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INTRODUCERE

Repere conceptuale generale. Importanta, actualitatea si motivatia tezei de doctorat

Enzimele, considerate ,.catalizatorii vietii”, sunt structuri proteice de origine naturala,
implicate intr-o multitudine de procese biologice. Acestea accelereaza procesele biologice
esentiale vietii, in absenta lor reactiile metabolice fiind prea lente pentru a o sustine.
Enzimele sunt caracterizate printr-o specificitate si o eficientd cataliticd extraordinare,
acestea contribuind la digestia alimentelor si reglarea metabolismului, sinteza ADN-ului si
determinarea raspunsului imunitar. in afara rolului lor biologic primordial, enzimele au o
importanta crescutd si in alte domenii precum cel industrial, medical sau in protectia
mediului. in functie de originea lor si de specificitatea catalitica, enzimele pot cataliza
procese de interes industrial, pot servi in diagnosticarea sau tratarea unor afectiuni sau pot
cataliza degradarea unor poluanti din mediu.

Desi proprietdtile catalitice ale enzimelor sunt extrem de promitatoare, utilizarea
acestora 1n aplicatii la scara larga este limitata de stabilitatea lor redusa in conditii diferite
de cele din mediul lor natural. Pentru a contracara aceste limitari, se apeleaza deseori la
imobilizarea enzimelor pentru a le imbunétati stabilitatea in conditii variate. Imobilizarea
enzimelor reprezintd un subiect de interes crescut pentru cercetarea stiintifica, motivat de
dorinta de a creste stabilitatea si performanta catalizatorilor enzimatici, in special in vederea
dezvoltarii unor biocatalizatori cu aplicabilitate industriala. Din aceasta perspectiva,
literatura de specialitate descrie unele metode de imobilizare a enzimelor precum si diferite
tipuri de materiale care pot servi drept suport pentru imobilizarea acestora.

Desi subiectul imobilizarii enzimelor a fost deja studiat in ultimii ani, acesta este
departe de a fi epuizat, prezentand un interes ridicat pentru dezvoltarea de noi materiale
suport pentru imobilizarea de enzime, studiul interactiunilor care se stabilesc intre enzime si
materialelor suport si care moduleaza activitatea catalitica a enzimelor imobilizate sau
dezvoltarea de noi directii de utilizare a enzimelor imobilizate.

Studiile actuale privind imobilizarea de enzime prezinta interes si din punctul de
vedere al dezvoltarii unor sisteme catalitice inovatoare, de tip materiale compozite pe baza
de enzime si polimeri. Utilizarea polimerilor in obtinerea unor astfel de materiale este
justificatd de versatilitatea structurala si functionala a acestora, putand fi utilizati polimeri
de origine naturala sau sintetica, cu diferite proprietati fizice sau chimice, polimeri

biodegradabili, sensibili la stimuli sau combinatii de polimeri. Selectia atenta a polimerilor



permite adaptarea proprietdtilor materialelor obtinute, influentdnd direct eficienta si/sau
stabilitatea biocatalizatorilor.

in acest context, motivatia dezvoltirii de materiale compozite polimer/enzime este
sustinuta atit de aspecte teoretice cat si de considerente de aplicabilitate. Dezvoltarea acestui
domeniu poate aduce contributii semnificative in intelegerea interactiunilor dintre enzime si
polimeri, identificarea efectului pe care imobilizarea enzimelor il poate avea asupra
proprietatilor catalitice ale acestora, optimizarea conditiilor de imobilizare a diferite enzime,
precum si in proiectarea unor biocatalizatori eficienti pentru diferite tipuri de aplicatii.
Aceastd abordare este relevanta in special prin prisma potentialelor aplicatii ale materialelor
obtinute, proiectarea acestora putand fi directionatd catre diferite aplicatii precum
biosenzori, suprafete cu proprietati antimicrobiene, catalizatori cu aplicabilitate industriald
sau de mediu, farmaceutica sau alimentara.

O directie aplicativd cu un impact semnificativ pentru societate este utilizarea
materialelor compozite polimer/enzime drept catalizatori pentru degradarea unor
poluanti din api, aceastd metoda de tratare a apelor uzate raspunzand provocarilor actuale
legate de protectia mediului. Motivatia proiectarii de materiale compozite polimer/ enzime
pentru astfel de aplicatii este argumentatd si de necesitatea dezvoltdrii unor solutii
sustenabile si ecologice de depoluare, precum si de posibilitatea de utilizare a unor polimeri
de origine naturala, justificand alegerea acestora.

Obiectivele tezei si metodologia experimentali

Pornind de la considerentele prezentate mai sus, a fost formulat un obiectiv principal
al tezei de doctorat constand in proiectarea, obtinerea si caracterizarea fizico-chimicd si
biochimicd a unor noi materiale compozite pe bazd de enzime si polimeri naturali sau
sintetici, destinati unor aplicatii catalitice.

Din acest obiectiv principal au fost derivate patru obiective secundare:

e Optimizarea obtinerii de materiale suport pentru imobilizare de enzime prin
depunere strat-dupa-strat de polielectroliti pe microparticule de silice;

e Imobilizarea enzimelor pe materiale suport de tip miez-invelis obtinute prin
depunere strat-dupa-strat de polielectroliti pe microparticule de silice;

e Obtinerea de nanostructuri enzime/polimeri sub formda de complecsi
interpolielectrolitici;

e Utilizarea materialelor compozite obtinute prin imobilizarea lacazei drept

catalizatori pentru degradarea unor poluanti din ape uzate.



Continutul tezei de doctorat

Teza de doctorat intitulata ,, Progrese in proiectarea compozitelor polimer/enzime
pentru aplicatii in catalizd” se intinde pe 195 pagini si cuprinde sapte capitole ce includ 100
figuri, 21 tabele, 12 ecuatii si 310 referinte bibliografice. Lucrarea prezentata este structurata
in doua sectiuni principale: Partea I - Stadiul actual al cunoasterii care cuprinde doud
capitole si prezinta contextului stiintific care motiveaza alegerea temei de cercetare, a
materialelor si a metodelor experimentale si Partea a Il-a - Contributii originale care este
structuratd in cinci capitole si prezintd rezultatele originale obtinute in urma studiilor
doctorale.

Capitolele 1 si 2 prezinta stadiul actual al cunoasterii si descriu contextul general al
imobilizarii enzimelor, principalele metode de imobilizare raportate in literatura de
specialitate precum si sase tipuri principale de materiale pe baza de polimeri care sunt
utilizate in imobilizarea de enzime, respectiv principalele directii de utilizare ale materialelor
compozite polimer/enzime. Analiza riguroasa a tendintelor de cercetare in acest domeniu a
permis identificarea unor directii de cercetare care au fost exploatate in cadrul studiilor
experimentale desfiasurate pe parcursul pregatirii acestei teze de doctorat, ludnd in
selectate.

Capitolul 3 se referd la materialele utilizate, cuprinzand si o descriere aménuntita a
metodelor experimentale intrebuintate pentru obtinerea materialelor compozite polimer/
enzime. Capitolul descrie o metodologie exhaustivd de caracterizare a materialelor si de
evaluare a proprietdtilor catalitice si a potentialelor aplicatii ale materialelor compozite
obtinute, valorificand metode de caracterizare moderne si tehnici biochimice consacrate.

Capitolul 4 prezintd obtinerea materialelor compozite proiectate pentru a servi ca
suport pentru imobilizarea de enzime utilizdnd metoda depunerii strat-dupd-strat de
polielectroliti pe microparticule de silice. Capitolul cuprinde atat detalii privind obtinerea
materialelor compozite, cat si caracterizarea acestora prin diferite tehnici experimentale,
fiind identificate principalele aspecte care influenteaza proprietatile materialelor si fiind
selectate materialele cele mai performante, in vederea testarii ulterioare.

Capitolul 5 descrie imobilizarea a douad enzime — pepsina si lacaza — pe unele
materiale compozite miez-invelis, selectate dintre cele prezentate in Capitolul 4. Rezultatele
prezentate in cadrul acestui capitol urméaresc optimizarea procesului de imobilizare a
enzimelor, caracterizarea fizico-chimica a materialelor dupa imobilizarea enzimelor si, in

cazul materialelor cu lacaza imobilizata, evaluarea proprietatilor catalitice ale acestora, fiind



demonstrata fezabilitatea utilizdrii acestor materiale ca suport pentru imobilizarea de enzime.
Totodata, studiile efectuate au permis identificarea celor mai promititoare materiale
compozite cu enzime imobilizate, din punct de vedere al performantei catalitice, acestea
fiind selectate pentru testare in aplicatii catalitice.

Capitolul 6 urmareste obtinerea de nanostructuri pe baza de lacaza si chitosan sau
chitosan grefat cu poli(N-izopropilacrilamida). Metodologia propusa in cadrul acestui
capitol urmareste mecanismul de interactiune dintre enzima si polizaharide prin diferite
metode experimentale si confirmarea acestuia prin intermediul simularii de dinamica
moleculard, precum si evidentierea principalelor caracteristici ale nanostructurilor formate
si evaluarea activitdtii catalitice a nanostructurilor formate in diferite conditii experimentale.
Capitolul contribuie la 1intelegerea mecanismelor de interactiune dintre proteine si
polizaharide si propune obtinerea unor nanostructuri inovative, formate cu lacaza, enzima
de interes industrial, si o polizaharidd modificata, sensibila la stimuli externi.

Capitolul 7 prezintd potentialele aplicatii ale nanostructurilor si compozitelor
polimer/enzime in degradarea cataliticd a unor coloranti din mediul apos, evidentiind
potentialul lor aplicativ. Studiile prezentate urméaresc capacitatea unora dintre materialele
selectate de a degrada coloranti in diferite conditii experimentale, dar si identificarea
mecanismului de degradare enzimaticad a unuia dintre colorantii testati. Nu in ultimul rand,
capitolul scoate in evidentd o solutie neconventionald de tratare a apelor uzate, respectiv
utilizarea nanostructurilor enzime/polizaharide drept catalizatori pentru degradarea unor
coloranti.

Teza de doctorat se incheie cu o serie de concluzii generale si perspective de dezvoltare
a studiilor propuse, fiind insotitd de doud Anexe organizate dupa cum urmeaza: Anexa 1 —
Diseminarea rezultatelor stiintifice si Anexa 2 — Copii ale articolelor publicate.

Rezultatele prezentate in teza de doctorat intitulatd Progrese in proiectarea
compozitelor polimer/enzime pentru aplicatii in catalizd prezinta obtinerea unor materiale
compozite pe bazd de polimeri si enzime. Metodele experimentale utilizate au permis
obtinerea unor materiale compozite cu utilitate practica, atat sub forma de microparticule
miez anorganic, invelis polimeric si lacaza imobilizata, cét si sub forma de nanostructuri
lacazéd/polizaharide. Cele doua tipuri de materiale compozite obtinute au demonstrat
mentinerea unei activitati catalitice satisfacatoare, testata in diferite conditii experimentale
si o imbunatétire globala a proprietatilor enzimei, manifestata printr-o crestere a stabilitatii
acesteia n diferite conditii. De asemenea, cele doua tipuri de materiale cu lacaza imobilizata

au fost utilizate cu succes in degradarea unor coloranti din mediu apos, demonstrand



fezabilitatea acestora de a actiona drept catalizatori pentru degradarea unor poluanti organici

din mediu apos.

PARTEA all-a
CONTRIBUTII ORIGINALE

CAPITOLUL 4
OBTINEREA MATERIALELOR COMPOZITE SUPORT PENTRU
IMOBILIZAREA DE ENZIME

Rezultatele prezentate in acest capitol au facut subiectul urmdtoarelor publicatii:
1. Petrila, L. M., Bucatariu, F., Stoica, I., Mihai, M., & Froidevaux, R. (2025a). J
Environ Chem Eng, 13(2), 115631. https://doi.org/10.1016/].jece.2025.115631
2. Bucatariu, F., Petrila, L., Teodosiu, C., & Mihai, M. (2022). CR Chim, 25, 95—108.
DOI: 10.5802/crchim.171
3. Petrila, L. M., Bucatariu, F., Mihai, M., (2025b). Rev Roum Chim, 70, 465-473.
https.//doi.org/10.33224/rrch.2025.70.7-8.10

4.2. Obtinerea materialelor compozite prin depunerea strat-dupa-strat de
polielectroliti
4.2.1. Depunerea strat-dupd-strat a polielectrolitilor si reticularea materialelor compozite
obtinute

Pentru obtinerea materialelor compozite s-au utilizat o serie de polimeri ionici
incadrati in categoria polielectrolitilor slabi. Acestia posedd o serie de caracteristici
specifice, in special sensibilitate la modificérile de pH si de tarie ionica (Petrila, 2021).
Totodata, polielectrolitii selectati diferd in termeni de masa molara si dispunere a catenei
(liniara/ramificatd). Astfel, este de asteptat ca gradul de ionizare al polielectrolitilor, si astfel
si conformatia acestora, sa fie influentate de conditiile experimentale de lucru.

Pentru formarea de multistraturi de polielectroliti au fost utilizate combinatii ale
policationilor (PEIm, PEIm) si polianionilor (PAA, PMA) selectati pentru acest studiu,
totodata utilizdndu-se ca suport microparticule de silice care diferd prin porozitate (SP1k si
SP2k). Depunerea invelisului organic prin formarea multistraturilor a fost urmaritd prin
efectuarea de titrari polielectrolitice care au permis determinarea indirectd a cantitatii de

material organic depus dupa fiecare etapd. Depunerea multistraturilor a fost realizata astfel



incét sa se obtind materiale cu numar crescator de straturi duble depuse, in care un dublu-
strat este definit prin depunerea alternanta a unui strat de polication si a unuia de polianion.
Figura 4.2. prezinta variatia cantitatii de material organic depus pe suportul anorganic, in
functie de numarul de duble-straturi depuse, respectiv in functie de suportul anorganic

utilizat.
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Figura 4.2: Variatia cantitdtii de material organic depus pe microparticulele Daisogel
SP1k (a) si SP2k (b) in functie de numdrul de duble-straturi depuse
(rezultate publicate partial in Petrila, 2025a)

Pe baza reprezentarilor grafice din Figura 4.2. se poate observa cd indiferent de
porozitatea silicei utilizate ca suport la depunere, cantitatea de material organic depus
urmareste acelasi trend de crestere, aproximativ liniar, odatd cu cresterea numarului de
straturi depuse. Se remarca, de asemenea, cd materialele compozite obtinute cu PAA, pentru
acelasi polication si indiferent de suportul anorganic folosit, contin o cantitate mai mare de
material organic, ceea ce sugereaza depunerea a unui film polimeric cu o grosime mai mare
pe materialul suport, comparativ cu materialele obtinute cu PMA. Acest comportament este
rezultatul conformatiei PAA: la pH-ul solutiei de ~ 3, grupdrile functionale de pe catenele
de PAA sunt partial ionizate, iar catenele cu masa moleculara mare adopta o conformatie
incolacitd formand ghemuri care conduc la depunerea unui strat organic gros. Pe de alta
parte, PMA este ionizat puternic la pH ~ 8 iar catenele sale sunt intinse, in aceste conditii
stratul depus fiind mai subtire decat in cazul depunerii PAA. in ceea ce priveste influenta
policationului, se poate constata cd, pentru acelasi polianion si indiferent de suportul
anorganic folosit, utilizarea policationului cu masa molara mai micd, PEln, determina
depunerea unui strat mai gros.

Pentru a asigura o mai buna coeziune a straturilor depuse, s-a procedat la reticularea
chimica a catenelor de PEI dupa fiecare etapad de depunere a acestuia, utilizand o cantitate

de reticulant care sa asigure raportul de 10:1 intre grupdrile carbonil ale reticulantului si



grupdrile aminice ale policationului. Raportul ales a fost optimizat in studii anterioare
realizate in cadrul echipei de cercetare, cantitatea necesara de reticulant fiind calculata pe
baza cantitatii de polication depus, determinatd indirect prin titrari polielectrolitice
(Bucatariu, 2022). Reticularea catenelor de PEI asigura o mai mare stabilitate a straturilor
depuse si favorizeaza utilizarea ulterioara a materialelor compozite in aplicatii care vizeaza
exploatarea in cicluri multiple de utilizare sau in conditii de presiune hidrodinamica, dupa

cum sugereaza literatura de specialitate (Ghiorghita, 2019).

4.4. Concluzii partiale

in cadrul acestui capitol, s-a studiat obtinerea de materiale compozite miez anorganic
—invelis organic prin depunerea strat-dupa-strat de polielectroliti pe microparticule de silice,
obiectivul principal al studiului fiind legat de optimizarea procesului de depunere a
polielectrolitilor in vederea obtinerii unor microparticule miez-invelis stabile. Astfel, s-au
studiat mai multe combinatii experimentale, incluzand doua tipuri de silice suport, doi
policationi si doi polianioni. Totodatd, s-a urmarit obtinerea de materiale compozite prin
depunerea mai multor straturi de polielectroliti, obtinand materiale cu 0,5; 1,5; 2,5 si 4,5
duble-straturi. Pentru imbunatatirea caracteristicilor materialelor, acestea au fost supuse unui
tratament acido-bazic. Materialele astfel obtinute au fost caracterizate utilizind o combinatie
de metode fizico-chimice moderne pentru a studia compozitia chimica, incarcarea suprafetei
si morfologia materialelor obtinute. Rezultatele obtinute au evidentiat o serie de aspecte
importante:

e porozitatea silicei suport nu influenteaza puternic tendinta de depunere a
multistraturilor de polielectroliti si nici cantitatea totala de material organic
depus;

e masa molara a polielectrolitilor utilizati influenteaza formarea multistraturilor
si stabilitatea acestora, materialele obtinute utilizind PEI, fiind caracterizate
de cea mai redusi stabilitate;

o utilizarea PEIm a determinat obtinerea unor invelisuri organice mai stabile ca
urmare a interactiunii mai bune dintre cei doi polielectroliti.

Pe baza acestor observatii, au fost selectate materialele care vor fi utilizate ca
suport pentru imobilizarea de enzime, si anume, compozitele obtinute prin depunerea
strat-dupa-strat de polielectroliti a perechilor de polielectroliti PEIM/PAA si
PEIM/PMA.



CAPITOLUL 5
IMOBILIZAREA DE ENZIME PE
MATERIALE COMPOZITE MIEZ — iNVELIS

Rezultatele prezentate in acest capitol au facut subiectul urmadtoarelor publicatii:
1. Petrila, L. M., Bucatariu, F., Stoica, I., Mihai, M., & Froidevaux, R. (2025a). J
Environ Chem Eng, 13(2), 115631. https://doi.org/10.1016/j.jece.2025.115631
2. Petrila, L. M., Bucatariu, F., Mihai, M., (2025b). Rev Roum Chim, 70, 465-473.
https.//doi.org/10.33224/rrch.2025.70.7-8.10

5.3. Studii de imobilizare a lacazei

Influenta pH-ului asupra imobilizarii LAC

Un rol primordial in imobilizarea cu succes a enzimelor il joacd pH-ul, acesta
influentdnd, pe de o parte, ionizarea grupdrilor functionale care ar putea fi implicate in
imobilizarea enzimei si, pe de altd parte, conformatia si stabilitatea enzimelor. Influenta pH-
ului asupra randamentului de imobilizare a fost studiata in intervalul de pH = 3,5 - 5,5, astfel
incét sa poatd fi conservate atit o activitate satisfacatoare a enzimei, cat si o stabilitate a
catenelor polimerice din materialul compozit. Analizdnd randamentele de imobilizare
obtinute, prezentate in Figura 5.12., se remarca faptul ca cele mai bune rezultate sunt obtinute

la pH = 4,5 pentru ambele tipuri de microparticule suport.
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Figura 5.12: Randamentul de imobilizare (a) si activitatea enzimatica relativa (b) a LAC
imobilizate in functie de pH-ul de imobilizare (Petrila, 2025a)
Dupa cum este prezentat in Figura 5.12., la pH scazut imobilizarea este redusa, cel mai
probabil din cauza ionizarii grupdrilor functionale ale polianionului rdamas in structura
compozitelor miez-invelis, care genereaza repulsii electrostatice intre compozit si enzima.

Randamentele de imobilizare obtinute in intervalul de pH = 4,5 - 5,5 variaza usor, sugerand



faptul ¢a o variatie mica a pH-ului nu afecteaza puternic procesul de imobilizare. In plus, a
fost studiata activitatea enzimatica a materialelor compozite LAC1@SP1k/(PEIm)4,5¢-paa) si
LAC1@SP1k/(PEIm)pmajss (Figura 5.12 b), observandu-se ca imobilizarea LAC la pH =
4,5 a conservat cea mai bund activitate catalitica (definitd ca 100% pentru cele mai bune
rezultate obtinute, celelalte valori fiind raportate la cea mai mare activitate obtinuta), aceasta
valoare a pH-ului asigurand un grad satisfacator de ionizare a grupelor functionale ale
materialului compozit. Totodata, se poate aprecia ca la aceastd valoare a pH-ului conformatia
enzimei a fost adecvata, favorizdnd imobilizarea acesteia fard a afecta centrul activ al
enzimei.

De asemenea, se remarca faptul ca atdt randamentul de imobilizare cat si activitatea
enzimatica relativa sunt mai ridicate in cazul imobilizarii LAC pe materialul compozit cu
PMA, sugerand o afinitate mai mare a suportului fatd de enzima, cel mai probabil datorita
unei interactiuni mai bune cu materialul suport, bazata atat pe interactiuni electrostatice, cat
si de natura hidrofoba.

Influenta concentratiei asupra imobilizarii LAC

Un alt parametru important in eficienta procesului de imobilizare enzimatica este
concentratia initiala a enzimei care influenteazd puternic difuzia acesteia in timpul
procesului de imobilizare. In acest sens, efectul concentratiei enzimei asupra etapei de
imobilizare a fost studiat in intervalul de concentratie 1 - 8 mg/mL, Figura 5.13. prezentand
randamentul imobilizarii si masa de enzima imobilizata (mg/mg) in functie de concentratia

initiala a enzimei.
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Figura 5.13: Randamentul de imobilizare a LAC (a) si masa de enzimd imobilizatd (b) in
functie de concentratia initiala a enzimei (Petrila, 2025a)
Dupéd cum este prezentat Figura 5.13., cel mai mare randament de imobilizare a
enzimei a fost obtinut la o concentratie initiald de 1 mg/mL si corespunde valorii de 59,02 +

0,07% pentru materialele suport SP1k/(PEIm)a,spaa) si 78,90 = 5,53% pentru materialele



suport SP1k/(PEIm)45-pma). O eficientd satisficdtoare a imobilizarii a fost mentinuta in
intervalul de concentratie 2 - 8 mg/mL, in timp ce pentru concentratii mai mari de enzima,
ar putea apirea saturarea suprafetei. In timp ce o crestere a concentratiei poate conduce la o
cantitate mai mare de enzima imobilizatd, datoritd agregdrii enzimei pe suprafata
materialului, stabilitatea si activitatea cataliticdi a unui biocatalizator obtinut cu o
concentratie mai mare de enzima pot fi afectate de interactiunile slabe dintre agregatele de
enzima si materialul suport si de limitérile difuzionale, respectiv impiedicérile sterice care
reduc probabilitatea de interactiune dintre moleculele de substrat si centrul activ al enzimei.
Astfel, se poate aprecia ca utilizarea unor concentratii mai mici de enzima determina
randamente mai bune de imobilizare desi cantitatea cea mai mare de enzima imobilizatd se

gaseste la cea mai mare concentratie testata pentru LAC (Figura 5.13 b).

5.3.4. Evaluarea proprietatilor catalitice ale materialelor compozite cu LAC imobilizatd

Determinarea activitdtii catalitice a materialelor compozite cu enzimd imobilizatd

De departe cel mai important parametru de urmarit in cazul obtinerii de biocatalizatori
prin imobilizare de enzime este mentinerea unei activitati enzimatice satisfacadtoare. Din
acest motiv, determinarea activitatii catalitice a biocatalizatorilor obtinuti prin imobilizare
de enzime este primordiala in stabilirea parametrilor optimi de obtinere a unor biocatalizatori
eficienti. Activitatea enzimaticd a materialelor compozite dupa imobilizarea LAC a fost
studiata in conditii similare celor utilizate pentru determinarea activitatii LAC in solutie,

respectiv urmdrind conversia ABTS la pH = 4,5 si temperatura de 25 °C. Activitatea

enzimaticad a materialelor compozite obtinute prin imobilizarea LAC la concentratii initiale
de 1-8 mg/mL a fost exprimatd prin activitatea relativa, considerand activitatea maxima
obtinuta ca fiind 100% (indiferent de tipul microparticulelor utilizate ca suport pentru

imobilizare) si raportand celelalte valori de activitate obtinute la valoarea maxima.
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Figura 5.17: Activitatea enzimatica relativa a materialelor compozite cu LAC imobilizata

la concentratiile n = 1-8 mg/mL si pH = 4,5 (Petrila, 2025a)
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Analizdnd activitatea enzimaticdA a materialelor LACn@SP1k/(PEIm)45:-paa) Si
LACn@SP1k/(PEIm)45-pma) obtinute dupa imobilizarea LAC la concentratii initiale de
enzimd de 1-8 mg/mL si pH = 4,5 (Figura 5.17.), se poate observa ca, in general, activitatea
enzimatica relativa scade odata cu cresterea concentratiei de enzima, cea mai buna activitate
fiind mentinutd la o concentratie initiala de 1 mg/mL atit pentru compozitele
SP1k/(PEIm)a4,5(-pan), cét si pentru SP1k/(PEIm)4,5-pma).

Reutilizarea materialelor compozite cu LAC imobilizatd

Pentru a studia capacitatea de reutilizare materialelor compozite cu LAC imobilizata
la concentratia de 2 mg/mL s-a utilizat aceeasi metoda de determinare a conversiei ABTS in
conditii optime de temperaturd si pH. Dupa fiecare ciclu de utilizare a materialelor
compozite cu LAC imobilizata, acestea au fost separate, spilate cu solutie tampon acetat si
reutilizate pentru conversia ABTS utilizand o solutie proaspata de substrat.

Analizand capacitatea de reutilizare a materialelor compozite cu LAC imobilizata
(Figura 5.20.), se remarca faptul ca acestea pot fi reutilizate cu succes in sapte cicluri de
utilizare, cu o pierdere a activitatii de sub 5% in primele trei cicluri de reutilizare si

mentinerea a aproximativ 50% din activitatea initiald dupa sapte cicluri de reutilizare.

110
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Figura 5.20: Activitatea enzimatica relativa la reutilizare a materialelor compozite cu
LAC imobilizatd
Aceste rezultate confirma faptul ca imobilizarea LAC conferd avantaje economice
semnificative comparativ cu utilizarea enzimei in stare nativa, prin imobilizare fiind
facilitata recuperarea si reutilizarea biocatalizatorilor, reducand atat costurile asociate cu

utilizarea catalizatorilor enzimatici, cét si impactul asupra mediului.

5.5. Concluzii partiale

in cadrul acestui capitol a fost studiati imobilizarea de enzime pe materiale compozite

de tip miez-invelis obtinute prin depunerea strat-dupa-strat de polielectroliti. Intr-o prima
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etapd, a fost studiatd imobilizarea PEP ca enzimd model pe cele doud tipuri de materiale,
urmarindu-se studiul unor parametri de interes precum pH-ul si concentratia enzimei in
solutia initiald, cantitatea de material organic depus pe microparticulele suport, respectiv
aplicarea unor tratamente acido-bazice de flexibilizare si/sau reticularea chimicd a
invelisului organic. Ulterior optimizarii parametrilor mentionati, a fost studiata imobilizarea
LAC in conditiile optimizate, in vederea obtinerii unor biocatalizatori cu potentiale aplicatii
catalitice.

in cazul materialelor compozite obtinute prin depunerea strat-dupa-strat de
polielectroliti, studiile efectuate au evidentiat o serie de concluzii:

e principalele caracteristici care influenteazd imobilizarea enzimelor sunt stabilitatea
invelisului organic, porozitatea acestuia, caracterul hidrofil/hidrofob si
disponibilitatea gruparilor functionale;

e caracteristicile enzimei au o influentd crescuta asupra procesului de imobilizare,
optimizarea procesului presupunand determinarea pH-ului si a concentratiei optime
de imobilizare;

e in cazul materialelor cu LAC imobilizatd a fost studiatd activitatea catalitica a
acestora, studiile realizate reliefind mentinerea unei activitdti catalitice
satisfacdtoare dupd imobilizarea enzimei, coroboratd cu o imbunatatire a stabilitatii
enzimei imobilizate pe un domeniu mai larg de pH si la cresterea temperaturii,
comparativ cu LAC in stare libera;

e materialele compozite cu LAC imobilizata au un avantaj considerabil comparativ cu
enzima libera, putand fi utilizate cu succes in cel putin sapte cicluri catalitice.

in ansamblu, se poate aprecia ci cele mai bune rezultate au fost obtinute la imobilizarea
enzimelor la pH = 4,5, pe microparticulele obtinute prin depunerea strat-dupa-strat de
polielectroliti avand 4,5 duble-straturi si care au fost supuse tratamentului acido-bazic.
intrucat valoarea de pH optima pentru imobilizare poate determina denaturarea PEP,
proprietitile catalitice ale acesteia nu au fost studiate. In schimb, rezultatele obtinute la
imobilizarea LAC, au evidentiat o buna interactiune intre materialele compozite miez-invelig
si enzima incdrcatd negativ, sugerand ca aceste materiale compozite suport pot fi utilizate cu
succes 1n imobilizarea unor enzime, cu mentinerea unei activitati enzimatice satisfacitoare,
evidentiindu-se faptul ca imobilizarea are cele mai bune rezultate la pH = 4,5 si o

concentratie a enzimei in intervalul 1 — 6 mg/mL.
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CAPITOLUL 6
OBTINEREA DE NANOSTRUCTURI PRIN
FORMAREA DE COMPLECSI INTERPOLIELECTROLITICI
LACAZA/POLIMERI NATURALI

Rezultatele prezentate in acest capitol au facut subiectul urmdtoarelor publicatii:
1.Petrila, L. M., Karayianni, M., Vasiliu, T., Puf, R., Mihai, M., Pispas, S. (2025c). Int
J Biol Macromol., 322(2), 146754. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2025.146754
2.Petrila, L. M., Ciobanu, T.A., Vasiliu, T., Pispas, S., Mihai, M. (2025d).
Biomacromolecules, 26, 6244-6257. https://doi.org/10.1021/acs.biomac.5¢01217

6.2. Prepararea complecsilor lacaza / chitosan

6.2.2. Studiul interactiunii dintre LAC si CHI

Interactiunea dintre LAC si CHI a fost investigata prin spectroscopie de fluorescenta,
pe baza studiilor de stingere a fluorescentei. Datorita prezentei reziduurilor de aminoacizi
aromatici, cum sunt triptofanul, tirozina si fenilalanina, LAC prezinta fluorescentd
intrinsecd. Rolul triptofanului in emisia de fluorescenta a LAC este semnificativ, deoarece
LAC prezinta sapte reziduuri de triptofan (Saoudi, 2017). Pentru a determina Ksv, a fost
utilizata regresia liniara, valorile Ksv si kq determinate la fiecare temperatura fiind prezentate

in Tabelul 6.1.

Tabelul 6.1: Valorile constantei Stern-Volmer (Ksy), constantei de stingere bimoleculard
(ky), constantei aparentd de legare (K,) si valorile numarului de situsuri de legare (n) la

interactiunea LAC cu CHI, la diferite temperaturi. R’ - coeficient de corelatie.

(Petrila, 2025d)
Temperatura
Ksv (M) kq(M1.s) R? Ka (M) n R?
(K)
298 1,56 - 10° 1,56 -10 0,991  6,30-10* 0,93 0,987
303 1,73-10° 1,73-10" 0,985  6,45-10° 0,76 0,989
308 1,90 10° 1,90-10" 0,980  4,78-10° 0,73 0,990

Dupa cum este prezentat in Tabelul 6.1., Ksv creste usor cu temperatura, sugerand o
stingere mai eficientd, dupa cum s-a raportat si pentru interactiunea CHI cu albumina serica

bovind (Bekale, 2015), dar si la interactiunea CHI si a nanocompozitelor CHl/oxid de

13



grafend cu B-galactozidaza (Li, 2025). Cresterea Ksv poate fi asociatd cu o crestere a miscarii
moleculare datorata temperaturii, care favorizeaza coliziunea dintre moleculele din sistem,
dar nu implicd neaparat o interactiune mai puternica intre acestea. Scaderea intensititii
fluorescentei observatd odata cu cresterea temperaturii ar putea fi, de asemenea, rezultatul
unei denaturari partiale a LAC, indusa termic, care determina expunerea triptofanului din
structura interna a enzimei, sporind sansele de interactiune a acestuia cu CHI.

Mecanismul de stingere poate fi elucidat pe baza valorii constantei bimoleculare de
stingere, kq, luand 1n considerare faptul ca, pentru procesele de stingere dinamice, valoarea
maximi a acesteia pentru diversi stingitori este in jur de 2-10'° (M- s!) (Antonov, 2024;
Lakowicz, 2006). Valorile calculate ale kq pentru sistemele LAC/CHI (Tabelul 6.1.) sunt
mult mai mari decat aceasta valoare, ceea ce conduce la presupunerea cd mecanismul de
stingere observat este static (Lakowicz, 2006). Un efect similar a fost observat pentru
stingerea fluorescentei intrinseci la diferite proteine in prezenta CHI sau a derivatilor de CHI,
printre cele studiate numarandu-se caseinatul de sodiu (Antonov, 2024), caseina (Ma, 2023),
ovalbumina (Leite Milido, 2022), B-lactoglobulina (Agudelo, 2013), albumine serice bovine
(Bekale, 2015; Liu, X., 2015) sau umane (Bekale, 2015).

Efectul temperaturii asupra interactiunii dintre LAC si CHI poate fi evaluat pe baza
constantei aparente de legare (Ka) si a numarului de situsuri de legare, care au fost calculate
(Tabelul 6.1.) din graficul Stern-Volmer dublu logaritmic (Figura 6.4 b). Dupa cum se
observa din valorile prezentate in Tabelul 6.1., la temperatura ambianta exista aproximativ
un situs de legare pentru CHI. Constanta K, scade cu temperatura, ceea ce sugereaza ca
legarea este mai putin favorabila la cresterea temperaturii, iar stabilitatea complexului format
scade cu cresterea temperaturii, asa cum s-a observat si in cazul altor sisteme care implica
proteine (Asemi-Esfahani, 2021; Dehdasht-Heidari, 2021; Habibian Dehkordi, 2021). Un
astfel de comportament este de asteptat deoarece temperatura accelereazd miscarea
brownian, favorizand coliziunea dintre molecule, dar nu si legarea lor. In plus, temperatura
poate induce modificdri conformationale in cazul moleculelor biologice, crescand sau
scazand accesibilitatea situsurilor de legare.

Pentru o mai buna intelegere a mecanismului de interactiune dintre LAC si CHI, au
fost realizate simulari moleculare care au urmarit sa evidentieze reziduurile de aminoacizi
din structura enzimei care interactioneaza cu CHI. De asemenea, prin efectuarea de simulari
la doud valori de temperaturd s-a urmarit evaluarea potentialului efect protector al CHI
asupra enzimei. Conformatia initiala si cea finala a LAC, in absenta sau prezenta CHI,

obtinute din simuldrile moleculare, sunt prezentate in Figura 6.5 a, in care enzima este
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reprezentatd tridimensional, cu evidentierea elementelor de structurd secundara si in Figura

6.5 b, in care evidentiaza indeosebi suprafata exterioard a enzimei (engl. quicksurface).

2 e

Figura 6.5: Conformatia initiala si cea finala a LAC (a) si conformatia initialda si finald a
LAC la interactiunea cu CHI (b). Pentru LAC, culoarea regiunilor este: a-helix magenta,
P-pliate galben si conformatie aleatorie in turcoaz. Pentru polimer, culoarea atomilor
componenti este: N albastru, O rosu, C verde, iar H alb (Petrila, 2025d)

Dupa cum evidentiaza Figura 6.5 a, structura enzimei suferd modificari minime in
timpul simularii de dinamica moleculard. Totodata, Figura 6.5 b evidentiaza faptul ca
interactiunea cu CHI are loc la suprafata enzimei, centrul catalitic al enzimei ramanand
nemodificat din punct de vedere conformational. Astfel, interactiunea cu CHI determina
formarea unui strat polimeric la suprafata enzimei care ar putea juca un rol important in

stabilizarea moleculei.

6.2.3. Formarea si caracterizarea complecsilor interpolielectrolitici

Formarea complecsilor LAC/CHI a fost realizata prin addaugarea unor volume variabile
de solutie de CHI 1 mg/mL preparata in solutie tampon acetat la pH = 4,5, peste solutia de
LAC 0,5 mg/mL preparata in acelasi solvent, conform metodei prezentate in Capitolul 3,
sectiunea 3.4.1. Codificarea probelor respectd modelul (LAC/CHI)rm, unde RM reprezintd
raportul masic de amestecare intre componente. Formarea complecsilor LAC/CHI a fost
urmadrita prin intermediul DLS, analizdnd variatia intensitatii luminii dispersate, indicele de
polidispersitate si distributia dimensionala a complecsilor formati.

O primé confirmare a formarii complecsilor interpolielectrolitici LAC/CHI a fost
obtinuta analizand variatia intensitatii luminii dispersate in functie de raportul masic dintre
componente (Karayianni, 2024). Astfel, dupa cum este evidentiat in Figura 6.7 a, intensitatea

luminii dispersate creste odatd cu cresterea cantitatii de CHI utilizatda la formarea
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complecsilor, demonstrand formarea cu succes a nanostructurilor si sugerand faptul ca
polizaharida joaca un rol important in caracteristicile complecsilor formati. De asemenea, se
remarca faptul ca indicele de polidispersitate are valori destul de scazute pentru toate probele

(Figura 6.7 b), sugerand faptul ca nanostructurile formate au dimensiuni relativ omogene.
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Figura 6.7: Variatia intensitdtii luminii dispersate (a) si a indicelui de polidispersitate (b)

in functie de raportul de masa utilizat la formarea complecsilor
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Figura 6.9: Potentialul zeta al nanostructurilor LAC/CHI
in comparatie cu valorile pentru LAC si CHI

Masuratorile de potential zeta (Figura 6.9.) evidentiazd faptul ca toti complecsii
formati sunt incarcati ionic pozitiv ceea ce sugereaza faptul ca suprafata enzimei este
acoperita partial de catene de CHI, dupa cum au evidentiat si simularile moleculare (Figura
6.5.). O variatie similard a potentialului zeta a fost observata si de catre Li si colaboratorii
care au studiat formarea de complecsi interpolielectrolitici intre CHI si proteina o-
lactoglobulina extrasa din zer (Li, 2018) si de catre Bourouis si colaboratorii care au studiat
formarea complecsilor CHI cu proteine din soia (Bourouis, 2025), concluzionand ca la
formarea complecsilor, proteina este inconjuratd de catenele de CHI, incércarea ionica
pozitivd a acestuia fiind cea care dicteaza sarcina globala a nanostructurilor formate. Valorile

potentialului zeta masurat pentru nanostructurile formate sunt usor mai mici decat potentialul
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zeta al CHI in solutie, demonstrand faptul cad un rol important in formarea complecsilor 1l
are procesul de neutralizare partiald a sarcinilor opuse de pe catenele de CHI si LAC,

respectiv formarea interactiunilor electrostatice intre cele doua macromolecule.

6.2.5. Evaluarea proprietdtilor catalitice ale nanostructurilor LAC/CHI

Un aspect extrem de important in cazul nanostructurilor ingloband enzime este efectul
procesului de complexare asupra structurii tertiare a enzimei, respectiv asupra capacitatii
catalitice a acesteia. Activitatea cataliticd a nanostructurilor LAC/CHI a fost studiata
urmarind oxidarea ABTS si a fost comparatd cu activitatea solutiei initiale de LAC,

rezultatele fiind prezentate in Figura 6.11.
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Figura 6.11: Activitatea enzimaticd relativa a nanostructurilor LAC/CHI comparatd cu
activitatea LAC in solutie (Petrila, 2025d)

Dupa cum este evidentiat in Figura 6.11., activitatea enzimatica a LAC nu variaza
puternic dupa inglobarea acesteia in complecsii interpolielectrolitici, demonstrand faptul ca
interactiunea cu CHI nu afecteaza proprietatile catalitice ale enzimei. Se remarca totusi o
crestere a activitatii catalitice de ~3% pentru complecsii preparati la RM = 0,25 — 1, respectiv
de ~10% pentru complecsii preparati la RM =2, care poate sugera faptul ca CHI stabilizeaza
structura enzimei, permitand totodatd si accesul la centrul activ al acesteia. Cresterea
activitatii catalitice in cazul complecsilor LAC/CHI poate fi datorata si modificarilor produse
de introducerea nanostructurilor in mediul de reactie, ce pot determina modificarea pH-ului
spre valoarea optima pentru enzima, reducerea repulsiilor electrostatice dintre enzima si
substrat sau intensificarea interactiunilor secundare care permit legarea substratului la
centrul activ al enzimei.

Un alt aspect important legat de activitatea catalitici a enzimelor este stabilitatea
acestora in diferite conditii experimentale. Un prim aspect de luat in considerare este pH-

ului mediului care poate influenta interactiunea enzimei cu substratul, dar si stabilitatea
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nanostructurilor in care este inglobatd LAC. in acest sens, a fost studiata influenta pH-ului
asupra activitatii catalitice a LAC in solutie si a complecsilor LAC/CHI, utilizand solutii de
ABTS preparate la diferite valori de pH.

Dupéd cum este prezentat in Figura 6.12 a, variatia pH-ului influenteazd puternic
activitatea catalitica atat in cazul solutiei de LAC, cét si a LAC inglobate in nanostructuri,
confirmand faptul ca formarea complecsilor LAC/CHI nu modifica caracteristicile catalitice
ale enzimei. Astfel, se remarca faptul ca cea mai mare activitate enzimatica a fost obtinuta
la pH = 3,5 atat in cazul enzimei libere, cat si a nanostructurilor LAC/CHI, aceasta valoare
de pH fiind optimd pentru enzima utilizatd, dupa cum a fost evidentiat si in cadrul
Capitolului 5. In ceea ce priveste activitatea enzimatica a nanostructurilor, se remarci faptul
ca la pH scazut (3,5) activitatea enzimatica este ridicatd, similar enzimei libere. in schimb,
cresterea pH-ului determind o scadere accentuatd a activitatii catalitice, tendinta care se

mentine atat in cazul enzimei libere, cat si a nanostructurilor.
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Figura 6.12: Influenta pH-ului (a) si a temperaturii (b) asupra activitatii catalitice a LAC
in solutie si a nanostructurilor LAC/CHI

De remarcat este faptul ca la valori superioare de pH activitatea catalitica este usor mai

mare in cazul nanostructurilor decét in cazul solutiei de enzima analizata in conditii similare,

sugerand faptul ca cel putin in cazul nanostructurilor formate la rapoarte masice mai mari,

formarea complecsilor are un rol protector asupra enzimei. Totodata, variatia activitatii

catalitice cu variatia pH-ului urmeaza o tendinta similard pentru enzima libera si pentru cea

inglobata in nanostructuri, confirmand faptul ca formarea complecsilor nu afecteaza puternic
structura si parametrii cinetici ai enzimei.

Un efect similar este observat si In ceea ce priveste stabilitatea enzimei la temperatura.

Astfel, analizand activitatea enzimatica a LAC si a complecsilor LAC/CHI dupa incubarea

la diferite temperaturi, se remarcd o scadere considerabila a activitatii catalitice dupa
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incubare la temperaturi mai mari de 40 °C, datorata, cel mai probabil degradarii termice a
enzimei (Figura 6.12 b). Totusi, in cazul nanostructurilor LAC/CHI, se pot observa activitati
catalitice mai mari decat a enzimei libere dupd incubarea la temperatura, sugerand
mentinerea unei mai bune integritati structurale comparativ cu enzima in stare nativa. Astfel,
atat in cazul variatiilor de pH, cat si in cazul variatiilor de temperatura, se poate observa ca
nanostructurile LAC/CHI obtinute la concentratii mai mari de CHI (RM = 2) isi pastreaza
mai bine caracteristicile comparativ cu probele obtinute cu mai putin CHI (RM = 0,5), ceea

ce sugereaza ca rolul protector al CHI este dependent si de cantitatea de polimer utilizat.
6.3. Prepararea nanostructurilor LAC/CHI-g-PNIPAM

6.3.2. Formarea si caracterizarea complecsilor LAC/CHI-g-PNIPAM

Formarea nanostructurilor LAC/CHI-g-PNIPAM a fost realizatd conform metodei
prezentate in Capitolul 3, sectiunea 3.4.2. Codificarea probelor respecta modelul
(LAC/CHI-g-PNIPAM)rMm, unde RM reprezintd raportul masic de amestecare intre
componente. Formarea nanostructurilor LAC/CHI-g-PNIPAM a fost confirmata de cresterea
intensitatii luminii dispersate, dupa cum este evidentiat in Figura 6.18 a, In mod similar ca

in cazul nanostructurilor LAC/CHI.
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Figura 6.18: Variatia intensitatii luminii dispersate (a) si a indicelui de polidispersitate (b)
cu raportul masic pentru nanostructurile preparate la pH = 4,5
(rezultate publicate partial in Petrila, 2025c)
Si in acest caz intensitatea luminii dispersate creste cu cresterea cantititii de
polizaharida utilizatd, sugerand formarea unor nanostructuri de dimensiuni mai mari sau cu
densitate mai mare. In ceea ce priveste polidispersitatea nanostructurilor formate (Figura

6.18 b), se remarca faptul ca valorile indicelui de polidispersitate sunt destul de reduse,

confirmand obtinerea unor nanostructuri cu dimensiuni relativ omogene.
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Figura 6.20: Secvente din simulare reprezentdnd conformatia initiald a sistemului enzima-
copolimer si complexul LAC/CHI-g-PNIPAM obtinut dupa 200 ns de interactiune. CHI
este colorat in rosu, iar PNIPAM este colorat in albastru (Petrila, 2025¢)

Studiul interactiunii dintre LAC si CHI-g-PNIPAM, realizat prin simulare dinamica
moleculard, coroboreaza aceste observatii. Astfel, simularea efectuatd plecand de la 4
molecule de CHI-g-PNIPAM plasate in proximitatea enzimei evidentiaza faptul ca
interactiunea dintre proteind si polizaharida este rapidd, conducand la formarea de
nanostructuri, dupa cum evidentiaza Figura 6.20.

Simularile efectuate conduc la doud constatari principale: (1) atat catenele de CHI cat
si cele de PNIPAM din copolimer interactioneaza cu enzima si (2) aceste interactiuni au loc

la suprafata enzimei, dupa cum se evidentiaza mai clar in Figura 6.21.

Figura 6.21: Detaliu ilustrdnd interactiunea dintre CHI si LAC (a), respectiv interactiunea
dintre LAC si PNIPAM (b). Pentru copolimer, codul de colorare al atomilor este
urmadtorul: N - albastru, O - rosu, C - verde teal, iar H - alb.

Suprafata enzimei urmeaza acelasi principiu de colorare (Petrila, 2025¢)

Astfel, dupd cum este prezentat in Figura 6.23., toate nanostructurile formate sunt
incércate ionic pozitiv, cu valorile ale potentialului zeta variind intre +16 si +26 mV.
Potentialul zeta creste usor la cresterea raportului masic LAC/CHI-g-PNIPAM, demonstrand

faptul ca fincarcarea pozitivi a copolimerului este cea care dicteaza proprietatile
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nanostructurilor formate, totodatd confirmand faptul cd acesta este dispus la suprafata
nanostructurilor formate. Acest lucru poate fi observat si in Figurile 6.21. si 6.22. in care
sunt prezentate rezultate ale simularii moleculare, care evidentiaza clar cé polizaharida este
legata electrostatic la suprafata enzimei, ceea ce conduce la o sarcind ionica neta pozitiva pe
suprafata acesteia. Totodata, scaderea potentialului zeta al nanostructurilor comparativ cu
solutia initiala de CHI-g-PNIPAM demonstreaza o neutralizare partiala a sarcinilor la

complexarea CHI-g-PNIPAM cu LAC.
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Figura 6.23: Variatia potentialului zeta in functie de raportul masic pentru nanostructurile
preparate la pH = 4,5 (Petrila, 2025c)
6.3.5. Evaluarea proprietdtilor catalitice ale nanostructurilor LAC/CHI-g-PNIPAM

Evaluarea activitatii catalitice a nanostructurilor LAC/CHI-g-PNIPAM este
determinanta in stabilirea unor potentiale aplicatii ale acestora si a fost evaluata in oxidarea

ABTS, rezultatele fiind prezentate in Figura 6.29.

Activitatea relativa (%)
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Figura 6.29: Activitatea catalitica relativa a nanostructurilor LAC/CHI-g-PNIPAM in
comparatie cu activitatea LAC in solutie (Petrila, 2025¢)
Dupa cum s-a observat si in cazul complecsilor LAC/CHI, complexarea cu CHI-g-

PNIPAM determind o usoara crestere a activitatii catalitice a LAC. Aceste rezultate confirma
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faptul ca prezenta copolimerului nu conduce la denaturarea enzimei, ci dimpotriva determina
o crestere a accesibilitatii centrului activ sau o crestere a afinitatii dintre substrat si enzima
ca urmare a unei adsorbtii mai bune a ABTS pe suprafata complexului. Totodata, cresterea
activitatii enzimatice se poate datora si credrii unui mediu optim pentru desfasurarea reactiei
catalitice.

De o importantd capitald este si stabilitatea activitdtii catalitice a complecsilor
LAC/CHI-g-PNIPAM in diferite conditii experimentale. Variatia pH-ului poate influenta
drastic activitatea enzimatica, deoarece poate afecta gradul de ionizare al substratului, dar si
interactiunea acestuia cu enzima. Efectul pH-ului asupra activitatii catalitice a LAC si a

complecsilor LAC/CHI-g-PNIPAM a fost evaluat in intervalul 3,5-6,5, folosind oxidarea

ABTS ca reactie catalitica model, rezultatele fiind prezentate in Figura 6.31 a.
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Figura 6.1: Efectul pH-ului (a) si a temperaturii (b) asupra activitatii catalitice a
complecsilor LAC/CHI-g-PNIPAM (Petrila, 2025¢)

Dupa cum este prezentat in Figura 6.31 a, pH-ul influenteazd puternic activitatea
catalitica atat in cazul LAC 1in solutie, cat si a complecsilor LAC/CHI-g-PNIPAM. Cea mai
mare activitate enzimatica a fost inregistrata la pH = 3,5 atat pentru LAC libera, cat si pentru
LAC incorporatd in nanostructuri, demonstrand ca formarea complecsilor cu CHI-g-
PNIPAM nu modificd esential caracteristicile enzimei. Cresterea pH-ului conduce la o
scadere progresivd a activitatii enzimatice, probabil datoritd scaderii capacititii de
interactiune dintre enzima si substrat. in plus, cresterea pH-ului poate determina modificari
structurale atat in enzima libera, cat si in cazul nanostructurilor, ceea ce conduce la o pierdere
semnificativa a activitatii enzimatice. Cu toate acestea, se poate observa cd activitatea
cataliticd a nanostructurilor este mai mare la toate valorile de pH 1n comparatie cu cea a
enzimei libere, ceea ce sugereaza ca formarea complecsilor cu CHI-g-PNIPAM a indus un
efect pozitiv asupra enzimei, protejand-o de efectul negativ al variatiilor in conditiile de

mediu.
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Temperatura este un alt parametru care poate afecta activitatea enzimatica a LAC
libere si imobilizate. Stabilitatea termicd a LAC in solutie si a nanostructurilor a fost evaluata
prin determinarea activitatii enzimatice dupa incubarea probelor la diferite temperaturi timp
de 15 minute (Figura 6.31 b). Incubarea LAC si a complecsilor LAC/CHI-g-PNIPAM la
temperaturi mai ridicate conduce la o scadere importantd a activitatii enzimatice, cel mai
probabil cauzata de perturbarea structurii tertiare a enzimei, cu alterarea situsului activ sub
efectul temperaturii. Acest efect este de asteptat avand in vedere ca enzima a fost expusa la
temperaturi ridicate la care apare o tranzitie de faza a catenelor laterale de PNIPAM, si care
poate genera rearanjari ale catenelor copolimerice din jurul enzimei. Cu toate acestea,
activitatea cataliticd a nanostructurilor LAC/CHI-g-PNIPAM incubate la temperaturi < 40
°C este mai mare comparativ cu activitatea catalitica a solutiei LAC incubata in conditii
similare, evidentiind efectul benefic al complexarii CHI-g-PNIPAM asupra stabilitatii

enzimei.

6.4. Concluzii partiale

Acest capitol prezintd formarea de nanostructuri prin interactiunea dintre LAC si doua
polizaharide — CHI si CHI-g-PNIPAM. Primul studiu a urmdrit formarea nanostructurilor
LAC/CHI, acordand o importantd crescutd elucidarii mecanismului de interactiune dintre
enzima si polizaharida. Astfel, sunt prezentate o serie de studii de fluorescenta care servesc
drept punct de plecare in analiza interactiunilor dintre LAC/CHI, prin intermediul unor
modele teoretice consacrate. Rezultate obtinute in urma acestei analize au fost confirmate
prin studii de simulare de dinamica moleculara, evidentiind tipul de interactiuni si modul de
legare in sistemul LAC/CHI, o importantd crescutd fiind acordata caracterizarii
nanostructurilor prin prisma mentinerii activitatii catalitice a enzimei inglobate. Principalele
concluzii observate in urma acestor studii sunt:

e LAC si CHI sunt capabile sa interactioneze in conditiile analizate,
principalele tipuri de interactiuni care se formeaza fiind cele electrostatice,
legaturile de hidrogen si fortele van der Waals;

e formarea nanostructurilor LAC/CHI depinde de raportul masic dintre enzima
si polizaharida, nanostructurile formate avand o sarcina globala pozitiva;

e inglobarea LAC in nanostructuri cu CHI nu determind denaturarea enzimei
sau modificdri conformationale importante, dar determina o usoara crestere a
activitatii enzimatice ca urmare a stabilizarii structurii enzimei si a favorizarii

interactiunii cu substratul;
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e CHI joaca un rol stabilizant pentru enzima la variatiile de temperatura si pH,
dar si la depozitare, asigurand o mentinere mai bund a activitatii catalitice
comparativ cu solutia de enzima analizata in conditii similare.

Cel de-al doilea studiu prezentat a investigat formarea de nanostructuri intre LAC si
CHI-g-PNIPAM, analizdnd rezultatele si din  perspectiva proprietatilor de
termosensibilitatea ale polizaharidei grefate. Rezultatele obtinute au demonstrat formarea cu
succes a nanostructurilor, alaturi de o serie de aspecte principale:

e raportul masic dintre componente influenteazd dimensiunea si proprietatile
nanostructurilor formate, similar nanostructurilor pe baza de CHI;

e utilizarea CHI-g-PNIPAM 1n formarea nanostructurilor compozite determina
o autoasamblare mai omogena a sistemului, acestea adoptadnd o conformatie
aproximativ sfericd mai bine definitd decat in cazul sistemului LAC/CHI;

e utilizarea polizaharidei modificate induce nanostructurilor proprietiti de
sensibilitate la temperaturé;

e nanostructurile au prezentat o crestere semnificativa a activitatii catalitice a
enzimei, precum si o imbunatétire a stabilitdtii acesteia la variatiile de
temperatura si pH si la depozitare in comparatie cu enzima nativa.

Rezultatele prezentate in acest capitol evidentiaza capacitatea de interactiune dintre
enzime si polizaharide, cu formarea unor nanostructuri care imbundtétesc caracteristicile
catalitice ale enzimei. Nanostructurile astfel formate sunt stabile in diferite conditii de
mediu, pot prezenta raspuns la stimuli externi si pot cataliza cu succes reactii specifice.

CAPITOLUL 7
UTILIZAREA MATERIALELOR COMPOZITE
OBTINUTE PRIN IMOBILIZAREA LACAZEI
iIN DEGRADAREA CATALITICA A COLORANTILOR

Rezultatele prezentate in acest capitol au facut subiectul urmatoarelor publicatii:

1. Petrila, L. M., Bucatariu, F., Stoica, 1., Mihai, M., Froidevaux, R. (2025a). J
Environ Chem Eng, 13(2), 115631. https://doi.org/10.1016/j.jece.2025.115631

2. Petrila, L. M., Karayianni, M., Vasiliu, T., Puf, R., Mihai, M., Pispas, S. (2025c).
Int J Biol Macromol., 322(2), 146754.
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2025.146754

3. Petrila, L. M., Ciobanu, T.A., Vasiliu, T., Pispas, S., Mihai, M. (2025d).
Biomacromolecules, 26, 6244-6257 https://doi.org/10.1021/acs.biomac.5¢01217
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7.3. Degradarea IC sub actiunea LAC imobilizate pe microparticule compozite

obtinute prin depunere strat-dupi-strat de polielectroliti

7.3.1. Evaluarea capacitdtii sistemului enzimd/ mediator de a degrada coloranti utilizdand

enzima imobilizatd

Utilizarea compozitelor cu LAC imobilizata in degradarea IC a fost testatd in prezenta
acelorasi mediatori, utilizind materialele compozite LACI1@SPI1k/(PEIm)ss5.paa) Si
LAC1@SP1k/(PEIm)as5pma). Dupd cum este prezentat in Figura 7.3., se poate remarca
faptul ca ambele materiale compozite isi mentin capacitatea de degradare a colorantului in

prezenta celor doi mediatori testati.
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Figura 7.3: Eficienta degradarii IC in prezenta materialelor compozite
LACI@SP1k/(PEIm)45¢-pa4) st LACI@SP1k/(PEIv)4,50-Pma), utilizand ca mediator ABTS
sau ASG (Petrila, 2025a)

Utilizarea ASG ca mediator a condus la o degradare mai rapida, de pana la 80%, in
cazul probei LACI@SP1k/(PEIm)45-paa), dar a avut un impact mai redus in cazul
LAC1@SP1k/(PEIm)a,s5-pma), sugerand o interactiune mai buna intre mediatori si cel de-al
doilea material compozit. Cel mai probabil, degradarea mai rapida a probei de colorant in
prezenta ASG este favorizatda de masa moleculard mai mica a mediatorului care poate difuza
mai usor cétre situsul activ, chiar si atunci cand se utilizeaza enzima imobilizata. Desi ASG
este oxidat mai lent de enzima, forma sa oxidatd este mai stabild, favorizind transformarea
colorantului in produsii sdi de degradare (Cafias, 2010). S-a observat, de asemenea, ca atunci
cand se utilizeaza ca suport pentru imobilizarea LAC materialul compozit obtinut cu PMA,
degradarea probei de colorant este mai rapida, atat datoritd cantitdtii mai mari de LAC
imobilizata, cat si a stabilitatii sale mai bune, dupd cum s-a observat anterior din testele de

activitate enzimatica (Figura 5.5 b).
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7.3.6. Reutilizarea materialelor compozite

In ceea ce priveste reutilizarea materialelor compozite LACn@SP1k/(PEIm)a s5paa) si

A

LACn@SP1k/(PEIm)a5pma), acestea au fost testate cu succes in 4 cicluri de degradare a

colorantului, cu o eficientd de degradare de 100%. O observatie interesanta a fost faptul ca,

terialele LACn@SP1k/(PEIm)4,5-paa) si LACn@SP1k/(PEIm)4,5Pma) sunt

-

~

pP€ masura ¢c€ ma

reutilizate, timpul necesar pentru degradarea completa a probei de colorant creste usor, dar,

cu toate acestea, degradarea completd a IC poate fi realizatd. Din acest motiv, eficienta

degradarii a fost calculata pentru fiecare tip de material compozit testat tinand cont de timpul

cel mai mic necesar pentru degradarea completd a probei de colorant (corespunzitor

primului ciclu de utilizare) (Figura 7.8.).
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Figura 7.8: Eficienta degradcdrii IC sub actiunea LACn@SP1k/(PEIv)45:pax), Si

2025a)

LACn@SP]k/(PEIM){j(.PMA), (Petrila,
Scéaderea eficientei de degradare odatd cu cresterea numadrului de reutilizari a

LACn@SP1k/(PEIm)ascpaa) si LACn@SP1k/(PEIm)4,5.pma) (evidentiatd prin cresterea

timpului necesar degradarii complete a colorantului) este un fenomen normal care poate fi

asociat cu acumularea unor impuritati pe suprafata materialelor compozite, reducand difuzia

reactivilor si, prin urmare, eficienta enzimei imobilizate. Cu toate acestea, degradarea

- A

colorantului observatd in acest studiu a fost mai mare de 60% chiar si dupa 4 cicluri de

reutilizare, demonstrand stabilitatea sporita a enzimei imobilizate.

7.3.7. Mecanismul de degradare enzimatica a IC

Elucidarea mecanismului de degradare enzimaticd a colorantului este extrem de

importantd in evaluarea eficientei si sigurantei procesului de depoluare a apelor intrucéat

scindarea moleculei de colorant poate determina formarea unor metaboliti potential mai

toxici decat molecula de plecare. in acest context, diferite metode analitice pot fi utilizate
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pentru identificarea intermediarilor de reactiei, precum si la evaluarea eficientei procesului
de degradare enzimatica. Mecanismul de degradare a IC sub actiunea LAC a fost investigat
prin doud metode analitice utilizate complementar, respectiv ESI-MS si HPLC-MS.
Degradarea colorantului a fost testata utilizand o solutie de IC de concentratie 50 mg/L, in
prezenta ASG, la temperatura ambiantd, utilizind LAC4@(SP1k/(PElm)45:pma) S,
comparativ, o solutie de LAC 1 mg/mL, pH = 4,5. Pentru o mai buna evidentiere a
compusilor obtinuti prin degradare enzimatici au fost propuse doud metodologii
experimentale (descrise in Capitolul 3, subcapitolul 3.7.9): (i) metoda ESI(+) — MS si
ESI(-) — MS, constand in prelevarea de esantioane din mediul de reactie la fiecare 5 minute
si analiza lor directd prin ESI-MS, utilizdndu-se atdt modul de ionizare pozitiv cat si cel
negativ si (ii) metoda HPLC-MS constand in prelevarea de esantioane din mediul de reactie
la fiecare 10 minute, separarea moleculelor pe o coloana cromatografica de tip C18 si analiza
directa a compusilor prin ESI-MS.

in Figura 7.13. sunt prezentate spectrele de masa obtinute pentru esantioane prelevate
din mediul de reactie si inregistrate in modul de ionizare negativ. in spectrele prezentate, se
pot observa o serie de semnale care apar la rapoarte m/z mai mari (m/z 263, 305, 341, 387,
427, 469) care pot fi atribuite prezentei solventului si a aductilor pe care acesta 1i formeaza
la ionizare.

Pentru o identificare mai precisa a eventualilor produsi de degradare, a fost selectatd o
sectiune de interes a spectrelor inregistrate care este prezentatd la o scard marita in Figura
7.13 b. Astfel, se evidentiaza prezenta mediatorului la m/z 151, 166 si 181, dupa cum a fost
identificat si in spectrul de masa al solutiei initiale de ASG (Figura 7.10.). Totodata, prezenta
moleculei initiale de colorant este evidentiatd prin semnalul m/z 210, dupda cum a fost
identificat si in literatura de specialitate (Wang, 2022) si confirmat in spectrul de masa al
solutiei de colorant (Figura 7.9 a). Se remarca faptul ca semnalul inregistrat pentru molecula
de colorant scade in intensitate pe parcursul degradarii si dispare complet dupa circa zece-
cinsprezece minute de reactie, sugerand scindarea moleculei de colorant. Coroborat cu
disparitia culorii probei dupa circa 10 minute observatd vizual, se poate aprecia ca
degradarea IC are loc printr-un mecanism care determind, in prima etapa, scindarea

gruparilor cromofore ale colorantului.
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Figura 7.11: (a) Spectrele de masa inregistrate in modul ESI (—)la degradarea enzimatica
a IC utilizand LAC4@(SP1k/(PEIv)45.pua) si (b) sectiune reprezentdnd o regiune de
interes a acelorasi spectre (PD — produsi de degradare)

in ceea ce priveste potentialii produsi de degradare ai IC, se evidentiazi prezenta a
doua semnale principale la m/z 226, care este asociat cu prezenta acidului isatin 5-sulfonic,
si la m/z 198, asociat cu prezenta acidului indolin 5-sulfonic, acestia fiind principalii
metaboliti obtinuti la degradarea enzimaticad a IC, dupa cum au raportat si alti cercetatori
(Ahlawat, 2022; Leonties, 2022; Wang, 2022). Se remarca faptul cd semnalul acestor
compusi apare inclusiv in esantionul prelevat la 10 minute, sugerand faptul ca reactia de

degradare enzimatica este foarte rapida.
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7.4. Degradarea colorantilor IC si CR sub actiunea nanostructurilor LAC/CHI si
LAC/CHI-g-PNIPAM

7.4.1. Evaluarea capacitdtii nanostructurilor LAC/CHI de a cataliza degradarea unor

coloranti

Conditiile selectate pentru studiile de degradare a colorantilor au fost stabilite pe baza
celor prezentate in cadrul sectiunii 7.3. Testele au fost realizate utilizind nanostructurile
LAC/CHI, determinand capacitatea de degradare a unor solutii apoase de IC sau CR de

concentratie initiala 50 mg/L, rezultatele obtinute fiind prezentate in Figura 7.18.
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Figura 7.18: Eficienta degraddrii IC (a) si CR (b)
utilizand LAC sau LAC/CHI (Petrila, 2025d)
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Dupéd cum este prezentat in Figura 7.18., inglobarea LAC in nanostructurile pe baza
de CHI influenteaza capacitatea acestora de a degrada coloranti, afectand cinetica procesului
de degradare. Astfel, in cazul degradarii IC (Figura 7.18 a), se observa degradarea completa
a probei de colorant in prezenta nanostructurilor LAC/CHI, dar cu o vitezd mai redusa
comparativ cu utilizarea LAC libere. Se remarca faptul ca in primele 20-30 de minute de
contact, viteza de degradare este aproape constanta atat pentru LAC in solutie, cat si pentru
nanostructurile LAC/CHI, ceea ce sugereaza cd, in timpul acestei faze initiale, interactiunea
dintre enzimd, mediator si molecula de colorant are loc in mod eficient, iar situsurile
catalitice sunt probabil saturate, permitdnd degradarea cu o vitezd aproape maxima.
Totodata, in cazul nanostructurilor LAC/CHI, acest efect poate fi generat si de adsorbtia
moleculelor de IC pe suprafata incdrcatd pozitiv a nanostructurilor, facilitind astfel
interactiunea colorantului cu enzima. Pe masura ce reactia avanseaza, se observa diferente
in profilurile de degradare enzimatica a colorantului IC. Astfel, se remarca faptul ca pentru
nanostructurile LAC/CHI viteza de degradare scade treptat, sugerand ca prezenta CHI joaca

un rol esential in eficienta catalitici a acestor nanostructuri. Viteza de degradare a
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colorantului este mai mica in cazul complecsilor LAC/CHIrm=2, un comportament care
confirma faptul ca degradarea enzimatica a colorantului este un proces limitat de difuzie,
prezenta unui numar mai mare de catene de CHI in structura complecsilor LAC/CHI scazand
accesibilitatea situsului activ al enzimei sau expulzarea produsilor de degradare. Acest efect
este extrem de important in contextul degradarii IC, deoarece structura chimicd mai
complexa a colorantului Tmpiedica accesibilitatea acestuia la centrul catalitic al enzimei, n
timp ce prezenta unui sistem conjugat in structura sa induce o stabilitate superioara si
rezistenta la degradarea enzimatica comparativ cu molecule cu structurd mai simpla. Cu toate
acestea, degradarea colorantului este completa atat in prezenta enzimei in solutie cat si a
nanostructurilor LAC/CHI, demonstrand faptul cd aceste sisteme péstreaza activitatea
catalitica a LAC, chiar si in cazul degradarii unor compusi mai complecsi. Desi degradarea
colorantului este mai lentd in prezenta nanostructurilor LAC/CHI, stabilitatea acestora la
factorii de mediu este mai mare, ceea ce ar putea prezenta avantaje comparativ cu enzima in
solutie in degradarea colorantilor in medii mai complexe. in cazul CR, se poate observa
faptul ca degradarea nu este completd, nici in prezenta enzimei in solutie nici a
nanostructurilor, acest colorant fiind mai stabil la degradare enzimatica. Totusi, solutia de
LAC are o capacitate de degradare mai mare comparativ cu nanostructurile LAC/CHI,
facilitdnd degradarea a aproximativ 55% din colorant la o concentratie initiala de 50 mg/L,
comparativ cu doar 20-25% in cazul complexului (LAC/CHI)rm=2. Eficienta de degradare
mai scazuta in cazul CR poate fi explicata printr-o combinatie de factori, inclusiv afinitatea
mai scazuta dintre colorant si enzima, masa molara mai mare si structura mai complexa a
colorantului care ingreuneaza transferul de masa, facand degradarea enzimatica a CR mai

dificild (Stoilova, 2010).

7.4.2.  Evaluarea capacitdtii nanostructurilor LAC/CHI-g-PNIPAM de a cataliza

degradarea unor coloranti

Rezultatele obtinute pentru nanostructurile LAC/CHI confirma faptul ca acestea
mentin capacitatea catalitica a enzimei, putand actiona drept catalizatori pentru degradarea
unor poluanti din mediu. in continuare, a fost testata capacitatea catalitici a nanostructurilor
LAC/CHI-g-PNIPAM 1n degradarea celor doi coloranti, la o concentratie initiala de 50

mg/L, utilizind ASG ca mediator, rezultatele fiind prezentate in Figura 7.20.
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Figura 7.20: Eficienta degradarii unor probe de IC (a) si CR (b) de concentratie initiald
50 mg/L, in prezenta LAC in solutie sau a nanostructurilor (LAC/CHI-g-PNIPAM)ra=> i
(LAC/CHI-g-PNIPAM)rm=0,5 (Petrila, 2025c)

Pentru comparatie, in Figura 7.20 au fost addugate si curbele de degradare a celor doi
coloranti in prezenta LAC libere, prezentate si anterior in Figura 7.18. Dupa cum este
prezentat in Figura 7.20., degradarea IC este completa atét in prezenta solutiei de LAC, cét
si a nanostructurilor LAC/CHI-g-PNIPAM. Degradarea IC in prezenta LAC in solutie s-a
realizat In aproximativ 80-90 de minute, in timp ce utilizarea nanostructurilor LAC/CHI-g-
PNIPAM a determinat o crestere a vitezei de degradare, obsevandu-se degradarea completa
a probei de IC in aproximativ 45 de minute sub actiunea complexului (LAC/CHI-g-
PNIPAM)rm=0,5 si 60 de minute in prezenta (LAC/CHI-g-PNIPAM)rm=2. Aceste rezultate
evidentiaza eficienta mai ridicata a nanostructurilor LAC/CHI-g-PNIPAM in degradarea IC,
corelatd cu cresterea importanta a activitatii enzimatice (Figura 6.29. din Capitolul 6).
Eficienta mai mare de degradare a colorantilor in cazul acestor nanostructuri comparativ cu
nanostructurile LAC/CHI poate fi rezultatul interactiunii dintre CHI-g-PNIPAM si IC, care
pare sa faciliteze interactiunea dintre colorant si perechea enzima-mediator, remarcandu-se
ca viteza procesului de degradare creste de 3 ori in cazul nanostructurilor comparativ cu
enzima liberd. Totodata, cresterea eficientei catalitice se poate datora si unei mai bune
unei stabilitdti mai bune a acestora. Observatii similare au fost raportate de Zhang si
colaboratorii, care au studiat degradarea enzimatica a colorantilor Malachite Green si Acid
Orange 7 in prezenta unor nanostructuri preparate cu LAC si PEI (Zhang, 2015). Autorii au
evidentiat eficienta sporita a nanostructurilor in degradarea Acid Orange 7, cu o crestere de
3 ori a vitezei de degradare comparativ cu enzima libera. Pe de alta parte, viteza de degradare
a Malachite Green a fost mai scazuta, probabil din cauza diferentelor structurale dintre cei

doi coloranti.
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in cazul degradarii CR, eficienta degradarii a fost mai scizutd atat pentru LAC in
solutie, cat si pentru nanostructurile LAC/CHI-g-PNIPAM, confirmand comportamentul
observat in cazul complecsilor LAC/CHI. Eficienta de degradare inregistrata in cazul CR a
fost de circa 55% la utilizarea solutiei de LAC si de circa 25-40% la utilizarea complecsilor
LAC/CHI-g-PNIPAM.

Rezultatele obtinute in aceste studii confirma mentinerea capacitatii catalitice a LAC
in oxidarea unor substraturi mai complexe dupa inglobarea acesteia in nanostructuri
complexe, sugerand faptul ca acestea pot servi drept catalizatori in degradarea unor coloranti

din mediu apos.

7.5. Concluzii partiale

Studiile prezentate in cadrul acestui capitol au urmarit degradarea enzimatica a unor
coloranti utilizdind LAC imobilizata pe microparticule compozite obtinute prin depunerea
strat-dupé-strat de polielectroliti sau in prezenta nanostructurilor complexe LAC/CHI si
LAC/CHI-g-PNIPAM.

in cadrul primului studiu, materialele compozite obtinute prin imobilizarea LAC au
fost testate in degradarea unui poluant model, colorantul sulfonic IC. Degradarea
colorantului sub actiunea biocatalizatorilor a fost investigatd in mai multe conditii, incluzand
doi mediatori, diverse valori de pH si concentratie a poluantului, dar si utilizand materiale
compozite cu diferite cantititi de enzima imobilizata, conturandu-se o serie de concluzii
principale:

e toate materialele compozite testate au fost capabile sda conduca la 100% degradare

a probei de colorant in prezenta ambilor mediatori testati, dar cu o eficienta mai
mare la utilizarea mediatorului ASG comparativ cu utilizarea ABTS;

e materialele compozite cu LAC imobilizata au actionat cu succes in degradarea IC
la diferite valori de pH sau concentratii de colorant, determinind degradarea
completa a acestuia in toate conditiile testate;

e materialele compozite au putut fi reutilizate fard o scddere semnificativa a
eficientei de degradare catalitica in mai multe cicluri, cu o degradare completa a
colorantului chiar si dupd patru cicluri de reutilizare;

e evaluarea mecanismului de degradare enzimatica a IC 1n prezenta LAC sau a
materialelor compozite cu LAC imobilizata a demonstrat faptul cd imobilizarea

enzimei nu induce modificari in profilul de degradare a colorantului;
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e analiza produsilor de degradare a IC au permis identificarea principalilor compusi

care se formeaza la degradarea enzimatica a IC, metabolitii principali fiind acidul

isatin 5-sulfonic, 4-amino-3(carboxicarbonil)benzensulfonatul, acidul 2-amino-5-

benzensulfonic, acidul 3-oxoindolin 5-sulfonic si acidul indolin 5-sulfonic.

in cadrul celui de-al doilea studiu prezentat a fost testata capacitatea nanostructurilor

LAC/CHI si LAC/CHI-g-PNIPAM de a facilita degradarea colorantilor IC si CR. Studiile

efectuate au confirmat capacitatea catalitica a acestora, remarcandu-se o serie de aspecte

principale:

[ ]

atat nanostructurile LAC/CHI, cét si nanostructurile LAC/CHI-g-PNIPAM au
permis degradarea completd a probelor de IC in toate conditiile testate;

in cazul nanostructurilor LAC/CHI, s-a evidentiat o viteza de degradare a
colorantului usor mai mica decat in cazul LAC in solutie, sugerand posibile
limitéri difuzionale in interactiunea dintre colorant, enzima si mediator;
nanostructurile LAC/CHI-g-PNIPAM au prezentat o capacitate cataliticd mai
buna decidt LAC in solutie la degradarea IC, datoratd unei mai bune
testelor de activitate enzimatica;

atat in cazul degradarii CR cét si a IC, s-a observat o viteza de degradare mai
mare pentru nanostructurile preparate la RM = 0,5, comparativ cu cele
preparate la RM = 2, confirmand faptul ca degradarea colorantilor este un
proces limitat difuzional, prezenta unei cantitati mai mari de CHI sau CHI-g-

PNIPAM 1in compozitia nanostructurilor limitand transferul de masa.

Rezultatele prezentate in cadrul acestui capitol subliniaza eficienta utilizarii enzimelor

imobilizate in dezvoltarea unor metode de tratare a apelor uzate eficiente, inovative si

prietenoase cu mediul. Materialele compozite testate s-au remarcat printr-o eficientd crescuta

in degradarea poluantului tinta, printr-o stabilitate crescuta la parametrii de proces si o

capacitate crescuta de reutilizare fara o pierdere semnificativda a capacitatii catalitice. De

asemenea, rezultatele demonstreaza fezabilitatea utilizarii unor nanostructuri de tip

LAC/polizaharida in degradarea unor poluanti din mediu. Studiile incluse in aceasta lucrare

propun o metoda inovativa si eficientd de tratare a apelor poluate cu compusi organici, care

se inscrie 1n tendintele actuale de dezvoltare a unor tehnologii verzi, cu eficienta ridicata si

impact de mediu scazut.
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CONCLUZII GENERALE

Teza de doctorat intitulata ,, Progrese in proiectarea compozitelor polimer/enzime
pentru aplicatii in catalizd” a urmadrit obtinerea unor materiale inovative, pe baza de
polimeri naturali sau sintetici si enzime, care sa poata fi utilizati drept catalizatori in diferite
tipuri de procese. Teza de doctorat se intinde pe 195 pagini si cuprinde sapte capitole ce
includ 100 de figuri, 21 de tabele, 12 ecuatii si 310 referinte bibliografice. Lucrarea este
structurata in doua sectiuni principale: Partea I, intitulata ,,Stadiul actual al cunoasterii” este
formata din doua capitole si prezinta o sinteza a contextului stiintific care motiveaza alegerea
materialelor si a metodelor experimentale utilizate iar Partea a Il-a, intitulata ,,Contributii
originale” este structurata in cinci capitole si prezinta rezultatele proprii obtinute in cadrul
studiilor efectuate.

Analiza minutioasd a rezultatelor experimentale obtinute au evidentiat o serie de
aspecte principale pentru fiecare dintre studiile propuse, dupd cum este prezentat in
continuare:

1. Optimizarea obtinerii de materiale suport pentru imobilizare de enzime prin depunere
strat-dupd-strat de polielectroliti:

e porozitatea silicei utilizate ca suport pentru depunerea straturilor de polielectroliti
nu influenteaza proprietatile materialului obtinut;

e la tratamentul acido-bazic, utilizarea unui polication cu masd molard mica
determind o stabilitate mai scdzutd a multistraturilor formate comparativ cu
utilizarea aceluiasi polication, dar cu o masa molard mai mare;

e masa molara si conformatia polianionului influenteaza caracteristicile materialului
compozit format, inclusiv grosimea si stabilitatea invelisului organic la tratamentul
acido-bazic;

e reticularea catenelor de polication determind stabilizarea invelisului organic, iar
aplicarea tratamentului acido-bazic flexibilizeaza reteaua polimerica;

e caracterizarea fizico-chimica a materialelor compozite a confirmat depunerea cu
succes a invelisului organic si a evidentiat influenta perechii polication/polianion
asupra proprietitilor materialelor formate, evidentiindu-se morfologia, incarcarea
suprafetei si compozitia chimica a invelisului organic;

e cele mai bune rezultate in termeni de stabilitate a invelisului organic au fost

obtinute pentru materialele compozite SP2k/(PEIm)4,5:-paa) si SP2k/(PEIMm)4,5-pma).
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2. Imobilizarea pepsinei pe materiale suport de tip miez-invelis obtinute prin depunere

strat-dupd-strat de polielectroliti:

imobilizarea enzimei nu a fost influentata de porozitatea silicei utilizate ca suport
pentru depunerea invelisului de polielectroliti, imobilizarea enzimei realizandu-
se cu precadere la suprafata materialului;

in cazul materialelor cu un numéar mic de duble-straturi depuse sorbtia enzimei
are loc n special la suprafata materialului;

cantitatea de enzima imobilizatd a fost mai mare in cazul materialelor supuse
tratamentului acido-bazic, care flexibilizeaza invelisul organic, cele mai mari
cantititi de PEP fiind imobilizate pe compozitele SP2K/(PEIm)as-paa) si
SP2k/(PEIm)a4,5-PMA);

cantitatea de enzima imobilizatd a fost mai mare in cazul materialelor obtinute
cu perechea de polielectroliti PEIM/PMA care a favorizat formarea de legaturi
fizice slabe intre invelisul organic si enzima, cele mai mari cantitati de enzima
imobilizata fiind de aproximativ 266 mg/g pentru compozitul SP2k/(PEIm)a4,s
pMa) si de 271 mg/g pentru compozitul SP2k/(PEIm)2,5-pma);

cele mai bune randamente de imobilizare au fost obtinute la pH = 4.5 si o
concentratie a solutiei initiala de PEP de 1 mg/mL;

desi au permis imobilizarea unor cantitati satistacatoare de pepsina, conditiile

utilizate nu au permis mentinerea activitatii enzimatice.

3. Imobilizarea lacazei pe materiale suport de tip miez-invelis obtinute prin depunere

strat-dupd-strat de polielectroliti:

imobilizarea LAC a fost realizatd cu succes pe microparticulele compozite
testate, cele mai mari randamente de imobilizare a enzimei fiind obtinute la pH
= 4,5 si o concentratie initiald de | mg/mL;

randamentele de imobilizare a LAC pe materialele compozite obtinute cu
perechea de polielectroliti PEIM/PMA au fost mai mari decat cele obtinute pe
materialele compozite obtinute cu perechea de polielectroliti PEIM/PAA,
confirmand tendintele observate la imobilizarea pepsinei;

cele mai mari randamente de imobilizare a LAC au fost de aproximativ 80% pe
materialul compozit SP1k/(PEIm)4spma) si de aproximativ 60% pe
SP1k/(PEIm)s,5-paa), obtinute la pH = 4,5 si o concentratie initiald a solutie de

enzimd de 1 mg/mL,;
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imobilizarea LAC in conditiile propuse a permis mentinerea unei activitati
catalitice satisfacatoare, mai ridicate in cazul LAC imobilizate pe compozitele
SP1k/(PEIm)4,5pmaA);

imobilizarea LAC a determinat cresterea stabilitatii enzimei in diferite conditii
experimentale, inclusiv la incubarea la temperaturi crescute sau variatii de pH,
cu modificarea pH-ului optim al enzimei de la 3,5 in stare nativa la 5,5 in stare
imobilizata;

a fost posibild reutilizarea enzimei in cel putin sapte cicluri catalitice, cu
pierderea a sub 5% din activitatea enzimatica in primele trei cicluri de reutilizare
si mentinerea a peste 50% din activitatea initiala dupa sapte cicluri de reutilizare;
imobilizarea cu succes a enzimelor pe suprafata materialelor compozite a fost
confirmatd si prin intermediul metodelor de caracterizare utilizate, fiind
observate modificari in morfologia, compozitia chimica si incarcarea ionica a

suprafetei materialelor compozite.

4. Obtinerea de nanostructuri enzime/polizaharide:

studiile de stingere a fluorescentei la interactiunea LAC cu CHI au evidentiat
capacitatea de interactiune dintre cele doud componente, evidentiind scaderea
capacitatii de interactiune odatd cu cresterea temperaturii si au permis
determinarea teoretica a tipurilor de interactiune predominante care se formeaza
intre proteind si polizaharida, respectiv legaturi de hidrogen si van der Waals;
rezultatele obtinute au fost confirmate prin studii de simulare de dinamica
moleculard, acestea evidentiind atat tipurile de interactiuni predominante, cat si
mecanismul de autoasamblare a celor doud componente;

formarea nanostructurilor LAC/CHI determind o usoard crestere a activitatii
catalitice, comparativ cu enzima liberd, de circa 3% pentru nanostructurile
preparate la rapoarte de masda 0,25 - 1 si de aproximativ 10% pentru
nanostructurile preparate la RM = 2;

intr-o manierd similara, a fost studiatd formarea de nanostructuri intre LAC si
CHI-g-PNIPAM, confirmata atat prin metode experimentale, cét si prin tehnici
de simulare de dinamicd moleculari;

inglobarea LAC 1n nanostructuri determind o crestere a activitatii enzimatice a
acesteia de pana la 20% in cazul nanostructurilor preparate la RM = 2, probabil

prin cresterea accesibilitatii centrului activ al enzimei, cresterea afinitatii dintre
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enzimd si substrat sau prin modificarea micromediului enzimei, ceea ce
favorizeaza desfasurarea reactiei enzimatice;

nanostructurile LAC/CHI-g-PNIPAM au prezentat sensibilitate la temperatura ca
urmare a prezentei catenelor de polimer sintetic;

pentru ambele tipuri de nanostructuri studiate, dimensiunea nanometrica si
incdrcarea pozitiva a suprafetei au fost confirmate prin masuratori de dispersie
dinamica a luminii si masuratori de potential zeta, iar morfologia nanostructurilor
a fost confirmata prin microscopie electronica de baleiaj;

inglobarea LAC 1in cele doua tipuri de nanostructuri a determinat o crestere a
stabilitatii enzimei la variatii de pH si la incubarea la temperatura, sugerand faptul
cd polizaharidele au un rol stabilizator asupra enzimei, formand o bariera

protectoare care previne denaturarea acesteia.

5. Utilizarea materialelor compozite cu lacazd imobilizati drept catalizatori pentru

degradarea unor coloranti din solutii apoase:

a fost studiatd capacitatea materialelor compozite miez-invelis cu LAC
imobilizata, de a cataliza degradarea colorantului IC, observandu-se capacitatea
acestora de a degrada complet colorantul in prezenta celor doi mediatorilor
chimici testati;

degradarea colorantului a fost influentatd de caracteristicile materialului
compozit testat, observandu-se o viteza mai mare de degradare a colorantului in
prezenta LACn@SP1k/(PEIm)45-pma) ca urmare a proprietatilor catalitice mai
bune a acestor materiale;

testele efectuate cu materiale compozite cu enzima activa si cu enzima inactivata
termic au demonstrat ca decolorarea probei de IC se datoreaza degradarii
enzimatice a colorantului, procesele de sorbtie a colorantului pe suprafata
compozitului fiind extrem de reduse in conditiile testate;

degradarea colorantului a fost testata in diferite conditii de pH si concentratie,
observandu-se degradarea completd a probelor de colorant in toate conditiile
testate, cu o viteza de degradare mai mare la pH = 5,5, corelata cu o activitate
catalitica optima;

materialele compozite cu lacaza imobilizatda au putut fi reutilizate cu succes in
degradarea colorantului in cel putin patru cicluri de reutilizare, permitand

degradarea completa a colorantul chiar si la reutilizare;
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e prin intermediul MS si HPLC-MS, a fost elucidat mecanismul de degradare
enzimaticd a colorantului, identificAnd-se principalii produsi de degradare,
respectiv acidul isatin 5-sulfonic, 4-amino-3(carboxicarbonil)benzensulfonatul,
acidul 2-amino-5-benzensulfonic, acidul 3-oxoindolin 5-sulfonic si acidul
indolin 5-sulfonic;

e de asemenea, a fost studiata capacitatea nanostructurilor LAC/CHI si LAC/CHI-
2-PNIPAM de a cataliza degradarea colorantilor IC si CR;

e degradarea colorantului IC a fost completd in prezenta ambelor tipuri de
nanostructuri, utilizidnd ca mediator chimic ASG;

e viteza de degradare a colorantului a fost puternic influentatd de accesibilitatea
centrului catalitic al enzimei dupa includerea acesteia in complecsii
interpolielectrolitici, observadndu-se o degradare mai rapida la utilizarea
nanostructurilor LAC/CHI-g-PNIPAM, comparativ cu nanostructurile
LAC/CHI,

e viteza de degradare a colorantului a fost influentatd, de asemenea, de cantitatea
de polizaharida utilizatd la formarea nanostructurilor, cantitatile mai mici de
polizaharidd determinadnd o cineticA mai buna a procesului de degradare
enzimaticd, favorizand interactiunea sistemului colorant — enzima — mediator si
reducand riscul de aparitie a limitérilor difuzionale;

e cea mai rapida degradare a IC a fost obtinutd in 45 minute, la utilizarea
nanostructurilor (LAC/CHI-g-PNIPAM )rm=o,5;

e degradarea colorantului CR a fost mai redusa atat sub actiunea nanostructurilor
LAC/CHI si LAC/CHI-g-PNIPAM, obtinandu-se eficiente de degradare de circa
25-40%, sugerand o afinitatea mai scdzuta intre colorant si sistemul enzima-
mediator;

e profilul de degradare a CR in prezenta nanostructurilor lacazé/polizaharide,
preparate cu diferite concentratii de polizaharida, a confirmat faptul ca procesul
de degradare enzimatica a colorantului este controlat de difuzie.

Rezultatele obtinute au permis identificarea unor perspective valoroase de cercetare
care pot fi dezvoltate in studii ulterioare, cateva dintre acestea fiind:

o utilizarea microparticulelor compozite miez-invelis obtinute prin depunerea strat-
dupa-strat de polielectroliti ca suport pentru imobilizarea unor alte tipuri de

enzime de interes industrial precum glucoz-oxidaza, lipaza sau catalaza;
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e testarea materialelor compozite cu lacazd imobilizata in degradarea unor alti
poluanti de interes precum compusii medicamentosi (oxacilind, diclofenac,
ibuprofen, doxorubicind), a altor coloranti (Remazol Brilliant Blue, Reactiv
Orange 16, Malachite Green) sau a altor poluanti emergenti precum bisfenolul
A, reziduurile de pesticide sau de produse cosmetice si de ingrijire, optimizarea
proceselor de degradare enzimaticd a poluantilor testati si identificarea
mecanismului de degradare a poluantilor prin HPLC-MS;

e testarea materialelor compozite cu LAC imobilizata in degradarea unor poluanti
in conditii dinamice, utilizdnd coloane cu material compozit dispus in pat fix sau
fluidizat;

e imobilizarea nanostructurilor LAC/CHI sau LAC/CHI-g-PNIPAM pe
nanoparticule metalice in vederea facilitarii separarii acestora din mediul de
reactie;

e studiul mecanismului de interactiune dintre alte enzime (glucoz-oxidaza,
catalaza, a-amilaza sau [-galactozidaza) cu polimeri naturali sau sintetici,
inclusiv cu alte polizaharide modificate si sensibilele la stimuli externi si
obtinerea de noi nanostructuri enzime/ polimeri, pentru diferite tipuri de aplicatii
catalitice, biomedicale sau de mediu.

Rezultatele originale prezentate in cadrul acestei teze de doctorat au facut subiectul a
6 articole stiintifice publicate in reviste cotate ISI dintre care trei incadrate Q1. Rezultatele
prezentate sunt sustinute de 14 comunicéri orale si 5 comunicari de tip poster la conferinte
nationale si internationale, acestea fiind apreciate prin cinci premii obtinute la manifestari
stiintifice, completate cu 5 articole stiintifice si 5 comunicari orale ale céaror rezultate nu sunt
prezentate in teza. O parte dintre rezultatele obtinute au fost sustinute financiar prin trei
proiectate nationale de cercetare si doua stagii de cercetare si prin participarea la trei scoli

de sezon.
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54.
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Composite Materials & Their Applications, 28 iunie — 5 iulie 2024, Smolenice,
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Marandis C.G.*, Zaharia M.M., Petrila L.M., Lotos E.D., Bucatariu F., Mangalagiu
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Petrila L.M.*, Karayianni M., Pispas S., Mihai M. Laccase/ polysccharide hybrid
nanostructures for efficient dye degradation. ICMPP — Open door to the future
scientific communications of young researchers MacroYouth, 15 noiembrie 2024,
lasi, Romania.

Petrila L.M.*, Karayianni M., Ciobanu, A.T., Vasiliu, T., Pispas S., Mihai M.
Enzyme/polysaccharide nanoassemblies: preparation, characterisation and potential
applications. Progress in organic and macromolecular compounds, 30™ edition, 23-

26 septembrie 2025, lasi, Romania.

6. Comunicdri orale la manifestdri stiintifice nationale si internationale (rezultate care

nu sunt incluse in tezdi):

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

Lotos E.D.*, Karayianni M., Vasiliu A.L., Petrila L.M., Mihai M., Pispas S.,
Simionescu B. Interaction between water-soluble chitosan and thermo-responsive
poly(N-isopropylacrylamide). ICMPP — Open door to the future scientific
communications of young researchers MacroYouth, 17 noiembrie 2023, lasi,
Romania.

Petrila L.M.*, Ciobanu T.A., Bucatariu F., Mihai M. Unlocking Innovative
Solutions  for  Polycation/Polyanion/Catalase ~ Bi- and  Tri-Component
Interpolyelectrolyte Complexes. EPF European Polymer Congress, 22-27 iunie
2025, Groningen, Olanda.

Ciobanu T.A.*, Petrila L.M., Bucatariu F., Zaharia M.M., Mihai M.
Sand/polyelectrolyte composites for wastewater treatment. Applications of
Chemistry in Nanosciences and Biomaterials Engineering (NanoBioMat), 25 — 27
iunie 2025, online.

Ciobanu T.A.*, Petrila L.M., Bucatariu F., Zaharia M.M., Mihai M. Core/shel
composites based on sand and weak polyelectrolytes for water cleaning. 13"
International Conference on Environmental Engineering and Management, 17-20

septembrie 2025, [asi, Romania.
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6.5.

Bucatariu F.*, Zaharia M.M., Petrila L.M., Mihai M., Pispas S. Interaction studies
of chitosan-g-PNIPAM multiresponsive chains with a model protein. Progress in
organic and macromolecular compounds, 30" edition, 23-26 septembrie 2025, lasi,

Romania.

7. Membru in echipe de implementare pentru proiecte de cercetare nationale:

7.1.

7.2.

7.3.

Membru doctorand (perioada 01.02.2022 — 31.10.2022) in cadrul proiectului Quartz
sand/polyelectrolyte composite microparticles with high loading/release of some
inorganic/organic compounds from polluted waters, cod proiect PN-I11-P2-2.1-PED-
2019-1996, acronim POLYSAND.

Membru doctorand (perioada 01.07.2023 — prezent) in cadrul proiectului
Polysaccharide based (bio)hybrid nanostructures, cod proiect PNRR-III-C9-2022 —
I8, acronim HYBSAC.

Membru doctorand (perioada 08.01.2025 — prezent) in cadrul proiectului Arhitecturi
polielectrolti/enzime construite pe microparticule anorganice pentru curdtarea
staticd/dinamicd a apelor prin procese de sorbtie/catalizd, cod proiect: PN-IV-P1-

PCE-2023-1545, acronim PolyEnzIM.

8. Stagii de cercetare si formare profesionald:

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

Scoala de Vara ,,Technological challenges of transformation to renewable energy”,
Universitatea din Aalborg, Danemarca, 29 iulie — 8 august 2022, participare finantata
din venituri proprii.

Stagiu de cercetare la Institutul Leibniz de Cercetare a Polimerilor din Dresda,
Germania, 16 august — 6 noiembrie 2022, finantat de Institutul Leibniz de Cercetare
a Polimerilor din Dresda.

Scoala de Primavara in Managementul de Proiecte BioNanoTech, Lacul Rosu,
Romania, 24 — 28 aprilie 2023, participare finantata din proiectul BioNanoTech —
Centru  Suport pentru  Managementul  Proiectelor Orizont 2020, cod
MySmis 107524.

Stagiu de cercetare la Institutul Charles Viollette din cadrul Universitatii din Lille,
Franta, 1 octombrie 2023 — 31 mai 2024, finantat de Ministerul Educatiei prin
programul de burse HG 118/2023 si de catre Universitatea din Lille prin programul
de mobilitate MobLilex 2023.

Scoala de vara NATO ASI Summer School Nanomaterials and Nanoarchitectures I1.

Composite Materials & Their Applications, 28 iunie — 5 iulie 2024, Smolenice,
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Slovacia, participare finantatd din proiectului Polysaccharide based (bio)hybrid

nanostructures (HYBSAC), cod proiect PNRR-III-C9-2022 — 8.

9. Premii obtinute la manifestdri stiintifice:

9.1.

9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

Best Oral Presentation pentru lucrarea Silica/polyelectrolyte sorbents for the
removal of organic pollutants, prezentatd in cadrul 1% Edition Ph.D. Students’ Days,
26 noiembrie 2021, Arad, Romania.

Premiul ,,Sorin 1. Rosca” al Societatii de Chimie din Roméania pentru lucrarea
Catalase/polymer composite microparticles for environmental applications
prezentata in cadrul ICMPP — Open door to the future scientific communications of
young researchers MacroYouth, 17 noiembrie 2023, Iasi, Romania.

Innovation Award pentru lucrarea Harnessing immobilized laccase for sustainable
water remediation prezentatd in cadrul Exploratory Workshop NeXT-Chem:
Innovative Cross-Sectoral Technologies, 21 — 22 martie 2024, Bucuresti, Romania.
Premiul Societitii de Chimie din Roménia pentru lucrarea Green hybrid
nanostructures for efficient degradation of water pollutants prezentatd in cadrul
Simpozionului International ,, Priovitdtile chimiei pentru o dezvoltare durabila”, 16
— 18 octombrie 2024, Bucuresti, Romania.

Premiul I pentru cea mai bund prezentare orald pentru lucrarea Laccase/
polysccharide hybrid nanostructures for efficient dye degradation prezentatd in
cadrul ICMPP — Open door to the future scientific communications of young

researchers MacroYouth, 15 noiembrie 2024, lasi, Romania.
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