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Problema abordata

Esterii zaharurilogi derivailor acestora sunt tot mai mult utilizaza biosurfactaim
n industria alimentar farmaceutig si cosmeti@. De asemenea, anuirgsteri aromatici ai
zaharurilor au demonstrat activitate bioldggeeea ce a devenit un subiect foarte interesant
pentru diferite procese biologice. Tgitupotenialul acestor compl nu a fost pe deplin
explorat deoarece utilizarea esterilor naturali agizilor aromatici cu poliolii este
restrigionat de disponibilitatea lor redas drept consecit a dificultitii de izolare a
acestora din plantg complexittii sintezei lor casi a formarii produsilor secundari.

Sinteza esterilor de zaharuri poate fi reafiZatprincipal pe cale chimicsi pe cale
enzimati@. Sinteza chimig tradikionak a esterilor de zaharuri presupune utilizarea unor
procese care au loc la temperaturpresiuni ridicate, care utilizeazatalizatori chimici
corozivi, solvemi organici toxici care nu pot fi indégati complet rezultand necesitatea
unor etape suplimentare de purificareare au ca rezultat amestecuri complexe de grodu
si cantitati mari de deeuri. Biocataliza a devenit o metotbt mai utik pentru producerea
unor compsi cu valoare ridicdt Principalele avantaje ale metodelor enzimatice in
comparge cu sinteza chimicinclud transforrri regio-, chemo-si stereoselective, in
condtii blande de regte, utilizarea de catalizatokii solverti netoxici si consum de
energie redus.

S-a aifitat @& lipazele sunt biocatalizatori foarte utii importarti pentru chimia
organié de sintez, in sisteme neapoase. Paiginl sintetic al lipazelor este foarte vast
deoarece acestea, in compiarau majoritatea enzimelor, pat accepte o gainlargi de
substraturi, sunt stabile in solyearganici neapg si pot fi aplicate in reag de hidroliz
sau in sinteza esterilor, prin alegerea unui soladecvat. In plus, lipazele pot transforma
o serie larg de substraturi diferite de trigliceride, cum areSteri alifatici, aliciclici,
biciclici si aromatici chiarsi cu esteri pe bd@zde amestecuri de comgorganometalici.
Utilizarea eficiend a diferitelor lipaze pentru sinteza esterilor &ldi de zaharurgi a
derivailor acestora este descriextensiv in literatd. Oricum, costul produsului final
sintetizat pe cale enzimaiiceste mai ridicat comparativ cu metodele care ze@n
catalizatori chimici olginuiti.

O alternatid o reprezint imobilizarea enzimelor in scopul sterii stabilititii
operaionale, reutiliarii biocatalizatorului pe termen lung, ceea ce fa@e procesul
biocatalitic 4 devini eficient din punct de vedere economiccompetitiv cu procesele
convenionale. Imobilizarea prin metoda de entrapare frgebs-a dovedit a fi o tehric
ideah pentru o varietate laig de biomolecule. Principalul avantaj al utiliz
silicagelurilor pentru imobilizarea enzimelor canst faptul @ pot fi usor adaptate la o
mare varietate de texturi poroasggehe, fungiuni de suprafg@ si condkii de reatgie. Mai
mult, pH-ul, timpul de gelifiere sau hidrofobicika matricei pot fi particularizate pentru o
anumit enzini sau aplicge.

Randamentul de oinere a esterilor de zaharuri depinde mult de tqmibenzing si
de condjile de reade, ceea ce face ca optimizarea parametrilor, Teciap a
biocatalizatoruluki solventului, & fie eseiala pentru eficiega procesului. De asemenea,
solubilitatea redusa zaharurilor in solvem organici nepolari, in care lipazelg mertin
activitatea cataliti¢, face dificik sinteza esterilor de dii oligozaharide. O alternatv
atractiva Tn acest sens o reprezintnetodele chemo-enzimatice, care impletape de
protejare a grupilor hidroxil secundare cu grdp hidrofobe, ceea ce duce la gerea
solubilitatit zaharurilor, urmate de esterificarea enzintacgrugrilor hidroxil primare,
iar apoi deprotejarea prin hidraliin mediu acid.



Obiectivele tezeisi structura

Obiectiveletezei de doctorat au fost:

Selecia biocatalizatorului pentru sinteza esterilor aatigi ai zaharurilosi
derivgilor de zaharuri

Imobilizarea lipazelor prin metoda de entraparsdirgel

Testarea preparatelor imobilizate in téate esterificargi transesterificare
Sinteza enzimatica esterilor aromatici ai zaharurilor

Sinteza enzimatica esterilor aromatici ai deriieor de zaharuri (alditoli,
alchilglucozide, acetali de zaharuri)

Optimizarea parametrilor de re; studii cinetice

Caracterizarea intermediarilai prodwilor finali prin spectrometrie de
masi, spectroscopie de infranw si spectroscopie de rezortarmagnetid
nuclea#

Teza de doctorat este structérit patru @rti:

Studiu de literatura, in care este detaliat stadiul actual al cygteva in
domeniul modifié@rii chimice si enzimatice a carbohidiibor si derivailor
acestora, importaa temei, nguni generale despre chimia carbohidoa si
derivailor acestora, apligale lipazelor in chimia carbohidfiéor precumsi
aplicaiile industriale ale surfactaitor pe baz de zaharuri.

Contributii originale, in care sunt prezentate rezultatelgimlie pe
parcursul cercétilor experimentale cuprinzand sefiecbiocatalizatorului,
imobilizarea lipazelor prin entrapare n sol-ggl testarea preparatelor
imobilizate Tn reai de acilare, sinteza enzimatia esterilor aromatici ai
alditolilor, derivailor alchilati si acetalilor de zaharursi caracterizarea
intermediarilorsi produilor finali de reagie prin metodele fizico-chimice
specifice substaalor organice.

Partea experimentah, in care sunt descrise procedurile experimentale
utilizate in reatiile de acilaresi derivatizare ale zaharurilor studiate, la
imobilizarea lipazelor prin entrapare in sol-gekequm si metodele de
analiz folosite.

Concluzii finale rezultate in urma studiilor experimentale in comitate
cu obiectivele stabilite.



1. Date de literatura

Esterii de oligo-si polizaharide (esteri de polizaharide cu gmipalchil sau
alchil-aril) formeaZ o clag de polimeri cu propriéti excepionale. Acatia funaioneaz
ca surfactam polimerici pistrand majoritatea proprigtlor materialelor polimerice ifiale
si anume proprietatea de a forma emulsii, gelumdi, combinat cu solubilitatea paala
in ap sau permeabilitatea. Proptige lor fungionale pot fi modificate prin ajustarea
raportului dintre partea hidrofil (carbohidratul polimeric sau oligomerig) partea
hidrofoka (cantitateasi lungimea catenei restului alchil). Datariproprietitilor unice,
esterii amfifilici de oligo=i polizaharide pot avea apligiamultiple:

» ca surfactag neionici, atat in industria alimengacatsi in alte industrii.

» casi componente structurale in produsele alimentarerita influenei lor

asupra texturii alimentelar caracteristicilor bioactivei de aromatizare.

> pentru crgterea solubilitii medicamentelor insolubile sau greu solubiea
purtatori biocompatibili pentru preparate de protegnpeptide.

» pentru transportuki eliberarea controlat a agrochimicalelor (fungicidei
insecticide), deoarece datdritcaracterului lipofil Tmbuftitesc aderaga
acestora pe supraéahidrofold a frunzelor planteji scad lavabilitatea.

Modificarea regioselectiiv a carbohidrglor s-a dovedit a fi o mare provocare
datoriti prezemei multiplelor grugri hidroxil din unititile de zalir. Sinteza esterilor de
zaharuri poate fi realizafn principal pe cale chimigi pe cale enzimatic

In prezent, aceste materiale seimlin principal prin metode chimice utilizand
solveni toxici si catalizatori organicki anorganici care lasurme reziduale in produsul
final. Mai mult, metodele sintetice chimice nu ssatectivesi au ca rezultat amestecuri de
prodwi de compozie variabili, structurisi proprietiti necontrolabile. Tnh cele mai multe
cazuri, metodele chimice convtemale necesit etape dificilesi costisitoare de purificare
pentru eliminarea prodilor secundarisi reziduurilor toxicesi de asemenea produc
cantiiti mari de deeuri si saruri de la etapele de neutralizage spilare. Datorid
condiiilor drastice de rea®e necesare (temperaiycatalizator bazic), degradarea tzdi
a catenei polimerice nu poate fi evitat

Procesele enzimatice ofery metod alternativ atractia pentru sinteza esterilor de
zaharuri. In compat& cu sinteza chimicclasici, sinteza enzimaticprezint avantajele
sintezei intr-o singdreta, fara a recurge la etape suplimentare de pragcdeprotege
a poliolilor si condiiile de reage moderate. Procesele selective catalizate denengot fi
realizate in condi blande de temperatiirsi presiune, evitand astfel degradarea
polimerului. Utilizarea enzimelor pentru modificarepolizaharidelor are avantajul
specificiitii si regioselectiviitii de reage ridicat, care va genera progiicu structudi si
fungionalitate controlat Deoarece formarea I&grii esterice este favorizat
termodinamic intr-un mediu cu camut sGzut de ap, metodele enzimatice alternative
trebuie & implice solvefi organici ca mediu de rege. Diversitateasi complexitatea
moleculelor organice Tn naturrefleck puterea remarcahil a catalizei enzimatice.
Accelerarea fenomeriah vitezei de rea®, impreu#i cu selectivitatea unicsi condiiile
blande de reae oferite de enzime, face ca acestefiesfoarte atractive cg catalizatori
pentru sintezele organice. in plus, tehnicile dedpgie Tmburititite reduc preul
enzimelorsi astfel crgte disponibilitatea lor la scadargi. Multe aplicaii practice ale
enzimelor au fost dezvoltate nu numai pentru careatacademicdarsi pentru fabricarea
la scafl larga a produselor farmaceuticg produselor chimice. Chiar dagroprietitile
enzimelor sunt bine documentate, pagedal acestora este departe de a fi complet explora
Un motiv pentru utilizarea limitdta enzimelor este opinia g a multor chimgti
organicieni @ dezvoltarea unei noi regicbiocatalitice necesit dezvoltarea laborioasa



unei noi enzime specifice, caré satalizeze doar reaa dati. S-a descoperitaicmulte
enzime catalizeazo multitudine de reait, care pot fi foarte diferite de re@ga cu care
enzimele respective sunt asociate n ratitai mult, progrese recente aictit posibik
chiar prezicerea specifigiti unei enzime pe baza structurii tiare, permiand astfel
utilizarea r@onaki a acesteia.

Printre enzimele utilizate Tn sinteza orgdnitpazele s-au dovedit a fi cele mai
versatile. Deoarece aceste enzime sunt conceputds pentru a opera la integgulei-
ap, ele sunt, in general, compatibile cu sotiesrganici. Este bine cunoscut faptu, ¢
desi lipazele, esterazelg unele proteaze catalizeain mod normal rea@ de hidroliz a
esterilor, Tn anumite congli pot catalizasi reagiile inverse hidrolizei. Marele avantaj al
lipazelor faa de celelalte dauclase de enzime 1l reprezind combinge ntre domeniul
larg de substraturi pe care acestea le agcepygio- si enantioselectivitatea ridicat
stabilitatea Tn solvanorganicisi specificitatea de substrat rididatEnzimele repreziat
cele mai promitoare biomolecule cu potgale aplicaii la sca# larga Tn sinteza organic
chimica, dar preul ridicat al biocatalizatorului stabilitatea opetgonak nesatisicatoare
limiteaza aplicgiile industriale la compg cu valoare ridicadt, cum sunt intermediarii
farmaceutici sau prodii chirali.

Imobilizarea s-a dovedit a fi una dintre cele mand tehnici pentru ménerea
activitatii biologice Tn condii potenial adverse, pentru o pericadde timp mai
indelungai. Principalul avantaj al imobilizii este facilitarea izakii biocatalizatorului din
mediul de reage si reutilizarea acestuia Th mai multe cicluri deaieg in scopul crgerii
productivititii sale. Diferite metode de imobilizare au fost ddrate de-a lungul timpului
dar o serie de ceti@ trebuie indeplinite pentru a putea selecta metpdara pentru o
aplicaie specifié:

- imobilizarea nu trebuieismplice resturile de aminoacizi din centrul catalal

enzimei

- condiiile de imobilizare nu trebuieisnhibe enzima

- pierderea enzimei din suport in timpul gpertrebuie & fie minima

- procedura de imobilizare trebui@ fe ieftina si reproductibi&

Imobilizarea prin metoda de entrapare in sol-geldovedit a fi o tehnicideak
pentru o varietate laigde biomolecule. Entraparea in sol-gel este o mieledmobilizare
care implia@ entraparea enzimei intr-o matrice potodg polimer care permite difuzia
substraturilorsi prodwilor. Procesele sol-gel sunt bine studiate in chimmaterialelor.
Principalul avantaj al utilirii silicagelurilor pentru imobilizarea enzimeloomst in
faptul G pot fi usor adaptate la o mare varietate de texturi poroagele, fungiuni de
suprafaa si condiii de reagie. Mai mult, pH-ul, timpul de gelifiere sau hidatficitatea
matricei pot fi particularizate pentru o anuimenzima sau aplicge.

2. Contribu tii originale

Teza de doctorat este consatraintezei enzimatice a esterilor aromatici ai
zahatrurilor si derivailor de zaharuri, iTn mediu de solvent organic, izdhd casi
biocatalizatori lipaze nativg imobilizate prin entrapare in sol- gglpreparate comerciale.
Rezultatele sunt prezentate discutate in cele 4 subcapitole cuprinse in parde
contribuii originale.



2.1. Selegia biocatalizatorului

Pentru a evalua activitatea catafitec lipazelor in reatle zaharidelori derivailor
acestora, a fost studiadegarea compilor aromatici printr-o legtura esteri@ de molecula
unui carbohidrat. Gama largde substraturi, regioselectivitatga enantioselectivitatea
mare precumsi proprietiile bune de imobilizare fac ca lipazekefse cel mai des folosite
pentru formarea de |&giri esterice. Datorit acestor propriéti, lipazele (triacilglicerol
acil hidrolazele) au o importgnhindustriai deosebit. Utilizarea lipazelor in medii de
reagie neapoase propune o metodologie excglg@eintru prepararea unor congpeu
valoare mare prin reg@icde hidrolizz enzimati@, transesterificare sau reade aminoliz.

Deoarece lipaze diferite pot avea specificitate sdbstrat diferit si eficiena
catalitica diferita, pentru a determina care este cel mai eficientlizator pentru
modificarea zaharurilor au fost evaluate lipazeiveatlin diferite surse, pe mai multe
substraturi, Tn reait de transesterificarg esterificare. Specificitatea lipazelor atéfifde
zaharuri catsi fata de compusul aromatic a fost testgirin Tnlocuirea treptata unor
substraturi model cu substraturile de interes. M#i a fost determinatactivitatea de
transesterificare a lipazelor native in ngaale acilare a 1-octanolului cu laurat de vinil,
apoi a fost determinatactivitatea catalitit a acestora prin Tnlocuirea esterului alifatic cu
compyi aromatici. Alcoolul primar a fost apoi Tinlocuitucdiferiti carbohidra,
determindndu-se activitatea -catalitica lipazelor native Tn re@aa de acilare a
carbohidralor cu lauratul de vinil, respectiv cu comgiitaromatici.

Rezultatele au arat & dintre cele zece lipaze native testate doar lipgz@venind
din Candida antarctica, Thermomyces lanugingsuRseudomonas fluorescens,
Pseudomonas cepacsa lipaza din pancreas de porc au fost catalitiGvacin reaga de
transesterificare studigt in timp celipazele din Candida rugosa Aspergillus niger
Rhizopus oryzag germeni de grau nu au prezentat activitate ¢etalkici dup 24 ore de
reagie. Dintre substraturile aromatice testate, indadile de reage studiate, doar 3-(4-
hidroxifenil) propionatul de metii acidul 3-(4-hidroxifenil) propionic au dus la foarea
esterilor corespurtori. S-a demonstratidn reagiile de transesterificare a 1-octanolului
cu compuyii aromatici doar lipazele di€andida antarcticaB, Thermomyces lanuginosus
si Pseudomonas fluorescepsgezint activitate catalitis. Cea mai eficieft lipaza a fost
cea dinCandida antarctica Burmat de lipaza dinThermomyces lanuginossisapoi cea
din Pseudomonas fluorescens

Se poate concluzionai cspecificitatea lipazelor testate este ageatat pentru
esterul alifatic cagi pentru esterul aromatic, dar valorile actiilbr specifice sunt mult
mai mari in reata cu esterul alifatic decéat in re@ccu esterul aromatic, chiar didn cea
de-a doua reaie cantitatea de enzirutilizata a fost de 10 ori mai marg timpul de
reagie mai indelungat. Acest lucru poate fi datorabruprobleme de Tmpiedicare steric
la centrul activ al enzimei din cauza nucleuluinaatic, voluminossi rigid, care probabil
interagioneaz mai greu cu centrul activ al lipazei.

Specificitatea lipazelor native pentru carbohideafost determinatin readi de
transesterificare, prin inlocuirea alcoolului primatilizat anterior (1-octanol), cu
carbohidra@ avand lungimea catengi secvema de monozaharide difefitiar apoi esterul
alifatic a fost Tnlocuit cu 3-(4-hidroxifenil) pragatul de metil. Ca biocatalizatori s-au
utilizat lipazele native dinCandida antarctica B, Thermomyces lanuginosusi
Pseudomonas fluorescemsre au demonstrat cea mai mare efidiém readile de acilare
studiate anterior. Amestecurile de reéacau fost analizate prin spectrometrie de dnas
utilizand tehnica MALDI-TOFsi respectiv metoda UPLC MS 1in cazul rgiémr cu
compususl cu componeénaromatid@ . Analizele de masau a#tat formarea monoesterilor,



pentru toate zaharurile testate. In cazul inulgn@naltodextrinei, au fost detegtarodusi
la grade de polimerizare intresis.

Cea mai mare activitate s-a inregistrat in cazDlglucozei, urmat de dizaharide,
lar cel mai pgin reactive au fost oligozaharidele. Acest lucrudsgoreaz faptului &
glucoza, fiind o molecdl mai mic, ajunge mai $or la centrul activ al enzimei. Lipazele
din Pseudomonas fluorescegisThermomyces lanuginosas avut activitate cataliticin
reaciile cu toate zaharurile studiate. Pe ansamblueagiile de transesterificare studiate,
cele mai bune rezultate s-auiolt cu lipaza dinfThermomyces lanuginosus

In cazul tuturor reatlor catalizate de lipaza di€andida antarctica B s-au
observat in spectrele de mgscuri pseudomoleculare eu/z= 387si respectiv 329 care
pot corespunde unor esteri fognau sorbitolul sau manitolul. Deoarece este cuabsc
faptul & aceti alditoli sunt folosii ca aditivi Tn soltiile enzimatice, solga de lipaz
Candida antarcticaB folosita n readii a fost supus unei analize prin cromatografie cu
schimb de anioni (HPAEC/PAD), metogrin care au fost identificate ca#ititmari de
sorbitol respectiv manitol. Astfel agecompui care sunt mai reactivi decat zaharurile,
datoriti structurii liniare in compat@ cu structura ciclic a zaharurilor, au regonat cu
lauratul de vinilsi cu esterul cu componeénaromati@, formandu-se esterii coresputari.
Astfel se explig lipsa activititii catalitice a lipazei dirf€andida antarcticaB Tn readile de
transesterificare a zaharurilor studiate.

Estimarile cantitative au a@tat conversii foarte mici pentru regale cu esterul cu

componerit aromatid@, desi au fost studiate diferite condide readie (diferite medii de
reagie, diferite concenttd de zahar, diferite concentia de biocatalizator, diferite
rapoarte molare). Aceste rezultate conduc la ideegerii solubilitatii substratului in
mediul de reage, cratere ce poate fi realizaprin introducerea de grap hidrofobesi
usor de indeprtat ulterior, compatibilizand astfel substratul medii de reage mai
hidrofobe, mediile de rede polare fiind toxice pentru enzimDe asemenea, lipaza din
Candida antarcticaB pare a fi foarte activfata de alditoli, astfel & studiul olinerii unor
esteri aromatici ai alditolilor prin catafizu lipaze repreziéto oportunitate pentru o ckas
noua de compei.

2.2. Imobilizarea lipazelor prin metoda de entrapare insol — gelsi testarea
preparatelor imobilizate ca biocatalizatori pentru reactii de acilare

Datoritd faptului @ studii anterioare au #at c lipazele imobilizate Tn matrici de
silice reprezint biocatalizatori eficiep pentru reagile de esterificargi transesterificare,
in acest studiu au fost evaluate lipazele dimermomyces lanuginosus, Pseudomonas
fluorescensi Candida antarcticaB, imobilizate prin metoda de entrapare in sol-gel.

A fost de asemenea tegtafficierta structurii lichidelor ionice utilizate ca aditige
imobilizare. Au fost investigate lichide ionice atation de imidazoliu cu diferite
hidrofobicitati si anioni organicisi anorganici. Imobilizarea lipazelor Th matrici syl
formate cu amestecuri de trei silani precursoPEG ca aditiv de imobilizare a avut ca
rezultat biocatalizatori cu eficigh catalitica ridicat, in special la un raport molar mai
ridicat de feniltrimetoxisilan. De asemenea utilea lichidelor ionice ca aditivi de
imobilizare a dus la valori mari ale actitit, in special in cazul preparatului tolut cu
octiltrimetoxisilan. Eficiea cataliti@ a preparatelor imobilizate gbute cu diferii silani
precursori a fost investigafin rea¢ia de acilare a 1-octanolului, utilizand ca ageet d
acilare atat un ester fenolic (HPPME), care nu esteubstrat natural pentru ligazatsi
un ester alifatic reactiv (laurat de vinil). Aceegeaaie a fost efectuatsi cu lipaza natig,
pentru a permite calculul eficign de imobilizare exprimatprin activitatea specific



relativa, care reprezidt raportul dintre activitatea spec#ica enzimei imobilizatesi
activitatea specifica enzimei native. Toate preparateleimmiite prin metoda de entrapare
in sol-gel au prezentat activitate cataditio reagiile de transesterificare cu laurat de vinil
ca donor acil, dar majoritatea dintre ele nu awgmeat activitate cataliticin readiile cu
HPPME. Chiari in cazul preparatelor imobilizate care au demansictivitate catalitic
pentru ambele substraturi, valorile actilbr specifice au fost mult mai mari in regccu
esterul alifatic. Specificitatea &uta fata de esterul fenolic cgi substrat poate fi datoeat
unor impiedidri sterice ale compusului fenolic cu struétuaromati@, voluminoag si
rigida, care duc la limitarea accesului la centrul aatignzimei.

Preparatele imobilizate ghute cu difeni silani precursori au demonstrat o
influenta considerab#l a structurii gruprii nehidrolizabile asupra efici¢ggi catalitice a
acestora. In re@a de acilare a 1-octanolului cu lauratul de vininele preparate
imobilizate au demonstrat actisit specifice mai mari in compgra cu enzima nativ
(combinaia de trei silanisi combinaiile tetrametoxisilanului cu octiltrimetoxisilan,
propiltrimetoxisilan, feniltrimetoxisilan, viniltmetoxisilan si dimetildimetoxisilan), in
timp ce altele au prezentat activitate mai an{combinaiile tetrametoxisilanului cu
metiltrimetoxisilan, 3-aminopropiltrimetoxisilan,  etil-metil-trimetoxisilan i
izobutiltrimetoxisilan). Inactivarea pgala a enzimei in timpul procesului de imobilizare
nu este un fenomen neehilit deoarece congiie de imobilizare pot genera modific ale
conformaiei situsului activ sau chiar denaturarea strucemzimei. In cazul imobilirii
prin entrapare in sol-gel cu implicarea metoxigilan ca si precursor, cand rezilt
metanol ca produs secundar in tgade policondensare, poateigga un efect de inhibare.
Prezema grugirii octil nehidrolizabile Tn matricea de sol-gegre induce o hidrofobicitate
crescul a matricei, a dus la cele mai ridicate valori adgivititi. Cea mai mare eficiea
catalitici a fost demonstratde preparatul gmut cu OcTMOS: TMOS (1:1)afa aditiv de
imobilizare. Tn reatiile cu esterul fenolic ca donor acil, doar prepelmimobilizate avand
grupari octil in compoziie au avut activitate catalitic Cea mai mare activitate relativ
comparativ cu lipaza nativa avut-o preparatul imobilizat pbut fara aditiv, care a
prezentat o activitate relativde 33%. Este binecunosguactivarea lipazelor in medii
hidrofobe, decki grupirile hidrofobe apamand matricei sol-gel ar puteatiana in acest
sens. O posihil explicgie pentru abseaa activi&tii majoritatii preparatelor imobilizate ar
putea fi o restrige insemnadi a accesului inelului aromatic voluminos in maice sol-
gelsi prin urmare imposibilitatea difuziei la centrute al enzimei.

Lipaza dinCandida antarcticaB a fost imobilizat prin metoda de entrapare n sol-
gel folosind aceeareteti, iar ca silani precursori un amestec binar detegtoxisilansi
un alchiltrimetoxisilan.

Preparatul pe bézde octiltrimetoxisilan a fost cel mai eficientmat de cele cu
izobutiltrimetoxisilansi aminopropiltrimetoxisilan. Se obsearun efect de activare in cazul
preparatului cu grupare octil nehidrolizabiin sensul & preparatul imobilizat respectiv a
avut activitate specificde trei ori mai mare decat enzima nativEste evident faptulac
eficiena imobilizirii este influegata Tn mare misui si de natura enzimei, nu numai de
natura silanilor si reteta de imobilizare aleas Folosindu-se aceja precursori
(tetrametoxisilansi octiltrimetoxisilan) si aceleai condkii de imobilizare, preparatul
obtinut cu lipaz din Candida antarcticaB a avut o activitate specifiale 6 ori mai mare
decét cel dinThermomyces lanuginosus condiiile in care activitile celor dod enzime
native au fost aproximativ egale.s#@dar, pentru dinerea esterilor aromatici, trebuie
utilizata lipaza dinCandida antarcticaB.



2.3. Sinteza enzimatié@ a esterilor aromatici ai alditolilor

Au fost investigate ddu lipaze, din Thermomyces lanuginosys din Candida
antarcticaB, sub fornd nativi, de preparate comerciale imobilizate (Lipozyme WL si
Novozyme 435) si de preparate imobilizate prin metoda de entmpar sol-gel: TL
(OcTMOS:TMOS = 1:1,#ra aditiv), C1 (OcTMOS:TMOS = 1:1), C2 (iBuTMOS:TMOS
=1:1)si C3 (3-NH,PrTMOS:TMOS = 1:1), in reséide de acilare ale unor alditoli cu cinci,
respectivsase grupri hidroxil avand orientare stetidiferita (xilitol, arabitol, sorbitolsi
manitol) cu un ester fenolic, 3-(4-hidroxifenil) gmionatul de metil (HPPME), intr-un
sistem binar de solvent, 10% dimetilsulfoxid®0% ters-butanol. Donorul de acil aromatic
a fost cel selectat anterior pentru acilarea zaharunederivatizate. Amestecul de solyien
a fost ales pentru a asigura atat o solubilitatécaks a alditolilor catsi o activitate
rezonabii a lipazei. Intr-o prima etaf, a fost determinatactivitatea catalitic a lipazelor
investigate in reaa de transesterificare a 1-octanolului cu HPPMEeirbutanol, iar pe
baza activitii totale calculat Tn aceagtreagie s-a determinat cantitatea de biocatalizator
utilizata pentru reaga de acilare a alditolilor.

Se poate observa ¢n cazul acestor substraturi lipaZandida antarcticeB a fost
mult mai activ decat cea difhermomyces lanuginosusadiferent dag a fost utilizad n
forma nativa sau imobilizat. Desi specificitatea lipazelor studiatetdade esterul fenolic
este destul de reduysprin prelungirea timpului de rege s-au putut aofine conversii de
peste 50% in cazul lipazei didandida antarcticaB. In cazul lipazei dirfThermomyces
lanuginosuspreparatul imobilizat prin entrapare n sol-gel ttoénd o grupare hidrofab
(octil) nehidrolizabii Tn matricea de silice a demonstrat o efigierataliticai mai ridicat
decat preparatul imobilizat comercial decéat lipaza natiz Acest lucru atesteficiena
metodei de imobilizare prin entrapare in sol-gghakzele degn un “capac” hidrofob care
obstrugioneaz transportul substratului la centrul activ al eneingi care poate fi
indegirtat in mod favorabil in timpul procesului de imiatare. Preparatul comercial din
Candida antarcticaB (Novozyme 435), imobilizat pe suport acrilic maavops, a dus la
cele mai ridicate conversii dap72 h de reatee, demonstrand performgn catalitice
excelente. Dintre preparatele didandida antarcticaB imobilizate prin entrapare in sol-
gel, cea cu grupare nehidrolizabiizo-butil s-a dovedit a fi cea aclivin comparge cu
ceilaki silani precursorgi a avut o activitate comparafbitu cea a preparatului imobilizat
comercial (Novozyme 435). sadar, in compatee cu substratul de 1-octanol, a fost
inregistrai o diferena semnificativi, in sensul € cresterea hidrofobicittii matricei de sol-
gel datori prezemei unor grugri alchil cu lungime de cat@anmai mare de 4 atomi de
carbon a avut ca efect reducerea semnifigatiactivittii. Acest lucru confirmi faptul @G
optimizarea naturisi raportului silanilor precusori din care setiok sol-gelul trebuie
realizati pentru fiecare caz in parte, iar printr-o sgéecorespunzoare se pot aime
preparate ce performgncatalitice excelente.

in spectrele de mas(MALDI TOF) s-au observat valorilen/z = 323,3 care
corespund maselor moleculare ale aific cu sodiu ai monoesterilor xilitoluluki
arabitolului, valorilem/z= 353,3 care corespund maselor moleculare aletiémiucu sodiu
ai manitoluluisi sorbitolului, in timp ce valorm/z= 471si 501 corespurioare maselor
moleculare ale adtitor cu sodiu ai diesterilor alditolilor nu au fodétectate.

A fost de asemenea investigat efectul diflern parametri de reae asupra
eficienei sintezei esterilor aromatici ai alditolilor igé&nd acidul 3-(4-hidroxifenil)-
propionic ca donor de agii lipaza Novozyme 435 ca biocatalizator. Au fost determinate
conversiile, vitezele imiale de reage si distribuia mono-si diesterilor olinuti. Selegia
preparatului comercial Novozyme 435 pentru ageesagie s-a ficut pe baza studiului
anterior in care aceasenzimi a demonstrat cea mai mare efi¢gienatalitici, darsi pe



experimente anterioare realizate in grupul nosteug au dus la concluzia @ceast
enzima este cea mai potrivitpentru reag de esterificare diregt

Sinteza enzimatica esterilor aromatici a patru alditoli (xilitolyaditol, manitolsi
sorbitol) a fost realizatin mediu deers-butanol pusi in amestecuri binare ders-butanol
si dimetilsulfoxid. Deoarece studiile preliminare asfitat ¢ esterificarea diregta avut loc
cu conversii mai mari decéat transesterificareacklai timp de reage (72 de ore), aceasta
a fost studit mai detaliat. A fost investigatinfluena unor parametri de rege precum
timpul de reagie, temperatura, raportul molar, cantitatea deehzi cantitatea de site
moleculare asupra conversgedistribuiei produilor de reage.

Evolugia reatiei de esterificare a fost monitorizatu ajutorul cromatografiei de
lichide, iar identificareasi caracterizarea prodior de rea@e s-au realizat utilizand
spectrometria de magmetoda MALDI TOF), spectroscopia de infrguigi spectroscopia
de rezonagd magnetié nuclea.

Influerya mediului de regte

Rezultatele au arat & pentru tei alditolii studigi, cele mai mari conversii totale
au fost olginute Tnters-butanol pur, iar odatcu crgterea procentului de dimetilsulfoxid n
mediul de reage conversiile au $zut. Activitatea enzimei a fost aproape total irltida
un coninut de dimetilsulfoxid de 20%. Acest comportampodate fi datorat intergicinilor
dintre a@ si dimetilsulfoxid, peste o anunditconcentrge a apei.Cele mai ridicate
conversii totale dup 72 ore de reae au fost cuprinse intre 92% pentru xilitdl64%
pentru manitol. In acelgacondiii de reagie, pentitolii au fost esterifigacu conversii mai
ridicate decat hexitolii. Utilizand exces de HPPs&Jectivitatea a fost obseridiata de
esterificarea grugilor hidroxil primare, cu formarea monai diesterilor Tn cantiti
comparabile. Doar cu manitol gasubstrat, produsul format cme un procent mai mare
de diester (cel pin 70% ). Formarea triesterilor a fost detectain analiza MALDI TOF
MS dar nu a putut fi cuantificain cromatograma HPLC a praglor de reage. Analizele
RMN au a#tat ci monoesteriisi diesterii alditolilor au fost substitidoar la gruprile
hidroxil primare. Monosubstitia grugrilor hidroxil primare ale sorbitolului arabitolului
poate da doi diastereoizomeri, dar investagatereochimi& a monoesterilor formanu a
fost efectuat in acest studiu.

Influerya temperaturii

Pentru optimizarea conversiilor a fost investigaifluenta temperaturii de rege
asupra esterifigii directe a alditolilor cu HPPA, intre 40°§ 70°C, in ters-butanol.
Reagiile au fost monitorizate in timp, péta 72 ore. la crgerea temperaturii de regese
obtin conversii mai ridicate datodfitsciderii energiei de activare, gterii solubilitatii
alditolului in terg-butanol, reducerii vasco#iti si reducerii limirii transferului de mas
in acest studiu, temperatura opiirpentru sinteza enzimalica esterilor aromatici ai
alditolilor a fost de 60°C. La 70°C conversia @z, probabil datorit unei inactivri
termice paiale a enzimei. Indiferent de temperatura de treat de natura alditolilor,
randamentele de esterificare au crescut in timpefinada de incubare studidpara la 72
ore), dar la 70°C la un timp de rgiacprelungit (de la 48 la 72 ore) se obdedoar o
crestere mi@ a conversiilor. Conversiile cele mai ridicateginbte pentru pentitoli (98%
pentru arabitoki 94% pentru xilitol), in condiile optime de reate, pot fi explicate prin
difuzia facik a moleculelor mici de substrat la centrul caw@kictiv al enzimei. Chiar dac
timpul de reage necesar pentru atingerea conversiei maxime anf@ mare, aceste
rezultate sunt comparabile cu valorile raportatatie esterificarea alditolilor cu acizii
grasi alifatici.



Influerya raportului molar alditol/acid 3-(4-hidroxifenilpropionic

In acest studiu a fost utilizat atat exces de HRBSi de alditol, Tn condiile de
reagie optime determinate anterior, la 60°C tgr-butanol. Concentta reactantului
limitativ a fost setdt la 50 mM si aceea cantitate de enziin s-a folosit in toate
investigaiile si anume 0,5 g/mol reactant limitativ. Randamentale fost raportate la
reactantul limitativ, la acid in cazul excesului lavode alditolsi la alditol in cazul
excesului molar de acid. Pentruitalditolii studiai, cele mai ridicate conversii totale au
fost olginute la un exces molar de HPPA de trei ori.s@mea excesului de HPPA de la
doua la trei ori a dus la Tmbukitirea conversiei totaleafa formarea triesterului. Atat
excesul molar de acid céit de alditol (paa la trei ori) a fost benefic pentru conversia
totaki, aceasta fiind mai mare decéat in cazul raportaliar de 1:1. La utilizarea excesului
de HPPA, produsul principal de rei@cformat a fost diesterul, in timp ce utilizarea
excesului de alditol a dus la randamente ridicatendnoestegi conversii totale mai mici.
Conversia la monoester a fost matipuwependeratde raportul molar al react@or decat
conversia la diester, care a fost maidrde 10% in cazul excesului de aldigomai mare
de 60% la utilizarea unui exces de acid. Egralin timp a formrii mono- si diesterului a
fost investigat Tn studiul cinetic.

Influerya raportului enzini/substrat

Concentrda de enzim a fost raportatla reactantul limitativ (in acest studiu fiind
alditolul) si a fost exprimat ca g/mol alditol. Tn cazul pentitolilor (arabitei xilitol),
conversia a crescut cu gterea indrcarii cu enzind, para la 1 g/mol alditol, dg jumatate
din cantitatea de enzi&m(0,5 g/mol) a fost suficieatpentru atingerea unei conversii de
90% 1n intervalul de timp studiat. Prer@munei cantitti mai mari de enzi furnizeaz
mai multe situsuri active pentru formarea complekidcil-enzind, ceea ce duce la
conversii mai ridicate. Pentru sinteza esterilokitedilor (manitol si sorbitol), a fost
observal o sédere foarte mit a conversiei prin cggerea cantiitii de enzina peste 0,5
g/mol alditol. Du cum s-a megionat anterior, moleculele de pentitoli pot difunai usor
la centrul activ al enzimei decat hexitoligi echilibrul reagiei este atins mai repede.
Cresterea concentteei de enzini peste o anuniitvaloare a avut ca rezultat conversii mai
mici, probabil dator# limitarii transferului de mas

Influerya cantitifii de site moleculare

in cazul reagilor fara adaos de site moleculare au fost nregistrate ro@iemici
randamente, fiind cunoscut faptdl ieagia de esterificare este favorizaermodinamic de
un coninut redus de ap Cresterea cantittii de site moleculare p&na 0,04 g a avut ca
rezultat crgterea randamentelor de r@aciar la cantiiti mai mari de 0,04 g randamentele
au sazut. In general, sitlerea conversiei prin adgarea unei candifi de site moleculare
peste o anuniit limita se poate datora unei elimirh excesive a apei, fiind astfel
indepgirtata si 0 parte din apa necedgrentru metinerea conformgei active a enzimei.

Studii cinetice

A fost studial evoluia in timp a sintezei monat diesterilor de alditoli cu HPPA
ca donor acil, la o concentimde alditol de 50 mM. In primele ore, viteza dadie pentru
sinteza monoesterilor a fost mult mai mare decat pentru sinteza diesterilor. Apoi,
coninutul de monoester aamas constant, de la timpul de 24 ore Fda sfasitul
monitorizirii readiei. In ceea ce prigde concentrga de diester, cigerea lent din
primele 8 ore a fost urntatle imbudtatiri semnificative Tn intervalul de timp 8 — 24 ore
de reage si 0 crestere aproape linidrpari la 72 ore. Studiile cinetice au fost efectuate
pentru acilarea xilitolului, arabitolului, manitdli si sorbitolului cu acidul 3-(4-



hidroxifenil) propionic in mediu deers-butanol, la 50°C, la diferite concentirale alditol
(10 — 150 mM) metmand constait concentrda de biocatalizator la 1 g/mol alditol.
Valorile constantei Michaelis — MenteKy) si vitezei maxime Vmay au fost okinute pe
baza diagramelor Lineweaver — Bugk au fost utilizate pentru calculul constantelor
cineticekey si eficientei catalitice Kead Kw).

Parametri cinetici au fost analiz@entru formarea monoesterului. Vitezelegiale
de reage, calculate pentru fiecare concefiFade substrat, au permis determinarea
constanteloKy si Vmax prezentate in Tabelul 2.10alorile Ky, au crescut de la 83 la 93
indicand o yoai scadere a afinitii enzimei pentru alditoli, in ordinea: arabitok#itol >
sorbitol > manitol. Eficieta cataliti@d a enzimei a crescut in acgeardine fiind de peste
2,5 ori mai ridicat pentru arabitol decat pentru manitol.

Caracterizarea esterilor aromatici ai alditolilor

Prodyii de readie oliinuti au fost sepagafolosind cromatografia in strat sire,
cromatografia de lichide (HPLCyi caracterizé folosind spectrometria de ma@MALDI
TOF), spectroscopia FT — IR RMN. Analizele MALDI TOF MS au aitat formarea
monoesterilor, diesterilogi cantititi mici de triesteri pentru to alcoolii de zaharuri
studiai. In vederea identifirii si confirmarii structurilor esterilor aromatici ai alditolilor
s-au efectuat analizetel-RMN, 2*C-RMN si DEPT 135 pentru prodii de reagie ohinuti
Tn urma sepadrii pe coload cromatografia. Spectrele FT — IR confirinstructura esterilor
obtinuti, regisindu-se semnalele caracteristice ale alditolglurespectiv acidului cu
componerit aromati@ dar mai ales ale laturii esterice formate. Semnalele cele mai
semnificative pentru grdple funaionale ale esterilor aromatici ai alditolilor swdle ale
vibragiei de valera ale grugrilor hidroxil provenite din polioli dagi din compusul fenolic
(aproximativ 3400), grufrile metilenice, care prezihbenzi de vale intre 2800s5i 3000
cm’ si grupirile carbonil provenind din ledura esterig (1700-1730). In Figura 1 sunt
redate comparativ spectrele FT —IR pentru arabiolnoesterul aromatic al arabitolukui
diesterul aromatic al arabitolului.
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Figura 1. Spectrele FT — IR pentru a) arabitol; b) HPPAL-@rabitil-3-(4-
hidroxifenil)-propionat; d) 1,6-arabitil-di-3-(4-tifoxifenil)-propionat.



Structurileesterilor aromatici ai alditolilor confirmate syprezentate in Figura 2.
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Figura 2. Structura 1-manitil-3-(4-hidroxifenil)-propionat){ 1,6-manitil di-3-(4-
hidroxifenil)-propionat (2); 1-sorbitil-3-(4-hidrafenil)-propionatsi 6-sorbitil-3-(4-
hidroxifenil)-propionat (3); 1,6-sorbitil di-3-(4ittroxifenil)-propionat (4); 1-xilitil-3-(4-
hidroxifenil)-propionat (5); 1,5-xilitil di-3-(4-hdroxifenil)-propionat (6); 1-arabitil-3-(4-
hidroxifenil)-propionati 5-arabitil-3-(4-hidroxifenil)-propionat (7); 1,&rabitil di-3-(4-
hidroxifenil)-propionat (8).

Spectrele RMN au afat & substitgia a avut loc numai la grdgle hidroxil
primare ale alditolilor.



2.4, Sinteza enzimati@ si caracterizarea esterilor aromatici ai
alchilglucozidelor si acetalilor de zaharuri

Importana introducerii selectivai indepirtarii gruparilor protectoare in sinteza
organié@ este bine cunoscutsi alegerea unei metode corespitoare depinde de
stabilitatea grugrilor protectoare in diferitele condide reagie pentru o linie de sintéz
dati. Protejarea grujilor hidroxil cu grugri eterice este recunoséuta o alternati¥ de
mare utilitate. Printr-o astfel de abordare, au $ostetizai si caracteriza esterii aromatici
ai alchilglucozidelorsi acetalilor de zaharuri utilizand diferite liniiedsintea ce vor fi
discutate in subcapitolele uidtoare.

Sinteza esterilor aromatici ai alchilglucozidelor

Alchil glucozidele au fost supuse r¢iacde esterificare cu acidul 3-(4-hidroxifenil)
propionic in prezeg@a lipazei Novozyme 435, cu formarea esterilor atmna
corespunitori. Aceste reat au avut loc cu randamente de 63% in caznietil glucozei
si de 77% in cazup-octil glucozei dup 72 ore de reae, iar dup 5 zile de reate
conversia a fost aproape tatd01%si respectiv 93%). Solubilitatea alchilglucozideiar
mediul de reate (ters-butanol) este mai ridicatcomparativ cu cea a glucozei, datorit
gruparilor alchil hidrofobe din molecdl| astfel @ reactivitatea acestora ste considerabil.
Timpul de reagie necesar pentru atingerea conversiei maxime & rf@ indelungat
comparativ cu cel necesar in rgiée de esterificare a alditolilor, studiate in as®
lucrare, acgiia din urnmd avand o structdrliniara, mai accesibil pentru enzira decat
structura ciclid a alchilglucozidelor. Re@de au fost monitorizate prin cromatografie in
strat sulire si cromatografie de lichide (HPLC). Pragiude reagie au fost identifica cu
ajutorul spectrometriei de magMALDI TOF) si caracteriza prin spectroscopie IRi
RMN, dup purificarea prin separare pe coldasu silicagel. Spectrele RMN auatat c
reagiile au avut loc cu regioselectivitate mare, deoarsubstittia a avut loc exclusiv la
gruparea hidroxil primara alchilglucozidelor testate. Randamentele au desérminate
din analizele HPLC, pe baza dreptelor de etaloakr@rodyilor puri.

Caracterizarea esterilor aromatici ai alchilglucatglor

Spectrele de masMALDI TOF au aitat formarea monoesterilor aromatici a celor
dowa alchilglucozide. Spectroscopia in inframoa fost utilizai pentru caracterizarea
monoesterilor aromatici ai alchilglucozidelor tmluti Tn urma separérii pe coloan
gravitaionak cu silicagel. Spectrele FT — IR confikmstructura esterilor aimuti,
regisindu-se benzile caracteristice ale alchilglucazideacidului aromatic, dasi ale
legaturii esterice formate. Benzile care confirmprezema grugrilor functionale
semnificative din structura esterilor aromatica#ihilglucozidelor sunt cele ale vihiigor
de valema ale grugrilor hidroxil, provenite din molecula glucozei dgir din compusul
fenolic (3300—3400 cth), ale grugrilor metilen la aproximativ 2900 cfrsi ale grugrilor
carbonil esterice (171§ 1719 cni). in vederea identifigii si confirmarii structurilor
esterilor aromatici ai alchilglucozidelor, s-au @fet analizele'H-RMN, *C-RMN si
DEPT 135 pentru progil de reagie oltinuti in urma separii pe coloaid cromatografia.
Atribuirea semnalelor in spectrefC-RMN si 'H-RMN ale 6-O-3-(4-hidroxifenil)-
propionatului deB-octil-glucoz a fost efectuatsi pe baza experimentelor 2D-COSY
2D-HSQC (Figura 3).
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Figura 3. Spectrele 2D-HSQGI 2D-COSY pentru 6-O-3-(4-hidroxifenil)-
propionatul de8-octil-glucoz (DMSO-d6).

Sinteza si caracterizarea 6-0O-3-(4-hidroxifenil)-propionawil de 1,2-O-
izopropilidenglucofuranaz

Strategia de sintézce s-a avut in vedere poste de la D-glucaz si presupune
diacetonarea in catalizacidi (cu acid sulfuric concentrat) pentru atiob derivatul di-
izopropilidenic al glucozei. Hidroliza in mediu dch acestuia, urmatde neutralizare, a
dus la deprotejarea selectia grugrilor hidroxil din poziiile 5 si 6, olgyinandu-se astfel
derivatul mono-izopropilidenic al glucozei, cu ramknt de 56%. Gruparea hidroxil
primaid din poziia 6 a fost astfel eliberatin vederea esterifici cu acidul 3-(4-
hidroxifenil) propionic, inters-butanol, catalizat de lipaza Novozyme 435, fibandu-se
esterul aromatic al monoacetalului de glucoxnalizele cantitative prin HPL@u aktat
un randament de monoester la te@ade esterificare enzimalicle 60% dup 72h, iar dup
5 zile o conversie aproape tat#92%). Randamentul de esterificare a fost calquedbaza
analizelor HPLC, cu ajutorul dreptei de etalonagetpu esterul pur.

Etapa de izopropilidenare a glucozecea de hidroliz selectid a gruprii acetal
din poziiile 5,6 au fost monitorizate cu ajutorul cromatiggi in strat sutre. Spectrele
“%C.RMN, 'H-RMN si DEPT 135 au confirmat structura  1,2-O-
izopropilidenglucofuranozei. In spectrele FT — IR abseri diminuarea considerabila
intensititii benzii corespunatoare gruprilor hidroxil (la aproximativ 3400 cif) in urma
izopropiliderarii acestora in pogile 1,2 si 5,6, concomitent cu intensificarea semnalelor
caracteristice legurii eterice de la 1377 cm

Etapa de esterificare enzimatica 1,2-O-izopropilidenglucofuranozei a fost
monitorizati atat prin cromatografie in strat sub catsi prin cromatografie de lichide
(HPLC). Produsul final al re@ei a fost purificat prin separare pe coldaru silicagel,
identificat prin spectrometrie de naa@VALDI TOF) si caracterizat prin spectrofotometrie
in infrarggu (Figura 4)si spectroscopie de rezorfanmagnetid@ nucleaii. Atribuirea
semnalelor in spectreféC-RMN si *H-RMN ale 6-O-3-(4-hidroxifenil)-propionatului de
1,2-O-izopropilidenglucofuran@za fost efectuatsi pe baza experimentelor 2D-COSVY
2D-HSQC.
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Figura 4. Spectrele FT-IR pentru a) 1,2-O-izopropiliden-gliuranoza, b) HPPA,
c) 6-O-3-(4-hidroxifenil)-propionatul de 1,2-O-izapiliden-glucofuranoza.

Sinteza si caracterizarea  3-(4-hidroxifenil)-propionatului ed mono-O-
izopropilidenzaharaz si  6'-O-3-(4-hidroxifenil)-propionatului  de  2,44,6-di-O-
izopropilidenzaharaz

Zaharoza a fost derivatizatprin izopropilidenare in catalizacidi (acid p-
toluensulfonic) cu 2,2-dimetoxipropan, cutiolerea unui amestec format din derivatul
mono-izopropilidenic  si di-izopropilidenic al acesteia (2;8,6-di-O-
izopropilidenzaharoza). Conversia tatal zaharozei in aceasttag a fost de 64%. In a
doua etap, amestecul format din deritfiaizopropilidenici ai zaharozei a fost supus
esterificrii enzimatice cu acid 3-(4-hidroxifenil) propionitn prezeta lipazei Novozyme
435, in teri-butanol, cu formarea monoesterului aromatic de av@rizopropiliden-
zaharoZ si 6'-O-3-(4-hidroxifenil)-propionatului de 2,4,6-di-O-izopropilidenzaharéz
conversia total in aceast eta fiind de 27%, dup 4 zile de reate. Conversia totalin
etapa de esterificare enzimétia fost determinétcu ajutorul cromatografiei de lichide
(HPLC), pe baza consuimi HPPA. Reaga de acetalizare a zaharozei a fost monitatizat
cu ajutorul cromatografiei in strat gub, iar reaga enzimatid prin cromatografie de
lichide (HPLC). Spectrometria de naa@ALDI TOF) a fost utilizai pentru identificarea
intermediarilor de reae si prodwilor finali (Figura 5).
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Figura 5. Spectrul (+) MALDI TOF MS al amestecului de rgade la acilarea
amestecului de mono-izopropilidenzahargi22,1',4,6-di-O-izopropiliden zaharézu
HPPA, catalizat de Novozyme 435, ddy2 ore de reaie.

Derivatul di-izopropilidenic al zaharozei a fostrifigat prin separare pe coloagi
apoi caracterizat prin spectroscopie de infarg spectroscopie de rezonarmagnetia
nucleaa.

Sintezasi caracterizarea esterilor aromatici ai inulinei

Schema de red@cavuti in vedere a pornit de la inulifamestec de oligozaharide
cu DP = 2 — 7, cele mai abundente fiind cele cu BB, 4 si 5) si a presupus
izopropilidenarea acesteia in catalecici (acid p-toluensulfonic) cu 2,2-dimetoxipropan
obtindndu-se un amestec de detiviaopropilidenici ai inulinei. Amestecul brut a db
supus mai departe esterdfit enzimatice cu acid 3-(4-hidroxifenil) propionién ters-
butanol, in prezga Novozyme 435. Spectrele de thasl a#tat formarea derivdor
mono-, di-si tri-izopropilidenici la DP = 2 — 5 precugna mono-i diesterului aromatic al
monoacetalului de inulin la gradul de polimerizare 2 monoesterului aromatic al
monoacetalului de inulinla gradul de polimerizare 3. Conversia tbtah etapa de
acetalizare a inulinei a fost de 52%, iar in etdpaesterificare enzimatia fost de 24%
dupa 4 zile de reage. Reaga de acetalizare a inulinei a fost monitorizat timp cu
ajutorul cromatografiei in strat sifle, iar reaga de esterificare enzimali@ acetalilor de
inulina a fost monitorizdt prin cromatografie de lichide (HPLC). Conversitatbin etapa
enzimati@ a fost determinétpe baza analizelor HPLC, pe baza consuriPPA. Pentru
identificarea intermediarilor de rgaesi a prodyilor finali a fost utilizat spectrometria de
magi (MALDI TOF). in spectrul de masal amestecului de rege de la acilarea
enzimati@ a acetalilor inulinei cu HPPA au fost identificatalorile m/z corespunitoare
adugilor cu sodiul ai esterilor aromatici formau derivaii izopropilidenici de inulif si
anume la gradul de polimerizare 2 au fost ideraifiaducii cu sodiul ai monoesterulyi
diesterului aromatic cu monoacetalul (compusul inéz= 553, compusul 3 con/z= 701),
monoesterului aromatic cu diacetalul (compusul 2nalz = 593) iar la gradul de
polimerizare 3 a fost identificat aductul cu sodal monoesterului aromatic cu
monoacetalul (compusul 3 cu m/z = 717).



Sinteza si caracterizarea 2,3:5,6:34-tri-O-izopropiliden dimetil lactozeisi
2,3:5,6:4',6 -tri-O-izopropiliden dimetil lactozei

S-a propus derivatizarea lactozei prin izopropilg® in mediu acid (acid p-
toluensulfonic) cu 2,2-dimetoxipropan, la reflux, altinerea unui amestec format din doi
derivai tri-izopropilidenici si anume 2,3:5,6:46'-tri-O-izopropiliden dimetil lactozasi
2,3:5,6:3,4'-tri-O-izopropiliden dimetil lactoza. Aed compui au fost purifica prin
cromatografie pe colodrcu silica gel, iar 2,3:5,6: 31 -tri-O-izopropiliden dimetil lactoza
a fost supus mai departe esterificii enzimatice cu HPPA, Tter-butanol, la 6T, in
prezema Novozyme 435. Re@ia de acetalizare a lactozei a fost monitotizatin
cromatografie in strat stike iar reaga de esterificare enzimali@ fost monitorizat atat
prin cromatografie in strat stite cat si prin cromatografie de lichide (HPLCyi
spectrometrie de magMALDI TOF). Pe baza analizei HPLE a spectrului de méss-a
concluzionat & esterificarea enzimatica gruprii hidroxil primare a derivatului tri-O-
izopropilidenic nu a avut loc, probabil dataninor fenomene de impiedicare sté@wand
in vedere prezea grugrii acetal in poaziile 3',4" si structura mai voluminoasa acidului
cu componerit aromati@. Acetalii de lactoz purificati au fost caracteriza prin
spectroscopie de infrayosi spectroscopie de rezontamagnetid nuclead.

in Figura 6 sunt ilustrate comparativ spectrele-FIR ale lactoze§i 2,3:5,6:3,4 -
tri-O-izopropiliden dimetil acetalului de lacthzDaa lactoza preziritun semnal intens la
aproximativ 3400 ci corespunzand gréglor hidroxil libere, la izopropilidenarea
gruparilor hidroxil din diferite pozijii se remaré diminuarea considerabik acestei benzi
concor?Tiﬁent cu intensificarea semnalelor caradteeidegiturii eterice de la aproximativ
1370 cnT.
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Figura 2.62. Spectrele FT — IR pentru a) laciioz b) 2,3:5,6:3,4'-tri-O-
izopropiliden dimetil acetalului de lactaz

3. Partea experimentah

in acest capitol sunt prezentate procedurile erpattale folosite pentru imoblizarea
lipazelor prin metoda de entrapare in sol-gel,tidacle acilare catalizate de aceste lipaze,
reagiile de sinteZ a esterilor aromatici ai zaharurilgirderivailor de zaharuri precursi
metodele de analiZolosite.



4. Concluzii finale

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

Determinarea specificitii lipazelor nativesi imobilizate prin entrapare in sol —gel
faga de substraturi alifaticei aromatice

1.

Dintre zece lipaze native testate, cele provenind @andida antarctica,
Thermomyces lanuginosu8seudomonas fluorescens, Pseudomonas cepacia
si lipaza din pancreas de porc au demonstrat aatévitatalitid in reagia de
transesterificare a 1-octanolului cu laurat delyim timp ce in rea@ de
acilare a 1-octanolului cu 3-(4-hidroxifenil) propatul de metil, doar lipazele
din Candida antarcticaB, Thermomyces lanuginosus Pseudomonas
fluorescensu fost active catalitic.

Dintre substraturile fenolice testate, doar 3-(drtiifenil) propionatul de
metil si acidul 3-(4-hidroxifenil) propionic au dus la foarea prodsilor de
reagie in condiiile studiate.

Specificitatea lipazelor testate a fost agea#at pentru esterul alifatic cét
pentru esterul cu componé&rdromati@, dar valorile activitilor specifice au
fost mult mai mari In reai@a cu esterul alifatic decéat in re@ccu esterul cu
componertt aromatié@, ceea ce atesta acizii cu componegtaromati@ sunt
substraturi mai dificile Tn compara cu acizii alifatici.

Lipaza dinThermomyces lanuginosasdemonstrat specificitate pentru diferite
zaharuri studiatei activitatea catalitit cea mai mare pentru regccu esterul
cu componertaromati@ ca donor acil. Lipaza dilfCandida antarcticaB pare

a fi foarte activ fata de alditoli casi substraturi, ceea ce reprezind
posibilitate no& in vederea aerii unor esteri aromatici ai alditolilor.

S-a realizat imobilizarea eficiegna mai multor lipaze microbiene prin metoda
de entrapare in sol-gel, folosind amestecuri bingreernare de silani
precursori, in diferite rapoarte molare.

Preparatele imobilizate cu lichide ionice ca aditiw dovedit activitate de
esterificare ridicat si randamente de raégire a activiitii totale dup
imobilizare mai mari de 100%, in majoritatea capuyicresterea lungimii
catenei hidrocarbonate din tah alchil legat de gruparea imidazaliavand
efect favorabil asupra actiiti.

Pentru reata de acilare a 1-octanolului cu laurat de vind ebservat influgia
favorabik a unei matrici mai hidrofobe, conand grugri octil nehidrolizabile,
provenite din precursorul silanic.

Acilarea 1-octanolului cu un ester cu compoaerrbmatia (HPPME) are loc
mult mai greu decét rega similai cu esterul alifatic, dar preparatul cel mai
activ a fostsi Tn acest caz cel ¢ibut pe baz de octiltrimetoxisilan. Natura
enzimei care se supune imohiliz este foarte importa#t lipaza dinCandida
antarctica B imobilizandu-se cu eficiegh mult mai mare decat cea din
Thermomyces lanuginosus.



Sinteza enzimatic si caracterizarea esterilor aromatici ai alditolilor

1. Tn reagia de transesterificare a alditolilor cu HPPME fipadin Candida
antarctica B a demonstrat cea mai mare efigiercatalitici, in special
preparatul comercial Novozyme 435.

2. Preparatele imobilizate prin entrapare in sol — gehu dovedit a fi
biocatalizatori mai eficigin catalitic decat enzima nativ demonstrand
eficiena ridicati a metodei de entrapare in matrici hibride orgdarmarganice.

3. Pentru lipaza dinCandida antarcticaB imobilizat prin metoda sol-gel,
prezema grugrii izobutil nehidrolizabii Tn matricea de silice a fost cea mai
favorabik, olyindndu-se o activitate apropiate cea a preparatului comercial
Novozyme 435.

4. Mono- si diesterii aromatici ai xilitolului, arabitolului,sorbitolului si
manitolului au fost sintetizautilizand Novozyme 435 in mediu de solvent
organic, cu conversii ridicate.

5. S-a realizat optimizarea parametrilor care inflead reagia: temperatura,
timpul de reage, raportul enzir/substrat, raportul molar alditol/HPPA,
cantitatea de site moleculare tiohndu-se conversii aproape totale in coiheli
de reage cele mai favorabile.

6. Studiile cinetice efectuate auatat G in primele ore, viteza de rgg pentru
formarea monoesterului este mai mare decat viteeareh@e pentru
producerea diesterului, iar dupcest interval de timp concentaadiesterului
creste liniar Tn timp iar concentfia monoesterului amane aproximativ
constant.

7. Parametri cinetici ai re@iei de acilare aratca enzima prezirit afinitatea cea
mai mare pentru arabitol, urniade xilitol, sorbitol iar afinitatea cea mai raic
fata de manitol.

8. Analizele de masau demonstrat formarea mono-, dichiar triesterilor la un
timp prelungit de reae pentru t@ alditolii studigi, iar spectrele RMN au
aratat @ substitgia a avut loc numai la grdple hidroxil primare ale
alditolilor.

9. Controlul parametrilor regiei permite producerea de monoesteri sau diesteri
ca prodyi principali.

Sinteza enzimaticsi caracterizarea esterilor aromatici ai alchilgluezaelor si
acetalilor de zaharuri

1. Prezema grugrilor alchil si respectiv izopropilidenice in structura zahargé
dus la crgterea solubilitii lor in mediul de reaee si astfel la creterea
reactivititii lor, comparativ cu zaharurile neprotejate.

2. Monoesterii aromaticai a-metil-glucozeisi p-octil-glucozei au fost sintetiza
enzimatic in mediu de solvent organic, cu randamgdicate.

3. Derivatizarea zaharurilor cu gripizopropilidenice a avut loc cu randamente
de peste 50%, iar graple hidroxil primare (din pozia 6 in cazul glucozsii
din poziia 6 Tn cazul lactozesi zaharozei) auamas neprotejate, in vederea
esterificrii enzimatice.

4. Prin spectroscopie RMN s-a demonstratacilarea cu acidul cu compon&nt
aromati@ a avut loc numai la grdple hidroxil primare.

5. Monoesterul aromatic al monoacetonglucozei a fdstnot enzimatic cu
randament de peste 90%, dupzile de reage.



6. In cazul zaharozei, spectrele de mamu a#tat formarea monoesterilor
aromatici ai derivglor mono-si di-izopropilidenai.

7. Spectrometria de masa a#itat formarea derivdor mono- si  di-
izopropilidenici ai inulinei la grade de polimerreacuprinse intre 3i 6
precumsi a derivailor tri-izopropilidenici la grade de polimerizanetre 3si 5.
Prin esterificare cu acid 3-(4-hidroxifenil) propio s-au format esterii
aromatici ai monosi diacetalilor de inuliai, la grad de polimerizares2 esterul
aromatic al monoacetalului, la grad de polimeriZare

8. Confirmarea structurii esterilor aromatici sintetiz prin spectrometrie de
masi, spectroscopie de FT — IR spectroscopie RMN, demonstréaz
valabilitatea metodei chemo-enzimatice elaboratatrpe sinteza esterilor
aromatici ai zaharurilor.

Bibliografie selectivia

[1]. Plou F. J., Cruces M. A., Ferrer M., Fuentes Bastor E., Bernabé M., Christensen
M., Comelles F., Parra J. L., Ballesteros Aaurnal of Biotechnology2002 96, 55 — 66
[2]. Arcos J. A., Bernabé M., Otero Bjotechnology and Bioengineering998 57 (5),
505 -509

[3]. Anderson E. M., Larsson K. M., Kirk O.,i@&atalysis and Biotransformation$998
16, 181 — 204

[4]. Zarcula C., Kiss C., Corici L.Croitoru R., Csunderlik C., Peter FRevista de
Chimig 2009 60 (9), 922 — 927

[5]. Zarcula C., Corici L.Croitoru R., Ursoiu A., Peter FJournal of Molecular Catalysis
B: Enzymatic201Q 65, 79 — 86

[6]. Ganske F., Bornscheuer U. Jaurnal of Molecular Catalysis B: Enzymatk005 36,
40 —-42

[7]. Van Oosterom M. W., Van Rantwijk F., Sheldon R., Biotechnology and
Bioengineering 1996 49, 328 — 333

[8]. Sarney D. B., Barnard M. J., MacManus D. Aulfgon E. N. Journal of the American
Oil Chemist’s Society1996 73 (11), 1481 — 1487

[9]. Baer H.H., Abbas S.ACarbohydrate Research979 77, 117 — 129

[10]. Ter Haar R., Schols H. A., Van den Broek L.M\, Saglam D., Frissen A. E., Boeriu
C. G., GruppeaH., Journal of Molecular Catalysis B: Enzymat&01Q 62, 183 — 189
[11]. Otto R. T., Bornscheuer U. T., Syldatk C.h8wd R. D.,Biotechnology Letters,
1998 20 (4), 437 — 440

[12]. Rufino A. R., Biaggio F. C., Santos J. C.,dastro H. F.International Journal of
Biological Macromolecule01Q 47,5 -9

[13]. Pierre R., Adam I., Fitremann J., JérdbmeBauchu A., Courtois G., Barrault J.,
Queneau Y.Comptes Rendus Chim004 7, 151 — 160

[14]. van Rantwijk F., Woudenberg-van Oosterom M., Sheld®. A., Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymafiz999 6, 511 — 532

[15]. Reetz M. T., Jaeger K. Hppics in Current Chemistyyt999 200, 31 — 57

[16]. Otto R. T., Bornscheuer U. T., Syldatk C.h&did R. D.,Journal of Biotechnology
1998 64, 231 — 237

[17]. Stamatis H., Sereti V., Kolisis F. Nlgurnal of Molecular Catalysis B: Enzymatic
2001, 11, 323 — 328

[18]. Otto R. T., Scheib H., Bornscheuer U. T.,i$4el., Syldatk C., Schmid R. @gurnal
of Molecular Catalysis B: Enzymatiz00Q 8, 201 — 211

[19]. Gill 1., Ballesteros A.,Tibtech 200Q 18, 469 — 479



[20]. Zarcula C.Croitoru R., Corici L., Csunderlik C., Peter Anternational Journal of
Chemical and Biomolecular Engineerir2p09 2 (3), 138 — 144

[21]. Peter F., Zarcula C., Kakasi-Zsurka Srpitoru R., Davidescu C., Csunderlik C.,
Journal of Biotechnology2008 136S, S356 — S401

[22]. Brem J., Turcu M. C., Paizs C., Lundell Kgsa M. I., Irimie F. D., Kanerva L. T.,
Process Biochemistr012 47 (1), 119 — 126

[23]. Croitoru R ., van den Broek L. A. M., Frissen A. E., Davides€uM., Peter F.,
Boeriu C. G.,World Academy of Science, Engineering and TechgpR@ll 76, 484 —
489

[24]. Bornscheuer U. T., Kazlauskas R.Hydrolases in Organic Synthesis - Regio- and
Stereoselective Biotransformatioi®99 Wiley - WCH

[25]. Cao L., Bornscheuer U. T., Schmid R. Bqurnal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic1999 6, 279 — 285

Lucr ari publicate sau comunicate pe problematica tezeieldoctorat

1. R. Croitoru, C. Paul, A. L. van den Broek, A.Hiessen, F. Peter and C. G. Boeriu,
“Immobilized sol-gel lipase catalyst for efficientesterification”, Netherlands
Biotechnology Congress, Ede Wageningen, The Nethesl, p. 112, March 2010.

2. R. Croitoru, C. Paul, A. L. van den Broek, A.Hiessen, F. Peter and C. G. Boeriu,
“lonic liquids as template compounds for sol-gelr@pment of lipases”,"2International
Conference on Chemistry and Chemical Engineeringiisbara, Romania, p. 39, May
2010.

3. C. Zarcula, L. Corici, R. Croitory. Ursoiu and F. Peter, “Preparation and propeudfes
xerogels obtained by ionic liquid incorporation idigrthe immobilization of lipase by the
sol-gel method”, Journal of Molecular CatalysisEBzymatic, vol. 65 (1 — 4), pp. 79 — 86,
August 2010.

4. R. Croitoru, C. Paul, A. L. van den Broek, A.Fiessen, F. Peter and C. G. Boeriu,
“Screening of free and sol-gel immobilized lipasestransesterification reactions”"5
International Congress on Biocatalysis, Hamburgn@ay, p. 143, August 2010.

5. R. Croitoru, L. A. M. van den Broek, A. E. Fises, C. M. Davidescu, F. Peter and C.
G. Boeriu, “Lipase catalyzed synthesis of aromasters of sugar alcohols”, World
Academy of Science, Engineering and Technology, @l pp. 426 — 431, April 2011.

6. R. Croitoru, L. A. M. van den Broek, A. E. Fess C. M. Davidescu, F. Peter and C. G.
Boeriu., “Enzymatic synthesis of phenyl esters ofypidric alcohols”, 1¥ Edition of
Timisoara’s Academic Days, Chemistry, Timisoaranfaia, pp. 115, May 2011.

7. R. Croitoru, F. Kigau, L. A. M. van den Broek, A. E. Frissen, F. Pet@rM. Davidescu
and C. G. Boeriu, “Biocatalytic acylation of sugalcohols by 3-(4-hydroxyphenyl)-
propionic acid”, Process Biochemistry, 2012, ingste



