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INTRODUCERE

Una dintre principalele provocdri pe care trebuie sd le rezolve industria
chimica in viitorul apropiat este cea a resurselor pe care le utilizeaza. Atunci cand se
vorbeste despre perspectivele viitoare, acestea sunt tot mai frecvent asociate cu
utilizarea unor resurse reinnoibile, desi au fost si vor fi facute progrese importante si
in ce priveste cresterea productivitatii si reducerea consumurilor de energie ale
proceselor existente. Pe calea utilizarii unor asemenea resurse se situeaza valorificarea
proceselor catalizate de enzime pentru obtinerea de produse chimice.

Biocataliza industriald s-a dovedit intr-o serie de procese o alternativa viabila
a tehnologiilor chimice clasice. Enzimele prezintd avantajele selectivitatii ridicate,
costurilor de operatie si investitii scdzute, cantitatilor mai mici de produsi secundari si
consumurilor energetice reduse. Principalul impediment pentru utilizarea industriala
este vulnerabilitatea lor in conditiile de proces si in special costul ridicat al enzimelor.
In aceste situatii, imobilizarea s-a dovedit a fi metoda cea mai valoroasi pentru a
creste stabilitatea operationald a enzimelor si a permite separarea lor usoard din
amestecul de reactie in vederea unor utilizari repetate.

Tehnica sol-gel face parte dintre metodele de imobilizare bazate pe inchiderea
(entraparea) enzimei Intr-o matrice polimera poroasa si oferd in acest sens o serie de
avantaje, intrucat conformatia enzimei nu este modificatd si pericolul inactivarii in
urma imobilizarii este mai redus.

Lichidele ionice sunt compusi considerati de mare viitor in calitate de solventi
“curati”, care datorita nevolatilitatii lor si stabilitatii termice ridicate vor putea inlocui
solventii organici volatili utilizati la ora actuali in majoritatea proceselor. In
biocataliza cu enzime imobilizate prin metoda sol-gel a aparut nsa posibilitatea de a
folosi lichidele ionice in calitate de aditivi in timpul imobilizarii, pentru a imbunatati
proprietatile gelului, in principal printr-un efect de stabilizare, protejand enzima de
alcoolul eliberat in timpul procesului de entrapare in sol-gel precum si de efectele
contractarii gelului in timpul uscarii.

Cercetarile efectuate In cadrul tezei de doctorat au urmarit elaborarea de noi
metode de imobilizare prin entrapare in sol-gel a lipazei din pancreas de porc PPL,
Pseudomonas fluorescens Amano AK si Burkholderia cepacia Amano PS, precum si
optimizarea parametrilor de imobilizare In vederea obtinerii unei eficiente catalitice
maxime §i a unei enantioselectivitati ridicate a preparatelor imobilizate, utilizate ca si
biocatalizatori in reactii de esterificare si acilare enantioselective, in diferite medii de
reactie. Prin utilizarea lichidelor ionice atat ca aditivi In cursul formarii retelei de sol-
gel cat si ca mediu de reactie s-a realizat o noud cale de Tmbunatétire a eficientei
proceselor biocatalitice, datoritd stabilitatii crescute a biocatalizatorilor imobilizati,
separdrii mai usoare a produsilor de reactie in etapele de reutilizare, cat si a reducerii
poluarii prin inlocuirea solventilor organici.
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ABREVIERI
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Abrevieri
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octiltrimetoxisilan
polidimetilsiloxan
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lipaza din Pseudomonas fluorescens
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lipaza din pancreas de porc
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propiltrimetoxisilan

lipaza din Burkholderia cepacia Amano PS
polivinilalcool
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trimetilmetoxisilan
trimetilmetoxisilan
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randament de ester
randament de imobilizare
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1. STUDIU DOCUMENTAR

1.1. Biocataliza si biocatalizatori

Biocatalizatorii sunt proteine (enzime) sau, in unele cazuri acizi nucleici
(ribozime). Enzimele sunt niste biocatalizatori remarcabili de naturd proteica,
alcatuiti din mii de atomi precis aranjati. Sunt responsabile de o multitudine de reactii
chimice care au loc in organismele vii, necesare pentru supravietuirea si reproducerea
acestora — rapid, selectiv si eficient. Enzimele sunt mult mai eficiente decat
catalizatorii chimici obignuiti (Guisan, 2006), sunt capabile sid accepte o mare
varietate de compusi drept substraturi, manifestand in acelasi timp si o selectivitate
deosebitd, ce poate fi atdt opticd (enantioselectivitate) cat si pozitionala
(regioselectivitate). Specificitatea inaltd si puterea catalitica mare se datoreaza
faptului cd geometria situsului activ al enzimelor se potriveste cu cea a substratului,
conform aga-numitului model “cheie-lacat”. Datorita selectivatatii deosebite, enzimele
pot fi utilizate pentru realizarea unor transformari extrem de complexe, fard a fi
necesare etapele de protejare si deprotejare care sunt caracteristice sintezelor organice
enantio- si regioselective. Aceasta selectivitate ridicata duce si la o cantitate mai mica
de produse secundare si deseuri, recomandand enzimele drept alternative pentru
realizarea unor tehnologii mai putin poluante decat cele realizate cu catalizatori clasici
(Péter, 2005).

Denumite la inceput fermenti de la cuvantul latin ferveo — a fierbe — datorita
aparentei fierberi care insoteste orice proces de fermentatie, in realitate produsa de
eliminarea unor substante gazoase, enzimele au facut obiectul unor pasionante dispute
academice. In 1878, Kiihne introduce denumirea de emzimd pentru fermentii din
celula de drojdie sau din celulele altor organisme. Denumirile de enzima si ferment
sunt astazi sinonime, primul termen fiind aproape unanim utilizat.

Interventia enzimelor 1n diferite procese (fermentatie, respiratie, digestie,
putrefactie) era cunoscutd inca din antichitate (Stryer, 1995), dar explicatia acestor
procese complexe, rolul si locul enzimelor in secventele chimice care le compun a
ramas mult timp obscur, multe mecanisme fiind neclare si astazi (Péter, 2005). Astfel,
utilizdnd potentialul biocatalitic al enzimelor se realizeaza obtinerea de produsi
necesari in toate scopurile umane (alimente, hrand pentru animale, farmaceutice,
chimicale, fibre, produse pentru igiend si apa potabild) cat si in scopuri analitice, in
special pentru analize medicale (Buchholz, Kasche si Bornscheuer, 2005).

Enzimele cele mai utilizate pana in prezent au fost hidrolazele (Figura 1.1).

Oxidoreductaze

Transferaze

Celule oxidante

Celule
reducatoare

Izomeraze

-"'\ j_.- ]
™, Hidrolaze
Liaze - / ///

Figura 1.1. Principalele clase de enzime utilizate in procesele industriale
(Straathof, Panke si Schmid, 2002).
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La ora actuala, o serie de procese, majoritatea aflate in curs de dezvoltare,
folosesc enzime din clasa transferazelor, liazelor si oxidoreductazelor (Straathof,
Panke si Schmid, 2002).

Principalele avantaje si dezavantaje ale biocatalizatorilor (Buchholz, Kasche si
Bornscheuer, 2005) comparativ cu catalizatorii chimici sunt:

Avantaje:

= stereo- si regioselectivitate

= necesitd temperaturi scazute (0-110°C)

= consum scdzut de energie

= activitate la pH 2-12

= lipsa produselor secundare

* nu sunt toxici atunci cand se folosesc corect

= pot fi reutilizati (imobilizati)

= pot fi degradati biologic

= pot fi produsi in cantitati nelimitate

Dezavantaje:

* instabile la temperaturi Tnalte

= instabile la valori extreme de pH

= instabile 1n solventi agresivi

» inhibate de unii ioni metalici

* unele enzime sunt inca foarte scumpe

= sunt potentiali alergeni atunci cand sunt inhalate sau inghitite

Procesele biocatalitice sunt definite drept acele procese care realizeaza
transformarea unui substrat dat intr-un produs definit, utilizdnd una sau mai multe
etape catalizate de preparate enzimatice nepurificate sau de enzime purificate
(Bommarius si Riebel, 2004). Ele s-au dezvoltat pe o directie proprie, care a constat in
folosirea ca biocatalizatori a enzimelor izolate, cu un grad de puritate mai mult sau
mai putin avansat.

Procesele biocatalitice si biotransformarile enzimatice pot fi considerate
derivate din categoria proceselor fermentative, intrucat ele realizeaza transformarea
chimicd a unor compusi utilizdnd potentialul biocatalitic al enzimelor si de multe ori
aceste enzime sunt produse (intracelular sau extracelular) prin cultivarea
microorganismelor chiar pe substratul a carei transformare o realizeaza. Un exemplu
in acest sens este oxidarea stereoselectiva a D-sorbitolului la L-sorboza sub actiunea
microorganismului Acetobacter suboxidans, care este una dintre etapele fabricarii
vitaminei C.

Varianta ideald de biocatalizd ar fi aceea 1n care mediul de reactie sd fie
eterogen, astfel ca enzima si reprezinte o faza distincta, preferabil solidd. In aceste
conditii enzima va putea fi separatd usor si reutilizata, reducindu-se costurile de
productie si se va evita contaminarea produsilor de reactie cu proteind enzimatica.
Incercirile de realizare practica a acestui deziderat au dus la elaborarea a trei sisteme
de reactie enzimatice eterogene:

= Sisteme de reactie bifazice, in care substratul insolubil in apa este dizolvat
intr-un solvent organic nemiscibil cu apa sau constituie el insusi faza organica, in timp
ce enzima se gaseste dizolvatd in faza apoasa.

= Sisteme de reactie in solventi organici, in care nu mai existd o faza apoasa
si enzima este suspendata in mediul organic nemiscibil cu apa. S-a demonstrat ca, desi
apa este indispensabild pentru mentinerea conformatiei catalitice active a enzimelor,

_4-
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cantitatea de apa necesara acestui scop este foarte mica. Astfel, lipaza pancreatica isi
mentine activitatea la o concentratie de apa de numai 0,015% in mediul de reactie,
ceea ce Tnseamna ca poate functiona in conditii practic anhidre.

= Sisteme de reactie cu enzime imobilizate, in majoritatea cazurilor pe
suporturi solide, care pot functiona atdt In mediu apos cat si in mediu de solventi
organici.

Cele mai multe aplicatii ale biocatalizei sunt in industria alimentard si cea
farmaceutica (Figura 1.2). Procesele din industria alimentard sunt relativ simple si
unele dintre ele dateaza cu mult dinainte de a se fi stabilit natura lor enzimatica, de
exemplu coagularea laptelui pentru fabricarea branzeturilor.

Polimen
Cosmetice

Alimentatie

. | .
Furajare e Farmaceutice

Agroclimie x

Alte

sectoare

Figura 1.2. Principalele domenii de aplicatii ale biocatalizei industriale
(Straathof, Panke si Schmid, 2002)

Industria farmaceuticd a avut in schimb avantajul cd era familiarizatd cu
tehnologiile fermentative, chiar daca procesarea produselor rezultate din fermentatie
se facea exclusiv pe cale chimica.

Una dintre principalele provocdri pe care trebuie sd le rezolve industria
chimica in viitorul apropiat este cea a resurselor pe care le utilizeaza. Atunci cand se
vorbeste despre perspectivele viitoare, acestea sunt tot mai frecvent asociate cu
utilizarea unor resurse reinnoibile, desi au fost si vor fi facute progrese importante si
in ce priveste cresterea productivitatii si reducerea consumurilor de energie ale
proceselor existente. Pe calea utilizarii unor asemenea resurse se situeaza valorificarea
proceselor catalizate de enzime pentru obtinerea de produse chimice.

Evolutia directionatd a enzimelor este utilizatd tot mai mult pentru a obtine
biocatalizatori care sa lucreze mai eficient in conditii nenaturale. O perspectiva
extrem de promitdtoare este combinarea mai multor enzime intr-o singura celuld, de
exemplu pentru a realiza simultan cu reactia principala si regenerarea cofactorului. in
ce priveste enzimele izolate, pretul acestora va scddea in continuare, datorita obtinerii
lor mai eficiente folosind microorganisme modificate genetic. Distanta dintre cataliza
enzimaticd §i cataliza chimicd se va reduce, pe de o parte datoritd obtinerii unor
enzime mai bine adaptate conditiilor industriale, iar pe de altd parte datoritd obtinerii
unor catalizatori sintetici (sinzime) care sd imite principiul actiunii enzimelor (Péter,
2005).
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1.2. Structura si proprietatile catalitice ale lipazelor

Lipazele (E.C.3.1.1.3) sunt enzime care fac parte din clasa hidrolazelor, se mai
numesc si triacilglicerol hidrolaze, fiind cele mai folosite hidrolaze in chimia organica
(Bornscheuer si Kazlauskas, 1999; Schmid si Verger, 1998). Ele hidrolizeaza grasimi
si uleiuri cu formare de acizi grasi liberi, gliceride partiale si glicerina. Preferential
catalizeaza hidroliza esterilor insolubili in apa cum sunt trigliceridele, de exemplu
hidroliza trioleinei la dioleina (in special acceptd lanturi lungi de acizi grasi n aceste
trigliceride). In afard de acestea, lipazele catalizeazia de asemenea hidroliza unui
spectru larg de esteri naturali si nenaturali/sintetici prezentand o Tnaltad enantio- si
regioselectivitate. Aceastd combinatie (larga gama de substraturi asupra carora
actioneaza si selectivitatea Tnaltd), face din lipaze un catalizator ideal pentru sintezele
organice.

Pe langa selectivitatea inaltd pe care o manifesta si spectrul larg de substraturi,
un alt avantaj important al lipazelor este acela ca ele actioneaza eficient asupra
substraturilor insolubile in apa. Lipazele au nevoie de aceasta proprietate deoarece
substratul natural al lipazelor — trigliceridele — sunt insolubile in apa. Lipazele se
leagd la interfata apa — substrat organic si catalizeaza hidroliza la aceasta interfata.
Aceastd legare nu numai cd plaseaza lipaza in apropierea substratului dar si mareste
puterea catalitica a lipazei, fenomen numit activare interfaciala sau activare la
interfatd. Majoritatea lipazelor sunt catalizatori slabi in absenta unei interfete (o
picaturd de grasime sau o miceld). O schimbare conformationald in structura lipazei
determind probabil activarea interfaciala. Spre deosebire de aceasta, reactiile eficiente
cu proteaze necesita deseori o modificare chimicd a substratului pentru cresterea
solubilitatii in apa (Bornscheuer si Kazlauskas, 1999).

1.2.1. Sursele si utilizarea lipazelor

Lipazele se gasesc in plante, animale si microorganisme unde indeplinesc un
rol important in transformarea biologicd a lipidelor. Lipazele sunt necesare ca si
enzime digestive pentru a facilita nu numai transferul lipidei dintr-un organism in
altul ci si depunerea si mobilitatea grasimii care este folositd ca si sursa de energie in
organism. De asemenea sunt implicate Tn metabolismul lipidelor intracelulare si prin
urmare in functionalitatea membranelor biologice (Villeneuve si colab., 2000).

Majoritatea biotransformarilor utilizeaza lipaze comerciale, iar in (Tabelul
1.1) se gasesc cele mai cunoscute dintre acestea (Bornscheuer si Kazlauskas, 1999).
Colesterol esteraza pancreatica este inclusa la lipaze deoarece secventa sa si
proprietatile biochimice sunt identice cu lipazele activate de sarurile acizilor biliari
(Nilsson si colab., 1990; Hui si Kissel, 1990).

Lipazele sunt de obicei numite dupa microorganismul care le produce.
Clasificarea si numele microorganismului se poate modifica pe parcurs ce cercetatorii
afla mai multe despre el. Astfel, uneori se schimba si numele lipazei, lucru frustrant
pentru chimistii organicieni obisnuiti cu compusii organici a caror denumire se
modifica foarte rar (Bornscheuer si Kazlauskas, 1999).
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Tabelul 1.1. Exemple de lipaze disponibile comercial

Abreviere | Originea lipazelor Alta denumire Sursa comerciala
Lipaze de origine animala
HPL lipaza din pancreas Amano, Boehringer-
uman Mannheim, Fluka, Sigma
HGL lipaza gastrica umana Amano, Boehringer-
Mannheim, Fluka, Sigma
PPL lipaza din pancreas de Amano, Boehringer
porc Mannheim, Fluka, Sigma
GPL-RP2 | lipaza din pancreas de Amano, Boehringer-
porc de guineea Mannheim, Fluka, Sigma
CE colesterol esteraza Genzyme, Sigma
(BSSL) pancreatica
Lipaze fungice
CrL Candida rugosa Candida Altus Biologics, Amano,
cylindracea Meito Sangyo,
Boehringer-Mannheim
GcL Geotrichum candidum Amano
HIL Humicola lanuginosa | Thermomyces Boehringer-Mannheim,
lanuginosa Novo Nordisk
PcamL Penicillium Penicillium Amano
camembertii cyclopium
RjL Rhizomucor javanicus | Mucor javanicus Amano
RmL Rhizomucor miehei Mucor miehei Boehringer-Mannheim,
Amano, Novo Nordisk,
Fluka
RoL Rhizopus oryzae R. javanicus, Amano, Fluka, Sigma,
R. delemar, Seikagaku Kogyo Co.
R. niveusa
RaL Rhizopus arrhizus Amano, Fluka, Sigma,
Seikagaku Kogyo Co
Cal-A Candida antarctica A Boehringer-Mannheim,
Novo Nordisk
Cal-B Candida antarctica B Boehringer-Mannheim,
Novo Nordisk, Sigma
AnL Aspergillus niger Amano, Rohm, Novo
Nordisk
AoL Aspergillus oryzae Amano, Rohm,
Novo Nordisk
CIL Candida lipolytica Amano
-7 -
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ProgL | Penicillium roquefortii | | Amano
Lipaze bacteriene
Pal Pseudomonas Novo Nordisk, Amano
aeruginosa Co, Boehringer-
Mannheim
PcL Pseudomonas cepacia | Burkholderia Altus Biologics, Amano,
cepacia (BcL) Boehring-Mannheim,
Fluka, Sigma
PcL-AH | Pseudomonas cepacia Amano
PgL Pseudomonas glumae | Burkholderia Sigma, Genzyme, Asahi
glumae (BgL) Chemical, Biocatalysts
Lts., Amano
PfL Pseudomonas Amano, Biocatalysts Ltd.,
fluorescens Wako Pure Chemical
Pfragil. Pseudomonas fragi (Osaka)
PmL Pseudomonas Novo Nordisk, Amano
mendocina Co,
Boehringer-Mannheim
CvL Chromobacterim Sigma, Genzyme, Asahi
viscosum Chemical, Biocatalysts
Lts.
BtL-2 Bacillus Boehringer-Mannheim,
thermocatenulatus Meito Sangyo

Asa cum s-a mai spus, functia biologicd a lipazelor este aceea de a cataliza

hidroliza esterilor, in special triacilgliceroli care au resturi de acizi grasi cu lant lung,
cu formare de acizi grasi liberi, di- i monoacilgliceroli si glicerol. Lipazele sunt de
asemenea capabile sa catalizeze reactia inversd §i anume sinteza de esteri
(esterificare), dar si alte reactii cum sunt transesterificarea (acidoliza,
interesterificarea, alcooliza), aminoliza, oximoliza si tiotransesterificarea in solventi
organici anhidrii (Klibanov, 1989; Gupta, 1992) sisteme bifazice si in solutii de
miscele (Martinek si colab., 1986; si Nagao si Kito, 1990).

Se mai utilizeaza biotransformarile catalizate de lipaze pentru obtinerea de
compusi farmaceutici si intermediari sintetici enantiomeric puri, pentru protejarea si
deprotejarea intermediarilor sintetici, pentru modificarea lipidelor naturale
(Bornscheuer si Kazlauskas, 1999), precum si in alte scopuri (Tabelul 1.2).
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Tabelul 1.2. Exemple de aplicatii industriale ale lipazelor (Villeneuve si

colab., 2000; Sharma, Christi si Banerjee, 2001).

Domeniul industrial

Actiune

Produs sau aplicatie

Detergenti

Hidroliza grasimilor

Detergenti pentru uz
casnic si industrial

Alimentar (lactate)

Hidroliza grasimilor din lapte,
maturarea branzeturilor,
modificarea grasimii din unt

Agenti de aroma pentru
produse lactate

Alimentar
(prelucrarea uleiului)

Hidroliza si transesterificarea
uleiurilor si grasimilor; analiza
distributiei acizilor grasi in
trigliceride

Acizi grasi, mono- si
digliceride, inlocuitor de
unt de cacao, margarina;
reactivi pentru analiza
lipidelor

Alimentar (carne si

Sinteza produsilor de aroma;

Preparate din carne si

peste) indepartarea grasimii peste

Alimentar (bauturi) Imbunititirea aromei Bauturi

Chimic Sinteza de esteri Intermediari chirali,
esteri, emulgatori

Medical Analiza trigliceridelor din sange | Truse de diagnostic

Farmaceutic Transesterificare si hidroliza Lipide speciale,
medicamente pentru
tulburari digestive

Cosmetic Sinteze Emulgatori, agenti de
umezire

Hartie Hidroliza Hartie cu proprietati
imbunatatite

1.2.2. Clasificarea lipazelor

Clasificarea lipazelor in functie de sursa microbiand uneori Tmpiedica
observarea asemanarilor structurale. O clasificare mai buna utilizeaza insiruirea
secventelor de proteine (Tabelul 1.3), care este 1n concordantd cu structura
tridimensionald a proteinelor. Lipazele de origine animala (pancreatica) formeaza o
grupd, lipazele de origine fungica formeaza doud grupe — familia Candida rugosa si
familia Rhizomucor, iar lipazele bacteriene de asemenea formeaza doua grupe —
familia Pseudomonas si familia Staphylococcus.

Familia Candida rugosa include lipaza din Candida rugosa (CrL), lipaza din
Geotrichum candidum (GcL) si chiar dacd este o lipaza de origine animald, colesterol
esteraza pancreaticd CE (BSSL). Aceste lipaze sunt de dimensiuni mari (60-65 kDa).
De retinut cd lipaza Candida antarctica B nu apartine acestei familii, chiar daca
provine dintr-o drojdie Candida.

Familia Rhizomucor include lipaze dintr-un domeniu larg de ciuperci/fungi:
lipazele Rhizopus, lipazele Rhizomucor, lipaza din Penicillium camembertii (PcamL),
lipaza din Humicola lanuginosa (HIL), Cal-B si sunt de dimensiuni mici (30-35
kDa).
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Lipazele Pseudomonas sunt de asemenea mici si includ toate lipazele
Pseudomonas si Chromobacterim viscosum.

Lipazele Staphylococcus sunt de marime medie (40-45 kDa) dar nu sunt
disponibile comercial. O singurd lipaza din aceastd grupa, o lipazad termostabild din
Bacillus thermocatenulatus (BfL2), este disponibilda de la Boehringer Mannheim.
Cateva dintre lipaze raman neclasificate. De exemplu, pentru lipaza din Aspergillus
niger (AnL) nu se cunoaste secventa de aminoacizi, pentru Cal-A, secventa este
cunoscutd, dar acestea prezinta doar putine asemanari cu celelalte lipaze.

Cele mai utilizate lipaze 1n sinteza organica sunt: lipaza din pancreas de porc
(PPL), lipaza din Burkholderia cepacia (lipazele Amano PS, BcL), lipaza din Candida
cylindracea (CcL), si lipaza B din Candida antarctica (Cal-B), iar pentru
modificarea lipidelor cea mai importanta este lipaza din Rhizomucor miehei (RmL)
(Bornscheuer si Kazlauskas, 1999).

Tabelul 1.3. Clasificarea lipazelor comerciale dupa asemanarea in secventa de
proteine (Cygler si colab.,1993; Svendsen, 1994)

Clasificare Caracteristici Exemple
Lipaze de origine animala 50 kDa PPL
(pancreatica)

Lipaze fungice

Familia Candida rugosa 60-65 kDa CrL, GeL, CE

Familia Rhizomucor 30-35 kDa Cal.-B, RmL, RoL, HIL,
PcamL

Neclasificate AnL, Cal.-A, CIL

Lipaze bacteriene

Familia Pseudomonas 30-35 kDa PcL, PfL, CvL
Familia Staphylococus 40-45 kDa BfL.2
-10 -
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1.2.3. Plierea o/p hidrolazica

Structurile tridimensionale ale lipazelor prezinta in interiorul lor, un motiv
comun de pliere, cunoscut ca si plierea o/ hidrolazica. Astfel, prin studii de raze X
s-a aratat ca toate lipazele fac parte din familia o/f hidrolazelor (Brzozowski si
colab.,1991; Derewenda si colab., 1992; Ollis si colab., 1992; Grochulski si colab.,
1994; Egloff si colab., 1995; Uppenberg si colab.,1995; Schrag si colab., 1997; Pleiss,
Fischer si Schmid 1998). Aceasta familie cuprinde pe langa lipaze si alte enzime:
esteraze, proteaze, peroxidaze, liaze si multe altele (Ollis si colab., 1992; Schrag si
Cygler, 1997), spre exemplu dienlacton-hidrolaza Pseudomonas sp. (Pathak si Ollis,
1990), colinesteraze (Sussman si colab.,1991), tioesteraza Vibrio harveyi (Lawson si
colab., 1994%), bromperoxidaza A2 Streptomyces aureofaciens (Hecht si colab., 1994)
si esteraza Streptomyces scabies (Wei si colab., 1995).

Plierea /B hidrolazica, constd dintr-un miez de opt structuri B-pliate
majoritatea paralele, care sunt inconjurate la ambele capete de sase structuri o-
elicoidale, si o triadd cataliticd (Ser/Asp/Cys-His-Asp/Glu) (Ollis si colab., 1992).
Modalitatile de combinare a structurilor a-elicoidale cu cele B-pliate sunt aceleasi
pentru toate o/ hidrolazele (Figura 1.3) (Bornscheuer si Kazlaukas, 1999). Una din
cele mai importante trasaturi ale enzimelor care fac parte din familia o/p hidrolazelor
este curba nucleofild, unde se gaseste un rest nucleofil de serind (specific pentru
lipaze, esteraze si proteaze (Bornscheuer si Kazlaukas, 1999), pozitionat intre o
structura B-pliatd si una de a-elice (Kim si colab., 1997).

nucleu:uﬁl arid histidina
T r e P . Pt
A A
H 1
l J L—J u
u’ "'\ i ___/ - L C
Bl P2 PB4 oA B3 oB BS oo PO oD BT cE BE oF

Figura 1.3. Diagrama schematica a plierii o/ hidrolazelor. Structurile de
a-elice sunt reprezentate sub forma de dreptunghiuri, cele B-pliate ca sageti, iar liniile
intrerupte indica bucle de lungimi variabile.

“11 -
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1.2.4. Activarea la interfata si rolul capacului elicoidal

In 1958 Sarda si Desnuelle au definit lipazele in termeni cinetici, bazandu-se
pe fenomenul de “activare la interfatd”, sugerand cad actiunea lipazelor trebuie
consideratd ca avand loc la suprafata bidimensionala a unui miceliu si nu in volumul
tridimensional al unei solutii (Sarda si Desnuelle, 1958). Aceastd proprietate nu a fost
gasitd printre enzimele care au fost clasificate drept esteraze, ex: acele enzime care
actioneaza numai asupra moleculelor de esteri ai acizilor carboxilici, solubile in apa.
De fapt fenomenul de “activare la interfatd” a fost pentru prima data observat in 1936
de Holverda si colaboratorii si mai apoi In 1945 de Schonheyder si Volqvartz
(Holverda si colab., 1936; Schonheyder si Volqvartz, 1945). Acesta, se bazeaza pe
faptul ca are loc o crestere importantd a activitatii lipazelor in substraturi insolubile
(cum sunt emulsiile) in comparatie cu aceleasi substraturi in solutii monomere
(Verger, 1997).

In 1990 au fost elucidate primele doud structuri tridimensionale ale unor
lipaze: structura lipazei din pancreas uman (Winkler, D’Arcy si Hunziker, 1990) si a
celei fungice din Rhizomucor miehei (Brady si colab., 1990). La ambele enzime
centrii activi contin o structurd asemdnatoare numita “triada cataliticd” Asp-His-Ser
(Figura 1.4), caracteristica serin-proteazelor, care este complet ingropata (ecranatd)
sub un scurt segment peptidic elicoidal (Brzozowski si colab., 1991).

His
_ /N\?N‘ .
0---H H_Oj
Asp’ ;0 Ser

Figura 1.4. Triada catalitica din centrul activ al lipazelor

Determinarea structurilor tridimensionale a acestor lipaze, a sugerat ca
fenomenul de “activare la interfatd” poate fi datorat prezentei capacului elicoidal
amfifil care acopera centrul activ al enzimei (Verger, 1997). Cand lipaza este
dizolvata in apa capacul elicoidal este inchis si partea hidrofila a acestuia este
indreptata spre solvent, posibil pentru a preveni agregarea enzimei. La contactul cu o
interfatd lipid-apa are loc o schimbare conformationala (deplasare) a acestui capac
(Verger, 1997), partea hidrofoba este expusa interfetei, iar centrul activ al lipazei este
dezecranat (Figura 1.5) facand astfel posibil accesul substratului (intrd in centrul activ
unde se leagd si este transformat in produs). Structurile din figura 1.5 prezinta
modificarile conformationale, ce au loc asupra capacului elicoidal, structurii B5 si
colipazei, in timpul activarii la interfata (Overbeeke si colab., 2000).

-12 -
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Figura 1.5. Structura lipazei din complexul pancreas uman-colipaza in
conformatie inchisa si deschisa. Structurile de a-elicie sunt reprezentate sub forma
unor serpentine, iar cele B-pliate prin sageti. (Lowe, 2002).

Au fost sugerati o serie de factori care declanseaza activarea lipazei la interfata
lipid-apa:

= cresterea concentratiei de substrat la interfatd (Brockman, 1973);

= 0 mai buna orientare a legaturilor de ester (Wells, 1974);

* reducerea stratului de apd din jurul moleculelor de ester din apa
(Brockerhoff, 1968);

* 0 schimbare conformationald in structura enzimei (Sarda si Desnuelle,
1958; Entressangles si Desnuelle, 1974; Brady si colab., 1990).

In ceea ce priveste deplasarea capacului elicoidal, nu se stia dacd acesta se
desfisoara inainte sau dupd adsorbtia la suprafata piciturii de lipid. In acest sens a
fost propusd o dezvoltare a modelului lui Verger, ce sugereaza existenta unui
echilibru intre conformatia deschisa si Inchisa a lipazei in solutie. Datorita expunerii
centrului activ hidrofob la mediul apos, doar o mica parte din moleculele de lipaza se
gasesc in conformatie deschisa, ceea ce explica activitatea mica la substraturi solubile
in apa. Pe masura ce picaturile de lipid sunt introduse in sistem si astfel langa lipaza
este prezenta o suprafatd hidrofoba tot mai mare, fractiunea de lipazd deschisa este
adsorbita la agregatele de lipid. Conformatiile deschisd si inchisa ale lipazei, in
solutie, se vor afla in echilibru si astfel lipaza in forma deschisa poate fi adsorbita la
interfata (Schema 1.1) (Holmquist, 2000).

- 13-
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Lipid

Schema 1.1. Modelul actiunii lipazelor In mediu apos, lipid si la interfata
lipid-apa. E reprezinta lipaza inactiva dizolvata in apa, E' lipaza activa dizolvata in
apa, Eads lipaza activa adsorbita la interfatd, E,4 lipaza inactiva adsorbita la interfata,
S\ substrat solubil in apa, S substrat insolubil in apa, E*SW si Eads*SW complexe
enzima-substrat, Py, produsul in faza apoasa si P produsul in faza lipidd (Holmquist,
2000).

Schimbarea conformationald a capacului elicoidal in lipaza din Rhizomucor
miehei poate fi descrisd ca o miscare simpla, rigida, a partii elicoidale (resturile Ile85-
Asp91 ) ce presupune o translatie a centrului de gravitate cu aproape 8 A si o rotatie
cu 167° fatd de o axa aproape paraleld cu cea a eliciei. Aceastd miscare este datorata
celor doud zone de articulatie: tripeptida Ser82-Ser83-Ser84 si tetrapeptida Leu92-
Thr93-Phe94-Val95, care se afld fiecare de cate o parte a capacului. Pe parcursul
deplasarii capacului elicoidal, partea hidrofila (care in enzima nativa este expusa
solventului) devine partial ingropatd intr-o cavitate polara umplutd anterior cu
molecule de apa, iar cea hidrofoba ajunge sa fie complet expusa, marind foarte mult
suprafata nepolara din jurul centrului activ.

Activarea la interfatd este astfel explicatd prin stabilizarea acestei suprafete
nepolare de cétre mediul lipid si de crearea unei enzime competente catalitic, capabila
sa atace moleculele de triglicerida din faza lipida (Brzozowski si colab., 1991). Un
mecanism similar se intdlneste si la lipaza din pancreas uman, unde dupd examinarea
segmentelor lantului care blocheazd accesul la centrul activ s-a observat ca suprafata
situatd intre resturile 237-261 de aminoacizi, legate printr-o punte disulfidica,
ecraneaza centrul activ printr-un singur pas de a-elicie. Acest pas de a-elicie contine
un rest de triptofan Trp252, care se gadseste deasupra restului nucleofil de Serl52 ce
apartine triadei catalitice (Winkler, D’ Arcy si Hunziker, 1990).

- 14 -
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Odata cu proiectul European BRIDGE-T-Lipase realizat intre 1990-1994 de
24 laboratoare din 8 tari, s-a aratat cd nu toate lipazele se supun fenomenului de
activare la interfata (Verger, 1997; Schmid si Verger, 1998).

Tabelul 1.4. Caracteristici importante ale lipazelor

Caracteristica

Detalii

Observatii

Mecanismul bazat pe
“triada catalitica” alcatuita
din Ser ca si nucleofil, His
si Asp sau Glu

Mecanism gasit la peste 30
de lipaze, inclusiv la cele
din microorganisme
psichrofile sau termofile;
singura exceptie este
inlocuirea Asp cu Glu.
Substitutia Ser cu Cys prin
mutageneza orientatd duce
la scaderea activitatii.

Alte hidrolaze prezinta o
mai mare varietate a
mecanismului catalitic. In
cazul proteazelor, legitura
amidica poate fi hidrolizata
prin atacul nucleofilic al
hidroxilului din Ser sau
Thr, al gruparilor tiol din
Cys sau prin atacul
electrofilic al unei grupe
carboxil (Asp sau Glu) sau
al unui ion metalic (Zn2+).

Secventa omoloaga la
restul de Ser din centrul
activ

Secventa omoloaga pentru
mai mult de 30 de lipaze
clonate este o curba
nucleofild pozitionata intre
o structurd B-pliatd si o a-
elice si este compusa din
-Gly/Ala-X-Ser-X-Gly-.

Alte hidrolaze prezinta o
mai mare varietate.

Majoritatea lipazelor
prezinta un capac elicoidal

Capacul elicoidal este un
segment peptidic amfifil
care ecraneaza centrul
activ al enzimei in stare
inactiva.

In cazul esterazelor sau
proteazelor nu a fost
observata prezenta acestui
capac elicoidal, dar exista
si unele lipaze care nu au
capac sau acesta este foarte
mic.

Toate lipazele fac parte
din familia o/f
hidrolazelor

Structura o/ hidrolazelor
constd dintr-un miez cu
structuri B-pliate
majoritatea paralele, care
sunt inconjurate de
structuri a-elicoidale.
Restul nucleofil de Ser se
gaseste la curbura dintre o
structura [ si una o.

Multe alte hidrolaze
(esteraze, acetilcolin
esteraze, serin-proteaze,
carboxipeptidaze,
dehidrogenaze) si chiar si
haloperoxidaza prezinta un
motiv structural similar.

-15-
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Astfel lipazele din Burkholderia glumae (Noble si colab., 1993) si
Pseudomonas aeruginosa (Jaeger si colab., 1993) nu prezinta fenomenul de activare
la interfatd, desi ambele au un capac amfifil care acopera centrul activ. De asemenea,
si unele lipazele pancreatice nu prezinta acest fenomen, asa cum este lipaza coypu
(Thirstrup, Verger si Carriére, 1994) care prezintd un capac elicoidal cu 23 resturi de
aminoacizi si lipaza din pancreas de porc de guineea (Hjorth si colab., 1993) cu un
capac elicoidal alcatuit din 5 aminoacizi (Verger, 1997; Schmid si Verger , 1998).
Alte lipaze prezinta activare la interfatd doar pentru anumite substraturi, de exemplu
lipaza din Staphylococcus hyiscus (Van Oort, 1989; Verger, 1997) si Fusarium solani
pisi (Svendsen, 2000). Conform celor spuse, in Tabelul 1.4 sunt prezentate cele mai
importante caracteristici ale lipazelor (Schmid si Verger, 1998).

Activarea la interfata in mediu de solventi organici

Pentru a investiga daca lipazele in mediu de solventi organici pot fi activate
prin adsorbtie la interfatd, au fost efectuate numeroase studii pe lipaza din
Rhizomucor miehei (Louwrier, Drtina si Klibanov, 1996). In mediu apos, s-a artat ca
RmL prezintd fenomenul de activare la interfata lipid-apa (Brzozowski si colab.,
1991), dar cand lipaza (liofilizata sau precipitatd in apa cu acetond) a fost suspendata
intr-un solvent organic (etanol sau 2-(2-etoxietoxi)-etanol continand trioleind), nu s-a
observat activarea acesteia, desi a avut loc formarea interfetei. Pentru a testa daca
aceasta lipsd a activarii la interfatd este datorata insolubilitdtii enzimei in mediu de
solvent organic, lipaza a fost modificatd covalent cu polietilenglicol. Lipaza astfel
modificata tot nu a prezentat activarea la interfata, ceea ce s-a explicat prin faptul ca
in mediu de solventi organici nu are loc adsorbtia la interfatd, probabil datorita
absentei efectului hidrofob. Lipsa adsorbtiei si activarii la interfatd sugereaza ca acel
capac elicoidal ce acoperd centrul activ al lipazei rdmane predominant inchis,
contribuind astfel la reducerea activitatii enzimatice in mediile organice (Louwrier,
Drtina si Klibanov, 1996; Verger, 1997).

1.2.5. Influenta conformatiei capacului elicoidal asupra
enantioselectivitatii lipazelor

Intr-un articol publicat de Overbeeke si colab. s-a ardtat care sunt efectele
deplasarii capacului elicoidal care ecraneaza centrul activ al lipazelor (Overbeeke si
colab., 2000). Studii anterioare efectuate pe lipazele din Candida rugoza, Mucor
miehei, Geotrichum candidum, Humicola lanuginosa si pancreas de porc, cristalizate
in absenta sau prezenta analogilor de substrat sau a inhibitorilor, au confirmat
importanta deplasarii capacului elicoidal.

Adsorbtia unei lipaze la interfata lipid-apa mareste activitatea dar poate
influenta si enantioselectivitatea. Van Tol si colab. au studiat reactia de hidroliza a
butiratului de 2,3-epoxi-1-propil catalizata de lipaza din pancreas de porc (PPL),
observand ca pe langa cresterea considerabild a vitezei de reactie atunci cand butiratul
a depdsit limita de solubilitate, a avut loc si o crestere a raportului enantiomeric de la
E=8 (in sistem monofazic) la E=16 (intr-un sistem bifazic apa/substrat) (Van Tol,
Jongejan si  Duine, 1995). O posibild explicatie pentru modificarea
enantioselectivitatii este aceea ca deschiderea si Inchiderea capacului elicoidal
influenteaza valoarea raportului enantiomeric E.
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In 1995, Kazlaukas si colab. au prezentat o noud metoda pentru imbunitatirea
activitatii hidrolitice si a enantioselectivitdtii CrL in reactii de hidroliza folosind esteri
ai acidului 2-aril-propanoic si ai acidului 2-(ariloxi)-propanoic (Colton, Ahmed si
Kazlaukas, 1995). Metoda studiata si detaliatd de Goto si colab. consta dintr-un
pretratament al CrL cu diferite volume de 2-propanol. 2-propanolul a jucat un rol
important in activarea lipazei ducidnd la modificarea conformationald din forma
inchisa la cea deschisa si prin urmare la cresterea enantioselectivitatii (Goto si colab.,
2003).

Deplasarea capacului elicoidal ce ecraneaza centrul activ se presupune ca
afecteaza bariera energiei de activare necesara pentru formarea complexului
Michaelis-Menten. Aceastd ipoteza a fost verificatd de Overbeeke si colab. prin
masurarea enantioselectivitdtii pentru lipaza din Candida antarctica B ce nu poseda
un capac elicoidal si pentru niste preparate de CrL cu capacul fixat in conformatie
deschisa si inchisa.

Prin realizarea unui model termodinamic care sia explice modificarea
enatioselectivitatii odatd cu deplasarea capacului elicoidal, s-a observat cd 1in
conformatie deschisa bariera energiei de activare a complexului Michaelis-Menten,
este mai micd decat in conformatia inchisd si nu afecteazd enantioselectivitatea.
Atunci cand lipaza se afla in conformatie inchisa, capacul elicoidal trebuie sa se
deschida pentru ca substratul sd poatd sa intre in centrul activ si sd reactioneze.
Deplasarea capacului s-ar putea sd creascd energia de activare ceea ce duce la
complexe Michaelis in cantitati egale pentru ambii enantiomeri si implicit la scdderea
enantioselectivitatii.

Prin experimente similare cu cele ale lui Van Tol, dar folosind lipaza din
Candida antartica B, Overbeeke si colab. au determinat activitatea si
enantioselectivitatea acesteia 1n reactia de hidroliza a butiratului de 2,3-epoxi-1-
propil. Din rezultate reiese cd Cal-B nu prezinta activare la interfatd cu substratul
ales si cd enantioselectivitatea dintr-un sistem monofazic nu se modifica fatd de cea
dintr-unul bifazic, in ambele cazuri fiind obtinuta o valoare a E=3.

Totodata a fost determinatd si enantioselectivitatea unor preparate de lipaza
din Candida rugosa, cu capacul fixat in conformatie deschisa si inchisa, in reactiile de
hidroliza a unor esteri slab solubili in apa. Fixarea capacului elicoidal nu este posibila
pentru moleculele de lipaza dizolvate in apa. In acest scop a fost realizata cristalizarea
CrL in prezentd de PEG 8000 cu obtinerea unei conformatii inchise si in prezenta de
2-metil-2,4-pentadiol cand s-a obtinut lipaza avand centrul activ accesibil solventului.
Pentru a pastra aceste conformatii la dizolvarea in mediu apos sau organic, cristalele
de lipaza obtinute au fost inretelate (reticulate), fiind obtinute preparatele notate CrL-
CLEC cu capacul elicoidal fixat in conformatie deschisd si inchisa (Margolin, 1996;
Overbeeke si colab., 2000).

Rezultatele obtinute in reactiile de hidrolizd a unor esteri sunt trecute in
Tabelul 1.5. Preparatul comercial CrL este un amestec de mai multe lipaze, izoenzime
cu proprietdti biochimice si specificitate de substrat diferite (Brocca si colab., 1995;
Rua si colab., 1993). Acesta a fost fractionat in doud izoenzime numite CrL-A si
CrL-B, care prezintd enantioselectivitati diferite (Allenmark si Ohlsson, 1992;
Lundell, Raijola si Kanerva , 1998). Conform unor studii anterioare, CrL purificata se
aseamana cu CrL-B (Lalonde si colab., 1995) si asa cum se poate observa din Tabelul
1.5 au fost obtinute valori ale lui E mai mici cat $i mai mari decat cele ale preparatului
comercial de CrL (Overbeeke si colab., 2000; Lundell, Raijola si Kanerva, 1998).
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Influenta pe care o are miscarea capacului elicoidal asupra enantioselectivitatii
depinde de energia de activare a etapelor de deschidere a capacului, lucru mentionat
inainte. Daca consideram deschiderea capacului o etapa de reactie nediscriminatorie,
activitatea si enantioselectivitatea CrL-CLEC inchisa pot doar sa fie mai mici sau
egale cu cele ale formei deschise. Cu toate acestea, pentru toate substraturile folosite
activitatea CrL-CLEC deschisd a fost mai mare decat a CrL-CLEC inchisa, lucru

confirmat si de studii anterioare (Lalonde si colab., 1995).

Tabelul 1.5. Raportul enantiomeric E a patru preparate cu lipaza din Candida
rugosa in reactia de hidrolizd a unor esteri in solutie apoasa. Lipaza purificata este

aceeasi cu cea folosita la prepararea CrL-CLEC.

T preparat CrL CrL- CrL-
(°C) | comercial | purificati | CLEC CLEC
de CrLL deschisa | inchisa
@0\ 39 160° 37 186 142
0]
b
2-(4-1zobutil-fenil)-propionat (-13,16) (-9.37) (-13,56) (-12,86)
de metil
O
OA\OJI\/\ 35 8 14 3 14
Butirat de 1-fenil-etil (-3,32) (-6,76) (-2,81) (-6,76)
X
O\"/\/\ 30 4.4 5,9 1,6 2,5
)
Pentanoat de (-3,73) (-4,47) (-1,18) (-2,31)
2,2-dimetil-[ 1,3]-dioxolan-
4-metil
/Og\_éok\/ 30 1,3 4 2,1 2,9
0]
\g/\/ (-0,66) (-3,49) (-1,87) (-2,68)
Butirat de
2,2-diizopropil-[ 1,3]-dioxolan-
4-metil
Br
\/Om)\ 30 7 - 3 19
0]
2-Bromo-propionat de etil (-4,90) - (-2,77) (-7,42)

* valorile raportului enatiomeric E
® diferenta de energie libera (kJ/mol)
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In ceea ce priveste enatioselectivitatea, doar in cazul folosirii 2-(4-izobutil-
fenil)-propionatului de metil s-au obtinut valori mai mici pentru CrL-CLEC inchisa,
rezultate similare fiind raportate si de alti cercetatori (Holmquist si colab., 1993). CrL
purificata se presupune a fi adsorbitd la interfatd in conformatie deschisa, dar in mod
surprinzator enantioselectivitatea acesteia nu este egald cu cea a lipazei CrL-CLEC
deschisd, pentru nici unul din substraturile folosite. O explicatie posibild este ca
capacul CrL purificate se deplaseaza doar la interactiunea cu un substrat, in timp ce la
lipaza CrL- CLEC in conformatie deschisa acesta este intotdeauna deschis.

Asa cum s-a spus, deplasarea capacului elicoidal sau diferentele in vitezele de
difuzie ar putea sa ridice bariera energiei de activare pentru formarea complexelor
Michaelis-Menten. Aceste modificari nu trebuie sa fie egale pentru CrL-CLEC
deschisa si CrL purificata, rezultdnd astfel diferentele in valorile enantioselectivitatii.

In concluzie, se poate spune ci existd doud efecte ale deplasarii capacului
elicoidal ce ecraneazi centrul activ al lipazelor. In primul rand bariera energiei de
activare ce duce la complexul Michaelis-Menten poate fi afectatd, iar in al doilea rand
deschiderea capacului induce mici modificari in structura centrului activ influentand
astfel enantioselectivitatea. Aceasta idee a fost sustinutd si de observatiile facute de
Peters si colab., care au gasit cd substitutia Ser din centrul activ al lipazei din
Humicola lanuginosa cu Ala a influentat proprietatile dinamice ale capacului elicoidal
(Peters si colab., 1998). Modificarile in centrul activ sunt astfel cuplate cu deplasarea
capacului elicoidal, iar cresterea sau scaderea valorilor lui E depinde printre altele si
de tipul substratului folosit in reactie (Overbeeke si colab., 2000).
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1.2.6. Structura unor lipaze din genul Pseudomonas

Lipaza din Pseudomonas aeruginosa face parte din familia lipazelor
bacteriene 1.1 si are o formi aproximativ globulari, cu dimensiunile 35A x 40A x
50A. Structura sa consti dintr-un “miez” (resturile de aminoacizi 1-108 si 164-285) ce
prezintd caracteristicile plierii o/p hidrolazice si un ,,capac” format din resturile 109-
163 cu patru structuri a-elicoidale (04, a5, a6 si a8) (Figura 1.6).

Figura 1.6. Reprezentarea schematica a elementelor structurii secundare a
lipazei din Pseudomonas aeruginosa. Structurile de a-elicie sunt reprezentate sub
forma unor serpentine, iar cele B-pliate prin sageti (Nardini si colab., 2000).

Comparand structura lipazei din Pseudomonas aeruginosa cu cea a plierii o/
hidrolazelor (Figura 1.7) se poate observa ca primele doud structuri B-pliate B1 si B2
lipsesc si astfel numerotarea incepe cu B3, de asemenea lipseste si structura elicoidala
corespunzitoare la aE. In plus, apar doui structuri p-pliate antiparalele mici (b1 si b2)
situate Intre structura 3 si elicea al si Inca o structura B-pliata (B’8) orientata in sens
opus cu B8 (Figura 1.7).
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Diagrama schematici a plierii o/fi hidrolazelor

Figura 1.7. Diagrama schematicd a structurii secundare a lipazei din
Pseudomonas aeruginosa in comparatie cu cea a plierii o/f hidrolazelor. Structurile
de a-elice sunt reprezentate prin dreptunghiuri, cele B-pliate prin sageti, iar G1, G2 si
elicea 3y sunt reprezentate prin patrate. Resturile triadei catalitice (Ser82, Asp229 si
His251) sunt notate cu S82, D229 si H251. Liniile intrerupte din diagrama plierii o/f3
hidrolazelor indica bucle de lungimi variabile (Nardini si colab., 2000).

Lipazele bacteriene din familia 1.2 si anume lipazele din Burkholderia glumae
(Noble si colab., 1993), Burkholderia cepacia (Kim si colab., 1997; Schrag si colab.,
1997; Lang si colab., 1998; Lang si Dijkstra, 1998) si Chromobacterium viscosum
(Lang si colab., 1996), au secventa de aminoacizi asemanatoare in proportie de 42%
cu ceea a PalL. Cu toate acestea existd diferente majore in regiunea ce urmeaza
structurii B7, unde PaL nu prezintd structuri b3 si b4 (Figura 1.7). In consecinta,
elicea a8 se gaseste in pozitia lui a9 de la celelalte lipaze din familia 1.2.

Absenta structurii elicoidale al0, corespunzatoare la aE din familia o/p
hidrolazelor, permite formarea unei punti disulfidice intramoleculare intre resturile
Cys235 si Cys183, care stabilizeaza structurile B8 si 3’8 (Figura 1.7).

Triada catalitica este alcatuitd din resturile Ser82, Asp229 si His251, care se
gasesc in pozitie si orientare similare cu cele din familia o/ hidrolazelor (Ollis si
colab., 1992) si familia lipazelor bacteriene 1.2. Ser82 este situatd in varful curbei
nucleofile dintre structurile B5 si a3, identificata prin secventa omoloagd Gly-X-Ser-
X-Gly (X= His).
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Structura ce contine restul de His251 este stabilizatd de centrul de legare al ionului de
Ca’", care se gaseste la aproximativ 15A de nucleofilul Ser 82. Ionul de calciu este
octacoordinat si are ca liganzi doud grupe carboxil din resturile Asp209 si Asp253,
doi atomi de oxigen carbonilic din GIn257 si Leu261 si doua molecule de apa. Ionul
de calciu realizeaza o legatura intre elicea a8, ce formeaza o parte a peretelui centrului
activ si structura ce contine restul catalitic de histidina, contribuind astfel la
mentinerea in pozitie corectd a His251 in centrul activ (Nardini si colab., 2000).

Enzimele din microorganisme psicrotrofe si psicrofile prezintd tot mai multa
atentie datoritd relevantei studiilor efectuate si a faptului ca aceste enzime sunt
adaptate la temperaturi mici. Acest lucru ar putea oferi noi oportunititi pentru
exploatarea biotehnologica bazata pe inalta lor activitate catalitica la temperaturi
scazute, termostabilitate mica si specificitate neobisnuita.

O asemenea lipaza este lipaza din Pseudomonas fragi, care datoritd secventei
sale asemdnatoare cu lipazele Pseudomonas, ofera un model de studiu al adaptarii
lipazelor la temperaturi scazute. Prin comparatie cu lipazele din Burkholderia
cepacia, Burkholderia glumae si Pseudomonas aeruginosa, lipaza din Pseudomonas
fragi prezintd secvente similare de aminoacizi, exceptie fiind regiunea 177-213.
Amino-acizii ce formeaza centrul catalitic in PaL si BcL se regasesc si in Pfragil si
corespund la Ser83, Asp238 si His260. Spre deosebire de celalte lipaze, in structura
centrului activ al PfragilL se gaseste o legaturd de hidrogen intre Asp259 si His260,
acidul carboxilic apropiat (Glu289 in BcL), care se presupune ca functioneaza ca si un
acceptor de protoni alternativ si nu este prezent nici un alt rest de glutamat sau
aspartat.

Una dintre cele mai izbitoare diferente intre Pfragil si lipazele mentionate, se
referd la numarul de resturi de arginina: 11 resturi in Pal, 9 resturi in BcL si 24 in
PfragiL. In PfragiL 20 din cele 24 de resturi de Arg sunt distribuite in mod uniform
pe suprafata proteinei si doar doud sunt implicate Tn legaturi intramoleculare (Alquati
si colab., 2002).

Astfel se poate spune cd PfragilL este caracterizatd de o abundentd in resturi
incarcate pozitiv, ceea ce mareste flexibilitatea si abilitatea de a interactiona cu
solventul (Narinx, Baise si Gerday, 1997), important pentru activitatea lipazei la
temperaturi mici.

Alti factori cheie ce determina flexibilitatea moleculei de enzima si activitatea
catalitica la diferite temperaturi sunt numarul de punti disulfidice, locatia resturilor de
Pro si Arg si interactiunile din miezul hidrofob. Numarul mare de punti disulfidice
creste rigiditatea structurii proteinei si astfel si termostabilitatea ei (Aghajari si colab.,
1998). Analiza structurii tridimensionale a PfragilL a aratat ca in structura acesteia nu
se gaseste nici o punte disulfidica (este prezent doar un rest de Cys), ci doar o legatura
intre doua resturi de aminoacizi aromatici (Trp184 si Phe244) implicate intr-o usoara
stabilizare a proteinei. A fost demonstrat cd resturile de Pro din structura lipazelor
maresc rigiditatea si scad eficienta catalitica la temperaturi mici (Aghajari si colab.,
1998), lucru care nu se intalneste la Pfragil..

Astfel lipaza din Pseudomonas fragi poate fi clasificata intr-un grup de lipaze
omoloage bine caracterizate din punct de vedere biochimic si structural si spre
deosebire de acestea, prezintd o bund adaptare la temperaturi scazute datorita
flexibilitatii ridicate a structurii sale (Alquati si colab., 2002).
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1.2.7. Structura lipazei din Burkholderia cepacia

Una dintre cele mai folosite lipaze in sinteza organicd este lipaza din
Burkholderia cepacia (denumirea mai veche Pseudomonas cepacia) de la Amano
Pharmaceutical Co., Ltd (Nagoya, Japonia) numiti si Amano PS. Inainte de
reidentificarea sursei bacteriene se numea lipaza din Pseudomonas fluorescens
substraturi, fiind folosita in reactii de hidroliza (Klempier, Faber si Griengl, 1989;
Foelsche si colab., 1990; Georgens si Schneider, 1991; Chenevert si Gagnon, 1993;
Hirose si colab., 1995; Tanaka si colab., 1995), alcooliza (Bianchi si Cesti, 1990;
Bianchi si colab., 1992; Koichi, Suginaka si Yamamoto, 1995) regio- si
stereoselective ale esterilor carboxilici si ale anhidridelor (Yamamoto si colab., 1988;
Ozegowski, Kunath si Schick, 1993) si in reactii de transesterificare regio- si
stereoselective a alcoolilor (Klempier, Faber si Griengl, 1989; Foelsche si colab.,
1990; Georgens si Schneider, 1991; Kim si Choi, 1992; Moris si Gotor, 1992; Bovara
si colab., 1993; Takano si colab., 1994; Chadha si Manohar, 1995; Ema si colab.,
1996). Se poate spune cd BcL aproape nu prezintd restrictii cu privire la structura
compusilor care sunt acceptati ca si substrat. Pentru a intelege si a prezice
reactivitatea si selectivitatea biotransformarilor catalizate de lipaze este necesar o
aprofundare a studiilor asupra centrelor active, mecanismului, formei si dimensiunilor
centrelor de legare ale lipazelor (Lemke, Lemke si Theil, 1997).

Figura 1.8. Reprezentarea schematica a elementelor structurii secundare a
lipazei din Burkholderia cepacia. Structurile de a-elicie sunt reprezentate sub forma
unor serpentine, iar cele B-pliate prin sageti. Domeniul C este colorat cu maro si
verde, Ul cu albastru, iar U2 cu mov. Resturile de aminoacizi din centrul catalitic
sunt notate S87, H286 si D264. Tonul de Ca”" este reprezentat sub forma unei sfere
albastre (Kim si colab., 1997).
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Lipaza din Burkholderia cepacia este o enzima globulara, cu dimensiunile
30A x 40A x 50A, structura sa primari este formatd dintr-un lant de polipeptida cu
320 resturi de aminoacizi, ce corespunde unei mase moleculare a enzimei de 33 kDa.
Secventa de aminoacizi este asemanatoare cu cea a lipazelor din Burkholderia glumae
(= 84%), Pseudomonas fragi (= 33%) si Pseudomonas fluorescens (= 22%).

Din structura cristalind se poate observa cd enzima poate fi impartita in trei
domenii. Domeniul cel mai larg (domeniul C) contine plierea caracteristicd o/f
hidrolazelor si un centru de legare al ionului de calciu (Noble si colab., 1993). Este
alcatuit din resturile de aminoacizi 1-117, 167-214 si 262-320 si consta din sase
structuri B-pliate paralele (B1, B2, B3, P4, BS si f6) marginite pe o parte de doud
a-elice (al si all) si de patru a-elice (02, a3, a7 si al0) pe cealaltd parte (Figura 1.8
si 1.9). Prin comparatie cu plierea o/f hidrolazelor se poate observa ca in structura
BcL primele doua structuri B-pliate lipsesc (1 fiind echivalentd cu B3 din plierea o/
hidrolazelor), in plus apare o structura B-pliata (f6°) in sens opus cu B6, iar elicea a10
(ce corespunde la oF) este foarte mica (Figura 1.9). Intre resturile Cys190 si Cys270
se gaseste o punte disulfidica ce leaga elicea al0 de capatul N-terminal al structurii

B,

61

76

o’

Figura 1.9. Diagrama schematica a structurii secundare a lipazei din
Burkholderia cepacia. Structurile B-pliate sunt reprezenate prin sageti, iar cele de a-
elice, 310, G1 si G2 sunt reprezentate prin dreptunghiuri. Resturile triadei catalitice
(Ser87, Asp264 si His286) sunt marcate cu cercuri negre (Kim si colab., 1997).

Al doilea domeniu (domeniul Ul) alcatuit din resturile 118-166 este alcatuit
din trei structuri de a-elice (a4, a5 si a6) si se gaseste Intre structurile 4 si a7 ale
domeniului C, iar al treilea (domeniul U2) alcatuit din resturile 213-261, consta din
douad structuri B-pliate antiparalele mici (b3 si b4) si doud structuri de a-elice (a8 si
09) aflate intre B5 si al0 (Figura 1.9). Aceste doua domenii sunt echivalente cu cele
dintre B6 si aD, respectiv B7 si oE din plierea o/p hidrolazelor (Kim si colab., 1997).

Triada catalitica a lipazei din Burkholderia cepacia este alcatuita din resturile
Ser87, His286 si Asp264 localizate la capatul C-terminal al structurii B-pliate
principale (Kim si colab., 1997), avind aceeasi ordine secventiald ca cea a familiei
o/B hidrolazelor (Ollis si Goldman, 1992). Nucleofilul Ser87 este situat in varful
curbei dintre B3 si a3, identificatd prin secventa omoloaga Gly-X-Ser-X-Gly ce se
gaseste in multe serin-hidrolaze.
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S-a aradtat cd aceastd configuratie speciala a nucleofilului din centrul activ este
esentiala pentru hidroliza substratului (Ollis si Goldman, 1992).

Centrul de legare al ionului de calciu a fost localizat in pozitie similard cu cel
al lipazei din Burkholderia glumae. Liganzii ionului de calciu sunt doud grupe
carboxil din resturile Asp242 si Asp288, doud grupe carbonil din GIn292 si Val296 si
doud molecule de apa. Restul catalitic His286, pozitionat langa trei liganzi ai ionului
de calciu (Asp288, GIn292 si Val 296) este stabilizat de acest centru de legare.

Puntea disulfidica dintre resturile Cys190 si Cys270, ce stabilizeaza elicea
a10, contribuie la rigiditatea restului de Asp264 din triada catalitica.

O caracteristicd interesantd a centrului activ al BcL este prezenta unei retele de
resturi polare (Ser87, His286, Asp264, Glu289 si His 86) in jurul triadei catalitice, si
care interactioneza intre ele.

Prin studii biochimice si cristalografice anterioare s-a ardtat cd mecanismul
hidrolizei catalizate de lipaze este similar cu cel al serin-proteazelor. in ambele cazuri
un oxianion, creat in timpul hidrolizei, este localizat in asa numita cavitate
oxianionica si este stabilizat prin interactiune cu unii electrofili. Cavitatea oxianiona
in BcL se formeaza atunci cand restul Leul7, aflat intre structurile B1 si al, se muta
intr-o pozitie apropiatd de cea a nucleofilului Ser87 si alaturi de GIn88 formeaza
legaturi de hidrogen cu o moleculd de apa. Asemanator cu lipaza din Rhizomucor
miehei (Derewenda si colab., 1992), Humicola lanuginoza (Derewenda si colab.,
1994) si din complexul pancreas uman-colipaza din pancreas de porc (Egloff si colab.,
1995), cavitatea oxianionicad din structura BcL nu este preformata ci se genereaza la
deplasarea capacului elicoidal de pe centrul activ. In conformatia partial deschisa a
lipazei din Chromobacterium viscosum cu capacul ce Incepe sa se deplaseze de pe
centrul activ, cavitatea oxianionicd este deja formatd de atomii de azot ai Leul7 si
GIn88. Un caz aparte il reprezintd cutinaza, o enzima lipoliticd fara capac si fara
activare la interfata, dar care are o cavitate oxianionica preformata (Martinez si colab.,
1994).

Comparatie cu structura unor lipaze omoloage

Prima structura determinatd a unei lipaze bacteriene a fost aceea a lipazei din
Burkholderia glumae (Noble si colab., 1993). La compararea secventelor de
aminoacizi ale BcL si BgL se observa ca cele douda enzime difera prin cinzeci de
resturi de aminoacizi si o insertie (Val235), restul structurii secundare fiind foarte
aseminitoare. In ciuda acestui fapt, structura tertiari a celor doud lipaze prezinti
diferente semnificative si aceasta datoritd conformatiilor diferite adoptate de acestea
in medii cristaline. O asemenea diferenta este observata pentru resturile de aminoacizi
130-166 care cuprind cele doua structuri de a-elice a5 si a6 (Kim si colab., 1997).

Comparatie cu structura unor lipaze neomoloage

Lipaza din Burkholderia cepacia prezinta in domeniul C o pliere tipica cu cea
din familia o/f hidrolazelor, pliere ce constd din sase structuri B-pliate paralele, sase
a-elice si doud domenii mai mici (U1 si U2). Prin comparatie cu lipaza din Geotricum
candidum $1 Candida rugoza, se observd ca BcL prezinta aceea parte esentiald din
plierea o/f hidrolazelor necesard pentru activitatea cataliticd. Cu toate acestea restul
catalitic Asp264 in BcL este localizat intre a9 si a10 (Ollis si colab., 1992) si nu acolo
unde se gaseste in mod obisnuit in familia o/f hidrolazelor adica la capatul C-terminal
al structurii B7.
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In plus in BcL si BgL se observi ci un numir relativ mare de aminoacizi, 37 (resturile
130-166) din 320, sunt implicati in deplasarea capacului elicoidal, spre deosebire de
29 (resturile 65-93) din 525 cat se gasesc 1n lipaza din Candida rugoza si 14 (resturile
82-95) din 269 1in lipaza din Rhizomucor miehei. Ca o consecintd a acestui fapt,
centrul activ al BcL devine usor accesibil solventului. Concluzionand, se poate spune
ca centrul activ, triada cataliticd precum si caracteristicile structurale obtinute prin
deplasarea capacului elicoidal (formarea cavitdtii oxianionice si expunerea centrului
de legare al substratului) al BcL se regasesc si in structura multor lipaze din Candida
rugoza , Rhizomucor miehei $i Candida antarctica (Grochulski si colab., 1994;
Uppengerg si colab., 1995; Ghosh si colab., 1995; Kim si colab., 1997).

1.2.8. Mecanismul reactiilor catalizate de lipaze

Mecanismul reactiilor catalizate de lipaze poate fi impartit in urmatoarele
etape:

1. adsorbtia lipazei la interfata lipid-apa, etapd numitd si activare la interfata

2. legarea substratului de enzima

3. reactia enzimatica

4. eliberarea produsului sau a produsilor

1. Activarea la interfata

Structurile cristaline ale lipazelor din pancreas uman si Candida rugoza
complexate cu inhibitori prezintd modificari conformationale. Comparativ cu lipazele
in stare nativa, la acestea capacul care acopera centrul activ este deschis, rezultand
astfel un centru activ liber si un centru hidrofob de legare al lipidelor. In CrL,
modificarile conformationale duc la o suprafata hidrofoba extinsa, de aproape 800 A?
Determinarea structurii conformatiilor inchise si deschise sustine ipoteza enzimei in
doud stari: in conformatie inchisa (inactiva), stabild in apa si una deschisa (activa),
stabila la interfata lipid-apa sau 1n solventi organici. Comparand structurile cristaline
ale lipazei fungice si a cele din pancreas uman, care evident au o istorie evolutionara
diferita, s-au observat urmatoarele:

= Ambele enzime prezinta o triada catalitica Asp-His-Ser, aceeasi ca si in

serin-proteaze. In aceste lipaze atomii activi din triada cataliticd au
stereochimie identicd cu cei din serin-proteaze desi aminoacizii au
conformatii §i orientari putin diferite.

= In ambele enzime grupele catalitice sunt acoperite de un capac elicoidal,

situat deasupra centrului activ, facandu-le astfel inaccesibile mediului de
solvent.

= In ambele enzime capacul elicoidal prezintd o parte nepolari indreptati

spre centrul activ §i o parte polara spre suprafata enzimei. Desi capacele
celor doud lipaze sunt foarte asemanatoare ca si structurd ele se gasesc in
pozitii diferite ale lantului polipeptidic.

= Chiar dacd secventa de aminoacizi nu este identicd, cele doud lipaze

prezinta un cadru arhitectural asemanator ce consta in cinci structuri 3-
pliate paralele intre care sunt pozitionate grupele catalitice.
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2. Legarea substratului si triada catalitica

Legarea substratului de enzima implicd interactiunea grupdrii carbonil cu
triada cataliticd dar si a lantului acil cu enzima. Din moment ce grupa carbonil trebuie
sa fie foarte aproape de centrul catalitic, de asemenea lantul acil trebuie sa fie langa
suprafata enzimei. Din cauza marimii sale, locatia lantului acil este foarte importanta
in procesul de legare. Datoritd miscarii de deplasare a capacului din timpul activarii la
interfatd, se formeaza un canal hidrofob 1intre acesta si suprafata enzimei.
Dimensiunea canalului este ideald pentru cuplarea cu lantul acil, cuplare care este
stabilizata de interactiunea dintre resturile nepolare ale acestora. A fost demonstrat ca
configuratia canalului hidrofob este responsabilda pentru specificitatea de substrat.
Aceastd ipotezad pare plauzibild din moment ce lipazele prezintd de obicei preferinte
pentru anumite lungimi ale lantului acil, grade de nesaturare si locatii ale dublelor
legéturi. Oricare dintre acesti factori pot sa afecteze interactiunea dintre lantul acil si
canalul hidrofob.

Grupa carbonil se leaga de enzima in apropierea centrului activ. Pentru aceasta
legare aici este creatd o “cavitate” de dimensiune potrivitd grupei carbonil. Aceasta
este atacatd, de un rest de langd centrul activ, in scopul formarii unei legaturi de
hidrogen. Cand grupa carbonil se afld in pozitia ideald langa centrul activ, reactia
chimica poate avea loc.

3. Reactia enzimatica

Reactia catalizatd enzimatic are loc in zona asa numitei triade catalitice
alcatuite din aminoacizii Ser, His si Asp/Glu si cateva resturi care au drept scop
stabilizarea oxianionului. Aceste resturi apar in aceeasi ordine in toate secventele de
aminoacizi din lipaze si au aceeasi orientare spatiald in toate structurile.

Triada catalitica, care functioneaza ca un sistem de acceptare-cedare a sarcinilor,
are rolul principal Tn mecanismul hidrolizei biocatalitice ce implicd formarea unui
intermediar acil-enzimd si a doi intremediari tetraedrici diferiti. Grupa carboxil din
Asp este legatd printr-o legaturd de hidrogen de His, iar azotul His este legat tot
printr-o legaturd de hidrogen de hidroxilul Ser. Prima etapa de reactie este aceea de a
face ca hidroxilul Ser sa fie un nucleofil mai puternic. Acest lucru este realizat de His,
care smulge complet protonul din hidroxilul serinic, formand astfel un oxianion.
Oxianionul serinic ataca carbonilul substratului conducand la formarea primului
intermediar tetraedric (Schema 1.2) ce este stabilizat prin legaturi de hidrogen cu
atomii de azot ai aminoacizilor ce apartin asa numitei ‘“‘cavitdti oxianionice”
(aranjamente de aminoacizi ce au un rol important in stabilizarea intermediarului
tetraedric prin legaturi de hidrogen) (Ollis si colab., 1992). in continuare electronii
oxianionului sunt cedati inapoi carbonului carbonilic, iar protonul His este transferat
digliceridei (alcool), care este eliberata.
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Schema 1.2. Mecanismul reactiei de hidroliza catalizata de lipaze

4. Eliberarea produsului

Pentru a se termina hidroliza, esterul serinic format trebuie sa reactioneze cu o
moleculd apa, care trebuie sa fie transformata intr-un nucleofil mai puternic, asa cum
s-a facut cu hidroxilul serinic (intermediarului acil-enzima Schema 1.2). In acest scop,
atomul de azot al His smulge un hidrogen al moleculei de apa, formand un
hidroxianion. Acesta atacad carbonul carbonilic al gruparii esterice, formandu-se astfel
al doilea intermediar tetraedric, stabilizat prin legituri de hidrogen. In continuare
electronii oxianionului sunt cedati Tnapoi carbonului carbonilic, iar acidul gras este
eliberat. Pentru a restabili reteaua de legaturi de hidrogen, oxigenul serinic 1si reia
inapoi hidrogenul de la His. Daca enzima actioneaza intr-un mediu cu continut redus
de apa orice alt nucleofil poate concura cu apa in atacul asupra intermediarului acil-
enzimd conducand la o serie de transformari posibile (Bommarius si Riebel, 2004).
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1.3. Immobilizarea lipazelor

Enzimele sunt catalizatori ce prezintd cateva proprietdti excelente (activitate
ridicata, selectivitate si specificitate), ce le permite sa realizeze cele mai complexe
procese chimice in diferite conditii experimentale (Mateo si colab., 2007). Aceste
avantaje indiscutabile pot fi diminuate datorita costului ridicat, instabilitdtii termice si
chimice, dificultatii de a fi recuperate din mediul de reactie, mai ales atunci cand sunt
utilizate in solutii, ceea ce limiteaza utilizarea lor in procesele industriale. In aceste
conditii, imobilizarea s-a dovedit a fi metoda cea mai valoroasd pentru a creste
stabilitatea operationald a enzimelor, a evita contaminarea cu produsul de reactie si de
a permite separarea lor usoara din amestecul de reactie In vederea unor utilizari
repetate. In plus, utilizarea unei enzime imobilizate permite simplificarea proiectirii
reactorului si a controlului reactiei. Astfel se poate spune cd imobilizarea este o
cerintd a utilizdrii enzimelor ca si biocatalizatori industriali §i este cea mai simpla
solutie de eficientizare a acesteia (Mateo si colab., 2007; Sheldon, 2007).

Termenul de “enzime imobilizate” se refera la enzime care sunt marginite
fizic sau localizate intr-o regiune definitd din spatiu, cu mentinerea activitatii lor
catalitice si care pot fi folosite Tn mod repetat si continuu (Katchalski-Katzir, 1993).
Acest termen se foloseste Incepand din anul 1971, fiind o recomandare a primului
Congres de Ingineria Enzimelor, care s-a tinut 1n acel an.

Prima iIncercare de imobilizare a fost prin adsorbtia invertazei pe carbune,
descrisa inca de la inceputul secolului trecut (1915) de Hedin, dar preparatul obtinut
s-a dovedit a fi foarte instabil. Istoria modernd a imobilizérii incepe cu sfarsitul anilor
40, atunci cand cateva grupuri de cercetatori (Michel si Evers in 1947, Grubhofer si
Schleith in 1954, Manacke in 1955) au imobilizat enzime si pe alte suporturi (Silman
si Katchalski, 1966). Georg Manacke a fost primul care a reusit sa realizeze preparate
stabile de enzime imobilizate folosind drept suport polimeri, dar in ciuda acestui fapt
nu a avut succes in a convinge industria de importanta acestei descoperiri.

Incepand cu anii 1960 a avut loc o dezvoltare insemnati a cercetirilor privind
enzimele imobilizate, cu scopul de a le utiliza drept catalizatori industriali in procese
continue. Tot in acea perioada a fost pusd baza multora dintre tehnologiile folosite si
astazi, fapt datorat cresterii explozive a publicatiilor in acest domeniu (Tosa si colab.,
1966).

Primele aplicatii industriale ale enzimelor imobilizate au fost: obtinerea
aminoacizilor optic puri din amestecuri racemice cu aminoacilazd fungicd din
Aspergillus oryzae imobilizatd prin legare ionicd, conform studiilor realizate de
Chibata si colaboratorii in 1967 (Tosa si colab., 1966) si hidroliza penicilinei G
(Carleysmith si Lilly, 1979, impreuna cu Beecham Phaemaceuticals, UK si Schmidt-
Kastner, Bayer, Germania) (Buchholz, Kasche si Bornscheuer, 2005). Initial se
folosea numai o singura enzima imobilizata, dar incepand cu anii 70 a avut loc
dezvoltarea unor sisteme mai complexe ce includeau reactii cu mai multe enzime
imobilizate si reactii cu celule imobilizate.

Cea mai mare cantitate de enzimad imobilizatd produsd a fost si este
glucozizomeraza, avand o productivitate de 500 kg izosirop/kg enzima imobilizatd in
1975, iar In 1997 de aproximativ 15.000 kg izosirop /kg enzima imobilizata, crestere
datorata noilor tehnici de imobilizare (Buchholz si Poulson, 2000).

Folosirea biocatalizatorilor imobilizati a dus, in unele cazuri, la Tmbunatétirea
performantelor tehnice si economice a proceselor industriale (Tabelul 1.6).
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Tabelul 1.6. Proprietatile tehnologice ale sistemelor cu enzime imobilizate

Avantaje Dezavantaje

Reutilizarea catalizatorului Pierderea sau reducerea activitatii

Separarea ugoara a produsului — nu mai apare | Limitari difuzionale
problema impurificarii cu enzima

Transformarea substratului se poate opri la un | Costuri aditionale
moment dat prin separarea catalizatorului

Operarea usoara a reactorului

Enzimele imobilizate pot fi folosite ca:

= biocatalizatori heterogeni regenerabili - cu scopul de a reduce costurile de
productie prin reutilizare si control eficient al procesului;

= catalizatori stabili si reutilizabili in aplicatii analitice si medicale;

= adsorbanti selectivi pentru purificarea proteinelor si a enzimelor;

= instrumente esentiale in chimia proteinelor;

* microechipamente pentru controlul medicamentelor (Cao, 2005).

Metode de imobilizare a enzimelor

Metodele de imobilizare a enzimelor pot fi clasificate Tn metode ireversibile si
reversibile.

Conceptul de imobilizare ireversibild presupune cd odatd ce biocatalizatorul
este imobilizat nu mai poate fi readus in starea nativd decat cu pierderea activitatii
biologice sau cu distrugerea suportului, in schimb metodele reversibile de imobilizare
permit enzimei sd poatd fi detasatd de pe suport in conditii blande. Astfel, utilizarea
metodelor reversibile pentru imobilizarea enzimelor este mai atractiva din punct de
vedere economic, deoarece atunci cand activitatea enzimei scade suportul poate fi
regenerat §i reincdrcat cu enzima proaspata.

Metode de imobilizare ireversibild a enzimelor (Figura 1.10)
a. legare covalenta

b. entrapare ( in gel sau fibre)

¢. microincapsulare

d. inretelare (reticulare)

Metode de imobilizare reversibild a enzimelor (Figura 1.11)
a. adsorbtia

b. legare ionica

legare biospecifica

legare prin chelatizare

legare prin legaturi disulfidice (Guisan, 2006)

o a0
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a. Legare covalenta b. Entrapare c. Microincapsulare  d. Inretelare (reticulare)
e . el

o ¥ LR =

1 S (L il |

u AET A { . [ —
""f‘_i,-l"‘.:.n-. z — e o I}'i'."li‘l
(& A A N TN

L. '-_I_'__.!'".. T [ MI:"':.-I L=

Figura 1.10. Metode de imobilizare ireversibila a enzimelor

a. Adsortie b. Legare ionica c. Legare biospecifica d. Legare prin  e. Legaturi
chelatizare disulfidice
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Figura 1.11. Metode de imobilizare reversibild a enzimelor

1.3.1. Imobilizarea prin adsorbtie

Este cea mai veche si cea mai folositd metoda de imobilizare a enzimelor.
Presupune adsorbtia fizica a enzimei pe suprafata suportului insolubil (Figura 1.12.a)
si formarea unor legaturi slabe (Van der Waals, legaturi de hidrogen, interactiuni
hidrofobe) intre enzima si suprafata materialului solid, acest material nefiind in
general functionalizat specific.

Adsorbtia fizicd nu determind in general modificdri conformationale ale
proteinei enzimatice sau distrugerea centrului activ. Asadar, cu conditia gasirii unui
suport adecvat, aceasta metoda este simpla si eficienta.

Initial se foloseau suporturile minerale: carbunele activ, sticla poroasd (Marlot
si colab., 1985; Omar si colab., 1988), pamant de diatomee (kisergur) (Macrae si
colab., 1985), silicagelul (Wisdom, Dunnill si Lilly, 1985; Brady si colab., 1988),
alumina (Brady, 1986), hidroxiapatita, bentonita. Cele mai folosite suporturi sunt
raginile schimbatoare de ioni, celita (Svensson, Adlercreutz si Mattiasson, 1990) si
biopolimerii (Garcia si colab., 1992; Villeneuve si colab., 2000).

Deoarece, cantitatea de enzima fixatd pe suport si activitatea dupd imobilizare
depind in mare masurd de natura suportului, alegerea acestuia trebuie efectuata tinand
cont de urmatoarele caracteristici:

= porozitatea si marimea particulelor suportului

= distributia particulelor pe suport

= suprafata specifica

= compozitia chimica

= raportul molar dintre gruparile hidrofile si cele hidrofobe

In mod evident natura suportului este foarte importanta pentru eficienta
imobilizarii, dovanda fiind numeroasele studii facute in scopul stabilirii cerintelor
fizice si chimice ideale ale suportului. S-a observat ca suporturile cu dimensiuni ale
porilor >100 nm sunt necesare pentru ca activitatea sa nu fie dependenta de diametrul
porilor si astfel sa se evite limitarile difuzionale care ar putea aparea (Bosley, 1997).
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In general materialele hidrofobe sunt suporturi mai bune pentru imobilizarea
enzimelor. Cantitatea de enzima adsorbitd pe asemenea suporuri este In general mai
mare si astfel sunt obtinute activitati enzimatice mari. Suporturile hidrofile tind sa
concureze cu enzima pentru apa disponibila in reactie. Atunci cand lipaza si suportul
sunt complet hidratate, suporturile hidrofile duc la o concentratie mare de apa in jurul
enzimei favorizand reactiile de hidroliza (Marlot si colab., 1985; Pronk si colab.,
1988; Gongalves si colab., 1997).

Stabilitatea enzimelor este dictatd de structura lor tridimensionald, care la
randul ei este determinatd de structura primard si de factorii de mediu cum este
imobilizarea. Imobilizarea pe suporturi potrivite a ardtat o crestere a stabilitatii si
activitdtii enzimelor, devenind un factor important in producerea biocatalizatorilor
economici si competitivi industrial. Prin urmare, se fac cercetari in gasirea si
utilizarea de noi suporturi pentru imobilizarea lipazelor.

Adsorbtia enzimei depinde de urmatorii parametri:
=  pH-ul

= natura solventului

* tdria ionica

= concentratia enzimei si a suportului solid

* temperatura

Dintre acestia o importantd majord o are concentratia de enzima raportata la
unitatea de suprafatd a suportului solid, activitatea enzimei imobilizate crescand cu
cresterea concentratiei enzimei panad la o valoare de saturatie, dupa care scade.

Temperatura are un rol important, mai ales in cazul structurilor poroase, cand
difuzia devine un factor esential. Timpul de imobilizare este mai scurt daca
temperatura este mai ridicatd, Insd o temperaturd mult prea mare poate duce la
denaturarea enzimei. Majoritatea lipazelor imobilizate prezinta valori mai mari ale
temperaturilor lor optime comparativ cu lipazele native. Aceasta observatie este
atribuita faptului ca enzimele imobilizate sunt mai putin sensibile la dezactivarea
termica deoarece structura lor este mult mai rigida dupd imobilizare. De exemplu,
Montero si colab. au comparat stabilitatea termica a lipazei din Candida rugoza
imobilizata pe polipropilend microporoasa cu cea a lipazei native in solutie. La valori
ale temperaturii de peste 40°C ambele forme ale lipazei au fost mai putin active, dar
cea imobilizatd si-a mentinut o mare parte din activitatea sa initiald. In plus, lipaza
solubild a prezentat activitate maxima la 37°C pe cand cea imobilizata in jurul valorii
de 45°C (Montero si colab., 1993).

In ceea ce priveste domeniul de pH, in general s-a observat cd pH-ul optim
este usor indreptat spre valori alcaline.

In mod interesant, imobilizarea poate uneori sa impiedice dezactivarea lipazei
de catre produsii care se formeaza in timpul reactiei catalizate de aceasta. Un exemplu
foarte cunoscut este efectul dezactivant al acetaldehidei asupra unor lipaze native,
efect datorat sensibilitatii lizinei din structura lipazelor (Kaga si colab., 1994).

Numeroase articole descriu folosirea de noi suporturi pentru imobilizarea
lipazelor. De exemplu, Ruckenstein si Wang au studiat imobilizarea prin adsorbtie a
lipazei din Candida cylindracea pe un suport microporos de poli(stiren-divinilbenzen)
(Ruckenstein si Wang, 1993). Tantakulsiri si colab., la imobilizarea aceleiasi lipaze
prin adsorbtie fizica, au folosit ca suport cenusa din boabe de orez, obtinand astfel o
inbunatatire a termostabilitatii enzimei (Tantakulsiri, Jeyashole si Krisanangkura,
1997).
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Adaugarea unor aditivi sau solventi n timpul procesului de imobilizare a dus
la o imbunatatire a eficientei acesteia. Ca de exemplu, lipaza din Pseudomonas
fluorescens a fost adsorbitd pe o rasind schimbatoare de ioni Dowex 66 pretratatd cu
un solvent polar (etanol sau izopropanol) ceea ce a dus la o crestere a randamentului
de imobilizare de pana la 96-97% (Kogusi, Takahashi si Lopez, 1995). Se presupune
ca solventii organici polari adsorb moleculele de apa din suport favorizand astfel
adsorbtia proteinelor.

De asemenea, In scopul imbunatatirii eficientei imobilizarii au fost testati un
numar mare de aditivi cum sunt: albumina, gelatina, cazeina, PEG, amino-acizi ce s-
au dovedit a fi foarte eficienti, dar cel mai utilizat este glutaraldehida, care se pare ca
stabilizeaza interactiunea enzimei cu suportul (Wehjte, Adlercreutz si Mattiasson,
1992).

Un caz interesant, ce reprezintd o alternativd a imobilizarii, il reprezintd o
planta numita Carica papaya latex, care pe langa activitatea sa proteolitica cunoscuta
prezintd caracteristicile unei lipaze. A fost demonstrat ca lipaza din acestd planta,
poate fi considerata ca fiind “self-immobilized” din moment ce ea este natural legata
de polizaharide (Giordani, Muolin si Verger, 1991). Specificitatea acestei lipaze a fost
intens studiata (Villeneuve si colab., 1995; Mukherjee si Kiewitt, 1996), iar datorita
costului ei foarte scdzut a fost folositd ca si catalizator in sinteza unor trigliceride
(Foglia si Villeneuve, 1997; Villeneuve si colab., 2000).

Cu toate acestea metoda de imobilizare prin adsorbtie fizica are ca si principal
dezavantaj forte de legatura slabe dintre enzima si suport, care face ca enzima sa fie
afectatd de conditiile de mediu si drept urmare poate duce la desorbtia usoard a
acesteia de pe suport.

1.3.2. Imobilizarea prin entrapare in sol-gel

Dintre numeroasele tehnici de imobilizare existente, entraparea biomoleculelor
constd in inchiderea enzimei in interiorul retelei unui polimer sau unei microcapsule
marginite de 0 membrana semipermeabild, ceea ce limiteazd miscdrile de rotatie §i
depliere precum si desprinderea ei, permitand insad difuzia substratului si a produsilor
de reactie (Guisan, 2006). Spre deosebire de alte metode clasice de imobilizare (legare
covalentd sau inretelare), in acest caz enzima nu este legata prin legaturi covalente de
gel sau de membrand (Edmison si colab., 1994; Dave si colab., 1995; Gottfried si
colab., 1999; Hartnett si colab., 1999), iar dezactivarea enzimei, in general, este
redusa. Totusi, daca pentru entrapare se utilizeaza o reactie chimica de polimerizare,
conditiile de reactie pot fi destul de severe si in unele cazuri se inregistreaza pierderea
activitatii enzimatice.

Imobilizarea prin entrapare poate fi utilizatd cu succes pentru imobilizarea
unui numar mare numar de biomolecule: enzime, proteine, anticorpi, microorganisme
si celule vii (Cartura si colab., 1989; Inama si colab., 1993; Avnir si colab., 1996;
Armon si colab., 1996; Roux si colab., 1997), cu numeroase aplicatii in biocataliza,
cromatografia de bioafinitate, bioelectronica si bioprocese (Guisan, 2006).

Biocatalizatorii imobilizati prin entrapare pot fi:

= entrapati In matricea unui gel inretelat cu structura de polizaharida,
proteind sau polimer sintetic;

= entrapati in fibre tubulare;
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* microincapsulati: entrapati in microcapsule ale unor polimeri sintetici;

= entrapati in membrane lichide (de ex. membrane obtinute pe baza de
fosfolipide);

= entrapati in membrane de ultrafiltrare;

= entrapati in materiale de tip sol-gel

In ultimii ani, un interes deosebit a fost acordat imobilizarii biomoleculelor
prin tehnica de entrapare in matrici anorganic-organice hibride, aceasta devenind un
instrument puternic pentru imbunatatirea tuturor proprietatilor biocatalizatorului
(Noureddini si Gao, 2007). Procesul de producere a sol-gelului, ca o cale de-a forma
sticle organice a fost cunoscut de mai bine de un secol, atunci cand Ebelman (in 1846)
a sintetizat primul precursor alcoxidic. Totusi, primul document demonstrand
folosirea materialelor de tip silicati pentru entraparea unei componente biologice nu a
aparut decat la mijlocul anilor 1950, cand Dickey a demonstrat ca mai multe enzime
pot fi entrapate in derivati de acid silicic de tip sticle, cu retinerea partiala a activitatii
biologice (Dickey, 1955). Din pacate importanta acestei descoperiri nu a fost realizata
la acel moment si in decursul a trei decenii dezvoltarea biomaterialelor derivate de
sol-gel a fost foarte putin abordata (Janczarski si colab., 1976; Glad si colab., 1985).

In 1990 Avnir si colab. au publicat o lucrare stiintifici cheie, descriind
entraparea proteinelor in sticle de tip silicati, derivati ai alcoxisilanilor. Prin metoda
sol-gelului acest grup a demonstrat ca o serie de enzime, incluzand aspartaza si
fosfataza alcalind pot fi entrapate in sticle provenite din tetraetil ortosilicat (TEOS),
cu retinerea activitatii enzimatice (Braun si colab., 1990). Acest raport a fost urmat de
lucrarea grupului lui Zink in 1992, care a demonstrat cd alte proteine cum ar fi
citocromul C si mioglobina ar putea fi entrapate in ortosilicat silicati derivati de
tetrametil ortosilicat (TMOS), cu mentinerea abilitdtii de retinere a O, (Ellerby si
colab., 1992). Din acest moment au aparut multe lucrari descriind entraparea unei
mari varietdti de specii biologice incluzdnd enzime, anticorpi, proteine regulatoare,
proteine legate de membrana, acizi nucleici si chiar celulele intregi intr-un numaér
mare de materiale compozite derivate de sol-gel (Avnir si colab., 1994; Reetz si
colab., 2003; Pierre, 2004; Dragomirescu si colab., 2005; Gill si Ballesteros, 2000;
Lee si colab., 2007; Noureddini si Gao, 2007).

Cele mai importante avantaje ale materialelor silicate derivate de sol-gel
pentru imobilizarea proteinelor sunt:

= Pot fi realizate transparente din punct de vedere optic, fiind ideale pentru
dezvoltarea senzorilor chimici si biochimici care se bazeazd pe
modificarea unui semnal de adsorbtie sau fluorescenta.

= Permit o mare varietate de modificari chimice bazate pe includerea mai
multor aditivi de polimeri, modificatori redox si silani modificati organic,
rezultand materiale ce conduc electricitatea, potrivite pentru senzori
electrochimici.

= Au o mdarime si distributie potrivita a porilor care permite moleculelor
mici §i ionilor sd difuzeze in matrice, In timp ce biomoleculele mari raman
inchise Tn pori facand posibild bioanaliza dependentd de marimea
moleculei (Jin si Brennan, 2002).
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Totusi asemenea materiale pot fi fragile sau pot sa crape din cauza hidratarii
excesive si In unele cazuri pot bloca accesibilitatea substratului catre biomoleculele
entrapate. Mai mult, interactiunile proteina-silicat si analit-silicat, care pot aparea in
timpul procesului de entrapare, pot duce la denaturarea enzimei (Flora si Brennan,
2001; Jin si Brennan, 2002), deci probabil ca va fi nevoie de materiale nanocompozite
organice-anorganice imbundtatite pentru a depasi astfel de probleme (Figura 1.12).

Matrice

& sol-gel

@® Substrat Q Enzima
neaccesibila

o Enzimi activa \ Enzimi inactiva

Figura 1.12. Accesibilitatea moleculara a enzimelor entrapate in matricea sol-
gel (Jin si Brennan, 2002).

Pentru a se putea realiza imobilizarea biomoleculelor prin procesul sol-gel este
nevoie de indeplinirea urmatoarelor cerinte generale:

Metoda trebuie sd fie aplicabild solutiilor apoase, deoarece in general
acestea sunt necesare pentru a mentine functia biologicd a biomoleculelor.
Reactia de polimerizare trebuie sd fie compatibild cu domeniile de pH si
cele de tdrie ionicd necesare pentru functionarea proteinei (pH 4-10,
domeniul de tarie ionica 0,01-1,00 M).

Procesul trebuie sa aiba loc la temperatura apropiata temperaturii camerei
pentru a mentine proteinele in conformatia lor nativa.

Materialele trebuie sa aiba o marime a porilor suficient de mica pentru
apreveni antrenarea biomoleculelor in solutie, dar destul de mare pentru a
permite compusilor cu molecule mai mici sd patrunda in matrice cu
usurinta.

Proprietatile materialului ar trebui sd fie potrivite in asa fel Incat sa
permitd modificarea mediului intern pentru a maximaliza activitatea
biomoleculelor entrapate.
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* Atunci cand este folosit drept componenta a unui senzor, materialul final
trebuie sa fie transparent din punct de vedere optic sau conducator de
electricitate, pentru a permite masurdtori spectroscopice sau
electrochimice.

* Fabricarea materialului trebuie sa fie simpla, directd si reproductibild
permitand obtinerea unei varietati de formate ce includ sticla groasa, filme
subtiri, coloane, fibre, pudra si retele (Jin si Brennan, 2002).

1.3.2.1. Tipuri de precursori sol-gel

Procesele sol-gel au fost intens studiate in stiinta materialelor i au fost
impartite in doud clase in functie de natura precursorilor: precursori anorganici si
precursori alcoxidici.

Precursori anorganici pot fi practic toti oxizii importanti MO, (unde M este un
metal sau semimetal si # nu este neaparat numar intreg) dar si multi alti oxizi micsti.
Multe dintre studii au fost concentrate asupra SiO, ca si model, desi pentru multe
aplicatii nu acesta este matricea optima si astfel trebuie luate in considerare si TiO,,
ZrO; si Al,Os3, amestecuri cum ar fi SiO,/ZrO; dar si materiale hibrid organice-
anorganice (numite ormosil) (Avnir, 1995).

Precursorii  alcoxidici pot fi: tetraalcoxisilani, alchiltrialcoxisilani,
trialcoxisilani functionalizati si alcoximetalati. Calea alcoxidica implica transformarea
acestor precursori intr-un polimer anorganic extrem de reticulat prin hidroliza si
reactii de condensare.

Cei mai utilizati precursori alcoxidici in procesul sol-gel sunt in general de
forma: (RO)4Si (de ex: tetrametoxisilan TMOS sau tetractoxisilan TEOS) si
R”(R’0);8S1 (Figura 1.13) si pot fi clasificati in urmatoarele grupe:

Grupa I: tetraalcoxisilani

Grupa II: alchil-trialcoxisilani, gruparea alchil fiind metil, etil, propil, butil,
pentil sau ciclohexil

Grupa III: aril- sau alchil-trialcoxisilani cu R” =grupare aril (fenil, benzil) sau
grupare alchil cu lant lung (C,Hjp+1, =6, 8, 10, 12, 14, 18)

Grupa IV: trialcoxisilani cu grupdri functionale inerte purtdtoare de grupe
y-amino (3-aminopropil, 3-carboxipropil, 3-mercaptopropil, etc.) care pot fi cu
usurintd activate pentru legarea covalenta a enzimei sau folosite ca si adsorbent ionic.

Grupa V: trialcoxisilani cu grupari functionale active (izociano, epoxi, duble
legaturi active)

Grupa VI: trialcoxisilani cu grupari functionale inerte, care sunt de obicei
utilizate pentru a modifica reteaua de gel

Grupa VII: poli(alcoxisilani) si derivatii lor, cu diferite grupari functionale
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Grupa VI \/O\Si/\/\ H NH,
/0 0N
ooron
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Figura 1.13. Precursorii alcoxidici cel mai des utilizati in procesul sol-gel

Pentru a obtine enzime imobilizate cu proprietdti dorite, de exemplu cu
retinerea activitatii, stabilitatii si selectivitatii, este adesea necesar sa fie selectati
precursorii potriviti si de asemenea sd se optimizeze raportul lor molar. Ca si in cazul
altor tehnici de imobilizare, conditiile optime pentru entrapare diferd de la o enzima la
alta si de la o aplicatie la alta. Un mod unic de a modifica proprietitile enzimei se
poate realiza doar prin simpla schimbare a precursorilor, care pot sa fie hidrofili,
hidrofobi, incércati negativ sau cu grupari functionale active/inerte (Cao, 2005).

1.3.2.2. Tehnica entraparii enzimelor in sol-gel

Formarea unui biocompozit sol-gel incepe cu hidroliza partiala sau completa a
unui precursor potrivit intr-un solvent organic, de exemplu alcooli, pentru a forma un
sol apos (dispersie coloidala a particulelor intr-un lichid). Precursorii pot fi alcatuiti
din tetraalcoxisilani, mono-, di-, tri-alchilalcoxisilani sau pot contine grupari
functionale de tip alchil, aril, amino-carboxil, tiol sau alte grupari (resturi redox
active, flavine sau chinone), precum si alte centre metalice: Al, Ti, V sau Ce.
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Reactia de hidroliza implicd un atac nucleofil al apei la centrul de siliciu.
Mecanismul detaliat este dependent de catalizatorul folosit. Sunt posibile trei tipuri de
catalize: acida, bazicd (ioni OH’) si nucleofila (F°, N-metilimidazol, etc.). Hidroliza
poate fi urmata de transesterificare cu aditivi cu compusi contindnd grupe hidroxilice,
cum ar fi glicerina pentru a forma poli(gliceril silicati) care sunt mult mai
biocompatibili decat alcoxisilanii tipici (Gill, 2001; Jin si Brennan, 2002).

OR o OR
| hidroliza |
RO—Sli—OR + H0 ———————= RO—SIi—OH + ROH
OR OR
VAP L g
condaensare
RO—=Si—(JH + RJ—Si—OR —/—— > RO—Si—0—Si—OR + ROH
, , i—0—Si
OR OR OR OR
OR OR OR condensarea OR OR OR
| | | oligomerilor | | |
RO—Sli—O—?i—O—Sli—OR ~———= RO—$i—0—$i—0—Si~OR + ROH

OR OR OR OR OR OR

hidroliza si
policondensare

?R ?R ?R
RO Sli—O—Si—O—Sli OR

|
OR OR OR
n

Schema 1.3.

Dupa hidroliza, solul poate fi folosit imediat sau poate fi pastrat un anumit
timp (pana la cateva saptamani) pentru a permite modificarea continud a particulelor
de sol. In tot acest timp se produc reactii de condensare si continua hidroliza rezultand
un mare numadr de polisilicati liniari, ramificati si coloidali. Precursorul hidrolizat este
apoi amestecat cu o solutie tampon apoasd ce contine biomoleculele, alaturi de
catalizatori, aditivi pentru controlul uscarii, polimeri, agenti de modelare, specii redox
sau materiale de umpluturd, care sunt necesari pentru modificarea proprietatilor
materialului finit. In mod uzual reactia de polimerizare este initiata printr-o schimbare
a pH-ului si de prezenta catalizatorilor si poate dura o perioadd de timp de la minute la
ore, rezultind un gel (un schelet/o stuctura solidd continud ce inglobeaza o faza
lichidd continud). Gelifierea precursorului de sol este insotitd de entraparea
biomoleculei (Schema 1.3).

Gelurile initiale sunt moi, usoare si contin o cantitate mare de apa (50-80%) si
pori mari (pana la 200 nm diametru). Maturarea retelei de silicat umed timp de céateva
zile pand la cateva saptdmani determind continuarea reactiilor de condensare si face
reteaua mai puternici. In timpul acestei etape, alcoolul entrapat si apa rezultatd din
hidroliza initiald si din reactia de condensare vor fi indepartate din matrice, facand ca
aceasta sd se micsoreze cu 10-30%, diametrul porilor sa scada cu aproximativ 25% si
proportia relativd a gruparilor siloxan fata de gruparile de silanol sa creasca (Brinker
si Scherer, 1990).

- 38 -

BUPT



Studiu documentar

Uscare prin

evaporare

Xerogel

Figura 1.14. Imaginea schematica a unei retele sol-gel (Xerogel) cu enzima
entrapata (Pierre, 2004).

In final, materialul imbatranit este uscat, rezultind totodata evaporarea celei
mai mari parti din apa interstitiald, au loc continuarea reactiilor de inretelare din
matrice, micsorarea porilor pana la 2-20 nm si o contractare globala a materialului cu
pana la 85% din volumul sau initial. Gelul uscat se numeste xerogel (Figura 1.14).
Xerogelurile sunt materiale interesante datorita porozitdtii lor si ariei mari a suprafetei
lor. Ele pot fi de asemenea transformate in ceramica prin sinterizare, ceea ce nu este
cazul cand matricea de siliciu se foloseste pentru entraparea enzimelor sau a altor
biomolecule (Jin si Brennan, 2002).

Mecanismul formarii sol-gel este foarte complex si numai prima etapa a fost
investigatd din punct de vedere cinetic. Desi au fost facute multe simulari pentru a
prezice forma solidelor obtinute, ele au rdmas empirice. A fost demonstrat ca o
modificare cat de micd a conditiilor experimentale (temperatura, solvent, concentratii,
natura $i concentratia catalizatorului, cat si a unor factori externi (ultrasonare sau
presiune) modifica In mod drastic textura (aria suprafetei specifice, marimea si
distributia porilor, densitatea, etc.) solidului obtinut (Furukawa si colab., 2001;
Maury, Buisson si Pierre., 2002; Soares si colab., 2004). Prin urmare este necesar ca
protocolul de imobilizare sa fie optimizat pentru fiecare aplicatie in parte.

1.3.2.3. Tipuri de biocompusi derivati de sol-gel

In functie de precursorii si aditivii folositi pot fi preparate sticle anorganice,
sticle modificate organic sau materiale nanocompozite organice sau anorganice.

Materialele anorganice sunt in general derivate din tetraetoxisilan (TEOS) sau
tetrametoxisilan (TMOS) si ca atare ele pot elibera o mare cantitate de alcool in
timpul hidrolizei, care trebuie Indepartata cel putin partial pentru a reduce denaturarea
proteinei in timpul entraparii. Aceastd problema poate fi depdsitd prin folosirea altor
materiale initiale: silicat de sodiu (Bhatia si colab., 2000) si acid silicic, sau prin
folosirea derivatilor silanilor cu glicerina ca si precursori ai materialului de sol-gel
(Gill si Ballesteros, 1998). Fiecare din acesti precursori duce la obtinerea unor
materialele finale care sunt polare, grele, fragile si transparente din punct de vedere
optic.
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Totusi materialele prezintd grad inalt de contractare (panda la 80%), au
ce priveste morfologia porilor si polaritatea, ceea ce duce la un numar limitat de
biomolecule care pot fi entrapate cu succes. Materialele tind de asemenea sa aiba o
proportie mare de grupari silanol, din care majoritatea sunt deprotonate, ducand la
interactiuni electrostatice fie intre silicati si substraturi, fie intre silicati si proteinele
entrapate. Aceste probleme duc la dificultati in utilizarea lor in domeniul analitic, cum
ar fi:

= timpul de raspuns mare;

= dificultati In analizarea unor compusi cu incarcare electricd datoritd

interactiunilor dintre matrice si compusul analizat;

= posibilitatea unor mecanisme nedorite de retentie in cromatografia de

afinitate;

= abateri fatd de calibrare dupd o duratd mai lungd datoritd schimbarii

proprietatilor materialului in timp si dezactivarii biomoleculelor entrapate.

Silicatii modificati organic (Ormosil), care se obtin prin addugarea de silani cu
grupari functionale organice la tetraectoxisilan sau tetrametoxisilan duc la o mare
varietate de proprietdti ale materialului. Pot fi folosite pentru a conferi materialului
proprietati hidrofile, hidrofobe, ionice, posibilitatea formarii de legaturi de hidrogen
sau alte caracteristici (Keeling-Tucker si Brennan, 2001). Asemenea caracteristici pot
fi folosite pentru a spori stabilitatea unor anumite proteine, in special proteine
hidrofobe si lipofile. De exemplu, lipaza a fost de 88 ori mai activa in silicati
modificati organic decat 1n materiale pure derivate din tetractoxisilan, datoritd
deplasarii “capacului” ce 1i acopera centrul activ, ca rezultat al asocierii proteinei la
interfata dintre fazele hidrofobe si hidrofile (Reetz, Zonta si Simpelkamp, 1996). Alt
avantaj al materialelor de tip Ormosil 1n aplicatii analitice este cd permit o
preconcentrare a compusilor analizati prin metoda extractiei pe faza solida (SPE),
ducand la o sensibilitate analitica crescutd chiar daca recuperarea analitului depinde
de tdria interactiunilor dintre matrice si analit, care trebuie sa fie controlatd cu grija
pentru a evita problemele legate de calibrare. Un potential dezavantaj al sticlelor
organo-silicatice este cd prezenta gruparilor alchil reduce gradul de inretelare, ducand
la materiale mai putin robuste. In plus functiunea organici poate fi adiugatd numai
pana la un anumit nivel Tnainte sa aiba loc separarea fazelor, determinand transparenta
opticd mai slaba si craparea materialului. Aplicabilitatea acestor materiale pentru
biosenzori este deci limitata.

Materialele nanocomporzite constau in general dintr-un precursor de silicat
organic sau anorganic in combinatie cu aditivi cum ar fi polimeri hidrofobi si
hidrofili, siliconi, surfactanti ionici sau amfoteri, micelii, lipozomi, emulsii, cristale
lichide, zaharide, coloranti, specii redox sau materiale de umplutura: grafit, silicati
fumurii sau cleiuri. In multe cazuri materialele obtinute pot fi rigide, semirigide sau
flexibile, cu proprietati hidrofile sau hidrofobe dorite, cu o distributie a porilor pe un
domeniu larg si cu un anumit control asupra proprietitilor optice si electrochimice. in
plus, materialul poate fi controlat in asa fel incat diferitele faze sa fie miscibile sau
separate, depinzand de polaritatea si masa moleculara a aditivului, rezultand structuri
unice cum ar fi retelele de polimeri intercalate.
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In general materialele nanocompozite oferd functionalitate sporita sticlelor
modificate organic si anorganic, incluzand stabilitate mecanicd Tmbunatatitd, un
control electrostatic al suprafetelor, o mai buna biocompatibilitate a speciilor labile,
pori mai mari si mai uniformi si un control mai bun asupra polaritatii materialului. in
plus, studiile asupra dinamicii entraparii compusilor fluorofori si a proteinelor indica
faptul ca adaugarea de polimeri cum ar fi polietilenglicol (PEG), polivinilimidazol
(PVI) sau polietilenimina (PEI) poate reduce adsorbtia de proteine pe silice, probabil
datorita legarii preferentiale a silicei cu polimerul si deci oferd o activitate globala mai
mare pentru moleculele entrapate (Keeling-Tucker si Brennan, 2001; Chen, Kenausis
si Heller, 1998). Asemenea aditivi pot reduce contractarea materialului functionind ca
material de “umplut porii” care previne colapsarea acestora (Wambolt si Saavedra,
1996; Baker, Jordan si Bright, 1998).

1.3.2.4. Factori care influenteaza activitatea, selectivitatea si
stabilitatea enzimelor entrapate

1.3.2.4.1. Silanii precursori

In multe dintre studiile efectuate a fost observati o influentd a naturii silanului
precursor asupra activitatii enzimei entrapate in sol-gel.

O lucrare importantd in aceasta privintd apartine grupului Reetz (Reetz, Zonta
si Simpelkamp, 1995). Ei au pus la punct procedura de incapsulare a lipazelor in
silicati modificati organic (Ormosil), preparati prin hidroliza compusilor silanici
alchil-substituiti RSi(OCH3); in prezenta enzimei, studiind influenta naturii §i a
raportului molar a acestor silani precursori asupra activitatii preparatelor obtinute.

Astfel de precursori alchilsilanici pot fi: metiltrimetoxisilan (MeTMOS),
etiltrimetoxisilan (EtTMOS), propiltrimetoxisilan (PrTMOS), n-butiltrimetoxisilan
(BTMOS), i-butiltrimetoxisilan (i-BuTMOS), dimetildimetoxisilan (DMDMOS),
trimetilmetoxisilan (TMMOS), polidimetilsiloxan (PDMS). De regula acesti
alchilsilani sunt utilizati in combinatie cu tetrametoxisilan (TMOS).

Pentru a testa posibilul efect al lungimii lantului alchil in RSi(OCH3);, lipaza
din Burkholderia cepacia (Amano PS) a fost imobilizata prin entrapare in sol-gel
folosiind ca si silani precursori TMOS si RSi(OCHj3); in raport molar de 1:1. A fost
observat un “efect alchil” la cresterea activititii lipazei in ordinea metil<etil<
n-propil<n-butil, obtinandu-se valori ale activititii de peste 100% prin simpla
modificare a gruparii alchil. Explicatia pentru aceasta crestere de activitate poate fi
corelata cu cresterea hidrofobicitatii matricei sol-gel prin prezenta unor grupe alchil
hidrofobe, ce poate declansa un efect similar cu cel al activarii la interfata.
Interactiunile dintre partile hidrofobe ale gelului si lipaza, din timpul procesului sol-
gel, pot fixa enzima entrapatd in conformatie deschisa si astfel in forma sa activa.

Astfel, activitatea si stabilitatea ridicatd a lipazei au fost puse pe seama
interactiunilor necovalente dintre matrice si lipaza (Figura 1.15): legaturi de hidrogen,
legdturi ionice si interactiuni hidrofobe (van der Waals) (Reetz, 1997; Reetz si colab.,
2003).
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NH3*

Matricea sol-gel

Figura 1.15. Imaginea schematicd a interactiunilor necovalente dintre
matricea sol-gel si lipaza (Reetz si colab., 2003).

Aceeasi lipaza din Burkholderia cepacia a fost imobilizatd prin entrapare in
sol-gel de Noureddini si colab., utilizdnd ca si silani precursori TMOS si MeTMOS,
BuTMOS sau i-BuTMOS 1in diferite rapoarte molare (Tabelul 1.7). Pentru testarea
activitatii i a stabilitatii, preparatele obtinute au fost utilizate in reactia de hidroliza a
uleiului de soia. In cazul preparatelor cu MeTMOS/TMOS, rezultatele optime au fost
obtinute la un raport al silanilor precursori de 5.2, 1 ml NaF (catalizator), randamentul
de formare a acizilor grasi liberi a fost de 24%, iar activitatea relativa la reactia de
hidrolizd cu lipaza naiva a fost de 55%. Pentru preparatele cu BuTMOS sau i-
BuTMOS/TMOS, cele mai bune rezultate au fost obtinute la un raport molar de 39,
raport apd/silan 10,34:1, randamenul de formare a acizilor grasi liberi 55,9-61,2, iar
activitatea relativa de 100-110%.

Tabelul 1.7. Conditiile de imobilizare prin entrapare in sol-gel a lipazei din
Burkholderia cepacia si rezultatele hidrolizei uleiului de soia (Noureddini si colab.,
2002).

. . Raport molar al Raport molar NaF acizi erasi liberi

Silanii precursori pfecursorilor 25351/ silan (ml) ! (%Af)
MeTMOS/TMOS 2,9 8,12:1 1 8,0
MeTMOS/TMOS 5,2 8,12:1 1 11,0
MeTMOS/TMOS 10,2 8,12:1 1 10,0
MeTMOS/TMOS 5,2 8,12:1 2 6,5
MeTMOS/TMOS 5,2 8,12:1 3 7,0
MeTMOS/TMOS 5,2 9,56:1 3 6,5
MeTMOS/TMOS 5,2 8,12:1 1 24,0
BuTMOS/TMOS 3,9 10,34:1 1 55,9
1-BuTMOS/TMOS 3,9 10,34:1 1 61,2
1-BuTMOS/TMOS 6,2 7,36:1 1 -
1-BuTMOS - 12,82:1 1 -
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1.3.2.4.2. Raportul stoechiometric apa/silan

Un parametru important care influenteaza activitatea enzimelor incapsulate
este raportul stoechiometric apa/silan in amestecul care formeazi gelul. in cazul
lipazelor, la valori mai scazute ale acestui raport (1-6), activitatea enzimatica a fost
scazutd, posibil din cauza agregarii lipazei la concentratii ridicate si a dispersiei
scazute in matricea gelului. Pentru lipaza Amano PS din Burkholderia cepacia
raportul apa/silan cel mai favorabil a fost Intre 8-10. Un continut mai ridicat de apa a
dus la modificari ale procesului de gelifiere, cu cantititi tot mai mari de lipaza
ramanand 1n faza apoasa (Reetz, Zonta si Simpelkamp, 1996).

1.3.2.4.3. Incarcarea cu enzima

Un alt parametru important este Incarcarea cu enzima, exprimata ca si
cantitatea de enzima raportatd la unitatea de silan utilizat in procesul sol-gel. In
primele incercari de entrapare a lipazelor in sol-gel acest parametru nu a fost
optimizat, utilizdndu-se cantitdti mici de proteind (1-5 mg) raportat la 1 g de silan.

Un studiu realizat de Reetz si colab. pe mai multe lipaze din diferite surse a
aratat ca prin utilizarea tehnicii de entrapare in sol-gel, in toate cazurile activitatile
lipazelor imobilizate n sol-gel au fost mai ridicate decat cele ale enzimelor native
disponibile comercial. (Tabelul 1.8). Incircarea cu enzima a variat de la 0,2 mg la 80
mg de proteind/g gel obtinut. Activitatile au fost determinate pentru hidroliza uleiului
de masline emulsionat (Reetz, Zonta si Simpelkamp, 1996).

Tabelul 1.8. Entraparea lipazelor din diferite surse in sol-geluri hidrofobe
hibride derivate din TMOS/ n-PrTMOS (1:5) (Reetz, Zonta si Simpelkamp, 1996).

. . Contlm.lt ude Gradul de ACth.ltath Activitate
Sursa lipazei proteina imobilizare specifica relativi
(%) (pmoli-h"-mg™)
Aspergillus niger 91 0,96 5,4 16,4
Candida 25 0,36 10,5 3,2
antarctica
Pancreas de porc 11 0,57 7.5 1,1
Penicillium 28 0,83 5,6 8,8
roqueforti
Rhizopus 26 0,45 1,2 7,1
arrhizus
Rhizomucor 64 0,75 3,1 5.4
miehei
SP 523 (Novo) 76 0,91 36,8 87,6

S-a observat ca gradul de imobilizare este dependent de cantitatea de proteina
imobilizatd si prin cresterea incarcarii cu enzima dincolo de o valoare criticd s-a
obtinut o scadere a activitatii specifice a enzimei. Explicatia poate fi legatd de limitari
difuzionale sau fenomene de agregare a enzimei, ceea ce duce la o dispersie scazuta in
matricea gelului. Aceasta valoare critica trebuie determinata pentru fiecare enzima in
conditii specifice (Reetz, Zonta si Simpelkamp, 1996).
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1.3.2.4.4. Imobilizarea in prezentd de aditivi (compusi de
modelare a structurii)

Enzimele imobilizate prin entrapare in sol gel prezinta valori ale activitatii si
stabilitatii mai bune decat cele ale enzimelor libere. Totusi existd cateva probleme
care apar in timpul proceselor sol-gel, cum ar fi contractarea gelului in timpul reactiei
de condensare si a procesului de uscare, iar acestea pot determina denaturarea partiala
a enzimei. De asemenea, alcoolul eliberat in timpul reactiei de hidrolizd poate
dezactiva enzima (Avnir si colab., 2006), iar viteza micad de difuzie a substratului in
matricea de silice poate reduce activitatea enzimei (Gill si Ballesteros, 1998).

Un mod de a depasi aceste probleme este utilizarea aditivilor cum sunt:
zaharurile, aminoacizii, polioli (PEG, PVA), poliamide, poliacrilati, sau proteine ca
albumina sau gelatina (Reetz si colab., 2003; Péter si colab., 2005; Brennan si colab.,
2003; Lee si colab., 2007, Gupta si Chaudhury, 2007). Au fost studiati si aditivi
aditionali cum ar fi eteri coroana (18-coroana-6), derivati de B-ciclodextrina (metil-f3-
ciclodextrind), saruri (KCI) si surfactanti (Tween 80) (Engbersen si colab., 1996; van
Unen si colab., 2002; Griebenow si colab., 1999; Altreuter, Dordick si Clark, 2002;
Liu, Xu si Hu, 2000). Acesti aditivi au fost folositi cu succes, obtindndu-se enzime
imobilizate cu activitate, stabilitate si enantioselectivitate crescuta.

O posibila explicatie a cresterii activitatii enzimatice poate fi:

= protectia enzimei fatd de agregare sau de efectele de denaturare ale silanilor

utilizati in timpul formarii matricei de silice;

= aditivii pot schimba in sens pozitiv unele proprietati ale gelului ca

porozitatea sau diametrul porilor;

= stabilizarea enzimei in timpul reactiei in mediu de solventi organici.

Rezultatele publicate de grupul Reetz demonstreaza activititi si
enantioselectivitati ridicate ale lipazelor din Burkholderia cepacia si Pseudomonas
fluorescens entrapate in sol-gel 1n prezentd de aditivi (Reetz si colab., 2003).
Precursorii au fost amestecuri de BuTMOS sau i-BuTMOS si TMOS 1in raport de 5:1.
PVA si i-PrOH au fost utilizati ca aditivi, iar fluorura de sodiu ca si catalizator.
Uneori au fost utilizati aditivi aditionali, un eter coroana (18-coroand-6) si un
surfactant (Tween 80). Lipazele imobilizate au ardtat enantioselectivitati mari (E >
100) fata de substraturi racemice. In tabelul 1.9 sunt prezentate activitatile relative si
enantioselectivitatile in reactia de acilare in izooctan a unor alcooli racemici folosind
acetat de vinil ca agent de acilare.

De asemenea, a fost ardtat ca prezenta unei cantititi mici de i-PrOH este
favorabila pentru activitatea lipazei imobilizate (Colton, Ahmed si Kazlauskas, 1995).
Pentru lipaza rezultate bune au fost obtinute si atunci cand s-a folosit PVA deoarece
efectul de activare a ramas constant la un nivel Tnalt intr-un domeniu larg al
concentratiei de PVA.
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Tabelul 1.9. Rezolutia cineticd a unor alcooli racemici utilizdnd ca si
catalizatori lipazele din Burkholderia cepacia (BcL) si Pseudomonas fluorescens
(PfL) native si Incapsulate in sol-gel (Reetz si colab., 2003).

Substrat Tipul lipazei Aditiv Activitate E
relativa
BcL (nativa) - 1 > 100
OH BeL (sol-gel) - 11,1 > 100
BcL (sol-gel) 18-coroana-6 16,8 > 100
BcL (sol-gel) Tween 80 22,2 > 100
PfL (nativa) - 1 > 100
solvent: izooctan P/L (sol-gel) - 5,3 > 100
PfL (sol-gel) 18-coroana-6 26,1 > 100
BcL (nativa) - 1 > 100
OH | BcL (sol-gel) - 22,9 > 100
BcL (sol-gel) 18-coroana-6 15,1 > 100
OO BcL (sol-gel) Tween 80 15,2 > 100
PfL (nativa) - 1 > 100
solvent: toluen P/L (sol-gel) - 2,8 > 100
PfL (sol-gel) 18-coroana-6 7,1 > 100

Adaugarea unor aditivi cu masa moleculara micad ca sorbitol sau N-
metilglicing, 1n timpul imobilizarii enzimelor in sol-gel, a dus la cresterea stabilitatii
termice §i a activitdtii enzimatice a preparatelor obtinute datoritd modificarii hidratarii
enzimei entrapate si a cresterii dimensinii porilor matricii sol-gel (Brennan si colab.,
2003).

Lipaza din Candida rugoza entrapata in sol-gel in prezenta PEG a prezentat,
comparativ cu lipaza nativa, o modificare a temperaturii optime de la 36°C la 60°C
precum si a pH-ului optim de la 7,8 la 6,7. De asemenea, preparatul enzimatic obtinut
a avut o stabilitate maritd pe intervalul de temperaturd 37- 45-C, fiind inactivat abia
de la 50-60°C dupa 7 cicluri de utilizare. Prin pastrarea preparatului la temperatura
camerei, abia dupa 94 de zile activitatea hidrolitica a scazut la 50% (Soares si colab.,
20006).

Ghanem si Schuring au utilizat ciclodextrind ca si aditiv macrociclic la
imobilizarea lipazelor in sol-gel in scopul imbunatatirii vitezei de reactie si a
enantioselectivitatii (E) in reactii de acetilare a unor alcooli secundari racemici cu
acetat de izopropenil in solventi organici (Ghanem si Schurig, 2003), catalizate de
lipaza din Burkholderia cepacia co-liofilizatd cu B-ciclodextrina peracetilata entrapatd
in sol-gel (Schema 1.4).

R O Lipaza/pB—-CD R R\=/ o
\(s)i " )j\o’K 0\"/ Toom N

o
(R,S)-alcool (R)-ester (S)-alcool

Schema 1.4.
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Deoarece gradul de activare al enzimei depinde de raportul dintre enzima si
aditiv, au fost investigate trei rapoarte enzima/ciclodextrina: 1:1; 1:2 si 1:6. Atunci
cand s-a utilizat la imobilizarea in sol-gel enzima si B-ciclodextrind peracetilatd in
raport de 1:6, a fost obtinutd o activare semnificativd a BcL comparativ cu rezultatele
obtinute doar cu lipaza liofilizata fara aditiv.

In toate reactiile de transesterificare urmdrite a fost obtinuti o imbunitatire a
vitezei de reactie si a enantioselectivitatii E in ordinea raportului BcL/B-CD
1:6>1:2>1:1. O explicatie posibila ar fi abilitatea ciclodextrinei de a proteja enzima de
fenomenele de agregare sau denaturare.

O crestere importanta a activitdtii lipazei din Candida rugosa imobilizata prin
sol-gel a fost observatd in prezenta unor saruri cum sunt: LiCl, NaCl si KCI si
atribuita Tmbunatatirii difuziei enzimei in solventul organic (Ru si colab., 1999).

Utilizarea compusilor sablon pentru formarea materialelor de sol-gel
mezoporoase

Materialele de sol-gel microporoase tipice, derivate din tetraalcoxisilani, au
diametre ale porilor < 15 A si volumul porilor < 0,25 cm®/g, iar activitatea catalitica a
enzimelor entrapate este micsoratd de vitezele de difuzie scazute ale moleculelor de
substrat si accesibilitatea slaba a enzimelor din interiorul materialelor. O alta
posibilitate de a depasi aceastd problema este obtinerea de materiale mezoporoase
prin matritarea cu molecule organice netensioactive ca D-glucoza, D-maltoza, acid
dibenzoiltartric etc (Wei si colab., 2000). Dupa imobilizare sablonul de glucoza este
indepartat prin extractie cu apd. Aceste materiale au diametru i volum ale porilor mai
mari (~30 A si respectiv ~0,6 cm’/g) si o activitate enzimatica semnificativ mai mare
(de 2-10 ori).

Lichide ionice cu rol de aditivi in imobilizarile sol-gel

O noua clasa de aditivi raportatd in ultimii ani sunt lichidele ionice, ce pot fi
utilizate pentru a imbunatatii proprietatile gelului, in principal printr-un efect de
stabilizare in timpul procesului de imobilizare prin entrapare in sol-gel a lipazelor
(Lee si colab., 2007).

Lichidele ionice sunt saruri organice alcatuite in totalitate din ioni (Seddon,
1997), nu cristalizeaza la temperatura camerei (Welton, 1999), sunt nevolatile,
neinflamabile, stabile chimic si termic si sunt foarte polare. Au puncte de topire
scazute < 100°C si raman lichide pana la o temperatura < 300°C. Structurile pentru
cele mai utilizate lichide ionice sunt prezentate mai jos (Yang si Pan, 2005).

Cationi:

R
1 R —~R2

|
Ri~_ A\, —R —N— zN:
l\NG_)N/ 2 RI_@N_RZ R4 II\I R2 @
R

3
1,3-dialchilimidazoliu  1,4-dialchilpiridiniu tetraalchilamoniu  1,1-dialchilpirolidiniu

Rl, Rz, R3, R4 = alchil
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Anioni:

Anion Denumire Abreviere
BF, tetrafluoroborat [BF4]
PF¢ hexafluorofosfat [PF¢]
NO5~ nitrat [NOs]
CH;COy” acetat [Ac]
CF;COy trifluoroacetat [TFA]
CH;3SO4 metilsulfat [MeSO4]
CsH7SO4 octilsulfat [OcSOq4]
(CN),N dicianamida [DCA]
CF5;S0s5 trifluorometilsulfonat [TfO]
(CF3S0,),N bis[(trifluorometil)sulfonil] amida | [Tf,N]

O proprietate importantd a lichidelor ionice ca si aditivi in procesul de
imobilizare in sol-gel o reprezintd insolubilitatea in solventi organici hidrofobi. De
asemenea, lichidele ionice protejeaza enzima de alcoolul eliberat in timpul procesului
sol-gel precum si de efectele contractarii gelului in timpul uscarii (Lee si colab.,
2007%).

Existd cateva explicatii posibile pentru activitatea specifica ridicata a
enzimelor imobilizate in cazul utilizarii de lichide ionice ca si aditivi la imobilizare.

» In timpul reactiilor de condensare a precursorilor precum si in timpul
uscarii gelului apare o contractare a acestuia, ceea ce poate cauza denaturarea partiala
a enzimei. Lichidele ionice pot proteja stuctura gelului prin umplerea porilor,
obtinandu-se astfel o structurd mezoporoasad si foarte ordonatd de silice. Deoarece
majoritatea lichidelor ionice poseda un capat hidrofil si un lant organic hidrofob, in
unele studii ele au fost folosite ca si compusi de modelare pentru a obtine materiale
micro- si mesoporoase (Zhu si colab., 2006). Liu si colab. au aratat ca la imobilizarea
in sol-gel in prezenta de lichid ionic, activitatea peroxidazei din hrean este de 30 de
ori mai mare decat atunci cand nu s-a utilizat lichid ionic, sugerandu-se astfel ca
lichidele ionice actioneaza atat ca si compus sablon pentru formarea matricii cat si ca
stabilizator, protejand enzima 1n timpul imobilizérii (Liu si colab., 2005).

» Deplasarea capacului elicoidal ce acopera centrul activ al lipazei co-
atat in mediu apos cat si in mediu de solventi organici (Chamorro si colab., 1998). A
fost aratat ca activitatea hidrolitica si de esterificare a lipazei din Candida rugosa a
crescut odatd cu cresterea valorii polaritatii exprimata prin log P a lichidelor ionice
[Omim][anion] in ordinea: [BF4] <[PFs]” <[Tf;N] (Lee si colab., 2007%).

= Eliberarea alcoolului in timpul reactiilor de hidroliza si condensare a
precurosilor alcoxidici ce au loc in timpul procesului sol-gel reprezintd un dezavantaj
demonstrat ca lichidele ionice pot fi utilizate cu succes ca si stabilizatori pentru a
proteja lipaza de inactivarea datorata alcoolului in cursul imobilizarii prin metoda sol-
gel (Lee si colab., 2007°).
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De exemplu, lipaza din Candida rugosa entrapatd in sol-gel in prezentd de
[Emim]BF4 a prezentat o activitate de 10 ori mai mare decat lipaza imobilizata printr-
un protocol de imobilizare fara lichid ionic. Lipazele co-imobilizate cu lichide ionice
care contin ca anion BF4 au ardtat activitdti semnificativ marite fatd de lipazele co-
imobilizate cu alte lichide ionice. In mod particular s-a aratat ca lichidele ionice care
contin anionul BF," sunt bune modele pentru obtinerea de silice mezoporoasa (Lee si
colab., 2007"). Un alt grup de cercetatori utilizind ca aditiv lichidul ionic [Emim]BF,,
au constatat ca formarea legaturilor de hidrogen intre BF4 si gruparea silanica joaca
un rol crucial pentru obtinerea de silice mezoporoasa (Zhou, Schattka si Antonietti,
2004). Formarea unui numar suficient de legaturi de hidrogen, dupa o lunga incubare
a precursorilor silanici cu lichide ionice, poate duce la o matrice sol-gel foarte
ordonati, ceea ce este benefic pentru activitatea lipazei (Lee si colab., 2007").

Structura lichidului ionic poate avea o influentd importanta asupra activitatii
lipazei imobilizate. Astfel, imobilizarea lipazei din Candida rugosa in prezenta de 20
g lichid ionic/ 100 ml TEOS a dus la obtinerea de valori ridicate ale activitatii
specifice. Activitatea lipazei co-imobilizate cu lichide ionice care contin cationi
formati din grupari alchil scurte a scazut dupa reutilizare, in timp ce lipazele co-
imobilizate cu lichide ionice contindnd grupari alchil lungi au aratat activitate
reziduala mai mare (Lee si colab., 2007"). Shi si colab. au raportat ca lichidele ionice
cu dimensiuni moleculare mari, de exemplu, [C;omim]BF4 sau [C;smim]BF4, pot fi
puternic prinse in nanoporii sol-gelului, pe cand cele cu dimensiuni mai mici, cum
sunt [Emim]|BF; si [Bmim]BF, ar putea fi complet indepartate prin spalare din
matricea de silicagel (Shi si colab., 2005).

Preparatele obtinute cu lipaza din Candida rugosa co-imobilizatd cu
[Emim]BF4, respectiv [C;¢mim]Tf,N au prezentat cele mai mari valori ale activitatii
specifice si reziduale dupa reutilizare in reactia de hidroliza a p-nitrofenilbutiratului
(Tabelul 1.10). Structura poroasd si ordonatd a sol-gel-ului obtinut cu [Emim]BF,4
poate fi cauza cresterii activitatii lipazei.

Tabelul 1.10 . Influenta structurii lichidelor ionice asupra activitatii hidrolitice
a lipazei din Candida rugosa (Lee si colab., 2007°).

Aditiv Activitate Activitate Activitate
(Lichid ionic) specifica relativa reziduala (%)
(umoli-h"-mg™)

Control 8,51 1,0 472
(fara aditiv)

[Emim]BF,4 267,37 314 57,1
[Ciemim]BF,4 163,39 19,2 76,4
[Ciemim]Cl 73,02 8,6 62,3
[Emim]PFq 5,95 0,7 80,0
[Omim]PFg 17,0 2,0 71,4
[Emim]THHN 7,66 0,9 80,0
[Ciemim]THHN 39,45 4,6 96,7
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Intr-un studiu din 2004, Zhou si colab. au raportat ci lichidele ionice care
contin anionul BF4 ar putea da matrice mesoporoasa foarte ordonata, in timp ce
folosirea lichidelor ionice ce contin Tf,N™ duce la aerogeluri cu dimensiuni mari ale
porilor (Zhou, Schattka si Antonietti, 2004). Pe de alta parte, stabilitatea ridicata
(exprimatd ca si activitate reziduala dupa reutilizare) a lipazei imobilizate cu
[Ciemim]TEH,N poate fi inteleasd prin prisma hidrofobicitatii lichidului ionic (Lee si
colab., 2007%). Se presupune ca lichidele ionice hidrofobe ce contin anionul TN
pastreaza lipaza flexibild si conformatia activa, In timp ce lichidele ionice hidrofile cu
anionul BF4 scot moleculele esentiale de apa din enzima ceea ce duce la o depliere a
acesteia.

Continutul de lichide ionice poate influenta activitatea specifica a lipazei
imobilizate. Activitdtile specifice ale lipazelor co-imobilizate cu [C;¢mim]BF4,
respectiv [C;smim]Cl au scazut cu cresterea continutului de lichide ionice, in timp ce
lipaza co-imobilizatd cu [C;smim]Tf,N a avut cea mai mare activitate la un continut
de 30 g lichid ionic/100 ml TEOS (Lee si colab., 2007").

Lipazele imobilizate prin metoda sol-gel folosind doar TMOS sau TEOS fara
aditivi, Tn general au avut activitdti extrem de scidzute, asa cum au ardtat Reetz si
colab. in cazul esterificarii acidului lauric cu octanol in izooctan (Reetz, Zonta si
Simpelkamp, 1995). Prin urmare, pentru prepararea matricei hidrofobe au fost utilizati
precursorii silanici alchil-substituiti ai acestora, ceea ce a dus la cresterea activitatii
enzimei imobilizate. Cand [C;¢mim]Tf,N a fost folosit ca aditiv, activitatea hidrolitica
a lipazei imobilizate a crescut mult prin folosirea amestecului de TMOS si MeTMOS,
in comparatie cu lipaza imobilizatd doar cu TMOS. Oricum, activitatea hidroliticd a
lipazei co-imobilizate cu [C;smim]BF4 a scazut prin adaugarea MeTMOS. (Lee si
colab., 2007°).

1.3.2.5. imbunititirea proprietitilor enzimelor entrapate

1.3.2.5.1. Depunerea pe suport a enzimei entrapate

Stabilitatea termicd este esentiald pentru aplicatiile sintetice ale enzimelor.
Entraparea lipazelor in geluri hibride derivate din metiltrimetoxisilan si
tetrametoxisilan a condus la o stabilitate termica maritd. O metoda interesantd de
crestere a stabilitatii termice si a proprietatilor catalitice ale enzimelor entrapate in
sol-gel este depunerea enzimei entrapate pe un material de suport (Guisan, 2005;
Sheldon, 2007). Adsorbtia enzimelor pe suporturi anorganice este larg utilizata in
biocataliza. Avantajele principale ale imobilizarii prin adsorbtie sunt tehnica simpla si
activitatea initiald inaltd a enzimei imobilizate. In acelasi timp, interactiunile slabe
dintre enzima si particulele suportului duc la o scadere a activitatii enzimatice §i 0
stabilitate operationala redusa.

Metoda de entrapare si depunere a fost realizatd prin amestecarea
complexului coloidal proteind-macromer format in faza initiala de gelifiere cu
materialul de suport corespunzator, de obicei Celite 545. S-a presupus ca acest suport
a servit ca mediu dispers pentru a preveni agregarea tridimensionald a particulelor fine
de gel. Folosind suporturi poroase gelul s-a format in interiorul porilor si enzima a
fost mai limitatd in porii mai mici, conducand la o suprimare a activitatii. Folosind
Celite 545 un suport practic neporos (kieselguhr), gelul s-a format numai pe suprafata
exterioard a materialului si lipaza entrapata a prezentat activitate ridicata.
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Aceasta s-ar putea datoratd repartizarii enzimei pe suprafata specificdi mare a
suportului, ceea ce asigura un acces mai usor al substratului la centrul activ al
enzimei, scdzand astfel posibilitatea inactivarii datorate transferului de masa
(Kawakami, 1996; Kawakami si Yoshida, 1996).

® | “’
Y C ¢

Entrapare Adsorbtie Entrapare + adsorbtie

Figura 1.6. Reprezentarea schematicaA a metodelor de imobilizare prin
entrapare, adsorbtie §i entrapare combinata cu adsorbtie

Au fost realizate numeroase studii privind aceastd metodd de entrapare
combinati cu adsorbtie. In cazul lipazei Candida cylindracea entrapati in geluri
hibride (derivate din amestecuri echimolare de MeTMOS, PrTMOS sau TMeMOS si
TMOS) depuse pe suprafata exterioard a particulelor de pamant de diatomee
(kieselguhr), cum este Celite 545, s-a observat o crestere importantd a stabilitatii
termice. Enzima imobilizatd prin metoda combinatd a fost testatd in reactia de
esterificare a alcoolului izoamilic cu acidul butiric in n-decan unde s-a dovedit a fi de
100 si respectiv de 200 de ori mai termostabila la 95°C, decat aceeasi enzima
imobilizata doar prin simpla depunere pe Celite 545 (Kawakami si Yoshida, 1996).

Intr-un alt studiu, lipaza din Candida rugosa a fost imobilizata prin entrapare
in sol-gel cu TMOS si diversi alchil-trimetoxisilani (MeTMOS, EtTMOS, PrTMOS,
BuTMOS, i-BuTMOS, HexTMOS, HexdITMOS, OcdlITMOS, DMDMOS,
TMeMOS) la raport molar de 1:1 combinatd cu depunere pe Celite 545. Preparatele
obtinute au fost testate 1n reactia de esterificare a (£)-mentolului cu acid butiric in n-
decan la 35°C si 75°C. La ambele temperaturi, s-a observat o crestere a activitatii de
esterificare a preparatelor imobilizate odata cu cresterea lungimii lantului grupei alchil
si a numarului de grupe metil din silanul precursor. Rezultatele cele mai bune au fost
obtinute atunci cand s-au folosit ca si silani precursori TMOS si HexTMOS sau
DMDMOS. In ceea ce priveste enantioselectivitatea preparatelor de lipaza
imobilizata, la 35°C nu s-au observat diferente semnificative. Spre deosebire de
acestea la 75°C a avut loc o crestere a raportului enantiomeric odatd cu cregterea
lungimii lantului grupei alchil si a numarului de grupe metil din silanul precursor
(Furukawa si Kawakami, 1998).
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1.3.2.5.2. Bioimprimarea cu analogi de substrat

Bioimprimarea reprezintd un mod promitdtor de a imbunatatii proprietatile
enzimelor in medii neapoase. Prin acest proces, enzima este adusa in conformatia
deschisa cu ajutorul moleculelor utilizate pentru bioimprimare (compusi amfifilici,
analogi de substrat etc.), apoi enzima este prinsd in aceastd conformatie prin
imobilizare (Gonzalez-Navarro si Braco, 1997). Ezimele bioimprimate prezinta in
medii anhidre o rigiditate conformationald imbunatatita si o vitezad de reactie marita
(Mingarro, Abad si Braco, 1995; Cao si colab., 2009).

O Tmbunatitire a activitatii enzimatice a lipazei din Candida rugosa
imobilizate prin entrapare in sol-gel combinatd cu adsorbtie, a fost obtinutd prin
bioimprimare cu analogi de substrat: etanol, propanol, butanol, alcool amilic, hexanol,
heptanol, octanol, alcool benzilic, ciclohexanol si (-)-mentol. Amestecarea cu
compusul sablon a fost efectuatd dupa obtinerea gelului si inainte de a introduce
suportul solid (Celite 545). A fost observatd o crestere a activitdtii preparatelor in
reactia de esterificare a (+) mentolului cu acid butiric, odatd cu cresterea lantului
alchil al alcoolilor folositi ca si substrat sablon la pretratament. Aceeasi tendinta a fost
remarcatd si in cazul utilizarii de alcooli avand structurd ciclica, (-)-mentolul si
ciclohexanolul dand cele mai bune rezultate (Furukawa si colab., 2001). S-a presupus
cd aceastd imbunatitire a fost determinatd de modificarea micromediului din
vecindtatea centrului activ datorita interactiunii hidrofobe dintre analogii de substrat si
moleculele de lipaza. In plus, acest pretratament a indus cresterea afinitatii dintre
centrul activ al lipazei si moleculele de substrat (Furukawa si colab., 2001; Furukawa
si colab., 2002).

Utilizarea substraturilor sablon hidrofobe ca R-(-)-2-octanol, S-(+)-2-octanol si
S-(-)-B-citronelol pentru bioimprimarea lipazei din Rhizopus javanicus a dus la
cresteri selective ale activitatii In reactia de esterificare a glicidolului racemic cu acid
n-butiric. Lipaza a fost entrapatd in sol-gel cu silani precursori BuTMOS:TMOS in
raport molar de 4:1, pretratata cu analogi de substrat si apoi depusa pe Celite 545.
Pretratamentul cu un substrat sablon in forma enantiomerului R a indus activarea
selectivdi a reactiei de esterificare a R-(+)-glicidolului cu acid butiric, iar
pretratamentul cu un substrat sablon in forma enantiomerului S a activat selectiv
esterificarea S-(-)-glicidolului.

Pretratamentul cu molecule hidrofobe duce la bioimprimarea eficienta a
lipazei imobilizate. Acest lucru este foarte important, intrucat un mare numar de
aplicatii a catalizei enzimatice au ca scop obtinerea de compusi optic activi (Furukawa
si colab., 2002).

Bioimprimarea cu analogi de substrat (acizi grasi) a lipazei din Burkholderia
cepacia in cursul procesului de imobilizare in sol-gel a dus la Tmbunatatirea activitatii
in reactia de esterificare a acidului lauric cu dodecanol in izooctan. Activitatea
specifica a preparatului bioimprimat a fost de 48 de ori mai mare decat a lipazei
native si de 2,5 ori mai mare decat a preparatului netratat. De asemenea, preparatul
bioimprimat a prezentat o mai bunad stabilitate termica, cu pastrarea activitatii dupa ce
a fost incubat la 60°C pentru 12 ore. Acest studiu a oferit o cale eficientd de a
imbunatatii performantele lipazei din Burkholderia cepacia, un biocatalizator frecvent
folosit 1n aplicatii biotehnologice in medii neapoase, prin bioimprimare cu analogi de
substrat in procesul de imobilizare in sol-gel (Cao si colab., 2009). in mod particular,
bioimprimarea lipazelor mareste aplicarea lor in domenii promitatoare cum sunt cel
oleochimic, farmaceutic si bioenergetic (Gonzalez-Navarro si Braco, 1997; Yilmaz,
2003; Forestia, Alimentib si Ferreira, 2005; Cao si colab., 2009).
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1.3.2.5.3. Tratament cu solventi organici

S-a raportat in literatura ca activitatea enzimatica a enzimelor native poate fi
solventi organici polari cum sunt 2-propanolul sau acetona (Goto si colab., 2003;
Kim, Lee si Chung, 2000) sau direct, in solventi organici puri (Matsumoto, Kida si
Kondo, 2001).

In cazul enzimelor imobilizate, Chang si Hu au aritat ci uscarea enzimelor
proaspat imobilizate in prezenta 2-propanolului a Tmbunatatit semnificativ activitatea
si enantioselectivitatea acestora (Chang si Hu, 2005). Imbunatatirea proprietatilor
enzimelor prin tratament cu solventi organici este in general atribuitd modificarilor
conformationale ale enzimei.

Lipazele din Candida rugoza, Mucor javanicus si Rhizopus oryzae imobilizate
prin adsorbtie pe Amberlite XAD-7 au fost tratate cu 2-pentanol timp de 2 ore la 25°C
acidului lauric cu 1-propanol de 1,6-3,4 ori mai mari decét in cazul preparatelor fara
tratament cu solvent organic. Pe langd 2-propanol, au fost de asemenea utilizati
acetond, l-propanol si acetat de etil pentru tratarea lipazei din Muchor javanicus
imobilizata prin adsorbtie pe Amberlite XAD-7. Cei mai buni dintre solventii organici
folositi s-au dovedit a fi 2-propanolul §i acetona. Preparatul enzimatic obtinut prin
tratare cu acetona timp de o ord si-a pastrat 70% din activitatea initiala cand a fost
mentinut in izooctan timp de 120 de ore la 25°C, spre deosebire de preparatul
enzimatic fard tratament care si-a pastrat doar 50% din activitatea initiala.
Imbunitatirea activitatii si stabilitatii enzimelor testate, ca rezultat al pretratamentului
cu solventi polari, au fost in principal atribuite modificarilor conformationale a
structurii enzimelor din forma inactivd “Inchisd” in cea activd “deschisa” (Wu si
colab., 2007).
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1.3.2.6. Aplicatii ale biocatalizatorilor entrapati in sol-gel

Incapsularea compusilor avand functiune biologici, de exemplu proteine,
enzime, anticorpi, antigeni, acizi polinucleici si celule vii in materiale de sol-gel a dus
la numeroase aplicatii. Cele mai cunoscute includ: obtinerea de biosenzori electronici
si optici, utilizarea in cromatografia de bioafinitate, extractia In faza solida, agenti
pentru eliberare controlata, biofizica si biocataliza. Dintre acestea se evidentiaza doua
aplicatii majore:

= biosenzori optici si electrochimici

= Dbiocatalizatori imobilizati

1.3.2.6.1. Biosenzori optici si electrochimici

Biosenzorii sunt in prezent subiectul unor cercetdri intense in scopul
dezvoltarii de aplicatii Tn numeroase domenii. Flexibilitatea in fabricarea polimerilor
constructia unei game variate de biosenzori in fazd gazoasa si lichida (Dave si colab.,
1994; Lin si Brown, 1997), care pot fi folositi pentru determinarea concentratiei in
solutii a analitilor medicali si de mediu, incluzand glucoza, colesterol, uree,
acetilcolina, lactat, alcooli etc. (Jil si Ballesteros, 2000; Kumar si colab., 2003; Gupta
si Chaudhury, 2007).

1.3.2.6.2. Aplicatii biocatalitice

A doua aplicatie importantd, care s-a dezvoltat mai incet, dar de mare
perspectiva este aceea a biocatalizatorilor imobilizati prin entrapare in sol-gel
(Tabelul 1.11). Lucrarile initiale in aceast domeniu s-au limitat doar la incapsularea
hidrolazelor ca tripsina si fosfataza acida si pana in 1995 au fost descrise doar putine
aplicatii sintetice. Reetz si colab., prin studiile lor asupra Incapsularii lipazelor in sol-
geluri compozite de tip Ormosil, au fost primii care au stabilit utilitatea practica a
biocatalizatorilor imobilizati prin sol-gel (Reetz, Zonta si Simpelkamp, 1995).

Activitatea maxima a multor lipaze, fosfolipaze si cutinaze necesitd mutarea
unui asa-numit ,,capac”, care in urma contactului cu o interfatd hidrofoba deplaseaza
un segment al structurii tertiare, expunand total centrul de legare si astfel activand
enzima fatd de substratul ei (Gerstein, Lesk si Chothia, 1994). Presupunand ca ar fi
posibila folosirea de Ormosil-uri hidrofobe pentru a incapsula si activa lipazele, Reetz
si colab. au ardtat ca o varietate de lipaze pot fi atit activate cat si entrapate in
poli(alchilsiloxani) separati ca microfaze, in sol-geluri hibride de poli(alchilsiloxani)-
poli(dimetilsiloxani) si in amestecuri Ormosil-magnetite (Reetz, Zonta si
Simpelkamp, 1995; Reetz, Zonta si Simpelkamp, 1996; Reetz, 1997; Reetz si
colab.,1998; Reetz, Wenkel si Avnir, 2000). De atunci, alte grupuri de cercettori au
extins aceastd metodologie pentru obtinerea de Ormosil-uri functionale, hibride, cu
umpluturd sau cu retele de iIntrepatrundere, utilizate pentru imobilizarea lipazelor,
fosfolipazelor si cutinazelor. De asemenea o serie de esteraze, serin-, cistein- §i
metaloproteaze, a- si B-glicozidaze, fosfataze acide si alcaline, fosfolipaze si hidrolaze
organo-fosforice au fost cu succes entrapate in hidrogeluri si xerogeluri si utilizate ca
biocatalizatori la sinteze de peptide, glicozide, oligozaharide, lipide bioactive (Gill,
2001).
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Reactiile in medii apoase, apoase-organice si in solventi organici in care au
fost folositi biocatalizatorii astfel imobilizati au fost de hidroliza regio-, chemo-, si
enantioselective, esterificare si transesterificare a acizilor carboxilici, a alcoolilor si
esterilor, cat si de acilare a aminelor.

Tabelul 1.11 . Exemple de biocatalizatori incapsulati in sol-gel

Enzima sau celula

fncapsulati Tipul matricei sol-gel Aplicatii Referinta
Lipaza din Candida Poli(alchilsiloxan) Hidrqliza o Jil si
rugosa enantioselectiva a Ballesteros,
esterilor 1998; Reetz,
Lipaza fiin Candida Poli(alchilsiloxan)-SiO, Esteri.ﬁcéri o anta si
antarctica enantioselective in Simpelkamp,
Poli(alchilsiloxan)- solventi organici 1995; Reetz,
D ... |poli(3- Acilari Zonta si
Lipaza din Mucor miehei aminopropilsiloxan)- enantioselective ale Simpelkamp,
SiO, aminelor 1996; Reetz si

Lipaza din Burkholderia

colab., 1997;

cepacia Kuncova si
iva7% di Sivel, 1997;
;;%ﬁf;‘;sp seudomonas | picalchilsiloxan)-Fe;0, Gill s
Lipazi din pancreas de Ballesteros,
porc 1996
Tripsina Si0, Hidroliza amidelor de | Shtelzer si
aminoacizi colab., 1992
Sinteza Jil si
a-Chimotripsina Si0O, oligopeptidelor si Ballesteros,
esterilor de peptide 1998
Jil si
e ) . Sinteza dipeptidelor si | Ballesteros,
Subtilizina Si0,; ZrO,- Si0, oligopep tiIZlelljor 3 1998: Ariga si
colab.,1996
Sinteza alchil- si Jil si
a-Galactozidaza Si0, hidroxialchil Ballesteros,
a-galactozidelor 1998
Oxinitrilazd din Siloxane polifunctional- H1dr901anareg . Jil'si
Pseudomonas amygdalus poli(metilsiloxan)’-SiOz enan‘qoselectlva ale Ballesteros,
aldehidelor 1998
Oxidarea enantio- si | Jil si
Poli(metilsiloxan)-SiO, |regioselectivi a Ballesteros,

Lipoxigenaza, tipul I

Alginat-SiO,

acizilor grasi

1998; Wu, Lin

polinesaturati si Chan, 1994
o Siloxane polifunctional- | Sinteza derivatilor Jil si
Tirozinaza . ’ ’ Ballesteros,
SiO, L-DOPA
1998
Polimerizarea Jil'si
Peroxidaza din hrean SiO, S . Ballesteros,
S-oxidativa a fenolilor 1998
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. . S-Oxidarea Obert si Dave,
Peroxidaza 810, dibenzotiofenei 1999
. . Oxidarea Jil si
A.ICOOI dehidrogenazi Poli(metilsiloxan)-SiO, | enantioselectiva ale Ballesteros,
din ficat de cal .
alcoolilor 1998
. Producerea Jil si
SIO2 ce
R ) fermentativa a Ballesteros,
Celule intregi de .
. o etanolului 1998, 114
Saccharomyces Poli(metilsiloxan)-
. e Reducerea
cerevisiae poli(dimetilsiloxan)- . .
SiO enantioselectiva a
’ 3-oxobutanoatului
Celule intregi de Si0 Indepartarea reductiva | Campostrini si
Acinetobacter johnsonii 2 a nitratilor colab., 1996

1.3.2.7. Biocataliza in mediu de solventi organici

Un exemplu important de enzime imobilizate utilizare pentru biocataliza
selectiva este lipazele imobilizate in materiale hidrofobe de sol-gel, derivate dintr-un
amestec de precursori alchilsilanici de tipul RSi(OCHj3)3 51 Si(OCH3)a.

Lipazele entrapate in sol-gel sunt biocatalizatori excelenti Intr-o varietate de
biotransformari organice sintetice cum ar fi: reactii enantioselective de hidroliza,
esterificare si transesterificare In medii apoase-organice, solventi organici, lichide
ionice sau dioxid de carbon supercritic (Reetz, Wenkel si Avnir, 2000; Chen si Lin,
2003, Guisan, 2006).

1. Hidroliza
O

, 0
. L+ o lipaza J+ ronm

i OR, R “OH

2. Esterificare
O OH

Rl)]\OH TR A

7 Rs R 0" Rg

3. Transesterificare

a) alcooliza

0] OH : (0] Ry
lipaza
+ —_— + R,OH
Rl)j\ORz R3)\R4 Rl)j\o)\R4 2
b) acidoliza
N GRS S 1
+ —
R7” TOR, Ry “OH Ry TOR, R “OH

¢) interesterificare

)(l)\ )(])\ lipaza )Oj\ )O]\
Rj OR, ! R; OR4 Ry OR,4 ! Rj OR,
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Lipazele pot fi utilizate pentru sinteza esterilor din acizi carboxilici si alcooli,
iar pentru a deplasa echilibrul spre formarea esterului apa trebuie indepartata din
sistem folosind site moleculare sau vid. Reactiile de transesterificare trebuie realizate
in mediu anhidru si pot fi Impartite n alcooliza, acidoliza si interesterificare. Dintre
acestea, esterificarea si alcooliza utilizeaza amestecuri racemice de alcooli fiind
frecvent folosite in biocataliza cu lipaze pentru obtinerea alcoolilor enantiomeric puri.
In vederea obtinerii de enantioselectivitati ridicate in procesele de rezolutie cinetica
sunt necesare conditii ce favorizeaza reactii rapide si ireversibile. Puritatea optica a
produsului obtinut si a substratului rdmas netransformat in rezolutii cinetice
biocatalitice scade pe masura ce reactia inversa inainteaza, datoritd naturii reversibile
a esterificarii si interesterificarii precum si enantioselectivititii identice a
catalizatorului in ambele directii. Pentru a depasi aceste probleme au fost folosite mai
procesului, desi viteza de reactie scazutd ramane un obstacol in astfel de reactii.

In procesele de transesterificare cei mai utilizati sunt esterii enolici (esterul
vinilic sau izopropenilic), deoarece alcoolul vinilic format se transforma printr-o
tautomerizare ceto-enolicad in compusul carbonilic corespunzitor (acetaldehida sau
acetond), facand reactia practic ireversibild si mult mai rapidd in comparatie cu
reactiile Tn care se folosesc acizi carboxilici sau esteri simpli ca acetatul de etil. Sensul
reactiei este dependent si de mediul de reactie folosit (apos sau organic). Recent,
utilizarea lipazelor in medii neapoase s-a extins la fluide supercritice (Matsuda si
colab., 2005) si lichide ionice (Freemantle, 2004), care reprezinta noi clase de solventi
ce pot fi personalizati pentru o anumita aplicatie. Utilizarea acestor solventi reduce
cantitatea de produsi secundari volatili, ceea ce este un pas important in protectia
mediului (Ghanem, 2007).

In cercetarile initiale, Reetz si colaboratorii au folosit tehnica de entrapare in
sol-gel, ce implica reactia de hidroliza Tn mediu acid sau bazic a tetraalcoxisilanilor de
forma Si(OR)4, pentru a imobiliza o serie de lipaze. Preparatele obtinute cu lipaza din
Burkholderia cepacia (Amano PS) au prezentat, in reactia de esterificare a acidului
lauric cu n-octanol 1n izooctan (Schema 1.5), activititi enzimatice relative
dezamagitor de mici, mai putin de 5% din activitatea enzimei native.

O
//\v/\\/ﬁ\v/\»/ﬂ\/J\OH + N0l
lipaza (0]
—>(sol-gel) /\/\/\/\/\)j\
ocgty, T MO
Schema 1.5.

S-a presupus cd matricea de SiO, ar putea fi prea polara si din acest motiv
pentru imobilizare s-a folosit In continuare un amestec de Si(OCHj3)4 si alchilsilani de
tipul RSi(OCH3); sau polidimetilsiloxan (PDMS), cu grupari R-alchil nehidrolizabile
(R= CHs, CyHs, n-C3H7, n-C4Ho, 1-C4Ho), ceea ce a facilitat un tip de activare la
interfatd a lipazei entrapate. De asemenea, procesul sol-gel a fost realizat in cataliza
bazica, folosind NaF ca si catalizator, ceea ce a determinat formarea unei matrici
hidrofobe cu pori mari. S-a obtinut o crestere a activitatii relative a lipazei 1n reactia
studiatd de 200 pand la 800%. In cele mai multe cazuri raportul optim al silanilor
precursori RSi(OCHj3)3 si Si(OCH3)4 s-a dovedit a fi de 5:1 (Reetz M. T., Zonta A.,
Simpelkamp, 1996).
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Lipazele entrapate in sol-gel sunt foarte stabile si pot fi pastrate la temperatura
camerei cateva luni fard o pierdere semnificativa a activitatii. De exemplu, lipaza din
Burkholderia cepacia imobilizatd in sol-gel cu MeTMOS sau MeTMOS si PDMS a
fost utilizata in mod repetat in reactia de esterificare a acidului lauric cu n-octanol in
izooctan (Schema 1.5). Dupa ce a stat in amestecul de reactie timp de 23 de ore la
30°C preparatul enzimatic a fost recuperat prin filtrare, spalat cu izooctan sau pentan
si reintrodus 1n reactor, iar in plus la fiecare a 5-a reutilizare a fost spalat cu acetona.
Dupa o usoard scadere a activitatii, probabil datoritd pierderii lipazei de la suprafata
gelului, activitatea enzimatica a ramas constantd la 80-85% din valoarea initiala,
pentru cel putin 30 de cicluri de reutilizare (Reetz M. T., Zonta A., Simpelkamp,
1996).

Intr-un alt studiu s-a demonstrat ci lipaza din Rhizomucor miehei entrapati in
sol-gel cu MeTMOS sau MeTMOS si PDMS si-a pastrat 91% din activitatea initiala
dupa depozitare timp de 3 luni in mediu apos. In comparatie cu acest preparat, aceeasi
lipaza imobilizata doar prin adsorbtie pe rasini schimbatoare de ioni (Lipozyme IM™)
si-a mentinut doar 6% din activitatea initiald (Reetz M. T., Zonta A., Simpelkamp,
1996).

Progrese semnificative au fost facute odata cu obtinerea unei noi generatii de
lipaze imobilizate in sol-gel, ce presupune alegerea grupei alchil optime din silanul
precursor RSi(OCH3); precum si utilizarea aditivilor (18-coroana-6, Tween-80,
ciclodextrine, izopropanol si/sau KCI) (Reetz si colab., 2003). Aceasta a deschis calea
catalizatorilor eterogeni, mai activi §i care prezinta o stabilitate termicd si mecanica
ridicatd, ceea ce face posibila reciclarea lor. Nouad lipaze de diferite proveninete (din
Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia, Mucor miehei, Aspergillus niger,
Candida antarctica B, Candida rugosa (tipul VII), Candida rugosa (L-3),
Thermomyces lanuginosa, Penicillium roqueforti ) au fost imobilizate prin entrapare
in sol-gel, toate prezentand proprietiti catalitice imbunatitite. In unele cazuri a fost
realizatd si dubla imobilizare prin combinarea metodei de entrapare in sol-gel cu
adsorbtia pe un suport solid (SIRAN sau Celite), ce a dus la Tmbunatatirea activitatii
imbunatatit si enantioselectivitatea in reactia de rezolutie cineticd a 2-octanolului
racemic (Tabelul 1.12 si Schema 1.6 ) (Reetz si colab., 2003).

lipaza
//’"\\v/”\\\//’~‘\§/” n :§§t/’()\11/’/ (sol-gel) NN
—_— H
OH 0 - CH;CHO O\n/ OH
o
(R)-ester (S)-alcool
Schema 1.6.
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Tabelul 1.12. Rezolutia cinetica a 2-octanolului racemic cu acetat de vinil in
izooctan, catalizata de lipazele din Candida antarctica B (Cal-B), Burkholderia
cepacia (BcL) si Pseudomonas fluorescens (PfL) native si Incapsulate in sol-gel cu
iBuTMOS:TMOS in raport molar de 5:1, cu sau fara aditiv.

. . . ‘o Activitate
Tipul lipazei Aditiv relativi E
Cal.-B (nativa) - 1 70,1
Cal.-B (sol-gel) - 4,2 > 100
Cal.-B (sol-gel) 18-coroana-6 5,1 > 100
BcL (nativa) - 1 4,4
BcL (sol-gel) - 5,6 4,1
BcL (sol-gel) 18-coroana-6 18,8 4,0
BcL (sol-gel) Tween-80 18,3 4,5
PfL (nativa) - 1 2,2
PfL (sol-gel) - 3,2 3,3
PfL (sol-gel) 18-coroana-6 18,4 6,0

Din (Tabelul 1.12) se poate observa ca dintre cele 3 lipaze testate, Cal.-B este
de departe cea mai activa si enantioselectiva. Celelalte doud lipaze prezinta valori
mici ale enantioselectivitatii, dar se poate observa o imbunatatire a activitatii.

Preparatele de Cal-B au fost folosite si intr-un studiu de reutilizare in reactia
de acilare a 2-octanolului racemic cu acetat de vinil n izooctan. Indicele enantiomeric
al preparatelor de lipaza entrapate in sol-gel s-a mentinut la o valoare de peste 100 in
toate cele 20 de reutilizari. Mai mult decat atat, dupd 20 de cicluri de reactie
preparatele imobilizate si-au mentinut 70% din activitatea initiala, in timp ce Cal-B
nativa doar 40%.

Un alt experiment similar a fost realizat la scald preparativa, unde 250 mg
preparat de lipaza din Cal-B entrapata in sol-gel a fost suficientd pentru a transforma
10 g de substrat ( (R,S)-2-naftil-2-etanol) (Schema 1.7) (Reetz si colab., 2003).

(0]
lipaza din
OH )OJ\ Candida antarctica B O)J\ %)H
N /\O (sol-gel) . .
- CH;CHO
(R)-ester (S)-alcool
Schema 1.7.

Kato si colaboratorii au realizat imobilizarea lipazelor din Candida antarctica
SP 525 (SP 525), Burkholderia cepacia (Amano PS) si Pseudomonas fluorescens
(Amano AK) prin entrapare in sol-gel folosind ca si silan precursor viniltrietoxisilanul
(VTEOS). Preparatul SP 525 entrapat in VTEOS a prezentat in reactia de hidrolizd a
acetatului de 2-octil racemic (Schema 1.8) o activitate cu 15-20% mai mare decét
preparatul obtinut cu aceeasi lipaza entrapatd intr-un amestec de PrTMOS si TMOS
de 5:1. Acest lucru s-a datorat, cel mai probabil, gelifierii mai lente care nu mai
necesita racirea amestecului pentru compensarea efectului exoterm.
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De asemenea, preparatele entrapate cu VTEOS au fost investigate si din punct
de vedere al stabilitatii termice pe intervalul de temperatura 30-90°C in reactia de
hidroliza a acetatului de 2-octil racemic (Schema 1.8). Astfel, preparatul SP 525 si-a
mentinut aproximativ 70% din activitatea initiald dupd mentinerea pentru o ord la
90°C, in timp ce lipaza nativa si-a pastrat doar 5%. In plus, preparatul SP 525 a fost
reutilizat de cel putin 10 ori in reactia de hidrolizd a acetatului de 2-octil, cu
mentinerea activitatii hidrolitice la 86% din cea initiald (Kato si colab., 2002).

lipaza HO.
/\/\/\é/ + Hz (6] (S ol- g el) /\/\/Y + + \n/
O\n/ OH \n/ (¢}

O (R)-alcool (S)-ester 0

Ol

Schema 1.8.
Hidroliza acetatului de 4-nitrofenil (Schema 1.9) a fost catalizata de lipaza din
Burkholderia cepacia entrapata cu PDMS si MeTMOS in raport molar de 1:3,
obtinandu-se o crestere a activitatii relative de 200-250% (Reetz, 1997).

lipaza din
Burkholderia cepacia

OZ( (sol-gel)
(0) NO, + H,O » (CH;—COOH + HO NO,

Schema 1.9.

Reactia de acilare a 1-feniletilaminei cu acetatul de etil decurge foarte incet,
dar specialistii de la BASF au descoperit ca utilizarea ca si agent de acilare a esterului
etilic al acidului metoxiacetic duce la o accelerare spectaculoasa a reactiei (Schema
1.10). La folosirea lipazei din Burkholderia plantarii ca si catalizator, (R)-amida a
fost obtinutd cu o puritate enantiomerica e.e.=93% la o conversie de 52%, in timp ce
(S)-amina a fost izolatd in stare purd (e.e.=99%) (Balkenhohl si colab., 1997).
Valoarea raportului enantiomeric E a fost >100. Preparatul imobilizat obtinut prin
adsorbtie pe Amberlite XAD7a fost reutilizat in reactie de 10 ori cu pastrarea a 80%
din activitatea initiald, rezultate ce au dus la intentia BASF de a produce (S)-amina la
o scala de 1000 tone/an (Gotor, 2000).

NH, HNJ\/O\ NH,

0 =
lipaza 2
[::ri\ 4 //\O)L\/O\ - e [::rl\ n [::rA\

(R)-amida (S)-amina
Schema 1.10.
Reetz si colaboratorii au studiat aceeasi reactie (Schema 1.10) Insa cu lipaza
din Candida antarctica B. Au observat ca atat lipaza nativa cat si cea imobilizatd in

sol-gel avand ca silani precursori iBuTMOS/TMOS, cu sau fara aditiv (18-coroana-6),
sunt catalizatori excelenti, conversia de 50% fiind atinsa dupd 29 de ore, iar valoarea
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raportului enantiomeric E a fost > 100. Aceasta ITnseamna ca reactia s-a oprit atunci
cand (R)-amina a fost consumata, ceea ce este ideal.

Dintre tipurile de catalizatori studiati, preparatul entrapat in sol-gel cu adaos
de aditiv eterul coroand 18-coroana-6 s-a dovedit a fi cel mai activ. Acesta a fost
evaluat si intr-un studiu de reutilizare, observandu-se o buna stabilitate in ceea ce
priveste activitatea si enantioselectivitatea sa dupa 5 reutilizari (Reetz, 2003).

Chen si Lin au testat diferite preparate obtinute prin imobilizarea lipazei din
Candida rugoza in sol-geluri pe bazd de TMOS si alchiltrimetoxilani, in reactia de
esterificare dintre acidul butiric cu etanol in n-hexan (Schema 1.11). Conditiile optime
pentru imobilizarea lipazei au fost silanii precursori PrTMOS si TMOS la un raport
molar de 4:1, raport molar apa/silan=24, incarcare cu enzima 6,25% si utilizare ca
aditiv a 1 mg PVA/ g lipaza. Procentul de proteind imobilizata a fost de 95%, iar
activitatea specifica a preparatului obtinut a fost de 59 de ori mai mare decat a lipazei
native (Chen si Lin, 2003).

lipaza din
0 Candida rugosa 0
(sol-gel)
/\)I\OH + “oH > /\)j\o/\ + H,0
Schema 1.11.

Lipaza din Arthrobacter sp. (ABL) imobilizatd prin entrapare in sol-gel cu
TEOS a fost testatd in rezolutia cineticd a unor esteri aromatici derivati de 1-
feniletanol (Schema 1.12) si a unor intermediari ai medicamentului antidepresiv
fluoxetine (Schema 1.13) in solutie tampon fosfat 0,1 M de pH=7 la 25°C. Asa cum se
poate observa din (Tabelul 1.13), in ambele cazuri, rezolutia cinetica a intermediarilor
studiati catalizatd de lipaza ABL a dus la obtinerea (R)-alcoolului cu puritate optica
e..=99% si valori ridicate ale raportului enantiomeric E=646 si 473.

(0]
J A

lipaza din z
0 Arthrobacter sp. O O
4 +  H0 - ( + < + RCOOH
O O O

Q
=
o
jasi
| @)

(R)-alcool (S)-ester
R= -CH3, -CH2CH3, -CH2CH2CH3
Schema 1.12.
By X
07 R ‘ ‘ OH 07 "R
COOEt ppaza din COOEt A COOEt
rthrobacter sp.
+ H,0 > + @A/ + RCOOH
(R)-alcool (S)-ester
R= -CH3, -CH2CH3, -CH2CH2CH3
Schema 1.13.
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Tabelul 1.13. Rezolutia cineticd a unor intermediari catalizati de lipaza din
Arthrobacter sp. (ABL) nativa sau entrapata in sol-gel.

. Timp d ¢ Conversia e.c.
Substratul Enzima | reactie R (%) produs E
(ore) ° (%)
0 ABL CH; 30 96 73
g | nativa 6 [ CuHs 46 94 79
C;H; 49 94 100
<Oj©A ABL CH, 30 99 302
0 sol-gel 6 C,H; 34 99 331
C;H; 48 99 646
0 ABL CH; 29 94 47
N nativa 21 [GH;s 33 93 43
COOEL C;H; 35 93 45
ABL CH; 29 99 296
sol-gel 21 C,Hs 44 99 473
C;H; 44 99 473

S-a studiat si stabilitatea lipazei din Arthrobacter sp. (ABL) entrapata in sol-
gel 1n diversi solventi organici. Astfel, n hexan dupa o ora de incubare si-a mentinut
integral activitatea, dupd 6 ore si-a pastrat 90% din activitatea initiald, dupa 12 ore
85%, iar dupa 24 de ore 80%. In toluen, dupa 6 ore si-a pastrat 80% din activitate,
dupa 12 ore 75%, iar dupa 48 de ore 65%. In cloroform, dupa 48 de ore si-a mentinut
20% din activitatea initiala.

La reutilizarea preparatului de ABL entrapat, acesta si-a mentinut activitatea
reziduala la 78-83% pe parcursul a 12 reutilizari a cate 30 de minute fiecare (Chaubey
si colab., 2006).

1.3.2.8. Biocataliza in mediu de lichide ionice

Reactiile enzimatice in lichide ionice reprezintd o alternativa promitatoare
pentru solventii organici, in domeniul de cercetare al biocatalizei Tn medii
neconventionale. Solventii organici sunt de obicei lichide volatile, care se evapora in
atmosferd cu efecte negative asupra mediului si a sandtdtii umane. Prin urmare, este
nevoie sd se gaseasca noi alternative pentru mediile de reactie utilizate in
biotransformarile catalizate de enzime (van Rantwijk, Madeira-Lau si Sheldon, 2003,
Guisan, 2006).

Spre deosebire de solventii organici obisnuiti, lichidele ionice pot fi “croite”
pe o anumitd aplicatie prin simpla modificare a cationului sau a anionului,
demonstrand astfel un potential extraordinar pentru biocataliza enzimatica in mediu
neapos. (Park si Kazlauskas, 2003). Folosirea lichidelor ionice ca mediu de reactie
pentru sintezele organice este bine documentatd (Wasserscheid si Keim, 2000;
Sheldon, 2001; Wasserscheid si Welton, 2002; Kragl, Eckstein si Kaftzik, 2002; van
Rantwijk, Madeira-Lau si Sheldon, 2003; Park si Kazlauskas, 2003; De los Rios si
colab., 2007) si sinteza lor a fost publicatd in numeroase review-uri (Welton, 1999;
Wasserscheid si Keim, 2000; Wasserscheid si Welton, 2003; Yang si Pan, 2005;
Bogel-Lukasik, 2007).
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Biocataliza in lichide ionice a fost luatd in considerare doar de cativa ani,
prima lucrare in acest sens a fost publicatd in anul 2000 (Erbeldinger, Mesiano si
Russel, 2000) si tot atunci a aparut si prima lucrare de biocataliza cu lipaze (Lau si
colab., 2000).

Principalele lichide ionice care se utilizeaza sunt alcdtuite dintr-un cation
organic de tip (1,3-dialchilimidazol, N-alchilpiridiniu, tatraalchilamoniu sau
tetraalchilfosfoniu) si un anion necoordinativ (BF4", PF¢, SbFs, CH;COO", CF5CO,
CF;COQ’, CF3;S80s5 si (CF3S0,),N"). Lichidele ionice au vascozitate ridicata, presiune
de vapori neglijabild, o excelenta stabilitate termicd (pana la 300°C in multe cazuri),
posibilitatea de a dizolva o mare varietate de solventi organici si anorganici, incluzand
gaze (H,O, CO,, CO), sunt neinflamabile §i prezintd o buna conductivitate electrica.
Pe langd aceste proprietdti, polaritatea, hidrofilicitatea/hidrofobicitatea si solubilitatea
lor in solventii organici pot fi modificate prin alegerea cationului §i a anionului
adecvat (Tabelul 1.14).

Lichidele ionice pot fi astfel croite pentru a fi miscibile sau nemiscibile cu apa
sau unii solventi organici (hexan, benzen, eter, i-PrOH, etc.), devenind astfel utile n
recuperarea produsilor din amestecul de reactie (Poole, 2004).

Tabelul 1.14. Proprietétile fizice ale unor lichide ionice (Guisan, 2006)

Cation | Anion Liopire l?:nZs(it‘?ée V?:c;(lzit(if‘te ponbitae
°O) (e/ml) (cSt) H,0 | CH5CN | iPrOH | Hexan | Toluen

Mmim | MeSO, - 1,33 70

Emim | BF,4 15 1,34 113 + + - - -
Bmim | BF4 -71 1,21 120 + + - - -
Hmim | BF,4 -82 1,15 195 + + + - -
Emim | PFq 60 Solid Solid + + - - -
Bmim | PFq 12 1,38 281 - + - - -
Hmim | PFq -74 1,29 548 - + - - -
Emim | NT% -3 1,52 145 - + - - -
Bmim | NTf, -16 1,43 256 - + - - -

+ tolal miscibil; - nemiscibil; + partial miscibil

Vascozitatea ridicata este o proprietate inerentd a lichidelor ionice datorata
fortelor intermoleculare puternice de tip ion-ion, dar §i interactiunilor slabe cum sunt
fortele van der Waals. Interactiunile de tip ion-ion sunt inerente in lichidele ionice,
dar prin micsorarea suprafetei moleculelor pentru reducerea interactiunilor van der
Waals se poate scadea usor vascozitatea. Similar, lichidele ionice cu grupare alchil
mai scurtd in moleculd sunt mai putin vascoase decat cele care au gruparea alchil mai
lungd. Adaugand co-solventi organici vascozitatea lichidelor ionice scade, dar odata
cu aceasta se anuleazd multe dintre avantajele utilizarii lichidelor ionice (Park si

Kazlauskas, 2003).
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Activitatea si stabilitatea enzimelor in lichide ionice

Desi solventii organici polari inactiveaza enzimele (Park si Kazlauskas, 2001;
Chin, Wheeler si Klibanov, 1994), in mod surprinzator lichidele ionice nu au un
asemenea efect, permitand astfel reactiilor catalizate de enzime sa aibd loc pe un
domeniu mai larg de polaritate al solventului. Posibilitatea de a folosi solventi cu
polaritate ridicatd face ca solubilitatea substraturilor polare (cum sunt glucoza,
maltoza sau acidul ascorbic) sd creascd rezultind viteze de reactie mai mari §i
imbunatatiri ale selectivitatii (Park si Kazlauskas, 2001; Park si colab., 2003). De
exemplu, la acilarea acidului ascorbic cu acid oleic in [2Pentmim]BF,, catalizata de
Cal-B, conversia a fost mai ridicatd (83%) In comparatie cu rezultatele tipice in
solventi organici (50%) (Park si colab., 2003). Aceastd imbunatatire rezultd din
solubilitatea mai ridicatd a acidului ascorbic in lichidul ionic. Un alt exemplu este
sinteza N-acetillactozaminei, unde prin adaosul a 25% [Mmim]MeSO, a fost
impiedicatd hidroliza produsului (N-acetillactozamina), iar randamentul a crescut de
la 30% 1n solutie tampon la 58% 1n amestec tampon-lichid ionic.

Enzimele active catalitic nu se dizolva in lichide ionice ci riman suspendate ca
o pudra. Atunci cand totusi se dizolva ele sunt inactivate; de exemplu, [Bmim]PF; a
dizolvat 3,2 mg/mL de termolizind (Erbeldinger, Mesiano si Russell, 2000), care a
fost inactivatd, dar in concentratiec mai mare, termolizina suspendatd a prezentat
activitate catalitica. Alte exemple de lichide ionice care au dizolvat si dezactivat Cal-
B sunt: [Bmim]NOs3, [Bmim]lactat sau [Emim]EtSO,. (Sheldon si colab., 2002).

Desi scala de polaritate Reichardt este un mod util de a compara solventii
organici, 0 comparatie mai detaliatd ar putea necesita parametri multipli. De exemplu,
[Bmim]PFg, [Bmim]Tf;N si [Bmim]BF, sunt similari pe scala de polaritate Reichardt,
dar difera semnificativ prin solubilitatea lor in apa: [Bmim]PFg si [Bmim]Tf;N sunt
doar usor solubile in apa (0,13% volum si respectiv 1,4% masd), in timp ce
[Bmim]BF, este complet miscibil cu apa.

Hidrolazele si oxidoreductazele isi pastreaza activitatea cand sunt suspendate
in lichide ionice. Initial cercetdrile s-au concentrat asupra hidrolazelor cum sunt
proteazele si lipazele, intrucat acestea sunt enzimele folosite cel mai mult in
biocatalizd. Mai tarziu, cercetdrile s-au extins si asupra unor oxidoreductaze ca
peroxidazele si dehidrogenazele. Se pare cd enzimele care sunt active in solventi
organici vor functiona si in lichide ionice.

Nu toate lichidele ionice sunt potrivite pentru biocatalizad. Enzimele sunt de
obicei active in lichide ionice ce contin ca anioni BF4, PF¢ si Tf,N, dar nu si in Cl,
NOs, CF3S0s, trifluoroacetat sau acetat (Kaar si colab., 2003). O posibild explicatie
pentru aceasta diferentd este bazicitatea scdzuta a legaturii de hidrogen enzima —
anion compatibil. Anionul BF, isi distribuie sarcina negativd asupra a 4 atomi de
fluor, anionul PF4 asupra a 6 atomi de fluor si Tf,N asupra a 5 atomi. Bazicitatea
scazuta a legdturii de hidrogen minimizeaza interferenta cu legdturile de hidrogen
interne ale unei enzime. Potrivit acestui concept, enzimele sunt inactive in [Bmim]Cl
(lichid la 65°C), la care bazicitatea legaturii de hidrogen este ridicatd (Anderson si
colab., 2005).

Imposibilitatea de a utiliza anioni cu bazicitatea legaturii de hidrogen ridicata
poate limita unele aplicatii. De exemplu, celuloza se dizolvd pana la 25% in
[Bmim]Cl, dar nu si in [Bmim]BF,; sau [Bmim]PFs (Swatloski si colab., 2002).
Solutia pentru rezolvarea problemei de solubilitate este formarea legaturilor de
hidrogen intre celuloza si clorurd pentru a compensa ruperea legaturilor de hidrogen
puternice din celuloza.
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Alti solventi care dizolva celuloza (clorura de litiu / solutie de N,N-dimetilacetamida)
formeaza de asemenea legaturi de hidrogen puternice cu aceasta. Este imposibil de
gasit un solvent care sa mentind atat activitatea enzimei, dar in acelasi timp sa dizolve
si celuloza.

Mai multe grupuri de cercetdtori au raportat nu numai cresterea activitatii
enzimei, dar si o crestere a stabilitatii ei In lichide ionice in comparatie cu solventii
organici (Matsuda, 2007). De exemplu, o-chimotripsina (Lozano si colab., 2001%),
CaL-B (Lozano si colab., 2001°), si esteraza din Bacillus stearothermophilus (Persson
si Bornscheuer, 2003) sunt de 17, 3 si respectiv 30 de ori mai stabile in lichide ionice
decat in solventi organici.

In unele cazuri lipazele si proteazele sunt mult mai enantioselective in lichide
ionice decat in solventi organici (Kim si colab., 2001; Schéfer si colab., 2001; Zhao si
Malhotra, 2002). In alte cazuri, nu s-a observat nici o schimbare a enantioselectivitatii
(Park si Kazlauskas, 2001; Persson si Bornscheuer, 2003) sau chiar s-a raportat o
scadere a acesteia de 1,5 pana la de 4,4 ori (Itoth si colab., 2001b).

Cum lichidele ionice nu sunt volatile, se poate utiliza vidul pentru a indeparta
produsii volatili ca alcoolul sau apa, deplasand echilibrul in sensul formarii
produsului. De exemplu, Itoh si colaboratorii au indepartat metanolul de la
transesterificarea unui alcool secundar catalizatd de Cal-B, folosind metil esterul ca
donor acil (Itoh si colab., 2001°). Similar, pervaporizarea (permeatie prin membrana si
apoi vaporizare) a fost utilizata pentru a indeparta apa formata la esterificarea acidului
2-cloropropionic cu butanol, catalizata de lipaza din Candida rugosa (Bélafi-Bako’,
Do6rmo si Gubicza, 2002).

Reactii biocatalitice cu lipaze in mediu de lichid ionic

Enzimele de divese tipuri sunt active catalitic in lichide ionice sau sisteme
bifazice apa-lichid ionic (Tabelul 1.15). Lipazele, in special, isi mentin activitatea in
mediu de lichid ionic anhidru, iar enantioselectivitatea si stabilitatea sunt adesea mai
bune decat in solventii traditionali. Proprietatile neconventionale de solvent ale
lichidelor ionice au fost exploatate la reutilizarea biocatalizatorului si recuperarea
produsului, in conditii mai avantajoase decat in sistemele clasice de solventi.

Tabelul 1.15. Exemple de reactii biocatalitice in mediu de lichid ionic (Kragl,
Eckstein si Kaftzik, 2002)

Biocatalizator Lichid ionic Reactia Referinta
Termolizina [Bmim]PFs Sinteza Z-aspartamului Erbeldinger,
Mesiano si
Russel, 2000
a-Chimitripsina [Omim]PF Transesterificarea Laszlo si
[Bmim]PFg esterului etilic al N- Compton, 2001
acetil-L-fenilalaninei cu
1-propanol
[Emim]|BF,4 Transesterificarea N- Lozano si colab.,
[Bmim]PFg acetil-L- 2001°
[Bmim]BF, tirozinetilesterului cu 1-
propanol
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Alcool [Bmim]Tf,N Reducerea Eckstein si
dehidrogenaza enantioselectiva a 2- colab., 2004
octanonei
Esteraza din [Bmim]PF¢ Transesterificare Persson si
Bacillus Bornscheuer,
stearothermophilus 2003
B-galactozidaze [Mmim]MeSO4- | Sinteza N- Kaftzik,
H,0 (25:75) acetillactozaminei Wasserscheid si
Kragl, 2002
Peroxidaze [Bmim]PF¢ Oxidarea 2- Laszlo si
metoxifenolului Compton, 2002
(guaiacol)
Lacaza C din [Bmim]PF¢ Oxidarea antracenei Hinckley si
specia Trametes colab., 2002
Format [Mmim]MeSOy4- | Regenerarea NADH Kaftzik,
dehidrogenaza H,0 (25:75) Wasserscheid si
Kragl 2002
Celule intregi din | [Bmim]PF¢- Reducerea Howarth, James
drojdie H,O (10:1) enantioselectiva a si Dai, 2001
cetonelor
Celule din kefir [Bmim]PF¢ Reducerea asimetrica s 4- | Pfruender si
Lactobacillus [Bmim]TH,N cloroacetofenonei la (R)- | colab., 2004
1-(4-clorofenil)etanolului
Lipaza din [Bmim]PF¢ Alcooliza, amonioliza, Lau si colab.,
Candida [Bmim]BF,4 perhidroliza 2000
antarctica B [Emim]PFq Rezolutia cinetica a Kim si colab.,
[Bmim]PFg alcoolilor secundari 2001
[Emim]BF,4 Sinteza butiratului de Lozano si colab.,
[Bmim]THN butil prin transesterificare | 2001°
[Bmim]PF¢
[Emim]TH,N
[Emim]TH,N Rezolutia cinetica a Lozano si colab.,
[Bmim]T;N feniletanolului in 2002
prezenta CO, supercritic
[Bmim]Tf;N Esterificarea n- Reetz si colab.,
octanolului 1n prezenta 2002
CO, supercritic
Lipazele din [Bmim]PF¢ Rezolutia cinetica a Itoh si colab.,
Candida [Bmim]TfO alcoolilor alilici 2001°
antarctica B, [Bmim]BF4
Burkholderia [Bmim]THHN
cepacia, Candida
rugoza i din
pancreas de porc
Lipaza din [Bmim]PF¢ Rezolutia cinetica a Kielbasinski si
Pseudomonas [Bmim]BF, hidroximetanonofosfinati | colab., 2002
fluorescens AK lor chirali
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Prima biotransformare reusitd in mediu de lichid ionic a fost sinteza Z-
aspartamului catalizata de termolizina intr-un lichid ionic hidrofob, [Bmim]PF.

Lipazele, cunoscute pentru buna lor toleranta fatd de solventii organici, sunt cu
siguranta candidatii principali pentru biocataliza in mediu de lichid ionic. Intr-adevir,
lipaze microbiene cum sunt Cal-B (Lau si colab, 2000; Husum si colab., 2001) si
BcL (Kim si colab., 2001; Park si Kazlauskas, 2001) au prezentat activitate in lichide
ionice cu parte cationicaA de 1-alchil-3metilimidazoliu si 1-alchil-piridiniu in
combinatie cu anioni cum ar fi tetrafluoroboratul, hexafluorofosfatul si bis
(trifluorometansulfonil)imida.

Biotransformarile cu lipaze cuprind o gama largd de reactii solvolitice ale
grupdrii carboxil, cum sunt esterificarea, transesterificarea (alcooliza), perhidroliza si
amonioliza (sinteza amidelor) (Schmidt si Verger, 1998). Transesterificarea si sinteza
amidelor sunt realizate de preferintd in mediu anhidru pentru a suprima reactiile
hidrolitice secundare nedorite. Lipaza Cal.-B, care tolereaza cu usurintd asemenea
conditii (Anderson, Larsson si Kirk, 1998; Lau si colab., 2000; Kirk si Christensen,
2002), precum si BcL, au fost folosite ca si biocatalizatori in aceste reactii
(Bornscheuer si Kazlauskas, 1999).

O atentie deosebitd a fost acordata reactiei de transesterificare catalizatd de
lipaze cu obtinere de poliesteri (care inlocuieste polimerizarea chimica clasica ce are
loc la > 200°C). Astfel, Cal-B a catalizat sinteza poliesterilor in lichidele ionice
[Bmim]BF,4 sau [Bmim]PF¢ la 60°C (Uyama, Takamoto si Kobayashi, 2002).

In solventii traditionali, esterificarea carbohidratilor catalizati de lipaze este
impiedicatd de solubilitatea lor scazuta in mediul de reactie, iar produsul monoacilat
va avea tendinta de a se acila mai departe la diester, fiind mai solubil decat compusul
initial. Prin contrast, acilarea regioselectivd a glucozei catalizata de CaL-B in lichidul
ionic [Emim]BF, a fost complet selectivd (Schema 1.14). Reactia a devenit mult mai
rapida in [Moemim]BF,, in care 5 g/l de glucoza se dizolva la 55°C, de 100 de ori mai
mult decat in acetona (Park si Kazlauskas, 2001).

lipaza din
OH Candida antarctica B 0Ac 0Ac
EAUUE A= A=
HO OH HO AcO

OH OH™goy OH™ oy
B—-D-Glucoza 6-O-acetil-D-glucoza 3,6-O-diacetil-D-glucoza

[Moemim]BF, 93% 6%

THF 53% 47%

Schema 1.14.

Maltoza a fost de asemenea acilatd in prezenta Cal-B utilizand ca mediu de
reactie [Moemim]BF,. Studii recente au aratat ca pana la 10 % celuloza s-a dizolvat in
[Bmim]Cl la 100°C (Swatloski si colab., 2002), indicand ca lichidele ionice ar putea

Rezolutia alcoolilor chirali prin acilare enantioselectiva catalizatd de lipaze
este una dintre aplicatiile industriale majore ale lipazelor (Schmidt, 2001). Prin
urmare, numerosi cercetatori au investigat efectele lichidului ionic ca mediu de reactie
la acilarea arilalcanolilor 1-6 cu acetat de vinil, catalizata de Cal.-B sau BcL (Schema
1.15) (Schoéfer, Kaftzik si Wasserscheid, 2001; Kim si colab., 2001; Park si
Kazlauskas, 2001; Itoh si colab., 2001%).
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Schema 1.15.

Alcoolii studiati au fost acilati cu enantioselectivitati ridicate si in mediu de
solventi conventionali, deci nu a fost loc de prea multe Imbunatatiri. Totusi, raportul
enantiomeric (E) al unora dintre aceste reactii a fost considerabil imbunatatit cand
mediul de reactie a fost un lichid ionic (Swatloski si colab., 2002). Astfel, rezolutia
enantioselectiva a compusului 1 de catre BcL, care a fost slabd in metil fer¢-butil eter
(MTBE), a devenit aproape cantitativd in [Bmim]TfO sau [Bmim]Tf;N. Chiar si
rezolutiile excelente ale compusilor 3-6 au fost imbunatatite in mediu de lichid ionic
(Schofer, Kaftzik si Wasserscheid, 2001).

Faptul ca lichidele ionice, ca de exemplu [Bmim]PF¢, nu se amesteca cu eter a
fost folosit in mod avantajos pentru extragerea produsilor si reactantului
netransformat din amestecul de transesterificare al compusului 2. Lipaza a ramas
suspendata in faza de lichid ionic si a putut fi recuperatd (Itoh si colab., 20017%). S-a
observat Insd o pierdere de activitate care a fost atribuitd acumuldrii oligomerilor
acetaldehidei (inhibitori) in faza de lichid ionic (Itoh, Akasaki si Nishimura, 2002).

Termostabilitatea ridicata a lipazelor in lichide ionice a stimulat cercetarea
rezolutiei cinetice la temperaturi ridicate (Eckstein, Wasserscheid si Kragl, 2002).
Acilarea compusului 1 cu acetat de vinil catalizatd de BcL in [Bmim]Tf,N si-a pastrat
enantioselectivitatea ridicata, E scdzand de la 200 la doar 150 atunci cand temperatura
a crescut de la 25 la 90°C, excepand la 55°C (corespunde cu punctul de fierbere al
MTBE) cand enantioselectivitatea In MTBE a scazut dramatic de la 200 la 4.

Reactiile biocatalitice in mediu neapos devin tot mai importante, deoarece o
serie de compusi naturali (ca de exemplu: peptide, zaharuri, nucleotide si intermediari
biochimici) sunt materii prime importante pentru produse farmaceutice, produse de
sintezd find si hidrogeluri. Lichidele ionice prin numeroasele avantajele pe care le
prezintd ar putea fi o tehnologie cheie pentru realizarea acestor procese cat mai
eficient.
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2. CONTRIBUTII ORIGINALE

2.1. Studiul reactiilor de esterificare catalizate de lipaze
imobilizate prin adsorbtie si entrapare in sol-gel combinatd cu
adsorbtie

Principalul scop al imobilizarii enzimelor este obtinerea unui biocatalizator cu
stabilitate si activitate imbunatatite si care sa nu fi fost afectate in timpul procesului de
imobilizare. Nu existd o regula pentru a prezice performantele catalitice ale enzimei
prin imobilizare, deoarece imobilizarea poate sd mareasca activitatea enzimei dar la
fel de bine o poate si inhiba (Balcao, Paiva si Malcata, 1996). Performantele
preparatelor enzimatice obtinute prin imobilizare se testeaza In reactii chimice ca
esterificare, interesterificare sau hidroliza.

S-a realizat imobilizarea lipazei din pancreas de porc (PPL) prin adsorbtie
(Metoda 1), entrapare in sol-gel combinatd cu adsorbtie (Metoda 6) si adsorbtie
urmatd de entrapare in sol-gel (Metoda 9). Preparatele enzimatice obtinute au fost
utilizate ca si biocatalizatori in reactia de esterificare a acidului lauric cu 1-octanol in
n-hexan la 40°C (a se vedea Cap. 3.3.1). Pe baza analizelor gaz-cromatografice
efectuate, s-au calculat prin metoda standardului intern cantitatea de ester obtinuta,
randamentul in ester, activitatea de esterificare a preparatelor imobilizate si
randamentele de regdsire ale activitdtii enzimatice la timp de reactie de 24 ore.

2.1.1. Influenta naturii suportului solid asupra eficientei
catalitice In reactii de esterificare catalizate de PPL imobilizata prin
adsorbtie

Pentru acest studiu au fost realizate 6 preparate enzimatice prin imobilizarea
PPL prin adsorbtie pe diferite materiale solide si cu precipitare cu acetona racita la
-15°C, conform Metodei 1. Rezultatele obtinute pe baza analizelor probelor dupa 24
de ore de la reactia de esterificare studiatd sunt prezentate in Tabelul 2.1.

Tabelul 2.1. Reactii de esterificare ale acidului lauric cu 1-octanol prin
biocataliza cu preparate obtinute prin imobilizarea PPL prin adsorbtie.

Cod Suport solid Nester Activitate Nregasire
preparat (%) (pmoli/h-mg.,,) (%)
PPL utiva - 37 0,311 100
PPL, Celite 545 99 0,213 470
PPL, Celite 521 67 0,113 253
PPL; Celite C22 99 0,208 943
PPL, CaCO; 87 0,148 624
PPL; Purolite MN 200 52 0,088 171
PPLs Celuloza AVICEL 14 0,024 110
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Din Tabelul 2.1 se poate observa ca dintre suporturile studiate, cele mai bune
s-au dovedit a fi Celite C22 si CaCOs, pe care s-au obtinut randamente de regasire a
activitatii enzimatice foarte mari. Cresterea activitatii totale dupa imobilizare se
explicd prin evitarea aglomerarii enzimei in mediul de reactie datorita distributiei sale
pe suprafata suportului si unor interactiuni cu suportul care determind realizarea unei
conformatii mai favorabile pentru activitatea catalitica.

Adsorbtia reprezintd o metoda simpla si frecvent utilizatd pentru imobilizarea
enzimelor, insa are dezavantajul ca enzima imobilizata se desoarbe usor de pe suport,
mai ales in solventi polari, si preparatul nu poate fi folosit de mai multe ori cu aceeasi
eficienta.

2.1.2. Studiul reactiilor de esterificare prin biocataliza cu PPL
dublu imobilizata

Pentru ca nici una dintre metodele de imobilizare cunoscute nu este lipsita de
dezavantaje, apare logica ideea ca prin combinarea mai multor metode sa fie
conservate avantajele si eliminate dezavantajele care caracterizeaza fiecare dintre
metodele respective. Trebuie insa ca metodele sa fie complementare, adica sa poata fi
realizate consecutiv astfel ca enzima ,,preimobilizatd” printr-o metodd sa poatd fi
imobilizata folosind o a doua metoda. O asemenea combinare este posibila intre
adsorbtie si entraparea in sol-gel. Acest tip de “dubld imobilizare” implica depunerea
enzimei entrapate In sol-gel pe suprafata unui suport solid, ceea ce ar putea duce la
cresterea activitdtii si la evitarea aglomerdrii enzimei In timpul procesului de
imobilizare precum si a pierderilor difuzionale care apar la utilizarea enzimei (Zarcula
si colab., 2008%). Daca procesul de gelifiere are loc prea rapid este dificil de distribuit
enzima entrapata pe suprafata suportului. Astfel, este mai convenabil de a utiliza
precursori  tetraetoxisilanici, care gelifiazd mai lent decat precursorii
tetrametoxisilanici (Péter si colab., 2007%).

Variantele de imobilizare incercate au diferit prin natura silanilor precursori,
natura catalizatorului (NaF sau NHj3), natura materialului adsorbant (Celite 545, Celite
521, Celite C22, CaCOs;, Purolite MN 200 sau Celuloza AVICEL ), utilizarea sau nu a
unui adaos de etanol cat si prin temperatura de maturare a gelului (5°C sau 25°C)
(Zarcula si colab., 2008%).

2.1.2.1. Optimizarea metodei de imobilizare

S-au efectuat o serie de imobilizari a PPL prin entrapare combinatd cu
adsorbtie conform (Metodei 6), folosind ca si silani precursori etoxisilani TEOS si
MeTEOS sau PhTEOS in raport molar de 1:1 si diferite tipuri de suport solid, care
s-au adiaugat in momentul in care gelifierea a inceput (Zarcula si colab., 2008%). In
faza de obtinere a solului, in unele cazuri, s-a adaugat si o anumita cantitate de etanol,
pentru a mari omogenitatea sistemului si a favoriza astfel hidroliza silanilor
precursori. Gelul obtinut a fost pastrat timp de 24 de ore la 25°C pentru o maturare
completa. Preparatele obtinute au fost testate pentru activitate In reactia de esterificare
a acidului lauric cu 1-octanol in mediu de n-hexan la 40°C.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 2.2, iar pe baza lor au fost
realizate figurile 2.1 si 2.2.
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Tabelul 2.2. Reactii de esterificare ale acidului lauric cu 1-octanol prin
biocatalizd cu preparate obtinute prin imobilizarea PPL prin entrapare combinatd cu

adsorbtie.

Cod Silani precursori Suport Catalizator, | Negter Activitate Nregisire
preparat | (raport molar 1:1) solid Aditiv (%) | (umoli/h'mg.,,) | (%)
PPLnatiVé - - - 37 0,3 11 100
PPL, MeTEOS:TEOS Celite 545 | NH;, - 82 0,170 423
PPLg PhTEOS:TEOS NaF, EtOH 11 0,023 77
PPL, PhTEOS:TEOS NHj;, EtOH 58 0,120 361
PPL,g PhTEOS:TEOS NH;, - 71 0,148 320
PPL, MeTEOS:TEOS Celite 521 | NaF, EtOH - - -
PPL;, MeTEOS:TEOS NH;, EtOH 10 0,016 39
PPL; MeTEOS:TEOS NH;, - 14 0,024 64
PPL,, | PhTEOS:TEOS NaF, EtOH - - -
PPL;s PhTEOS:TEOS NaF, - 15 0,024 57
PPL¢ PhTEOS:TEOS NH;, EtOH 14 0,024 71
PPL,; PhTEOS:TEOS NH;, - 39 0,065 176
PPLs MeTEOS:TEOS Celite C22 | NaF, - 14 0,023 71
PPLy MeTEOS:TEOS NH;, - 33 0,056 163
PPL, MeTEOS:TEOS CaCO; NaF, - 10 0,018 51
PPL;, MeTEOS:TEOS NH;, - 29 0,048 124
PPL,, MeTEOS:TEOS Purolite | NaF, - 9 0,015 27
PPL,;3 MeTEOS:TEOS MN 200 | NH;, - 8 0,013 24
PPLy4 MeTEOS:TEOS Celuloza | NaF, - - - -
PPL,s MeTEOS:TEOS AVICEL | NH;, - 9 0,015 46

de natura catalizatorului, adausul de etanol si de suportul solid.

Din Tabelul 2.2 se observd ca dintre preparatele enzimatice obtinute prin
imobilizarea lipazei pancreatice prin metoda combinatd nu toate au fost active ca
biocatalizatori 1n reactia de esterificare studiata, iar aceastd activitate a fost influentata
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B2 lipaza PPL nativa
I Celite 545
I Celite 521

NH3

Figura 2.1. Influenta metodologiei de imobilizare (silanii precursori, natura
catalizatorului, adausul de etanol si suportul solid) asupra eficientei catalitice a
preparatelor obtinute prin imobilizarea PPL prin entrapare combinatd cu adsorbtie pe
Celite 545 sau Celite 521.

Randament de regasire a activitatii (%)

L

NaF+EtOH NH_+EtOH

400 -
350 ]
300 ]
250 ]
200 ]
150 ]
100 ]
50 ]
0 1
NH3

MeTEOS:TEOS=1:1 PhTEOS:TEOS=1:1

Din Figura 2.1 se observa valori ridicate ( > 400%) ale randamentelor de
regasire a activitatii enzimatice a preparatelor de PPL imobilizate prin entrapare si
adsorbtie pe Celite 545, la utilizarea ca si silani precursori a MeTEOS/TEOS=1:1 cat
si a PATEOS/TEOS=1:1, precum si a NHj ca si catalizator. Atunci cand suportul solid
a fost Celite 521 s-au obtinut valori ale randamentului de regésire de 1,8-6,6 ori mai
mici. In ambele cazuri, adausul de etanol a dus la o scidere pronuntati sau chiar la
pierderea activitatii preparatelor enzimatice.
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Figura 2.2. Influenta metodologiei de imobilizare (silanii precursori, natura
catalizatorului, adausul de etanol) asupra eficientei catalitice a preparatelor obtinute
prin imobilizarea PPL prin entrapare combinata cu adsorbtie pe Celite 521.

Din Figura 2.2 se observa ca pentru imobilizarea PPL prin entrapare
combinatd cu adsorbtie pe Celite 521 cele mai bune valori ale randamentelelor de
regasire a activitatii au fost obtinute la utilizarea NHj ca si catalizator, iar introducerea
de etanol in timpul procesului sol-gel a dus la o usoara scadere a activitatii (in cazul
utilizarii ca si silani precursori a MeTEOS/TEOS=1:1) si la o scadere de aprox 2,5 ori
in cazul PATEOS/TEOS=1:1. Folosind drept catalizator NaF randamentele de regésire
au fost mai mici comparativ cu NHs, dar si de aceasta data adaugarea etanolului ca si
aditiv a condus la pierderea totald a activitdtii, motiv care a dus la renuntarea
adaugarii de etanol.

2.1.2.2. Influenta naturii suportului solid si a catalizatorului de
gelifiere

Asa cum se mai poate observa din Tabelul 2.2 pentru imobilizarea PPL prin
entrapare combinata cu adsorbtie, au fost testate mai multe materiale de suport. Ca si
in cazul suportului Celite 521, folosirea catalizei bazice a dus la rezultate mai bune
decat atunci cand s-a folosit NaF (Zarcula si colab., 2008%). In general se poate spune
ca pentru dubla imobilizare a PPL, suporturile cele mai bune au fost Celite 545, Celite
C22 s1 CaCOs, pentru care activitatea totala regdsita a fost mai mare decit cea initiala
(Figura 2.3). Aceste randamente au fost Tnsd mai mici decit in cazul adsorbtiei simple,
probabil din cauza unei dezactivari a enzimei in timpul formarii sol-gelului.
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Figura 2.3. Influenta tipului de adsorbent si a catalizatorului asupra
eficientei catalitice a preparatelor obtinute prin imobilizarea PPL prin entrapare
combinata cu adsorbtie.

In Figura 2.4 este prezentata, pentru exemplificare, o cromatograma obtinuta
prin analiza pe coloana BPX-5 a amestecului de reactie dupa 24 de ore de reactie de la
esterificarea acidului lauric cu 1-octanol catalizata de PPL19 dublu imobilizata.
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Figura 2.4. Cromatograma amestecului de la reactia de esterificare catalizata

de PLL;9 imobilizatd prin entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie pe Celite C22,
cu un raport molar de silani MeTEOS: TEOS=1:1.
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2.1.2.3. Influenta temperaturii de maturare a gelului

Deoarece am presupus ca dezactivarea lipazei se poate produce in timpul
maturdrii gelului la temperatura camerei, s-a Incercat realizarea acestei etape la rece,
la temperatura de 5°C (Zarcula si colab., 2008%). Astfel, pentru imobilizarea PPL prin
metoda combinatd (Metoda 6) s-au folosit suporturile Celite C22 si carbonat de calciu
care au dat rezultate bune in determinarile anterioare. Rezultatele sunt prezentate in
Tabelul 2.3 si Figura 2.5 si se poate observa ca randamentele de regasire prezintd o
usoara crestere, pentru ambele suporturi utilizate, doar la utilizarea ca si catalizator a
acidului Lewis (NaF). Rezultd astfel cd nu temperatura de maturare este motivul
dezactivarii partiale a enzimei. Aceasta se poate datora unor fenomene de impiedicare
sterica, dar si unei distributii necorespunzatoare a enzimei in sistemul destul de
complex care existd in timpul gelifierii in prezenta suportului.

Tabelul 2.3. Reactii de esterificare ale acidului lauric cu 1l-octanol prin
biocataliza cu preparate obtinute prin imobilizarea PPL prin entrapare combinata cu
adsorbtie - (maturarea gelului la 5°C )

Cod Silani precursori Suport | Catalizator, | Neger Activitate Nregisire
preparat | (raport molar 1:1) solid Aditiv (%) | (nmoli/h'mg.,,) | (%)
PPL ativa - - - 37 0,311 100
PPL, MeTEOS:TEOS . NaF, - 25 0,041 132
PPL,, | MeTEOS:TEOS | ColteC22 Mg — 1 0,019 56
PPL,g MeTEOS:TEOS CaCO NaF, - 13 0,021 54
PPL, MeTEOS:TEOS > | NHs, - 26 0,043 109

B lipaza PPL nativa
B NaF, maturare gel la 25°¢
200 U//”] NaF, maturare gel la 5°C
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Figura 2.5. Influenta temperaturii de maturare a gelului asupra eficientei
catalitice a preparatelor obtinute prin imobilizarea PPL prin entrapare combinatd cu
adsorbtie.
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2.1.2.4. Imobilizarea prin entraparea enzimei adsorbite

Deoarece nu am avut la dispozitie metode prin care sa putem determina
pozitionarea exacta a enzimei 1n timpul si dupa finalizarea imobilizarii, §i presupunind
ca distributia uniformad a enzimei pe suprafata suportului adsorbant favorizeaza
activitatea cataliticd, asa cum s-a demonstrat in cazul adsorbtiei simple, am incercat si
posibilitatea de a realiza aceastd imobilizare cu o tehnica diferita conform Metodei 9
(Zarcula si colab., 2008"). S-a imobilizat lipaza prin adsorbtie pe Celite 521, Celite
C22 si CaCOs, dupa care lipaza adsorbitd a fost amestecata cu sol-gelul in momentul
in care a Inceput gelifierea. Rezultatele sint prezentate in Tabelul 2.4.

Tabelul 2.4. Reactii de esterificare ale acidului lauric cu 1-octanol prin
biocatalizd cu preparate obtinute prin imobilizarea PPL prin adsorbtie urmata de

entrapare in sol-gel.

Cod Silani precursori Suport | Catalizator, | Neser Activitate Nregasire
preparat | (raport molar 1:1) solid Aditiv (%) | (pmoli/h'mg.,,) | (%)
PPL,.va - - - 37 0,311 100
PPL;, MeTEOS:TEOS Celite 521 | NH; 13 0,022 35
PPL;, MeTEOS:TEOS Celite NaF, - 9 0,014 47
PPL5, MeTEOS:TEOS C22 NH;, - 12 0,020 69
PPL;; MeTEOS:TEOS CaCO; NaF, - - - -
PPL;, MeTEOS:TEOS NH3 5~ - - -
B3 lipaza PPL nativa
B NaF, entrapare+adsorptie

3 160 — B NaF, adsorptie+entrapare
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Figura 2.6. Influenta protocolului de imobilizare si a naturii catalizatorului
asupra eficientei catalitice a preparatelor obtinute prin imobilizarea PPL prin adsorbtie

urmatd de entrapare in sol-gel.
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Utilizand noua tehnica de imobilizare, din Figura 2.6 se poate observa valorile
mai mici ale randamentelor de regdsire a activitdtii enzimatice comparativ cu cele
obtinute prin metoda de entrapare in sol-gel urmata de adsorbtie, iar in cazul utilizarii
CaCOj; ca si suport solid chiar pierderea totald a activitatii preparatelor. Probabil ca
reteaua de sol-gel formatd in jurul enzimei adsorbite a fost prea compactd si a
impiedicat trecerea reactantilor spre centrul activ.

2.1.3. Concluzii

1. A fost realizatd imobilizarea lipazei pancreatice prin diferite metode:
adsorbtie, entrapare in sol-gel urmata de adsorbtie si adsorbtie urmata de entrapare in
sol-gel.

2. Dintre suporturile de adsorbtie, cele mai bune s-au dovedit a fi unele de tip
Celite, Celite 545, Celite C22 si carbonatul de calciu. In conditiile Tn care imobilizarea
s-a efectuat prin precipitarea enzimei pe suprafata suportului s-a inregistrat o crestere
importantd a activitatii totale dupd imobilizare.

3. Aceleasi suporturi au dat cele mai bune rezultate si in cazul imobilizarii prin
entrapare in sol-gel urmata de adsorbtie, chiar daca activitatile nu au fost asa de mari,
insd stabilitatea preparatelor a crescut In urma entraparii, comparativ cu adsorbtia
simpla. S-au obtinut randamente de regasire a activitatii de peste 100%, daca al doilea
silan precursor alaturi de TEOS a fost MeTEOS (cele la care s-a folosit PATEOS au
gelifiat mai greu si preparatele obtinute au avut in general activitati mai mici) si NHs a
fost utilizat drept catalizator.

4. Folosind drept catalizator NaF randamentele de regasire au fost mai mici
comparativ cu NHs, iar addugarea etanolului ca si aditiv a condus la scaderea sau
chiar la pierderea totala a activitatii, motiv care a dus la renuntarea adaugarii de
etanol.

5. Maturarea gelului la rece (5°C) in loc de temperatura camerei a dus la o
usoard crestere a activitatii enzimei imobilizate doar in cazul utilizarii NaF
(catalizator) si a Celitei C22 ca adsorbent. Astfel se poate afirma cd nu dezactivarea
termica in timpul acestei etape este cauza pierderii de activitate.

6. Inversarea secventei de imobilizare efectudnd mai intdi adsorbtia si apoi
entraparea enzimei in sol-gel nu a dus la rezultatele asteptate, aceastd tehnica fiind
inferioard celei in care imobilizarea se realizeaza prin legarea de suport prin adsorbtie
a enzimei deja entrapate in sol-gel.
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2.2. Studiul acilarii enantioselective a unor alcooli secundari
alifatici prin biocataliza cu lipaze imobilizate prin metoda sol-gel

Scopul acestor cercetari experimentale a fost obtinerea unor biocatalizatori
enzimatici cu caracteristici de activitate si enantioselectivitate superioare.

S-a realizat imobilizarea unor lipaze microbiene prin entrapare in sol-gel
(Metodele 2, 3, 4 si 5) si entrapare combinatd cu adsorbtie (Metodele 6, 7 si 8).
Reactia model utilizata pentru studiul performantelor catalitice a fost transesterificarea
unor alcooli secundari alifatici, de la 2-butanol la 2-octanol, folosind acetat de vinil ca
agent de acilare. In acest mod reactia devine ireversibila, deoarece produsul secundar
obtinut, alcoolul vinilic, se tautomerizeazad in acetaldehidd. Schema generald de
reactie pentru o lipaza (R)-selectiva este:

(0]
Ry lipaza R Ri~ Z > 0oH
Y + ) —_— \l/ * H +
OH O\W/ OH
o ‘
(R, S)-alcool acetat de vinil (R)-ester (S)-alcool
\
o

acetaldehida
R4 = C2Hs, C3H7, C4Hg, CsHyq, CeHy3

Schema 2.1.

Reactiile au fost efectuate in mediu de solvent organic la 40°C. Conform
datelor de literatura, desfasurarea acestor reactii este recomandatd sa aiba loc intr-un
mediu de solvent cu un continut cat 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 gaz-cromatografie, folosind n-decan sau
n-dodecan ca standard intern pentru analiza cantitativd. Pe baza analizelor
cromatografice a probelor prelevate dupa 24 ore de reactie s-au calculat prin metoda
standardului intern conversia alcoolului, activitatea de transesterificare/acilare si
randamentul de regasire a activitatii enzimatice (Nregasire 70) , €Xcesul enantiomeric al
(R)-esterului (e.e.) si raportul enantiomeric (E). Pentru calculul randamentului de
regasire al activitatii enzimatice dupa imobilizare, s-a efectuat o sinteza in aceleasi
conditii, 1n care s-a utilizat 5 mg lipaza nativa.

2.2.1. Selectarea lipazelor

Pentru selectarea lipazelor care sa fie folosite in studiile ulterioare au fost
testate patru tipuri de lipaze microbiene in reactia de acilare enantioselectiva a unui
numadr de 5 alcooli secundari alifatici: 2-butanol, 2-pentanol, 2-hexanol, 2-heptanol si
2-octanol cu acetat de vinil, in n-hexan la 40°C. Pentru comparatie s-au determinat si
valorile corespunzatoare pentru Novozyme 435 (obtinutd din Candida antarctica B),
una dintre cele mai performante lipaze comerciale imobilizate utilizate 1in
biotransformari enantioselective (Kiss si colab., 2007). Rezultatele sunt prezentate in
Tabelul 2.5.
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Tabelul 2.5. Acilarea alcoolilor secundari alifatici prin biocataliza cu diferite
lipaze microbiene.

Tipul lipazei Substrat | Conv. Activitate e.e. E
(%) | (umol'hmg™) | (%)
Candida 2-butanol 15 0,624 13 1
cylindracea 2-pentanol 10 0,382 26 2
2-hexanol 15 0,337 29 2
2-heptanol 5 0,112 19 1
2-octanol 11 0,319 22 2
Pseudomonas 2-butanol 60 2,458 7 1
fluorescens 2-pentanol 64 2,380 47 6
(Amano AK) 2-hexanol 54 2,446 73 17
2-heptanol 31 2,630 74 9
2-octanol 53 2,095 55 6
Burkholderia 2-butanol 34 2,780 5 1
cepacia 2-pentanol 22 1,726 67 6
(Amano PS) 2-hexanol 31 2,661 84 17
2-heptanol 28 2,645 87 20
2-octanol 38 3,282 78 13
Candida 2-butanol 90 1,881 4 1
antarctica B 2-pentanol 68 1,291 36 4
(Novozyme 435) | 2-hexanol 74 1,347 52 10
2-heptanol 76 1,669 30 6
2-octanol 59 1,657 69 29
I CcL
30 I PA_ (Amano AK)
I P (Amano PS) ]
[ CaL-B (Novozyme)
25
w
(5}
T 204
5
c ]
g 15
‘g 10 4
Q.
&
5
04

substrat: 2-butanol 2-pentanol 2-hexanol 2-heptanol 2-octanol

Figura 2.7. Dependenta raportului enantiomeric de lipaza microbiana si de
substratul utilizat in reactiile de acilare studiate.
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Asa cum se observa din Tabelul 2.5 si Figura 2.7, lipazele din Pseudomonas
fluorescens Amano AK si  Burkholderia cepacia Amano PS au ardtat o
enantioselectivitate superioara celei din Candida cylindracea si, exceptand substratul
2-octanol, foarte asemanatoare sau mai mare decat a lipazei Novozyme. Se mai poate
observa ca excesele enantiomerice in cazul substratului 2-butanol au fost foarte mici,
deci nici una dintre lipazele testate nu este capabild sa facd distinctie intre izomerii
optici ai acestui alcool in reactia de acilare cu acetat de vinil. Drept urmare, lipazele
din Pseudomonas fluorescens Amano AK si Burkholderia cepacia Amano PS au fost
selectate pentru studiile care s-au realizat in continuare.

2.2.2. Studii de acilare enantioselectiva a alcoolilor secundari
alifatici cu lipazd din Pseudomonas fluorescens imobilizata prin
entrapare in sol-gel

Bioincapsularea enzimelor in matrice de silice folosind tehnica sol-gel a fost
mult studiatd in ultimul timp datoritd mecanismelor biochimice foarte cunoscute, a
ariei largi de aplicatii, disponibilitate comerciala si a bunei stabilitati a acestor
preparate (Furukawa si colab., 2002; Kandimalla, Tripathi si Ju, 2006; Péter si colab.,
2005). Tehnica sol-gel face parte dintre metodele de imobilizare bazate pe inchiderea
(entraparea) enzimei Intr-o matrice polimera poroasa care permite trecerea reactantilor
si produsilor. Ea este cunoscutd de mult in stiinta materialelor si a inregistrat o
dezvoltare continua.

Pentru acest studiu s-au folosit preparate enzimatice obtinute prin imobilizarea
lipazei din Pseudomonas fluorescens (Amano AK) prin entrapare in sol-gel folosind
ca si silani precursori derivati metoxisilanici (TMOS si un trimetoxisilan cu o grupare
nehidrolizabild) in diferite rapoarte molare. Utilizarea precursorului MeTMOS a
necesitat un studiu separat pentru optimizarea metodei de imobilizare, datorita
valorilor foarte mici de activitate obtinute in cazul folosirii metodei care a dat
rezultate bune in cazul celorlalti silani.

2.2.2.1. Optimizarea metodei de imobilizare a lipazei Amano
AK folosind precursorii MeTMOS si TMOS

In cazul preparatelor enzimatice obtinute prin imobilizarea lipazei Amano AK
prin entrapare 1n sol-gel folosind MeTMOS si TMOS in raport de 1:1, respectiv 2:1
conform Metodei 2 s-au obtinut valori foarte scazute ale activitatii de transesterificare
la acilarea 2-pentanolului (Tabelul 2.6) si 2-hexanolului (Tabelul 2.7). Intrucat
imobilizarea a decurs bine, fara probleme la gelifiere, observandu-se doar o crestere a
temperaturii in timpul reactiei de policondensare, se poate presupune cd a avut loc o
inactivare a lipazei cauzatd de conditiile de reactie. Pentru a obtine enzime imobilizate
cu activitate corespunzatoare si cu acesti precursori, metoda de imobilizare a fost
modificata, de exemplu prin racire in baia de gheata pe tot parcursul operatiei de
gelifiere pentru a elimina posibilul efect nefavorabil al temperaturii. Rezultatele sunt
prezentate in tabelele 2.6 si 2.7. Se observa ca racirea in timpul imobilizarii nu a avut
efect favorabil, deci sunt alte cauze care determina inactivarea.
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Tabelul 2.6. Acilarea 2-pentanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute
prin imobilizarea lipazei Amano AK prin diverse variante de entrapare in sol-gel

Cod Metoda Silani precursori | Conv. Activitate Nregasie | €.€. | E
preparat (raport molar) (%) | (umolh™mg") | (%) | (%)
AKnativé - = 64 2,3 80 - 47 7

AK; Metoda 2 MeTMOS:TMOS 2 0,004 1 64 5

1:1
AK, MeTMOS:TMOS 3 0,022 5 70 6
2:1
AK, MeTMOS:TMOS 3 0,020 5 71 6
1:1 (cu racire)
AK» TMOS:MeTMOS 4 0,031 7 73 7
1:1
AK; TMOS:MeTMOS 1 0,008 2 68 5
1:1 (cu racire)
AKy3 Metoda 3 MeTMOS:TMOS 40 0,307 54 69 9
1:1
AKy, MeTMOS:TMOS 21 0,158 24 73 7
2:1
AKs, Metoda 4 MeTMOS:TMOS 5 0,022 5 68 5
1:1

Tabelul 2.7. Acilarea 2-hexanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute
prin imobilizarea lipazei Amano AK prin diverse variante de entrapare in sol-gel

Cod Metoda Silani precursori | Conv. Activitate Nregisire | €-€. E
preparat (raport molar) (%) (umol-hmg™") | (%) | (%)
AKnativé - - 54 2,446 - 73 17

AK; Metoda 2 MeTMOS:TMOS 9 0,034 8 >99 | >1

1:1 00
AK, MeTMOS:TMOS 13 0,065 14 84 13
2:1

AK MeTMOS:TMOS 0,4 0,003 <1 >99 | >1

1:1 (cu racire) 00

AK,, TMOS:MeTMOS 49 0,213 44 80 21
1:1

AK 3 TMOS:MeTMOS 6 0,051 11 >99 | >1

1:1 (cu racire) 00

AKy; Metoda 3 MeTMOS:TMOS 38 0,326 58 85 20
1:1

AKyy MeTMOS:TMOS 34 0,288 42 89 27
2:1

AKs, Metoda 4 MeTMOS:TMOS 8 0,068 8 >99 | >1

1:1 00

Folosind tot Metoda 2 (SOL prepolimer obtinut prin catalizd cu NaF) s-a
incercat si inversarea ordinii de addugare a silanilor la imobilizare, cu si fara racire.
Preparatul obtinut la temperatura camerei si cu ordine de addugare inversatd a

silanilor a fost singura cu activitate mai mare, dar numai pe substratul de 2-hexanol.
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O posibila explicatie a activitdtilor foarte mici ale preparatelor obtinute prin
aceasta metoda poate fi structura compacta a acestora, rezultand blocarea enzimei in
interiorul unor pori mici. Imaginea SEM a unui asemenea preparat (Figura 2.8.a )
prezintd existenta unor nanoparticule in blocuri compacte neregulate.

L B ERE S i ~ 2 S ] w won =Y

IS, W i T TT I T I G 1 SR I O | S TTI I N B X

Figura 2.8. Imaginile SEM ale lipazei Amano AK entrapate in sol-gel cu
MeTMOS/TMOS 1in raport de 1:1 utilizand: (a) Metoda 2; (b) Metoda 3.

Pentru imobilizarea cu aceiasi precursori au fost utilizate si alte doud metode
de imobilizare, iar una dintre acestea, Metoda 3 (SOL prepolimer obtinut in mediu de
etanol), s-a dovedit a fi cea mai bund pentru aceasta lipaza, preparatele astfel obtinute
avand activitati corespunzatoare si randamente de regasire de 54% respectiv 24% (in
cazul 2-pentanolului) si 58% respectiv 42% (in cazul 2-hexanolului). O explicatie a
acestor rezultate este si structura poroasa, mai aerisita (Figura 2.8.b ), ceea ce permite
accesul substratului mai usor.

In continuare, pentru imobilizarea lipazei Amano AK prin entrapare in sol-gel
cu MeTMOS si TMOS ca si silani precursori se va folosi Metoda 3 (Zarcula si colab.,
2007).

2.2.2.2. Studiul discriminarii cinetice dintre izomerii
2-heptanolului si 2-octanolului

In reactiile in care existi o discriminare cinetica intre enantiomeri, excesul
enantiomeric depinde de conversie, ceea ce este logic dacd se tine cont de faptul cd in
stadiul initial al reactiei viteza de transformare a enantiomerului favorizat (in cazul
nostru forma R) este mare si in consecinta si excesul enantiomeric va fi mai mare. in
acest studiu s-a urmadrit evolutia in timp a conversiei alcoolului si a excesului
enantiomeric (e.e.) a R-esterului In reactiile de acilare a 2-heptanolului si a
2-octanolului prin biocatalizd cu un preparat obtinut prin entrapare in sol-gel cu
OcTMOS/TMOS 1in raport molar de 2:1 (AKs, Metoda 2) (Zarcula si Péter, 2007).
Rezultatele obtinute prin urmadrirea reactiilor timp de 24 de ore sunt prezentate in
tabelele 2.8 si 2.9, iar pe baza datelor din aceste tabele s-a realizat Figura 2.9.
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Tabelul 2.8. Evolutia in timp a reactiei de acilare a 2-heptanolului

Timp Conv. Activitate e.e. E
(ore) (%) (pmolh™-mg™) | (%)
1 15 3,118 81 11
2 24 2,479 79 11
3 34 2,341 78 12
4 40 2,065 76 12
5 46 1,900 74 13
6 50 1,721 72 13
24 73 0,628 36 8

Tabelul 2.9. Evolutia in timp a reactiei de acilare a 2-octanolului

Timp Conv. Activitate e.e. E
(ore) | (%) | (umolh’mg’) | (%)

1 12 3,455 61 5

2 25 3,194 59 5

3 34 2,981 57 6

4 45 2,730 54 6

5 54 2,428 52 8

6 57 2,296 49 9

24 90 0,908 13 4

Figura 2.9 prezinta discriminarea cineticd dintre izomerii 2-heptanolului si
2-octanolului. Curba conversiei este hiperbolica, asa cum se intampla in mod obignuit
in reactiile enzimatice, iar scaderea excesului enantiomeric aratd o dependenta liniara
cu timpul, ceea ce este normal tindnd cont cd odatd cu cresterea timpului de reactie
creste ponderea relativa a reactiei enantiomerului defavorizat. Se poate afirma ca la
acilarea 2-heptanolului si 2-octanolului prin biocataliza cu preparatul AKsg, valorile
optime de conversie si enantioselectivitate au fost obtinute in punctele de intersectie
dintre curba conversiei §i dreapta excesului enantiomeric, la 5 ore pentru 2-octanol si
10 ore pentru 2-heptanol. Acest rezultat este confirmat de faptul ca la valorile
respective ale timpului de reactie se obtin si valorile cele mai mari ale indicelui de
enantioselectivitate E, care coreleazd ambii acesti parametri, conversia si excesul
enantiomeric. Dacad se urmareste obtinerea produsului cu exces enantiomeric cit mai
ridicat la o conversie buni, reactia ar trebui opriti la atingerea acestui optim. In
reactiile urmatoare, am preferat totusi un timp de reactie mai mare (24 de ore), pentru
a avea rezultate comparabile pentru toate preparatele, incluzandu-le si pe cele care au
avut activitati mici.
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Figura 2.9. Dependenta conversiei si a excesului enantiomeric de timpul de
reactie in acilarea 2-heptanolului si 2-octanolului catalizate de preparatul AKg obtinut
prin entrapatare in sol-gel cu OcTMOS/TMOS in raport molar de 2:1.

2.2.2.3. Studiul influentei naturii gruparii nehidrolizabile
asupra activitatii si enantioselectivitatii lipazei Amano AK
imobilizate

Pentru acest studiu s-au folosit opt preparate enzimatice obtinute prin
imobilizarea lipazei din Pseudomonas fluorescens Amano AK prin entrapare in sol-
gel conform Metodei 2 si Metodei 3, utilizdnd ca precursori metoxisilanici TMOS si
un alchil- sau aril-trimetoxisilan (MeTMOS, PrTMOS, OcTMOS sau PhTMOS) in
rapoarte molare de 1:1 si 1:2, si un preparat pentru care la entraparea in sol-gel s-a
utilizat doar TMOS (Zarcula si colab., 2007). Preparatele obtinute au fost utilizate ca
si biocatalizatori in reactiile de acilare a unor alcooli secundari, iar rezultatele obtinute
sunt prezentate in tabelele 2.10 - 2.14.
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Tabelul 2.10. Acilarea 2-butanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute

prin entraparea 1n sol-gel a lipazei Amano AK.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregisire e.e. E

preparat (raport molar) (%) (pmol-h"-mg™) (%) (%)

AKativa - 60 2,458 - 7 1
AK, TMOS 4 0,028 3 17 1,4
AKy; MeTMOS:TMOS 32 0,256 45 12 1,3
AKyy MeTM(ID:Sl:TMOS 15 0,121 18 11 1,3
AKs PrT MéSlT MOS 24 0,196 37 9 1,2
AKg PrTMOlslzTMOS 60 0,489 77 12 1,5
AK; OcTM(z)SI:TMOS 78 0,635 124 10 1,6
AKg OcTM(;Sl:TMOS 91 0,368 57 9 2,6
AKy PhTMé.S{TMOS 7 0,056 14 5 1,1
AKjg PhTM(;:Sl:TMOS 12 0,097 21 8 1,2

2:1

Tabelul 2.11. Acilarea 2-pentanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute

prin entraparea in sol-gel a lipazei Amano AK.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregisire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (pmol-h"-mg™) (%) (%)
AKativa - 64 2,380 - 47 7
AK, TMOS 0,5 0,004 0,5 71 6
AKy; MeTMOS:TMOS 40 0,307 54 69 9
AKu4 MeTM(l).SlzTMOS 21 0,158 24 73 7
AKs PrTMC?éI:TMOS 15 0,117 23 68 6
AKq PrTMOlélzTMOS 49 0,369 60 58 6
AK, OcTMéSl:TMOS 58 0,435 88 52 6
AKjy OcTM(;:Sl:TMOS 89 0,721 116 12 4
AKy PhTMé:Sl:TMOS 4 0,032 8 74 7
AKp PhTM(;Sl:TMOS 19 0,145 32 72 7
2:1
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Tabelul 2.12. Acilarea 2-hexanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute

prin entrapare in sol-gel a lipazei Amano AK.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregisire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (umol-h™"-mg™) (%) (%)

AKativa - 54 2,446 - 73 17
AK, TMOS 14 0,116 13 99 233
AKy; MeTMOS:TMOS 38 0,326 58 85 20
AKyy MeTM(l)‘S1 :TMOS 34 0,288 42 89 27
AKs PrTM(?SI:TMOS 27 0,235 45 99 286
AKg PrTMOlélzTMOS 54 0,447 71 80 31
AK; OcTMésl:TMOS 56 0,479 94 77 34
AKjg OCTM(I)SI:TMOS 79 0,670 105 26 6
AKy PhTMéé{TMOS 16 0,137 34 99 239
AKj PhTM(;:SI:TMOS 24 0,200 44 99 270

2:1

Tabelul 2.13. Acilarea 2-heptanolului prin biocataliza cu preparate obtinute

prin entraparea in sol-gel a lipazei Amano AK.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregisire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (umol-h™-mg™) (%) (%)

AKativa - 31 2,630 - 74 9
AK, TMOS 2 0,002 0,2 74 7
AKy; MeTMOS:TMOS 15 0,153 25 80 10
AKus MeTMé:Sl:TMOS 22 0,181 25 84 15
AKs PrTMCféI:TMOS 14 0,128 23 78 9
AKg PrTMOléI:TMOS 43 0,398 58 74 12
AK, OcTMéSl:TMOS 61 0,578 106 61 15
AKjy OcTM(;:Sl:TMOS 73 0,628 92 36 8
AK, PhTMé;TMOS 4,4 0,035 8 73 7
AK PhTM(;Sl:TMOS 13 0,110 21 82 11

2:1
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Tabelul 2.14. Acilarea 2-octanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute

prin entraparea in sol-gel a lipazei Amano AK.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregasire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (umol-h”mg™) (%) (%)

AKativa - 53 2,095 - 55 6
AK, TMOS 0,4 0,003 0,4 70 1
AKy3 MeTMOS:TMOS 22 0,191 40 64 5
AKus MeTM(l).SI:TMOS 26 0,222 38 64 6
AKs PrTMOzéI:TMOS 17 0,143 32 59 4
AKs PrTM(;Sl:TMOS 60 0,484 89 55 8
AK; OcTMéSI:TMOS 68 0,559 128 46 11
AKjy OcTM(l)Sl:TMOS 90 0,908 166 4 2
AKy PhTMé'Sl:TMOS 3 0,025 7 52 3
AKp PhTM(;Sl:TMOS 8,1 0,065 16 60 4

2:1

Pe baza datelor din tabelele 2.10 - 2.14 s-a realizat Figura 2.10 si Figura 2.11,
care prezinta randamentul de regdsire a activitdtii enzimatice si excesul enantiomeric
e.e. dupa 24 de ore de reactie la acilarea enantioselectiva a alcoolilor studiati prin

biocatalizd cu preparatele enzimatice mentionate.
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Figura 2.10. Dependenta eficientei catalitice de natura grupei nehidrolizabile
a silanului precursor si de substratul utilizat, in cazul preparatelor enzimatice de lipaza
Amano AK entrapate in sol-gel cu TMOS si un derivat de trimetoxisilan, la raport
molar de 1:2.

Asa cum se poate observa din Figura 2.10 si din tabelele 2.10 - 2.14 eficienta
imobilizdrii exprimatd ca si randament de regasire a activitatii, a fost mai ridicata la
folosirea silanilor precursori cu grupare alchil nehidrolizabild mai lunga. Pentru toate
substraturile utilizate se remarca rezultate bune la utilizarea preparatelelor obtinute cu
PrTMOS si OcTMOS. Se poate spune ca cele mai bune valori ale randamentului de
regasire a activitatii au fost obtinute in cazul folosirii OcTMOS ca si silan precursor.

In ceea ce priveste enantioselectivitatea (Figura 2.11), au fost obtinute valori
ale excesului enantiomeric foarte mici in cazul 2-butanolului, destul de bune pentru
2-pentanol, 2-heptanol si 2-octanol si excelente pentru 2-hexanol.

Explicatia acestei comportari rezidd In structura zonei centrului catalitic activ
al lipazei. Acest centru catalitic contine o asa-numitd zona de legare hidrofoba in care
trebuie sa se aseze gruparea alchil a alcoolului (substituentul mai voluminos). Din
cauza configuratiei sterice diferite, apar diferente intre cei doi enantiomeri in ce
priveste usurinta de a se aseza in acest “buzunar” hidrofob si in consecinta vitezele de
reactie ai celor doi enantiomeri nu vor fi identice, diferenta crescand odata cu
cresterea marimii substituentului de la a-carbonul alcoolului secundar. Daca insa
marimea acestui substituent depdseste a anumitd limita (care depinde de tipul lipazei,
intrucat fiecare lipaza are altd dimensiune si formd a acestui centru de legare),
asezarea corespunzatoare a substituentului voluminos devine dificild si pentru
enantiomerul favorizat si diferenta intre vitezele de reactie ai celor doi enantiomeri
scade, avand drept consecintd scaderea excesului enantiomeric.
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Figura 2.11. Dependenta excesului enantiomeric de natura grupei
nehidrolizabile a silanului precursor si de substratul utilizat, in reactiile de acilare
catalizate de preparate enzimatice de lipaza Amano AK entrapate in sol-gel cu TMOS
si un derivat de trimetoxisilan, la raport molar 1:1.

Valori ridicate ale enantioselectivitatii au fost obtinute, in special pentru
substratul 2-hexanol, atunci cand pentru imobilizare s-a utilizat un precursor silanic
avand ca grupe nehidrolizabile propil sau fenil (Peter si colab., 2007b).

Tindnd cont atat de eficienta imobilizarii cat si de enantioselectivitate, se poate
spune ca cel mai bun silan precursor a fost Pr'TMOS, cu valori ale randamentului de
regasire Intre 30-89% si ale excesului enantiomeric de peste 65% pentru toate
substraturile folosite, exceptand 2-butanolul.
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2.2.3. Studii de acilare enantioselectiva a alcoolilor secundari
alifatici cu lipaza din Burkholderia cepacia imobilizata prin entrapare
in sol-gel

Studiul realizat cu lipaza Amano AK a fost repetat si pentru cealaltd lipaza
microbiand selectatd, cea din Burkholderia cepacia (Amano PS). Reactiile au fost
realizate de asemenea in mediu de n-hexan la 40°C.

2.2.3.1. Optimizarea metodei de imobilizare a lipazei Amano
PS folosind precursorii MeTMOS si TMOS

Si in cazul preparatelor enzimatice obtinute prin imobilizarea lipazei Amano
PS prin entrapare in sol-gel folosind MeTMOS si TMOS in raport de 1:1, respectiv
2:1 conform Metodei 2 s-au obtinut valori foarte scdzute ale activitatii de
transesterificare la acilarea 2-pentanolului (Tabelul 2.15) si 2-hexanolului (Tabelul
2.16) (Paska si colab., 2007). Deoarece imobilizarea a decurs bine, cu gelifiere rapida,
observandu-se doar o crestere a temperaturii in timpul reactiei de policondensare, s-a
presupus cd a avut loc o inactivare a lipazei cauzatd de conditiile de reactie, in
principal cresterea temperaturii. Pentru a verifica aceast lucru s-a repetat imobilizarea
conform Metodei 2, dar cu rdcire in baia de gheatd pe tot parcursul operatiei de
imobilizare.

Tabelul 2.15. Acilarea 2-pentanolului prin biocataliza cu preparate obtinute
prin imobilizarea lipazei Amano PS prin diverse variante de entrapare in sol-gel.

Cod Metoda Silani precursori | Conv. Activitate Nregisire | €.€. E
preparat (raport molar) (%) (umolh-mg™") | (%) (%)
PShativa - - 27 1,726 - 67 6
PS, Metoda2 | MeTMOS:TMOS 0,4 0,003 2 70 6
1:1
PS; MeTMOS:TMOS 0,3 0,003 2 71 6
2:1
PSyo MeTMOS:TMOS 2,4 0,019 6 72 6
1:1 (cu racire)
PSy; TMOS:MeTMOS 31 0,232 68 66 7
1:1 (cu racire)
PS, TMOS:MeTMOS 28 0,213 66 66 7
1:2 (cu racire)
PSi; Metoda 3 | MeTMOS:TMOS 0,1 0,007 2 88 16
1:1
PS4 Metoda4 | MeTMOS:TMOS 0,2 0,005 1,4 84 12
1:1
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Tabelul 2.16. Acilarea 2-hexanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute
prin imobilizarea lipazei Amano PS prin diverse variante de entrapare in sol-gel.

Cod Metoda Silani precursori | Conv. Activitate Nregisire | €-€. E
preparat (raport molar) (%) (umol-h-mg™") | (%) (%)
PS,ativa - - 31 2,661 - 84 17
PS, Metoda 2 | MeTMOS:TMOS 17 0,079 32 81 11
1:1
PS; MeTMOS:TMOS 15 0,064 27 >99 | >100
2:1
PSyo MeTMOS: TMOS 7 0,060 13 >99 | >100
1:1 (cu racire)
PSy; TMOS:MeTMOS 28 0,226 43 84 16
1:1 (cu racire)
PSi, TMOS:MeTMOS 41 0,332 66 83 19
1:2 (cu racire)
PS5 Metoda 3 | MeTMOS:TMOS 4 0,034 6 >99 | >100
1:1
PS4 Metoda4 | MeTMOS:TMOS 0,3 0,003 0,6 >99 | >100
1:1

Din Tabelele 2.15 si 2.16 se poate observa ca valoarea activitdtii de
transesterificare este scdzuta, indiferent de metoda utilizatd. Realizarea etapei de
gelifiere la temperaturd scazuta nu a avut nici ea efect pozitiv. Se poate spune cd
inactivarea datorita cresterii locale a temperaturii in timpul gelifierii nu este singura
cauza a inactivarii enzimei in acest caz. Rezultate bune s-au obtinut in cazul inversarii
ordinii de adaugare a celor doi silani TMOS:MeTMOS (mentinand racirea in timpul
gelifierii), preparatele obtinute avand activitati bune si randamente de regasire de pana
la 68% 1n cazul 2-pentanolului §i 66% in cazul 2-hexanolului.

Prin inversarea ordinii de adaugare a precursorilor silanici, se modifica
structura precursorului care este hidrolizat primul, deci si reteaua care ia nastere va fi
diferitd. Dacd enzima este blocata in interiorul unor pori mici, accesul reactantilor
poate fi Impiedicat si poate fi afectatd conformatia centrului activ, rezultind scaderea
activitatii. Prin modificarea ordinii de addugare a silanilor, probabil cd se obtine o
structura n care aceste efecte negative sunt mai putin pronuntate.

In experimentele urmitoare, pentru imobilizarea lipazei Amano PS prin
entrapare in sol-gel cu silani precursori MeTMOS si TMOS s-a utilizat Metoda 2, dar
cu inversarea ordinii de introducere a celor doi silani.

2.2.3.2. Studiul influentei naturii gruparii nehidrolizabile
asupra activitatii si enantioselectivitatii lipazei Amano PS imobilizate

Pentru acest studiu s-au folosit opt preparate enzimatice obtinute prin
imobilizarea lipazei din Burkholderia cepacia Amano PS prin entrapare in sol-gel
conform Metodei 2, utilizand ca precursori metoxisilanici TMOS si un alchil- sau aril-
trimetoxisilan (MeTMOS, PrTMOS, OcTMOS sau PhTMOS) la rapoarte molare de
1:1 s1 1:2, si un preparat pentru care la entraparea in sol-gel s-a utilizat doar TMOS
(Paska si colab., 2007). Preparatele enzimatice obtinute au fost utilizate ca si
biocatalizatori in reactiile de acilare a unor alcooli secundari, iar rezultatele obtinute
sunt prezentate in tabelele 2.17 - 2.21.
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Tabelul 2.17. Acilarea 2-butanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute

prin entraparea in sol-gel a lipazei Amano PS.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregasire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (umol-h"-mg™) (%) (%)

PSiativa - 34 2,780 - 5 1,1
PS,; TMOS 3 0,022 5 4 1,1
PSy, MeTMOS:TMOS 18 0,144 26 4 1,1
PSp, MeTM(l):SI:TMOS 45 0,380 73 5 1,1
PS, PrTMOzélzTMOS 29 0,243 92 3 1,1
PS;s PrTM(;;:TMOS 63 0,522 153 5 1,2
PS¢ OcTMésl:TMOS 82 0,700 244 5 1,3
PS; OcTM(l):Sl:TMOS 84 0,695 166 4 1,3
PSs PhTMé:S{TMOS 45 0,374 179 4 1,1
PS, PhTM(;:SI:TMOS 79 0,652 293 4 1,2

2:1

Tabelul 2.18. Acilarea 2-pentanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute

prin entrapare 1n sol-gel a lipazei Amano PS.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregisire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (umol-h™-mg™) (%) (%)
PS.ativa - 22 1,726 - 67 6
PS,; TMOS 0,3 0,003 1 70 6
PSy, MeTMOS:TMOS 30 0,232 68 66 7
PSi, MeTM(l):Sl:TMOS 28 0,213 66 66 7
PS, PrTMC?SlzTMOS 20 0,156 95 68 6
PS;s PrTMOléI:TMOS 58 0,446 211 52 7
PS¢ OcTMéSl:TMOS 71 0,517 290 37 6
PS; OcTM(;:SI:TMOS 45 0,323 124 57 6
PSg PhTMé.Sl:TMOS 34 0,256 197 65 7
PS PhTM(;:Sl:TMOS 64 0,499 361 48 9
2:1
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Tabelul 2.19. Acilarea 2-hexanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute

prin entraparea in sol-gel a lipazei Amano PS.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregasire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (umol-h™-mg™) (%) (%)

PSativa - 31 2,661 - 84 17
PS,; TMOS 10 0,082 18 99 >100
PSy, MeTMOS:TMOS 28 0,242 46 87 20
PSp, MeTM(l):SI:TMOS 41 0,332 66 83 19
PS, PrTMO2é1:TMOS 31 0,258 102 87 21
PS;s PrTMOléI:TMOS 58 0,473 145 70 22
PS¢ OcTMésl:TMOS 66 0,550 200 50 12
PS; OcTM(l):Sl:TMOS 65 0,552 138 53 14
PSg PhTMS:SI:TMOS 54 0,442 221 82 40
PS PhTM(;:SI:TMOS 60 0,493 232 64 17

2:1

Tabelul 2.20. Acilarea 2-heptanolului prin biocataliza cu preparate obtinute

prin entraparea in sol-gel a lipazei Amano PS.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregisire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (umol-h™-mg™) (%) (%)

PSpativa - 28 2,645 - 87 20
PS,; TMOS 7 0,031 12 99 >100
PSy, MeTMOS:TMOS 15 0,142 27 87 17
PSp, MeTMé:SI:TMOS 33 0,287 58 87 22
PS, PrTMCféI:TMOS 22 0,202 80 89 22
PS;s PrTMOléI:TMOS 48 0,442 136 85 29
PS¢ OcTMéSI:TMOS 57 0,539 197 74 30
PS; OcTM(;:SI:TMOS 56 0,503 126 76 29
PSg PhTMéS{TMOS 30 0,266 134 91 31
PSy PhTM(;:Sl:TMOS 56 0,239 198 77 34

2:1
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Tabelul 2.21. Acilarea 2-octanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute

prin entrapare in sol-gel a lipazei Amano PS.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregasire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (umol-h"mg™) (%) (%)

PS,ativa - 38 3,282 - 78 13
PS, TMOS - - - - -
PSy, MeTMOS:TMOS 13 0,114 18 78 9
PSp, MeTM(l):SI:TMOS 39 0,347 56 75 11
PS, PrTMOzélzTMOS 25 0,221 71 80 12
PS;s PrTM(;él:TMOS 58 0,492 122 71 26
PS¢ OcTM(z)SI:TMOS 68 0,597 176 45 15
PS; OcTM(l):Sl:TMOS 64 0,569 115 54 12
PSs PhTM(g.S{TMOS 38 0,329 134 79 14
PS, PhTM(;:SI:TMOS 59 0,530 202 69 29

2:1

Pe baza datelor din tabelele 2.17 - 2.21 s-au realizat figurile 2.12 si 2.13 care
prezintd randamentul de regésire a activitatii $i excesul enantiomeric e.e. dupa 24 de
ore de reactie la acilarea enantioselectiva a alcoolilor studiati prin biocatalizd cu
preparate enzimatice obtinute prin imobilizarea lipazei Amano PS prin entrapare in

sol-gel.
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Figura 2.12. Dependenta eficientei catalitice de natura grupei nehidrolizabile
a silanului precursor si de substratul utilizat, in cazul preparatelor enzimatice de lipaza
Amano PS imobilizate folosind precursori trimetoxisilanici, la raport molar
TMOS/silan cu grupare nehidrolizabild de 1:2.

Asa cum se poate observa din Figura 2.12 si tabelele 2.17 - 2.21, eficienta
imobilizarii exprimata prin randamentul de regasire a activitatii a fost mai ridicata la
utilizarea PhATMOS ca si silan precursor. Preparatele obtinute cu PrTMOS (OcTMOS
in cazul 2-butanolului) si PATMOS in matricea sol-gel au dat rezultate bune pentru
toate substraturile utilizate.
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Figura 2.13. Dependenta excesului enantiomeric de natura grupei
nehidrolizabile a silanului precursor si de substratul utilizat, in cazul preparatelor
enzimatice de lipazd Amano PS imobilizate folosind precursori trimetoxisilanici, la
raport molar TMOS/silan cu grupare nehidrolizabila de 1:1.

In ceea ce priveste enantioselectivitatea (Figura 2.13), au fost obtinute valori
ale excesului enantiomeric foarte mici in cazul 2-butanolului, destul de bune pentru
2-pentanol, 2-hexanol si 2-octanol si excelente pentru 2-heptanol atunci cand pentru
imobilizare s-au utilizat precursori silanici cu gruparea nehidrolizabila propil sau
fenil.

Tinand cont atat de eficienta imobilizarii cét si de enantioselectivitate, se poate
spune ca cel mai bun silan precursor a fost PhATMOS, cu valori ale randamentului de
regasire Intre 200-360% si ale excesului enantiomeric de peste 65% pentru toate
substraturile folosite, exceptand 2-butanolul.

2.2.4. Concluzii

In cazul preparatelor imobilizate cu lipazid Amano AK

1. Evolutia in timp a conversiei alcoolului si a excesului enantiomeric (e.e.) a
R-esterului in reactiile de acilare ale 2-heptanolului si 2-octanolului prin biocataliza cu
preparatul obtinut prin entrapatare in sol-gel cu OcTMOS/TMOS la raport molar de
2:1 aratd ca valorile optime au fost obtinute in punctele de intersectie dintre curba
conversiei si dreapta excesului enantiomeric, la 5 ore pentru 2-octanol si 10 ore pentru
2-heptanol.

2. Prezenta grupei nehidrolizabile octil in reteaua sol-gel a dus la cele mai
mari valori ale conversiei si ale randamentului de regasire a activitatii.
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3. Valori ridicate ale enantioselectivitatii au fost obtinute, in special pentru
substratul 2-hexanol, atunci cand pentru imobilizare s-au utilizat precursori silanici
avand ca grupe nehidrolizabile propil si fenil.

4. Tinand cont atat de eficienta imobilizarii cat si de enantioselectivitate, se
poate spune ca cel mai bun silan precursor a fost PrTMOS, cu valori ale
randamentului de regasire intre 30-89% si ale excesului enantiomeric de peste 65%
pentru toate substraturile folosite exceptand 2-butanolul.

In cazul preparatelor imobilizate cu lipazd Amano PS

1. Prezenta grupei nehidrolizabile fenil in reteaua sol-gel a dus la cele mai
mari valori ale conversiei i ale randamentului de regasire a activitatii.

2. Valori ridicate ale enantioselectivitatii au fost obtinute, in general pentru
toate substraturile, atunci cand pentru imobilizare s-au utilizat precursori silanici cu
grupa nehidrolizabila propil (in cazul 2-butanolului octil) si fenil.

3. Tinand cont atat de eficienta imobilizarii cat si de enantioselectivitate, se
poate spune ca cel mai bun silan precursor a fost PhTMOS.

2.3. Studiul acilarii enantioselective a alcoolilor secundari
alifatici prin biocataliza cu lipaza Amano AK dublu imobilizata

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

Studii anterioare au demonstrat ca utilizand suporturi cu porozitate ridicata
gelifierea a avut loc in interiorul porilor si activitatea a fost scdzutd. Suporturile cu
porozitate mai mica (Celite 545) au dus la formarea gelului doar in exteriorul
suportului rezultdnd activitati ridicate (Kawakami si Yoshida, 1996; Kawakami si
Furukawa, 1998).

Nu avem informatii referitoare la studii privind influenta imobilizarii prin
entrapare combinatd cu adsorbtie asupra enantioselectivitatii enzimei. Imobilizarea
este consideratd o metoda care imbunatateste stabilitatea enzimei si nu influenteaza
enantioselectivitatea. Studiile noastre anterioare (Péter si colab., 2005; Kiss si colab.,
2007) au aratat insd ca enantioselectivitatea lipazei poate fi influentatd de metoda de
imobilizare. In rezolutiile cinetice bazate pe viteze diferite de formare ale celor doi
enantiomeri, efectele sterice si conformationale sunt importante si pot fi influentate de
micromediul existent in jurul zonei catalitice active a enzimei in urma imobilizarii.
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Acest studiu a urmadrit obtinerea de preparate enzimatice cu lipazd din
Pseudomonas fluorescens (Amano AK) dublu imobilizatd, cu caracteristici de
activitate §i enantioselectivitate superioare, care au fost utilizate in acilarea
enantioselectiva a unor alcooli secundari racemici: 2-butanol, 2-pentanol, 2-hexanol,
2-heptanol si 2-octanol cu acetat de vinil in n-hexan (mediu de reactie) si cu n-decan
sau n-dodecan (in cazul 2-hexanolului) ca standard intern pentru analiza gaz-
cromatografica cantitativa (a se vedea Cap. 3.3.2.).

2.3.1. Lipaza Amano AK dublu imobilizata utilizind derivati
metoxisilanici si Celite 545

Unul din obiectivele acestor cercetdri a fost studierea influentei naturii grupei
nehidrolizabile din silanul precursor asupra performantelor lipazei Amano AK
imobilizate prin metoda combinata, utilizdind ca silani precursori derivati
metoxisilanici (Zarcula si colab., 2009°).

Au fost obtinute preparate enzimatice care contin in matricea de silicagel
grupari alchil: metil, propil, octil sau fenil, provenite din gruparile nehidrolizabile ale
metoxisilanilor folositi ca precursori si TMOS la un raport molar de 1:1 (Metoda 6).
Prezenta acestor grupdri are rolul de a stabiliza conformatia lipazei cu capacul
hidrofob care inchide accesul spre centrul activ deplasat in urma interactiunilor cu
componentele hidrofobe ale suportului. Probabil cd aceste grupari interactioneaza si
cu suportul utilizat (Celite 545) prin legaturi de naturd hidrofoba, ajutand la fixarea
mai bund a Intregului sistem sol-gel-enzima pe adsorbant. S-a mentinut in toate
cazurile acelasi raport de masa intre cantitatea totala de silani si adsorbant. Preparatele
obtinute au fost utilizate ca si biocatalizatori in reactiile de acilare a unor alcooli
secundari, iar rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelele 2.22 - 2.26.

Tabelul 2.22. Acilarea 2-butanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute
prin dubla imobilizare a lipazei Amano AK.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregisire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (pmol-h"-mg™) (%) (%)

AKaiiva - 60 2,458 - 7 1

AKs, MeTMOS:TMOS 3 0,014 6 34 2
1:1

AKs;s PrTMOS:TMOS 18 0,073 31 16 1
1:1

AKsg OcTMOS:TMOS 25 0,103 48 11 1
1:1

AKs, PhTMOS:TMOS 55 0,230 74 14 2
1:1
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Tabelul 2.23. Acilarea 2-pentanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute
prin dubla imobilizare a lipazei Amano AK.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregsire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (umol-h™-mg™) (%) (%)

AKaiiva - 64 2,380 - 47 7

AKsy MeTMOS:TMOS 1,3 0,005 2 77 8
1:1

AKs;s PrTMOS:TMOS 15 0,058 25 75 8
1:1

AKsg OcTMOS:TMOS 41 0,155 75 64 7
1:1

AKs, PhTMOS:TMOS 18 0,068 23 75 8
1:1

Tabelul 2.24. Acilarea 2-hexanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute
prin dubla imobilizare a lipazei Amano AK.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregisire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (pmol-h'-mg™) (%) (%)
AKnativé = 54 2,446 - 73 17
AKsy MeTMOS:TMOS 14 0,057 22 99 233
1:1
AKss PrTMOS:TMOS 26 0,106 45 84 15
1:1
AKsg OcTMOS:TMOS 62 0,273 103 60 17
1:1
AKs, PhTMOS:TMOS 58 0,237 99 71 26
1:1

Tabelul 2.25. Acilarea 2-heptanolului prin biocataliza cu preparate obtinute
prin dubla imobilizare a lipazei Amano AK.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregisire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (pmol-h"-mg™) (%) (%)
AK ativa - 31 2,630 - 74 9
AKsy MeTMOS:TMOS 6 0,027 10 85 13
1:1
AKs;s PrTMOS:TMOS 18 0,082 32 86 16
1:1
AKsg OcTMOS:TMOS 38 0,146 64 91 37
1:1
AKs, PhTMOS:TMOS 15 0,061 18 81 11
1:1
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Tabelul 2.26. Acilarea 2-octanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute
prin dubla imobilizare a lipazei Amano AK.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregisire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (umol-h™'-mg™) (%) (%)

AK ativa - 53 2,095 - 55 6

AKsy MeTMOS:TMOS 2 0,007 3 63 5
1:1

AKs;s PrTMOS:TMOS 15 0,061 30 65 5
1:1

AKsg OcTMOS:TMOS 55 0,230 127 60 9
1:1

AKs; PhTMOS:TMOS 15 0,063 24 64 5
1:1

Reactia de acilare a alcoolilor secundari a avut loc cu cele mai mari
randamente de regdsire a activitdtii enzimatice totale atunci cidnd al doilea silan
precursor folosit la imobilizare a fost OcTMOS, adica matricea de sol-gel a continut o

grupare alchil mai lunga si deci caracterul hidrofob al intregului sistem a fost mai
pronuntat.
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Figura 2.14. Cromatograma obtinuta in urma analizei pe coloana CYDEX-B a
amestecului de reactie dupd 24 h de la acilarea 2-octanolului prin biocataliza cu lipaza
Amano AKsg.

Daca gruparea nehidrolizabild a fost metil, activitatea enzimei imobilizate a
fost mult mai mica, desi gelifierea a avut loc foarte repede. Acest fenomen a fost
observat si 1Tn cazul preparatelor imobilizate doar prin entrapare in sol-gel si se
datoreaza probabil formarii unei retele micro- sau nanoporoase foarte compacte care
ingreuneaza mult accesul reactantilor la centrul activ al enzimei. Pentru remedierea
acestei probleme vor fi incercate diferite alte retete de imobilizare.
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In ce priveste enantioselectivitatea acestor reactii, ele sunt ilustrate in Figura
2.15 care prezinta excesele enantiomerice obtinute dupa 24 de ore de reactie si care
s-a realizat pe baza datelor din tabelele 2.22 - 2.26.

V) lipaza nativa

100 I 2-butanol
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Gruparea nehidrolizabila a silanului

Figura 2.15. Influenta naturii grupei nehidrolizabile a silanului precursor
asupra excesului enantiomeric, in cazul preparatelor obtinute prin dubla imobilizare a
lipazei Amano AK.

Se poate observa ca excesul enantiomeric dupa un timp de reactie de 24 de ore
a crescut in toate cazurile comparativ cu enzima nativd. Nu apar diferente
semnificative intre preparatele obtinute cu diferiti precursori in ce priveste valorile
excesului enantiomeric, insd se observa ca intre alcoolii studiati au existat asemenea
diferente. In cazul 2-butanolului s-au obtinut valori foarte mici ale excesului
enantiomeric, asa cum s-a observat si 1n studiile anterioare. 2-Hexanolul si
2-heptanolul au fost acilati cu enantioselectivitate mai ridicatd decat 2-pentanolul si
2-octanolul. Utilizarea grupdrii metil in compozitia sol-gelului a dus la excese
enantiomerice ridicate pentru alcoolii studiati, dar (cu exceptia substratului 2-hexanol)
nu asa de mari incat sa compenseze activitatea redusd a acestor preparate. Valorile
indicelui enantiomeric E care tine cont atit de conversie cat si de excesul
enantiomeric (tabelele 2.22 - 2.26) aratd de asemenea ca pentru substraturile
2-hexanol si 2-heptanol s-au obtinut valori apropiate sau peste 20, care este cifra
consideratd limitd pentru ca o reactie bazatd pe discriminare cineticd sa poata fi
aplicata industrial.
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2.3.2. Lipaza Amano AK dublu imobilizata utilizind derivati
etoxisilanici si Celite 545

A fost efectuat un studiu privind influenta raportului molar al etoxisilanilor
utilizati ca si silani precursori asupra performantelor lipazei Amano AK imobilizate
prin metoda combinata (Zarcula si colab., 2009°). S-au obtinut preparate enzimatice
prin entraparea in sol-gel cu TEOS si MeTEOS la diferite rapoarte molare, urmata de
adsorbtie pe Celite 545 (Metoda 6). Preparatele obtinute au fost utilizate ca
biocatalizatori 1n reactiile de acilare ale alcoolilor secundari care au fost mentionati
anterior. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelele 2.27 - 2.31.

Tabelul 2.27. Acilarea 2-butanolului prin biocataliza cu preparate obtinute
prin dubla imobilizare a lipazei Amano AK.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregisire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (umol-h™-mg™) (%) (%)

AKnativé = 60 2,458 100 7 1

AK, Adsorbtie 90 0,398 160 4 1

AKsg MeTEOS:TEOS 29 0,115 39 8 1
1:1

AKso MeTEOS:TEOS 55 0,247 84 13 2
2:1

AKgo MeTEOS:TEOS 66 0,263 89 10 2
4:1

Tabelul 2.28. Acilarea 2-pentanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute
prin dubla imobilizare a lipazei Amano AK.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregisire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (pmol-h"-mg™) (%) (%)
AKaiiva - 64 2,380 100 47 7
AK, Adsorbtie 88 0,343 142 13 4
AKsg MeTEOS:TEOS 20 0,071 25 71 7
1:1
AKso MeTEOS:TEOS 28 0,180 63 61 7
2:1
AKgp MeTEOS:TEOS 53 0,189 66 56 7
4:1
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Tabelul 2.29. Acilarea 2-hexanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute

prin dubla imobilizare a lipazei Amano AK.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregsire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (umol-h™-mg™) (%) (%)

AKaiiva - 54 2,446 100 73 17

AK, Adsorbtie 79 0,345 139 26 6

AKsg MeTEOS:TEOS 33 0,132 45 78 12
1:1

AKsy MeTEOS:TEOS 49 0,211 72 78 18
2:1

AKgp MeTEOS:TEOS 51 0,198 67 72 14
4:1

Tabelul 2.30. Acilarea 2-heptanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute

prin dubla imobilizare a lipazei Amano AK.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregasire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (nmol-h'-mg™) (%) (%)

AKaiiva - 31 2,630 100 74 9

AK, Adsorbtie 71 0,297 111 40 9

AKsqg MeTEOS:TEOS 8 0,033 10 78 9
1:1

AKso MeTEOS:TEOS 25 0,098 31 79 11
2:1

AKg MeTEOS:TEOS 35 0,139 33 75 10
4:1

Tabelul 2.31. Acilarea 2-octanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute

prin dubla imobilizare a lipazei Amano AK.

Cod Silani precursori Conv. Activitate Nregisire e.e. E
preparat (raport molar) (%) (umol-h™-mg™) (%) (%)

AKaiiva - 53 2,095 100 55 6

AK, Adsorbtie 76 0,388 182 31 7

AKsg MeTEOS:TEOS 20 0,085 34 62 5
1:1

AKso MeTEOS:TEOS 53 0,217 87 58 7
2:1

AKy MeTEOS:TEOS 43 0,174 69 59 6
4:1

Prin adsorbtie simpld pe Celite 545 s-au obtinut valori ale activitatii de
transesterificare ridicate, dar enantioselectivitati scazute comparativ cu metoda de
entrapare combinatd cu adsorbtie. Studii anterioare au ardtat ca imobilizarea prin
entrapare in sol-gel utilizind numai TEOS au dus la xerogeluri fard activitate de
transesterificare, iar la o concentratie scazuta de grupari metil (raport molar 1:1) s-a
observat de asemenea o pierdere semnificativa de activitate a enzimei imobilizate (30-

45% din activitatea totald a fost recuperata).
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Cresterea concentratiei de grupari metil in amestecul de silani precursori a fost
benefica pana la un raport molar MeTEOS/TEOS de 2:1, dar o marire a raportului la
4:1 a cauzat doar o usoara crestere sau chiar o descrestere a activitatii.
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substrat: 2-butanol 2-pentanol 2-hexanol 2-heptanol 2-octanol

ESG+A= entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie pe Celite 545

Figura 2.16. Influenta raportului molar MeTEOS/TEOS si a metodei de
imobilizare asupra excesului enantiomeric, in cazul preparatelor obtinute prin dubla
imobilizare a lipazei Amano AK.

In ceea ce priveste enantioselectivitatea (Figura 2.16), nici lipaza nativi, nici
preparatele imobilizate nu au putut distinge intre izomerii optici ai 2-butanolului. Spre
deosebire de acesta, la acilarea celorlalti alcooli secundari s-au obtinut excese
enantiomerice ridicate comparativ cu lipaza nativd sau adsorbitd, 2-hexanolul si
2-heptanolul fiind cele mai bune substraturi. Cele mai mari valori pentru excesul
enantiomeric si raportul enantiomeric au fost obtinute pentru preparatul cu
MeTEOS/TEOS la raport molar de 1:1, insotite evident de valori ale activitatii
scazute, asa cum s-a mentionat. Rezultd cd pentru imobilizarea prin entrapare i
adsorbtie folosind ca silani precursori MeTEOS si TEOS raportul molar optim este de
2:1, cu randamente de regasire a activitdtii enzimatice de 63-77% si valori ale
excesului enantiomeric de 58-78% la acilarea alcoolilor secundari mentionati.
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2.3.3. Studiul influentei gruparii nehidrolizabile din silanul
precursor asupra eficientei biocatalizatorilor

Natura gruparii nehidrolizabile a avut o influentd considerabild asupra
eficientei biocatalizatorilor obtinuti cu diferiti precursori (etoxisilani sau metoxisilani)
in raport molar de 1:1. La acilarea 2-hexanolului cu acetat de vinil catalizata de
preparatelele astfel imobilizate s-au obtinut valori ale randamentului de regasire a
activitatii intre 22-103% (Tabelul 2.32) (Zarcula si colab., 2009°).

In mod obisnuit, in timpul procesului de imobilizare se produce o inactivare
partiald a enzimei. La imobilizarea prin inchidere in sol-gel, etanolul si metanolul,
introduse ca mediu de reactie pentru formarea gelului sau rezultate in urma reactiei de
policondensare, pot avea efect inhibitor. Daca gruparea nehidrolizabila a fost metil, au
fost observate diferente importante intre preparatele obtinute pe bazd de etoxi-,
respectiv metoxisilani, sugerand un efect inhibitor mai semnificativ al metanolului.
Cresterea lantului alchil a fost benefica pentru activitate, demonstrand ca prezenta
gruparilor hidrofobe Tn matricea de sol-gel este importanta chiar daca sunt prezente si
interactiunile specifice adsorbtiei.

Gruparile fenil au fost cele mai eficiente pentru preparatele obtinute cu
precursori etoxisilanici, iar cele octil in cazul preparatelor cu precursori
metoxisilanici. Valorile raportului enantiomeric (E) nu au diferit semnificativ fata de
enzima nativa, chiar daca valorile excesului enantiomeric dupa 24 ore de reactie au
fost mai mari pentru preparatele imobilizate. Activitatile scazute ale preparatelor ce
contin grupdri metil au anulat avantajul unor valori mult mai ridicate ale raportului
enantiomeric (E=233), in ce priveste o posibila utilizare pe scara larga a acestui tip de
biocatalizator. Au fost Incercate mai multe retete de imobilizare pentru a depasi
aceasta problema, dar nu s-au obtinut Tmbunatatiri semnificative.

Tabelul 2.32. Influenta naturii silanilor precursori la acilarea 2-hexanolului cu
acetat de vinil catalizata de lipaza Amano AK imobilizatd prin entrapare in sol-gel
combinata cu adsorbtie.

Cod Silani precursori Activitate Nregasire | €.€. E

preparat | (raport molar=1:1) (umol-h'l-mg'l) (%) (%)

AKnativa - 2,446 - 73 17
AK, Adsorbtie 0,345 139 26 6
AKsy MeTMOS:TMOS 0,057 22 99 | 233
AKss PrTMOS: TMOS 0,106 45 84 15
AKsq OcTMOS:TMOS 0,273 103 60 17
AKs; PhTMOS:TMOS 0,237 99 71 26
AKsg MeTEOS:TEOS 0,132 45 78 12
AKg; EtTEOS:TEOS 0,113 47 70 7
AKe, PhTEOS:TEOS 0,232 101 69 15
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Este important de stiut cum are loc procesul de imobilizare, prin inchiderea
enzimei si depunerea simultand a stratului de sol-gel sau prin formarea sol-gelului in
jurul enzimei adsorbite in prealabil. S-a incercat facilitarea primului mecanism,
utilizdnd o tehnicd de imobilizare care a implicat aditia adsorbentului (Celite) numai
dupa inceperea gelifierii. Pentru a investiga morfologia preparatelor imobilizate s-a
folosit tehnica de microscopie de scanare electronica SEM (Figura 2.17).

(¢) OcTMOS/TMOS 1:1 (d) PATMOS/TMOS 1:1

Figura 2.17. Imaginile SEM ale preparatelor cu lipazd Amano AK
imobilizate prin entrapare in sol-gel combinatd cu adsorbtie, pe bazd de TMOS si (a)
MeTMOS, (b) PrTMOS, (¢) OcTMOS respectiv (d) PATMOS.

Din Figura 2.17 se pot observa (a) structuri aciculare aglomerate si poroase (b)

structura poroasa, (c) si (d) structuri poroase, pe alocuri structuri aciculare si sfere
aglomerate.
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Astfel pare plauzibil ca enzima entrapatd 1n sol-gel a fost depozitatd pe
suprafata adsorbentului. In general preparatele obtinute au un aspect suficient de
poros pentru a putea spune cd adsorbtia s-a realizat in principal la suprafatd, nu in
structura interna a adsorbentului. Probabil ca enzima depozitatd in porii interiori a
pierdut partial activitatea datoritd accesului mai dificil al reactantilor la centrul activ.

2.3.4. Studiul influentei gruparii alchil din alcoolul secundar
asupra eficientei biocatalitice

Pentru preparatul cel mai eficient dintre cei cu grupare nehidrolizabila de tip
alchil s-a realizat un studiu al influentei naturii lantului alchil al alcoolului secundar
(Zarcula si colab., 2009°). Silanii precursori folositi au fost OcTMOS si TMOS la un
raport molar de 1:1 (Metoda 6). Reactia de acilare cu acetat de vinil a fost realizatd in
hexan timp de 24 h la temperatura de 40°C.

Tabelul 2.33. Acilarea alcoolilor secundari prin biocataliza cu lipaza din
Amano AK nativd sau imobilizatd (AKse) prin metoda combinatd cu precursori
OcTMOS si TMOS la raport molar de 1:1.

Activitate Nregasire e.e. E
Substrat (umoli-h’-mg™) (%) (%)
Nativa Imob. Nativa | Imob. | Nativa | Imob.
2-butanol 2,458 0,103 48 7 11 1 1
2-pentanol 2,380 0,155 75 47 64 7 7
2-hexanol 2,446 0,273 103 73 60 17 17
2-heptanol 2,630 0,146 64 74 91 9 37
2-octanol 2,095 0,230 127 55 60 6 9

Asa cum rezulta din datele tabelului 2.33, cel mai mare randament de regasire
a activitdtii s-a obtinut in cazul alcoolului secundar cu lantul alchil cel mai lung
(2-octanol), iar cea mai ridicata enantioselectivitate s-a obtinut pentru 2-heptanol. Un
caracter hidrofob mai accentuat, nu numai in ceea ce priveste matricea sol-gel ci si
structura substratului, a fost benefic pentru activitatea preparatelor imobilizate.
Randamentul de regasire a activitatii enzimatice a fost peste 100% in cazul celor mai
active preparate, demonstrand eficienta metodei de imobilizare. Excesul enantiomeric
folosind enzima imobilizata a crescut in toate cazurile in comparatie cu lipaza nativa,
chiar daca diferentele nu au fost mari. In ceea ce priveste raportul enantiomeric (E),
pentru 2-heptanol preparatul imobilizat a Inregistrat o enantioselectivitate remarcabila
asociata cu o activitate ridicata.
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2.3.5. Evaluarea comparativa a metodelor de imobilizare prin
adsorbtie si entrapare in sol-gel, simpla si combinata

Pentru acilarea enantioselectivd a 2-hexanolului s-a realizat o evaluare
comparativd a metodelor de imobilizare prin adsorbtie (Metoda 1), entrapare in sol-
gel (Metoda 2) si entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie (Metoda 6), utilizand
silani precursori cu o grupare nehidrolizabild fenil (PhTMOS/TMOS, respectiv
PhTEOS/TEOS la raport molar de 1:1) (Zarcula si colab., 2009%). Conditiile de reactie
au fost aceleasi cu cele prezentate anterior.

Asa cum rezultd din Figura 2.18, imobilizarea prin adsorbtie a dat cele mai
mari randamente de regdsire a activitatii, dar enantioselectivitatea preparatului rezultat
a fost scazuta. Considerand ambele metode de imobilizare, entraparea in sol-gel si
metoda combinatd, precursorii etoxisilanici au fost mai eficienti in ceea ce priveste
randamentul de regdsire a activitdtii preparatelor enzimatice rezultate, in timp ce
preparatele obtinute cu precursori metoxisilanici au dus la enantioselectivitati mai
ridicate. Comparand rezultatele obtinute prin metoda de entrapare in sol-gel cu cele
prin metoda combinatd cu adsorbtie, este evident cad depunerea enzimei entrapate in
sol-gel pe Celite 545 duce la randamente de regasire a activitdtii mai ridicate.
Explicatia este relativ simpld, deoarece repartitia enzimei entrapate pe o suprafatd
mare poate reduce riscul agregarii enzimei in timpul procesului de imobilizare si evita
limitarile difuzionale. In ceea ce priveste enantioselectivitatea, aceasta a fost mai
ridicatd pentru preparatele obtinute doar prin inchidere in sol-gel, dar si cele obtinute
prin metoda combinata au avut valori putin mai ridicate decat in cazul lipazei native.

lipaza nativa

[l adsorbtie

I Etoxisilani (ESG+A )
[ Metoxisilani ( ESG+A ) - 140
[ Etoxisilani (ESG ) r
120 [ Metoxisilani (ESG ) - 120

140 —

100 — — -100
80
60 - 60
40 - 40
20—- H H -20
0 - H - 0

Activitate Enantioselectivitate

Randament de regasire a activitatii (%)
N
]
Exces enantiomeric e.e. (%)

ESG+A = entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie pe Celite 545
ESG = entrapare in sol-gel

Figura 2.18. Dependenta activitatii si a enantioselectivitatii lipazei Amano
AK imobilizatd de metoda de imobilizare: adsorbtie, entrapare in sol-gel cu derivati
etoxi- sau metoxisilanici (cu o grupare nehidrolizabila fenil) si entrapare in sol-gel
combinata cu adsorbtie.
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Biocatalizatorii in faza solidd au demonstrat deja cd sunt instrumente
importante pentru sinteza chimicd organicd, mai ales pentru rezolutia cinetica a
amestecurilor racemice. Inchiderea in sol-gel combinati cu adsorbtie a determinat
cresterea stabilitatii si activitatii lipazei, In timp ce enantioselectivitatea preparatelor
enzimatice nu s-a modificat in mod semnificativ comparativ cu enzima nativa. Atat
precursorii etoxisilanici cat si cei metoxisilanici s-au dovedit a fi eficienti pentru
formarea matricii de sol-gel, etoxisilanii ducand la activitati mai mari deoarece timpul
de gelifiere este mai lung si nu existd pericolul ca efectul termic al reactiilor de
condensare sa determine inactivarea enzimei datoritd supraincalzirii micromediului
din jurul ei.

2.3.6. Concluzii

1. Biocatalizatorii in faza solidd sunt instrumente importante pentru sinteza
chimicd organicd, mai ales pentru rezolutia cinetici a amestecurilor racemice.
Entraparea 1n sol-gel combinatd cu adsorbtie a determinat cresterea stabilitatii si
activitatii lipazei, in timp ce enantioselectivitatea preparatelor enzimatice nu s-a
modificat in mod semnificativ comparativ cu enzima nativa.

2. Pentru toate substraturile folosite, cele mai mari valori ale randamentui de
regasire a activitatii enzimatice s-au obtinut atunci cand silanii precursori au fost
OcTMOS/TMOS la raport de 1:1 (in cazul metoxisilanilor), respectiv
MeTEOS/TEOS la raport de 2:1 (in cazul etoxisilanilor).

3. Intre alcoolii studiati se observa diferente semnificative in ceea ce priveste
enantioselectivitatea preparatelor enzimatice. In cazul 2-butanolului s-au obtinut
valori foarte mici ale excesului enantiomeric, asa cum s-a observat si in studiile
anterioare. 2-Hexanolul si 2-heptanolul au fost acilati cu enantioselectivitate mai
ridicata decat 2-pentanolul si 2-octanolul.

4. Natura gruparii nehidrolizabile a avut o influentd considerabild asupra
eficientei biocatalizatorilor obtinuti prin metoda combinatd cu diferiti precursori
(etoxisilani sau metoxisilani) la raport molar de 1:1, la acilarea 2-hexanolului cu
acetat de vinil. Cresterea lantului alchil a fost beneficd pentru activitate, gruparile
fenil au fost cele mai eficiente pentru preparatele obtinute cu precursori etoxisilanici,
iar cele octil in cazul preparatelor cu precursori metoxisilanici.

5. Pentru acilarea enantioselectiva a 2-hexanolului cu preparate obtinute prin
entraparea in sol-gel si metoda combinatd, utilizand silani precursori cu o grupare
nehidrolizabila fenil (PhTMOS/TMOS, respectiv PATEOS/TEOS la raport molar de
1:1), precursorii etoxisilanici au fost mai eficienti In ceea ce priveste randamentul de
regasire a activitatii preparatelor enzimatice rezultate, in timp ce preparatele obtinute
cu precursori metoxisilanici au dus la enantioselectivitdti mai ridicate.

6. Comparand rezultatele obtinute cu preparate imobilizate prin metoda de
entrapare 1n sol-gel cu cele prin metoda combinata cu adsorbtie, este evident ca
depunerea enzimei entrapate in sol-gel pe Celite 545 duce la randamente de regasire a
activitatii mai ridicate. In ceea ce priveste enantioselectivitatea, aceasta a fost mai
ridicata pentru preparatele obtinute doar prin inchidere in sol-gel, dar si cele obtinute
prin metoda combinatd au avut valori putin mai ridicate decat in cazul lipazei native.
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2.4. Studiul utilizarii lichidelor ionice ca aditivi la imobilizarea
lipazei Amano AK prin metoda sol-gel

Lichidele ionice sunt compusi considerati de mare viitor in calitate de solventi
“curati”, care datoritd nevolatilitatii lor si stabilitatii termice ridicate vor putea inlocui
solventii organici volatili utilizati la ora actuald in majoritatea proceselor. Este
cunoscut faptul ca lichidele ionice sunt compatibile cu enzimele, putdnd avea chiar un
efect de stabilizare a acestora. In biocataliza cu enzime imobilizate prin metoda sol-
gel a apdrut nsa si o altd posibilitate, aceea de a folosi lichidele ionice in calitate de
aditivi 1n procesul de entrapare. Ele pot fi folosite pentru a Tmbunatati proprietatile
gelului, in principal printr-un efect de stabilizare, protejand enzima de alcoolul
eliberat in timpul procesului de entrapare in sol-gel precum si de efectele contractarii
gelului in timpul uscarii. Lichidele ionice protejeza structura gelului prin umplerea
porilor, obtinandu-se astfel o structurd mezoporoasa si foarte ordonata de silice (Lee si
colab., 2007%). Aceste cercetdri se afld incd in stadiu incipient pe plan mondial, de
aceea datele de literatura sunt foarte putine. Studiile efectuate in cadrul acestei teze au
urmdrit realizarea unei contributii in acest domeniu important, prin investigarea
sistematicd a modalitdtilor In care utilizarea ca aditiv a lichidelor ionice in timpul
procesului de imobilizare prin metoda sol-gel poate constitui o alternativad pentru
obtinerea de biocatalizatori cu performante superioare.

2.4.1. Influenta naturii lichidului ionic

Varietatea structurala a lichidelor ionice este extrem de mare, atdt in ce
priveste partea cationicd cat i cea anionica. Dintre acestea, interes pentru biocataliza
prezinta cele care sunt lichide la temperatura camerei, in special cele a caror parte
cationica este constituitd din ionul de I-alchil-3-metil-imidazoliu [C,mim]" (n fiind
numarul de atomi de carbon din gruparea alchil). Partea anionicd poate fi constituitd
dintr-un anion anorganic sau organic. in acest studiu am urmarit stabilirea influentelor
pe care structurile gruparilor anionice §i cationice din lichidele ionice utilizate ca
aditivi le pot avea asupra performantelor biocatalizatorilor (Zarcula si colab., 2009°).
Au fost testate 10 lichide ionice, utilizate ca si aditivi la imobilizarea lipazei Amano
AK prin entrapare in sol-gel, inlocuind PEG in reteta initiala de imobilizare (Metoda
2). Matricea sol-gel a fost obtinuta utilizand ca silani precursori OcTMOS si TMOS in
raport molar de 1:1.

Au fost folosite:

= lichide ionice cu diferite grupe alchil in cationul imidazolic si anionii BF,,
PF¢ sau TfHN: [Pmim]BF4, [Bmim]BF4;, [Hmim]BF;, [Omim]BF,;, [Bmim]PFg,
[Omim]PFg si [Bmim]Tf,N.

= lichide ionice cu acelasi cation si diferiti anioni: [Emim]BF,,
[Emim]OOCCHj; si [Emim]OOCCFs;

Preparatele enzimatice obtinute au fost testate ca si biocatalizatori in reactiile
de acilare a unor alcooli secundari, iar rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul
2.34.
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Tabelul 2.34. Acilarea 2-hexanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute
prin entraparea in sol-gel a lipazei Amano AK cu OcTMOS/TMOS la raport molar de
1:1 si lichid ionic ca aditiv.

Cod Aditiv Conv. Activitate Nregasire e.e. E
preparat (%) | (umolich™mg") | (%) | (%)
AKativa - 54 2,446 - 73 | 17
AKGs [Emim]BF, 56 0,432 113 76 | 29
AKj [Pmim]BF, 58 0,440 123 70 | 22
AKo; [Bmim]BF, 56 0,421 133 76 | 29
AK3, [Hmim]BF, 59 0,481 155 67 | 19
AK,, [Omim]BF, 66 0,550 150 51 | 15
AKos [Bmim]PFj 75 0,648 114 32 | 7
AKGg [Omim]PF, 42 0,321 94 79 | 15
AKjo [Bmim]T,N 52 0,408 126 79 | 23
AKy [Emim]JOOCCH; | 58 0,440 140 72 | 34
AKy, [Emim]JOOCCF; | 52 0,425 117 76 | 19

Lichidele ionice cu acelasi anion, tetrafluoroborat, au dus la activitati ridicate
ale preparatelor imobilizate odatd cu cresterea hidrofobicitétii si a lungimii gruparii
alchil din partea cationica. 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 BF4 si gruparile silanol din gelul
de silice precum si interactiunile 7 —7z dintre gruparile imidazol vecine au un rol
important in formarea structurii retelei (Zhou, Schattka si Antonietti, 2004). Cel mai
probabil, lichidele ionice sunt partial Incorporate in matricea de silice si vor influenta
comportarea enzimei. O structurd mezoporoasd ordonatd ar trebui sd favorizeze
reactia enzimaticd prin reducerea limitarilor difuzionale, dar natura hidrofila a
lichidelor ionice ar putea sa inactiveze lipazele In medii neapoase prin eliminarea
moleculelor de apa, esentiale pentru mentinerea conformatiei active. Un substituent
mai hidrofob 1n partea cationica a lichidului ionic poate echilibra aceasta tendinta si sa
duca la activitdti mai mari. Enantioselectivitatea preparatelor imobilizate a fost mai
mare atunci cand s-a utilizat ca aditiv un lichid ionic cu o grupare alchil mai scurta.
Acest comportament poate fi explicat prin formarea unei retele mai compacte
favorizatd de acesti aditivi care induc o mai buna discriminare Intre izomerii optici ai
substratului. Spre deosebire de acestea, lichidele ionice cu anionul hexafluoroborat au
dus la valori mai mici ale activititi enzimatice a preparatelor obtinute.

In ceea ce priveste lichidele ionice cu acelasi cation, prezenta in partea
anionica a unor substituenti mai voluminosi (trifluoroacetat, comparativ cu acetat), a
dus la scaderea activitatii i a enantioselectivitatii preparatelor enzimatice obtinute. O
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posibila explicatie ar putea fi din nou influenta diferitd a lichidelor ionice asupra
formarii unei structuri mezoporoase ordonate.

Pentru reactia studiata, lichidui ionic cu cele mai bune rezultate ca si aditiv de
imobilizare a fost [Emim]OOCCHs, cu o crestere de 40% a activitatii totale relative
fata de lipaza nativa si cu o valoare de 34 a raportului enantiomeric.

2.4.2. Optimizarea metodei de imobilizare a lipazei Amano AK
folosind precursorii MeTMOS si TMOS si lichid ionic ca aditiv

Tinind cont de activitatile mici obtinute in cazul utilizarii precursorilor silanici
cu grupare nehidrolizabild metil, a fost necesara optimizarea metodei de imobilizare si
in cazul folosirii lichidelor ionice ca aditivi. S-a realizat o evaluare comparativa a
metodelor de imobilizare a lipazei Amano AK prin entrapare in sol-gel (Metoda 2, 3
sau 5), utilizand precursori silanici cu o grupare metil nehidrolizabila
(MeTMOS/TMOS in raport molar de 1:1) si lichid ionic ca aditiv. Rezultatele acilarii
enantioselective a 2-hexanolului catalizata de aceste preparatele sunt prezentate in
Tabelul 2.35.

Tabelul 2.35. Eficienta catalitica a preparatelor obtinute prin diferite metode
de entrapare in sol-gel a lipazei Amano AK cu lichid ionic ca aditiv si
MeTMOS/TMOS la raport molar de 1:1.

Cod Metoda | Caracteristici de IL Activitate Nregisire | e.e. E
preparat imobilizare (pmolh™mg™") | (%) | (%)
AKnativé - - - 2,446 - 73 1 7
AKyy [Bmim]BEF, 0,081 17 75 9
SOL prepolimer -
AKs ) obtinut prin [Omim]BF, 0,135 28 79 10
AKs catalizd cu NaF =g P, 0,074 7 | 87 | 17
AKys [Bmim]BF, 0,029 6 22 2
SOL prepolimer
AKyg 3 obtinut in mediu | [Omim]BF, 0,113 21 99 | 233
de EtOH
AKy4; [Bmim]PF 0,125 27 99 | 236
AKs; SOL prepolimer [Omim]BF, 0,081 33 99 | 222
AKs; S obtinutprin g L PR 0,086 34 | 99 | 222

cataliza cu HCI

Comparand rezultatele obtinute prin diversele variante de imobilizare in
prezenta lichidelor ionice se observd cd s-au obtinut valori apropiate ale
randamentului de regasire a activitatii, insa Metoda 5 a dus la rezultate mai bune. In
ceea ce priveste enantioselectivitatea s-au obtinut valori de peste 98% ale excesului
enantiomeric pentru toate preparatele obtinute cu Metoda 3 si 5, indiferent de lichidul
ionic utilizat, insd aceste rezultate trebuie sa fie corelate si cu activitati satisfacatoare.
Din acest punct de vedere, pe ansamblu preparatele obtinute folosind ca aditiv
[Bmim]PF, au dat cele mai bune rezultate.
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Utilizand [Bmim]BF; s-au obtinut valori reduse ale activitatii i
enantioselectivitatii. In studiile care au urmat, a fost folositd Metoda 3 care a dus la
cele mai mari activitati efective ale preparatelor.

2.4.3. Influenta structurii silanului precursor

In studiile prezentate in capitolele precedente, a fost investigatd influenta
structurii precursorilor silanici asupra performatelor catalitice ale lipazelor imobilizate
prin metoda sol-gel. Prezenta in sistem a unui lichid ionic poate modifica aceste
influente, de aceea a fost necesard realizarea unui asemenea studiu si in cazul
imobilizarilor care utilizeaza ca aditiv lichide ionice. Au fost obtinute preparate cu
lipaza Amano AK imobilizata prin entrapare in sol-gel (Metoda 2 sau Metoda 3 in
cazul MeTMOS) utilizand ca silani precursori derivati metoxisilanici, TMOS si un
silan cu o grupare nehidrolizabila: MeTMOS, PrTMOS, OcTMOS sau PhTMOS, la
rapoarte molare de 1:1 si 1:2. S-au folosit trei tipuri de lichide ionice: [Bmim]BF,,
[Omim]BF, si [Bmim]PFg care s-au adaugat cu rolul de a stabiliza reteaua impotriva
colapsarii in timpul maturdrii si uscarii, dar si pentru o posibilda modificare a
conformatiei enzimei in timpul imobilizdrii care ar putea influenta favorabil
enantioselectivitatea (Zarcula si colab., 2009%). Preparatele obtinute au fost testate in
reactia de acilare a 2-hexanolului cu acetat de vinil in n-hexan, iar rezultatele dupa 24
de ore de reactie sunt prezentate in Tabelul 2.36. Pe baza datelor din acest tabel au
fost realizate diagramele din figurile 2.19 si 2.20.

Tabelul 2.36. Acilarea 2-hexanolului prin biocatalizd cu preparate obtinute
prin entraparea in sol-gel a lipazei Amano AK cu TMOS si alchil sau aril-
trimetoxisilan la raport molar de 1:1 si 1:2 si lichid ionic ca aditiv.

Cod Silani precursori | Lichid Ionic Activitate Nregisire | e.e. E
preparat (raport molar) (nmol-h"-mg™) (%) (%)

AKativa - - 2,446 - 73 17
AKas [Bmim]BE, 0,029 6 2 | 2
AKys MeTMOS: TMOS [Omim]BF,4 0,113 21 >99 | >100
AKsr H [Bmim]PF, 0,125 27 |>99 | >100
AR [Bmim]BF, 0,118 25 77 | 9
AKy MeTMOS:TMOS [Omim]BF, 0,528 72 53 14
AKs u [Bmim]PFg 0,460 43 83 46
AK, [Bmim]BE, 0,109 26 71 | 7
AK g PrTMOS-TMOS [Omim]BF,4 0,483 109 77 24
AK o bl [Bmim]PF, 0,474 102 | 70 | 22
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AKa [Bmim]BF, 0,366 80 73 | 12
AK, | PrTMOS:TMOS | [Omim]BF, 0,651 149 | 28 | 8
AKo, o [Bmim]PF 0,593 120 | 39 | 8
AKo; [Bmim]BF, 0,421 133 | 76 | 29
AK»; | OcTMOS:TMOS | [Omim]BF, 0,550 150 | 51 | 15
AKos o [Bmim]PF, 0,648 114 | 32 | 7
AKo [Bmim]BF, 0,605 124 | 32 | 6
AK,, | OcTMOS:TMOS | [Omim]BF, 0,532 86 54 | 12
AKos - [Bmim]PF, 0,530 48 52 | 12
AKa, [Bmim]BF, 0,122 30 68 | 6
AKy | PhTMOS:TMOS | [Omim]BF, 0,354 106 | 82 | 18
AK;, o [Bmim]PF, 0,245 65 61 5
AKs; [Bmim]BF, 0,218 61 80 | 12
AK;; | PhTMOS:TMOS | [Omim]BF, 0,339 111 78 | 14
AKs, “ [Bmim]PF 0,343 111 81 | 18

Asa cum se poate observa din Tabelul 2.36 si Figura 2.19.a, in prezenta
lichidelor ionice s-au obtinut enzime imobilizate cu activitate ridicatd, avand loc chiar
o activare in cazul celor mai bune preparate, care se reflectd in randamente de regasire
a activitatii totale de peste 100% dupda imobilizare. Pentru preparatele cu
MeTMOS/TMOS la un raport molar de 1:1 s-au obtinut §i de data aceasta activitati
mai mici. Cresterea lungimii gruparii alchil nehidrolizabile din molecula silanului
precursor de la metil la octil duce la cresterea activitatii, In timp ce prezenta gruparii
fenil a dus la o gelifiere mai dificila si o activitate ceva mai mica a preparatului.
Cresterea densitatii gruparilor alchil nehidrolizabile in reteaua de sol-gel (prin
cresterea concentratiei molare a silanului ce contine aceasta grupare) a avut un efect
favorabil asupra activitdtii doar pand la o anumita limita (Figura 2.19.b), asa cum se
poate observa in cazul preparatelor cu octil, unde activitatea mai mare s-a inregistrat
la un raport molar de 1:1 al silanilor (Figura 2.19.a). O explicatie plauzibila ar putea fi
efectul nefavorabil al gruparilor hidrofobe in exces, care Tmpiedicd formarea unei
structuri mezoporoase ordonate de gel necesara pentru obtinera unui preparat cu
activitate ridicata.

Natura lichidului ionic a avut si ea influentd asupra activitatii rezultate dupa
imobilizare, aceasta fiind in general mai mare daca s-a utilizat lichidul ionic cu o
grupare alchil mai lungd in moleculd (octil) [Omim]|BF4 (Figura 2.19.a si Figura
2.19.b).
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Figura 2.19. Influenta naturii grupdrii alchil nehidrolizabile din silanul
precursor asupra eficientei catalitice a lipazei Amano AK entrapata in sol-geluri cu
lichide ionice ca aditivi la raport molar Silan [:TMOS de 1:1 (a) si 2:1 (b).

Activitatea ridicatd a enzimei imobilizate nu a fost insa asociata si cu o
enantioselectivitate ridicata (Figura 2.20.a si Figura 2.20.b), deoarece viteza de acilare
a crescut in cazul ambilor enantiomeri. Preparatele imobilizate ce contin metil ca
grupare hidrofoba au avut in schimb o enantioselectivitate foarte ridicata, asociata
insd cu o activitate redusd. Probabil cd o structurd mai compactd a retelei de sol-gel
care face mai dificil accesul substratului la centrul activ al enzimei determind in
acelasi timp cresterea discrimindrii cinetice intre cei doi enantiomeri. In ce priveste
structura lichidului ionic aceasta a influentat enantioselectivitatea lipazei imobilizate
in mod semnificativ doar atunci cand s-a utilizat MeTMOS ca precursor si la o
concentratie mai mare de grupari metil. In acest caz, lichidul ionic avand in partea
cationica o grupare alchil mai putin voluminoasa (butil) si anion de hexafluorofosfat a
determinat o enantioselectivitate mai mare.

I lipaza AK nativa
[ 1[Bmim]BF4 50
100 - " raport molar
raport molar [ [Omim]BF,
Sila‘r: 1:TMOS=1:1 t . 18% Silan 1:TMOS=2:1
. : [ [Bmim]PFg w04

80 o

304
60 -

404 204

204 I 104
0

Silanl: MeTMOS PrTMOS OcTMOS PhTMOS

Raport enantiomeric E
Raport enantiomeric E

Silanl: MeTMOS PrTMos OcTMOS PhTMOS
(a) (b)

Figura 2.20. Influenta structurii lichidului ionic si naturii gruparii alchil
nehidrolizabile din silanul precursor asupra enantioselectivitatii lipazei Amano AK
entrapata in sol-gel cu Silan :TMOS in raport molar de 1:1 (a) si 2:1 (b).

Pe ansamblu, se poate afirma cd prin alegerea potrivitd a conditiilor de
imobilizare se pot obtine in prezenta lichidelor ionice preparate enzimatice cu
proprietdti superioare enzimei libere. Se poate alege fie obtinerea unei enzime
imobilizate foarte active fie a uneia cu enantioselectivitate foarte mare, dupa
necesitatile procesului respectiv.
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2.4.4. Influenta structurii substratului si a lichidului ionic

A fost investigata influenta structurii a sase alcooli secundari alifatici (cu
cresterea lantului alchil de la 2-butanol la 2-nonanol) asupra performantelor lipazei
Amano AK imobilizata in prezentd de lichid ionic. Preparatele enzimatice au fost
obtinute prin entrapare in sol-gel (Metoda 2) cu OcTMOS/TMOS la raport molar de
1:1, iar lichidele ionice utilizate au fost [Emim]OOCCH; (preparatul AK4) sau
[Omim]BF, (preparatul AK,4) (Zarcula si colab., 2009%). Reactia studiatd a fost si in
acest caz acilarea cu acetat de vinil in n-hexan, la 40°C. Rezultatele obtinute dupa 24
de ore de reactie sunt prezentate in tabelul 2.37, iar pe baza acestora au fost realizate
figurile 2.21 si 2.22. Pentru calculul randamentelor de regasire, au fost utilizate
valorile activitatii lipazei AK native fatd de substraturile in cauza. Aceste valori sunt
de asemenea trecute in tabelul 2.37.

Tabelul 2.37. Acilarea alcoolilor secundari prin biocataliza cu lipazd Amano
AK nativa si imobilizata in sol-gel cu OcTMOS/TMOS la raport molar de 1:1 si lichid
ionic ca aditiv.

Substrat Lichid ionic Activitate Nregisire e.e. E
(umolh'mg) | (%) | (%)

- (lipaza nativa) 2,458 - 7 1

2-BUTANOL [Emim]OOCCH; 0,496 157 7 1
[Omim]BF,4 0,667 181 13 2

- (lipaza nativa) 2,380 - 47 6

2-PENTANOL | [Emim]OOCCH; 0,457 149 54 6
[Omim]BF,4 0,611 171 34 7
- (lipaza nativa) 2,446 - 73 17
2-HEXANOL [Emim]OOCCH; 0,440 140 72 34
[Omim]BF,4 0,550 150 51 15

- (lipaza nativa) 2,630 - 74 9

2-HEPTANOL | [Emim]OOCCH; 0,360 107 73 12
[Omim]BF,4 0,508 129 63 20

- (lipaza nativa) 2,095 - 55 6

2-OCTANOL | [Emim]OOCCHj3 0,494 183 49 7
[Omim]BF,4 0,738 235 36 8

- (lipaza nativa) 2,030 - 63 8

2-NONANOL [Emim]OOCCH; 0,504 193 56 6
[Omim]|BF,4 0,668 219 34 7

Asa cum rezultd din Tabelul 2.37 si Figura 2.21, pentru ambele preparate de
lipazda Amano AK s-au obtinut valori ale randamentului de regasire a activitdtii
enzimatice de peste 100% la toate substraturile testate. In cazul alcoolilor secundari cu
radical alchil mai lung (2-octanol si 2-nonanol), activarea in urma imobilizarii a avut
ca efect cresterea de peste doud ori a activitatii totale comparativ cu enzima nativa.
Preparatul avand ca aditiv lichidul ionic [Omim]BF,4 a avut activitate mai mare pentru
majoritatea substraturilor.
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Figura 2.21. Dependenta randamentului de regdsire a activitdtii lipazei
Amano AK imobilizata in sol-gel de numarul de atomi de carbon (n) din gruparea
alchil a alcoolului secundar si de natura lichidului ionic utilizat ca aditiv.

In ceea ce priveste enantioselectivitatea preparatelor, din Figura 2.22 se
observd cd pentru toti alcooli studiati au fost obtinute valori ale raportului
enantiomeric E comparabile sau mai mari decat ale lipazei native. Cresterea
enantioselectivitatii s-a observat in special In cazul 2-hexanolului si 2-heptanolului,
ceea ce este esential in aplicatiile tehnologice, deoarece alcoolii secundari optic activi
sunt auxiliari chirali importanti.
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Figura 2.22. Dependenta enantioselectivitatii lipazei Amano AK nativa si
imobilizatd in sol-gel de numarul de atomi de carbon (n) din gruparea alchil a
alcoolului secundar si de natura lichidului ionic uitlizat ca aditiv.

2.4.5. Randamente de imobilizare

Pentru a confirma imbunététirea proprietatilor lipazei Amano AK entrapata in
sol-gel datoritd prezentei lichidelor ionice ca aditivi de imobilizare, s-a determinat si
continutul de proteine din filtratele obtinute la prelucrarea gelurilor dupa 24 de ore de
maturare a gelului. Deoarece parametrii care caracterizeaza cel mai bine
performantele catalitice ale preparatelor enzimatice obtinute sunt randamentul de
regasire a activitatii enzimatice si raportul enantiomeric E, cantitatea de proteine din
filtrat s-a determinat doar pentru cateva preparate.

Tabelul 2.38. Influenta lichidelor ionice utilizate ca aditivi asupra
randamentului de imobilizare a proteinei.

Cod Silani precursori Aditiv E Concentratia Total | Nimobilizare
preparat (raport molar) de proteind | proteine (%)
(mg/m) | (mg)
AK, TMOS PEG 0,4428 0,4002 4,0 79,3
AKy; | MeTMOS:TMOS=1:1 | PEG 0,1966 0,0890 1,07 94,5
AKs PrTMOS:TMOS=1:1 | PEG 0,5156 0,4659 4,66 76,0
AK PrTMOS:TMOS=2:1 | PEG 0,5408 0,4887 5,57 71,1
AK, OcTMOS:TMOS=1:1 | PEG 0,4143 0,3744 4,49 77,0
AKjy OcTMOS:TMOS=2:1 | PEG 0,3776 0,3413 4,10 79,0
AKyy | MeTMOS:TMOS=1:1 | [Bmim]BF, | 0,0409 0,0370 0,39 98,0
AKjs | MeTMOS:TMOS=1:1 | [Bmim]PF, | 0,0340 0,0307 0,33 98,3
AKyg PhTMOS:TMOS=1:1 | [Bmim]BF, | 0,1576 0,1424 1,42 93,0
AKj3, PhTMOS:TMOS=1:1 | [Bmim]PF4 | 0,0125 0,0113 0,11 994
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In cazul preparatelor obtinute prin imobilizarea prin metoda sol-gel cu PEG ca
si aditiv (Tabelul 2.38) se pot observa valori de peste 70% ale randamentului de
imobilizare. Pentru preparatele imobilizarare in prezenta de lichid ionic, randamentele
de imobilizare au fost si mai mari, s-au apropiat de 100%, ceea ce aratd cd enzima nu
a fost Indepartata prin spalare, ci a ramas aproape in totalitate in interiorul porilor
matricei de sol-gel.

2.4.6. Concluzii

1. Prezenta lichidelor ionice Tn matricea sol-gel a determinat obtinerea unor
enzime imobilizate cu activitate ridicata, care se reflectd in randamente de regasire a
activitatii totale dupa imobilizare de peste 100% in cazul celor mai active preparate,
utilizate ca si biocatalizatori in reactia de acilare a 2-hexanolului.

2. Lichidele ionice cu acelasi anion (BF4) au dus la activitati ridicate ale
preparatelor imobilizate odata cu cresterea hidrofobicitatii §i a lungimii gruparii alchil
din partea cationica (de la etil la octil). Lichidul ionic cu grupare alchil mai lunga
(octil) [Omim]BF4 a dus obtinerea celor mai mari valori ale randamentului de regasire
a activitatii.

3. In ceea ce priveste lichidele ionice cu acelasi cation (l-metil-3-etil-
imidazoliu), prezenta In partea anionicd a unor substituenti mai voluminosi
(trifluoroacetat, comparativ cu acetat), duce la scdderea activitatii i a
enantioselectivitatii preparatelor enzimatice obtinute.

4. Enantioselectivitatea preparatelor imobilizate a crescut comparativ cu
enzima nativa pentru majoritatea preparatelor obtinute cu lichide ionice ca aditivi, cel
mai mult (de douad ori) pentru [Emim]OOCCHj.

5. Cresterea lungimii gruparii alchil nehidrolizabile din molecula silanului
precursor de la metil la octil duce la cresterea activitatii, in timp ce prezenta gruparii
fenil a dus la o gelifiere mai dificila si o activitate ceva mai mica a preparatului.

6. Cresterea densitatii gruparilor alchil nehidrolizabile in reteaua de sol-gel a
avut efect favorabil asupra activitatii doar pana la o anumita limita.

7. Lungimea lantului alchil din alcoolul secundar alifatic a influentat
randamentul de regasire a activitatii enzimatice a preparatelor obtinute cu
OcTMOS/TMOS la raport molar de 1:1 si lichid ionic ca aditiv, valorile cele mai mari
s-au obtinut in cazul 2-octanolului si 2-nonanolului, pentru preparatul obtinut in
prezenti de [Omim]BF,. In ceea ce priveste enantioselectivitatea preparatelor, valori
ridicate ale lui E s-au observat in special in cazul 2-hexanolului si 2-heptanolului.

8. Prin alegerea potrivitd a conditiilor de imobilizare se pot obtine In prezenta
lichidelor ionice preparate enzimatice cu proprietdti superioare enzimei native. Se
poate alege fie obtinerea unei enzime imobilizate foarte active fie a uneia cu
enantioselectivitate foarte mare, dupa necesitatile procesului respectiv.
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2.5. Influenta mediului de reactie asupra eficientei catalitice a
lipazei Amano AK imobilizata prin metoda sol-gel

Numeroase cercetari s-au focalizat asupra performantelor catalitice ale
enzimelor native sau imobilizate utilizate in biocataliza in medii neconventionale.

In ultimii ani, lichidele ionice, saruri organice care nu cristalizeaza la
temperatura camerei, au atras atentia tot mai mult, fiind considerati potentiali solventi
ecologici, o alternativa promititoare pentru solventii organici (Lee si colab., 2007°).
Aceasta se datoreaza, in principal proprietatilor fizice si chimice ale acestora: presiune
de vapori negrijabila, stabilitate termicd excelentd (pand la 300°C in unele cazuri),
capacitatea de a dizolva un numar mare de compusi organici §i anorganici, natura
neinflamabild, precum si a unui spectru larg de proprietati ce pot fi modificate doar
prin schimbarea cationului si a anionului: polaritatea, hidrofobicitatea si miscibilitatea
(Guisan, 2006).

Desi biocataliza in lichide ionice a fost luatd in considerare doar de cativa ani,
ele au fost deja utilizate intr-un numar semnificativ de aplicatii, In special lichidele
ionice care au un cation de tip 1,3-dialchilimidazol sau N-alchilpiridind i un anion
necoordinativ (Van Rantwijk, Lau si Sheldon, 2003).

Obiectivul cercetarilor prezentate in acest capitol a fost studierea influentei
lichidelor ionice, in comparatie cu medii de reactie organice, asupra eficientei
catalitice si a enantioselectivitatii lipazei din Pseudomonas fluorescens Amano AK
nativd §i imobilizatd. S-au studiat si in acest caz reactiile de acilare ale alcoolilor
secundari alifatici (2-butanol, 2-pentanol, 2-hexanol, 2-heptanol, 2-octanol si
2-nonanol) cu acetat de vinil.

Metodele de imobilizare folosite au fost entraparea in sol-gel (Metoda 2) si
entraparea in sol-gel combinata cu adsorbtie (Metodele 6, 7 si 8), in prezenta sau
absenta lichidelor ionice [Bmim]PF4 sau [Omim]BF, ca aditivi. Ca precursori silanici
pentru obtinerea gelurilor s-au utilizat metoxisilani: TMOS, MeTMOS, PrTMOS,
OcTMOS si PATMOS, iar drept suport solid Celite 545.

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

2.5.1. Acilarea 2-hexanolului in medii de reactie organice si de
lichide ionice

Pentru acest studiu, lipaza Amano AK a fost imobilizata prin entrapare in sol-
gel cu OcTMOS si TMOS la raport molar de 1:1 si [Omim]BF4 ca aditiv la
imobilizare (Metoda 2), iar preparatul obtinut (AK,4) precum si lipaza nativa au fost
testate 1n reactiile de acilare ale unor alcooli secundari in mediu de solvent organic
sau de lichid ionic (Zarcula si colab., 2008°).

Ca medii de reactie s-au utilizat:

= solventi organici: n-hexan, izooctan, metil-ter¢-butil-eter, tetrahidrofuran,
toluen, acetonitril, acetona si acetat de vinil.

= lichide ionice: [Emim]BFs, [Pmim]BF4, [Bmim]BF,;, [Hmim]BF,,
[Omim]BFs, [Bmim]PFs, [Omim]PFs, [Bmim]Tf;N, [Emim]OOCCH; si
[Emim]OcSOs.
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Rezultatele obtinute in reactia de acilare a 2-hexanolului 1n diversi solventi
organici catalizatd de lipaza Amano AK nativa sunt prezentate in Tabelul 2.39.

Tabelul 2.39. Acilarea 2-hexanolului in mediu de solvent organic prin
biocataliza cu lipaza Amano AK nativa.

Mediu de reactie Conv. Activitate e.e. E
(%) (pmol'h’mg™) | (%)
Hexan 54 2,446 73 17
Izooctan 56 2,270 66 13
Metil-tert-butil-eter 55 2,297 80 40
Tetrahidrofuran 42 1,713 78 14
Toluen 57 2,393 75 39
Acetonitril 60 2,476 65 20
Acetond 52 2,116 91 104
Acetat de vinil 70 2,895 42 10

Se poate observa din datele tabelului 2.39 ca in cazul enzimei native cea mai
mare conversie s-a obtinut fara a se utiliza un solvent organic, rolul de mediu de
reactie avandu-1 un exces suplimentar de acetat de vinil (1 ml 1n plus fata de cei 0,14
ml introdusi In celelalte reactii). Acest lucru se datoreste faptului cd s-a modificat
raportul molar al reactantilor in reactia de acilare, lucrandu-se cu un exces mult mai
mare de acetat de vinil. In ceilalti solventi s-au obtinut valori apropiate ale activitatii,
cu exceptia tetrahidrofuranului. Activitatea mai redusa in acest solvent se poate datora
faptului ca solventii organici au fost utilizati fara a fi anhidrificati si in cazul in care
tetrahidrofuranul a continut o cantitate mai mare de apa a avut loc si o reactie
secundara de hidroliza.

In ce priveste enantioselectivitatea, excesul enantiomeric cel mai mare si
valoarea cea mai ridicatd a indicelui enantiomeric E s-au obtinut pentru acetona,
urmatd de metil-ferf-butil-eter, adica solventi cu polaritate mai ridicatd, in timp ce in
solventii hidrofobi izooctan si hexan enantioselectivitatea a fost scazuta. Diferentele
de enantioselectivitate nu pot fi explicate numai pe baza polarititii solventului,
deoarece s-au obtinut diferente mari intre reactia In acetond si cea In acetonitril,
solventi cu polaritate relativ apropiata.

Rezultatele obtinute cu preparatul imobilizat prin entraparea in sol-gel a
lipazei Amano AK cu silani precursori OcTMOS si TMOS in raport molar de 1:1 si
[Omim]BF, ca aditiv (AK»4), sunt prezentate in tabelele 2.40 si 2.41, iar pe baza lor
s-au reprezentat diagramele din figurile 2.23 si 2.24, care prezintd conversia i
excesele enantiomerice dupa 24 de ore de reactie.
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Tabelul 2.40. Acilarea 2-hexanolului in mediu de solvent organic prin
biocatalizd cu lipazd Amano AK entrapata in sol-gel cu OcTMOS/TMOS la raport
molar de 1:1 si [Omim]BF, ca aditiv.

Mediu de reactie Conv. Activitate Nregisire | ©€.C. E
(%) | (umolhmg?) | (%) | (%)
Hexan 66 0,550 150 51 15
Izooctan 75 0,648 173 33 9
Metil-tert-butil-eter 62 0,511 135 60 17
Tetrahidrofuran 51 0,435 154 86 40
Toluen 68 0,555 141 45 9
Acetonitril 50 0,421 103 83 28
Acetona 52 0,435 125 92 152
Acetat de vinil 62 0,503 105 59 15

Tabelul 2.41. Acilarea 2-hexanolului in mediu de lichid ionic prin biocataliza
cu lipazd Amano AK entrapata in sol-gel cu OcTMOS/TMOS la raport molar de 1:1
si [Omim]BF4 ca aditiv.

Mediu de reactie | Conv. Activitate e.e. E
(%) | (umolh™mg™) | (%)
[Emim]BF, 72 0,631 38 9
[Pmim]BF, 64 0,527 56 19
[Bmim]BF, 56 0,461 78 44
[Omim]BF, 62 0,511 59 15
[Bmim]PF; 74 0,700 32 5
[Omim]PF, 70 0,586 42 10
[Bmim]TH,N 61 0,488 62 17
[Emim]OOCCHj; 97 0,815 0,5 1
[Emim]OcSO, 56 0,459 76 16
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Figura 2.23. Dependenta conversiei alcoolului de mediul de reactie utilizat la
acilarea 2-hexanolului prin biocataliza cu lipaza Amano AK entrapata in sol-gel cu
OcTMOS/TMOS la raport molar de 1:1 si [Omim]BF4 ca aditiv.

Spre deosebire de rezultatele precedente, asa cum se poate observa din Figura
2.23, corelarea dintre polaritatea solventului §i activitatea, respectiv
enantioselectivitatea enzimei este buni. In solventii organici cu polaritate mai mare si
miscibili cu apa (acetond, tetrahidrofuran, acetonitril) activitatea a fost mai redusa,
conversiile dupa 24 de ore fiind in jur de 50%. Acesti solventi avand afinitate pentru
apd, indeparteazd din zona enzimei apa necesara pentru mentinerea conformatiei
active. In acelasi timp, in solventi nepolari (izooctan, hexan, toluen) s-au inregistrat
valori mari ale conversiei (in jur de 70% dupa 24 de ore).

Conversiile ridicate obtinute sunt insotite, evident, de enantioselectivitati
reduse (Figura 2.24), avand loc acilarea ambilor enantiomeri ai alcoolului secundar. in
solventii cu polaritate mai ridicatd, In special acetond, s-au Inregistrat
enantioselectivitati ridicate, cat si valori mari ale indicelui E (Tabelul 2.41).
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Figura 2.24. Dependenta excesului enantiomeric de mediul de reactie utilizat
la acilarea 2-hexanolului prin biocataliza cu lipaza Amano AK entrapata in sol-gel cu
OcTMOS/TMOS la raport molar de 1:1 si [Omim]BF4 ca aditiv.

Natura lichidului ionic utilizat ca mediu de reactie influenteazd de asemenea
eficienta procesului. Considerand lichidele ionice cu acelasi anion (BF4"), activitatea
cea mai mare a enzimei §i enantioselectivitatea cea mai mica s-au observat daca in
partea cationicad a lichidului ionic a fost prezentd o grupare alchil mai scurta (etil).
Valorile optime (conversie in jur de 50% si enantioselectivitate ridicatd) nu s-au
inregistrat insd atunci cand aceasta grupare a fost cea cu hidrofobicitatea cea mai mare
(octil), asa cum ne-am fi asteptat, ci In cazul gruparii butil.

La lichidele ionice cu aceeasi parte cationicd ([Omim], respectiv [Bmim])
conversiile mai mari au fost favorizate de anionul PFs, iar enantioselectivitatile mai
ridicate de anionul BF,. In cazul in care cationul a fost [Emim], prezenta gruparii octil
in partea anionicd a dus la enantioselectivitate chiar mai mare decat pentru BF4, in
timp ce anionul acetat a determinat pierderea completa a enantioselectivitatii, corelata
cu o acilare practic completd a ambilor enantiomeri ai substratului (Tabelul 2.40).
Lichidul ionic [Emim]OOCCH3, care s-a dovedit cel mai bun in calitate de aditiv,
atunci cand a fost utilizat ca mediu de reactie a determinat cea mai mare viteza de
reactie §1 o conversie practic completd, ceea ce a Iinsemnat pierderea
enantioselectivitatii (Tabelul 2.41).

2.5.2. Studiul reactiei de acilare a alcoolilor secundari alifatici
in medii organice si de lichide ionice

Pe baza rezultatelor obtinute in cazul folosirii ca substrat a 2-hexanolului s-a
efectuat un studiu mai amplu pentru toata seria de alcooli secundari. Ca medii de
reactie organice s-au utilizat hexanul, solventul folosit in mod obisnuit in aceste
reactii si acetona care a dat cele mai mari valori de enantioselectivitate pentru
2-hexanol.
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Dintre lichidele ionice, au fost selectate ca medii de reactie pentru acest studiu
[Bmim]PF¢ si [Omim]BF,4. Imobilizarea s-a realizat prin entrapare in sol-gel (Metoda
2) cu OcTMOS si TMOS la raport molar de 1:1 si [Omim]BF, ca aditiv (preparatul
AKy,) (Zarcula si colab., 2008°).

Rezultatele sunt prezentate in tabelele 2.42 si 2.43. Se poate observa faptul ca
in medii de lichide ionice in general activitatea efectiva a lipazei, atat native cat si
imobilizate a fost mai mare. In special preparatele imobilizate au avut activitate
excelenta in mediu de lichid ionic, ajungandu-se la o activitate totala relativa de 2-3
ori mai mare in mediu de [Omim]BF,4, comparativ cu lipaza nativa.

Tabelul 2.42. Acilarea alcoolilor secundari in diverse medii de reactie prin
biocataliza cu lipaza Amano AK nativa.

Substrat Mediu de reactie Conv. Activitate e.e. E
(%) | (umolh™mg") | (%)

acetona 60 2,574 27 2

2-BUTANOL hexan 60 2,458 7 1
[Bmim]PF 18 0,735 3 1

[Omim]BF, 43 1,828 2 1

acetona 51 2,020 74 15

2-PENTANOL hexan 64 2,380 47 6
[Bmim]PF 72 4,400 38 9

[Omim]BF4 26 0,925 61 5

acetond 52 2,116 90 83
2-HEXANOL hexan 54 2,446 73 17
[Bmim]PF 63 2,605 58 18
[Omim]BF, 55 2,247 80 40

acetona 35 1,264 90 31

2-HEPTANOL hexan 31 2,630 74 9
[Bmim]PFy 66 2,882 50 12
[Omim]BF,4 59 2,360 67 19
acetond 57 2,323 75 39

2-OCTANOL hexan 53 2,095 55 6
[Bmim]PF 59 2,415 23 2

[Omim]BF, 39 1,568 40 3
acetona 50 2,842 84 30

2-NONANOL hexan 50 2,030 63 8
[Bmim]PF 69 2,921 35 5

[Omim]BF, 55 2,483 55 8
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Tabelul 2.43. Acilarea alcoolilor secundari in diverse medii de reactie prin
biocatalizd cu lipazd Amano AK entrapata in sol-gel cu OcTMOS/TMOS la raport
molar de 1:1 si [Omim]BF, ca aditiv.

Substrat Mediu de Conv. Activitate Nregasire e.e. E
reactie (%) (umol-h™'-mg™) (%) (%)

acetona 53 0,415 108 31 3
2-BUTANOL hexan 83 0,667 181 13 2
[Bmim]PFy 68 0,714 648 0,5 1
[Omim]BF4 60 0,508 185 5 1

acetond 48 0,343 113 84 27
2-PENTANOL hexan 74 0,611 171 34 7
[Bmim]PF 77 0,638 97 15 2
[Omim]BF, 20 0,322 232 48 4

acetona 52 0,435 137 92 152

2-HEXANOL hexan 66 0,550 150 51 15
[Bmim]PFy 74 0,700 179 32 5

[Omim]BF4 62 0,511 152 59 15

acetond 48 0,375 198 90 49

2-HEPTANOL hexan 61 0,508 129 63 20
[Bmim]PF 78 0,700 162 28 8

[Omim]BF, 68 0,657 186 47 18

acetona 57 0,531 152 75 39
2-OCTANOL hexan 73 0,738 235 36 8
[Bmim]PF 97 0,857 237 3 3
[Omim]BF, 98 0,787 335 20 5

acetona 48 0,391 92 86 32
2-NONANOL hexan 74 0,668 219 34 7
[Bmim]PFy 91 0,784 179 9 3
[Omim]BF,4 79 0,624 168 26 6

Pe baza datelor din tabelele 2.42 si 2.43 s-au realizat figurile 2.25 si 2.26 in
care sunt prezentate valorile enantioselectivitdtilor obtinute pentru fiecare dintre cele
4 medii de reactie, comparativ pentru lipaza nativa si imobilizata.
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Figura 2.25. Dependenta raportului enantiomeric (E) de numarul de atomi de
carbon (n) din gruparea alchil a alcoolului secundar in reactiile de acilare catalizate de
lipaza Amano AK nativa si entrapata in sol-gel (AK,4) in mediu de: (a) n-hexan, (b)
acetona.

In cazul folosirii ca mediu de reactie a hexanului (Figura 2.25.a) se observi ca
enantioselectivitatea a fost foarte mica la 2-butanol, a crescut atingand valoarea
maximd in cazul 2-heptanolului dupa care a scazut din nou in cazul alcoolilor
secundari cu grupari alchil mai lungi.

In cazul folosirii acetonei ca mediu de reactie (Figura 2.25.b) s-a constatat in
principiu aceeasi tendintd in ce priveste influenta lantului hidrocarbonat din gruparea
alchil a alcoolului secundar. Pe ansamblu, se poate observa ca valorile indicelui E sunt
considerabil mai mari in acetona decat in hexan, adica se confirma pentru toatd seria
de alcooli secundari constatarea de la 2-hexanol, anume ca solventii mai polari, in
special acetona, sunt medii de reactie care determina o enantioselectivitate mai mare
decat solventii nepolari in reactia de acilare a alcoolilor secundari, atunci cand
biocatalizatorul este lipaza din Pseudomonas fluorescens Amano AK. Se confirma si
faptul cd enatioselectivitatea cea mai ridicata se inregistreaza pe la mijlocul seriei, la
2-hexanol si 2-heptanol. In esentd, imobilizarea nu este considerati o metoda care
modifica enantioselectivitatea enzimei ci doar stabilitatea enzimei ei, insd ea poate
induce si mici modificdri conformationale si acestea pot fi atat in favoarea cat si in
defavoarea cresterii diferentei dintre vitezele de reactie ale celor doi enantiomeri.
Aceastd diferentd poate creste fie prin accelerarea reactiei enantiomerului favorizat,
fie prin incetinirea reactiei enantiomerului defavorizat si imobilizarea poate sd aiba o
anumita influenta in oricare dintre aceste fenomene.

- 126 -

BUPT



Contributii originale

20 1 45 1

Mediu de reactie: [Bmim]PF [ Jlipaza AK nativi Mediu de reactie: [Omim]BF, [ lipaza AK nativa
[ [ lipaza AK entrapati in sol-gel 40 [ lipaza AK entrapata in sol-gel

Raport enantiomeric E
3
! L !
Raport enantiomeric E

:!_HZI B —‘ I_LD HD

2 3 4 5

n n

(a) (b)

Figura 2.26. Dependenta raportului enantiomeric de numdarul de atomi de
carbon (n) din gruparea alchil a alcoolului secundar in reactiile de acilare catalizate de
lipaza Amano AK nativa si entrapata in sol-gel (AK,4) in mediu de: (a) [Bmim]PFs,
(b) [Omim]BF,.

Folosind ca mediu de reactie un lichid ionic (Figura 2.26.a si Figura 2.26.b), se
confirmd o parte dintre tendintele observate la folosirea ca mediu de reactie a
solventilor organici. Astfel, enantioselectivitatea este maxima dacad lantul alchil al
substituentului legat de a-carbonul alcoolului secundar este format din 4-5 atomi de
carbon, insa Tn majoritatea cazurilor enantioselectivitatea enzimei imobilizate este mai
mica decat cea a lipazei native. Din aceste date, cat si din cele prezentate anterior,
rezultd rolul important al mediului de reactie utilizat pentru a obtine o
enantioselectivitate ridicata. Este necesar un studiu de optimizare pentru fiecare caz in
parte, pentru ca structurile enzimelor fiind diferite, atat structura substratului cat si
mediul de reactie vor influenta diferit enantioselectivitatea, dar si activitatea.

2.5.3. Influenta mediului de reactie si a silanului precursor
asupra capacitatii biocatalitice a lipazei Amano AK imobilizata prin
metoda combinata

Imobilizarea prin metoda combinatd a dat rezultate, asa cum rezulta din
studiile precedente, in special 1n ce priveste randamentul de regasire a activitatii totale
a lipazei imobilizate. Cele mai slabe rezultate in aceasta privinta au fost Inregistrate la
preparatele pe bazd de precursori avand grupare metil nehidrolizabild, probabil din
cauza structurii prea compacte a xerogelului rezultat. In cazul imobilizarii prin
entrapare in sol-gel combinatd cu adsorbtie, sol-gelul care inglobeaza enzima se
formeaza si se depune pe suprafata adsorbentului si daca aceastd depunere se face in
strat subtire si uniform ar fi posibil ca efectul nefavorabil al structurii prea compacte
sd fie mai putin pronuntat. Din acest motiv s-au sintetizat preparate cu concentratie
crescatoare de grupari metil, pana la un raport molar MeTMOS:TMOS de 5:1, efectul
cresterii densitdtii gruparilor metil putind fi de asemenea o crestere a activitatii. La
imobilizare s-a lucrat conform metodei de entrapare 1n sol-gel combinata cu adsorbtie
pe Celite 545 (Metoda 8), cu [Omim]BF, ca aditiv de imobilizare. Preparatele obtinute
au fost testate In mediile de reactie organice utilizate i 1n studiile precedente, hexan si
acetona (Croitoru, Zarcula si Péter, 2008).

Cresterea densitdtii de grupdri metil in matricea de sol-gel nu a dus insa la
cresterea activitatii preparatului enzimatic decat in micd masurd, activitatea cea mai
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mare fiind Inregistratd atunci cand raportul molar MeTMOS:TMOS a fost 3:1, iar
mediul de reactie hexanul (Tabelul 2.44). In acest caz randamentul de regisire a
activitatii enzimatice totale a fost de 73%. Spre deosebire de imobilizarea numai prin
entrapare, excesele enantiomerice mai mari au fost obtinute folosind ca mediu de
reactie hexanul si nu acetona. Aceastd scadere drastica a enantioselectivitatii in mediu
de acetond nu poate fi explicata, dar confirma faptul ca sistemele de reactie care
utilizeaza enzime imobilizate trebuie optimizate pentru fiecare caz in parte. Excesul
enantiomeric cel mai mare s-a obtinut in mediu de n-hexan, la raport molar 2:1 al
silanilor precursori. In conditiile in care parametrul cel mai important este indicele de
enantioselectivitate, care tine cont atat de conversie cat si de excesul enantiomeric, se
poate considera ca raportul molar MeTMOS:TMOS de 2:1 este cel optim in cazul
acestui tip de preparate.

Tabelul 2.44. Influenta cresterii densitatii gruparilor metil in matricea de sol-
gel asupra activitatii si enantioselectivitatii lipazei Amano AK imobilizata prin
metoda combinata, folosind MeTMOS si TMOS ca precursori, [Omim]BF, ca aditiv
si Celite 545 ca suport.

Cod Silani precursori Mediu de | Conv. Activitate Nregisie | €-€. | E
preparat (raport molar) reactie (%) | (umolh-mg™) (%) | (%)
acetona 52 2,116 - 90 | 83
AKnativé -
n-hexan 54 2,446 - 73 17
acetona 13 0,046 35 44 3
AKgg MeTMOS:TMOS
1:1 n-hexan 20 0,081 53 84 14
acetona 15 0,051 41 54 4
AKg; MeTMOS:TMOS
2:1 n-hexan 18 0,071 50 93 | 34
acetona 12 0,052 42 33 2
AKgg MeTMOS:TMOS
3:1 n-hexan 26 0,106 73 83 14
acetona 8 0,032 25 68 6
AKgo MeTMOS:TMOS
4:1 n-hexan 17 0,068 47 80 | 11
acetona 17 0,072 60 41 3

AKy MeTMOS:TMOS

5:1 n-hexan 18 0,073 53 85 15

Ceilalti precursori silanici, care In studiile precedente au dat activitdti mai mari
decat cel cu grupare metil: PrTMOS, OcTMOS si PATMOS au fost studiati si folosind
metoda combinatd de imobilizare la raport molar de 1:1 fatda de TMOS, [Omim]BF, ca
aditiv de imobilizare si Celite 545 ca suport (Metoda 7) (Péter si colab., 2008).
Preparatele obtinute au fost testate in reactia de acilare a 2-hexanolului In medii
organice si de lichid ionic (Tabelul 2.45).
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Tabelul 2.45. Acilarea 2-hexanolului in medii de reactie organice si de lichid
ionic, prin biocatalizd cu preparate obtinute prin dubla imobilizare a lipazei Amano
AK cu diversi precursori silanici in prezenta [Omim]BF, ca si aditiv si Celite 545 ca
suport.

Cod Silani precursori | Mediu de Conv. Activitate Nregisire e.e. E
preparat | (raport molar) reactie (%) (umol-h™-mg™) (%) (%)
acetona 52 2,116 - 90 83
AKnativé -
n-hexan 54 2,446 - 73 17
[Bmim]PFs 63 2,605 - 58 18
[Omim]BF,4 55 2,247 - 80 40
acetona 12 0,049 35 66 5
AKg; PrTMOS: TMOS n-hexan 17 0,067 41 83 13
o [Bmim]PFs 81 0,340 198 22 4
[Omim]BF,4 2 0,006 4 85 12
acetona 47 0,190 150 67 9
AKg4 OcTMOS:TMOS n-hexan 60 0,241 164 66 24
o [Bmim]PF, 71 0,279 179 39 8
[Omim]BF,4 62 0,252 187 59 15
acetona 5 0,021 13 97 69
AKgs PhTMOS:TMOS n-hexan 21 0,084 43 87 18
o [Bmim]PF, 5 0,022 11 79 9
[Omim]BF,4 9 0,037 21 85 13

Si in cazul acestor preparate, dintre solventii organici testati, hexanul a dus la
activitati §i randamente de regdsire a activitatii enzimatice totale mai mari decat
acetona. Cele mai bune rezultate s-au obtinut cu preparatul care continea ca grupa
nehidrolizabila octil (AKg4), adicd la o hidrofobicitate mai mare a matricei de sol-gel.
Utilizarea de lichide ionice ca medii de reactie a dus la activitdti mai mari comparativ
cu solventii organici pentru preparatele care au avut in structura lor grupari propil
(doar in mediu de [Bmim]PF¢) sau octil, iar in cazul preparatului cu grupare fenil,
activitatea a avut valori apropiate cu cele obtinute in solveti organici. Dintre cele doua
lichide ionice testate [Bmim]PFs a determinat aproape in toate cazurile obtinerea unor
activitati mai mari decat [Omim]BF,4. Utilizarea acestui lichid ionic ca mediu de
reactie a determinat insd valori mult mai mici ale excesului enantiomeric decét in
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celelalte cazuri, deci nu reprezinta solutia optima pentru obtinerea de esteri si alcooli
secundari optic activi prin aceasta metoda.

Asa cum rezulta din valorile indicelui enantiomeric E (Figura 2.27) valori mari
s-au obtinut in special prin folosirea [Omim]BF,4 ca mediu de reactie, valorile mari
pentru acetona 1n cazul preparatului enzimatic pe baza de PhATMOS ca silan precursor
fiind datorate conversiei mici care a fost obtinuta dupa 24 de ore de reactie.

80 — [ Thexan
[Jacetona
[ [Bmim]PFg
w I [Omim]BF,
o
= 60 -
o
£
k)
e
®
C 404
o
)
=1
[
(14
20
. HHDI HHI HI

lipaza AK PrTMOS:TMOS  OcTMOS:TMOS PhTMOS:TMOS
nativa 1:1 1:1 1:1

Tipul biocatalizatorului

Figura 2.27. Dependenta raportului enantiomeric de natura silanilor
precursori si de mediul de reactie utilizat la acilarea 2-hexanolului prin biocataliza cu
preparate obtinute prin dubla imobilizare a lipazei Amano AK in prezenta [Omim]BF,4
ca aditiv.

2.5.4. Evaluarea comparativa a capacitatii biocatalitice Tn medii
organice si de lichide ionice a preparatelor de lipaza AK imobilizate
prin diferite metode

Studiul care urmeazd a fost realizat pentru a urmari activitatea si
enantioselectivitatea in reactia de acilare a 2-hexanolului, Tn mai multe medii de
reactie (solventi organici si lichide ionice) folosind preparate imobilizate prin diferite
metode (Zarcula si colab., 2008b).

La imobilizare s-a lucrat conform metodei de entrapare in sol-gel cu silani
precursori TMOS si PrTMOS sau OcTMOS la raport molar de 1:1, cu sau fara lichid
ionic ca aditiv (Metoda 2) cat si prin entrapare combinatd cu adsorbtie, utilizand
TMOS si OcTMOS 1la raport molar de 1:1 cu [Omim]BF, ca aditiv de imobilizare
(Metoda 7). Preparatele obtinute au fost testate in reactia de acilare a 2-hexanolului in
diferite medii de reactie, iar rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 2.46.
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Tabelul 2.46. Eficienta cataliticaA a lipazei Amano AK imobilizatd prin

diverse metode bazate pe entrapare in sol-gel in reactia de acilare a 2-hexanolului in
medii de reactie organice sau lichide ionice.

Cod Caracteristici de Mediu de | Conv. Activitate Nregisie | €.€. E
preparat imobilizare reactie (%) | (umolh'-mg™) (%) | (%)
acetona 52 2,116 - 90 83
n-hexan 54 2,446 - 73 17
AKnativé -
[Bmim]PF 63 2,605 - 58 18
[Omim]BF, 55 2,247 - 80 40
acetona 47 0,383 95 94 85
AK; PrTMOS:TMOS n-hexan 58 0,474 102 70 22
1:1
+ [Bmim]PF 65 0,541 109 52 12
[Bmim]PF
[Omim]BF, 58 0,492 115 72 34
acetona 51 0,444 101 95 201
AK, OcTMOS:TMOS n-hexan 56 0,479 94 77 34
1:1
[Bmim] PFg 76 0,683 124 31 7
[Omim]BF, 59 0,496 106 67 20
acetona 52 0,435 125 92 152
AKyy OcTMOS:TMOS n-hexan 57 0,507 126 74 30
1:1
+ [Bmim]PF 74 0,700 163 32 5
[Omim]BF,
[Omim]BF, 62 0,511 138 59 15
acetona 47 0,190 150 67 9
AKgy OcTMOS:TMOS
1:1 n-hexan 60 0,241 164 66 24
+
[Omim]BF, [Bmim]PF, 71 0,279 177 39 8
+
Celite 545 [Omim|BF, | 62 0,252 187 | 59 | 15

Folosind ca silan precursor atat PrTMOS cat si OcTMOS s-au obtinut

preparate cu activitate ridicatd, randamentele de regasire a activitatii enzimatice totale
fiind 1n general mai mari de 100% in toate mediile de reactie (Tabelul 2.46). Se poate
spune cd activitatea preparatului nu a fost influentatd semnificativ de natura gruparii
alchil din precursorul de alchil-trimetoxisilan.
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Enantioselectivitatea a fost putin mai mare la preparatul cu PrTMOS daca s-a
lucrat in mediu de lichid ionic, iar la cele cu OcTMOS daca s-a lucrat in mediu de
solvent organic.

Preparatele au fost sintetizate folosind aceiasi precursori (OcTMOS si TMOS)
si diferite metode de imobilizare: entrapare obisnuitd in sol-gel (AK57), entrapare in
sol-gel cu lichid ionic ([Omim]BF,) ca aditiv (AK,4) si entrapare combinatd cu
adsorbtie pe Celite 545 si cu lichid ionic ([Omim]BF,) ca aditiv (AKes). Rezultatele
(Tabelul 2.46 si Figura 2.28) aratd ca cele mai mari valori ale randamentului de
regasire a activitatii enzimatice s-au observat pentru preparatul obtinut prin metoda
combinatd, 1n special in mediu de lichid ionic. Aceste valori ridicate ale eficientei
imobilizarii (>160%) sunt corelate insd cu o enantioselectivitate mai redusa in raport
cu celelalte preparate, indiferent de mediul de reactie utilizat (Figura 2.29).

[ Thexan

200 [_Jacetona
. I [Omim]BF,
[ (Bmim]PF,

Randament de regasire a activitatii (%)
=
|
|

ESG ESG + [Omim]BF4 ESG + [Omim]BF4+ A

Tipul biocatalizatorului

Figura 2.28. Dependenta eficientei imobilizarii de tipul biocatalizatorului, de
metoda de imobilizare si mediul de reactie utilizat la acilarea enantioselectivd a
2-hexanolului (ESG = entrapare in sol-gel, A= adsorbtie).

Asa cum s-a remarcat din datele prezentate, metoda combinatd duce la o
repartitic mai bund a enzimei in matricea de sol-gel, insd diferentierea dintre
enantiomeri prin discriminare cinetica se face mai greu. Din Figura 2.29 se mai poate
observa cd, doar pe baza considerentului enantioselectivitatii, folosirea lichidelor
ionice ca mediu de reactie nu este justificatd, existand solventi organici (in cazul
nostru acetona) in care se pot obtine enantioselectivititi mai mari.
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Figura 2.29. Dependenta raportului enantiomeric de tipul biocatalizatorului,
de metoda de imobilizare si mediul de reactie utilizat la acilarea enantioselectiva a
2-hexanolului (ESG = entrapare in sol-gel, A= adsorbtie).

Asadar, utilizarea lichidelor ionice ca medii de reactie poate oferi avantaje
comparativ cu solventii organici in ce priveste posibilitatea reutilizarii repetate sau
termostabilitdtii enzimei (care este subiectul altui studiu), insd nu are efecte favorabile
in ce priveste enantioselectivitatea ei.

2.5.5. Concluzii

In cazul preparatelor de lipazi Amano AK entrapate in sol-gel

1. In solventii organici cu polaritate mai mare (acetond, tetrahidrofuran,
acetonitril) activitatea a fost mai redusa, conversiile dupa 24 de ore au fost in jur de
50%. In acelasi timp, in solventi nepolari (izooctan, hexan, toluen) s-au inregistrat
valori mari ale conversiei (in jur de 70% dupa 24 de ore).

2. Acetatul de vinil poate avea si rolul de mediu de reactie la acilarea
alcoolilor secundari, insd nu favorizeaza obtinerea unor excese enantiomerice ridicate.

3. Dintre solventii organici obisnuiti, acetona este aceea care duce la obtinerea

enantioselectivitatii celei mai ridicate, atdt in cazul lipazei AK native cat si
imobilizate.
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4. Natura lichidului ionic utilizat ca mediu de reactie influenteaza de asemenea
eficienta procesului. Considerand lichidele ionice cu acelasi anion (BF4), activitatea
cea mai mare a enzimei s-a Inregistrat daca in partea cationica a lichidului ionic a fost
prezenta o grupare alchil mai scurtd (etil), insd valorile optime (conversie in jur de
50% si enantioselectivitate ridicatd) s-au obtinut atunci cand aceastd grupare a fost
(butil).

5. La lichidele ionice cu aceeasi parte cationicad ([Omim], respectiv [Bmim])
conversiile mai mari au fost favorizate de anionul PFg, iar enantioselectivitatile mai
ridicate de anionul BF,.

6. In cadrul studiului reactiei de acilare a alcoolilor secundari alifatici in
solventi organici (hexan §i acetond) s-a observat ca enantioselectivitatea a fost foarte
mica la 2-butanol, a crescut atingadnd valoarea maxima in cazul 2-hexanolului sau 2-
heptanolului, dupa care a scazut din nou 1n cazul alcoolilor secundari cu grupari alchil
mai lungi. Valorile indicelui E au fost considerabil mai mari in acetond decat in
hexan.

7. Folosind ca mediu de reactie un lichid ionic, se confirmd o parte dintre
tendintele observate la folosirea ca mediu de reactie a solventilor organici. Astfel,
enantioselectivitatea este maxima dacd lantul alchil al substituentului legat de o-
carbonul alcoolului secundar este format din 4-5 atomi de carbon, insa in majoritatea
cazurilor enantioselectivitatea enzimei imobilizate a fost mai mica decat cea a lipazei
native.

In cazul preparatelor de lipazia Amano AK imobilizate prin metoda combinatd

1. Cresterea densitdtii de grupari metil in matricea de sol-gel nu a dus la
cresterea activitdtii preparatului enzimatic dublu imobilizat decat in mica masura,
activitatea cea mai mare fiind finregistratd atunci cand raportul molar
MeTMOS:TMOS a fost 3:1, iar mediul de reactie hexanul. Din punct de vedere al
enantioselectivitdtii, se poate considera cd raportul molar MeTMOS:TMOS de 2:1
este cel optim 1n cazul acestui tip de preparate.

2. Utilizarea de lichide ionice ca medii de reactie a dus la activitati mai mari
comparativ cu solventii organici pentru preparatele dublu imobilizate care au avut in
structura lor grupari propil (doar in mediu de [Bmim]PF,) sau octil, iar in cazul
preparatului cu grupare fenil, activitatea a avut valori apropiate cu cele obtinute in
solventi organici. [Bmim]PFs a determinat aproape in toate cazurile obtinerea unor
activitati mai mari decat [Omim]BF,.

3. Valori ridicate ale indicelui enantiomeric E s-au obtinut in special prin
folosirea [Omim]BF, ca mediu de reactie.

4. Prin folosirea lichidului ionic [Omim]BF4; in rol dublu, de aditiv la
formarea sol-gelului si mediu de reactie pentru acilarea 2-hexanolului, s-a obtinut un
randament de regasire a activitatii enzimatice totale de aproximativ 180% si un indice
enantiomeric E de 15.
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Evaluarea comparativa a preparatelor de lipaza Amano AK imobilizate prin
diferite metode

1. Cele mai mari valori ale randamentului de regasire a activitdtii enzimatice
s-au observat pentru preparatul obtinut prin metoda combinata, in special in mediu de
lichid ionic. Aceste valori ridicate ale eficientei imobilizarii (>160%) sunt corelate
insd cu o enantioselectivitate mai redusa in raport cu celelalte preparate, indiferent de
mediul de reactie utilizat.

2. Pe baza considerentului enantioselectivitatii, folosirea lichidelor ionice ca
mediu de reactie nu este justificatd, existdnd solventi organici (in cazul nostru
acetona) in care se pot obtine enantioselectivititi mai mari.

2.6. Studiul termostabilitatii lipazei Amano AK nativa sau
imobilizata in reactia de acilare a 2-hexanolului

Pierderea activitatii catalitice a enzimelor la temperaturi ridicate se datoreaza
unor modificari conformationale ireversibile care au loc la nivelul structurii tertiare.
Astfel mentinerea activitdtii enzimelor la peste 40-50°C este un obiectiv important al
catalizei enzimatice, deoarece pierderea activitdtii la temperaturi ridicate este unul
dintre motivele principale care impiedicd aplicarea industriald a biocatalizatorilor.
Imobilizarea poate fi 0 metoda de crestere a termostabilitatii enzimelor, asa cum s-a
demonstrat in mai multe cazuri.

In acest studiu s-a urmarit influenta temperaturii in intervalul 30-60°C asupra
performantelor catalitice a unor preparate enzimatice cu lipazd Amano AK din
Pseudomonas fluorescens in reactia de acilare a 2-hexanolului, in n-hexan (Zarcula si
colab., 2008%). Pentru a se putea compara eficienta diferitelor metode de imobilizare
in aceastd privintd, au fost utilizate preparate enzimatice care au fost obtinute prin
adsorbtie (Metoda 1), entrapare in sol-gel (Metoda 2) si entrapare combinatd cu
adsorbtie (Metoda 6). S-au folosit in toate cazurile aceiasi silani precurori, PrTMOS si
TMOS la raport molar de 1:1, iar ca aditivi PEG sau un lichid ionic. Studiul de
temperaturd s-a realizat §i cu enzima nativa, pentru a obtine valorile de referintd in ce
priveste stabilitatea termica.

In cazul lipazei Amano AK native (Tabelul 2.47), conversia dupa 24 de ore si
activitatea de transesterificare cresc odatd cu cresterea temperaturii in intervalul 30-
60°C. Pe de alta parte, excesul enantiomeric §i raportul enantiomeric E au tendinta
descrescdtoare, deoarece si viteza de reactie a izomerului mai putin reactiv este mai
mare la temperaturd mai ridicatd. Excesul enantiomeric este de 1,4 ori mai mic la
60°C decat la 30°C.

Tabelul 2.47. Acilarea 2-hexanolului prin biocatalizd cu lipaza Amano AK
nativa

Nr. Temperatura | Conv. Activitate e.e. E
crt. (°C) (%) | (umol'h™mg") | (%)
1. 30 36 1,425 85 20
2. 40 54 2,446 73 17
3. 50 57 2,366 70 19
4. 55 57 2,296 69 17
5. 60 61 2,440 62 17
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In cazul preparatului imobilizat doar prin adsorbtie pe Celite 545 (suport solid,
neporos) se poate observa o scadere a activitdtii de transesterificare precum si a
excesului enantiomeric, de 1,8 ori respectiv 1,3 ori la 60°C comparativ cu valorile
inregistrate la 30°C (Tabelul 2.48).

Tabelul 2.48. Acilarea 2-hexanolului prin biocatalizd cu preparatul (AK;)
obtinut prin imobilizarea lipazei Amano AK prin adsorbtie pe Celite 545.

Nr. Temperatura | Conv. Activitate e.e. E
crt. (°C) (%) | (umolh™mg") | (%)
1. 30 70 0,569 42 10
2. 40 79 0,345 26 6
3. 50 77 0,313 29 6
4. 55 75 0,306 32 6
5. 60 75 0,316 32 6

In cazul preparatelor imobilizate prin metodele de entrapare in sol-gel cu
diferiti aditivi (Tabelele 2.49, 2.50 si 2.51) si entrapare combinatd cu adsorbtie
(Tabelul 2.52), la cresterea temperaturii se observa aceeasi tendintd de crestere a
conversiei §i activitatii de transesterificare, asociatd cu scaderea excesului
enantiomeric si a enantioselectivitatii. Cresterea de activitate pe intervalul 30-40°C
este urmata de o usoara scadere la 50°C si apoi de o crestere de pana la 1,4 ori la 60°C
decat la 30°C. Pentru toate preparatele imobilizate testate (exceptie cel imobilizat doar
prin adsorbtie) scdderea excesului enantiomeric este mai putin pronuntatd decit in
cazul enzimei native.

Tabelul 2.49. Acilarea 2-hexanolului prin biocatalizd cu preparatul (AKs)
obtinut prin imobilizarea lipazei Amano AK prin entrapare in sol-gel
(PrTMOS/TMOS la un raport molar de 1:1 si PEG ca aditiv).

Nr. Temperatura | Conv. Activitate e.e. E
crt. (°C) (%) | (umolh™mg™) | (%)
1. 30 27 0,219 95 55
2. 40 27 0,235 91 29
3. 50 22 0,179 81 12
4. 55 35 0,288 79 13
5. 60 41 0,315 79 15

Tabelul 2.50. Acilarea 2-hexanolului prin biocatalizd cu preparatul (AK;s)
obtinut prin imobilizarea lipazei Amano AK prin entrapare in sol-gel
(PrTMOS/TMOS la un raport molar de 1:1 si [Omim]BF, ca aditiv).

Nr. Temperatura | Conv. Activitate e.e. E
crt. (°C) (%) | (umolh’mg") | (%)
1. 30 46 0,380 85 27
2. 40 54 0,483 77 24
3. 50 43 0,354 78 15
4. 55 53 0,434 75 18
5. 60 54 0,436 73 17
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Tabelul 2.51. Acilarea 2-hexanolului prin biocatalizd cu preparatul (AKjo)
obtinut prin imobilizarea lipazei Amano AK prin entrapare in sol-gel
(PrTMOS/TMOS la un raport molar de 1:1 si [Bmim]PFg ca aditiv).

Nr. Temperatura | Conv. Activitate e.e. E
crt. (°C) (%) | (umolh™mg") | (%)
1. 30 54 0,424 80 31
2. 40 58 0,474 70 22
3. 50 59 0,489 68 23
4. 55 59 0,483 68 23
5. 60 59 0,496 67 19

Tabelul 2.52. Acilarea 2-hexanolului prin biocatalizd cu preparatul (AKss)
obtinut prin imobilizarea lipazei Amano AK prin entrapare in sol-gel combinatd cu
adsorbtie (PrTMOS/TMOS la un raport molar de 1:1).

Nr. Temperatura | Conv. Activitate e.e. E
crt. (°C) (%) | (umolh™mg") | (%)
1. 30 23 0,096 91 51
2. 40 26 0,106 84 15
3. 50 24 0,097 86 17
4. 55 23 0,090 84 15
5. 60 27 0,114 82 14

Pe baza datelor din tabelele 2.47. - 2.52. s-a realizat Figura 2.30 care prezintd
excesul enantiomeric dupd 24 de ore de reactie la acilarea 2-hexanolului prin
biocataliza cu lipaza Amano AK nativa si imobilizatd prin mai multe metode.

100 —m— lipaza AK nativa
| —e— adsorbtie pe Celite 545

90 | —A—ESG
—_ —v— ESG + [Omim]BF,
3 ]
S s0- ESG + [Bmim]PFg
o 1 —<4—ESG+A
L 704
o
o ]
£
O 60+
€ ]
g
S 50
@ ]
O 40- °
X
i ] \

30 .\./o—o

20 . : : : : : . . . . .

20 30 40 50 60 70 80

Temperatura (°C)

Figura 2.30. Influenta temperaturii asupra enantioselectivitatii lipazei Amano
AK nativa si imobilizata prin diferite metode, in reactia de acilare a 2-hexanolului.
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Din Figura 2.30 se poate observa scaderea enantioselectivitatii la cresterea
temperaturii pe intervalul studiat, scidere mai pronuntatd pentru enzima nativa decat
in cazul preparatelor imobilizate prin entrapare si entrapare combinatd cu adsorbtie.
Facand o comparatie intre preparatele entrapate cu sau fara lichid ionic ca si aditiv, se
poate observa ca cele imobilizate in prezenta de lichid ionic au dat valori mai mici ale
excesului enatiomeric, insa stabilitatea termica pe intervalul studiat a fost mai buna
decat in cazul enzimei entrapate cu PEG ca aditiv. Preparatul imobilizat doar prin
adsorbtie pe Celite 545 a dat cele mai mici valori ale enantioselectivitétii. Prin
imobilizare folosind metoda de entrapare combinatd cu adsorbtie s-a obtinut cea mai
buna stabilitate termica, scaderea excesului enantiomeric la cresterea temperaturii este
foarte lentd si mult mai putin pronuntatd decat in cazul enzimei native. Acest preparat
a avut 1nsd activitati mai mici decat cele obtinute prin entrapare simpla.

2.6.1. Concluzii

1. in cadrul studiului de termostabilitate, s-a observat o tendintd de crestere a
conversiei si a activitdtii de transesterificare a preparatelor enzimatice odatd cu
cresterea temperaturii de reactie pe intervalul 30-60°C, asociatd cu o scadere mai
putin pronuntatd a enantioselectivitatii comparativ cu enzima nativa.

2. Preparatele imobilizate prin entrapare in sol-gel in prezentd de lichid ionic
ca si aditiv au dat valori mai mici ale excesului enatiomeric, insa stabilitatea termica
pe intervalul studiat a fost mai buna decat in cazul preparatului obtinut cu PEG ca
aditiv.

3. Utilizdnd metoda de imobilizare combinatd s-a obtinut cea mai buna
stabilitate termica, scaderea excesului enantiomeric odata cu cresterea temperaturii a
fost foarte lenta.

2.7. Studiul reutilizarii lipazei imobilizate prin entrapare in
sol-gel, simpla sau combinata

2.7.1. Reutilizarea in mediu organic

Reutilizarea enzimei in mai multe cicluri de reactie reprezintd 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 ci enzima
poate fi reutilizata pina cand activitatea sa scade la mai putin de 25% din cea initiala.

In acest studiu s-a urmdrit influenta numarului de reutiliziri, in mediu de
solvent organic (n-hexan), asupra performantelor lipazei Amano AK din
Pseudomonas fluorescens nativa si imobilizatd prin metoda de entrapare in sol-gel
(Metoda 2) si entrapare combinata cu adsorbtie pe Celite 545 (Metoda 6), in reactia de
acilare a 2-hexanolului (Zarcula si colab., 2008f). Ca si silani precursori s-au folosit
TMOS si OcTMOS sau PhTMOS la un raport molar de 1:1. Dupa fiecare reutilizare,
preparatul enzimatic a fost recuperat prin filtrare si spalare cu n-hexan si uscat la
temperatura camerei.
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Intrucat nu a fost posibild recuperarea intregii cantititi de preparat enzimatic, s-a
recalculat reteta de lucru in functie de cantitatea de enzima recuperata astfel incat
raportul molar Intre reactanti sa rimana acelasi. Rezultatele obtinute sunt prezentate in
tabelele 2.53 si 2.54.

Tabelul 2.53. Reutilizarea lipazei Amano AK nativd si imobilizata prin
metoda sol-gel (ESG) sau combinatd cu adsorbtie pe Celite 545 (ESG+A), utilizand
ca silani precursori OcTMOS/TMOS la un raport molar de 1:1, in reactia de acilare a
2-hexanolului in n-hexan.

Numar Activitate Activitate totala Exces enantiomeric e.e.
reutilizare (umol-h™-mg™) relativi' (%)
Lipaza | ESG* | ESG+A® | Lipaza | ESG” | ESG+A® | Lipaza | ESG? | ESG+A’
nativa nativa nativa
0 2,446 | 0,479 0,273 1 1 1 73 77 60
1 1,840 | 0,655 0,340 0,75 1,03 1,08 79 77 59
2 1,204 | 0,840 0,360 0,49 0,82 1,02 82 81 63
3 1,064 | 1,002 0,317 0,20 0,83 0,86 80 81 77
4 1,505 | 1,150 0,382 0,14 0,71 0,90 83 83 73
5 - 1,268 0,387 - 0,53 0,80 - 96 77

'Raportat la activitatea din primul ciclu de reactie
*Imobilizata prin entrapare in sol-gel (preparatul AK;)
*Imobilizata prin entrapare in sol-gel combinati cu adsorbtie (preparatul AKsq)

Tabelul 2.54. Reutilizarea lipazei Amano AK nativa si imobilizatda (ESG si

ESG+A) utilizand ca si silani precursori PhATMOS/TMOS la un raport molar de 1:1, in

reactia de acilare a 2-hexanolului in n-hexan.

Numar Activitate Activitate totala Exces enantiomeric e.e.
reutilizare (umol-h™-mg™) relativi' (%)
Lipaza | ESG” | ESG+A® | Lipaza | ESG* | ESG+A® | Lipaza | ESG” | ESG+A®
nativa nativa nativa
0 2,446 | 0,137 0,237 1 1 1 73 99 71
1 1,840 | 0,159 0,278 0,75 0,86 1,11 79 &4 71
2 1,204 | 0,166 0,297 0,49 0,45 1,0 82 &3 77
3 1,064 | 0,146 0,332 0,20 0,20 0,96 &0 99 76
4 1,505 | 0,154 0,377 0,14 0,12 0,95 &3 99 76
5 - 0,112 0,382 - 0,04 0,89 - 99 77

'Raportati la activitatea din primul ciclu de reactie
*Imobilizata prin entrapare in sol-gel (preparatul AK)

*Imobilizata prin entrapare in sol-gel combinati cu adsorbtie (preparatul AKs;)
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Din (tabelele 2.53 - 2.54) se poate observa ca activitatea de transesterificare a
enzimei a crescut cu fiecare ciclu de reutilizare, in cazul dublei imobilizari (de 1,12 —
1,61 ori la ultima reutilizare). Aceasta aratd cd anumiti compusi cu rol inhibitor
(posibil silani nereactionati) au fost indepartati incet din matricea de sol-gel in timpul
desfasurarii reactiei.

Activitatea totala relativa in mai multe cicluri de reutilizare a fost reprezentata
in diagrama din Figura 2.31. Se remarcd faptul cd in cazul lipazei native aceasta
activitate a scdzut pronuntat de la prima reutilizare si a fost de numai 14% dupa 4
reutilizari, ceea ce s-a datorat mai ales pierderilor fizice, intrucit activitatea efectiva a
scazut doar in mica masurd. Recuperarea enzimei native dupa fiecare ciclu de reactie
a fost 1nsa dificila, tinand cont de cantitatile mici care s-au folosit.

—m— |ipaza AK nativa

—e— ESG (OcTMOS:TMOS=1:1)
12 ESG (PhTMOS:TMOS=1:1)
1,14 4 —v—ESG + A (OcTMOS: TMOS=1:1)
10 e ESG + A (PhTMOS:TMOS=1:1)

e
e \\ I

0,4 1

Activitate totala relativa

0,3 1
0,2 1

!\n

0,1 1

0,0

0 1 2 3 4 5

Numar reutilizare

Figura 2.31. Influenta reutilizarii asupra activitatii totale relative a lipazei
Amano AK nativda si imobilizatd prin entrapare in sol-gel (ESG) si entrapare
combinata cu adsorbtie (ESG + A), in reactia de acilare a 2-hexanolului in n-hexan.

In aceleasi conditii, preparatele imobilizate au pastrat cel putin 50%, din
activitatea totald initiala dupa 5 reutilizari, cu exceptia preparatului obtinut prin
entrapare si cu grupari fenil In matricea de sol-gel, care si-a pierdut activitatea foarte
repede ajungand la aceeasi activitate totald relativd dupa numai doud reutilizari.
Preparatele obtinute prin entrapare in sol-gel combinatd cu adsorbtie au avut o
stabilitate operationald mai mare decat cele obtinute prin entrapare simpla.

Explicatia poate fi cd imobilizarea prin entrapare si depunere pe un adsorbent
reduce pierderile fizice de enzima prin spdlarea ei din reteaua de sol-gel in timpul
reactiei. Astfel, numarul de cicluri de reutilizare pentru care activitatea relativa s-a
mentinut la peste 50% din activitatea initiala a fost de 2 in cazul enzimei native, iar
pentru majoritatea preparatelor imobilizate a fost de 5.
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Enantioselectivitatea enzimei native a crescut la reutilizari, dar acest lucru este
normal pentru ca activitatea enzimei scazand s-au Inregistrat conversii mai mici dupa
acelasi timp de reactie (24 de ore). Trebuie remarcat efectul pozitiv pe care l-a avut
imobilizarea, excesul enantiomeric al produsului fiind mai mare dupa 5 reutilizari
decat In momentul initial, aceastd crestere fiind asociatd cu mentinerea In mare
masurd a activitatii catalitice. Exceptia a constituit-o, asa cum s-a aratat, preparatul
obtinut prin entrapare pe baza de PhATMOS si TMOS ca silani precursori.

2.7.2. Reutilizarea in mediu de lichid ionic

Pentru acest studiu, lipaza Amano AK din Pseudomonas fluorescens a fost
imobilizatd prin entrapare in sol-gel (Metoda 2) si entrapare combinata cu adsorbtie
pe Celite 545 (Metoda 6), cu [Omim]BF4 ca aditiv de imobilizare. Reactia studiata a
fost acilarea 2-hexanolului cu acetat de vinil, in mediu de lichid ionic ([Bmim]PFg sau
[Omim]BF, ) (Zarcula si colab., 2008d). Ca silani precursori s-au folosit TMOS si
OcTMOS la un raport molar de 1:1. Dupa fiecare reutilizare (24 de ore de reactie) s-a
realizat extractia produsului din mediul de reactie cu n-hexan, conform modului de
lucru descris la partea experimentald (a se vedea Cap. 3.3.2.2.). Rezultatele obtinute
sunt prezentate in tabelele 2.55 - 2.56.

Tabelul 2.55. Reutilizarea lipazei Amano AK nativa si imobilizatd (ESG si
ESG+A) utilizand ca silani precursori OcTMOS/TMOS la un raport molar de 1:1 si
[Omim]BF, ca aditiv, 1n reactia de acilare a 2-hexanolului in mediu de [Bmim]PFg.

Numar Activitate Activitate totala Exces enantiomeric e.e.
reutilizare (umol-h'l-mg'l) relativi' (%)
Lipaza | ESG* | ESG+A® | Lipaza | ESG* | ESG+A® | Lipaza | ESG® | ESG+A®
nativa nativa nativa
0 2,605 | 0,700 0,279 1 1 1 58 32 39
1 1,928 | 0,609 0,277 0,74 0,87 0,99 49 34 48
2 2,084 | 0,492 0,228 0,80 0,70 0,82 50 39 48
3 2,162 | 0,503 0,241 0,83 0,72 0,86 52 55 61
4 2,084 | 0,482 0,233 0,80 0,69 0,84 61 63 69
5 2,006 | 0,465 0,227 0,77 0,66 0,81 64 68 73

'Raportati la activitatea din primul ciclu de reactie
*Imobilizata prin entrapare in sol-gel (preparatul AK,,)
*Imobilizata prin entrapare in sol-gel combinati cu adsorbtie (preparatul AKg,)
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Tabelul 2.56. Reutilizarea lipazei Amano AK nativa si imobilizatd (ESG si
ESG+A) utilizand ca si silani precursori OcTMOS/TMOS la un raport molar de 1:1 si
[Omim]BF, ca aditiv, in reactia de acilare a 2-hexanolului in mediu de [Omim|BF.,.

Numar Activitate Activitate totala Exces enantiomeric e.e.
reutilizare (umol-h™'-mg™) relativa’' (%)
Lipaza | ESG* | ESG+A® | Lipaza | ESG* | ESG+A® | Lipaza | ESG® | ESG+A®
nativa nativa nativa
0 2,247 | 0,511 0,252 1 1 1 80 59 59
1 2,362 | 0,502 | 0,259 1,05 0,98 1,03 71 58 52
2 2,018 | 0,438 | 0,238 0,90 0,86 0,94 73 57 63
3 2,388 | 0,483 0,245 1,06 0,95 0,97 63 57 59
4 2,288 | 0,469 | 0,235 1,02 0,92 0,93 62 65 70
5 2,302 | 0,459 | 0,239 1,02 0,90 0,95 69 67 72

'Raportati la activitatea din primul ciclu de reactie
’Imobilizata prin entrapare in sol-gel (preparatul AK,,)
*Imobilizata prin entrapare in sol-gel combinati cu adsorbtie (preparatul AKg,)

Din tabelele 2.55 si 2.56 se poate observa ca in mediu de lichide ionice
stabilitatea operationala a lipazei native este mult mai mare decat in medii organice
valoarea activitatii efective mentindndu-se apropiatd de cea initiald, iar activitatea
totalda dupa 5 reutiliziri este intre 77-100% fata de cea initiald. In ce priveste
preparatele imobilizate, stabilitatea operationald la reutilizare a fost mai buna atunci
cand mediul de reactie a fost [Omim]BF,4, indiferent de tehnica de imobilizare
folosita. Considerand ambele lichide ionice utilizate, pierderile de activitate dupa 5
reutilizari au fost mai mici pentru preparatele dublu imobilizate (5-19 %) decat pentru
cele obtinute doar prin simpla entrapare (10-34%).

In ce priveste influenta reutilizrii enzimei asupra enantioselectivitatii, s-a
observat in genaral o enantioselectivitate mai mare a reactiei atunci cand ea a avut loc
in [Omim]BF,. In cazul enzimei native, in mediu de [Bmim]PFs enantioselectivitatea
a crescut usor, iar in [Omim]BF, s-a Inregistrat o scadere a excesului enantiomeric pe
parcursul reutilizdrilor. La preparatele imobilizate, de fiecare data excesul
enantiomeric a fost mai mare dupa 5 reutilizari decat valoarea masurata in primul
ciclu. Aceastd crestere a fost mai insemnata cand lichidul ionic utilizat ca mediu de
reactie a fost [Bmim]PFs unde excesul enantiomeric e.e. a crescut, fatd de prima
utilizare, de pana la 2,1 ori pentru preparatele entrapate in sol-gel (ESG) si respectiv
de 1,9 ori pentru cele dublu imobilizate (ESG + A). Probabil ca nu putem vorbi despre
o crestere a enantioselectivitdtii ca urmare a modificarilor din matricea de sol-gel,
pentru cd probabilitatea unor asemena modificari este micd dupd ce reteaua a fost
formata. Cresterea performantelor catalitice ale enzimelor imobilizate la reutilizare se
datoreste probabil faptului cd o serie de componente ale sistemului de reactie de la
imobilizare, de exemplu silani nereactionati sau metanol obtinut in urma reactiilor de
policondensare, se pot adsorbi sau lega prin legaturi de hidrogen de suport, cu
influenta nefavorabila asupra activitatii si enantioselectivitatii enzimei.
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Prin reutilizarea repetatd a enzimei, acesti compusi sunt eliminati treptat, iar enzima
poate sa se aseze intr-o configuratie mai favorabila pentru a creste viteza de reactie a
izomerului favorizat.

2.7.3. Concluzii

1. Imobilizarea este o metoda eficientd care permite folosirea repetata a
enzimei cu mentinerea caracteristicilor biocatalitice. Metoda combinata este cea mai
indicatd deoarece imobilizarea prin efect dublu, de inchidere a enzimei in retea si
depunere pe suport, reduce pierderile fizice de enzima concomitent cu mentinerea
unei activitati si enantioselectivitati ridicate.

2. Entraparea combinatd cu adsorbtie determind o crestere insemnatd a
stabilitdtii enzimei, activitatea reziduald dupa 4 reutilizdri in mediu organic fiind 90-
95% din cea initiala, in timp ce pentru enzima nativa aceastd valoare este de numai
14%. De asemenea, enantioselectivitatea dupa reutilizare se mentine la valori
apropiate sau chiar mai mari comparativ cu primul ciclu de utilizare pentru
preparatele imobilizate prin entrapare 1n sol-gel.

3. Si in cazul reutilizdrii In mediu de lichid ionic se remarca avantajul
important al imobilizdrii atunci cind se intentioneaza folosirea repetatd a enzimei.
Metoda combinata este cea mai indicatd, pierderile de activitate dupa 5 reutilizari au
fost mai mici pentru preparatele dublu imobilizate (5-19 %) decat pentru cele obtinute
doar prin simpla entrapare (10-34%).

4. Indiferent de lichidul ionic utilizat ca mediu de reactie pentru reutilizare,
preparatele imobilizate, in special cele obtinute prin metoda combinata au prezentat
valori ridicate ale excesului enantiomeric e.e., care au crescut odatd cu cresterea
numarului de reutilizari.

2.8. Caracterizarea preparatelor obtinute prin metoda sol-gel

2.8.1. Investigarea structurii preparatelor imobilizate cu
ajutorul microscopiei electronice de scanare cuplata cu microanaliza
prin raze X (SEM-EDX)

Prin microscopie electronica de scanare (SEM) se pot obtine informatii utile
despre structura microscopica a suprafetei (morfologia) probelor analizate. In acelasi
timp, analiza spectrofotometrica a semnalului de fluorescentd emis prin actiunea
razelor X permite identificarea calitativa a elementelor prezente in probd, deoarece
acest semnal este dependent de numarul atomic al elementului respectiv.

Imaginile SEM ofera informatii utile despre microstructura, porozitatea si
textura materialului respectiv. In continuare va fi discutat unul dintre tipurile de
preparate obtinute, cel care s-a obtinut din silanii precursori OcTMOS si TMOS la un
raport molar 1:1, iar In Anexa sunt prezentate toate imaginile, impreuna cu spectrele
EDX (Energy-dispresive X-ray).
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Figura 2.32. Imaginea SEM (a) si spectrul EDX (b) al sol-gelului martor
obtinut din precursorii OcTMOS si TMOS.

Sol-gelul martor obtinut din silanii precursori mentionati prezintd o structura
poroasd care contine nanoparticule sub forma de sfere intr-o structurd aglomerata
(Figura 2.32.a). Principalele elemente care apar in spectrul EDX (Figura 2.32.b ) sunt
siliciul, oxigenul si carbonul, dar apare si azot, probabil provenit din solutia tampon
cu care s-a spalat gelul cat si sodiu si fluor din catalizatorul de NaF care a fost utilizat.

In cazul in care sol-gelul martor s-a sintetizat cu lichid ionic in calitate de
aditiv, imaginea SEM prezintd de asemenea o structurd aglomeratd, dar mult mai
amorfa (Figura 2.33.a ). Prezenta lichidului ionic modificd morfologia suprafetei
gelului. Compozitia elementald este aceeasi ca si in cazul sol-gelului martor realizat
fara lichid ionic (Figura 2.33.b).
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Figura 2.33. Imaginea SEM (a) si spectrul EDX (b) al sol-gelului martor
obtinut din precursorii OcTMOS si TMOS cu [Omim]BF; ca aditiv.
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In cazul lipazei AK imobilizate prin entrapare in sol-gel folosind ca aditiv
polietilenglicol, imaginea SEM aratd o structurd mai poroasd decat in cazul gelului
martor, nanoparticulele fiind si de data aceasta de forma sferici. In spectrul EDX
(Figura 2.34.b ), se observd cresterea continutului de carbon comparativ cu sol-
gelurile martor, ceea ce aratd cd 1n prezenta enzimei si a acestui aditiv se modifica
morfologia gelului care se formeaza, resturile octil fiind orientate in mai mare masura
spre zona de suprafata.
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Figura 2.34. Imaginea SEM (a) si spectrul EDX (b) al lipazei AK entrapate
in sol-gel obtinut din precursorii OcTMOS si TMOS.

Preparatul care s-a obtinut folosind ca aditiv lichidul ionic [Bmim]PFs in loc
de polietilenglicol aratd o imagine SEM a suprafetei mult diferita fata de cel
precedent. Se poate observa o structurd aglomerata, mult mai amorfa, sub forma de
blocuri neregulate (Figura 2.35.a ). Din spectrul EDX (Figura 2.35.b ) rezultd ca in
zona de suprafata avem 1n majoritate silice, gruparea hidrofoba si enzima probabil ca
se gasesc de data aceasta In porii interiori ai structurii de sol-gel. Se mai observa
prezenta printre elemente a fosforului, cea ce arata ca o parte din lichidul ionic a fost
inglobata in structura formatd. Pe baza acestei structuri aglomerate si amorfe, s-ar
putea presupune ca activitatea va scadea din cauza Impiedicarii accesului reactantilor
la enzima. In realitate nu s-a observat asa ceva, acest preparat avind cea mai mare
activitate dintre toate cele obtinute prin entrapare pe baza de precursori OcTMOS si
TMOS, 0,648 pmoli-h'mg”, comparativ cu 0,479 pmoli-h"'mg’ la preparatul
obtinut cu polietilenglicol ca aditiv (Zarcula si colab., 2009b). Rezultd ca analiza
structurala doar a zonei de suprafata, desi oferd o serie de informatii utile, nu este
suficienta pentru a se putea trage concluzii asupra activitatii enzimei, pentru ca nu
permite localizarea enzimei.
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Figura 2.35. Imaginea SEM (a) si spectrul EDX (b) al lipazei AK entrapate
in sol-gel obtinut din precursorii OcTMOS si TMOS cu [Bmim]PF; ca aditiv.

Utilizarea ca aditiv a unui alt lichid ionic [Omim]BF, a dus la formarea unei
structuri mai putin amorfe, dar si de data aceasta ea rdimane neregulata, sub forma de
blocuri (Figura 2.36.a ). In spectrul EDX se observi prezenta borului, deci si de data
aceasta o parte a lichidului ionic a rdmas in structura xerogelului obtinut dupa spalare
si uscare (Zarcula si colab., 2009°). Se confirma continutul redus de carbon in zona de

suprafatd, care a fost constatat si la preparatul obtinut cu celdlalt lichid ionic (Figura
2.36.b).
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Figura 2.36. Imaginea SEM (a) si spectrul EDX (b) al lipazei AK entrapate
in sol-gel obtinut din precursorii OcTMOS si TMOS cu [Omim]BF, ca aditiv.
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Utilizarea metodei combinate de entrapare si adsorbtie pe Celite a dus la o
structura total diferitd a preparatului, asa cum de fapt era si de asteptat. Din imaginea
SEM prezentatd in Figura 2.37.a se poate observa cd zonele poroase alterneazd cu
structuri sub forma de sfere si fagure, acestea din urma provenite de la suportul de
Celite, asa cum dovedesc si imaginile altor preparate similare care au fost prezentate
in Figura 2.17. Structura este mai putin aglomerata decit in cazul preparatelor
obtinute prin entrapare simpla. in ce priveste compozitia elementala data de spectrul
EDX (Figura 2.37.b ), se observa prezenta clorului si absenta fluorului, intrucat acest
preparat a fost obtinut cu o retetd care a folosit catalizator de HCI pentru hidroliza
silanilor, iar gelifierea s-a realizat fara catalizator de NaF. lonul de clorura s-a fixat
preferential in zona de suprafata a preparatului. Elementele Na, Al, Ca si K provin din
Celite, care este un aluminosilicat cu continut si de alte metale.
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Figura 2.37. Imaginea SEM (a) si spectrul EDX (b) al lipazei AK imobilizate
prin metoda combinatd de entrapare in sol-gel cu precursorii OcTMOS si TMOS si
adsorbtie pe Celite.

In Tabelul 2.57 sunt prezentate rezultatele analizei calitative a principalelor
elemente identificate in toate preparatele care au fost supuse acestei investigatii
structurale si ale caror imagini SEM si spectre EDX sunt date in Anexa. Ele confirma
prezenta componentelor utilizate in cursul procesului de imobilizare si in preparatul
rezultat dupa spalare si uscare, ceea ce aratd faptul ca ele raman partial inglobate, fizic
sau chimic, in xerogelul obtinut. Astfel, toate preparatele contin carbon, oxigen si
siliciu care sunt componentele de baza ale matricii de sol-gel. Preparatele obtinute
prin metoda combinata contin §i aluminiu, care este un constituent al suportului de
Celite. Daca metoda de imobilizare a utilizat drept catalizator pentru gelifiere NaF,
ambele aceste elemente se regasesc si in xerogel, ceea ce dovedeste faptul ca fluorura
de sodiu nu este complet spdlatd in faza de spalare a gelului, o parte ramanand
probabil in pori. Sursa de fluor mai este si lichidul ionic utilizat ca aditiv. In functie de
utilizarea ca aditiv a lichidului ionic [Bmim]PFg sau [Omim]BF,, printre elementele
identificate se regaseste si fosfor, respectiv bor. Asadar si lichidul ionic ramane partial
inclus in structura xerogelului, ceea ce inseamna ca in prezentd de lichide ionice se
schimba morfologia suportului de imobilizare.
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Deoarece s-a demonstrat ca lichidele ionice au rol de protectie a enzimei impotriva
denaturarii, aceasta modificare structurala nu poate fi daunatoare.

In ce priveste prezenta enzimei in preparat, aceasta ar putea fi demonstrati de
existenta azotului printre elementele identificate. Azot se gaseste intr-adevar 1n toate
preparatele, insd nu numai in cele care contin enzima ci si in sol-gelurile martor,
realizate fara enzima. Provenienta sa se poate explica numai prin faptul ca pentru
spalarea gelurilor maturate s-a folosit si solutie tampon TRIS/HCI, care contine
tris(hidroximetil)-aminometan, iar la uscarea gelului doar apa s-a evaporat si
compusul respectiv a rdmas adsorbit pe suprafata xerogelului. Prin urmare, dovada
imobilizarii enzimei ramane 1n primul rand faptul cd ea isi mentine activitatea dupa
entrapare, chiar si dupa mai multe cicluri de reactie.

Tabelul 2.57. Analiza SEM-EDX a unor preparate de lipazd Amano AK
imobilizate prin metoda sol-gel si metoda combinata.

Cod preparat, Elemente prezente (%)

caracteristici C| | NJ]o [NaJA]|Si | F [P ]| B

Silani precursori: MeTMOS:TMOS (1:1)

Sol-gel martor 14,84 | 1,85 (48,54 0,07 |- 3436 | 0,34 |- -
Catalizator NaF

AK; 15,82 1,93 43,96 | 0,26 | - 37,571 0,46 | - -
Catalizator NaF

AKy3 4295 | 2,87 | 36,39 | - 0,70 | 17,09 | - - -
Sol cu etanol

AKie 19,34 | 3,16 40,12 | 0,12 | - 28,82 17,05 |1,39 |-
Catalizator NaF
Aditiv [Bmim]PFg

AKs 18,92 | 1,86 |34,42 047 |- 37,24 | 1,16 | - 5,92
Catalizator NaF
Aditiv
[Omim]BF,4

AKsy 6,90 2,08 | 43,23 | 2,58 | 3,29 | 38,77 | - - -
Metoda combinata
Sol cu HCI,
Celite

Silani precursori: MeTMOS:TMOS (2:1)

AK44 21,24 [ 1,85(4343 | - - 33,48 | - - -
Sol cu etanol

Silani precursori: PrTMOS:TMOS (1:1)

Sol-gel martor 27,76 | 1,86 | 37,23 | 0,06 | - 32,76 | 0,32 | - -
Catalizator NaF
AKs 28,47 |2,03|36,85|0,27 |- 3197 | 0,41 |- -
Catalizator NaF
AKjo 57,51 |2,26|31,67|0,07 |- 8,14 (0,34 |0,02 |-
Catalizator NaF

Aditiv [Bmim]PFg

_ 148 -

BUPT



Contributii originale

AKisg
Catalizator NaF
Aditiv
[Omim]BF,4

36,37

1,95

37,61

0,10

0,61

21,49

0,14

1,72

AKss
Metoda combinata
Sol cu HCI, Celite

14,13

1,96

34,76

0,74

1,75

45,24

Silani

precursori: OcTMOS:

T™O

S (1:1)

Sol-gel martor
Catalizator NaF

32,30

1,72

29,79

0,11

0,93

35,10

0,04

AK~
Catalizator NaF

58,13

2,81

18,52

0,14

19,79

0,60

AKys
Catalizator NaF
Aditiv [Bmim]PFg

31,88

2,38

34,99

0,10

30,16

0,46

0,03

AKy4
Catalizator NaF
Aditiv
[Omim]BF,4

36,63

1,60

20,50

0,07

23,28

0,19

17,73

AKsg
Metoda combinata
Sol cu HCI, Celite

25,61

1,01

33,72

2,10

1,32

29,01

Silani

precursori: PhTMOS:

T™O

S (1:1)

Sol-gel martor
Catalizator NaF

43,53

2,18

32,31

0,02

21,61

0,35

AKy
Catalizator NaF

41,10

1,68

28,87

1,70

24,24

0,42

AKjz
Catalizator NaF
Aditiv [Bmim]PF,

42,66

1,39

23,58

31,82

0,40

AK3g
Catalizator NaF
Aditiv
[Omim]BF,4

43,10

1,68

17,91

0,02

20,74

0,36

16,19

AKs7
Metoda combinata
Sol cu HCI, Celite

53,22

2,66

27,04

0,90

0,55

14,28

Intensitatea peakurilor din spectrul de raze X cu dispersie de energie (EDX)
permite si o evaluare semicantitativd a prezentei elementelor respective. Valorile
obtinute pentru preparatele analizate sunt de asemenea prezentate in Tabelul 2.57.
Aceste date semicantitative trebuie considerate insd doar simple estimari in cazul
nostru, deoarece distributia diferitelor componente in preparat nefiind uniforma ele
depind mult de zona care a fost analizatd, iar aceasta zona este doar o zona de pe
suprafatd, a carei alegere a fost aleatoare.
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Teoretic, continutul in carbon ar fi trebuit sa creasca la preparatele care au fost
obtinute din precursorul OcTMOS cu catend alchil mai lungd (octil), comparativ cu
cele care au fost obtinute pe bazi de PrTMOS si MeTMOS. In realitate, nu se constati
acest lucru, ceea ce ne duce la concluzia ca distributia grupdrilor alchil la suprafata
este foarte neuniformd. Acest lucru este confirmat si in cazul preparatelor obtinute
prin metoda combinatd, la care ar trebui ca sa avem un continut de carbon
considerabil mai mic decat la cele imobilizate doar prin entrapare, datoritd prezentei
suportului de Celite. Un asemenea continut redus se constatd doar la preparatul
obtinut pe bazd de MeTMOS si TMOS, in timp ce la cel din PhATMOS si TMOS este
chiar mai mare decat la cele simplu entrapate. De aici rezulta ca in cazul metodei
combinate, sol-gelul se depune preferential pe suprafata suportului de Celite si nu in
interiorul porilor, ceea ce este favorabil din punct de vedere al accesului reactantilor la
enzima. Pentru unele preparate obtinute folosind ca aditiv [Omim]BF, s-a obtinut o
valoare a continutului de bor mult mai mare decét cea care ar fi putut rezulta din
cantitatea de lichid ionic ce a fost addugatd. Aceastd anomalie poate fi de asemenea
explicatd prin faptul cd lichidul ionic raméne adsorbit preferential la suprafata sol-
gelului, ceea ce de fapt se poate observa si din imaginile SEM ale acestor preparate.

2.8.2. Caracterizarea  preparatelor imobilizate prin
spectroscopie IR

Spectroscopia IR poate oferi informatii structurale importante despre
xerogelurile rezultate Tn urma imobilizdrii lipazei prin metoda sol-gel. Dificultatile
care apar sunt generate de faptul ca fiind vorba despre amestecuri si nu compusi puri
apar numeroase suprapuneri intre benzile caracteristice diferitelor grupari, ceea ce
face ca In numeroase publicatii sd existe interpretari eronate.

Rolul cel mai important al oricdrei analize structurale ar fi acela de a pune in
evidenta in primul rand prezenta enzimei, dar si a altor componente al caror rol dupa
formarea xerogelului nu este inca bine clarificat. Astfel, nu se stie daca diversii aditivi
folositi pentru a favoriza formarea unei retele poroase de un anumit tip (micro-, mezo-
sau macroporoase) sau de a proteja reteaua de o posibild colapsare in timpul uscarii
raman legati fizic sau sunt inglobati in gel prin formarea unor legaturi chimice.

Spectrul IR al enzimei native (Figura 2.38) a fost realizat prin tehnica de
transmisie, in pastila de KBr. El prezinta toate benzile caracteristice proteinelor, cele
mai importante fiind cele care pot fi atribuite gruparii amidice. Acestea apar in
urmatoarele domenii:

- 3400-3200 cm™, banda corespunzitoare vibratiilor de valentdi N-H. in
spectrul din Figura 2.38 aceasta banda apare la 3310 cm™.

- 1700-1600 cm™, banda corespunzitoare vibratiilor de valenti C=O (in cea
mai mare parte) si vibratiilor de valentd C-N amidice. In proteine, pozitia exacti a
acestei benzi depinde de conformatia catenei polipetidice de bazd si de pozitia
legaturilor de hidrogen. in cazul nostru ea este situati la 1655 cm™.

- 1580-1510 cm™', banda care se datoreste in cea mai mare parte vibratiilor de
deformare in plan ale gruparii N-H. in Figura 2.38 se poate observa la 1549 cm™.

- 1450-1200 cm™, un grup complex de vibratii care depind mult de natura
catenelor secundare si de legaturile de hidrogen din proteina. Ele nu pot fi in general
folosite in scop de identificare deorece in aceasta regiune apar si o serie de alte benzi.
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Figura 2.38. Spectrul IR al lipazei Amano AK native.

Benzile caracteristice grupdrilor din catenele secundare ale aminoacizilor ce
compun proteina sunt extrem de numeroase, datoritd numarului mare al acestor
grupari. Dintre cele care apar cu intensitate mare in spectrul din Figura 2.38 se pot
mentiona: banda de la 2926 cm™ datorata vibratiei de valentd a gruparii CHs prezenta
in mai multe resturi de aminoacizi i cele de la 1020 cm™, 1082 cm™ si 1153 cm™ care
corespund vibratiilor de valenta C-O din alcooli si acizi carboxilici, dar §i gruparile
amino alifatice dau vibratii de valentd C-N in acest domeniu.

Preparatele imobilizate de lipaza Amano AK au fost caracterizate prin
spectroscopie de IR, iar pentru comparatie s-a realizat spectrul unui sol-gel martor in
care nu s-a introdus enzima. Aceste spectre au fost realizate prin tehnica ATR.
Conform literaturii de specialitate, benzile de vibratie caracteristice pentru compusii
cu siliciu sunt urmatoarele: 3700-3200 cm™ ( Si-OH, valentd), 1275-1260 (Si-CH3,
deformare in plan simetricd), 1110-1000 cm™ ( Si-O-CHjs, valentd asimetrica) , 1090-
1030 cm™ ( Si-O-Si, valentd asimetrica), 850-800 ( Si-O-CHj3, valenta simetricd), 765
cm” ( Si-CHs, valentd) (Pretsch, Bithlmann si Affolter, 2000). Spectrele obtinute
(Figura 2.39) au prezentat aceste benzi la 3700-3200 cm™ (banda largd), 1279 cm™,
1080-1060 cm™ (mai multe benzi) i 779 cm’.
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Nu se pot observa diferente semnificative intre benzile din spectrul sol-gelului
martor si al preparatului care contine si enzima, doar ca majoritatea acestor benzi sunt
mai intense ceea ce se poate datora si tehnicii ATR care a fost folositad. In mod
surprinzator, in spectrul sol-gelului martor apare o banda la 1635 cm™, deci prezenta
acestei benzi in spectrul preparatului enzimatic nu poate fi atribuita gruparii amidice a
enzimei, asa cum s-a procedat de alti cercetatori (Pinheiro si colab., 2008). De fapt,
banda corespunzatoare vibratiei de valentd a gruparii C=0O amidice s-a observat
anterior cd apare la un numar de unda putin mai mare (1655 cm™') insd ea nu se poate
distinge, fiind acoperita de o altd bandd mai intensa in conditiile in care concentratia
enzimei in matricea de sol-gel nu este mai mare de 2-3%. Banda de la 1635 cm™ se
datoreste probabil vibratiei de deformare in plan a gruparii OH din apa rdmasa in
preparat, intrucat preparatele nu au fost uscate decat la temperatura camerei.
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Figura 2.39. Spectrele IR pentru: 1. matricea sol-gel martor cu

MeTMOS: TMOS=1:1, 2. preparatul obtinut prin entraparea lipazei Amano AK in sol-
gel cu MeTMOS: TMOS=1:1.
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Daca se studiaza comparativ spectrele IR a doua preparate obtinute din aceiasi
precursori cu si fard adaos de lichid ionic (Figura 2.40), in spectrul preparatului cu
lichid ionic (spectrul 2 din Figura 2.40) se poate observa prezenta benzilor de la 1562
cm™ si 1463 cm™ caracteristice vibratiei de valentd a inelului imidazolinic (conform
literaturii: 1550 cm™ si 1500-1450 cm’! ) (Pretsch, Biihlmann si Affolter, 2000), ceea
ce demonstreaza ca lichidul ionic a ramas in structura matricei de sol-gel si a protejat-
o impotriva colapsarii in timpul maturarii si uscarii.
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Figura 2.40. Spectrele IR pentru preparatele obtinute prin entrapare in sol-gel
cu: 1. MeTMOS:TMOS=1:1 si 2. MeTMOS:TMOS=1:1 si [Omim]BF;, ca si aditiv.
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In cazul preparatelor obtinute din precursori silanici cu diferite grupari
nehidrolizabile, (Figura 2.41) se poate observa intensitatea mult mai mare a benzilor
caracteristice vibratiilor de valenta ale grupelor CHz si CH, de la 2950 cm’', respectiv
2850 cm’ in preparatul cu grupare octil. In preparatul cu grupare fenil, se remarca
prezenta benzilor de la 737 cm™ si 696 cm™, pentru vibratia de deformare a gruparii
CH din inelul benzenic monosubstituit, respectiv pentru vibratia de schelet aromatic.
Aceste rezultate confirma structura presupusa a matricei de sol-gel.
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Figura 2.41. Spectrele IR pentru preparatele obtinute prin entrapare in sol-gel
cu: 1. PATMOS: TMOS=1:1, 2. OcTMOS:TMOS=1:1 si 3. MeTMOS:TMOS=1:1.
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In cazul in care pentru imobilizare s-a utilizat metoda de entrapare in sol-gel
combinatd cu adsorbtie (Figura 2.42), spectrul IR nu prezinta nici o diferenta fata de
cel al preparatului obtinut doar prin simpla entrapare, cu aceiasi precursori (OcTMOS
si TMOS). Acest lucru demonstreaza faptul ca sol-gelul s-a format intr-adevar si s-a
depus pe suportul de Celite, de preferinta pe suprafata acestuia.

X
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Figura 2.42. Spectrele IR pentru preparatele obtinute prin: 1. entrapare 1n sol-
gel cu OcTMOS: TMOS=1:1, 2. entrapare in sol-gel cu OcTMOS:TMOS=1:1 urmata
de depunere pe Celite 545.

2.8.3. Concluzii

1. Imaginile SEM ofera informatii utile despre microstructura, porozitatea si
textura probelor analizate.

2. Imaginile SEM ale preparatelor imobilizate prin entrapare in sol-gel arata o
structura mai poroasd, comparativ cu cea a gelului martor, iar din spectrele EDX, s-a
observat o crestere a continutului de carbon fatd de sol-gelurile martor, ceea ce
confirma prezenta enzimei in xerogelurile obtinute.

3. Prezenta lichidului ionic ca aditiv modificd morfologia suprafetei gelului,
iar prin prezenta borului si a fosforului observatd din spectrele EDX, se confirma
faptul ca o parte a lichidului ionic a ramas in structura xerogelului obtinut dupa
spalare si uscare.
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4. Utilizarea metodei combinate de entrapare si adsorbtie pe Celite a dus la o
structura total diferitd a preparatului, imaginea SEM prezintd zone poroase ce
alterneaza cu structuri sub forma de sfere i fagure.

5. Rezultatele analizei calitative a principalelor elemente identificate in toate
preparatele care au fost supuse investigatiilor structurale confirmd prezenta
componentelor utilizate in cursul procesului de imobilizare si In preparatul rezultat
dupa spalare si uscare, ceea ce arata faptul ca ele raman partial Inglobate, fizic sau
chimic, n xerogelul obtinut.

6. Spectroscopia IR este o metodd utild pentru a confirma structura
preparatelor obtinute prin metoda sol-gel, desi prezenta enzimei nu poate fi
demonstratd datoritd unor benzi care se suprapun peste benzile caracteristice gruparii
amidice.

7. Din spectrele IR rezulta ca o parte din lichidul ionic folosit ca aditiv ramane
atagat sau Incorporat de matricea de sol-gel.

8. Formarea xerogelurilor are loc cu incorporarea precursorului silanic ce
contine gruparea hidrofoba nehidrolizabild, benzile caracteristice acestuia regasindu-
se 1n spectrul preparatului.

9. La metoda combinatd gelul care se formeazad se depune pe suprafata

adsorbentului utilizat, fapt demonstrat de identitatea spectrelor celor doua tipuri de
preparate.
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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), propiltrimetoxisilan PrTMOS 97%
(Fluka), octiltrimetoxisilan OcTMOS 95% (Fluka), feniltrimetoxisilan PATMOS 99%
(Fluka), tetraetoxisilan (TEOS) 98% (Fluka), metiltrietoxisilan MeTEOS 99%
(Aldrich), etiltrietoxisilan EtTEOS 96% (Aldrich), feniltrietoxisilan PhTEOS 98%
(Aldrich), alcool etilic absolut 99,2% (Chimopar), alcool izopropilic 99,7%
(Chimopar), acid clorhodric IM (Chimopar), polietilenglicol (PEG M=20000 de la
Fluka), florura de sodiu (Fluka), amoniac solutie 25% (Chimopar), 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 200 108/02/5
(Purolite), Celuloza AVICEL PH-101 (Aldrich), n-hexan 98% (Merck).

Lichide ionice: [Emim]BFs; (Merck), [Bmim]BF; (Merck), [Hmim]BF4
(Merck), [Omim]BF4 (Fluka), [Bmim]PFs (Merck), [Emim]OOCCF; (Merck),
[Pmim]BF4, [Omim]PFs, [Bmim]Tf;N si [Emim]OOCCH; au fost obtinute de la
Universitatea din Bremen.

Enzimele folosite au fost: lipaza din Pseudomonas flourescens (AK
"AMANO" 20) si Burkholderia cepacia (PS "AMANQ" SD) de la Amano Enzyme
Inc. (Japonia), iar lipaza din pancreas de porc (PPL) a provenit de la Sigma Chemical
Co.(USA).

3.1.1. Imobilizarea prin adsorbtie

Metoda 1.

150 mg lipazd a fost ampastatd cu 3 ml tampon TRIS-HCI de pH=8.0 si
adaugata sub agitare peste 1 g suport solid (Celite 545, Celite 521, Celite C22,
CaCOs, Purolite MN 200 108/02/5, Celuloza microcristalina AVICEL PH-101). S-a
mai adaugat 1 ml tampon TRIS-HCl de pH=8.0 si s-a continuat agitarea inca
aproximativ 1 ora cand s-a adaugat in picaturi si sub agitare cu bagheta 20 ml acetona
la -15°C . Amestecul s-a filtrat pe fritd si s-a mai spalat cu 20 ml acetona la -15°C.
Produsul obtinut s-a uscat la temperatura camerei timp de cateva zile.

Prin aceastd metoda de imobilizare s-au obtinut 6 preparate enzimatice cu PPL
si unul cu lipazd Amano AK.
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Tabelul 3.1. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu PPL si a celui cu
lipazd Amano AK obtinute prin Metoda 1.

Cantitate de
Nr. Cod . .
Suportul solid preparat obtinut
crt. preparat ’
(mg)

l. PPL,; Celite 545 1028,4

2. PPL, Celite 521 10433

3. PPL; Celite C22 1057,4

4. PPL4 CaCO; 982,8

5. PPL; Purolite MN 200 452.4

6. PPL, Celuloza AVICEL 1073,1

7. AK, Celite 545 1479,3

3.1.2. Imobilizarea prin entrapare in sol-gel

Metoda 2.

S-a preparat o solutie de lipaza (100 mg/ ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0),
solutia rezultatd a fost centrifugatd, iar supernatantul a fost folosit pentru imobilizare.

Intr-o fiold de sticld de 4 ml s-au introdus 780 ul supernatant de lipaza, 200 pl
solutie PEG 4% cu M=20000 sau lichid ionic, 100 pl solutie florurd de sodiu 1 M si
200 pl alcool izopropilic. Amestecul rezultat s-a mentinut 5 minute pe agitatorul
magnetic pentru omogenizare, dupd care s-au introdus precursorii silanici (6 mmoli)
la diferite rapoarte molare cu mentinerea agitarii pana la gelifiere (in unele cazuri s-a
folosit baia de gheata).

Gelul obtinut a fost pastrat in frigider timp de 24 de ore, pentru o polimerizare
completa. Gelul Intérit 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 cateva zile.
Prin aceastd metodd de imobilizare s-au obtinut 41 preparate enzimatice cu
lipaza Amano AK si 12 cu lipaza Amano PS.

Tabelul 3.2. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu lipazda Amno AK
obtinute prin Metoda 2.

Cantitate Cantitate
Nr. Cod .de hpaz% R . Catalizator, de
crt. | preparat 1nt1:0dusa Silani precursori Aditiv preparat
la imob. obtinut
(mg) (mg)
1. AK, 78 TMOS NaF, PEG 214,5
2. AK; 78 MeTMOS:TMOS=1:1 | NaF, PEG 428,9
3. AK,4 78 MeTMOS:TMOS=2:1 | NaF, PEG 423,1
4. AK; 78 PrTMOS:TMOS=1:1 | NaF, PEG 366,3
S. AKg 78 PrTMOS:TMOS=2:1 | NaF, PEG 301,2
6. AK; 78 OcTMOS:TMOS=1:1 | NaF, PEG 375,6
7. AKs 78 OcTMOS:TMOS=2:1 | NaF, PEG 299,1
8. AKy 78 PhTMOS:TMOS=1:1 | NaF, PEG 507,6
9. AKjp 78 PhTMOS:TMOS=1:1 | NaF, PEG 550,1
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10 AK; 78 MeTMOS:TMOS=1:1 | NaF, PEG 416,8
(cu racire)
11. AK, 78 TMOS:MeTMOS=1:1 | NaF, PEG 396,6
12. AK 3 78 TMOS:MeTMOS=1:1 | NaF, PEG 398,6
(cu racire)
13. AKyy 39 MeTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Bmim]BF, 201,9
14. AKs 39 MeTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Omim]BF, 210,0
15. AK ¢ 39 MeTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Bmim]PF; 2225
16. AK 7 78 PrTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Bmim]BF, 450,0
17. AK g 78 PrTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Omim]BF, 430,3
18. AK 78 PrTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Bmim]PFq 410,0
19. AKy 78 PrTMOS:TMOS=2:1 | NaF, [Bmim]BF, 416,7
20. AKy, 78 PrTMOS:TMOS=2:1 | NaF, [Omim]BF, 436,5
21. AK,, 78 PrTMOS:TMOS=2:1 | NaF, [Bmim]PF; 3873
22. AKy; 78 OcTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Bmim]BF, 603,2
23. AKy4 78 OcTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Omim]BF, 773,3
24. AKss 78 OcTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Bmim]PF; 336,1
25. AKog 78 OcTMOS:TMOS=2:1 | NaF, [Bmim]BF, 390,1
26. AKy; 78 OcTMOS:TMOS=2:1 | NaF, [Omim]BF, 310,0
27. AKog 78 OcTMOS:TMOS=2:1 | NaF, [Bmim]PFg 171,1
28. AKyg 78 PhTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Bmim|BF, 232,4
29. AKj 78 PhTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Omim]|BF, 568,7
30. AKj3; 78 PhTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Bmim]PFg 253,6
31. AKs3, 78 PhTMOS:TMOS=2:1 | NaF, [Bmim|BF, 535,0
32. AKs3 78 PhTMOS:TMOS=2:1 | NaF, [Omim]BF, 622,0
33. AKsy 78 PhTMOS:TMOS=2:1 | NaF, [Bmim]PF; 615,1
34, AKss 78 OcTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Emim]BF, 541,2
35. AKjsg 78 OcTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Pmim]BF, 488,0
36. AKj3, 78 OcTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Hmim]BF, 613,2
37. AKsg 78 OcTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Omim]PF; 556,3
38. AKsg 78 OcTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Bmim]Tf;N 588,6
39. AKyg 78 OcTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Emim]OOCCH; 606,7
40. AKy 78 OcTMOS:TMOS=1:1 | NaF, [Emim]OOCF; 523,1
41. AKy, 78 PhTEOS:TEOS=1:1 NaF, PEG 309,0
Tabelul 3.3. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu lipazd Amano PS
obtinute prin Metoda 2.
gealllit;);azt; Cantitate de
Nr. Cod . < - . Catalizator, preparat
crt. | preparat lntlzodusa Silani precursori Aditiv obtinut
la imob. ’
(mg) (mg)
1. PS, 78 TMOS NaF, PEG 4528
2. PS, 78 MeTMOS:TMOS=1:1 | NaF, PEG 839,8
3. PS; 78 MeTMOS:TMOS=2:1 | NaF, PEG 876,5
4. PS, 78 PrTMOS:TMOS=1:1 NaF, PEG 821,4
5. PS; 78 PrTMOS: TMOS=2:1 NaF, PEG 636,6
6. PS¢ 78 OcTMOS:TMOS=1:1 | NaF, PEG 754,4
7. PS; 78 OcTMOS:TMOS=2:1 | NaF, PEG 518,4
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8. PSg 78 PhTMOS:TMOS=1:1 NaF, PEG 1038,0

9. PSy 78 PhTMOS:TMOS=1:1 NaF, PEG 974,6

10. PSy 78 MeTMOS:TMOS=1:1 | NaF, PEG 438,6
(cu racire)

11. PSy 78 TMOS:MeTMOS=1:1 | NaF, PEG 392,0
(cu racire)

12. PS, 78 TMOS:MeTMOS=1:2 | NaF, PEG 414,6
(cu racire)

Metoda 3.

Intr-o fiold de sticla de 4 ml s-a preparat un SOL prepolimer prin amestecarea
timp de 15 minute pe un agitator magnetic a 6 mmoli precursori silanici la diferite
rapoarte molare si a 0,5 ml alcool etilic.

In alta fiola s-au introdus o solutie de lipaza obtinuta prin ampastarea a 75 mg
lipaza cu 1,1 ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0 si aditivul 200 pul PEG 20000 (4%) sau
lichid ionic. Amestecul rezultat s-a mentinut 15 minute pe agitatorul magnetic pentru
omogenizare.

Compozitia celor 2 fiole de sticla s-a amestecat §i s-a mentinut agitarea pana
cand amestecul a gelifiat. Gelul obtinut a fost pastrat la temperatura camerei 24 de ore
pentru o polimerizare completd. Gelul intérit a fost spdlat 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 cateva zile.

Prin aceasta metoda de imobilizare s-au obtinut 8 preparate enzimatice cu
lipazd Amano AK si unul cu lipaza Amano PS.

Tabelul 3.4. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu lipazd Amano AK si a
celui cu lipaza Amano PS obtinute prin Metoda 3.

Can.tltatve Cantitate de
Nr. Cod de lipaza preparat
introdusa Silani precursori Aditiv .
crt. | preparat la imob. obtinut
(mg) (mg)
1. AKy; 75 MeTMOS:TMOS=1:1 PEG 327,0
2. AKyy 75 MeTMOS:TMOS=2:1 PEG 266,7
3. AKys 75 MeTMOS:TMOS=1:1 [Bmim]BF, 396,0
4. AKyg 75 MeTMOS:TMOS=1:1 [Omim]BF, 344.5
5. AKy4; 75 MeTMOS:TMOS=1:1 [Bmim]PF, 399,1
6. AKys 75 MeTMOS:TMOS=2:1 [Bmim]BF, 381,0
7. AKyo 75 MeTMOS: TMOS=2:1 [Omim]BF, 249.0
8. AKso 75 MeTMOS:TMOS=2:1 [Bmim]PF, 170,4
9. PS5 75 MeTMOS:TMOS=1:1 PEG 358,3
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Metoda 4.

Intr-o fiold de sticla de 4 ml s-a preparat un SOL prepolimer prin amestecarea
timp de o ord pe un agitator magnetic a 6 mmoli precusori silanici la diferite rapoarte
molare, 0,2 ml apa distilata, 0,5 ml alcool etilic si a 11 pl acid clorhidric 0,04 M.

SOL-ul apos obtinut s-a trecut Intr-o fiold de sticla de 8 ml peste care s-a mai
introdus sub agitare o solutie de lipaza obtinuta prin ampastarea a 75 mg lipaza cu 1,1
ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0 si 50 pl solutie de florura de sodiu 1M, continuand
agitarea 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
cateva zile

Prin aceastd metodd de imobilizare s-au obtinut un preparat enzimatic cu
lipazd Amano AK si unul cu lipazd Amano PS.

Tabelul 3.5. Conditii de imobilizare a preparatului cu lipaza Amano AK si a
celui cu lipaza Amano PS obtinute prin Metoda 4.

g:lllitlglzt; Cantitate de
Nr. Cod ce ipaza R . Catalizator, preparat
introdusa Silani precursori . .
crt. | preparat . Aditiv obtinut
la imob. i
(mg) (mg)
1. AKs 75 MeTMOS:TMOS=1:1 NaF, EtOH 4224
PS4 75 MeTMOS:TMOS=1:1 NaF, EtOH 369,6

Metoda 5.

Intr-o fiold de sticla de 4 ml s-a preparat un SOL prepolimer prin amestecarea
timp de doud ore pe un agitator magnetic a 6 mmoli precusori silanici la diferite
rapoarte molare, 0,5 ml apa distilata, 50 pl acid clorhidric 0,1 M si a 200 pl lichid
ionic.

In alta fiold s-a introdus o solutie de lipaza obtinutd prin ampastarea a 75 mg
lipaza cu 1,1 ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0 si s-a mentinut 15 minute pe agitatorul
magnetic pentru omogenizare.

Compozitia celor 2 fiole de sticld s-a amestecat §i s-a mentinut agitarea 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 15 ml n-hexan, dupa care
s-a filtrat pe fritd. Produsul obtinut s-a uscat la temperatura camerei timp de cateva
zile.

Prin aceastd metoda de imobilizare s-au obtinut 2 preparate enzimatice cu
lipaza Amano AK.
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Tabelul 3.6. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu lipazd Amano AK
obtinute prin Metoda 5.

Can.tltatve Cantitate de
Nr. Cod de lipaza preparat
introdusa Silani precursori Aditiv .
crt. | preparat . obtinut
la imob. (l’ng)
(mg)
1. AKs, 75 MeTMOS:TMOS=1:1 [Omim]BF, 738,9
AKs; 75 MeTMOS:TMOS=1:1 [Bmim]BF, 7272

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

Metoda 6.

Intr-o fiold de sticla de 4 ml s-a preparat un SOL prepolimer prin amestecarea
timp de o ord pe un agitator magnetic a 3 mmoli precusori silanici la diferite rapoarte
molare, 0,2 ml apa distilata, 0,5 ml alcool etilic (sau fara) si a 11 pl acid clorhidric
0,04 M.

SOL-ul apos obtinut s-a trecut Intr-o fiold de sticla de 8 ml peste care s-a mai
introdus sub agitare o solutie de lipaza obtinuta prin ampastarea a 75 mg lipaza cu 1,1
ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0 si 200 ul solutie de florurd de sodiu 1M sau 100 pl
solutie de amoniac 25% (sau fard). Agitarea s-a mentinut pand cand amestecul a
gelifiat moment in care s-a adaugat 0,5 g suport solid. Gelul obtinut a fost pastrat la
temperatura camerei (sau in frigider) 24 de ore pentru o polimerizare completa. Gelul
intarit a fost spalat cu 7 ml tampon TRIS-HCI de pH=8.0, 5 ml apa distilata, 5 ml
alcool izopropilic §i 5 ml n-hexan, dupd care s-a filtrat pe fritd. Produsul obtinut s-a
uscat la temperatura camerei timp de cateva zile.

Prin aceastd metodd de imobilizare s-au obtinut 23 preparate enzimatice cu
PPL 51 9 cu lipaza Amano AK.

Tabelul 3.7. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu PPL obtinute prin
Metoda 6.

Cantitate Cantitate
Nr. Cod .de llpazzt o . Suport | Catalizator, de
introdusa Silani precursori . oo preparat
crt. | preparat . solid Aditiv .
la imob. obtinut
(mg) (mg)
1. PPL, 150 MeTEOS:TEOS=1:1 NH;, - 1290,1
2. | PPLg 150 PhTEOS:TEOS=1:1 | Celite 545 | NaF, EtOH 1713,3
3. | PPL 150 | PhTEOS:TEOS=1:1 | (1900m&) "N, EOH | 1557,9
4. | PPLy 150 PhTEOS:TEOS=1:1 NH;, - 1123,5
5. PPL; 75 MeTEOS:TEOS=1:1 NaF, EtOH 693,9
6. | PPL; 75 MeTEOS:TEOS=1:1 | Celite 521 | NH;, EtOH 649,9
7. | PPL; 75 MeTEOS:TEOS=1:1 | ©%me) '\p, - 630,0
8. PPL 4 75 PhTEOS:TEOS=1:1 NaF, EtOH 747,3
0. PPL5 75 PhTEOS:TEOS=1:1 NaF, - 660,3
10. | PPLs 75 PhTEOS:TEOS=1:1 NH;, EtOH 667,5
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11.| PPLy; 75 PhTEOS:TEOS=1:1 NH;, - 1002,0
12. | PPLg 75 MeTEOS:TEOS=1:1 | CeliteC22 | NaF, - 723,1
13. | PPLy 75 MeTEOS:TEOS=1:1 | (500mg) | NH;, - 680,1
14. | PPLy, 75 MeTEOS:TEOS=1:1 | CaCO; | NaF, - 664,7
15. | PPLy 75 MeTEOS:TEOS=1:1 | (500mg) | NH, - 599,3
16. | PPLy, 75 MeTEOS:TEOS=1:1 Purolite | NaF, - 413.,5
17. | PPLy 75 MeTEOS:TEOS=1:1 | MN 200 | NH;, - 4223
(500mg)
18. | PPLy 75 MeTEOS:TEOS=1:1 | AVICEL | NaF, - 748,6
19. | PPLys 75 MeTEOS:TEOS=1:1 | (500mg) | NH;, - 714,3
20. | PPLys 75 "MeTEOS:TEOS=1:1 | CeliteC22 | NaF, - 749,3
21. | PPLy 75 "MeTEOS:TEOS=1:1 | (500mg) | NH, - 683,1
22. | PPLyg 75 "MeTEOS:TEOS=1:1 | CaCO; | NaF, - 604,1
23. | PPLy 75 "MeTEOS:TEOS=1:1 | (300mg) | NH, - 589,2
" maturare gel la 5°C
Tabelul 3.8. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu lipazd Amano AK
obtinute prin Metoda 6.
Cantitate Cantitate
Nr. Cod .de llpaZ% o . Suport | Catalizator, de
crt. | preparat 1nt1:0dusa Silani precursori solid Aditiv prep.arat
la imob. obtinut
(mg) (mg)
1. | AKy 75 MeTMOS:TMOS=1:1 -, EtOH 715,5
2. | AKss 75 PrTMOS:TMOS=1:1 | Celite 545 | . EtOH 713,9
3. | AKs 75 | OcTMOS:TMOS=1:1 | ©%me) [—"FioH 780,1
4, | AKs 75 PhTMOS:TMOS=1:1 -, EtOH 678,7
5. | AKs 75 MeTEOS:TEOS=1:1 -, EtOH 620,4
6. | AKs 75 MeTEOS:TEOS=2:1 -, EtOH 6274
7. | AKg 75 MeTEOS:TEOS=4:1 -, EtOH 622,4
8. | AKg 75 EtTEOS:TEOS=1:1 -, EtOH 756.,2
9. | AKg 75 PhTEOS:TEOS=1:1 -, EtOH 797,2
Metoda 7.

S-a preparat o solutie de lipazd AK 100 mg/ ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0,
solutia rezultatd a fost centrifugatd, iar supenatantul a fost folosit pentru imobilizare.

Intr-o fiola de sticla de 4 ml s-au introdus 780 pl supenatant de lipaza, 200 pl
lichid ionic, 100 pl solutie florurd de sodiu 1 M si 200 pl alcool izopropilic.
Amestecul rezultat s-a mentinut 5 minute pe agitatorul magnetic pentru omogenizare,
dupd care s-au introdus precursorii silanici (6 mmoli) la diferite rapoarte molare,
continuand agitarea pana la gelifiere, moment in care s-a introdus 0,5 g suport solid.

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 fritd G,. Produsul obtinut
s-a uscat la temperatura camerei timp de cateva zile.
Prin aceastd metoda de imobilizare s-au obtinut 3 preparate enzimatice cu
lipaza Amano AK.

- 163 -

BUPT



Partea experimentala

Tabelul 3.9. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu lipazd Amano AK

obtinute prin Metoda 7.

Cantitate Cantitate
Nr. Cod .de llpaz:i S . Suport Catalizator, de

introdusa Silani precursori . o preparat

crt. | preparat la imob solid Aditiv obtinut

(mg) (mg)

AKg; 78 PrTMOS: TMOS=1:1 NaF, [Omim]BF, | 1181,7

AKgy 78 OcTMOS:TMOS=1:1 | Celite 545 | NaF, [Omim]BF, | 1300,3

AKes 78 PhTMOS:TMOS=1:1 | %™ 'NaF [Omim|BF, | 9863

Metoda 8.

Intr-o fiold de sticla de 4 ml s-a preparat un SOL prepolimer prin amestecarea
timp de 15 minute pe un agitator magnetic a 6 mmoli precusori silanici la diferite
rapoarte molare si a 0,5 ml alcool etilic.

In alti fiold s-au introdus o solutie de lipaza obtinuta prin ampastarea a 75 mg
lipaza cu 1,1 ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0 si 200 pl lichid ionic. Amestecul
rezultat s-a mentinut 15 minute pe agitatorul magnetic pentru omogenizare.

Compozitia celor 2 fiole de sticld s-a amestecat, peste aceasta s-a adaugat 100
pl solutie florura de sodiu 1 M si s-a mentinut agitarea pana la gelifiere, moment in
care s-a introdus 0,5 g suport solid.

Gelul obtinut a fost pastrat la temperatura camerei 24 de ore pentru o
polimerizare completa. Gelul intarit a fost spdlat 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 cateva zile.

Prin aceasta metoda de imobilizare s-au obtinut 5 preparate enzimatice cu
lipaza Amano AK.

Tabelul 3.10. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu lipaza Amano AK

obtinute prin Metoda 8.

Cantitate Cantitate
Nr. Cod .de llpazav S . Suport Catalizator, de
introdusa Silani precursori . . preparat
crt. | preparat la imob solid Aditiv obtinut
(mg) (mg)
1. AKgs 75 MeTMOS: TMOS=1:1 [Omim]BF, 1249.5
2. AKg; 75 MeTMOS:TMOS=2:1 | Celite 545 | [Omim]BF, 1335,0
3. AKgs 75 MeTMOS:TMOS=3:1 (500mg) [Omim]BF, 1319,4
4. AKgo 75 MeTMOS: TMOS=4:1 [Omim]BF, 1312,1
5. AK7 75 MeTMOS:TMOS=5:1 [Omim]BF, 1372,6
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3.1.4. Imobilizarea prin adsorbtie urmata de entrapare in sol-
gel

Metoda 9.

Intr-o fiold de sticla de 4 ml s-a preparat un SOL prepolimer prin amestecarea
timp de o ord pe un agitator magnetic a 3 mmoli precusori silanici la diferite rapoarte
molare, 0,2 ml apa distilata, si 11 pl acid clorhidric 0,04 M.

SOL-ul apos obtinut s-a trecut Intr-o fiold de sticla de 8 ml peste care s-a mai
introdus sub agitare 1,1 ml tampon TRIS-HCI de pH=8,0 si 200 pl solutie de florura
de sodiu 1M sau 100ul solutie de amoniac 25%. Agitarea s-a mentinut pana cand
amestecul a gelifiat moment in care s-a adaugat 0,5 g lipaza imobilizatd prin adsorbtie
pe suport solid. Gelul obtinut a fost pastrat la temperatura camerei 24 de ore pentru o
polimerizare completd. Gelul intarit a fost spalat cu 15 ml n-hexan dupa care s-a filtrat
pe fritd. Produsul obtinut s-a uscat la temperatura camerei timp de céteva zile.

Prin aceastd metoda de imobilizare s-au obtinut 5 preparate enzimatice cu
PPL.

Tabelul 3.11. Conditii de imobilizare ale preparatelor cu PPL obtinute prin
Metoda 9.

Cantitate Cantitate
Nr. Cod .de llpazav - . Suport Catalizator, de
introdusa | Silani precursori . o preparat
crt. | preparat . solid Aditiv .
la imob. obtinut
(mg) (mg)
1. | PPL3j 65,22 MeTEOS:TEOS=1:1 | Celite 521 | NH;, - 654,9
2. | PPL3; 65,22 MeTEOS:TEOS=1:1 | Celite C22 | NaF, - 674,6
3. | PPLs; 65,22 MeTEOS:TEOS=1:1 NH;, - 699,9
4. | PPLss 65,22 MeTEOS:TEOS=1:1 | CaCQOsz | NH;, - 630,3
5. | PPL3y 65,22 MeTEOS:TEOS=1:1 NaF, - 5243
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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 proportionala cu cantitatea componentei
cireia 1i corespunde picul, indiferent de forma picului. Insi acest rispuns al
detectorului diferd in functie de structura compusului si de selectivitatea detectorului.
Asadar pentru a realiza analiza cantitativd este necesar ca, dupd obtinerea
cromatogramei in care componentele sd fie separate cu o rezolutie cat mai buna, sa fie
efectuate doud operatii:

= calcularea cat mai exacta a ariilor (manual sau prin integrare automata)

= calibrarea, adica stabilirea corespondentei dintre arie §i concentratia

componenteli.

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 aceasta lucrare, pentru analiza cantitativa s-a utilizat metoda standardului
intern care constd in addugarea unui compus standard in cantitate cunoscutd la
amestecul de analizat, iar determinarea cantitativd se face prin raportare la acest
standard. Metoda are avantajul cad nu este necesard cunoasterea exactd a cantitatii de
proba injectatd si cd mici modificari ale conditiilor de analizd care afecteazad aria
picului nu vor duce la rezultate eronate, ele influentind in masurd egald picul
componentei §i al standardului.

Determinarile cromatografice au fost efectuate pe un cromatograf de gaze
DANI GC 86.10 echipat cu detector cu ionizare in flacdra si coloana capilara chirala
cu dimensiunile 25 m x 0,32 mm cu faza stationara CYDEX-B de grosime 0,25 pm
(SGE, Australia).

Conditii de analiza pentru probe:

= temperaturd injector: 240°C

= temperaturd detector: 280°C

= gaz purtdtor: heliu cu debitul 0,815 ml/min sau 1,13 ml/min

= program de temperatura: diferit pentru fiecare compus etalon

Mod de lucru

In cinci fiole cromatografice s-au cantirit cu exactitate volume diferite de
compus etalon, o cantitate fixd de standard intern si solvent. Cantitatile de compus
etalon si standard au fost alese astfel incat concentratiile lor si raportul acestora sa se
inscrie iIn domeniul reactiei urmarite. Probele au fost analizate gaz-cromatografic,
fiecare injectandu-se de 2-3 ori pentru eliminarea erorilor de masura, iar in calcul s-a
luat media determindrilor ariilor respective. S-a reprezentat grafic raportului ariilor
(compus etalon/standard) in functie de raportul cantitatilor (compus etalon/standard).
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Aceastd dependenta este liniard de forma Y = a + bX, iar in Tabelul 3.12 se pot

observa parametrii dreptelor de etalonare pentru compusii studiati.

Tabelul 3.12. Parametrii dreptelor de etalonare

Nr.crt. Compus etalon St.andard a b
intern
1. 2-butanol Decan -0,1772 0,8783
2. 2-pentanol Decan -0,1198 0,7768
3. 2-hexanol Dodecan -0,0013 0,8535
4. 2-heptanol Decan 0,0049 0,7777
5. 2-octanol Decan 0,0031 0,7383
6. 2-nonanol Decan -0,0189 0,8134
7. Acetat de butil Decan -0,0893 0,6319
8. Acetat de pentil Decan -0,0010 0,5877
9. Acetat de octil Decan 0,0139 0,5671
10 Laurat de octil Hexadecan -0,1298 0,6835

ester care se gaseste la un moment dat in amestecul de reactie:

m _ Aalc/cstcr _
alc/ester

unde:

Cu ajutorul acestor parametri se poate calcula cantitatea de alcool respectiv

A

st

a]% (mg)

Ale/ester = aria alcoolului/esterului
A = aria standardului intern
mg = cantitatea de standard
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3.2.2. Metoda Lowry de determinare a proteinelor

Principiul metodei

Dozarea proteinelor (domeniu 25-500 pg) se bazeazd pe formarea unui
complex cupric in urma reactiei proteinei cu un reactiv alcalin de cupru (reactia
biuretului) si pe reducerea fosfomolibdatilor si fosfowolframatilor din reactivul Folin-
Ciocalteu de catre compusii fenolici din proteina (in special tirozina).

Etalonarea solutiei de BSA prin metoda Lowry.
Reactivi si solutii

= Reactiv Folin-Ciocilteu. Inainte de intrebuintare se dilueazi o parte
reactiv si doud parti apa distilata;

»  Solutie alcalina A. Se dizolva 4 g NaOH, 10 g Na,COs si 0,2 g tartrat
dublu de sodiu si potasiu in apa distilata si se aduce la 1000 ml in balon
cotat;

*  Solutie B. Solutie CuSO4 0,5%;

*  Reactiv alcalin de cupru. Se prepara inainte de folosire amestecand 50 ml
solutie alcalind A cu 1 ml solutie B,

»  Solutie etalon de albumina serica de bovina (BSA) in apa distilata (1
mg/ml).

Mod de lucru

S-au luat cote parte din solutia etalon de BSA si s-au introdus in 10 eprubete
completand cu apa distilata la 0,2 ml. S-a adaugat in ordine 5 ml reactiv alcalin de
cupru si 0,5 ml reactiv Folin-Ciocalteu. Probele astfel obtinute s-au lasat la
temperatura camerei 30 minute, apoi s-a citit extinctia la lungimea de unda de 660 nm
fatd de un martor obtinut in aceleasi conditii, dar cu inlocuirea solutiei de BSA cu apa
distilata. Pentru siguranta determinarii s-au facut doud probe in paralel. Rezultatele
s-au trecut in tabelul de mai jos.
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Tabelul 3.13. Etalonarea solutiei de BSA prin metoda Lowry.

Nr. ert. Solutia de Apa distilata Extinctie Cantitate
BSA (ml) (ml) proteina (mg)
I (martor) - 0,20 - 0,00
2. 0,02 0,18 0,0496 0,02
3. 0,04 0,16 0,0957 0,04
4. 0,06 0,14 0,1442 0,06
5. 0,08 0,12 0,2022 0,08
6. 0,10 0,10 0,2538 0,10
7. 0,12 0,08 0,2838 0,12
8. 0,14 0,06 0,3342 0,14
9. 0,16 0,04 0,3562 0,16
10. 0,18 0,02 0,4349 0,18
11. 0,20 - 0,4169 0,20

S-a facut reprezentarea grafica a extinctiei in functie de cantitatea de proteina.
Aceastd reprezentare este de forma unei drepte cu ecuatia:

E=b- Cp
unde:
E = extinctie
b = panta dreptei
Cp= cantitate de proteina, (mg)

0.5 1

0.4 1

0.3 1

0.2 1

Extinctie

o1 Y=0,01245+2,21318X

0.0 1

T T T T T T T T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Cantitate proteina (mg)

Figura 3.1. Caracteristica de etalonare a solutiei de BSA prin metoda Lowry
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Determinarea continutului in proteine dintr-o probia necunoscuta
Mod de lucru

Intr-o eprubeta s-au introdus 0,1-0,5 ml proba, apa distilata (acelasi volum ca
cel de proba), 5 ml reactiv alcalin de cupru si 0,5 ml reactiv Folin-Ciocalteu. S-a lasat
la temperatura camerei 30 minute, apoi s-a citit extinctia la 660 nm fatd de un martor
obtinut 1n aceleasi conditii, dar cu inlocuirea probei cu apa distilatd. Pentru siguranta
determinarii s-au facut doud probe 1n paralel. Rezultatele s-au trecut in tabelul de mai
jos.

Concentratia de proteind din proba s-a determinat cu formula:

C=%-E-d (mg/ml)

unde:
d = dilutia probei la 1 ml

Cantitatea totald de proteine din filtrat s-a obtinut prin produsul dintre
concentratia de proteind si volumul de filtrat obtinut.

Randamentul de imobilizare s-a calculat prin raportarea cantitdtii de proteind
imobilizata la cea initiald. Cantitatea de proteind initiald supusd imobilizarii din 0,78
ml solutie de lipaza Amano AK (100 mg/ml) a fost de 19,3 mg.

cantitate proteina initiald — cantitate totald proteine 100

nimo iizare(%) = . e e e e 1w
o cantitate proteina initiala

Determinarile in UV-VIS s-au efectuat cu ajutorul unui spectrofotometru
Specord M-40 (Carl Zeiss Jena, Germania).

3.2.3. Microscopie electronica de scanare (SEM) cuplata cu
spectrometrie de raze X cu dispersie de energie (EDX)

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 corespunzitor se foloseste un anume tip de
detector: ETD (pentru vid inaintat) si LFD (pentru vid preliminar).

Imaginile SEM si spectrele EDX au fost inregistrate folosind tehnica
microscopiei electronice de scanare (SEM) cuplatd cu spectrometrie de raze X cu
dispersie de energie (EDX), pe un microscop electronic de baleiaj Inspect S + Edax
Genesis XM 2i (FEI Company - Olanda).

Microscopul electronic de baleiaj Inspect S contine trei lentile
electromagnetice prealiniate racite cu aer, coloana optimizatd pentru rezolutie inaltd si
curent de fascicul mare, cu o singurd aperture fix pe lentila finald. Elementele
pricipale ale opticii electronice sunt:
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Sursa: Filament de wolfram montat in ansamblul tun electronic de tip tetroda

Tensiune: 200 V la 30 kV

Curent fascicul > 2pA

Rezolutie: 3,0 nm pe specimenul standard cu particule de aur separate pe
substrat de carbon, la 30 kV 1n ambele moduri de operare: High- si Low-vacuum;

10 nm la 3 kV in modul High-vacuum

<12 nm la 3 kV 1n modul Low-vacuum

Domeniu focalizare: 3-99 mm

Marire: 6x (la cea mai mare distantd de lucru) la > 1,000,000x cu afisare pe
monitor standard 19°” LCD

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

Mod de lucru — imagistica calitativa

Pe o banda dublu adeziva de carbon agezata pe un stab (suport) s-a presarat
aproximativ 1-2 mg proba. Proba astfel asezatd a fost sprayatd 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 1,56:107 Pa si curentul de emisie a
ajuns la 100 pA s-a inceput scanarea (baleierea). Zonele de interes au fost aduse la
magnificatia corespunzdtoare obtindndu-se astfel imaginile SEM.

Mod de lucru — analiza semi-cantitativa prin spectrometrie de raze X cu
dispersie de energie (EDX)

Pentru obtinerea spectrului EDX s-a folosit un spectrometru fotoelectronic cu
dispersie. Aceastd tehnicd constd in iradierea probei aflate intr-un spatiu cu vid
ultrainalt cu radiatii X, iar fotoelectronii emisi sunt separati in functie de energiile lor
cinetice Intr-un spectrometru fotoelectronic. Identificarea elementelor se face in
functie de valorile nivelelor energetice ale fotoelectronilor emisi. Dupa identificarea
elementelor in spectrul EDX s-a realizat si o cuatificare a acestora, obtinandu-se astfel
date de compozitie semicantitativa.

3.2.4. Spectroscopie de IR

Spectrele IR s-au inregistrat pe un spectrofotometru FT-IR Prestige21
(Shimadzu, Japonia), pe domeniul de lungime de undda 4000-400 cm™, utilizand
metoda reflexiei difuze (ATR - attenuated total reflectance).

Elementele componente ale spectrofotometrului IRPrestige21 sunt:

Sursa: tuburi ceramice

Interferometru: interferometru Michaelson

Detector: DLATGS echipat cu control al temperaturii

Domeniu de lungime de undd: 7800-350 cm™

Rezolutie: 0,5 -16 cm™

Raport semnal/zgomot = 40000:1
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Mod de lucru

Utilizand metoda reflexiei difuze, la probele solide nu mai este necesara
obtinerea de pastile de KBr. Astfel un varf de spatuld din proba de analizat s-a mojarat
cu aproximativ 100 mg KBr, s-a introdus intr-o cupa pentru proba si apoi aceasta a
fost plasatd in compartimentul de proba in vederea obtinerii spectrului.

3.3. Retete de lucru

Deoarece scopul principal al obtinerii unor preparate cu lipaze imobilizate prin
diverse metode este utilizarea acestora ca biocatalizatori in diverse procese de sinteza,
acestea au fost testate in reactii de esterificare si transesterificare in mediu de solventi
organici sau de lichid ionic.

3.3.1. Reactii de esterificare

Determinarea activitdtii de esterificare a lipazei din pancreas de porc PPL
imobilizatd prin diverse metode s-a realizat pentru reactia de esterificare a
1-octanolului cu acidul lauric in n-hexan la 40°C.

Materiale si aparatura

In reactiile de esterificare s-au folosit: 1-octanol 95% (Fluka), acid lauric
(Fluka), n-hexan 98% (Merck), n-hexadecan 99% (Merck), agitator orbital MIR S-
100 Sanyo E&E (Japonia) si incubator POL EKO-CLN 115 STD.

Catalizator: lipaza din pancreas de porc PPL (Sigma Chemical Co.USA)
nativa si imobilizata.

Determindrile cromatografice pentru probele din reactiile de esterificare au
fost efectuate pe un cromatograf de gaze DANI GC 86.10 echipat cu detector cu
ionizare in flacdrd si coloand capilara cu dimensiunile 15 m x 0,32 mm cu faza
stationara BPX - 5 chimic legata, de grosime 1 pum (SGE, Australia).

Conditii de analiza pentru probe:

= temperaturd injector: 300°C

= temperaturd detector: 350°C

= gaz purtator: azot cu debitul 1,47 ml/min

= program de temperaturd: 100-300°C cu viteza de incalzire de 20°C/min.

Mod de lucru

Intr-o fiola de sticla de 4 ml s-au introdus 0,2 mmoli acid lauric, 0,4 mmoli
I-octanol, 2 ml n-hexan (solvent) si 30 ul hexadecan (standard intern). La momentul
zero al reactiei s-a introdus 50 mg preparat enzimatic. Fiola de sticld continand
amestecul de reactie a fost plasatd intr-o incintad termostatatd la 40°C si supusa agitarii
la 300 rotatii/min. Reactia a fost urmarita in timp, prin prelevare de probe cu ajutorul
unei micropipete, care s-au diluat cu solvent dupd caz. Pe baza analizelor efectuate,
prin metoda standardului intern s-a calculat masa de ester, randamentul de ester si
activitatea preparatelor imobilizate la 24 de ore de reactie. Pentru calculul
randamentelor de regdsire ale activitatii enzimatice dupd imobilizare, s-a efectuat o
sinteza 1n aceleasi conditii, in care s-a utilizat 10 mg lipaza nativa.
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umoli ester format
24-m

Activitate =

(U/mg)

unde:
m = cantitatea de preparat enzimatic introdus in reactie

Randamentul de regasire al activitatii enzimatice dupa imobilizare s-a calculat,
prin raportarea activitatii totale a enzimei imobilizate (egala cu produsul dintre
activitatea de esterificare a enzimei si cantitatea de preparat obtinut dupad imobilizare)
la activitatea totald a enzimei native (egald cu produsul dintre activitatea de
esterificare a enzimei native si cantitatea de enzima supusa imobilizarii).

Activitate totald enzima imobilizata

Randament de regasire (%) = 100

Activitate totala enzima nativa

3.3.2. Reactii de transesterificare

Determinarea activitdtii 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 reactiile 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),
metil-fert-butil-eter 99,2% (Rompetrol), tetrahidrofuran 99,9% (Merck), toluen
(Chimopar), acetonitril 99,9% (Merck), acetona 99,8% (Merck), [Emim]BF4 (Merck),
[Bmim]BF4 (Merck), [Hmim]BF4 (Merck), [Omim]BF, (Fluka), [Bmim]PF¢ (Merck),
[Pmim]BF4, [Omim]PFs, [Bmim]Tf;N, [Emim]COOCH; si [Emim]OcSO4 au fost
obtinute de la Universitatea din Bremen, agitator orbital MIR S-100 Sanyo E&E
(Japonia) si incubator POL EKO-CLN 115 STD.

Catalizator: lipaza din Pseudomonas fluorescens Amano AK si Burkholderia
cepacia Amano PS (Amano Enzyme Inc.), Candida antarctica B Novozyme 435
(Novo) si din Candida cylindracea (Aldrich).

Determindrile cromatografice pentru probele din reactiile de transesterificare
au fost efectuate pe un cromatograf de gaze DANI GC 86.10 echipat cu detector cu
ionizare 1n flacdra si coloana capilara chirala cu dimensiunile 25 m x 0,32 mm cu faza
stationara CYDEX-B de grosime 0,25 um (SGE, Australia).

Conditii de analiza pentru probe:

* temperaturd injector: 240°C

= temperatura detector: 280°C

= gaz purtator: heliu cu debitul 0,815 ml/min sau 1,13 ml/min

= program de temperaturd: diferit pentru fiecare alcool secundar in parte si a

fost ales astfel incdt sd se obtind o separare completd a componentelor
probei analizate intr-un timp optim de analiza.
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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 §i 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 (50 mg preparat obtinut prin entrapare combinata cu
adsorbtie). Fiola de sticld continand amestecul de reactie a fost plasatd 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
regdsire a activitatii enzimatice la 24 de ore de reactie. Pentru calculul randamentelor
de regasire ale activitatii enzimatice dupd imobilizare, s-a efectuat o sinteza in
aceleasi conditii, in care s-a utilizat 5 mg lipaza nativa.

Pe baza datelor din literatura (Bornscheuer si Kazlauskas, 1999; Paizs si
colab., 2003), s-a presupus ca lipazele Amano AK si Amano PS 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)

e.e, (%) = 100

Raportul enantiomeric (E) a fost calculat in conformitate cu (Chen si colab.,
1987), folosind relatia:

_ Infl-c(1+ee.,)|
Infl-c(l-ee.,)|

unde
e.e.p = excesul enantiomeric al produsului
¢ = conversia alcoolului

3.3.2.1. Reutilizarea preparatelor enzimatice in reactii de
transesterificare in mediu organic

Materiale si aparatura

S-au folosit: 2-hexanol 98% (Fluka), acetat de vinil (Fluka), n-hexan 98%
(Merk), n-dodecan (Merck), agitator orbital MIR S-100 Sanyo E&E (Japonia) si
incubator POL EKO-CLN 115 STD.

Catalizator: lipaza din Pseudomonas fluorescens Amano AK (Amano Enzyme
Inc.) nativa sau imobilizata prin diverse metode.
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Mod de lucru

Intr-o fiold de sticli de 8 ml s-au introdus 1,5 mmoli alcool secundar
(2-hexanol), 4,5 mmoli acetat de vinil, 3 ml n-hexan si 45 ul n-dodecan (standard
intern). La momentul zero al reactiei s-a introdus 15 mg lipaza Amano AK nativa, 75
mg preparat enzimatic obtinut prin entrapare in sol-gel sau 150 mg preparat obtinut
prin entrapare combinata cu adsorbtie. Fiola de sticld continand amestecul de reactie a
fost plasata intr-o incinta termostatata la 40°C si supusa agitarii la 300 rotatii/min.
Dupa fiecare reutilizare (24 de ore de reactie) s-a prelevat probd, iar preparatul
enzimatic a fost recuperat prin spalare cu 15 ml n-hexan, filtrare pe frita si uscare la
temperatura camerei. Deoarece nu a fost posibild recuperarea intregii cantitati de
preparat enzimatic, s-a recalculat reteta de lucru in functie de cantitatea de preparat
recuperat astfel incat raportul molar intre reactanti sd raimana acelasi.

Pe baza analizelor 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 initiald, excesul enantiomeric
al produsului (e.e.p) si raportul enantiomeric (E).

3.3.2.2. Reutilizarea preparatelor enzimatice in reactii de
transesterificare in mediu de lichid ionic

Materiale si aparatura

S-au folosit: 2-hexanol 98% (Fluka), acetat de vinil (Fluka), [Omim]BF,
(Fluka), [Bmim]PFs (Merck), n-hexan 98% (Merk), n-dodecan (Merck), agitator
orbital MIR S-100 Sanyo E&E (Japonia) si incubator POL EKO-CLN 115 STD.

Catalizator: lipaza din Pseudomonas fluorescens Amano AK (Amano Enzyme
Inc.) nativa sau imobilizata prin diverse metode.

Mod de lucru

Intr-o fiold de sticla de 8 ml s-au introdus 1,5 mmoli alcool secundar
(2-hexanol), 4,5 mmoli acetat de vinil, 3 ml lichid ionic (mediu de reactie) si 45 pl
n-dodecan (standard intern). La momentul zero al reactiei s-a introdus 15 mg lipaza
Amano AK nativa, 75 mg preparat enzimatic obtinut prin entrapare in sol-gel sau 150
mg preparat obtinut prin entrapare combinatd cu adsorbtie. Fiola de sticld continand
amestecul de reactie a fost plasata intr-o incintad termostatatd la 40°C si supusa agitarii
la 300 rotatii/min. Dupd fiecare reutilizare (24 de ore de reactie) s-a introdus 1 ml
n-hexan pentru a realiza extractia produsului din mediul de reactie.
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Sohent

REUTILIZARE

Schema 3.1.

Dupa prelevarea probei din stratul superior, acesta a fost indepartat cu ajutorul
unei micropipete. in fiola de reactie a rimas doar stratul de lichid ionic impreuna cu
preparatul enzimatic sau lipaza nativa, ce fost introdus pentru 30 min intr-o etuva de
vid, pentru indepartarea totala a hexanului. Peste stratul rdmas in fiola de reactie s-a
introdus 1,5 mmoli alcool secundar (2-hexanol), 4,5 mmoli acetat de vinil si 45 ul n-
dodecan (standard intern), amestecul rezultat a fost reintrodus intr-un nou ciclu de
reactie (Schema 3.1)

Pe baza analizelor 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 initiald, excesul enantiomeric
al produsului (e.e.p) si raportul enantiomeric (E).
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4. CONCLUZII FINALE

In prima parte a tezei este prezentat un studiu de literaturd cu privire la
structura si proprietatile catalitice ale lipazelor, imobilizarea acestora prin entrapare n
sol-gel, influenta parametrilor de imobilizare asupra performantelor -catalitice,
modalitatile de Tmbundtire a proprietatilor lipazelor entrapate, precum si utilizarea
preparatelor imobilizate in reactii biocatalitice in medii organice sau de lichide ionice.
Acest studiu, adus tot timpul la zi in perioada realizarii tezei, a reprezentat
fundamentul stiintific pentru obiectivele care au fost urmadrite in partea de cercetari
experimentale.

Studiile realizate in cadrul contributiilor originale au avut urmatoarele
obiective:

= Elaborarea de noi metode de imobilizare prin entraparea in sol-gel a lipazelor
din pancreas de porc PPL, Pseudomonas fluorescens (Amano AK) si
Burkholderia cepacia (Amano PS)

= Optimizarea parametrilor de imobilizare pentru obtinerea de biocatalizatori cu
eficienta catalitica Tmbunatatita

= Imobilizarea prin entrapare combinatd cu adsorbtie si evaluarea comparativa a
metodelor de imobilizare

= Studiul capacitatii catalitice a preparatelor imobilizate in reactii de esterificare
si acilare enantioselective

= Studiul influentei lichidelor ionice ca aditivi in timpul procesului de
imobilizare prin metoda sol-gel

= Studiul proceselor de transesterificare enantioselectiva in lichide ionice,
comparativ cu medii organice

= Studiul influentei temperaturii asupra performantelor catalitice a lipazelor
imobilizate prin metoda sol-gel

= Reutilizarea preparatelor enzimatice imobilizate Tn mediu organic sau de lichid
ionic

= (Caracterizarea preparatelor obtinute la imobilizarea prin entrapare in so-gel si
prin metoda combinata folosind metode instrumentale de analiza structurala.

Au fost realizate 8 noi metode de imobilizare a lipazelor prin: entrapare in sol-
gel, entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie si adsorbtie urmatd de entrapare in
sol-gel, iar prin utilizarea acestora s-au obtinut 111 preparate enzimatice a céror
activitate biocataliticd a fost evaluatd in diferite conditii de substrat, mediu de reactie
si temperaturd. Din studiile experimentale, efectuate in conformitate cu obiectivele
stabilite, au rezultat urmatoarele concluzii:
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Concluzii finale

Reactii de esterificare catalizate de lipaza pancreatica imobilizatd prin
entrapare in sol-gel combinata cu adsorbtie

Lipaza din pancreas de porc (PPL) a fost imobilizata prin: adsorbtie, entrapare
in sol-gel combinatd cu adsorbtie si adsorbtie urmatd de entrapare in sol-gel,
pornindu-se de la precursori etoxisilanici. Performantele catalitice ale preparatelor cu
PPL evaluate in reactia de esterificare a acidului lauric cu 1l-octanol, au fost
influentate de natura suportului solid, silanii precursori, catalizatorul de gelifiere,
precum si de temperatura de maturare a gelului. Dintre suporturile de adsorbtie
utilizate, cele mai bune s-au dovedit a fi cele de tip Celite si carbonatul de calciu, atat
la imobilizarea prin adsorbtie cat si la entraparea in sol-gel urmata de adsorbtie. S-au
obtinut randamente de regasire a activitatii totale de peste 100%, daca al doilea silan
precursor alaturi de TEOS a fost MeTEOS si NH; a fost utilizat drept catalizator.
Folosind drept catalizator de gelifiere NaF randamentele de regasire au fost mai mici
comparativ cu NHj3, iar adaugarea etanolului ca aditiv a condus la scaderea sau chiar
la pierderea totala a activitatii. Maturarea gelului la rece (5°C) in loc de temperatura
camerei a determinat doar Intr-un singur caz o usoarad crestere a activitatii enzimei
imobilizate, ceea ce a dus la concluzia ca nu dezactivarea termica in timpul acestei
etape este cauza pierderii de activitate. Inversarea secventei de imobilizare efectuand
mai intdi adsorbtia si apoi entraparea enzimei in sol-gel nu a dus la rezultatele
asteptate.

Imobilizarea lipazelor microbiene prin entrapare in sol-gel

Dintre lipazele microbiene disponibile, cele mei bune activititi si
enantioselectivitati in reactia de transesterificare cu acetat de vinil a alcoolilor
secundari alifatici le-au avut cele din Pseudomonas fluorescens (Amano AK) si
Burkholderia cepacia (Amano PS), cu valori apropiate sau chiar mai mari decat cea
mai performantd enzima comerciald imobilizata.

La imobilizarea lipazei Amano AK prin entrapare in sol-gel cu precursori
metoxisilanici, prezenta grupei nehidrolizabile octil in reteaua sol-gel a dus la cele
mai mari valori ale conversiei si ale randamentului de regésire a activitdtii in reactiile
de acilare ale alcoolilor secundari studiati. Valori ridicate ale enantioselectivitatii au
fost obtinute, in special pentru substratul 2-hexanol, atunci cand pentru imobilizare s-
au utilizat precursori silanici cu grupe nehidrolizabile propil si fenil, iar silanul
precursor cu cele mai bune performante catalitice a fost propil-trimetoxisilanul
(PrTMOS).

In cazul lipazei Amano PS, prezenta grupei nehidrolizabile fenil in reteaua sol-
gel a dus la cele mai mari valori ale conversiei si ale randamentului de regasire a
activitatii. Daca pentru imobilizare s-au utilizat precursori silanici cu grupa
nehidrolizabila propil si fenil, au fost obtinute valori ridicate ale enantioselectivitatii
pentru toate substraturile cu exceptia 2-butanolului. Tindnd cont atit de eficienta
imobilizarii cat si de enantioselectivitate, se poate spune cd cel mai bun silan
precursor a fost fenil-trimetoxisilanul (PhTMOS).
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Imobilizarea lipazei din Pseudomonas fluorescens prin entrapare in sol-gel
combinata cu adsorbtie

Entraparea 1n sol-gel combinata cu adsorbtie a lipazei Amano AK a determinat
cresterea stabilitatii si activitatii in timp ce enantioselectivitatea preparatelor
enzimatice nu s-a modificat In mod semnificativ comparativ cu lipaza nativa. Pentru
toate substraturile folosite, cele mai mari valori ale randamentui de regasire a
activitatii enzimatice s-au obtinut atunci cand silanii precursori au fost
OcTMOS/TMOS la un raport molar de 1:1 (in cazul metoxisilanilor), respectiv
MeTEOS/TMOS la un raport de 2:1 (in cazul etoxisilanilor). Intre alcoolii studiati se
observa diferente semnificative in ceea ce priveste enantioselectivitatea preparatelor
enzimatice. In cazul 2-butanolului s-au obtinut valori foarte mici ale excesului
enantiomeric, asa cum s-a observat si in studiile anterioare. 2-Hexanolul si
2-heptanolul au fost acilati cu enantioselectivitate mai ridicatd decat 2-pentanolul si
2-octanolul.

Pentru substratul 2-hexanol, natura gruparii nehidrolizabile din silanii
precursori (etoxisilani sau metoxisilani la un raport molar de 1:1) a avut o influenta
considerabild asupra eficientei biocatalizatorilor obtinuti prin metoda combinata.
Cresterea lantului alchil a fost beneficad pentru activitate, gruparile fenil au fost cele
mai eficiente pentru preparatele obtinute cu precursori etoxisilanici, iar cele octil in
cazul preparatelor cu precursori metoxisilanici. La utilizarea de silani precursori cu o
grupare nehidrolizabild fenil, precursorii etoxisilanici au fost mai eficienti in ceea ce
priveste randamentul de regasire a activitatii preparatelor enzimatice rezultate, in timp
ce preparatele obtinute cu precursori metoxisilanici au dus la enantioselectivitati mai
ridicate.

Comparand rezultatele obtinute cu preparate de lipazd Amano AK imobilizate
prin metoda de entrapare in sol-gel cu cele prin metoda combinata cu adsorbtie, a
rezultat ca depunerea enzimei entrapate in sol-gel pe Celite 545 duce la randamente
de regisire a activitatii mai ridicate. In ceea ce priveste enantioselectivitatea, aceasta a
fost mai ridicatd pentru preparatele obtinute doar prin inchidere in sol-gel, dar si cele
obtinute prin metoda combinatd au avut valori putin mai ridicate decat in cazul lipazei
native.

Utilizarea lichidelor ionice ca aditivi de imobilizare

A fost demonstrata eficienta utilizarii lichidelor ionice in calitate de aditivi
pentru imobilizarea prin entrapare in sol-gel. Folosind noua tehnica de entrapare a
lipazei Amano AK 1n sol-gel, in prezenta de lichide ionice s-au obtinut preparate
enzimatice cu activitate ridicatd, reflectatd in randamente de regasire a activitatii
totale dupa imobilizare de peste 100%. Pentru lichidele ionice cu acelasi anion (BF4)
activitatea preparatelor imobilizate a crescut odatd cu cresterea hidrofobicitatii si a
lungimii gruparii alchil din partea cationica, de la etil la octil. Lichidul ionic cu
grupare alchil mai hidrofoba (octil) [Omim]BF,4 a dus obtinerea celor mai mari valori
ale randamentului de regisire a activitatii. In ceea ce priveste lichidele ionice cu
acelasi cation, prezenta in partea anionicd a unor substituenti mai voluminosi a
determinat scaderea activitdtii §1 enantioselectivitatii preparatelor obtinute.
Enantioselectivitatea preparatelor imobilizate reflectata de raportul enantiomeric E a
crescut in raport cu enzima nativd pentru majoritatea preparatelor, iar cea mai mare
valoare s-a inregistrat pentru acetatul de 1-metil-3-etil-imidazoliu.
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In prezenta de lichid ionic, cresterea lungimii gruparii alchil nehidrolizabile din
molecula silanului precursor de la metil la octil a dus la cresterea activitatii, iar
cresterea densitdtii acestor grupari nehidrolizabile in reteaua de sol-gel a avut efect
favorabil asupra activitatii doar pana la o anumita limita.

In reactiile de acilare a alcoolilor secundari alifatici folosind preparate
imobilizate de tip sol-gel obtinute cu precursorii OcTMOS/TMOS (1:1) si
tetrafluoroborat de 1-metil-3-octil-imidazoliu ca aditiv, eficienta biocatalizatorului a
fost influentata de lungimea lantului alchil al alcoolului. Valorile cele mai mari pentru
randamentul de regdsire a activitdtii enzimatice s-au obtinut in cazul 2-octanolului si
2-nonanolului, iar valori ridicate ale raportului enantiomeric E s-au observat in special
in cazul 2-hexanolului i 2-heptanolului.

Prin alegerea potrivitd a conditiilor de imobilizare se pot obtine in prezenta
lichidelor ionice preparate enzimatice cu proprietdti superioare enzimei native. Se
poate alege fie obtinerea unei enzime imobilizate foarte active, fie a uneia cu
enantioselectivitate mai mare, dupa necesitatile procesului respectiv.

Influenta mediului de reactie asupra eficientei biocatalitice

In urma studiului influentei mediului de reactie asupra eficientei biocatalitice a
lipazei Amano AK nativa sau imobilizata prin entrapare in sol-gel, s-a observat ca in
reactia de acilare a 2-hexanolului 1n solventi organici cu polaritate mai mare (acetona,
tetrahidrofuran, acetonitril) activitatea a fost mai redusa, conversiile dupa 24 de ore au
fost in jur de 50%, in timp ce in solventi nepolari (izooctan, hexan, toluen) s-au
inregistrat valori mari ale conversiei (in jur de 70% dupa 24 de ore). Dintre solventii
organici obisnuiti, acetona este aceea care duce la obtinerea enantioselectivitatii celei
mai ridicate, atat in cazul lipazei AK native cat si imobilizate.

In cazul utilizarii unui lichid ionic drept mediu de reactie, natura acestuia
influenteazad de asemenea eficienta procesului. Considerand lichidele ionice cu acelasi
anion (BFy), activitatea cea mai mare a enzimei s-a inregistrat daca 1n partea cationica
a lichidului ionic a fost prezentd o grupare alchil mai scurtd (etil), insd valorile
optime, reprezentand conversie in jur de 50% si enantioselectivitate ridicatd, s-au
obtinut atunci cind aceasta grupare a fost butil. La lichidele ionice cu aceeasi parte
cationicd, de exemplu 1-metil-3-octil-imidazoliu, conversiile mai mari au fost
favorizate de anionul hexafluorofosfat (PF¢), iar enantioselectivitatile mai ridicate de
anionul tetrafluoroborat (BFy).

Reactia de acilare in mediu de solventi organici a alcoolilor secundari alifatici
cu lipazd Amano AK entrapata in sol-gel a decurs cu valori ale indicelui enantiomeric
E considerabil mai mari in acetond decat in hexan. Enantioselectivitatea a fost foarte
micd la 2-butanol, a crescut atingdnd valoarea maxima in cazul 2-hexanolului si
2-heptanolului, dupa care a scazut din nou in cazul alcoolilor secundari cu grupari
alchil mai lungi. Daca mediul de reactie a fost un lichid ionic, s-au confirmat o parte
dintre  tendintele observate la  folosirea  solventilor organici.  Astfel,
enantioselectivitatea enzimei imobilizate a fost maxima in cazul substraturilor
2-hexanol si 2-heptanol, insd Tn majoritatea cazurilor ea fost mai mica decat cea a
lipazei native.

La preparatele dublu imobilizate (entrapare si adsorbtie) realizarea reactiilor in
mediu de lichid ionic a condus de asemenea la activitati totale relative mai mari
comparativ cu solventii organici, iar valori mai ridicate ale indicelui enantiomeric E
s-au obtinut prin folosirea [Omim]BF4 ca mediu de reactie. Daca acest lichid ionic a
fost utilizat cu rol dublu, de aditiv la formarea sol-gelului si mediu de reactie pentru
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acilarea 2-hexanolului, s-a obtinut un randament de regasire a activitatii enzimatice
totale de aproximativ 180% si un indice enantiomeric E de 15.

Comparand variantele de imobilizare, s-a constatat ca la acilarea 2-hexanolului
in mediu de lichid ionic cele mai mari valori ale randamentului de regasire a activitatii
enzimatice totale s-au obtinut pentru preparatul obtinut prin metoda combinata.
Aceste valori ridicate, de peste >160%, sunt insotite insa de o enantioselectivitate mai
redusa in raport cu celelalte preparate, indiferent de mediul de reactie utilizat. Doar pe
baza considerentului enantioselectivitatii, folosirea lichidelor ionice ca mediu de
reactie nu este justificatd, existdnd solventi organici (in cazul nostru acetona) in care
se pot obtine enantioselectivitdti mai mari.

Cresterea stabilitdtii operationale la temperaturi de lucru mai ridicate
reprezintd una dintre principalele avantaje ale imobilizarii, datorandu-se in general
unui efect de protectie pe care il are suportul mai ales in cazul unor supraincalziri
locale de scurtd duratd cauzate de efectul termic al reactiei. Studiul termostabilitatii
lipazelor imobilizate prin metodele prezentate anterior a aratat ca prin entrapare in
sol-gel se obtine o crestere a conversiei si activitdtii de transesterificare odatd cu
cresterea temperaturii de reactie pe intervalul 30-60°C, asociatd cu o scddere mai
putin pronuntata a enantioselectivitdtii reactiei de acilare a 2-hexanolului, comparativ
cu enzima nativa. Preparatele entrapate cu lichid ionic ca aditiv au prezentat valori
mai mici ale excesului enantiomeric, Insa stabilitatea termicd pe intervalul studiat a
fost mai buna decat in cazul lipazei entrapate in sol-gel folosind ca aditiv
polietilenglicolul.

e, .

Cresterea numarului posibil de reutilizdri a enzimei este un alt obiectiv
important, urmarit prin orice metodda de imobilizare. Entraparea in sol-gel si-a
demonstrat eficienta si sub acest aspect. Nu a constituit o surpriza faptul ca tehnica de
imobilizare combinata s-a dovedit a fi cea mai eficientd, deoarece imobilizarea prin
efect dublu, de inchidere a enzimei in retea si depunere pe suport, reduce pierderile
fizice de enzima concomitent cu mentinerea unei activitdti §i enantioselectivitdti
ridicate ca urmare a dispunerii enzimei pe o suprafati mai mare, fard a forma
agregate. Astfel s-a obtinut o crestere insemnata a stabilitatii enzimei, activitatea
reziduald dupd 4 reutilizari fiind 90-95% din cea initiala, in timp ce pentru enzima
nativa aceasta valoare a fost de numai 14%.

Si in cazul reactiilor realizate in mediu de lichid ionic s-a demonstrat avantajul
important al imobilizarii pentru folosirea repetatd a enzimei. Metoda combinata a fost
cea mai performantd, pierderile de activitate dupa 5 reutilizari fiind mai mici pentru
preparatele dublu imobilizate (5-19 %) decat pentru cele obtinute doar prin simpla
entrapare (10-34%).

Enantioselectivitatea preparatelor imobilizate prin entrapare in sol-gel s-a
mentinut dupa reutilizare la valori apropiate sau chiar mai mari comparativ cu primul
ciclu de utilizare, probabil datoritda unor modificari in sens favorabil a conformatiei
enzimei imobilizate in timpul folosirii mai indelungate. Un asemenea efect a fost
observat atat in medii organice cat si in lichide ionice.
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Investigarea structurala a preparatelor imobilizate

Utilizand microscopia electronica de scanare (SEM) cuplatd cu spectrometria
de raze X cu dispersie de energie (EDX) pentru caracterizarea preparatelor
imobilizate, s-au obtinut informatii utile despre microstructura, porozitatea si textura
acestora, precum s$i o evaluare semicantitativd a prezentei elementelor existente 1n
preparatele respective. Astfel, imaginile SEM ale preparatelor imobilizate prin
entrapare in sol-gel aratd o structura mai poroasa, comparativ cu cea a gelului martor,
iar din spectrele EDX, s-a observat o crestere a continutului de carbon fata de sol-
gelurile martor, ceea ce confirmd prezenta enzimei in xerogelurile obtinute. Lichidul
ionic utilizat ca aditiv modifica morfologia suprafetei gelului, iar prin prezenta borului
si a fosforului observata din spectrele EDX, se confirma faptul ca o parte a lichidului
ionic a ramas in structura xerogelului obtinut dupa spalare si uscare. Utilizarea
metodei combinate de entrapare si adsorbtie pe Celite a dus la o structura total diferita
a preparatului, imaginea SEM prezinta zone poroase ce alterneaza cu structuri sub
forma de sfere si fagure.

Rezultatele analizei calitative a principalelor elemente identificate in toate
preparatele care au fost supuse investigatiilor structurale confirmd prezenta
componentelor utilizate in cursul procesului de imobilizare si in preparatul rezultat
dupd spalare si uscare, ceea ce aratd faptul ca ele rdiman partial inglobate, fizic sau
chimic, in xerogelul obtinut.

Spectrofotometria in infrarosu s-a dovedit a fi o metodda utild pentru a
confirma structura preparatelor obtinute prin metoda sol-gel, desi prezenta enzimei nu
poate fi demonstrata datoritd unor benzi care se suprapun peste benzile caracteristice
grupdrii amidice. Si din spectrele IR ale preparatelor se confirmad cd o parte din
lichidul ionic folosit ca aditiv ramane atasat sau incorporat de matricea de sol-gel. S-a
demonstrat i faptul cd formarea xerogelurilor a avut loc cu incorporarea
precursorului silanic ce contine gruparea hidrofoba nehidrolizabila, benzile
caracteristice acestuia regasindu-se 1n spectrul preparatului.

Rezultatele obtinute in cadrul studiilor din aceastd teza au constituit subiectul
unui numdr de 7 lucrari stiintifice publicate in reviste de specialitate sau volumele
unor manifestari stiintifice si 10 lucrari comunicate la manifestari stiintifice din tara si
strdinatate.

Lucriri publicate si comunicate pe baza rezultatelor prezentate in teza:

1. Péter F., Zarcula C., Kiss C., Csunderlik C., “Enantioselective acylation of
secondary alcohols by sol-gel entrapped lipases” Conference of Chemical
Engineering, Veszprém, 2007, 118-122.

2. Péter F., Zarcula C., Kiss C., Csunderlik C., “Enhancement of lipases
enantioselectivity by entrapment in hydrophobic sol-gel materials: influence of
silane precursors and immobilization parameters” The 13" European Congress
on Biotechnology, Barcelona, 2007, Journal of Biotechnology, 131S, S109, ISI
Web of Science, factor de impact 2,565 (2007).

3. Kiss C., Zarcula C., Csunderlik C., Péter F., “Acilarea enantioselectiva a unor
alcooli secundari prin biocatalizd cu lipaza din Pseudomonas fluorescens
imobilizatd prin metoda sol-gel” Revista de Chimie, 2007, 58 (8), 799-804,
ISI Web of Science, factor de impact 0,281 (2007).
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10.

11.

12.

13.

14.

Zarcula C., Corici L., Croitoru R., Péter F., “Kinetic resolution of secondary
alcohols in lipase-catalyzed transesterification reactions” Annals of West
University of Timisoara, 2007, Series of Chemistry 16 (4), 107-112, revista
cotatd CNCSIS B.

Pagka O., Zarcula C., Péter F., “Optical resolution of 2-pentanol and 2-
hexanol transesterification reactions catalyzed by Burkholderia cepacia (PS)
lipase” Annals of West University of Timisoara, 2007, Series of Chemistry 16
(4), 73-78, revista cotata CNCSIS B.

Zarcula C., Péter F., “Enantiomer resolution by solid-phase biocatalysis” The
12™ International Symposium for Students in Chemistry, Timisoara, 2007, 19.

Zarcula C., Croitoru R., Fitigdu F., Kakasi-Zsurka S., Péter F., “Improvement
of Enzyme Stability by an Integrated Technique of Sol-Gel Entrapment and
Adsorption”  International Conference on Chemistry and Chemical
Engineering, Timisoara, 2008, P309.

Zarcula C., Croitoru R., Csunderlik C., Péter F., “lonic Liquids as
Immobilization Additives and Reaction Media for Lipase-Catalyzed Reaction”
International Conference on Chemistry and Chemical Engineering, Timisoara,
2008, P310.

Zarcula C., Croitoru R., Csunderlik C., Péter F., “Influence of solvents and
nonstructural ionic liquid templates on activity and enantioselectivity of sol-
gel entrapped lipases” The 2™ International Conference ,, Biocatalysis in Non-
Conventional Media”’, Moscova, 2008, 9.

Zarcula C., Croitoru R., Csunderlik C., Péter F., “lonic liquids and sol-gel
immobilized lipases: possible synergism” The 4" International Congress on
Biocatalysis 2008, Hamburg, 2008, P171, 293-294.

Zarcula C., Croitoru R., Csunderlik C., Péter F., “Influenta mediului de
reactie asupra acilarii unor alcooli secundari” The XXX" Romanian Chemistry
Conference, Calimanesti-Caciulata, 2008, P.S.1. 28, 64.

Péter F., Zarcula C., Kakasi-Zsurka S., Croitoru R., Davidescu C., Csunderlik
C., “Solid-phase lipase biocatalysts for kinetic resolutions” The 13"
International Biotechnology Symposium (IBS), Dalian, 2008, Journal of
Biotechnology, 136S, S374, ISI Web of Science, factor de impact 2,565
(2007).

Zarcula C., Corici L., Croitoru R., Péter F., “Double immobilization of
porcine pancreas lipase” Annals of West University of Timisoara, 2008, Series
of Chemistry /7 (3), 61-66.

Croitoru R., Zarcula C., Péter F., “Influence of reaction medium on kinetic

resolution of secondary alcohols catalyzed by immobilized lipases” The 13"
International Symposium for Students in Chemistry, Timisoara, 2008, 13.
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15.

16.

17.

Zarcula C., Corici L., Croitoru R., Csunderlik C., Péter F., “Improvement of

lipase catalytic properties by immobilization in hybrid matrices” Proceedings
of World Academy of Science, Engineering and Technology, 2009, 40, in curs
de publicare, citatd in baze de date internationale (Google Scholar).

Zarcula C., Kiss C., Corici L., Croitoru R., Csunderlik C., Péter F.,
“Combined sol-gel entrapment and adsorption method to obtain solid-phase
lipase biocatalysts” Revista de Chimie, 2009, in curs de publicare, ISI Web of
Science, factor de impact 0,281 (2007).

Zarcula C., Corici L., Croitoru R., Csunderlik C., Péter F., “Preparation and
catalytic properties of xerogels obtained by ionic liquid incorporation during
immobilization of lipase by the sol-gel method” The 9th International
Symposium on Biocatalysis and Biotransformations, Berna, 2009, in curs de
publicare.
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Figura 1. Imaginea SEM a sol-gelului martor obtinut din precursorii
MeTMOS/TMOS in raport molar de 1:1 (Metoda2).

ciledaxd2\genesis\genspc.spc

Label A: G1

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 keV

Figura 2.  Spectrul EDX al sol-gelului martor obtinut din precursorii
MeTMOS/TMOS in raport molar de 1:1 (Metoda 2).
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Figura 3.  Spectrul IR al sol-gelului martor obtinut din precursorii
MeTMOS/TMOS in raport molar de 1:1 (Metoda 2).
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Figura 4. Imaginea SEM a preparatului AKj.
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Label A: Ak 12
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Figura 5.  Spectrul EDX al preparatului AKj.
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Figura 7.  Spectrul EDX al preparatului AKys.
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Figura 8. Spectrul IR al preparatului AKys.
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Figura 9.

Label A: Ak 27p

Imaginea SEM a preparatului AKuq.
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Figura 10. Spectrul EDX al preparatului AKy4.
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Figura 11. Spectrul IR al preparatului AKy4.

Figura 12. Imaginea SEM a preparatului AK;s.
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Label A: Ak 40
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Figura 13. Spectrul EDX al preparatului AK;s.
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Figura 14. Spectrul IR al preparatului AK;s.
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Figura 15. Imaginea SEM a preparatului AK;s.
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Label A: Ak 20
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Figura 16. Spectrul EDX al preparatului AK .
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Figura 17. Imaginea SEM a preparatului AKs,.
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Figura 18. Spectrul EDX al preparatului AKsa.
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Figura 19. Spectrul IR al preparatului AKs,.

Figura 20. Imaginea SEM a sol-gelului martor obtinut din precursorii
PrTMOS/TMOS in raport molar de 1:1 (Metoda 2).
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Label A: G5

Si

Na
ClF

Z.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 kev

Figura 21. Spectrul EDX al sol-gelului martor obtinut din precursorii
PrTMOS/TMOS in raport molar de 1:1 (Metoda 2).
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Figura 22. Spectrul IR al sol-gelului martor obtinut din precursorii
PrTMOS/TMOS 1in raport molar de 1:1 (Metoda 2).

204 -

BUPT



Anexa

Figura 23. Imaginea SEM a preparatului AKs.
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Label A: Ak 14
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Figura 24. Spectrul EDX al preparatului AKs.
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Figura 25. Imaginea SEM a preparatului AKs.
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Figura 26. Spectrul EDX al preparatului AK;s.
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Figura 27. Spectrul IR al preparatului AKs.

Figura 28. Imaginea SEM a preparatului AKjs.
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Label A: AK42
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Figura 30. Spectrul IR al preparatului AK 9.
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Figura 31. Imaginea SEM a preparatului AKss.
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Figura 32. Spectrul EDX al preparatului AKss.
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Figura 33. Spectrul IR al preparatului AKss.

Figura 34. Imaginea SEM a sol-gelului martor obtinut din precursorii
OcTMOS/TMOS in raport molar de 1:1 (Metoda 2).
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Label A: G6

Si

Na

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 keV

Figura 35. Spectrul EDX al sol-gelului martor obtinut din precursorii
OcTMOS/TMOS in raport molar de 1:1 (Metoda 2).
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Figura 36. Spectrul IR al sol-gelului martor obtinut din precursorii
OcTMOS/TMOS in raport molar de 1:1 (Metoda 2).
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Hy

25.00 kY

Figura 37. Imaginea SEM a preparatului AK.
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Figura 38. Spectrul EDX al preparatului AK5.
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Figura 39. Spectrul IR al preparatului AK.
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Figura 40. Imaginea SEM a preparatului AKy4.
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Label A: Ak 45
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Figura 41. Spectrul EDX al preparatului AKy,.
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Figura 42. Spectrul IR al preparatului AKy4.
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Figura 43. Imaginea SEM a preparatului AKjs.
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Figura 44. Spectrul EDX al preparatului AK;s.
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Figura 45. Imaginea SEM a preparatului AKsg.
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Figura 46. Spectrul EDX al preparatului AKsg.
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Figura 47. Spectrul IR al preparatului AKsg.

i

Figura 48. Imaginea SEM a sol-gelului martor obtinut din precursorii
PhTMOS/TMOS in raport molar de 1:1 (Metoda 2).
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Figura 49. Spectrul EDX al sol-gelului martor obtinut din precursorii
PhTMOS/TMOS in raport molar de 1:1 (Metoda 2).
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Figura 50. Spectrul IR al sol-gelului martor obtinut din precursorii
PhTMOS/TMOS in raport molar de 1:1 (Metoda 2).
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Figura 51. Imaginea SEM a preparatului AKo.
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Figura 52. Spectrul EDX al preparatului AKo.
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Figura 53.

Figura 54.

Spectrul IR al preparatului AKo.
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Figura 55. Spectrul EDX al preparatului AK3.
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Figura 56. Imaginea SEM a preparatului AKj;.
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Label A: Ak 22
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Figura 57. Spectrul EDX al preparatului AK3;.
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Figura 58. Spectrul IR al preparatului AK3;.
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Figura 59. Imaginea SEM a preparatului AKs;.
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Figura 60. Spectrul EDX al preparatului AKss.
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