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1 Introducere
1.1 Imobilizarea enzimelor

Enzimele sunt folosite ca biocatalizatori pe scard larga in multe domenii, cum ar fi industria
produselor chimice fine, industria produselor farmaceutice,! in industria alimentarad si a
bauturilor, industria cosmeticelor precum si pentru productia de biocombustibili.> Enzimele
sunt biocompatibile si pot fi obtinute din surse regenerabile, procesele enzimatice fiind
ecologice si eficiente din punct de vedere al costurilor.®> Cu toate acestea, enzimele sunt
instabile si reutilizarea lor este dificila, ceea ce poate Tmpiedica aplicarea lor la scard
industruala.* Prin folosirea enzimelor in formd imobilizatd rezultd biocatalizatori cu
reutilizabilitate si stabilitate.’> Pe 1anga stabilitatea Tmbunatatitd si reutilizabilitatea enzimelor
imobilizate, imobilizarea poate permite, de asemenea, schimbdri favorabile de temperatura
optima sau pH optim, co-imobilizarea cu alte enzime, si poate reduce riscul de contaminare.*
In plus, prin diferite tehnici de imobilizare enantioselectivitatea enzimelor poate fi de asemenea
imbunatatita.® Fatd de aceste avantaje imobilizarea poate avea si dezavantaje, poate cauza
limitari de transfer de masa, prin imobilizare se poate reduce activitatea enzimelor, poate
provoca o denaturare a enzimelor, modificand proprietatile finale ale enzimei, si poate produce,
de asemenea, cresterea costurilor.’

Principalele strategii de imobilizare a enzimelor pot fi rezumate in trei categorii: legarea pe un
suport solid, reticulare si Incapsulare. Metoda de imobilizare este unica pentru fiecare enzima,
si trebuie aleasa prin compromis Intre avantajele si dezavantajele mentionate. Proprietétile

materialelor de suport pot, de asemenea, influenta performanta enzimei imobilizate.

1.2 Nanotuburile de carbon

Nanotuburile de carbon sunt formate din atomi de carbon, care sunt structurate in straturi de
grafend infagurate in forma de cilindru.’

Nanotuburile pot fi clasificate Tn doud grupe: nanotuburi de carbon cu un singur perete si cu
pereti multipli (SWCNT si MwCNTs) MwCNTurile sunt compuse din SWCNT-uri expuse
concentric.!°

Utilizarea nanotuburilor de carbon variaza de la structuri la scara larga in automobile la scara
de nanometri 1n electronice.!! Nanotuburile de carbon sunt utilizate in principal in materiale
compozite,'? dar si in fibre de rezistentd la tractiune si in productia materialelor ignifuge.'3
Datoritd proprietétilor lor structurale, mecanice, electrice, electrochimice unice, de asemenea,

castiga interes 1n aplicatii biologice utilizate Tn principal 1n interactiune cu proteine cu scopul



de a dezvolta biosenzori.'* Nanotuburile de carbon sunt utilizate pe scard largd pentru
imobilizarea biomacromoleculelor, exploatand, proprietatile lor electrice mecanice, termice si

biocompatibilitatea.'>

1.3 Fenilalanin amoniac liaza (PAL)

Amoniac-liazele actioneazd pe legaturi C-N pentru a cataliza formarea legaturilor alfa, beta-
nesaturate prin eliminarea amoniacului din substraturile lor.'® Fenilalanin amoniac-liazele
(PAL EC4.3.1.24, EC 4.3.1.25) sunt enzime homotetramere care efectueaza dezaminarea non-
oxidativd al L-fenilalaninei in acid (E) cinamic!” (Schema 1), precursorul diferitelor
fenilpropanoide, cum ar fi lignine, flavonoide si cumarine,'® dar la pH ridicat si concentratia
de amoniac ridicata si reactia inversa este posibild, rezultind L -fenilalanina.'®
*HaN, H

coo )

D E— + NH,*

g H H

COoO

Schema 1 Dezaminarea non-oxidativa al L-fenilalaninei
1.4 Lipaza B din Candida Antractica (CaL-B)

Drojdia Candida antarctica a fost izolata initial in Antarctica. Ea produce doua lipaze, Cal.-A
si Cal-B.?° Aceste lipaze au fost purificate si caracterizate.?! Structura tridimensionald si
secventa de aminoacizi ai enzimei Cal.-B a fost rezolvatd de citre Uppenberg si colab.,
dezvaluind ca acesta este compusd de 317 aminoacizi.??> pH-ul optim al enzimei este 7, dar
lipaza este stabild 1n intervalul de pH 3,5- 9,5 . Temperatura de denaturare este de aproximativ
50-60 °C.?

Situsul activ al Cal-B contine triada catalitica Ser105-His224-Asp187, care este comuna
tuturor serind-hidrolazelor,?* o gaurd oxianionica (care stabilizeazd starea de tranzitie) si un
buzunar de stereospecificitate.”> Buzunarul de stereospecificitate 1i conferd enzimei

selectivitate de substrat mare fatd de alcoholi secundari.?*

1.5 Lipaza amano din Pseudomonas fluorescens (L-AK)

L-AK a fost caracterizatd de catre cercetatorii Amano. Enzima are o masd molara de 33 kDa.
pH-ul optim al enzimei este 8, In timp ce temperatura optima este 60°C. Solutia de L-AK este
stabild ntr-un interval larg de pH (4 - 10).2° S-a demonstrat ca utilizat in alcooliza

trigliceridelor are o toleranta ridicata fatd de etanol si metanol.?”-?



2 Rezultate si discutii

2.1 Imobilizarea fenilalanin amoniac liazei din Petroselinum crispum (PcPAL)
pe nanotuburi de carbon functionalizate cu un singur perete pentru
biotransformari stereoselective in reactii batch si in reactoare continue

2.1.1 Obiectivele studiului
Obiectivele studiului au constat din imobilizarea enzimei PcPAL pe nanotuburi de carbon
functionalizate (SWCNTcoon si SwCNTnm2) si testarea activitdtii si reutilizabilitatii
biocatalizatorului rezultat 1n reactii batch si in reactoare continue.
2.1.2 Imobilizarea covalenti a enzimei PcPAL pe nanotuburi de carbon functionalizate
cu grupari carboxil
Imobilizarea covalentd a enzimei PcPAL pe nanotuburi de carbon s-a efectuat prin doua
metode. In prima procedurd de imobilizare 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimid
hidroclorid, EDAC.HCI, s-a folosit pentru a activa gruparile carboxil de pe suprafata
nanotuburilor (Schema 2a). Desi aceastd metodd de imobilizare a furnizat conversii de
imobilizare ridicate, 89.5% din cantitatea de enzima s-a legat de suport iar biocatalizatorul
obtinut (SWCNTcoon-PAL') a fost stabil in reactia de eliminare amoniacului din 1, nu a fost
destul de stabil in conditiile mult mai dure de aditie de amoniac la 2, realizate in solutie de
amoniac de 6M (Tabel 1).
Astfel, pentru a crea enzimad imobilizata cu o stabilitate ridicatd, glicerol diglicidil eter (GDE)
s-a folosit pentru a atasa enzima pe suprafata nanotuburilor functionalizate cu 1,3-
diaminopropan (Schema 2b). Produsul obtinut (SWCNTcoon-PALY) s-a caracterizat prin
reproductibilitate si conversii de imobilizare ridicate (95.5% din cantitatea de enzima legata pe

SWCNTCOOH).



(X=NH, 0, S)

(X=NH, O, S)

Schema 2 Imobilizarea PcPAL pe SWCNTcoon a) prin activare cu EDAC: i) EDAC.HCI in solutie
tampon Tris (0.1M, pH 8.8); i) PcPAL in solutie tampon Tris (0.1M, pH 8.8), b) prin linker GDE: i)
CDI in CH2Cly; i) HoN(CH»)3NH> in apa iii) glicerol diglicidil eter in CH>Cl»; iv) PAL in
solutie tampon Tris (0.1M, pH 8.8)



2.1.3 Imobilizare covalentia a PAL pe SWCNTNm2

SwCNTNH2 s-a obtinut prin aminarea nanotubirilor de carbon accesibile comercial printr-o
reactie asistatd de microunde. Pentru imobilizarea enzimei PcPAL pe SWCNTNH: s-a folosit o
metoda similard imobilizarii aceleiasi enzime pe SWCNTcoon. Astfel glicerol diglicidil eter s-
a utilizat pentru a lega enzima pe suprafata nanotuburilor (Schema 3). Produsul, (SWCNTnh2-
PAL), s-a caracterizat prin reproductibilitate si conversii de imobilizare ridicate (97% din

cantitatea de enzima legata pe SWCNTNH2).

L
X‘PAL

HO
(X=NH, 0, S)

Schema 3 Imobilizarea PAL pe SWCNTnw2 i) CDI in CH,Cly; ii) PAL in solutie tampon Tris (0.1 M,
pH 8.0)



2.1.4 Comportamentul biocatalitic ale enzimelor imobilizate in biotransformiri
stereoselective al acidului 2-amino-3-(tiofen-2-il) propanoic si al acidului 3-(tiofen-
2-il)acrilic in reactii batch

PcPAL este selectiva in reactia de eliminare de amoniac din acidul 2-amino-3-(tiofen-2-il)
propanoic si in reactia de aditie de amoniac la acidul 3-(tiofen-2-il)acrilic®. Prezervarea
enantiopreferintei oferd posibilitatea obtinerii ambilor enantiomeri. Enzimele imobilizate pe
suprafata SWCNTcoon si SWCNTNh2 s-au testat ca si biocatalizatori in reactia de eliminare de
amoniac din 1 si 1n reactia de aditie de amoniac la 2 n reactii batch efectuate la temperatura

camerei (Schema 4).

7 \ NH,
s COOH
Mz SWCNT-PAL (R)-1
s COOH  pHgs *
1 7 \
s~ " CcooH
2
SWCNT-PAL
ay (+ NHs) wz
s COOH  ,H100 s COOH
2 (S)1

Schema 4 SWCNT-PAL in reactia de eliminare de amoniac din 1 si aditie de amoniac la 2.

SWCNTcoon-PAL si SWCNTnm2-PAL au aratat conversii mari in rezolutia cineticd a
recematului 1 aproape de conversia de 50% teoretic posibild. Experimentele de reutilizabilitate
nu au aritat pierderi semnificative in activitatea initiald a enzimelor (Tabel 1). In conditiile
mai dure necesare aditiei de amoniac (solutie de amoniac 6M, pH 10), preparatele enzimatice
nu au fost la fel de stabile. Dintre cele doua forme de enzima imobilizatd, SWCNTcoon-PALE
a permis un numar mai mare de reutilizari, pastrand peste 85% din activitatea sa initiald dupa
4 utilizari.

SwCNTNm2-PAL a aratat conversii mai ridicate, insa nu a fost la fel de stabild in experimentele

de reutilizabilitate.



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

Nr. Eliminare din 1 Aditie la 2
(pH 8.8,) (4.5 mM in 6 M NH;3, pH 10.0)
Conversie (%) Conversie (%)
SWCNTCOOH— SWCNTCOOH— SWCNTNHZ— SWCNTCOOH— SWCNTCOOH— SWCNTNHZ—

PAL! PAL! PAL PAL! PAL! 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 43.8 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 4223 423 22

Conditiile de aditie la 2 (6 M amoniac, pH 10) s-au dovedit prea dure chiar si pentru cele mai
durabile preparate enzimatice (SWCNTcoon-PAL), astfel concentratia solutiei de amoniac s-
a scazut la 3 M respectiv 2M. La concentratiile mai mici de amoniac biocatalizatorii au fost
mai stabili. Folosind solutie de amoniac de 2 M SWCNTcoon-PAL! si-a pastrat mai mult de
80% din activitatea initiald dupa 12 utilizari, iar SWCNTnH2-PAL si-a pastrat mai mult de 82%

din activitatea initiald dupd 12 cicluri (Figura 1 si Figura2).
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Figura 1 Reutilizabilitatea SWCNTcoou-PAL" in reactia de aditie de amoniac la 2 la diferite
concentratii de amoniac (2 M, 3 M si 6 M; 25 °C, 17 h, pH 10.0).
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Figura2 Reutilizabilitatea SWCNTcoon-NH> 1n reactia de aditie de amoniac la 2 la diferite
concentratii de amoniac (2 M, 3 M si 6 M; 25 °C, 17 h, pH 10.0).

Pentru a creste durabilitatea enzimei imobilizate in reactia de aditie, atunci cind s-a observat
inactivarea aparentd a biocatalizatorului SWCNTNH2-PAL, acesta s-a spalat cu o solutie de
tampon fosfat pH 6. Dupa aceastd procedurd, enzima si-a recdpatat activitatea initiala pentru

cateva cicluri (Figura 3). Cand s-a observat inactivarea, procedura de spélare s-a repetat.
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Figura 3 Reactia de aditie de amoniac la 2; spalarea enzimei cu tampon fosfat pH=6 cand se observa
inactivarea aparentd

In continuare, la reactia de aditie de amoniac mediati de SWCNTni2-PAL (6 M solutie de
amoniac, pH=10), dupa fiecare utilizare enzima s-a spalat cu solutia de tampon fosfat pH=6.
In aceste conditii enzima si-a pastra peste 90% din activitatea initiald chiar si dupa 25 de

reutilizari (Figura 4).

100 +
90 -
80 -
70 -
60 '—O—'—l~o—.—0—0—0—-—.—./'—0—°—‘“0—o—0—0—n—ﬁ—0\‘\.
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 . \ . \ \ |
0 5 10 15 20 25 30

Nr. reutilizare

Conversie (%)

Figura 4 Aditia de amoniac la 2; spalarea enzimei cu tampon fosfat (pH 6) dupa fiecare utilizare.

2.1.5 Reactia de aditie de amoniac la acid 3-(tiofen-2-il)acrilic 2 mediatd de
SwCNTcoon-PAL! in reactor continuu

Studiile initiale de aditie de amoniac la acid 3-(tiofen-2-il)acrilic 1n reactor continuu a indicat
0 aparentd inactivare a enzimei, care se poate atribuit formadrii bulelor, astfel studiile au fost
conduse la o presiune de 15 bari. In aceste conditii inactivarea aparentd a enzimei nu s-a

observat.



Aditia de amoniac in reactor continuu s-a studiat intr-un sistem SynBioCart umplut cu enzima
imobilizata. Bioreactorul s-a legat de termostatul unui aparat HPLC cu control asupra presiunii

si a temperaturii (Figura 5).

r

/] 2 M NH; s . 7y
STNC00H  pH 100 e 87 7cooH
2 (51

Figura 5 Aditia de amoniac la acid 3-(tiofen-2-il)acrilic 2 catalizat de SWCNTcoon-PAL" in reactor
continuu (debit 0.1 mL/min)

Primul obiectiv a constat din comparerea ratei de reactie specifice a reactiei de aditie de
amoniac la 2 mediate de SWCNTcoon-PALM1a 30 °C in reactie batch si in reactor continuu.
Rata de reactie specifica este o posibild masura a productivitatii biocatalizatorului.

Rata de reactie specificd pentru reactor continuu (rfow) poate fi calculat din concentratia de
produs ([P], pmol mL1), debit (f, mL min™') si masa biocatalizatorului (me, g) {raow= ([P] X /)
/ me}.?° Pentru reactia batch rata de reactie specifica (rvach) se poate calcula din cantitatea de
produs (np, wmol), timpul de reactie (t, min) si masa biocatalizatorului (me, g) {7bach= np/ (t X
me)}.30
Reactia batch si cel in sistem continuu 1n solutie de amoniac 2 M s-au comparat la conversia
de 58%. Pentru sistemul continuu valoarea ratei specifice de reactie (rfiow= 2.39 mol min™! g-
1) era semnificativ mai mare decat cel pentru sistem batch (rbach= 1.34 wmol min! g'!).
Influenta temperaturii pentru reactia de aditie de amoniac la 2 s-a investigat n intervalul de
temperaturd 30 - 80 °C (Figura 6). Conversia reactiei de aditie de amoniac la 2 in sistem
continuu a ramas constant si dupa 72 de ore la temperaturi de pana la 60 °C. Aceste rezultate

indica durabilitatea imbunatatitd a enzimei imobilizate.
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Figura 6. Efectul temperaturii asupra stabilitatii in timp a reactiei de aditie mediatd de SWCNTcoon-
PAL" in intervalul de temperaturi 30 - 80 °C in reactor continuu

2.1.6 Reactia de aditie de amoniac la acid 3-(tiofen-2-il)acrilic 2 mediata de SWCNTNmH2-
PAL in reactor continuu

Pentru a evita formarea bulelor, reactia de aditie de amoniac la 2 in sistem continuu mediata de
SwCNTNH2-PAL s-a realizat, de asemenea la presiune de 15 bari, astfel inactivarea aparenta a
enzimei nu s-a observat.

Pentru reactia de aditie de amoniac la 2 in sistem continuu mediatd de SWCNTNm2-PAL s-a

utilizat acelasi sistem ca si in cazul reactiei de aditie mediata de SWCNTcoou-PAL! (Figura
7).
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Figura 7 Aditia de amoniac la acid 3-(tiofen-2-il)acrilic 2 catalizat de SWCNTcoon-NHz in reactor
continuu (debit 0.1 mL/min)

Ca si In cazul reactiei catalizate de SWCNTcoou-PALY primul scop a constat in compararea
ratei de reactie specificd pentru reactia de aditie de amoniac la 2 in reactia batch si sistemul
continuu la 30°C. Rata de reactie specificd pentru reactia in reactor continuu (row= 3.2 pmol
min g!) era mai ridicatd decat cel pentru reactia batch (rpach= 1.6 pmol min! g), valorile

obtinute fiind mai mari decét in cazul reactiilor catalizate de¢ SWCNTcoou-PAL!



Influenta temperaturii pentru reactia de aditie de amonial la 2 s-a investigat in intervalul de
temperaturd 30 - 80 °C (Figura 8). Conversia reactiei de aditie de amoniac la 2 in sistem

continuu a ramas constant si dupa 72 de ore la temperaturi de pana la 60 °C.
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Figura 8. Efectul temperaturii asupra stabilitatii In timp a reactiei de aditie mediatd de SWCNTxh2-
PAL 1n intervalul de temperatura 30 - 80 °C 1n reactor continuu

2.1.7 Concluzii

Prezentul studiu demonstreaza ca nanotuburile de carbon cu un singur perete functionalizate
cu grupdri carboxil si amino (SWCNTcoon si SWCNTNh2) pot fi utilizate ca suport pentru
imobilizarea covalenta a fenilalanin amoniac liazei din Petroselinum crispum.

In cazul nanotuburilor functionalizate cu grupiri carboxil cele mai durabile preparate
enzimatice s-au obtinut prin folosirea glicerol diglicidil eterului ca si linker pentru imobilizarea
enzimei. In cazul nanotuburilor functionaizate cu grupari amino imobilizrea s-a reaizat folosind
acelasi linker. Biocatalizatorii obtinuti Tn acest fel (SWCNTcoon-PAL" si SWCNTNm2-PAL) s-
au dovedit a fi eficienti pentru prepararea acidului (R)-2-amino-3-(tiofen-2-il)propanoic prin
rezolutia cinetica a racemicului 1 gi a enantiomerului acesteia (S)-1 prin aditia de amoniac
enantiotop selectiva la acid (E)-3-(thiofen-2-il)acrilic. Studiile de reutilizare au demosnstrat ca
SWCNTcoon-PAL" 1si pastreaza peste 80% din activitatea initiald dupa 7 cicluri de eliminare
de amoniac din 1 si 12 cicluri 1n reactia de aditie de amoniac la 2 1n solutie de amoniac 2 M, in
timp ce SWCNTNH2-PAL 1si pastreaza peste 82% din activitatea initiala dupa 12 cicluri de aditie
de amoniac folosind o solutie de amoniac de 2 M. Prin spalarea SWCNTnu2-PAL dupa fiecare
utilizare cu tampon fosfat pH 6, acesta isi pastreaza peste 90% din activitatea initiald chiar si

dupa 25 de cicluri de aditie de amoniac (solutie de amoniac de 2 M).



Studiile efectuate folosind SWCNTcoon-PAL! si SWCNTNm2-PAL 1n sistem continuu in reactia
de aditie de amoniac in intervalul de temperaturd 30-80 °C au aratat ca activitatea enzimatica

ramane nealteratd pana la 60 °C timp de cel putin 72 de ore (in solutie de amoniac 2 M)

2.1 Lipaze imobilizate pe nanotuburi de carbon functionalizate pentru
productia biodieselului

2.1.1 Lipaza B din Candida antarctica imobilizata pe nanotuburi de carbon pentru
productia biodieselului

2.1.1.1 Obiectivele studiului
Obiectivele studiului constau din imobilizarea lipazei B din Candida antarctica (CalL-B) pe
nanotuburi de carbon functionalizate si utilizarea preparatelor enzimatice pentru obtinerea

biodieselului din ulei de floarea soarelui.

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

Nanotuburile de carbon functionalizate cu grupari carboxil s-au activat cu carbonildiimidazol
(CDI) urmata de o cuplare cu alchildiamine cu lungimi diferite (1,3-diaminopropan, 1,6-
diaminohexan and 1,8 diamonooctan), rezultind nanotuburile de carbon functionalizate cu
lungimi diferite (SWCNT-NH-3, SWCNT-NH-6, SWCNT-NH-8). in continuare, s-au folosit doi
agenti de reticulare (glicerol diglicidil eter, GDE si bis (sulfosuccinimidil)suberat PEGilat,
BS(PEG)s (Schema 5) pentru a activa SWCNT-NHs pentru a crea legatura cu gruparile amino
de pe suprafata enzimei cu suportul. Imobilizarea enzimei s-a realizat in prezenta si Tn absenta
de Tween 80, un surfactant neionic. Protocoalele de imobilizare s-au caracterizat prin conversii

de imobilizare ridicate si reproductibilitate (> 99% din enzima s-a legat pe suport.)



SWCNTcooH

SWCNT-CaL-B (a)-3(6,8)

SWCNT-CaL-B (b)-3(6,8)

Schema 5 Imobilizarea Cal.-B pe SWCNTcoon. a) cu GDE: i) CDI in CH,Cly; ii)
H,>N(CH2);:NH2/H,N(CH2)sNH2/H2N(CH2)sNH: 1n apd; iii) glycerol diglycidyl ether in CH2Cly; iv)
CaL-B 1n solutie tampon PBS (20 mM Na;HPO,, 150 mM NaCl, pH 7); b) cu BS(PEG)s: i) CDI in

CH2C12; ii) HzN(CHz)3NH2/H2N(CHz)ﬁNHQ/HzN(CHz)gNHz in apé; V) BS(PEG)s an DMSO; Vi) Cal-
B in solutie tampon PBS (20 mM Na2HPO4, 150 mM NacCl, pH 8).

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

Pentru a testa preparatele enzimatice obtinute, s-a realizat transesterificarea uleiului de floarea
soarelui. Folosind un preparat enzimatic model, SWCNT-CaL-B(a)-6, obtinut prin imobilizare
cu 1,6-hexandiamina si glicerol doglicidil eter in prezenta surfactantului s-au determinat

conditiile de reactie optime.

2.1.1.4 Efectul solventului organic asupra reactiei de etanoliza
Reactiile de transesterificare s-au realizat in diferiti solventi organici, rezultatele indicind ca
acetonirilul este solventul optim pentru sinteza biodieselului mediata de biocatalizatorul model,

SWCNT-CaL-B(a)-6. In acest caz conversia a fost de 63% dupa patru ore de reatie (Tabel 2)



Tabel 2 Efectul solventului asupra etanolizei uleiului de floarea soarelui mediata de SWCNT-Cal.-B(a)-
6 dupa 4 ore de reactie

Solvent Conversie(%)
1 EtOH 20.7
2 ACN 63.5
3 -BuOH 30.3
4 DIPE 12.1
5 -BME 9.51
6 | 1,4-Dioxan <5
7 Heptan <5
8 Hexan <5
9 Octan <5
10 | Isooctan <5
11 CH:Cl, <5
12 CCl4 <5
13 DMF <5
14 THF <5
15 Acetona <5
16 EtOAc <5

2.1.1.5 Efectul continutului de apa asupra productiei de biodiesel

Reactia de transesterificare a uleiului de floarea soarelui mediatd de SWCNT-CalL-B(a)-6 s-a
realizat prin addugarea de diferite cantitati de apd (0-5 vol. %,) In mediul de reactie. Rezultatele
au ardtat ca reactiile cu cantitati mici de apd permit conversii mai ridicate, prin cresterea

cantitatii de apa activitatea enzimei a scazut semnificativ (Tabel 3).

Tabel 3 Efectul continutului de apa asupra productiei de biodiesel, dupa trei ore de reactie

Cantitate Conversie

(vol. %) (%)
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

Concentratia substratului de asemenea poate avea o infuentd semnificativa asupra activitatii
enzimei. Prin realizarea reactiilor cu cantitéti diferite de solvent, conversia maxima s-a obtinut

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

Tabel 4 Efectul concentratiei de substrat asupra productiei de biodiesel (dupa 3 ore de reactie)

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 1:20 522
6 1:25 52.1
7 1:50 37.2

2.1.1.7 Efectul concentratiei de etanol asupra productiei de biodiesel

Cantitatea de nucleofil poate de asemenea avea o influenta semnificativa asupra vitezei de
reactie a procesului de transesterificare biocatalitica.?? Raportul ulei:etanol fixat initial (1:5) s-
a variat, rezultatele aratand ca prin scaderea continutului de etanol creste conversia rectiei. Cea
mai mare valoare a conversiei s-a Tnregistrat la raportul stoichiometric ulei etanol (1:3) (Tabel

5).

Tabel 5 Efectul raportului molar ulei:etanol asupra procesului de etanoliza (dupa 3 ore de reactie )

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 1:20 422
6 1:50 20.7

2.1.1.8 Efectul tipului si a lugimii agentului de reticulare si a prezentei surfactantului
asupra reactiei de transesterificare

Activitatea cataliticd a diferitelor preparate enzimatice s-a testat folosind conditiile optimizate
determinate. Preparatele enzimatice obtinute fara Tween 80 au avut activitate enzimatica mai

scazutd decit cele imobilizate in prezenta surfactantului. Linkerul mai scurt, 1,3-



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

efect negativ asupra eficacitatii enzimei. In toate cazurile folosirea agentului de reticulare mai

scurt, glicerol diglicidil eter, a dus la cresterea activitdtii enzimei (Tabel 6).

Tabel 6 Efectul modului de imobilizare asupra reactiei de etanoliza dupa 4 ore (*imobilizare fara

Tween-80)
Enzima imobilizata 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 reactiei de etanoliza catalizata de Cal.-B(a)-3 s-

a constatat cd temperatura optima este la 35°C (Figura 9)

>
o

Conversion (%)
w

[&]

N
o

>
o
wn
wn
o

Temperature (°C)

Figura 9 . Efectul temperaturii asupra transesterificarii enzimatice dupa 3 ore de reactie

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 in reactii batch repetate utilizdnd conditiile



optime. Dupa 10 cicluri biocatalizatorul gi-a pastrat peste 90% din activitatea initiala (Figura
10).
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Figura 10 Studiul de eutilizabilitate a SWCNTcoon-CaL-B(3)-a prin reactii batch de cate 4 ore

2.1.1.11 Profilul de timp al reactiei de transesterificare
Profilul de timp al reactiei aratd ca reactia decurge rapid in primele 4 ore (atingdnd o conversie

de 83.4%), dupa care Incetineste (ajungand la o conversie de 93.1% dupa 16 ore) (Figura 11)
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Figura 11 Profilul de timp al reactiei de transesterificare

2.1.1.12 Concluzii

Prin imobilizarea covalenta a lipazei B din Candida antarctica pe nanotuburi cu un singur
perete functionalizate cu grupari carboxil (SWCNTcoon) s-au obtinut biocatalizatori utili pentru
productia biodieselului. Lungimea linkerului influenteazd semnificativ activitatea enzimatica,

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



diaminopropan. SwCNT-Cal-B(a)-3, cel mai activ preparat enzimatic obtinut prin
imobilizarea lipazei cu glicerol doglicidil eter si 1,3-diaminopropan a ardtat conversii ridicate
in reactia de etanolizad a uleiului de floarea soarelui. Studiile de reutilizabilitate au aratat ca
SwCNT-CaL-B(a)-3 are stabiliate operationala ridicata, pastrindu-si peste 90% din activitatea
initiala chiar si dupa 10 utilizari.

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

de carbon functionalizate

2.1.2.1 Obiectivele studiului

Scopul studiului reprezintd imobilizarea lipazei amano din Pseudomonas Fluorescens (L-AK)
pe nanotuburi de carbon functionalizate cu grupari carboxil (SWCNTcoon) pentru obtinerea de

biocatalizatori cu proprietdti imbundtatite pentru reactii in reactoare continue.

2.1.2.2 Imobilizarea covalenta L-AK pe SWCNT coon

Imobilizarea enzimei L-AK s-a realizat folosind protocolul de imobilizare optimizat din cazul
imobilizarii lipazei B din Candida antarctica. Atfel s-a utilizat 1,3-diaminopropan, glicerol
diglicidil eter, iar imobilizarea s-a realizat in prezenta surfactantului (Schema 6). Preparatele
enzimatice s-au caracterizat prin conversii de imobilizare ridicate si reproductibilitate (> 99%

de enzima legatda pe SWCNTcoon).



Schema 6 Imobilizarea L-AK pe SWCNTcoon. cu GDE: i) CDI in CH,Cly; ii) HoON(CH,)3NHo» 1n apa;
iii) glicerol diglicidil eter in CH>Cl; iv) L-AK in solutie tampon PBS (20 mM Na,HPO4, 150 mM
NaCl, pH 7)

2.1.2.3 Transesterificarea uleiului de floarea soarelui cu SWCNT-L-AK
Activitatea preparatelor enzimatice s-a testat in etanoliza uleiului de floarea soarelui. Conditiile

de reactii optime s-a determinat prin realizarea unor screeninguri la scard analitica, folosind ca



si preparat enzimatic model SwWCNT-L-AK obtinut cu o Incércare a suportului cu enzima de

0.33mg de enzima/ mg preparat enzimatic.

2.1.2.4 Efectul solventului organic asupra productiei de biodiesel
Prin efectuarea reactiilor de transesterificare in solventi diferiti s-a constatat cd izooctanul este

solventul optim, conversiile atingand valori ridicate (87 %) dupa 4 ore de reactie (Tabel 7).

Tabel 7 Efectul naturii solventului asupra reactiei de etanoliza al uleiului de floarea soarelui mediata
de SWCNT-L-AK after dupa 4 ore de reactie.

Solvent Conversie (%)
1 ACN 53.74909
2 | CHCl, 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 continutului de apa
Realizand reactia de etanolizd a uleiului de floarea soarelui mediatd de SWCNT-L-AK cu
diferite cantitati de apa (0-5 vol. %), s-a constatat ca absenta apei in mediul de reactie are efect

benefic asupra activitatii enzimatice (Tabel 8).

Tabel 8 Efectul continutului de apa asupra productiei de biodiesel dupa 4 ore de reactie

Continut de apa Conversie
(vol. %) (%)

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 incircarii cu enzima a suportului
Prin efectuarea reactiilor cu preparate enzimatice cu diferite rapoarte de suport enzima s-a

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

Tabel 9 Efectul incarcarii cu enzima a suportului asupra activitatii biocatalizatorului, dupa 3 ore de
reactie

Raport suport- Conversie
enzima ratio (w/w) (%)
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 concentratiei de atanol asupra reactiei de transesterificare
Prin modificarea raportului molar de ulei:etanol s-a constatat cd raportul 1:5 conduce la

conversii cele mai ridicate (Tabel 10).

Tabel 10 Efectul raportului molar ulei:etanol asupra procesului de etanoliza, dupa 3 ore de reactie

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 Productia biodieselului in reactor continuu

Productia biodieselului s-a investigat Intr-o coloand SynBioCart, umplutd cu enzima
imobilizatd, atasatd de modulul de pompa al unui HPLC. Coloana s-a plasat vertical, pentru a
preveni atasarea produsului secundar, glicerolul, de enzima imobilizata.

Initial debitul s-a setat la o valore de 0.35 mL/min, valoare la care conversia initiala era de
transesterificare a uleiului de floarea soarelui, s-au luat probe la intervale de timp si s-au
analizat. Rezultatele aratd o scadere a activitatii initiale a enzimei in primele 60 de ore, dupa

care activitatea rimane constanta pentru cel putin 40 de ore (Figura 12).
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Figura 12 Comportamentul in timp al L-AK 1n sistem continuu

2.1.2.9 Concluzii

Imobilizarea covalenta a lipazei amano din Pseudomonas fluorescens pe naotuburi de carbon
cu un singur perete functionalizate cu grupari carboxil a furnizat biocatalizatori utili in
productia biodieselului. Dupa optimizarea parametrilor de reactie conversia a atins valori de
peste 90% folosind izooctan ca si solvent. Preparatele enzimatice obtinute pot avea o potentiala

aplicatie in productia biodieseluui In reactor continuu.



3 Concluzii generale

Teza descrie utilitatea nanotuburilor cu un singur perete functionalizate ca si suport pentru
imobilizarea covalentd a enzimelor fenilalanin amoniac liaza din Petroselinum crispum
(PcPAL), lipaza B din Candida antarctica (CalL-B) si lipaza amano din Pseudomonas

fluorescens (L-AK).

Prin imobilizarea covalentd a PcPAL pe nanotuburi de carbon cu un singur perete
functionalizate cu grupari carboxil si amino (SWCNTcoon st SWCNTNn2) s-a demonstrat,
pentru prima data, utilitatea biocatalizatorilor obtinuti (SWCNTcoon-PAL! si SWCNTNH2-
PAL) pentru biotransformadri stereoselective in reactii batch si In microreactoare continue. S-a

caracterizat dependenta de temperatura si reutilizabilitatea enzimelor imobilizate.

Prin imobilizarea covalentd a lipazei B din Candida antarctica (CalL-B) si lipaza amano din
Pseudomonas fluorescens (L-AK) pe nanotuburi de carbon cu un singur perete functionalizate
cu grupari carboxil, s-au obtinut biocatalizatori stabili si eficienti pentru productia

biodieselului.
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