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1 Introducere 

1.1  Imobilizarea enzimelor 

Enzimele sunt folosite ca biocatalizatori pe scară largă în multe domenii, cum ar fi industria 

produselor chimice fine, industria produselor farmaceutice,1 în industria alimentară și a 

băuturilor, industria cosmeticelor precum și pentru producția de biocombustibili.2 Enzimele 

sunt biocompatibile și pot fi obținute din surse regenerabile, procesele enzimatice fiind 

ecologice și eficiente din punct de vedere al costurilor.3 Cu toate acestea, enzimele sunt 

instabile și reutilizarea lor este dificilă, ceea ce poate împiedica aplicarea lor la scară 

industruală.4 Prin folosirea enzimelor în formă imobilizată rezultă biocatalizatori cu 

reutilizabilitate și stabilitate.5 Pe lângă stabilitatea îmbunătățită și reutilizabilitatea enzimelor 

imobilizate, imobilizarea poate permite, de asemenea, schimbări favorabile de temperatură 

optimă sau pH optim, co-imobilizarea cu alte enzime, și poate reduce riscul de contaminare.4 

În plus, prin diferite tehnici de imobilizare enantioselectivitatea enzimelor poate fi de asemenea 

îmbunătățită.6 Față de aceste avantaje imobilizarea poate avea și dezavantaje, poate cauza 

limitări de transfer de masă, prin imobilizare se poate reduce activitatea enzimelor, poate 

provoca o denaturare a enzimelor, modificând proprietățile finale ale enzimei, și poate produce, 

de asemenea, creșterea costurilor.7 

Principalele strategii de imobilizare a enzimelor pot fi rezumate în trei categorii: legarea pe un 

suport solid, reticulare și încapsulare. Metoda de imobilizare este unică pentru fiecare enzimă, 

și trebuie aleasă prin compromis între avantajele și dezavantajele menționate. Proprietățile 

materialelor de suport pot, de asemenea, influența performanța enzimei imobilizate.8  

1.2  Nanotuburile de carbon 

Nanotuburile de carbon sunt formate din atomi de carbon, care sunt structurate în straturi de 

grafenă înfășurate în formă de cilindru.9 

Nanotuburile pot fi clasificate în două grupe: nanotuburi de carbon cu un singur perete și cu 

pereți multipli (SwCNT și MwCNTs) MwCNTurile sunt compuse din SwCNT-uri expuse 

concentric.10 

Utilizarea nanotuburilor de carbon variază de la structuri la scară largă în automobile la scară 

de nanometri în electronice.11 Nanotuburile de carbon sunt utilizate în principal în materiale 

compozite,12 dar și în fibre de rezistență la tracțiune și în producția materialelor ignifuge.13 

Datorită proprietăților lor structurale, mecanice, electrice, electrochimice unice, de asemenea, 

câștigă interes în aplicații biologice utilizate în principal în interacțiune cu proteine cu scopul 



de a dezvolta biosenzori.14 Nanotuburile de carbon sunt utilizate pe scară largă pentru 

imobilizarea biomacromoleculelor, exploatând, proprietățile lor electrice mecanice, termice și 

biocompatibilitatea.15 

1.3 Fenilalanin amoniac liaza (PAL) 

Amoniac-liazele acționează pe legături C-N pentru a cataliza formarea legăturilor alfa, beta-

nesaturate prin eliminarea amoniacului din substraturile lor.16 Fenilalanin amoniac-liazele 

(PAL EC 4.3.1.24, EC 4.3.1.25) sunt enzime homotetramere care efectuează dezaminarea non- 

oxidativă al L-fenilalaninei în acid (E) cinamic17 (Schema 1), precursorul diferitelor 

fenilpropanoide, cum ar fi lignine, flavonoide și cumarine,18 dar la pH ridicat și concentrația 

de amoniac ridicată și reacția inversă este posibilă, rezultând L -fenilalanina.19 

 

Schema 1 Dezaminarea non-oxidativă al L-fenilalaninei 

1.4 Lipaza B din Candida Antractica (CaL-B) 

Drojdia Candida antarctica a fost izolată inițial în Antarctica. Ea produce două lipaze, CaL-A 

si Cal-B.20 Aceste lipaze au fost purificate și caracterizate.21 Structura tridimensională și 

secvența de aminoacizi ai enzimei CaL-B a fost rezolvată de către Uppenberg și colab., 

dezvăluind că acesta este compusă de 317 aminoacizi.22 pH-ul optim al enzimei este 7, dar 

lipaza este stabilă în intervalul de pH 3,5- 9,5 . Temperatura de denaturare este de aproximativ 

50-60 oC.23 

Situsul activ al CaL-B conține triada catalitică Ser105-His224-Asp187, care este comună 

tuturor serină-hidrolazelor,24 o gaură oxianionică (care stabilizează starea de tranziție) și un 

buzunar de stereospecificitate.25 Buzunarul de stereospecificitate îi conferă enzimei 

selectivitate de substrat mare față de alcoholi secundari.24 

1.5 Lipaza amano din Pseudomonas fluorescens (L-AK) 

L-AK a fost caracterizată de către cercetătorii Amano. Enzima are o masă molară de 33 kDa. 

pH-ul optim al enzimei este 8, în timp ce temperatura optimă este 60oC. Soluția de L-AK este 

stabilă într-un interval larg de pH (4 - 10).26 S-a demonstrat că utilizat în alcooliza 

trigliceridelor are o toleranță ridicată față de etanol și metanol.27,28 



2 Rezultate și discuții 

2.1 Imobilizarea fenilalanin amoniac liazei din Petroselinum crispum (PcPAL) 
pe nanotuburi de carbon funcționalizate cu un singur perete pentru 
biotransformări stereoselective în reacții batch și în reactoare continue 

2.1.1 Obiectivele studiului 

Obiectivele studiului au constat din imobilizarea enzimei PcPAL pe nanotuburi de carbon 

funcționalizate (SwCNTCOOH și SwCNTNH2) și testarea activității și reutilizabilității 

biocatalizatorului rezultat în reacții batch și în reactoare continue. 

2.1.2 Imobilizarea covalentă a enzimei PcPAL pe nanotuburi de carbon funcționalizate 
cu grupări carboxil  

Imobilizarea covalentă a enzimei PcPAL pe nanotuburi de carbon s-a efectuat prin două 

metode. În prima procedură de imobilizare 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimid 

hidroclorid, EDAC.HCl, s-a folosit pentru a activa grupările carboxil de pe suprafața 

nanotuburilor (Schema 2a). Deși această metodă de imobilizare a furnizat conversii de 

imobilizare ridicate, 89.5% din cantitatea de enzimă s-a legat de suport iar biocatalizatorul 

obținut (SwCNTCOOH-PALI) a fost stabil în reacția de eliminare amoniacului din 1, nu a fost 

destul de stabil în condițiile mult mai dure de adiție de amoniac la 2, realizate în soluție de 

amoniac de 6M (Tabel 1).  

Astfel, pentru a crea enzimă imobilizată cu o stabilitate ridicată, glicerol diglicidil eter (GDE) 

s-a folosit pentru a atașa enzima pe suprafața nanotuburilor funcționalizate cu 1,3-

diaminopropan (Schema 2b). Produsul obținut (SwCNTCOOH-PALII) s-a caracterizat prin 

reproductibilitate și conversii de imobilizare ridicate (95.5% din cantitatea de enzimă legată pe 

SwCNTCOOH). 
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Schema 2 Imobilizarea PcPAL pe SwCNTCOOH a) prin activare cu EDAC: i) EDAC.HCl în soluție 
tampon Tris (0.1M, pH 8.8); ii) PcPAL în soluție tampon Tris (0.1M, pH 8.8), b) prin linker GDE: i) 

CDI în CH2Cl2; ii) H2N(CH2)3NH2 în apă iii) glicerol diglicidil eter în CH2Cl2; iv) PAL în 
soluție tampon Tris (0.1M, pH 8.8) 



2.1.3 Imobilizare covalentă a PAL pe SwCNTNH2 

SwCNTNH2 s-a obținut prin aminarea nanotubirilor de carbon accesibile comercial printr-o 

reacție asistată de microunde. Pentru imobilizarea enzimei PcPAL pe SwCNTNH2 s-a folosit o 

metodă similară imobilizării aceleiași enzime pe SwCNTCOOH. Astfel glicerol diglicidil eter s-

a utilizat pentru a lega enzima pe suprafața nanotuburilor (Schema 3). Produsul, (SwCNTNH2-

PAL), s-a caracterizat prin reproductibilitate și conversii de imobilizare ridicate (97% din 

cantitatea de enzimă legată pe SwCNTNH2). 

 

 

Schema 3 Imobilizarea PAL pe SwCNTNH2 i) CDI în CH2Cl2; ii) PAL în soluție tampon Tris (0.1 M, 
pH 8.0) 

 



2.1.4 Comportamentul biocatalitic ale enzimelor imobilizate în biotransformări 
stereoselective al acidului 2-amino-3-(tiofen-2-il) propanoic și al acidului 3-(tiofen-
2-il)acrilic în reacții batch 

PcPAL este selectivă în reacția de eliminare de amoniac din acidul 2-amino-3-(tiofen-2-il) 

propanoic și în reacția de adiție de amoniac la acidul 3-(tiofen-2-il)acrilic29. Prezervarea 

enantiopreferinței oferă posibilitatea obținerii ambilor enantiomeri. Enzimele imobilizate pe 

suprafața SwCNTCOOH și SwCNTNH2 s-au testat ca și biocatalizatori în reacția de eliminare de 

amoniac din 1 și în reacția de adiție de amoniac la 2 în reacții batch efectuate la temperatura 

camerei (Schema 4). 
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Schema 4 SwCNT-PAL în reacția de eliminare de amoniac din 1 și adiție de amoniac la 2. 

SwCNTCOOH-PAL și SwCNTNH2-PAL au arătat conversii mari în rezoluția cinetică a 

recematului 1 aproape de conversia de 50% teoretic posibilă. Experimentele de reutilizabilitate 

nu au arătat pierderi semnificative în activitatea inițială a enzimelor (Tabel 1). În condițiile 

mai dure necesare adiției de amoniac (soluție de amoniac 6M, pH 10), preparatele enzimatice 

nu au fost la fel de stabile. Dintre cele două forme de enzimă imobilizată, SwCNTCOOH-PALII 

a permis un număr mai mare de reutilizări, păstrând peste 85% din activitatea sa inițială după 

4 utilizări.  

SwCNTNH2-PAL a arătat conversii mai ridicate, însă nu a fost la fel de stabilă în experimentele 

de reutilizabilitate.  

  



Tabel 1 Conversia reacțiilor catalizate de cele două preparate enzimatice (25 °C, 17 h) 

  

Condițiile de adiție la 2 (6 M amoniac, pH 10) s-au dovedit prea dure chiar și pentru cele mai 

durabile preparate enzimatice (SwCNTCOOH-PALII), astfel concentrația soluției de amoniac s-

a scăzut la 3 M respectiv 2M. La concentrațiile mai mici de amoniac biocatalizatorii au fost 

mai stabili. Folosind soluție de amoniac de 2 M SwCNTCOOH-PALII și-a păstrat mai mult de 

80% din activitatea inițială după 12 utilizări, iar SwCNTNH2-PAL și-a păstrat mai mult de 82% 

din activitatea inițială după 12 cicluri (Figura 1 și Figura2). 

  

   

Nr. Eliminare din 1 
(pH 8.8,) 

Conversie (%) 

Adiție la 2  
(4.5 mM în 6 M NH3, pH 10.0) 

Conversie (%)  

 SwCNTCOOH-

PALI 

SwCNTCOOH-

PALII 

SwCNTNH2-

PAL 

SwCNTCOOH-

PALI 

SwCNTCOOH-

PALII 

SwCNTNH2-

PAL 

1 48.4 49.2 49.6 36.9 36.7 64.1 

2 49.2 48.5 48.5 24.2 37.2 41.3 

3 49.0 48.8 48.8 3.8 36.2 45.1 

4 49.3 47.4 47.4  34.2 16.4 

5 45.6 46.3 46.3  17.5 6.4 

6 43.7 42.4 42.4  5.7  

7 42.5 42.3 42.3  2.2  



 

 

Figura 1 Reutilizabilitatea SwCNTCOOH-PALII în reacția de adiție de amoniac la 2 la diferite 
concentrații de amoniac  (2 M, 3 M și 6 M; 25 °C, 17 h, pH 10.0). 

 

Figura2 Reutilizabilitatea SwCNTCOOH-NH2 în reacția de adiție de amoniac la 2 la diferite 
concentrații de amoniac  (2 M, 3 M și 6 M; 25 °C, 17 h, pH 10.0). 

Pentru a crește durabilitatea enzimei imobilizate în reacția de adiție, atunci când s-a observat 

inactivarea aparentă a biocatalizatorului SwCNTNH2-PAL, acesta s-a spălat cu o soluție de 

tampon fosfat pH 6. După această procedură, enzima și-a recăpatat activitatea inițială pentru 

câteva cicluri (Figura 3). Când s-a observat inactivarea, procedura de spălare s-a repetat.  
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Figura 3 Reacția de adiție de amoniac la 2; spălarea enzimei cu tampon fosfat pH=6 când se observă 
inactivarea aparentă 

În continuare, la reacția de adiție de amoniac mediată de SwCNTNH2-PAL (6 M soluție de 

amoniac, pH=10), după fiecare utilizare enzima s-a spălat cu soluția de tampon fosfat pH=6. 

În aceste condiții enzima și-a păstra peste 90% din activitatea inițială chiar și după 25 de 

reutilizări (Figura 4). 

 

Figura 4 Adiția de amoniac la 2; spălarea enzimei cu tampon fosfat (pH 6) după fiecare utilizare. 

2.1.5 Reacția de adiție de amoniac la acid 3-(tiofen-2-il)acrilic 2 mediată de 
SwCNTCOOH-PALII în reactor continuu 

Studiile inițiale de adiție de amoniac la acid 3-(tiofen-2-il)acrilic în reactor continuu a indicat 

o aparentă inactivare a enzimei, care se poate atribuit formării bulelor, astfel studiile au fost 

conduse la o presiune de 15 bari. În aceste condiții inactivarea aparentă a enzimei nu s-a 

observat.  
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Adiția de amoniac în reactor continuu s-a studiat într-un sistem SynBioCart umplut cu enzima 

imobilizată. Bioreactorul s-a legat de termostatul unui aparat HPLC cu control asupra presiunii 

și a temperaturii (Figura 5). 

 

Figura 5 Adiția de amoniac la acid 3-(tiofen-2-il)acrilic 2 catalizat de SwCNTCOOH-PALII în reactor 
continuu (debit 0.1 mL/min) 

Primul obiectiv a constat din comparerea ratei de reacție specifice a reacției de adiție de 

amoniac la 2 mediate de SwCNTCOOH-PALII la 30 °C în reacție batch și în reactor continuu. 

Rata de reacție specifică este o posibilă măsură a productivității biocatalizatorului.  

Rata de reacție specifică pentru reactor continuu (rflow) poate fi calculat din concentrația de 

produs ([P], µmol mL-1), debit (f, mL min-1) și masa biocatalizatorului (me, g) {rflow= ([P]  × f) 

/ me}.30 Pentru reacția batch rata de reacție specifică (rbatch) se poate calcula din cantitatea de 

produs (np, µmol), timpul de reacție (t, min) și masa biocatalizatorului (me, g) {rbatch= np / (t × 

me)}.30   

Reacția batch și cel în sistem continuu în soluție de amoniac 2 M s-au comparat la conversia 

de 58%. Pentru sistemul continuu valoarea ratei specifice de reacție (rflow= 2.39 µmol min-1 g-

1) era semnificativ mai mare decât cel pentru sistem batch (rbatch= 1.34 µmol min-1 g-1). 

Influența temperaturii pentru reacția de adiție de amoniac la 2 s-a investigat în intervalul de 

temperatură 30 - 80 °C (Figura 6). Conversia reacției de adiție de amoniac la 2 în sistem 

continuu a rămas constant și după 72 de ore la temperaturi de până la 60 °C. Aceste rezultate 

indică durabilitatea îmbunătățită a enzimei imobilizate. 

  



 

 

Figura 6. Efectul temperaturii asupra stabilității în timp a reacției de adiție mediată de SwCNTCOOH-
PALII în intervalul de temperatură 30 - 80 °C în reactor continuu  

2.1.6 Reacția de adiție de amoniac la acid 3-(tiofen-2-il)acrilic 2 mediată de SwCNTNH2-
PAL în reactor continuu 

Pentru a evita formarea bulelor, reacția de adiție de amoniac la 2 în sistem continuu mediată de 

SwCNTNH2-PAL s-a realizat, de asemenea la presiune de 15 bari, astfel inactivarea aparentă a 

enzimei nu s-a observat. 

Pentru reacția de adiție de amoniac la 2 în sistem continuu mediată de SwCNTNH2-PAL s-a 

utilizat același sistem ca și în cazul reacției de adiție mediată de SwCNTCOOH-PALII (Figura 

7). 

 

Figura 7 Adiția de amoniac la acid 3-(tiofen-2-il)acrilic 2 catalizat de SwCNTCOOH-NH2 în reactor 
continuu (debit 0.1 mL/min) 

Ca și în cazul reacției catalizate de SwCNTCOOH-PALII primul scop a constat în compararea 

ratei de reacție specifică pentru reacția de adiție de amoniac la 2 în reacția batch și sistemul 

continuu la 30°C. Rata de reacție specifică pentru reacția în reactor continuu (rflow= 3.2 µmol 

min-1 g-1) era mai ridicată decât cel pentru reacția batch (rbatch= 1.6 µmol min-1 g-1), valorile 

obținute fiind mai mari decât în cazul reacțiilor catalizate de SwCNTCOOH-PALII
.  
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Influența temperaturii pentru reacția de adiție de amonial la 2 s-a investigat în intervalul de 

temperatură 30 - 80 °C (Figura 8). Conversia reacției de adiție de amoniac la 2 în sistem 

continuu a rămas constant și după 72 de ore la temperaturi de până la 60 °C.  

 

Figura 8. Efectul temperaturii asupra stabilității în timp a reacției de adiție mediată de SwCNTNH2-
PAL în intervalul de temperatură 30 - 80 °C în reactor continuu  

2.1.7 Concluzii 

Prezentul studiu demonstrează că nanotuburile de carbon cu un singur perete funcționalizate 

cu grupări carboxil și amino (SwCNTCOOH și SwCNTNH2) pot fi utilizate ca suport pentru 

imobilizarea covalentă a fenilalanin amoniac liazei din Petroselinum crispum.  

În cazul nanotuburilor funcționalizate cu grupări carboxil cele mai durabile preparate 

enzimatice s-au obținut prin folosirea glicerol diglicidil eterului ca și linker pentru imobilizarea 

enzimei. În cazul nanotuburilor funcționaizate cu grupări amino imobilizrea s-a reaizat folosind 

același linker. Biocatalizatorii obținuți în acest fel (SwCNTCOOH-PALII și SwCNTNH2-PAL) s-

au dovedit a fi eficienți pentru prepararea acidului (R)-2-amino-3-(tiofen-2-il)propanoic prin 

rezoluția cinetică a racemicului 1 și a enantiomerului acesteia (S)-1 prin adiția de amoniac 

enantiotop selectivă la acid (E)-3-(thiofen-2-il)acrilic. Studiile de reutilizare au demosnstrat că 

SwCNTCOOH-PALII își păstrează peste 80% din activitatea inițială după 7 cicluri de eliminare 

de amoniac din 1 și 12 cicluri în reacția de adiție de amoniac la 2 în soluție de amoniac 2 M, în 

timp ce SwCNTNH2-PAL își păstrează peste 82% din activitatea inițială după 12 cicluri de adiție 

de amoniac folosind o soluție de amoniac de 2 M. Prin spălarea SwCNTNH2-PAL după fiecare 

utilizare cu tampon fosfat pH 6, acesta își păstrează peste 90% din activitatea inițială chiar și 

după 25 de cicluri de adiție de amoniac (soluție de amoniac de 2 M).  
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Studiile efectuate folosind SwCNTCOOH-PALII și SwCNTNH2-PAL în sistem continuu în reacția 

de adiție de amoniac în intervalul de temperatură 30-80 °C au arătat că activitatea enzimatică 

rămâne nealterată până la 60 °C timp de cel puțin 72 de ore (în soluție de amoniac 2 M) 

2.1 Lipaze imobilizate pe nanotuburi de carbon funcționalizate pentru 
producția biodieselului 

2.1.1 Lipaza B din Candida antarctica imobilizată pe nanotuburi de carbon pentru 
producția biodieselului 

2.1.1.1 Obiectivele studiului 

Obiectivele studiului constau din imobilizarea lipazei B din Candida antarctica (CaL-B) pe 

nanotuburi de carbon funcționalizate și utilizarea preparatelor enzimatice pentru obținerea 

biodieselului din ulei de floarea soarelui.  

2.1.1.2 Imobilizarea covalentă a CaL-B pe nanouburi de carbon cu un singur perete 

Nanotuburile de carbon funcționalizate cu grupări carboxil s-au activat cu carbonildiimidazol 

(CDI) urmată de o cuplare cu alchildiamine cu lungimi diferite (1,3-diaminopropan, 1,6-

diaminohexan and 1,8 diamonooctan), rezultând nanotuburile de carbon funcționalizate cu 

lungimi diferite (SwCNT-NH-3, SwCNT-NH-6, SwCNT-NH-8). În continuare, s-au folosit doi 

agenți de reticulare (glicerol diglicidil eter, GDE și bis (sulfosuccinimidil)suberat PEGilat, 

BS(PEG)5 (Schema 5) pentru a activa SwCNT-NHs pentru a crea legătura cu grupările amino 

de pe suprafața enzimei cu suportul. Imobilizarea enzimei s-a realizat în prezența și în absența 

de Tween 80, un surfactant neionic. Protocoalele de imobilizare s-au caracterizat prin conversii 

de imobilizare ridicate și reproductibilitate (> 99% din enzimă s-a legat pe suport.) 
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Schema 5 Imobilizarea CaL-B pe SWCNTCOOH. a) cu GDE: i) CDI în CH2Cl2; ii) 
H2N(CH2)3NH2/H2N(CH2)6NH2/H2N(CH2)8NH2 în apă; iii) glycerol diglycidyl ether în CH2Cl2; iv) 
CaL-B în soluție tampon PBS (20 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, pH 7); b) cu BS(PEG)5: i) CDI în 

CH2Cl2; ii) H2N(CH2)3NH2/H2N(CH2)6NH2/H2N(CH2)8NH2 în apă; v) BS(PEG)5 ăn DMSO; vi) CaL-
B în soluție tampon PBS (20 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, pH 8). 

2.1.1.3 Transesterificarea uleiului de floarea soarelui cu SwCNT-CaL-B 

Pentru a testa preparatele enzimatice obținute, s-a realizat transesterificarea uleiului de floarea 

soarelui. Folosind un preparat enzimatic model, SwCNT-CaL-B(a)-6, obținut prin imobilizare 

cu 1,6-hexandiamină și glicerol doglicidil eter în prezența surfactantului s-au determinat 

condițiile de reacție optime.  

2.1.1.4 Efectul solventului organic asupra reacției de etanoliză 

Reacțiile de transesterificare s-au realizat în diferiți solvenți organici, rezultatele indicând că 

acetonirilul este solventul optim pentru sinteza biodieselului mediată de biocatalizatorul model, 

SwCNT-CaL-B(a)-6. În acest caz conversia a fost de 63% după patru ore de reație (Tabel 2) 

  



Tabel 2 Efectul solventului asupra etanolizei uleiului de floarea soarelui mediată de SwCNT-CaL-B(a)-
6 după 4 ore de reacție  

 Solvent Conversie(%) 

1 EtOH 20.7 

2 ACN 63.5 

3 t-BuOH 30.3 

4 DIPE 12.1 

5 t-BME 9.51 

6 1,4-Dioxan <5 

7 Heptan <5 

8 Hexan <5 

9 Octan <5 

10 Isooctan <5 

11 CH2Cl2 <5 

12 CCl4 <5 

13 DMF <5 

14 THF <5 

15 Acetonă <5 

16 EtOAc <5 

2.1.1.5 Efectul conținutului de apă asupra producției de biodiesel  

Reacția de transesterificare a uleiului de floarea soarelui mediată de SwCNT-CaL-B(a)-6 s-a 

realizat prin adăugarea de diferite cantitați de apă (0-5 vol. %,) în mediul de reacție. Rezultatele 

au arătat că reacțiile cu cantități mici de apă permit conversii mai ridicate, prin creșterea 

cantității de apă activitatea enzimei a scăzut semnificativ (Tabel 3).  

 

Tabel 3 Efectul conținutului de apă asupra producției de biodiesel, după trei ore de reacție 

 Cantitate 

(vol. %) 

Conversie 

(%) 

1 0 56.9 

2 0.1 59.2 

3 0.5 58.5 

4 1 49.5 

5 1.5 46.7 

6 2 38.5 

7 3 34.6 

8 4 42.3 

9 5 34.9 

  



 

2.1.1.6 Efectul raportului substrat-solvent asupra etanolizei uleiului de floarea soarelui 

Concentrația substratului de asemenea poate avea o infuență semnificativă asupra activității 

enzimei. Prin realizarea reacțiilor cu cantități diferite de solvent, conversia maximă s-a obținut 

la un raport substrat-solvent de 1:5 (Tabel 4). 

 

Tabel 4 Efectul concentrației de substrat asupra producției de biodiesel (după 3 ore de reacție) 

 Raport dubstrat- ACN (w/v) Conversie (%) 

1 1:1 6.9 

2 1:2 17.5 

3 1:5 58.9 

4 1:10 51.5 

5 1:20 52.2 

6 1:25 52.1 

7 1:50 37.2 

2.1.1.7 Efectul concentrației de etanol asupra producției de biodiesel 

Cantitatea de nucleofil poate de asemenea avea o influența semnificativă asupra vitezei de 

reacție a procesului de transesterificare biocatalitică.32 Raportul ulei:etanol fixat inițial (1:5) s-

a variat, rezultatele arătând că prin scăderea conținutului de etanol crește conversia recției. Cea 

mai mare valoare a conversiei s-a înregistrat la raportul stoichiometric ulei etanol (1:3) (Tabel 

5). 

 

Tabel 5 Efectul raportului molar ulei:etanol asupra procesului de etanoliză (după 3 ore de reacție ) 

 Raport molar ulei-etanol Conversie (%) 

1 1:1 46.7 

2 1:3 59.7 

3 1:5 58.3 

4 1:10 38.7 

5 1:20 42.2 

6 1:50 20.7 

2.1.1.8 Efectul tipului și a lugimii agentului de reticulare și a prezenței surfactantului 
asupra reacției de transesterificare 

Activitatea catalitică a diferitelor preparate enzimatice s-a testat folosind condițiile optimizate 

determinate. Preparatele enzimatice obținute fără Tween 80 au avut activitate enzimatică mai 

scăzută decât cele imobilizate în prezența surfactantului. Linkerul mai scurt, 1,3-



diaminopropan, a furnizat rezultate mai bune, în timp ce folosirea linkerelor mai lungi a avut 

efect negativ asupra eficacității enzimei. În toate cazurile folosirea agentului de reticulare mai 

scurt, glicerol diglicidil eter, a dus la creșterea activității enzimei (Tabel 6).  

 

Tabel 6 Efectul modului de imobilizare asupra reacției de etanoliză după 4 ore (*imobilizare fără 
Tween-80)  

 Enzimă imobilizată Linker Conversie (%) 

1 SwCNT-CaL-B(a)-3 1,3-diaminopropan 79.9 

2 SwCNT-CaL-B(a)-3* 1,3-diaminopropan 30.3 

3 SwCNT-CaL-B(a)-6 1,6-diaminohexan 63.2 

4 SwCNT-CaL-B(a)-8 1,8-diaminooctan 20.4 

5 SwCNT- CaL-B(b)-3-1 1,3-diaminopropan 37.2 

6 SwCNT-CaL-B(b)-3-2 1,3-diaminopropan 50.8 

7 SwCNT-CaL-B(b)-3-2* 1,3-diaminopropan 20.2 

8 SwCNT- CaL-B(b)-6-1 1,6-diaminohexan 30.1 

9 SwCNT-CaL-B(b)-6-2 1,6-diaminohexan 39.7 

10 SwCNT- CaL-B(b)-8-1 1,8-diaminooctan 21.1 

11 SwCNT- CaL-B(b)-8-2 1,8-diaminooctan 27.6 

2.1.1.9 Efectul temperaturii 

Prin investigarea efectului temperaturii asupra reacției de etanoliză catalizată de CaL-B(a)-3 s-

a constatat că temperatura optimă este la 350C (Figura 9) 

 

Figura 9 . Efectul temperaturii asupra transesterificării enzimatice după 3 ore de reacție  

2.1.1.10 Reutilizabilitatea biocatalizatorului 

Reutilizabilitatea lipazelor este un aspect important din cauza costurilor lor ridicate. 

Reutilizabilitatea SwCNT-CaL-B(a)-3 s-a testat în reacții batch repetate utilizând condițiile 



optime. După 10 cicluri biocatalizatorul și-a păstrat peste 90% din activitatea inițială (Figura 

10). 

 

Figura 10 Studiul de eutilizabilitate a SwCNTCOOH-CaL-B(3)-a prin reacții batch de câte 4 ore 

2.1.1.11 Profilul de timp al reacției de transesterificare 

Profilul de timp al reacției arată că reacția decurge rapid în primele 4 ore (atingând o conversie 

de 83.4%), după care încetinește (ajungând la o conversie de 93.1% după 16 ore) (Figura 11) 

 

Figura 11 Profilul de timp al reacției de transesterificare  

2.1.1.12 Concluzii 

Prin imobilizarea covalentă a lipazei B din Candida antarctica pe nanotuburi cu un singur 

perete funcționalizate cu grupări carboxil (SwCNTCOOH) s-au obținut biocatalizatori utili pentru 

producția biodieselului. Lungimea linkerului influențează semnificativ activitatea enzimatică, 

preparate enzimatice mai active obținându-se prin folosirea linkerului mai scurt, 1,3-

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

C
o

n
v

e
rs

ie
(%

)

Timp (h)



diaminopropan. SwCNT-CaL-B(a)-3, cel mai activ preparat enzimatic obținut prin 

imobilizarea lipazei cu glicerol doglicidil eter și 1,3-diaminopropan a arătat conversii ridicate 

în reacția de etanoliză a uleiului de floarea soarelui. Studiile de reutilizabilitate au arătat că 

SwCNT-CaL-B(a)-3 are stabiliate operațională ridicată, păstrându-și peste 90% din activitatea 

inițială chiar și după 10 utilizări.  

2.1.2 Imobilizarea lipazei amano din Pseudomonas Fluorescens (L-AK) pe nanotuburi 
de carbon funcționalizate  

2.1.2.1 Obiectivele studiului 

Scopul studiului reprezintă imobilizarea lipazei amano din Pseudomonas Fluorescens (L-AK) 

pe nanotuburi de carbon funcționalizate cu grupări carboxil (SwCNTCOOH) pentru obținerea de 

biocatalizatori cu proprietăți îmbunătățite pentru reacții în reactoare continue.  

2.1.2.2 Imobilizarea covalentă L-AK pe SwCNTCOOH 

Imobilizarea enzimei L-AK s-a realizat folosind protocolul de imobilizare optimizat din cazul 

imobilizării lipazei B din Candida antarctica. Atfel s-a utilizat 1,3-diaminopropan, glicerol 

diglicidil eter, iar imobilizarea s-a realizat în prezența surfactantului (Schema 6). Preparatele 

enzimatice s-au caracterizat prin conversii de imobilizare ridicate și reproductibilitate (> 99% 

de enzimă legată pe SwCNTCOOH).   



 

 

Schema 6 Imobilizarea L-AK pe SwCNTCOOH. cu GDE: i) CDI în CH2Cl2; ii) H2N(CH2)3NH2 în apă; 
iii) glicerol diglicidil eter în CH2Cl2; iv) L-AK în soluție tampon PBS (20 mM Na2HPO4, 150 mM 

NaCl, pH 7) 

2.1.2.3 Transesterificarea uleiului de floarea soarelui cu SwCNT-L-AK 

Activitatea preparatelor enzimatice s-a testat în etanoliza uleiului de floarea soarelui. Condițiile 

de reacții optime s-a determinat prin realizarea unor screeninguri la scară analitică, folosind ca 



și preparat enzimatic model  SwCNT-L-AK obținut cu o încărcare a suportului cu enzimă de 

0.33mg de enzimă/ mg preparat enzimatic. 

2.1.2.4 Efectul solventului organic asupra producției de biodiesel  

Prin efectuarea reacțiilor de transesterificare în solvenți diferiți s-a constatat că izooctanul este 

solventul optim, conversiile atingând valori ridicate (87 %) după 4 ore de reacție (Tabel 7).  

 

Tabel 7 Efectul naturii solventului asupra reacției de etanoliză al uleiului de floarea soarelui mediată 
de SwCNT-L-AK after după 4 ore de reacție. 

 Solvent Conversie (%) 

1 ACN 53.74909 

2 CH2Cl2 2.829617 

3 EtOH 86.78548 

4 Hexan 67.80793 

5 Izooctan 87.74641 

6 t-Bme 31.71333 

7 t-BuOH 42.17548 

2.1.2.5 Efectul conținutului de apă 

Realizând reacția de etanoliză a uleiului de floarea soarelui mediată de SwCNT-L-AK cu 

diferite cantități de apă (0-5 vol. %), s-a constatat că absența apei în mediul de reacție are efect 

benefic asupra activității enzimatice (Tabel 8). 

 

Tabel 8  Efectul conținutului de apă asupra producției de biodiesel după 4 ore de reacție 

 Conținut de apă 

(vol. %) 

Conversie 

(%) 

1 0 84.0525 

2 0.1 82.98121 

3 0.5 63.50525 

4 1 54.4212 

5 1.5 34.95314 

6 2 16.09766 

7 3 48.85216 

8 4 73.0505 

9 5 49.17327 

 



2.1.2.6 Efectul încărcării cu enzimă a suportului  

Prin efectuarea reacțiilor cu preparate enzimatice cu diferite rapoarte de suport enzimă s-a 

constatat că cele mai mari conversii se ating folosind un raport suport enzimă de 1:2 (Tabel 9). 

 

Tabel 9 Efectul încărcării cu enzimă a suportului asupra activității biocatalizatorului, după 3 ore de 
reacție  

 Raport suport-

enzimă ratio (w/w) 

Conversie 

(%) 

1 2:1 53.57741 

2 1:1 72.6089 

3 1:2 85.57113 

4 1:5 67.52561 

2.1.2.7 Efectul concentrației de atanol asupra reactiei de transesterificare  

Prin modificarea raportului molar de ulei:etanol s-a constatat că raportul 1:5 conduce la 

conversii cele mai ridicate (Tabel 10).  

 

Tabel 10 Efectul raportului molar ulei:etanol asupra procesului de etanoliză, după 3 ore de reacție 

 Raport molar ulei-etanol Conversie (%) 

1 1:1 65.2 

2 1:3 88.8 

3 1:5 91.5 

4 1:10 89.4 

5 1:20 90.4 

6 1:50 84.4 

2.1.2.8 Producția biodieselului în reactor continuu 

Producția biodieselului s-a investigat într-o coloană SynBioCart, umplută cu enzima 

imobilizată, atașată de modulul de pompă al unui HPLC. Coloana s-a plasat vertical, pentru a 

preveni atașarea produsului secundar, glicerolul, de enzima imobilizată. 

Inițial debitul s-a setat la o valore de 0.35 mL/min, valoare la care conversia inițială era de 

aproximativ 70%. Pentru investigarea stabilității în timp a enzimei imobilizate în reacția de 

transesterificare a uleiului de floarea soarelui, s-au luat probe la intervale de timp și s-au 

analizat. Rezultatele arată o scădere a activității inițiale a enzimei în primele 60 de ore, după 

care activitatea rămâne constantă pentru cel puțin 40 de ore (Figura 12). 



 

Figura 12 Comportamentul în timp al L-AK în sistem continuu 

2.1.2.9 Concluzii 

Imobilizarea covalentă a lipazei amano din Pseudomonas fluorescens pe naotuburi de carbon 

cu un singur perete funcționalizate cu grupări carboxil a furnizat biocatalizatori utili în 

producția biodieselului. După optimizarea parametrilor de reacție conversia a atins valori de 

peste 90% folosind izooctan ca și solvent. Preparatele enzimatice obținute pot avea o potențială 

aplicație în producția biodieseluui în reactor continuu. 
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3 Concluzii generale 

Teza descrie utilitatea nanotuburilor cu un singur perete funcționalizate ca și suport pentru 

imobilizarea covalentă a enzimelor fenilalanin amoniac liaza din Petroselinum crispum 

(PcPAL), lipaza B din Candida antarctica (CaL-B) și lipaza amano din Pseudomonas 

fluorescens (L-AK). 

 

Prin imobilizarea covalentă a PcPAL pe nanotuburi de carbon cu un singur perete 

funcționalizate cu grupări carboxil și amino (SwCNTCOOH și SWCNTNH2) s-a demonstrat, 

pentru prima dată, utilitatea biocatalizatorilor obținuți (SwCNTCOOH-PALII și SwCNTNH2-

PAL) pentru biotransformări stereoselective în reacții batch și în microreactoare continue. S-a 

caracterizat dependența de temperatură și reutilizabilitatea enzimelor imobilizate.  

 

Prin imobilizarea covalentă a lipazei B din Candida antarctica (CaL-B) și lipaza amano din 

Pseudomonas fluorescens (L-AK) pe nanotuburi de carbon cu un singur perete funcționalizate 

cu grupări carboxil, s-au obținut biocatalizatori stabili și eficienți pentru producția 

biodieselului. 
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