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Biopolimerii obtinuti din resurse regenerabile sunt incadrati ca produsi ai
Biotehnologiei albe, fiind obtinuti fie prin izolarea biopolimerilor naturali din plante sau
microorganisme, fie prin sinteza chimicd sau enzimaticd in vitro utilizaind monomeri
regenerabili. Polimerii de naturd biologica au diverse aplicatii in industriile medicala,
farmaceutica, alimentara, a lacurilor si vopselelor, textilda, precum si in agriculturd si
horticultura.

Sinteza catalizata de enzime a unor biopolimeri reprezinta la ora actuala o alternativa la
obtinerea materialelor polimerice pe cale chimica, deoarece biocatalizatorii provin din resurse
regenerabile, sunt biodegradabili, pot functiona in conditii blande de reactie si au un impact
redus asupra mediului Tnconjurétor.

Teza de doctorat este structurata in patru parti:

1. Studiu de literatura, n care este detaliat stadiul actual al cercetarii 1n domeniul
sintezei biopolimerilor utilizand enzime ca si catalizatori.

La ora actuald aproape fiecare material plastic conventional are si o alternativa
ecologica. Industria biopolimerilor este in continua dezvoltare, avand potentialul de a rezolva
problemele economice legate de epuizarea resurselor si de a reduce impactul daunator al
plasticelor nebiodegradabile asupra mediului. Cele trei clase in care se impart materialele
polimerice de natura biologica sunt [1]:

- Materiale plastice de natura biologica, partial sau total nebiodegradabile;

- Materiale plastice de natura biologica, biodegradabile;

- Materiale plastice obtinute din resurse fosile, biodegradabile.

Utilizarea enzimelor drept catalizatori pentru reactiile de polimerizare prezinta
numeroase avantaje, deoarece acesti biocatalizatori provin din resurse regenerabile, sunt
biodegradabili, pot functiona in conditii blande de reactie si au un impact redus asupra mediului
inconjurator.

Introducerea unor unitdti monomerice in catena principald sau in catena laterala a
polimerilor naturali reprezintd o modalitate promitdtoare pentru Imbunatatirea proprietatilor
acestora. Se obtin astfel polimeri cu functiuni noi, care pot fi utilizati in diverse aplicatii, in
special in domeniul medical si alimentar.

A fost realizat studiu bibliografic si asupra materiile prime regenerabile utilizate in
partea de Contributii originale, care se pot obtine din biomasa utilizind procedee in cataliza
enzimatica sau chimicd. De-a lungul timpului cercetatorii au descris sinteze in conditii cat mai
blande de reactie a numerosi monomeri regenerabili care pot fi utilizati in industria polimerilor.

Totodata, au fost descrise metodele de polimerizare a oligo- si poliesterilor, precum si



tipurile de polimerizare catalizate de enzime: polimerizarea enzimatica cu deschidere de ciclu
si policondensarea enzimatica.

Una dintre cele mai eficiente lipaze pentru obtinerea polimerilor cu proprietati
biocompatibile si biodegradabile este lipaza B din Candida antarctica, fapt confirmat de
studiile numeroase din literatura [2] - [6]. Principalele caracteristici ale lipazelor sunt
enantioselectivitatea, regioselectivitatea si chemoselectivitatea, datorita carora s-au dovedit a fi
biocatalizatori ideali pentru sinteza in vitro a polimerilor, obtindndu-se poliesteri, policarbonati,
poliamide sau copolimeri grefati pe diferite schelete polimerice [7].

De asemenea, au fost prezentate numeroase studii privind obtinerea poliesterilor pe baza
de e-caprolactona [8], [9], derivati ai 5-hidroximetilfurfuralului [10] - [12] si derivati ai acidului
itaconic [13], [14].

Una dintre principalele preocupiri ale polimerilor o reprezintd biodegradabilitatea. In
acest sens au fost amintite o serie de cercetdri cu privire la degradarea enzimatica si microbiana
a unor polimeri [15] - [17].

Cu toate ca efectuarea calculelor teoretice asupra polimerilor reprezinta un domeniu mai
restrans al literaturii de specialitate, tot mai multe grupuri de cercetare se orienteaza catre acest
domeniu datorita informatiilor pretioase care se pot obtine prin aceste metode. Tn acest sens au
fost precizate cateva rapoarte despre modelarea moleculara a unor polimeri.

2. Contributii originale, n care sunt prezentate rezultatele obtinute pe parcursul
cercetarilor, debuteazd cu prezentarea obiectivelor tezei de doctorat. Teza de doctorat este
focalizata pe sinteza enzimatica (folosind lipaze) sau chimica a unor noi biopoliesteri pe baza
de materii prime regenerabile, caracterizarea acestora si studii teoretice privind stabilitatea lor
energeticd sau chimica. Copoliesterificarea reprezintd o modalitate pentru imbunatafirea
proprietatilor unor polimeri deja cunoscuti.

Sinteza si caracterizarea copolimerilor g-caprolactonei cu acid 5-hidroximetil-2-furoic

In acest capitol au fost sintetizati enzimatic noi oligomeri continind e-caprolactoni
(ECL) si acid 5-hidroximetil-2-furoic (5OH2FA). Formarea copolimerilor a fost demonstrata
prin spectrometrie MALDI TOF-MS si au putut fi identificati copolimeri cu mai multe unitati
50H2FA inserate in lantul poli(e-caprolactonei) (PCL).

Reactiile s-au realizat in intervalul de temperatura 40-80°C si au fost testate trei enzime
imobilizate, disponibile comercial: Novozyme 435, Lipozyme CalB si GF-CalB-IM. Cele mai
bune rezultate s-au obtinut pentru lipaza GF-CalB-1M.

A fost studiatd influenta apei asupra formarii produsilor de reactie, demonstrandu-se
efectul negativ al continutului mai ridicat de apa asupra maselor moleculare medii.

Structura copoliesterilor sintetizati a fost confirmata de spectroscopia FT-IR si RMN,
iar comportamentul termic a fost evaluat prin TG si DSC.

Reutilizarea biocatalizatorului in 4 cicluri de reactie in regim discontinuu a aratat o
stabilitate operationald destul de buna, cu reducerea treptatd a eficientei catalitice de
polimerizare.

Sinteza copoliesterilor 50H2FA_ECL 1n proces continuu a fost studiata pentru lipaza
cu cele mai bune rezultate in sistem discontinuu (GF-CalB-IM), la diferite temperaturi si s-a
demonstrat astfel pentru prima oara posibilitatea polimerizarii in asemenea conditii.

Sinteza enzimatica si caracterizarea unor terpolimeri obtinuti din surse regenerabile

In acest capitol este prezentati polimerizarea enzimatici in solvent organic a trei
monomeri de natura biologica: dimetil 2,5-furandicarboxilat (DMFDC), dimetil itaconat (DMI)
si 1,6-hexandiol (HDO), in vederea obtinerii unor noi terpolimeri.

Au fost testate doud enzime imobilizate, disponibile comercial. Enzima GF-CalB-IM



(lipaza din Candida antarctica B imobilizatd pe rasind schimbatoare de ioni microporoasd), a
demonstrat o eficacitate mai mare n sinteza poliesterilor decdt Novozyme 435, o enzima
imobilizata utilizata pe scara largd in reactiile de polimerizare.

Au fost determinate raportul molar optim al monomerilor cu grupari dicarboxilat,
concentratia biocatalizatorului si timpul de reactie, demonstrand ca atat gradul de polimerizare
cat si continutul relativ al produsilor de reactie pot fi controlate prin ajustarea find a acestor
parametrii.

Stabilitatea biocatalizatorului GF-CalB-IM a fost investigatd in 5 cicluri de reactie,
prezentand o scadere a maselor moleculare medii dupa trei reutilizari. Au fost sintetizati
poliesteri contindind mai mult de 90% terpolimer la un timp mai indelungat de reactie,
rezultatele fiind calculate pe baza spectrelor MALDI TOF-MS.

Analiza RMN a ajutat la demonstrarea structurilor produsilor de reactie si a oferit
informatii relevante privind reactivitatea si regioselectivitatea reactiilor, iar analiza termica a
confirmat stabilitatea ridicata a terpolimerului, ceea ce il face disponibil pentru diverse aplicatii.

Sinteza chimica si caracterizarea copolimerilor obtinuti din &-caprolactona si
hidroxi-acizi grasi

Au fost sintetizati chimic noi copoliesteri ai e-caprolactonei cu trei hidroxi-acizi grasi
diferiti: acidul 16-hidroxihexadecanoic, acidul 12-hidroxistearic si acidul ricinoleic, utilizand
SnOct, drept catalizator. Aceste sinteze au fost efectuate in completarea unor studii anterioare
de obtinere a acestor polimeri in catalizd enzimatica, studii ce nu fac obiectul acestei teze [18].
Cu ajutorul spectrometriei de masa MALDI TOF-MS s-a determinat masa moleculara medie si
gradul de polimerizare a copolimerilor sintetizati.

Parametrii de reactie investigati in vederea obtinerii unor produsi de reactie cu mase
moleculare mari si un continut mare de copolimer au fost raportul molar dintre comonomeri si
temperatura. Rezultatele cele mai bune, mase moleculare peste 2200 Da si grade de
polimerizare mai mari de 30, s-au obtinut la raportul molar ECL:RCA si ECL:16HHDA de 5:1,
la temperatura de 90°C.

Copolimerii sintetizati au fost caracterizati prin FT-IR si RMN, confirmand structurile
polimerice dorite, iar proprietdtile termice au fost analizate prin TG si DSC.

Degradarea enzimatica si microbiana a unor biopolimeri selectati

In vederea determinirii biodegradabilititii copoliesterilor sintetizati au fost selectate
doud metode de degradare. In prima metoda copoliesterii obtinuti au fost supusi degradarii in
solutie de tampon fosfat (pH=7,4), in prezenta de lipaza din pancreas de porc, iar cea de-a doua
metoda a utilizat un amestec de microorganisme colectate din mediul natural apos (raul Bega,
localitatea Timisoara, judetul Timis).

Evaluarea degradabilitatii poliesterilor a fost realizata prin cuantificarea pierderii de
masa in timp si completatd de analiza MALDI TOF-MS a extractelor organice. Copolimerii
50OH2FA_ECL s-au degradat cel mai rapid, in timp ce terpolimerii au avut o rezistenta mare la
degradare. S-a demonstrat ca in functie de structura heterociclica sau alifatica introdusa in lantul
PCL s-au obtinut copoliesteri cu diferite grade de biodegradabilitate, aceasta depinzand si de
metoda de degradare folosita.

Modelarea moleculara a oligoesterilor sintetizati

Modelarea moleculard este o metoda prin care se pot stabili anumite corelatii ntre
structura moleculelor si proprietatile acestora [19]. Scopul calculelor teoretice a fost de a
determina care dintre structurile oligomerice sau polimerice posibile, avand o anumita secventa
structurald de unitati monomerice, are sanse mai mari de a fi sintetizata, pe baza stabilitatii sale.



3. Partea experimentald, cuprinde materialele si procedeele utilizate in sinteza
oligoesterilor sau in cadrul altor proceduri, precum si metodele analiza utilizate (MALDI TOF-
MS, RMN, ATR FT-IR, TG, DSC, HPLC, precum si pachetul software HyperChem prin
metodele MM+, mecanicd moleculara, si PM3, semi-empiricd).

4. Concluzii finale si contributii originale, rezultate din studiile experimentale si
teoretice, Tn conformitate cu obiectivele propuse.

Obiectivele tezei de doctorat au fost indeplinite, rezultdnd urmatoarele concluzii:

1. Studiul de literatura, prezentat in prima parte a tezei de doctorat, a aratat importanta
biocatalizei in sinteza oligo si poliesterilor, prin urméatoarele aspecte:

- Sinteza unor noi materiale polimerice cu proprietati specifice este necesara pentru
aplicatii in domeniul medical si alimentar;

- Materiile prime regenerabile pot functiona ca monomeri in sinteza polimerilor;

- Utilizarea enzimelor reprezinta o alternativa ecologica a catalizatorilor chimici pentru
sinteza polimerilor;

- Poliesterii ce contin monomeri din resurse regenerabile au fost utilizati in domenii
precum biomedicina, industria alimentard, in obtinerea elastomerilor si a rasinilor.

2. S-au obtinut copoliesteri liniari si ciclici utilizand e-caprolactona si acid 5-
hidroximetil-2-furoic in cataliza enzimatica.

2.1. Analizele MALDI TOF-MS au demonstrat formarea oligoesterilor de e-
caprolactona in care au fost inserati una sau mai multe unitati de acid 5-hidroximetil-2-furoic.

2.2. Au fost testate 3 lipaze imobilizate, disponibile comercial, cea mai eficienta fiind
lipaza GF-CalB-1M.

2.3. Temperatura optima pentru formarea poliesterilor continand e-caprolactona si acid
5-hidroximetil-2-furoic cu mase moleculare medii ridicate a fost determinata ca fiind 80°C.

2.4. Prezenta apei in sistem are un efect negativ asupra formarii poliesterilor cu mase
moleculare ridicate.

2.5. Spectroscopia bidimensionala HMBC-RMN a confirmat formarea legaturii esterice
dintre acidul 6-hidroxihexanoic (provenit din g-caprolactona) si acidul 5-hidroximetil-2-furoic.

2.6. Stabilitatea termica a oligoesterilor a fost studiatd prin termogravimetrie,
obtinandu-se un compus mai putin stabil decat poli(e-caprolactona), cu pierderi de masa majore
in intervalul de temperatura 200-300°C.

2.7. Reutilizarea biocatalizatorul in 4 cicluri de reactie a condus la valori mai mici ale
maselor moleculare medii, insa nu si a continutului relativ de copoliesteri.

2.8. Sinteza copoliesterilor in sistem continuu s-a realizat cu succes in tert-butanol, fiind
un solvent potrivit pentru solubilizarea acidului 5-hidroximetil-2-furoic, in acelasi timp
compatibil cu lipazele ca mediu de reactie.

3. A fost realizata pentru prima data sinteza enzimatica a terpolimerilor din dimetil 2,5-
furandicarboxilat, dimetil itaconat si 1,6-hexandiol.

3.1. Au fost testate 2 enzime imobilizate: Novozyme 435 si GF-CalB-IM, disponibile
comercial, rezultate mai bune obtindndu-se pentru biocatalizatorul GF-CalB-1M.

3.2. Sinteza enzimatica a terpolimerilor utilizand lipaze imobilizate a fost mult mai
eficienta decat sinteza terpolimerilor utilizdnd un catalizator metalic (2-etilhexanoat de staniu
(1n).

3.3. S-a realizat optimizarea reactiilor investigand doi parametri: raportul molar dintre
reactanti si concentratia biocatalizatorului, 5% biocatalizator (% de masa, raportat la masa totala
de monomeri) si raportul molar DMFDC:DMI=2:1 au fost alese ca fiind ideale pentru sinteza
terpolimerilor.

3.4. Timpul de reactie optim In vederea obtinerii terpolimerilor cu mase moleculare
medii ridicate si un continut mare de terpolimeri a fost demonstrat a fi 24 h.

3.5. A fost demonstrata posibilitatea reutilizarii enzimei imobilizate GF-CalB-IM in mai



multe cicluri de reactie, insa valorile maselor moleculare medii ale terpolimerilor au scazut.

3.6. Formarea terpolimerilor a fost demonstrata prin tehnica MALDI TOF-MS si prin
spectroscopia RMN.

3.7. Proprietatile termice ale terpolimerilor au fost studiate prin TG si DSC, stabilitatea
termica a terpolimerilor fiind mult peste stabilitatea monomerilor.

4. Sinteza oligoesterilor e-caprolactonei cu hidroxi-acizi grasi a fost realizata in cataliza
chimica, utilizand 2-etilhexanoat de staniu (I1).

4.1. Formarea oligoesterilor liniari si ciclici a fost dovedita prin MALDI TOF-MS si
spectroscopie RMN.

4.2. A fost investigatd influenta temperaturii si a raportului molar ECL:HFA asupra
maselor moleculare medii ale oligoesterilor obtinuti.

4.3. Structura poliesterilor a fost elucidata prin spectrul bidimensional HMBC-RMN.

4.4. Stabilitatea termica a copoliesterilor a fost demonstratd prin termogravimetrie,
comparativ cu homopolimerul PCL.

5. Biodegradabilitatea poliesterilor sintetizati a fost investigata in prezenta lipazei din
pancreas de porc si In prezenta microorganismelor.

5.1. Dintre poliesterii sintetizati cea mai buna capacitate de degradare in prezenta lipazei
a prezentat oligoesterul obtinut din e-caprolactonda si acid 5-hidroximetil-2-furoic.
Biodegradabilitatea homopolimerului PCL si terpolimerului au fost foarte redusa.

5.2. Microorganismele s-au dovedit eficiente in studiul de degradare al poliesterilor
sintetizati, mai putin pentru PCL si terpolimer.

6. Stabilitatea poliesterilor a fost determinata prin modelare moleculara.

6.1. Conform calculelor teoretice structura cea mai stabild a poliesterilor e-caprolactonei
cu acid 5-hidroximetil-2-furoic este alcatuita din 8 unitati (4 unitati de ECL si 4 unitati de
50H2FA).

6.2. Calculele cuantochimice realizate pe structurile posibile ale terpolimerilor
coreleaza cu datele obtinute din MALDI TOF-MS si RMN, unitatea terminald cea mai probabila
fiind itaconat.

6.3. Modelarea moleculara a homopolimerilor contindnd hidroxi-acizi grasi si ECL a
aratat stabilitatea maritd a homopolimerului 12HSA, in timp ce homopolimerul PCL este cel
mai putin stabil.

6.4. Stabilitatea poliesterilor liniari si ciclici ai ECL cu hidroxi-acizi grasi creste in
ordinea: RCA_ECL < 16HHDA _ECL < 12HSA ECL.
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