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Biocataliza, este definitdi ca domeniul (ramura) in care microorganismele sau
macromolecule naturale cum sunt enzimele sunt utilizate pentru a cataliza reactii chimice [1].

Aceasta oferd beneficii substantiale cum ar fi: costul redus al bunurilor, reducerea
numdrului de etape sintetice dintr-un proces, reducerea impactului asupra mediului, precum si
Imbunétatirea sigurantei reactiei si selectivititii [2].

Studii privind imobilizarea enzimelor, adici atasarea biocatalizatorului la un material
dorit prin interactiuni fizice, chimice, electrice sau mecanice, au demonstrat ci prin imobilizare
biocatalizatorii isi pot imbunatatii activitatea si stabilitatea intr-o gama mai larga de conditii de
functionare [3].

In contextul actualelor tendinte ale biocatalizei, obiectivul acestei teze de doctorat a fost
obtinerea de noi biocatalizatori prin imobilizarea lipazelor in sol-gel, a lacazei si peroxidazei
prin legare covalentd si adsorbtie, precum §i utilizarea acestora pentru realizarea rezolutiei
cinetice a amestecurilor racemice, obtinerea acidului D-glucaric, respectiv degradarea unor
coloranti.

Optimizarea reactiilor de rezolutie racemicid a fost realizatd folosind programul
experimental factorial si un sistem cu flux continuu ,,packed-bed”

Prezenta tezi este structurati in 4 capitole:

Primul capitol al tezei prezintd un studiu de literaturd, care subliniazi motivatia alegerii
acestui subiect precum si aspectele fundamentale referitoare la necesitatea abordarii si
dezvoltdrii acestor studii. Tot in cadrul acestui capitol se prezinti stadiul actual al cercetirii in
domeniul obtinerii de noi biocatalizatori cu lipaze din Pseudomonas fluorescens (Amano AK),
Burkholderia cepacia (Amano PS), Candida antarctica B (Cal B), Candida antarctica A (Cal
A), lacaza din Trametes versicolor si peroxidaza din hrean obtinuti prin diferite tehnici de
imobilizare, necesitatea obtinerii de noi biocatalizatori stabili la temperaturd si In medii
organice, cdile de optimizare a reactiilor de rezolutie racemica folosind un sistem cu flux
continuu ,,packed-bed” si obtinerea acizilor aldarici.



Capitolul al doilea consta in prezentarea contributiilor originale ale tezei de doctorat.

Stabilizarea lipazelor prin imobilizare in matrici de sol-gel

S-a realizat imobilizarea unor lipaze din diferite surse in matrici de sol-gel continind
grupari functionale vinilice. Se obtine astfel o matrice hibrida de tip vinil-polisiloxan, in care
prezenta gruparilor vinilice influenfeazd atat proprietitile matricei de sol-gel cat si
hidrofobicitatea ei, dar si interactiunea cu enzima.

In acest studiu lipazele din Pseudomonas fluorescens (Amano AK), Burkholderia
cepacia (Amano PS), Candida antarctica B (Cal B) si Candida antarctica A (Cal A) au fost
imobilizate prin tehnica sol-gel folosind sisteme binare si ternare de silani precursori care contin
grupari vinil. Biocatalizatorii obtinuti au fost testati in reactii de acilare a 3 alcooli secundari
alifatici (2-hexanol, 2-heptanol si 2-octanol) in mediu de n-hexan in sistem discontinuu, pentru
a determina influenta grupdrilor vinil prezente in matricea sol-gel asupra activitétii si
enantioselectivititii (Figura 1).

S-au obtinut o varietate mare de preparate care au eficientd cataliticd ridicati pe
substraturile model.

Lipaza din Cal B entrapati in matricea obtinutdi din silanii precursori
PhTMOS:VTMOS:TMOS la un raport molar 1,6:0,4:1, a demonstrat o activitate de 1,32
mol-h™- mg™ si un exces enantiomeric >95% pentru rezolutia cinetica a 1-hexanolului [4,5].
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Figura 1. Influenta raportului molar al silanilor precursori asupra activitatii totale relative (a)sia
raportului enantiomeric E (b), in reactia de acilare enantioselectivi in n-hexan, la 40°C, a 2-
hexanolului, 2-heptanolului si a 2-octanolului, folosind biocatalizatori obtinuti cu lipazi din Candida
antarctica B imobilizati prin entrapare in sol-gel combinati cu adsorbtie (A=PhTMOS, B=VTMOS,
C=TMOS).

Valorile pentru activitatea totald relativd sunt apropiate. Trebuie remarcat ci aceste
activitéti totale relative au fost mari, intre 3 si 5, ceea ce denota o activare consistent a enzimei
in urma imobilizérii.

Raportul enantiomeric cel mai mare s-a obtinut pentru substratul de 2-heptanol, iar cele
mai mici valori pentru 2-octanol, dar valorile au fost in toate cazurile foarte mari, de peste 100.
Pentru  2-hexanol si 2-heptanol valorile E au fost de peste 200, ceea ce denotd
enantioselectivitate aproape totala.



Caracterizarea biocatalizatorilor obtinuti in urma imobilizarii

Biocatalizatorii obtinuti au fost caracterizati din punct de vedere structural, morfologic
si al comportamentului termic prin: microscopie electronicd de scanare, microscopie de
fluorescentd, spectroscopie FT-IR, microscopie atomici de fortd si analiza termica cu scopul de
a gasi informatii care pot fi corelate cu eficienta catalitics in reactia de transesterificare.

Din analiza SEM a rezultat c& in cazul metodei SGE-1, indiferent de raportul molar al
silanilor precursori, preparatele au o structuri poroasa (uneori mai compactd) de tip microcanal,
care permite accesul substratului la centrul activ al enzimei.

Pentru biocatalizatorii obtinuti utilizAnd un singur silan precursor, TMOS, morfologia
matricii sol-gel este amorfs, cu blocuri compacte si neregulate.

Morfologia biocatalizatorului SGE-A obtinut prin entrapare In sol-gel urmati de
adsorbtia pe un suport solid (Celite 545) a fost diferita, particulele de xerogel fiind distribuite
atdt pe suprafata suportului solid cét si in interiorul porilor.

Analiza prin microscopie confocald de fluorescentd a demonstrat ci enzima este
distribuitd relativ uniform atét la suprafata cat si in interiorul matricii de xerogel.

Analiza FT-IR a confirmat ci toti precursorii au fost inclusi n matricea sol-gel, iar
prezenfa grupdri functionale provenite de la acestia este esentiald pentru activitatea si
stabilitatea operationala a enzimei entrapate.

Toate materialele studiate au fost caracterizate printr-un continut de nanostructuri cu
nanounitdti bine definite, uniforme ca marime. Mirimea mesoporilor variazi intre 2-4 nm
pentru toate preparatele testate.

Rugozitatea observata in imaginile AFM depinde de natura precursorilor silanici, iar
suprafata a fost uniforma si find pentru toate preparatele, fara agregate mari.

Curbele DTG ale preparatelor cu lipazd din Candida antarctica B au aritat ¢ maximul
vitezei de descompunere termica a fost deplasat spre temperaturi mai ridicate (pentru enzima
nativd picul maxim a fost Inregistrat in jur de 300°C iar pentru preparatele imobilizate la
temperaturi mai mari de 350°C, in functie de preparat), ceea ce indici o protejare mai buni a
enzimei la temperaturi ridicate dup# imobilizare.

A fost testatd si stabilitatea In solventi organici si termostabilitatea lipazelor imobilizate.
Eficienta unei enzime intr-o reactie De aceea, upoate fi uneori influentatd de stabilitatea
operationald scdzutd in solventi organici i de rezistenta la temperaturi.

Materialele obtinute au fost supuse unei expuneri prelungite in solventi organici cu
polaritati diferite, pentru a evalua potentialul acestora ca biocatalizatori industriali.

fn urma acestor studii se poate afirma ci stabilitatea pe termen lung a lipazelor dupa
imobilizare a fost excelenti in toti solventii organici testati. Prin urmare, ei pot fi utilizati ca si
catalizatori in medii de reactii de diferite polarititi, in functie de cerintele sistemului de reactie.
De asemenea, aceste rezultate demonstreazi posibilitatea ca preparatele imobilizate prin ambele
tehnici sd poatd fi utilizate in regim continuu, in procese care necesiti stabilitate pe termen lung.

Pentru determinarea termostabilitati biocatalizatorilor acestia au fost preincubati timp
de 24 de ore la temperaturi intre 40-70°C in n-hexan, dupd care s-au determinat activitatile in
reactiile de acilare a alcoolilor secundari 2-hexanol, 2-heptanol si 2-octanol, cu acetat de vinil
la 40°C, de asemenea In mediu de n-hexan.

Preparatele enzimatice obtinute cu lipazi din Candida antarctica B (Cal B) au prezentat
cele mai bune rezultate ale stabilititii termice pentru domeniul de temperatura investigat



Studiul stabilititii operationale a biocatalizatorilor in sistem discontinuu

Din cauza costului relativ ridicat si a cerintelor de prelucrare, utilizarea enzimelor la
nivel industrial este limitati. De aceea, utilizarea enzimelor imobilizate in cicluri repetate de
reactie a devenit foarte importants [6]. O enzimi poate fi reutilizati pand cand activitatea scade
la mai putin de 25 % din valoarea initiala [7].

Stabilitatea lipazelor Amano AK, Amano PS si Cal B imobilizate prin entrapare in sol-
gel si entrapare in sol-gel combinati cu adsorbtie, folosind un sistem ternar de silani precursori
PhTMOS:VTMOS:TMOS la un raport molar 1,6:0,4:1, a fost studiati prin reutilizare in reactia
de acilare a 2-hexanolului cu acetat de vinil in n-hexan, la 40°C [8, 9].

Au fost obtinute rezultate excelente pentru stabilitatea operationald a lipazei din Cal B
(dupd 14 cicluri de reactie peste 80% din activitate a fost regdsitd) si bune pentru lipaza din
Amano AK (dupa 11 cicluri de reactie peste 30% din activitate a fost regdsitd), in timp ce lipaza
din Amano PS a avut dupi imobilizare stabilitate operationald mai redusi decét enzima nativi
(Figura 2).
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Figura 2. Influenta reutilizirii enzimei native si imobilizate din Candida antarctica B asupra
activitatii relative in acilarea 2-hexanolului la 40°C in n-hexan (lipazd nativa, SGE-A-entrapare in sol-
gel combinaté cu adsorbtie si SGE-1—entrapare in sol-gel).

Acilarea unor substraturi racemice in sistem continuu

in plus fata de imobilizare, ingineria de proces poate oferi mijloace suplimentare de
imbunititire a eficacitatii biotransformarilor, reducand impactul costurilor de catalizator asupra
produsului. Una dintre modalititile cele mai eficiente de a interveni in ingineria procesului in
sensul cresterii productivitatii si duratei de functionare a biocatalizatorului este utilizarea unui
regim de exploatare continuu [10]. Reactoarele utilizate sunt de mai multe tipuri, dar in cele
mai multe cazuri se preferd configuratia de tip coloani cu strat fix de catalizator (PBR), in care
biocatalizatorul imobilizat este incircat in reactor, iar solutia de substrat este pompati cu un
debit stabilit.

Pe langd faptul ca prezinti o activitate catalitici mai rapida si mai mare comparativ cu
reactoarele in sistem discontinuu, cit si o stabilitate operationald indelungati, aceastd
configuratie reduce costul procesului [11, 12].

Studiile anterioare au inclus optimizarea protocolului de imobilizare, testat in reactii in
proces discontinuu, ulterior imbunatitit pentru utilizarea acestuia in reactoare tip sistem
continuu cu pat fix (PBR). Pentru a optimiza parametrii care au efect asupra rezolutiei cinetice
in sistem continuu, doi alcooli secundari (unul alifatic si unul aromatic), 2-octanol si 1-
feniletanol (rac-1 si rac-2,) au fost selectate drept substraturi model.



Selectia lipazei imobilizate prin sol-gel s-a bazat pe studiile prezentate anterior, atat in
ceea ce priveste optimizarea matricei sol-gel cét si caracterizarea detaliati a stabilitatii termice
si reutilizarea biocatalizatorilor imobilizati in sistem discontinuu.

Optimizarea in sistem continuu a rezolutiei cinetice enzimatice a 2-octanoluluj sial-
feniletanolului s-a realizat folosind un program experimental factorial.

Pentru a elucida si a intelege mai bine interactiunea si efectele variabilelor studiate
(concentratia substratului, debitul si temperatura) asupra variabilelor de riaspuns, toate datele
experimentelor au fost combinate, generand grafice ale suprafetei de raspuns (Figura 3).
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Figura 3. Reprezentarea grafici a raportului enantiomeric E in functie de concentratia
substratului si de debit, in cazul rezolutiei cinetice a rac-1

Bazat pe cele mai mari valori ale lui E si excesului enantiomeric de produs eep. obtinute
prin metodologia suprafetei de rispuns (RSM), parametrii optimi de reactie au fost stabiliti la
o concentratie de 0,5 M a substratului rac-1, raportul molar acetat de vinil: substrat de 1,5:1,
temperatura de reactie 50°C si debitul 0,8 mL/min.

Pentru validarea rezultatelor modelului experimental, reactia de acilare a rac-1 in sistem
continuu a fost realizata folosind parametrii optimi rezultati din aceasts modelare. Rezultatele
prezentate in Figura 4 aratd ca timp de 144 de ore de reactie valorile productivitatii s-au
mentinut constante la aproximativ 145 pmol-min™'-g”, iar raportul enantiomeric a fost mai mare
de 300, demonstrand stabilitatea operationals excelentd in sistem continuu a biocatalizatorului
imobilizat i validitatea modelului experimental.
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Figura 4. Diagrama productivititii si enantioselectivititii (E) lipazei Cal B imobilizate in sol-
gel, la utilizare indelungata in sistem continuu intr-un reactor cu strat fix de biocatalizator, pentru
rezolutia cineticd a rac-1, in conditii de reactie optimizate.



Imobilizarea unor enzime oxidative prin legare covalentii si aplicatii
biotehnologice
Imobilizarea lacazei si evaluarea utilizirii lacazei pentru obtinere de acid glucaric

Lacaza din Trametes versicolor a fost imobilizati prin legare covalenti utilizind douz
suporturi cu grupéri functionale epoxidice (epoxi/metacrilat si epoxi/butil-metacrilat) si unul cu
grupari amino (amino C2 metacrilat), iar prin adsorbtie utilizand 3 suporturi functionalizate cu
grupari diferite: Octadecil metacrilat, DVB/metacrilat, Stiren macroporos. Suporturile sunt
disponibile comercial (Purolite).

Pentru a compara cele doud metode de imobilizare, s-au reprezentat activitatile lacazei
imobilizate in functie de raportul enzima/ suport, exprimat ca mg proteina/100 mg suport. F igura
5(a-d) prezintd valorile activitatilor la aceeasi Incdrcare cu enzimd, pentru toate suporturile
folosite.
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Figura 5. Efectul raportului enzima/suport asupra activitatii biocatalizatorilor obtinuti prin
imobilizarea lacazei prin legare covalent si adsorbtie: (a) 0,45 mg proteina, (b) 1,0 mg proteina, (©)
2,5 mg proteina si (d) 5 mg proteini, raportate in toate cazurile la 100 mg suport.

Pe baza rezultatelor obtinute se poate observa ca cele mai ridicate valori ale activitatii
au fost obtinute la valoarea maxima a cantitatii de proteind (5 mg proteind/100 mg suport).
Totusi, pe baza constatdrii ci activititile in acest caz au fost doar duble comparativ cu
biocatalizatorul obtinut utilizind cantitatea minimi de proteind (de 11 ori mai mica) si tindnd
cont de faptul cd preful enzimei este un element important in procesele biocatalitice, incércarea
optima poate fi considerati cea de 0,45 mg proteini/100 mg suport.



Asa cum se poate observa din Figura 5, preparatele enzimatice obtinute prin legare
covalentd au avut valori ale activititilor cuprinse in intervalul 245-665 umol-min!-g! preparat,
care au fost in general mai mari comparativ cu biocatalizatorii obtinuti prin adsorbtie. Totusi,
dintre acestia cei pe suport divinilbenzen/metacrilat, au prezentat de asemenea activititi mari,
comparabile sau chiar mai ridicate decat cele obtinute prin legare covalents.

Utilizarea peroxidazei imobilizate pentru eliminarea unor coloranti din api

In cadrul studiilor efectuate pentru obtinerea unor noi biocatalizatori imobilizati din
clasa oxidoreductazelor, s-a realizat imobilizarea si a unei alte enzime cu aplicatii in diverse
domenii, peroxidaza [13].

Selectivitatea peroxidazei pentru colorantii azoici comerciali

Selectivitatea peroxidazei a fost testatd pentru sase substraturi (coloranti azoici),
folosind enzima nativa la 25°C si doui valori ale pH-ului, 3,5 si 6,0.

Rezultatele obtinute dupa 24 h de reactie, prezentate in F igura 6, indica faptul ci la pH
3,5 conversiile au fost mai mici comparativ cu cele de la pH 6,0, cu exceptia colorantului
Neutral Gray. Astfel, la pH 6, cele mai mari valori ale conversiilor (pand la 80%) au fost
obtinute pentru colorantii Amido Black 10 (AB10) si Acid Orange 7 (AO 7).

Luand in considerare aceste rezultate, colorantul AB10 a fost utilizat ca substrat in
urmdtoarele experimente.
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Figura 6. Evaluare comparativi a selectivititii peroxidazei din hrean pentru degradarea a sase
coloranti diferiti (AB 10 - Amido Black 10, AO7 - Acid Orange 7, DG - Direct green; MB -
Methylene blue; AR - Acid red; NG - Neutral grey)

Imobilizarea peroxidazei folosind suporturile ReliZyme ™

Dintre metodele de imobilizare disponibile, a fost selectati legarea covalenti, o metoda
rapidd si simpla. Avand in vedere ci biocatalizatorul este utilizat in solutii apoase, legarea
covalentd poate evita, de asemenea, pierderea enzimei de pe suport.

Au fost selectate doud suporturi comerciale ReliZyme ™, cu grupéri epoxidice active si
cu lungime si structura diferiti a linker-ului. Imobilizarea s-a efectuat intr-o singurd etapd, prin
amestecarea solutiei de enzima cu suportul timp de 24 ore. Activitatea peroxidazei imobilizate



a fost determinatd prin utilizarea ABTS ca substrat model, asa cum este descris in partea
experimentald. Rezultatele prezentate in Tabelul 2.1 indici valori ridicate de incircare cu
proteine (> 90%), pentru ambele tipuri de suport. Activitatea specificd si reproductibilitatea au
fost mai mari atunci cAnd a fost utilizat suportul epoxi-amino HFA 403. Probabil, linker-ul mai
lung (a se vedea structurile prezentate in Tabelul 1) permite o mai buni legare covalenti a
enzimei de grupele epoxidice ale suportului. Cu toate acestea, ludnd in considerare eficientele
ridicate de imobilizare, studiile de caracterizare au fost efectuate pentru ambii biocatalizatori si
rezultatele au fost comparate cu enzima nativa.

Tabelul 1. Incarcarea cu enzima si activitatea regasitd a peroxidazei imobilizate pe
suporturile epoxi-ReliZyme ™

Tipul suportului solid Inc&rcarea cu Activitate
enzim3 specifica
[%] [U-g-proteind-!]
93,5 21,24 + 2,36
EP 403
i o
\)\/\/\/\o/\7 99,6 37,24 + 0,78

HFA 403

Capitolul al treilea oferd o vedere de ansamblu asupra materialelor utilizate, metodelor
de lucru si caracterizare cat si a echipamentele utilizate in scopul de a realiza programul
experimental.

in capitolul al patrulea sunt prezentate concluziile finale pentru fiecare subcapitol si
contributiilor originale

In urma studiilor efectuate au rezultat urmitorele concluzii:

a. Imobilizarea unor lipaze microbiene in matrici de sol-gel obtinute cu un precursor cu
grupare vinil

Prin imobilizarea lipazelor din Pseudomonas fluorescens (Amano AK), Burkholderia
cepacia (Amano PS), Candida antarctica B (Cal B) si Candida antarctica A (Cal A) in matrici
de sol-gel continidnd grupari functionale vinilice s-au obtinut noi biocatalizatori. Pentru a
determina efectul prezentei grupdrilor vinil in matricea sol-gel asupra activitifii si
enantioselectivitétii acesti biocatalizatori au fost testati in reactii de acilare a unoei serii de
alcooli secundari alifatici (2-hexanol, 2-heptanol si 2-octanol), in mediu n-hexan.

In cazul preparatelor obtinute cu lipaze din Pseudomonas fluorescens (Amano AK) si
Burkholderia cepacia (Amano PS) prin metoda SGE-1 valoarea ce mai ridicati a activitatii de
transesterificare s-a obtinut atunci cAnd matricea sol-gel a fost obtinuta folosind un sistem ternar
cu raportul molar PhATMOS:VTMOS:TMOS de 1,6:0,4:1.

In ceea ce priveste enantioselectivitatea biocatalizatorilor obtinuti prin metoda SGE-1,
pentru preparatele obtinute cu lipaze din Pseudomonas fluorescens (Amano AK) si
Burkholderia cepacia (Amano PS) valorile acesteia au fost mai mari comparativ cu enzima
nativa.

Pentru metoda combinati au fost testate si sisteme binare de silani precursori. In cazul
sistemelor binare pentru biocatalizatori cu Amano AK si Amano PS cele mai bune valori ale
activitéti s-au obtinut la un raport molar VTMOS:TMOS de 4:1 si 3:1, adicd un continut mai
ridicat de grupari vinilice.



in cazul preparatelor cu Cal B s-au obtinut valori foarte ridicate si ale activitatii de
transesterificare atdt pentru sisteme binare cét si pentru cele ternare, fard a se putea face o
distinctie neta Intre diferitele preparate.

In ceea ce priveste enantioselectivitatea, pentru preparatele cu Amano AK s-au obtinut
valori mari pentru substratul 2-hexanol, la diferite rapoarte molare de silani precursori. In cazul
lipazelor Amano PS si Cal B cele mai ridicate valori ale raportului enantiomeric au fost obtinute
pentru substraturile 2-hexanol si 2-heptanol, aceste valori fiind aseminitoare indiferent de
rapoartele molare utilizate pentru silanii precursori.

b. Evaluare stabilititii operationale a preparatelor cu lipaze in solventi organici

Stabilitatea in solventi a lipazelor dupa imobilizare a fost excelentd, astfel acesti
biocatalizatori pot fi utilizati ca si catalizatori in medii de reactii de diferite polarititi, in functie
de cerintele sistemului de reactie.

Preparatele imobilizate cu Amano AK au aritat activititi relative de peste 1, in urma
incubdrii in solventi organici (de pani la 1.4 in acetonitril pentru preparatele obtinute prin
metoda SGE-1), demonstrand efect de activare.

Preparatele enzimatice obtinute au avut valori ridicate si constante ale raportului
enantiomeric in toti solventii testati, comparativ cu enzima nativi. Valorile indicelui de
enantioselectivitate E ale biocatalizatorilor obtinuti au fost de doud ori mai mari pentru
preparatele cu Amano AK si Amano PS si chiar de 5 ori mai mari pentru preparatele cu Cal B,
comparativ cu enzima nativi.

c¢. Influenta temperaturii asupra stabilititii operationale a preparatelor enzimatice
obtinute.

Biocatalizatori obtinuti in urma imobilizirii au avut o stabilitate termici excelents,
activitatea de transesterificare rimanand practic constanti in intervalele de temperatura studiate
40-70°C.

Valorile raportului enantiomeric E au fost mai mari pentru preparatele enzimatice
comparativ cu lipazele native, fird a depinde de tehnica de imobilizare utilizati.

Dupd incubarea preparatului cu Cal B la 80°C in iso-octan timp de 120h, valorile
activitatii catalitice au rimas neschimbate, in timp ce activitatea lipazei native s-a redus la mai
putin de 25% din activitatea initiald. Valorile enantioselectivititii biocatalizatorilor au rimas
neschimbate pe toatd perioada de incubare.

d. Evaluarea stabilitatii operationale a lipazelor imobilizate prin tehnica sol-gel in mai
multe cicluri de reactie

Imobilizarea prin tehnica sol-gel a dus la obtinerea unor biocatalizatori cu stabilitate
ridicatd la utilizarea in mai multe cicluri de reactie in sistem discontinuu. Au fost obtinute
rezultate excelente pentru stabilitatea operationali a lipazei din Cal B (dupd 14 cicluri de reactie
peste 80% din activitate a fost regisit) si bune pentru lipaza din Amano AK (dupéd 11 cicluri
de reactie peste 30% din activitate a fost regasits), in timp ce lipaza din Amano PS a avut
stabilitate operationald dup# imobilizare mai redusi decét enzima nativa.

e. Optimizarea rezolutiei cinetice enzimatice in sistem continuu a 2-octanolului sial-
feniletanolului folosind un program experimental factorial

In urma aplicarii programului experimental factorial pentru substrat-urile, 2-octanol si
1-feniletanol, s-au optimizat parametrii care influenteaz rezolutia cineticd in sistem continuu.

Prin metodologia suprafetei de rispuns (RSM), bazat pe cele mai mari valori ale lui E si e.ep.,
au fost stabiliti parametrii optimi de reactie pentru procesul de rezolutie cinetica.

Pentru rac-1 parametrii optimi au fost: concentratia de substrat de 0,5 M, raportul molar



acetat de vinil: substrat de 1,5:1, temperatura de reactie 50°C si debitul de 0,8 mL/min, iar
pentru rac-2 concentratia de substrat a fost 0,2 M, raportul molar acetat de vinil: substrat de
1,5:1, temperatura de reactie 50°C si debitul de 0,45 mL/min.

f. Cresterea stabilititii lacazei din Trametes versicolor prin imobilizare covalenti si
adsorbtie

S-a realizat imobilizarea cu succes a lacazei din Trametes versicolor prin legare
covalentd si adsorbtie, obtinindu-se 24 de preparate enzimatice cu lacazi imobilizati a ciror
activitate a fost evaluati in reactia de oxidare a unui substrat model, 2,6-dimetoxifenol.

Pentru ambele metode de imobilizare testate, valorile cele mai ridicate ale activitatii s-
au obtinut la cea mai mare incircare cu proteing, de 5 mg proteind/100 mg suport, dar cresterea
activitdtii nu a fost proportionald cu cresterea cantitétii de enzima supusa imobilizairii.

Cele mai mari valori ale activititii enzimatice, 665 pmoli/min/g preparat, s-au obtinut
in cazul legirii covalente pe suportul cu grupiri active epoxi/butil.

g. Caracterizarea biocatalizatorului obtinut cu lacazi - imobilizare prin legare covalenti

Dupéd imobilizare prin legare covalentd pe suportul de polimetacrilat cu grupiri
epoxi/butil, valorea maxima a activititii s-a deplasat de la 3,5 in cazul enzimei native la pH 4
la enzima imobilizati.

Eliminarea apei din preparatul enzimatic prin uscare la 25°C a dus la o scadere a
activitatii cu 55% dupa 24 de h si cu 80% dupa 48 de h.

Biocatalizatorul imobilizat si-a mentinut activitatea in intervalul de temperaturd 30-
50°C, fiind observata chiar o ugoar crestere, in timp ce la enzima nativi activitatea a scizut in
aceleasi conditii.

h. Utilizarea peroxidazei imobilizate pentru eliminarea unor coloranti din apa

Peroxidaza din hrean a fost imobilizati cu succes prin legarea covalentd, pe doui
suporturi ReliZyme™ care contin grupiri epoxidice active.

imbunété;irea stabilitétii si a activitatii prin imobilizare pe un interval mai larg de pH,
in special in intervalul de pH 5-6, valoare uzuali a pH-ului apelor contaminate cu coloranti.

Termostabilitatea enzimei a fost considerabil imbunatatitd prin imobilizare. in cazul
peroxidazei imobilizate pe HFA 403, 90% din activitatea enzimatic3 inifiala a fost regasita dupa
incubare timp de 30 minute la 55°C, in timp ce enzima nativi a pierdut ~ 60% din activitate in
aceleasi conditii.

Metoda de imobilizare selectatd §i suportul favorizat obtinerea unui biocatalizator
robust stabil, adecvat pentru mai multe cicluri de reutilizare cu o activitate ridicati. Enzima
imobilizatd a fost reutilizatd cu succes in procesele de decolorare discontinue, activitatea
raménénd la 80% din valoarea initiald dupa 10 cicluri de utilizare.
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ABREVIERI

€.ep.- exces enantiomeric al produsului de reactie

SGE-1 - imobilizare prin entrapare in sol-gel prin Metoda 1
SGE-A - imobilizare prin entrapare in sol-gel combinati cu adsorbtie pe Celite 545
Conv. - conversie

Atrans — activitate de transesterificare

[Omim]BF4 - tetrafluroborat de 1-octil-3-metilimidazoliu
PhTMOS - feniltrimetoxisilan

VTMOS - viniltrimetoxisilan

TMOS - tetrametoxisilan

MeTMOS - metiltrimetoxisilan

OcTMOS - octiltrimetoxisilan

Amano AK - lipaza din Pseudomonas fluorescens

Amano PS - lipaza din Burkholderia cepacia

Cal B - lipaza din Candida antarctica B

Cal A - lipaza din Candida antarctica A

SEM - microscopie electronica de scanare

FITC - microscopie de fluorescenti

AFM - microscopie atomica de forta

FT-IR — Spectroscopie in infrarosu cu transformati Fourier
rflow - productivitatea

Rac-1 — 2-octanol

Rac-2 — 1-feniletanol

E — coeficient de enantioselectivitate

THF — tetrahidrofuran

t-BuOH - tert-butanol
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