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DESCRIERE

INSTALATIE CU ULTRASUNETE DESTINATA STUDIULUI REACTIILOR ENZIMATICE

Inventia se referd la o instalatie in care se poate studia efectul ultrasunetelor asupra
reactiilor enzimatice, in scopul intensificarii acestora. Instalatia descrisa se poate utiliza la
scard de laborator (pentru cercetare) sau industrial (pentru productie).

Scopul inventiei este descrierea unei instalatii care sa permita tratarea cu ultrasunete
de putere redusa, in mod perfect controlat (din punct de vedere al energiei ultrasonice
transmisa si al uniformitdtii tratatmentului} a unei enzime depuse pe suport care sa fie
utilizata intr-o serie de reactii chimice de sinteza a unor compusi organici (de ex. esteri).

Mecanism general de actiune al ultrasunetelor

Se cunoaste ca efectul US asupra reactiilor chimice nu este rezultatul interactiei
directe a US cu speciile moleculare [Suslick, "Sonochemistry" Science (1990) 247: 1439-
1445]. Efectul US poate fi explicat prin doud fenomene generate de trecerea ultrasunetelor
prin medii lichide, la nivel macroscopic se observa fenomenul de deplasare accelerata a
lichidului Tn zona sonotrodei (acoustic streaming), iar la nivel microscopic se observa
cavitatiile care prin colaps pot genera atat temperaturi cat si presiuni foarte mari, dar in
volume foarte mici (aprox 7*10® mm3) si pentru timpi foarte scurti (0.1-0.5 ms) [Chivate and
Pandit, "Quantification of cavitation intensity in fluid bulk" Ultrasonics Sonochemistry
(1995} 2: S19-525].

Cavitatia acustica implica trei stadii: nucleatia, cresterea bulei si implozia acesteia. De
reguld tensiunea superficiald a lichidului este suficient de mare pentru a impiedica aparitia
bulei la trecerea sunetului prin apa. in prezenta insa a gazelor dizolvate in lichid sau a micro-
particulelor solide antrenate in lichid, la o intensitate suficient de ridicata si o frecventa
potrivita a ultrasunetelor pot apare mici bule in lichid (nucleatie).

Cresterea bulelor in mediul lichid implicd doua procese: difuzia si evaporarea
produsilor volatili din faza lichida in continutul gazos al bulei (rectified diffusion) si coalescenta
bulelor.

Tn prezenta ultrasunetelor de intensitate mare o buld de dimensiuni mici poate creste
rapid. Atunci cand viteza de crestere este atat de mare incat nu mai are timp sa se recomprime
la cresterea din nou a presiunii acustice apare implozia. Acest proces are loc atunci cand bula
cavitationald are o dimensiune rezonantd cu cdmpul de ultrasunete (la o frecventa de 20 kHZ,
in apd, aceasta dimensiune critica este de 170 pm). O astfel de bula este in faza cu cdmpul de
ultrasunete si va creste rapid in cateva cicluri acustice, dupa care apare implozia. Implozia
este ca o comprimare adiabata si poate genera local temperaturisi presiuni atat de mariincat
se pot forma specii active de tipul radicalilor.

Atuncicand bula colapseaza in vecinatatea unei particule solide care are o dimensiune
mai mare decat dimensiunea critica a bulei {150-200 um), fenomenul de cavitatie este diferit
(implozie asimetricd), cea mai mare parte a energiei eliberate in timpul imploziei este
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transferata catre un microjet de lichid care loveste particula solida cu viteze ce pot atinge sute
de m/s [Wolloch and Kost, "The importance of microjet vs shock wave formation in
sonophoresis" J Control Release (2010} 148: 204-211]. Acest fenomen sta la baza aplicatiei
ultrasunetelor in curatarea suprafetelor.

La intensitati mici de ultrasunete apare o cregtere lenta a bulelor. Aceasta crestere
este datorata fenomenului de “rectified diffusion” iar cresterea suprafetei bulei este mai
mare in timpul expansiunii decat micsorarea suprafetei acesteia in timpul comprimérii. Tn
acest fel bula va creste dar nu are loc implozia, bula se va deplasa catre suprafata lichidului
[Suslick, "Sonochemistry" Science (1990) 247: 1439-1445]. Un astfel de fenomen este utilizat
in degazarea lichidelor cu ajutorul ultrasunetelor.

Fenomenul de cavitatie este dependent de caracteristicile generatorului de US utilizat
(forma, frecventa, puterea, amplitudinea, suprafata ce transmite US catre lichid) dar si de
caracteristicile lichidului Tn care apare cavitatia (densitate, presiune de vapori, tensiune
superficiald, prezenta si tipul gazelor dizolvate, prezenta de impuritati mecanice, etc.). Este
semnalatd chiar si influenta presiunii exterioare aplicatd fazei lichide [Sauter, Emin,
Schuchmann and Tavman, "Influence of hydrostatic pressure and sound amplitude on the
ultrasound induced dispersion and de-agglomeration of nanoparticles” Ultrasonics
Sonochemistry (2008) 15: 517-523].

Aplicatii generale ale ultrasunetelor

Ultrasunetele au multe aplicatii: curatarea suprafetelor (aplicatii in reactiile chimice
catalitice), sudura materialelor plastice, activarea si intensificarea reactiilor chimice, extractii
de principii active din plante, diagnoza medicala, tratamente medicale si chiar analize chimice.
Ele determind intensificarea proceselor fizice si chimice desfasurate in mediu omogen
(indeosebi prin generarea de specii active radicalice) sau heterogen (indeosebi prin
imbunatatirea transferului de masa la interfata L/G sau mai ales L/S).

Mecanism de actiune al US in cazul reactiilor enzimatice

n ceea ce priveste reactiile enzimatice, efectul US poate fi de inactivare a enzimelor
[Chandrapala, Oliver, Kentish and Ashokkumar, “Ultrasonics in food processing — Food
quality assurance and food safety"” Trends in Food Science & Technology (2012) 26: 88-98]
(proces folosit indeosebi in stabilizarea alimentelor) sau de activare a enzimelor.

Inactivarea enzimelor poate fi atribuita procesului de colaps cavitational care conduce
la aparitia zonelor restranse in care apar temperaturi si presiuni mari care determina
formarea de specii active. Radicalii liberi OH care se formeaza atunci cand faza lichida contine
apa, sunt cunoscuti pentru potentialul lor redox ridicat si pentru puterea mare de oxidare
care face ca reactia lor cu aminoacizii, componenti ai enzimelor sa aiba loc foarte rapid
[Kadkhodaee and Povey, "Ultrasonic inactivation of Bacillus a-amylase. I. effect of gas
content and emitting face of probe"” Ultrasonics Sonochemistry (2008) 15: 133-142].

Activarea reactiilor enzimatice este citata in literatura dar mecanismul prin care
aceasta activare are loc nu este pe deplin cunoscut. Este acceptata ipoteza cd imbunatatirea
transferului de masa la interfata enzima-amestec de reactie este datorata ultrasunetelor de
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intensitate scazuta si poate fi cauza intensificarii reactiilor enzimatice [Delgado-Povedano
and Luque de Castro, "A review on enzyme and ultrasound: A controversial but fruitful
relationship" Analytica Chimica Acta (2015) 889: 1-21], [Khan and Rathod, "Enzyme
catalyzed synthesis of cosmetic esters and its intensification: A review" Process
Biochemistry (2015) 50: 1793-1806]. Mai este citata in literatura, o ipoteza referitoare la
schimbarea structurii conformationale a enzimei pentru a imbunatati accesul reactantilor la
centrii activi [Berezin, Klibanov, Klyosov, Martinek and Svedas, "The effect of ultrasound as
a new method of studyng conformational transitions in enzym active sites" FEBS Letters
(1975) 49: 325-328]. Efectul de dezactivare a enzimelor este minimizat atunci cand se folosesc
enzime imobilizate pe suport [Delgado-Povedano and Luque de Castro, "A review on enzyme
and ultrasound: A controversial but fruitful relationship" Analytica Chimica Acta (2015) 889:
1-21].

Concluzia datelor de literatura existente este aceea ca reactiile enzimatice pot fi
intensificate de ultrasunetele de putere micd, capabile sa creasca transferul de masa la
interfata enzimad-amestec de reactie dar care nu genereaza cavitatii importante ce ar produce
radicali liberi, potential ddunatori pentru enzime.

Reactoare ce pot fi utilizate pentru studierea proceselor fizico-chimice intensificate de US

Cele mai raspandite tipuri de reactoare ce pot fi utilizate pentru intensificarea
reactiilor chimice sau enzimatice citate in literatura [Gogate, Sutkar and Pandit,
"Sonochemical reactors: Important design and scale up considerations with a special
emphasis on heterogeneous systems" Chemical Engineering Journal (2011} 166: 1066-
1082], [Delgado-Povedano and Luque de Castro, "A review on enzyme and ultrasound: A
controversial but fruitful relationship" Analytica Chimica Acta (2015) 889: 1-21], [Khan and
Rathod, "Enzyme catalyzed synthesis of cosmetic esters and its intensification: A review"
Process Biochemistry (2015) 50: 1793-1806] sunt cele care utilizeaza o sonotroda direct
introdusa in vasul de reactie (tip 1), cele care utilizeaza o baie de ultrasunete in care are loc
reactia (tip 2) sau in care este plasat reactorul in care are loc reactia (tip 3), precum si
dispozitive mai noi cum ar fi: celula de reactie cu doud frecvente de ultrasunete (‘Dual
Frequency reaction cell’) (tip 4) sau reactor tubular de ultrasunete (‘Clamp-on’) {tip 5).

Fiecare dintre aceste tipuri de reactoare are limitdri importante in ceea ce priveste
activarea reactiilor enzimatice. Tn reactoarele de tipul 1, 4 si 5 principalul inconvenient este
distributia profund neuniforma a campului de ultrasunete [Chivate and Pandit,
"Quantification of cavitation intensity in fluid bulk" Ultrasonics Sonochemistry (1995) 2:
$19-S25] ceea ce va determina aparitia fenomenului de cavitatie in imediata vecinatate a
sonotrodei (tip 1) sau a suprafetei vibrante (tip 4 si 5), iar cavitatia intensad produce radicali
liberi care apoi dezactiveaza rapid enzima. Tn baia de ultrasunete (reactoare tip 2 si 3) este
dificil sa reglezi puterea de ultrasunete, amplitudinea acestora sau sa masori energia
ultrasunetelor efectiv transmisa catre reactorul in care are loc reactia enzimatica propriu-zisa.

Problema tehnicad pe care o rezolva inventia este realizarea unei instalatii destinata
studiului influentei ultrasunetelor asupra reactiilor enzimatice. Tn aceastd instalatie
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ultrasunetele determina intensificarea transferului de masd la suprafata enzimei imobilizate
fard degradarea acesteia. Rezultatul direct fiind accelerarea reactiei enzimatice.

Descrierea instalatiei pentru studierea influentei ultrasunetelor asupra reactiilor
enzimatice

Se prezinta in continuare date si exemple de realizare a inventieiTn legatura cu figurile
1si 2 ce reprezinta:

- Fig. 1 Instalatie cu ultrasunete destinata studiului reactiilor enzimatice (1—sonotroda;
2 lichid de cuplaj; 3 lichid termostatare; 4 reactor);

- Fig. 2 Schema de functionare a reactorului ‘in bucla’ (1 reactor; 2 vas cu site
moleculare pentru retinerea apei; 3 racitor; 4 vas tampon; 5 pompa
dozatoare; 6 prelevare probe)

Instalatia propusd de noi si descrisa in figura 1 are urmatoarele caracteristici:

- Poate fi utilizata pentru studierea unor reactii catalizate de enzime depuse pe suport;

- Reactorul functioneaza in mod continuu prin trecerea amestecului de reactie prin
stratul de enzima depusa pe suport;

- Daca timpul de reactie necesar conversiei dorite este mai lung decéat timpul de
stationare al amestecului de reactie in reactor, atunci se poate utiliza un sistem in
bucla (vezi fig. 2) ;

- Reactorul este termostatat si iradiat cu ultrasunete pentru intensificarea reactiei
enzimatice;

- lradierea cu ultrasunete se realizeaza prin intermediul unui lichid de cuplaj.
Caracteristicile lichidului (tensiunea superficiald, presiunea de vapori, vascozitatea)
precum si temperatura la care este termostat determina transferul ultrasunetelor de
la sonotroda la reactor;

- Drept sursa de ultrasunete se foloseste un dispozitiv de tip sonotroda alimentat de la
un generator de ultrasunete ce permite controlul foarte fin al tratdrii cu ultrasunete
prin modificarea amplitudinii, astfel se poate regla puterea efectiv transmisa catre
lichidul de cuplare si implicit in vasul de reactie;

- Prin ajustarea pozitiei sonotrodei fata de reactor se poate regla puterea de US efectiv
introdusa in vasul de reactie;

- Prin forma caracteristicd a parfii de jos a vasului care contine lichidul de
cuplare/termostatare se asigurd reflectarea undelor ultrasonore avand ca efect
uniformizarea tratarii cu US a reactorului, pe toata lungimea lui;

- Prin modificarea tipului de lichid de cuplare utilizat se poate regla efectul US in reactor;

- Prin existenta unei mantale de racire-termostatare se poate mentine constantd
temperatura atat in vasul de reactie cat si in vasul care contine lichidul de cuplare,
ceea ce permite tratarea cu US pe perioade lungi de timp cu aceeasi intensitate si
uniformitate.
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Pentru demonstrarea calitatilor acestei instalatii s-au efectuat experimentari prin care
s-au evidentiat intensificarea transferului de masa, degradarea unor compusi organici
datoritd speciilor active generate de ultrasunete precum si efectul ultrasunetelor asupra unor
reactii de esterificare catalizate de enzime.

Exemplul 1
Pentru studierea intensificarii transferului de masa in reactor, s-a ales un model

format din o sare colorata si un solvent in care sarea are o solubilitate limitata la
temperatura de testare. Domeniul de temperatura a fost astfel ales incat sa corespunda si
cu temperatura la care se studiaza si reactia de esterificare.

Drept sare s-a ales sulfatul de nichel hidratat (culoare verde), iar drept solvent un
amestec apa-etanol 50%. In reactor s-a ad3dugat o cantitate de sare si de solvent astfel
determinata incat, in conditii optime sa se dizolve cam 25-30% din sare Tn solvent.
Concentratia de sare dizolvatd a fost determinata colorimetric, dupd terminarea
tratamentului cu ultrasunete. Toate determinarile au fost efectuate in triplicat si s-a efectuat
si un experiment in care sarea s-a dizolvat natural, fara influenta ultrasunetelor.

Influenta temperaturii si a distantei dintre sonotroda si reactor este prezentata in
tabelul 1. Dupa cum se observa din analiza acestor date , odata cu cregterea temperaturii
procesul de dizolvare natural3 a sarii are loc cu o viteza usor mai mare. In experimentrile in
care s-au utilizat si ultrasunete viteza de dizolvare a sarii este sensibil mai mare decéat in
procesul conventional, demonstrand influenta ultrasunetelor asupra transferului de masa.
Cantitatea de sare dizolvatd este dependenta de distanta dintre sonotroda si reactor si de
temperatura.

Rezultatele din tabelul 1 indica faptul ca existd o temperatura optima la care sarea
se dizolva in cantitatea cea mai mare. Acest fapt este in concordanta cu datele de literatura
care indica faptul ca efectul ultrasunetelor in apa (apa este folosita drept lichid de cuplaj)
scade cand temperatura depdseste o anumitd valoare [Mason, Lorimer and Bates,
"Quantifying sonochemistry: Casting some light on a ‘black art’" Ultrasonics (1992) 30: 40-
42].

Tabelul 1 Concentratia sulfatului de Ni dizolvat la diverse temperaturi: dizolvare naturald
(conventionald) si cu ultrasunete (sonda de sonicare la 3.5 cm respectiv 4.5 cm distanta de
reactor), 20% amplitudine, putere de US de 7W, 3 on/3 off, timp de 30 min.

12/10/2018

Temperatura, Concentratia sulfatului de Ni dizolvat (g / L)
(°C) Dizolvare Dizolvare cu tratament de
naturala ultrasunete, la diferite distante
ale sonotrodei fata de reactor
3.5cm 45cm

30 91.4+04 10.2.0+£1.3 111.2 %16
40 101904 1147+ 0.8 125.2+1.2
50 103.0+£0.2 1345+1.4 1649+1.5
55 103.2 +1.4 142.6+0.5 153.3+0.9
60 103.9+0.7 1255+0.8 126.8+0.4

Pentru stabilirea mai exacta a influentei distantei dintre sonotroda si reactor asupra
intensificarii transferului de masa, au mai fost efectuate un set de experimentariin care a fost
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utilizatd aceeasi temperatura, acelasi timp si aceeasi putere de ultrasunete, modificandu-se
doar distanta dintre sonotroda si reactor. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 2.

Tabelul 2 Concentratia sulfatului de Ni dizolvat, dupa aplicarea ultrasunetelor, cu sonda de
sonicare la diferite distante de reactor, la 50°C, 20% Ampl., 3 on/3 off, timp de 30 de min.

Distanta sonotroda — reactor (cm} | Concentratia sulfatului de Ni dizolvat (g / L)
2.2 103.9+0.8
2.5 109.4+1.4
3 123.9+0.5
3.5 133.8+14
4 151.4+£0.2
45 165.1+£0.5
5 175.5+£0.2
6 166.3+0.8

Intensificarea transferului de masa la interfata cristale solide — solvent poate fi
explicata prin fortele de forfecare (‘shear waves’) ce apar la interfata lichid-solid atunci cand
undele sonore longitudinale ajung la aceasta interfata [Dukhin and Goetz, "Fundamentals of
Acoustics in Homogeneous Liquids" Characterization of Liquids, Dispersions, Emulsions, and
Porous Materials Using Ultrasound (Third Edition) (2017): 85-118]. Acest fenomen duce la
reinnoirea suprafetei de contact dintre faza lichida si solid, prin transportul convectiv al unor
elemente de fluid din masa acestuia la interfata.

Undele sonore longitudinale au o atenuare foarte scazutd in apa (folosita drept lichid
de cuplaj), la 20 kHz, factorul de atenuare este de doar 0.04 dB/cm/MHz [Dukhin and Goetz,
"Fundamentals of Acoustics in Homogeneous Liquids" Characterization of Liquids,
Dispersions, Emulsions, and Porous Materials Using Ultrasound (Third Edition) (2017): 85-
118]. Datoritd acestui fapt adancimea de patrundere este de aproximativ 1000 m ceea ce face
cd pentru distantele foarte scurte dintre sonotroda si reactor atenuarea undelor sonore
longitudinale sa fie practic nuld. Cresterea eficientei de dizolvare a sarii in solvent (respectiv
un transfer de masa mai bun), odata cu cresterea distantei dintre sonotroda si reactor este
datorata geometriei instalatiei ce confera o uniformitate mai buna a iradierii ultrasonice.

Exemplul 2

Pentru cuantificarea speciilor active generate de ultrasunete s-a ales drept model
degradarea p-nitro fenolului 1a p-nitro catehol. Atat in reactor cat si drept lichid de cuplaj s-a
utilizat aceeasi solutie diluatd de p-nitrofenol (5.6*10%g/mL in apa). Degradarea p-
nitrofenolului s-a urmarit prin spectrometrie in UV-VIS , la 401 nm.

n tabelul 3 sunt prezentate rezultatele obtinute la tratarea cu US , 20% Ampl, 3on/3off
si 0 energie de 107 J (timp 15 s). Se poate observa ca efectul ultrasunetelor este mai mic in
reactor decat in lichidul de cuplaj si ca acest efect scade odata cu cresterea distantei dintre
sonotroda si reactor. Acest fapt este coerent cu datele de literatura care indica o scadere
abrupta a intensitatii efectelor de cavitatie odata cu cresterea distantei fata de sonotroda
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[Chivate and Pandit, "Quantification of cavitation intensity in fluid bulk" Ultrasonics
Sonochemistry (1995) 2: $19-525].

Tabelul 3 Eficienta degradarii 4-nitrofenolului in functie de distanta dintre sonotroda si
reactor in reactor si in lichidul de cuplaj, la 50°C, cu o energie de ultrasunete de 107 J (20%
Ampl, 3on/30ff).

Distanta sonotroda — reactor (cm) | Eficienta degradarii p-nitrofenolului (%)
in reactor in lichidul de cuplaj

2.2 27.8+0.12 29.5+0.13

2.5 23.7+0.04 28.5 +0.06

3 19.6 £ 0.07 24.7 £0.05

3.5 13.0£0.04 19.2 £0.07

4.5 1.6+0.01 10.8 £0.03

n alt set de experiente, s-a utilizat in loc de ap&, o solutie de 50% etanol in ap3,
pastrandu-se aceeasi concentratie de p-nitrofenol. Deoarece solutia de etanol are o presiune
de vapori mai mare decat apa si o tensiune superficiald mai mica, fenomenul de cavitatie
apare mai usor in lichidul de cuplaj, dar datoritd faptului cd etanolul intra mai usor in bula
cavitationald energia ultrasunetelor se consuma (efect de amortizare — ‘cushioning effect’)
mai rapid, iar efectul acestora in reactor este mai slab (vezi tabelul 4).

Tabelul 4 Eficienta degradarii 4-nitrofenolului functie de energia de US transmisa si de tipul
de solvent: apa sau o solutie 50% alcool etilic-apd (20% Amplitudine, putere de US=7W,
3on/3o0ff, la 50°C).

Energie US (J) Eficienta degradarii p-nitrofenolului (%)
Apa Solutie 50% etanol in apa
Reactor Lichid de cuplaj Reactor Lichid de cuplaj
107 15.7 £ 0.05 17.7 £ 0.06 2.310.04 18.5+0.12
161 19.4+0.01 21.1+0.04 6.5+0.02 22.6 £0.06
Exemplul 3

Pentru a pune in evidenta efectul ultrasunetelor asupra unei reactii de esterificare
enzimatica s-au efectuat un set de experimentari in care s-a studiat reactia de esterificare
dintre acidul acetic si alcoolul i-amilic (raport molar 1:2) in prezenta unei enzime de tip lipaza
(Mucor miehei) imobilizata pe un suport macroporos de rdsind schimbatoare de ioni anionica
(Lipozyme 435 de la Novozymes). Pentru a deplasa echilibrul catre obtinerea esterului s-a
utilizat un sistem de reactor in ‘bucla’ in care amestecul de reactie circulad in continuu prin
reactor, un vas cu site moleculare pentru retinerea apei un racitor si vasul tampon [Azocar,
Navia, Beroiz, Jeison and Ciudad, "Enzymatic biodiesel production kinetics using co-solvent
and an anhydrous medium: a strategy to improve lipase performance in a semi-continuous
reactor" N Biotechnol (2014) 31: 422-429]. S-a utilizat o cantitate de enzima de 0.047 g pe
gramul de amestec de reactie. Iradierea cu US s-a efectuat la o amplitudine de 20 % (7 W) in
ciclul de operare 3 on / 3 off cu utilizarea apei drept lichid de cuplaj. Probele au fost prelevate

7
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dupd 1 sau 2 h si analizate cromatografic pentru determinarea concentratiei de ester.
Rezultatele sunt prezentate in tabelul 5. Se poate observa cd pe domeniul de temperatura
studiat, efectul ultrasunetelor a fost deosebit de important. Dupa o ora concentratia de ester
a fost cu 76% mai mare decat cea obtinuta conventional la 30°C; cu 103% mai mare la 40°Csi
cu 70% mai mare la 50°C. Dupa 2 h concentratia de ester obtinuta la tratamentul cu US
continua sa fie mai mare decat cea obtinuta la conventional, dar diferentele sunt ceva mai
mici deoarece concentratia obtinuta se apropie de concentratia la conversie totala, respectiv
cu 51% mai mare la 30°C, cu 28% mai mare la 40°C si cu 6% mai mare la 50°C.

Tabelul 5 Evolutia concentratiei de ester in timp, la diferite temperaturi, iradiere cu US vs
conventional. Raport molar alcool amilic: acid acetic 1:2, viteza de curgere amestec reactie
prin reactor 0.16 ml / min, incarcare enzima 0.047 g enzima/g amestec reactie, ultrasunete:
amplitudine 20% puls: 3on/30ff, distanta sonotroda-reactor 4.5cm. Concentratie maxima
ester 560 mg/g.

Concentratie ester (mg/g)

Conditii reactie: 30°0C 40°C 50°C

temp. / tip tratament

> us conv. us \ conv. us conv.

Timp reactie(h) |

1 1329 + 753 +£|203.5 +£|100.2 +|374.8 +|2204 =
04 0.7 0.5 0.5 0.6 1.0

2 278.7 +|184.7 (3835 +|299.7 +|4729 +|447.1
0.8 0.4 0.9 0.8 0.4 0.9

LYE
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REVENDICARI

1. Instalatia cu ultrasunete destinata studiului reactiilor enzimatice este alcatuita din:

e}

e}

Un reactor cu sectiune circular3, fixat intr-un vas mai mare care contine lichidul
de cuplaj / termostatare si care este prevdazut cu manta pentru circulatia
lichidului de termostatare (vezi fig. 1);

Vasul care contine lichidul de cuplaj are partea de jos conica inspre interior
pentru a asigura uniformitatea iradierii cu ultrasunete

Un dispozitiv de generare a US, cu posibilitatea de reglare a puterii ultrasonice
si sonotroda pentru transmiterea ultrasunetelor in lichidul de cuplaj;
Dispozitiv de fixare mecanica a sonotrodei la o distanta prestabilita fata de
reactor;

2. Cuajutorul acestei instalatii flexibile se poate modifica usor iradierea cu ultrasunete a

reactorului prin urmatoarele ajustari :

e}

e}

e}

Prin modificarea amplitudinii generatorului de ultrasunete;

Prin modificarea ciclurilor de tip on/off;

Prin modificarea temperaturii la care este termostat atat reactorul cat si
lichidul de cuplaj;

Prin modificarea pozitiei sonotrodei fata de reactor;

Prin modificarea tipului de lichid de cuplare.

3
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DESCRIERE
INSTALATIE CU ULTRASUNETE DESTINATA STUDIULUI REACTIILOR ENZIMATICE

inventia se refera ia o instaiatie in care se poate studia efectui uitrasuneteior asupra
reactiilor enzimatice, in scopul intensificarii acestora. Instalatia descrisa se poate utiliza la
scara de laborator (pentru cercetare) sau industrial (pentru productie).

Scopul inventiei este descrierea unei instalatii care sa permita tratarea cu
uftrasunete de putere redusd, in mod perfect controlat (din punct de vedere al energiei
ultrasonice transmisa si al uniformitatii tratamentului) a unei enzime depuse pe suport care
sd fie utilizatd intr-o serie de reactii chimice de sintezd a unor compusi organici (de ex.
esteri).

n general de actiune al ultrasunstelor

Se cunoaste ca efectul US asupra reactiilor chimice nu este rezultatul interactiei
directe a US cu speciile moleculare [Suslick, "Sonochemistry" Science (1990) 247: 1439-
1445]. Efectul US poate fi explicat prin doua fenomene generate de trecerea ultrasunetelor
prin medii lichide, la nivel macroscopic se observa fenomenul de deplasare acceleratd a
lichidului in zona sonotrodei (acoustic streaming), iar la nivel microscopic se observa
cavitatiile care prin colaps pot genera atat temperaturi cat si presiuni foarte mari, dar in
volume foarte mici (aprox 7*10¢ mm?) si pentru timpi foarte scurti (0.1-0.5 ms) [Chivate
and Pandit, "Quantification of cavitation intensity in fluid bulk" Ultrasonics Sonochemistry
{1595) 2. $15-525].

Cavitatia acustica implica trei stadii: nucleatia, cresterea bulei si implozia acesteia.
De reguld tensiunea superficiald a lichidului este suficient de mare pentru a impiedica
aparitia bulei la trecerea sunetului prin ap4. In prezenta insé a gazelor dizolvate in lichid sau

n
2 micro-particulelor solide antrenate in lichid, la ¢ intensitate suficient de ridicatd

frecventa potrivita a ultrasunetelor pot apare mici bule in lichid (nucleatie).

o
o

ct
v

Cresterea bulelor in mediul lichid implica doud procese: difuzia si evaporarea

produsilor volatili din faza lichidd in continutul gazos al bulei (rectified diffusion) si
coalescenta hulelor.

n prezenta ultrasunetelor de intensitate mare o buld de dimensiuni mici poate
creste rapid. Atunci cand viteza de crestere este atdt de mare incat nu mai are timp sa se
recomprime la cresterea din nou a presiunii acustice apare implozia. Acest proces are loc
atunci cand bula cavitationald are o dimensiune rezonanta cu campul de ultrasunete (la o
frecventd de 20 kHZ, in apa, aceasta dimensiune critica este de 170 um). O astfel de bula
este in fazad cu cdmpul de ultrasunete si va creste rapid in cateva cicluri acustice, dupa care
apare implozia. Implozia este ca o comprimare adiabata si poate genera local temperaturi gi
presiuni atat de mari incat se pot forma specii active de tipul radicalilor.

Atunci cand buia coiapseazd in vecinatatea unel particule solide care are o
dimensiune mai mare decdt dimensiunea criticd a bulei (150-200 pm), fenomenul de

1
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cavitatie este diferit (implozie asimetricd), cea mai mare parte a energiei eliberate in timpul
imploziei este transferatd catre un microjet de lichid care loveste particula solid3 cu viteze
ce pot atinge sute de m/s [Wolloch and Kost, "The importance of microjet vs shock wave
formation in sonophoresis" J Control Release (2010) 148: 204-211]. Acest fenomen sta la
baza aplicatiei ultrasunetelor in curatarea suprafetelor.

La intensitati mici de ultrasunete apare o crestere lentd a bulelor. Aceasta crestere
este datorata fenomenului de “rectified diffusion” iar cresterea suprafetei bulei este mai
mare in timpul expansiunii decit micsorarea suprafetei acesteia in timpul comprimérii. In
acest fel bula va creste dar nu are loc implozia, bula se va deplasa catre suprafata lichidului
[Suslick, "Sonochemistry" Science {1990) 247: 1439-1445]. Un astfel de fenomen este
utilizat in degazarea lichidelor cu ajutorul ultrasunetelor.

Fenomenul de cavitatie este dependent de caracteristicile generatorului de US
utilizat (forma, frecventa, puterea, amplitudinea, suprafata ce transmite US catre lichid) dar
si de caracteristicile lichidului in care apare cavitatia (densitate, presiune de vapori, tensiune
superficiaia, prezenta si tipul gazeior dizoivate, prezenta de impuritati mecanice, etc.). tste
semnalata chiar si influenta presiunii exterioare aplicata fazei lichide [Sauter, Emin,
Schuchmann and Tavman, “Influence of hydrostatic pressure and sound amplitude on the
ultrasound induced dispersion and de-agglomeration of nanoparticles” Ultrasonics
Sonochemistry (2008) 15: 517-523].

Aplicatii generale ale ultrasunetelor

Ultrasunetele au multe aplicatii: curatarea suprafetelor (aplicatii in reactiile chimice
catalitice), sudura materialelor plastice, activarea si intensificarea reactiilor chimice, extractii
de principii active din plante, diagnoza medicald, tratamente medicale si chiar analize
chimice. tie determina intensificarea proceseior fizice si chimice desfasurate in mediu
omogen (indeosebi prin generarea de specii active radicalice) sau heterogen (indeosebi prin
imbunéatatirea transferului de masa la interfata L/G sau mai ales L/S).

Mecanism de actiune al US in cazul reactiilor enzimatice

in ceea ce priveste reactiile enzimatice, efectul US poate fi de inactivare a enzimelor
[Chandrapala, Oliver, Kentish and Ashokkumar, "Ultrasonics in food processing — Food
quality assurance and food safety” Trends in Food Science & Technology (2012) 26: 88-98]
(proces folosit indeosebi in stabilizarea alimentelor) sau de activare a enzimelor.

Inactivarea enzimelor poate fi atribuitd procesului de colaps cavitational care
conduce la aparitia zonelor restranse in care apar temperaturi §i presiuni mari care
determina formarea de specii active. Radicalii liberi OH care se formeaza atunci cand faza
lichidd contine apa, sunt cunoscuti pentru potentialul lor redox ridicat si pentru puterea
mare de oxidare care face ca reactia lor cu aminoacizii, componenti ai enzimelor sd aiba loc
foarte rapid [Kadkhodaee and Povey, "Ultrasonic inactivation of Bacillus a-amylase. 1.
effect of gas content and emitting face of probe" Ultrasonics Sonochemistry (2008) 15:
133-142].

19/04/2016
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Activarea reactiilor enzimatice este citatd in literatura dar mecanismul prin care
aceasta activare are loc nu este pe deplin cunoscut. Este acceptatd ipoteza ca imbunatatirea
transferului de masa la interfatd enzimd-amestec de reactie este datorata ultrasunetelor de
intensitate scazuta si poate fi cauza intensificarii reactiilor enzimatice [Delgado-Povedano
and Luque de Castro, "A review on enzyme and ultrasound: A controversial but fruitful
relationship” Analytica Chimica Acta {2015) 889: 1-21], [Khan and Rathod, "Enzyme
catalyzed synthesis of cosmetic esters and its intensification: A review" Process
Biochemistry {2015} 50: 1793-1806]. Mai este citata in literatura, o ipoteza referitoare fa
schimbarea structurii conformationale a enzimei pentru a imbunatati accesul reactantilor la
centrii activi [Berezin, Klibanov, Klyosov, Martinek and Svedas, "The effect of ultrasound
as a new method of studyng conformational transitions in enzym active sites” FEBS Letters
(1975) 49: 325-328]. Efectul de dezactivare a enzimelor este minimizat atunci cand se
folosesc enzime imobilizate pe suport [Delgado-Povedano and Luque de Castro, "A review

on enzyme and ultrasound: A controversial but fruitful relationship” Analytica Chimica
Acta (2015) 889: 1-21].

Concluzia datelor de literatura existente este aceea cd reactiile enzimatice pot fi
intensificate de ultrasunetele de putere mica, capabile sa creasca transferul de masa la
interfata enzima-amestec de reactie dar care nu genereaza cavitatii importante ce ar
produce radicali liberi, potential daunatori pentru enzime.

Reactoare ce pot fi utiiizate pentru studierea proceseior fizico-chimice intensificate de US

Cele mai raspandite tipuri de reactoare ce pot fi utilizate pentru intensificarea
reactiilor chimice sau enzimatice citate in literatura [Gogate, Sutkar and Pandit,
“Sonochemical reactors: Important design and scale up considerations with a special
emphasis on heterogeneous systems” Chemicai Engineering Journal {2011) 166: 1066-
1082], [Delgado-Povedano and Luque de Castro, "A review on enzyme and ultrasound: A
controversial but fruitful relationship"” Analytica Chimica Acta {2015) 889: 1-21], [Khan
and Rathod, "Enzyme catalyzed synthesis of cosmetic esters and its intensification: A
review" Process Biochemistry (2015) 50: 1793-1806] sunt cele care utilizeaza o sonotroda
direct introdusa in vasul de reactie (tip 1), cele care utilizeaza o baie de uitrasunete in care
are loc reactia (tip 2) sau in care este plasat reactorul in care are loc reactia (tip 3), precum si
dispozitive mai noi cum ar fi: celula de reactie cu doua frecvente de uitrasunete (‘Dual
Frequency reaction cell’) (tip 4) sau reactor tubular de ultrasunete {‘Clamp-on’) (tip 5).

Fiecare dintre aceste tipuri de reactoare are iimitari importante in ceea ce priveste
activarea reactiilor enzimatice. in reactoarele de tipul 1, 4 §i 5 principalul inconvenient este
distributia profund neuniforma a campului de ultrasunete [Chivate and Pandit,
"Quantification of cavitation intensity in fluid bulk" Ultrasonics Sonochemistry {1995) 2:
§19-525] ceea ce va determina aparitia fenomenului de cavitatie in imediata vecinatate a
sonotrodei (tip 1) sau a suprafetei vibrante (tip 4 si 5), iar cavitatia intensa produce radicali
liberi care apoi dezactiveaza rapid enzima. In baia de ultrasunete (reactoare tip 2 si 3) este
dificil s3 reglezi puterea de ultrasunete, amplitudinea acestora sau sa masori energia
ultrasunetelor efectiv transmisa citre reactorul in care are loc reactia enzimaticd propriu-
zisa.
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reactiei enzimatice.

Descrierea instalatiei pentru studierea influentei ultrasunetelor asupra reactiilor
enzimatice

Se prezintd i continuare date §i exemple de realizare
figurile 1 i 2.
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Pentru demonstrarea calitdtilor acestei instalatii s-au efectuat experimentéri prin
care s-au evidentiat intensificarea transferului de masa, degradarea unor compusi organici
datorita speciilor active generate de ultrasunete precum si efectul ultrasunetelor asupra
unor reactii de esterificare catalizate de enzime.

Exempiul 1

Pentru studierea intensificarii transferului de masa in reactor, s-a ales un model
format din o sare coloratd si un solvent in care sarea are o solubilitate limitata la
temperatura de testare. Domeniul de temperatura a fost astfel ales incat sa corespunda si
cu temperatura la care se studiaza si reactia de esterificare.

Drept sare s-a ales sulfatul de nichel hidratat (culoare verde), iar drept solvent un
amestec apa-etanol 50%. in reactor s-a addugat o cantitate de sare si de solvent astfel
determinata incat, in conditii optime sd se dizolve cam 25-30% din sare in solvent.
Concentratia de sare dizolvata a fost determinatda colorimetric, dupa terminarea
tratamentului cu ultrasunete. Toate determinadrile au fost efectuate in triplicat si s-a
efectuat si un experiment in care sarea s-a dizolvat natural, fara influenta ultrasunetelor.

influenta temperaturii si a distantei dintre sonotroda si reactor este prezentatd in
tabelul 1. Dupd cum se observa din analiza acestor date, odatd cu cresterea temperaturii
procesul de dizolvare natural3 a sarii are loc cu o viteza usor mai mare. In experimentarile in
care s-au utilizat gi uitrasunete viteza de dizoivare a sarii este sensibil mai mare decat in
procesul conventional, demonstrand influenta ultrasunetelor asupra transferului de masa.
Cantitatea de sare dizolvatd este dependentd de distanta dintre sonotroda si reactor si de
temperatura.

Rezuitatele din tabelui 1 indica faptui ca exista o temperatuird optiina la care satrea se
dizolva in cantitatea cea mai mare. Acest fapt este in concordantd cu datele de literatura
care indica faptul ca efectul ultrasunetelor in apd (apa este folositd drept lichid de cuplaj)
scade cand temperatura depdseste o anumitd valoare [Mason, Lorimer and Bates,

"Quantifying sonochemistry: Casting some light on a ‘black art’"" Ultrasonics (1992) 30:
40-42].

Tabelul 1 Concentratia sulfatului de Ni dizolvat la diverse temperaturi: dizolvare naturald
(conventionald) si cu ultrasunete {sonda de sonicare la 3.5 cm respectiv 4.5 cm distanta de
reactor), 20% amplitudine, putere de US de 7W, 3 on/3 off, timp de 30 min.

19/04/2019

Temperatura, Concentratia suifatului de Ni dizolvat (g / L)
(oC) Dizolvare Dizolvare cu tratament de
naturala uitrasunete, la diferite distante ale
sonotrodei fatd de reactor
3.5¢cm 4.5 e¢m
30 91.4+0.4 10.2.0+1.3 111.2 +1.6
40 101.9+ 04 114.7+0.8 125.2+1.2
50 103.0+0.2 1345+14 1649+ 15
55 103.2 +1.4 1426+ 0.5 153.3+0.9
60 103.8+0.7 12551038 1268+ C.4
e $Z; & ,
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Pentru stabilirea mai exacta a influentei distantei dintre sonotroda si reactor asupra
intensificarii transferului de masa, au mai fost efectuate un set de experimentéri in care a
fost utilizata aceeasi temperatura, acelasi timp si aceeasi putere de ultrasunete,

modificandu-se doar distanta dintre sonotroda si reactor. Rezultatele sunt prezentate in
tabelul 2.

Tabelul 2 Concentratia sulfatului de Ni dizolvat, dupd aplicarea ultrasunetelor, cu sonda de
sonicare la diferite distante de reactor, la 50°C, 20% Ampi., 3 on/3 off, timp de 30 de min.

Distanta sonotroda - reactor | Concentratia sulfatului de Ni dizolvat (g / L)
(cm)

2.2 103.9+ 0.8

2.5 109.4+14

3 1239105

3.5 1338+14

4 151.4+0.2

4.5 165.1+£0.5

5 1755+0.2

6 166.3+ 0.8

Intensificarea transferului de masa la interfata cristale solide — solvent poate fi
explicata prin fortele de forfecare (‘shear waves’} ce apar la interfata lichid-solid atunci cand
undele sonore longitudinale ajung la aceasta interfata [Dukhin and Goetz, "Fundamentals
of Acoustics in Homogeneous Liquids" Characterization of Liquids, Dispersions, Emulsions,
and Porous Materials Using Ultrasound (Third Edition) (2017): 85-118]. Acest fenomen
duce la reinnoirea suprafetei de contact dintre faza lichida si solid, prin transportul
convectiv al unor elemente de fluid din masa acestuia la interfata.

Undele sonore longitudinale au o atenuare foarte scazuta in apa {folosita drept lichid
de cuplaj), la 20 kHz, factorul de atenuare este de doar 0.04 dB/cm/MHz [Dukhin and Goetz,
"Fundamentals of Acoustics in Homogeneous Liquids" Characterization of Liquids,
Dispersions, Emuisions, and Porous Materials Using Ultrasound (Third Edition) (2017): 85-
118]. Datorita acestui fapt adancimea de patrundere este de aproximativ 1000 m ceea ce
face ca pentru distantele foarte scurte dinire sonotroda si reactor atenuarea undelor sonore
longitudinale sa fie practic nuld. Cresterea eficientei de dizolvare a sarii in solvent {respectiv
un transfer de masa mai bun), odaté cu cresterea distantei dintre sonotroda si reactor este
datoratd geometriei instalatiei ce conferd o uniformitate mai bund a iradierii ultrasonice.

Exemplul 2

Pentru cuantificarea speciilor active generate de ultrasunete s-a ales drept model
degradarea p-nitro fenolului fa p-nitro catehol. Atat in reactor cat §i drept iichid dé cupiaj s-a
utilizat aceeasi solutie diluata de p-nitrofenol (5.6*10®g/mL in apa). Degradarea p-
nitrofenolului s-a urmérit prin spectrometrie in UV-VIS, la 401 nm.
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in tabelul 3 sunt prezentate rezultatele obtinute la tratarea cu US , 20% Ampl,
3on/30ff si 0 energie de 107 } (timp 15 s). Se poate observa ci efectul ultrasunetelor este
mai mic in reactor decat in lichidul de cuplaj si ca acest efect scade odatd cu cresterea
distantei dintre sonotroda si reactor. Acest fapt este coerent cu datele de literaturd care
indica o scadere abrupta a intensitatii efectelor de cavitatie odata cu cresterea distantei fati
de sonotrodd [Chivate and Pandit, "Quantification of cavitation intensity in fluid bulk"
Ultrasonics Sonochemistry (1995) 2: $§19-525].

Tabelul 3 Eficienta degradarii 4-nitrofenolului in functie de distanta dintre sonotrod3d si

reactor in reactor si in lichidul de cuplaj, la 50°C, cu o energie de ultrasunete de 107 | (20%
Ampl, 3on/30ff).

19/04/2019

Distanta sonotroda — reactor (cm) | Eficienta degradarii p-nitrofenclului (%)
in reactor in lichidul de cuplaj

2.2 27.8+0.12 29.5+0.13

2.5 23.7£0.04 28.5 +0.06

3 19.6 £0.07 247 £ 0.05

3.5 13.0+0.04 15.2 +0.07

4.5 1.6+£0.01 10.8 £ 0.03

in alt set de experiente, s-a utilizat in loc de apd, o solutie de 50% etanol in ap4,
pastrandu-se aceeasi concentratie de p-nitrofenol. Deoarece solutia de etanol are o
presiune de vapori mai mare decat apa §i o tensiune superficiald mai micd, fenomenul de
cavitatie apare mai usor in lichidul de cuplaj, dar datorita faptului ca etanolul intra mai usor
in bula cavitationala energia ultrasunetelor se consuma {efect de amortizare — ‘cushioning

effect’) mai rapid, iar efectul acestora in reactor este mai slab (vezi tabelul 4).

Tabelul 4 Eficienta degradarii 4-nitrofenolului functie de energia de US transmisa si de tipul

de solvent: apa sau o solutie 50% alcool etilic-apa (20% Amplitudine, putere de US=7W,
3on/30ff, la 50°C).

Energie US (J) Eficien{a degradarii p-nitrofenolului (%)

Apa Solutie 50% etanol in apa
Reactor Lichid de cuplaj Reactor Lichid de cuplaj
107 15.7 £ 0.05 17.7 £0.06 2.3+£0.04 18.5+0.12
161 194 +0.01 21.1+004 6.5+0.02 22.6 +0.06
Exemplul 3

Pentru a pune in evidenta efectul ultrasunetelor asupra unei reactii de esterificare
enzimatica s-au efectuat un set de experimentari in care s-a studiat reaciia de estetificare
dintre acidul acetic si alcoolul i-amilic (raport molar 1:2) in prezenta unei enzime de tip
lipaza (Mucor miehei) imobilizatd pe un suport macroporos de rdsind schimbatoare de ioni
anionicd (Lipozyme 435 de la Novozymes). Pentru a deplasa echilibrul catre obtinerea
esterului s-a utilizat un sistem de reactor in ‘bucla’ in care amestecul de reactie circula in
continuu prin reactor, un vas cu site moleculare pentru retinerea apei un racitor si vasul
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tampon [Azocar, Navia, Beroiz, Jeison and Ciudad, "Enzymatic biodiesel production
kinetics using co-solvent and an anhydrous medium: a strategy to improve lipase
performance in a semi-continuous reactor” N Biotechnol (2014) 31: 422-429]. S-a utilizat o
cantitate de enzimd de 0.047 g pe gramul de amestec de reactie. iradierea cu US s-a
efectuat la o amplitudine de 20 % {7 W) in ciclul de operare 3 on / 3 off cu utilizarea apei
drept lichid de cuplaj. Probele au fost prelevate dupd 1 sau 2 h si analizate cromatografic
pentru determinarea concentratiei de ester. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 5. Se
poate observa ca pe domeniul de temperatura studiat, efectul ultrasunetelor a fost deosebit
de important. Dupa o orad concentratia de ester a fost cu 76% mai mare decat cea obt{inuta
conventional la 30°C; cu 103% mai mare la 40°C si cu 70% mai mare la 50°C. Dupa 2 h
concentratia de ester obtinutd la tratamentul cu US continua sa fie mai mare decéat cea
obtinuta la conventional, dar diferentele sunt ceva mai mici deoarece concentratia obtinuta
se apropie de concentratia la conversie totald, respectiv cu 51% mai mare la 30°C, cu 28%
mai mare la 40°C si cu 6% mai mare la 50°C.

Tabelui 5 Evoiutia concentratiei de ester in timp, ia diferite temperaturi, iradiere cu US vs
conventional. Raport molar alcool amilic: acid acetic 1:2, viteza de curgere amestec reactie
prin reactor 0.16 ml / min, incarcare enzima 0.047 g enzima/g amestec reactie, ultrasunete:
amplitudine 20% puls: 3on/30ff, distanta sonotroda-reactor 4.5cm. Concentratie maxima
ester 560 mg/g.

Concentratie ester {(mg/g)
Conditii reactie: 30°C 40°C 50°C
temp. / tip tratament
> US conv. Us conv. US conv.
Timpreactic(h) 4
1 1329 +|753 +|2035 +|100.2 + 3748 +|2204 ¢
0.4 0.7 0.5 0.5 0.6 1.0
2 278.7 +|184.7 +|3835 +|299.7 +£|4729 +|4471 *
0.8 0.4 0.9 0.8 0.4 0.9
9
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REVENDICARI

1. instalatia cu ultrasunete destinata studiului reactiilor enzimatice caracterizata prin
aceea ca este alcatuita din urmatoarele componente:

O

O
O

Un reactor cu sectiune circulard, fixat intr-un vas mai mare care contine
lichidul de cuplaj / termostatare si care este prevdzut cu manta pentru
circulatia lichidului de termostatare (vezi fig. 1);

Vasul care contine lichidul de cuplaj are partea de jos conicd inspre interior
pentru a asigura uniformitatea iradierii cu ultrasunete;

alte componente:

Un dispozitiv «

posibilitatea de v
transmiterea ultrasunetelor in lichidul de cuplaj;

Pompa dozatoare pentru recircularea amestecului de reactie;

Vas cu site moleculare pentru retinerea apei si deplasarea echilibrului
reactiei;

Racitor;

Vas colector.

2. Instalatia cu ultrasunete destinatd studiului reactilor enzimatice

caracterizata prin aceea cd se asigura fosloiiaies

10
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