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Rezumatul etapei 

 

În cadrul etapei a doua a proiectului au fost evaluate proprietățile morfologice, structurale și magnetice 
ale nanoparticulelor magnetice single-core funcționalizate cu grupări amino și carboxil.  
Au fost sintetizați cinci esteri naturali  prin esterificarea directă a acizilor naturali cu alcooli alifatici 
naturali catalizate de lipaza imobilizata pe suport magnetic in sistem fără solvent. 
Determinarea parametrilor optimi de reacție (temperatura, raportul molar al reactanților, raportul 
catalizator/substrat) pentru sinteza hexanoatului de pentil s-a realizat prin dezvoltarea unui program 
experimental factorial utilizând metoda Box-Behnken.  
Au fost selectați 2 biocatalizatori, a căror stabilitate operațională a fost determinată după cinci cicluri de 
reacție consecutive, în sinteza a 4 esteri de aromă, iar 64% din activitate a fost regăsită după reutilizările 
repetate. Investigarea caracteristicilor magnetice, morfologice și structurale ale biocatalizatorului după 
utilizarea repetată au demonstrat o stabilitate ridicată a acestuia. 
Cei 5 esteri sintetizați au fost caracterizați prin metode spectroscopice moderne precum GC-MS, FT-IR, 
NMR care au confirmat structura acestora și un grad de puritate ridicat. 
Rezultatele acestei etape au fost diseminate în două lucrări științifice, o lucrare acceptată și una în curs 
de evaluare, în reviste cu factor de impact (ISI), cât și prin participare cu două lucrări la conferințe 
internaționale de prestigiu din domeniul biocatalizei și nanomaterialelor. În concluzie, toate obiectivele 
asumate pentru Etapa 2 a proiectului au fost îndeplinite. 
 
Activitatea 2.1.  

Evaluarea proprietăților morfologice, structurale și magnetice ale biocatalizatorului cel mai 

performant precum și a reproductibilității metodei și proprietăților catalitice (CO – UPT, P1 – INCDTIM) 

 

Din experimentele de imobilizate a lipazei din Candida antarctica B, efectuate în cadrul Etapei 1 pe 
diferite nanostructuri magnetice de tip clusteri magnetici și nanoparticule magnetice single-core 
funcționalizate, s-au constatat diferențe semnificative privind activitatea enzimatică a preparatelor 
obținute și anume: 
- activitatea de esterificare cea mai ridicată s-a înregistrat în cazul atașării lipazei de nanoparticulele 

magnetice single-core funcționalizate cu grupări amino și grupări carboxil, atingându-se randamente 
de reacție de până la 93%; 

- în cazul atașării lipazei din Candida antarctica B de particule magnetice de tip multi-core s-a 
determinat o activitate de esterificare mai redusă, de maxim 9% în 24 de ore, indicând o posibilă 
inactivare a situsurilor active a enzimei în timpul imobilizării. 

Pe baza acestor observații au fost selecționate nanoparticulele magnetice single-core funcționalizate ca 
suporturi pentru imobilizarea lipazei. După imobilizare s-a investigat morfologia, structura și compoziția 
chimică a biocatalizatorilor obținuți (prezentați în Tabelele 1-4), precum și proprietățile magnetice 
utilizând microscopia electronică (TEM/SEM), spectroscopia de fotoelectroni cu excitare cu raze X (XPS) 
și magnetometria cu probă vibrată (VSM).  
De asemenea au fost analizate caracteristicile morfologice și compoziția chimică pentru o serie de lipaze 
imobilizate prin entrapare în matrici sol-gel utilizate pentru acoperirea nanoparticulelor magnetice 
având enzima atașată și respectiv pentru sistemele de biocatalizatori multistrat de tip sol-gel magnetic 
obținuți. În tabelele 1-4 sunt redate caracteristicile probelor investigate.  
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Tabelul 1. Nanoparticule de magnetită funcționalizate cu grupări carboxil și respectiv amino 

Cod probă Strat de acoperire  Grupare funcțională 

CIM-219 Hidrat de Nα,Nα-bis(carboximetil)-L-lizină  amino 

NA-499 Acid poli(benzofuran-co-acid arilacetic) carboxil 

 

Tabelul 2. Biocatalizatori magnetici obținuți prin legarea covalentă a lipazei din Candida anatarctica B de nanoparticule 

funcționalizate cu grupări carboxil și amino 

Cod probă Enzimă Particule magnetice Grupare funcțională Agent de cuplare 

COV132A Candida antarctica B CIM-219 amino glutaraldehidă 

COV139C Candida antarctica B NA-499 carboxil carbodiimidă 

 

Tabelul 3. Biocatalizatori obținuți prin entraparea lipazei B din Candida antarctica în matrici de sol-gel cu diverși 

precursori silanici la diferite rapoarte molare 

Cod probă Silani precursori* Raport molar silani 

SG18.17 3-GOPrTMOS:TMOS 1:1 

SG18.32 1,3-bis(GOPr)TMeDSO:TMOS 1:1 

CalB99 PhTMOS:VTMOS:TMOS 1,6:0,4:1 

* TMOS – tetrametoxisilan; 3-GOPrTMOS - 3-glicidoxipropil-trimetoxisilan; 3-GOPrbis(TMeSO)MeS - (3-glicidoxipropil)-
bis(trimethilsiloxi)metilsilan; 1,3-bis(GOPr)TMeDSO - 1,3-bis(glicidoxipropil)-tetrametildisiloxan; PhTMOS – feniltrimetoxisilan; VTMOS - 

viniltrimetoxisilan 

 

Tabelul 4. Biocatalizatori multistrat de tip sol-gel magnetic 

Cod 

probă 
Silani precursori (raport molar) 

Nanoparticule 

magnetice 

Biocatalizator magnetic 

entrapat 

SG18.85 3-GOPrTMOS:TMOS (1:1) CIM-219 COV132A 

SG18.86 3-GOPrTMOS:TMOS (1:1) NA-499 COV139C 

SG18.87 1,3-bis(GOPr)TMeDSO:TMOS  (1:1) CIM-219 COV132A 

SG18.88 1,3-bis(GOPr)TMeDSO:TMOS  (1:1) NA-499 COV139C 

SG18.89 PhTMOS:VTMOS:TMOS  (1,6:0,4:1) CIM-219 COV132A 

SG18.90 PhTMOS:VTMOS:TMOS  (1,6:0,4:1) NA-499 COV139C 

 
Morfologia biocatalizatorilor: 

În Figura 1 sunt prezentate imaginile TEM ale biocatalizatorilor magnetici (probele COV132A și COV139C) 
obținuți prin atașarea enzimei pe nanoparticulele magnetice funcționalizate cu grupări amino (CIM-219) 
și respectiv carboxil (NA-499). Nanoparticulele au forme sferice și poliedrice, iar atașarea enzimei nu a 
indus modificări ale morfologiei nanoparticulelor. 

 

(a) (b) 
Fig.1. Imagini TEM ale biocatalizatorilor magnetici: a) proba COV132A și b) proba COV139C 
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Imaginile SEM ale probelor sol-gel cu matrici ce conțin silanii 3-GOPrTMOS și TMOS la raport molar 1:1 
ale componenților (proba SG18.17) sunt prezentate în Figura 2. Se observă o morfologie neuniformă cu 
zone amorfe și formațiuni sub formă de particule aglomerate.  

 

    
Fig.2. Imaginile SEM ale probei sol-gel 3-GOPrTMOS:TMOS (1:1), cod SG18.17  

 

În Figura 3 sunt prezentate câteva imagini SEM ale probelor de biocatalizatori magnetic multistrat 
(tabelul 4). 

   
Proba SG18.85 Proba SG18.86 Proba SG18.87 

   
Proba SG18.88 Proba SG18.89 Proba SG18.90 

Fig.3. Imagini SEM ale probelor de biocatalizatori de tip sol-gel magnetic  

 
Caracterizarea biocatalizatorilor prin spectroscopie de fotoelectroni cu excitare de raze X (XPS): 

Pentru determinarea compoziției chimice a biocatalizatorilor obținuți prin atașarea lipazei pe 
nanoparticulele magnetice funcționalizate cu grupări amino și respectiv carboxil a fost utilizată 
spectroscopia de fotoelectroni cu excitare de raze X (XPS). În Figura 4 sunt prezentate spectrele XPS 
pentru N1s, C1s și Fe2p pentru nanoparticulele magnetice funcționalizate cu amino (proba CIM-219) și 
respectiv pentru aceste nanoparticule având atașată enzima (proba COV132A). Compoziția chimică 
(concentrațiile atomice) pentru aceste nanoparticule înainte și după atașarea enzimei este prezentată în 
Tabelul 5. 
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Tabelul 5. Compoziția chimică a nanoparticulelor magnetice funcționalizate cu amino (CIM-219)  

și carboxil (NA-499) înainte și după atașarea enzimei CalB  

Cod probă 
Compoziția elementală (% atomice)  

C N O Fe Fe/N 

CIM-219 29.4 5.7 54.4 10.3 1.8 

COV132A 11.8 1.9 60 26.1 13.7 

NA-499 45.8 6 42.7 5.4 0.9 

COV139C 28.5 0.4 50.5 20.3 50.7 

  
Rezultatele obținute din analiza XPS pentru nanoparticulele magnetice funcționalizate înainte și după 
atașarea enzimei arată faptul că suprafața materialelor investigate are afinitate crescută pentru enzimă. 
Măsurătorile XPS după atașarea enzimei arată modificările care apar în special în spectrele C1s, N1s 
datorate prezenței enzimei pe suprafața materialului analizat. Raportul Fe/N se modifică după atașarea 
enzimei datorită creșterii cantității de N1s la suprafața probei pe de o parte și scăderea ponderii Fe la 
suprafața datorită acoperirii cu enzimă pe de alta parte. Adâncimea de la care este preluat semnalul XPS 
este de câteva straturi atomice de aceea prezenta enzimei la suprafața probei determină scăderea 
semnalului provenit de la atomii de Fe.  
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Fig.4. Spectrele XPS pentru C1s, N1s si Fe2p pentru nanoparticulele magnetice funcționalizate cu amino (proba 

CIM-219) si respectiv pentru aceste nanoparticule având atașată enzima (COV132A) 

 
Probele sol-gel investigate au compoziția chimică diferită de la o probă la alta în ceea ce privește 
concentrația de C, O și Si. A fost determinat raportul Si/C pe baza concentrațiilor elementale și s-a 
observat că acesta variază în intervalul 0.2-1.4 pentru probele investigate. Legăturile chimice prezente 
în fiecare probă au fost identificate pe baza deconvoluțiilor spectrelor XPS de înaltă rezoluție: C1s: Si-C, 
C-C, C-O; Si2p: Si-C, Si-O, SiO2; O: O-Si, O-C.  
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Fig.5.  Spectrele XPS pentru proba 

SG18.17 

Fig.6.  Spectrele XPS pentru proba 

SG18.32 

Fig.7. Spectrele XPS pentru proba 

CalB99 

 

Tabelul 6. Compoziția chimică a probelor sol-gel 

Cod probă 
Concentrația elementală (% atomice)  

C Si O Si/C 

SG18.17 44 14.5 41.4 0.3 

SG18.32 19.7 27.8 52.5 1.4 

CalB99 59 12.7 28.9 0.2 

  
Sistemele de biocatalizatori de tip sol-gel magnetic obținute prin înglobarea în matrici sol-gel a 
nanoparticulelor magnetice cu enzima atașată covalent au fost investigate prin XPS în scopul 
determinării compoziției chimice și pentru a certifica formarea structurii biocatalizatorului. Pentru toate 
probele din tabelul 4, spectrele XPS de tip survey au pus în evidență elementele componente Si, C, N, O 
și Fe, așa cum era de așteptat pentru nanoparticulele cu enzima atașată înglobate în matrici sol-gel.  
Proprietățile magnetice ale probelor s-au măsurat cu ajutorul magnetometrului cu probă vibrată 
VSM880 (ADE Technologies), la temperatura camerei (250C), în câmp magnetic static, având valori 
cuprinse în intervalul 0-12500 Oe (1000 kA/m). Valorile acestora sunt prezentate în tabelul 7, unde M 
reprezintă valoarea magnetizației măsurată la câmpul maxim aplicat (12500 Oe); mp – masa probei. 
În Figura 8 sunt reprezentate curbele de magnetizațe primară la temperatura camerei pentru proba NA-

499.  
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Tabelul 7. Proprietățile magnetice ale probelor investigate 

Cod probă 
mp M 

g emu/g 

CIM-219 0,10110 69,0 

NA-499 0,09032 62,5 

COV132A 0,02986 57,0 

COV139C 0,02067 57,4 

SG18.85 0,02007 24,3 

SG18.86 0,02170 28,7 

SG18.87 0,01960 38,0 

SG18.88 0,01970 31,1 

  
Fig.8. Curbele de magnetizație primare la temperatura camerei pentru proba NA-499 înainte și după imobilizarea 

lipazei din Candida antarctica B prin legare covalentă și respectiv entrapare în matrici de sol-gel 

 
Evaluarea proprietăților catalitice ale biocatalizatorilor magnetici multistrat obținuți: 

În Tabelul 8 sunt prezentate rezultatele obținute în reacția de esterificare dintre acidul hexanoic și 
alcoolul pentilic, utilizând biocatalizatorii magnetici multistrat.  

Tabelul 8. Activitatea enzimatică a biocatalizatorilor magnetici multistrat obținuți la sintez hexanoatului de pentil 

Esterificare Biocatalizator 
Silani precursori 

(raport molar) 

Particule 

magnetice 

Masă ester 
Activitate 

esterificare 

mg 
µmol ester/h/ 

g preparat 

E550 SG18.85 
3-GOPrTMOS:TMOS 

(1:1) 
CIM-219 92.511 4965.982 

E551 SG18.86 
3-GOPrTMOS:TMOS 

(1:1) 
NA-499 225.348 12096.636 

E552 SG18.87 
1,3-bis(GOPr)TMeDSO:TMOS 

(1:1) 
CIM-219 131.573 7062.818 

E553 SG18.88 
1,3-bis(GOPr)TMeDSO:TMOS 

(1:1) 
NA-499 220.087 11814.239 

E579 SG18.89 
PhTMOS:VTMOS:TMOS  

(1,6:0,4:1) 
CIM-219 101.375 5441.783 

E580 SG18.90 
PhTMOS:VTMOS:TMOS  

(1,6:0,4:1) 
NA-499 159.553 8564.771 
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Pe baza analizelor efectuate în cadrul acestei etape s-au ales 2 biocatalizatori magnetic multistrat pentru 
sinteza esterilor de aromă și anume: SG18.86 și SG18.88.  
 

Activitatea 2.2.  

Sinteza a cel puțin trei esteri naturali prin esterificarea directă a acizilor naturali cu alcooli alifatici 

naturali catalizate de lipaza imobilizată pe suport magnetic în sistem fără solvent (CO – UPT) 

 

În cadrul acestei etape au fost sintetizați următorii 5 esteri: hexanoatul de pentil, propanoatul de izoamil, 
hexanoatul de izoamil, octanoatul de izoamil și decanoatul de izoamil.  
Hexanoatul de pentil este un ester cu aromă de citrice, ciocolată, măr, strugure, ananas și miere cu 
aplicații în industria alimentară. Acesta se regăsește în diverse cantități în băuturi, înghețată, produse de 
panificație, bomboane, gumă de mestecat și deserturi gelatinoase. Propanoatul de izoamil este un agent 
de aromă sub forma unui lichid incolor. Se găsește în membranele fructelor și se folosește pentru 
aromele specifice de măr, caisă sau ananas. Hexanoatul de izoamil este utilizat în aromele de fructe, 
parfumuri şi este prezent în fructe, brânzeturi și băuturi alcoolice. Octanoatul de izoamil are aromă de 
ananas și are o putere medie ca odorizant. Se folosește ca aromatizant pentru produse cu aromă de 
ananas, cognac, cocos și ciocolată. În industria cosmeticelor se folosește ca agent de parfumare. 
Decanoatul de izoamil are un gust dulce, de banană și de coniac.   

 
Tabelul 9. Activitatea enzimatică a biocatalizatorilor magnetici multistrat  în cele 5 reacții de sinteză a esterilor de aromă 

Esterificare Biocatalizator 
Silani precursori  

(raport molar) 

Particule 

magnetice 

Masă ester 
Activitate 

esterificare 

mg 
µmol ester/h/ 

g preparat 

Alcool pentilic + 
acid hexanoic 

SG18.86 
3-GOPrTMOS:TMOS  

(1:1) 
NA-499 225,348 12096,636 

Alcool izoamilic + 
acid hexanoic 

SG18.86 
3-GOPrTMOS:TMOS  

(1:1) 
NA-499 

55,965 3004,118 

Alcool izoamilic + 
acid propionic 

SG18.86 
3-GOPrTMOS:TMOS  

(1:1) 
NA-499 

20,986 1455,192 

Alcool izoamilic + 
acid octanoic 

SG18.86 
3-GOPrTMOS:TMOS  

(1:1) 
NA-499 

43,281 2019,179 

Alcool izoamilic + 
acid decanoic 

SG18.86 
3-GOPrTMOS:TMOS  

(1:1) 
NA-499 

22,511 928,665 

Alcool pentilic + 
acid hexanoic 

SG18.88 
1,3-bis(GOPr)TMeDSO:TMOS 

(1:1) 
NA-499 

220,087 11814,239 

Alcool izoamilic + 
acid hexanoic 

SG18.88 
1,3-bis(GOPr)TMeDSO:TMOS 

(1:1) 
NA-499 

49,321 2647,450 

Alcool izoamilic + 
acid propionic 

SG18.88 
1,3-bis(GOPr)TMeDSO:TMOS 

(1:1) 
NA-499 

21,417 1485,077 

Alcool izoamilic + 
acid octanoic 

SG18.88 
1,3-bis(GOPr)TMeDSO:TMOS 

(1:1) 
NA-499 

42,054 1961,935 

Alcool izoamilic + 
acid decanoic 

SG18.88 
1,3-bis(GOPr)TMeDSO:TMOS 

(1:1) 
NA-499 

27,978 1154,181 
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Activitatea 2.3.  

Determinarea parametrilor optimi de reacție (temperatura, raportul molar al reactanților, raportul 

catalizator/substrat) pentru sinteza unui ester selectat (CO – UPT) 

 

Elaborarea programelor experimentale factoriale (DOE) și-a dovedit utilitatea și avantajele pentru 
optimizarea multor procese, atât chimice cât și fizice. Pentru sinteza hexanoatului de pentil s-a elaborat 
un program experimental factorial pentru a determina rapid parametrii optimi de reacție. Dintre 
pachetele software disponibile pentru acest studiu s-a ales pachetul Unscrambler 9.0, datorită interfeței 
prietenoase și intuitive de care acesta dispune. Modelul de optimizare selectat, de tip Box Behnken 
permite o variație a variabilelor independente pe 3 niveluri (-1, 0, 1). 
Biocatalizatorul selectat a fost lipaza entrapată în matrici de sol-gel CalB 99. Ca și variabilă de răspuns, s-
a calculat activitatea lipaze [µmol/mg*h]. Datele experimentale au fost analizate statistic, utilizând 
tehnica ANOVA și analiza de regresie. Pentru analiza globală a rezultatelor a fost ales modelul polinom 
de ordin doi, deoarece în cele mai multe cazuri valoarea p a fost p<0,05, ceea ce demonstrează că 
modelul este adecvat în raport cu datele experimentale din punct de vedere statistic. În alegerea 
modelului s-a ținut cont și de coeficientul de corelație multiplă a cărui valoare cât mai apropiată de 1 
confirmă că modelul de regresie corelează satisfăcător datele din eșantion. Valoarea R2 au fost 0,921. 
 
Analiza suprafețelor de răspuns 

Cu scopul de a stabili importanța temperaturii, timpului de reacție și a cantității de enzimă asupra 
activității s-a reprezentat grafic activitatea în funcție de cantitatea de enzimă/timpul de reacție și 
temperatură. Din Fig. 9 se poate observa o corelare directă între temperatură și valoarea activității și 
indirectă a activității cu timpul de reacție. 
Deși efectul global al cantității de enzimă a fost nesemnificativ, a fost totuși posibilă determinarea unei 
valori optime. 
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Fig. 9. Efectul combinat al temperaturii și timpului de reacție (a) și a cantității de enzimă și a temperaturii (b) asupra 

activității. 

 

Valorile parametrilor optimi de reacție au fost: temperatura 70°C, Raport molar alcool: acid 1:1, 
cantitatea de enzimă 10 mg, iar timpul de reacție 4 ore. 
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Activitatea 2.4.  

Studiu de reutilizare în cinci cicluri de reacție consecutive și investigarea caracteristicilor magnetice, 

morfologice și structurale ale biocatalizatorului după utilizarea repetată (CO – UPT, P1 – INCDTIM) 

 

Biocatalizatorii magnetici multistrat obținuți au fost testați în 5 cicluri repetate de utilizare pentru sinteza 
esterilor propanoat de izoamil, hexanoat de izoamil, octanoat de izoamil și decanoat de izoamil. După 
fiecare utilizare, biocatalizatorul a fost recuperat din mediul de reacție prin separare magnetică și spălat 
cu acetonă în repetate rânduri. Biocatalizatorul magnetic și-a păstrat peste 64% din activitate după 5 
reutilizări.  
Curbele de magnetizare primare la temperatura camerei ale biocatalizatorilor SG18.86 și SG18.88 înainte 
și după cele 5 cicluri de reutilizare sunt redate în figura 10. 

(a) (b) 
Fig.10. Curbele de magnetizație primare la temperatura camerei pentru biocatalizatorii inițial și după 5 cicluri de 

reutilizare: a) SG18.86; b) SG18.88 
 

Activitatea 2.5.  

Determinarea purității produselor sintetizate prin GC, HPLC, FT-IR, RMN (CO – UPT) 

 

Spectrul de masă al esterilor sintetizați a fost înregistrat cu gaz-cromatograful GC-MS Thermo Scientific 
TRACE 1310, ITQ 1100 Ion Trap MS. Parametrii de analiză MS au fost: temperatura liniei de transfer a 
fost 310°C, temperatura din 250°C, iar debitul de gaz  1ml/min în intervalul de mase de 50-500 m/z. 
Spectrele de infraroșu cu transformată Fourier (ATR FT-IR) pentru materii prime și produșii obținuți au 
fost realizate utilizând un spectrometru Bruker Vertex 70 (Bruker Daltonik GmbH, Germania) echipat cu 
un spectrometru Platinium ATR, Bruker Diamond Tip A225 / Q.I. Spectrele RMN au fost înregistrare la 
spectometrele RMN Bruker FOURIER 300 în CDCl3. 
 

Activitatea 2.6.  

Diseminarea și valorificarea rezultatelor (CO – UPT, P1 – INCDTIM) 

 

Rezultatele acestei etape au fost diseminate într-o lucrare științifică acceptată pentru publicare și una 
trimisă spre publicare în reviste cu factor de impact (ISI). La acestea se adaugă cele două lucrări raportate 
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anterior ca fiind acceptate, care între timp au fost publicate. De asemenea, au fost prezentate a două 
lucrări (o comunicare orală și un poster) la conferințe internaționale de prestigiu din domeniul 
biocatalizei și nanomaterialelor.  

Articole în reviste de specialitate indexate în baza de date Web of Science (ISI) 

1. C. Vasilescu, M. Latikka, K. D. Knudsen, V.M. Garamus, V. Socoliuc, R. Turcu, E. Tombácz, D.Susan-
Resiga, R.H.A. Ras, L. Vékás, High concentration aqueous magnetic fluids: structure, colloidal stability, 
magnetic and flow properties, Soft Matter, 2018, acceptată spre publicare (F.I. 3,889). 

2. A. Bunge, A. S. Porav, G. Borodi, T. Radu, A. Pîrnău, C. Berghian-Grosan, R. Turcu, Correlation between 
synthesis parameters and properties of magnetite clusters prepared by solvothermal method, Journal of 

Materials Science, 2018, în curs de evaluare (I.F. 2,993). 
 
Lucrări prezentate la manifestări științifice internaționale: 
 
1. A. Todea, D. Aparaschivei, I. Bîtcan, V. Badea, F. Peter, Bio-based polyesters synthesis by immobilized 

Candida antarctica B lipases, 17th Polymers and Organic Chemistry Conference, 3-7 Iunie 2018, Palavas 

Les Flots, Franța, OC12, Prezentare orală. 

2. C. Vasilescu, A. Todea, C. Paul , I.C. Benea, A. Nan, R. Turcu, F. Peter , New multilayer magnetic 

biocatalyst for esterification and transesterification reactions, 18th European Congress on 

Biotechnology, 1-4 Iulie 2018, Geneva, Elveția, P1-19, New Biotechnology, 2018, Special Issue, 

https://doi.org/10.1016/j.nbt.2018.05.885 . 


