CRESTEREA EFICIENTEI CATALITICE SI STABILITATII
OPERATIONALE SI TERMICE A LIPAZELOR PRIN IMOBILIZARE,
FOLOSIND METODE BAZATE PE TEHNICA SOL-GEL

- Rezumat -

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

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

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

Aceasta teza de doctorat este structurata In patru parti:

®
°

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

¢ 2. Contributii originale — 1n aceastd parte sunt cuprinse rezultatele obtinute pe
parcursul cercetarilor experimentale efectuate, cuprinzand si obtinerea unor noi lipaze
imobilizate pentru rezolutia cineticd a alcoolilor secundari.

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

®,
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4. Concluzii finale — 1n aceasta sectiune sunt prezentate concluziile rezultate pe baza
studiilor experimentale in conformitate cu obiectivele stabilite in cadrul programului
de cercetare stiintifica.

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

In prima parte a tezei este prezentat un studiu de literatura cu privire la structura si
proprietatile enzimelor, biocataliza cu lipaze, tehnici de imobilizare, in special entraparea in
matrici de sol-gel si imobilizarea prin entrapare combinatd cu adsorbtie, posibilitatea de
utilizare a lichidelor ionice ca aditivi, precum §i modalitdti de caracterizare morfologicad a
preparatelor enzimatice obtinute. Acest studiu a reprezentat fundamentul stiintific pentru
obiectivele urmarite Tn partea de cercetari experimentale.

Studiile realizate in cadrul contributiilor originale au avut urméatoarele obiective:

e FElaborarea unei metode de imobilizare prin entrapare in sol-gel, respectiv prin
entrapare combinata cu adsorbtie a unor lipaze microbiene.

e Optimizarea parametrilor de imobilizare in scopul obtinerii unor preparate
enzimatice cu activitate §i stabilitate ridicate.

¢ Influenta adsorbentului folosit la dubla imobilizare asupra eficientei catalitice a
biocatalizatorilor obtinuti.

e Influenta lichidelor ionice folosite ca aditivi la imobilizarea prin entrapare in
sol-gel, respectiv la dubla imobilizare asupra eficientei catalitice a preparatelor
enzimatice.

e Influenta mediului de reactic asupra eficientei catalitice a lipazei B din
Candida antarctica imobilizata prin entrapare in sol-gel.

e Influenta mediului de rectie asupra enantioselectivitatii lipazei B din Candida
antarctica dublu imobilizata.

e Studiul stabilitatii operationale a lipazei imobilizate din Candida antarctica la
diferite temperaturi.

e Stabilitatea 1n solventi organici a lipazei B din Candida antarctica.

e (Caracterizarea morfologicd a unor lipaze microbiene imobilizate prin diferite
tehnici.

Din studiile experimentale realizate, efectuate in conformitate cu obiectivele stabilite,
se pot concluziona urmatoarele:

1. Imobilizarea prin entrapare in matrici de sol-gel a unor lipaze de origine microbiand:

Cunoasterea valorii optime a incircirii matricii cu proteind este esentiala. In urma
imobilizarii, enantioselectivitatea biocatalizatorilor a fost excelentd comparativ cu lipaza
nativd. Avand in vedere atdt activitatea enzimatica, raportul enantiomeric (E) cat si costul
biocatalizatorului, se poate spune cd valoarea optima a incarcarii cu enzima a fost de 17,44.
Biocatalizatorii testati in studiile ulterioare au fost obtinuti cu o incarcare a matricii cu
proteind de 17,44 mg la un gram de xerogel.

Reglarea find a compozitiei sistemului de silani precursori si a structurii lichidului
ionic permite dezvoltarea unor biocatalizatori performanti pentru aplicatii specifice. In cazul
acilarii enantioselective a 2-octanolului, protocolul de imobilizare cel mai eficient a implicat



utilizarea unui sistem ternar de silani precursori, format din PATMOS, MeTMOS si TMOS in
raport echimolar si lichidul ionic [Omim]BF, ca aditiv.

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

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

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

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

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

In cazul lichidelor ionice, influenta mediului de reactie a fost mult mai importanti.
Conversia a fost foarte redusd in [Emim]COOCF;, singurul lichid ionic testat care este
miscibil cu apa. Tinand cont atat de activitate cat si de enantioselectivitate, lichidele ionic cu
anioni de tip BF4 s-au dovedit a fi un mediu de reactie mai eficient decat [Bmim]PF¢. Din
grupul lichidelor ionice cu acest tip de anion (BF4), cele mai bune rezultate au fost obtinute
atunci cand in partea cationicd este prezentd o grupare alchil mai hidrofoba (octil). In cazul
reactiei investigate, acilarea enantioselectiva a 2-octanolului, lichidul ionic optim a fost
[Omim]BF,, care a dus la obtinerea unor rezultate comparabile cu cele in solventi organici
traditionali.

2. Imobilizarea prin entrapare in sol-gel combinatd cu adsorbtie a unor lipaze
microbiene:

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

S-au obtinut valori ridicate la incarcari de 9,48, 10,72 si 11,68 mg proteind/g
biocatalizator. Trebuie mentionat ca indiferent de valoarea Incarcarii cu enzima, valorile
raportului enantiomeric au fost superioare comparativ cu lipaza nativa. Tinand cont atat de

3



activitatea enzimatica, raportul enantiomeric (E) cat si de costul biocatalizatorului, se poate
spune ca valoarea optima a Incarcarii cu enzima necesara la imobilizarea prin metoda sol-gel
combinatd cu adsorbtie este de 10,72 mg proteind/g biocatalizator. Biocatalizatorii care vor fi
utilizati in studiile urmatoare vor fi cei obtinuti la o incarcare a matricii cu proteina de 10,72.
Randamentul de imobilizare a fost independent de incarcarea cu lipaza.

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

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

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

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

Privind comparativ cele doud metode de imobilizare studiate, se poate observa ca

valorile raportului enantiomeric au fost similare, cu doua exceptii. in cazul in care s-a folosit
metoda 3, valoarea cea mai ridicata a lui E pentru acilarea 2-hexanolului s-a obtinut pentru
lichidul ionic [Bmim]PFs. Atunci cand biocatalizatorii au fost sintetizati conform metodei 4,
cea mai ridicatd valoare a lui E s-a Inregistrat pentru acilarea 2-octanolului cu lipaza CaLB
dublu imobilizata in prezenta aditivului [Hmim]BF,.
Activitatea enzimatica este conditionatd de alegerea unui mediu de reactie adecvat, deoarece
unii solventi organici inactiveazd enzima. Cele mai ridicate valori ale activitatii de
transesterificare s-au obtinut atunci cand acetona sau dioxanul au fost utilizati ca mediu de
reactie, iar cele mai mici valori s-au obtinut in cazul THF.

Cele mai ridicate valori ale randamentului si activitatii de transesterificare s-au obtinut
atunci cand toluenul a fost utilizat ca mediu de reactie, iar cele mai mici valori s-au obtinut in
cazul acetonei. Enantioselectivitatea preparatului enzimatic utilizat la rezolutia cinetica a 2-
pentanolului este puternic influentatd de natura mediului de reactie. Diclormetanul si 1,4-
dioxanul, solventi cu polaritate intermediara, s-au dovedit a fi foarte eficienti, ducand la
obtinerea unor valori ale raportului enantiomeric mai mari de 100, ceea ce poate fi considerata
o rezolutie cinetica excelentd. Valori mai mici ale enantioselectivitdtii s-au obtinut in cazul
solventilor nepolari, cum ar fi hexan sau ciclohexan.
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In cazul acilarii enantioselective a 2-octanolului, natura mediului de reactie nu a avut o
influenta semnificativa asupra eficientei catalitice a biocatalizatorului folosit.

.....

Cresterea numarului posibil de reutilizari a enzimei este un alt obiectiv important,
urmdrit prin orice metoda de imobilizare. Tehnicile de imobilizare studiate si-au demonstrat
eficienta si sub acest aspect. Astfel s-a obtinut o crestere insemnatd a stabilitatii enzimei,
preparatele imobilizate prezentand o activitate relativa ridicata care s-a mentinut la peste 90%
pe tot parcursul celor 34 de cicluri de reutilizare, In timp ce pentru enzima nativd aceasta
valoare a fost de numai 11% dupa 8 reutilizari. Enantioselectivitatea preparatelor imobilizate
a a fost ridicatd pe durata studiului de reutilizare, iar excesul enantiomeric s-a mentinut la
valoarea initiala de 95% .

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

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

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

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

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

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

4. Caracterizarea morfologica a unor lipaze microbiene imobilizate prin diferite tehnici.

Caracterizarea morfologica a lipazelor imobilizate prin diferite tehnici este foarte
importantd deoarece poate oferi informatii privind structura biocatalizatorilor care se pot
corela cu proprietétile catalitice.

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

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

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

Tehnicile pentru imobilizarea enzimelor sunt extrem de diverse si nu existd o metodologie
general aplicabild, din cauza diversitatii structurale i functionale a enzimelor si cerintelor
specifice ale procesului catalizat. Optimizarea metodei de imobilizare trebuie realizata pentru
fiecare aplicatie in parte, chiar daca este vorba de aceeasi enzima, dar provenitd din surse
diferite. De aceea, elaborarea unor metode de imobilizare eficiente, simple si reproductibile,
care sa producd o enzima imobiliatd cu stabilitate marita, reprezintd un obiectiv stiintific de
mare importanta. Principalele contributii originale sunt urmatoarele:

o FElaborarea unei metode de imobilizare a lipazelor, bazate pe tehnica sol-gel combinata
cu adsorbtie, care se gaseste In fazd de brevetare, incluzand ca elemente originale
conditiile de imobilizare specifice si folosirea lichidelor ionice ca aditivi;

o Stabilirea valorilor optime ale unor parametri care influenteaza procesul de
imobilizare si care asigura activitate si stabilitate ridicata pentru preparatele obtinute:
incarcarea cu enzima (17 mg proteind/g suport), compozitia sistemului ternar de silani
precursori (PhTMOS:MeTMOS:TMOS in raport molar 1:1:1), natura lichidului ionic
utilizat ca aditiv (de preferintda [Omim] BF,), raportul dintre silani si suport in cazul
metodei combinate (1 mol la 83 de grame);

o Demonstrarea mentinerii activitatii lipazelor, imobilizate prin ambele metode, intr-o
serie de solventi organici de polaritate diferita;

o Demonstrarea cresterii deosebite a stabilitdtii operationale a lipazelor in urma
imobilizarii in sol-gel folosind metodele elaborate de doctorandd, concretizatd prin
mentinerea activitatii si enantioselectivitatii in zeci de cicluri de reutilizare, atat la
40°C cat si la 60°C;

o Demonstrarea cresterii stabilitatii termice a lipazelor in urma imobilizarii in sol-gel
folosind metodele elaborate de doctoranda, concretizatd prin mentinerea activitatii si
enantioselectivitatii dupa incubare timp de 7 zile la 80°C in mediu de solvent organic.



