi mai
apoi cuplati prin legaturi covalente cu glucozamina, au fost realizate o serie de
experimente cu diferite concentratii de lignina (1, 3, 5 mg/ml) mentinandu-se
constanta concentratia de glucozamina (4,8 mg/ml) conform metodei descrise la
punctul 3.3.6., pentru a investiga parametrii electrochimici si diferentele care apar in
reactiile ligninelor OHL, SGWL, SWL, AWL cu glucozamina. La concentratii de lignina
mai mari de 5mg/ml a fost observata formarea unui film pe suprafata electrodului
de grafit blocand trecerea curentului prin solutie.

Din Figura 2.24. se poate observa ca in cazul ligninei de tip OHL, densitatea
curentului de pic creste odata cu cresterea concentratiei de lignina atat in cazul
reactiei cu glucozamina (OHL/Lac/GIuNH,) céat si in reactiile control. La concentratii
mai mari de lignina (3, 5 mg/ml) s-au observat mici modificari ale curentilor de pic
in reactiile control care contin si glucozamina (OHL/GIuNH,) comparativ cu cele
inregistrate pentru OHL, observandu-se o usoara crestere a ip, pentru OHL/GIuNH,
la o concentratie de lignina de 3 mg/ml respectiv o usoara scadere a ip, atunci cand
concentratia de lignina a fost cea mai mare (5 mg/ml).
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Figura 2.24. Dependenta curentului anodic de pic de concentratia de lignina in reactia de
cuplare enzimatica a ligninei OHL cu glucozamina.

Aceleasi tendinte au fost observate si in cazul ligninelor SGWL, SWL si KSL la
adaugarea de glucozamina in amestec dupa cum se poate observa si din parametrii
electrochimici redati in Tabelul 2.13. Acest lucru care poate fi explicat prin faptul ca
deoarece in reactie avem glucozamina si lignind in concentratii mari, aceasta se
poate adsorbii pe electrod astfel blocand trecerea curentului prin solutie. In reactiile
in care s-a adaugat si lacaza ca si catalizator (OHL/Lac), la concentratii de 1
respectiv 3 mg/ml de lignina OHL, se observa ca densitatile de curent sunt mult mai
mici comparativ cu reactiile in care avem si glucozamina (OHL/Lac/GIuNH,) semn ca
reactia de oxidare are loc cu viteza mai mare astfel consumandu-se din substrat si
formandu-se produs de reactie. In cazul in care lignina OHL a fost adaugata in
concentratia cea mai mare (5 mg/ml), reactia a decurs mult mai bine, intensitatile
de curent fiind foarte apropiate de reactia control OHL/Lac (Figura 2.24.). Pentru
celelalte lignine tendintele observate sunt total opuse celor gasite pentru lignina OHL
si anume, la concentratii de 1 mg/ml valorile ip, pentru reactiile SWL/Lac/GIuNH,,
SGWL/Lac/GluNH, respectiv KSL/Lac/GluNH,, sunt aproape identice cu cele ale
controalelor in care am avut numai lacaza iar concentratii mai mari reactiile au
decurs mai incet, densitatile de curent inregistrate fiind mai mari decét a reactiilor
control cu lacaza. Ligninele studiate se comporta diferit in reactiile de cuplare
oxidativa lucru datorat originii acestora si metodelor de extractie diferite.
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Tabel 2.13. Parametrii electrochimici a reactiei de cuplare a ligninelor SGWL,
SWL, KSL cu glucozamina folosind lacaza ca si catalizator

. ip. (MA/cm?)
Denumirea probei T
Concentratie lignina (mg/ml) E. (mV)
1 3 5
SGWL 10,02 15,87 21,12
SGWL/GIuNH, 9,88 16,22 21,01
SGWL/Lac 4,03 6,95 9,83 480
SGWL/Lac/GIluNH, 4,03 7,95 13,41
SWL 10,35 14,32 19,58
SWL/GIuNH, 10,48 16,62 19,48 480
SWL/Lac 4,52 8,25 6,40
SWL/Lac/GluNH, 4,52 10,76 9,25
KSL 11,37 16,68 26,18
KSL/GIuNH, 11,11 16,92 25,66
KSL/Lac 4,45 5,18 6,09 480
KSL/Lac/GluNH, 4,45 8,68 13,42
2.5.1.1.4. Influenta raportului OH fenolic total / glucozamina asupra

reactiilor de cuplare enzimatica

Datorita potentialului redox scazut al lacazelor acestea au nevoie pentru
initierea rectiilor de oxidare de grupari fenolice libere pe scheletul aromatic din
lignina lucru care in mod normal 1i ingradeste aplicatiile in biotehnologie deoarece in
ligninele naturale majoritatea gruparilor fenolice sunt substituite in timpul reactiilor
radicalice care au loc la sinteza acestora [170]. Astfel, datorita faptului ca
reactivitatea lacazei este data de gruparile fenolice prezente in molecula de lignina,
raportul molar dintre gruparile OH aromatice totale si glucozamina are o influenta
importanta asupra conversiei si asupra compozitiei produsului obtinut. Cantitati
echimolare de substraturi ar simplifica prelucrarea amestecului de reactie desi
excesul de glucozaminad fata de grupdrile fenolice totale din lignind ar putea conduce
la conversii imbunatatite. In acest studiu s-a lucrat cu diferite rapoarte molare
OHpctotal / glucozamina (1 : 1,4; 1 : 2,8; 1 : 4,2) mentindndu-se constanta
concentratia de lignina la 1 mg/ml conform protocolului descris la punctul 3.3.6. Din
voltamogramele ciclice inregistrate au fost determinate variatiile densitatilor de
curent in reactiilor oxidative ale ligninelor OHL, SGWL, SWL, KSL cu glucozamina in
diferite rapoarte molare comparativ cu reactiile control in care nu a fost adaugata
glucozamina (Tabel 2.14.). Pentru toate ligninele studiate se observa o usoara
crestere a densitdtii curentului de pic la addugarea de glucozamina
(Lignind/GIluNH,), Tnaintea initierii reactiei de oxidare cu lacaza. Aceasta crestere a
ip. este mai accentuata cu cresterea concentratiei de glucozamina, exceptie facand
lignina SWL céand la concentratii mici de glucozamina (Raport molar OH,, total :
GluNH, 1 : 1,4) s-a obtinut valoarea cea mai mare (ipa swi/ clunHz = 18.2 pA/cm?).
Comparand densitdtile de pic finregistrate pentru lignine finaintea reactiilor
enzimatice se poate observa ca lignina OHL are valoarea ip, cea mai mare (75.88
pA/cm?), celelalte lignine avand densitdti de curent asemdnatoare. Cum potentialul
redox a ligninelor depinde de structura chimica a acestora, valoarea mare a ip,
gasita pentru lignina OHL poate fi explicata si prin faptul ca aceasta are continutul
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cel mai mare de unitati siringil si prin urmare cele mai multe grupari metoxil care au
fost gasite ca fiind donori puternici de electroni care cresc densitatea electronica a
gruparilor fenoxil astfel facandu-le mai ugor oxidabile [171].

In cazul reactiilor de modificare enzimatica a ligninelor cu glucozamina din
datele prezentate in Tabelul 2.14. se poate observa ca oxidarea compusilor fenolici
din moleculele de lignina in prezenta de glucozamina in diferite rapoarte molare, are
loc diferit, lucru demonstrat prin scaderea densitatilor de curent fata de reactiile
control (Lignina/Lac). Pentru toate ligninele se observa o scadere a ip, in reactiile
Lignind/Lac/GIuNH, comparativ cu reactiile control in care am avut numai
Lignina/GIuNH,, scadere care este mai putin accentuatd odata cu cresterea
raportului OHy, total / GIuNH,. Reactiile de cuplare oxidativa au mers cel mai bine la
concentratii mici de glucozaminda (OHp, total / GIuNH, = 1 : 1,4) pentru toate
ligninele scaderile densitatilor de curent fiind aproape identice cu cele inregistrate in
reactiile in care nu am avut glucozamina (Lignind/Lac), exceptie facand lignina
SGWL care si la OHg4, total / GIuUNH, = 1: 2,8 a inregistrat o scadere a valorii ip, de
2.22 ori mai micd decdt SGWL/GIuNH,, valoare apropiata de cea a controlului
SGWL/Lac (2,28 ori mai mica decat pentru SGWL). Prin urmare reactiile de
modificare enzimatica a ligninelor cu glucozamina decurg cel mai bine cand raportul
OH,, total : GIuNH, a fost de aproximativ 1 : 1, odata cu cresterea concentratiei de
glucozamina reactiile decurgand mai incet probabil datorita efectului inhibitor al
acesteia asupra lacazei.

Tabel 2.14. Influenta raportului molar OH,, total : GIuNH, asupra densitatii de
curent in reactiile de cuplare enzimatica a ligninelor cu glucozamina

Denumirea ipa (MA/cm?) / Scadere ip,
probei Raport molar OH,, total : GIuNH,

1:1,4 1:2,8 1:4,2 Far& GIuNH,
OHL - - - 75.88
OHL/Lac - - - 34.69/ 2.18
OHL/GIuNH, 79.00 84.18 93.37 -
OHL/Lac/GluNH, 40.96 / 1.92 | 45.25/1.86 | 55,84/ 1.67 -
SGWL - - - 15,87
SGWL/Lac - - - 6,95/ 2.28
SGWL/GIUNH, 15,48 16,22 21,31 -
SGWL/Lac/GIuNH, | 6,95/2.22 | 6,95/2.33 | 13,15/ 1.62 -
SWL - - - 15,32
SWL/Lac - - - 8,25/ 1.86
SWL/GIuNH, 18,20 17,62 17,53 -
SWL/Lac/GIuNH, 9,76 /1.86 | 10,76 /1.64 | 10,75/ 1.63 -
KSL - - - 16,68
KSL/Lac - - - 7,18/ 2.32
KSL/GIuNH, 16,80 16,69 17,85 -
KSL/Lac/GIuNH, 10,47 /1.60 | 10,68/ 1.56 | 12,86/ 1.38 -

Scaderea ip, - reprezinta raportul dintre valoarile ip, inregistrate pentru controalele fara lacaza

si cele gasite pentru reactiile in care s-a folosit lacaza ca si catalizator.
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2.5.1.2. Studiul reactivitatii lacazei in reactiile de cuplare enzimatica
a ligninelor cu glucozamina

In acest studiu s-a urmérit reactivitatea lacazei Trametes versicolor in
amestec de acetond-apa 50/50 (v/v), in reactiile de cuplare enzimatica a ligninelor
studiate cu glucosamina prin masurarea consumului de oxigen dizolvat. In capitolul
2.4.4. a fost aratat ca reactivitatea lacazei in reactiile de polimerizare a celor cinci
lignine Tn mediu de solvent organic-apa a scazut in ordinea OHL > KSL > AWL >
SWL > SGWL cel mai mare consum de oxigen fiind observat in cazul ligninelor de tip
SGH. In Figura 2.25. este redatd reactivitatea ligninei de tip OHL in reactia de
cuplare enzimatica la adaugarea de glucosamina in diferite rapoarte molare OHp,
total lignina / glucosamina.
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——OHL-50/Lac/GIluNH2 1:4.2 OHL-50/Lac/GIluNH21:2.8
OHL-50/Lac/GIuNH21:1.4 — OHL-50/Lac

Figura 2.25. Consumul de oxigen in raport cu timpul in reactiile de cuplare enzimatica a ligninei
OHL cu glucozamina in diferite rapoarte OH Aromatic Total/glucozamina

Pe baza rezultatelor prezentate in figura putem observa ca cel mai mare
consum de oxigen a fost inregistrat atunci cdnd glucozamina a fost adaugatd in
raportul molar cel mai mic relativ la totalul de grupari OH aromatice din lignina
(OH,, total:glucozamina = 1:1,4). Alura curbei este asemanatoare cu cea a reactiei
control in care am avut doar lignina si lacaza dar in acest caz oxidarea completd a
fost observata mai tarziu, la aproximativ 30 de minute de la initierea reactiei. Cand
in amestecul de reactie s-a introdus un exces de glucozamind de doua péna la trei
ori mai mare (1:2.8 respectiv 1:4.8) viteza initialda de oxidare a scazut cu
aproximativ 50% ca urmare a scaderii activitatii enzimei.
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2.5.2. Studiul reactiilor de cuplare covalenta a ligninelor cu
tripeptida glicil-tirosil-glicina (GYG)

Prin aplicarea tratamentului enzimatic se doreste pastrarea proprietatilor
functionale ale ligninei si ale co-substratului precum si qobéndirea unor proprietati
noi determinate de structura retelei polimerice produse. In Figura 2.26. este redata
fomula structurala a tripeptidei glicil-tirosi-glicina care poate avea si rol de mediator
al lacazei in reactia de degradare enzimatica prin prezenta restului de tirozina.

OH
O O
H
N OH
H

Figura 2.26. Formula structurala a tripeptidei glicil-tirozil-glicina

In cazul reactiei de cuplare a ligninelor cu tripeptida glicil-tirozil-glicina doar
ligninele de tip OHL si AWL au aratat modificari structurale semnificative. Spectrele
FT-IR date spre exemplificare in Figura 2.27. prezinta comparativ diferentele intre
benzile de adsorbtie ale produsilor rezultati in urma modificarii enzimatice a ligninei
AWL cu cele ale reactiilor control (AWL-50/GYG si AWL-50/Lac in care am avut
numai fractiunea obtinuta in 50% acetond, de la care s-a pornit si cosubstratul GYG
respectiv lacaza). In spectrul AWL-50/Lac/GYG, obtinut pentru produsul de reactie,
fost observa aparitia unei benzi noi la 1660 cm™ corespunzdtoare gruprii amidice,
banda care in reactiile control nu este vizibila.

0,35

0,3

0,25 -

Absorbanta

3750 3250 2750 2250 1750 1250 750

Numir de undi (cm™)

— AWL-50/GYG/Lac — AWL-50/GYG AWL-50/Lac

Figura 2.27. Spectrul FT-IR al reactiilor de oxidare enzimatica a ligninei din paie de grau (AWL)
pretratate cu tripeptida glicil-tirozil-glicina
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Generarea unei noi legaturi C-N precum si cresterea continutului total de
grupari hidroxil fenolic a fost evidentiata si prin calcularea raportului amida/guaiacil
din intensit3tile benzilor FT-IR specifice acestor grup&ri (1660 cm™ corespunzitoare
grupérii amidice si 1265 cm™ pentru guaiacil) precum si a raportului OH aromatic
total/ continut de guaiacil cu ajutorul datelor obtinute prin analiza 3!P-RMN a
produsilor obtinuti. Rezultatele care atestd cd a avut loc reactia de cuplare
enzimatica a ligninelor OHL si AWL cu tripeptida GYG, sunt redate in Tabelul 2.15.

Tabelul 2.15. Caracterizarea produsilor de reactie rezultati in urma reactiei
de oxidare enzimatica a ligninei cu tripeptida GYG.

Denumirea probei Mw Mw/Mn Amida/G OH,/G
(g/mol) (IR)

OHL-50 2346 8.9 0.35 3.85 (RMN)
OHL-50/GYG 2423 8.2 0.36 3.85 (RMN)
OHL-50/Lac 18587 8.0 0.8 4.00 (RMN)
OHL-50/Lac/GYG 5708 14.8 0.4 4.4 (RMN)
AWL-50 3123 4.8 0.6 0.30 (IR)
AWL-50/GYG 3759 7.4 0.5 0.27 (IR)
AWL -50/Lac 17359 13.3 0.8 0.28 (IR)
AWL-50/Lac/GYG 13214 8.5 1.0 0.4 (IR)

Din datele prezentate in tabel se poate observa o crestere a masei
moleculare a produsilor rezultati in urma reactiei de oxidare comparativ cu controlul
fara enzima si cu lignina de la care s-a pornit (fractiunile obtinute in amestec de 50
% vol. acetona-apa) demonstrand de asemenea ca reactia de cuplare a avut loc.

Datorita prezentei unei grupari fenolice in molecula tripeptidei era de
asteptat o crestere a continutului de grupari hidroxil fenolice din compozitia ligninei
fapt ce a fost demonstrat prin cresterea raportului OH aromatic total/guaiacil. Se
observa si in acest caz ca masele moleculare ale produsilor obtinuti in reactiile in
care s-a utilizat ca si cosubstrat tripeptida GYG sunt mult mai scazute decat acelea
in care s-a folosit numai lignina si lacaza.

2.5.3. Studiul reactiilor de cuplare covalenta a ligninei
provenita din lemn de esenta tare cu chitosanul

Chitosanul a atras atentia ca fiind un agent antimicrobian inofensiv pentru om.
Este derivatul deacetilat al chitinei, componentul principal in cochiliile crustaceelor.
Mecanismul antimicrobial al chitosanului nu este inca pe deplin inteles dar este in
general acceptat ca grupdrile amino primare ofera sarcini pozitive care
interactioneaza cu reziduurile incdrcate negativ de pe suprafata microbilor.
Obtinerea de conjugati lignina-chitosan pe cale enzimatica este foarte provocatoare
avand un impact mare asupra aplicatiilor chitosanului. Conjugatii de lignind cu
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chitosanul pot aduce imbunatatiri proprietatilor chitosanului si anume cresterea
proprietatile antibicrobiene ale acestuia avand utilizari in hidrogeluri antimicrobiene
sau in ambalaje precum si imbunatatirea raspunsul optic putand fi utilizati ca si
pigmenti in materiale sau ca si aditivi in lacuri si vopsele. Lacaza actioneaza ca un
factor cheie in prima etapa a procesului, oxidand compusii fenolici prezenti in lignina
lucru care va contribui la o legare mai buna a chitosanului la molecula de lignina.
Produsul obtinut este multifunctional dobandind atéat proprietati multifunctionale cat
si antimicrobiene cu un nivel acceptabil de durabilitate.

Din cauza faptului ca lignina si chitosanul au solubilitati diferite in solventi
organici, chitosanul fiind foarte solubil in medii acide pe cand lignina are solubilitate
mare in solutii alcaline, reactia de cuplare enzimatica a fost realizata cu chitosanul
suspendat in amestecul de reactie urmarind protocolul descris in sectiunea 3.2.6. S-
a ales utilizarea ligninei de tip OHL in aceasta reactie datorita continutului mare de
grupari fenolice precum si datorita masei moleculare mici a acesteia. Reactia a fost
realizata in amestec de 50/50 (v/v) acetona-apa iar dupa 24 de ore reactia a fost
stopata, particulele de chitosan au fost filtrate si spdlate de nenumarate ori cu
acetona pentru indepdartarea ligninei adsorbite la suprafata chitosanului. Atat
supernatantul cat si faza solida au fost analizate, rezultatele fiind redate in Tabelul
2.16. si Figura 2.28.
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Figura 2.28. Comparatii intre spectrele FT-IR deconvoluate ale produsului de reactie rezultat la
modificarea enzimatica a ligninei cu chitosanul, lignina de la care s-a pornit (OHL-50) si
controlul fara lacaza (OHL-50/Chitosan)

Din spectrul deconvoluat al fazei solide (chitosanului suspendat in reactie) se
observd aparitia unei benzi de absorbtie la 1122 cm™ precum si o crestere a
intensitdtii benzii de la 1500 cm™ comparativ cu OHL-50 si controlul fird enzima.
De asemenea in timpul reactiei de cuplare chitosanul a capatat o culoare brung,
culoare care s-a mentinut si dupa spalarea repetata cu acetona.
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Tabel 2.16. Distributia masei moleculare a produsilor rezultati in urma reactie
de cuplare a ligninei cu chitosan

Denumirea probei Mw Mn Mw/Mn
(g/mol) (g/mol)

OHL-50 2346 264 8.9
OHL50/Chitosan 2330 282 8.3
OHL-50/Lac 5708 714 8.0
OHL-50/Lac/Chitosan 10091 858 11.8

Prin analiza SEC (Tabelul 2.16.) a produsilor care s-au dizolvat in mediul de
reactie (supernatant) se observd ca masa moleculara precum si polidispersitatea
cresc semnificativ in cazul produsului de reactie comparativ cu controalele cu sau
fard enzima si cu fractiunea OHL-50. Din cauza problemelor de solubilizare s-au
intampinat probleme in caracterizarea produsului de reactie cu ajutorul altor analize
(RMN). Rezultatele obtinute ne incurajeaza la mai multe investigatii in ceea ce
priveste reactia de cuplare enzimatica dintre lignina si chitosan pentru optimizarea
conditiilor de reactie si caracterizarea produsilor formati.

2.5.4. Studiul reactiilor de cuplare covalenta a ligninei OHL cu
mono- si di-esterii acidului 3-(4-hidroxifenil)-propionic cu sorbitolul

Esterii de oligo- si polizaharide (esteri de polizaharide cu grupari alchil sau
alchil-aril) formeaza o clasa de polimeri cu proprietati exceptionale. Acestia
functioneaza ca surfactanti polimerici pastrand majoritatea proprietatilor
materialelor polimerice initiale si anume proprietatea de a forma emulsii, geluri,
filme, combinata cu solubilitatea partiala in apa sau permeabilitatea. Proprietatile lor
functionale pot fi modificate prin ajustarea raportului dintre partea hidrofila
(carbohidratul polimeric sau oligomeric) si partea hidrofoba (cantitatea si lungimea
catenei restului alchil) [132].

In acest studiu s-a propus modificarea enzimatica a ligninei OHL cu mono-
(ME) si di-esterul (DE) acidului 3-(4-hidroxifenil)-propionic cu sorbitolul in vederea
obtinerii unor produsi cu proprietati noi. Sinteza enzimatica a esterilor aromatici ai
sorbitolului a fost realizata in mediu de tert-butanol apa utilizdnd ca si biocatalizator
lipaza din Candida antarctica B imobilizata pe rasina acrilicd macroporoasa
(Novozyme 435) (Figura 2.29) [132].
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Figura 2.29. Reactia de obtinere a mono- si di-esterii acidului 3-(4-hidroxifenil)-propionic cu
sorbitolul, catalizata de lipaze.

Structurile esterilor utilizati in acest studiu sunt similare cu capetele fenolice
ale unitatilor din lignina astfel ca in reactiile de cuplare covalenta lacaza catalizeaza
nu doar lignina cu formare de radicali fenoxi ci poate sa catalizeze si esterii cu
formare de radicali, acestia avand rol de mediatori ai reactiei. Astfel, cand lignina
este modificatd cu lacaza si mono- respectiv di-ester, radicalii esterilor formati pot
sa se cupleze cu radicalii ligninei si sa formeze complecsi ester-lignind crescand
astfel masa moleculara a ligninei conform mecanismului de reactie propus in Figura
2.30. Produsii obtinuti au fost caracterizati cu ajutorul cromatografiei de permeatie
in gel si 3'P-RMN.
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Figura 2.30. Procesele chimice care pot avea loc la modificarea cu lacaza ligninei cu esteri ai
sorbitolului. Med-OH reprezinta mono- sau di-esterul acidului 3-(4-hidroxifenil)-propionic cu
sorbitolul care poate avea rol de mediator al reactiei.
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Tabel 2.17. Distributia maselor moleculare a produsilor rezultati in urma
reactiei de cuplare a ligninei cu mono- (ME) sau di-esterul (DE) acidului 3-(4-
hidroxifenil)-propionic cu sorbitolul.

Denumirea probei Mw Mn Mw/Mn
(g/mol) (g/mol)

OHL-50 623 2860 5
OHL-50/Lac 702 3272 4.7
OHL-50/ME 698 3291 4.7
OHL-50/ME/Lac 3218 42101 13.1
OHL-50 623 2860 5
OHL-50/Lac 1433 8405 5.9
OHL-50/DE 877 3897 4.4
OHL-50/DE/Lac 1900 6173 3.2

Din Tabelul 2.17 se poate observa o crestere a masei moleculare a
produsilor rezultati in urma reactiilor ligninei OHL cu mono- sau di-esterul acidului
3-(4-hidroxifenil)-propionic cu sorbitolul, masa care este de aproximativ cinci ori
mai mare in cazul reactiei OHL-50/ME/Lacaza comparativ cu reactiile control OHL-
50/ME respectiv de aproximativ doua ori mai mare in cazul reactiilor cu DE. Din
spectrele FT-IR (Figura 2.31.) se observd o modificare a benzilor de la 1120 cm™ in
cazul reactiilor cu ME respectiv 1200 cm™ pentru reactia ligninei OHL cu DE
comparativ cu reactiile control, benzi care ar putea fi atribuite vibratiilor asociate cu
legaturile C-O din resturile de sorbitol.

Desi s-au observat aceste modificari ale meselor moleculare si ale spectrelor
FT-IR, din rezultatele analizelor 3!P-RMN (Tabel 2.18.) nu s-au detectat modificari
semnificative in ceea ce priveste compozitia gruparilor OH in urma reactiilor cu ME si
DE.
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Figura 2.31. Comparatii intre spectrele FT-IR ale produsului de reactie rezultat la modificarea
enzimatica a ligninei OHL cu mono- (A) si di-esterul (b) acidului 3-(4-hidroxifenil)-propionic cu
sorbitolul si reactiile control ale ligninei cu lacaza (OHL-50/Lac) si cu glucozamina (OHL-

50/ester).
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Tabel 2.18. Analiza 3'P-RMN a probelor de lignin& inainte si dupé reactiile de cuplare oxidativd cu mono- (ME)
sau di-esterul (DE) acidului 3-(4-hidroxifenil)-propionic cu sorbitolul.

OH Aromatic (mmol g'1)
Denumirea OH Alifatic COOH OHar OHai /
. -1 -1
probei (mmol g™) OH Cond. S - OH G - OH H - OH (mmol g™*) Total OHp,
OHL-50 1.12 0.90 1.27 0.84 0.23 0.37 3.23 0,35
OHL-Lac 0.98 0.74 0.52 0.41 0.18 0.33 1.85 0,53
0,52 1,14 1,26 0,79 0,27 0,46 3,46 0,15
OHL-/ME
0,52 1,13 1,15 0,81 0,26 0,47 3,35 0,15
OHL50/ME/Lac
OHL-50/DE 1,11 0,90 1,93 0,60 0,79 0,34 4,22 0,26
1 1,4 7 1 2
OHL50/DE/Lac ,09 0,93 ,43 0,68 0,8 0,38 3,9 0,28
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2.5.5. Concluzii partiale

Dintre cele cinci lignine studiate doar cele de tip OHL si AWL au aratat a fi
modificate cu succes in reactiile de cuplare enzimatica cu glucozaming, observandu-
se cresteri semnificative ale maselor si ale rapoartelor OH alifatic/OH aromatic
determinate cu ajutorul analizei 3*P-RMN. Studiile electrochimice cuplate cu cele de
determinare ale oxigenului dizolvat au indicat ca lacaza este capabild sa catalizeze
oxidarile tuturor ligninelor 1in solutie de acetona-apa 50/50 (v/v) si sa realizeze
cuplarea covalentd a acestora cu glucozamina. Prin studiile de voltametrie ciclica si
de masurare a oxigenului consumat s-a realizat optimizarea parametrilor care
influenteaza reactiile de cuplare ale ligninelor cu glucozamina : concentratia de
lignind, raportul molar OH aromatic total/glucozamina observéndu-se o usoara
inhibitie a lacazei la concentratii mari de glucozamina respectiv lignina.

La ligninele de tip OHL si AWL se observa modificari semnificative ale masei
moleculare precum si a continutului de grupari fenolice totale in cazul reactiei cu
tripeptida glicil-tirozil-glicina. In reactia de modificare enzimatica a ligninei OHL cu
chitosan utilizand lacazad ca si catalizator se observa de asemenea cd au avut loc
modificari structurale obtinandu-se rezultate promitatoare.

S-au observat cresteri ale maselor moleculare ale produsilor formati in urma
reactiilor de cuplare cu mono- si di-esterul acidului 3-(4-hidroxifenil)-propionic cu
sorbitolul Tnsd din analizele FT-IR si 3!P-RMN nu au fost observate modificari
structurale.

Confirmarea formarii de produsi prin spectroscopiei FT-IR, cromatografiei de
permeatie in gel si spectroscopiei RMN, demonstreaza valabilitatea metodei
enzimatice elaborate pentru modificarea ligninelor prin reactii de cuplare enzimatica
cu carbohidrati si peptide.
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3. PARTEA EXPERIMENTALA

3.1. Materiale

Pentru realizarea studiilor s-au utilizat urmatorii reactivi: clorhidrat de glucozamina
98% (Sigma Aldrich), tripeptida glicil-tirozil-glicina (Bachem), siringaldazina (Sigma
Aldrich), alcool veratrilic (Sigma Aldrich), alcool coniferilic (Sigma Aldrich), chitosan
(Flonac C, M=100000), acetonda (Merck), acetat de etil (Merck), Sorbitol (Acros
Organics), acid 3-(4-hidroxifenil) propionic (Aldrich), Candida antarctica B
(Novozymes), tert-butanol (Sigma Aldrich), dimetilsulfoxid (Fluka), site moleculare
(Sigma Aldrich), cloroform (Merck), metanol (Merck).

Sursa de lignine

in studiul nostru am folosit cinci tipuri de lignine care provin din surse diferite si
anume:

- lignina de tip Indulin AT (KSL) - a fost extrasa din lemn de esenta moale
prin procedeul de tip Kraft care utilizeaza ca si solventi de extractie un
amestec de hidroxid de sodiu si sulfit de sodiu, furnizatd de MeadWestvaco,
USA;

- lignina P1000 (SGWL) care este o lignina de tip ,soda” fiind extrasa printr-
un procedeu de extractie alcalin dintr-un amestec de iarba de tip Sarkanda
si paie de grau, furnizata de Granit, Elvetia;

- lignina de tip Alcell (OHL) este extrasa prin procedeul ,organosolv” care
utilizeaza solventi organici pentru extractia acesteia dintr-un amestesc de
lemn de esenta tare fiind furnizata de Repap Technologies, Canada;

- lignina extrasa din paie de grau (SWL) prin procedeul de tip ,soda” fiind
furnizata de Granit, Elvetia;

- lignina din paie de grau (AWL) extrasa prin procedeul de tip ,soda” care a
fost supusa ulterior unui pretratament alcalin.

Enzime

Lacaza de tip Trametes versicolor (activitate de 30.6 U/mg) a fost
achizitionata de la Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany). Activitatea enzimatica a
lacazei a fost masurata in unitati (U), 1U fiind definita ca si cantitatea de enzima
care oxideaza 1 pmol de siringaldazina intr-un minut in amestec de acetona-apa 50
% vol. la 25 °C. Formarea produsului de reactie a fost urmarita spectrofotometric in
timp la 530 nm iar activitatea catalitica a fost determinata din viteza initiala
utilizand E€siringaldazing = 65 mM_lcm_l.

Peroxidaza din hrean de Tip II ( HRP, activitate de 181 Purpurogallin
unitati/mg) a fost achizitionatd de la Sigma Chemical St. Louis, MO. Activitatea
catalitica a acesteia a fost testatd in tampon de acetat de sodiu trihidrat 0.1M, pH 5
si 25 °C utilizand alcool coniferilic ca si substrat. Consumarea substratului a fost
urmarita spectrofotometric la 262 nm iar activitatea catalitica a fost determinata din
viteza initiald utilizdnd eaicool coniteriic = 14000 Mtcm™,
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Lignin peroxidaza cu activitate de 0.18 U/mg a fost achizitionata de la
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany). Activitatea catalitica a fost testatda in
tampon fosfat-citrat de sodiu 100 mM, pH 3 si 25 °C utilizéand alcool veratrilic ca si
substrat. Oxidarea alcoolului veratrilic a fost urmaritda la 310 nm si activitatea
cataliticd a fost determinatd din viteza initiald utilizdnd eaico0! veratriic = 9.3 MM tecm™,

3.2. Retete de lucru

3.2.1. Fractionarea ligninelor in amestecuri de acetona-apa si
acetat de etil

Ligninele au fost suspendate in 10 ml solutii de acetona-apa sau acetat de
etil la o concentratie de 1 respectiv 4% (w/v) iar amestecurile au fost mentinute sub
agitare la 20°C timp de 24 de ore. Fractiile insolubile au fost separate pe fritd (G4) si
uscate pana la greutate constant in etuva la 105°C. Cantitatea de lignina din filtrat a
fost determinata spectrofotometric prin diluarea probei cu solutie de NaOH 1%
(w/w) pe baza curbelor de calibrare obtinute pentru fiecare lignind la urmatoarele
lungimi de unda: 290 nm pentru lignina de tip Kraft (KSL) si Alcell (OHL), 287 nm
pentru AWL si SGWL, si 285 nm pentru SWL. Extractele au fost apoi evaporate la sec
la presiune redusa si uscate in etuva pana la greutate constant si cantarit. Factorul
de solubilitate a fost calculat pe baza raportului de masa dintre fractiunea solubila si
lignin nefractionata adaugata in reactie. Experimetele au fost realizate in duplicat iar
bilantul de masa au fost in domeniul 98%-99%.

3.2.2. Determinarea activitatii enzimelor

3.2.2.1. Determinarea activitatii lacazei in amestec de acetona-apa
Materiale si aparatura

in reactiile de oxidare cu lacazd s-au folosit: siringaldazind (Sigma Aldrich), aceton3
(Merck) iar ca si catalizator lacaza din Trametes versicolor (Sigma-Aldrich).
Determinarile experimentale au fost realizate prin metoda colorimetrica folosindu-se
spectrofotometrul UV-VIS (UV-1201 series, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).

Mod de lucru

Intr-o cuva de sticld de 1 ml s-au addugat 0,9 ml siringaldazind 30 uM dizolvatd in
amestecuri care contin 40 %, 45%, 50%, 55%, 60% vol. acetona in apa (saturata
cu aer) dupa care reactia a fost initiata prin adaugarea a 0,1 ml solutie de lacaza (5
pHg/ml). S-a urmarit cresterea in absorbanta la 530 nm si 25°C timp de 1 min fata de
un martor care contine aceeasi concentratie de substrat dar in care nu s-a adaugat
enzima. Activitatea enzimatica a fost determinata pe baza vitezei initiale de reactie
conform urmatoarei relatii:

Activitatea = (4A)-V-1073/t-:esm  (umol/min + MJenzims)

unde:
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AA/t - viteza initiald de reactie (A.u./min)

¢ - coeficientul molar de extinctie al siringaldazinei (65 mM tcm™)

V - volumul de reactie (ml)

m - cantitatea de enzima (mg)
Pentru studiile cinetice au fost utilizate diferite concentratii de siringaldazina (10 -
90 uM), ca o cantitate constanta de lacaza (0.5 ug/mL) in mediu de acetona-apa 50
% (vol.), la 25°C. Valorile constantei Michaelis — Menten Menten (Ky) si a vitezei
maxime (Vmax) au fost obtinute pe baza diagramelor Lineweaver - Burk si au fost
determinate cu ajutorul vitezelor initiale de reactie, calculate pentru fiecare
concentratie de substrat.

3.2.2.2. Determinarea activitatii lignin peroxidazei in prezenta
acetonei

Materiale si aparatura

in reactia de oxidare cu lignin peroxidazd s-au folosit: alcool veratrilic
(Sigma Aldrich), solutie tampon citrat-fosfat de sodiu (100 mM, pH 3), apa
oxigenata (Sigma Aldrich), acetonda (Merck) iar ca si catalizator lignin peroxidaza
(Sigma-Aldrich). Determinarile experimentale au fost realizate prin metoda
colorimetrica folosindu-se spectrofotometrul UV-VIS (UV-1201 series, Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan).

Mod de lucru

intr-o cuvd de sticld de 1 ml s-au addugat 0,550 ml alcool veratrilic 10 mM
dizolvat in solutie tampon citrat-fosfat de sodiu 100 mM, 0.05 ml H,0, 20 mM, 0.1
ml acetona iar reactia a fost initiatd prin adaugarea a 0,3 ml solutie de lignin
peroxidazd (1 mg/ml). Oxidarea alcoolului veratrilic, ¢ = 9.3 mMlcm™ a fost
urmarita la 310 nm si 25°C timp de 1 min fatd de un martor care contine aceeasi
concentratie de substrat dar in care nu s-a adaugat enzima.

3.2.2.3. Determinarea activitatii peroxidazei din hrean in prezenta
acetonei

Materiale si aparatura

In reactia de oxidare peroxidazd din hrean s-au folosit: alcool coniferilic
(Sigma Aldrich), solutie tampon de acetat de sodiu trihidrat (0.1M, pH 5), apa
oxigenata (Sigma Aldrich), acetona (Merck) iar ca si catalizator peroxidaza din hrean
de Tip II ( HRP, activitate de 181 Purpurogallin unitati/mg) (Sigma-Aldrich).
Determinarile experimentale au fost realizate prin metoda colorimetrica folosindu-se
spectrofotometrul UV-VIS (UV-1201 series, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).

Mod de lucru

Intr-o cuvé de sticld de 1 ml s-au ad3ugat 0,865 ml alcool coniferilic 0.2 mM
dizolvat in solutie tampon de acetat de sodiu trihidrat 0.1M, 0.1 ml acetona, 0.01 ml
solutie de peroxidaza din hrean (0.1 mg/ml) iar reactia a fost initiatd prin adaugarea
a 0,025 ml H202 10 mM.
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Oxidarea alcoolului coniferilic, ¢ = 14000 mM*cm™ a fost urmaritd la 262 nm
si 25°C timp de 1 min fata de un martor care contine acleasi cantitati de substrat,
acetona si enzima dar in care nu s-a adaugat H,O,.

3.2.3. Reactiile de polimerizare ale ligninelor cu lacaza

Fractiunile de lignina au fost solubilizate la concentratii de 10 mg/ml in
amestec de 50/50 (v/v) acetona- apa (saturatd cu aer). Reactiile au fost initiate prin
adaugarea solutiei de lacaza (0.24 mg/ml) iar amestecul de reactie a fost mentinut
sub agitare timp de 24 ore la 20°C. O reactie control fara enzima a fost realizata in
aceleasi conditii. In timpul reactiilor de polimerizare s-a observat formarea unui
precipitat in cazul tuturor ligninelor cu exceptia celei de tip KSL. Precipitatul obtinut
a fost separate pe un filtru de sticla si caracterizat. Reactiile au fost finalizate prin
adaugarea a 50 ml apa deionizata la fractiunile ramase solubile in amestecul de
reactie si precipitare prin scaderea pH-ului la 1.0 cu solutie de HCl 1M. Produsii de
reactie au fost separati pe frita (G4) si uscati peste noapte in etuva la 60°C. Toate
experimentele au fost efectuate cel putin in duplicat.

3.2.4. Reactiile de cuplare covalenta a ligninei cu glucozamina

Reactiile au fost realizate in amestec acetona-apa 50:50 (v/v) apa fiind in
prealabil saturatd cu aer. Conditiile de reactie au fost urmatoarele: 100 mg lignina
obtinuta in urma fractionarii ligninei in amestec de acetona - apa 50:50 (v/v) a fost
solubilizata in 10 ml amestec peste care s-a adaugat clorhidrat de glucozamina
(raportul molar OH fenolic din lignind : co-substrat fiind de aprox. 1 : 2). Reactiile
au fost initiate prin adaugarea a 0,4 mL solutie de lacaza (6 mg/ml) iar amestecul de
reactie a fost mentinut sub agitare timp de 24 ore la 20°C. Pentru comparatie au fost
realizate concomitent 2 reactii control una care contine lignina si glucozamina iar cea
de-a doua lignina si enzima. Dupa 24 de ore de reactie acetona este indepartata prin
evaporare sub presiune iar lignina este precipitata prin ajustarea pH-ului la pH=1 cu
HCI. Solidul ramas a fost spalat de mai multe ori cu apa pentru indepartarea
glucozaminei nereactionate, uscat si analizat.

3.2.5. Reactia de cuplare covalenta a ligninei cu tripeptida
glicil-tirosil-glicina

Reactiile au fost realizate in amestec acetona-apa 50:50 (v/v) apa fiind in
prealabil saturata cu aer. Conditiile de reactie au fost urmatoarele: 50 mg lignina
obtinuta in urma fractionarii ligninei in amestec de acetona - apa 50:50 (v/v) a fost
solubilizatd in 5 ml amestec peste care s-au adaugat 6,66 mg glicil-tirosil-glicina.
Reactiile au fost initiate prin adaugarea a 0,2 mL solutie de lacaza (6 mg/ml) iar
amestecul de reactie a fost mentinut sub agitare timp de 24 ore la 20°C. Pentru
comparatie au fost realizate concomitent 2 reactii control una care contine lignina si
tripeptida iar cea de-a doua lignina si enzima. Dupa 24 de ore de reactie acetona
este indepartatd prin evaporare sub presiune iar lignina este precipitata prin
ajustarea pH-ului la pH=1 cu HCl. Solidul ramas a fost spalat de mai multe ori cu
apa pentru indepartarea tripeptidei nereactionate, uscat si analizat.
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3.2.6. Reactia de cuplare covalenta a ligninei cu chitosan

Reactiile au fost realizate in amestec acetona-apa 50:50 (v/v) cu apa fiind in
prealabil saturata cu aer. Conditiile de reactie au fost urmatoarele: 100 mg lignina
obtinuta in urma fractionarii ligninei in amestec de acetona - apa 50:50 (vol.) a fost
solubilizata in 10 ml amestec peste care s-au adaugat in suspensie 200 mg chitosan
Flonac C. Reactiile au fost initiate prin adaugarea a 0,4 mL solutie de lacaza (6
mg/ml) iar amestecul de reactie a fost mentinut sub agitare timp de 24 ore la 20°C.

Pentru comparatie au fost realizate concomitent 2 reactii control una care
contine lignina si chitosan iar cea de-a doua lignina si enzima. Dupa 24 de ore
amestecul de reactie este centrifugat, supernatantul este adus la pH = 1 cu HCI
pentru precipitarea ligninei iar reziduul este spalat de mai multe ori cu acetona
pentru indepartarea ligninei adsorbite pe chitosan.

3.2.7. Reactiile de obtinerea mono- si di-esterului acidului 3-
(4-hidroxifenil)-propionic cu sorbitolul.

Materiale si aparatura

In reactiile de esterificare a sorbitolului cu acidul 3-(4-hidroxifenil)-propionic
(HPPA) s-au folosit: sorbitol (Acros Organics), acid 3-(4-hidroxifenil) propionic
(Aldrich), Candida antarctica B (Novozymes), tert-butanol (Sigma Aldrich),
dimetilsulfoxid (Fluka), site moleculare (Sigma Aldrich), acetat de etil (Merck),
cloroform (Merck), metanol (Merck).

Mod de lucru

5.49 mmoli sorbitol, 16.47 mmoli acid 3-(4-hidroxifenil) propionic, 1 g site
moleculare de 4 A activate si 84 mL tert-butanol au fost introduse intr-un balon de
sticla de 100 mL dupa care s-a adaugat 1g Novozyme 435. Amestecul de reactie a
fost introdus intr-un incubator (ILW 115 STD, Pol-Eko-Aparatura, Polonia)echipat cu
un agitator orbital (MIR-S100, Sanyo, Japonia) la 300 rpm si temperatura optima de
60 °C. Evolutia reactiei de esterificare a fost monitorizata cu ajutorul cromatografiei
de lichide (cromatograf Jasco). Probele prelevate pentru analiza cromatografica au
fost diluate cu metanol. Conversiile au fost calculate pe baza curbei de etalonare a
acidului aromatic iar randamentele de ester au fost calculate pe baza curbelor de
calibrare ale esterilor puri izolati si purificati. Dupa ce intreaga cantitate de sorbitol a
fost consumata complet ( aprox. 4 zile de reactie) reactia a fost stopata,
biocatalizatorul si sitele moleculare au fost separate prin filtrare, tert-butanolul a
fost evaporat iar siropul rezultat a fost eluat pe coloana cromatografica cu silicagel.
Pentru separarea acidului aromatic nereactionat s-a utilizat un sistem de eluenti
format din acetat de etil:cloroform = 1 : 1, continuand cu acetat de etil : cloroform :
metanol = 5 : 5 : 1 pentru eluarea diesterului si cu acetat de etil : cloroform :
metanol = 2 : 2 : 1 pentru eluarea monoesterului. Mono- si di-esterul purificati au
fost obtinuti sub forma unor solide de culoare alba si au fost utilizati in reactiile de
cuplare enzimatica cu lignina.
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3.2.7.1. Reactia de cuplare covalenta a ligninei cu monoesterul
acidului 3-(4-hidroxifenil)-propionic cu sorbitolul

Cuplarea covalenta a ligninei de tip OHL cu monoesterul 1-sorbitil 3-(4-
hidroxifenil)-propionat (M=331 g/mol) a fost realizata in amestec de acetona - apa
50/50 (v/v) utilizdnd lacaza ca si catalizator. Conditiille de reactie au fost
urmatoarele: 43 mg monoester a fost solubilizat in 5 ml amestec peste care s-au
adaugat 50 mg lignind OHL obtinutd in urma fractionarii ligninei Tn amestec de
acetona - apa 50:50 (v/v). Dupa dizolvarea totalad a ligninei reactia au fost initiata
prin adaugarea a 0,2 mL solutie de lacaza (6 mg/ml) iar amestecul de reactie a fost
mentinut sub agitare timp de 24 ore la 20°C.

Pentru comparatie au fost realizate concomitent 2 reactii control una care
contine lignina si monoester iar cea de-a doua lignina si enzima. Dupa 24 de ore de
reactie acetona este indepdrtata prin evaporare sub presiune iar lignina este
precipitata prin ajustarea pH-ului la pH=1 cu HCI. Solidul ramas a fost spalat de mai
multe ori cu apa pentru indepartarea monoesterului nereactionat, uscat si analizat.

3.2.7.2. Reactia de cuplare covalenta a ligninei cu diesterul acidului
3-(4-hidroxifenil)-propionic cu sorbitolul

Cuplarea covalentd a ligninei de tip OHL cu diesterul 1,6-sorbitil di-3-(4-
hidroxifenil)-propionat (M=495,7 g/mol) a fost realizata in amestec de acetona -
apa 50/50 (v/v) utilizdnd lacaza ca si catalizator. Conditiile de reactie au fost
urmatoarele: 100 mg diester a fost solubilizat in 5 ml amestec peste care s-au
adaugat 50 mg lignina OHL obtinuta in urma fractionarii ligninei in amestec de
acetona - apa 50:50 (v/v). Dupa dizolvarea totalad a ligninei reactia au fost initiata
prin adaugarea a 0,2 mL solutie de lacaza (6 mg/ml) iar amestecul de reactie a fost
mentinut sub agitare timp de 24 ore la 20°C.

Pentru comparatie au fost realizate concomitent 2 reactii control una care
contine lignina si diesterul iar cea de-a doua lignina si enzima. Dupa 24 de ore de
reactie acetona este indepartatd prin evaporare sub presiune iar lignina este
precipitata prin ajustarea pH-ului la pH=1 cu HCI. Solidul ramas a fost spalat de mai
multe ori cu tert-butanol pentru indepartarea diesterului nereactionat, uscat si
analizat.

3.3. Metode de analiza

3.3.1. Spectroscopia FT-IR

Spectrele FT-IR a ligninelor si produsilor de reactie au fost inregistrate au
fost obtinute utilizand metoda reflexiei difuze (ATR) pe un spectrofotometru FT-IR
de tip Varian Scimitar 1000 echipat cu detector DTSG PIKE MIRacle ATR cu diamant
cu lentila w/ZnSe cu o singura placa de reflectie. Spectrele au fost inregistrate in
domeniul 4000-650 cm™ cu o rezolutie de 4 cm™ cu 128 de scanéri. Liniile de baza
ale spectrelor au fost corectate si normalizate cu banda de la 1510 cm™ pentru
comparatii cantitative fractiunile de lignine obtinute in amestecuri de acetona-apa si
acetat de etil. Umerele si benzile complexe din spectre au fost deconvoluate pentru
o mai buna atribuire.
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3.3.2. Cromatografia de permeatie prin gel (GPC)

Cromatografia de excluziune (SEC) este denumitd si cromatografie pe gel
(GPC), in care fenomenul principal este difuzia, iar separarea se face in functie de
marimea efectiva a moleculelor componentelor. Cromatografia de excluziune (SEC)
este folosita pentru separarea moleculelor in solutie pe baza maselor moleculare ale
acestora. Aceastda metodda este aplicatda in general moleculelor mari, cum ar fi
proteine si polimeri industriali. Atunci cand faza mobila este o solutie apoasa,
aceasta tehnica este numita cromatografie de filtrare pe gel.

Mod de lucru

Distributia masei moleculare a ligninelor a fost analizata cu ajutorul analizei
alcaline SEC utilizand un sistem cromatografic de tip Waters cu detector de UV si de
indice de refractie diferential (RI) si cu un dispozitiv de injectare automata. Probele
de lignina se dizolva in NaOH 0.5 M (1 mg/mL) si sunt injectate intr-o coloana
fmpachetatd manual (4.6 mm x 30 cm) cu un copolimer de etilen glicolmetacrilat
TSK Toyopearl HW-55F. Analizele au fost realizate la 30°C utilizand NaOH 0.5 M ca
si eluent, cu un debit de 1 mL min? si detectie la 280 nm. Sistemul GPC a fost
calibrat cu standarde de polistiren cu masa moleculara de cuprinsa intre 891 - 1.02
x10® mol™l. Probele au fost injectate fiecare de 2 ori pentru eliminarea erorilor de
masura, iar in calcul s-a luat media determinarilor ariilor respective. S-a reprezentat
grafic logaritmul maselor moleculare (Log M) corespunzatoare standardelor de
polistiren in functie de timpii de retentie (Figura 3.1.). O baza de date Empower Pro
(Waters) a fost utilizata pentru procesarea datelor in vederea calcularii masei picului
molecular (Mp), masa moleculara medie numerica (Mn), masa moleculara medie
gravimetrica (Mw) si indicele de polidispersitate (Mw/Mn).

Log M = 9,07e + 000 — 1.110e + 7.35e — 002T"2 — 2.79e — 003T"3
R? = 0,976409

Log M
N
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Figura 3.1. Caracteristica de etalonare a standardelor de polistiren realizata prin cromatografie
de excluziune
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3.3.3. Analiza RMN ( Spectroscopia de rezonanta magnetica
nuclearad)

Analiza 3!P-RMN folositd pentru determinarea cantitativd a grupérilor hidroxil
din lignina a fost aplicatd pe scara larga pentru ligninele izolate in diferite procese
industriale cum ar fi industria celulozei si a hartiei. Avand in vedere importanta si
necesitatea unei analize directe de determinare a structurii fundamentale a ligninei
si a chimiei transformarii biomasei lignocelulozice in biocombustibili, analiza **P-RMN
a Tnceput sa aiba aplicatii mari in chimia biomasei lemnoase, biocombustibililor pe
baza de lignina si in cercetarile precursorilor de biocombustibili.

Metoda 3!P-RMN a fost mai intai aplicatd pentru o serie de substraturi cum
ar fi carbune, derivati de carbune si lignina incluzénd fosforilarea grupelor hidroxil
prezente in substrat utilizdnd un agent de fosforilare urmata de analiza cantitativa
31p_.RMN. Pentru lignind si derivati ai acesteia, agentul de fosforilare cel mai utilizat
este 2-cloro-4,4,5,5- tetrametil-1,3,2-dioxofosfolanul (TMDP). TMDP reactioneaza cu
gruparile hidroxil care provin din druparile alifatice, fenolice si acizi carbixilici in
prezenta unei baze organice, cum ar fi piridina pentru obtinerea de produsi
fosforilati (Figura 3.2) [172]. Piridina este aleasa ca si baza in amestecul de reactie
pentru a capta acidul clorhidric eliberat in reactie si pentru a conduce reactia de
fosforilare care ceste usor exoterma la o conversie totald. Gruparile hidroxil
fosforilate pot fi atunci comparate cantitativ cu un standard intern care
demonstreaza o stabilitate adecvatd si o rezolutie buna n regiunea hidroxilica a
ligninei din spectrul 3'P-RMN [173].

O cocl o
. / 3 R /
Lignina-OH + CI—P, Lignin&—0-F\ * Hd
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Figura 3.2. Fosforilarea gruparilor hidroxil din structura ligninei cu 2-cloro-4,4,5,5- tetrametil-
1,3,2-dioxofosfolanul (TMDP)
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Mod de lucru

Spectrele 3'P-NMR au fost inregistrate folosind spectrofotometrul Bruker
Avance II, la o frecventa de 400 MHz dupa derivatizarea cu 2-cloro-4,4,5,5-
tetrametil-1,3,2-dioxafosfolan . Probele de lignind (30 mg) se amesteca cu 100 pl
DMF/piridina (1:1 v/v) si 100 pl de solutie de standard intern care contine 15
mg/mL ciclohexanol (standard intern) si 2.5 mg/mL acetilacetonate de crom (III) in
piridind. Aceasta suspensie se agita timp de 4-16 ore la temperatura camerei. 100
Ml agent de derivatizare (2-cloro-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxafosfolan) se
amesteca cu 400 pl de CDCl; (cloroform deuterat) chiar naintea adaugarii in solutia
de lignina. Lignina derivatizata este stabild timp de aproximativ 4 ore. Atribuirea
semnalelor a fost realizata dupa cum a fost descris de catre Granata si Argyropoulus
[141]. In Figura 3.3. este redat spectrul 3!P-RMN al ligninei de tip SGWL derivatizat3
cu TMDP utilizand ciclohexanol ca si standard intern.
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Figura 3.3. Spectrul 3'P-RMN a ligninei SGWL utilizdnd ciclohexanol ca si standard intern
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3.3.4. Electroforeza proteinelor pe gel de poliacrilamida

Electroforeza se foloseste pentru a estima gradul de dizolvare a unei
proteine in gradient, pe o coloana cu schimb de ioni, pentru a stabili numarul
proteinelor prezente intr-un amestec sau pentru a le separa pe baza marimii si
greutatii moleculare, folosind geluri SDS (dodecilsulfat de sodiu).
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SDS imbraca proteina in asa fel incat atunci cand aceasta este incalzita si
denaturatd, polipeptida va fi complet imbracata de SDS si nu mai are sarcina
electrica naturald. Toate proteinele migreaza cu aceeasi rata cu exceptia situatiei in
care gelul are pori de dimensiune mica, care restrictioneaza migrarea acestor
molecule, in asa fel incat ele se vor separa pe baza marimii lor si nu a sarcinii
electrice. Electroforeza in gel de poliacrilamida, in conditii denaturante (in prezenta
dodecilsulfatului de sodiu, SDS, 0,1%) este o tehnicd de separare a proteinelor pe
baza masei lor moleculare. Astfel, moleculele de marimi diferite se vor separa
formand benzi distincte in interiorul gelului.

Mod de lucru

Electroforeza pe gel de poliacrilamida (PAGE) a fost realizata in sistem
continuu cu SDS, in plan vertical. Pentru electroforezd s-au utilizat geluri
prefabricate de poliacrilamidd de tipul NUPAGE® NOVEX® Bis-Tris Mini Gels (10%)
furnizate de Invitrogen™. Tamponul folosit pentru migrarea moleculelor a fost
preparat prin adaugarea a 40 ml tampon NuUPAGE MES (acid 2-(N-morfolino)-
etansulfonic) si 760 ml apa deionizatd. Prepararea probelor a fost realizata in tuburi
eppendorf de 1,5 ml in care s-au adaugat 6,5 pl proba, 2,5 pl tampon NuPAGE LDS
(dodecilsulfat de litiu) si 1 ul NUPAGE agent reducator (2-mercaptoetanol). Probele
au fost centrifugate cateva secunde pentru omogenizare si incubate timp de 10
minute la 95°C. In camera interioara a sistemului de electroforeza s-au adaugat 200
ml tampon NuPAGE SDS, iar in cea exterioara 600 ml din acelasi tampon. Conditiile
de migrare au constat in aplicarea unui voltaj de 200 V timp de 35 de minute.
Sistemul de electroforeza utilizat in ambele cazuri a constat dintr-un aparat de
electroforeza vertical. Evidentierea proteinelor in geluri s-a realizat prin colorare cu
Coomasie Brilliant Blue R-250, protocolul folosit fiind o adaptare a celui utilizat de
Novex sau prin colorare argentica (,silver staining”)[174].

3.3.5. Calculele de prelucrare statistica a datelor

Analiza de componente principale (PCA) reprezinta un caz particular al unei
tehnicide analiza statistica cunoscuta sub numele de analiza de factori al caror scop
final consta in evidentierea unor structuri preexistente intr-o multime de date
multivariabile. Aceste structuri in general sunt exprimate prin intermediul variantei
si covariantei variabilelor ca si al similaritatilor si disimilaritatilor dintre obiecte.

In diferitele ei variante, analiza de factori este realizata calculand, intr-o
prima etapad, valorile proprii si vectorii proprii ai unei matrici patrate obtinuta din
inmultirea matrici datelor (obiectelor) cu transpusa acesteia, procedura relativ
comuna in cadrul calculului matriceal.

Analiza de factori, ca si analiza de cluster, poate fi efectuata atat in mod R,
caz in care este investigata interactia dintre variabile, analiza facandu-se pe cazuri,
cat si in mod Q, situatie in care este investigatd interactia dintre cazuri, in aceasta
situatie analiza facandu-se pe variabile. In cazul analizei in mod Q, procedura de
analizad consta in principal in extragerea valorilor proprii si ale vectorilor proprii
dintr-o matrice ce exprima similaritatile dintre toate perechile posibile de obiecte,
similaritati exprimate prin intermediul valorilor numerice ale variabilelor. In cazul
analizei in mod R, obiectele sunt considerate ca facand parte dintr-o populatie mult
mai mare astfel incat in final acest tip de analiza permite caracterizarea atét a
proprietatilor ca si a comportamentului variabilelor.
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in ambele cazuri, prima etapd a analizei de factori constd in inmultirea
matricii X a datelor cu transpusa sa, ceea ce conduce la generarea unei matrici
patratice si simetrice ce exprima, in functie de ordinea in care este efectuat produsul
dintre matrici, fie interrelatia dintre variabile, fie cea dintre obiecte.

Considerand ca datele experimentale sunt exprimate sub forma unei matrici
compusa din n cazuri caracterizate printr-un numar de m variabile, prin multiplicare
se pot forma doua tipuri de matrici patratice notate conventional cu R si Q conform
relatiilor:

R=XX
Q=X X
Unde X’ este transpusa matricii X.

In primul caz, matricea R este de ordinul m (m coloane x m randuri) in timp
ce matricea Q este de ordinul n (n coloane x n randuri).

Analiza de componente principale consta din transformarea liniara a setului
initial de m variabile ce descriu un masiv de date experimentale intr-un set de m noi
variabile, fiecare noud variabila reprezentdnd o combinatie liniara a vechilor
variabile. Procedura se desfasoara astfel incat fiecare noua variabila sa contribuie
cat mai mult la variata masivului de date, intreaga variantd a sistemului fiind
descrisa de noile variabile. Din acest motiv, analiza de componente principale
apartine aceleiasi categorii de tehnici de analiza statisticd ca si analiza de cluster ce
estimeaza gradul de intercorelare numai prin procesarea adecvata a datelor fara a
considera vre-un model fizic al sistemului investigat.

In prima etapa a analizei de componente principale, este calculata pentru
cele n cazuri a datelor analizate matricea S varianta-covarianta ce este o matrice
patratica avand numarul de coloane (si implicit numarul de linii) egal cu numarul de
variabile, notat conform conventiei cu m. De asemenea trebuie subliniat faptul ca
matricea S este o matrice simetrica. Matricea variantd-covarianta S poate fi
interpretata ca descriind un set de m vectori intr-un spatiu cu m dimensiuni, fiecare
linie continand coordonatele varfului unui vector. Acesti vectori definesc o elipsa in
cazul a doua variabile, un elipsoid in cazul a trei variabile sau un hiper-elipsoid in
cazul in care m >3, numit in general elipsoidul variantei sistemului. Rezolvand
ecuatia seculara corespunzatoare matricii varianta-covarianta si calculand vectori
proprii corespunzatori (datorita faptului ca matricea S este o matrice simetricg,
vectorii proprii sunt reciproc ortogonali iar valorile proprii sunt totdeauna pozitive),
acestia vor reprezenta axele principale ale elipsoidului variantei sistemului definit de
matricea S a sistemului studiat, semilungimea acestora fiind egald valorile proprii
corespunzatoare. In felul aceste, valorile proprii si vectorii proprii ai matricii S
definesc complet elipsoidul sistemului.

In esentd, analiza de componente principale constd in gasirea acestor axe si
determinarea valorilor lor numerice. In aceasta reprezentare, trebuie remarcat ca
din proprietatile generale ale ecuatiilor seculare, suma valorilor proprii ale unei
matrici este egald cu urma matricii, impartind fiecare valoare proprie la urma
matricii, deci la suma lor, rapoartele pot fi interpretate ca masura in care axele
principale contin fractiuni din varianta totala a sistemului. Cu alte cuvinte, daca este
masuratd varianta totala a sistemului in lungul axelor principale ale elipsoidului
variantei sistemului rezulta o ierarhizare a variantelor acestora, iar cum in general
elipsoidul variantei este departe de o sfera, cel putin o axa va corespunde variantei
maxime si alta variantei minime.
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in a doua etapa a analizei de componente principale este realizatd
corespondenta directa dintre vectorii proprii, valorile proprii si valorile numerice
experimentale, exprimate prin componentele variabilelor, adica prin valorile
numerice corespunzatoare fiecarui caz, ceea ce reprezintda de fapt calculul scorurilor
si al incarcarilor fiecarei variabile [175].

Mod de calcul

Analiza componentelor principale (PCA) si analizele de regresie liniara (PLS)
au fost realizate cu ajutorul programului Unscrambler® 7.6 (Camo, Norvegia) pe
baza datelor spectrale rezultate din analiza FT-IR a probelor si pe baza
caracteristicilor cantitative a celor cinci lignine fractionate prin extractie cu solvent
organic.

Analizele PCA si PLS sunt instrumente putenice in analiza datelor spectral
FT-IR in vederea determinarii asemanarilor si deosebirilor minore sau majore care
au loc intre spectre reflecand astfel diferentele care apar in structura chimica si
compozitia probelor. Analiza PCA a fost aplicatd in studiul nostru pentru a obtine
informatii despre disimilaritatile dintre fractiunile de lignina.

Analiza PLS a fost aplicatd pentru a corela datele FT-IR cu compozitia
chimic3 a fractiunilor de lignind determinatd cu ajutorul analizei *'P-RMN si pentru a
construi un model de calibrare care sa permita predictia parametrilor importanti in
caracterizarea ligninelor. Validitatea acestor modele a fost indicata prin
determinarea coeficientilor de corelare (R?) a probelor si erorile p&tratice medii ale
predictiei (RMSEP). Atat modelele PLS cat si cele PCA au fost validate cu ajutorul
metodei de validare incrucisata.

3.3.6. Masurarea consumului de oxigen dizolvat

Consumul de oxigen dizolvat a fost cu ajutorul instrumentului SympHony
SB90M5 (Thermo Orion) cu o limita de detectie de 0.1 g/L. Experimentele au avut
loc sub agitare continua intr-un flacon de sticla de 15 ml complet sigilat pentru a
preveni contactul amestecului de reactie cu oxigenul din exterior in timpul
experimentelor. Ligninele fractionate au fost dizolvate in amestec de 50:50 (v/v)
acetona-apa la o concentratie de 1 mg/ml. Masuratorile (realizate in duplicat) au
fost realizate sub agitare continua utilizand un agitator magnetic la 250 rpm.
Monitorizarea reactiilor de degradare a fost efectuata dupa adaugarea a 150 ul
lacaza (0.06 mg/ml) iar concentratia de oxigen dizolvat a fost monitorizata continu
timp de 40 min. Raspunsurile inregistrate au fost corectate prin scaderea valorilor
obtinute pentru probele in care am avut numai amestec de acetona-apa.

3.3.7. Studii de voltametrie ciclica

Voltametria apartine unei categorii de metode electro-analitice, prin care
informatia despre o specie este obtinutd prin schimbarea continua a potentialului si
inregistrarea curentului rezultat. Existd numeroase modalitdti de a varia un
potential, de asemenea exista si mai multe forme de voltametrie, cum ar fi:
polarografia, puls normal, puls invers, puls differential etc. [176].

Voltametria ciclica este una dintre formele cele mai utilizate pe scara larga a
tehnicilor voltametrice si este utila in obtinerea informatiilor cu privire la potentialul
redox si al reactiilor electrochimice in solutiile speciilor detectate.
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in voltametria ciclicd, potentialul electrodului de lucru este baleiat continuu
in timp, cu o viteza definitd (viteza de baleiaj), ciclic intre potentialul de pornire si
de comutare, curentul generat fiind inregistrat si analizat. Dintre toate metodele
disponibile utilizate in studierea proceselor de electrod cele mai folosite sunt
metodele de baleire a potentialului. Metoda voltametriei ciclice constd in aplicarea
unui semnal triunghiular de potential si inregistrarea n timp a raspunsului
sistemului, respectiv a curentului datorat proceselor electrochimice ce au loc in
sistem. Prin voltametrie ciclicd se pot obtine informatii privind mecanismul de
desfasurare a reactiei electrochimice, identificarea speciilor prezente in solutie,
determinarea coeficientilor de difuzie a speciilor electroactive; noile metode de
analizd si simulare a curbelor voltametrice permit determinarea cu mai mare
acuratete a constantelor de vitezd. Cel mai simplu mecanism posibil este oxidarea
sau reducerea cu transfer de un electron intre speciile din solutie si electrodul de
lucru ( reactia reversibila * O+e-+R). Potentialul la care incepe inregistrarea
voltamogramei se alege astfel incat prin celula sa nu circule nici un curent cand
circuitul este inchis. Procesele de reducere si cele de oxidare sunt suficient de rapide
incat se mentin conditiile de echilbru la suprafata electrodului [177].

Mod de lucru

Experimentele de voltametrie ciclica au fost realizate pe un potentiostat de
tip Voltalab 80 PGZ402(Radiometer Analytical, Copenhaga) controlat de un Soft de
tipul Voltamaster 4, versiunea 7.08. Toate masuratorile au fost realizate intr-o
celula termostatata tricompartimentata, de 50 ml, modelul BEC/EDI.

Un electrod de grafit (GCE) cu suprafata de 2.8 mm, a fost utilizat ca si
electrod de lucru impreuna cu un electrod auxiliar de platina si electrodul saturat de
calomel ca si referinta (SCE), achizitionate de la Radiometer. Inaintea fiecarui
experiment, suprafata electrodului de carbon a fost curdtatd pe un prin polisare cu
pasta diamantata urmata de spalare cu apa distilata si acetona.

Ca si electrolit suport s-a folosit tampon tartrat de sodiu 50 mM de pH=4
adaugat in amestecul de reactie. Pentru experimentele cu lacaza s-au adaugat in
picaturi 10 ul de lacaza (30.6 U/mg) de concentratie 6 mg/ml dizolvata in apa
saturata cu aer pe suprafata polisata a electrodului de carbon vitros si s-a lasat sa
se usuce timp de 30 min la temperatura camerei. Masuratorile au fost realizate cu
agitare continua intr-un volum de 10 ml 50:50 (v/v) acetona-apa. Pentru toate
experimentele ligninele respectiv siringaldazina au fost dizolvate in volumul de 5 ml
acetond peste care s-a adaugat glucozamina dizolvata in restul de 5 ml apa si
tampon tratrat de sodiu pH=4 care a fost utilizat ca si electrolit suport.
Voltamogramele ciclice au fost inregistrate la o viteza de scanare de 5 mV/s.
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4. CONCLUZII FINALE SI CONTRIBUTII
ORIGINALE

Obiectivul principal al acestei teze de doctorat a fost modificarea hidrofilitatii
ligninelor din diferite surse in vederea obtinerea de produsi noi prin grefarea pe cale
enzimaticd a unor compusi cu diferite functionalitati, care pot genera proprietati noi.
Compusii testati au fost glucozamina, tripeptida glicil-tirozil-glicind, oligomeri de
chitosan si esteri ai sorbitolului cu acidul 3-(4-hidroxifenil)-propionic.

In prima parte a tezei este prezentat un studiu de literatura cu privire la
structura si proprietatile fizico-chimice ale ligninelor, metodele prin care acestea pot
fi izolate din biomasa lignocelulozica, precum si posibilitdtile de modificare
enzimatica a structurii ligninei. Acest studiu a reprezentat fundamentul stiintific
pentru realizarea obiectivelor care au fost urmarite in partea de cercetari
experimentale.

Din studiile experimentele, efectuate in conformitate cu obiectivele stabilite,
au rezultat urmatoarele concluzii:

Caracterizarea ligninelor utilizate in vederea modificarii enzimatice cu lacaza

Cele cinci tipuri de lignina utilizate in studiu au fost caracterizate din punct
de vedere fizico — chimic, iar rezultatele au fost corelate cu orginea si metodele de
izolare diferite ale acestora. Din spectrele FT-IR au fost identificate benzile de
adsorbtie caracteristice ale ligninelor, reflectand structura chimica si puritatea
acestora, precum si diferentele structurale care pot fi induse de tipul de lignina si
procesul prin care aceasta a fost izolata.

Analiza 3!P-RMN s-a dovedit a fi o metodd precisd si rapidd in analiza
cantitativa a diferitelor grupari hidroxil prezente in lignina. Dintre ligninele studiate
lignina extrasa din lemn de esenta moale (KSL) s-a dovedit a avea continutul cel
mai mare de grupari hidroxil alifatice si fenolice totale, gruparile fenolice majoritare
fiind reprezentate de cele care provin din unitatile guaiacil. Lignina din lemn de
esenta tare (OHL) are masa moleculara cea mai mica dintre lignine si este compusa
in principal din unitati siringil.

Prin analiza rezultatelor obtinute se pot evidentia asemanarile si deosebirile
dintre lignine in ceea ce priveste structura si reactivitatea acestora, precum si relatia
lor cu proprietdtile functionale necesare pentru anumite aplicatii.

Studiul solubilitatii ligninelor in solventi de diferite polaritati

Extractia selectivd cu solventi organici este potrivAité pentru fractionarea
ligninelor industriale in functie de masa lor moleculara. In urma fractionarii cu
amestecuri de acetona-apa si acetat de etil s-au obtinut fractiuni care au o
distributie precisa a masei moleculare si continut definit de grupari functionale.
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Analiza PCA a permis clasificarea ligninelor native si a fractiunilor lor solubile
pe baza unui numar redus de absorbtii ale benzilor relevante din spectrul de IR si a
furnizat informatii utile privind modificarile discrete ale continutului de grupari
functionale rezultate in urma extractiei cu solventi.

Modelele PLS dezvoltate au permis o estimare precisa a continutului de
unitati siringil, p-hidroxifenil si grupari hidroxil alifatice, fapt care creeaza premizele
utilizarii aceastei abordari pentru predictia simpla, exacta si rapida a unor informatii
structurale si chimice caracteristice ligninelor prin utilizarea analizei FT-IR si a
metodelor chemometrice.

Alegerea biocatalizatorului

Dintre cele trei enzime testate, lacaza din Trametes versicolor a demonstrat
activitate catalitica ridicata la concentratii mari de acetona (55%, vol.) in mediul de
reactie, In timp ce asupra lignin peroxidazei si peroxidazei din hrean prezenta
solventului organic a avut efect inactivant.

S-a analizat puritatea lacazei comerciale utilizate in studiu cu ajutorul
tehnicii de electroforeza pe gel de poliacrilamida, relevandu-se prezenta a trei
fractiuni proteice, dintre care proteina cea mai activa a avut masa moleculara de 62
kDa.

Studiile cinetice efectuate au aratat cad reactia de oxidare catalizatd de
lacaza a siringaldazinei a avut loc cu viteza mare, enzima prezentand afinitate
ridicata fata de substratul folosit.

Studiul reactiilor de polimerizare a ligninelor catalizate de lacaza in mediu de
acetona-apa

Toate fractiunile de lignina utilizate au fost oxidate cu ajutorul lacazei,
gradul de oxidare depinzadnd de cantitatea de grupari functionale disponibile pentru
reactiile de polimerizare.

Rezultatele SEC si 3'P-RMN au ardtat cd oxidarea ligninelor in amestec de acetond-
apa 50/50 (v/v) a avut loc in ordinea AWL > SGWL > SWL > OHL. Proprietatile
structurale ale ligninelor au avut o influenta importantd asupra activitatii lacazei,
aceasta fiind mai eficientda in polimerizarea ligninelor din paie de gradu decat a
ligninei extrasa din lemn de esenta tare. Reactiile de polimerizare au avut loc cu
eficienta ridicata la un continut relativ ridicat de solvent organic in sistemul de
reactie (50% vol. acetona), care de obicei are efect inhibitor asupra activitatii
catalitice a oxidazelor.

Aceste constatari deschid noi posibilitati de utilizare a lacazelor in domenii in care
solubilitatea reactantilor sau a produsilor este limitata. Solubilitatea ligninei in
amestecul de reactie reprezinta un factor cheie al reactivitatii in procesele catalizate
de lacaza, rezultatele indicdnd posibilitati noi de valorificare a ligninei pe cale
enzimatica. Ligninele provenite din diverse materiale vegetale sau din procese de
delignificare reprezintd o sursa importanta de materii prime care pot fi transformate
in produsi cu valoare adaugata, utilizand potentialul catalitic al lacazelor.
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Modificarea enzimatica a ligninelor prin cuplare oxidativa cu compusi cu
caracter hidrofil

Doua dintre cele cinci lignine studiate, cele de tip OHL si AWL, au fost
modificate cu succes in reactiile de cuplare enzimatica cu glucozamina, observandu-
se cresteri semnificative ale maselor si ale rapoartelor OH alifatic/OH aromatic
determinate cu ajutorul analizei *'P-RMN. Studiile electrochimice cuplate cu cele de
determinare ale oxigenului dizolvat au indicat ca lacaza este capabild sa catalizeze
oxidarile tuturor ligninelor in mediu acetona-apa 50/50 (v/v) si sa realizeze cuplarea
covalentd a acestora cu glucozamina. Prin studiile de voltametrie ciclica si de
masurare a oxigenului consumat s-a realizat optimizarea parametrilor care
influenteaza reactiile de cuplare ale ligninelor cu glucozamina: concentratia de
lignind, raportul molar OH Aromatic total/glucozamind, observandu-se o usoara
inhibitie a lacazei la concentratii mari de glucozamina, respectiv lignina.

La ligninele de tip OHL si AWL s-au observat modificari semnificative ale
masei moleculare si a continutului de grupari fenolice totale in cazul reactiei cu
tripeptida glicil-tirozil-glicina. De asemenea, reactia de modificare enzimatica a
ligninei OHL cu chitosan utilizand lacaza ca si catalizator a determinat modificari
structurale care s-au manifestat prin cresterea masei moleculare si aparitia benzii
amidice in spectrul de IR.

S-au observat cresteri ale maselor moleculare si in cazul produsilor formati
in urma reactiilor de cuplare cu mono- si diesterul acidului 3-(4-hidroxifenil)-
propionic cu sorbitolul, insd analizele FT-IR si 3!P-RMN nu au evidentiat modificri
structurale.

Confirmarea formarii de produsi prin spectrofotometrie FT-IR, cromatografie
de permeatie in gel si spectroscopie RMN a demonstrat valabilitatea metodei
enzimatice elaborate pentru modificarea ligninelor prin reactii de cuplare enzimatica
cu carbohidrati si peptide.

Contributii originale

Valorificarea complexa a ligninei, un material provenit din biomasa si
disponibil in cantitati mari la un pret convenabil, reprezintd o tematica prioritara in
cadrul cercetarilor din intreaga lume. Modificarea chimica controlata a ligninei
reprezinta insa o sarcind foarte dificild datorita structurii sale complexe, motiv
pentru care cercetarile in aceasta directie sunt inca in faza de studii de laborator.
Cercetarile experimentale efectuate in cadrul acestei teze au dus la o serie de
rezultate originale Tn domeniul caracterizarii fractiunilor din lignind de diferite
proveninte si modificarii enzimatice a acestora, cat si in ce priveste determinarea
eficientei catalitice a unor oxidaze fata de substraturi de tip lignind sau compusi
model ai ligninei. Principalele rezultate stiintifice originale obtinute, in conformitate
cu obiectivele tezei, pot fi insumate dupa cum urmeaza:

1. Analiza calitativa si cantitativd prin metode spectrometrice a unui numar
de cinci lignine tehnice de diferite proveninte a permis identificarea principalelor
grupari functionale prezente si stabilirea diferentelor structurale dintre acestea, care
au fost asociate cu biomasa din care provine lignina si procesul utilizat pentru
izolarea ei. Astfel, lignina KSL obtinuta din lemn de esenta moale prin procedeul
Kraft a avut continutul cel mai mare de grupari guaiacil, rezultdnd o structura mai
condensata, reflectata printr-un continut ridicat de grupari fenolice condensate si
grupari OH alifatice.
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Aceste rezultate au reprezentat baza de plecare pentru studiile de
fractionare, deoarece elementele structurale initiale sunt cele care definesc
comportarea ligninelor in ce priveste atat accesibilitatea fatd de solventi organici,
cat si reactivitatea lor, considerata in sens mai larg.

2. A fost elaboratéa o metoda originala de fractionare a ligninelor prin
extractie selectiva in solventi organici, bazata pe polaritatea ligninei si a solventului.
Solventii studiati au fost acetatul de etil si amestecuri acetonad : apa in diferite
rapoarte. Parametrul de solubilitate Hildebrand a fost considerat cel mai important
element care caracterizeaza polaritatea ligninelor, demonstrandu-se ca ligninele
prezinta maxim de solubilitate in solventi care au valori ale acestui parametru
apropiate de al lor. Solubilitatea cea mai mare s-a inregistrat in solutii acetond/apa
care au continut in jur de 80% acetond, dar solubilitatea individuala a fost
determinata de factori structurali, in special continutul de grupari OH libere, capabile
sa formeze legaturi de hidrogen.

3. Fractionarea ligninelor in solventi organici reprezintd o modalitate
importanta de reducere a heterogenitatii acestora, in scopul izolarii de fractiuni bine
caracterizate, adecvate unor transformari ulterioare. In acest scop, s-a stabilit
distributia maselor moleculare si s-a determinat continutul de grupari functionale din
fractiunile de lignina solubile si insolubile rezultate dupd extractia selectiva cu
solventi organici. Un asemenea studiu nu a fost realizat panad la aceastda data.
Analiza componentelor principale (PCA), realizata pe baza absorbtiilor caracteristice
din spectrele FT-IR, a relevat faptul ca fractiunile izolate pot fi clasificate in mai
multe grupuri pe baza similaritatii unor elemente structurale prezente in molecula
lor, care stau la baza solubilitatii lor in solventi organici si influenteaza in mare
masura reactivitatea. Prin dezvoltarea acestui model si aplicarea lui va fi posibila
stabilirea posibilelor cai de valorificare pentru probe de lignina necunoscute.

4. S-a elaborat o metoda simpla si rapida pentru a prezice continutul de
grupari functionale esentiale din lignina pe baza analizei FT-IR, in conditiile in care
analiza prin spectrometrie 3'P-RMN este mult mai scump8 si mai laborioas3. S-a
utilizat analiza statistica pe baza unor modele de regresie liniara (PLS), fiind
selectate anumite rapoarte de intensitati spectrale din benzile FT-IR, alese astfel
incdt sa permita caracterizarea cantitativa a ligninelor si fractiunilor de lignina
extrase. Chiar dacd numarul relativ mic de probe studiate nu a permis elaborarea
unei metodologii cu aplicabilitate generala, rezultatele obtinute sunt de natura sa
justifice continuarea cercetarilor si in aceasta directie.

5. S-a stabilit ca, dintre mai multe enzime care pot fi luate in considerare
pentru functionalizarea pe cale oxidativa a ligninei, doar lacaza din Trametes
versicolor a avut activitate in reactia de oxidare a unui substrat model in mediu
acetond/apa. S-a demonstrat ca lacaza pastreaza o eficienta catalitica ridicata in
acest mediu la concentratii de acetona de 50% la care solubilitatea ligninelor a fost
ridicata, fiind astfel depasit cel mai mare obstacol in calea realizarii de
biotransformari enzimatice ale ligninelor, insolubilitatea lor in apa si inactivarea
enzimelor in mediul organic in care lignina este mai solubila.

6. S-a realizat, in premierda, un studiu al reactiilor de polimerizare a
ligninelor tehnice, catalizate de lacaza in mediu acetona/apa (50/50, vol.). Prin
analiza FT-IR si RMN s-au determinat principalele modificari structurale care au avut
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loc si modul in care provenienta ligninei influenteaza acest proces. Un rezultat
stiintific foarte important a fost demonstrarea faptului ca oxidarea catenelor laterale
din lignine poate avea loc in prezenta lacazei si fara utilizarea de sisteme
mediatoare sau de fragmente mici de lignina care pot juca rol de mediator. Oxidarea
catenelor laterale prin reactii de demetilare si hidroxilare determina cresterea
caracterului hidrofil al compusilor rezultati si poate avea ca rezultat aparitia de
situsuri active, importante in perspectiva grefarii de diferite grupari functionale.

7. Cuplarea oxidativa covalenta pe cale enzimatica a ligninelor si farctiunilor
de lignine cu diferiti derivati de zaharuri si peptide a fost realizata de asemenea in
premiera, fara mediatori, toti compusii obtinuti fiind noi. Studiul cel mai complet a
fost realizat cu glucozamina, unde s-a stabilit si raportul OH aromatic/glucozamina
optim. Un alt element original a fost monitorizarea acestor reactii de oxidare pe care
electrochimica, prin voltametrie ciclica. Pe langa cresterea masei moleculare,
modificarile structurale care au avut loc au fost demonstrate cu ajutorul datelor
spectrale IR si RMN. Desi realizarea acestor procese intampina dificultati mari
datorita insolubilitatii materiilor prime si produsilor, instabilitatii enzimei in conditiile
de reactie si dificultatii caracterizarii produsilor, putem considera ca s-a deschis o
cale importantd pentru valorificarea superioara a ligninelor pentru obtinerea de noi
materiale, cu posibile aplicatii intr-o serie de domenii.

Contributiile originale ale tezei au fost diseminate in trei articole publicate
sau n curs de publicare in reviste internationale cu vizibilitate stiintifica ridicata
(Process Biochemistry, Acta Biochimica Polonica, Industrial Crops and Products), o
lucrare publicata intr-o revista internationalda indexata in bazele de date importante
si patru comunicari la conferinte internationale de prestigiu din tara si strainatate.
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Tabel 1. Calculul parametrului de solubilitate al unitatilor G, S si H din

lignina.

ANEXE

Atom sau grupare

Ae; (cal/mol)

Av; (cm?/mol)

Unitatea repetitivad G

OH 7120 10.0
CH 820 -1.0
CH, 1180 16.1
CH; 1125 33.5
C= 1030 -5.5
2x0 2 x 800 2 x 3.8
Fenil (trisubstituit) 7630 33.4
X Avi=2xn=2x9=18
Total 20505 112.1
Unitatea repetitiva S
2 x OH 2 x 7120 2 x 10.0
2 x CH 2 x 820 2 x (-1)
CH, 1180 16.1
2 X CH; 2 x 1125 2 X 33.5
3x0 3 x 800 3 x 3.8
Fenil (tetrasubstituit) 7630 14.4
AV} Avi=2xn=2x9=18
Total 29340 144.9
Unitatea repetitiva H
OH 7120 10.0
CH, 1180 16.1
CH 820 -1.0
C= 1030 -5.5
Fenilen (p) 7630 52.4
2x0 2 x 800 2 x 3.8
AV} Avi=2xn=2x9=18
Total 19380 97.6

* Factorul de corectie pentru divergentele dintre valorile v [149].
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126 Anexe

Tabel 2. Calculul parametrului de solubilitate pentru acetatul de etil si
amestecurile de acetona-apa

Solvent
Acetond/ApS AH(cal/mol) | T (K) p(g/cm?®) | Mw(g/mol) | 8(cal/cm?3)Y/2
(viv)
90/10 7883 331.81 0.8287 45.07 12.01
70/30 9091 333.4 0.8894 32.52 15.75
50/50 9766 336.65 0.9335 25.72 18.8
30/70 10005 339.72 0.9654 21.6 21.11
10/90 9982 359.5 0.9884 19.00 22.75
Acetat de etil 8600 350 0.901 88.11 7.62

*Valori obtinute la 20°C.

Absorbanta
o
B

o
)

---1113
1212

1327

o ___1029
1454
- 1514

---825
eee---913

1603
---1707

- - 2851
--2927

OHL nativi

AWSOTED AW 90/10
T T T 1
700 1200 1700 2200 2700 3200 3700
Numar de unda (cm™1)
Figura 1. Spectrul FT-IR a ligninei OHL nativa si fractionatd cu amestec de

acetona-apa.
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Figura 3. Spectrul FT-IR a ligninei SWL nativa si fractionata cu amestec de aceton
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