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Rezumat:

Rezolutia amestecurilor racemice prin biocataliza cu hidrolaze este una
dintre cele mai folosite strategii pentru obtinerea la scara industrialda a
compusilor optic activi. Majoritatea biotransformarilor sunt efectuate cu
preparate comerciale, iar lipazele din Candida antarctica si Pseudomonas
fluorescens sunt cele mai enantioselective fata de alcoolii secundari. Acestia
din urma sunt de mare importanta, fiind compusi de pornire des utilizati in
industria farmaceutica. Majoritatea metodelor conventionale de sinteza a
medicamentelor sunt relativ costisitoare. Este necesard parcurgerea unui
mare numar de etape sintetice in urma carora rezulta amestecuri greu de
purificat. Din acest motiv, biocataliza cu lipaze s-a dovedit a fi un procedeu
convenabil. In cazul proceselor biocatalitice numarul etapelor este redus
considerabil si nu mai sunt necesare purificari ulterioare.

Obiectivul principal al acestei teze de doctorat a fost obtinerea unor
noi biocatalizatori pentru rezolutia cinetica a amestecurilor racemice. S-a pus
accent pe imobilizarea unor lipaze de origine microbiana folosind tehnici de tip
sol-gel, optimizarea metodei de imobilizare, precum si caracterizarea din
punct de vedere morfologic a preparatelor enzimatice obtinute. S-a studiat
influenta sistemului de silani precursori asupra eficientei catalitice a lipazelor
imobilizate. Pentru aceasta s-au studiat atat sisteme binare cat si ternare de
silani precursori, formate din tetrametoxisilan (TMOS) si derivati silanici de
tipul RSi(OCH3)3, unde R poate fi o grupare alchil sau aril. De asemenea, s-a
studiat influenta lichidelor ionice folosite ca aditivi si influenta suportului in
cazul imobilizarii prin entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie. S-a realizat
caracterizarea din punct de vedere morfologic a lipazelor imobilizate.
Activitatea preparatelor enzimatice obtinute a fost testatd in reactiile de
acilare enantioselectiva a unor alcooli secundari (de la 2-pentanol la 2-
nonanol). De asemenea, s-a studiat stabilitatea termica, posibilitatea de
reutilizare a biocatalizatorilor, precum si stabilitatea in solventi organici.

Teza de doctorat a fost realizatd cu sprijin partial din grantul strategic
POSDRU/88/1.5/S/50783, Proiect ID50783 (2009), cofinantat din Fondul Social
European "Investeste in oameni", in cadrul Programului Operational Sectorial
Dezvoltare Resurse Umane 2007-2013
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INTRODUCERE

Chimia verde este un subiect intens discutat in ultimii ani. Aceasta se
bazeaza pe utilizarea unui set de principii care reduc sau elimind folosirea
substantelor periculoase in proiectarea, sinteza si aplicarea unor produse chimice.

Rezolutia amestecurilor racemice prin biocataliza cu hidrolaze este una
dintre cele mai folosite strategii pentru obtinerea la scara industriald a compusilor
optic activi. Majoritatea biotransformarilor sunt efectuate cu preparate comerciale,
iar lipazele din Candida antarctica si Pseudomonas fluorescens sunt cele mai
enantioselective fata de alcoolii secundari. Acestia din urma@ sunt de mare
importanta, fiind compusi de pornire des utilizati n industria farmaceutica.
Majoritatea metodelor conventionale de sinteza a medicamentelor sunt relativ
costisitoare. Este necesara parcurgerea unui mare numar de etape sintetice in urma
carora rezulta amestecuri greu de purificat. Din acest motiv, biocataliza cu lipaze s-a
dovedit a fi un procedeu convenabil. In cazul proceselor biocatalitice numarul
etapelor este redus considerabil si nu mai sunt necesare purificari ulterioare.

Utilizarea enzimelor imobilizate in practica biocatalitica ofera o serie de
avantaje fata de cele solubile. Aceste avantaje includ activitate si selectivitate
ridicate, stabilitate imbunatatita si posibilitatea de reutilizare. Existda multe lucrari de
specialitate dedicate descrierii metodelor de imobilizare a enzimelor si celulelor.
Dintre acestea, entraparea in matrici de tip sol-gel este o tehnicd usor de realizat si
cu o reproductibilitate ridicata.

Obiectivul principal al acestei teze de doctorat a fost obtinerea unor noi
biocatalizatori pentru rezolutia cineticd a amestecurilor racemice. S-a pus accent pe
imobilizarea unor lipaze de origine microbiana folosind tehnici de tip sol-gel,
optimizarea metodei de imobilizare, precum si pe caracterizarea din punct de vedere
morfologic a preparatelor enzimatice obtinute. S-a studiat influenta sistemului de
silani precursori asupra eficientei catalitice a lipazelor imobilizate. Pentru aceasta
s-au studiat atat sisteme binare cat si ternare de silani precursori, formate din
tetrametoxisilan (TMOS) si derivati silanici de tipul RSi(OCHs3)3, unde R poate fi o
grupare alchil sau aril. De asemenea, s-a studiat influenta lichidelor ionice folosite
ca aditivi si influenta suportului in cazul imobilizarii prin entrapare in sol-gel
combinata cu adsorbtie. S-a realizat caracterizarea din punct de vedere morfologic a
lipazelor imobilizate. Activitatea preparatelor enzimatice obtinute a fost testata in
reactiile de acilare enantioselectiva a unor alcooli secundari (de la 2-pentanol la
2-nonanol). De asemenea, s-a studiat stabilitatea termica, posibilitatea de
reutilizare a biocatalizatorilor, precum si stabilitatea in solventi organici.
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Introducere

o
*

o
*

Aceasta teza de doctorat este structurata in patru parti:

1. Studiu de literatura - in care este prezentat stadiul actual al
cercetarilor iIn domeniul biocatalizei cu lipaze, importanta temei, structura
proteinelor, cinetica enzimatica, metode de imobilizare a enzimelor si
metode de caracterizare a morfologiei preparatelor enzimatice.

2. Contributii originale - in aceasta parte sunt cuprinse rezultatele
obtinute pe parcursul cercetarilor experimentale efectuate, cuprinzand si
obtinerea unor noi lipaze imobilizate pentru rezolutia cinetica a alcoolilor
secundari.

3. Partea experimentald - prezinta procedurile experimentale folosite la
imobilizarea lipazelor cu ajutorul tehnicilor de tip sol-gel, precum si
metodele de analiza utilizate.

4. Concluzii finale - in aceastd sectiune sunt prezentate concluziile
rezultate pe baza studiilor experimentale in conformitate cu obiectivele
stabilite in cadrul programului de cercetare stiintifica.
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His
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[S]

[E]
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e.e.

E

kcat

Kwm

K

CalLB
[Bmim]PFg
PEG
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[Omim]PFg
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[Bmim]BF,
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TMOS
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VTMOS
OcTMOS
[Omim]BF,
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Atrans
nregésire
PhTEOS
OcTEOS
[Emim]BF4
PhTMOS
Amano AK
[Hmim]BF,4

ABREVIERI

serind

histidina

acid aspartic

concentratia molara a subtratului
concentratia molara a enzimei

hidroxinitril liaza

exces enantiomeric, puritate optica

raport enantiomeric, enantioselectivitate
constanta catalitica

constanta Michaelis-Menten

constanta de echilibru

lipaza din Candida antarctica B
hexafluorofosfat de 1-butil-3-metilimidazoliu
polietilenglicol

hexafluorofosfat de 1-etil-3-metilimidazoliu
hexafluorofosfat de 1-octil-3-metilimidazoliu
lipaza din Burkholderia cepacia Amano PS
tetrafluoroborat de 1-butil-3-metilimidazoliu
metil-tert-butil-eter

tetrametoxisilan

metiltrimetoxisilan

viniltrimetoxisilan

octiltrimetoxisilan

tetrafluoroborat de 1-octil-3-metilimidazoliu
conversie

activitate de transesterificare

randament de regasire a activitatii enzimatice
feniltrietoxisilan

octiltrietoxisilan

tetrafluoroborat de 1-etil-3-metilimidazoliu
feniltrimetoxisilan

lipaza din Pseudomonas fluorescens Amano AK
tetrafluoroborat de 1-hexil-3-metilimidazoliu

[Emim]OOCCH;acetat de 1-etil-3-metilimidazoliu
[Emim]OOCCEF; trifluoroacetat de 1-etil-3-metilimidazoliu

[Bmim]Tf,N
THF

SG

i-PrOH

Nimobilizare

bis[(trifluorometil)sulfonil] amida de 1-butil-3-metilimidazoliu
tetrahidrofuran

imobilizare prin entrapare in sol-gel

alcool izopropilic

randament de imobilizare
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1. STUDIU DOCUMENTAR

1.1. Biotehnologii industriale

Biotehnologia reprezinta o serie de tehnologii care permit manipularea
organismelor vii sau a subcomponentelor celulare pentru a dezvolta produse,
procese sau servicii. Biotehnologia cuprinde o gama larga de domenii, inclusiv
stiintele naturii, chimia, agricultura, ecologia, medicina, medicina veterinara si
stiinta calculatoarelor [1]. Biotehnologia moderna a avansat foarte mult in ceea ce
priveste controlul proceselor biologice. Intervine in mod rational cu ajutorul
modificarii directionate a materialului genetic (ADN) al organismelor, sau prin
cultivarea in-vitro (intr-un bioreactor sau fabricd) a microorganismelor, celulelor
vegetale sau animale pentru sinteza unor produsi utili sau pentru a permite
dezvoltarea unor procese care nu sunt eficiente sau nu pot avea loc pe cale chimica
clasica [2].

Biocataliza exploateazd de obicei proprietati avantajoase ale enzimelor, cum
ar fi chemo-, regio- si enantioselectivitatea si varietatea de substraturi folosite. In
ciuda progresului inregistrat in ultimii ani, potentialul biocatalizei este in continua
crestere. Sunt dezvoltati noi catalizatori care sa satisfaca cerintele producatorilor

[3].

1.2. Biocataliza cu enzime izolate

1.2.1. Generalitati

Enzimele, cunoscute si sub denumirea de biocatalizatori, sunt acceleratori
naturali ai reactiilor (bio)chimice. Sunt proteine active catalitic care au evoluat si
s-au perfectionat de-a lungul a bilioane de ani. Fiind catalizatori foarte specifici si
eficienti, ele directioneaza chimia vietii fara a necesita conditii extreme de
temperatura, presiune si pH, spre deosebire de procesele sintetice chimice.
Enzimele sunt masindria lumii vii, iar proprietdtile lor uimitoare sunt intens folosite
pentru aplicatii industriale. Aceasta disciplina tehnica este numita biocataliza [3].

Termenul ,enzimd” a fost folosit ca noua denumire pentru a indica
fenomenul cunoscut anterior ca ,fermenti neorganizati”, care au fost izolati din
organismele viabile in care se formau. Ad literam, cuvantul inseamna ,in drojdie” si
deriva din grecescul ,en” (in) si ,zyme” (insemnand drojdie sau plamada). In
organismele vii, majoritatea reactiilor sunt catalizate de molecule proteice numite
enzime, care sunt masindria catalitica a sistemelor vii. Omul a folosit enzimele
indirect aproape de la inceputurile istoriei umanitatii. Acestea sunt responsabile
pentru fermentatia biocatalitica a zaharului la etanol cu ajutorul drojdiilor, o reactie
care constituie bazele fabricarii berii si vinului. Enzimele oxideaza etanolul la acid
acetic. Aceastd reactie a fost utilizata la obtinerea otetului de mii de ani. O scurta
istorie a enzimelor si aplicatiilor lor se poate gasi in Tabelul 1.1 [3].
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1.2 - Biocataliza cu enzime izolate 13

Tabelul 1.1. Scurt istoric al enzimelor si aplicatiilor lor [3]

Data Descoperire si aplicatii Referinte

f.e.n. Chimozina din stomacul bovinelor tinere, oilor si
caprelor, a fost folositd pentru producerea branzei
fn multe culturi antice pentru aproximativ 7000 ani

1783 A fost demonstrata hidroliza carnii cu ajutorul Spallazani
sucului gastric

1814 A fost observata degradarea amidonului si Kirchhoff
obtinerea zaharului cu ajutorul orzului fermentat

1833 Diastaza este principiul activ al maltului si a fost Payen si Persoz
descrisa aplicatia sa industriala

1846 A fost observata activitatea invertazei Dubonfout

1867 Este inventat termenul ,enzima@” pentru a descrie Kiihne
activitatea catalitica fara legaturd cu celulele vii
(fermenti neorganizati). Denumirea este extinsa
mai tarziu si pentru catalizatorii intracelulari
(denumiti de Pasteur fermenti organizati)

1893 Este data definitia catalizatorului care include si W. Ostwald
enzimele

1894 Este anticipata stereospecificitatea enzimelor. E. Fischer
Apare conceptul ,lacat-cheie”

1894 ~Taka diastaza” este produsa comercial prin cultura Takamine
de suprafata cu Aspergillus oryzae

1897 A fost demonstrata conversia glucozei la etanol de E. Buchner
catre un extract fara celule din drojdie

1906 S-a efectuat separarea preparativa a L-leucinei din Warburg
racemic obtinut prin hidroliza esterului propilic cu
extracte din ficat

1908 A fost descrisa sinteza cianhidrinelor active optic Rosenberg
folosind D-oxinirerilaza din migdale ca si catalizator

1908 Folosirea enzimelor pancreatice in pielarie 0. R6hm

1911- Este descrisd sinteza glucozidei in prezenta unei Bourquelot, Bridel si

1913 concentratii ridicate de etanol sau acetona Verdon

1913- A fost introdusa folosirea enzimelor pancreatice Compania R6hm

1915 pentru curatarea rufelor, primul produs comercial
vandut

1916 A fost demonstrata imobilizarea invertazei pe Nelson si Griffin
carbune cu retinerea activitatii

1926 A fost cristalizata ureaza din boabele de fasole J. B. Summer

1936 A fost imbunatatitd sinteza enzimaticd a esterilor E. Sym
folosind lipaza pancreatica in prezenta de benzen

1953 A fost stabilita prima structurd primara a unei F. Sanger, H. Tuppy
proteine (insulina), fiind demonstrata astfel
identitatea chimica a proteinelor

1960 S-a cultivat Bacillus licheniformis in culturd Novo
imersata pentru productia proteazei la scara mare
de catre Novo

1980- Aplicarea tehnicilor de inginerie genetica pentru a

fmbunatati producerea enzimelor si pentru a
modifica proprietdtile acestora prin ingineria
proteinelor
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1.2.2. Clase de enzime

Enzimele sunt clasificate de catre Sistemul de Nomenclatura al Uniunii
Internationale de Biochimie (IUB) in functie de tipul reactiei catalizate si de
mecanism [5]. Acest sistem divide reactiile si enzimele care le catalizeaza in sase
categorii. Fiecare clasa este constituitd din 4-13 subclase. Numele enzimelor este
format din doud parti. Prima parte indica substratul si a doua tipul de reactie, cu
informatii aditionale date intre paranteze unde este cazul [4].

A fost adoptat un sistem de numerotare datoritd confuziilor si denumirilor

contradictorii date de IUB (de exemplu, pentru o enzima care catalizeaza o reactie
reversibild, ar putea fi dificil de determinat care compus este substratul). Acest cod

este sub forma:
EC a.b.c.d., unde:
a- reprezinta clasa

b- reprezinta subclasa
c- reprezintd sub-subclasa

d- reprezinta numarul pentru enzima specifica [4].

Tabelul 1.2. Clasificarea internationalda a enzimelor [4]

1. Oxidoreductaze (reactii de oxido-

reducere)

1.1. Actioneaza asupra legaturii
hidroxilice

1.2. Actioneaza asupra legaturii
carbonilice

1.3. Actioneaza asupra legaturii duble
C=C
1.4. Actioneaza asupra legaturii aminice

1.5.
1.6. Actioneaza asupra NADH; NADPH

4. Liaze (aditia la legaturi duble)
4.1. Legaturi duble C=C

4.2. Legaturi C=0

4.3. Legituri C=N

2. Transferaze (transferul unor grupe
functionale)

2.1. Grupe cu un atom de carbon

2.2. Grupe aldehidice sau cetonice

2.3. Grupe acil

2.4. Grupe glicozil

2.7. Grupe fosfat

2.8. Grupe care contin sulf

5. Izomeraze (reactii de izomerizare)
5.1. Racemaze

3. Hidrolaze (reactii de hidroliza)
3.1. Esteri

3.2. Legaturi glicozidice

3.3. Legaturi peptidice

3.4. Alte tipuri de legaturi C-N
3.4. Anhidride acide

6. Ligaze (Formarea de legaturi cu
scindarea ATP)

BUPT



1.2 - Biocataliza cu enzime izolate 15

1.2.3. Organizarea structurala a enzimelor

in chimia polipeptidelor, termenul de conformatie trebuie utilizat pentru a
descrie diferite aranjamente spatiale ale atomilor produse prin rotatia lor in jurul
legaturilor covalente; o modificare conformationala nu implica scindarea legaturilor
chimice (exceptie fac legaturile de hidrogen) sau scindari in chiralitate [5, 6].

Structura proteinelor poate fi descrisd prin patru nivele de organizare:
primara, secundara, tertiara si cuaternara.

Structura primara este reprezentata de secventa (numarul si succesiunea)
aminoacizilor si nu finglobeaza aranjamente spatiale, cu exceptia configuratiei
a-atomului de carbon. Din considerente practice, a-aminoacizii din structura primara
a moleculelor proteice sunt simbolizati cu denumiri codificate. Succesiunea
aminoacizilor in aceste catene polipeptidice este reglata de aparatul genetic al
celulei. De aceea, aceeasi enzima provenita din surse diferite nu va avea obligatoriu
aceeasi structura primara, insa ele vor fi asemanatoare [6].

Ca structura primara, enzimele sunt polipeptide rezultate prin
policondensarea aminoacizilor care intra in componenta lor. Catena polipeptidica
rezultatd va fi polara la cele doua capete, la un capat avand o grupare aminica
fncarcata pozitiv, acesta fiind denumit capatul N-terminal, iar la celalat capat va
avea o grupare carboxilica incarcata negativ, acesta fiind capatul C-terminal.
Resturile de aminoacizi din componenta moleculei proteice se numeroteaza in
ordine, incepand de la capatul N-terminal. Astfel, o referire la “restul activ Ser 152"
din lipaza pancreatica inseamna ca este vorba de cel de-al 152-lea aminoacid din
structura primara a enzimei respective, care face parte din structura centrului activ
[6].

Elucidarea structurii primare a unei enzime este un procedeu extrem de
laborios ce cuprinde izolarea ei in stare pura, scindarea in catenele polipetidice
componente si determinarea numarului lor, scindarea acestor catene peptidice in
peptide mai mici, apoi a acestora in aminoacizi si identificarea tuturor acestor
aminoacizi. Trebuie mentionat cd in cazul enzimelor extracelulare resturile de
cisteind se leaga adeseori unele de altele formand asa-numitele punti disulfidice,
ceea ce face ca molecula proteica sa poata fi constituitd din mai multe catene
polipeptidice. Structura primara nu include pozitiile acestor legaturi disulfidice [6].

La ora actuald s-a reusit stabilirea secventei primare de aminoacizi pentru
un numar mare de enzime si chiar este posibila inlocuirea unor aminoacizi din
aceasta secventa, folosind metodele ingineriei genetice [6].

Structura secundara reprezinta structura tridimensionala de baza
contindnd aranjamentul spatial al principalilor atomi ce constituie scheletul catenei
polipeptidice, fara a tine cont de conformatia catenelor laterale si de relatiile cu alte
segmente [6].

Aceasta se bazeaza pe formarea de legaturi de hidrogen in cadrul aceleiasi
catene polipetidice, donorul fiind hidrogenul gruparii NH al unui aminoacid, iar
acceptorul oxigenul carbonilic al altui aminoacid. O asemenea legdtura de hidrogen
intracatenara se poate realiza doar prin rasucirea a doua legaturi cu rotire libera,
astfel ca gruparile respective sa devina stereochimic adiacente [6].

S-a aratat ca din cauza caracterului partial de dubla legatura, a legaturii
C-N, cei sase atomi ai unei unitadti peptidice vor trebui sd se gaseasca in acelasi
plan. Singurele legaturi din scheletul de baza care permit rotatia liberd in aceste
conditii sunt legaturile simple din cadrul fiecarui rest de aminoacid [7]:

* legatura dintre a-atomul de carbon si atomul de azot amidic;
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= |egatura dintre a-atomul de carbon si atomul de carbon carbonilic.

S-a demonstrat ca pentru formarea unor legaturi de hidrogen intracatenare
stabile existd doud conformatii pe care le poate adopta catena polipeptidica:
a-elicoidala si B-pliata. Existda si alte structuri posibile, insd acestea sunt de
departe cele mai importante [6].

In structura a-elicoidala, ce se intélneste in interiorul aceleiasi catene
polipeptidice, aceastd catena este rasucitd ca in jurul unui cilindru si permite un
aranjament liniar al atomilor implicati in legatura de hidrogen, ceea ce confera
legaturii taria maxima posibild. Pentru aceasta este necesar ca intre cele doua
grupari implicate sa fie cel putin 3 resturi de aminoacizi. S-a demonstrat
experimental ca un pas de elice este format din 3-6 resturi de aminoacizi,
a-elicea este orientata spre dreapta, iar distanta dintre doua puncte echivalente,
corespunzatoare unor rotatii succesive, este de 5,4 A (Figura 1.1.a) [7].

Cel de-al doilea tip de structura secundara intalnit la enzime este structura
B-pliata, care ia nastere datoritd legaturilor de hidrogen ce se stabilesc mai ales
intre catene polipeptidice diferite. Aceasta difera total de structura elicoidala,
deoarece scheletul polipeptidic nu mai este rasucit ci aproape complet intins (Figura
1.1. b) [7].

Daca cele doua catene polipetidice merg in aceeasi directie (considerand de
la capatul N-terminal spre cel C-terminal), se obtine- o structurd B-pliata paralela,
iar daca merg in sens invers, o structura B-pliata antiparaleld. Formarea
legaturilor de hidrogen intre catenele polipeptidice duce la un aranjament in zig-zag
a fragmentelor peptidice, care a primit din acest motiv denumirea de structura pliata
[6].

Structurile o-elicoidale si cele B-pliate sunt combinate intr-o serie de
modalitati in proteine si enzime, intrucat catena polipeptidica se rasuceste de mai
multe ori. Aceastd rasucire se face, din considerente sterice, doar in dreptul unor
aminoacizi care pot avea o conformatie care se poate rasuci invers pentru a permite
intoarcerea catenei. Acest lucru este posibil in cazul glicinei, care are doar un atom
de hidrogen in catena laterala ce nu creeaza probleme de impiedicare sterica si in
cazul prolinei care are o structura ciclica. Combinatiile care iau nastere in acest mod
sunt numite structuri supersecundare, cele mai raspandite fiind cele de tipul
Bap, in care doua strucuri B-pliate antiparalele sunt conectate prin intermediul unei
structuri a-elicoidale [6].
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Figura 1.1. Structura secundara a) conformatia a-elicoidala si b)
conformatia B-pliata a enzimelor [7].

Structura tertiara consta din aranjamentul spatial al tuturor atomilor, fara
a tine cont de relatiile cu moleculele vecine sau cu subunitati ale moleculei.
Conformatiile gruparilor care fac parte din catenele laterale si cele ale gruparilor
prostetice sunt componente ale structurii tertiare, cat si aranjamentele unele fata de
altele ale sectiunilor elicoidale si ale celor pliate [6].

Principalele legaturi de tip covalent implicate in mentinerea structurii tertiare
sunt puntile disulfidice, care pot fi inter- sau intramoleculare. Aldturi de acestea, la
stabilizarea structurilor tertiare mai contribuie legaturile de hidrogen, legaturile
ionice, legaturile coordinative ale ionilor metalici si legaturile hidrofobe de tip Van
der Waals asa cum se poate observa si din Figura 1.2 [7].
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Figura 1.2. Legaturi care stabilizeaza structura tertiara a enzimelor [7].

Putem considera ca diferitele elemente ale structurii secundare se aranjeaza
unele fata de altele intr-un spatiu tridimensional, realizdndu-se anumite legaturi
intre aminoacizii din aceeasi catena sau cei din catene diferite si rezultand structura
tertiara a enzimei respective [6].

Structura tertiara se poate determina combinand rezultatele obtinute prin
analiza de difractie cu raze X si rezonanta magnetica nucleara bidimensionala. In
acest mod, a fost posibild elaborarea unor modele moleculare care redau structurile
tertiare respective. La ora actuala a fost determinata structura tertiara a unui mare
numar de enzime. Aceste structuri de gdsesc in banci de date specializate, de
exemplu www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/enzymes al European
Bioinformatics Institute, care la data de 8 iulie 2012 continea un numar de 43.939
de structuri [8].

Cunoasterea structurilor tertiare are o mare importanta deoarece permite
stabilirea conformatiei centrului catalitic activ. In cazul enzimelor, rolul principal al
organizarii moleculei intr-o structura tertiara rasucita (folding) este aducerea unor
resturi de aminoacizi aflate in diferite parti ale catenei polipeptidice intr-o
proximitate geometrica, tocmai in scopul formarii acestor centre active. Un exemplu
tipic in acest sens sunt serinproteazele, care scindeaza anumite legaturi peptidice
din moleculele proteinelor. Toate aceste enzime trebuie sa contind in centrul lor
activ un rest de serind care actioneaza ca agent nucleofil de baza la atacarea
legaturii peptidice. Pentru a creste nucleofilicitatea acestuia, hidroxilul serinic
participa la o legatura de hidrogen cu un atom de azot din restul de histidina aflat
tot in centrul activ. Hidrogenul legat de celdlalt atom de azot al histidinei participa la
randul sau la o legatura de hidrogen cu oxigenul dintr-un rest de aspartat, al treilea
constituent al centrului active [6].

Acest triplet, Ser-His-Asp, se numeste triada catalitica si este
caracteristica tuturor serin-proteazelor. De exemplu in enzima chimot[ipsiné, triada
catalitica este compusa din resturile Ser 195, His 57 si Asp 102. In alte serin-
proteinaze vom avea in triada catalitica aceiasi trei aminoacizi dar provenind din alte
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pozitii ale moleculei, ceea ce inseamna ca si specificitatea enzimelor respective va fi
diferita de cea a chimotripsinei [6].

Centrul activ se poate defini agadar ca o zona (cavitate) distincta in care se
leaga molecula de substrat pentru a se initia reactia enzimatica. Intre structura
moleculei de substrat si cea a centrului activ trebuie sa@ existe o stransa relatie
stereochimica [6].

Structura cuaternara reprezintd cel mai inalt nivel de organizare a
macromoleculei proteice, constand in aranjamentul subunitatilor ei Tn spatiu si
ansamblul interactiunilor dintre aceste subunitdti, fara a tine cont insa@ de geometria
interna a subunitatilor. De multe ori, aparitia functiei biologice necesita existenta nu
doar a unei singure catene polipeptidice rasucite, ci a mai multor asemenea catene.
Fiecare subunitate a structurii cuaternare reprezinta o catena polipetidica ce poseda
o structura primara, secundara si tertiara proprie. Aceste catene polipeptidice sunt
legate prin interactiuni necovalente. Cea mai mica subunitate se numeste monomer,
structura constituita din cel putin doi monomeri se numeste multimer, iar starea
asociatd respectiva structurd cuaternard sau agregat cuaternar. In general,
enzimele cu structurd cuaternara sunt constituite din subunitdti identice
(homomultimeri) (Figura 1.3), dar exista si enzime formate din subunitati diferite
(heteromultimeri). Activitatea biologica poate fi o proprietate specifica numai
multimerului dar si monomerii pot poseda functie catalitici. Astfel, enzima
prostaglandin sintaza este un homodimer, in care fiecare subunitate are cate un
centru activ ce actioneaza independent. In schimb in citocrom oxidaze, centrul activ
se gaseste in subunitatea 1, iar alte 3-12 subunitati (in functie de specie), au rolul
de a stabiliza structura si de a modifica activitatea specificd a enzimei. Exista si
enzime in care resturile de aminoacizi din centrul activ provin din mai multe
subunitéAEi ale moleculei, un exemplu in acest sens fiind HIV proteaza [9].

In cazul enzimelor formate din doua sau mai multe catene polipeptidice,
legate intre ele prin legaturi de tip covalent (de exemplu punti disulfidice), aceste
catene trebuie considerate ca unitati constituente ale unei structuri tertiare si nu
cuaternare [6].
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@ a) dimer “ b) trimer c) tetramer planar

Figura 1.3. Structurd cuaternard a enzimelor constituite din subunitati
identice, homomultimeri [9].
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Figura 1.4. Structura proteinelor [10].
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Enzimele in general confera viteza, specificitate si control reactiilor pe care
le catalizeaza. Reactiile catalizate de enzime urmeaza trei pasi de baza:

e Legarea de substrat: E+ S < ES
e Conversia legarii de substrat la cea de produs: ES < EP
e Eliberarea produsului: EP - E + P

Enzima se leaga de substraturile reactiei pe care o catalizeaza si le aduce
impreund la orientarea potrivita pentru a reactiona. Apoi participa la formarea si
scindarea legaturilor necesare pentru formarea produsului, eliberarea sa si revenirea
la starea initiald odatd ce reactia este completd. Puterea catalitica a unei enzime
(viteza reactiei catalizate raportata la cea a reactiei necatalizate) este de obicei de
ordinul 10° pan3 la 10%*. Fard puterea lor cataliticd, reactii cum ar fi cele implicate in
conductia nervoasd, contractia inimii si digestia alimentelor ar fi prea lente pentru ca
viata sa existe [11, 12].

Fiecare enzima catalizeaza de obicei o reactie biochimica specifica. Abilitatea
unei enzime de a selecta un singur subtrat si de a-l distinge dintr-un grup de
compusi foarte similari este denumitd specificitate. Aceasta rezulta din unicitatea
secventei de aminoacizi specifici care formeaza structura tridimensionald a enzimei
[12].

Pentru a cataliza o reactie chimica, enzima fomeaza un complex enzima-
substrat in centrul sau catalitic. Grupele functionale sunt cedate de catre lantul
polipeptidic sau de cz:atre cofactori (metale sau molecule organice complexe
denumite coenzime). In timp ce are loc legarea substratului, acesta induce
modificari conformationale in enzima ce promoveaza mai departe interactiuni intre
moleculele substratului si grupele functionale ale enzimei (de exemplu, o coenzima
poate forma un intermediar covalent cu substratul, sau un lant lateral de aminoacizi
poate sustrage un proton din substratul reactiv). Substratul activat si enzima
formeaza o stare de tranzitie, un complex instabil cu structura intermediara intre
cea a substratului si cea a produsului. Legaturi aditionale cu enzima stabilizeaza
complexul intermediar si scad energia necesara pentru formarea sa. Complexul de
tranzitie se descompune in produsi. Enzima revine in forma sa initiala de obicei, apoi
se leaga de un alt substrat si repeta intreg procesul [12].
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Figura 1.5. Reactia in centrul activ catalitic al enzimei. A. Enzima contine
un centru activ catalitic, cu o regiune sau un domeniu unde se leaga substratul.
Centrul activ poate contine si cofactori, componente neproteice care asista in
procesul catalitic. B. Substratul formeaza legaturi cu resturile de aminoacizi din
centrul de legare. Legarea substratului induce o modificare conformationald in
centrul activ. C. Grupele functionale din resturile de aminoacizi si cofactorii participa
la formarea starii tranzitionale, care este stabilizata prin legaturi necovalente
aditionale cu enzima. D. Pe masura ce produsul de reactie este eliberat, enzima
revine la conformatia sa originala [12].

Specificitatea enzimelor (abilitatea de a reactiona cu un singur substrat)
rezultd din aranjamentul tridimensional al resturilor de aminoacizi specifici din
enzima care formeaza centri de legare pentru substraturi si le activeaza pe parcursul
reactiei. Modelul ,cheie-lacat” si ,potrivire indusda” pentru legarea substratului
descriu doua aspecte ale interactiunii de legare dintre enzima si substrat [12].

Modelul cheie-lacat pentru legarea substratului

Centrul de legare contine resturi de aminoacizi aranjate intr-o suprafata
tridimensionala complementara care ,recunoaste” substratul si il leaga prin
interactiuni hidrofobe multiple, interactiuni electrostatice sau legaturi de hidrogen.
Resturile de aminoacizi care leaga substratul pot proveni din diferite parti ale
secventei liniare de aminoacizi ai enzimei. Legarea unor compusi cu o structura care
difera de substrat chiar si intr-o micd mdsurd poate fi prevenitd prin impiedicare
stericda si sarcind de respingere. In cazul modelului descris mai sus,
complementaritatea dintre substrat si centrul sau de legare este comparatd cu
potrivirea unei chei intr-un lacat rigid [12].

Pentru ca o reactie sa aiba loc, substratul trebuie sa fie activat. Daca
nivelele energetice ale acestuia sunt reprezentate grafic pe masura convertirii
substratului in produs, curba va prezenta un nivel de energie maxim care este mai
mare decat cel al produsului sau al substratului. Acest nivel ridicat apare la
formarea starii de tranzitie. In cazul unor reactii catalizate de enzime, starea de
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tranzitie este o conditie in care legaturile din substrat sunt tensionate la maximum.
Pentru alte reactii enzimatice, configuratia electronica a substratului devine foarte
tensionata si instabila pe masura ce trece in starea de tranzitie. Cel mai ridicat nivel
energetic corespunde celei mai instabile configuratii a substratului si momentului n
care molecula substratului modificat este cel mai puternic legata de grupele
functionale participante din enzima. Diferenta de energie dintre substrat si starea de
tranzitie este denumitd energie de activare [12].

In cadrul reactiilor catalitice, catalizatorii — prezenti n cantitati mici,
controlate si neafectati la sfarsitul reactiei - accelereaza viteza de reactie. Ei sunt
folositi pentru a micsora energia de activare a reactiei comparativ cu reactia
necatalizata corespunzétgare, avand astfel ca rezultat viteze de reactie mai ridicate
la aceeasi temperatura. In acest fel, catalizatorul permite ca reactiile sau procesele
sa aiba loc mai eficient sau in conditii mai blande decéat ar fi altfel posibil. Spre
deosebire de alti reactanti, un catalizator nu se consuma in reactie [12].

Cataliza este o tehnologie cheie care ofera solutii reale pentru multe
probleme de mediu si care promoveaza sustenabilitatea, ecologia, energia,
sanatatea si calitatea vietii [13].

Substraturi—[ Biocatalizatori ]—» Produsi

Selectia
bincatahzatorulul

Este hiocatahizatorul potrwt? ‘ -
Screemng pentri

M hiocatahzatorul potrrvit

Verficarea proprietiflor biocatalizatorulu \ Metode fizico-chimice
(dispordbilitate, activitate, stabilitate) pentru imbunétitirea
hiocatahzatorubn
¥ * Tehnologa ADN
recormbinat

Dezvoltarea procesulu biocatalibic
* Evolufie direcfionatd

* Caractenzarea hincatalizatorahn
* Procesarea’tn aval
s Economicitatea procesuhi

s  Design rafional

Figura 1.6. Strategii pentru dezvoltarea unui proces biocatalitic [176]
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1.2.4. Cataliza enzimatica

Reactiile chimice sunt mult prea lente pentru a fi eficiente in conditiile
normale pentru sistemele vii, cum ar fi medii apoase cu pH neutru si temperaturi
cuprinse intre 20-40°C. Cu ajutorul enzimelor se pot atinge viteze de reactie de
pand la 107 ori mai mari decit cu ajutorul catalizatorilor dezvoltati de industria
chimica. Ele modifica viteza la care este atins echilibrul termodinamic, fara a
schimba acest echilibru si aceasta datorita faptului ca enzimele actioneaza reversibil.
Cresterea vitezei de reactie se realizeaza prin reducerea energiei de activare a
procesului global, asa cum reiese din figura 1.7:

S;+S,+..+E & ES & P, +P,+..+E
4 J

\ J X \
Y ' Y
[]

Substraturi Stare de tranzitie Produsi de reactie

—

Energie /

fard enzima

energie de activare
fara enzima
energie de
enzimi activare cu
enzimi
Reactanti energia generata in
timpul reactiei

Produsi

Coordonate de reactie

Figura 1.7. Principiul general al catalizei enzimatice [12]

Motivul pentru care chimistii au devenit interesati de domeniul biocatalizei
este datorat mai ales necesitatii de a sintetiza compusi chirali ca si blocuri de
pornire pentru obtinerea medicamentelor si a produselor agrochimice. Alt avantaj
important al biocatalizatorilor este acela ca sunt ecologici, fiind degradati complet in
mediu. Mai mult, enzimele actioneaza in conditii blande, lucru care minimizeaza
problema reactiilor secundare nedorite, cum ar fi descompunerea, izomerizarea,
racemizarea si rearanjarea, care adesea ingreuneaza metodologia traditionala.
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Utilizarea enzimelor ca si biocatalizatori simplifica procesul de separare, se
obtine un randament mai ridicat si datoritd conditiilor de reactie blande, se reduc
costurile energetice si de tratare a apelor [12].

1.2.5. Avantaje si dezavantaje ale biocatalizei comparativ cu
cataliza chimica

Similar cu alti catalizatori, biocatalizatorii maresc viteza de reactie, dar nu
afecteaza termodinamica acesteia. Cu toate acestea, ei ofera niste caracteristici
unice fata de catalizatorii conventionali. Cel mai important avantaj este acela ca ei
sunt foarte selectivi. Aceasta selectivitate este adesea chirald (stereoselectivitate),
pozitionald (regioselectivitate)  si  specificitate de  grupd  functionald
(chemoselectivitate). O astfel de selectivitate ridicata este foarte dorita in sinteza
chimicd deoarece poate oferi mai multe beneficii, cum ar fi utilizarea redusa sau
lipsa gruparilor protectoare, minimizarea reactiilor secundare, separarea usoara si
reducerea problemelor legate de protectia mediului. Alte avantaje, cum ar fi
eficienta catalitica ridicata si conditiile operationale blande sunt de asemenea foarte
atractive in aplicatiile comerciale [13].

Conditiile de operare limitate, inhibitia de substrat sau de produs si reactiile
in solutii apoase sunt adesea considerate cele mai serioase dezavantaje ale
biocatalizatorilor. Multe enzime disponibile comercial prezinta stabilitate excelenta in
conditiile de proces. In plus, exista cate o reactie enzimatica echivalenta pentru
aproape fiecare tip de reactie organica cunoscuta. Multe enzime pot accepta
substraturi sintetice si le pot converti in produsi de reactie. Majoritatea
caracteristicilor biocatalizatorilor pot fi modificate si proiectate rational pentru a
indeplini conditiile dorite pentru un anumit proces [13].

1.2.6. Cinetica enzimatica

Biochimistii folosesc de obicei cateva abordari pentru studiul mecanismului
de actiune al enzimelor purificate. O cunoastere a structurii tridimensionale a
proteinei ofera informatii importante, iar valoarea informatiei structurale este
suplimentatd de chimia clasicad a proteinelor si de metodele moderne de mutageneza
directionata (modificarea secventei de aminoacizi a unei proteine prin inginerie
geneticd). Aceste tehnologii permit enzimologilor sa examineze rolul si modul de
actiune al aminoacizilor individuali din structura enzimei. Cu toate acestea,
abordarea principalda pentru studiul mecanismului unei reactii enzimatice este
determinarea vitezei de reactie si a modului de raspuns la modificarea parametrilor
experimentali, disciplina denumitd cinetica enzimatica. Aceasta este cea mai
veche si cea mai importanta abordare pentru intelegerea mecanismelor enzimatice
[14].

Un factor important care afecteaza viteza reactiei enzimatice este
concentratia substratului, [S]. Cu toate acestea, studiul efectelor acestei concentratii
este complicat datorita faptului ca [S] se modifica pe parcursul unei reactii pe
masura ce substratul este transformat in produs. O abordare simplificatoare in
experimentele cinetice este mésurareaﬂ vitezei initiale, v,, cand [S] este mult mai
mare decat concentratia enzimei, [E]. Intr-o reactie tipica, enzima poate fi prezenta
in cantitati nanomolare, pe cand [S] poate fi cu cinci sau sase ordine de marime mai
mare. Dacad este monitorizat doar inceputul reactiei (de obicei primele 60 de
secunde sau chiar mai putin), modificarile concentratiei de substrat pot fi de doar
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cateva procente si [S] poate fi considerata constanta [14]. Astfel vy, poate fi
exprimata ca fiind functie de [S]. Efectul modificarii lui [S] asupra v, este prezentata
in Figura 1.8.

La concentratii relativ scazute de substrat, v, creste aproape liniar odata cu
cresterea [S]. La concentratii de substrat mai ridicate, cresterea lui vy este tot mai
micd, pana atinge un prag de saturatie. Aceasta portiune constanta este aproape de
atingerea vitezei maxime, v [6, 14].

Complexul enzima-substrat este esential pentru intelegerea comportarii
cinetice. Tendinta exprimata in Figura 1.8. |-a facut pe Victor Henri sa propuna
ipoteza conform careia este necesara formarea complexului enzima-substrat, ES.
Aceasta teorie a fost preluata mai departe de catre Leonor Michaelis si Maud
Menten. Ei au postulat ca enzima se combina reversibil cu substratul, formand
complexul amintit, dupa care acest complex este scindat cu eliberarea produsului de
reactie [14].

_______________ Veax
El
¢l
R
E
|
h—y 1
g ___I EVmax
=] 1
2 |
B !
|
I
|
I

Ky
concentratia de substrat (mM)

Figura 1.8. Efectul concentratiei substratului asupra vitezei initiale a unei
reactii enzimatice [14].

Michaelis si Menten au enuntat in 1913 ecuatia fundamentalda a cineticii
enzimatice:

V. _-s

m

V:—
K, +s

(6]

Un parametru important este constanta Michaelis-Menten, K., care
exprimd afinitatea enzimei pentru substrat. K,, are dimensiuni de concentratie si
reprezinta acea concentratie de substrat pentru care viteza de reactie este jumatate
din cea maxima.

O reactie enzimatica urmeaza de obicei doud etape: legarea substratului (S)
de enzima (E) si formarea complexului enzima-substrat (ES), urmata de scindarea
ireversibila a acestui complex cu eliberarea enzimei libere (E) si a produsului (P):
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cat

k
S+E=—=—~SE——> E+P

in cazul modelului elaborat de Michaelis si Menten, se presupune ci etapa
legdrii substratului de enzima este mai rapida comparativ cu viteza scindarii
complexului. De aceea, reactia legarii substratului este una de echilibru. Constanta
de disociere a complexului ES (Ks) este o masura a afinitatii enzimei pentru substrat

1
_Vmax
si corespunde concentratiei de substrat la jumatatea vitezei maxime: :
_[EIIS]
> [ES]

Astfel, cu cat este mai mica valoarea lui K, cu atat afinitatea enzimei pentru
substrat este mai mare.

Viteza reactiei enzimatice este limitata de catre viteza cu care are loc
scindarea complexului ES si poate fi exprimata cu relatia:

. kacat[ES]l
unde ket reprezinta constanta catalitica a procesului [15].

Constanta catalitica reprezintd numarul de moli de substrat care pot fi
transformati in produs, in unitatea de timp, de catre un mol de enzima. Acesta este
un parametru important pentru aplicatiile practice, care mai este denumit numar de
cicluri catalitice (turnover number) si se exprimd in moli subtrat'moli enzimd*-
timp™*. Exprim3 eficienta cataliticd a enzimei [6].

Modelul Michaelis-Menten se bazeaza pe:

1. Etapa de legare a substratului si formarea complexului ES sunt rapide
comparativ cu viteza de scindare. Aceasta conduce la aproximarea faptului
ca reactia de legare a substratului este una de echilibru.

2. Concentratia substratului ramane aproape constantd in timpul reactiei.
Aceasta observatie se datoreaza faptului cd se folosesc vitezele initiale si
[So]>>>[Ef] [15].

Parametrii cinetici ke si Ky, sunt folositi in general pentru a studia
comparativ diferite enzime, indiferent de mecanismele prin care ele actioneaza.
Fiecare enzima are anumite valori ale lui ke si K, care reflecta mediul celular,
modul Tn care catalizeaza o anumita reactie. Acesti parametri permit evaluarea
eficientei catalitice a enzimelor. Douda enzime care catalizeaza reactii diferite pot
avea aceeasi constanta catalitica, dar vitezele reactiilor necatalizate pot fi diferite si
astfel imbunatatirea vitezei prin prezenta enzimei poate fi foarte diferitd. Cea mai
buna modalitate de a compara eficienta catalitica a doua enzime diferite sau
constanta cataliticd a aceleiasi enzime pentru doua substraturi diferite este
determinarea raportului ket/Km pentru reactiile studiate [13].
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Grupul lui de Castro a studiat comportarea cinetica a lipazei din Burkholderia
cepacia imobilizata prin adsorbtie in reactia de sinteza a biodiesel-ului. In urma
imobilizarii s-a obtinut in general o crestere a valorii lui K., probabil fie datorita
modificarilor structurale ale enzimei, fie schimbarilor in ceea ce priveste
accesibilitatea substratului in centrul activ [16].

Vila-Real a demonstrat faptul cd Tn cazul naringinazei imobilizata prin
entrapare in matrici sol-gel s-a obtinut o crestere a lui K, atunci cand un lichid ionic
a fost folosit ca aditiv. Acest lucru reflectd modificari in ceea ce priveste afinitatea
enzimei pentru naringind, lucru obisnuit in cazul reactiilor unde sunt implicate
interactiuni hidrofobe in formarea complexului enzima-substrat [17].

1.2.7. Proprietatile enzimelor

Existd o tendintd globala de a promova biotehnologia alba (industriald).
Aceasta necesita dezvoltarea de noi enzime, procese, produse si aplicatii. Pentru
orice aplicatie industriald, enzimele trebuie sa functioneze suficient de bine in
concordanta cu o serie de parametri specifici. Figura 1.8 ilustreaza conceptul
biocatalizatorului ideal. Fiecare enzima este clasificata, de la slab (nota de la 1) la
ridicat (nota 6), folosind un set specific de criterii, pentru a produce a amprenta
multi-parametrica. Criteriile pe baza carora s-a realizat incadrarea includ activitatea
enzimatica, eficienta, specificitate si stabilitate [18].

Activitate Stabilitate
constanta catalitici termostabilitatea
activitatea specifici —— stabilitatea la pH
profilul de temperatura stabilitatea fatd de substrat
profilul de pH R\ stabilitatea in solventi
5 g r
Eficienta i Specificitate
Randament

~ gama de substrat

reactii de inhibitie Specificitate de substrat
inhibitie cu produs regio- si enantioselectivitate

pmdudivitate conversia substratub

Figura 1.9. Analiza multi-parametrica in vederea alegerii biocatalizatorului
ideal pentru un anumit proces [19].
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1.2.7.1. Specificitate

inalta specificitate a enzimelor este o caracteristicd distinctd a acestei
categorii de catalizatori care permite realizarea unei anumite secvente metabolice,
eficientd si inalta organizare a reactiilor biochimice [20].

In general catalizatorii determina cresterea vitezei unor reactii, posibile din
punct de vedere termodinamic, prin scaderea energiei de activare, iar in comparatie
cu acestia enzimele realizeaza o accelerare mult mai pronuntatda a reactiei
catalizate. Explicatia acestei comportari rezida in scaderea pronuntatd a energiei de
activare a reactiilor respective, datorita stabilizarii starii de tranzitie. Astfel, energia
de activare a reactiei de descompunere H,0, este in reactia necatalizatd 18
kcal/mol, in prezenta de platina fin divizata 11,7 kcal/mol, iar in prezenta enzimei
catalaza 5,5 kcal/mol [7].

Prin specificitate se intelege capacitatea enzimelor de a cataliza un anumit
tip de reactie si, in unele cazuri, doar transformarea unui singur substrat. Se disting
doua tipuri de specificitati:

A. Specificitate de reactie sau de actiune
B. Specificitate de substrat

A. Specificitatea de reactie este tipul cel mai evident de specificitate si
caracterizeaza capacitatea enzimei de a cataliza un anumit tip de reactie: un proces
redox (oxidoreductazele), o reactie de transfer (transferazele), o reactie de hidroliza
(hidrolazele), etc. Pe baza ei enzimele pot fi impartite in cele sase clase prezentate
anterior. O exceptie aparentda o prezinta enzimele proteolitice care prezintd in
acelasi timp o actiune peptidazicd, amidazica si esterazica - dar acestea catalizeaza
reactii de hidroliza ale peptidelor si polipeptidelor, amidelor si esterilor, dupa acelasi
mecanism de actiune si cu participarea aceluiasi centru activ [6, 20].

B. Specificitatea de substrat reprezinta capacitatea unei enzime de a cataliza

transformarea unei singure substante chimice si de a forma un complex enzima-

substrat. Pentru formarea acestui complex este necesar ca enzima sa ,recunoasca”:
= fintreaga structura a substratului

= 0 grupare specifica

= un anumit tip de legatura chimica din structura acestuia care sd se
“potriveasca” steric cu geometria centrului activ [20].

Unul dintre primele studii importante asupra specificitatii enzimelor a fost
intreprins de Emil Fischer, care a aratat ca enzimele capabile sa hidrolizeze
glicozidele pot distinge formele stereoizomere ale acestora. Aceasta observatie I-a
condus, in 1894, la enuntarea principiului conform cdruia molecula substratului se
potriveste cu situsul activ al enzimei ca ,lacatul cu cheia”, pe baza unei relatii de
complementaritate.

Desi enzimele sunt foarte specifice, comparativ cu catalizatorii sintetici, ele
diferd in ceea ce priveste gradul de specificitate [14]. Astfel specificitatea enzimelor
poate fi de patru tipuri [6]:
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B.1. Specificitate absoluta de substrat enzima “recunoaste” structura
unei singure substante chimice, care este de fapt unicul substrat al ei. Acest tip de
specificitate este intalnit la un numar mic de enzime. De exemplu: ureaza

catalizeaza numai reactia de hidroliza a ureii, dar nu si a ureilor substituite.

ureaza
HZN_E_NHZ + HzO > COZ + 2NH3

0]

B.2. Specificitate absoluta de grup, cand enzima actioneaza asupra unui
numar de substante inrudite structural care contin un anumit tip de legatura si un
atom sau o grupare de atomi pe care enzima "le recunoaste". Astfel, acetilcolin-
esteraza catalizeaza reactia de hidroliza a acetilcolinei, dar si hidroliza unui numar
mare de alti esteri acetici, deci ea recunoaste legatura esterica si gruparea acetil.

+(|:H3 acetilcolin-esteraza +?H3
H3C—TI\I—CH2—CH2—O—§—CH3 + H,0 » H3C—II\I—CH2—CH2—OH + HO—S—CH3
CHjy (0] CHj; O
acetilcolina colina

B.3. Specificitate relativa de grup, care se manifesta numai fata de un
anumit tip de legatura. Astfel, lipazele sunt specifice pentru hidroliza esterilor
glicerinei cu acizii grasi, insa ele sunt capabile sa catalizeze si hidroliza a multor
altor esteri alifatici si aromatici, enzima recunoscand practic numai legatura
esterica. Aceast tip de specificitate se mai numeste si slaba specificitate de
substrat si in cadrul ei, evident va exista o diferenta intre vitezele cu care sunt
transformate diferite substraturi, in functie de structura acestora. Aceasta
proprietate se numeste selectivitate si ea poate fi de doua tipuri:

B.3.1. chemoselectivitate consta in capacitatea enzimelor de a diferentia
gruparile functionale ale substratului si transformarea cu viteze diferite a acestor
substraturi. De exemplu, reactii de esterificare, catalizate de lipaze, in care acidul
carboxilic are structuri diferite.

lipaza
COOH + R-OH

COOR + H,O

\j

COOH + R-OH

Yy

COOR + H,O

- -
- O

lipaza
H;C-COOH + R-OH - H;C-COOR + H,0
V3

Vi # Vy ¥ V3

B.3.2. regioselectivitate se refera la preferinta enzimei pentru o anumita
grupa functionald dintre mai multe identice existente in strucura moleculei. Spre
exemplu, acilarea regioselectiva a glucozei in pozitia 6 (OH primar) cu acetat de vinil
in prezenta lipazei.
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1]

CH,0H CH,0—-C-CH;

H o H lipaza H O _H
= -0O-C-— —_—_—m— - =

oH H +  H,C=CH-0-C—CH oH H + H;C—CH=0
OH OH O OH OH

H OH acetat de vinil H OH

a-D-glucoza

glucozo-6-acetat

B.4. Specificitate stereochimica sau optica (enantiospecificitate),
este cea mai importanta proprietate a enzimelor din punct de vedere al aplicatiilor
biocatalitice si se bazeaza pe faptul ca majoritatea reactiilor care au loc in
organismele vii sunt enantiospecifice [6]. Cu alte cuvinte, enzimele au capacitatea
de a recunoaste substraturile care contin centre de asimetrie si de a actiona numai
asupra unuia dintre izomerii optici ai acestor compusi. Aceasta proprietate este
vitald, tinand cont de faptul ca majoritatea metabolitilor sunt substante optic active,
sunt chirali si pot exista in douda forme stereocizomere, dintre care numai una
predomina in procesele metabolice [20, 21].

Astfel, lactat dehidrogenaza din muschi si Bacillus subtilis catalizeaza
oxidarea doar a acidului (S)-2-hidroxi propionic (acidul L-lactic) la acid piruvic:

OH lactat dehidrogenaza OH 0

- +
H3C)\COOH /_\V H3C)\COOH H3CJ\COOH

NAD® NADH+H" acid (R)-2-hidroxi-
pI'OplOl’llC

in timp ce o altd enzimd izolata din Lactobacillus plantarum catalizeaza
transformarea acidului (R)-2-hidroxi propionic (acidul D-lactic):

enzima din
OH Lactobacillus plantarum OH 0

> +
H3C)\COOH m H3C)\COOH H3CJ\COOH

NAD+ NADH + HJr acid (S)—2—h1drox1—
propionic

Trebuie mentionat ca aceasta enantiospecificitate poate sd se manifeste
concomitent cu oricare dintre celelalte trei tipuri de specificitate de substrat [6, 20].
Un parametru foarte important in reactiile enantioselective este puritatea optica a
produsului obtinut sau a substratului ramas nereactionat. Deoarece de multe ori
este posibila obtinerea ambilor izomeri optici, insa unul dintre acestia se gaseste in
exces, puritatea optica este exprimatd ca exces enantiomeric (notat cu e.e.).
Acest exces enantiomeric se calculeaza pe baza conversiilor relative in cei doi
enantiomeri [6].

De exemplu, excesul enantiomeric pentru enantiomerul R al oricarui compus
este definit ca :
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RS 100
R+8S pentru R>S

% eep =

unde:

R = concentratia enantiomerului (R);
S = concentratia enantiomerului (S).

Astfel, pentru un amestec racemic valoarea e.e. este zero, iar pentru un
enantiomer pur este 1 (sau 100% e.e.) [22].

Deoarece de multe ori reactiile enantioselective catalizate de enzime au loc
prin rezolutii optice bazate pe viteza diferita cu care reactioneaza cei doi
enantiomeri, a fost necesara definirea unui parametru care sa reflecte in mod mai
sintetic enantioselectivitatea unei reactii enzimatice. Acest parametru a fost numit
raport enantiomeric (sau coeficient enantiomeric), se noteaza cu E si este
definit ca raportul dintre constantele de specificitate ale celor doi enantiomeri [6,

22]:
— (kcat /kM)R
RS
(kcat /kM)S
unde:
ket = constanta de vitezd;
km = constanta Michaelis-Menten.

Chen si colab. au definit aceasta ecuatie in functie de excesul enantiomeric
al produsului (e.e.,) sau al substratului rdmas nereactionat (e.e.) si a valorii
conversiei inregistrate (c). Astfel, pentru o reactie enzimatica reversibila, valoarea
lui E poate fi exprimata prin relatiile:

~ In[l-(1+K)c(1+e.e.p)]
In[l-(1+K)e(1-e.e.,)]

_ In[1-(1+K)(c+e.egil-c})]
CIn[l-(1+K)(c-e.eq{l-c})]

unde:

K= constanta de echilibru.

Pentru o reactie ireversibila sau dacd reactia reversibilda este neglijabila
(K=0) ecuatiile de mai sus sunt reduse la [22-24]:

_In[l-c(1+e.e.;)]
- In[l-c(1-e.e.;)]

- In[(1-c)(1-e.e)]
T In[(1-c)(1+e.eg)]

__ee,
ee., tee.

Daca P, atunci E poate fi exprimat doar in termeni de e.e., si e.e.s :

BUPT



34 Studiu documentar - 1

I-e.e.
1+ (ee /ee.,)

l+e.e.,
1+ (ee,/ee.,)

O reactie neselectiva are o valoare a lui E egala cu 1, in timp ce o valoare E
de minim 20 reprezinta o buna enantioselectivitate a enzimei [22, 25].

1.2.7.2. Stabilitate

Pe parcursul evolutiei, au fost selectate organisme pentru a trai in diferite
medii de pH (de la 1-11) si temperatura (de la 0-100°C). Prin urmare, enzimele din
aceste organisme au evoluat si ele pentru a obtine o mai buna activitate biologica la
valorile de pH si temperatura a acestor medii.

In procesele enzimatice se doreste folosirea unor biocatalizatori o perioada
cat mai indelungata in scopul reducerii costurilor. Folosirea optimda a enzimelor
necesitd cunoasterea factorilor care influenteaza stabilitatea lor si minimizarea
acestora pe cat de mult posibil in conditiile de proces [26].

Stabilitatea unei enzime este de obicei inteleasa drept stabilitatea termica.
Acesta este caracterizatda de temperatura la care proteina este in echilibru intre
starea nativa si ceea depliata [27].

Structura nativd a enzimelor este termodinamic stabila datorita formarii
spontane a structurilor tertiare si cuaternare, care sunt biologic active. Totusi
aceasta stabilitate poate fi redusd cand interactiunile care stabilizeaza structura
nativa (legaturi hidrofobe, legaturi de hidrogen, interactiuni de legare ion-ion cum ar
fi NH*...COO") sunt slabite prin cresterea temperaturii sau a valorilor de pH care duc
la deplierea, pierderea functiilor si denaturarea enzimei (Figura 1.9.) Denaturarea
este reversibild atunci cand nu au loc modificari ale legaturilor covalente in structura
primara a enzimei.
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G (energia libera)
A

A A
/ AG?,

AG*

Enzima denaturata depliata
(biologic inactiva)

Enzima nativa pliata
(biologic activa)

v

Coordonata reactiei

Figura 1.10. Diagrama energiei libere pentru denaturarea reversibila a unei
enzime cu energia pentru denaturare (AG#d) si reactivare (AG#r). Structura nativa
a enzimei este formata instantaneu la temperaturd normald, pe cand la temperaturi
mai mari sau la valori extreme de pH echilibrul este deplasat spre formarea enzimei
depliate (denaturate). Enzima poate fi reactivatd prin usoara modificare a
temperaturii sau a pH-ului la valorile normale. O schimbare brusca a acestor valori
“ingheata” starea denaturata a enzimei datoritd vitezei mici de repliere. De
asemenea reactivarea trebuie facuta la concentratii mici de enzima pentru a evita
formarea de agregate [26].

Stabilitatea unei enzime mai este influentata si atunci cand moleculele de
substrat si solvent organic sunt legate de aceasta. Substraturile si solventii organici
nemiscibili cu apa stabilizeaza enzimele, pe cand solventii miscibili cu apa produc
efectul invers. De exemplu: in CO, supercritic stabilitatea enzimelor este redusa
cand continutul de apa din gazul supercritic este crescut [28]. Enzimele pot fi
stabilizate cand interactiunile destabilizatoare (de tip ion-ion) sunt micsorate prin
prezenta unor ioni dublu incdrcati (Ca%* sau HPO,?") sau la t3rii ionice ridicate [26].

Diferiti factori care pot cauza denaturarea enzimelor reversibil sau ireversibil
(ce conduc la modificari covalente in structura primard), in timpul proceselor
catalizate de enzime sunt prezentate in Tabelul 1.4. Autoproteoliza intramoleculara
este un proces recent descoperit, in care hidroliza unei legaturi peptidice dintr-un
lant de polipeptida este catalizata de reziduuri de amino-acizi din acelasi lant
polipeptidic, situate langa aceasta legatura [29].

Timpul de injumatatire a activitatii enzimelor, in conditii optime de proces,
se intinde de la cateva zile (lipaze, B-glucozidaze) la >100 de zile (penicilin-
amidaza), desi motivul pentru acest interval mare de stabilitate ramane neinteles in
totalitate. O posibilitate de a evita denaturarea cauzata de factorii exemplificati in
Tabelul 1.4. si de reducere a costurilor enzimei ar fi optarea pentru enzime mai
stabile in sistemele vii sau dezvoltarea si realizarea unor enzime mai stabile.
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Tabelul 1.3. Factorii care influenteaza vitezele si randamentele in procesele
enzimatice, modul in care se produce denaturarea enzimei si solutii pentru

minimizarea acestora [26].

Factor/ Scop Denaturarea prin: Reducerea denaturarii
prin:
Cresterea temperaturii/ Depliere (reversibil) Folosirea temperaturilor

viteze si randamente mai
mari

Scaderea temperaturii/
randamente mai mari

Diminuarea fortelor/
cresterea transferului de
masa

Cresterea sau scaderea
pH-lui/ viteze Si
randamente mai mari

0,/ cresterea vitezei
reactiilor catalizate de
oxidaze

H,0,/ agent de finalbire in
praf de curatat

Continut mare de
substrat/ cresterea
randamentelor reduce
costurile de purificare a
produsilor

Solventi organici

Peptidaze in preparatul
enzimatic

Autoproteoliza
intramoleculara

Ioni de metal ca si
impuritati in apa, compusi
tampon

Modificare chimica
(ireversibil)
Disocierea enzimelor

oligomere (reversibil)

Depliere (reversibil)

Depliere (reversibil) cand
pH-ul este mult mai
mare

Oxidarea gruparii -SH

sau a metioninei
(ireversibil)
Modificare chimica
(ireversibil)

Glucoza poate reactiona
cu gruparile amino ale
lizinei

Depliere (reversibil)

Hidroliza legaturii
peptidice (ireversibil)

Hidroliza legaturii
peptidice (ireversibil)

Inhibitia ireversibila a
gruparii -SH

>20°C dar sub
temperatura optima;
Folosirea unei enzime cu o
temperatura optima mai
mare

Reticularea enzimei
oligomere
Reticularea sau

imobilizarea enzimei

Reticularea, imobilizarea
enzimei sau utilizarea
enzimelor cu o mai buna
stabilitate la pH

Gasirea sau realizarea unor
enzime mai stabile

Gasirea sau realizarea unor
enzime mai stabile

Imobilizarea sau reticularea
enzimei

Folosirea unei enzime mai
pure sau imobilizarea
enzimei

Gasirea sau constructia
unei enzime mai stabile

Folosirea de apa si solutie
tampon cu un continut
scazut de ioni de metal
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1.2.8. Aplicatii industriale ale enzimelor

Enzimele sunt folosite intr-un domeniu variat in industrie. Ele sunt necesare
doar in cantitati mici pentru a sintetiza kilograme de materii chirale, folosite pentru
producerea produselor farmaceutice cu activitate biologica ridicata. Versatilitatea
acestora permite utilizarea lor in multe aplicatii, inclusiv procese pentru degradarea
polimerilor naturali cum ar fi amidonul, celuloza sau proteinele, sau pentru sinteza
regioselectiva sau enantioselectiva a compusilor asimetrici. Cele mai noi dezvoltari
in cadrul biotehnologiilor, ingineria proteinelor si evolutia directionata, au
revolutionat dezvoltarea enzimelor industriale [18, 19].

Tabelul 1.4. Enzime utilizate in diferite segmente industriale si aplicatiile lor

[19]
Industria Clasa de enzime Aplicatii
Proteaze Indepértarea petelor de proteine
. Amilaze Indepartarea petelor de amidon
Detergenti - 2 < L
. Lipaze Indepartarea petelor de lipide
(pentru rufe si < e b
Celulaze Curatare, clarifierea culorii,
vase) .
anti-redepunere (bumbac)
Manaze Indepartarea petelor care reapar
Amilaze Lichefierea si zaharificarea amidonului
Amiloglucozidaze Zaharificare
Pulalanaze Zaharificare
. . Glucozizomeraze Conversia glucozei la fructoza
Amidon si - . . oo
7 Ciclodextrin- Producerea ciclodextrinei
combustibil S
glicoziltransferaze
Xilanaze Reducerea vascozitatii (biocombustibil si
amidon)
Proteaze Proteaze
Proteaze Coagularea laptelui, lapte pentru copii,
Lipaze arome A
Aromatizarea branzeturilor
. . Lactaze A v .
Alimentatie : . Indepartarea lactozei
Pectin metil esteraze <
. Produse pe baza de fructe
Pectinaze <
. Produse pe baza de fructe
Transglutaminaze o AV A .
Modificarea proprietatilor vasco-elastice
Amilaze Fragezime si volum pentru paine,
ajustarea fainii
Xilanaze Conditionarea aluatului
Lipaze Stabilizarea si conditionarea aluatului
(emulsificator in-situ)
Panificatie Fosfolipaze Stabilizarea si conditionarea aluatului

Glucozoxidaze
Lipoxigenaze

(emulsificator in-situ)
Intdrirea aluatului
Intdrirea aluatului, indlbirea painii

Proteaze Biscuiti, prajiturele
Transglutaminaze Intarirea aluatului
" Fitaze Asimilarea fitatilor - eliberarea fosforului
Hrana pentru . o
. Xilanaze Asimilare

animale -
B-glucanaze Asimilare

Bauturi Pectinaze Depectinizare, maruntire
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Amilaze
B-glucanaze
Acetolactat-
decarboxilaze
Lacaze

Tratarea sucului, bere hipocalorica
Maruntire
Maturare (bere)

Limpezire (suc), aroma (bere)
Finisarea denimului, inmuierea

Celulaze )
. bumbacului
Amilaze -
. Descleiere
. Pectat-liaze <
Textile Curatare
Catalaze - P
Oprirea inalbirii
Lacaze P
) Inalbire
Peroxidaze 2 v -
Indepartarea vopselii in exces
. Controlul gudronului si al
Lipaze - :
contaminantilor
v Proteaze s v -
Celuloza si - Indepartarea biofilmelor
AL Amilaze A LN "
hartie . Imbunatatirea curgerii
Xilanaze . PRI
Celulaze Stimularea inalbirii
Modificarea fibrelor
W .. Lipaze Transesterificare
Grasimi si uleiuri -
Fosfolipaze Degumare
Lipaze Rezolutia alcoolilor si amidelor chirale
Sinteza organica Acilaze Sinteza penicilinei semisintetice
Nitrilaze Sinteza acizilor carboxilici enantiopuri
v Proteaze
Pielarie .
Lipaze
A Amiloglucozidaze Actiune antimicrobiana
Ingrijire - Ao - . N
< Glocozoxidaze Inalbire, actiune antimicrobiana
personala

Peroxidaze Actiune antimicrobiand

1.3. Lipaze. Notiuni generale

Existenta lipazelor a fost observata inca din 1901 in Bacillus prodigiosus, B.
pyocyaneus si B. fluorescens, care reprezinta acum cele mai bine studiate bacterii
producatoare de lipaze cu denumirile actuale de Serratia marcescens, Pseudomonas
aeruginosa si Pseudomonas fluorescens. Enzimele care hidrolizeaza trigliceridele au
fost studiate intens peste 300 de ani si abilitatea lipazelor de a cataliza hidroliza si
sinteza esterilor a fost recunoscuta cu aproximativ 70 de ani in urmd [30].

In 1856 Claude Bernard a descoperit pentru prima oara o lipaza in sucul
pancreatic, ca fiind o enzima care hidrolizeaza picaturile de ulei insolubile si le
transforma in produsi solubili. Lipazele au fost obtinute in mod traditional din
pancreasul animalelor si sunt folosite ca ajutor digestiv pentru consum uman fie in
amestec brut cu alte hidrolaze (pancreatind), fie ca produs purificat. Interesul initial
pentru lipazele microbiene a fost generat datorita unui deficit de pancreas si
dificultatii de colectare a materialului disponibil [30].

Enzimele au devenit foarte importante intr-o gama larga de sectoare
industriale pentru a realiza reactii biocatalitice. Cel mai adesea se folosesc enzime
de origine microbiand, obtinute prin procese de fermentatie. Noi tehnici, cum ar fi
mutageneza directionatd si modificarea geneticda, permit obtinerea unor enzime
foarte specifice procesului studiat, deschizand posibilitatea de realizare a unor noi
aplicatii. [2].
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Enzimele au pdtruns puternic si in industria chimica pentru a cataliza
numeroase reactii. In acest caz specificitatea reactiei enzimatice este foarte
importanta si in comparatie cu catalizatorii chimici conventionali aceasta este
adesea foarte ridicatd. Pe langa un grad ridicat al specificitatii reactiei, chiralitatea a
contribuit puternic la aplicarea biocatalizatorilor in industria chimica. Utilizarea
enzimelor (native sau imobilizate) pentru reactii organice foarte specifice se
dezvolta rapid. Majoritatea au loc intr-o singura etapa, cu eficienta, specificitate si
viteza de reactie mare. Acest domeniu stiintific este denumit adesea biocataliza, iar
procesele care il folosesc sunt numite bioconversii sau biotransformari. Aceste
bioconversii au loc la temperaturi si presiuni moderate, astfel cd nu sunt necesari
intermediari periculosi si nici nu se genereaza deseuri daunatoare. Cu toate ca in
mod obisnuit aceste reactii se desfasoara in solventi “ecologici” cum ar fi apa,
etanolul, CO, supercritic, multe enzime sunt active si in solventii chimici
“conventionali”: metanol, acetona, solventi clorurati, etc. [2].

Enzimele au fost concepute in mod natural pentru a fi active in conditii
fiziologice. Cu toate acestea, biocataliza se refera la utilizarea enzimelor drept
catalizatori de proces in conditii artificiale (in vitro), astfel ca o provocare majora in
biocatalizd este aceea de a transforma acesti catalizatori fiziologici in catalizatori de
proces capabili sa actioneze in conditile obisnuite de reactie ale proceselor
industriale. Biocatalizatorii, la fel ca orice catalizatori, actioneaza prin reducerea
barierei energetice a reactiilor biochimice, fara a fi afectati de reactia pe care o
accelereaza. Cu toate acestea, enzimele prezinta proprietati distincte fata de
catalizatorii chimici clasici, majoritatea fiind o consecinta a structurii lor moleculare
complexe.

Enzimele sunt catalizatori extrem de doriti atunci cand specificitatea reactiei
este o problema majora (cum se intdmpla in cazul produselor farmaceutice sau a
altor produse chimice fine), cand catalizatorul trebuie sa fie activ in conditii blande
(datorita instabilitatii substratului si/sau a produsului sau pentru a evita reactii
secundare nedorite, cum se intampla in unele reactii de sinteza organica), atunci
cand restrictiile de mediu sunt stricte, sau atunci cand “eticheta” de produs natural
este o problema (cum este in cazul aplicatiilor alimentare si cosmetice). Cu toate
acestea, enzimele sunt structuri moleculare complexe, labile si costisitoare, ceea ce
reprezintd cu siguranta un dezavantaj in fata catalizatorilor chimici.

In timp ce avantajele biocatalizei sunt de necontestat, majoritatea
restrictiilor actuale pot fi gi sunt rezolvate prin cercetare si dezvoltare in diferite
domenii. In fapt, stabilizarea enzimelor in conditiile de proces este o problema
majora in biocataliza si au fost dezvoltate mai multe strategii, inclusiv modificarea
chimica [31, 32], imobilizarea in matrici solide [33-36], cristalizarea [37, 38],
agregarea [39-42] si tehnicile moderne [43].

Enzimele microbiene sunt superioare celor din plante sau animale datorita
varietatii de activitati catalitice disponibile, a randamentelor ridicate pe care le
asigura, a usurintei de manipulare geneticd, disponibilitatii permanente datorita
absentei fluctuatiilor sezoniere si cresterea rapida a microorganismelor. De
asemenea, enzimele microbiene sunt mai stabile decat corespondentii lor din plante
sau animale si productia lor este mai convenabila si mai sigura.

Doar aproximativ 2% din microorganisme au fost testate ca potentiale surse
pentru enzime. Tulpinile bacteriene sunt in general mai folosite, deoarece poseda
activitati mai mari comparativ cu drojdiile, multe din ele au pH-ul optim neutru sau
alcalin si sunt adesea termostabile [30].

Unele enzime importante industrial au fost izolate din plante. Hidroxinitril
liazele (HNL) au fost purificate din diferite specii de plante. Eliberarea HNL din
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glicozidele cianogenice se datoreaza scindarii partii carbohidrat de catre
betaglucozidaze pentru obtinerea alfahidroxinitrilului corespunzator, care disociaza
spontan la acid cianhidric si un compus carbonilic, sau prin actiunea unei alfa-
hidroxinitril liaze. HNL prezintd un mare potential pentru a fi folosite ca
biocatalizatori pentru sinteza alfa-hidroxinitrililor optic activi, care sunt compusi
intermediari importanti in industria chimica find si in cea farmaceutica. (R)- si (S)-
cianohidrinele sunt acum usor disponibile ca rezultat al accesibilitatii excelente, a
stabilitatii relativ ridicate si a manipularii usoare a hidroxinitril liazelor [30].

Lipazele, sau triacilglicerol acilhidrolazele (E.C. 3.1.1.3) sunt enzime
omniprezente, de o importanta fiziologica semnificativa si cu potential industrial,
care pot cataliza hidroliza trigliceridelor cu lanturi acil relativ lungi (>10 atomi de
carbon) cu formare de diacilgliceride, monoacilgliceride, glicerina si acizi grasi liberi
la interfata dintre faza apoasa si cea organica. Este bine cunoscut faptul ca reactia
este reversibila si ca lipazele pot cataliza reactii de esterificare si transesterificare la
un continut redus de apa. Sinteza esterilor mediata de lipaze a fost continuu si atent
studiata de numerosi cercetatori in ultimii ani datorita faptului cd o mare varietate
de astfel de compusi sunt foarte valorosi. Compusi cum ar fi trigliceridele,
fosfolipidele, galactolipidele, cerurile, esterii cu lant scurt si steroizii au diverse
functii, cum ar fi surse de energie, constituenti celulari, emulgatori. Proprietatile
structurale ale esterilor carboxilici sunt direct legate de Ilungimea lantului
hidrocarbonat. Astfel, esterii cu lant scurt si mediu ai acizilor carboxilici au un rol
important in industria alimentara ca si constituenti de aroma. Pe de alta parte,
esterii metilici si etilici cu lant lung in partea carboxilica furnizeazéa materii grase
care pot functiona ca si combustibili pentru motoarele diesel, iar esterii cu lant lung
atat in partea hidroxilica cat si in cea alcoolica (denumiti ceruri) au aplicabilitate ca
lubrifianti si aditivi in produsele cosmetice si farmaceutice [44].

Abilitatea de a cataliza hidroliza esterilor acizilor grasi cu catena lunga in
forma de micelii, agregate mici sau particule de emulsie, diferentiaza lipazele de alte
esteraze care catalizeaza hidroliza esterilor solubili preferential fata de cei insolubili.
Pe langa substraturile lor naturale, lipazele catalizeaza hidroliza si sinteza enantio- si
regioselectiva a unei mari varietati de esteri naturali si sintetici. Lipazele pot actiona
aleatoriu asupra moleculei de triacilglicerol, sau pot prezenta specificitate de pozitie.
Lipazele nespecifice care catalizeaza reactii la toate pozitiile din triacilgliceroli sunt
de o valoare limitatda. Pe de alta parte, lipazele regiospecifice, de exemplu lipazele
1,3-specifice, ofera cel mai mare potential in aplicatiile industriale, cum ar fi
obtinerea lipidelor structurate cu proprietati functionale unice. Lipazele
regiospecifice au un mare potential in industria chimica, farmaceutica, medicala,
cosmetica si in pielarie. A existat un interes crescut in utilizarea enzimelor, in special
a lipazelor, ca si catalizatori chirali pentru reactii hidrolitice sau sintetice. Potentiale
noi utilizari includ procesarea organica a compusilor de puritate optica utilizati ca
adjuvanti pentru digestie si pentru sinteza de arome si odoranti. De asemenea,
enantioselectivitatea lipazelor poate fi exploatatd pentru biosinteza unei mari
varietati de compusi chirali. De exemplu, Patel si colaboratorii au folosit lipaze
pentru a sintetiza intermediari farmaceutici chirali pentru tratarea cancerului,
precum si alti agenti chemoterapeutici. Lipazele s-au dovedit a fi foarte utile si
pentru modificarea sau obtinerea grasimilor. De exemplu, continutul in acid A-
linoleic a uleiului din planta limba mielului (Borago officinalis) poate fi imbogatit
folosind o reactie catalizata de lipaze, pe cand un echivalent al untului de cacao
poate fi sintetizat prin interesterificarea fractiunii mijlocii a uleiului de palmier
catalizata de lipaze. Lipazele folosite in industria alimentara au fost utilizate n
sinteza derivatilor de aminoacizi. Potentialele aplicatii industriale ca cele descrise
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anterior au crescut cerintele pentru acest tip de biocatalizator, inclusiv pentru
lipazele obtinute din microorganisme [44].

Pe langa selectivitatea ridicata si gama variata de substraturi, un alt avantaj
important il constituie faptul ca acestea actioneaza eficient asupra substraturilor
insolubile in apa. Lipazele prezinta aceasta proprietate, deoarece substraturile lor
naturale, trigliceridele, sunt insolubile in apa. Lipazele actioneaza la interfata apa-
strat organic si catalizeaza hidroliza la aceasta interfatd. Aceasta legare nu doar
plaseaza lipaza aproape de substrat, dar duce si la cresterea puterii catalitice,
fenomen numit activare la interfata. Majoritatea lipazelor sunt catalizatori slabi in
absenta unei interfete cum ar fi o picatura organica sau un miceliu. Aceasta activare
la interfatd este probabil cauzatd de o modificare conformationala din molecula
lipazei [25].

Producatorii de branzeturi folosesc hidroliza laptelui catalizata de lipaze
pentru a imbunatati aromele, pentru a accelera maturarea branzeturilor si pentru a
fabrica produse derivate din acestea. Producatorii de branzeturi traditionale adauga
extracte din glanda pregastrica de la vitei pentru a conferi arome caracteristice. De
exemplu, extractele din glanda pregastrica de la un vitel confera o aroma untoasa si
usor piperata, pe cand un extract de la miel conferd o aroma caracteristica
puternica. Si microorganismele responsabile de maturarea branzeturilor secreta
lipaze. De exemplu, lipaza din Penicillium roquefortii elibereaza acizi grasi cu lant
scurt si mediu care confera aroma atat direct cat si actiondnd ca precursori pentru
O-lactone si pentru metilcetone. Producatorii moderni de branza pot substitui
extractele din glanda pregastrica si microorganismele cu lipaze comerciale (de
exemplu lipazele din Aspergillus niger sau Rhizomucor miehei). De asemenea,
addugarea lipazelor in laptele de vaca poate da aroma specifica laptelui de capra sau
de oaie. Adaugarea lipazelor in branza urmata de incubarea la temperaturi ridicate
duce la obtinerea unei arome concentrate de branza, ce poate fi folosita la
aromatizarea sosurilor si a altor produse alimentare [25].

Unii detergenti contin lipaze microbiene (de exemplu lipaza din Humicola
lanuginosa) pentru a ajuta la indepartarea petelor de grasime, dar avantajul se
acumuleaza doar dupa spalari multiple. Un singur ciclu de spalare este mult prea
scurt pentru a avea loc hidroliza semnificativa, dar lipaza ramane atasatda de
grasime dupa uscare, iar urmatorul ciclu de spalare indeparteaza aceste grasimi. De
asemenea lipazele pot sa previna redepunerea grasimilor pe materialele textile.
Recent, Novozymes au introdus un nou preparat (LipoPrime™) optimizat prin
inginerie de proteine, care s-a dovedit a fi stabil in timpul procesului de spalare in
prezenta proteazelor, la tarie ionica ridicata, in prezenta inalbitorilor, a apei clorinate
si intr-un domeniu variat de duritate a apei. Mai mult, enzima este activa in
domeniul de temperatura 10-50°C, ceea ce respecta conditiile de spalare din multe
t&ri [25].

Utilizarea lipazelor pentru biotransformari este o piata mult mai redusa,
astfel cd se folosesc adesea lipaze care au fost dezvoltate initial pentru alte
intrebuintari. Doua exceptii sunt lipaza din Rhizomucor miehei, pe care Novozymes a
dezvoltat-o special pentru modificarea lipidelor si lipaza B din Candida antarctica, pe
care Novozymes o produce pentru aplicatii in sinteza organica [25].
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1.3.1. Surse de lipaze

Lipazele (E.C. 3.1.1.3) sunt enzime care fac parte din clasa hidrolazelor,
avand un rol important in metabolismul grasimilor. Ele hidrolizeaza grasimi si uleiuri
cu formare de acizi grasi liberi, gliceride partiale si glicerina [6].

Deoarece lipazele sunt necesare pentru functionarea organismelor vii, ele
sunt omniprezente si pot fi gasite in diverse surse, cum ar fi plante, animale si
microorganisme. Ele se gasesc din abundenta in bacterii, fungi si drojdii [44]. Dintre
acestea, importantd majora prezinta cele de origine microbiana si lipazele
pancreatice [6].

Enzimele lipolitice sunt prezente in regnul vegetal, dar cunostintele despre
lipazele din plante sunt incd limitate comparativ cu cele din mamifere si
microorganisme. Multe dintre lipazele de origine vegetala studiate pana acum s-au
dovedit a fi atasate de membrana celulara si au fost examinate ca atare. Lipazele
din porumb, rapita si seminte de ricin au fost solubilizate si purificate [44].

in cazul mamiferelor pot fi diferentiate trei grupuri de enzime lipolitice:
lipazele eliberate in tractul digestiv de catre organele specializate, lipazele tesutului
si lipazele din lapte. Mai multe tesuturi si organe ale mamiferelor, cum ar fi inima,
creierul, muschii, arterele, rinichii, splina, plamanii, ficatul, tesutul adipos si serul,
contin lipaze [44].

Lipazele extracelulare de origine microbiand sunt de obicei mai stabile
termic decit cele animale si vegetale. In particular, este de asteptat ca lipazele din
termofile sa joace un rol important in procesele industriale, deoarece ele sunt
termostabile si rezistente la denaturarea chimica. In plus, majoritatea lipazelor
disponibile sunt derivate din surse mezofile si prezinta activitate optima la 35-40°C.
Recent, microorganisme ca Geobacillus sp. T1, Bacillus sp. RSJ-1, Bacillus
thermocatenulatus, Bacillus sp. tulpina A30-1, Bacillus sp. tulpina 398, Bacillus sp.,
Pseudomonas cepacia si Pseudomonas sp. au fost raportate ca producatoare de
lipaze termostabile [44].

In Tabelul 1.5 sunt prezentate cele mai utilizate lipaze in cadrul
biotransformarilor [25].

Tabelul 1.5. Lipaze disponibile comercial [25]:

Abreviere Origine Alte denumiri Sursa si
denumire
comerciala
PPL Pancreas porcin Amano, Fuka,
Sigma
CRL Candida rugosa Candida cylindracea  Amano (lipaza AY),

Meito Sangyo
(lipaza MY, lipaza

OF-360)
HLL Humicola lanuginosa Thermomyces Novozymes (TL IM,
lanuginosa SP 524,
Lipolase®)
PcamL Penicillium camembertii  Penicillium cyclopium Amano (lipaza G)
RIL Rhizomucor javanicus Mucor javanicus Amano (lipaza M)
RML Rhizomucor miehei Mucor miehei Amano (MAP),

Novozymes (RM
IM, Lipozyme®),
Fluka
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ROL Rhizopus oryzae R. javanicus,

Amano (lipaza F),

R. delemar, R. niveus Amano (lipaza D),

Amano (lipaza N),
Fluka, Sigma,
Seikagaku Kogyo
Co. (Japonia)

CAL-A Candida antarctica A Novozymes (SP
526)

CAL-B Candida antarctica B Novozymes (SP
525 sau
Novozym435)
Sigma

ANL Aspergillus niger Amano (lipaza A,
AP), Novozymes
(Palatase®)

CLL Candida lipolytica Amano (lipaza L)

ProgL Penicillium roquefortii Amano (lipaza R)

PCL Pseudomonas cepacia Burkholderia cepacia  Amano (P, P-30,
PS, LPL-80, LPL-
200S), Fluka,
Sigma

PCL-AH Pseudomonas cepacia Amano (lipaza AH)

PFL Pseudomonas Amano (lipaza AK),

fluorescens Amano (lipaza YS)

PfragiL Pseudomonas fragi Lipaza B, Wako
Pure Chemical
(Osaka)

CVL Chromobacterium Pseudomonas glumae Sigma, Genzyme,

viscosum Asahi Chemical

Pseudomonas sp.
Alcaligenes sp.

Amano (K-10)
Meito Sangyo
(lipaza QL)

Denumirea lipazelor dupa sursa microbiand poate fi adesea confuza. De
aceea, o clasificare mai exacta tine cont de secventa poteica, care este similara cu

structura tridimensionala a lipazelor [25].

Tabelul 1.6. Clasificare unor lipaze comerciale in functie de similaritatile din

secventa proteica [25]:

Clasificare Caracteristici Exemple

Lipaze de origine mamifera 50 kDa PPL

Lipaze fungice

familia Candida rugosa 60-65 kDa CRL, GCL, CE

familia Rhizomucor 30-35 kDa CAL-B, RML, ROL, HLL
Lipaze bacteriene

familia Pseudomonas 30-35 kDa PCL, PFL, CVL

familia Staphylococcus 40-45 kDa BTL2

Lipazele difera in ceea ce priveste originea si proprietatile lor, ele pot
cataliza atat reactii de hidroliza cat si de sinteza a unei game variate de esteri
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carboxilici. Indiferent de natura lor, ele prezinta activitate specifica ridicata pentru
substraturile de tip gliceridic [30].

1.3.2. Reactii catalizate de lipaze

Lipazele (triacilglicerol acilhidrolaze; EC 3.1.1.3) reprezintd una dintre cele
mai importante clase de enzime hidrolitice, care pot cataliza atdt hidroliza cat si
sinteza esterilor. Ele pot avea sau nu avea specificitate de pozitie pentru legaturile
esterice primare. Hidroliza trigliceridelor catalizata de lipaze poate duce la obtinerea
di- si monogliceridelor, alaturi de glicerina si acizi grasi liberi. La continut redus de
apa sunt favorizate reactiile de esterificare si transesterificare. Lipazele pot cataliza
de asemenea intr-o mare varietate de solventi organici un numar de reactii utile,
cum ar fi esterificari, transesterificari, acildri regioselective ale glicolilor si mentolilor
si sinteze de peptide si alte substante. In tabelul de mai jos sunt prezentate
principalele reactii catalizate de lipaze [44].

Tabelul 1.7. Reactii catalizate de lipaze [44]

Hidroliza

[ (I)I
Rl_C_ORZ + H,0 Rl_C_OH + RQ_OH
Sinteza esterilor

[l [
R—C—OH + R,—OH Rl_C_ORz + H,O
Transesterificare
Alcooliza

[ H, [ H,
R—C—OR, + R;—C -OH R—C—OR; + R,—C -OH
Interesterificare

(I)I (I)I (I)I [l
Acidoliza

i 9 i i

[l

Rl_C_OR2 + R;—C—OH R3_C_OR2 + R—C—OH
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Reactia catalizata in mod natural de lipaze este hidroliza trigliceridelor.
Aceste procese au loc in sisteme emulsionate. Acizii grasi sunt des folositi in
industrie, dar se gasesc doar in cantitati mici in medii naturale. Au fost raportate
studii privind hidroliza uleiurilor de masline, de palmier, a grasimii din lapte si a unor
substraturi cu lant scurt pentru a obtine acizi grasi. Esterificarea este procesul invers
hidrolizei, unde echilibrul intre reactia directd si cea inversa este controlat prin
continutul de apa al amestecului de reactie. La un continut scazut de apa in sistem
lipazele actioneaza eficient si catalizeaza reactiile inverse, inclusiv esterificari intre
acizii grasi si un alcool. In aceste sisteme de reactie se poate adduga si un solvent
organic care sa solubilizeze componentele reactiei de esterificare. Pentru a deplasa
echilibrul de reactie in sensul sintezei esterului, apa trebuie eliminatda din sistem.
Esterificarea catalizata de lipaze pare a fi o alternativa favorabila pentru sintezele
chimice clasice. Mai mult, sinteza esterilor poate avea loc la temperatura si presiune
ambianta si pH neutru, in reactoare operate fie in sarje fie in sistem continuu.
Produsele obtinute astfel sunt mult mai pure decat cele obtinute prin metode
chimice, deoarece catalizatorii chimici clasici au tendinta de a fi nespecifici si astfel
genereaza mai multi produsi secundari. Prin urmare, utilizarea lipazelor pentru a
cataliza reactii de esterificare elimina necesitatea unor procese complexe de
separare si astfel costurile totale ale procesului vor fi reduse. Cu toate acestea,
dezavantajele utilizarii in particular a lipazelor si in mod general a biocatalizatorilor
comparativ cu catalizatorii chimici clasici sunt stabilitatea relativ scazuta a enzimelor
in stare nativa si costul lor ridicat [44].

Aplicatii ale lipazelor

Lipazele formeazd un grup important de enzime valoroase pentru
biotehnologie, mai ales datorita versatilitatii proprietatilor si usurintei de a fi produse
industrial. Enzimele au o importantd comerciala datoritd specificitatii de substrat
variate, a posibilitatii de a actiona in conditii blande, stabilitatii in solventi organici
si cantitatilor mai reduse de deseuri rezultate in urma folosirii lor. Caracteristica
remarcabild a lipazelor este afinitatea lor pentru interfata apa-ulei. In cazul hidrolizei
enzimatice a trigliceridelor, este cunoscut faptul ca lipazele, pe langa regio- si/sau
stereoselectivitate, sunt selective in ceea ce priveste lungimea lanturilor si pozitiile
dublelor legaturi pe gruparile acil.

Lipazele, in special cele de origine microbiana, au un mare potential in
aplicatii comerciale, cum ar fi obtinerea de aditivi alimentari (pentru modificarea
aromei), substante chimice fine (sinteza esterilor), in detergenti (hidroliza
grasimilor), la tratarea apelor reziduale (descompunerea si indepartarea
substantelor uleioase), in produse cosmetice (indepartarea lipidelor), produse
farmaceutice (digestia uleiului si a grasimilor din alimente), in pieldrie (indepartarea
lipidelor din pieile animalelor) si produse medicale (determinarea trigliceridelor din
paine). Lipazele pot fi folosite pentru a accelera degradarea reziduurilor grase si
poliuretanilor [44].

Detergenti

Cea mai importantd aplicatie comerciala a lipazelor hidrolitice este utilizarea
lor in detergentii de rufe, cu aproape 32% din totalul vanzarii de lipaze.
Termostabilitatea si abilitatea de a raméane active in mediul alcalin sunt necesare
pentru ca lipazele sa poata fi folosite in aceasta industrie. Lipazele au aplicatii
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promitatoare ca aditivi in detergentii industriali si cei de uz casnic datorita
proprietatii de a hidroliza grasimile. Pentru detergenti, lipazele sunt selectate pentru
a indeplini urmatoarele cerinte:

» Specificitate de substrat scazuta, de exemplu capacitatea de a hidroliza

grasimi de compozitii variate

» Abilitatea de a rezista in conditii de spalare relativ dure (pH 10-11, 30-

60°C)

e Capacitatea de a rezista surfactantilor si enzimelor proteolitice, care

sunt ingrediente importante in multi detergenti [44].

Novo Nordisk a intordus in 1994 prima lipaza recombinatda comerciala
~Lipolase”, care provine din fungul Thermomyces lanuginosus, exprimata fin
Aspergillus oryzae. In anul urmator au fost introduse doua lipaze bacteriene-
~Lumafast” din Pseudomonas mendocina si ,Lipomax” din P. alcaligenes- de catre
Genencor International. Gerritse si colaboratorii au raportat o lipaza alcalina produsa
de P. alcaligenes M-1, care era foarte potrivita pentru a indeparta petele grase [44].

Industria alimentara

Lipazele prezinta caracteristici unice, cum ar fi specificitate de substrat,
stereospecificitate, regioselectivitate si posibilitatea de a cataliza reactii heterogene
la interfetele formate din apa si sisteme solubile sau insolubile. Esterii obtinuti au
aplicatii in industria alimentara ca si constituenti de gust si aroma. Pozitia acidului
gras in structura gliceridei, lungimea lantului acidului gras si gradul sdu de
nesaturare sunt importante pentru proprietatile fizice si senzoriale ale unei
trigliceride cu valori nutritionale si senzoriale dorite. In industria lactatelor si a
produselor de cofetarie, lipazele sunt folosite pentru a hidroliza grasimea din lapte
cu obtinerea de produse lactate, in special branzeturi cu arome specifice ca rezultat
a acizilor grasi cu diferite lungimi ale lantului hidrocarbonat. In plus, lipazele sunt
folosite si pentru dezvoltarea de arome specifice in produse de panificatie si in
bauturi [44].

Formulele pentru sugari reprezinta o buna alternativa a aldptarii si tind sa
imite laptele matern cat mai exact. Grasimea reprezinta principala sursa de energie
in laptele matern si furnizeaza lipidele necesare constructiei membranelor celulare.
Grasimea prezenta in majoritatea formularilor provine din surse vegetale si de obicei
are un acid gras nesaturat in structura trigliceridei. Modificarea trigliceridelor cu
ajutorul lipazelor (pentru a creste proportia de acid palmitic) duce la obtinerea unei
grasimi cu o capacitate de absorbtie imbunatatita. Betapol™ (Loders Croklaan) a
fost primul produs comercial obtinut prin tratarea tripalmitinei cu acizi grasi
nesaturati prin cataliza cu o lipaza 1,3-specifica.

O altd posibilitate de utilizare a lipazelor o constituie obtinerea grasimilor cu
continut caloric redus. In prezent, consumatorii sunt mult mai informati in legatura
cu calitatea nutritionald a alimentelor, continutul energetic si cu efectul pe termen
lung al alimentatiei asupra sanatdtii. Cu toate cd grasimile au un continut caloric
ridicat, gustul lor bun si finetea texturii le face greu de eliminat din dietd. In prezent
sunt disponibile grasimile cu continut caloric redus. Akoh si Yee au produs o lipida
slab calorica prin interesterificarea tristearinei (C18:0) fie cu tricaprina (C10:0), fie
cu tricaprilind (C8:0) prin biocatalizd cu o lipaza imobilizata. Grupul lui Kanjilal a
realizat interesterificarea uleiului de floarea-soarelui prin cataliza cu lipaze si au
incorporat acid behenic. Uleiul rezultat, Bohenin, produs de Fuji Qil, este o
triglicerida comerciala cu continut de acid behenic si oleic si are un valoare calorica
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de 5,36 cal/g. Acest produs comercial are un gust similar cu uleiul de floarea
soarelui [45].

Industria farmaceutica

Biocataliza ofera o serie de avantaje comparativ cu sinteza chimica, astfel ca
se justificd cererea crescutd de enzime. Abilitatea lipazelor de a cataliza
transformarea unui amestec racemic la un singur enantiomer este exploatata intens
in industria farmaceutica, deoarece un singur enantiomer al unui medicament
poseda activitate terapeutica, pe cand celdlalt este inactiv sau chiar toxic. O serie de
compusi cu actiune antiinflamatoare (ibuprofen, naproxen), antitumorald (Taxol®,
spergualin) si antihipertensiva (captopril) pot fi sintetizati cu ajutorul lipazelor [45].

O altd aplicatie interesanta si foarte importanta consta in obtinerea unor
substante cu activitate biologica imbunatatita prin modificarea unor compusi naturali
care deja poseda proprietati terapeutice. Un astfel de exemplu il constituie obtinerea
unor esteri ai acidului betulinic prin biocataliza cu lipaze. Pentru aceasta a fost
utilizata lipaza din Candida antarctica B nativa si imobilizata (preparatul comercial
Novozym 435) [46, 47, 48].

Industria celulozei si a hartiei

Lipazele sunt folosite impreuna cu celulaze si ligninaze in timpul procesului
de fabricare a hartiei. Tratarea celulozei cu lipaze conduce la o imbunatatire
considerabila a productivitatii si la o calitate ridicatd, cu necesitate mai redusa de
curatare a cilindrilor de uscare. Lipazele sunt folosite pentru a indeparta smoala
(componente hidrofobe ale lemnului) din celuloza in timpul procesului de fabricare a
hartiei. Nippon Paper Industries din Japonia a dezvoltat o metoda care foloseste o
lipaza fungica din Candida rugosa pentru a hidroliza pana la 90% din trigliceride
[44].

Biodiesel

Biodieselul (esteri metilici/etilici ai acizilor grasi), rezultd prin
transesterificarea grasimilor si uleiurilor. Principalul avantaj al acestui combustibil 1l
constituie biodegradabilitatea si faptul ca provoaca mult mai putine emisii poluante
comparativ cu cei clasici [49].

Transesterificarea folosind lipaze a devenit atractiva pentru producerea
biodieselului, deoarece glicerina obtinuta ca produs secundar poate fi recuperata
usor si purificarea esterilor metilici este simplda. Costul de productie este redus
semnificativ prin utilizarea celulelor intregi ca biocatalizatori imobilizati in particule
de suport din biomasa, deoarece astfel nu este necesar procesul de purificare [44].

Obtinerea biodieselului se poate realiza prin diferite moduri: prin cataliza
omogend acida sau bazicd, prin catalizd solidd sau cu ajutorul catalizatorilor de
natura enzimatica. Aceasta din urma este o varianta intens studiata deoarece sunt
eliminate problemele generate de recuperarea si tratarea produsilor secundari [49].
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Rafinarea petrolului

Fosfolipaza A, (secretata de Pyrococcus horikoshii) a fost folosita pentru
rafinarea petrolului. Enzima a reactionat optim la 95°C si pH 7,0. Fosfolipaza A, este
un degumant mai bun pentru rafindriile de petrol, deoarece reduce problemele
referitoare la tratarea apelor reziduale si costurile de functionare. Este de asteptat
ca lipazele termofile sa joace un rol tot mai important in procesele industriale
deoarece ele sunt stabile termic si sunt rezistente la denaturarea chimica [44].

Alte aplicatii

Esterii cu lant carboxilic lung si compusi alcoolici (ceruri), produsi ai
reactiilor catalizate de lipaze, sunt folositi ca lubrifianti si aditivi in industria
produselor cosmetice. Lipazele sunt inzestrate cu o specificitate de substrat ce
depdseste orice alte enzime cunoscute. Prin urmare, poate fi prevazutd in viitor o
crestere rapida a utilizarii industriale a lipazelor. In prezent, ele au fost folosite la
hidroliza lipidelor cu obtinerea de acizi grasi si glicerol pentru producerea sapunului.
Pe parcursul procesarii pieilor brute si prelucrate, indepartarea grasimilor reziduale
si a reziduurilor din proteine din piele si par este realizata prin procese enzimatice in
locul celor chimice. Pe langa aceasta, lipazele sunt utilizate in namolul activ si alte
deseuri din procesele aerobe pentru a indeparta straturile subtiri de grasime de la
suprafata rezervoarelor aerate, pentru a permite transportul de oxigen. Lipazele
sunt folosite de asemenea si pentru sinteza esterilor glicozidici, care sunt greu de
obtinut prin metode chimice traditionale. Acesti compusi au proprietati de surfactant
si pot fi o alternativa atractiva la diferite produse existente, cu utilizari de la
cosmetice panad la detergenti de uz casnic, degresarea industriald a metalelor,
electronicelor si pielii. Aceste chimicale ,verzi” sunt mai sigure pentru utilizator si
sunt mai acceptabile pentru mediul inconjurator datoritd biodegradarii rapide si
toxicitatii scazute. Lipazele sunt folosite de asemenea si pentru obtinerea compusilor
farmaceutici, a cosmeticelor, agrochimicalelor si substantelor pentru diagnostic
medical. Lipazele catalizeaza reactii enantioselective de sinteza a produselor
farmaceutice, deoarece chiralitatea determind efectele inhibitorii ale agentilor
antitumorali si antibacterieni. In plus, sunt folosite pentru a obtine (S)-inandofan
pur, un nou ierbicid folosit impotriva buruienilor din cdmpurile de orez. Alte aplicatii
includ eliminarea impuritatilor non-celulozice din bumbacul brut inaintea procesarii
ulterioare cu vopsele si indepdrtarea grasimii subcutanate in industria pielariei.

In viitor, cererea pentru lipaze va fi tot mai mare. Capacitatea lipazelor de a
functiona la un continut redus de apa va extinde in continuare potentialul lor pentru
aplicatiile practice [44].
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1.4. Imobilizarea enzimelor

1.4.1. Necesitatea imobilizarii

Enzimele sunt biocatalizatori excelenti care actioneaza in conditii de reactie
blande (temperatura, presiune, pH) si care poseda specificitate mare de substrat si
de reactie, caracteristici biotehnologice importante, care au ca rezultat obtinerea
produsului dorit fara contaminarea cu produsi secundari [50]. Din aceste motive,
acestea se utilizeaza in multe procese biotehnologice, printre care: industria
alimentard, in medicina si in industria farmaceutica, in aplicatii analitice, in industria
cosmetica, in industria textila si in multe alte noi aplicatii [51].

Pentru a usura aplicarea enzimelor in procesele biotehnologice, au fost
implementate o serie de metode de reducere a costurilor, tehnicile de imobilizare
fiind una dintre acestea. Mai mult, aplicarea enzimelor are si alte limitari, cum ar fi
stabilitatea scazuta, sensibilitatea la conditiile de proces sau tendinta de inhibare de
catre concentratiile crescute ale componentelor reactiei. Imbunatatirea acestor
caracteristici este o provocare pentru cercetarea biotehnologicd moderna si unele
dintre aceste probleme si-au gasit rezolvarea tocmai in procesele de imobilizare
specifice [51].

O moleculda sau o celula este numita imobilizata daca mobilitatea sa in
spatiul de reactie este restrictionatd in mod artificial. De-a lungul anilor au fost
dezvoltate multe protocoale de imobilizare [51]. Imobilizarea enzimelor permite in
primul rand reutilizarea sau utilizarea n sistem continuu a biocatalizatorilor si de
asemenea simplifica foarte mult manipularea acestora si controlul procesului de
reactie. Separarea enzimei din amestecul de reactie este mult mai usoara si este
minimizata contaminarea cu proteind a produsului final. Impreuna cu biologia
moleculara si cu ingineria proteinelor, imobilizarea reprezintd o metoda alternativa
pentru a imbundtati caracteristicile naturale ale enzimelor: stabilitatea, activitatea,
specificitatea sau selectivitatea. Cu toate acestea, sunt posibile diferite combinatii
ale abordarilor mentionate mai sus, de exemplu imobilizarea enzimelor modificate
corespunzator, sau modificarea (fizica sau chimica) a enzimelor imobilizate anterior.
De asemenea prin proiectarea precisa a proceselor de imobilizare pot fi evitate
inhibarea nedorita a enzimei de catre componentele reactiei prin agregare,
adsorbtie, disociere, sau prin autoliza sau proteoliza [51].

Principalul scop al imobilizarii enzimelor il constituie reutilizarea industriala a
acestora in cicluri de reactie succesive. In ciuda proprietdtilor catalitice excelente,
enzimele prezinta si o serie de alte caracteristici care nu sunt foarte potrivite pentru
utilizarea lor in industria chimica: stabilitate scazuta, inhibare cauzata de
concentratii crescute de substrat si produs, activitate si selectivitate scazute pentru
substraturi sintetice in conditii neconventionale, etc. Posibilitatea de a minimiza
aceste calitati nefavorabile prin protocoale de imobilizare cadt mai simple este un
obiectiv important. Existd o multitudine de metode de imobilizare, dar foarte putine
sunt simple si/sau capabile sa imbunatateasca proprietatile enzimelor. Este nevoie
in continuare de noi strategii pentru imobilizare pentru a obtine o implementare
masiva a enzimelor ca si catalizatori ai unor procese chimice complexe [52].

Datorita proprietatilor functionale excelente (activitate, selectivitate si
specificitate), enzimele sunt capabile sd catalizeze cele mai complexe procese
chimice in conditii experimentale benigne. Enzimele sunt capabile sa catalizeze in
conditii foarte blande modificari foarte rapide a unei grupe functionale unice (dintre
cateva grupari similare) existenta intr-un singur substrat, in prezenta unor molecule
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similare. Din acest motiv ele pot fi catalizatori idustriali excelenti intr-un numar
mare de domenii din industria chimica, de exemplu sinteza find, chimie alimentara si
analiza [52].

Atat din motive tehnice cat si economice, majoritatea proceselor chimice
catalizate de enzime necesita reutilizarea sau utilizarea continua a biocatalizatorului
pe o duratd extinsd de timp. Din acest punct de vedere, imobilizarea poate fi
definita ca orice procedeu capabil sa permita reutilizarea sau folosirea continua a
enzimei. Din aceastd perspectivd industriald, simplitatea si costul sunt
caracteristicile cele mai importante ale tehnicilor de imobilizare. Pe de alta parte, o
reutilizare industriala pe termen lung a enzimelor imobilizate necesitd biocatalizatori
foarte stabili, care au proprietdti functionale potrivite pentru o reactie data
(activitate sau selectivitate) [52]. .

Au existat trei etape in dezvoltarea biocatalizatorilor imobilizati. Intr-o prima
etapa, la inceputul secolului 19, microorganismele imobilizate erau folosite industrial
intr-un mod empiric. Este cazul atat productiei microbiene de otet (lasand sa treaca
solutii cu continut de alcool peste scoarta de lemn pe care cresc bacterii) cat si
dezvoltarea unor filtre pentru purificarea apelor reziduale [52].

Istoria moderna a imobilizarii de enzime dateaza de la sfarsitul anilor 1940,
dar mare parte din munca de la inceput a fost ignorata de catre biochimisti din
cauza ca a fost publicata in reviste cu alt specific. Baza tehnologiilor actuale a fost
dezvoltatd in anii 1960, cand a fost nregistratd o crestere exploziva a publicatiilor.

In a doua etapa au fost utilizate doar enzime imobilizate, dar in anii 1970 au
fost dezvoltate sisteme mai complexe, inclusiv reactii catalizate de doua enzime cu
regenerarea co-factorului si celule vii. Ca exemplu se poate mentiona obtinerea
L-aminoacizilor din a-cetoacizi prin aminare reductiva stereoselectiva cu L-aminoacid
dehidrogenaza [52].

Componentele majore ale unei enzime imobilizate sunt enzima, matricea si
modul de legare a enzimei de matrice [52].

Tabelul 1.8. Factorii care influenteaza performanta enzimelor imobilizate

Factori Implicatii ale imobilizarii

Partitie hidrofoba

Micromediul suportului
Legarea multipunct a suportului

Gruparea distantatoare dintre enzima si
suport (spacer)
Constrangeri de difuzie

Prezenta substraturilor sau a inhibitorilor
Post-tratamente fizice

Moduri de legare diferite

Structura fizica a suportului (ex:
marimea porilor)

Natura fizica a suportului

Cresterea vitezei de reactie in cazul
substraturilor hidrofobe

Natura hidrofoba stabilizeaza enzimele
Imbunatatirea stabilitatii termice a
enzimelor

Previne inactivarea enzimelor

Activitatea enzimatica scade si
stabilitatea creste

Retentie crescutd a activitatii
Imbunatatirea performantelor enzimelor
Pot fi afectate activitatea si stabilitatea
De multe ori retentia activitatii a fost
dependenta de marimea porilor
Suporturile cu pori mari diminueaza
limitarile de difuzie, ducand la o retentie
crescutd a activitatii
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1.4.2. Alegerea suportului

Caracteristicile matricii sunt de importanta majora in determinarea
performantelor sistemului de enzima imobilizata. Proprietatile ideale ale suportului
includ rezistenta fizica la compresie, hidrofilicitate, biocompatibilitate, rezistenta la
atac microbian, disponibilitate si pret scazut [52].

Suporturile pot fi clasificate ca anorganice si organice, in concordanta cu
structura lor chimica. Suporturile organice pot fi clasificate la randul lor in polimeri
naturali si sintetici [52].

Caracteristicile fizice ale matricii (diametrul particulelor, comportamentul la
gonflare, taria mecanica si comportamentul la compresie) sunt de importanta
majord pentru performantele sistemelor imobilizate si vor determina tipul de reactor
folosit in conditiile tehnice. In particular, parametrii porilor si marimea particulelor
determina suprafata totald si astfel pot afecta critic capacitatea de legare a
enzimelor [52].

Materiale folosite la obtinerea suporturilor pentru imobilizare
Polimeri naturali

Alginatul

Alginatul derivat din peretii celulari ai algelor maro sunt saruri cu calciul,
magneziul si sodiul ale acidului alginic si au fost utilizate intens la imobilizare sub
forma de margele de xantan-alginat, geluri de alginat-poliacrilamida si margele de
alginat de calciu, avand ca efect cresterea activitatii enzimatice si a reutilizarii.
Inretelarea alginatului cu ioni bivalenti (Ca?*) si cu glutaraldehidd imbunétiteste
stabilitatea enzimelor [53, 54]. Enzimele pot fi imobilizate prin entrapare sau prin
legare la suprafata gelului dupa activarea acestuia cu carbodiimida (HN=C=NH) sau
hidrazina (H,N-NH,). Alginatii sunt stabili in domeniul de pH 5-10. Acizii concentrati
si temperaturile inalte provoacd insa decarboxilarea lor. De asemenea se pot
degrada oxidativ [6].

Chitosanul si chitina

Polimerii naturali, cum ar fi chitina si chitosanul, au fost folositi ca suporturi
de imobilizare [53, 55-57]. Resturile proteice sau carbohidrat ale enzimelor sunt
folosite pentru legarea de chitosan [58]. Chitosanul a fost folosit in combinatie cu
alginatul in cazul in care enzimele acoperite cu chitosan au prezentat mai putine
scurgeri comparativ cu alginatul datorita interactiunilor fizice si ionice dintre enzima
si suport [59]. In mod similar, un compozit umed de chitosan si argild s-a dovedit a
fi mai de incredere pentru entraparea enzimelor, deoarece are grupe hidroxil si
amino care se leaga usor de enzime, impreuna cu o hidrofilicitate buna si porozitate
ridicatd. Chitosanul sub forma de bile poate entrapa cantitati duble de enzima [60].

BUPT



52  Studiu documentar - 1

Colagenul

Fiind un polimer natural, colagenul a fost folosit pentru imobilizarea tanazei
utilizdnd glutaraldehida ca agent de finretelare [61]. Fibrele Fe3*-colagen s-au
dovedit a fi matrici excelente pentru imobilizarea catalazei prin retinerea
semnificativa a activitatii chiar si dupa 26 cicluri de reutilizare [53]. Este proteina
cea mai abundenta la vertebratele superioare. Printre avantajele utilizarii sale se
numara hidrofilicitatea, care faciliteaza accesul enzimei la locurile de legare. Legarea
enzimelor de suporturile de colagen se poate face prin adsorbtie fizica, complexare
chimicd, entrapare si legare covalenta. Colagenul poate fi reticulat la nevoie,
rezultand suporturi cu rezistenta mecanica mai mare si porozitate controlata [6].

Caragenanul

Caragenanul, o polizaharida linara sulfonata, a fost folosit in mod constant
pentru imobilizarea unei varietdati de enzime, (cum ar fi lipazele) in scopul
fmbunatatirii stabilitatii [62]. Acest suport este pseudoplastic in natura, ceea ce il
ajuta sa se subtieze sub actiunea unor forte de forfecare si sa-si recupereze
vascozitatea odata ce fortele inceteaza. Jegannathan si colaboratorii au obtinut o
eficienta a incapsularii de 42,6% prin metoda de co-extrudare folosind acelasi
suport pentru producerea biodieselului [63]. Caragenanul s-a raportat a fi un suport
ieftin si durabil, cu o mai buna capacitate de entrapare a galactozidazei [64, 65].

Gelatina

Gelatina este un material hidrocoloid, cu continut ridicat de aminoacizi care
poate absorbi pana la de 10 ori greutatea sa in apa. Perioada sa de valabilitate
indefinitd a atras atentia pentru folosirea la imobilizarea enzimelor. A fost folosita in
amestec cu poliacrilamida, unde inretelarea cu acetat cromic (III) s-a dovedit a fi
mai eficienta decat cea cu sulfat de crom (III) si cu sulfat de potasiu si crom (III)
[66]. Alginatul de calciu formeaza cu gelatina un bun sablon pentru depunerea
fosfatului de calciu pentru imobilizarea enzimelor, iar gelatina in combinatie cu filme
de poliesteri a dus la o eficienta a incarcarii de 75% comparativ cu studii anterioare
care au aratat obtinerea unei eficiente de 50% [67, 68].

Celuloza

Cel mai abundent polimer natural a fost intens folosit pentru imobilizarea
lacazei fungice, a penicilin G acilazei, glucamilazei, a-amilazei, tirozinazei, lipazei si
B-galactozidazei [69-75]. Suporturile celulozice modificate cu dietilaminoetil (DEAE)
au o durata de depozitare mai lunga [69]. Nanoparticulele de magnetita acoperite
cu celuloza au fost folosite pentru degradarea amidonului, unde legarea a-amilazei
de nanoparticule de magnetita acoperite cu dialdehid-celuloza a avut ca efect
formarea unui nou sistem de degradare a amidonului [72]. Imobilizarea cu filme de
celuloza-lichide ionice activate cu glutaraldehida au dus la o mai buna formabilitate
si flexibilitate [75].
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Amidonul

Alcatuit din amilaza liniara si unitati ramificate de amilopectina, amidonul a
fost folosit la imobilizarea enzimelor. Suporturi hibride alginat de calciu-amidon au
fost utilizate la imobilizarea la suprafata si la entraparea peroxidazei din dovlecelul
amar. Enzima entrapata a fost mai stabild in prezenta agentilor denaturanti, cum ar
fi urea, datoritéa resturilor carbohidrat interne, pe cand enzima imobilizatd la
suprafata a prezentat o activitate superioara [76].

Pectina

Aceasta heteropolizaharida structurald, impreuna cu 0,2-0,7% glicerol,
actioneaza ca plastifiant pentru a reduce friabilitatea suportului si a fost utilizata
pentru imobilizarea papainei si pentru dezvoltarea unor noi materiale pentru
tratarea ranilor pielii. Suporturile de tip pectina-chitina si pectina-alginat de calciu
au Tmbunatatit stabilitatea termica, rezistenta la denaturare si proprietatile catalitice
ale enzimelor entrapate datorita formarii unor complecsi polielectrolitici foarte stabili
intre enzima si suportul acoperit cu pectina [77, 78].

Sepharoza

Sepharoza-4B activata cu CNBr a fost folosita la imobilizarea amilazei si
glucoamilazei datorita porozitatii si usurintei de adsorbtie a macromoleculelor.
Modificarile ulterioare ale matricei, cum ar fi Sepharoza alchilata cu legare
multipunct intre grupele hidrofobe ale enzimei si resturile alchil ale suportului, joaca
un rol important in retinerea proprietatilor catalitice la valori extreme ale pH-ului,
concentratii ridicate de saruri si temperaturi inalte [79].

Polimeri sintetici

Rasinile/polimerii schimbatori de ioni sunt suporturi insolubile, cu suprafata
poroasa pentru prinderea enzimei. Amberlite si DEAE celuloza, matrici regenerabile
cu suprafata specificd mare, au fost folosite la imobilizarea o-amilazei [80]. In
timpul imobilizarii peroxidazei din ridiche, glutaraldehida si polietilenglicolul
actioneaza ca aditivi si previn atacul radicalilor liberi [81]. Unii polimeri sintetici
folositi ca suporturi pentru enzime sunt: policlorura de vinil care previne inactivarea
termica a ciclodextrin glucoziltransferazei; microparticule de poliuretan derivate de
la alcoolul polivinilic si hexametil diizocianat la raport de 1:3, care au ca efect
incarcare cu enzima si eficienta ridicate; nylonul activat cu glutaraldehida este
folosit la imobilizarea lipazelor si polietilen glicolul activat in UV, cu porozitate
ridicatd, este folosit la tratarea apelor reziduale [82-87].

Materiale anorganice ca suporturi

Zeolitii

Zeolitii, sau sitele moleculare, sunt solide microporoase cristaline cu
structuri bine definite si proprietati selective de forma si sunt intens folosite Ila
adsorbtia moleculara. Zeolitii microporosi s-au dovedit a fi suporturi mai bune
pentru imobilizarea o-chimotripsinei decat cei microporosi dealuminizati datorita
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prezentei mai multor grupe hidroxil care formeaza legaturi de hidrogen puternice cu
enzima [88].

Ceramica

Imobilizarea lipazei din Candida antarctica pe membrane ceramice a aratat
ca acest suport inert poate fi exploatat pentru efectuarea unor reactii hidrolitice si
sintetice prin limitarea feedback-ului de inhibare [89]. Spumele ceramice cu continut
de macro (77 nm) si micropori (45 pum) s-au dovedit a fi eficiente in scaderea vitezei
de difuzie si in cresterea suprafetei specifice [90].

Celite

Celita este pamant de diatomee foarte poros, un material cu bioafinitate, si
a fost folosita pentru imobilizarea lipazei, polifenol oxidazei si a B-galatozidazei,
deoarece este un suport ieftin cu polaritate scazuta si suprafatd de adeziune mare
[91-93]. Ofera rezistenta Tmpotriva valorilor ridicate de pH si temperatura,
impotriva ureei, a detergentilor si solventilor organici [91]. Celita actioneaza ca
aditiv in matricile sol-gel folosite la imobilizarea w-transaminazelor. A fost preferata
datorita inertiei sale chimce si a structurii poroase interconectate [94].

Silicea

Enzimele cum ar fi lignin preoxidaza si peroxidaza din hrean imobilizate pe
silice activata au fost folosite eficient pentru indepartarea cloroligninei din efluentul
rezultat la prelucrarea eucaliptului [95]. a-amilaza imobilizatd pe nanoparticule de
silice Tmbunatateste performantele de curatare ale detergentilor. Acestea au fost
folosite datorita nano-structurii lor cu suprafatd mare, aranjament ordonat si
stabilitate ridicata la forte chimice si mecanice [96]. Modificarea suprafetei silicei
prin aminarea grupelor hidroxil si siloxan reactive si aditia de grupe metil sau
polivinil alcool intareste legaturile dintre enzima si suport [97-99].

Sticla

Sticla a fost utilizatd ca suport pentru imobilizarea a-amilazei [100]. O alta
enzima, nitrit reductaza, a fost imobilizata pe margele de sticla cu pori controlati,
care a servit ca biosenzor pentru monitorizare continua [101]. Ureaza imobilizata pe
electrozi de pH din sticla a format un biosenzor stabil pentru monitorizarea a pana la
52 ug/mL uree in probele de sange [102].

1.4.3. Imobilizarea prin adsorbtie

Enzimele pot fi imobilizate folosind diferite tehnici. In continuare vor fi
prezentate imobilizarea prin adsorbtie si entraparea in matrici sol-gel, tehnici
utilizate la obtinerea biocatalizatorilor studiati in capitolul Contributii originale.

Adsorbtia se realizeaza mai ales prin interactiuni hidrofobe, unde fie suportul
este inmuiat in enzima pentru adsorbtie fizicd, fie enzima este uscatd pe suprafetele
unor electrozi. Enzimele adsorbite sunt protejate de agregare, proteoliza si
interactiuni cu interfete hidrofobe [103]. S-au folosit suporturi ecologice, cum ar fi:
fibre de nuca de cocos cu o buna capacitate de retinere a apei si proprietati de
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schimbator de cationi; celuloza microcristalind cu capacitati de legare ireversibila;
caolin cu retentie ridicatd a enzimei prin acetilare chimica; materiale
micro/mezoporoase cu grupari tiol functionalizate, arie a suprafetei mare idealad
pentru reactii de oxidare si reducere [74, 104-108]. Sitele moleculare silanizate au
fost folosite de asemenea cu succes ca suporturi pentru adsorbtia enzimelor datorita
silanolilor pe peretii porilor care faciliteazd imobilizarea enzimelor prin legaturi de
hidrogen [109]. S-a constatat ca diferite modificari chimice ale suporturilor folosite
in mod curent ar putea ajuta la o imobilizare mai buna. Au fost determinate profilele
de activitate a apei pentru lipazele adsorbite pe granule hidrofobe pe baza de
polipropilend/ accurel EP-100 [110]. Este important ca dimensiuni mai mici ale
particulelor de Accurel au dus la cresterea vitezei de reactie si a raportului
enantiomeric in reactiile biocatalitice [111].

Pentru un control al procesului mai bun si pentru o cresterea eficientei,
lipaza din Yarrowia lipolytica a fost imobilizata pe suport de tip octil-agaroza prin
adsorbtie fizica, avand ca efect randamente mai mari si stabilitate mai buna
comparativ cu lipaza nativa. Aceasta se datoreaza hidrofobicitatii suportului care
creste afinitatea dintre enzima si acesta [112]. Lipaza din Candida rugosa adsorbita
pe poli (3-hidroxibutirat-co-hodroxivalerat) biodegradabil a prezentat activitate
reziduald de 94% dup3 4 ore la 50°C si a fost reutilizatd de 12 ori [113]. Au fost
preferate aceste suporturi pentru cd sunt mai putin dure si cristaline decat
polihidroxibutiratul. 1,4-butandiol diglicidil eterul activat a constituit un suport
potrivit pentru ureaza, ducand la cresterea stabilitatii la pH si la retentia activitatii
catalitice (50%) in conditii uscate [114].

1.4.4. Imobilizarea prin entrapare

Entraparea reprezinta finchiderea enzimei prin legaturi covalente sau
necovalente in interiorul unor geluri sau fibre. S-a obtinut incapsulare eficienta
folosind suporturi hibride alginat-gelatina-calciu care au prevenit pierderea enzimei
si au asigurat stabilitate mecanica ridicatéa [67]. Entraparile in suporturi
nanostructurate au revolutionat domeniul imobilizarii enzimelor cu aplicatiile lor
variate in domeniul chimiei fine, a biomedicinei, biosenzorilor si biocombustibililor
[115-118]. S-a raportat prevenirea friabilitdtii, precum si imbunatatirea eficientei
imobilizarii si activitatii enzimatice a lipazei din Candida rugosa imobilizata n
chitosan. Acest suport s-a dovedit a fi netoxic, biocompatibil si poate fi supus
modificarii chimice cu afinitate ridicata fata de proteina datorita naturii sale hidrofile
[59]. Entraparea in silice mezoporoasa este apreciata datoritd suprafetei specifice
mari, a distributiei uniforme a porilor, modificarii usoare a dimensiunii porilor si
capacitatii de adsorbtie ridicate [119]. Entraparea simultana a lipazei si a unor
nanoparticule de magnetita cu silice biomimeticd a avut ca efect cresterea activitatii
in diferiti aditivi silanici [120]. Matricile sol-gel cu polimeri calixarene
supramoleculari au fost utilizate la entraparea lipazei din Candida rugosa tinand cont
de capacitatea lor de legare selectiva [121]. Lipazele entrapate in caragenan s-au
dovedit a fi termostabile si cu rezistenta ridicata in solventi organici [53, 62, 63].

Imobilizarea enzimelor prin procesul sol-gel implica respectarea mai multor
parametri simultan. In primul rand, metoda trebuie sa poata fi utilizata in solutii
apoase, deoarece astfel este mentinuta functia biologicd a biocatalizatorilor. In al
doilea rand, reactia de polimerizare trebuie sa fie compatibila cu domeniile de pH si
tdrie ionica necesare functiei proteinei (4<pH<10, tarie ionicd cuprinsa intre 0,01 si
1,00M). In al treilea rand, acest proces trebuie sa aiba loc la temperaturi cat mai
apropiate de temperatura camerei astfel incat proteinele sa se gdseasca in

BUPT



56 Studiu documentar - 1

conformatie activd. In al patrulea rand, materialul trebuie si aibd o dimensiune a
porilor suficient de mica pentru a preveni pierderea biomoleculei, dar suficient de
mare pentru a permite accesul cu usurinta al analitilor mici in matrice. In al cincilea
rand, proprietatile materialului ar trebui sa poata fi modificate pentru a permite
ajustarea mediului intern astfel incat sa fie maximizata activitatea biomoleculelor
entrapate. In al saselea rand, trebuie sa fie posibild obtinerea unui material final
care sa fie transparent din punct de vedere optic sau sa prezinte conductivitate
electrica pentru a permite masuratori spectroscopice sau electrochimce. In final,
procesul trebuie sa fie simplu si reproductibil, aplicabil pentru o varietate de
formate, inclusiv sticle, filme subtiri, coloane, fibre, pudre si matrici [122].

Stabilitatea conformationala a proteinelor entrapate

Proteinele entrapate se gasesc in mod normal in porii cu dimensiuni
similare, astfel este important sa se stabileasca daca proteinele entrapate isi mentin
conformatia activa in timpul si dupa imobilizare si daca sunt capabile sa sufere
transformari conformationale odata entrapate [122].

Miscdrile conformationale ale proteinelor entrapate au fost examinate cu
ajutorul masuratorilor de absorbanta, fluorescenta [123], rezonanta Raman [124] si
de relaxare dipolara [125]. Studiile conformationale a diferitor proteine entrapate
(monelind, parvalbumind, oncomoduling, albumina sericd umana si albumina serica
bovind) [126-130] au indicat faptul ca astfel de proteine tind sa retina o conformatie
activa imediat dupa imobilizare, cu toate c3 unele proteine ca mioglobina, pot suferi
modificari substantiale ale conformatiei n timpul imobilizarii [126]. Aceasta
observatie este foarte importantd deoarece in timpul entraparii este prezent etanol
in concentratie de pana la 35% (v/v), compus care poate cauza denaturarea unor
proteine [131]. Maturarea matricii sol-gel poate induce modificari structurale
semnificative in proteinele entrapate, asa au aratat Bright si colab. pentru albumina
sericda umana si bovind [123]. Masuratorile de fluorescenta pentru proteinele
etichetate cu acrilodan au demonstrat deplierea partiala a fractiunii biomoleculei
entrapate pe masura maturarii. Aceste modificari structurale au fost rezultatul
schimbarilor din compozitia solventului intern (datoritd pierderii apei) si
interactiunilor dintre proteind si silice, care conduc la transformari nedorite n
conformatia proteinei [122].

Un alt aspect intens studiat al proteinelor entrapate este stabilitatea
conformationald in prezenta agentilor denaturanti. Studiile de denaturare au indicat
faptul ca entraparea proteinelor duce adesea la nevoia de temperaturi mai mari sau
nivele de denaturanti mai ridicate pentru a realiza deplierea biomoleculelor [127,
128, 132]. De asemenea, entraparea poate stabiliza proteinele impotriva altor forte
denaturante. De exemplu, in cazul catalazei, matricea de silice stabilizeaza enzima
imobilizata Tmpotriva unor concentratii mai ridicate de metanol [133]. Oxidarea
peroxidazei din hrean sau a mioglobinei de cdtre peroxid poate fi minimizata prin
imobilizarea intr-o matrice de silice [134]. Imbunatatirea stabilitatii proteinelor
entrapate poate fi legatd de un proces de ,izolare molecularad”, in care proteina este
restrictionata n posibilitatea sa de a suferi modificari conformationale, si astfel
necesita o energie mai ridicata Tnainte de depliere [128, 135]. Cu toate acestea,
studii recente sugereaza ca stabilitatea termica ridicata poate fi trecatoare [136], si
ca maturarea continuad a matricii poate avea ca efect denaturarea lentd a proteinei si
pierderea integritatii conformationale. Aceste studii au indicat de asemenea ca
deplierea proteinelor entrapate este ireversibila in majoritatea cazurilor, mai ales
datorita adsorbtiei proteinei depliate la interfata solvent-silice [122].
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Accesibilitatea proteinelor entrapate

Dezvoltarea unor dispozitive bioanalitice sensibile, rapide si robuste utilizdnd
proteine imobilizate necesita ca analitii externi sa poatd ajunge in interiorul matricii
sol-gel pentru a se lega de biomolecula entrapata. In unele cazuri, o parte din
proteina este entrapata in pori care sunt complet accesibili analitului, o parte in pori
care sunt partial accesibili, pe cand cantitatea ramasa este , sechestrata” in pori care
sunt complet inaccesibili. Aceasta accesibilitate a analitului la proteina entrapata
este determinata mai ales de marimea porilor si de electrostatica materialului, care
poate fi modificata prin diferite metode, cum ar fi schimbarea precursorilor, a
conditiilor de sinteza, a raportului molar silani:solvent, a conditiilor de maturare etc
[122].

Functionarea proteinelor entrapate

Probabil ca cea mai importantd problema in ceea ce priveste proteinele
entrapate este daca si in ce masura ele raman functionale. Functionarea unei
biomolecule entrapate depinde de o serie de factori, inclusiv amplasarea proteinei
(in legatura cu accesibilitatea proteinei), structura acesteia (activa vs. depliata) si
incarcarea si polaritatea mediului local, care poate afecta proprietatile de legare ale
enzimei (constanta catalitica, eficienta cataliticd sau constanta Michaelis-Menten).
Concentratia enzimei entrapate are de asemenea un efect intens asupra functionarii
proteinei, deoarece s-a observat cd o crestere a concentratiei unor enzime
imobilizate poate avea ca efect o scadere pronuntatd a activitatii specifice, asa cum
este n cazul colinesterazei, care formeaza agregate la concentratii ridicate [137].
Mai mult, este important sa se tina cont de faptul ca insasi matricea de silice poate
cataliza unele reactii si trebuie tinut cont de acest lucru la masurarea activitatii
biocatalizatorilor imobilizati [138].

Functionarea proteinelor entrapate, a transportului anticorpilor si a
proteinelor regulatoare a fost demonstrata folosind o varietate de metode, inclusiv
masurarea activitdtii enzimatice prin tehnici electrochimice si spectrofotometrice,
masurarea modificarilor de absorbanta care insotesc legarea liganzilor de proteinele
hemului (mioglobina, citocromul c) sau utilizarea metodelor de fluorescenta. In
general, enzimele entrapate in matrici de sol-gel prezinta cinetica de tip Michaelis-
Menten la fel ca in cazul enzimei in solutie. Cu toate acestea, valorile constantei
Michaelis-Menten sunt mai ridicate si valorile constantei catalitice scad in urma
imobilizarii, ceea ce indica o legare mai slaba si o cinetica a reactiei mai lenta.
Aceasta se datoreste unor factori cum ar fi vascozitatea ridicatd si faptul ca matricile
cu alcoxisilani derivati sunt incarcate negativ la pH fiziologic, ceea ce poate avea ca
efect o cinetica complexa atunci cand sunt implicati analiti cu sarcind partiala [139].
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1.4.5. Entraparea in sol-gel

Sinteza biomoleculelor imobilizate cu ajutorul tehnicii de tip sol-gel necesita
respectarea simultana a mai multor parametri. In primul rand, metoda trebuie sa fie
aplicabila solutiilor apoase, deoarece acestea sunt necesare in general pentru
mentinerea functiei biologice a biomoleculelor. In al doilea rand, reactia de
polimerizare trebuie sa fie compatibilid cu domeniile de pH si tarie ionica necesare
functionarii proteinelor (pH intre 4-10, tarie ionica intre 0,01-1,00 M). De
asemenea, procesul trebuie sa se desfasoare aproximativ la temperatura camerei,
pentru a fi posibila mentinerea proteinelor in conformatia lor nativa. Porii rezultati
trebuie sa prezinte dimensiuni suficient de reduse pentru a preveni pierderea
biomoleculelor din structura, dar suficient de mari pentru a permite accesul in
matrice a unor compusi mai mici. Nu in ultimul rand, sinteza materialului trebuie sa
fie usoara, reproductibilda si cu aplicabilitate pentru diferite forme (sticle, filme
subtiri, coloane, fibre, pudre etc.) [122].

Obtinerea biocatalizatorilor entrapati in matrici de tip sol-gel incepe cu
hidroliza completa a precursorilor, cu formarea unui sol apos. Acesti precursori pot
fi: tetraalcoxisilani, mono-, di- sau trialchilsilani, sau pot contine grupe functionale
cum ar fi alchenil, aril, amino, carboxil, tiol. Reactia hidrolitica poate fi catalizata fie
de acizi, fie de baze si poate fi urmata de transesterificare cu aditivi, de exemplu
glicerol, pentru a forma poli(gliceril silicati), care sunt mai biocompatibili decat
alcoxisilanii tipici [140].

Dupa hidroliza, solul poate fi utilizat imediat sau poate fi depozitat pentru
cateva saptamani pentru a permite dezvoltarea continua a particulelor de sol. De-a
lungul acestei perioade, apar alte reactii de hidroliza gi condensare, rezultand o
varietate de polisilicati liniari, ramificati si coloidali. In continuare, precursorul
hidrolizat este amestecat cu o solutie tampon apoasa care contine biomolecula
impreuna cu catalizatorul, aditivi pentru controlul uscarii, polimeri, agenti de
modelare sau specii redox care pot fi necesare pentru modificarea proprietatilor
materialului finit. Schimbarea pH-ului, Tmpreund cu prezenta unor saruri si a
catalizatorilor, favorizeaza reactia de polimerizare la scara mare care poate avea loc
in cateva minute sau chiar ore, avand ca efect gelifierea si astfel, entraparea
biomoleculei. Gelurile initiale sunt moi, au un continut ridicat de apa (50-80%) si
pori mari (diametru de pana la 200 nm). Urmatoarea etapa consta in uscarea retelei
umede de silice pentru o perioada de pana la cateva sdptamani, timp in care au loc
reactii de condensare care au ca efect intarirea matricii. In timpul acestei etape,
alcoolul si apa rezultate in timpul hidrolizei initiale si a reactiilor de condensare sunt
indepartate, ceea cu duce la micsorarea matricii cu 10-30%, diametrul porilor scade
cu aproximativ 25% si proportia reIatiAVé a grupelor siloxan si silanol creste, ducand
astfel la intarirea materialului [141]. In final, materialul maturat este uscat partial,
ceea ce duce la eliminarea majoritatii apei interstitiale, o intretelare avansata a
matricii, micsorare a porilor (2-20 nm) si la o micsorare globalda a materialului de
pana la 85% din volumul sau initial [122].

Aceasta tehnicd de imobilizare presupune utilizarea diferitor tipuri de
precursori. In prezent, cei mai folositi sunt alcoxizii (Si(OR)4) sau alcoxisilanii de
tipul XSi(OR)s; sau XX'Si(OR),, unde X si X’ sunt grupari organice legate direct de
atomul de siliciu printr-o legaturd organo-metalicd de tipul Si-C. Principalul avantaj
al acestor precursori este acela ca pot fi alese diferite grupari organice functionale
astfel incat sa se obtind o varietate de geluri hibride, specifice pentru fiecare
aplicatie in parte. In cazul alcoxizilor, R este adesea fie o grupare metil, astfel ca
precursorul este denumit tetrametoxisilan (TMOS) fie etil, caz in care precursorul se
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numeste tetraetoxisilan (TEOS). Acest tip de precursori a fost folosit pentru prima
oara de grupul lui Glad in anii 1980 pentru a entrapa glucozoxidaza, peroxidaza din
hrean, tripsina si fosfataza alcalina [142].

In urmatorii ani acest domeniu s-a extins foarte mult, aparand o serie de
publicatii referitoare la imobilizarea prin entrapare in sol-gel a diferitor tipuri de
enzime. In anii 1990, grupul condus de Reetz a studiat entraparea lipazelor din
diferite surse, cum ar fi: Candida antarctica, Aspergillus niger, Rizophus arrhizus si
Pseudomonas cepacia, folosind diferiti silani precursori si un catalizator bazic (NaF).
De asemenea, acest grup a studiat si posibilitatea utilizarii unor substante cu rol de
aditiv (PVA) [143]. Acesti aditivi (poliolii, hidroxiacizii, polietilenglicolul sau
surfactantii) au rolul de a imbunatati stabilitatea si activitatea preparatelor
enzimatice.

Grupul de cercetare condus de Kato a raportat imobilizarea prin entrapare in
sol-gel a lipazei din Candida antarctica. Matricea a fost obtinuta cu viniltrietoxisilan
in cataliza bazica (NaF) si in prezenta unui aditiv (PVA). Preparatul enzimatic obtinut
a prezentat valori ridicate ale activitatii hidrolitice in solutie apoasa si o
termostabilitate excelentda. Mai mult, enantioseletivitatea lipazelor a fost
imbunatatita in urma imobilizarii [144].

In 2004 grupul lui Soares a realizat imobilizarea prin entrapare in sol-gel a
lipazei din Candida rugosa folosind ca precursori tetraetoxisilan (TEOS),
metiltrimetoxisilan (MeTMOS) si polidimetilsilan (PDMS), cu sau fara aditivi.
Structura materialelor rezultate a depins in mare masura de proprietatile fizice si
structurale ale suportului si ale lipazei. Conformatia lipazei entrapate in interiorul
gelului poate fi Tmbunatatita substantial prin alegerea gruparilor functionale ale
silanului si prin introducerea aditivilor [145].

Grupul lui Hara a raportat imobilizarea prin entrapare in matrici sol-gel a
lipazei din Burkholderia cepacia folosind silanii precursori metiltrimetoxisilan
(MeTMOS) si TMOS. S-a obtinut un biocatalizator cu o stabilitate remarcabild, care a
fost reutilizat cu succes in mai multe cicluri de reactie [146].
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Figura 1.11. Schema generald de aplicare a procesului sol-gel [142]
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1.4.6. Lichide ionice - aditivi la imobilizarea prin entrapare in
matrici de sol-gel a lipazelor

Matricile de tip sol-gel sunt foarte folosite pentru imobilizarea biomoleculelor
datorita porozitatii, transparentei, stabilitatii chimice si a prepararii usoare si
datoritd faptului ca enzimele astfel imobilizate prezintda de obicei activitate si
stabilitate mai ridicate decat enzimele native [147-149]. Cu toate acestea, o limitare
importantd a acestei tehnici este aceea ca enzimele sunt inactivate de micsorarea
gelului n timpul proceselor de condensare si uscare si de alcoolul eliberat in timpul
hidrolizei silanilor precursori [150]. Astfel de impedimente au fost depasite prin
folosirea aditivilor. Lichidele ionice pot fi utilizate cu succes ca agenti protectori la
entraparea biomoleculelor in matrici de tip sol-gel [148, 151, 152].

Primul exemplu de enzime imobilizate intr-o matrice sol-gel pe baza de
lichid ionic a fost raportat de grupul lui Liu [148], care a folosit peroxiaza din hrean
(HRP) ca biomoleculda model si lichidul ionic [Bmim][BF,4] ca aditiv. S-a demonstrat
ca HRP imobilizata in matricea sol-gel pe baza de lichid ionic a prezentat activitate
fmbunatatita si stabilitate termica excelenta comparativ cu enzima imobilizata prin
metoda sol-gel conventionala (fara lichid ionic). Mai tarziu, Koo si colaboratorii [152]
au folosit diferite lichide ionice ca aditivi la imobilizarea prin entrapare in sol-gel a
lipazelor si au observat imbunatatirea activitatii si stabilitatii. Motivul pentru aceasta
imbunatatire a proprietatilor enzimelor imobilizate este acela ca lichidele ionice pot
actiona ca substante modelatoare in timpul gelifierii si se comporta ca stabilizatori
pentru a proteja enzima de inactivare. Aceasta strategie pentru enzimele co-
imobilizate cu lichide ionice este foarte utila pentru reactiile in solventi organici
[147].

1.4.7. Evaluarea comparativa a metodelor de imobilizare

Cu toate ca unele metode de imobilizare au putut fi aplicate Tn cazul unui
numar mare de enzime, nu exista o metoda ideala si universal valabila. Cauzele
sunt diferentele mari dintre compozitiile in aminoacizi si alte caracteristici chimice
ale enzimelor, céat si cele dintre proprietatile substraturilor si produsilor de reactie.
Astfel, fiecare metoda are limitele ei si pentru fiecare caz in parte trebuie gasita
metoda potrivita de imobilizare care sa fie simpla, ieftina si sa duca la un randament
de imobilizare si retentie a activitatii enzimatice cat mai mari. Este de asemenea
important ca stabilitatea operationala a biocatalizatorului sa fie cat mai ridicata. In
aceste conditii, de multe ori imobilizarea cea mai eficienta se realizeaza prin
combinarea diferitelor metode, de exemplu adsorbtia urmata de entrapare in matrici
sol-gel [6].

1.5. Reactii biocatalitice in medii neconventionale

Cataliza enzimatica in mediu neapos extinde semnificativ biocataliza
conventionala. Apa este un solvent nepotrivit pentru majoritatea aplicatiilor din
chimia industriald, deoarece multi compusi chimici organici de interes comercial sunt
putin solubili si uneori chiar instabili in solutii apoase. Mai mult, indepartarea apei
este dificild si costisitoare datoritd temperaturii de fierbere ridicate si a caldurii de
vaporizare mari. Reactiile secundare ca hidroliza, racemizarea, polimerizarea si
descompunerea insotesc adesea astfel de procese. Aceste limitari ale utilizarii
enzimelor in mediu apos au necesitat dezvoltarea unor proceduri enzimatice in
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solventi organici. Biotransformarile in acesti solventi ofera urmatoarele avantaje
[153, 154]:

e randament global mai ridicat si recuperarea produsului este facilitata de
folosirea solventilor organici cu temperatura de fierbere scazuta

® substraturile nepolare sunt convertite cu o viteza de reactie mai mare,
datorita solubilitatii lor crescute [154]

e contaminarea microbianda este neglijabila in cazul folosirii celulelor in
biotransformari

e inactivarea si/sau inhibarea cu substrat sau produs este minimizata
® reactii secundare cum ar fi hidroliza sunt in mare parte eliminate

e imobilizarea enzimelor nu este absolut necesarda; enzima poate fi
recuperata printr-o simpla filtrare

e denaturarea enzimelor este minimizata in solventi organici (cu exceptia
etanolului)

e echilibrul termodinamic este deplasat in favoarea sintezei.

Cu toate acestea, utilizarea enzimelor in solventi organici are si unele
dezavantaje:

e activitatea catalitica poate fi mai redusa (datorita sistemului eterogen)
cu cateva ordine de marime fata de cea in solutie apoasa

® multe reactii enzimatice sunt predispuse la inhibarea cu substrat sau
produs, care inactiveaza enzimele la concentratii ridicate de substrat sau produs,
ducand la o scadere a vitezei de reactie si a enantioselectivitatii [153].

Tabelul 1.9. Avantaje ale utilizarii solventilor organici pentru
biotransformari [2]

Substraturile nu trebuie sa fie foarte solubile in apa

Modificarea solubilitatii duce la modificarea echilibrului de reactie si a cineticii - de
exemplu, enzime hidrolitice disponibile comercial care catalizeaza reactii sintetice
Se poate modifica specificitatea enzimelor prin schimbarea mediului de reactie

Se poate imbunatati stabilitatea enzimelor

Reducerea numarului de reactii secundare

Etapele biocatalitice pot fi integrate mai usor in cadrul proceselor chimice

Stereoselectivitatea este cea mai importanta proprietate a enzimelor. Cu
toate cd acestea prezintda selectivitate ridicatd atunci cand actioneaza asupra
substraturilor lor naturale, ele pot avea o selectivitate insuficienta in diferite reactii
sintetice de importanta practica. Pentru optimizarea acestui parametru au fost
incercate o serie de strategii, inclusiv modificarea enzipﬂelor, a substratului,
compozitia ionica sau taria ionica, pH-ul, metoda de sinteza. In cele din urma, dintre
toate aceste metode, alegerea mediului de reactie este metoda cea mai usor de
realizat in practica.

Primele raportdari in ceea ce priveste influenta solventului asupra
enantioselectivitatii enzimelor arata faptul ca se pot observa modificari importante
ale acestui parametru in functie de natura mediului de reactie. Valoarea raportului
enantiomeric (E) a fost de 20 de ori mai mare atunci cand transesterificarea
fenil-etanolului cu butirat de vinil catalizata de subtilizina Carlsberg s-a desfasurat in
dioxan (fata de situatia in care mediul de reactie a fost acetonitrilul) [155].
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Reactiile iTn mediu apos trebuie evitate si pentru prevenirea descompunerii
unor compusi, cum ar fi cei metalo-organici, sau pentru a simplifica prelucrarea
compusilor hidrofili, care sunt greu de recuperat din apa [25].

Preparatele enzimatice solide pot fi utilizate intr-o gama larga de solventi,
ceea ce ofera multe posibilitdti pentru optimizarea alegerii solventului tinandu-se
cont de activitate, stabilitate si alti factori importanti. In sistemele care folosesc
enzime solubilizate in mediu organic alegerea solventului este insa de multe ori
limitata. Enzimele modificate covalent cu polietilenglicol prezintd o buna solubilitate
in special in hidrocarburi aromatice si in hidrocarburi clorurate, in timp ce pentru
majoritatea enzimelor in microemulsii solventii uzuali sunt hidrocarburile [6].

1.5.1. Reactii catalizate de lipaze in solventi organici

Lipazele, cele mai folosite enzime in biocataliza, continud sa fie utilizate
drept catalizatori enantioselectivi pentru sinteza. Au fost folosite intens in trei tipuri
principale de transformari asimetrice, si anume: rezolutia cinetica a acizilor
carboxilici sau alcoolilor racemici, diferentierea grupelor enantiotopice ale mezo
acizilor dicarboxilici sau ale mezo diolilor si diferentierea grupelor enantiotopice ale
acizilor dicarboxilici si derivatilor diolilor prochirali [141, 142].

Lipazele sunt capabile sa functioneze in medii foarte diferite. Pot actiona
atat in sisteme bifazice, cat si monofazice (in prezenta solventilor hidrofili sau
hidrofobi), unde continutul de apa poate varia semnificativ intre mediul apos si cel
anhidru [43].

O intelegere avansata a acestor enzime permite cercetdrorilor sa le
foloseasca predictibil in cazul unor structuri mai complexe. Conventional, reactiile
catalizate de lipaze au fost realizate in emulsii, unde reactiile au loc la interfata
picaturilor de ulei. Dupa descoperirea lui Klibanov [143] ca lipazele pot cataliza cu
succes reactii in conditii aproape anhidre intr-un mediu organic, gama de reactii
chimice posibile s-a extins mult dincolo de reactiile de hidroliza [141, 142]. Astfel,
lipazele pot fi folosite pentru sintetizarea esterilor pornind de la acizi carboxilici si
alcooli. Pentru a deplasa echilibrul spre formarea esterului, apa trebuie indepartata
folosind sitele moleculare sau vidul. Reactiile de transesterificare (reactii cu transfer
de grupe acil) pot fi efectuate similar intr-un mediu lipsit de apa si pot fi clasificate
in reactii de alcooliza, acidoliza si interesterificari. Dintre acestea, esterificarea
directa si alcooliza cu alcooli racemici a fost folosita frecvent pentru accesul la alcooli
enantiopuri prin cataliza cu lipaze. Asa cum s-a raportat, conditiile care favorizeaza
reactiile rapide si ireversibile sunt necesare pentru realizarea unei
enantioselectivitati ridicate in cadrul proceselor de rezolutie cinetica. Puritatea optica
a produsului rezultat si a substratului nereactionat este diminuatd pe masura ce
reactia inversa avanseaza, datorita naturii reversibile a esterificarii si
interesterificarii in rezolutiile cinetice biocatalitice. Au fost folosite mai multe
strategii pentru a depasi aceste probleme prin suprimarea reversibilitatii sau prin
asigurarea ireversibilitatii proceselor, cu toate ca viteza de reactie redusa va ramane
un obstacol in astfel de cazuri. Utilizarea esterilor enolici, cum ar fi esterii vinilici sau
izopropenilici, este cea mai comuna in procesele de transesterificare. Alcoolul vinilic
format ca produs secundar suferd tautomerizare cu transformare in compusul
carbonilic corespunzator, in acest mod reactia devenind ireversibild. In acest fel,
transesterificarile sunt mult mai rapide comparativ cu reactiile care utilizeaza acizi
carboxilici liberi sau esteri simpli (acetat de etil) [140].

Introducerea unei lipaze in mediu de solvent organic duce la modificarea
semnificativd a mediului sau inconjurator. Modificarea mediului de reactie are efecte
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asupra substratului, enzimei sau asupra complexului enzima-substrat. Evolutia
cercetarilor in domeniul biocatalizei in medii neapoase a dus la observarea unor
efecte majore ale solventilor asupra (enantio)selectivitatii enzimelor [156].

Grupul lui Klibanov a raportat comportarea catalitica a lipazelor in mediu de
solvent organic. Au studiat dependenta activitatii enzimatice a trei lipaze de
continutul de apa si de natura solventului. Eficienta cataliticd in mediu organic a
enzimelor este similara cu cea obtinuta in mediu apos, iar cinetica poate fi descrisa
prin modelul Michaelis-Menten [157].

Biocatalizatorii sunt de obicei activi in solventi nepolari. Cei mai potriviti
solventi pentru reactiile catalizate de lipaze sunt n-hexanul, acetatul de vinil,
toluenul. Influenta solventului asupra selectivitatii si specificitdtii enzimei este foarte
importantda. Unul dintre principalele avantaje ale utilizarii solventilor organici este
posibilitatea de modificare a acestor proprietati. Alegerea mediului de reactie s-a
dovedit a fi o tehnica foarte eficienta pentru imbunatatirea enantioselectivitatii
enzimelor. Grupul condus de Wang a studiat efectul solventilor organici asupra
acestui parametru in cazul lipazei termofile QLM din specia Alcaligenes. Aceasta
lipaza a fost folosita ca biocatalizator in reactiile de rezolutie cinetica a 2-octanolului
si 2-pentanolului. Dimensiunea moleculelor de solvent s-a dovedit a fi un factor
important care este in directa legatura cu modificarile raportului enantiomeric E, si
astfel alegerea unui solvent cu dimensiune a moleculelor mai mica s-a dovedit a fi
benefica [158].

Unele dintre cele mai importante proprietati ale lipazelor sunt
enantioselectivitatea si enantiospecificitatea. Existd un numar mare de produse
agrochimice si farmaceutice care sunt molecule chirale si doar unul dintre
enantiomeri prezintd activitate. De aceea existd un mare interes pentru sinteza
acestor compusi cu ajutorul lipazelor. Lipazele sunt folosite cu succes ca
biocatalizatori in cateva procese comerciale:

e Sinteza ierbicidelor de tip fenoxipropionat prin esterificarea specifica a

S-izomerilor cu butanol prin biocataliza cu lipaza din pancreas de porc.

e Productia 2(R),2(S)-metil metoxifenil glicidatului, un intermediar important
pentru obtinerea medicamentului cardiovascular Diltiazem.
e Sinteza S-ibuprofenului (medicament antiinflamator) prin rezolutia cinetica a

esterului racemic [43].

1.5.2. Biotransformari in lichide ionice

Lichidele ionice sunt saruri organice lichide la temperatura camerei. Ele sunt
constituite dintr-un cation organic, cel mai adesea saruri de dialchilimidazoliu si
tetraalchilamoniu, si un  anion poliatomic  anorganic  (tetrafloroborat,
hexaflorofosfat). Principalul avantaj al lichidelor ionice il constituie presiunea lor de
vapori apropiatd de zero si buna stabilitate termica si chimica, fiind considerate
solventi ecologici comparativ cu solventii organici volatili. In plus, toate proprietatile
fizico-chimice ale lichidelor ionice, inclusiv hidrofobicitatea, densitatea, vascozitatea,
punctul de topire, polaritatea si miscibilitatea pot fi modificate fin prin selectarea
combinatiilor optime de cationi si anioni, iar lichidul ionic optim trebuie sa fie
proiectat pentru fiecare sistem de reactie enzimatica. Intr-adevar, aceasta
proprietate este un factor cheie pentru realizarea cu succes a unor reactii, deoarece
selectarea adecvata a cationului si a anionului ar putea creste solubilitatea
substratului, creste selectivitatea, activitatea si/sau stabilitatea enzimei [159].

Lichidele ioncie au proprietati foarte bune ca mediu de reactie in reactiile
chimice: sunt nevolatile, neinflamabile, au toxicitate scazuta si o buna solubilitate
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pentru multe substante organice si anorganice. Este bine stiut faptul ca reactiile
enzimatice au loc in solutii tampon apoase la valori adecvate ale pH-ului si ca
enzima se inactiveaza rapid intr-o solutie concentrata de sare. Utilizarea lichidelor
ionice pentru fnlocuirea solventilor oganici traditionali in reactii chimice si in
biotransformari este de data relativ recenta. Reactiile catalizate de lipaze in mediu
de lichid ionic au fost descrise inca din anul 2000 si mai multe tipuri de reactii
enzimatice au fost raportate recent [160]. Stabilitatea lichidelor ionice in conditiile
de reactie este un aspect foarte important, avand in vedere faptul cd majoritatea
protocoalelor de reactie implica reciclarea lichidului ionic [161].

Atunci cand un solvent organic sau un lichid ionic este folosit ca mediu de
reactie, controlul continutului de apa este de o importanta majora, deoarece o
cantitate minima este necesara pentru mentinerea activitatii enzimatice. Exista o
serie de aspecte de care trebuie tinut cont atunci cand lichidele ionice sunt folosite
in biocataliza:

e In unele cazuri impuritatile continute de lichidul ionic au ca efect modificari
majore ale pH-ului, ceea ce poate duce la inactivarea enzimei. Uneori acest
lucru poate fi evitat prin folosirea unor concentratii mai mari de solutii
tampon, sau prin purificarea lichidului ionic.

e Reactiile enzimatice au loc adesea in solutie apoasa; adaugarea unor
cantitati mai mari de lichid ionic poate avea ca efect precipitarea unor
componente din amestec.

e Este necesara prezenta unei cantitati minime de apa pentru a mentine
activitatea catalitica a enzimei. Cu toate acestea, apa prezenta in sistemul
de reactie poate cauza hidroliza unor lichide ionice.

e Unele enzime au nevoie de ioni metalici (cobalt, magneziu, zinec, fier etc.)
pentru a avea activitate; daca acestia sunt complexati de lichidul ionic poate
apdrea inactivarea enzimei.

e Ionii sau impuritatile din lichidul ionic se pot comporta ca inhibitori
enzimatici reversibili sau ireversibili.

e In cazul investigatiilor cinetice si a masurdtorilor de activitate pot aparea
interferente ale lichidului ionic [162].

Cull si colaboratorii au raportat transformarea benzamidei in benzonitril,
mediata de microorganisme fintr-un amestec format din hexaflorofosfat de
1-butil-3-metilimidazoliu si apa (1:4) [163]. Russel si colaboratorii au raportat ca
amidarea catalizata de termolizind a CBz-asparaginei cu metil esterul L-fenilalaninei
a avut loc intr-un amestec de BmimPFs si solutie tampon apoasa [164]. Aceste
exemple au demonstrat ca lichidele ionice nu prezinta actiune inhibitoare impotriva
enzimelor deoarece [Bmim]PFg este insolubil in apa si reactiile enzimatice au avut
loc in stratul apos. Primul exemplu de reactie enzimatica in sistem de lichid ionic pur
a fost raportat de catre grupul lui Sheldon in anul 2000 [165]. Autorii au demonstrat
cu succes doua tipuri de reactii catalizate de lipaza din Candida antarctica B in
mediu de lichid ionic: amidarea acidului octanoic cu amoniac si formarea peracidului
octanoic in reactia cu acid octanoic si apa oxigenata [165].

Itoh si Kragl au raportat independent prima reactie enantioselectiva
catalizata de lipaze in februarie-martie 2001. Deoarece lipaza era prinsa in lichidul
ionic si a ramas acolo dupa extractia produsului, a fost demonstrata posibilitatea de
a reutiliza enzima in mediu de [Bmim]PFg [166].

Operatiile bifazice lichid-lichid fard prezenta unui solvent volatil aditional
reprezinta cazul ideal al utilizarii multifazice a lichidelor ionice. Din pacate, aceasta
situatie a fost realizaté doar in cateva cazuri speciale. Multi produsi de sinteza
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organicd sunt polari ei insisi (alcoolii, aminele, cetonele) si nu formeazd in mod
spontan o a doua faza la suprafata lichidului ionic. In aceste situatii, multi autori au
propus utilizarea unui solvent organic volatil pentru a realiza extractia produsului din
stratul de lichid ionic. Aceastd abordare insda nu mai este in concordanta cu
caracterul ecologic al procesului. In aceste conditii, grupul lui Reetz a sugerat
utilizarea dioxidului de carbon supercritic pentru izolarea produsilor de reactie ai
transesterificarii in mediu de lichid ionic. Este important de mentionat faptul ca nu
poate fi identificat in toate cazurile un solvent de extractie potrivit. In astfel de
situatii, cristalizarea produsului sau tehnologiile cu membrane constituie posibile
variante alternative [161].

Avand in vedere faptul ca hidrolazele sunt cele mai utilizate enzime in
procesele industriale, s-a studiat intens posibilitatea efectuarii biotransformarilor
catalizate de lipaze in mediu de lichid ionic. Mai mult, primele raportari ale activitatii
enzimelor in lichide ionice se refera la proteaze sau lipaze. S-a constatat faptul ca
anionii care exercita sarcina negativa pe mai multi atomi
(bis(trifluorometan)sulfonimidd (Tf,N), hexafluorofosfat (PF¢’), tetrafluoroborat
(BF4)) au un efect stabilizator mai bun decat cei care au un singur atom incarcat
negativ. Lichidele ionice cu anioni de tipul halogenura sau acetat denatureaza de
obicei biomoleculele, probabil datorita legaturilor de hidrogen puternice dintre
halogen si enzima, care duc la deplierea si mai apoi agregarea si precipitarea
ireversitzilé a acesteia [167].

In ceea ce priveste procesele organice, s-au studiat mai ales rezolutia
cinetica a alcoolilor sau aminelor secundare prin acilarea, sulfoxidarea, reducerea
compusilor carbonilici si aditia apei prin procedeul Merkovnikov.

Lichidul ionic potrivit pentru cataliza enzimatica ar trebui sa contind anioni
cu o bazicitate slaba a legaturilor de hidrogen pentru a evita interferenta cu
legaturile de hidrogen din structura enzimei. Din acest motiv este de dorit prezenta
anionilor amintiti mai sus si nu a celor de tip halogenura, nitrat, trifluoroacetat sau
acetat, care prezinta a bazicitate puternica a legaturii de hidrogen. Acesti anioni
compatibili cu biomoleculele au o nucleofilicitate scazuta si in consecind o tendinta
scazuta de a modifica conformatia enzimelor [168].

In conditii anhidre s-a observat ca majoritatea lichidelor ionice miscibile cu
apa au inactivat enzimele ([Bmim]Cl, [Bmim]NO3), cu cateva exceptii: [Bmim]BF,.
In 2009, grupul lui De Diego a studiat comportarea catalitica a lipazelor in mediu de
lichid ionic cu continut de apa redus. Pentru aceasta, ei au folosit opt lichide ionice
miscibile sau imiscibile cu apa, cu cation de tip 1,3-dialchilimidazoliu ca mediu de
reactie pentru mai multe lipaze native si imobilizate (lipazele din Candida antarctica
A CALA, Candida antarctica B CALB, Thermomyces lanuginosus TLL si Rhizomucor
miehei RML). Reactia studiata a fost sinteza propil butiratului si s-a urmarit influenta
mai multor parametri de reactie, cum ar fi: temperatura, continutul de apa3,
lungimea lantului alchil a substraturilor, precum si termostabilitatea enzimelor. A
fost demonstrat faptul cd activitatea cataliticd este dependentd atat de
caracteristicile lichidului ionic cat si de natura enzimei. Mai mult, atunci cand au fost
folosite lipaze imobilizate pe suport solid, la alegerea lichidului ionic a fost necesar
sa se tina cont si de natura suportului [169].

Un alt avantaj al utilizarii lichidelor ionice ca mediu de reactie il constituie
fmbunatatirea enantioselectivitatii. Lipazele din Candida antarctica B si Burkholderia
cepacia, enzime cu enantioselectivitate ridicata in cazul acetilarii alcoolilor secundari
cu acetat de vinil in mediu de solvent organic, au inregistrat o imbunatatire a
acestui parametru atunci cand mediul de reactie a fost un lichid ionic.
Enantioselectivitatea lipazei din Burkholderia cepacia in rezolutia cineticd a
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1-feniletanolului a fost de pand la 10 ori mai mare in lichide ionice de tipul
tetrafluoroborat sau hexafluorofosfat de 1-alchil-3-metilimidazoliu. In alte cazuri,
enantioselectivitatea este scazuta in solventi organici, astfel ca orice imbunatatire a
acestui parametru in mediu de lichid ionic constiutie un avantaj major. Lipaza din
Candida rugosa are o enantioselectivitate moderata in rezolutia cinetica a acizilor
2-aril propionici, o clasa de medicamente antiinflamatoare nesteroidiene.
Enantioselectivitatea pentru hidroliza esterului metilic al ibuprofenului sau a
esterului metilic al naproxenului a crescut de la 7,2, respectiv 33 in mediu
apa-izooctan, la 24, respectiv >200 atunci cand reactiile au avut loc in mediu de
lichid ionic [167].

Lozano si colaboratorii au raportat efectul de stabilizare al lichidelor ionice
pentru reactiile catalizate de lipaze. Autorii au observat ca prezenta unui substrat
potrivit a fost esentiald pentru stabilizarea enzimei intr-un mediu de lichid ionic.
Timpul de Tnjumatatire al lipazei din Candida antarctica nativa a fost de numai 3,4
ore in mediu de [Emim]PFs, pe cand in prezenta substratului aceastd perioada s-a
prelungit remarcabil la 7500 ore [170].

Este cunoscut faptul ca tratarea cu polietilenglicol cauzeaza stabilizarea
enzimelor. Goto si colaboratorii au obtinut lipaze acoperite cu PEG si au demonstrat
faptul ca transesterificarea cinamatului de vinil cu butanol a avut loc cu rezultate
bune folosind lipaza din Burkholderia cepacia (PS) tratatda cu PEG in mediu de
[Omim]PFg [171, 172]. Grupul lui Russel a investigat detaliile tratarii cu PEG asupra
activitatii lipazei in mai multe tipuri de lichide ionice si au raportat faptul ca aceasta
activitate a fost dependentd de partea anionica a lichidelor ionice. Valori ridicate ale
activitatii au fost obtinute pentru sarurile de imidazoliu cu aninon PFg, pe cand in
cazul anionilor NO3;, OAc, CH3S05, OTf sau TFA valorile au fost foarte scazute. Autorii
au presupus ca datorita naturii puternic nucleofile a acestora, anionii nitrat sau
acetat pot interactiona puternic cu unele parti proteice ale enzimei si pot cauza
inactivarea acesteia [164].

Grupul lui Sheldon a studiat relatia dintre activitate si tipurile de lichide
ionice. Lipaza din Candida antarctica B, cu toate ca a fost solubila, nu a prezentat
activitate cataliticda n unele lichide ionice, cum ar fi etilsulfat de
1-etil-3-metilimidazoliu (EmimEtSO0,), lactat de 1-butil-3-metilimidazoliu
([Bmim]Lactat), nitrat de etilamoniu ([EtNH5]NO3;) sau azotat de 1-butil-3-
metilimidazoliu ([Bmim]NOs). Pe de altd parte, s-au obtinut valori ridicate ale
activitatii in [Bmim]PFs sau [Bmim]BF,, cu toate cda enzima a fost insolubilda in
aceste lichide ionice. O observatie interesanta a fost inactivarea enzimei in
[Emim]EtSO,, cu toate cda in mediu de metilsulfat de 1-etil-3-metilimidazoliu
([Emim]MeS0,) enzima a fost activa. Autorii au presupus pe baza rezultatelor
analizelor FT-IR ale proteinei ca aceasta inactivare ar putea fi cauzata de
schimbarile conformationale datorate interactiunii dintre partea anionica a lichidului
ionic si proteinele din lipaza [165].

Utilizarea unui amestec de lichid ionic si solvent organic ca mediu de reactie
a dus la obtinerea unor rezultate bune. Lundell a raportat ca s-a obtinut o crestere a
enantioselectivitatii atunci cand acilarea catalizatd de lipaze a avut loc intr-un
amestec de bis(trifluorometilsulfonil)imida de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim]TFSI)
si MTBE (1:1), fata de cazul in care reactia a avut loc in [Emim]TFSI pur [173].

Enzimele suspendate in lichide ionice raman stabile si active din punct de
vedere catalitic, chiar daca nu sunt stabile sau active in solventii organici polari.
Astfel, acesti solventi permit realizarea unor reactii care implica transformarea unor
substraturi polare prin cataliza cu enzime in mediu neapos. Aceste tipuri de reactii
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sunt foarte importante deoarece unii compusi naturali (peptide, zaharuri, nucleotide
si intermediari biochimici) sunt materii prime in industria farmaceutica [174].

Pe langa rezolutia cinetica au mai fost studiate si alte procese biocatalitice in
mediu de lichid ionic. Astfel, alcool dehidrogenaza din Lactobacillus brevis a fost
folosita ca biocatalizator Tp sistem bifazic (solutie tampon si [C4C;im]Tf;N) pentru
reducerea 2-octanonei. In aceastd situatie enzima a prezentat activitate si
enantioselectivitate ridicate [168].

1.6. Metode specifice pentru caracterizarea biocatalizatorilor
imobilizati

1.6.1. Investigarea structurii cu ajutorul microscopiei
electronice de scanare (SEM)

Prin microscopie electronica de scanare (SEM) se pot obtine informatii utile
despre structura microscopicd a suprafetei (morfologia) probelor analizate. In
acelasi timp, analiza spectrofotometricd a semnalului de fluorescentd emis prin
actiunea razelor X permite identificarea calitativa a elementelor prezente in prob3,
deoarece acest semnal este dependent de numarul atomic al elementului respectiv.
Imaginile SEM ofera informatii utile despre microstructura, porozitatea si textura
materialului respectiv.

Structura suprafetei particulelor preparatelor obtinute de Yang si
colaboratorii utilizand diferiti silani precursori a fost determinata prin microscopie
electronica de scanare SEM. Imaginile au aratat ca gelurile preparate cu
MeTMOS/TMOS si VTMOS/TMOS contin particule sferice tipice, indicand faptul ca
suprafata specificda a gelurilor de MeTMOS calculatd cu metoda de adsorbtie-
desorbtie de azot a fost in primul rand rezultatul suprafetei exterioare a particulelor
sferice. Acestea au avut volume si diametre ale porilor foarte mici (0,043 cm?3/g
respectiv 2,78 nm), confirmand cele raporate de Soares [145], ceea ce duce la o
crestere a rezistentei la transferul de masa pentru substraturi. S-a ajuns la ipoteza
ca lantul alchil influenteaza formarea matricii gelului. Gelurile obtinute cu
VTMOS/TMOS au fost amorfe si gelul de OcTMOS/TMOS a devenit un agregat poros
(Figura 1.10. A-D). In comparatie cu cele fara bioimprimare cu acid lauric, gelurile
care au fost bioimprimate au avut pori cu diametre mai mari, iar particulele gelurilor
preparate cu OcTMOS/TMOS au devenit amorfe.
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Figura 1.12. Imaginile SEM ale preparatelor enzimatice entrapate in sol-gel
obtinute cu silanii precursori : (A) VTMOS/TMOS neimprimat; (B) VTMOS/TMOS
bioimprimat; (C) OcTMOS/TMOS neimprimat; (D) OcTMOS/TMOS bioimprimat
[175].

Precursorii silanici bioimprimati si substituiti cu diferite grupari alchil au avut
efecte distincte asupra activitatii de esterificare a lipazelor imobilizate. Activitatea
specifica a preparatului cu OcTMOS/TMOS si bioimprimat a crescut de 14,4 ori, iar
activitatea totald a crescut de 6,8 ori fatd de un gel cu MeTMOS/TMOS fard
bioimprimare. Cresterea activitatii lipazei ar putea fi cauzatd atat de activarea la
interfata de catre substratul hidrofobic si de silanul alchil substituit, cat si de
modificarile din structura si textura matricilor gelurilor. Lipazele incapsulate in geluri
OcTMOS/TMOS bioimprimate ar putea fi biocatalizatori utili pentru reactii in medii
neapoase [175].
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1.6.2. Masuratori ale ariei suprafetei specifice - metoda
Brunauer-Emmett-Teller (BET)

Pentru a investiga efectele imobilizarii enzimelor in sol-gel asupra structurii
xerogelurilor obtinute, se pot realiza cu ajutorul metodei de adsorbtie-desorbtie cu
azot (metoda BET) masuratori ale suprafetei specifice, a volumul si a diametrului
porilor.

Intr-un studiu recent realizat de Yang si colaboratorii, s-a aratat ca
precursorii silanici folositi la entraparea in sol-gel a lipazei din Burkholderia cepacia
au avut o influenta semnificativa asupra proprietatilor matricilor gelurilor. Facand o
comparatie intre preparatele obtinute cu MeTMOS si cele obtinute cu OcTMOS, s-a
observat ca diametrul mediu al porilor atat al gelurilor imprimate cat si a celor
neimprimate cu acid lauric a crescut treptat, iar la o comparatia intre VTMOS si
OcTMOS s-a remarcat ca suprafata specifica si volumul porilor au fost si ele
considerabil imbunatatite [175].

Tabelul 1.10. Caracteristicile structurale ale preparatelor enzimatice imobilizate cu
diferiti silani precursori [175]

Tratamentul Silani SEET Vpori Dpori
folosit precursori [m?/g] [ecm3/g] [nm]
MeTMOS/TMOS 61,46 0,043 2,78
- VTMOS/TMOS 1,16 0,003 11,65
VTEOS/TMOS 5,52 0,018 13,04
OcTMOS/TMOS 54,52 0,213 15,6
MeTMOS/TMOS 38,15 0,029 3,04
bioimprimare ~ VTMOS/TMOS 1,02 0,004 14,42
VTEOS/TMOS 13,03 0,030 16,17
OcTMOS/TMOS 42,03 0,211 20,10

Dupa bioimprimare nu s-a remarcat nici o schimbare in ceea ce priveste
volumul porilor. Diametrul porilor gelurilor bioimprimate s-a dovedit a fi considerabil
mai mare comparativ cu a celor neimprimate, aceasta fiind corelata si cu o crestere
a activitatii lipazei. Probabil porii mai mari faciliteaza patrunderea substratului in
interiorul matricii gelului si de aceea are loc cresterea vitezei de reactie. S-a
observat ca gelul preparat cu OcTMOS/TMOS prezinta pori distribuiti egal pe toata
suprafata preparatului, cu diametre intre 8-20 nm, ceea ce indica faptul ca matricea
acestui gel a fost cea mai buna dintre cele testate. Desi preparatul obtinut cu
MeTMOS/TMOS a avut o suprafata specifica mare, activitatea lipazei a fost foarte
mica, lucru care aparent contrazice presupunerea generald ca o suprafata specifica
mai mare mareste probabilitatea ca substratul sa intre in contact cu enzima si prin
aceasta sa creasca viteza de reactie. Cu toate acestea, chiar daca suprafata
specifica a particulelor de MeTMOS a fost foarte mare, valoarea medie a diametrului
porilor a fost cea mai mica. Acest lucru a fost in contrast cu masuratorile facute
pentru preparatul obtinut cu OcTMOS, care a avut un diametru mai mare al porilor
[175].
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Biocataliza este un domeniu de mare actualitate pentru cercetatorii din
intreaga lume datoritd avantajelor clare pe care le prezinta fatd de cataliza chimica
clasica. Printre acestea se numara biodegradabilitatea, selectivitatea, precum si
numarul redus de etape in cazul reactiilor catalizate de enzime. Cu toate acestea,
enzimele sunt relativ instabile si au un pret ridicat, fapt care le face greu de aplicat
la scara industriala.

Cererea mare de compusi enantiopuri in multe domenii, dar mai ales in
industria farmaceutica, a condus la nevoia de obtinere a celui mai eficient catalizator
pentru fiecare proces in parte. In astfel de situatii, enzimele s-au dovedit a fi
catalizatorii ideali si din acest motiv a devenit necesara dezvoltarea tehnicilor de
imobilizare.

Imobilizarea enzimelor reprezinta o tehnica importantd cu ajutorul careia se
pot minimiza dezavantajele prezentate mai sus. In urma imobilizarii rezulta
preparate enzimatice cu selectivitate si specificitate ridicate, care pot fi separate cu
usurinta din mediul de reactie in vederea reutilizarii. Din varietatea de metode de
imobilizare existente, am ales entraparea in matrici sol-gel datoritd simplitatii i
reproductibilitatii excelente. In cazul acestei tehnici, enzima este prinsa in interiorul
unei matrici si astfel este protejata impotriva denaturarii cauzate de factori fizici sau
chimici sau de enzime proteolitice.

Dezvoltarea unor tehnologii care folosesc biocataliza cu lipaze pentru sinteza
unor compusi noi reprezintd una dintre cele mai importante provocari din domeniul
chimiei organice. Sinteza si utilizarea enantiomerilor cu puritate ridicata este
necesara pentru diferite industrii (farmaceutica, alimentara si cosmetica).

Entraparea enzimelor cu ajutorul tehnicilor de tip sol-gel este una dintre cele
mai simple si reproductibile metode. Acest tip de imobilizare este avantajos
deoarece nu este afectat de contaminarea microbiana. Biocatalizatorii imobilizati
prin entrapare in sol-gel prezinta o structura nano- sau microporoasa, ceea ce le
confera o serie de proprietati valororase, cum ar fi suprafata specifica mare si
porozitate ridicata. O serie de studii au indicat faptul ca varierea silanilor precursori
(de exemplu utilizarea unor silani cu hidrofilicitate diferitda) permite modificarea
performantelor catalitice cum ar fi: activitatea, stabilitatea sau selectivitatea. De
obicei este necesara prezenta unor aditivi de imobilizare (polietilenglicol,
polivinilalcool si mai nou, lichide ionice) cu scopul de a imbunatati activitatea
enzimatica.

Principalele obiective urmarite in cadrul acestei teze de doctorat au fost
obtinerea de catalizatori stabili si eficienti cu aplicabilitate in sinteza compusilor optic
activi si imobilizarea unor lipaze microbiene in matrici de sol-gel sau prin entrapare
combinata cu adsorbtie folosind sisteme tertiare de silani precursori. De asemenea,
s-a dorit optimizarea unei noi metode de imobilizare prin entrapare in sol-gel,
respectiv prin entrapare combinatd cu adsorbtie, in prezentd de lichide ionice ca
aditivi. In urma imobilizarii s-a urmarit cresterea stabilitatii termice, operationale si
a numarului posibil de reutilizari a biocatalizatorilor obtinuti prin entrapare in sol-gel
folosind lichide ionice ca aditivi. Lipazele imobilizate prin tehnici sol-gel au fost
caracterizate din punct de vedere morfologic folosind microscopia electronica de
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scanare (SEM), metoda BET de determinare a suprafetei specifice si microscopia cu
fluorescenta.

2.1 Imobilizarea prin entrapare in matrici de sol-gel a unor
lipaze de origine microbiana

2.1.1. Influenta raportului enzima/suport asupra eficientei
catalitice

Numeroase studii experimentale s-au axat pe obtinerea unor biocatalizatori
robusti, cu eficienta catalitica ridicata, care sa poata fi utilizati cu succes in industrie.
Rezolutia cineticA a amestecurilor racemice reprezintda una dintre cele mai
importante aplicatii ale biocatalizei, deoarece enantiomerii rezultati sunt compusi de
pornire n industria farmaceutica. Pentru aplicatii practice, este importanta
cunoasterea incarcarii optime cu enzima a matricii sol-gel, in scopul eficientizarii
procedeului.

Proprietatile fizice ale matricii sol-gel sunt foarte importante, deoarece sunt
responsabile pentru proprietatile finale ale enzimelor entrapate. Parametrii porilor si
dimensiunea particulelor determina aria suprafetei specifice si astfel afecteaza
capacitatea de imobilizare. Suporturile neporoase prezinta putine limitari difuzionale,
dar prezinta o capacitate de incarcare mai redusa. Din acest motiv, sunt preferate in
general suporturile poroase datoritd suprafetei specifice mai mari, deoarece este
posibila obtinerea unei mai bune incarcari cu enzima. Incarcarea cu proteina este un
parametru esential al imobilizarii, deoarece pretul enzimei repArezinté adesea
principalul factor care impiedica utilizarea procesului la scald mare. In mod evident,
fncarcari mai mari cu enzima ar trebui sa rezulte in valori mai ridicate ale activitatii,
dar nu toatd enzima va ramane activd, de exemplu moleculele entrapate in
interiorul porilor mici nu sunt disponibile pentru substrat. Un alt posibil dezavantaj
ar putea fi denaturarea fizicd sau chimica a enzimei in timpul procesului de
imobilizare. Astfel, valorile ridicate ale incarcarii cu proteina trebuie corelate cu
activitatea reziduald mare a enzimei imobilizate.

In cadrul acestui studiu, au fost testate diferite incarcari cu lipazéd B din
Candida antarctica pentru imobilizarea prin entrapare in sol-gel folosind ca silani
precursori PhTMOS, MeTMOS si TMOS in raport molar de 1,6:0,4:1 si lichidul ionic
[Omim]BF,4 ca aditiv (Metoda 1). Incarcarea cu proteina a fost calculata ca diferenta
intre continutul de proteine al lipazei native (supusa imobilizarii) si continutul de
proteind ramasa in solutiile de spalare dupa entrapare, raportatd la cantitatea de
preparat sol-gel uscat. In aceasta situatie, randamentul de imobilizare a proteinei a
fost de aproximativ 80%, indiferent de cantitatea de proteind supusa imobilizarii. O
parte din enzima a ramas in solutia care a fost eliminata in timpul etapei de spalare,
dupa gelifiere. De aceea, incdrcarea cu proteind a crescut cu cantitatea de enzima
supusa entraparii, dar nu toatd enzima incapsulatda a ramas activa la finalul
procesului.

Performantele catalitice ale preparatelor enzimatice obtinute au fost testate
in reactiile de acilare enantioselectiva a 2-hexanolului si 2-octanolului. Rezultatele
obtinute dupa 6 ore de reactie sunt prezentate in Tabelele 2.1 si 2.2.
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Tabelul 2.1. Influenta cantitatii de enzima supusa imobilizarii

prin

entrapare in sol-gel in cazul acilarii 2-hexanolului dupa 6 ore de reactie, in n-hexan.

Incdrcare cu enzima Conv. A Nreg  €.€. E
(mg proteina/g (%) (umol-h‘:mg?) (%) (%)
biocatalizator)
Lipaza nativa 11 1,824 100 99 224
(control)
11,28 40 1,253 633 99 397
15,90 34 1,305 469 99 331
17,44 49 1,335 582 98 357
18,90 44 1,420 450 98 232
23,48 45 1,422 408 97 160
Tabelul 2.2. Influenta cantitatii de enzima supusa imobilizarii prin

entrapare in sol-gel in cazul acilarii 2-octanolului in n-hexan dupa 6 ore de reactie.

Incircare cu enzima Conv. A Nreg €.€. E
(mg proteinid/g (%) (pmol-hmg™?) (%) (%)
biocatalizator)

Lipaza nativa 10 1,661 100 81 10
(control)

11,28 39 1,305 723 95 73
15,90 39 1,312 601 95 90
17,44 44 1,410 657 96 112
18,90 43 1,394 485 95 84
23,48 45 1,357 458 95 92

Pe baza datelor din Tabelele 2.1 si 2.2 s-a reprezentat grafic influenta
fncarcarii cu enzima a matricii sol-gel asupra activitatii si enantioselectivitatii

preparatelor entrapate (Figurile 2.1 si 2.2).

Cunoasterea valorii optime a incarcarii matricii cu proteina este esentiala.
Prin dublarea incarcarii cu enzima s-a obtinut o crestere cu doar 13% a activitatii.
Astfel, chiar daca se imobilizeaza mai multd lipaza, aceasta nu mai poate sa-si
exercite activitatea catalitica, deci nu se justifica cresterea incarcarii cu enzima a

matricei peste o anumita valoare.
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Figura 2.1. Influenta incarcarii cu enzima asupra activitatii catalitice a
lipazei CalLB imobilizata prin entrapare in sol-gel in reactiile de acilare a
2-hexanolului si 2-octanolului in n-hexan la 40°C.

Pentru toti biocatalizatorii testati in reactia de acilare a 2-hexanolului s-au
obtinut valori excelente ale activitatii de transesterificare, valori care au crescut
odata cu cresterea concentratiei de proteinda in matricea sol-gel. In cazul in care
substratul testat a fost 2-octanolul, cele mai bune valori ale activitatii s-au obtinut
pentru o incarcare de 17,44 mg proteina raportat la un gram de preparat enzimatic.
Activitatea de transesterificare creste odata cu incdrcarea cu enzimd, pana la o
valoare optima. Supraincarcarea matricii cu proteind a avut un efect negativ asupra
activitatii enzimatice. A fost demonstrat faptul ca activitatea unei lipaze imobilizate
nu se coreleaza intotdeauna cu incarcarea cu enzimd a biocatalizatorului, asa cum
se poate observa si in cazul acestui studiu. Adaugarea unei cantitati mai mari de
enzima nu se justificd. Pe parcursul imobilizarii, proteina enzimaticd prezintd doar o
parte din activitatea asteptata, iar aceasta se poate datora inactivarii, impiedicarii
sterice sau limitarilor de transfer masic. Pe de alta parte, proteina neimobilizata
poate fi partial inactivd si din acest motiv randamentul de imobilizare trebuie
analizat cu atentie (Figura 2.1).
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4{ =4—2_hexanol -#=2-octanol }7

Raport enantiomeric E

11,28 15,90 17.44 18.90 23.48
Incdrcare cu enzimi (mg proteini/g biocatalizator)

Figura 2.2. Influenta cantitatii de enzima asupra enantioselectivitatii lipazei
CalLB imobilizatd prin entrapare in sol-gel in reactiile de acilare a 2-hexanolului si
2-octanolului in n-hexan, la 40°C.

Enantioselectivitatea biocatalizatorilor este un parametru important care tine
cont atat de conversie cat si de excesul enantiomeric al produsului de reactie. Din
Figura 2.2 se observa ca in reactia de acilare a 2-hexanolului raportul enantiomeric
a fost mai mare in cazul in care cantitati mici de enzima au fost supuse imobilizarii,
dar in aceasta situatie s-au inregistrat valori mai scazute ale activitatii.

In urma imobilizarii, enantioselectivitatea biocatalizatorilor in reactia de
acilare a 2-octanolului a fost excelentd comparativ cu lipaza nativa, obtinandu-se
valori ridicate pentru o incdrcare de 17,44 si 23,48 mg proteina la unitatea de
preparat enzimatic. In aceasta situatie, valorile lui E au fost mai scazute, probabil
datorita lungimii mai mari a lantului alchil al substratului. Ca si in cazul
2-hexanolului, avand in vedere atat activitatea enzimatica, raportul enantiomeric (E)
cat si costul biocatalizatorului, se poate spune ca valoarea optima a incarcarii cu
enzima este 17,44 mg. Biocatalizatorii care au fost testati in studiile ulterioare au
fost obtinuti la o incarcare a matricii sol-gel cu 17,44 mg proteind/g preparat
enzimatic [177].
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2.1.2. Optimizarea raportului molar al silanilor precursori

Lipazele din trei specii microbiene, Burkholderia cepacia (Amano PS),
Pseudomonas fluorescens (Amano AK) si Candida antarctica (CalLB - Lecta) au fost
imobilizate prin entrapare in matrici sol-gel obtinute cu sisteme ternare de silani
precursori in prezenta unui lichid ionic ca aditiv (Metoda 1). S-a studiat si in acest
caz reactia de acilare a 2-octanolului cu acetat de vinil folosind ca mediu de reactie
n-hexan sau acetona. Enantioselectivitatea in cazul acestei reactii se bazeaza pe
discriminare cinetica, toate lipazele studiate fiind (R)-selective, ceea ce inseamna ca
(R)-acetatul de 2-octil este enantiomerul care se formeaza cu viteza mai mare, in
conformitate cu regula empirica a lui Kazlauskas [178, 179].

Pe baza analizelor cromatografice dupa 24 de ore de reactie s-au calculat
pentru fiecare preparat activitatea de transesterificare, randamentul de regasire a
activitatii enzimatice, excesul enantiomeric al (R)-esterului (e.e.) si raportul
enantiomeric (E).

Rezultate anterioare au demonstrat ca eficienta cataliticd a lipazei din
Pseudomonas fluorescens in reactia de acilare a alcoolilor secundari poate fi
fmbunatatita prin prezenta grupelor alchil hidrofobe din matricea sol-gel si utilizarea
lichidelor ionice ca tipar structural [180, 181]. Recent, a fost raportata eficienta
catalitica mai ridicatda a lipazei din Pseudomonas fluorescens imobilizata prin
entrapare combinata cu adsorbtie atunci cand s-au utilizat sisteme ternare de silani
precursori continand alchiltrietoxisilani, feniltrietoxisilan (PhTEOS) sau
octiltrietoxisilan (OcTEOS) si tetraetoxisilan (TEOS) comparativ cu sistemele binare
corespunzatoare [182]. In cadrul acestei teze am folosit la protocoalele de
imobilizare sisteme binare si ternare de feniltrimetoxisilan (PhTMOS),
metiltrimetoxisilan (MeTMOS) si tetrametoxisilan (TMOS), precum si lichidele ionice
[Emim]BF; sau [Omim]BF,; ca aditivi. Cantitatea totald de silani fost a aceeasi
pentru toate imobilizarile (6 mmoli).

Rezultatele obtinute prin testarea biocatalizatorilor in reactia de acilare a
2-octanolului in mediu de n-hexan sau acetona sunt prezentate in Tabelele 2.3-2.8.

Asa cum se poate observa, eficienta imobilizarii a fost excelenta pentru
lipazele din Burkholderia cepacia si Candida antarctica, avand in vedere ca valorile
randamentelor de regdsire a activitatii au fost de aproximativ 10 ori mai mari decat
in cazul lipazei native. Chiar si in cazul lipazei Amano AK din Pseudomonas
fluorescens, situatie In care s-au inregistrat valori mai scazute ale randamentului de
regasire a activitatii, acesta a fost de aproximativ 90% comparativ cu lipaza
neimobilizata.
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Tabelul 2.3. Eficienta catalitica si enantioselectivitatea lipazei Amano AK
imobilizata prin entrapare in sol-gel in cazul acildrii 2-octanolului in mediu de

n-hexan.
Silani precursori Aditiv Conv. Atrans Neg €€ E
(raport molar) (%) (pmol-h*mg™?) (%) (%)
Lipaza nativa - 47 1,910 100 53 5
(control)
PhTMOS:MeTMOS:TMOS PEG 51 0,436 82 55 6
1:1:1 [Omim]BF, 45 0,372 74 53 5
[Emim]BF, 21 0,179 40 56 4
PhTMOS:MeTMOS:TMOS PEG 41 0,332 87 56 5
1,6:0,4:1 [Omim]BF, 41 0,343 81 56 5
[Emim]BF, 43 0,349 83 57 5
PhTMOS:MeTMOS:TMOS PEG 45 0,367 62 51 5
0,4:1,6:1 [Omim]BF, 21 0,176 30 53 4
[Emim]BF, 23 0,191 38 53 4
Tabelul 2.4. Eficienta cataliticd si enantioselectivitatea lipazei CalB
imobilizata prin entrapare in sol-gel in cazul acilarii 2-octanolului in mediu de
n-hexan.
Silani precursori Aditiv Conv. Atrans Nreg €-€. E
(raport molar) (%) (pmol-h™*-mg™) (%) (%)
Lipaza nativa - 17 0,705 100 89 21
(control)
PhTMOS:MeTMOS: PEG 51 0,422 301 95 201
TMOS [Omim]BF, 51 0,415 230 95 201
1:1:1 [Emim]BF, 51 0,434 266 93 114
PhTMOS:MeTMOS: PEG 53 0,435 239 88 86
TMOS [Omim]BF, 51 0,410 260 95 201
1,6:0,4:1 [Emim]BF, 51 0,426 277 95 201
PhTMOS:MeTMOS: PEG 51 0,420 206 93 114
TMOS [Omim]BF, 51 0,416 222 95 201
0,4:1,6:1 [Emim]BF, 51 0,428 253 95 201
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Tabelul 2.5. Eficienta cataliticd si enantioselectivitatea lipazei Amano PS
imobilizatd prin entrapare in sol-gel in cazul acildrii 2-octanolului in mediu de

n-hexan.
Silani precursori Aditiv Conv. Atrans Nreg e.e. E
(raport molar) (%) (pmol-h*mg?) (%) (%)
Lipaza nativa - 23 0,953 100 74 8
(control)
PhTMOS:MeTMOS: PEG 61 0,493 941 63 20
TMOS [Omim]BF, 61 0,493 989 62 19
1:1:1 [Emim]BF, 12 0,105 180 68 6
PhTMOS:MeTMOS: PEG 65 0,525 952 53 14
TMOS [Omim]BF, 53 0,433 1061 73 16
1,6:0,4:1 [Emim]BF, 20 0,165 315 73 8
PhTMOS:MeTMOS: PEG 53 0,432 761 72 15
TMOS [Omim]BF, 67 0,538 1051 49 15
0,4:1,6:1 [Emim]BF, 11 0,091 139 66 5
Tabelul 2.6. Eficienta cataliticd si enantioselectivitatea lipazei Amano AK
imobilizata prin entrapare in sol-gel in cazul acilarii 2-octanolului in mediu de
acetona.
Silani precursori Aditiv Conv. Atrans Nreg €.€. E
(raport molar) (%) (pmol-h*mg™?) (%) (%)
Lipaza nativa - 41 1,721 100 73 11
(control)
PhTMOS:MeTMOS: PEG 38 0,321 67 78 13
TMOS [Omim]BF, 31 0,255 56 76 10
1:1:1
PhTMOS:MeTMOS: PEG 30 0,250 72 78 11
TMOS [Omim]BF, 25 0,207 54 76 9
1,6:0,4:1
PhTMOS:MeTMOS: PEG 36 0,298 56 76 11
TMOS [Omim]BF, 11 0,088 17 70 6
0,4:1,6:1
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Tabelul 2.7. Eficienta catalitica si
imobilizata prin entrapare in sol-gel in cazul acildrii 2-octanolului in mediu de

enantioselectivitatea

lipazei

CalLB

acetona.

Silani precursori Aditiv Conv. Ay Nreg e.e. E
(raport molar) (%) (pmol-h'‘mg™?) (%) (%)
Lipaza nativa - 7 0,289 100 75 7
(control)

PhTMOS:MeTMOS: PEG 44 0,378 658 95 88
TMOS [Omim]BF, 51 0,427 577 95 201
1:1:1

PhTMOS:MeTMOS: PEG 53 0,479 643 88 86
TMOS [Omim]BF, 51 0,429 664 95 201
1,6:0,4:1

PhTMOS:MeTMOS: PEG 51 0,419 501 94 146
TMOS [Omim]BF, 51 0,419 545 95 201
0,4:1,6:1

Tabelul 2.8. Eficienta catalitica si enantioselectivitatea lipazei Amano PS
imobilizata prin entrapare in sol-gel in cazul acilarii 2-octanolului in mediu de

acetona.

Silani precursori Aditiv Conv. A Nreg e.e. E
(raport molar) (%) (pmol-h™*mg?) (%) (%)
Lipaza nativa - 10 0,406 100 72 10
(control)

PhTMOS:MeTMOS: PEG 40 0,331 1483 82 17
TMOS [Omim]BF, 50 0,422 1987 80 22
1:1:1

PhTMOS:MeTMOS: PEG 56 0,470 2000 74 23
TMOS [Omim]BF,; 36 0,298 1714 83 17
1,6:0,4:1

PhTMOS:MeTMOS: PEG 31 0,264 1091 82 14
TMOS [Omim]BF, 50 0,420 1927 79 20
0,4:1,6:1
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Figura 2.3. Dependenta eficientei imobilizarii ([Omim]BF, aditiv) de tipul
biocatalizatorului, de raportul molar al silanilor precursori si de mediul de reactie
utilizat la acilarea 2-octanolului: (@) n-hexan sau (b) acetona.

Figurile 2.3a si 2.3b arata ca dupa imobilizare activitatea totala a fost mai
mare la lipaza din Burkholderia cepacia, de 10 ori mai mare decat a celorlalte lipaze
imobilizate. Lipaza din Candida antarctica a prezentat valori ridicate ale
randamentului de regasire a activitatii, iar cea din Pseudomonas fluorescens a dat
valorile cele mai mici. Folosind un raport molar al precursorilor silanici de 1,6:0,4:1
s-au obtinut cele mai bune valori ale activitatii totale. Atunci cand s-a folosit acetona
ca mediu de reactie, valorile randamentului de regdsire au fost mai mari decat in
cazul utilizarii hexanului.

Biocatalizatorii rezultati la imobilizarea prin entrapare in sol-gel a lipazei din
Burkholderia cepacia au prezentat cele mai ridicate valori ale activitatii. Este evident
faptul ca este necesara alegerea foarte atenta a compozitie matricii sol-gel astfel
incat s@ se maximizeze eficienta cataliticd a enzimelor entrapate. Atunci cand la
imobilizare s-au folosit sisteme ternare de silani precursori, cea mai ridicata valoare
a activitatii s-a observat pentru concentratii mai reduse ale gruparii fenil in
amestecul de silani, dar aceasta a fost asociata cu enantioselectivitati usor mai
reduse. Cea mai ridicatd enantioselectivitate s-a obtinut atunci cand la imobilizare
s-a folosit un raport molar de 1:1:1 al silanilor precursori si lichidul ionic [Omim]BF,
ca aditiv. Valoarea raportului enantiomeric E a fost de peste 2 ori mai mare decat in
cazul lipazei native. De aceea, consideram ca raportul molar optim al silanilor
precursori la care se obtine cea mai ridicata eficienta catalitica a lipazelor entrapate
este cel de 1:1:1. Prezenta unui lant alchil mai hidrofob (octil vs. etil) in partea
cationica a lichidului ionic a dus la obtinerea unei lipaze imobilizate cu activitate si
enantioselectivitate superioare, indiferent de raportul molar al silanilor precursori
[183].
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Figura 2.4. Dependenta enantioselectivitatii lipazelor native sau imobilizate
prin entrapare in sol-gel ([Omim]BF, aditiv) de raportul molar al silanilor precursori
si de mediul de reactie utilizat la acilarea 2-octanolului: (a) n-hexan sau (b)
acetona.

in Figurile 2.4.a si 2.4.b sunt prezentate valorile enantioselectivitatii pentru
aceleasi preparate. Se poate observa ca la acilarea 2-octanolului cu preparatele
obtinute cu lipaza din Candida antarctica B s-au obtinut valori ridicate ale
enantioselectivitatii comparativ cu enzima nativa. In cazul lipazei din Pseudomonas
fluorescens raportul enantiomeric E a avut valori putin mai mari in acetona decat in
hexan, in timp ce la celelalte lipaze valorile lui E au fost apropiate indiferent de
mediul de reactie utilizat.

2.1.3. Sisteme binare si ternare de silani precursori cu grupari
vinil

Pentru a obtine enzime imobilizate cu proprietatile dorite, de exemplu cu
retinerea activitdtii, stabilitatii si selectivitatii, este adesea necesar sa fie selectati
precursorii potriviti si de asemenea sa se optimizeze raportul lor molar. In cadrul
acestui studiu s-a realizat imobilizarea lipazei din Candida antarctica in matrici de
sol-gel contindnd grupari functionale vinilice. Se obtine astfel o matrice hibrida de
tip vinil-polisiloxan, Tn care prezenta gruparilor vinilice influenteaza atat proprietatile
matricei de sol-gel céat si hidrofobicitatea ei si interactiunea cu enzima.

S-a realizat imobilizarea lipazei CalB prin entrapare in sol-gel (Metoda 1)
folosind sisteme binare si ternare de silani precursori, la o incarcare cu enzima a
matricii de 17,44 mg proteind la un gram de xerogel. Studiul performantelor
catalitice ale preparatelor enzimatice obtinute a fost efectuat pe reactia model de
transesterificare a alcoolilor alifatici secundari (2-hexanol sau 2-octanol), folosind
acetatul de vinil ca agent de acilare. Reactiile au fost realizate in mediu de n-hexan
la 40°C, iar rezultatele obtinute la analiza probelor dupd 6 ore de reactie sunt
prezentate in Tabelele 2.9. si 2.10.
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Tabelul 2.9. Acilarea 2-hexanolului catalizata de lipaza CalLB imobilizata

prin entrapare in sol-gel cu [Omim]BF, ca aditiv de imobilizare.

Silani precursori Conv. Atrans e.e.
(%) (pmol-h’*mg™?) (%)
Lipaza nativa 11 1,824 99
(control)
VTMOS:TMOS=1:1 27 0,934 99
VTMOS:TMOS=2:1 40 1,280 97
PhTMOS:VTMOS:TM0S=1:1:1 37 1,211 99
PhTMOS:VTM0S:TM0S=1,6:0,4:1 39 1,289 99
PhTMOS:VTMOS:TM0S=0,4:1,6:1 41 1,304 98

Pe baza rezultatelor prezentate in Tabelul 2.9 s-au reprezentat grafic
dependenta eficientei catalitice si a enantioselectivitatii de raportul molar al silanilor

precursori (figurile 2.5 si 2.6).

In cazul folosirii unui sistem binar de silani precursori s-a obtinut o valoare
mai ridicatda a activitatii catalitice atunci cand concentratia de grupari vinil n

amestecul de silani a fost mai mare (raport molar 2:1).

Atunci cand la imobilizare s-a folosit un sistem ternar de silani precursori
s-au obtinut valorile cele mai ridicate ale activitatii enzimatice. Cea mai buna
valoare a activitdtii (1,304 pmol-h™*-mg™) s-a obtinut cu preparatul realizat la un

raport molar al silanilor PhTMOS:VTMOS:TMOS de 0,4:1,6:1.
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Figura 2.5. Influenta silanilor precursori asupra eficientei catalitice a
biocatalizatorilor imobilizati prin entrapare in sol-gel in reactia de acilare a
2-hexanolului in n-hexan la 40°C (A=PhTMOS, B=VTMOS, C=TMOS).
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Randamentul de regadsire a activitatii este o exprimare mai complexa a
activitatii enzimatice, deoare acesta se formuleaza ca raport al activitdtii enzimei
imobilizate fata de cea a enzimei native. Asa cum se poate observa din Figura 2.5,
eficienta catalitica a fost mai ridicata la folosirea unui sistem ternar de silani
precursori, la un raport molar de 1,6:0,4:1, ceea ce inseamna ca o concentratie mai
mica a gruparii vinil nehidrolizabile in matricea gelului este benefica.
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Figura 2.6. Influenta silanilor precursori asupra enantioselectivitatii
biocatalizatorilor imobilizati prin entrapare in sol-gel in reactia de acilare a
2-hexanolului in n-hexan la 40°C (A=PhTMOS, B=VTMOS, C=TMOS).

Enantioselectivitatea biocatalizatorilor este un parametru foarte important
pentru aplicatiile practice, ce tine cont atat de randamentul in ester cat si de excesul
enantiomeric al produsului. Din Figura 2.6 se poate observa ca la imobilizarea prin
entrapare in sol-gel cu sistem binar de silani precursori, enantioselectivitatea cea
mai buna s-a obtinut atunci cand silanii precursori VTMOS si TMOS au fost in raport
molar de 1:1.

Daca la imobilizare s-a folosit sistemul ternar de silani precursori, s-au
obtinut valori si mai ridicate ale raportului enantiomeric E, de peste 350. Si in acest
caz, preparatul enzimatic cu cele mai bune performante a fost cel obtinut cu un
raport de 1,6:0,4:1 al silanilor precursori PhTMOS, VTMOS si TMOS.

Aceleasi preparate au fost testate pentru activitate si in reactia de acilare a
2-octanolului in mediu de n-hexan la 40°C. Rezultatele obtinute la analiza probelor
dupa 6 ore de reactie sunt prezentate in Tabelul 2.10.
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Tabelul 2.10. Acilarea 2-octanolului in n-hexan catalizata de lipaza CalLB

imobilizatd prin entrapare in sol-gel cu [Omim]BF, ca aditiv de imobilizare

Silani precursori Conv. Atrans e.e.
(%) (pmol-h*mg?) (%)
Lipaza nativa 10 1,660 81
(control)
VTMOS:TMOS=1:1 20 0,704 91
VTMOS:TMOS=2:1 42 1,452 95
PhTMOS:VTMOS:TM0S=1:1:1 36 1,218 95
PhTMOS:VTM0S:TM0S=1,6:0,4:1 39 1,320 95
PhTMOS:VTMOS:TM0S=0,4:1,6:1 44 1,461 96

Pe baza rezultatelor prezentate in Tabelul 2.10 s-au reprezentat grafic
dependenta eficientei catalitice si a enantioselectivitatii de raportul molar al silanilor

precursori (Figurile 2.7 si 2.8).

Din Tabelul 2.10 se observa ca la fel ca si in cazul 2-hexanolului, activitatea
catalitica este mai mare la folosirea unui raport molar de 2:1 al silanilor precursori.
Atunci cand la imobilizare s-a folosit un sistem ternar de silani precursori,
valorile cele mai ridicate ale activitatii s-au obtinut la un raport molar de 0,4:1,6:1

al silanilor precursori.

Atat in cazul sistemlor binare cét si al celor ternare, s-a observat ca o
concentratie mai mare a radicalului vinil din precursorul silanic a avut un efect

favorabil.
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Figura 2.7. Influenta silanilor precursori asupra eficientei catalitice a
prin entrapare in sol-gel in reactia de acilare a
2-octanolului in n-hexan la 40°C (A=PhTMOS, B=VTMOS, C=TMOS).
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In ceea ce priveste eficienta catalitici, se poate observa c& s-au obtinut
valori excelente in cazul tuturor biocatalizatorilor testati, acestea fiind de 3 panala 6
ori mai mari decéat in cazul lipazei native (Figura 2.7.).
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Figura 2.8. Influenta silanilor precursori asupra enantioselectivitatii
biocatalizatorilor imobilizati prin entrapare in sol-gel in reactia de acilare a
2-octanolului in n-hexan la 40°C.

In urma imobilizarii s-au obtinut valori excelente ale raportului enantiomeric
comparativ cu lipaza nativa (Figura 2.8). In ceea ce priveste preparatele enzimatice
obtinute cu sistem binar de silani, cele mai bune valori ale enantioselectivitatii s-au
obtinut la raportul molar de 2:1 al VTMOS:TMOS, pe cand in cazul celor obtinute cu
sistem ternar de precursori, valoarea cea mai mare a raportului enantiomeric (E) a
fost data de preparatul obtinut cu silanii precursori PhTMOS:VTMOS:TMOS la un
raport molar de 0,4:1,6:1 [184].

2.1.4. Influenta lichidelor ionice folosite ca aditivi de
imobilizare

Lichidele ionice sunt compusi considerati de mare viitor in calitate de
solventi ecologici, care datoritd nevolatilitatii lor si stabilitatii termice ridicate vor
putea finlocui solventii organici volatili utilizati la ora actuald in majoritatea
proceselor.

Lichidele ionice cu cation de tip 1,3-dialchilimidazoliu sunt cele mai folosite
pentru aplicatii biocatalitice. Proprietdtile lor fizice acopera un domeniu larg de
valori, dar proprietatile catalitice sunt influentate in general de polaritate,
hidrofobicitate si de miscibilitatea cu solventul.

In mod surprinzator, lichidele ionice s-au dovedit a fi de asemenea aditivi de
imobilizare eficienti in cadrul procesului de entrapare. De obicei ele contin un cation
organic mai voluminos si un anion anorganic de dimensiuni reduse si sunt
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disponibile intr-o gama foarte variata. Identificarea rolului exact al lichidelor ionice
la obtinerea materialelor de tip sol-gel si efectul prezentei lor in timpul imobilizarii
este foarte dificil de facut [183].

A fost studiatd influenta cantitatii de lichid ionic folosit ca aditiv la
imobilizarea prin entrapare in sol-gel a lipazei Amano AK din Pseudomonas
fluorescens in cazul reactiei de acilare a 2-hexanolului cu acetat de vinil la 40°C in
mediu de n-hexan.

Lichidul ionic [Omim]BF, a fost folosit in rapoarte molare cuprinse intre
0,064 si 0,322 fatd de silanii precursori (Tabelul 2.11). Acest lichid ionic nu este
miscibil cu apa, dar este miscibil cu silanii folositi ca precursori (OcTMOS si TMOS).
Cresterea cantitatii relative de lichid ionic in amestecul de imobilizare permite
maximizarea efectului pozitiv ca sablon in timpul procesului sol-gel.

Cele mai ridicate valori ale activitatii de transesterificare au fost obtinute la
un raport molar de 0,2 intre lichidul ionic si silanii precursori. Enantioselectivitatea
biocatalizatorilor obtinuti nu a fost influentata semnificativ de cantitatea de lichid
ionic, dar a fost usor imbunatatitd comparativ cu lipaza nativa [181].

Tabelul 2.11. Influenta cantitatii de aditiv ([Omim]BF,;) asupra eficientei
catalitice si enantioselectivitatii lipazei din Pseudomonas fluorescens entrapata in
sol-gel in cazul acilarii enantioselective a 2-hexanolului. Silanii precursori au fost
OcTMOS si TMOS la un raport molar de 1:1.

Raport molar lichid Conversie Activitate e.e. E
ionic/silani precursori (%) (pmol-h™*-mg™) (%)

Lipaza nativa (control) 29 1,217 78 11
0,064 50 0,411 75 16
0,129 59 0,494 63 13
0,193 67 0,591 49 15
0,257 63 0,548 57 14
0,322 47 0,419 75 14

Pentru a studia influenta structurii lichidului ionic utilizat ca aditiv, s-a
realizat imobilizarea lipazei din Candida antarctica B prin entrapare in matrici sol-gel
folosind douda metode de imobilizare. In cazul primei metode se utilizeazd un
catalizator nucleofil (NaF), iar silanii precursori (6 mmoli) se adauga peste solutia de
lipaza. In cea de-a doua variantd, se prepara un sol prepolimer folosind 3 mmoli de
silani precursori, iar solutia de lipaza se aduaga la sfarsit, impreuna cu un catalizator
acid (HCI). Matricea sol-gel a fost obtinuta folosind un sistem ternar de silani
precursori, cu PhTMOS, MeTMOS si TMOS in raport molar de 1,6:0,4:1, iar
substraturile studiate au fost alcoolii secundari 2-hexanol si 2-octanol.
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Tabelul 2.12. Influenta lichidelor ionice utilizate ca aditivi la imobilizarea
lipazei din Candida antarctica B (Metoda 1) asupra eficientei catalitice in cazul
acilarii enantioselective a 2-hexanolului.

Aditiv Conv. Atrans Nreg e.e. E
(%) (umol-h™*-mg™?) (%) (%)
Lipaza nativa 20 0,852 100 93 35
(control)
[Emim]BF, 47 0,395 274 97 160
[Hmim]BF, 49 0,407 289 96 163
[Omim]BF, 51 0,434 219 96 380
[Bmim]PFg 49 0,414 311 96 163
[Emim]COOCH; 50 0,422 328 94 115
[Emim]COOCF; 50 0,431 349 94 115
[Bmim]Tf,N 50 0,447 353 96 194

In cazul acildrii 2-hexanolului, s-au obtinut valori excelente ale activitatii si
enantioselectivitatii, indiferent de lichidul ionic utilizat ca aditiv la imobilizare.
Lichidul ionic care a dus la obtinerea celei mai ridicate valori a raportului
enantiomeric E a fost [Omim]BF, (E=380) (Tabelul 2.12).

Tabelul 2.13. Influenta lichidelor ionice utilizate ca aditivi la imobilizarea
lipazei din Candida antarctica B (Metoda 1) asupra eficientei catalitice in cazul
acilarii enantioselective a 2-octanolului in n-hexan, dupa 24 de ore.

Aditiv Conv. Atrans Nreg e.e. E
(%) (pmol-h™>mg™?) (%) (%)

Lipaza nativa 20 0,842 100 89 21
(control)

[Emim]BF4 42 0,350 246 95 81
[Hmim]BF,4 51 0,432 311 95 201
[Omim]BF, 51 0,429 664 95 201
[Bmim]PFg 51 0,428 325 94 146
[Emim]COOCH; 51 0,432 330 93 114
[Emim]COOCF; 52 0,434 356 91 135
[Bmim]Tf,N 51 0,432 345 95 201

Atunci cand substratul testat a fost 2-octanolul, eficienta catalitica a lipazei
CalLB a fost cuprinsd intre 41 si 52% fata de lipaza nativa. Activitatea lipazelor
imobilizate a fost comparabilda pentru toate lichidele ionice testate ca aditivi, cu
exceptia [Emim]BF,. Aceastda valoare mai scdzuta poate fi explicatd prin prezenta
unui lant alchil mai scurt in partea cationica (Tabelul 2.13). Eficienta catalitica,
exprimata ca activitate totala relativa, a crescut de pana la de trei ori atunci cand
lichidul ionic cu cele mai bune performante a fost folosit ca aditiv, datorita cantitatii
mai mari de preparat imobilizat. Explicatia consta in faptul ca folosirea unui lichid
ionic duce la obtinerea unui randament mai ridicat de formare a matricii sol-gel,
rezultdnd o cantitate mai mare de xerogel.

Pentru aplicatii practice, mai ales 1in industria farmaceutica,
enantioselectivitatea unei enzime este esentialda deoarece doar unul dintre
enantiomeri prezinta activitate biologica, pe cand celdlalt este inactiv sau chiar toxic
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pentru organism. Raportul enantiomeric reprezinta un parametru care exprima mai
corect enantioselectivitatea biocatalizatorilor, deoarece coreleaza valorile conversiei
si excesului enantiomeric al produsului.

Pe baza datelor din Tabelele 2.12 si 2.13 s-a realizat Figura 2.9. Pentru ca
un proces sa fie considerat eficient, raportul enantiomeric E trebuie sa fie peste 25.
In cazul preparatelor enzimatice obtinute, s-au obtinut valori excelente ale
raportului enantiomeric, cuprinse intre 81 si 201, ceea ce inseamna ca acestea pot fi
utilizate cu succes in cadrul aplicatiilor industriale.

400 4‘ 2-hexanol lz-octanol}—
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Figura 2.9. Influenta lichidului ionic utilizat ca aditiv asupra
enantioselectivitatii biocatalizatorilor obtinuti prin Metoda 1 in reactiile de acilare
enantioselectiva a 2-hexanolului si 2-octanolului.

De asemenea am urmarit influenta lichidelor ionice ca aditivi de imobilizare
asupra eficientei catalitice a preparatelor enzimatice cu lipaza din Candida antarctica
B imobilizata prin entrapare in sol-gel (Metoda 2) si utilizate in reactia de acilare
enantioselectivd a acelorasi alcooli secundari (2-hexanol si 2-octanol). Rezultatele
obtinute in urma reactiilor de acilare, dupa 24 de ore de reactie sunt prezentate in
Tabelele 2.14. si 2.15.
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Tabelul 2.14. Influenta lichidelor ionice utilizate ca aditivi la imobilizarea
lipazei CaLB (Metoda 2) asupra eficientei catalitice in cazul acildrii enantioselective a
2-hexanolului in n-hexan.

Aditiv Conv. Atrans Nieg ©.€. E
(%) (umol-htmg?) (%) (%)

Lipaza nativa 20 0,852 100 93 35
(control)

[Emim]BF, 51 0,424 120 94 146
[Hmim]BF, 51 0,420 109 95 201
[Omim]BF, 45 0,385 102 97 160
[Bmim]PFg 50 0,429 101 94 115
[Emim]COOCH; 51 0,435 128 90 56
[Emim]COOCF; 51 0,437 118 96 380
[Bmim]Tf,N 50 0,427 118 95 146

Lichidele cu acelasi anion, tetrafluoroborat, au dus la activitati ridicate ale
preparatelor imobilizate odatd cu scaderea lungimii lantului alchil din partea
cationicd. Conform unor date din literatura, lichidele ionice cu anionul BF; pot fi
folosite ca tipar pentru obtinerea nanostructurilor mezoporoase, in care legaturile de
hidrogen dintre BF, si gruparile silanol din gelul de silice precum si interactiunile
dintre gruparile imidazol vecine au un rol important in formarea structurii retelei
[185].

in ceea ce priveste lichidele ionice cu acelasi cation, [Emim], prezenta in
partea anionica a unor substituenti mai voluminosi (trifluoroacetat, acetat), a dus la
cresterea activitatii preparatelor enzimatice obtinute si doar in cazul anionului
trifluoroacetat si a enantioselectivitatii.

In reactia de acilare a 2-octanolului cu preparate enzimatice obtinute cu
lichid ionic ca aditiv (Tabelul 2.15), s-au obtinut valori mai mari ale activitatii
enzimatice, insa nu s-au observat diferente semnificative intre natura lichidelor
ionice testate.

Tabelul 2.15. Influenta lichidelor ionice ca aditivi la imobilizarea lipazei din
Candida antarctica B (Metoda 2) asupra eficientei catalitice Tn cazul acilarii
enantioselective a 2-octanolului in n-hexan.

Aditiv Conv. Atrans Nreg e.e. E
(%) (pmol-h’:mg™?) (%) (%)

Lipaza nativa 20 0,842 100 89 21
(control)

EmimBF, 51 0,442 127 93 114
HmimBF, 51 0,448 117 94 146
OmimBF, 51 0,444 119 95 201
BmimPFg 51 0,445 106 93 114
[Emim]COOCH; 52 0,469 140 90 83
[Emim]COOCF; 51 0,458 125 94 146
BmimTf,N 51 0,467 131 95 201

BUPT



90 Contributii originale - 2

Pe baza datelor din Tabelul 2.14 si 2.15 s-a reprezentat grafic variatia
enantioselectivitatii in functie de natura lichidului ionic utilizat ca aditiv la imobilizare
(Figura 2.10.).

S-au obtinut valori excelente ale enantioselectivitatii (comparativ cu enzima
nativa), valorile E fiind cuprinse intre 56 si 380.
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Figura 2.10. Influenta lichidului ionic utilizat ca aditiv asupra
enantioselectivitatii biocatalizatorilor obtinuti prin Metoda 2 in reactia de acilare
enantioselectiva a 2-hexanolului si 2-octanolului.

Si de aceasta data in urma imobilizarii au rezultat preparate enzimatice cu
valori ale raportului enantiomeric mult mai ridicate comparativ cu lipaza nativa. Cele
mai mici valori ale lui E s-au inregistrat atunci cand s-a folosit ca aditiv lichidul ionic
[Emim]COOCHs.

Valorile raportului enantiomeric au fost asemdndtoare la acilarea
2-hexanolului in cazul ambelor metode de imobilizare testate, cu cateva exceptii. In
cazul metodei 1, valoarea lui E a fost mult mai ridicata la folosirea [Omim]BF, ca
aditiv (E=380), iar la metoda 2 cea mai ridicata valoare s-a obtinut pentru lichidul
ionic EmimCOOCF; (E=380). Aceeasi tendinta a fost observata si pentru substratul
2-octanol, valorile raportului enantiomeric fiind apropiate indiferent de metoda de
imobilizare folosita. Aceste observatii subliniaza faptul ca pentru maximizarea
performantelor biocatalitice pentru un anumit substrat trebuie optimizati toti
parametrii care intervin in procesul de imobilizare (metoda de imobilizare, aditivul,
silanii precursori etc.).
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2.1.5. Influenta mediului de reactie asupra activitatii lipazei
din Candida antarctica B imobilizata prin entrapare in sol-gel

Cu toate ca multe enzime functioneaza bine in solvent organici, acestia din
urma au dezavantajul ca sunt daunatori pentru mediul inconjurator. Lichidele ionice
sunt o posibila solutie pentru inlocuirea solventilor organici volatili cu un mediu de
reactie ecologic, deoarece sunt nevolatile, pot fi utilizate la temperaturi ridicate si
pot fi reutilizate. Pe langa avantajele legate de protectia mediului, s-au raportat de
asemenea si imbunatatiri ale vitezei de reactie, conversiei, enantioselectivitatii si
regioselectivitatii [174]. Cu toate acestea, nu s-a reusit o corelare a structurii
lichidelor ionice cu proprietatile lor de solvent si din acest motiv este necesara o
selectie atentd a lichidului ionic potrivit pentru fiecare biocatalizator si aplicatie.

In cadrul acestui studiu am investigat reactia de acilare enantioselectiva a
2-octanolului in solventi organici si in diferite lichide ionice, folosind lipaza B din
Candida antarctica imobilizata prin entrapare. Matricea sol-gel a fost obtinuta
folosind un sistem ternar de silani precursori, PhTMOS, MeTMOS si TMOS la un
raport molar de 1:1:1 si lichidul ionic [Omim]BF, ca aditiv (Metoda 1). Deoarece
lichidele ionice folosite nu sunt miscibile cu n-hexanul, produsul de reactie a fost
recuperat prin extractie repetata cu acest solvent. O astfel de procedura prezinta
fnca un avantaj, si anume posibilitatea de a recicla atat biocatalizatorul cat si lichidul
ionic, deoarece acestea raman in faza non-organica. Dezavantajul este ca folosirea
unui solvent organic invalideaza natura ecologica a procesului.

Tabelul 2.16. Influenta mediului de reactie asupra acilarii 2-octanolului cu
acetat de vinil, catalizata de lipaza B din Candida antarctica imobilizata prin
entrapare in sol-gel cu precursorii PhTMOS:MTMOS:TMOS (raport molar 1:1:1) si
[Omim]BF, ca aditiv.

Solvent Conv.! Atrans> e.e. E
(%) (pmol-h™*-mg™?) (%)

[Emim]BF, 54 0,457 83 46
[Hmim]BF, 51 0,437 89 58
[Omim]BF, 51 0,440 93 114
[Bmim]PFg 47 0,402 86 30
[Emim]COOCF; 2 0,015 64 5

tert-butanol 48 0,402 95 113
acetona 51 0,431 95 201
tetrahidrofuran 61 0,529 63 20
acetonitril 51 0,433 95 201
toluen 51 0,424 94 146
izo-octan 51 0,435 95 201
n-hexan 51 0,410 95 201

Yla 24 h de reactie
2 activitatea de transesterificare a 2-octanolului, la 24 h de reactie.

Lipaza CalB entrapatda in matrici sol-gel s-a dovedit a fi un catalizator
excelent pentru reactia investigata, prezentand valori ridicate ale
comportare este diferita de cea inregistrata anterior de grupul nostru pentru o alta
lipazd, cea din Pseudomonas fluorescens, care a prezentat o enantioselectivitate
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mult mai scazuta in cazul acilarii alcoolilor secundari iar solventii testati au prezentat
0 influenta puternica asupra proprietatilor catalitice ale preparatelor testate [181].
In cazul lichidelor ionice, influenta mediului de reactie a fost mult mai insemnata.
Conversia a fost foarte redusa in [Emim]COOCFs, singurul lichid ionic testat care
este miscibil cu apa. Conversii mai ridicate in cazul reactiilor de transesterificare
catalizate de lipaze in lichide ionice nemiscibile cu apa au fost raportate si de catre
alti autori [186]. Tinand cont atat de activitate cat si de enantioselectivitate,
lichidele ionice cu anioni de tip BF; s-au dovedit a fi un mediu de reactie mai
eficient decat [Bmim]PFs. Din grupul lichidelor ionice cu acest tip de anion (BF;),
cele mai bune rezultate au fost obtinute atunci cand in partea cationicd este
prezenta o grupare alchil mai hidrofoba (octil). Anterior, in cazul acilarii
2-hexanolului cu lipaza din Pseudomonas fluorescens am obtinut un efect invers al
polaritatii lichidelor ionice [181]. Polaritatile lichidelor ionice testate sunt intr-un
domeniu restrans, intre 0,67-0,71 pe scala lui Reichardt [187] si am presupus ca
alte proprietati, cum ar fi influenta acestora asupra conformatiei active a lipazei
si/sau miscibilitatea cu substratul si produsii de reactie sunt mai importante. Din
acest motiv este greu de a anticipa comportarea ca solventi a lichidelor ionice pe
baza structurii lor si selectarea mediului de reactie potrivit trebuie sa se bazeze
strict pe date experimentale. In cazul reactiei investigate, acilarea enantioselectiva a
2-octanolului, lichidul ionic care a dus la obtinerea unor rezultate comparabile cu
cele in solventi organici traditionali a fost [Omim]BF, [183].

2.1.6. Concluzii partiale

Cunoasterea valorii optime a incdrcdrii matricii cu proteind este esentiald. In
urma imobilizarii, enantioselectivitatea biocatalizatorilor a fost excelentéd comparativ
cu lipaza nativa. Avand in vedere atat activitatea enzimatica, raportul enantiomeric
(E) cét si costul biocatalizatorului, se poate spune ca valoarea optima a incarcarii cu
enzima a fost de 17,44. Biocatalizatorii testati in studiile ulterioare au fost obtinuti
cu o incarcare a matricii cu proteina de 17,44 mg la un gram de xerogel.

Reglarea find a compozitiei sistemului de silani precursori si a structurii
lichidului ionic permite dezvoltarea unor biocatalizatori performanti pentru aplicatii
specifice. In cazul acilarii enantioselective a 2-octanolului, protocolul de imobilizare
cel mai eficient a implicat utilizarea unui sistem ternar de silani precursori, format
din PhTMOS, MeTMOS si TMOS in raport echimolar si lichidul ionic [Omim]BF, ca
aditiv.

Folosirea unui silan precursor cu grupari vinil nehidrolizabile a avut un efect
pozitiv asupra proprietdtilor catalitice ale lipazei imobilizate. In cazul folosirii unui
sistem binar de silani precursori s-a obtinut o valoare mai ridicatda a activitatii
catalitice atunci cand concentratia de grupari vinil in amestecul de silani a fost mai
mare (raport molar 2:1).

Atunci cénd la imobilizare s-a folosit un sistem ternar de silani precursori s-
au obtinut valori si mai ridicate ale activitatii enzimatice. Eficienta catalitica
exprimata prin randamentul de regasire a activitatii enzimatice a fost mai ridicata la
folosirea unui sistem ternar de silani precursori, la un raport molar de 1,6:0,4:1,
ceea ce inseamnd cd o concentratie mai mica a gruparii vinil nehidrolizabile in
matricea gelului este benefica.

In cazul testarii biocatalizatorilor pe substratul 2-octanol, atat in cazul
sistemlor binare cat si al celor ternare, s-a observat ca o concentratie mai mare a
radicalului vinil din precursorul silanic a avut un efect favorabil. In ceea ce priveste
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eficienta catalitica, se poate observa ca s-au obtinut valori excelente in cazul tuturor
biocatalizatorilor testati, acestea fiind de 3 pand la 6 ori mai mari decat in cazul
lipazei native. In cazul preparatelor enzimatice obtinute cu sistem binar de silani,
cele mai bune valori ale enantioselectivitatii s-au obtinut la raportul molar de 2:1 al
VTMOS:TMOS, pe cand in cazul celor obtinute cu sistem ternar de precursori,
valoarea cea mai mare a raportului enantiomeric (E) a fost datda de preparatul
obtinut cu silanii precursori PhTMOS:VTMOS:TMOS Ila un raport molar de
0,4:1,6:1.

Pentru lipaza Amano AK din Pseudomonas fluorescens s-a optimizat
cantitatea de lichid ionic utilizat ca aditiv la imobilizarea prin entrapare in sol-gel.
Cele mai ridicate valori ale activitatii de transesterificare au fost obtinute la un
raport molar de 0,2 intre lichidul ionic si silanii precursori. Enantioselectivitatea
biocatalizatorilor obtinuti nu a fost influentata semnificativ de cantitatea de lichid
ionic, dar a fost usor imbundtatita comparativ cu lipaza nativa.

In cazul lipazei B din Candida antarctica, mai multe lichide ionice au fost
testate ca aditivi de imobilizare la entraparea in matrici sol-gel. Este important de
mentionat faptul ca performantele lipazei imobilizate nu depind doar de aditiv, ci si
de metoda de imobilizare gi de substratul testat.

In cazul lichidelor ionice, influenta mediului de reactie a fost mult mai
importantda. Conversia a fost foarte redusa in [Emim]COOCF;, singurul lichid ionic
testat care este miscibil cu apa. Tindnd cont atat de activitate cat si de
enantioselectivitate, lichidele ionic cu anioni de tip BF;” s-au dovedit a fi un mediu de
reactie mai eficient decat [Bmim]PFs. Din grupul lichidelor ionice cu acest tip de
anion (BFy"), cele mai bune rezultate au fost obtinute atunci cand in partea cationica
este prezentda o grupare alchil mai hidrofoba (octil). In cazul reactiei investigate,
acilarea enantioselectiva a 2-octanolului, lichidul ionic optim a fost [Omim]BF,, care
a dus la obtinerea unor rezultate comparabile cu cele in solventi organici traditionali.
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2.2. Imobilizarea prin entrapare in matrici de sol-gel
combinata cu adsorbtie a lipazelor microbiene

2.2.1. Optimizarea incarcarii cu proteina

Studii anterioare au demonstrat ca utilizand suporturi cu porozitate ridicata
gelifierea a avut loc in interiorul porilor si activitatea a fost scazutd. Suporturile cu
porozitate mai mica (Celite 545) au dus la formarea gelului doar in exteriorul
suportului rezultand activitati ridicate [188, 189].

In cadrul acestui studiu, au fost testate diferite incarcari cu lipazéd B din
Candida antarctica pentru imobilizarea prin entrapare in sol-gel combinata cu
adsorbtie pe Celite 545, folosind ca silani precursori PhTMOS, MeTMOS si TMOS in
raport molar de 1,6:0,4:1 si lichidul ionic [Omim]BF, ca aditiv (Metoda 3). Reactiile
au fost efectuate in mediu de solvent organic la 40°C. Conform datelor de literaturg,
desfasurarea acestor reactii este recomandata sa aiba loc intr-un mediu de solvent
cu un continut cdt mai mic de apa pentru a nu favoriza reactiile de hidroliza, dar
suficient pentru a mentine conformatia catalitic activa a lipazei. Evolutia reactiilor a
fost urmarita prin cromatografie de gaze folosind n-decan ca standard intern pentru
analiza cantitativa. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 2.17.

Tabelul 2.17. Influenta cantitatii de enzima supusa imobilizarii prin
entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie, in cazul acilarii 2-octanolului in
n-hexan, dupa 6 ore de reactie

Incircarea cu enzima Conv. Atrans Nreg ©€.€. E
(mg proteind/g biocatalizator) (%) (pmol-h™*-mg?) (%) (%)
Lipaza nativa 10 1,661 100 81 10
(control)

9,13 29 0,968 838 94 47
9,48 38 1,238 1027 95 70
10,72 39 1,328 910 95 73
11,68 37 1,215 694 95 68
13,98 33 1,081 580 94 51
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Figura 2.11. Influenta cantitdtii de enzimd asupra activitatii catalitice a
lipazei CalLB imobilizata prin entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie in reactia
de acilare a 2-octanolului in n-hexan la 40°C, dup 6 ore.

Asa cum se observa din Tabelul 2.17 si din Figura 2.11, cele mai bune valori
ale activitatii s-au obtinut atunci cand la imobilizare s-a folosit o incarcare cu enzima
de 10,72 mg proteina fata de cantitatea de preparat enzimatic obtinut. Si in aceasta
situatie randamentul de imobilizare este practic independent de concentratia de
enzima folosita la metoda de imobilizare combinata.
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Figura 2.12. Influenta cantitdtii de enzimd@ asupra enantioselectivitatii
lipazei B din Candida antarctica imobilizata prin entrapare in sol-gel combinata cu
adsorbtie in reactia de acilare a 2-octanolului in n-hexan la 40°C dup3 6 ore.

in ceea ce priveste enantioselectivitatea preparatelor obtinute, din Figura
2.12 se pot observa valori ridicate la incarcari cu proteina de 9,48,10,72 si 11,68.
Trebuie mentionat ca indiferent de valoarea incarcarii cu enzima, valorile raportului
enantiomeric au fost superioare comparativ cu lipaza nativa. Tindnd cont atat de
activitatea enzimatica, raportul enantiomeric (E) cat si de costul biocatalizatorului,
se poate spune ca valoarea optima a incarcarii cu enzima necesara la imobilizarea
prin metoda sol-gel combinata cu adsorbtie este de 10,72 mg proteina/g xerogel.
Biocatalizatorii care au fost testati in studiile ulterioare au fost obtinuti la o incarcare
a matricii sol-gl cu 10,72 mg proteind/g preparat enzimatic [177].

2.2.2. Influenta raportului silan-suport asupra eficientei
catalitice

In cazul imobilizdrii prin entrapare in matrici sol-gel combinat3 cu adsorbtie
cantitatea si natura adsorbentului sunt determinante pentru proprietatile finale ale
biocatalizatorului obtinut. Din acest motiv, optimizarea cantitatii de suport introdus
la dubla imobilizare este esentiala. Utilizarea unui adsorbent face ca gelul care se
formeaza sa se depuna pe suprafata acestuia, intr-un strat mai mult sau mai putin
uniform, dar si in pori. Daca acest strat depus este subtire si uniform, activitatea
enzimei entrapate ar trebui sa fie mai mare, deoarece rezistenta la transferul de
masa al reactantului spre centrul activ al enzimei ar trebui sa fie mai mic. Din acest
punct de vedere, cresterea cantitatii de suport in raport cu silanii ar trebui sa aiba
efect favorabil, pana se ajunge la o concentratie mult prea mica de enzima in
matrice. Pe de alta parte, enzima entrapata in gelul care se pozitioneaza in interiorul
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porilor poate sa devina inaccesibila sau greu accesibila pentru substrat, avand ca
rezultat reducerea activitatii enzimatice. Prin urmare si caracteristicile fizice ale
suportului, ca suprafata specifica, diametrul porilor, hidrofobicitatea, etc.
influenteaza proprietatile biocatalizatorului imobilizat.

In cadrul acestui studiu, lipaza Amano AK din Pseudomonas fluorescens a
fost imobilizatd prin entrapare combinata cu adsorbtie pe Celite 545 (Metoda 3).
Acest suport a fost selectat pe baza unor studii anterioare [190]. Matricea sol-gel a
fost obtinuta folosind un sistem binar de silani precursori, OcTMOS si TMOS in raport
molar de 1:1, lichidul ionic [Omim]BF, ca aditiv si adsorbentul Celite 545 in diferite
cantitati (0,5, 1 si 1,5 g), la aceeasi cantitate de silani precursori. Biocatalizatorii au
fost testati in reactiile de acilare enantioselectiva a 2-hexanolului si 2-octanolului cu
acetat de vinil in mediu de solvent organic (n-hexan sau acetond) la 40°C.
Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelele 2.18 si 2.19 [191].

Tabelul 2.18. Evaluare comparativa a eficientei catalitice si
enantioselectivitatii lipazei Amano AK din Pseudomonas fluorescens nativa sau
imobilizata in reactia de acilare a 2-hexanolului sau 2-octanolului in mediu de
n-hexan.

Substrat g Celite 545/mol silani precursori (r!;/zg) ?&/‘:-) E
i} 100 78 11

2-hexanol 83,3 227 67 16
166,7 279 77 16

250,0 257 84 17

- 100 53 5

2-octanol 83,3 314 47 6
166,7 447 51 5

250,0 390 5 .

Tabelul 2.19. Evaluare comparativda a eficientei catalitice si
enantioselectivitatii lipazei Amano AK din Pseudomonas fluorescens nativa sau
imobilizata Tn reactia de acilare a 2-hexanolului sau 2-octanolului in mediu de
acetona.

Substrat g Celite 545/mol silani precursori (“0’/29) (eo.;:.) E
- 100 90 37

2-hexanol 83,3 128 93 76
166,7 176 94 69

250,0 172 96 73

- 100 73 11

2-octanol 83,3 220 72 9
166,7 259 78 11

250,0 201 74 8
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Figura 2.13. Influenta raportului adsorbent/silani precursori asupra
conversiei reactiei de acilare enantioselectiva a 2-hexanolului sau 2-octanolului in
mediu de n-hexan catalizata de lipaza din Pseudomonas fluorescens imobilizata prin
entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie pe Celite 545.

in urma imobilizérii valorile conversiei au fost mai ridicate comparativ cu
lipaza nativa indiferent de raportul dintre suport si silanii precursori. In cazul in care
reactiile au fost efectuate in mediu de solvent nepolar (n-hexan), valorile cele mai
ridicate pentru conversie s-au obtinut la acilarea 2-octanolului. Indiferent de
substratul testat, raportul optim suport/silani precursori la care s-au inregistrat cele
mai bune valori ale conversiei a fost de 83,3 (Figura 2.13).

100 f—{ W 2-hexanol l2-0ctan01}

90
80
70 A
60 |
50
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30 -
20 -
10

Conversie (%)

lipaza nativd 833 166,7 250
g suport/moli silani precursori

Figura 2.14. Influenta raportului adsorbent/silani precursori asupra
conversiei reactiei de acilare enantioselectiva a 2-hexanolului sau 2-octanolului Tn
mediu de acetona catalizata de lipaza din Pseudomonas fluorescens imobilizata prin
entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie pe Celite 545.
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Atunci cand reactiile au fost efectuate intr-un mediu de reactie polar
(acetona), s-a obtinut o usoara scadere a conversiei. In aceasta situatie, a fost
avantajata reactia de acilare enantioselectiva a 2-hexanolului. Din Figura 2.14 se
poate observa scaderea conversiei o datd cu cresterea raportului suport/silani
precursori. Astfel, si in acest caz valoarea optima a raportului a fost 83,3, de aceea
in studiile ulterioare a fost utilizat acest raport intre adsorbent si silanii precursori.

2.2.3. Influenta silanilor precursori asupra eficientei catalitice
a lipazelor microbiene dublu imobilizate

Combinand adsorbtia cu entraparea in sol-gel se obtine o tehnica de
imobilizare care permite utilizarea avantajelor ambelor metode. Entraparea
combinata cu depunere pe suport se poate realiza prin amestecarea complexului
proteind-macromer format in faza initiala a gelifierii cu suportul solid (de obicei
anorganic). Suprafata specifica mare a suportului determina o repartitie uniforma,
fara agregare, a enzimei entrapate in sol-gel, iar aceasta confera stabilitate ridicata
si proprietati imbunatatite preparatului enzimatic imobilizat obtinut in final. Aceste
caracteristici pot contribui si la stabilizarea enzimei impotriva inactivarii termice
datorate deplierii proteinei.

Acest studiu a urmarit obtinerea de preparate enzimatice cu lipaze din
Pseudomonas fluorescens (Amano AK), Burkholderia cepacia (Amano PS) si Candida
antarctica B (C-Lecta) imobilizate prin metoda combinata, cu caracteristici de
activitate si enantioselectivitate superioare.

Metoda de imobilizare folositda a fost entraparea in sol-gel combinata cu
adsorbtie pe un suport solid (Celite 545) conform Metodei 3, utilizand un sistem
ternar de precursori metoxisilanici: un aril-trimetoxisilan PhTMOS, un alchil-
trimetoxisilan MeTMOS si tetrametoxisilan TMOS in rapoarte molare de 1:1:1,
1,6:0,4:1 si 0,4:1,6:1. Ca si aditiv s-a folosit polietilenglicol PEG sau lichid ionic
([OMim]BF4 sau [Emim]BF,).

Preparatele enzimatice obtinute au fost testate in reactia de acilare a
2-octanolului cu acetat de vinil in mediu de n-hexan la 40°C.

Pe baza analizelor cromatografice dupa 24 h de reactie s-au calculat pentru
fiecare preparat activitatea de transesterificare, randamentul de regasire a activitatii
enzimatice, excesul enantiomeric al (R)-esterului (e.e.) si raportul enantiomeric (E),
iar rezultatele sunt prezentate in tabelele 2.20., 2.21. si 2.22.
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Tabelul 2.20. Influenta compozitiei sistemului ternar de silani precursori
asupra eficientei catalitice a lipazei Amano AK imobilizate prin metoda combinata, in

reactia de acilare a 2-octanolului.

Silani precursori Aditiv Conv. Atrans e.e. E
(raport molar) (%) (umol-h™*-mg™?) (%)
Lipaza nativa - 47 1,910 53 5
(control)
PhTMOS:MeTMOS:TMOS PEG 48 0,400 55 6
1:1:1 [Omim]BF, 37 0,304 58 4
[Emim]BF, 2 0,015 27 2
PhTMOS:MeTMOS:TMOS PEG 68 0,569 42 7
1,6:0,4:1 [Omim]BF, 36 0,295 57 5
[Emim]BF,4 15 0,131 55 4
PhTMOS:MeTMOS:TMOS PEG 43 0,359 51 4
0,4:1,6:1 [Omim]BF, 10 0,082 42 3
[Emim]BF, 3 0,025 16 1

Tabelul 2.21. Influenta compozitiei sistemului ternar de silani precursori
asupra eficientei catalitice a lipazei Amano PS imobilizate prin metoda combinata, in

reactia de acilare a 2-octanolului.

Silani precursori Aditiv Conv. Atrans e.e. E
(raport molar) (%) (pmol-h'*mg™?) (%)
Lipaza nativa - 23 0,953 74 8
(control)
PhTMOS:MeTMOS:TMOS PEG 48 0,420 76 15
1:1:1 [Omim]BF, 29 0,246 76 10
[Emim]BF,4 27 0,233 76 10
PhTMOS:MeTMOS:TMOS PEG 44 0,380 76 13
1,6:0,4:1 [Omim]BF, 40 0,341 75 11
[Emim]BF, 47 0,421 76 15
PEG 40 0,337 77 13
gh;'\g%s,'lMETMOS'TMOS [Omim]BF, 9 0,076 62 5
e [Emim]BF, 12 0,100 69 6
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Tabelul 2.22. Influenta compozitiei sistemului ternar de silani precursori
asupra eficientei catalitice a lipazei C-Lecta imobilizate prin metoda combinata, in
reactia de acilare a 2-octanolului.

Silani precursori Aditiv Conv. Atrans e.e. E
(raport molar) (%) (pmol-h*mg™?) (%)
Lipaza nativa - 17 0,705 89 21
(control)
PhTMOS:MeTMOS:TMOS PEG 52 0,434 91 104
1:1:1 [Omim]BF, 51 0,427 95 201
[Emim]BF, 51 0,426 95 201
PhTMOS:MeTMOS:TMOS PEG 52 0,438 91 104
1,6:0,4:1 [Omim]BF, 51 0,434 95 201
[Emim]BF,4 51 0,431 93 114
PhTMOS:MeTMOS:TMOS PEG 51 0,446 94 146
0,4:1,6:1 [Omim]BF, 51 0,418 96 380
[Emim]BF, 47 0,394 95 104

PhTMOS:MeTMOS: TMOS=1:1:1 PhTMOS:MeTMOS:TMOS=1:1:1
1400 ® PhTMOS:MeTMOS:TMOS=1,6:0.4:1 2500 ® PhTMOS:MeTMOS:TMOS=1,6:0,4:1 |
PhTMOS:MeTMOS:TMOS=0,4:1,6:1 PhTMOS:MeTMOS:TMOS=0.4:1.6:1
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Figura 2.15. Dependenta eficientei imobilizarii de raportul molar al silanilor
precursori, de aditivul de imobilizare (a) [Omim]BF, sau (b) [Emim]BF, si de tipul
biocatalizatorului utilizat la acilarea 2-octanolului in mediu de n-hexan.

Pe baza rezultatelor din tabelele 2.20-2.22 s-au calculat randamentele de
regasire a activitatii totale pentru cele trei lipaze dublu imobilizate, care sunt
prezentate in Figurile 2.15a si 2.15b pentru imobilizarile realizate in prezenta
lichidelor ionice [Omim]BF, si respectiv [Emim]BF,. Se poate observa ca dupa
imobilizare activitatea totala a fost mai mare la lipaza din Burkholderia cepacia, de
pana la 8 ori mai mare decadt a celorlalte lipaze imobilizate. Lipaza din Candida
antarctica a prezentat valori ridicate ale randamentului de regasire a activitatii, iar
cea din Pseudomonas fluorescens a dat valorile cele mai mici. Folosind un raport
molar al precursorilor silanici de 1,6:0,4:1 s-au obtinut cele mai bune valori ale
activitatii totale. Atunci cand s-a folosit lichidul ionic [Emim]BF; ca aditiv de de
modelare a structurii gelului (Figura 2.15b), pentru toate preparatele enzimatice
obtinute valorile randamentului de regasire au fost aproape duble comparativ cu
imobilizarea in prezenta lui [Omim]BF,.
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Figura 2.16. Dependenta excesului enantiomeric de raportul molar al
silanilor precursori, de aditivul de imobilizare (a) [Omim]BF, sau (b) [Emim]BF, si
de tipul biocatalizatorului utilizat la acilarea 2-octanolului in mediu de n-hexan.

in Figurile 2.16a si 2.16b sunt prezentate valorile excesului enantiomeric
e.e. pentru aceleasi preparate. Se poate observa ca la acilarea 2-octanolului cu
preparatele obtinute prin entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie pe Celite 545
a lipazei din Candida antarctica s-au obtinut valorile cele mai mari ale Iui e.e.
(95%). Indiferent de aditivul de imobilizare folosit si de raportul molar al silanilor
precursori, nu se observa o diferenta semnificativa a enantioselectivitatii lipazelor
imobilizate, cu exceptia lipazei din Pseudomonas fluorescens, care a avut valori mai
bune la utilizarea Iui [Omim]BF, ca aditiv (Figura 2.16a). La un raport echimolar al
celor trei precursori silanici s-au obtinut cele mai bune valori ale enantioselectivitatii
pentru toate preparatele enzimatice obtinute.

2.2.4. Influenta naturii adsorbentului asupra eficientei
catalitice

Enzimele imobilizate prin entrapare in sol-gel prezinta multe avantaje, dintre
care cel mai important este stabilitatea operationala. Cu toate acestea, pot aparea
unele limitari datorita transferului de masa necorespunzator prin matricea retelei
tridimensionale. Prin depunerea biocatalizatorului entrapat pe un material solid se
poate obtine o noud tehnica de imobilizare, care are ca efect cresterea eficientei
catalitice si a stabilitatii termice. Entraparea combinatd cu adsorbtia pe un
adsorbent se poate realiza prin amestecarea complexului format in faza initiala a
gelifierii cu suportul solid (de obicei anorganic).

Proprietatile biocatalitice ale lipazelor imobilizate prin entrapare in matrici de
sol-gel sunt puternic influentate de natura si concentratia grupelor aril sau alchil
nehidrolizabile ale silanilor precursori (PhTMOS si MeTMOS) folosite in combinatie cu
TMOS. Studii anterioare au demonstrat ca cele mai bune rezultate in ceea ce
priveste activitatea catalitica si enantioselectivitatea lipazei din Candida antarctica B
imobilizate, folosind amestecuri ternare ale acestor silani precurori, au fost obtinute
la un raport de 1,6:0,4:1 [191].
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S-au folosit doud metode de imobilizare (3 si 4). In cazul metodei 3 s-au
folosit 6 mmoli de silani precursori si un catalizator nucleofil, iar pentru metoda 4
s-au utilizat 3 mmoli de silani si un catalizator acid.

Metoda de imobilizare folosité a fost entraparea in sol-gel combinata cu
adsorbtie pe diferite suporturi solide (Celite 545, Celite 521, Celite C22, CaCOs,
Purolite MN200, Celuloza Avicel), conform metodei de lucru prezentatd anterior
(Metoda 3), utilizdnd un sistem ternar de precursori metoxisilanici: un
aril-trimetoxisilan PhTMOS, un alchil-trimetoxisilan MeTMOS si tetrametoxisilan
TMOS, iar ca aditiv de imobilizare s-a folosit lichidul ionic [Omim]BF,. Preparatele
enzimatice obtinute au fost testate in rezolutia cinetica a seriei de alcooli secundari
alifatici (de la 2-pentanol la 2-nonanol) in mediu de n-hexan la 40°C.

Pe baza analizelor cromatografice dupa 24 ore de reactie s-au calculat
pentru fiecare preparat activitatea de transesterificare, randamentul de regasire a
activitatii enzimatice, excesul enantiomeric al (R)-esterului (e.e.) si raportul
enantiomeric (E), iar rezultatele sunt prezentate in tabelele 2.23-2.27.

Tabelul 2.23. Acilarea enantioselectivda a 2-pentanolului in mediu de
n-hexan prin biocataliza cu preparate obtinute prin dubla imobilizare a lipazei CalB,
folosind diferite suporturi

Conv. Atrans Nreg e.e.

Suport (%) (umol-h™mg?) (%) (%) °©

Lipaza nativa 25 0,961 - 99 277
(control)

Celite 545 52 0,288 335 89 69
Celite 521 53 0,263 302 88 86
Celite C22 54 0,283 330 85 82
CaCO; 54 0,284 307 85 82
Purolite MN200 55 0,286 246 81 49
Celulozd AVICEL 48 0,251 268 96 146

Tabelul 2.24. Acilarea enantioselectiva a 2-hexanolului in mediu de
n-hexan prin biocataliza cu preparate obtinute prin dubla imobilizare a lipazei CalB,
folosind diferite suporturi

Conv. Atrans Nre e.e.

Suport (%)  (pmol-hmg?) (%) (%) FEF
Lipaza nativa 20 0,852 - 93 35
(control)

Celite 545 46 0,304 398 97 170
Celite 521 46 0,309 401 96 125
Celite C22 46 0,301 395 96 125
CaCoOs; 47 0,313 408 96 134
Purolite MN200 47 0,311 323 95 104
Celuloza AVICEL 46 0,302 389 96 125
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Tabelul 2.25. Acilarea enantioselectivda a 2-heptanolului in mediu de
n-hexan prin biocataliza cu preparate obtinute prin dubla imobilizare a lipazei CalB,

folosind diferite suporturi

Conv. Agrans Nre e.e.

Suport (%)  (umol-hmg?!) (%) (%) FE
Lipaza nativa 20 0,813 - 98 125
(control)

Celite 545 50 0,369 507 98 458
Celite 521 50 0,385 523 98 458
Celite C22 50 0,378 521 97 278
CaCOs3 50 0,378 506 97 278
Purolite MN200 50 0,370 395 98 458
Celuloza AVICEL 45 0,339 450 99 501

Tabelul 2.26. Acilarea enantioselectivd a 2-octanolului in mediu de n-hexan
prin biocataliza cu preparate obtinute prin dubla imobilizare a lipazei CalB, folosind

diferite suporturi

Conv. Agrans Nre e.e.
Suport (%)  (umol-hmg?!) (%) (%)
Lipaza nativa 20 0,842 - 89 21
(control)
Celite 545 51 0,433 574 95 201
Celite 521 51 0,432 566 95 201
Celite C22 51 0,441 586 95 201
CaCO3 51 0,435 574 95 201
Purolite MN200 51 0,431 453 95 201
Celuloza AVICEL 47 0,395 516 95 104

Tabelul 2.27. Acilarea enantioselectiva a 2-nonanolului

in mediu de

n-hexan prin biocataliza cu preparate obtinute prin dubla imobilizare a lipazei CalB,

folosind diferite suporturi

Conv. Atrans Nre e.e.

Suport (%)  (umol-hmg?) (%) (%) F
Lipaza nativa 16 0,651 - 99 238
(control)

Celite 545 50 0,453 777 98 458
Celite 521 50 0,463 786 98 458
Celite C22 50 0,455 783 97 278
CaCOs3 50 0,443 758 98 458
Purolite MN200 50 0,470 642 97 278
Celuloza AVICEL 50 0,498 843 99 1057

Asa cum se poate observa, in urma imobiliarii, pentru toti alcoolii studiati
(cu exceptia 2-pentanolului), s-a obtinut o crestere insemnatda a raportului
enantiomeric E comparativ cu enzima nativa (valori cuprinse intre 49 si 1100). Cele
mai bune valori s-au obtinut atunci cand cele sase preparate enzimatice au fost
testate pe substraturile 2-heptanol si 2-nonanol. Indiferent de tipul adsorbentului
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folosit, in cazul 2-pentanolului s-a observat o scadere a raportului enantiomeric E
comparativ cu enzima nativa, motiv pentru care rezolutia cinetica a acestui substrat
va fi optimizata folosind diferite medii de reactie.

Pe baza tabelelor 2.23-2.27 s-a realizat graficul din Figura 2.17, care
reprezinta influenta tipului de adsorbent folosit pentru dubla imobilizare a lipazei
CalB asupra randamentului total de regdsire a activitatii enzimatice.

2-pentanol B 2-hexanol B 2-heptanol

200 m2-octanol B 2-nonanol

~l o]

< < o

< < <
! ! L
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Celite 545 Celite 521 Celite C22 CaCO3 Purolite  Celuloza
MN200 AVICEL

Figura 2.17. Influenta adsorbentului asupra eficientei catalitice a
preparatelor enzimatice dublu imobilizate foloste ca biocatalizatori in rezolutia
cinetic a alcoolilor secundari in mediu de n-hexan, la 40°C.

Asa cum se poate observa din Figura 2.17, valorile randamentului de
regasire au fost excelente pentru toti biocatalizatorii testati (intre 250 si 850%).
Pentru fiecare preparat enzimatic testat se observa o crestere a randamentului de
regasire de la 2-pentanol la 2-nonanol, fara ca natura adsorbentului sa fi avut o
influenta semnificativa asupra activitatii catalitice a biocatalizatorilor obtinuti. Prin
urmare, adsorbentul indeplineste doar rol de suport, fara a interveni in procesul
catalitic, iar selectia sa trebuie realizata in functie de stabilitatea biocatalizatorului
obtinut.

A fost studiata influenta naturii adsorbentului asupra biocatalizatorilor
imobilizati prin entrapare combinatd cu adsorbtie (Metoda 4). Si in acest caz,
preparatele enzimatice obtinute au fost testate in rezolutia cinetica a seriei de
alcooli secundari alifatici liniari C5-Cq, Tn mediu de n-hexan la 40°C.
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Tabelul 2.28. Acilarea enantioselectivda a 2-pentanolului in mediu de
n-hexan prin biocataliza cu preparate obtinute prin dubla imobilizare a lipazei CalB

Suport Conv. Atrans e.e. E
(%) (pmol-h™*-mg™) (%)

Lipaza nativa 25 0,961 99 277
(control)

Celite 545 51 0,278 93 114
Celite 521 50 0,266 90 58
Celite C22 50 0,266 92 79
CaCoOs 54 0,281 83 46
Purolite MN200 54 0,280 84 56
Celuloza AVICEL 41 0,210 99 412

Tabelul 2.29. Acilarea enantioselectiva a 2-hexanolului in mediu de
n-hexan prin biocataliza cu preparate obtinute prin dubla imobilizare a lipazei CalB

Suport Conv. Atrans e.e. E
(%) (pmol-h™*-mg™) (%)

Lipaza nativa 20 0,852 93 35
(control)

Celite 545 46 0,298 96 125
Celite 521 47 0,301 96 134
Celite C22 48 0,308 96 146
CaCOs; 51 0,328 96 380
Purolite MN200 48 0,307 95 113
Celuloza AVICEL 31 0,204 94 49

Tabelul 2.30. Acilarea enantioselectiva a 2-heptanolului in mediu de
n-hexan prin biocataliza cu preparate obtinute prin dubla imobilizare a lipazei CalB

Suport Conv. Atrans e.e. E
(%) (pmol-ht-mg™) (%)

Lipaza nativa 20 0,813 98 125
(control)

Celite 545 50 0,372 99 1057
Celite 521 50 0,372 97 278
Celite C22 50 0,367 98 458
CaCOs 50 0,387 97 278
Purolite MN200 50 0,386 98 458
Celuloza AVICEL 29 0,228 99 296
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Tabelul 2.31. Acilarea enantioselectiva a 2-octanolului in mediu de n-hexan
prin biocataliza cu preparate obtinute prin dubla imobilizare a lipazei CalB

Suport Conv. Atrans e.e. E
(%) (pmol-h™*-mg™) (%)

Lipaza nativa 20 0,842 89 21
(control)

Celite 545 49 0,448 95 125
Celite 521 51 0,433 95 201
Celite C22 51 0,429 95 201
CaCoOs 51 0,429 95 201
Purolite MN200 51 0,441 96 380
Celuloza AVICEL 26 0,220 93 38

Tabelul 2.32. Acilarea enantioselectivd a 2-nonanolului in mediu de
n-hexan prin biocataliza cu preparate obtinute prin dubla imobilizare a lipazei CalB

Suport Conv. Atrans e.e. E
(%) (pmol-h™*-mg™?) (%)

Lipaza nativa 16 0,651 99 238
(control)

Celite 545 50 0,412 99 1057
Celite 521 50 0,400 98 458
Celite C22 50 0,419 98 458
CaCoOs 50 0,447 98 458
Purolite MN200 50 0,456 99 1057
Celuloza AVICEL 27 0,253 99 285

Asa cum se poate observa din datele prezentate in Tabelele 2.28-2.32, in
urma imobilizarii s-a obtinut pentru toate substraturile testate (cu exceptia
2-pentanolului) o crestere insemnata a raportului enantiomeric E (valori cuprinse
intre 200 si 1100), crestere de pana la 18 ori comparativ cu lipaza nativa. Cele mai
mari valori ale Iui E s-au obtinut atunci cand Celite 545 si Purolite MN 200 au fost
folosite ca adsorbenti la dubla imobilizare a lipazei CalLB. In cazul substratului
2-pentanol, cu exceptia celulozei, adsorbantii folositi au determinat scaderea
enantioselectivitatii lipazei imobilizate, comparativ cu cea nativa.

Pe baza datelor din tabelele 2.28-2.32 s-a realizat graficul din Figura 2.18,
care reprezinta influenta naturii adsorbentului folosit pentru dubla imobilizare a
lipazei B din Candida antarctica asupra proprietatilor catalitice.
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Figura 2.18. Influenta adsorbentului asupra eficientei catalitice a
preparatelor enzimatice dublu imobilizate folosite ca biocatalizatori in rezolutia
cineticd a alcooloilor secundari in mediu de n-hexan, la 40°C.

Asa cum se poate observa din Figura 2.18, valorile randamentului de
regasire — parametru care caracterizeaza eficienta catalitica a preparatelor obtinute,
au fost excelente (intre 160 si 560%) pentru toti biocatalizatorii testati. Lipaza
imobilizata pe suport de celuloza a determinat obtinerea unor conversii mai scazute
dupa 24 de ore de reactie, avand drept consecinta valori mai scazute si pentru
ceilalti parametri ai eficientei catalitice. Pentru toate substraturile testate, cele mai
ridicate valori ale randamentului de regasire a activitatii enzimatice au fost obtinute
atunci cénd la dubla imobilizare a lipazei din Candida antarctica B s-a folosit CaCO3
ca si adsorbent [190]. Indiferent de adsorbentul folosit, se observa o crestere a
randamentului de regasire de la 2-pentanol la 2-heptanol, apoi doar o usoara
crestere sau chiar o scadere pentru 2-octanol si apoi o crestere pronuntata in cazul
2-nonanolului.

Indiferent de tehnica folosita pentru obtinerea biocatalizatorilor s-a observat
aceeassi tendinta, astfel putand concluziona ca adsorbentul nu are o influenta
majora asupra proprietatilor catalitice ale lipazelor imobilizate. Atunci cand a fost
folosita Metoda 4, valorile randamentului de regasire a activitatii enzimatice au fost
putin mai scazute.
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2.2.5. Lichide ionice - aditivi la dubla imobilizare a lipazei B
din Candida antarctica

in cadrul acestui studiu s-a urmérit influenta utilizdrii lichidelor ionice ca
aditivi asupra eficientei catalitice a lipazei din Candida antarctica B, imobilizate prin
metoda combinata. Si pentru acest studiu s-au obtinut preparate cu lipaza CalLB
conform celor doua metode descrise anterior, Metoda 3 si Metoda 4.

Preparatele obtinute au fost testate in reactia de acilare enantioselectiva a
doi alcooli secundari (2-hexanol si 2-octanol), in mediu de n-hexan. Parametrii
procesului de imobilizare au fost cei stabiliti in urma studiilor anterioare. Matricea
sol-gel a fost obtinuta pe baza unui amestec ternar de silani precursori PhTMOS,
MeTMOS si TMOS, la un raport molar de 1,6:0,4:1, iar ca adsorbent s-a folosit Celite
545 (Metoda 3). Ca si aditivi s-au testat mai multe lichide ionice: [Emim]BF,,
[Hmim]BF;, [Omim]BF4, [Bmim]PFs, [Emim]COOCH;, [Emim]COOCF; si
[Bmim]Tf,N. Rezultatele obtinute in urma reactiilor de acilare dupa 24 de ore sunt
prezentate in Tabelele 2.33 si 2.34 [192].

Tabelul 2.33. Influenta lichidelor ionice utilizate ca aditivi la imobilizarea
lipazei din Candida antarctica B asupra eficientei catalitice in cazul acilarii
enantioselective a 2-hexanolului in n-hexan.

i Conv. Atrans Nreg e.e.
Aditiv (%)  (umol-h™mg?) (%) (%)
(L'cziztfoT)at'Va 20 0,852 100 93
[Emim]BF. 49 0,411 528 96
[Hmim]BF, 47 0,402 501 96
[Omim]BF4 46 0,304 398 97
[Bmim]PFs 51 0,432 529 96
[Emim]COOCHS; 49 0,417 516 94
[Emim]COOCF; 48 0,396 477 95
[Bmim]Tf,N 49 0,413 504 95

Asa cum se poate observa din Tabelul 2.33, in cazul preparatelor imobilizate
s-au obtinut valori ale randamentului si ale enantioselectivitatii mai mari comparativ
cu lipaza nativa.

Lichidele cu acelasi anion, tetrafluoroborat, au dus la activitati ridicate ale
preparatelor imobilizate odata cu scaderea lantului alchil din partea cationica.

In ceea ce priveste lichidele ionice cu acelasi cation, [Emim], prezenta in
partea anionica a unor substituenti mai voluminosi (trifluoroacetat, acetat), a dus la
scaderea randamentului de regasire a activitatii si a enantioselectivitatii preparatelor
enzimatice obtinute.

Pentru acilarea 2-hexanolului, lichidul ionic cu cele mai bune rezultate ca si
aditiv de imobilizare a fost [Bmim]PFs, cu o crestere de peste 5 ori a activitatii totale
relative a preparatului obtinut fata de lipaza nativa si cu o valoare de 380 a
raportului enantiomeric E.
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Tabelul 2.34. Influenta lichidelor ionice utilizate ca aditivi la imobilizarea
lipazei din Candida antarctica B asupra eficientei catalitice in cazul acilarii
enantioselective a 2-octanolului in n-hexan.

I, Conv. Atrans Nre e.e.
Aditiv (%)  (umolhmg?) % %
Lipaza nativa 20 0,842 100 89
(control)

[Emim]BF, 51 0,433 563 94
[Hmim]BF, 51 0,434 547 95
[Omim ]BF, 51 0,434 482 95
[Bmim]PFe 51 0,459 569 95
[Emim]COOCH; 51 0,465 582 94
[Emim]COOCF; 51 0,437 533 95
[Bmim]Tf,N 51 0,420 518 95

Se observa ca in cazul acilarii 2-octanolului (Tabelul 2.34), s-au obtinut
valori mai bune ale activitatii enzimatice decat in cazul 2-hexanolului si nu s-au
observat diferente semnificative in functie de natura lichidelor ionice testate.
Preparatul cu cea mai mare valoare a activitatii a fost cel obtinut cu lichidul ionic
[Emim]COOCHs, cu o crestere de peste 5 ori a activitatii totale relative fata de lipaza
nativa.

Pe baza datelor din Tabelul 2.33. si 2.34. s-au calculat valorile raportului
enantiomeric E, care sunt prezentate in diagrama din Figura 2.19, in functie de
natura lichidului ionic utilizat ca aditiv la imobilizare.
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Figura 2.19. Influenta Ilichidului ionic utilizat ca aditiv asupra
enantioselectivitatii biocatalizatorilor in reactile de acilare enantioselectiva a
2-hexanolului si 2-octanolului.
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Prin utilizarea lichidelor ionice ca aditivi de imobilizare s-au obtinut
enantioselectivitati excelente pentru rezolutia cinetica a ambelor substraturi
investigate, rezultadnd valori ale raportului enantiomeric E mai mari decat 100 pentru
toate preparatele, mult mai mari decat in cazul lipazei native.

Tinand cont atat de enantioselectivitate cat si de activitatea catalitica, in
cazul ambelor subtraturi testate, lichidul ionic cu cele mai bune rezultate a fost
[Bmim]PFg (Tabelul 2.33, Tabelul 2.34 si Figura 2.19).

Acelasi studiu privind influenta lichidelor ionice ca aditivi a fost repetat si
pentru preparatele cu lipaza CalLB obtinute cu Metoda 4, cu sol prepolimer obtinut
prin cataliza cu HCI. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelele 2.35 si 2.36.

Tabelul 2.35. Influenta lichidelor ionice ca aditivi la imobilizarea prin
metoda combinatd a lipazei CalB asupra eficientei catalitice in cazul acilarii
enantioselective a 2-hexanolului.

- Conv. Agrans Nre e.e.
Aditiv (%)  (pmol-hmg?) (%) (%) E
Enzima nativa 20 0,852 100 93 35
(control)

[Emim]BF, 48 0,423 350 97 201
[Hmim]BF, 46 0,401 313 97 170
[Omim]BF. 46 0,386 328 97 170
[Bmim]PFs 47 0,405 321 97 183
[Emim]COOCHs; 50 0,406 315 93 94
[Emim]COOCF, 47 0,394 305 95 104
[Bmim]TH,N 49 0,402 312 96 163

Asa cum se poate observa din tabelul 2.35, in cazul preparatelor imobilizate
s-au obtinut valori ridicate ale randamentului si ale enantioselectivitatii.

Lichidele ionice cu acelasi anion, tetrafluoroborat, au dus la activitati
ridicate ale preparatelor imobilizate odata cu scaderea lantului alchil din partea
cationica.

In ceea ce priveste lichidele ionice cu acelasi cation, [Emim], prezenta in
partea anionica a unor substituenti mai voluminosi (trifluoroacetat, acetat), a dus la
scaderea activitatii si a enantioselectivitatii preparatelor enzimatice obtinute.
Conform unor date din literatura, lichidele ionice cu anionul BF; pot fi folosite ca si
materiale sablon pentru obtinerea nanostructurilor mezoporoase, in care legaturile
de hidrogen dintre BF,” si gruparile silanol din gelul de silice precum si interactiunile
dintre gruparile imidazol vecine au un rol important in formarea structurii retelei
[193].

Pentru acilarea 2-hexanolului, lichidul ionic cu cele mai bune rezultate ca si
aditiv de imobilizare a fost [Emim]BF,4, cu o crestere de peste 3 ori a activitatii totale
relative fata de lipaza nativa si cu o valoare de 201 a raportului enantiomeric.
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Tabelul 2.36. Influenta lichidelor ionice ca aditivi la imobilizarea prin
metoda combinatd a lipazei CalB asupra eficientei catalitice Tn cazul acilarii
enantioselective 2-octanolului.

I Conv. Agrans Nre e.e.

Aditlv (%)  (umol-hmg?) (%) (%) E

Lipaza nativa 20 0,842 _ 89 21
(control)

[Emim]BF, 51 0,441 369 95 201
[Hmim]BF, 51 0,423 334 96 380
[Omim]BF, 49 0,448 338 95 125
[Bmim]PFg 51 0,443 355 95 201
[Emim]COOCH; 52 0,451 354 92 152
[Emim]COOCF; 51 0,442 346 94 146
[Bmim]Tf,N 51 0,438 345 95 201

In cazul acilarii 2-octanolului (Tabelul 2.36) s-au obtinut valori mai ridicate
ale activitatii enzimatice, cu foarte mici diferente in functie intre natura lichidelor
ionice utilizate. Deoarece valorile au fost aproape aceleasi si in cazul preparatelor
obtinute cu Metoda 3, se poate trage concluzia ca lichidele ionice cu cation de
imidazoliu au efect favorabil in cursul procesului de imobilizare prin metoda
combinata de entrapare in sol-gel si adsorbtie, dar nu modifica conformatia enzimei,
chiar daca raman partial inglobate in matricea rezultatda. De asemenea, pot contribui
la cresterea stabilitatii enzimei.

Pe baza datelor din Tabelul 2.35 si 2.36 s-a reprezentat grafic variatia
enantioselectivitatii in functie de natura lichidului ionic utilizat ca aditiv la imobilizare
(Figura 2.20).
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Figura 2.20. Influenta lichidului ionic utilizat ca aditiv asupra
enantioselectivitatii biocatalizatorilor in reactiile de acilare enantioselectivd a
2-hexanolului si 2-octanolului.

BUPT



2.2 - Imobilizarea prin entrapare in matrici de sol-gel combinata cu adsorbtie 113

Prin utilizarea lichidelor ionice ca aditivi la dubla imobilizare s-au obtinut
valori excelente ale enantioselectivitatii (comparativ cu enzima nativa) in reactiile de
acilare a 2-hexanolului respectiv a 2-octanolului, valorile lui E fiind cuprinse intre 94
si 380. Valorile ridicate ale enantioselectivitatii arata ca aceasta proprietate foarte
importanta a lipazei este imbunatatita prin imobilizarea cu metoda combinata si
folosirea unui lichid ionic ca aditiv. Faptul ca natura lichidului ionic cu cation
imidazolic nu influenteaza enantioselectivitatea face posibild alegerea sa pe baza
unor criterii legate de costul biocatalizatorului si stabilitatea sa in conditiile utilizarii
preconizate.

Privind comparativ cele doua metode de imobilizare studiate, se poate
observa ca valorile raportului enantiomeric au fost similare, cu doud exceptii. In
cazul in care s-a folosit metoda 3, valoarea cea mai ridicatd a Iui E pentru acilarea
2-hexanolului s-a obtinut pentru lichidul ionic [Bmim]PFs. Atunci cand biocatalizatorii
au fost sintetizati conform metodei 4, cea mai ridicata valoare a lui E s-a inregistrat
pentru acilarea 2-octanolului cu lipaza CaLB dublu imobilizata in prezenta aditivului
[Hmim]BF;,.

2.2.6. Influenta mediului de reactie asupra
enantioselectivitatii lipazei din Candida antarctica B
imobilizata prin metoda combinata

In general, prin imobilizare se poate realiza imbunitétirea stabilitatii
enzimei, nu si a enantioselectivitatii. Lipazele reprezinta totusi un caz particular din
acest punct de vedere, deoarece avand un ,capac” hidrofob care obtureaza accesul
substratului la centrul activ, existentda unor interactiuni nepolare cu suportul poate
avea ca efect deplasarea acestuia si cresterea activitatii. S-a demonstrat in studiile
anterioare ca enantioselectivitatea lipazei dublu imobilizate a fost mai mare decét a
celei native, pentru majoritatea substraturilor studiate. Singura exceptie a
reprezentat-o 2-pentanolul, care poate fi explicata, pe baza regulii Kazlauskas, de
diferenta mica de dimensiuni intre cei doi substitutenti alchil legati de atomul de
carbon asimetric. In Figura 2.21, realizata pe baza datelor din Tabelul 2.28, este
prezentata influenta naturii substratului asupra enantioselectivitatii preparatului
enzimatic obtinut prin dubla imobilizare cu PhTMOS:MeTMOS:TM0OS=1,6:0,4:1,
[Omim]BF, ca aditiv si Purolite MN200 ca adsorbent (conform Metodei 3). Pentru
alcoolii din seria de la 2-hexanol pana la 2-nonanol s-a observat o imbunatatire a
enantioselectivitatii preparatului testat comparativ cu enzima nativa, iar pentru
2-pentanol o scadere drastica a acesteia.
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Figura 2.21. Influenta substratului asupra enantioselectivitatii preparatului
enzimatic cu lipaza CalB imobilizata prin entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie
pe Purolite MN200.

In aceste conditii, pentru a creste enantioselectivitatea este nevoie de
modificarea altor parametri ai reactiei care avea influentd in acest sens. Un
asemenea parametru este natura mediului de reactie. Prin urmare, s-a investigat
influenta acestui parametru asupra enantioselectivitatii in reactia de acilare a
2-pentanolului prin biocataliza cu CalB imobilizata prin entrapare in sol-gel
combinata cu adsorbtie pe Purolite MN200. Rezultatele obtinute in diferite medii de
reactie sunt prezentate in tabelul 2.37.

Tabelul 2.37. Influenta mediului de reactie asupra eficientei catalitice a
lipazei din Candida antarctica B dublu imobilizatd in reactia de acilare
enantioselectiva a
2-pentanolului

Mediu de reactie Conv. Atrans eep E
(%) (pmol-ht:mg™?) (%)
hexan 55 0,286 81 49
ciclohexan 52 0,392 87 51
toluen 50 0,383 87 41
dioxan 53 0,403 86 55
MTBE 51 0,397 79 22
j-octan 45 0,347 89 37
acetona 59 0,464 69 29
THF 27 0,202 88 22
t-butanol 42 0,319 91 42

Activitatea enzimatica este conditionata de alegerea unui mediu de reactie
adecvat, deoarece unii solventi organici inactiveaza enzima. Din tabelul 2.37 se
poate observa cd natura mediului de reactie a influentat semnificativ activitatea de
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transesterificare. Aceastd activitate a fost cu peste 60% mai mare in acetona decat
in hexan, in timp ce in tetrahidrofuran a scazut cu 30%. Insa contrar asteptarilor,
nu s-a realizat si cresterea enantioselectivitatii prin modificarea mediului de reactie.
Desi in unii dintre solventii studiati excesul enantiomeric a crescut comparativ cu
hexanul, valorile raportului enantiomeric E nu s-au modificat semnificativ, cele mai
bune valori fiind in jur de 50.

In cazul reactiei de acilare a 2-pentanolului cu preparate obtinute prin
Metoda 4, cele mai mici valori ale enantioselectivitatii s-au obtinut mai ales atunci
cand CaCOjs a fost folosit ca suport pentru dubla imobilizare (Figura 2.22).
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Figura 2.22. Influenta substratului asupra enantioselectivitatii preparatului
enzimatic obtinut prin dubla imobilizare cu PhTMOS:MeTMOS:TM0S=1,6:0,4:1,
OmimBF,4 ca aditiv si CaCO3 (adsorbent).

R

acetat de vinil, in continuare reactia a fost investigata in mai multi solventi organici,
iar ca biocatalizator s-a folosit lipaza din Candida antarctica B dublu imobilizata cu
silani precursori PhATMOS:MeTMOS:TMOS in raport molar de 1,6:0,4:1, [Omim]BF,4
ca aditiv si CaCOs3 ca adsorbent (Metoda 4).
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Tabelul 2.38. Influenta mediului de reactie asupra eficientei catalitice a
lipazei din Candida antarctica B dublu imobilizatd in reactia de acilare
enantioselectiva a 2-pentanolului

Mediu de reactie Conversie Atrans ee E
(%) (umol-h'*mg™?) (%)

hexan 51 0,386 84 33
ciclohexan 48 0,401 85 29
toluen 55 0,424 81 49
dioxan 52 0,379 91 104
MTBE 51 0,381 82 27
j-octan 49 0,377 87 38
acetona 40 0,321 95 75
THF 50 0,390 91 67
diclormetan 49 0,366 95 113
t-butanol 43 0,343 93 58

Alegerea unui mediu de reactie potrivit este foarte dificila deoarece unii
solventi organici inactiveaza enzima. Cele mai ridicate valori ale randamentului si
activitatii de transesterificare s-au obtinut atunci cand toluenul a fost utilizat ca
mediu de reactie, iar cele mai mici valori s-au obtinut in cazul acetonei (Tabelul
2.38).

Se observa ca enantioselectivitatea preparatului enzimatic utilizat Ia
rezolutia cinetica a 2-pentanolului este puternic influentata de natura mediului de
reactie. A fost demonstrat faptul ca alegerea unui mediu de reactie potrivit ar putea
fi un factor major pentru optimizarea eficientei catalitice a lipazelor native sau
imobilizate. Diclormetanul si 1,4-dioxanul, solventi cu polaritate intermediara, s-au
dovedit a fi foarte eficienti, ducédnd la obtinerea unor valori ale raportului
enantiomeric mai mari de 100, ceea ce poate fi consideratda o rezolutie cinetica
excelenta. Valori mai mici ale enantioselectivitatii s-au obtinut in cazul solventilor
nepolari, cum ar fi hexan sau ciclohexan.

Cu toate acestea, enantioselectivitatea nu poate fi explicata doar pe baza
polaritatii solventului. De exemplu s-au obtinut diferente considerabile de
enantioselectivitate in cazul utilizarii acetonei ca mediu de reactie, respectiv a
tert-butanolului, solventi cu polaritati apropiate [179].

Acelasi preparat enzimatic a fost folosit ca si biocatalizator si la rezolutia
cinetica a 2-octanolului in diferite medii de reactie. Rezultatele obtinute sunt
prezentate in Tabelul 2.39.
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Tabelul 2.39. Influenta mediului de reactie asupra eficientei catalitice a
lipazei din Candida antarctica B dublu imobilizatd in reactia de acilare
enantioselectiva a 2-octanolului

Conversie Atrans eep

Mediu de reactie (%) (pmol-h'l-mg'i) (%) E

Hexan 51 0,420 95 201
Ciclohexan 51 0,447 95 201
Toluen 51 0,437 95 201
1,4-dioxan 51 0,413 95 201
MTBE 51 0,416 95 201
i-octan 51 0,446 95 201
Acetona 43 0,357 94 69
THF 42 0,397 94 66
Diclormetan 51 0,397 95 201
t-butanol 32 0,313 93 42

Asa cum se poate observa din Tabelul 2.39, in cazul acilarii enantioselective
a 2-octanolului, natura mediului de reactie nu a avut o influentd semnificativa
asupra eficientei catalitice a biocatalizatorului folosit, cu exceptia tert-butanolului,
solvent in care s-au obtinut cele mai mici valori ale activitatii catalitice si
enantioselectivitatii.

2.2.7. Concluzii partiale

Performantele catalitice ale lipazelor imobilizate prin entrapare in sol-gel
combinata cu adsorbtie depind foarte mult de incdrcarea cu enzimd, de raportul
molar al silanilor precursori, precum si de tipul si cantitatea adsorbentului.

S-au obtinut valori ridicate la fincarcari de 9,48, 10,72 si 11,68 mg
proteind/g biocatalizator. Trebuie mentionat ca indiferent de valoarea incarcarii cu
enzima, valorile raportului enantiomeric au fost superioare comparativ cu lipaza
nativa. Tinand cont atat de activitatea enzimatica, raportul enantiomeric (E) cat si
de costul biocatalizatorului, se poate spune cad valoarea optima a fincarcarii cu
enzima necesara la imobilizarea prin metoda sol-gel combinata cu adsorbtie este de
10,72 mg proteind/g biocatalizator. Biocatalizatorii care vor fi utilizati in studiile
urmatoare vor fi cei obtinuti la o incdrcare a matricii cu proteind de 10,72.
Randamentul de imobilizare a fost independent de incarcarea cu lipaza.

Indiferent de substratul testat, raportul optim dintre cantitatea de suport si
numarul de moli de silani precursori la care s-au inregistrat cele mai bune valori ale
conversiei a fost de 83,3. Atunci cand reactiile au fost efectuate intr-un mediu de
reactie polar (acetond), s-a obtinut o usoara scadere a conversiei. In aceasta
situatie, a fost avantajata reactia de acilare enantioselectiva a 2-hexanolului.

Dupa imobilizare activitatea totald a fost mai mare la lipaza din Burkholderia
cepacia, de pana la 8 ori mai mare decat a celorlalte lipaze imobilizate. Lipaza din
Candida antarctica a prezentat valori ridicate ale randamentului de regasire a
activitatii, iar cea din Pseudomonas fluorescens a dat valorile cele mai mici ale
randamentului de regasire. Folosind un raport molar al precursorilor silanici de
1,6:0,4:1 s-au obtinut cele mai bune valori ale activitatii totale. Atunci cand s-a
folosit [Emim]BF,; ca aditiv de imobilizare, pentru toate preparatele enzimatice
obtinute, valorile randamentului de regasire au fost aproape duble comparativ cu
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imobilizarea in prezenta lui OmimBF, ca agent de modelare a structurii gelului.
Folosind un raport molar al precursorilor silanici de 1:1:1 s-au obtinut cele mai bune
valori ale enantioselectivitatii pentru toate preparatele enzimatice obtinute.

Valorile randamentului de regasire - parametru care caracterizeaza eficienta
catalitica a preparatelor obtinute, au fost excelente (intre 250 si 560%) pentru toti
biocatalizatorii testati, indiferent de protocolul de imobilizare flosit. Indiferent de
adsorbentul folosit, se observa o crestere a randamentului de regasire de la
2-pentanol la 2-heptanol, apoi doar o usoara crestere sau chiar o scadere pentru
2-octanol si apoi o crestere pronuntata in cazul 2-nonanolului.

Lichidele cu acelasi anion, tetrafluoroborat, au dus la activitati ridicate ale
preparatelor imobilizate odata cu scaderea lantului alchil din partea cationica. In
ceea ce priveste lichidele ionice cu acelasi cation, [Emim], prezenta in partea
anionica a unor substituenti mai voluminosi (trifluoroacetat, acetat), a dus la
scaderea randamentului de regdsire a activitatii si a enantioselectivitatii preparatelor
enzimatice obtinute.

Privind comparativ cele doud metode de imobilizare studiate, se poate
observa ca valorile raportului enantiomeric au fost similare, cu doua exceptii. In
cazul in care s-a folosit metoda 3, valoarea cea mai ridicata a lui E pentru acilarea
2-hexanolului s-a obtinut pentru lichidul ionic [Bmim]PFs. Atunci cand biocatalizatorii
au fost sintetizati conform metodei 4, cea mai ridicatd valoare a lui E s-a inregistrat
pentru acilarea 2-octanolului cu lipaza CalLB dublu imobilizata in prezenta aditivului
[Hmim]BF,.

Activitatea enzimatica este conditionata de alegerea unui mediu de reactie
adecvat, deoarece unii solventi organici inactiveaza enzima. Cele mai ridicate valori
ale activitatii de transesterificare s-au obtinut atunci cand acetona sau dioxanul au
fost utilizati ca mediu de reactie, iar cele mai mici valori s-au obtinut in cazul THF.

Cele mai ridicate valori ale randamentului si activitatii de transesterificare
s-au obtinut atunci cand toluenul a fost utilizat ca mediu de reactie, iar cele mai mici
valori s-au obtinut Tn cazul acetonei. Enantioselectivitatea preparatului enzimatic
utilizat la rezolutia cineticd a 2-pentanolului este puternic influentata de natura
mediului de reactie. Diclormetanul si 1,4-dioxanul, solventi cu polaritate
intermediara, s-au dovedit a fi foarte eficienti, ducand la obtinerea unor valori ale
raportului enantiomeric mai mari de 100, ceea ce poate fi considerata o rezolutie
cinetica excelenta. Valori mai mici ale enantioselectivitatii s-au obtinut in cazul
solventilor nepolari, cum ar fi hexan sau ciclohexan.

In cazul acilarii enantioselective a 2-octanolului, natura mediului de reactie
nu a avut o influentd semnificativd asupra eficientei catalitice a biocatalizatorului
folosit.
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2.3. Cresterea stabilitatii lipazelor prin imobilizare in sol-gel

2.3.1. Reutilizarea lipazelor microbiene imobilizate

Cea mai importantd proprietate a enzimelor care poate fi imbunatatita prin
imobilizare este stabilitatea. Cu toate acestea, o asemenea crestere a stabilitatii nu
este un rezultat direct al imobilizarii, deoarece in unele cazuri stabilitatea enzimei
poate scadea in urma imobilizarii din diferite motive, cum ar fi interactiuni nedorite
intre suport si enzima. Este bine cunoscut faptul cd sunt necesare protocoale de
imobilizare specifice pentru obtinerea celor mai bune performante catalitice. In ceea
ce priveste aplicarea la nivel industrial, principala cerinta este posibilitatea de
reutilizare a enzimei in cat mai multe cicluri de reactie.

Imobilizarea prin entrapare in matrici sol-gel permite separarea convenabild
a catalizatorului la sfarsitul fiecarui ciclu de reactie si stabilizeazd molecula lipazei
impotriva agregarii si proteolizei cauzate de posibila prezentda a proteazelor in
enzima brutd. In functie de dimensiunile porilor, de distributia si localizarea enzimei
in matricea poroasa, stabilitatea acesteia poate fi deteriorata, prin colapsarea porilor
sau prin colmatarea cauzata de impuritati, avand ca efect cresterea impiedicarii
sterice.

Reutilizarea enzimei in mai multe cicluri de reactie reprezinta una dintre
principalele obiective ale imobilizarii. Acest aspect este esential mai ales in cazul
enzimelor care au pret ridicat, deoarece in majoritatea cazurilor este determinant
pentru utilizarea industriald a enzimei respective. In general, se considera ca enzima
poate fi reutilizatd pana cand activitatea sa scade la cel mult 25% din cea initiala.

Numeroase lucrari de cercetare s-au concentrat asupra posibilitatilor de
fmubunatatire a stabilitatii si reutilizarii enzimelor imobilizate, pentru a face posibila
aplicarea lor la nivel industrial.

S-a urmarit variatia activitatii lipazei din Candida antarctica B (C-Lecta),
nativa sau imobilizata prin metoda de entrapare in sol-gel (Metoda 1) si entrapare
combinata cu adsorbtie pe Celite 545 (Metoda 3), in conditiile reutilizarii multiple in
reactia de acilare a 2-octanolului in mediu de n-hexan. Imobilizarea s-a realizat
utilizand un sistem ternar de precursori metoxisilanici. Silanii precursori folositi au
fost un aril-trimetoxisilan PhTMOS, un alchil-trimetoxisilan MeTMOS si
tetrametoxisilan TMOS in raport molar de 1,6:0,4:1.

Studiul a fost efectuat la doud temperaturi, 40°C si 60°C, pentru a investiga
si stabilitatea termica a lipazei imobilizate in conditii de utilizare repetata,
comparativ cu lipaza nativa.

Dupa fiecare ciclu de reactie s-a separat produsul de reactie prin
centrifugare, iar lipaza nativa sau preparatul enzimatic ramase in fiola de reactie au
fost spalate cu n-hexan, centrifugate si reintroduse intr-un nou ciclu de reactie.
Rezultatele studiului realizat la 40°C sunt prezentate in Tabelul 2.40.
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Tabelul 2.40. Redutilizarea

lipazei

din Candida antarctica B nativa,
imobilizata prin metoda sol-gel (ESG), sau prin metoda combinata cu adsorbtie pe
Celite 545 (ESG+A), in reactia de acilare a 2-octanolului, la 40°C.

Numar Atrans Exces enantiomeric e.e.
reutilizare (pmol-ht:mg™) (%)
Lipaza ESG? ESG+A® Lipaza ESG®? ESG+A®
nativa nativa

0 0,819 0,457 0,443 90 95 95
1 0,719 0,432 0,436 89 94 95
2 0,679 0,433 0,421 88 94 95
3 0,596 0,475 0,419 87 95 95
4 0,615 0,422 0,400 87 94 95
5 0,531 0,432 0,397 85 95 95
6 0,535 0,399 0,403 85 95 95
7 0093 0,475 0,420 84 95 95
8 0,094 0,447 0,402 83 95 95
9 - 0,411 0,395 - 95 95
10 - 0,472 0,396 - 95 95
11 - 0,430 0,417 - 95 95
12 - 0,439 0,395 - 95 95
13 - 0,452 0,373 - 95 95
14 - 0,474 0,414 - 95 95
15 - 0,444 0,327 - 95 95
16 - 0,414 0,343 - 95 95
17 - 0,451 0,391 - 95 95
18 - 0,416 0,355 - 95 95
19 - 0,441 0,349 - 95 95
20 - 0,428 0,390 - 95 95
21 - 0,421 0,385 - 95 95
22 - 0,423 0,388 - 95 95
23 - 0,448 0,388 - 95 95
24 - 0,410 0,378 - 95 95
25 - 0,442 0,381 - 95 95
26 - 0,417 0,385 - 94 95
27 - 0,420 0,397 - 95 95
28 - 0,414 0,383 - 95 95
29 - 0,420 0,385 - 95 95
30 - 0,428 0,381 - 95 95
31 - 0,431 0,392 - 95 95
32 - 0,422 0,354 - 95 95
33 - 0,407 0,356 - 95 95
34 - 0,406 0,355 - 95 95
35 - 0,431 0,353 - 95 95
36 - 0,418 0,371 - 95 95
37 - 0,422 0,359 - 95 95
38 - 0,402 0,322 - 95 95
39 - 0,461 0,379 - 94 95
40 - 0,432 0,327 - 95 95
41 - 0,412 0,349 - 95 95
42 - 0,409 0,348 - 95 95

'Raportatd la activitatea din primul ciclu de reactie
2Imobilizatd prin entrapare in sol-gel
3Imobilizatd prin entrapare in sol-gel combinatd cu adsorbtie.
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Din Tabelul 2.40 se poate observa ca activitatea de transesterificare a
enzimei a ramas constanta pe parcursul reutilizarilor la o valoare de 0,4-0,42,
indiferent de tehnica de imobilizare utilizata.
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Figura 2.23. Influenta reutilizarii asupra activitatii totale relative a lipazei
CalLB nativa si imobilizatéa prin entrapare in sol-gel si entrapare combinatd cu
adsorbtie, in reactia de acilare a 2-octanolui la 40°C in mediu de n-hexan.

Activitatea totala relativa in mai multe cicluri de reutilizare a fost
reprezentata in diagrama din Figura 2.23. Se remarcad faptul ca in cazul lipazei
native aceasta activitate a scazut pronuntat de la prima reutilizare si a fost de
numai 48% dupa 8 reutilizari.

In aceleasi conditii, preparatele imobilizate au pastrat cel putin 98%, din
activitatea totald initiala dupa 8 reutilizari. Preparatele obtinute prin entrapare in
sol-gel au avut o stabilitate operationala mai mare decat cele obtinute prin
entrapare combinata cu adsorbtie.

Astfel, numarul de cicluri de reutilizare pentru care activitatea relativa s-a
mentinut la peste 50% din activitatea initiald a fost de 6 in cazul enzimei native, iar
pentru preparatele imobilizate activitatea relativa s-a mentinut la peste 90% pe tot
parcursul celor 42 cicluri de reutilizare.

Enantioselectivitatea enzimei native a scazut la reutilizare, de la 90 la 83%
dupa 8 reutilizari. Trebuie remarcat efectul pozitiv pe care I-a avut imobilizarea,
excesul enantiomeric mentindndu-se la valoarea initiala de 95% pe tot parcursul
studiului, pentru ambele preparate testate [183].

Aceleasi preparate, precum si enzima nativa au fost reutilizate si la 60°C in
reactia de acilare a 2-octanolului in mediu de n-hexan.
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Tabelul 2.41. Reutilizarea lipazei din Candida antarctica B nativa si
imobilizata prin metoda sol-gel (ESG) sau combinata cu adsorbtie pe Celite 545
(ESG+A), utilizdnd ca silani precursori PhnTMOS/MeTMOS/TMOS la un raport molar
de 1,6:0,4:1, in reactia de acilare a 2-octanolului in n-hexan la 60°C.

Numar Atrans Exces enantiomeric e.e.
utilizare (pmol-h*-mg™) (%)
Lipaza ESG? ESG+A® Lipaza ESG? ESG+A3
nativa nativa

0 0,813 0,413 0,410 89 93 94

1 0,692 0,432 0,406 88 91 93

2 0,487 0,268 0,413 83 90 93

3 0,645 0,423 0,423 86 91 94

4 0,558 0,416 0,402 78 91 93

5 0,431 0,417 0,427 75 92 93

6 0,337 0,419 0,404 71 91 94

7 0,312 0,433 0,436 72 91 94

8 0,259 0,437 0,421 67 92 94

9 0,242 0,420 0,429 67 92 94
10 0,227 0,428 0,428 65 93 94

11 0,207 0,413 0,412 63 93 94
12 - 0,418 0,428 - 93 94
13 - 0,420 0,436 - 93 94
14 - 0,423 0,393 - 94 94
15 - 0,416 0,409 - 94 94

lRaportata la activitatea din primul ciclu de reactie
2Imobilizatd prin entrapare in sol-gel
3Imobilizatd prin entrapare in sol-gel combinat3 cu adsorbtie

Din tabelul 2.41 se poate observa ca activitatea de transesterificare a

enzimei a ramas constanta pe parcursul reutilizarilor la o valoare de 0,4-0,42,
indiferent de tehnica de imobilizare utilizata.
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Figura 2.24. Influenta reutilizarii asupra activitatii totale relative a lipazei
CalLB nativa si imobilizatéa prin entrapare in sol-gel si entrapare combinatd cu
adsorbtie, in reactia de acilare a 2-octanolui in mediu de n-hexan la 60°C.

Activitatea totala relativa in mai multe cicluri de reutilizare a fost
reprezentata in diagrama din Figura 2.24. Se remarcd faptul ca in cazul lipazei
native aceasta activitate a scazut cu 15% inca de la prima reutilizare si a fost de
numai 25% din cea initiala dupa 11 reutilizari.

In aceleasi conditii, preparatele imobilizate si-au mentinut activitatea
cataliticd nemodificata de-a lungul a 15 cicluri de utilizare. Nu au existat diferente
seminificative in ce priveste stabilitatea operationald intre preparatele obtinute prin
entrapare in sol-gel si cele obtinute prin entrapare combinata cu adsorbtie.

Aceeasi diferenta la reutilizare intre enzima imobilizata si cea solubild s-a
constatat si in cazul enantioselectivitatii. Excesul enantiomeric in conditiile folosirii
enzimei native a scazut de la valoarea initiala de 89% la 63%, dupa 12 reutilizari.
Trebuie remarcat efectul pozitiv pe care I-a avut imobilizarea, excesul enantiomeric
mentinandu-se la valoarea initiala de 93-94% pentru ambele preparate testate, pe
tot parcursul celor 15 cicluri de reactie.

Un rezultat foarte important al acestui studiu este ca in timp ce eficienta
catalitica a lipazei native reutilizate a scazut considerabil mai repede la cresterea
temperaturii de reactie de la 40°C la 60°C, in cazul lipazei imobilizate prin metoda
sol-gel ea a ramas aproape nemodificata. Prin urmare, stabilitatea operationald
excelenta a lipazei se mentine si la temperaturi mai ridicate, ceea ce este un
argument important pentru utilizarea industriala a acestor biocatalizatori [177].
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2.3.2. Studiul termostabilitatii lipazelor microbiene
imobilizate

Stabilitatea termica este o altd proprietate importantd a enzimelor pentru ca
acestea sa poata fi utilizate la nivel industrial, deoarece in multe procese este
necesara o temperatura mai ridicata decat cea obisnuita pentru reactiile enzimatice
in vederea imbunatatirii vitezei de reactie. Inactivarea termicd este legata de obicei
de deplierea enzimelor, iar imobilizarea ar putea preveni modificarile
conformationale implicate in acest tip de inactivare. Astfel, mentinerea activitatii
enzimelor la peste 40-50°C este un obiectiv important al catalizei enzimatice,
deoarece pierderea activitatii la temperaturi ridicate este unul dintre motivele
principale care impiedica aplicarea industriala a biocatalizatorilor. Imobilizarea poate
fi 0 metoda de crestere a termostabilitatii enzimelor, asa cum s-a demonstrat in mai
multe cazuri.

Prezenta lichidelor ionice in matrice are ca efect o mai buna stabilizare prin
mentinerea structurii active a enzimei prin interactiuni specifice. In plus, enzimele
imobilizate sunt mai bine protejate impotriva cresterii locale de temperatura in
apropierea suprafetei de incalzire.

In acest studiu s-a urmarit influenta temperaturii in intervalul 40-80°C
asupra performantelor catalitice a lipazelor Amano AK din Pseudomonas fluorescens,
Amano PS din Burkholderia cepacia si C-Lecta din Candida antarctica B, native sau
imobilizate. Preparatele enzimatice testate au fost obtinute prin entrapare in sol-gel
(Metoda 1) si prin entrapare combinata cu adsorbtie (Metoda 3). S-au folosit in
ambele cazuri un sistem ternar de precursori silanici PhATMOS, MeTMOS si TMOS la
raport molar de 1,6:0,4:1, iar ca aditiv un lichid ionic ([Omim]BF,). Biocatalizatorii
au fost incubati in n-hexan la diferite temperaturi timp de o ora, dupa care au fost
folositi in reactia de acilare enantioselectiva a 2-octanolului cu acetat de vinil la
40°C, n acelasi solvent.

Rezultatele obtinute aratéa o stabilitate termica excelentd a lipazelor
imobilizate pe domeniul de temperatura studiat, indiferent de natura lipazei si de
tehnica de imobilizare utilizata. Micile variatii ale valorilor activitatii pot fi atribuite
distributiei diferite a enzimei in matrice, chiar daca reactiile au fost efectuate in
duplicat.

In cazul lipazei CalLB nativa (Tabelul 2.42), activitatea de transesterificare
creste odata cu cresterea temperaturii, doar pe intervalul 40-65°C, dupa care se
observa o usoara scadere. Excesul enantiomeric si raportul enantiomeric E prezinta
aceeasi tendinta crescatoare, dar pana la temperatura de 60°C, cand se
inregistreaza valorile maxime (e.e. = 91% si E=27).
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Tabelul 2.42. Influenta temperaturii asupra activitatii lipazelor imobilizate.
Biocatalizatorii au fost incubati 1 ord in n-hexan la temperaturi cuprinse intre 40 si
80°C.

Activitate! (umoli h™'-mg catalizator™)
Temp Lipaza din Lipaza_ din ) Lipaza din _Candida
(°c) Pseudomonas Burkholderia cepacia antarctica B
fluorescens

nativd | SG2 | SGA® | nativd | SG2 | SGA? | nativd | SG> | SGA3
40 1,910 0,343 0,295 0,953 0,433 0,341 0,289 0,429 0,434
45 1,817 0,338 0,299 1,052 0,438 0,286 0,740 0,418 0,414
50 1,816 0,316 0,250 1,116 0,395 0,274 0,696 0,423 0,406
55 1,929 0,315 0,286 1,061 0,398 0,289 0,784 0,411 0,397
60 1,698 0,316 0,282 1,372 0,393 0,315 0,895 0,424 0,404
65 2,290 0325 0,297 1,216 0,413 0,285 1,037 0,426 0,413
70 1,805 0,335 0,298 1,176 0,412 0,291 0,715 0,420 0,425
75 1,713 0,331 0,310 0,906 0,411 0,273 0,759 0,424 0,428
80 1,866 0,326 0,319 1,017 0,415 0,286 0,615 0,419 0,430

lactivitatea de transesterificare a 2-octanolului, la 24 ore de reactie
2imobilizare prin entrapare in sol-gel
3imobilizare prin entrapare in sol-gel combinatd cu adsorbtie

In cazul preparatelor enzimatice utilizate, indiferent de metoda de
imobilizare, se observa o buna stabilitate termica ilustrata prin valori mentinute
constante pe tot intervalul de temperatura studiat (conversie in jur de 50%, exces
enantiomeric de 95% si rapoarte enantiomerice de peste 125).
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Figura 2.25. Termostabilitatea lipazei din Candida antarctica B, nativa sau
imobilizata, la 80°C, in reactia de acilare enantioselectivd a 2-octanolului cu acetat
de vinil in n-hexan.

BUPT



126 Contributii originale - 2

Datorita stabilitatii termice excelente a preparatelor enzimatice obtinute cu
lipaza din Candida antarctica B si silanii precursori PhTMOS, MeTMOS si TMOS,
conform procedurii stabilite, studiile au fost continuate in conditii mai severe, prin
incubare in hexan la 80°C timp de 5 zile. Chiar si asa, biocatalizatorii obtinuti au
prezentat valori ale activitatii practic neschimbate, pe cand enzima nativa a pierdut
50% din activitate dupa 5 zile (Figura 2.25). Nu s-au Iinregistrat diferente
semnificative intre tehnicile de imobilizare studiate. De asemenea,
enantioselectivitatea lipazei nu a fost afectata, ramanand constanta (exces
enantiomeric de 94-95%). Anterior a fost raportata termostabilitatea ridicata a
lipazei din Candida cylindracea imobilizata prin metoda combinata de entrapare
(folosind un amestec binar de silani precursori TMOS si propiltrimetoxisilan) si
depunere pe Celite, dar timpul de incubare nu a fost extins mai mult de o ora [188].
Rezultatele grupului nostru demonstreaza posibilitatea de mentinere intacta a
proprietatilor catalitice ale enzimelor imobilizate prin entrapare in sol-gel pentru o
perioada de timp mai mare [183].

2.3.3. Stabilitatea in solventi organici

Biocataliza in solventi organici are o serie de avantaje fatd de cea in mediu
apos: Tmbunatatirea solubilitatii compusilor hidrofobi, posibilitatea de a efectua
reactii care sunt restrictionate din punct de vedere cinetic sau termodinamic in apa3,
minimizarea reactiilor secundare, controlul sau modificarea selectivitatii enzimei,
posibilitatea recuperdrii unor produsi prin folosirea solventilor organici volatili si
imbunatatirea termostabilitdtii enzimei. In ciuda acestor avantaje, enzimele nu
indeplinesc tot timpul cerintele de activitate, productivitate si cel mai important,
stabilitate in solventii organici. Solventii hidrofobi au ca efect stabilitate si activitate
enzimatica ridicate comparativ cu cei hidrofili, care au tendinta de a indeparta o
parte din apa necesara pentru functionarea enzimelor, scazand astfel activitatea
catalitica. Pe langd faptul ca influenteaza reactia catalizata, solventii organici pot
prezenta si efecte denaturante asupra enzimelor. Imbunatatirea stabilitatii enzimei
este principalul avantaj al imobilizarii, iar stabilizarea impotriva denaturarii cauzate
de factori fizici sau chimici este o caracteristica importanta a unei biomolecule
imobilizate care trebuie investigata.

Scopul acestui studiu a fost investigarea posibilului efect denaturant al
incubarii pe termen lung in solventi organici a lipazei din Candida antarctica B
imobilizata prin entrapare n sol-gel sau prin entrapare in sol-gel combinata cu
adsorbtie. In cadrul acestui studiu s-a urmarit influenta mai multor solventi organici
asupra activitatii si enantioselectivitatii lipazei B din Candida antarctica, nativa sau
imobilizata prin entrapare in sol-gel (Metoda 1) sau prin entrapare in sol-gel
combinata cu adsorbtie (Metoda 3) utilizdnd un sistem ternar de precursori
metoxisilanici, PhTMOS, MeTMOS si TMOS in raport molar de 1,6:0,4:1. Lipaza
nativa si preparatele imobilizate au fost incubate la 25°C in diferiti solventi organici
timp de o saptamana. Solventii au fost apoi indepartati prin filtrare, urmata de
spalarea preparatului de doua ori cu cate 1 ml de n-hexan, apoi lasate la etuva de
vid timp de o ord pentru uscare. Activitatea enzimatica a fost determinata in reactia
de acilare a 2-octanolului cu acetat de vinil la 40°C in mediu de n-hexan [177].

Pentru majoritatea solventilor testati (cu exceptia DMSO si piridinei)
activitatea de transesterificare a lipazelor imobilizate nu a fost influentata
semnificativ de natura solventului, demonstrand faptul ca acestia nu au avut efect
de denaturare a enzimei incapsulate in matricea sol-gel hibridd. O altd concluzie
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importanta este disponibilitatea unei mari varietati de solventi organici pentru
aplicatii sintetice catalizate de lipaza CalLB entrapata in matrici sol-gel, permitand
selectarea celui mai bun, in concordanta cu cerintele specifice ale reactiei studiate,
in special solubilitatea substratului si produsilor. Solventii cunoscuti a avea efect
denaturant asupra lipazelor (DMSO si piridina) si-au mentinut acest efect si asupra
preparatelor imobilizate.

Tabelul 2.43. Stabilitatea lipazei din Candida antarctica B, nativa,
imobilizata prin entrapare in sol-gel (SG), sau prin entrapare combinata cu adsorbtie
pe Celite 545 (SGA), dupa incubare timp 7 zile in diferiti solventi organici, masurata
in reactia de acilare a 2-octanolului in hexan la 40°C dup3 6 ore de reactie.

Solvent Constanta Conversie (%) Exces enantimoric
dielectrica e.e. (%)
nativa SG SGA nativa SG SGA
n-hexan 1,88 8 43 39 75 95 95
ji-octan 1,94 9 42 37 79 95 95
ciclohexan 2,02 7 43 37 73 95 95
1,4-dioxan 2,25 12 39 26 83 95 93
toluen 2,38 7 46 42 72 96 95
MTBE 2,60 10 48 41 79 96 95
THF 7,58 8 47 42 77 96 95
tert-butanol 12,4 6 47 42 71 96 95
piridina 12,4 2 12 21 41 83 90
acetona 20,7 6 49 45 71 96 95
acetonitril 37,5 6 46 36 69 95 95
DMSO 46,6 1 1 1 99 47 99
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Figura 2.26. Influenta solventului asupra activitatii de transesterificare a
lipazei CalLB nativa si imobilizata prin entrapare in sol-gel si entrapare combinata cu
adsorbtie, in reactia de acilare a 2-octanolui la 40°C in mediu de n-hexan.

Trecerea de la mediul natural de actiune al enzimelor la medii organice
ofera multe avantaje, printre care si o solubilitate mai buna a substraturilor. Cu
toate acestea, enzimele pot prezenta adesea viteze de reactie mai mici in mediu
organic comparativ cu solutiile apoase.

Natura solventului folosit pentru un anumit tip de reactie este esentiala,
deoarece acesta afecteaza atat stabilitatea céat si specificitatea biocatalizatorilor.

Activitatea de transesterificare nu a fost influentata semnificativ de natura
solventului in care au fost incubati biocatalizatorii. Cea mai importanta caracteristica
a unui solvent care poate influenta activitatea enzimatica este polaritatea. Aceasta
proprietate nu este insd intrinsecd si prin urmare nu exista o marime fizica prin care
ea sa poata fi exprimata. In general, se considera cd polaritatea poate fi
caracterizata cel mai bine prin constanta dielectrica. In cazul nostru, nu s-a putut
face o corelare clara intre valoarea constantei dielectrice a solventului si activitatea
enzimei dupa 7 zile de pastrare in solventul respectiv. Asa cum se poate observa din
Figura 2.26, solventii protici cu polaritate mai mare (acetona, acetonitril) au avut
efect de inactivare asupra lipazei native, activitatea dupa incubarea in acesti solventi
fiind de aproape doud ori mai micd fata de valoarea masuratd in alti solventi cu
polaritate mai scazuta (dioxan, metil-tert-butil-eter). In cazul preparatelor
enzimatice, principala observatie este ca atat cele obtinute prin entrapare in sol-gel,
cat si cele prin entrapare in sol-gel combinatd cu adsorbtie au prezentat activitati
catalitice ridicate, fara a se inregistra diferente semnificative in functie de natura
solventilor utilizati. Prin urmare, imobilizarea are ca rezultat si o protejare a enzimei
fata de efectul de inactivare al solventului organic. Acest rezultat este important,
deoarece permite ca in reactiile catalizate de lipaza imobilizata prin procedeul nostru
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alegerea mediului de reactie sa fie facuta in functie de caracteristicile materiilor
prime si produsilor, pentru o gama larga de solventi neexistand nici o restrictie
impusa de eventuala inactivare a enzimei.

180 | WCaLB nativa mSG mSGA———————
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Figura 2.27. Influenta solventului asupra enantioselectivitatii lipazei CalLB
nativa si imobilizata prin entrapare in sol-gel si entrapare combinata cu adsorbtie, in
reactia de acilare a 2-octanolui la 40°C in mediu de n-hexan.

Enantioselectivitatea este un alt parametru important pentru aplicatiile
practice ale biocatalizei enzimatice. In urma imobilizarii s-au obtinut preparate
enzimatice cu o stabilitate operationalda remarcabild, fapt care reiese si din valorile
excelente ale raportului enantiomeric (E) comparativ cu lipaza nativa (Figura 2.27).
Dintre metodele de imobilizare studiate, cele mai bune rezultate s-au inregistrat in
cazul entraparii in sol-gel, indiferent de solventul in care au fost incubati
biocatalizatorii. Valorile cele mai ridicate ale enantioselectivitatii s-au obtinut n
cazul incubarii in solventi cu polaritate medie (acetona, tert-butanol, metil-tert-butil
eter si toluen) a lipazei entrapate. O posibild explicatie ar fi faptul ca acesti solventi
au o compatibilitate mai buna cu matricea de polisiloxan substituit (avand atat
grupari polare cat si nepolare) in care este incapsulata enzima.
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2.3.4. Concluzii partiale

Cresterea numarului posibil de reutilizari a enzimei este un alt obiectiv
important, urmarit prin orice metodd de imobilizare. Tehnicile de imobilizare
studiate si-au demonstrat eficienta si sub acest aspect. Astfel s-a obtinut o crestere
insemnata a stabilitatii enzimei, preparatele imobilizate prezentand o activitate
relativa ridicata care s-a mentinut la peste 90% pe tot parcursul celor 42 de cicluri
de reutilizare, in timp ce pentru enzima nativa aceasta valoare a fost de numai 11%
dupa 8 reutilizari. Enantioselectivitatea preparatelor imobilizate a a fost ridicata pe
durata studiului de reutilizare, iar excesul enantiomeric s-a mentinut la valoarea
initiala de 95% .

Un rezultat foarte important al acestui studiu este ca in timp ce eficienta
catalitica a lipazei native reutilizate a scazut considerabil mai repede la cresterea
temperaturii de reactie de la 40°C la 60°C, in cazul lipazei imobilizate prin metoda
sol-gel ea a ramas aproape nemodificatda. Prin urmare, stabilitatea operationala
excelenta a lipazei se mentine si la temperaturi mai ridicate, ceea ce este un
argument important pentru utilizarea industriala a acestor biocatalizatori.

Cresterea stabilitatii operationale la temperaturi mai ridicate reprezinta unul
dintre principalele avantaje ale imobilizarii. Astfel, Tn cadrul studiului de
termostabilitate a lipazelor imobilizate prin metodele prezentate anterior, s-a
observat ca valorile activitatii si enantioselectivitatii au fost mentinute constante pe
tot intervalul de temperatura studiat.

Chiar si in conditii mai dure (incubare la 80°C timp de 5 zile), biocatalizatorii
obtinuti cu lipaza B din Candida antarctica au prezentat valori ale activitatii practic
neschimbate, pe cadnd enzima nativa a pierdut 50% din activitate dupa 5 zile. Nu
s-au inregistrat diferente semnificative intre tehnicile de imobilizare studiate. De
asemenea, enantioselectivittatea lipazei nu a fost afectatda, ramanand constanta
(exces enantiomeric de 94-95%).

Tipul solventului folosit pentru un anumit tip de reactie este esential,
deoarece acesta afecteaza atat stabilitatea céat si specificitatea biocatalizatorilor.

Activitatea de transesterificare nu a fost influentata semnificativ de natura
solventului in care au fost incubati biocatalizatorii, cu exceptia cazului in care lipaza
nativd CalLB a fost incubata in 1,4-dioxan, situatie in care s-a inregistrat o activare
pronuntata. Preparatele enzimatice obtinute prin entrapare in sol-gel, respectiv prin
entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie au prezentat activitati catalitice ridicate.

Dintre metodele de imobilizare studiate, cele mai bune rezultate s-au
inregistrat in cazul entraparii in sol-gel, indiferent de solventul in care au fost
incubati biocatalizatorii. Valorile cele mai ridicate ale enantioselectivitatii s-au
obtinut in cazul incubarii lipazei imobilizate prin entrapare in sol-gel in solventi polari
sau cu polaritate medie (acetona, tert-butanol, metil-tert-butil eter si toluen).

BUPT



2.4 - Caracterizarea morfologica a unor lipaze imobilizate 131

2.4. Caracterizarea morfologica a unor lipaze microbiene
imobilizate

in ultimii ani au aparut numeroase studii care s-au concentrat pe
caracterizarea fizico-chimica a enzimelor imobilizate prin diferite tehnici in vederea
explicarii cat mai avansate a proprietatilor lor catalitice [182, 194, 195].

2.4.1. Microscopie electronica de scanare (SEM)

Cu ajutorul microscopiei electronice de scanare (SEM) se pot obtine
informatii importante despre morfologia biocatalizatorilor imobilizati. In cadrul
acestui studiu, s-a incercat caracterizarea din punct de vedere textural a
biocatalizatorilor obtinuti prin entrapare in sol-gel, respectiv prin entrapare
combinata cu adsorbtie in vederea stabilirii influentei silanilor precursori asupra
structurii morfologice a preparatelor enzimatice.

In continuare vor fi discutate imaginile SEM ale lipazei Amano AK din
Pseudomonas fluorescens imobilizata prin entrapare in sol-gel sau prin metoda
combinata folosind un sistem ternar de silani precursori la diferite rapoarte molare si
lichidul ionic [Omim]BF, ca aditiv. De asemenea, va fi discutatd si activitatea
catalitica a acestor biocatalizatori.
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Figura 2.28. Imaginea SEM a lipazei din Pseudomonas fluorescens
imobilizatata prin entrapare in sol-gel obtinuta la diferite magnificatii: (a) 1600; (b)
3000; (c) 6000. Matricea a fost obtinuta cu silanii precursori PhnTMOS, MeTMOS si
TMOS in raport molar de 1:1:1 si lichidul ionic [Omim]BF,4 ca aditiv.

in cazul preparatului enzimatic obtinut la un raport molar de 1:1:1 al
silanilor precursori s-a obtinut o structura poroasa tipica materialelor nanocompozite
de tip silice (Figura 2.28). Formarea retelei tridimensionale este rezultatul inretelarii
particulelor de sol formate initial. Aceasta structura cu pori ordonati este corelata cu
o valoare ridicata a activitatii catalitice, conform subcapitolului 2.1.2, ceea ce
fnseamna ca substratul poate ajunge cu usurinta in centrul activ al lipazei, fara a
exista impiedicare din partea matricii sol-gel.
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Figura 2.29. Imaginea SEM a lipazei din Pseudomonas fluorescens
imobilizatata prin entrapare in sol-gel obtinuta la diferite magnificatii: (a) 1600, (b)
3000; (c) 6000. Matricea a fost obtinuta cu silanii precursori PhnTMOS, MeTMOS si
TMOS in raport molar de 1,6:0,4:1 si lichidul ionic [Omim]BF,4 ca aditiv.

Atunci cand la imobilizare s-a folosit un raport molar de 1,6:0,4:1 al silanilor
precursori s-a obtinut o structurd mai compacta a porilor, morfologie care se
coreleaza cu o scadere usoara a valorii activitatii de transesterificare (conform
subcapitolului 2.1.2) (Figura 2.29).
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Figura 2.30. Imaginea SEM a lipazei din Pseudomonas fluorescens
imobilizatata prin entrapare in sol-gel obtinuta la diferite magnificatii: (a) 1600, (b)
3000; (c) 6000. Matricea a fost obtinuta cu silanii precursori PhnTMOS, MeTMOS si
TMOS in raport molar de 0,4:1,6:1 si lichidul ionic [Omim]BF, ca aditiv.

De asemenea, a fost supus microscopiei de scanare electronica (SEM) si
preparatul enzimatic obtinut prin entraparea lipazei din Pseudomonas fluorescens
folosind silanii precursori PhATMOS, MeTMOS si TMOS in raport molar de 0,4:1,6:1.
In acest caz se poate observa ca se obtine o structurda compacta, cu pori mici
(Figura 2.30). Dintre cele trei preparate enzimatice obtinute prin entraparea lipazei
Amano AK, cele mai scazute valori ale activitatii s-au obtinut pentru cel din urma
(subcapitolul 2.1.2) (PhTMOS:MeTMOS:TM0OS=0,4:1,6:1), ceea ce se poate explica
prin faptul cd aceasta structura compacta impiedica accesul substratului la centrul
catalitic al lipazei.

In continuare au fost caracterizate din punct de vedere morfologic si
preparate obtinute prin imobilizarea orin entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie
a lipazei Amano AK din Pseudomonas fluorescens. Utilizarea metodei combinate de
entrapare si depunere pe Celite 545 a dus la o structura total diferita a
biocatalizatorilor, asa cum era de asteptat. Comparativ, sunt prezentate imaginile
SEM obtinute pentru suportul solid (Celite 545) si pentru lipaza din Pseudomonas
fluorescens dublu imobilizata. Matricea sol-gel a fost obtinuta cu silanii precursori
PhTMOS, MeTMOS si TMOS la un raport molar de 1,6:0,4:1, iar ca aditiv s-a utilizat
lichidul ionic [Omim]BF,.
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Figura 2.31. Imaginile SEM obtinute pentru Celite 545 (a) si pentru lipaza
din Pseudomonas fluorescens dublu imobilizatata. Magnificatii: (b) 1600, (c) 3000;
(d) 6000. Matricea a fost obtinuta cu silanii precursori PhATMOS, MeTMOS si TMOS in
raport molar de 0,4:1,6:1 si lichidul ionic [Omim]BF,4 ca aditiv.

Din Figura 2.31 se poate observa o structurd poroasa ordonatd in cazul
adsorbentului, iar Tn cazul biocatalizatorului imobilizat se observa ca particulele de
sol s-au format pe suprafata suportului, dar si in interiorul porilor, ceea ce poate
explica scaderea activitatii comparativ cu preparatul obtinut prin entrapare
(subcapitolul 2.1.2). Este posibil ca o mai mare cantitate din lipaza sa fi fost
entrapata in interiorul porilor adsorbentului si doar o mica parte a fost imobilizata la
suprafata.
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Figura 2.32. Imaginea SEM a lipazei din Pseudomonas fluorescens
imobilizatata prin entrapare in sol-gel obtinuta la diferite magnificatii: (a) 1600; (b)
3000; (c) 6000. Matricea a fost obtinuta cu silanul precursor TMOS (6 mmoli) si
lichidul ionic [Omim]BF, ca aditiv.

Dintre preparatele enzimatice obtinute, cele mai scazute valori ale activitatii
de transesterificare (0,047 umol/mg/h) s-au obtinut atunci cand s-a folosit un
singur silan precursor, TMOS. De aceea s-a incercat caracterizarea acestui preparat
prin microscopie electronicd de scanare in vederea stabilirii unei legaturi intre
morfologia biocatalizatorului si valoarea activitatii. Asa cum se poate observa in
Figura 2.32, pentru acest preparat s-a obtinut o structura amorfa, cu blocuri
compacte neregulate, complet diferita de morfologia observata la utilizarea
sistemului ternar de silani precursori.

In continuare au fost supuse microscopiei electronice de scanare si
preparate obtinute cu lipaza din Candida antarctica B imobilizata prin entrapare in
sol-gel sau prin entrapare combinata cu adsorbtie.
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Figura 2.33. Imaginea SEM a lipazei B din Candida antarctica (a)
imobilizatatd prin entrapare in sol-gel; (b) imobilizata prin entrapare in sol-gel
combinata cu adsorbtie (Metoda 1); (c) imobilizata prin entrapare in sol-gel
combinata cu adsorbtie (Metoda 3). Matricea a fost obtinuta cu silanii precursori
PhTMOS, MeTMOS si TMOS in raport molar de 0,4:1,6:1 si lichidul ionic [Omim]BF,
ca aditiv. Ca adsorbent s-a folosit Celite 545.

in cazul preparatului enzimatic obtinut prin entrapare in matrici sol-gel (a)
se poate observa o structura amorfa cu blocuri neregulate, astfel cd nu am putut
identifica dimensiunile sau distributia porilor. In Figura 2.33b este prezentata
imaginea SEM a lipazei CalLB dublu imobilizata. Se poate observa ca particulele
sol-gel sunt la suprafata suportului, fapt care se coreleaza cu valoarea ridicata a
activitatii de transesterificare (subcapitolul 2.1.2) [177]. Este important de
mentionat ca aceste doud preparate au fost testate in vederea reutilizarii, situatie in
care s-au obtinut rezultate excelente. De asemenea, s-a obtinut si o termostabilitate
ridicata, lipazele imobilizate pdstrand-si activitatea chiar si dupd ce au fost incubate
timp de 5 zile la 80°C (subcapitolele 2.3, 2.4). In Figura 2.33c este prezentat3
imaginea SEM a preparatului obtinut cu lipaza B din Candida antarctica imobilizata
prin entrapare in sol-gel combinatd cu adsorbtie conform Metodei 4. Si in aceasta
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situatie se poate observa o structura cu pori dispusi la suprafata suportului solid,
ceea ce explica valorile ridicate ale activitatii catalitice.

2.4.2. Microscopia cu fluorescenta

Microscopia cu fluorescenta este o alta metoda folosita pentru caracterizarea
din punct de vedere morfologic a enzimelor imobilizate prin diferite tehnici. Aceasta
tehnica se utilizeaza in vederea studierii distributiei enzimei (proteinei) in interiorul
matricii de sol-gel.

Din cauza ca enzimele studiate nu prezinta fluorescentd, este necesara
marcarea lor cu un compus fluorocrom. Exista mai multi asemenea compusi, printre
care fluorescein izotiocianatul (FITC). FITC este un compus derivat al fluoresceinei
care contine o grupare reactiva izotiocianat.

FITC

Acest compus este foarte utilizat la marcarea proteinelor. Gruparea
izotiocianat din structura sa reactioneaza cu gruparile amino primare, sulfhidril,
imidazoil, tirozil sau carbonil din proteine, peptide sau alte biomolecule.

:05 +§)?)§) — ﬁy@

FITC Enzima Complex enzima-FITC

Figura 2.34. Schema generala de obtinere a complexului enzima-FITC.

Pentru acest studiu lipazele din Pseudomonas fluorescens si Candida
antarctica au fost marcate cu FITC si apoi imobilizate prin entrapare in sol-gel sau
prin entrapare combinatd cu adsorbtie. Se va discuta influenta silanilor precursori
asupra distributiei proteinei in matricea sol-gel, iar acest parametru va fi corelat cu
activitatea catalitica in reactia de acilare enantioselectiva a 2-octanolului in mediu
de n-hexan.
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(c) (d)

Figura 2.35. Imaginile fluorescente ale preparatelor enzimatice cu lipaza
din Pseudomonas fluorescens obtinute cu PhTMOS, MeTMOS si TMOS (raport molar
1,6:0,4:1) si [Omim]BF,; ca aditiv: (a) SG-lipaza; (b) SG martor; (c) SG-lipaza-
FITC; (d) SG-lipaza-FITC - scanare.

In Figura 2.35 sunt prezentate comparativ imaginile fluorescente ale
preparatului enzimatic obtinut cu lipaza din Pseudomonas fluorescens entrapata in
sol-gel. Se poate observa cd doar complexul lipaza-FITC prezinta fluorescentd, in
timp ce aceasta lipseste in cazul preparatelor realizate pentru control. Distributia
agentului de marcare pe toata suprafata matricii sol-gel indica aranjarea uniforma a
enzimei in preparatul obtinut.
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(@) (b)

Figura 2.36. Imaginile fluorescente ale preparatelor enzimatice cu lipaza
din Pseudomonas fluorescens obtinute cu PhTMOS, MeTMOS si TMOS (raport molar
1,6:0,4:1), [Omim]BF, ca aditiv si Celite 545 ca adsorbent: (a) SGA-lipaza-FITC;
(b) SG-lipaza - FITC obtinut cu 6 mmoli TMOS.

Imaginea fluorescenta a lipazei Amano AK entrapata in matrici de PhTMOS,
MeTMOS si TMOS (raport molar de 1,6:0,4:1) si adsorbita pe Celite 545 este
prezentata in Figura 2.36. Nu existda diferente semnificative in ceea ce priveste
fluorescenta preparatului obtinut prin entrapare in sol-gel si cea a celui obtinut prin
entrapare combinata cu adsorbtie. Din acest motiv, se poate concluziona ca valorile
diferite ale activitatii nu depind de distributia enzimei n interiorul matricii, ci
probabil de morfologia acestora.

De asemenea, a fost supus microscopiei de fluorescenta si preparatul
enzimatic obtinut prin entraparea lipazei din Pseudomonas fluorescens folosind
silanul precursor TMOS (6 mmoli). Ca si in cazul microscopiei electronice de
scanare, pentru acest biocatalizator s-a obtinut o structurad total diferita. Se pot
observa particule de dimensiuni mari, compacte, structura care se poate corela cu
activitatea scazuta a acestui preparat enzimatic (Figura 2.36b).

Au fost supuse microscopiei de fluorescenta si preparate enzimatice obtinute
prin imobilizarea lipazei B din Candida antarctica. Pentru imobilizare s-au folosit
silanii precursori PhTMOS, MeTMOS si TMOS in raport molar de 1,6:0,4:1,
polietilenglicolul (PEG) sau lichidul ionic [Omim]BF, ca aditivi de imobilizare, iar in
cazul metodei combinate, Celite 545 ca adsorbent.
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Figura 2.37. Imaginile fluorescente ale preparatelor enzimatice cu lipaza B
din Candida antarctica obtinute cu PhTMOS, MeTMOS si TMOS (raport molar
1,6:0,4:1) si PEG ca aditiv: (a) SG-lipaza; (b) SG martor; (c) SG-lipaza-FITC.
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(@) (b)

Figura 2.38. Imaginile fluorescente ale preparatelor enzimatice cu lipaza B
din Candida antarctica obtinute cu PhTMOS, MeTMOS si TMOS (raport molar
1,6:0,4:1) si [Omim]BF, ca aditiv: (a) SG-lipaza-FITC; (b) SG-lipaza-FITC -
scanare.

Figura 2.39. Imaginea fluorescentd a preparatului enzimatic cu lipaza B din
Candida antarctica marcata cu FITC obtinut cu PhTMOS, MeTMOS si TMOS (raport
molar 1,6:0,4:1).

Si in cazul biocatalizatorilor obtinuti prin imobilizarea lipazei B din Candida
antarctica prin entrapare in sol-gel sau prin entrapare combinata cu adsorbtie s-au
obtinut imagini fluorescente asemanatoare, indiferent de aditivul folosit si de tehnica
de imbobilizare. In toate situatiile se poate observa o structurd poroasa, cu o
distributie uniforma a complexului lipaza-FITC in interiorul matricii sol-gel, ceea ce
explica rezultatele foarte bune ale activitatii si enantioselectivitatii [177].
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2.4.3. Determinarea suprafetei specifice cu ajutorul metodei
BET

Denumita dupa Stephen Brauner, P. H. Emmet si Edward Teller, metoda BET
este prima metoda dezvoltatd pentru masurarea suprafetei specifice a solidelor
poroase.

Suprafata specificd BET, diametrul porilor si volumul microporilor
determinate pentru unele preparate enzimatice obfinute cu lipazele din Candida
antarctica B si Pseudomonas fluorescens sunt prezentate in Tabelele 2.44 si 2.45:

Tabelul 2.44. Caracteristicile fizico-chimice ale unor preparate enzimatice
obtinute cu lipaza din Candida antarctica B ([Omim]BF, ca aditiv)

Precursori D, D, SgET Viotal Izoterma
Adsorptie Desorptie (m?/g) (cm3/g)
(nm) (nm)
PhTMOS:MeTMOS: 4,23 3,71 7,70 0,010 ITI
TMOS=1:1:1
PhTMOS:MeTMOS: 2,92 1,94 3,82 0,006 ITI
TMO0S=1,6:0,4:1
PhTMOS:MeTMOS: 4,20 3,86 343,78 0,374 v
TM0S=0,4:1,6:1
PhTMOS:MeTMOS: 4,23 3,41 5,06 0,006 III

TM0S=1,6:0,4:1
0,5 g Celite 545

Asa cum reiese din Tabelul 2.44, diametrul porilor preparatelor testate au
valori  cuprinse intre 2-50 nm, care conform IUPAC corespund substantelor
mezoporoase [194]. Valorile suprafetei specifice BET sunt foarte variate, acoperind
un domeniu mare de valori (3,82-485,52 m?%/g).
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Izoterma de tipul III
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Figura 2.40. Izoterma adsorbtie-desorbtie (a) si distributia porilor (b)
obtinute pentru preparatul enzimatic cu lipaza din Candida antarctica B
(PhTMOS:MeTMOS:TMOS 1,6:0,4:1 si [Omim]BF,4 ca aditiv).

Izoterma de tipul IV, histereza H3 - slit-like pores
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Figura 2.41. Izoterma adsorbtie-desorbtie (a) si distributia porilor (b)
obtinute pentru preparatul enzimatic cu lipaza din Candida antarctica B
(PhTMOS:MeTMOS:TMOS 0,4:1,6:1 si [Omim]BF, ca aditiv).

Din Figura 2.40a ce prezinta izoterma de adsorbtie-desorbtie a preparatului
cu CALB (obtinut cu sistem ternar de silani precursori PhTMOS:MeTMOS:TMOS
1,6:0,4:1 si lichid ionic ca aditiv) se poate observa (conform clasificarii IUPAC a
izotermelor de adsorbtie-desorbtie [195]) prezenta unei izoterme de tip III,
caracteristica substantelor neporoase sau cu numar redus de pori. In acest caz
interactiunile adsorbat-adsorbent joaca un rol important. Distributia porilor
determinata prin metoda Barrett-Joyner-Halenda (BJH) (Figura 2.40b)
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demonstreaza o distributie uniformd@ a diametrului porilor 2-50 nm, specific
mezoporilor, cu valori centrate in jurul a 3 nm.

In  cazul modificarii raportului molar dintre silanii  precursori
(PhTMOS:MeTMOS:TMOS 0,4:1,6:1), conform Figurii 2.41a se observa prezenta
unei izoterme adsorbtie-desorbtie de tip IV ce prezinta o histereza H3 caracteristica
substantelor poroase cu structurd a porilor in forma de sticlutd de cerneala
«ink-bottle pores”. Prezenta acestui tip de histereza se coreleaza cu o suprafatad
specifica mare Tabelul 2.44.

Distributia porilor determinatd prin metoda (BJH) (Figura 2.41b)
demonstreaza o distributie uniforma a diametrului porilor 2-50 nm, prezentdnd o
valoare maxima la 4 nm.

Tabelul 2.45. Caracteristicile fizico-chimice ale unor preparate enzimatice
obtinute cu lipaza din Pseudomonas fluorescens (precursori OcTMOS:TMOS in raport
molar de 1:1)

Raport molar D, D, SBET Viotal Izoterma
lichid ionic/silani Adsorptie Desorptie (m2/g) (cm3/g)

precursori (nm) (nm)

0,064 4,19 3,75 6,70 0,002 ITI
0,129 4,20 3,72 7,52 0,014 ITI
0,193 4,19 3,74 11,06 0,016 v
0,257 4,24 3,30 1,69 0,004 ITI
0,322 4,25 3,01 2,85 0,006 ITI

Din Tabelul 2.45 se observa o crestere a suprafetei specifice odata cu
raportul molar dintre lichidul ionic si silanii precursori, atingand valoarea maxima la
un raport 0,193, dupd care are loc o sciddere pronuntatd pand la sub 3 m?%g. In
figurile 2.42 si 2.43 sunt prezentate izotermele adsorbtie-desorbtie si distributia
porilor pentru preparatele obtinute la un raport molar IL/silani precursori 0,193 si
0,322.
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Izoterma de tipul 1V, histereza H3 - slit-like pores
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Figura 2.42. Izoterma adsorbtie-desorbtie (a) si distributia porilor (b)
obtinute pentru preparatul enzimatic cu lipaza din Pseudomonas fluorescens
(OcTMOS:TMOS=1:1 si raport molar IL/silani precursori 0,193).
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Figura 2.43. Izoterma adsorbtie-desorbtie (a) si distributia porilor (b)
obtinute pentru preparatul enzimatic cu lipaza din Pseudomonas fluorescens
(OcTMOS:TMOS=1:1 si raport molar IL/silani precursori 0,322).

Preparatul cu raport molar IL/silani precursori de 0,193 prezinta o izoterma
de tip IV cu histereza H3 specifica substantelor poroase cu structura a porilor in
forma de sticluta de cerneald ,ink-bottle pores” (Figura 2.42). Prezenta acestui tip
de histereza se coreleaza cu o suprafata specificd mai mare comparativ cu celelalte
preparate enzimatice (Tabelul 2.45).

In cazul cresterii raportului molar intre aditiv si silanii precursori se obtine o
izoterma de tip III (Figura 2.43) caracteristica substantelor neporoase sau cu
numar redus de pori.
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Distributia porilor determinata prin metoda (BJH) (Figura 2.42b si 2.43b)
demonstreaza o distributie uniforma a diametrului porilor 2-50 nm, cu valori
centrate in jurul a 4 nm.

2.4.4. Concluzii partiale

Caracterizarea morfologicd a lipazelor imobilizate prin diferite tehnici este
foarte importanta deoarece poate oferi informatii privind structura biocatalizatorilor
care se pot corela cu proprietatile catalitice.

In urma analizei prin microscopie electronicd de scanare (SEM) s-a observat
o structura poroasa tipica materialelor nanocompozite de tip silice. Formarea retelei
tridimensionale este rezultatul inreteldrii particulelor de sol formate initial. Aceasta
structura cu pori ordonati este corelatd cu o valoare ridicata a activitatii catalitice,
ceea ce inseamnad cd substratul poate ajunge cu usurintd in centrul activ al lipazei,
fara a exista impiedicare din partea matricii sol-gel. In cazul preparatului obtinut la
entraparea in matrici de TMOS a lipazei din Pseudomonas fluorescens s-a obtinut o
structura diferita, formata din blocuri compacte, aceasta explicand partial valoarea
scazuta a activitatii catalitice.

Analiza prin microscopie de fluorescentd a demonstrat o distributie uniforma
a lipazei in interiorul matricii sol-gel indiferent de aditivul folosit sau de tehnica de
imobilizare.

In urma analizei BET s-a obtinut in cazul tuturor preparatelor enzimatice
testate un diametru al porilor cuprins intre 2-50 nm, care conform IUPAC
corespunde substantelor mezoporoase. Valorile suprafetei specifice BET sunt foarte
variate, acoperind un domeniu larg.
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3. PARTEA EXPERIMENTALA

3.1. Metode de imobilizare a lipazelor

Materiale

in studiile de imobilizare s-au utilizat: tetrametoxisilan TMOS 98% (Merck),
metiltrimetoxisilan MeTMOS 98% (Merck), octiltrimetoxisilan OcTMOS 95% (Fluka),
feniltrimetoxisilan PhTMOS 99% (Fluka), viniltrimetoxisilan VTMOS 97% (Merck),
alcool izopropilic 99,7% (Chimopar), acid clorhidric 1M (Chimopar), amoniac solutie
25% (Chimopar) polietilenglicol (PEG M=20000 de la Fluka), fluorura de sodiu
(Fluka), tampon TRIS-HCI tris-(hidroximetil)-aminoetan de pH=8.0, Celite 545
(Merck), Celite 521 (Aldrich), Celite C22 (Loba Chemie), carbonat de calciu (Loba
Chemie), Purolite MN200 108/02/5 (Purolite), Celuloza Avicel PH-101 (Aldrich), n-
hexan 98% (Merck).

Lichide ionice: tetrafloroborat de 1-etil-3-metil imidazoliu EmimBF, (Merck),
tetrafloroborat de 1-hexil-3-metil imidazoliu HmimBF, (Merck), tetrafloroborat de
1-octil-3-metil imidazoliu OmimBF, (Merck), hexaflorofosfat de 1-butil-3-metil
imidazoliu BmimPFg (Merck), acetat de 1-etil-3-metil imidazoliu EmimCOOCH;
(Aldrich), trifloroacetat de 1-etil-3-metil imidazoliu EmimCOOCF; (Aldrich),
bis[(trifluorometil)sulfonil] amida de 1-butil-3-metil imidazoliu BmimTf,N (Aldrich).

Enzimele folosite au fost: lipaza din Pseudomonas fluorescens (AMANO AK
de la Aldrich), Burkholderia cepacia (AMANO PS de la Aldrich) si Candida antarctica
B (C-Lecta).

3.1.1. Imobilizarea prin entrapare in sol-gel

Metoda 1

S-a preparat o solutie de lipaza (120 mg/ ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0),

care a fost mentinuta la agitare (700 prm) timp de 30 minute Solutia rezultatad a
fost centrifugata, iar supernatantul a fost folosit pentru imobilizare.
Intr-o fiola de sticla de 4 ml s-au introdus 1 ml supernatant de lipaza, 200 pl solutie
lichid ionic sau PEG, 100 pl solutie fluorura de sodiu 1 M si 200 pl alcool izopropilic.
Amestecul rezultat s-a mentinut 30 minute pe agitatorul magnetic pentru
omogenizare, dupa care s-au introdus precursorii silanici (6 mmoli) la diferite
rapoarte molare cu mentinerea agitarii pana la gelifiere.

Gelul obtinut a fost pastrat in frigider timp de 24 de ore, pentru o
polimerizare completd. Gelul intarit a fost spalat cu 7 ml alcool izopropilic, 5 ml apa
distilata, 5 ml alcool izopropilic si 5 ml n-hexan, dupa care s-a filtrat pe frita.
Produsul obtinut s-a uscat la temperatura camerei 24 de ore si la etuva de vid timp
de 24 de ore.

Prin aceasta metoda de imobilizare s-au obtinut 16 preparate enzimatice cu
lipaza Amano AK, 9 preparate cu lipaza Amano PS si 27 preparate cu lipaza CalLB.
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Tabelul 3.1. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu lipaza Amano AK

obtinute prin Metoda 1.

Cantitate Cantitate
Cod Fle "paz‘i‘ S . Catalizator, de
introdusa Silani precursori co s preparat
N Aditiv H
la imob. obtinut
(mg) (mg)
AK1 133,63 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF, PEG 478,6
=1:1:1
AK2 133,63 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF, [Omim]BF,4 508,7
=1:1:1
AK3 133,63 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF, PEG 666,1
=1,6:0,4:1
AK4 133,63 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF, [Omim]BF, 605,1
=1,6:0,4:1
AK5 133,63 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF, PEG 433,1
=0,4:1,6:1
AK6 133,63 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF, [Omim]BF, 441,5
=0,4:1,6:1
AK7 123,31 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF, [Emim]BF, 528,6
=1:1:1
AK8 123,31 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF, [Emim]BF, 559,7
=1,6:0,4:1
AK9 123,31 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF, [Emim]BF, 462,5
=0,4:1,6:1
AK10 78,0 OcTMOS:TMOS=1:1 NaF, [Omim]BF, (100 pl) 466,2
AK11 78,0 OcTMOS:TMOS=1:1 NaF, [Omim]BF, (200 ul) 496,1
AK12 78,0 OcTMOS:TMOS=1:1 NaF, [Omim]BF, (300 pl) 502,2
AK13 78,0 OcTMOS:TMOS=1:1 NaF, [Omim]BF, (400 ul) 531,9
AK14 78,0 OcTMOS:TMOS=1:1 NaF, [Omim]BF, (500 pl) 554,4
AK15 108,9 TMOS NaF, PEG 453,7
AK16 108,9 TMOS NaF, [Omim]BF4 464,7

Tabelul 3.2. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu lipaza Amano PS
obtinute prin Metoda 1.

Cantitate
Cod .Cantltat% de Illpaza P " Catalizator, de
introdusa la imob. Silani precursori s preparat
Aditiv .
(mg) obtinut
(mg)
PS1 27,83 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF, PEG 506,4
=1:1:1
PS2 27,83 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF, [Omim]BF, 532,1
=1:1:1
PS3 27,83 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF, PEG (200 pl) 480,8
=1,6:0,4:1
PS4 27,83 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF, [Omim]BF, 649,8
=1,6:0,4:1
PS5 27,83 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF, PEG 467,0
=0,4:1,6:1
PS6 27,83 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF, [Omim]BF, 518,3
=0,4:1,6:1
PS7 32,19 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF, [Emim]BF,4 526,0

=1:1:1
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PS8

PS9

32,19

32,19

PhTMOS:MeTMOS:TMOS

=1,6:0,4:1

PhTMOS:MeTMOS:TMOS

=0,4:1,6:1

NaF, [Emim]BF,4

NaF, [Emim]BF,4

586,4

468,0

prin Metoda 1.

Tabelul 3.3. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu lipazd CALB obtinute

Cantitate de Cantitate
t < . de
Cod lipaza Silani precursori Catalizator, reparat
introdus3 la P Aditiv prep
imob. (mg) obtinut
(mg)
CAL1 139,33 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, PEG 700,7
1:1:1
CAL2 139,33 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, 543,8
1:1:1 [Omim]BF,
CAL3 139,33 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, PEG 540,8
1,6:0,4:1
CAL4 139,33 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, 622,8
1,6:0,4:1 [Omim]BF,
CAL5 139,33 PhTMOS:MeTMOS:TMOS= NaF, PEG 481,6
0,4:1,6:1
CAL6 139,33 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, 523,4
0,4:1,6:1 [Omim]BF4
CAL7 118,47 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, 554,4
1:1:1 [Emim]BF,
CAL8 118,47 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, 588,9
1,6:0,4:1 [Emim]BF,
CAL9 118,47 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, 534,8
0,4:1,6:1 [Emim]BF,
CAL10 118,47 PhTMOS:DMeDMOS: TMOS= NaF, PEG 253,1
1:1:1
CAL11 118,47 PhTMOS:DMeDMOS:TMOS= NaF, 651,5
1:1:1 [Omim]BF4
CAL12 118,47 PhTMOS:DMeDMOS:TMOS= NaF, 402,1
1:1:1 [Emim]BF,
CAL13 104,48 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, EmimBF, 617,6
1,6:0,4:1
CAL14 104,48 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, HmimBF, 632,6
1,6:0,4:1
CAL15 104,48 PhTMOS:MeTMOS:TMOS= NaF, BmimPFg 668,2
1,6:0,4:1
CAL16 104,48 PhTMOS:MeTMOS:TMOS= NaF, 671,7
1,6:0,4:1 EmimCOOCH;
CAL17 104,48 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, 720,7
1,6:0,4:1 EmimCOOCF;
CAL18 104,48 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, 702,7
1,6:0,4:1 BmimTf,N
CAL19 77,24 VTMOS:TMOS=1:1 NaF, OmimBF, 528,2
CAL20 77,24 VTMOS:TM0S=2:1 NaF, OmimBF, 529,0
CAL21 77,24 PhTMOS:VTMOS:TMOS= NaF, OmimBF, 574,0
1:1:1
CAL22 77,24 PhTMOS:VTMOS:TMOS= NaF, OmimBF,  604,0
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CAL23 77,24 ;Eij'l\(/)lgé:IVTMos:TMos= NaF, OmimBF,  505,6

CAL24 63,04 ghélT'l\z'oss':lMeTMos:TMos= NaF, OmimBF,  580,5

CAL25 78,48 éhij'l\(/)lgs':lMeTMos:TMos= NaF, OmimBF,  597,3

CAL26 114,36 éEEiT'l\(/)lgs':lMeTMos:TMos= NaF, OmimBF,  660,7

CAL27 121,32 éhij'l\(/)lgs':lMeTMos:TMos= NaF, OmimBF,  634,2
1,6:0,4:1

Metoda 2

Intr-o filod de sticld de 4 ml s-a preparat un SOL prepolimer prin
amestecarea timpde o ora pe un agitator magnetic a 3 mmoli precursori silanici la
diferite rapoarte molare, 0,2 ml apa distilata si 30 pl acid clorhidric 0,04M.

S-a preparat o solutie de enzima (120 mg/ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0),
care a fost mentinuta la agitare (700 prm) timp de 30 minute Solutia rezultatad a
fost centrifugata, iar supernatantul a fost folosit pentru imobilizare.

Intr-o fiola de sticla de 4 ml s-au introdus 1 ml supernatant de lipaza, 200 pl
solutie lichid ionic si 200 pl alcool izopropilic. Amestecul rezultat s-a mentinut 30
minute pe agitatorul magnetic (600 rpm) pentru omogenizare.

SOL-ul apos obtinut s-a trecut intr-o fiola de sticla de 8 m si s-au mai
introdus sub agitare 1,4 ml solutie de lipaza si 100 yl amoniac 25%. Agitarea s-a
mentinut pana cand amestecul a gelifiat. Gelul obtinut a fost pastrat la temperatura
camerei 24 de ore pentru o polimerizare completa. Gelul intarit a fost spalat cu 7 ml
alcool izopropilic, 5 ml apa distilata, 5 ml alcool izopropilic si 5 ml n-hexan, dupa
care s-a filtrat pe fritd. Produsul obtinut s-a uscat la temperatura camerei timp de o
zi, apoi la etuva de vid la 25°C timp de o zi.

Prin aceastd metoda de imobilizare s-au obtinut 7 preparate enzimatice cu
lipaza CALB.

Tabelul 3.4. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu lipazéd CALB obtinute
prin Metoda 2.

(;antivtate de ) Cantitate

cod ::rt?'ztaiusé la Silani precursori I(ita:lttail\:zator' gseparat obtinut
imob. (mg) (mg)

CAL28 106,39 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= ___ EmimBF, 257,3

CAL29 106,39 P TMOS IMeTMOS TMOS = HmimBF, 234,8

CAL30 106,39 P TMOS IMeTMOS TMOS = BmimPFs 212,6

CAL31 106,39 éhsT'h(/)l'c?s':lMeTMos:TMos= EmimCOOCHs  267,5

CAL34 106,39 éhsT'h(/)l'c?s':lMeTMos:TMos= EmimCOOCF,  244,2

CAL35 106,39 éhsT'h(/)l'c?s':lMeTMos:TMos= BmimTf,N 251,1

CAL36 104,48 éhsT'h(/)l'c?s':lMeTMos:TMos= OmimBF, 235,8

1,6:0,4:1

BUPT



152 Partea experimentald - 3

3.1.2. Imobilizarea prin entrapare in sol-gel combinata cu
adsorbtie

Metoda 3

S-a preparat o solutie de lipaza (120 mg/ ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0),
care a fost mentinuta la agitare (700 prm) timp de 30 minute Solutia rezultatad a
fost centrifugata, iar supernatantul a fost folosit pentru imobilizare.

Intr-o fiola de sticla de 4 ml s-au introdus 1 ml supernatant de lipaza, 200 pl
solutie lichid ionic sau PEG, 100 pl solutie fluorurd de sodiu 1 M si 200 pl alcool
izopropilic. Amestecul rezultat s-a mentinut 30 minute pe agitatorul magnetic pentru
omogenizare, dupa care s-au introdus precursorii silanici (6 mmoli) la diferite
rapoarte molare cu mentinerea agitarii pana la gelifiere, moment in care s-a
introdus 0,5 g Celite 545.

Gelul obtinut a fost pastrat la temperatura camerei timp de 24 de ore,
pentru o polimerizare completa. Gelul intarit a fost spalat cu 7 ml alcool izopropilic,
5 ml apa distilata, 5 ml alcool izopropilic si 5 ml n-hexan, dupa care s-a filtrat pe
frita. Produsul obtinut s-a uscat la temperatura camerei 24 de ore si la etuva de vid
timp de 24 ore.

Prin aceasta metoda de imobilizare s-au obtinut 12 preparate enzimatice cu
lipaza Amano AK, 9 preparate cu lipaza Amano PS si 24 preparate cu lipaza CALB.

Tabelul 3.5. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu lipaza Amano AK
obtinute prin Metoda 3.

Cantitate Cantitate
Cod fle Ilpavza . . Su|_30rt Catalizator, de
introdusa Silani precursori solid Aditiv preparat
la imob. (0,5 g) obtinut
(mg) (mg)
AK17 123,31 PhTMOS:MeTMOS: TMOS NaF, PEG 1039,0
=1:1:1
AK18 123,31 PhTMOS:MeTMOS: TMOS NaF,[Omim]BF, 1023,8
=1:1:1
AK19 123,31 PhTMOS:MeTMOS: TMOS NaF, PEG 962,1
=1,6:0,4:1
AK20 123,31 PhTMOS:MeTMOS: TMOS NaF,[Omim]BF, 1140,6
=1,6:0,4:1
AK21 123,31 PhTMOS:MeTMOS: TMOS . NaF, PEG 922,5
= 0,4:1,6:1 Celite 545
AK22 123,31 PhTMOS:MeTMOS: TMOS NaF,[Omim]BF, 798,9
=0,4:1,6:1
AK23 107,25 PhTMOS:MeTMOS: TMOS NaF,[Emim]BF, 1125,8
=1:1:1
AK24 107,25 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF,[Emim]BF, 1074,7
=1,6:0,4:1
AK25 107,25 PhTMOS:MeTMOS:TMOS NaF,[Emim]BF, 996,8
=0,4:1,6:1
AK26 78 OcTMOS:TMOS=1:1 Celite 545 NaF, Omim]BF, 933,2
(0,59)
AK27 78 OcTMOS:TMOS=1:1 Celite 545 NaF, Omim]BF, 1415,3
(1,09)
AK28 78 OcTMOS:TMOS=1:1 Celite 545 NaF, Omim]BF, 1998,5
1,59)
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Tabelul 3.6. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu lipaza Amano PS obtinute
prin Metoda 3.

Cantitate Cantitate
Cod f’e "paz§ P . SuPort Catalizator, de
introdusa Silani precursori solid Aditiv preparat
la imob. (0,5 g) obtinut
(mg) (mg)
PS10 32,19 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, PEG 995,5
1:1:1
PS11 32,19 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, 1016,9
1:1:1 [Omim]BF,
PS12 32,19 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, PEG 996,2
1,6:0,4:1
PS13 32,19 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, 1060,2
1,6:0,4:1 [Omim]BF4
PS14 32,19 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= Celite NaF, PEG 837,9
0,4:1,6:1 545
PS15 32,19 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, 972,0
0,4:1,6:1 [Omim]BF4
PS16 22,38 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, [Emim]BF, 1023,9
1:1:1
PS17 22,38 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, [Emim]BF, 1049,5
1,6:0,4:1
PS18 22,38 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, [Emim]BF, 983,8
0,4:1,6:1

Tabelul 3.7. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu lipaza CALB obtinute prin

Metoda 3.
Cantitate Cantitate
de lipaza Suport . de
Cod introdusa Silani precursori solid IC\z:tail‘:zator, preparat
la imob. (0,5 g) obtinut
(mg) (mg)
CAL37 118,47 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, PEG 1039,8
1:1:1
CAL38 118,47 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, [Omim]BF, 919,0
1:1:1
CAL39 118,47 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, PEG 969,3
1,6:0,4:1
CAL40 118,47 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, [Omim]BF, 1005,6
1,6:0,4:1
CAL41 118,47 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= Celite NaF, PEG 902,9
0,4:1,6:1 545
CAL42 118,47 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, [Omim]BF, 1023,7
0,4:1,6:1
CAL43 112,58 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, [Emim]BF,4 1074,1
1:1:1
CAL44 112,58 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, [Emim]BF,4 1067,8
1,6:0,4:1
CAL45 112,58 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, [Emim]BF, 971,7
0,4:1,6:1
CAL46 99,79 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= Celite NaF, [Omim]BF, 1102,1
1,6:0,4:1 521
CAL47 99,79 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= Celite NaF, [Omim]BF, 1117,3
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1,6:0,4:1 Cc22

CAL48 99,79 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= CaCOs NaF, [Omim]BF, 1107,6
1,6:0,4:1

CAL49 99,79 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= Purolite  NaF, [Omim]BF, 883,4
1,6:0,4:1 MN200

CAL50 99,79 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= Celuloza NaF, [Omim]BF, 1096,0
1,6:0,4:1 Avicel

CAL51 104,48 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, EmimBF, 1144,2
1,6:0,4:1

CAL52 104,48 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, HmimBF, 1109,6
1,6:0,4:1

CAL53 104,48 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, BmimPFg 1090,0
1,6:0,4:1 Celite

CAL54 104,48 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= 545 NaF, 1101,1
1,6:0,4:1 EmimCOOCH;

CAL55 104,48 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, 1072,4
1,6:0,4:1 EmimCOOCF;

CAL56 104,48 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, BmimTf;N 1085,4
1,6:0,4:1

CAL57 63,04 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, OmimBF, 906,0
1,6:0,4:1

CAL58 78,48 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, OmimBF, 1081,4
1,6:0,4:1

CAL59 114,36 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, OmimBF, 1084,4
1,6:0,4:1

CAL60 121,32 PhTMOS:MeTMOS: TMOS= NaF, OmimBF, 1081,9
1,6:0,4:1

Metoda 4

Intr-o filod de sticld de 4 ml s-a preparat un SOL prepolimer prin
amestecarea timpde o ora pe un agitator magnetic a 3 mmoli precursori silanici la
diferite rapoarte molare, 0,2 ml apa distilata si 30 pl acid clorhidric 0,04M.

S-a preparat o solutie de enzima (120 mg/ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0), care a
fost mentinutd la agitare (700 prm) timp de 30 minute Solutia rezultata a fost
centrifugata, iar supernatantul a fost folosit pentru imobilizare.

Intr-o fiola de sticla de 4 ml s-au introdus 1 ml supernatant de lipaza, 200 pl
solutie lichid ionic si 200 pl alcool izopropilic. Amestecul rezultat s-a mentinut 30
minute pe agitatorul magnetic (600 rpm) pentru omogenizare.

SOL-ul apos obtinut s-a trecut intr-o fiola de sticla de 8 m si s-au mai
introdus sub agitare 1,4 ml solutie de lipaza si 100 uyl amoniac 25%. Agitarea s-a
mentinut pana cand amestecul a gelifiat, moment in care s-au adaugat 0,5 g suport
solid. Gelul obtinut a fost pastrat la temperatura camerei 24 de ore pentru o
polimerizare completa. Gelul intarit a fost spalat cu 7 ml alcool izopropilic, 5 ml apa
distilata, 5 ml alcool izopropilic si 5 ml n-hexan, dupa care s-a filtrat pe frita.
Produsul obtinut s-a uscat la temperatura camerei timp de o zi, apoi la etuva de vid
la 25°C timp de o zi.

Prin aceastd metoda de imobilizare s-au obtinut 9 preparate enzimatice cu
lipaza Amano AK si 18 preparate cu lipaza CALB.
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Tabelul 3.8. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu lipaza Amano AK

obtinute prin Metoda 4.

Cantitate Cantitate
Cod _de I|pazva G . SuPort Catalizator, de
introdusa Silani precursori solid Aditiv preparat
la imob. (0,5 g) obtinut
(mg) (mg)
AK29 114,85 PhTMOS:MeTMOS: TMOS OmimBF, 740,5
=1:1:1
AK30 114,85 PhTMOS:MeTMOS: TMOS EmimBF,4 650,4
=1:1:1
AK31 114,85 PhTMOS:MeTMOS: TMOS PEG 661,5
=1:1:1
AK32 114,85 PhTMOS:MeTMOS: TMOS OmimBF, 730,6
=1,6:0,4:1
AK33 114,85 PhTMOS:MeTMOS: TMOS Celite EmimBF,4 762,0
=1,6:0,4:1 545
AK34 114,85 PhTMOS:MeTMOS: TMOS PEG 608,8
=1,6:0,4:1
AK35 114,85 PhTMOS:MeTMOS: TMOS OmimBF,4 655,9
=0,4:1,6:1
AK36 114,85 PhTMOS:MeTMOS: TMOS EmimBF, 670,7
=0,4:1,6:1
AK37 114,85 PhTMOS:MeTMOS: TMOS PEG 658,7

=0,4:1,6:1

Tabelul 3.9. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu lipaza CALB obtinute prin

Metoda 4.
Cantitate Cantitate
Cod Fle ""azi‘ P " Su|_30rt Catalizator, de
introdusa Silani precursori solid Aditiv preparat
la imob. (0,5 g) obtinut
(mg) (mg)
CAL61 100,65 OCcTMOS:TMOS=1:1 Celite 545 OmimBF, 776,8
CAL62 100,65 OcTMOS:TMOS=1:1 Celite 521 OmimBF, 808,5
CAL63 100,65 OCcTMOS:TMOS=1:1 Celite C22 OmimBF, 826,4
CAL64 100,65 OcTMOS:TMOS=1:1 CaCOs OmimBF, 797,2
CAL65 100,65 OCcTMOS:TMOS=1:1 Purolite OmimBF, 592,6
MN200
CAL66 100,65 OCcTMOS:TMOS=1:1 Celuloza OmimBF, 806,4
Avicel
CAL67 100,65 PhTMOS:MeTMOS:TMOS . OmimBF, 728,0
-1.6:04:1 Celite 545
CAL68 100,65 PhTMOS:MeTMOS:TMOS  Celite 521 OmimBF, 794,9
=1,6:0,4:1
CAL69 100,65 PhTMOS:MeTMOS:TMOS  Celite C22 OmimBF, 743,4
=1,6:0,4:1
CAL70 100,65 PhTMOS:MeTMOS:TMOS  CaCOs OmimBF, 822,5
=1,6:0,4:1
CAL71 100,65 PhTMOS:MeTMOS:TMOS  Purolite OmimBF, 595,3
=1,6:0,4:1 MN200
CAL72 100,65 PhTMOS:MeTMOS:TMOS  Celuloza OmimBF, 726,1
=1,6:0,4:1 Avicel
CAL73 106,39 PhTMOS:MeTMOS:TMOS . EmimBF, 750,3
Celite 545

=1,6:0,4:1
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CAL74 106,39 PhTMOS:MeTMOS: TMOS HmimBF, 707,8

CAL75 106,39 ;th'ffl:g's“: ;VTeTMOS:TMOS BmimPFe 718,2

CAL76 106,39 ;th'ffllg's“: iVTeTMOS:TMOS EmimCOOCH  703,6

CAL77 106,39 T OG: MeTMOS: TMOS EmimCOOCF  701,3

CAL78 106,39 T OG: MeTMOS: TMOS BmimTEN  704,6
=1,6:0,4:1

3.2. Metode de analiza

3.2.1. Analiza cantitativa prin cromatografie de gaze

Analiza cantitativa in cromatografie se bazeaza pe faptul ca, in conditiile
unui raspuns liniar al detectorului, aria picului este proportionald cu cantitatea
componentei careia 1i corespunde picul, indiferent de forma picului. Insd acest
raspuns al detectorului difera in functie de structura compusului si de selectivitatea
detectorului. Asadar pentru a realiza analiza cantitativd este necesar ca, dupa
obtinerea cromatogramei in care componentele sa fie separate cu o rezolutie cat
mai buna, sa fie efectuate doua operatii:

- calcularea cat mai exacta a ariilor
- calibrarea, adica stabilirea corespondentei dintre arie si concentratia componentei.

Determinarea concentratiei componentelor unui amestec analizat se poate
face prin urmatoarele metode:

¢ metoda normarii ariilor
metoda calibrarii raspunsului detectorului
metoda standardului intern
metoda standardului extern.

In cadrul acestei teze, pentru analiza cantitativd s-a utilizat metoda
standardului intern care constd in adaugarea unui compus standard in cantitate
cunoscutd la amestecul de analizat, iar determinarea cantitativd se face prin
raportare la acest standard. Metoda are avantajul cd nu este necesara cunoasterea
exactd a cantitatii de proba injectata si ca mici modificari ale conditiilor de analiza
care afecteaza aria picului nu vor duce la rezultate eronate, ele influentand in
masura egala picul componentei si al standardului.

Analizele cromatografice au fost efectuate pe un cromatograf de gaze Varian
450-GC echipat cu detector de ionizare in flacdra si coloana capilara chirald cu
dimensiunile 30 m x 0,25 mm cu faza stationara Elite Cyclosil B de grosime 0,25 um
(Perkin Elmer).

Conditiile de analiza au fost:
* program de temperatura: 100-170°C (10°/min.)

* temperatura injector: 240°C

* temperatura detector: 280°C

e gaz purtator: hidrogen cu presiune de 10,0 psi.
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Mod de lucru

In cinci fiole cromatografice s-au cantdrit cu exactitate volume diferite de
compus etalon, o cantitate fixa de standard intern si solvent. Cantitatile de compus
etalon si standard au fost alese astfel incat concentratiile lor si raportul acestora sa
se inscrie In domeniul reactiei urmarite. Probele au fost analizate gaz-cromatografic,
fiecare injectdndu-se de 2-3 ori pentru eliminarea erorilor de masura, iar in calcul
s-a luat media determinarilor ariilor respective. S-a reprezentat grafic raportului
ariilor (compus etalon/standard) in functie de raportul cantitdtilor (compus
etalon/standard). Aceasta dependenta este liniara de forma Y = a + bX, iar in
Tabelul 3.8 se pot observa parametrii dreptelor de etalonare pentru compusii
studiat;i.

Tabelul 3.10. Parametrii dreptelor de etalonare

Nr.crt. Compus etalon _Standard a b
intern

1. 2-butanol Decan -0,0029 0,67289
2. 2-pentanol Decan 0,0302 0,71015
3. 2-hexanol Dodecan -0,03903 0,78751
4, 2-heptanol Decan -0,01381 0,75147
6. 2-octanol Decan 0,01051 0,74903
7. 2-nonanol Decan 0,00968 0,72665
8. Acetat de hexil Dodecan -0,01306 0,66363
10. Acetat de octil Decan -0,00697 0,69645

Cu ajutorul acestor parametri se poate calcula cantitatea de alcool respectiv
ester care se gaseste la un moment dat in amestecul de reactie:

A m

— alc/ester st

malc/ester - ( A —a| b (mg)
st

unde:

Aaic/ester = aria alcoolului/esterului
A, = aria standardului intern

mg: = cantitatea de standard
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3.2.2. Metoda Bradford de determinare a proteinelor

Dozarea proteinelor in solutie (domeniul 0,1-1 mg/ml, folosind BSA ca
standard) se bazeazd pe formarea unui complex in urma reactiei proteinei din
solutie cu reactivul de culoare Brilliant Blue G. Maximul de absorbtie al complexului
proteina-Brilliant Blue G este in domeniul 465-595 nm.

Etalonarea solutiei de BSA prin metoda Bradford

Mod de lucru:

S-au realizat solutii de albumina serica bovind (BSA) de diferite concentratii
in apa deionizatd (0,1-1 mg/ml). S-au luat cate 25 pl din aceste solutii si s-au
introdus in cuvele corespunzatoare, adaugandu-se apoi 750 pl reactiv Bradford.
Probele astfel obtinute au fost mentinute la temperatura camerei timp de 15 minute,
apoi s-a citit extinctia la 595 nm fata de un martor obtinut in aceleasi conditii, dar
cu inlocuirea solutiei de BSA cu apa deionizatd. Pentru siguranta determinarii
probele au fost realizate in duplicat. Rezultatele sunt redate in Tabelul II.5.

Tabelul 3.11. Etalonarea solutiei de BSA prin metoda Bradford

Concentratie solutie BSA

Nr. Crt. (mg/ml) Extinctie
1

(martor) )

2 0,1 0,23915
3 0,2 0,3991
4 0,3 0,52645
5 0,4 0,63515
6 0,5 0,7675
7 0,6 0,9348
8 0,7 0,9727
9 0,8 1,0556
10 0,9 1,20545
11 1,0 1,2496

I~

S-a realizat reprezentarea grafica a extinctiei in functie de concentratia de
proteina.
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Etalonarea solutiei de BSA prin metoda Bradford
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Concentratie proteind (mg/mL)

Figura 3.1. Caracteristica de etalonare a solutiei de BSA prin metoda
Bradford

Determinarea continutului de proteine intr-o proba
necunoscuta

Pentru determinarea continutului de proteine dintr-o proba necunoscuta s-a
procedat in mod similar. Intr-o cuva s-au pipetat 25 pl proba si 750 pl reactiv
Bradford. Probele astfel obtinute au fost mentinute la temperatura camerei timp de
15 minute, apoi s-a citit extinctia la 595 nm fata de martor.

Concentratia de proteina din proba s-a determinat cu formula:
1
Cp =E~Ep -d (mg/ml)

unde:
Cp - concentratia de proteind, (mg /ml)
b - panta dreptei
E, - extinctie proba
d - dilutia.

In cazul preparatelor imobilizate, cantitatea totald de proteine din apele de
spalare s-a obtinut prin produsul dintre concentratia de proteina si volumul de filtrat
obtinut. Cantitatea de proteind imobilizatda s-a calculat prin diferenta dintre
cantitatea de proteina supusa imobilizarii si cantitatea totald de proteine regasita in
apele de spalare. Randamentul de imobilizare s-a calculat prin raportarea cantitatii
de proteind imobilizata la cea initiala.

Nimobilizare = (cantitate proteina imobilizata / cantitate totala proteine) x 100
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3.2.3. Microscopie electronica de scanare (SEM)

Tehnica de microscopie electronica de scanare (Scanning electron
microscopy) presupune doud moduri de lucru:

- in vid inaintat (High-vacuum mode) (tipic 10 mbar) pentru imagistica si
microanaliza probelor conductoare si/sau a probelor preparate conventional
(acoperite - cu un metal conductor)

- in vid preliminar (Low-vacuum mode) (< 270 Pa) pentru imagistica si
microanaliza probelor fara preparare.

In functie de modul de lucru corespunzator se foloseste un anume tip de
detector: ETD (pentru vid inaintat) si LFD (pentru vid preliminar).

Imaginile SEM au fost inregistrate folosind tehnica microscopiei electronice
de scanare (SEM), pe un microscop electronic de baleiaj Inspect S + Edax Genesis
XM 2i (FEI Company - Olanda).

Microscopul electronic de baleiaj Inspect S contine trei Ilentile
electromagnetice prealiniate racite cu aer, coloana optimizatd pentru rezolutie inalta
si curent de fascicul mare, cu o singura aperture fix pe lentila finala. Elementele
pricipale ale opticii electronice sunt:

Sursa: Filament de wolfram montat in ansamblul tun electronic de tip
tetroda

Tensiune: 200 V la 30 kV

Curent fascicul > 2uA

Rezolutie: 3,0 nm pe specimenul standard cu particule de aur separate pe
substrat de carbon, la 30 kV in ambele moduri de operare: High- si Low-vacuum;

10 nm la 3 kV in modul High-vacuum, <12 nm la 3 kV in modul Low-vacuum

Domeniu focalizare: 3-99 mm

Maérire: 6x (la cea mai mare distanta de lucru) la > 1,000,000x cu afisare pe
monitor standard 19" LCD

Cémp de vizualizare: identic in High si Low-vacuum (18 mm la cea mai
mare distanta de lucru)

Mod de lucru - imagistica calitativa

Pe o banda dublu adeziva de carbon asezatda pe un stab (suport) s-a
presarat aproximativ 1-2 mg proba. Proba astfel asezatd a fost sprayata cu aer
comprimat pentru a se evita contaminarea coloanei electromagnetice, dupa care a
fost introdusa in camera microscopului si s-a dat comanda pentru vid inaintat (high-
vacuum mode). Cand presiunea a atins valoarea de aproximativ 1,56-1072 Pa si
curentul de emisie a ajuns la 100 pA s-a inceput scanarea (baleierea). Zonele de
interes au fost aduse la magnificatia corespunzatoare obtindndu-se astfel imaginile
SEM.

BUPT



3.2 - Metode de analiza 161

3.2.4. Marcarea proteinelor cu fluorocromi

Fluorescein izotiocianatul (FITC) este unul dintre cei mai utilizati compusi
fluorocromi pentru metoda anticorpilor si proteinelor fluorescente. Izotiocianatii
reactioneaza cu gruparile aminice libere ale proteinelor, formand o legatura
tiocarbamidica. Superioritatea fluorescein izotiocianatului fata de izocianat consta nu
numai in prepararea usoara si conservarea mai buna, ci si in fluorescenta de patru
ori mai intensa a conjugatelor sale.

Materiale si aparatura

Pentru aceasta determinare s-au folosit: lipazele din Pseudomonas
fluorescens (AMANO AK de la Aldrich) si din Candida antarctica B (C-Lecta),
5(6)-izotiocianat de fluoresceina (Fluka), solutie tampon TRIS pH= 8,0,
N,N-dimetilformamida (Sigma Aldrich), Sephadex A-25 (Sigma Aldrich), microscop
cu fluorescenta Leika True Confocal Scanner (Leika TCS SPE).

Mod de lucru

Cantitatea de proteine din proba a fost determinata prin metoda Bradford.
Reactia de cuplare s-a realizat intr-un flacon de sticla prin incubarea a 7 mL solutie
de lipaza (30 mg proteina/mL) si 2500 pL solutie FITC, timp de o ord la temperatura
camerei (conform PIERCE EZ-LabelTM FITC Labelling Kit). Reactia s-a realizat la
intuneric, sub folie de aluminiu.

Numarul de moli de FITC necesar a fost calculat cu relatia:

4
Nerre = V'c'10 M (mmoli)

unde:
Nerre — humarul de mmoli de FITC necesari;
V - volumul solutiei enzimatice (mL);
¢ - concentratia solutiei enzimatice (mg/mL);
10 - excesul molar al FITC;
M - masa moleculara a proteinei (mg/mmol).

Volumul de solutie de FITC s-a determinat folosind relatia:
Verre = n*M-100 (L)

unde:
Verre — volumul solutiei de FITC (uL);
n — numarul de mmoli de FITC (mmoli);
M - masa moleculara a FITC (mg/mmol);
100 - volumul de DMF (uL) necesar pentru a dizolva 1 mg FITC.

Separarea FITC libere de cea legata de proteind s-a realizat folosind o
coloana umpluta cu Sephadex A-25. Elutia componentelor s-a efectuat cu apa
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distilata. S-a citit absorbanta fractiunilor colectate la 280 nm. La finalul separarii,
concentratia de proteina legata a fost de 0,36 mg proteina/mL.

Solutia fluorescenta de proteina legata a fost concentrata prin liofilizare la
-55°C timp de 34 de ore. In final, proba solid a fost redizolvatd in tampon TRIS,
obtinandu-se o suspensie avand concentratia de 0,11 mg proteina/mL. Aceasta
suspensie s-a folosit la imobilizare. Imaginile fluorescente au fost inregistrate cu
ajutorul microscopului cu fluorescenta Leika True Confocal Scanner.

3.2.5. Determinarea suprafetei specifice (BET)

Principiul metodei

Masuratorile s-au efectuat la aparatul fabricat de Quantachrome. Tipul
aparatului este Nova 1200e, iar masuratorile sunt efectuate la temperatura azotului
lichid (77K). Procesul de degazare s-a efectuat timp de 3 ore la vid si la temperatura
de 100°C. Probele au fost cantarite inainte si dupa degazare.

Cantitatea cantdritd dupd degazare este utilizata pentru determinarea
datelor din izoterme. In marea majoritatea cazurilor se cantaresc 50-150 mg proba,
dar probele care prezintd o porozitate redusd necesita o cantitate mai mare, adica
600-1000 mg de proba pentru acuratetea determinarilor.

Din forma izotermelor se pot determina informatii suplimentare asupra
texturii materialelor caracterizate. Pentru o viziune mai completa asupra porozitatii
dimensiunea medie a porilor D, a fost determinata atat din curba de adsoptie cét si
din cea de desorptie. Suprafetele specifice Sger au fost determinate din curba de
adsorptie in domeniul 0,05-,03 - p/p0. Volumul total de pori Vi a fost determinat
din ultimul punct al curbei de adsoptie care corespunde cu primul punct al curbei de
desoptie.

3.3. Retete de lucru

3.3.1. Reactii de transesterificare

Determinarea activitatii de transesterificare a unor lipaze native sau
imobilizate prin diverse metode, a excesului enantiomeric si a selectivitatii reactiei s-
a realizat pentru reactia de acilare a unor alcooli secundari (2-butanol, 2-pentanol,
2-hexanol, 2-heptanol, 2-octanol si 2-nonanol) cu acetat de vinil in mediu de
solvent organic sau de lichid ionic.

Materiale si aparatura

in reactile de transesterificare s-au folosit: 2-butanol 99% (Fluka),
2-pentanol 98% (Fluka), 2-hexanol 98% (Fluka), 2-heptanol 99% (Fluka), 2-octanol
98% (Fluka), 2-nonanol 98% (Merck), acetat de vinil (Fluka), n-hexan 98% (Merk),
n-decan 95% (Riedel de Haen), n-dodecan 99% (Merck), izooctan 99,5% (Merck),
tetrahidrofuran 99,9% (Merck), toluen (Chimopar), acetonitril 99,9% (Merck),
acetona 99,8% (Merck), [Emim]BF; (Merck), [Bmim]BF; (Merck), [Hmim]BF,
(Merck), [Omim]BF,; (Fluka), [Bmim]PFg¢ (Merck), agitator orbital MIR S-100 Sanyo
E&E (Japonia) si incubator Pol Eko-CLN 115 STD.
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Catalizator: lipaza din Pseudomonas fluorescens Amano AK si Burkholderia
cepacia Amano PS (Aldrich) si din Candida antarctica B (C-Lecta).

Determinarile cromatografice pentru probele din reactiile de transesterificare
au fost efectuate pe un cromatograf de gaze Varian 450-GC echipat cu detector de
ionizare in flacara si coloana capilara chirald cu dimensiunile 30 m x 0,25 mm cu
faza stationara Elite Cyclosil B de grosime 0,25 um (Perkin Elmer).

Conditiile de analiza au fost:

e temperatura injector: 240°C

e temperatura detector: 280°C

gaz purtator: hidrogen cu presiune de 10,0 psi.

program de temperatura: diferit pentru fiecare alcool secundar in parte
si a fost ales astfel incat sa se obtina o separare completa a
componentelor probei analizate intr-un timp optim de analiza.

Mod de lucru

intr-o fiold de sticld de 4 ml s-au introdus 0,5 mmoli alcool secundar
(2-butanol, 2-pentanol, 2-hexanol, 2-heptanol, 2-octanol, 2-nonanol), 1,5 mmoli
acetat de vinil, 1 ml solvent organic sau lichid ionic si 15 pl n-decan sau n-dodecan
(standard intern). La momentul zero al reactiei s-a introdus 25 mg preparat
enzimatic obtinut prin entrapare in sol-gel sau prin entrapare combinata cu
adsorbtie. Fiola de sticla contindnd amestecul de reactie a fost plasata intr-o incinta
termostatatd la 40°C si supusa agitarii la 300 rotatii/min. Reactia a fost urmarita in
timp, prin prelevare de probe la 24 de ore de reactie cu ajutorul unei micropipete.
Pe baza analizelor efectuate, prin metoda standardului intern s-au calculat conversia
alcoolului, masa de ester, activitatea preparatelor imobilizate si randamentul de
regasire a activitatii enzimatice la 24 de ore de reactie. Pentru calculul
randamentelor de regdsire ale activitatii enzimatice dupa imobilizare, s-a efectuat o
sinteza in aceleasi conditii, in care s-a utilizat 5 mg lipaza nativa.

Pe baza datelor din literatura [30, 182], s-a presupus ca lipazele Amano AK,
Amano PS si CALB sunt (R)-specifice in reactia de acilare a alcoolilor secundari
testati, deci produsul principal a fost considerat a fi (R)-esterul. Excesul
enantiomeric al produsului (e.e.p) a fost calculat pe baza ariei picurilor
enantiomerilor.

% ester (R) - % ester(S)
% ester (S) + % ester (R)

100

e.e, (%)=

Raportul enantiomeric (E) a fost calculat in conformitate cu [37], folosind
relatia:

B Infl-c(1+e.e.,)|
= Infl-c(l-e.e. )]
unde:

e.e.p = excesul enantiomeric al produsului
¢ = conversia alcoolului
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3.3.1.1. Reutilizarea preparatelor enzimatice in reactii de
transesterificare in mediu organic

Materiale si aparatura

S-au folosit: 2-octanol 98% (Fluka), acetat de vinil (Fluka), n-hexan 98%
(Merk), n-decan (Merck), agitator orbital MIR S-100 Sanyo E&E (Japonia) si
incubator Pol Eko-CLN 115 STD.

Catalizator: lipaza din Candida antarctica B CALB (C-Lecta) nativa sau
imobilizata prin entrapare in sol-gel, respectiv entrapare combinata cu adsorbtie pe
un suport solid.

Mod de lucru

intr-o fiold de sticld de 4 ml s-au introdus 0,5 mmoli alcool secundar
(2-octanol), 1,5 mmoli acetat de vinil, 1 ml n-hexan (mediu de reactie) si 15 pl
n-decan (standard intern). La momentul zero al reactiei s-a introdus 5 mg lipaza
CALB nativa, 25 mg preparat enzimatic obtinut prin entrapare in sol-gel sau 25 mg
preparat obtinut prin entrapare combinata cu adsorbtie. Fiola de sticla contindnd
amestecul de reactie a fost plasatd intr-o incintd termostatata la 40°C si supusa
agitarii la 300 rotatii/min. Dupa fiecare reutilizare (24 de ore de reactie) s-a
prelevat proba, iar mediul de reactie a fost indepartat cu ajutorul unei micropipete.
Enzima nativd sau preparatul enzimatic ramase in fiola au fost spalate cu 2 ml
n-hexan si centrifugate la 15°C si 5000 rpm. Dupa decantarea solventului, peste
lipaza nativd sau preparatul enzimatic s-au introdus 0,5 mmoli alcool secundar
(2-octanol), 1,5 mmoli acetat de vinil, 1 ml n-hexan si 15 pl n-decan (standard
intern), iar amestecul rezultat a fost reintrodus intr-un nou ciclu de reactie.

Pe baza analizelor gaz-cromatografice efectuate, prin metoda standardului
intern, s-au calculat dupa fiecare reutilizare conversia alcoolului, masa de ester,
activitatea preparatelor imobilizate, activitatea totala relativa raportatda la reactia
initiald, excesul enantiomeric al produsului (e.e.p) si raportul enantiomeric (E).

3.3.1.2. Stabilitatea termica a biocatalizatorilor obtinuti in
reactii de transesterificare in mediu organic

intr-o fiold de sticld de 4 ml s-au introdus 5 mg lipazd Amano AK, Amano PS
sau CALB nativéd sau 25 mg preparat enzimatic (obtinut prin entrapare in sol-gel
Metoda 1 sau prin entrapare combinata cu adsorbtie Metoda 3) si 1 ml n-hexan
(mediu de reactie), dupa care acesta a fost plasata intr-o incinta termostatata, fiind
mentinuta timp de o ora la diferite temperaturi (45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C,
70°C, 75°C si 80°C). Dupa racirea la temperatura camerei, s-au introdus 0,5 mmoli
alcool secundar si 1,5 mmoli acetat de vinil. Fiola de sticla contindnd amestecul de
reactie a fost plasata intr-o incinta termostatata la 40°C si supusa agitarii la 300
rotatii/min. Reactia a fost urmarita prin prelevare de proba la 24 de ore de reactie
cu ajutorul unei micropipete.

Pe baza analizelor gaz-cromatografice efectuate, prin metoda standardului
intern, s-au calculat dupa fiecare reutilizare conversia alcoolului, masa de ester,
activitatea preparatelor imobilizate, activitatea totala relativa raportata la reactia
initiala, excesul enantiomeric al produsului (e.e.p) si raportul enantiomeric (E).
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3.3.1.3. Stabilitatea in solventi organici a lipazei din Candida
antarctica B

intr-o fiold de sticld de 4 ml s-au introdus 1 ml solvent organic (n-hexan,
ciclohexan, toluen, 1,4-dioxan, metil-tert-butil eter, Jj-octan, acetong,
tetrahidrofuran, acetonitril, tert-butanol), 5 mg lipaza CalLB nativa, 25 mg preparat
enzimatic obtinut prin entrapare in sol-gel sau 25 mg preparat obtinut prin
entrapare combinata cu adsorbtie. Fiola de sticla a fost plasata apoi intr-o incinta
termostatatd la 25°C timp de o saptamana. Dupad aceea, mediul de reactie a fost
indepartat cu ajutorul unei micropipete. Enzima nativéd sau preparatul enzimatic
ramase in fiold au fost spalate cu 2 ml n-hexan si centrifugate la 15°C si 5000 rpm.
Dupa decantarea solventului, peste lipaza nativa sau preparatul enzimatic s-au
introdus 0,5 mmoli alcool secundar (2-octanol), 1,5 mmoli acetat de vinil, 1 ml
n-hexan si 15 pl n-decan (standard intern), iar amestecul rezultat a fost introdus
intr-o incinta termostatata la 40 °C.

Pe baza analizelor gaz-cromatografice efectuate, prin metoda standardului
intern, s-au calculat conversia alcoolului, masa de ester, activitatea preparatelor
imobilizate, activitatea totala relativa raportata la reactia initiala, excesul
enantiomeric al produsului (e.e.p) si raportul enantiomeric (E).
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4. CONCLUZII FINALE

Principalele obiective urmarite in cadrul acestei teze de doctorat au fost
obtinerea de catalizatori stabili si eficienti cu aplicabilitate in sinteza compusilor optic
activi si imobilizarea unor lipaze microbiene in matrici de sol-gel sau prin entrapare
combinata cu adsorbtie folosind sisteme tertiare de silani precursori. De asemenea,
s-a dorit optimizarea unei noi metode de imobilizare prin entrapare in sol-gel,
respectiv prin entrapare combinata cu adsorbtie, in prezenta de lichide ionice ca
aditivi. In urma imobilizarii s-a urmarit cresterea stabilitatii termice, operationale si
a numarului posibil de reutilizari a biocatalizatorilor obtinuti prin entrapare in sol-gel
folosind lichide ionice ca aditivi. Lipazele imobilizate prin tehnici sol-gel au fost
caracterizate fizico-chimic folosind microscopia electronicd de scanare (SEM),
metoda BET de determinare a suprafetei specifice si microscopia cu fluorescenta.

In prima parte a tezei este prezentat un studiu de literatura cu privire la
structura si proprietatile enzimelor, biocataliza cu lipaze, tehnici de imobilizare, in
special entraparea in matrici de sol-gel si imobilizarea prin entrapare combinata cu
adsorbtie, posibilitatea de utilizare a lichidelor ionice ca aditivi, precum si modalitati
de caracterizare morfologicd a preparatelor enzimatice obtinute. Acest studiu a
reprezentat fundamentul stiintific pentru obiectivele urmarite in partea de cercetari
experimentale.

Studiile realizate Tn cadrul contributiilor originale au avut urmatoarele
obiective:

e Elaborarea unei metode de imobilizare prin entrapare in sol-gel,
respectiv prin entrapare combinatda cu adsorbtie a unor lipaze
microbiene.

e Optimizarea parametrilor de imobilizare n scopul obtinerii unor
preparate enzimatice cu activitate si stabilitate ridicate.

e Influenta adsorbentului folosit la dubla imobilizare asupra eficientei
catalitice a biocatalizatorilor obtinut;i.

o Influenta lichidelor ionice folosite ca aditivi la imobilizarea prin
entrapare in sol-gel, respectiv la dubla imobilizare asupra eficientei
catalitice a preparatelor enzimatice.

e Influenta mediului de reactie asupra eficientei catalitice a lipazei B
din Candida antarctica imobilizata prin entrapare in sol-gel.

¢ Influenta mediului de rectie asupra enantioselectivitatii lipazei B din
Candida antarctica dublu imobilizata.

e Studiul stabilitatii operationale a lipazei imobilizate din Candida
antarctica la diferite temperaturi.

e  Studiul termostabilitatii lipazelor microbiene imobilizate prin diferite
tehnici.

Stabilitatea in solventi organici a lipazei B din Candida antarctica.
Caracterizarea morfologica a unor lipaze microbiene imobilizate prin
diferite tehnici.

Din studiile experimentale realizate, efectuate in conformitate cu obiectivele
stabilite, se pot concluziona urmatoarele:
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1. Imobilizarea prin entrapare in matrici de sol-gel a unor
lipaze de origine microbiana:

Cunoasterea valorii optime a incdrcérii matricii cu proteind este esentiald. in
urma imobilizarii, enantioselectivitatea biocatalizatorilor a fost excelentéd comparativ
cu lipaza nativa. Avand in vedere atat activitatea enzimatica, raportul enantiomeric
(E) cét si costul biocatalizatorului, se poate spune ca valoarea optima a incarcarii cu
enzima a fost de 17,44. Biocatalizatorii testati in studiile ulterioare au fost obtinuti
cu o incarcare a matricii cu proteind de 17,44 mg la un gram de xerogel.

Reglarea find a compozitiei sistemului de silani precursori si a structurii
lichidului ionic permite dezvoltarea unor biocatalizatori performanti pentru aplicatii
specifice. In cazul acildrii enantioselective a 2-octanolului, protocolul de imobilizare
cel mai eficient a implicat utilizarea unui sistem ternar de silani precursori, format
din PhTMOS, MeTMOS si TMOS in raport echimolar si lichidul ionic [Omim]BF, ca
aditiv.

Folosirea unui silan precursor cu grupari vinil nehidrolizabile a avut un efect
pozitiv asupra proprietdtilor catalitice ale lipazei imobilizate. In cazul folosirii unui
sistem binar de silani precursori s-a obtinut o valoare mai ridicatda a activitatii
catalitice atunci cadnd concentratia de grupari vinil in amestecul de silani a fost mai
mare (raport molar 2:1).

Atunci cand la imobilizare s-a folosit un sistem ternar de silani precursori
s-au obtinut valori si mai ridicate ale activitatii enzimatice. Eficienta catalitica
exprimata prin randamentul de regasire a activitatii enzimatice a fost mai ridicata la
folosirea unui sistem ternar de silani precursori, la un raport molar de 1,6:0,4:1,
ceea ce inseamnd ca o concentratie mai mica a gruparii vinil nehidrolizabile n
matricea gelului este benefica.

In cazul testarii biocatalizatorilor pe substratul 2-octanol, atat in cazul
sistemlor binare cat si al celor ternare, s-a observat ca o concentratie mai mare a
radicalului vinil din precursorul silanic a avut un efect favorabil. In ceea ce priveste
eficienta catalitica, se poate observa ca s-au obtinut valori excelente in cazul tuturor
biocatalizatorilor testati, acestea fiind de 3 pand la 6 ori mai mari decat in cazul
lipazei native. In cazul preparatelor enzimatice obtinute cu sistem binar de silani,
cele mai bune valori ale enantioselectivitatii s-au obtinut la raportul molar de 2:1 al
VTMOS:TMOS, pe cand in cazul celor obtinute cu sistem ternar de precursori,
valoarea cea mai mare a raportului enantiomeric (E) a fost datda de preparatul
obtinut  cu silanii precursori PhTMOS:VTMOS:TMOS Ila un raport molar de
0,4:1,6:1.

Pentru lipaza Amano AK din Pseudomonas fluorescens s-a optimizat

cantitatea de lichid ionic utilizat ca aditiv la imobilizarea prin entrapare in sol-gel.
Cele mai ridicate valori ale activitatii de transesterificare au fost obtinute la un
raport molar de 0,2 intre lichidul ionic si silanii precursori. Enantioselectivitatea
biocatalizatorilor obtinuti nu a fost influentata semnificativ de cantitatea de lichid
ionic, dar a fost ugor imbunatatita comparativ cu lipaza nativa.
In cazul lipazei B din Candida antarctica, mai multe lichide ionice au fost testate ca
aditivi de imobilizare la entraparea in matrici sol-gel. Este important de mentionat
faptul ca performantele lipazei imobilizate nu depind doar de aditiv, ci si de metoda
de imobilizare si de substratul testat.

In cazul lichidelor ionice, influenta mediului de reactie a fost mult mai
importantda. Conversia a fost foarte redusa in [Emim]COOCF;, singurul lichid ionic
testat care este miscibil cu apa. Tindnd cont atat de activitate cat si de

BUPT



168 Concluzii finale - 4

enantioselectivitate, lichidele ionic cu anioni de tip BF,” s-au dovedit a fi un mediu de
reactie mai eficient decat [Bmim]PFs. Din grupul lichidelor ionice cu acest tip de
anion (BF,"), cele mai bune rezultate au fost obtinute atunci cand in partea cationica
este prezentd o grupare alchil mai hidrofoba (octil). In cazul reactiei investigate,
acilarea enantioselectiva a 2-octanolului, lichidul ionic optim a fost [Omim]BF,, care
a dus la obtinerea unor rezultate comparabile cu cele in solventi organici traditionali.

2. Imobilizarea prin entrapare in sol-gel combinata cu
adsorbtie a unor lipaze microbiene:

Performantele catalitice ale lipazelor imobilizate prin entrapare in sol-gel
combinata cu adsorbtie depind foarte mult de incdrcarea cu enzimd, de raportul
molar al silanilor precursori, precum si de tipul si cantitatea adsorbentului.

S-au obtinut valori ridicate la fincarcari de 9,48, 10,72 si 11,68 mg
proteind/g biocatalizator. Trebuie mentionat ca indiferent de valoarea incarcarii cu
enzima, valorile raportului enantiomeric au fost superioare comparativ cu lipaza
nativa. Tinand cont atat de activitatea enzimatica, raportul enantiomeric (E) cat si
de costul biocatalizatorului, se poate spune cad valoarea optima a fincarcarii cu
enzima necesara la imobilizarea prin metoda sol-gel combinatad cu adsorbtie este de
10,72 mg proteind/g biocatalizator. Biocatalizatorii care vor fi utilizati in studiile
urmatoare vor fi cei obtinuti la o incarcare a matricii cu proteina de 10,72.
Randamentul de imobilizare a fost independent de incarcarea cu lipaza.

Indiferent de substratul testat, raportul optim dintre cantitatea de suport si
numarul de moli de silani precursori la care s-au inregistrat cele mai bune valori ale
conversiei a fost de 83,3. Atunci cand reactiile au fost efectuate intr-un mediu de
reactie polar (acetond), s-a obtinut o usoara scadere a conversiei. In aceasta
situatie, a fost avantajata reactia de acilare enantioselectiva a 2-hexanolului.

Dupa imobilizare activitatea totalda a fost mai mare la lipaza din Burkholderia
cepacia, de pana la 8 ori mai mare decat a celorlalte lipaze imobilizate. Lipaza din
Candida antarctica a prezentat valori ridicate ale randamentului de regasire a
activitatii, iar cea din Pseudomonas fluorescens a dat valorile cele mai mici ale
randamentului de regasire. Folosind un raport molar al precursorilor silanici de
1,6:0,4:1 s-au obtinut cele mai bune valori ale activitatii totale. Atunci cand s-a
folosit [Emim]BF,; ca aditiv de imobilizare, pentru toate preparatele enzimatice
obtinute, valorile randamentului de regasire au fost aproape duble comparativ cu
imobilizarea in prezenta lui OmimBF,; ca agent de modelare a structurii gelului.
Folosind un raport molar al precursorilor silanici de 1:1:1 s-au obtinut cele mai bune
valori ale enantioselectivitatii pentru toate preparatele enzimatice obtinute.

Valorile randamentului de regasire - parametru care caracterizeaza eficienta
catalitica a preparatelor obtinute, au fost excelente (intre 250 si 560%) pentru toti
biocatalizatorii testati, indiferent de protocolul de imobilizare flosit. Indiferent de
adsorbentul folosit, se observda o crestere a randamentului de regasire de la
2-pentanol la 2-heptanol, apoi doar o usoara crestere sau chiar o scadere pentru
2-octanol si apoi o crestere pronuntata in cazul 2-nonanolului.

Lichidele cu acelasi anion, tetrafluoroborat, au dus la activitati ridicate ale
preparatelor imobilizate odata cu scaderea lantului alchil din partea cationica. In
ceea ce priveste lichidele ionice cu acelasi cation, [Emim], prezenta in partea
anionicd a unor substituenti mai voluminosi (trifluoroacetat, acetat), a dus la
scaderea randamentului de regasire a activitatii si a enantioselectivitatii preparatelor
enzimatice obtinute.
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Privind comparativ cele douda metode de imobilizare studiate, se poate

observa ca valorile raportului enantiomeric au fost similare, cu doud exceptii. In
cazul in care s-a folosit metoda 3, valoarea cea mai ridicatd a Iui E pentru acilarea
2-hexanolului s-a obtinut pentru lichidul ionic [Bmim]PFs. Atunci cand biocatalizatorii
au fost sintetizati conform metodei 4, cea mai ridicata valoare a lui E s-a inregistrat
pentru acilarea 2-octanolului cu lipaza CalB dublu imobilizatd in prezenta aditivului
[Hmim]BF,.
Activitatea enzimatica este conditionata de alegerea unui mediu de reactie adecvat,
deoarece unii solventi organici inactiveaza enzima. Cele mai ridicate valori ale
activitatii de transesterificare s-au obtinut atunci cand acetona sau dioxanul au fost
utilizati ca mediu de reactie, iar cele mai mici valori s-au obtinut in cazul THF.

Cele mai ridicate valori ale randamentului si activitatii de transesterificare
s-au obtinut atunci cand toluenul a fost utilizat ca mediu de reactie, iar cele mai mici
valori s-au obtinut in cazul acetonei. Enantioselectivitatea preparatului enzimatic
utilizat la rezolutia cinetica a 2-pentanolului este puternic influentata de natura
mediului de reactie. Diclormetanul si 1,4-dioxanul, solventi cu polaritate
intermediara, s-au dovedit a fi foarte eficienti, ducand la obtinerea unor valori ale
raportului enantiomeric mai mari de 100, ceea ce poate fi considerata o rezolutie
cinetica excelenta. Valori mai mici ale enantioselectivitatii s-au obtinut in cazul
solventilor nepolari, cum ar fi hexan sau ciclohexan.

In cazul acilarii enantioselective a 2-octanolului, natura mediului de reactie
nu a avut o influenta semnificativa asupra eficientei catalitice a biocatalizatorului
folosit.

3. Cresterea stabilitatii lipazelor prin imobilizare in sol-gel:

Cresterea numarului posibil de reutilizari a enzimei este un alt obiectiv
important, urmarit prin orice metodd de imobilizare. Tehnicile de imobilizare
studiate si-au demonstrat eficienta si sub acest aspect. Astfel s-a obtinut o crestere
insemnata a stabilitatii enzimei, preparatele imobilizate prezentand o activitate
relativa ridicata care s-a mentinut la peste 90% pe tot parcursul celor 34 de cicluri
de reutilizare, in timp ce pentru enzima nativa aceasta valoare a fost de numai 11%
dupa 8 reutilizari. Enantioselectivitatea preparatelor imobilizate a a fost ridicata pe
durata studiului de reutilizare, iar excesul enantiomeric s-a mentinut la valoarea
initiala de 95% .

Un rezultat foarte important al acestui studiu este ca in timp ce eficienta
catalitica a lipazei native reutilizate a scazut considerabil mai repede la cresterea
temperaturii de reactie de la 40°C la 60°C, in cazul lipazei imobilizate prin metoda
sol-gel ea a ramas apropae nemodificata. Prin urmare, stabilitatea operationalad
excelenta a lipazei se mentine si la temperaturi mai ridicate, ceea ce este un
argument important pentru utilizarea industriala a acestor biocatalizatori.

Cresterea stabilitatii operationale la temperaturi mai ridicate reprezinta una
dintre principalele avantaje ale imobilizarii. Astfel, Tn cadrul studiului de
termostabilitate a lipazelor imobilizate prin metodele prezentate anterior, s-a
observat cd valorile activitatii si enantioselectivitatii au fost mentinute constante pe
tot intervalul de temperatura studiat.

Chiar si in conditii mai dure (incubare la 80°C timp de 5 zile), biocatalizatorii
obtinuti cu lipaza B din Candida antarctica au prezentat valori ale activitatii practic
neschimbate, pe cadnd enzima nativa a pierdut 50% din activitate dupa 5 zile. Nu
s-au inregistrat diferente semnificative intre tehnicile de imobilizare studiate. De
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asemenea, enantioselectivitatea lipazei nu a fost afectata, ramanand constanta
(exces enantiomeric de 94-95%).

Tipul solventului folosit pentru un anumit tip de reactie este esential,
deoarece acesta afecteaza atat stabilitatea cat si specificitatea biocatalizatorilor.

Activitatea de transesterificare nu a fost influentata semnificativ de natura
solventului in care au fost incubati biocatalizatorii, cu exceptia cazului in care lipaza
nativa CalLB a fost incubata in 1,4-dioxan, situatie in care s-a inregistrat o activare
pronuntata. Preparatele enzimatice obtinute prin entrapare in sol-gel, respectiv prin
entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie au prezentat activitati catalitice ridicate.

Dintre metodele de imobilizare studiate, cele mai bune rezultate s-au
inregistrat in cazul entraparii in sol-gel, indiferent de solventul in care au fost
incubati biocatalizatorii. Valorile cele mai ridicate ale enantioselectivitatii s-au
obtinut in cazul incubarii lipazei imobilizate prin entrapare in sol-gel solventi polari
sau cu polaritate medie (acetona, tert-butanol, metil-tert-butil eter si toluen).

4. Caracterizarea morfologica a unor lipaze microbiene
imobilizate prin diferite tehnici:

Caracterizarea morfologicad a lipazelor imobilizate prin diferite tehnici este
foarte importanta deoarece poate oferi informatii privind structura biocatalizatorilor
care se pot corela cu proprietatile catalitice.

In urma analizei prin microscopie electronicd de scanare (SEM) s-a observat
o structura poroasa tipica materialelor nanocompozite de tip silice. Formarea retelei
tridimensionale este rezultatul inreteldrii particulelor de sol formate initial. Aceasta
structura cu pori ordonati este corelatd cu o valoare ridicata a activitatii catalitice,
ceea ce inseamnad ca substratul poate ajunge cu usurintd in centrul activ al lipazei,
fara a exista impiedicare din partea matricii sol-gel. In cazul preparatului obtinut la
entraparea in matrici de TMOS a lipazei din Pseudomonas fluorescens s-a obtinut o
structura diferita, formata din blocuri compacte, aceasta explicand partial valoarea
scazuta a activitatii catalitice.

Analiza prin microscopie de fluorescentd a demonstrat o distributie uniforma
a lipazei in interiorul matricii sol-gel indiferent de aditivul folosit sau de tehnica de
imobilizare.

In urma analizei BET s-a obtinut in cazul tuturor preparatelor enzimatice
testate un diametru al porilor cuprins intre 2-50 nm, care conform IUPAC
corespunde substantelor mezoporoase. Valorile suprafetei specifice BET sunt foarte
variate, acoperind un domeniu larg.
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ANEXE

011 mag |spot|pressure HV det wD 50 ym ———
3 AM[1600x| 3.0 | 80Pa [30.00kV|LFD|9.6 mm AK 128

Figura 1. Imaginea SEM la magnificatie 1600 a preparatului
enzimatic AK128 obtinut din precursorii PhTMOS:MeTMOS:TMOS Ila un
raport molar de 1:1:1.

HV det WD
30.00 kV|LFD | 9.6 mm

Figura 2. Imaginea SEM la magnificatie 3000 a preparatului AK2.
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ANEXE 179

Figura 4. Imaginea SEM la magnificatie 1600 a preparatului AK4
obtinut din precursorii PhTMOS:MeTMOS:TMOS la un raport molar de
1,6:0,4:1.
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B
1 mag | spc / det
PM |3 000 x| 3. c LFD|9.4 mm AK 130

L3
417/2011 mag | spot p%ssure HV det WD — 10 ym ——
12:14:44 PM |6 000 x| 3.5 | 80 Pa |30.00 kV|LFD|9.4 mm AK 130

Figura 6. Imaginea SEM la magnificatie 6000 a preparatului AK4.
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ANEXE 181

30.00 kV|LFD | 9.6 mm

Figura 7. Imaginea SEM la magnificatie 1600 a preparatului AK6
obtinut din precursorii PhTMOS:MeTMOS:TMOS Ila un raport molar de
0,4:1,6:1.

Figura 8. Imaginea SEM la magnificatie 3000 a preparatului AK6.
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4/7/2011 n:ag spot p?e%sure “HV det | WD
12:28:20 PM [6000x| 3.5 | 80 Pa |30.00kV|LFD|9.6 mm

e
;

WD | ——— 50 ym ———

4/7/2011 mag |spot|pressure| HV det
12:36:57 PM |1 600 x| 3.5 | 80Pa |30.00kV|LFD|9.7 mm AK 154

Figura 10. Imaginea SEM la magnificatie 1600 a preparatului AK18
obtinut prin dubla imobilizare pe Celite 545 (precursorii
PhTMOS:MeTMOS:TMOS la un raport molar de 1,6:0,4:1).
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e T
ure| HV | det| WD I p—
80 Pa |30.00 kV| LFD| 9.8 mm e

47712011 mag pressure HV det | WD — 10 ym ——
12:40:58 PM |6 000 x 80 Pa |30.00 kV|LFD|9.8 mm AK 154

Figura 12. Imaginea SEM la magnificatie 6000 a preparatului AK18.
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4/7/2011 mag |spot|pressure HV | det| WD | 50 ym ———
12:50:46 PM |1 600 x| 4.0 | 80 Pa |30.00 kV|LFD|9.7 mm | AK 158

Figura 13. Imaginea SEM la magnificatie 1600 a preparatului AK14
obtinut cu TMOS (6 mmoli).

mag sbot pressureT HV det WD
VM [3000x| 40 | 80Pa |30.00kV|LFD|9.7 mm

Figura 14. Imaginea SEM la magnificatie 3000 a preparatului
AK14obtinut cu TMOS (6 mmoli).
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ANEXE 185

41712011 mag |spot|pressure HV det WD — 10 ym ——
12:53:14 PM [6 000 x| 4.0 | 80 Pa |30.00 kV|LFD|9.7 mm AK 158

Figura 15. Imaginea SEM la magnificatie 6000 a preparatului AK14
obtinut cu TMOS (6 mmoli).

-
E

41712011 mag |spot préssure HV det | WD 50 ym -
12:59:16 PM |1 600 x| 4.0 | 80 Pa [30.00 kV|LFD|9.8 mm Celite 545

Figura 16. Imaginea SEM la magnificatie 1600 a Celitei 545
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-
41712011 mag |spot|pressure HV det | WD 30 ym ————
1:00:05 PM |3 000 x| 4.0 | 80Pa [30.00 kV|LFD|9.8 mm Celite 545

4/7/2011 mag |spot|pressure| HV det WD' | — 10 ym ——
1:00:29 PM |6 000 x| 4.0 | 80Pa |30.00kV|LFD|9.8 mm Celite 545

Figura 18. Imaginea SEM la magnificatie 6000 a Celitei 545.

BUPT



ANEXE 187

Figura 19. Imaginea SEM la magnificatie 1000 a preparatului CAL4
obtinut din precursorii PhTMOS:MeTMOS:TMOS la un raport molar de
1,6:0,4:1.

Figura 20. Imaginea SEM la magnificatie 3000 a preparatului CAL4.
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" AccV  Spofy

bS 30.0kY 3?0 10000x SE 19

s

Figura 21. Imaginea SEM la magnificatie 10000 a preparatului
CAL4.

el

Figura 22. Imaginea SEM la magnificatie 20000 a preparatului
CAL4.
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ANEXE 189

o

Figura 23. Imginea SEM la mgnifica’giéh 1000 a preparatului
CAL40 obtinut prin dubld imobilizare pe Celite 545 (precursorii
PhTMOS:MeTMOS:TMOS la un raport molar de 1,6:0,4:1).

AccV SpotMagn  Det WD Exp =1 10um
30.0 k¥ 3.0 #3000x ' SE '10.6 52415 #5%

Figura 24. Imaginea SEM la magnificatie 3000 a preparatului
CAL40
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Figura 25. Imaginea SEM la magnificatie 10000 a preparatului
CAL40.

Det WD Exp —"—1 1mm
i0x SE 106 62413 #5

Figura 26. Imaginea SEM la magnificatie 20000 a preparatului
CAL40.
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Figura 27. Imaginea SEM la magnificatie 1000 a preparatului
CAL67 obtinut prin dubla imobilizare pe Celite 545 (SOL prepolimer:
precursorii PhTMOS:MeTMOS:TMOS la un raport molar de 1,6:0,4:1).

Figura 28. Imaginea SEM la magnificatie 3000 a preparatului
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y t Magn Det WD Exp F——,
F30 10000x SE 10b 62419 #6

Figura 29. Imaginea SEM la magnificatie 10000 a preparatului
CAL67.

e

Figura 30. Imaginea SEM la magnificatie 20000 a preparatului
CAL67
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