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Problema abordata

La ora actuald, lignina reprezintd aldturi de celuloza, biopolimerul cel mai raspandit
in natura, iar produsii de descompunere ai acesteia sunt reprezentati de cantitati imense de
produsi secundari rezultati in industria celulozei si a hartiei. Producerea unor cantitati mari
de lignina ca si produs secundar de valoare inferioara in industria celulozei si a hartiei
precum si ipoteza cresterii pe viitor a disponibilititii acesteia datoritd dezvoltarii si
implementarii unor tehnologii noi de obtinere de combustibili si de substante chimice din
biomasa lignocelulozice, au determiat cautarea intensa a unor metode de valorificare a
acesteia. Lignina pare a fi un material multilateral pentru multe aplicatii fiind determinate o
serie de potentiale utilizari ale acesteia si anume in producerea de energie, combustibil si
gaz de sintezd, in producerea de macromolecule precum si in obtinerea de compusi
aromatici. Datorita gradului de constientizare cu privire la valorificarea acestor produsi au
devenit atractive aplicatiile care utilizeaza microorganisme ce degradeaza lignina deoarece
acestea pot duce la obtinerea unor tehnologii ecologice in industria celulozei si a hartiei
precum si in tratarea mai multor compusi xenobiotici, a unor vopsele si coloranti.

Subunitatile fenolice naturale prezente in lignind pot sd reactioneze cu lacaza prin
oxidarea unui singur electron urmata de alte reactii enzimatice sau ne-enzimatice ale
radicalului format. Acest lucru face ca lignina sa fie un candidat excelent la reactia de
cuplare enzimaticd a grupdrilor fenolice cu ajutorul lacazei. Faptul cd lignina este un
polimer heterogen influenteaza reactivitatea chimicd, comportamentul termic,
accesibilitatea la solventi si compatibilitatea acesteia cu alti polimeri si materiale.

Atat disponibilitatea cat si continutul mare de subunitati fenolice fac din lignina o
resursa atractiva in obtinerea de chimicale care la ora actuald sunt produse doar prin
procese petrochimice. Astfel, lignina ca si material brut are marele avantaj ca are in
constitutie structuri aromatice iar acest lucru poate fi un punct de plecare in sinteza altor
compusi importanti. Marea provocare in acest sens este ruperea polimerului de lignind in
subunitati monolignolice care mai apoi pot fi utilizate in obtinerea de produsi cu valoare
addugatd in industria chimicd si farmaceutica. Solventii organici sunt foarte eficienti in
fractionarea chimicd a ligninei pentru a obtine lignine cu omogenitate mare pentru a-si
putea impune utilizarea biotehnologica fiind materiale potentiale de initiere a reactiilor de
biotransformare. Fractiunile de lignind pot avea de asemenea un numar mare de proprietati
importante, cum ar fi caracterul antioxidant, iar grefarea mai multor molecule poate
induce noi functiuni si proprietati.

Studiile si cercetarile In domeniul obtinerii de noi derivati de lignina cu structuri si
morfologii complexe si stabilirea domeniilor de aplicatii ale acestora este de foarte mare
polimeri.

Interesul pentru modificarea fibrelor celulozice si implicit a ligninei in special cu
ajutorul enzimelor au captat atentia in ultimii ani din moment ce o varietate mare de
enzime sunt cunoscute a fi capabile sia actioneze asupra fibrelor lignocelulozice.
Comparativ cu tratamentele chimice care necesitd conditii de reactie dure, pierderea unor
componenti doriti i utilizarea unor reactivi toxici, tratamentul enzimatic are loc n conditii
blande mai putin distructive pentru fibre si este mai ecologic.

Obiectivele tezei si structura
In contextul actual al tendintelor cercetarilor privind conversia ligninei in produse

industriale cu valoare economica, teza de doctorat intitulatd: “Modificarea enzimaticia a
ligninei si a fractiunilor de lignind obtinute in urma pretratamentului biomasei



lignocelulozice” aduce o seric de contributii originale cu privire la studiul cresterii
hirofilicitatii ligninei prin grefarea pe cale enzimatica a unor grupdri functionale adecvate
in vederea obtinerii de produsi cu proprietati noi.

In acest context, strategia de cercetare a vizat parcurgerea urmatoarelor obiective
stiintifice:

» Caracterizarea ligninelor utilizate prin spectroscopie de infrarosu (FT-IR),
cromatografie de permeatie in gel (GPC), spectroscopie de rezonantd
magnetica nucleara (31P-RMN) pentru a evidentia asemanarile si deosebirile
dintre lignine In ceea ce priveste structura si reactivitatea acestora precum si
relatia lor cu proprietatile functionale necesare pentru anumite aplicatii iar
rezultatele au fost relationate cu orginea si metodele de izolare diferite ale
acestora.

Fractionarea ligninelor cu solventi organici si caracterizarea fractiunilor
obtinute.

Selectia celui mai eficient biocatalizator pentru reactia de modificarea
enzimatica a ligninelor.

Polimerizarea ligninelor cu lacaza in amestec de acetona-apa.

Cuplarea enzimatica a ligninelor cu glucozamina, glicil-tirozil-glicina,
chitosan si esteri ai sorbitolului.

vV VYV V¥

Teza de doctorat este structurata in patru parti:

» 1. Studiu de literatura - in care este detaliat stadiul actual al cunoasterii in domeniul
modificarilor enzimatice ale ligninei, importanta temei, structura si proprietatile fizico-
chimice ale ligninelor, metode folosite pentru extractia ligninelor, degradarea ligninei
cu ajutorul enzimelor, aplicatiile industriale ale noilor procese bazate pe modificarea
ligninelor din diferite surse.

» 2. Contributii originale - detaliazd rezultatele obtinute pe parcursul cercetarilor
experimentale, cuprinzand caracterizarea ligninelor utilizate pentru a evidentia
asemanarile si deosebirile dintre lignine in ceea ce priveste structura si reactivitatea
acestora precum si relatia lor cu proprietdtile functionale necesare pentru anumite
aplicatii iar rezultatele au fost relationate cu orginea si metodele de izolare diferite ale
acestora, fractionarea ligninelor in amestecuri de acetond-apa si acetat de etil iar
fractiunile de lignind obtinute au fost caracterizate in vederea modificdrii enzimatice,
conceptul de parametru de solubilitate si analiza statistica a datelor fiind aplicate pentru
a explica efectul solventilor asupra proprietatilor ligninelor, selectia biocatalizatorului
pentru reactia de modificare enzimatica in mediu de solvent organic-apa, polimerizarea
ligninelor din diferite surse cu lacaza in amestec de acetond-apa, reactiile de cuplare
enzimatica a ligninelor cu glucozmina, cu tripeptida glicil-tirozil-glicina, chitosan si
esteri ai sorbitolului.

» 3. Partea experimentala - prezintd procedurile experimentale folosite la fractionarea
ligninelor Tn medii se solvent organic, in reactiile de polimerizarea oxidativa a
ligninelor, in reactiile cu cuplare covalentd a ligninelor cu compusi hidrofili precum si
metodele de analiza folosite.

4. Concluzii finale - rezultate din studiile experimentale in conformitate cu
obiectivele stabilite.



1. Date de literatura

Lignina constituie unul din cei trei compusi majoritari din biomasa lignocelulozica
alaturi de celuloza si hemiceluloza fiind un polimer amorf tridimensional care constd din
structuri de fenilpropan metoxilate. In peretii celulari ai plantelor, lignina umple spatiile
dintre celulozd si hemicelulozd comportindu-se ca o rasind care tine unitd matricea
lignocelulozica. Inretelarea cu polimeri carbohidrati confera sistemului fortd si rigiditate.
Cu toate ca productia mondiala de lignind ca si produs secundar in industria hartiei a ajuns
la 50x10° tone pe an s-au gasit putine utilizari comerciale ale acesteia devenind o adevarata
sursa de probleme ecologice. Degradarea ligninei este principala problema in ciclul de
carbon al pamantului, deoarece majoritatea carbonului regenerabil este fie in lignina fie in
compusi protejati de lignind in urma degradarii enzimatice (celuloza si hemiceluloza).
Biodegradarea ligninei este de asemenea responsabila de multitudinea distrugerilor
naturale care au loc la prelucrarea lemnului si poate sa aiba un rol important in patogeneza
plantelor. Pe de alta parte, au devenit atractive potentialele aplicatii utilizdnd organisme
care degradeaza lignina precum si enzimele acestora, deoarece acestea pot duce la
obtinerea unor tehnologii ecologice in industria celulozei si a hartiei precum si in tratarea
mai multor compusi xenobiotici, a unor vopsele si coloranti. In ultimii ani au fost realizate
o serie de cercetari in ceea ce priveste lignina, nu doar legate de Tmbunatatirea proceselor
de extractie ale acesteia ci si pentru elucidarea structurii ligninelor, caracterizarea
reactivitatii chimice si a proprietatilor functionale, dezvoltarea de noi aplicatii. S-a aratat ca
lignina este o moleculd versatila care are mai multe proprietiti cum ar fi proprietati
antioxidante, adsorbtie UV, este antifungica si prezintd activitate antibiotica si
anticancerigena. Inafard de utilitatea principala a ligninei, aceea de sursa de energie si in
tabdcaria pielii, aceasta mai prezintd aplicatii in armarea polimerilor, ca si pesticide,
dispersanti, emulgatori sau antioxidanti. Ligninele mai pot fi utilizate ca si stabilizatori in
diferite mancaruri datorita proprietatilor lor antioxidante si antifungice.

Tn ultimii ani, un interes foarte mare a reprezentat studierea enzimelor care au
capacitatea de a degrada lignina, o serie de saprofite, n special din clasa fungiilor, fiind
capabile sda degradeze oxidativ lignina. Reactiile catalizate de enzime, in afara de a fi
ecologice, pot fi foarte eficiente in transformarea substraturilor specifice datoritd
selectivitatii lor ridicate. Ca rezultat, procesele biocatalitice au aparut ca alternative
fezabile la mai multe procese chimice traditionale, chiar si la scara industriala. In industria
forestiera au fost aplicate o gama larga de procese enzimatice, unele dintre cele mai des
aplicate enzime facand parte din familia lacazelor. Lacazele sunt enzime din clasa
oxidoreductazelor care pot sa oxideze o serie de compusi fenolici inclusiv cei care se
gasesc in compozitia ligninei.

Aceste enzime au o capacitate mare de a modifica proprietatile fizico-chimice ale
ligninei, de exemplu modificarea solubilitdtii si a hidrofobicitatii polimerului prin
intermediul reactiilor de oxidare. Printre potentialele optiuni de crestere a valorii ligninelor
izolate sunt incluse aditia unor functiuni cheie sau a unor molecule direct la lignina
crescand astfel versatilitatea acesteia. Una dintre problemele care au fost intalnite a fost
inactivarea enzimei in solventi organici si gasirea unui mediu de reactie potrivit atat pentru
solubilizarea ligninei cdt §i pentru pastrarea activitatii catalitice a enzimei. Majoritatea
ligninelor industriale sunt amestecuri eterogene cu o distributie larga a masei moleculare,
acest lucru avand impact mare atat asupra proprietatilor polimerului, cum ar fi solubilitatea
si proprietatile mecanice, precum si asupra aplicatiilor industriale. Fractionarea ligninelor
prin extractie cu solvent a dus la obtinerea unor fractiuni de lignine mai omogene cu
distributie definitd a masei moleculare si grupari chimice functionale care pot fi mai



departe modificate prin tratamente chimice sau enzimatice in vederea obtinerii de derivati
noi de lignina cu functionalitati noi.

2. Contributii originale

Teza de doctorat este consacrata modificarii mai multor tipuri de lignine prin reactii
de cuplare covalenta cu grupari functionale adecvate, Tn mediu de solvent organic,
utilizdnd lacaza ca si biocatalizator. Rezultatele sunt prezentate si discutate in cele 5
subcapitole cuprinse in partea de contributii originale.

2.1. Caracterizarea ligninelor utilizate

In cadrul cercetarilor experimentale s-a lucrat cu cinci tipuri de lignine care provin
din surse diferite si anume: lignina de tip Indulin AT extrasa din lemn de esenta moale prin
procedeul de tip Kraft si pentru care s-a folosit Tn text codul de prescurtare KSL, lignina
P1000 (SGWL) care este o lignind de tip ,,soda” fiind extrasa printr-un procedeu de
extractie alcalin dintr-un amestec de iarba de tip Sarkanda si paie de grau, lignina de tip
Alcell (OHL) este extrasda prin procedeul ,,organosolv” care utilizeaza solventi organici
pentru extractia acesteia dintr-un amestesc de lemn de esenta tare, lignina extrasd din paie
de grau (SWL) prin procedeul de tip ,,soda”, lignina din paie de grau (AWL) extrasa prin
procedeul de tip ,,soda” si care a fost supusd ulterior unui pretratament alcalin. Ligninele
tehnice sunt foarte diverse in ceea ce priveste masa lor moleculara, structura, reactivitatea
si compozitia chimicd a acestora, fiind o consecintd a originii i a diferitelor metode de
extractie folosite in izolarea lor din materialele lignocelulozice. Compozitia chimica a
ligninei este afectatd de metodele de procesare a fibrelor lignocelulozice, presupunandu-se
ca lignina poate fi fractionata in unitati mai mici in functie de gruparile functionale pe care
le contine si anume guaiacil, siringil, grupari fenolice condensate sau oxidate. Este necesar
sd se caracterizeze structura complexa a ligninelor deoarece furnizeaza informatii de baza
valoroase in ceea ce priveste modificarile sau aplicatiile ulterioare ale acestora. Lignina se
prezinta ca o masa amorfa, brund insolubila in apa avand mase moleculare cuprinse intre
700-100000. Spectroscopia FT-IR este o metoda de analiza foarte utilizata care furnizeaza
informatii importante legate de conformatia moleculara si legaturile care au loc. Analiza
benzilor caracteristice din structura ligninei a fost realizata in conformitate cu datele din
literatura. Din cauza caracterului amorf al ligninelor si a structurii complicate si diverse a
unitatilor sale structurale este imposibild utilizarea de metode teoretice in interpretarea
spectrelor. Astfel benzile sunt atribuite pe baza datelor spectrale ale compusilor model si in
special a preparatelor de lignina. Spectrele ligninelor sunt foarte complicate si majoritatea
benzilor observate sunt produse prin impunerea mai multor tipuri de vibratii ale diferitelor
grupadri functionale. Astfel atribuirea mai multor benzi este posibila numai in aproximarea
contributiei predominante a anumitor grupéri atomice. Metoda *'P-RMN a fost mai ntai
aplicatd pentru caracterizarea ligninelor si care prevede fosforilarea grupelor hidroxil
prezente Tn substrat utilizand un agent de fosforilare urmata de analiza cantitativa >'P-
RMN. Pentru lignind si derivati ai acesteia, agentul de fosforilare cel mai utilizat este 2-
cloro-4,4,5,5- tetrametil-1,3,2-dioxofosfolanul (TMDP). Una dintre proprietatile structurale
importante ale ligninei este masa moleculard a acsteia, distributia masei moleculare
guvernand partial reactivitatea si proprietatile sale fizico-chimice. Distributia maselor
moleculare a ligninelor a fost obtinuta cu ajutorul analizei GPC si este data in principal de
catre compusii fenolici derivati din lignina, deoarece acesti compusi au o senzitivitate
foarte mare in detectorul UV. Ligninele studiate prezintda mase moleculare cuprinse in
domeniul 4200 + 6700 g/mol, lignina de tip AWL avand masele moleculare medii Mw si



Mn cele mai mari. In cazul tuturor ligninelor polidispersititile au fost mari (6.8 = 8.4)
aratand o distributie larga a maselor moleculare. Diferentele intre masele moleculare pot fi
explicate prin diferentele structurale existente intre ligninele studiate. Pe langa legaturile
eterice (a-O-4, B-0O-4, 4-O-5) ligninele contin si un numar mare de legaturi C-C intre
unitatile fenilpropanoice. Cele mai multe legaturi C-C in molecula de lignina sunt acelea in
pozitia C5 a nucleului aromatic. Unitatile de tip guaiacil pot sa formeze acest tip de
legaturi in timp ce unitdtile siringilice nu au aceastd capacitate din cauza faptului cd au
pozitia C5 ocupata cu o grupare metoxi.

2.2. Studiul fractionarii ligninelor cu solventi de diferite polaritati

Tn acest studiu s-a propus fractionarea ligninei cu solventi organici de diferite
polaritati in vederea obtinerii unor fractiuni cu puritate ridicatd si proprietati structurale
bine definite. Solubilitatea ligninelor a fost asociata cu polaritatea si legaturile de hidrogen
caracteristice solventilor organici. S-a realizat astfel fractionarea celor cinci tipuri de
lignine studiate Tn amestecuri de acetona-apa si acetat de etil. Conceptul de parametru de
solubilitate a fost aplicat pentru a explica efectul solventilor folositi asupra solubilitatii
ligninelor. Fractiunile solubile si insolubile izolate au fost caracterizate in privinta
compozitiei lor chimice, cu ajutorul FT-IR, 3P-RMN, distributic moleculard si
polidispersitate, iar asemandrile si deosebirile dintre fractiuni si ligninele nefractionate au
fost analizate cu ajutorul analizei componentilor principali (PCA) pe baza datelor obtinute
la analizele FT-IR. Potentiala utilizare a modelelor cantitative pentru a prezice gruparile
functionale din lignind pe baza datelor spectrale din infrarosu a fost considerata drept o
metoda simpld si rapida pentru dezvoltarea si exploatarea proceselor de fractionare
selectivda a ligninei. Efectul concentratiei de acetond si a acetatului de etil asupra
dintre cele cinci tipuri de lignine studiate observandu-se ca solubilitatea ligninelor este
dependentd de concentratia de acetona crescand puternic odatd cu cresterea concentratiei
acesteia Tn amestec. S-a investigat de aeemenea influenta solventului organic asupra
proprietatilor fizico-chimice ale ligninelor pentru a intelege mai bine heterogenitatea
acestora. Fractiunile de lignina solubile si insolubile au fost izolate si caracterizate pentru a
se determina distribuia masei moleculare a acestora, precum si continutul de grupari
functionale cu ajutorul analizei $Ip_RMN. Extractia cu acetat de etil si solutii de acetona-
apd are ca rezultat separarea fractiunilor de lignind cu o distributie mai definitd a masei
moleculare. Spectroscopia IR a fost utilizata in studiul modificarilor structurale ale
probelor de lignind cu scopul de a elucida diferentele care pot apdrea in urma fractionarii
cu solventi organici. Pentru analiza calitativa si cantitativa a fractiunilor de lignina obfinute
s-au utilizat datele spectrale din regiunea de interes. Benzile selectate pentru clasificarea
probelor si cuantificarea functiilor chimice au fost: 830 +7 cm™ (y=CH din inelul aromatic,
guaiacil-siringil), 1030 +3 cm™ (8C-H din inelul aromatic guaiacil si 8C-OH alcool
primar), 1115 #6 cm™ (8C-O din inelul aromatic siringil; deformatiile C-H tn plan
corespunzitoare unitatilor siringil) , 1265 +4 cm™ (vs din inelul aromatic din guaiacil,
vasC-0-C), 1330 +2 cm™ (legaturile vs siringil), 1510 +8 cm™ ( vC=C din inelul aromatic,
siringil-guaiacil), 171045 cm™ (vC=O din grupari carbonil ne-conjugate si grupari
carboxil), 2850+1 cm™ (vsCH, , guaiacil- syringil), 2920+5 cm™ (vasCH. , guaiacil-
syringil). Pentru a minimiza posibilele erori care pot apdrea datoritd pregatirii probelor,
spectrele au fost normalizate cu intensitatea picului de la 1510 cm™. Analiza
componentilor principali (PCA) a fost utilizatd pentru a gasi asemanarile si deosebirile
dintre fractiunile solubile si ligninele nefractionate cu ajutorul rapoartelor intre intensitatile
benzilor specifice fiind dezvoltat un model cu doua componente principale (PC) care



explicd 91% din varianta totald. Din aceastd analiza, putem concluziona ca diferentele
discrete dintre continuturile de grupari functionale prezente in lignine dupd extractia in
diferiti solventi organici sunt reflectate in spectrele FT-IR ale acestora. Aceste rezultate
preliminare arata ca prin analiza PCA se pot face comparatii intre fractiunile solubile din
lignind precum si o clasificare a acestora intre grupuri posibile, lucru care deschide
perspective noi in aplicarea acestei metode 1n controlul calitatii si identificarea probelor
necunoscute in aplicatiile industriale. Analiza 3'P_.RMN este o metodd precisd de
determinare a continutului de grupari functionale prezente in lignina, dar este laborioasa si
costisitoare necesitand echipamente performante si tehnicieni foarte bine instruiti. Pe de
alta parte, analiza in infrarosu este simpld, rapida si mai usor disponibild in analiza
compusilor organici, care a fost dovedita a fi utila in analizele cantitative a diferitor
compusi in combinatie cu metode statistico-matematice (analiza multivariatd). Acest studiu
a urmarit dezvoltarea unor modele de regresie liniard (PLS) utilizdnd rapoartele
intensitatilor benzilor FT-IR. Rezultatele gasite indica faptul cd modelele PLS pe baza
intensitatilor normalizate ale benzilor semnificante din regiunea IR de interes a ligninelor
pot fi utilizate pentru caracterizarea cantitativa a ligninelor si a fractiunilor acestora
separate in urma extractiei cu solvent. Modelele dezvoltate se bazeaza pe un numar mic de
probe si prin urmare, trebuie sa fie considerate ca o testare preliminard a acestui concept.
Pe baza rezultatelor prezentate in acest capitol se poate afirma ca o reguld generald
privitoare la extractia ligninelor in amestecuri de acetond-apd ca (i) randamentul
fractiunilor solubile precum si masele moleculare si polidispersitatile fractiunilor solubile
si insolubile, cresc odata cu cresterea concentratici de acetona din amestec si (i)
randamentul fractiunilor insolubile scade odata cu cresterea concentratiei de acetona. Daca
extractia in solutii de acetona-apa cu concentratii mari de acetona de aproximativ 70-80 %
este potrivitd pentru izolarea ligninei din biomasa, solutiile care contin intre 30 si 50%
acetond ar putea fi utilizate pentru fractionarea secventiald a ligninei in combinatie cu
solventi mai putin polari cum ar fi acetatul de etil.

2.3. Alegerea biocatalizatorului

Datorita caracterului heterogen a ligninei si a solubilitatii scazute a acesteia in
medii Tnalt apoase a fost testatd influenta solventului organic asupra activitatii catalitice a
trei enzime oxidative, cunoscute ca oxideaza grupdrile fenolice din lignind, i anume
lacaza, lignin peroxidaza si peroxidazea din hrean. In conexiune cu capitolul precedent
(2.2) s-a studiat efectul concentratiei de acetond asupra activitatii enzimelor. Studiile
anterioare au demonstrat ca ligninele prezinta solubilitate ridicata la concentratii ridicate de
acetonad astfel ca in vederea modificarii enzimatice S-a ales enzima care prezinta activitatea
cea mai mare la o concentratie de acetona la care si lignina sa prezinte solubilitate cat mai
mare. Lacaza si peroxidazele oxideaza substraturile fenolice, inclusiv lignina, la radicali
fenoxil cu reducerea concomitentda a oxigenului, respectiv a apei oxigenate. Radicalii
fenoxil generati in situ sunt instabili si pot avea loc reactii de polimerizare si
depolimerizare. Multi fenoli sunt oxidati pe cale enzimaticad la homopolimeri, dar in
prezenta ligninei sau a altor agenti de cuplare este favorizata reactia de cuplare dintre
gruparile fenolice. Dintre cele trei enzime testate, lacaza din Trametes versicolor a
demonstrat activitate cataliticd ridicatd la concentratii mari de acetond (55%, vol.) in
mediul de reactie, In timp ce pentru lignin peroxidazad si peroxidaza din hrean prezenta
solventului organic a avut efect inactivant puternic. S-a analizat puritatea lacazei
comerciale utilizate in studiu cu ajutorul tehnicii de electroforeza pe gel de poliacrilamida,
relevand prezenta a trei fractiuni proteice, proteina cea mai activa avand masa moleculara
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de 62 kDa. Studiul cinetic a aratat ca reactia de oxidare a siringaldazinei are loc cu viteza
mare, enzima prezentand afinitate ridicata fatd de substratul folosit.

2.4. Studiul reactiilor de polimerizare a ligninelor catalizate de lacaza in
amestec de acetona-apa

Tn cadrul acestui capitol au fost investigate modificarile structurale care au loc ca
urmare a tratamentului cu lacaza a celor cinci lignine (OHL, SGWL, SWL, AWL, KSL), in
mediu de amestec acetond-apa 50/50 (v/v). In capitolul precedent (2.3) a fost demonstrat ¢
lacaza este un catalizator excelent in reactiile de oxidoreducere a compusilor fenolici in
medii care contin panad la 55% (vol.) acetond si cd toate ligninele studiate prezinta
solubilitate ridicatd in amestec de 50/50 (v/v) acetond-apa. Fractiunile solubile in acest
amestec au fost utilizate pentru a determina influenta lacazei asupra ligninei din diferite
surse in reactia de polimerizarea enzimatica. Toate fractiunile de lignina utilizate au fost
oxidate cu ajutorul lacazei, gradul de oxidare depinzdnd de cantitatea de grupari
functionale disponibile pentru reactiile de polimerizare. Rezultatele SEC si $'p_.RMN au
aratat cd oxidarea ligninelor in amestec de acetond-apa 50/50 (v/v) a avut loc 1n ordinea
AWL > SGWL > SWL > OHL. Proprietdtile structurale ale ligninelor au avut o inflenta
importantd asupra reactivitdtii lacazei, aceasta fiind mai eficientd in polimerizarea
ligninelor din paie de grau decét a ligninei extrasa din lemn de esenta tare. Reactiile de
polimerizare au avut loc cu eficientd ridicatd la concentratii mari de solvent organic (50%
vol. acetond), care de obicei are efect inhibitor asupra activitatii catalitice a oxidazelor.
solubilitatea reactantilor sau a produsilor este limitata. Solubilitatea ligninei in amestecul
de reactie reprezintd un factor cheie al reactivitdtii in procesele catalizate de lacaza,
provenite din diverse materiale vegetale sau procese de delignificare sunt o sursa
importantd de materii prime care pot fi transformate in produsi cu valoare addugata
insemnatd prin reactii mediate de lacaza.

2.5. Modificarea enzimatica a ligninelor prin cuplare oxidativa cu compusi
cu caracter hidrofil

In acest studiu s-a urmirit obtinerea de compusi noi prin cuplarea covalenti a
diferitelor tipuri de lignind cu grupari functionale adecvate, in vederea cresterii
hidrofilicitatii acesteia. Glucozamina, esteri ai sorbitolului cu acidul 3-(4-hidroxifenil)
propionic, chitosanul si tripeptida glicil-tirosil-glicina au fost alese ca si co-substraturi in
reactiile de modificare catalizate de lacaza in vederea cresterii solubilitatii ligninei si
pentru a se obtine produsi cu proprietati speciale .

Monitorizarea reactiilor mediate de lacaza a fost efectuatd prin inregistrarea
proceselor redox suferite de lignine cu ajutorul studiilor de Voltametrie Ciclica. Pentru a
intelege mai bine mecanismul de oxidare a ligninelor s-au studiat mai intai efectele
electrochimice care apar in reactia de cuplare cu glucozamina a unui compus model din
lignina utilizand lacaza ca si catalizator. Lignina, prin grupdrile fenolice pe care le contine
este consideratd a fi un donor de electroni eficient in reducerea oxigenului la apd in
prezenta lacazei. Oxidarea electrochimicd a fenolului are loc in principal prin transferul
unui singur electron cu formarea de produsi polimerici care se depun pe suprafata
electrodului. Procesul de polimerizare a ligninei pe suprafata electrodului a fost demonstrat
prin scaderea curentului de oxidare inregistrat in aceeasi solutie, in timpul celei de-a doua
scandri. Reactivitatea lacazei Trametes versicolor in amestec de acetond-apa 50/50 (v/v), in

11



reactiile de cuplare enzimatica a ligninelor studiate cu glucosamina a fost investigata prin
masurarea consumului de oxigen dizolvat, lignina din lemn de esentd tare (OHL)
inregistrand cel mai mare consum de oxigen, fiind astfel cel mai reactiva. Dintre cele cinci
lignine studiate doar cele de tip OHL si AWL au aratat a fi modificate cu succes 1n reactiile
de cuplare enzimatica cu glucozamina, observandu-se cresteri semnificative ale maselor si
ale rapoartelor OH alifatic/OH aromatic determinate cu ajutorul analizei 31P-RMN.
Studiile electrochimice cuplate cu cele de determinare ale oxigenului dizolvat au indicat ca
lacaza este capabild sd catalizeze oxidarile tuturor ligninelor 1in solutie de acetona-apa
50/50 (v/v) si sa realizeze cuplarea covalentd a acestora cu glucozamina. Prin studiile de
voltametrie ciclica si de masurare a oxigenului consumat s-a realizat optimizarea
parametrilor care influenteaza reactiile de cuplare ale ligninelor cu glucozamina :
concentratia de lignind, raportul molar OH aromatic total/glucozamind observandu-se 0
usoard inhibitie a lacazei la concentratii mari de glucozamind respectiv lignina. La
ligninele de tip OHL si AWL se observa modificari semnificative ale masei moleculare
precum si a continutului de grupari fenolice totale in cazul reactiei cu tripeptida glicil-
tirozil-glicina. In reactia de modificare enzimatica a ligninei OHL cu chitosan utilizand
lacaza ca si catalizator se observa de asemenea ca au avut loc modificari structurale
obtindndu-se rezultate promitatoare. S-au observat cresteri ale maselor moleculare ale
produsilor formati in urma reactiilor de cuplare cu mono- si di-esterul acidului 3-(4-
hidroxifenil)-propionic cu sorbitolul insa din analizele FT-IR si 31P-RMN nu au fost
observate modificari structurale.

3. Partea experimentala

Tn acest capitol sunt prezentate metodele de analizi si protocoalele de lucru utilizate
n realizarea experimentelor. Aceasta parte contine si ea o serie de contributii originale in
sensul Tmbunatatirii metodologiei de cercetare in acest domeniu, iar pe de alta parte ofera o
imagine despre complexitatea si volumul foarte mare al activitatilor experimentale care au
fost necesare. O parte dintre metodele de analizd folosite au fost imbunatatite sau
modificate, iar o serie de protocoale experimentale au fost utilizate pentru prima oara in
aceasta teza.

4. Concluzii finale

Din studiile experimentele, efectuate Tn conformitate cu obiectivele stabilite, au
rezultat urmatoarele concluzii:

Caracterizarea ligninelor utilizate in vederea modificarii enzimatice cu lacaza

Cele cinci tipuri de lignind utilizate in studiu au fost caracterizate din punct de
vedere fizico — chimic iar rezultatele au fost relationate cu orginea si metodele de izolare
diferite ale acestora. Din spectrele FT-IR au fost identificate benzile de adsorbtie
caracteristice ale ligninelor reflectdnd structura chimica si puritatea acestora precum si
diferentele structurale care pot fi induse de tipul de lignina si procesul prin care aceasta a
fost izolata.

Analiza **P-RMN s-a dovedit a fi o metoda precisd si rapida in analiza cantitativa a
diferitelor grupari hidroxil prezente in lignind. Dintre ligninele studiate lignina extrasa din
lemn de esentd moale (KSL) s-a dovedit a avea continutul cel mai mare de grupari hidroxil
alifatice si fenolice totale, gruparile fenolice majoritare fiind reprezentate de cele care
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provin din unitatile guaiacil. Lignina din lemn de esenta tare (OHL) are masa moleculara
cea mai mica dintre lignine si este compusa in principal din unitati siringil.

Prin analiza rezultatelor obfinute se pot evidentia asemanarile si deosebirile dintre
lignine in ceea ce priveste structura si reactivitatea acestora precum si relatia lor cu
proprietatile functionale necesare pentru anumite aplicatii.

Studiul solubilitatii ligninelor in solventi de diferite polaritati

Extractia selectiva cu solventi organici este potrivita pentru fractionarea ligninelor
industriale in functie de masa lor moleculard. In urma fractiondrii cu amestecuri de
acetond-apa si acetat de etil s-au obfinut fractiuni care au o distributie precisd a masei
moleculare si continut definit de grupari functionale.

Analiza PCA permite clasificarea ligninelor native si a fractiunilor lor solubile pe
baza unui numar redus de absorbtii ale benzilor relevante din spectru IR si furnizeaza
informatii cu privire la modificarile discrete care pot aparea Intre continutul de grupari
functionale, in urma extractiei cu solventi.

Modelele PLS dezvoltate permit o estimare precisd a continutului de siringil, p-
hidroxifenil si grupari hidroxil alifatice, lucru care creaza premizele de a utiliza aceasta
abordare pentru predictia simpla, exacta si rapida a informatiilor structurale si chimice ale
ligninelor prin utilizarea analizei FT-IR si a metodelor chemometrice.

Alegerea biocatalizatorului

Dintre cele trei ezime testate, lacaza din Trametes versicolor a demonstrat activitate
catalitica ridicata la concentratii mari de acetona (55%, vol.) Tn mediul de reactie, in timp
ce pentru lignin peroxidaza si peroxidaza din hrean prezenta solventului organic a avut
efect inactivant asupra activitatii.

S-a analizat puritatea lacazei comerciale utilizate Tn studiu, cu ajutorul tehnicii de
electroforeza pe gel de poliacrilamida relevand prezenta a trei fractiuni proteice, proteina
cea mai activd avand masa moleculard de 62 kDa.

Studiile cinetice efectuate au aratat cd reactia de oxidare a siringaldazinei are loc cu
viteza mare, enzima prezentand afinitate mare fata de substratul folosit.

Studiul reactiilor de polimerizare a ligninelor catalizate de lacaza in amestec de
acetond-apa

Toate fractiunile de lignina utilizate au fost oxidate cu ajutorul lacazei gradul de
oxidare depinzdnd de cantitatea de grupari functionale disponibile pentru reactiile de
polimerizare.

Rezultatele SEC si $'P_RMN au arétat ca oxidarea ligninelor in amestec de acetona-
apd 50/50 (v/v) a avut loc in ordinea AWL > SGWL > SWL > OHL. Proprietdtile
structurale ale ligninelor au avut o inflentd importanta asupra reactivitdtii lacazei fiind mai
eficientd in polimerizarea ligninelor din paie de grau decat a ligninei extrasd din lemn de
esentd tare. Reactiile de polimerizare au fost eficiente la concentratii mari de solvent
organic (50% vol. acetond) care de obicei are efect inhibitor asupra activitatii catalitice a
oxidazelor.
solubilitatea reactantilor sau a produsilor este limitata. Solubilitatea ligninei in amestecul
de reactie reprezintd un factor cheie al reactivitatii In procesele catalizate de lacaza,

eqe v,
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provenite din diverse materiale vegetale sau procese de delignificare sunt o sursa important
de materii prime care pot fi transformate n produsi cu valoare adaugata utilizand reactii
mediate de lacaza.

Modificarea enzimatica a ligninelor prin cuplare oxidativa cu compusi cu caracter
hidrofil

Dintre cele cinci lignine studiate doar cele de tip OHL si AWL au aratat a fi
modificate cu succes in reactiile de cuplare enzimatica cu glucozamina, observandu-se
cresteri semnificative ale maselor si ale rapoartelor OH alifatic/OH aromatic determinate
cu ajutorul analizei **P-RMN. Studiile electrochimice cuplate cu cele de determinare ale
oxigenului dizolvat au indicat ca lacaza este capabild si catalizeze oxidarile tuturor
ligninelor in solutie de acetona-apa 50/50 (v/v) si s@ realizeze cuplarea covalentd a
acestora cu glucozamina. Prin studiile de voltametrie ciclica si de masurare a oxigenului
consumat s-a realizat optimizarea parametrilor care influenteaza reactiile de cuplare ale
ligninelor cu glucozamina: concentratia de lignind, raportul molar OH Aromatic
total/glucozamina observandu-se o usoara inhibitic a lacazei la concentratii mari de
glucozamina respectiv lignina.

La ligninele de tip OHL si AWL se observd modificari semnificative ale masei
moleculare precum si a conginutului de grupari fenolice totale 1n cazul reactiei cu tripeptida
glicil-tirozil-glicina. In reactia de modificare enzimatici a ligninei OHL cu chitosan
utilizand lacaza ca si catalizator se observa de asemeneca cd au avut loc modificari
structurale obtindndu-se rezultate promitatoare.

S-au observat cresteri ale maselor moleculare ale produsilor formati in urma
reactiilor de cuplare cu mono- si di-esterul acidului 3-(4-hidroxifenil)-propionic cu
sorbitolul insa din analizele FT-IR si **P-RMN nu au fost observate modificari structurale.

Confirmarea formarii de produsi prin spectroscopiei FT-IR, cromatografiei de
permeatie in gel si spectroscopiei RMN, demonstreaza valabilitatea metodei enzimatice
elaborate pentru modificarea ligninelor prin reactii de cuplare enzimatica cu carbohidrati si

peptide.
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