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Motto:

Much of life can be understood in rational lerms if expressed in the
language of chemistry. It is an innternational language, a langnage
without dialects, u language for all of time, and u language that explains
where we came from, what we dare. and where the physical world will
allow us to go. Chemical language has great esthetic beauty and links the
physical scences to the biological saences.

Arthur Kornberg, 1997

(premuul Nobel pentru fiziologie s1 medicina, 1939)

Chimia organicd este cea mai [rumoasd parte a chimiei, este idealul in stiinta. Ea a
dat in mare parte cheia deslegdrer fenomenelor vietei regetale si animale; ea a transformut
indusiria st ne procurd corpuri de o insemndlale exceplionald st de uttlitate ainicd. ..
Poeia. fruct al celei mai largt imaginatiung, isi are o sord in chimia organtid. Prima
produce funte fantastice; chimia organicd, din contrd, rede, pipde, caraclerniseasd s foarte
adesea se serveste de crealiunile sale, fot atat de fantastice. In chimia organica, furtunile
imaginafiunet netdrmurile, se unesc senindldfler, observatiunet si experimentatiunet, pentri d
concepe, a produce §i a da mijloace noud omeniel.

C.. I. Istraty, 1887

Introducere

Dezvoltarea din ultimii ani a chimiei organice de sinteza find a permis
obtinerea stereocontrolata a unui numar foarte mare de molecule relativ complexe.
Pe masurd ce domeniul s-a dezvoltat, au aparut probleme si constrangeri noi.
Sinteza organica are de rezolvat doua tipuri de probleme: dezvoltarea unor tehnici
de obtinere de biomolecule complexe, solubile in apa, precum si dezvoltarea unor
procedee de sinteza acceptabile din punct de vedere economic $i ecologic.
Enzimele pot contribui la rezolvarea ambelor probieme.

Enzimele sunt proteine; ele catalizeaza majoritatea reactiilor biologice in
vivo. Ele catalizeaza de asemenea reactii implicAnd substraturi naturale si
nenaturale in vitro. Ca si catalizatori, enzimele au urmatoarele caracteristici:

e Accelereaza viteza de reactie, in conditii blande.

o Pot fi foarte selective pentru substraturi si stereoselective pentru reactiile pe
care le catalizeaza, selectivitate care poate varia de la foarte ingusta la
foarte larga.

o Pot fi supuse fenomenelor de reglare, adica activitatea catalitica poate fi puternic
influentata de concentratiile substraturilor, produsilor sau a altor specii
prezente in solutii.

o Catalizeaza in mod obignuit reactii in conditii identice sau similare.

e Sunt in general instabile, in comparatie cu catalizatorii sintetici.

e Sunt chirale si pot prezenta o mare capacitate de enantiodiferentiere.

O serie de caracteristici precum instabilitatea, costurile ridicate si
specificitatea ingustda de substrat au fost considerate a fi cele mai importante
dezavantaje ale enzimelor in calitatea lor de catalizatori sintetici. Ca urmare,
utilizarea enzimelor a fost axata in primul rdnd pe obtinerea de substante chimice
pentru cercetare, prin procedee la scard redusa. insd conceptia cd enzimele sunt

1
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Introducere

limitate intrinsec ca si catalizatori s-a schimbat radical in ultimii 20 de ani prin
performantele obtinute in chimie $i biologie.

e S-a demonstrat ca multe reactii enzimatice transforma stereoselectiv
numeroase substraturi naturale si nenaturale in intermediari sau produsi cu
importanta sintetica deosebita.

e Au fost dezvoltate noi tehnici de marire a stabilitatii enzimelor si de
recuperare in vederea reutilizarii lor.

e Dezvoltarea biologiei celulare si moleculare, a chimiei analitice si
computationale a creat noi instrumente de manipulare a materialelor genetice
in vederea obtinerii de gene pentru expresia unor anumite proteine.

e S-au descoperit noi enzime, multe avand un rol cheie in genetica moleculara
si in tehnologia ADN recombinant. Aceste enzime, folosind tehnicile
adecvate, au fost folosite la obtinerea de gene utilizate pentru expresia a
diferite proteine.

e Tehnologia ADN recombinant a facut posibilda in principiu obtinerea de
enzime cu costuri reduse si modificarea rationala a proprietatilor lor.

e Aria catalizei enzimatice a fost largita si stimulata de descoperirea activitatii
catalitice a anticorpilor.

Multe reactii de sinteza organica importante au echivalentul lor in reactiile
catalizate enzimatic. Cea mai importanta caracteristica din punct de vedere sintetic
a enzimelor ca $i catalizatori este selectivitatea. Deoarece enzimele sunt molecule
chirale mari cu stereo-structuri unice in situsul activ, ele pot fi foarte selective
pentru anumite tipuri de structuri de substrat si reactii. Printre tipurile de reactii
enzimatice utile sintetic se pot aminti:

e reactia chemoselectiva a uneia dintre gruparile functionale diferite existente
in molecula,

e reactia regioselectiva a uneia dintre gruparile similare din molecula,

e reactia enantioselectiva a unuia dintre enantiomerii unei perechi racemice,
a unei fete sau grupari enantiotopice,

e reactia diastereoselectiva a unui diastereomer dintr-un amestec, a unei fete
sau a unei grupari diastereomere.

In fata chimistilor stau probleme incitante precum intelegerea la nivel
molecular a unor procese biologice importante, precum si utilizarea acestor
informatii in proiectarea si obtinerea unor biomolecule cu aplicatii in medicin3a,
agricultura, biologie.

Deoarece activitatea biologicd a majoritatii medicamentelor se datoreaza
capacitatii lor de a interfera cu interactiile enzima-substrat sau receptor-ligand,
abordarea rationala a proiectarii si sintezei de medicamente necesita studii
implicand un mare numar de substraturi, inhibitori, liganzi si derivati, multe dintre
ele fiind dificil de realizat prin metode clasice. Cataliza enzimatica poate oferi cai
practice de sinteza a acestor clase de molecule, iar sinteza organica prin cataliza
enzimatica a devenit o alternativa atractivd la metodele clasice de sintezd. Ea
ofera, atunci cand se poate aplica, regio- si enantiselectivitate, costuri reduse si
conditii de reactie nepoluante.

Apa este un solvent slab pentru aproape toate aplicatiile din chimia industriala.
Majoritatea compusilor organici de interes comercial sunt foarte putin solubili si sunt
adesea instabili in solutii apoase. Chimistii au realizat aceste limitari ale catalizei in
solutii apoase si au inlocuit apa cu solventi organici mult mai potriviti. Spre deosebire de
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introducere

procesele chimice, biocataliza conventionald se face in solutii apoase. Acest lucru se
datoreaza in principal ideii preconcepute ca natura a destinat enzimele spre a fi catalitic
active in apa si ca solventii organici servesc doar pentru a distruge puterea catalitica a
enzimelor. Aceasta conceptie nu este doar simplista ci si gresita. Folosirea enzimelor in
medii neapoase nu este restrictionata la situatiile create de catre om. Multe enzime sau
complexe multienzimatice care includ lipaze, esteraze, dehidrogenaze precum $i
enzimele responsabile pentru metabolismul xenobiotic (ex. citocromii Pysg) functioneaza
in medii naturale hidrofobe, de obicei in prezenta sau imobilizate pe 0 membrana.
Concentratia apei in vecinatatea acestor enzime este semnificativ mai mica decat
valoarea concentratiei apei de 55M in solutie apoasa. N-ar trebui sa fie atunci
surprinzator faptul ca enzimele sunt active catalitic in sisteme de solventi organici. Din
perspectiva biotehnologica existd numeroase avantaje potentiale ale utilizarii enzimelor
in mediu organic in comparatie cu cel apos :

e Solubilitatea crescuta a substraturilor nepolare.

o Deplasarea echilibrului termodinamic din sensul hidrolizei in cel al sintezei (de
exemplu sintezele de esteri, peptide, lactone).

e Reducerea reactiilor secundare dependente de apa (ex. hidroliza anhidridelor
acide sau polimerizarea chinonelor).

e Imobilizarea este adesea inutila, enzimele sunt insolubile in solventi organici.
Recuperarea enzimelor este posibila printr-o simpla filtrare. Daca se doreste
imobilizarea enzimelor, o varianta utila este de exemplu adsorbtia pe suprafete
poroase (ex. perle de sticld). In mediu neapos, enzimele nu se desorb de pe
aceste suprafete.

e Usurinta recuperarii produsului din solventi cu temperatura de fierbere scazuta.

o Stabilitatea termica crescuta a enzimelor, apa find implicata in inactivarea enzimelor la
temperatun ndicate.

o Eliminarea contaminarii microbiene.

¢ Potential ridicat al enzimelor in folosirea lor in transformari biocatalitice.

Cataliza enzimatica in mediu neapos a cunoscut o expansiune rapida mai ales in
ultimele doua decenii. Enzimele se folosesc in mod curent in solutii apoase ce contin
cantitati reduse de cosolvent organic miscibil cu apa. Enzimele se utilizeaza de
asemenea in sisteme apos organice bifazice (dizolvate in faza apoasa) sau sub forma
de micelii inversate (micelii apoase emulsionate in solventi nepolari). in fine, enzimele
se utilizeaza de asemenea in forma insolubild, in solventi organici aproape anhidri.
Sistemele care folosesc enzime in solventi organici monofazici nu au o fazd apoasa
distincta si implica preparate enzimatice insolubile. Enzimele, cu foarte putine exceptii,
sunt insolubile in solventi organici.

Atat mediul aproape anhidru cat si cosolventii organici miscibili in apa implica
solventul organic ca si componentd predominanta a sistemului. Spre deosebire de alte
sisteme de reactie in solvent organic, enzimele in sisteme monofazice nu sunt in contact
direct cu faza apoasa si exista intr-un mediu foarte diferit fatd de cel apos.

Deoarece activitatea cataliticd a enzimelor este dependenta de conditiile de
reactie, adesea este necesara determinarea parametrilor cinetici in conditiile
practice de sintezd, in scopul obtinerii unei performante optime. intelegerea
semnificatiei constantelor cinetice permite chimistului sa analizeze o reactie
enzimatica si sa aleaga o astfel de concentratie incat sa se optimizeze potentialul
sintetic al enzimei. Conditiile de reactie se pot ajusta pentru a creste productivitatea
si/sau pentru a modifica selectivitatea sistemelor enzimatice.
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Introducere

in literaturd existd numeroase studii privind influenta solventilor organici
asupra selectivitatii enzimelor, insa relatile dintre proprietatile solventului si
selectivitate nu pot fi de obicei generalizate. O modificare a polaritatii solventului,
de exemplu, poate afecta sau nu activitatea si selectivitatea enzimei. Sunt
cunoscute si cazuri de inversie a enantioselectivitatii de catre solventii organici. Nu
se cunoaste exact daca aceasta inversie este cauzata direct de solvent sau de
modificarea structurii enzimei in prezenta solventului. lata deci cateva exemple in
favoarea ideii ca mai sunt multe necunoscute in ceea ce priveste rolul solventilor
organici in cataliza.

Cercetarile prezentate in aceasta teza de doctorat au fost initiate si in mare
parte realizate in cadrul sau prin colaborare cu membrii colectivului de cataliza
enzimatica din Institutul de Energetica Chimica si Biochimica Bucuresti, transformat
in 1991 in Laboratorul de sinteze organice fine din Institutul de Stiinte Chimice si
Tehnologice Timisoara. Acest colectiv, infiintat si condus de Prof. Dr. Radu
Bacaloglu si apoi de Prof. Dr.Carol Csunderlik, a realizat studii de biocataliza si
biotransformari inca intr-o perioada cand domeniul era de pionierat, atat fa noi in
tara cat si pe plan mondial. Necesitatea de a avea acces la diverse enzime, din
diverse surse $i cu diverse proprietati a facut ca, pe langa directia de aplicatii in
biocataliza, sa se dezvolte si o linie de obtinere de enzime, atat prin metode
fermentative, cat si extractive. Prezenta teza de doctorat este o oglinda a acestor
doua directii. In partea de studii originale, se abordeaza doua teme complementare,
precum cele doua fete ale unei monede, corespunzand la doua directii mari de
cercetare in biotehnologiile microbiene: obtinerea si utilizarile biocatalizatorilor.

Cu toate ca cercetarile In biocatalizd si biotransformari au cunoscut o
dezvoltare senzationala, poate greu de anticipat acum 20 de ani, dar azi usor de
inteles, data fiind tendinta catre o chimie verde, catre o convietuire mai putin
devastatoare cu natura, se pare ca in domeniul acesta nu s-a scrijelit decat
suprafata aisbergului, agsa cum afirma Prof. Roger Sheldon in una din cartile sale.
Din ~2500 de enzime cunoscute, numai ~250 au fost utilizate comercial, si, din ele,
~25 reprezintda mai mult de 80% din toate aplicatiile. Faptul ca s-a realizat atat de
mult folosind un asa mic numar de enzime ne da o idee asupra potentialului lor
extraordinar. intrebarea pe care si-o punea in 1926 J. B. S. Haldane, unul dintre
parintii cineticii enzimatice, este valabila azi mai mult ca oricand: ,why make a
chemical when a bug can do it for you?”
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Cap.1. Enzime amilolitice

Motto:
Messteurs, c'est les microbes qui auront le dernier mot.
Lows Pastcur

1. Amilaze. Obtinere, proprietati, utilizari.
1.1. Generalitati privind enzimele amilolitice

Amilazele fac parte din clasa hidrolazelor. Ele catalizeaza hidroliza legaturilor

glicozidice din macromoleculele polizaharidelor.

Se impart in doua grupe mari, dupa pozitia legaturilor asupra carora actioneaza
[1.1]):

e «a-1,4-glucanaze

e a-1,6-glucanaze
Fiecare clasa cuprinde mai multi reprezentanti (figura 1.1), dintre care cei mai

importanti pentru industria chimica, pentru obtinerea fermentativa a alcoolului etilic, sunt:
a-amilaza (a-1,4-glucan-4-glucanohidrolaza, E.C. 3.2.1.1))
glucoamilaza sau amiloglucozidaza (AMG) (a-1,6-glucan-4-glucohidrolaza,

E.C.3.2.1.3)

Enzime amilolitice

!

«-1,6-glucanaze

a-1,4-glucanaze

¢
l l _

endo-a-1,4- exo-a-1,4- endo-a-1,6-
glucanaze glucanaze glucanaze glucanaze
c-amilaze exo-maltohe- exo- pullulanaza exo-pullula-
Bacillus, xahidrolaza maltopen- >l Aerobacter naza

Aspergillus Aerobacter tahidrolaza Cladosponum

exo-maltote- B-amilaza izoamilaza

trahidrolaza Bacillus —>| Pseudomonas

Pseudomonas

amiloglucozi- izopullula-

daza naza
Aspenrgillus Aerobacter

Figura 1.1. Clasificarea enzimelor amilolitice de interes industrial
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Cap.1. Enzime amilolitice

Exista diferite criterii de clasificare a amilazelor in functie de stabilitatea termica,
toleranta fatd de saruri, producerea sau neproducerea de glucoza, maltoza,
ciclodextrine, etc. De fapt, fiecare amilaza are o structura diferita, in functie de materialul
(vegetal, animal, bacterian, fungic) din care a fost separata, are nuante diferite de
specificitate si chiar aceeasgi enzima, daca actioneaza in medii diferite, prezinta diferente
in ceea ce priveste specificitatea sa [1.2]. Caracteristicile amilazelor variaza in functie de
sursa de provenienta (tabelul 1.1.) [1.3].

Tabelul 1.1. Caractenstici ale enzimelor amilolitice

Enzima Sursa pH-ul optim de Temperatura optima
actiune de actiune, °C

a-Amilaza Saliva umana 6.9 50

(EC 3.2.1.1) Pancreas 6.9
Aspergillus oryzae 5.5 55
Aspergillus niger 3.5 65
Bacillus subtilis 6.5 75-92
Bacillus licheniformis 6.5 80-105
Orz germinat 5.8 75

B-Amilaza Orz 52 63

(EC 3.2.1.2) Microorganisme 5.0-7.5

Pullulanaza Klebsiella pneumoniae 6.0 50-55

(EC 3.2.1.41)

lzoamilaza Pseudomonas 3.5 50-55

Amiloglucozidaza Rhizopus 4.8 55

(EC 3.2.1.3) Aspergillus niger 4.2 60

1.2. Obtinerea si purificarea amilazelor
1.2.1. Generalitati

Pentru obtinerea preparatelor enzimatice sunt folosite surse accesibile, cu
potential productiv ridicat, ieftin si usor prelucrabil. Aceste surse pot fi de origine
vegetala (seminte, cereale germinate sau negerminate, radacini, frunze, etc.), animala
(ficat, pancreas, mucoasa stomacala, intestinala, etc.) si de origine microbiana (bacterii,
drojdii, fungi). Fatd de sursele de naturd vegetalda sau animala, culturiie de
microorganisme prezinta o serie de avantaje:

e se obtin enzime in cantitdti mari, pe medii de culturd ieftine (tarate de grau,
melasa, sroturi de soia, de floarea-soarelui, etc.);

o ciclul de crestere este mai scurt $i nu necesita terenuri cultivate;

e producerea enzimelor poate fi reglata prin selectarea de tulpini inalt productive si
prin modificarea conditiilor de cultura.

Indiferent de sursa de materii prime, prelucrarea lor in vederea obtinerii
preparatelor enzimatice este in general aceeasi (figura 1.2.) [1.4].

Dupa extractie, preparatele enzimatice pot fi utilizate ca atare, in stare bruta sau
dupé o prealabila purificare. in general, daca nu este necesara o purificare avansata, se
foloseste doar o treapta de purificare, mai ales precipitarea.

Importanta practica prezinta in special a-amilazele de lichefiere din Bacillus si
Aspergillus si glucoamilazele din Aspergillus. Enzimele obtinute ca preparate brute sau
partial purificate actioneazd ca enzime “libere” in mediile pe care urmeaza sa le
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transforme. in prezentul referat vor fi prezentate in principal a-amilazele S
amiloglucozidazele de origine fungica, mai ales cele din genul Aspergillus.

- l[ Tesuturi recetale ]
Omogenizare
(liza peretilor si X l T ]
celulare) Enzime intracelulare _ -
Enzime extracelulare ‘/\11‘,7.00@4”.’:‘”.8 ,
{eTiberate in medile de cultura) (bactert, drojdii, fungi)
|  Extracie  |——>{ Concentrare |——>> Fractionare |
|  Uscare |
Preparat Preparat Preparat Preparat
enzimatic enzimatic enzimatic enzimatic
brut lichid lichid partial
uscat diluat concentrat punficat

\

[ Conditionare ]

| Standardizare |

Preparate engmatice de us
industrial

Figura 1.2. Schema generala de obtinere a preparatelor enzimatice
1.2.2. Biosinteza a-amilazelor fungice

a-Amilazele, alaturi de B-amilaze, se gasesc in malt. Totusi, enzimele industriale
se produc din pancreas si din culturi microbiene de bacterii, fungi, drojdii. Diversele tipuri
de a-amilaze difera prin specificitate, pH optim si stabilitate termica.

Principala sursa de a-amilaze este genul Aspergillus (mai ales Aspergillus oryzae
si Aspergillus niger). Pentru actiunea a-amilazelor este caracteristic urmatorul spectru
de dextrine: G1 8%, G3 32%, G4 18%, G5 9%, G6 4%, dextrine mai mari 17%. a-
Amilazele fungice difera de cele bacteriene in spectrul de zaharide produse din amidon,
ducand in final la maltoza si putind glucoza. Au o stabilitate termicd mai scazuta,
dezactivandu-se la temperaturi cu 20°C mai joase ca cele bacteriene, cum sunt
enzimele mezofile din Bacillus.

a-Amilaza din Aspergillus oryzae a fost prima enzima microbiana produsa
industrial si a fost obtinutad prin culturi in mediu solid timp de multi ani. in ultimii ani s-a
trecut la obtinerea enzimei prin fermentare in mediu submers, proces care nu a fost lipsit
de o serie de probleme, deoarece majoritatea preparatelor contin si alte enzime, mai
ales amiloglucozidaza, iar preparatele au un spectru mai ingust de activitate [1.5].

Aspergillus oryzae este cea mai utilizata tulpina fungica pentru obtinerea de a-
amilaza, insa conditiile de obtinere sunt in cea mai mare parte confidentiale.
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Cap.1. Enzime amilolitice

o-Amilaza este produsa in cantitati semnificative in culturi de suprafata.
Componenta de baza a mediului o constituie taratele de grau. Uneori se utilizeaza solutii
usor acide pentru mentinerea umiditatii taratelor, dar s-a dovedit ca acidul este daunator
producerii de amilaza. Timpul de incubare necesar atingerit unui randament maxim
variaza intre 1-4 zile [1.5]).

Vallier si colab. au produs enzima pe mediu Czapek completat cu zaharoza si
amidon. in conditiile lor, 0 insemnata cantitate de enzima a fost decelata in miceliu, lizat
prin ajustarea pH-ului la 8,8, dar enzima eliberata s-a dovedit a fi instabila daca nu era
stabilizata prin adaugare de amidon sau pH-ul ajustat corespunzator. Cantitatea maxima
de activitate enzimatica in supernatantul final de cultura a fost obtinuta la un profil de pH
in trepte, de 6,0, 7,2 si 8,8 [1.6].

Kundu si Das au studiat comparativ cultura de suprafata pe mediu lichid cu cea in
mediu submers agitat si au obtinut o productie de a-amilaza in culturi in flacoane agitate
mai mare decat in culturi de suprafata, in aproape toate mediile testate [1.7].

Nikolov si colab. au utilizat un mediu continand amidon, extract de malt si saruri Si
au obtinut o productie maxima in 54 ore. Au determinat de asemenea viteza optima de
aerare [1.8].

Yabuki $i colab. au studiat inducerea producerii de a-amilaza cu diversi
carbohidrati. Ei au obtinut activitatile cele mai mari pentru maltoza, apoi pentru a-metil-
D-glucozid si, pe baza observatiilor lor experimentale, au propus un mecanism alternativ
pentru inducerea de enzima [1.9].

Folosind un spectru de compusi similari ca surse de carbon, Malik si Chaudhari
au gasit ca amidonurile si taratele au dat activitati enzimatice mai mari ca mailtoza sau
dextrinele [1.10].

Meyrath si Bayer au aratat ca producerea de amilaza este favorizata de
substraturile cu legaturi a-1,4-glucozidice si nu de monozaharide sau compusi cu alte
tipuri de legaturi glicozidice, iar producerea de enzima este marita de excesul de ioni de
amoniu. Autorii au sustinut ca prezenta de proteaze in cultura ar fi avantajoasa pentru
producerea de amilaza [1.11].

Ulbrich si colab. au sustinut ca a-amilaza nativa din Aspergillus oryzae nu este
atacata de proteaza produsa in aceeasi fermentatie, ci doar denaturata [1.12].

Meyrath si Bayer au sustinut de asemenea ca prin cultivare pe substrat solid s-
au obtinut productivitati mai mari decat prin cultura in mediu submers, prin dezvoltarea
fermentatiei traditionale orientale pe substrat solid, numita "coji" [1.11].

Borriss si Eberhardt au utilizat noi mutanti de A. oryzae pentru producerea de a-
amilaza. Ei au utilizat un mediu continAdnd malt, amidon si o solutie de saruri Czapek
Dox intr-un fermentator de 1 litru, 37°C, aerare la 50 I/h, timp de cultura de 4 zile [1.13].

Terebiznik si colab. au obtinut, prin culturi pe mediu solid de tarate de grau
umectate folosind A. oryzae NRRL 3485, activitdti ridicate de a-amilaza (500-700
unitati/mg proteina in extractul apos, cu o concentratie de enzima de ~0,15 g/l), produsul
separat si purificat fiind liber de a-glucozidaza, amiloglucozidaza si contaminanti colorati
[1.14].

O interesanta variantd de cultura pe mediu solid a fost prezentata de M. A.
Murado si colab. care au produs amilaza pe spume poliuretanice de diferite
caracteristici, cu diferite volume de faza lichida si de concentratii de substrat, pana la
nivel de instalatie industriald. Ei au propus un model empiric care permite un control mai
simplu al procesului decéat in cazul culturilor submerse. Ei au interpretat principalele
caracteristici cinetice ale sistemului in termenii efectelor difuzionale intra si interparticule,
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care au o influenta determinanta asupra variabilelor de baza, cum sunt activitatea apei si
transferul de gaze [1.15].

M. Carlsen si colab. au obtinut a-amilaza prin cultivarea continua a unei tulpini de
A. oryzae pe un mediu bine definit chimic, glucoza fiind componenta limitativa de
crestere. In culturi de stare stationarad s-a determinat ca vitezele de consum al
zaharurilor, al oxigenului si de producere de dioxid de carbon sunt functii liniare de
crestere a biomasei. Determinarile de consum de stare stationara a glucozei au aratat
ca A. oryzae are un sistem eficient de retinere a glucozei, la o concentratie de ~ 6 mg/l.
Prin experimente in puls, aplicate sistemului de stare stationara, s-a determinat ca
retinerea glucozei este reglata in cel putin doua nivele, cu constante de timp de 30-40
min. si respectiv de cateva ore. Experimentele au aratat o represie semnificativa a a-
amilazei de catre glucoza, la concentratii de 10 mg/l. Producerea de a-amilaza a fost
strans legata de dezvoltarea fungului, dovedindu-se ca pentru o productie mare de
proteina extracelulara este esentiala cresterea si buna dezvoltare a miceliului [1.16]. A
fost elaborat un model morfologic al miceliului, pentru a descriere cresterea sa Si
producerea de metaboliti de catre fungii filamentosi [1.17]. Aceeasi autori au aratat ca
un miceliu mai dens este mai eficient pentru producerea de a-amilaza $i au elaborat un
model morfologic al miceliului, pentru a descriere cresterea sa si producerea de
metaboliti de catre fungii flamentosi [1.17, 1.18].

Desi majoritatea producatorilor utilizeaza A. oryzae pentru producerea de a-
amilaza, au fost studiate si alte surse.

Astfel, o tulpina selectionata de A. niger, crescuta pe un mediu continand cartofi
si amidon, a produs in primul rAand a-amilaza si putina amiloglucozidaza. Jarniewicz i
colab. au studiat parametrii de ridicare la scara in fermentatoare agitate si aerate [1.19].
liczuk si colab. au obtinut o imbunéatatire a activitatii a-amilazice si amiloglucozidazice
prin mutatii ale unei tulpini de A. niger [1.20].

Mencinicopschi $i colab. au descris biosinteza a-amilazei din culturi de A. niger
ICA-3.76, pe un mediu de culturd continand faind de porumb, amidon de porumb, de
cartofi si maltodextrind de cartofi (fluidizate cu a-amilaza bacteriana), plus extract de
porumb. In primele 24 ore, producerea de a-amilazd a fost paraleld cu dezvoltarea
miceliului, apoi a stagnat 24 ore, fiind din nou reluata si atingdnd maximum dupa 65-70
ore. Ei au sugerat ca inductia a-amilazei s-a facut in doua stadii cu rate inalte $i scazute
de formare a enzimei $i au descris, pe baza rezultatelor experimentale, mecanismul
probabil de inductie [1.4].

in literatura sunt prezentate de asemenea ca surse de a-amilaza: A. flavus [1.21,
1.22], A. awamori [1.23, 1.24], A. kawachii [1.25, 1.26, 1.27], A. fumigatus (A. sp.) [1.28,
1.29], Thermomyces lanuginosus (termofild) (initial Humicola lanuginosa) [1.30],
Thermoascus aurantiacus (termofild) [1.31], Mucor sp. [1.32] etc.

1.2.3. Biosinteza amiloglucozidazei fungice

Amiloglucozidaza este produsa de o serie de microorganisme de natura fungica
(Aspergillus, Mucor, Rhizopus), bacteriana (Aerobacter, Clostridium) si de drojdii [1.33].

Speciile cele mai utilizate pentru productia industriala sunt A. niger si A. oryzae.
Acesti fungi produc insa in mod obisnuit si o altd enzima, transglucozidaza, care
catalizeaza reactia dintre glucoza si alte zaharide (cu masa moleculara mai mare) cu
formare de oligozaharide. Acesti produsi afecteaza randamentul in glucoza si impiedica
cristalizarea sa. De aceea, pentru cultivare sunt selectionate tulpini care produc cantitati
reduse de transglucozidaza. in general, daca se utilizeaza tulpini de Aspergillus, metoda
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de cultivare este cea a culturilor submerse, dar si cea pe mediu solid, iar in cazul
tulpinilor de Mucor si Rhizopus se utilizeaza culturile de suprafata. Mediile utilizate
pentru producerea amiloglucozidazei in culturi submerse contin in mod uzual
concentratii mari de substante organice (12-20%). Pot fi folosite substante amidonoase
ca: porumb, grau, orz, ovdz, sorg (acestea asigurand si necesarul de azot), precum si
saruri anorganice (saruri de amoniu) [1.33,1.34].

Formarea amiloglucozidazei este stimulata prin introducerea in mediul de
cultura a extractului de drojdie. Pentru obtinerea unui randament ridicat este necesar ca
pH-ul mediului sa fie acid. In cazul utilizarii tulpinilor de A. niger, pH-ul culturilor scade la
sfarsitul fermentatiei pana la 2,8 datorita secretarii de acizi organici in sistem [1.5].

Enzima din Rhizopus sp. se produce prin fermentatie in faza solida in Japonia si
are avantajul ca nu produce transglucozidaza, dar in acelasi timp este mai putin stabila
termic [1.34).

Preparatul enzimatic de Aspergillus niger produce transglucozidaza, ceea ce
scade randamentul prin generarea de oligozaharide a-1,6-ramificate. S-au pus la punct
tehnici de reducere sau eliminare a acestei enzime, dintre care cea mai eleganta este
obtinerea de mutanti care nu o produc [1.35].

Astazi Aspergillus niger este sursa de enzima cea mai utilizata la hidroliza
industriala, cu mici exceptii. Uzual, enzima se produce in fermentatoare cu agitare si
aerare, utilizand medii pe baza de porumb, de obicei pretratate cu a-amilaza bacteriana,
continand tipic 5-20% faina grosiera, uneori completata cu amidon de porumb si alte
componente [1.35-1.38].

Mediul poate fi suplimentat cu saruri anorganice [1.35, 1.38]. Amoniacul gazos
sau hidroxidul de amoniu au fost utilizate pentru mentinerea pH-ului la ~5§5,
demonstrandu-se o crestere a randamentului cu 60% daca se introduc de la inceput
saruri de amoniu $i daca se mentine pH-ul la 4,0 cu NaOH. De obicei se foloseste un
inocul cu acelasgi mediu ca cel din fermentator.

Barton si colab. au studiat inducerea de enzima utilizdnd numerosi carbohidrati in
culturi pe mediu de bazd de sorbitol. In aceste conditii, maltoza si izomaltoza au fost
mult mai eficiente decat amidonurile si monozaharidele {1.39].

Uguru si colab. au utilizat ca sursa de carbon coji de cartofi, in cultura in flacoane
agitate a unei tulpini termofile de Aspergillus niger. Producerea maxima de enzima s-a
facut in a 4-a zi de fermentatie, dintr-un ciclu de fermentatie de 6 zile, timp care a
corespuns fazei stationare incipiente a organismului. Greutatea miceliului uscat nu a fost
afectatd semnificativ utilizand amidon sau coji de cartofi ca surse de carbon. in schimb,
s-a obtinut o activitate enzimatica mai mare la cresterea organismului pe acest mediu
[1.40].

Lasater si Smith au utilizat o tulpind de Aspergillus niger pentru producerea
simultana a a-amilazei si amiloglucozidazei, preparatul obtinut fiind potrivit pentru
zaharificarea fainii de porumb fara aditie separata de malt [1.41).

Li si colaboratorii au utilizat, pentru obtinerea concomitenta a a-amilazei si a
AMG o metoda de obtinere cu spori de A. niger germinati in granule de alginat si i-au
utilizat repetat in cicluri de fermentatii de 4 zile in flacoane agitate [1.42]. Organismul
imobilizat a retinut capacitatea de a produce enzime in 11 cicluri, in timp ce randamentul
pentru miceliul liber a scazut muit dupa al 2-lea ciclu.

A. niger produce mai multe forme de AMG. Lineback si colab. [1.43] au gasit
doua forme, diferind prin punctul izoelectric, dar cu proprietati antigenice si enzimatice
similare $i secventa N-terminald identica. Cele doua forme sunt usor separabile prin
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cromatografie pe coloana. Se poate obtine o singura forma, daca se utilizeaza un mediu
de cultura continand glucoza gi saruri de amoniu.

A. awamori produce trei forme de enzima, dintre care una singura are
capacitatea de a hidroliza amidonul. Autorii au propus un mecanism pentru producerea
diverselor forme. Au obtinut de asemenea mutanti care nu au produs si proteaze. Ei au
atribuit abilitatea de a digera amidonul unui situs de legatura diferit de situsul activ, aflat
intr-o regiune clivabila cu subtilizina sau proteaze endogene [1.44-1.46].

Din amiloglucozidaza comerciala produsa de Novo au fost izolate doua fractiuni,
G, si G2, care digera ambele amidonul, carora li s-a determinat secventa completa de
aminoacizi. Au masele moleculare de 71000 si 61000. G; este mai mica, lipsindu-i un
fragment C-terminal prezent in G, [1.47, 1.48].

1.2.4. Purificarea enzimelor amilolitice

Enzimele se izoleazad la nivel industrial cu diverse scopuri, folosind intregul
spectru de tehnici accesibile in chimia proteinelor. Enzimele intracelulare necesita un
procedeu initial suplimentar de extractie, pe cand cele extracelulare nu. Dar, o data ce
enzima a fost eliberata din celule, tehnicile utilizate pentru purificare variaza relativ putin,
indiferent de sursa de enzima. Desi atat tehnicile de purificare industriala cat si cele la
scara de laborator se bazeaza pe aceleasi principii, exista totusi diferente, in functie de
scopul de separare si purificare propus.

Purificarile la scara de laborator se bazeaza de obicei pe tehnici analitice si au ca
scop obtinerea unui produs omogen si purificat. in acest caz se acceptd pierderi
apreciabile, determinant fiind factorul de purificare, chiar in detrimentul randamentului
global. Pentru a obtine produse inalt purificate, se accepta chiar si metode scumpe, cum
este de exemplu cromatografia de afinitate.

In cazul izolarii enzimelor industriale, trebuie sa se ia in considerare costurile de
productie, strans legate de valoarea produsului final. Se acorda o importanta deosebita
randamentului, respectiv recuperarii produsului. Unele tehnici de extractie sau purificare
la scara de laborator nu sunt potrivite pentru manipularea la scara mare. Este cazul de
exemplu al electroforezei.

Principalele surse de obtinere a proteinelor, si implicit a enzimelor, sunt tesuturile
animale, microorganismele (bacterii, fungi, drojdii), tesuturile si sucurile de plante. Daca
enzimele sunt extracelulare, ele sunt secretate direct in mediul de culturd. Dupa ce
fermentatia este terminata, microorganismele se separa prin centrifugare sau filtrare.
Solutiile enzimatice obtinute sunt de obicei concentrate, pentru a reduce volumele de
lichid manipulate. O metoda practica de separare a diferitelor tipuri de proteine este
precipitarea unora dintre componente, indusd prin modificarea unor proprietati ale
solventului. Distributia resturilor hidrofile si hidrofobe la suprafata si in interiorul
moleculei proteice afecteaza solubilitatea in diferiti solventi. Proprietatile de solvent ale
apei pot fi manipulate in vederea modificarii solubilitatii proteinelor prin modificarea tariei
ionice, a pH-ului, prin adaugare de solventi organici miscibili, polimeri sau alte
componente inerte, respectiv a temperaturii.

Principalele tehnici de purificare, valabile i in cazul amilazelor, sunt:

e precipitarea fractionata cu saruri neutre,
precipitarea cu solventi organici miscibili cu apa, ca acetona sau etanolul,
cromatografia de schimb ionic,
cromatografia de excluziune sterica (gel-filtrarea),
cromatografia de interactiune hidrofoba,
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e cromatografia de afinitate.

Uneori se folosesc tehnici mai speciale i mai putin uzuale, cum sunt:

o focusarea izoelectrica,

¢ electroforeza preparativa,

e cromatografia de lichide de inalta performanta preparativa, etc.

Principala problema care apare in timpul purificarii este pierderea de activitate,
din cauza naturii proteice a enzimelor. Enzimele extracelulare fac exceptie de la regula
deoarece, fiind destinate de la inceput sa actioneze intr-un mediu advers, sunt mai
stabile. Denaturarea poate fi minimalizata daca se evita principalele cauze ale
denaturani (pH, temperatura, solventi organici).

Principalii factori denaturanti sunt:

e temperatura, pH-ul, solventii organici, denaturarea se minimizeaza prin utilizarea
unui domeniu de pH adecvat, respectiv precipitarea la temperaturi reduse (chiar
sub 0°C);

e concentratia solutiilor proteice; solutiile enzimatice diluate se dezactiveaza rapid;
se evita prin utilizarea de proteine inerte (ca albumina serica bovina),

e inactivarea reversibilda sau ireversibila a situsului catalitic, prin pierderea
cofactorilor sau modificarea unor legatur covalente (de exemplu oxidarea
gruparilor SH); se evita prin adaugare de cofactor, complexarea cu cationi
metalici, adaugarea de reactivi cu grupari SH, etc.;

e degradarea sub influenta proteazelor prezente in sistem; se evita utilizadnd
inhibitori specifici ai proteazelor.

La purificarea unui preparat enzimatic se au in vedere urmatoarele scopuri:

e puritate maxima a produsului,

e reproductibilitatea procesului,

o eficienta economica a procesului.

La purificarea enzimelor amilolitice au fost utilizate unele din metodele amintite
mai sus. Chiar daca conditiile de cultura sunt optimizate, tulpinile de Aspergillus produc
si 0 serie de alte enzime si alte molecule organice, impunandu-se astfel necesitatea
purificarii acestora. Metodele uzuale de purificare sunt precipitarea cu sulfat de amoniu
si precipitarea cu solventi organici, insa uneori este necesara utilizarea unor metode
care sa duca la un grad de puritate mai avansata.

Preparatele a-amilazice uzuale se prezintd sub forma conditionata cu grade
diferite de puritate. Exista preparate a-amilazice sub forma de solutie concentrata si
stabilizata. Acestea se obtin prin filtrarea biomasei, urmata de o concentrare pana la ~
50% S. U. si adaugare de substante cu efect stabilizant.

Un preparat de puritate relativ mare se poate obtine astfel: lichidul perfect
limpede obtinut dupa filtrarea biomasei este concentrat pana la 1/5 din volumul sau apoi
supus precipitarii cu acetona in proportie de 50%. Preparatul solid obtinut se spala cu
acetona si se usuca corespunzator [1.49].

in vederea obtinerii unor preparate enzimatice inalt purificate se utilizeaza
metodele specifice de purificare a proteinelor. Vor fi prezentate cateva exemple.

M. Brena si colab. au realizat o exhaustivd trecere in revistd a metodelor
cromatografice utilizate in separarea si purificarea amilazelor [1.50].

a-Amilaza de A. oryzae a fost separata din solutie apoasa si purificata prin
cromatografie pe DEAE-Sepharose (eluare cu NaCl 0,2 M, pH 5), apoi cromatografie de
afinitate pe concavalina A-Sepharose (eluare cu a-D-metiimanozida 7,5 mM). S-a
obtinut o enzima cu o activitate specifica de 2000 U/mg proteina, la un randament de
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recuperare de 60%, fara alte activitati enzimatice. Puritatea a fost verificata prin
electroforeza pe gel si centrifugare in gradient de zaharoza (1.14].

intr-o altd varianta, Park si colab. au purificat a-amilaza din Aspergillus sp. JP-1
de aprox. 80 ori, cu un randament de 16,5%, prin fractionare cu suifat de amoniu si gel-
cromatografie pe Sephadex G-150 [1.51].

Planchot si Colonna au purificat a-amilaza din Aspergillus fumugatus (Aspergillus
sp. K-27) pana la omogenitate prin dializa fatd de CH3COONa 50 mM, pH 5,5, CaCl; 5
mM si apoi cromatografie pe schimbatori de ioni (DEAE-celuloza) si de afinitate (a-
ciclodextrinad-Sepharose) [1.52].

Abou-Zeid a purificat a-amilaza de Aspergillus flavus pana la omogenitate prin
adsorbtie pe amidon [1.21].

Metodele de purificare sunt similare, indiferent de sursa microbiana utilizata. De
aceea sunt caracteristice exemplele prezentate in continuare.

Zarnea si colab. [1.5] citeaza o metoda de purificare a a-amilazei din Bacillus
subtilis NRRL-B 3411 (enzima Monsanto) in mai multe etape. Enzima se precipita din
solutie de acetat de caiciu 2% cu acetona rece pana la 45-50% saturatie. Precipitatul
separat a fost redizolvat in solutie de acetat de calciu 0,1% si clorura de sodiu 0,2%, iar
solutia a fost agitata pe DEAE-celuloza pentru indepartarea pigmentilor contaminanti.
Filtratul a fost incalzit 30 min. la 75°C pentru inactivarea proteazelor acide si neutre
existente in materialul enzimatic, apoi dializat contra unei solutii de acetat de calciu
0,1% - clorura de sodiu 0,1% si percolat pe o coloana de hidroxiapatita in acetat de
calciu 0,1%. Enzima a fost apoi eluata cu fosfat de potasiu 0,1M, pH 7, solutia dializata
contra acetat de calciu $i liofilizata. Urmele de proteaza neutra au fost inactivate cu
diizopropilfluorofosfat. S-a obtinut o enzima cu activitate de 3x10° - 6x10° U/g, la un
randament de recuperare a activitatii enzimatice de 60%.

Chang si colab. au descris purificarea a-amilazei industriale din Bacillus subtilis
prin extractie lichid-lichid cu micele inverse de Aliquat 336/izooctan, folosind drept
cosolvent n-butanol sau n-octanol 0,4-2 0%, iar ca faza apoasa solutii tampon de acid
citric-fosfat monopotasic 30 mM, pentru pH 2-9 sau borax-NaOH pentru pH 9-12 [1.53-
1.55]. a-Amilaza a fost purificata de 1,5 ori, la un randament de recuperare de 85%.

Zhang si colab. au obtinut 0 a-amilaza termostabilda din Bacillus sp. JF 2 prin
purificare intr-o singura etapa prin cromatografie de afinitate pe suport de granule de
amidon, obtinand o activitate specificd finald de 1,2x10° U/mg, la un randament de
recuperare de 85% [1.56].

Tulpinile Tnalt producatoare de amiloglucozidaza produc in mod inevitabil si
cantitati mari de transglucozidaza. O variantd de eliminare a transglucozidazei este
mentinerea la pH 1,8 un anumit timp. Alta varianta este gel-filtrarea pe Sephadex G-100.
Transglucozidaza este eluatd prima, apoi un amestec de transglucozidaza si
amiloglucozidaza si in final amiloglucozidaza. Randamentul este de 55% [1.57].

1.3. Caracterizarea amilazelor
1.3.1. Caracterizarea a-amilazei

a-Amilazele sunt enzime specifice pentru hidroliza legaturilor a-1,4-glucozidice.
Se mai cunosc $i sub denumirea de amilaza dextrinogenica sau de lichefiere, diastaza,
glucogenaza, a-1,4-glucan-4-glucanohidrolaza (EC.3.2.1.1.) [1.3].

Sunt endo-enzime care ataca legaturile a-1,4-glucozidice in orice loc din catena
unor zaharide (cu minim 3 unitdti de D-glucozd) ca amidon, glicogen sau alte
polizaharide inrudite, ocolind insa punctele de ramificare. in urma atacului, intr-un prim
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stadiu sunt rupte 10-17% din totalul legaturilor a-glucozidice, rezultand dextrine cu
gradul de polimerizare 6-10. Acest stadiu se recunoaste prin scaderea brusca a
vascozitatii i disparitia culorii cu iodul (actiune de dextrinificare). Urmeaza apoi hidroliza
lentd a a-dextrinelor cu formare de maltoza, izomaltoza si maltotrioza (actiune de
zaharificare). Compozitia produsului final variaza cu natura substratului s cu
provenienta enzimei [1.4].

a-Amilazele sunt metalo-proteine care contin calciu in proportie de 1 atom-
gram/molecula. Prin indepartarea calciului, ele devin inactive gi instabile termic. Caiciul
nu participa direct la formarea complexului enzima-substrat, dar mentine molecula de
enzima in configuratia optima pentru un maxim de activitate si stabilitate. In practica, la
hidroliza amidonului se adauga calciul sub forma de saruri.

in general, enzimele prezinta activitate la un pH cuprins intre 4 si 7, pH-ul optim
depinzand de originea enzimei. Stabilitatea termica variaza de asemenea in functie de
natura enzimei, cele de origine bacteriana sunt mai stabile termic decat cele de origine
fungica.

a-Amilazele fungice produse de specii ale genului Aspergillus au domeniul de
activitate la pH cuprins intre 3,0-7,0 si temperaturi optime situate in intervalul 20-60°C.
Au o rezistenta termicd mai redusa ca cele bacteriene si se inactiveaza inainte ca
amidonul sa se gelatinizeze. De aceea ele se stabilizeaza, de exemplu, cu amidon sau
zaharoza.

Se impart in:

e a-amilaze acidostabile (produse de reprezentanti ai grupului “niger’), care au ca
aminoacid N-terminal alanina, iar ca aminoacid C-terminal valina, iar masa
moleculara este 58.000.

» a-amilaze acidolabile (produse de reprezentanti ai grupului “oryzae”), care au ca
aminoacid N-terminal leucina, iar ca aminoacizi C-terminali serina, glicina i
alanina, masa moleculara fiind 51.000.
a-Amilaza din Aspergillus oryzae are masa moleculara de 51.000, determinata

prin LALLS (low-angle-laser-light-scattering) si cromatografie de inaltd presiune pe gel
de silice [1.58].

Enzima nu contine resturi de carbohidrati. Contine o grupare -SH per mol gi 1-10
atomi gram de Ca®* per mol enzima. S-a determinat cd doar unul din ionii de Ca** este
cuplat cu gruparea -SH, ceilalti putand fi indepartati prin dializa fara pierderea activitatii
enzimatice. Grupa -SH din a-amilaza fungica nu participa direct in procesul catalitic, dar
prin legarea calciului contribuie la mentinerea conformatiei active catalitic a moleculei
proteice.

Prezintd o stabilitate termica relativ redusa. Enzima cristalizatda sufera o
degradare termica rapida la temperaturi peste 45°C, fiind inactiva la 55°C. Pentru
preparatul brut, temperatura de dezactivare a fost cu cel putin 10°C mai mare ca pentru
cel cristalizat [1.59].

Terebiznik si colab. au aratat ca eliminarea apei de cristalizare din a-amilaza de
Aspergillus oryzae mareste mult stabilitatea termica. O termostabilitate deosebita se
observa in prezenta trehalozei, chiar pana la temperatura de 100°C. Activarea, respectiv
dezactivarea depind de continutul de apa din sistem, deoarece in lipsa apei trehaloza
cristalizeaza, formeaza faza separata si nu se mai asociaza cu enzima [1.60].

Enzima este activa in domeniul de pH de 3,5-6,0, ila 30°C. pH-ul optim este de
4,5. La cresterea pH-ului activitatea scade, la pH 6 apare inactivarea. Inactivarea in
mediu acid depinde de concentratia ionilor de Ca®*. Cu cat pH-ul este mai mic, cu atat
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este mai mare cantitatea de ioni de caiciu necesara pentru a preveni dezactivarea
[1.61].

o-Amilaza produsa de Aspergillus Y-78 are urmatoarele caracteristici [1.62]:

¢ pH-ul optim este 5,0, temperatura optima la pH optim este de 45-50°C;

o este stabila in domeniul de pH 6,0-9,0 la 37°C, timp de 24 ore si isi pierde

activitatea la pH 8,0 prin incalzire la 70°C, timp de 30 min_;

e hidrolizeazad amiloza, amilopectina si glicogenul pana la glucoza, limita de

hidroliza fiind mai mare de 95%;

e analiza elementara arata un continut de carbon de 49,98-50,43%, de azot

intre 13,18-13-21% si hidrogen 6,78-7,45%;

e spectrul in UV prezinta o curba tipica pentru proteine, cu un maxim de

absorbtie la 277-280 nm;

e este usor solubila in apa si insolubila in solventi organici ca metanol, etanol,

acetona, eter etilic, benzen.

Din Aspergillus flavus, Abou-Zeid si colab. au izolat o a-amilaza extracelulara cu
masa moleculara 75.000 (gel de poliacrilamida), corespunzand unei singure unitati,
prezentand o activitate maxima la pH 7 si 30°C. lonii de K*, Mn?*, Zn**, Cu** si Fe*" au
inhibat puternic enzima. Produsele de hidroliza a amidonului nativ cu enzima de
Aspergillus flavus au fost glucoza si o serie de oligozaharide neidentificate [1.63].

Das si colab. au obtinut o a-amilazd si o amiloglucozidaza din tulpini de
Aspergillus awamori (NRRL 3112) cu pH optim 4,4-50 si temperatura optima 65°C,
respectiv 55°C. Ky, $i Vimax au fost 21,73 mg/mi si 6,66 mg/mi-min pentru a-amilaza si
7,91 mg/ml si 1,66 mg/mi-min pentru amiloglucozidaza. Sorbitolul $i amidonul maresc
stabilitatea ambelor enzime. La zaharificarea amidonului de cartofi intr-o singura etapa,
timp de 14 ore la pH 4,5 si temperatura de 55°C, s-a obtinut un sirop cu 83% echivalent
de dextroza, continand 18,2 g/l glucoza [1.64].

Din a-amilaza acido-stabila produsad de Aspergillus kawachii (IFO 04308),
Kajiwama si colab. au obtinut doua enzime cu masele moleculare de 108.000 si 58.000
[1.65].

a-Amilaza obtinuta de Voloshuk si colab. din A. flavus are pl 4,3, si contine restun
de glucoza, maltoza si trioze 15 mM [1.66).

Park si colab. au obtinut o a-amilaza purificata din Aspergillus sp. JP-1 cu masa
moleculara de 56 kDa (SDS-PAGE), avand un pH optim de 5,5, temperatura optima de
40°C, K, pentru amidon de 2,5 mglml. Activitatea enzimei a crescut in prezentd de
Ca®’, Co®*, EDTA, Mg?", Mn*®* si Zn “* si a fost inhibatd de Cu?*, Fe?* si Ni®* [1.67].

Mohapatra si colab. au obtinut 0 amilaza fungica din Mucor sp. cu pH optim 5,0,
temperatura optima de 60°C, timpii de injumatatire ai enzimei partial purificate, la §5°C
si 60°C, au fost 120 si respectiv 50 min. Energiile de activare si dezactivare au fost 46,0
si 157,05 kd/mol. Activitatea enzimatica a fost afectatd de aditia de 3% NaCl, 10 mM
Ca’" si 25 mM Mg?*, dar a fost inhibata puternic de EDTA [1.68].

Fungul termofil Thermoascus aurantiacus IFO 31613 produce doua amilaze (I si
i) cu masele moleculare 75.000 si 56.000 (omogene electroforetic). Sunt exo si endo-
enzime cu pl 5,0 si 4,5. Stabilitatea amilazei Il este marita de CaCl,, enzima fiind stabila
la incalzire la 60°C timp de 3 ore. Activitatea amilazei | nu a fost afectata de CaCl,, dar a
fost mult redusa la 60°C. Temperaturile optime (in prezenta Ca®") au fost 65°C respectiv
70°C [1.69].
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o-Amilaza acidostabila produsa de Aspergillus niger contine 24 moli manoza si
4 moli hexozamina per mol de enzima, in timp ce a-amilaza din Aspergillus oryzae nu
contine resturi de carbohidrati. Ambele forme contin 0 grupa SH per mol de enzima si 1-
10 atomgram Ca®*/mol enzima. Masa moleculard a a-amilazei fungice acidostabile este
de 58000, iar a a-amilazei acidolabile este 51000 [1.7].

Pentru comparatie, in continuare vor fi prezentate proprietatile unor amilaze de
origine bacteriana.

a-Amilazele de origine bacteriana pot fi moderat termostabile (cele din Bacillus
subtilis varietatea amiloliquefaciens) si termostabile (cele din Bacillus licheniformis),
acestea din urma suportand temperaturi cu 20°C mai mari decéat primele [1.3].

a-Amilaza din Bacillus subtilis are domeniul de stabilitate la un pH cuprins intre
5,6 si 7,0. Temperatura optima este 50°C in tampon, temperatura care creste ia 55°C
daca se adauga CaCl, 0,05 M. Acest lucru se datoreaza efectului de stabilizare al
calciului (figurile 1.3. si 1.4.) [1.10].

Pe de altd parte, adaugarea de NaEDTA 0,005 M determina scaderea
temperaturii optime la 30°C, datoritd efectului de chelatizare a Na;EDTA asupra calciului
si zincului, elemente esentiale pentru structura enzimei [1.11].

Masa moleculara este de 96900. Enzima este un dimer, legat printr-un atom de
zinc (masa moleculard determinatd prin filtrare pe Biogel este 48420, iar prin
ultracentrifugare (metoda echilibrului de sedimentare) 44900+2400). Monomerii sunt
alcatuiti din doua subunitati cu masa de aproximativ 24000. La randul ei, fiecare
subunitate consta din doua subunitati a 12000 si contine doi atomi de calciu. Analizele
de compozitie in aminoacizi au aratat cad enzima nu contine cistina sau cisteina [1.5].
Inhibitorii enzimei sunt metalele grele, urea $i agentii chelatizanti {1.70].

Termostabilitatea este o proprietate importanta a preparatelor enzimatice
deoarece majoritatea aplicatiilor industriale necesita temperaturi de reactie peste
temperatura normala, deci enzime termostabile. De aceea, pe de o parte se cauta surse
de enzime termostabile, pe de alta parte se incearca marirea termostabilitatii enzimelor
existente, de exemplu prin mutageneza directionata. Mecanismele inactivarii enzimelor
sunt necunoscute in foarte multe cazuri.
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a-Amilazele din Bacillus amyloliquefaciens si Bacillus stearothermophilus au
60% omogenitate in secventa lor de aminoacizi, dar difera prin termostabilitate [1.71]. a-
Amilaza de Bacillus amyloliquefaciens se inactiveaza ireversibil la pH 5,0, 6,5 si 8,0
printr-un fenomen de agregare. Prezenta amidonului suprima procesul la pH 8,0. S-a
determinat ca un factor major al dezactivarii enzimei este dezaminarea resturilor de
glutamina si/sau asparagind. Constrangerile conformationale sunt cauza dezactivarii
termice (90°C, pH 5,0, 6,5, 8,0) si in cazul a-amilazei din Bacillus stearothermophilus. in
plus, la dezactivarea de la pH 6,5 contribuie si dezaminarea resturilor amidice, iar la cea
de la pH 8,0, oxidarea cisteinei. Timpii de injumatatire ai activitatii a-amilazelor de
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus stearothermophilus si Bacillus liqueniformis la 90°C
si pH 6,5 au fost 2 min., 50 min. si respectiv 270 min. [1.72].

Termoinactivarea ireversibila a a-amilazei de Bacillus liqueniformis este cauzata
de dezaminarea resturilor de asparagina si/sau glutamina. Timpul de injumatatire al
enzimei, in conditi similare, este comparativ cu cel al enzimei de Bacillus
stearothermophilus. In prezenta amidonului, se crede ca procesul de termoinactivare are
loc tot prin dezaminarea resturilor de asparagina si/sau glutamina.

Stabilitatea ridicata la termoinactivare a a-amilazei termofile, comparativ cu cea
mezofild, se datoreaza in esenta existentei unei punti de sare in plus, cu implicarea a 2
sau 3 resturi de lizind. Aceste interactii electrostatice stabilizeaza enzima la denaturare
termica. Daca resturile din pozitile 88 si 253 sunt inlocuite cu lizina si/sau arginina,
timpul de injumatatire al a-amilazei din Bacillus stearothermophilus va creste. Situatia
este similara in cazul a-amilazei de Bacillus amiloliquefaciens [1.72, 1.73].

a-Amilaza din Bacillus liqueniformis CUMC 305 cu activitate maxima la pH 9,0 si
90°C si, in prezenta substratului, este complet stabild la 100°C timp de 4 ore [1.74].

Blakeney si Stone au sugerat ca la utilizarea unui mediu de alcool-tampon apos
are loc modificarea afinitatii de substrat a a-amilazei din Bacillus liqueniformis, probabil
datorita unor schimbari in subsitusurile centrului activ. Paleta de oligozaharide produse
de a-amilaza se modifica cu concentratia de etanol [1.75].

a-Amilaza din Bacillus acidocaldaricus prezinta o termostabilitate marta in
mediu acid [1.76]. a-Amilaza din Bacillus liqueniformis este stabilizatd de CoCl, la
concentratii de 10-30 ppm si este activa pana la 98°C [1.77].

a-Amilaza din Bacillus subtilis (5a-2) are temperatura optima de 50°C si pH optim
5,0. Preparatul crud pierde 23% din activitate prin incaizire 2 ore in apa la 100°C si isi
mentine 95% din activitate prin pastrare 4 zile la 4°C [1.78].

a-Amilaza extracelulara produsa Microccocus luteus are 0 masa moleculara de
56 kDa, pH optim 6,0, temperaturd optima 30°C, concentratie optima 0,6% (Mm/V).
Mentinerea enzimei la 70°C timp de 10 minute a determinat pierderea a 70% din
activitate. Energia de activare a fost 34,8 kJ/imol. Activitatea este marita de Hg?*, Ca®",
K*, Na" si inhibatd de EDTA, KCN si acid citric [1.79].

Feller si colab. au aratat ca, asemeni a-amilazei pancreatice si salivare a
vertebratelor, a-amilaza bacteriana din Alteromonas haloplanctis este activata de ionul
de clorura ca efector alosteric [1.80]. Ei au demonstrat ca o sarcina negativa (care nu se
rezuma numai la ionul clorurd) este esentiala pentru reactia amilolitica. In situsul de
legare al clorurii existd o grupare bazica esentiald, iar afinitatea pentru legare depinde
de modul de coordinare al ionului clorura de catre acest rest bazic. lonul de clorura nu
este implicat direct in legarea substratului. Se pare ca este responsabil de modificarea
pKa a gruparii catalitice, el interactionand cu gruparea carbonil din situsul activ.
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1.3.2. Caracterizarea glucoamilazei

Glucoamilaza (amiloglucozidaza, y-amilaza, maltaza acida, o-glucozidaza
lizozomaia) este o exo-a-1,4-glucan-glucohidrolaza (EC. 3.2.1.3) ce hidrolizeaza atat
legaturile o-1,4- cat si a-1,6-glucozidice de la capetele nereducatoare ale lanturilor
poliglucidice din amiloza, amilopectingd, glicogen, conducand la glucoza [1.3]. Desi
enzima are activitate maxima pentru legaturile a-1,4-glucozidice, ea hidrolizeaza de
asemenea $i legaturile a-1,6- si a-1,3-glucozidice, dar cu viteze mai mici.

Amiloglucozidazele apar aproape in exclusivitate ca enzime extracelulare in
fungi, in tulpini ca Aspergillus si Rhizopus.

Spre deosebire de a-amilaza, amiloglucozidaza nu actioneaza asupra amidonului
nativ, ci asupra dextrinelor, eliberand glucoza. O exceptie este amilogiucozidaza din
Aspergillus awamori care scindeaza amidonul nativ pana la 60-80%. Viteza de hidroliza
depinde de masa moleculara, structura si de urmatoarea iegatura in secventa. Viteza de
hidroliza a legaturii a-1,4- creste liniar cu masa moleculara relativa a substantei, pana la
cel muit maltopentoza. Enzima din Aspergillus niger are o afinitate relativa pentru
amidon, maltotrioza si maltoza de 100, 68, si respectiv 31 [1.34].

Amiloglucozidaza hidrolizeaza si legaturile a-1,6- din izomaitoza. Nu s-a putut
face o distinctie intre activitatea maitolitica si izomaltolitica, iar acestea nu au putut fi
separate prin electroforeza pe gel sau pe hartie. Viteza reactiei de hidroliza este afectata
nu numai de marimea substratului, dar si de urmatoarea legatura in secventa. Folosind
un preparat foarte pur de Aspergillus niger, Fogarty [1.34] a aratat ca amiloglucozidaza
hidrolizeaza maltoza de 100 ori mai repede ca izomaltoza, pe cand panoza este
hidrolizatd cu 45% din viteza maltozei. Se pare deci ca legaturi a-1,6- apropiate de
legaturi a-1,4- sunt atacate mai rapid ca legaturile a-1,6- izolate. Legaturile a-1,4- din
maltoza si legaturile a-1,6- si a-1,4- din panoza sunt hidrolizate de un singur centru activ
in amiloglucozidaza din Rhizopus delemar [1.34]. Viteza de hidroliza a legaturii «-1,6-
creste cu cresterea lungimii catenei. Amiloglucozidaza are afinitate mai mare pentru
catenele lungi, astfel ca Vmax Creste cu cresterea lungimii catenei, in timp ce K, scade.

Kusunoki si alti [1.81] au descris un model de actiune al amiloglucozidazei
asupra amidonului, utilizand o cineticad Michaelis-Menten modificata cu efect de inhibitie
de produs. Ei au aratat ca Vmax $i Ky variaza liniar cu masa moleculara a substratului.

Masa moleculara a amiloglucozidazei variaza intre 50000-95000, in functie de
sursa din care a fost obtinuta. in tabelul 1.2 se indicd masele moleculare ale celor mai
importante glucoamilaze produse de fungi [1.5].

Fungii elibereaza forme multiple de amiloglucozidaza, notate G I, G Il (AG |, AG
i), etc. Se pare ca modificarea compozitiei mediului de cultura poate duce la formarea
izoenzimelor cu proprietati cinetice diferite si specificitate de substrat diferita.

Tabelul 1.2. Proprietatile unor amiloglucozidaze

Microorganism producator Masa pH optim | Temperatura
moleculara optima, °C

Cephalosporium charticola 69000 54 60
Aspergillus oryzae 69000 4,2-52 60
Aspergillus niger 97000 3,848 60
Aspergillus phoencicis 63000 45 60
Endomyces sp. 55000 50 60
Rhizopus delemar 100000 40-50 60
Piricularia oryzae 94000 6,5 50-55
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Morita si colab. au aratat ca Aspergillus oryzae produce 4 forme de
amiloglucozidaza avand mici diferente in mobilitatea electroforetica, coeficientul de
sedimentare si stabilitate la pH, dar proprietati fizico-chimice si enzimatice identice
[1.82].

Amiloglucozidaza din Aspergillus oryzae purificata de Ono prin cromatografie de
afinitate pe acarboza [1.83] s-a dovedit a fi omogena prin gei-filtrare, PAGE, SDS-
PAGE, ultracentrifugare si focusare izoelectrica. S-a dovedit a fi o AMG tipica, cu
activitate maxima la 56°C, pH 4,0-4 5, masa moleculara relativa 68400, pl 3,64,
continut in carbohidrati 7-8%.

in produsul de Rhizopus niveus s-au determinat 5 forme active, in amilo-
glucozidaza din Chalara paradoxa sase, iar enzima din Aspergillus niger produce forme
multiple, desi unele tulpini pot produce o singura forma activa [1.47, 1.84, 1.85]. G |
produce glucoza din amidon, pe cand G Il are o activitate redusa. G Il are aproximativ
75% din activitatea G | asupra substraturilor polimerice solubile, in timp ce ambele forme
sunt la fel de active in hidroliza legaturilor a-1,4- si a-1,6- ale substraturilor cu masa
moleculara mica.

Ono si colab. au utilizat o coloana cu acarboza imobilizatéa pentru a purifica
selectiv o amiloglucozidaza din Aspergillus niger comerciala, libera de a-amilaza si a-
glucozidaza. Prin gel-cromatografie, urmata de cromatografie de schimb ionic,
componenta activa a fost separata in 6 fracti. Fiecare dintre acestea a eliberat B-D-
glucoza ca unic produs din amidon solubil. Totusi, cele 6 componente difera prin unele
caracteristici. Ele difera prin masa moleculara, constantd de sedimentare, compozitie
chimica, pl, parametri cinetici $i alte proprietati enzimatice {1.86, 1.87].

Paszczynsky si colab. [1.88] au utilizat cromatografia de afinitate cu
amilopectind-AH-Sepharose sau amilopectina-sticla poroasa pentru a separa AMG din
Aspergillus niger C in doua componente.

Yasuda si colab. au purificat doua forme de AMG din Monascus sp. 3403
omogene (disc electroforeza si ultracentrifugare) [1.89].

Se pare ca productia de forme multiple de amiloglucozidaza este influentata de
compozitia mediului si conditile de crestere. De asemenea, se pare ca un factor
important care influenteaza formarea de forme multiple este degradarea
amiloglucozidazei de glucozidaze sau proteaze, in timpul cultivarii sau al prepararii
extractelor. Astfel, AG Il din Aspergillus awamori var. kawachi poate fi obtinut din AG |
cu proteaze sau glucozidaze. S-au studiat efectele proteazelor asupra diferitelor fractiuni
de amiloglucozidaza in timpul cultivarii de Aspergillus niger C. Rezultatele au sugerat
faptul ca acestea pot regla activitatea si eterogenitatea amiloglucozidazei, care sunt, in
acest caz, functii de varsta culturii [1.88].

AMG din Aspergillus niger, careia i s-au introdus grupari amino aditionale, a fost
cuplata pe dextran T-70 oxidat cu periodat in prezenta de NaBH;CN, obtinandu-se o
enzima mai termostabila ca cea nativa. Mai mult, stabilitatea operationala a enzimei
conjugate a fost de doua ori mai mare ca ce a enzimei native [1.90]. a-Ciclodextrina
(100 mM) exercita un efect termostabilizator asupra amiloglucozidazei la 60°C [1.91].
Efectul ei stabilizator este mai slab la 30°C si 40°C. Mecanismul de stabilizare cu a-
ciclodextrina necesita inca investigatii. B- $i y-ciclodextrina si alte zaharuri au doar un
efect slab.

Nagamoto si colab. [1.92] au studiat hidroliza amidonului solubil, a maltotriozei
si a maltozei cu AMG (Aspergillus niger), in soluti apoase de metanol, etanol,
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etilenglicol si 1,4-dioxan la 40°C. Studiile cinetice au aratat ca constanta de viteza
intrinseca a fost afectata electrostatic de constanta dielectrica a solutiilor organice.

Acarboza, o pseudotetrazaharida produsa de Actinomicetes este un inhibitor
extrem de puternic pentru multe enzime amilolitice microbiene, in concentratii diferite
(180 upg/mi pentru o-amilaza din Aspergillus oryzae, 40 ug/ml pentru AMG din
Aspergillus niger, 25 ug/ml pentru amiloglucozidaza din Candida tsukubaensis, etc.)
[1.93]. Se pare ca legarea puternica dar reversibila a acarbozei de AMG din Aspergillus
niger se face prin intermediul a doua resturi de triptofan specifice. Aceasta afinitate
specifica pentru acarboza a AMG a fost utilizata in cromatografia de afinitate, prin
legarea ei de AH-Sepharose 4B.

Activitatea amologlucozidazei din Aspergillus niger este inhibata de ioni Hg®" si
in masurd mai micd de Pb®* si Mn?* [1.94].

1.4. Structura si mecanismele de actiune ale enzimelor amilolitice
1.4.1. Structura enzimelor amilolitice

1.4.1.1. Structura a-amilazei

Secventa de aminoacizi. Se cunoaste secventa completa de aminoacizi a a-
amilazei din Aspergillus oryzae [1.95] si a a-amilazei pancreatice porcine [1.96]. Se
cunosc de asemenea secventele in aminoacizi ale unor portiuni din structura a
numeroase enzime de origine fungica, bacteriana, vegetala sau animaia. Comparand a-
amilaze din mai multe surse s-au identificat patru regiuni cu secventa identica, care
incep, in cazul a-amilazei din Aspergillus oryzae, la aminoacizii din pozitile 117, 202,
230 si 292. Aminoacizii analogi ai His122, Asp206, His210, Glu230, His296 si Asp297
din a-amilaza din Aspergillus oryzae se conserva in toate celelalte a-amilaze [1.97].

Structura tridimensionala. a-Amilaza din Aspergillus oryzae consta din 478
resturi de aminoacizi pliate in doua domenii, A si B. Domeniul A contine 380 de resturi
N-terminale de aminoacizi si are o structura (B/a)s, adica consta din opt zone cu
structura B care alterneaza cu opt zone cu structurd de a-helix, legate prin bucle.
Domeniul B contine opt regiuni cu structura de foi 3 pliate antiparalel, legate de
domeniul A printr-o singura catena polipeptidica. S-au identificat patru punti disulfurice
localizate la resturile 30-38, 150-164, 240-283 si 439-474. Enzima este N-glicozilata la
Asn197 [1.98-1.100].

Situsul activ. Situsul activ este situat intr-o cavitate la capatul C-terminal al
structurilor $ ale zonei (B/a)s, din domeniul A. Toate resturile implicate in situsul activ se
gasesc in bucle sau in structurile B, spre capatul C-terminal apropiat buclelor.
Localizarea aminoacizilor activi in aceste pozitii permite flexibilitate si variatie printre o-
amilaze din diferite surse, fara sa se schimbe structura de baza (B/a)s. Cele doua resturi
cu rol catalitic din a-amilaza de Aspergillus oryzae, Glu230 si Asp297, sunt localizate la
3A de oxigenul glucozidic al unitati de substrat dintre subsitusurile 4 si 5 [1.101].
Aceleasi observatii sunt valabile si in cazul a-amilazei pancreatice porcine [1.102].

Situsul de legare a substratului. Pentru a-amilaza din Aspergillus oryzae [1.98]
s-a propus un model al situsului de legatura alcatuit din sapte subunitati. Ruperea
legaturii din substrat are loc intre subsitusurile 4 si 5. Resturile de His122, His296 si
Asp297 din subsitusul 4 interactioneaza cu gruparile hidroxil de la Cs, C, si C3 ale
aceleiasi unitdti de glucoza din substrat. in subsitusul de legare al substratului sunt
implicati si Lys209, Tyr155, Val231, His210 si Asp206.

21

BUPT



Cap.1. Enzime amilolitice

Un rol deosebit il are restul de His [1.103] care este implicat atat in situsul de
legare al substratului, cat si in cel de legare al calciului, aceste interactii permitand
mentinerea unei orientari corespunzatoare a substratului in situsul activ. His201,
localizata in subsitusul 4, interactioneaza cu restul de substrat legat de subsitus si poate
induce o modificare locala de configuratie, benefica pentru cataliza. Deoarece His201 si
cei doi liganzi ai CI" (Arg195, Asp197) se gasesc in aceeasi bucla peptidica, efectul
activator al CI' poate fi legat de acest proces de potrivire indusa. Studii recente de
mutageneza directionata asupra a-amilazei salivare umane confirma rolul
multifunctional al His201 in legarea calciului, a substratului, in controlul pH-ului optim i
activarea prin ioni de ClI'. Unitatile de substrat sunt legate de subsitusuri prin legaturi de
hidrogen si interactii dipolare intre catena amilozei $i structurile 3 [1.104, 1.1085].

Studii de modificare chimica indica de asemenea ca si resturile de Tyr si Trp
sunt implicate in legarea substratului. in enzima pancreatica, inelul aromatic al acestor
resturi interactioneaza cu ciclul glucopiranozic din subsitusul 3 determinand o tensionare
conformationala in substrat (1.102].

Studii de mutageneza directionata a a-amilazei termostabile din Bacillus
Stearothermophilus au evidentiat ca Arg232 (Arg204 din a-amilaza de Aspergillus
oryzae) interactioneaza ionic cu Tyr63 (Tyr82 din a-amilaza de Aspergillus oryzae),
aflatd in zona situsului activ, ceea ce favorizeaza accesul substratului la centrul activ
[1.103].

A fost identificat un al doilea situs de legare a substratului, situat pe suprafata a-
amilazei pancreatice porcine, la ~20 A de situsul activ, 1anga capétul amino-terminai al
a-helixului 8, care poate juca un rol in ancorarea catenei lungi a substratului de amidon
la o unitate de glucozd mai indepartatd, pentru a facilita interactiunea intre enzima si
substrat [1.1086].

Situsul de legare al calciului. lonul de calciu este coordinat de patru resturi de
aminoacizi (Asn121, His210, Glu162 si Asp175 in Aspergillus orzyae). Primii doi
aminoacizi apartin structurilor 8 3 si 4 ale domeniului A, ceilalti doi structurilor § din
domeniul B. Asp175 actioneaza ca un ligand bidentat. Sunt implicate si trei molecule de
apa. Ca*’ este legat deci de opt liganzi, cu o geometrie de piramidd pentagonald
deformata. Functia cationului metalic este de a stabiliza si mentine situsul activ intr-o
conformatie favorabila pentru activitatea enzimatica, prin pozitionarea Asp197 in
proximitatea Asp300 {1.101-1.103].

In enzima de Aspergillus niger a fost identificat si un situs de legare secundar al
Ca®", la baza situsului de legare al substratului, ionul de Ca** fiind coordinat de Glu230,
Asp206 si trei molecule de apa. Se pare ca si el este implicat in etapa catalitica [1.107].

Situsul de legare al ionului clorura. in cazul a-amilazei pancreatice, se stie ca
situsul de legare al clorurii este situat langa situsul activ, langa capatul carboxi-terminal
al structurii B din domeniul A. lonul CI" este coordinat de cinci liganzi: Arg337 (bidentat),
Arg195 (bidentat), Asn298 si apa. Legarea ionului clorurd determind modificarea pH
optim catre neutru $i o crestere de activitate [1.102].

1.4.1.2. Structura glucoamilazei

Secventa de aminoacizi. Se cunosc secventele de aminoacizi ale mai muitor
glucoamilaze produse de fungii de tip Aspergillus, inclusiv Aspergillus niger, Rhizopus,
sau drojdii de tipul Saccharomyces, deduse din gena cADN.

Prin studierea secventei de aminoacizi din diverse surse, s-a constatat ca exista
5 secvente omoloage (S1-Ss), din care Ss nu este esentiala in activitatea catalitica,
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dovada a acestui fapt find absenta sa in amiloglucozidazele din Saccharomyces.
Secventele de aminoacizi au fost analizate din punct de vedere al hidrofobicitatii locale
si a structurii secundare si s-a constatat ca majoritatea domeniilor din secventele S4-Ss
sunt similare din punct de vedere conformational [1.34, 1.47, 1.108].

Compozitia in carbohidrati. Amiloglucozidazele sunt invariabil glicoproteine,
continand 4-18% carbohidrati, desi in unele cazuri se mentioneazd un continut in
carbohidrati de pana la 80% (S. diastaticus). Fractiunea de carbohidrati din AG | din
Aspergillus niger se leagd prin legaturi glicozidice de L-treonind si L-serind. in
amiloglucozidaza din Aspergillus niger, fractiunea de carbohidrati contine 20 unitati
individuale de D-manoza, 11 dizaharide cu structurd de 2-O-D-manopiranozil-D-
manoza, 8 trizaharide si 5 tetrazaharide compuse din diferte combinatii de D-glucoza, D-
manoza $i D-galactoza legate prin legaturi 1,3- si 1,6-glicozidice. Acest aranjament al
resturilor de carbohidrati in glicoproteina este foarte neuzual si este responsabil de
unele proprietati ale AMG, deoarece eliminarea lor determind scaderea activitatii si
stabilitatii enzimei. Distributia aleatoare a catenelor de carbohidrati de-alungul catenei
polipeptidice poate fi cauza rezistentei considerabile la inactivare termica si a stabilitatii
la pastrare la temperaturi scazute [1.108-1.110].

Forme multiple. Glucoamilazele fungice existd in general in forme multiple
[1.111]. Glucoamilaza din Aspergillus niger exista in doua forme, GAl si GAll.

Structura tridimensionald. Forma GAl (616 aminoacizi, masa moleculara 71
kD) consta dintr-un domeniu catalitic (1-440), o regiune cu Thr si Ser puternic glicozilate
(441-512) si o regiune C-terminala (513-616), domeniul de legare al amidonului granular
(masa moleculara 61 kD). Acesta din urma lipseste in GAll.

O-glicozilarea asigura stabilitatea ambelor forme la denaturare termica [1.83]. Pe
langa aceasta O-glicozilare extinsa, mai exista doua catene glicozil, N-legate de Asn171
si Asn395 si legate de suprafata moleculei enzimatice prin legaturi de hidrogen ale
zaharurilor terminale. Fragmentul catalitic activ (minus domeniul de legare C-terminal) al
glucoamilazei din Aspergillus awamori var. X100 are o structura cristalina o/a (spre
deosebire de o/f din a- $i respectiv -amilaze), cu un miez interior alcatuit din sase elice
legate antiparalel de sase a-elice periferice prin bucle. In jurul segmentului /o se afla
incolacit segmentul de legare al resturilor glicozil, aflat in conformatie extinsa. Molecula
mai contine 3 punti disulfurice: 210-213, 262-270 si 222-449, ultima avand rolul de a
lega segmentul glicozilat de corpul principal [1.112, 1.113].

Situs activ. Este localizat intr-o cavitate longitudinald a miezului interior, de 15 A
diametru la deschidere si 10 A lungime. Este marginit de o serie de resturi polare.
Comparand secventele de aminoacizi, s-a constatat ca glucoamilazele au patru regiuni
omoloage, similare conformational. Prin studii de modificare chimica s-a determinat ca
aceste regiuni contin grupari carboxil si Trp, probabil implicate in cataliza, [1.106, 1.114].

Situsul de legare al amidonului brut. Formele GAIl ale glucoamilazelor fungice
prezinta o proprietate unica, aceea ca ele digerd nu numai amidonul solubil, ci si
granulele de amidon brute [1.115]. Glucoamilazele din Aspergillus phoenicius, Mucor
rouxianus, Penicilium oxalicum digera de asemenea si granulele de amidon. Ambele
forme (GAIl, GAIl) sunt la fel de active asupra amidonului solubil si asupra altor
substraturi potrivite. De aceea se crede ca segmentul scindat din AGI trebuie sa contina
situsul de legare al amidonului brut. Segmente cu aceeasi structura se intalnesc la mai
multe a-amilaze si 3-amilaze de diferite surse.

Segmentul C-terminal (471-616) al enzimei din Aspergillus niger a fost obtinut
prin hidroliza proteolitica si a fost purificat pana la omogenitate. Peptida se leaga de
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amidonul de porumb granular in raport de 1,08 mmol/mg amidon. Cu maito-
oligozahande cu lungimea catenei de 2-11, s-a determinat o stoichiometrie a legaturii de
1 mol substrat/mol proteina [1.116, 1.117}.

Domeniul de legare al amidonului din glucoamilaza din Aspergillus niger contine
un procent rnidicat de resturi formand o structura rasucita. Interactiunea la suprafata
consta in primul rand din forte hidrofobe, implicand mai ales Trp590 si Trp615 [1.118].

S-a postulat ca adsorbtia la situsul de afinitate determina disocierea moleculelor
de apa legate de suprafata granulei de amidon prin legaturi de hidrogen cu gruparile
hidroxil. Acest efect determina modificarea structurii locale si permite penetrarea
moleculelor de apa in micelii, cu solubilizarea locala a amidonului.

Degradarea granulei de amidon depinde de o serie de factori, cum ar fi raportul
amiloza/amilopectina, procentul de cnstalinitate, suprafata accesibila, marimea
particulelor, structura granulara a diferitelor tipuri de amidon. Astfel, se stie ca a-amilaza
digera granulele de amidon de cartofi, porumb, grau, etc. difent, asa cum s-a obsevat
prin microscopie electronica. Viteza de hidroliza depinde si de tipul de cristal din granula
de amidon. Astfel, amiloza cnistalina de tip A este hidrolizata mai rapid decat cea de tip
B, probabil datorita unui raport suprafata/volum mai mare in tipul A, desi moleculele de
tip B sunt mai slab legate [1.115].

1.4.2. Mecanisme de actiune

a-Amilazele hidrolizeaza legaturuile a-1,4 cu retentie de configuratie, pe cand -
amilazele si glucoamilazele cu inversie de configuratie. Diferenta de configuratie a fost
explicata prin existenta a doua mecanisme diferite [1.106].

Mecanismul prin substitutie nucleofila

Koshland a propus pentru prima oara in 1959 mecanismul de substitutie
nucleofila pentru enzimele amilolitice. Pentru a-amilaze, care mentin configuratia
substratului, s-a propus un mecanism prin doua substitutii nucleofile consecutive (figura
1.5). Protonarea oxigenului glucozidic prin cataliza generala prin acizi, concertata cu
atacul nucleofil al unui anion carboxilat la C rupe legatura glicozidica, cu formarea unui
intermediar covalent glucozil-enzima (un ester-acetal). Esterul intermediar este hidrolizat
printr-o aita reactie de substitutie catalizata general bazic, cu formarea unui produs cu

configuratie a [1.98]. ..
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Figura 1.5. Mecanismul de actiune al a-amilazelor prin doua substitutii
nucleofile

Pentru B-amilaze, care catalizeaza hidroliza cu inversie de configuratie, reactia
decurge printr-o singura substitutie (figura 1.6A). O catalizd generala acida slabeste
legatura C-O maltozidica. Atacul moleculei de apa se face pe partea 3 a substratului si
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este asistat prin cataliza generala de catre o baza. Acelasi tip de mecanism se aplica si
reactiilor catalizate de glucoamilaze. Inversia de configuratie mai poate fi explicata si
printr-un mecanism analog cu substitutia dubla de la a-amilaze. in acest caz, molecula
de apa ataca astfel atomul de carbon al gruparii carboxil incat scindarea legaturii
covalente din acetalul-ester sa duca la formarea produsului cu configuratie B (figura
1.6B) [1.98].
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Figura 1.6. Mecanismul de actiune al 3-amilazelor $i glucoamilazelor prin
substitutie simpla (A) sau dubla (B).

Mecanismul prin ion oxocarboniu

in acest mecanism (figura 1.7) [1.106), protonarea oxigenului glicozidic prin
cataliza generala acida si distorsionarea substratului la o conformatie semiscaun indusa
de enzima produc un intermediar ionic oxocarboniu stabilizat de enzima. Conformatia
semiscaun reduce incarcarea sterica la atomul C; i mareste accesibilitatea carbonului
anomeric la atacul frontal al moleculei de apa, asistat de a-amilaza.

Atacul pe la spate, asistat de 3-amilaza, duce la inversie de configuratie. Ambele
enzime utilizeaza un mecanism comun, configuratia produsului fiind determinata de
directia de atac a moleculei de apa.

lonii glicoziloxocarboniu au un timp de viata scurt in solutii apoase (kxox ~ 107'%s).
Stabilitatea lor este influentatd de caracterul nucleofil, interactiile electrostatice si
pozitionarea gruparilor catalitice din situsul activ. Formarea completa a intermediarului
ion oxocarboniu printr-un mecanism Sy1 are loc daca ruperea legaturii precede atacul
moleculei de apa, favorizat de o catalizd generald bazicid. Pe de altd parte, un
intermediar oxocarboniu stabil este improbabil daca atacul nucleofil are loc inainte de
formarea completd a cationului. In acest caz, reactia va urma un mecanism Sy2,

probabil printr-o stare de tranzitie cu structurd asemanatoare ionului oxocarboniu
[1.119].
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Figura 1.7. Reprezentare schematica a conformatiilor posibile si a intermediarilor in
calea de reactie la hidroliza glucopiranozidului catalizata de amilaze.

1.4.2.1. Mecanismul de actiune al a-amilazei

Toate a-amilazele cu structuri elucidate contin ca si resturi catalitice Glu/Asp, fapt
sustinut prin profilul de pH al activitatii enzimatice. In enzima din Aspergillus oryzae, se
pare cd Glu230 si Asp297 au rol de acid general si bazd generald. In enzima
pancreaticd porcina s-a identificat de asemenea ca resturile Glu233 si Asp300 se afla
apropiate in situsul activ [1.102, 1.120].

Formarea unui intermediar glicozil-enzima a fost determinata in cazul a-amilazei
pancreatice prin criogenie, utilizand [1-'*C]maltotetraoza ca substrat [1.121].

Intr-un alt studiu al structurii cristaline a complexului a-amilazei pancreatice cu
acarboza (inhibitor, analog de stare de tranzitie) s-a constatat insa ca resturile catalitice
Glu233 si Asp300 sunt pozitionate la o distantda mai mare de legatura glicozodica decat
ne-am astepta pentru o legatura covalenta. Conform acestui studiu, formarea glicozil-
enzimei este improbabila. in schimb, hidroliza are loc prin catalizd generala acida, cele
doua resturi fiind orientate favorabil pentru protonarea oxigenului glicozidic. Catalizatorul
acid este probabil Glu233, presupunand un mecanism prin intermediul ionului carboniu.
Daca Glu233 actioneaza ca un catalizator acid in protonarea oxigenului glicozidic, el
trebuie sa fie protonat la un pH optim, ~6-7. In structura cristalind a enzimei native,
restul Glu233 este pozitionat in apropierea ionului CI" (la ~4,8A), efectul electrostatic al
anionului putand deplasa valoarea pK a gruparii carboxil a Glu233 la o valoare mai mare
[1.102, 1.120].

1.4.2.2. Mecanismul de actiune al glucoamilazei

Profilul de pH al glucoamilazei indica o cataliza implicand doua grupari carboxil
esentiale cu pK, de 2,7 si 5,9. Studii de inhibitie si mutageneza si analize cristalografice
au aratat ca Glu179 si Asp176 sunt un acid general si 0 baza generala, cu pK, 5,9 si
2,7. Studii structurale asupra complexului enzimei din Aspergillus awamori cu 1-
deoxinojirimicind sugereaza ca Glu179 si Glu400 sunt catalizatorul general acid si
respectiv bazic. Mutatia Glu179>GIn determina o descrestere a k¢, de 2000 ori, utilizand
maltoheptoza ca substrat. O mutatie Asp176>Asn duce la 0 descrestere a kcat de numai
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1220 de ori, dar o crestere de 4 ori a K,,. Probabil ca Asp 176, localizat langa subsitusul
1, stabilizeaza starea de tranzitie, prin interactie cu Trp120 la subsitusul 4, desi detaliile
nu sunt clare. Studiile cristalografice au aratat ca nici Glu179 nici Glu400 nu poate forma
o legatura covalenta cu carbonul anomeric Cy, in complexul sau cu inhibitorul. Primul
rest este blocat de legatura glicozidica iar al doilea de 0 molecula de apa. Glu179, legat
prin legaturi de hidrogen de Asp176 si Trp120 se afia langa aglicon, in timp ce
catalizatorul bazic GIlu400 este localizat de partea cealalta a nucleofilului. Aceste
rezultate sunt luate drept argumente in favoarea caii de reactie implicand un intermediar
ion oxocarboniu. Hidroliza are loc prin protonarea agliconului de Glu179 urmata (sau
concertata cu) atacul nucleofil de catre apa, asistat de o baza generala (Glu400) [1.112,
1.113].

Pe baza unor studii cinetice asupra enzimei de Rhizopus niveus modificata cu N-
bromsuccinimida, s-a determinat ca un rest Trp este situat in subsitusul 1. Un alt rest
esential, Trp120, se afla la/langa subsitusul 4 si se pare ca stabilizeaza complexul
enzima-substrat in starea de tranzitie prin inducerea unor modificari conformationale la
subsitusurile 1 $i 2 [1.114].

1.4.2.3. Teoria subsitusurilor [1.106]

Situsul activ al amilazelor consta din mai multe subsitusuri, fiecare interactionand
cu o unitate monomerica din substrat. Parametrii de viteza masurati, constanta
Michaelis Ky, i viteza maxima Vnax pot fi exprimate in termenii afinitatii fiecarui substrat.
O explicitare a modelului subsitusurilor implica determinarea numarului de subsitusuri,
localizarea subsitusului catalitic, determinarea afinitatii fatd de subsitus (adica energia
de legatura) si viteza de hidroliza.

Aranjamentul subsitusurilor poate fi utilizat pentru a prezice modul predominant
de legare productiva si astfel modelul de actiune al unui substrat dat. Modul de legare
cel mai probabil al unui substrat este cel cu cea mai mare afinitate moleculara. a-
Amilaza din A. oryzae consta din sapte subsitusuri cu o afinitate relativ mare la
subsitusurile 3 si 6 $i afinitati negative adiacente situsului catalitic. Maitopentoza se
leaga productiv de enzima in asa fel incat substratul este hidrolizat la G3-G4. a-Amilaza
pancreatica porcina contine cinci subsitusuri, atacul catalitic avand loc intre subsitusurile
3 si 4. In acest caz maltotrioza este hidrolizata la G1-G2 (la capatul reducator), desi se
pot forma doi complecsi productivi (figura 1.8).

Y9909 (OO008 ) [GOO08
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1 2 3&4 5 é

MAJOR MINOR

Figura 1.8. Hidroliza maltopentozei (A) de a-amilazele de Aspergillus oryzae
si maltotriozei si maltotetrozei (B) de a-amilaza pancreatica
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in cazul glucoamilazelor din Rhizopus niveus si Rhizopus delemar, situsul activ
consta din sapte subsitusuri. Afinitatea subsitusului 1 este zero sau negativa, subsitusul
doi are afinitatea cea mai mare, afinitatea de substrat descreste cu cresterea distantei
de legatura scindata, spre capatul reducator al substratului. Studii de fluorescenta
sugereaza un mecanism in doua etape: o asociere bimoleculara intre enzima si
substrat, cu formarea unui complex labil urmat de un proces unimolecular de formare a

unui complex puternic (E + S = ES = E*S — E + P). Maltoza se leaga de enzima intai
cu restul de glucoza nereducator asociat cu substratul 1, formand complexul ES. in
etapa urmatoare, are loc legarea productiva la subsitusul 2 cu formarea unui complex
productiv puternic legat, cu o modificare in conformatia enzimei, cu formarea unei
structuri cu potrivire indusa (figura 1.9). Aceastd etapa unimoleculara implica restul
Trp120, pliat in jurul unitatii de la capatul nereducator.

)

O-0-000 OO0
BN PPN (RO g

E + S — ES S ES

—y—— ——

Figura 1.9. Reprezentarea schematica a modelului de “potrivire indusa”
la legarea oligozaharidelor de subsitusurile glucoamilazelor.

1.4.2.4. Modele de actiune

Teoretic actiunea amilazelor poate fi descrisa prin trei tipuri de mecanisme:

1. Modelul unicatenar. amilaza, dupad ce formeaza un complex productiv cu
molecula de substrat, actioneaza asupra lui continu, pana la degradare totala.

2. Modelul muiticatenar. enzima, dupa ce a scindat molecula de substrat,
disociaza si ataca o altd molecula de substrat. Acest model de actiune duce la
scurtatea simultana a tuturor moleculelor de substrat.

3. Modelul de atac multiplu: enzima scindeaza o molecula de substrat de mai
muite ori inainte de a disocia si a forma un nou complex productiv cu o alta
molecula de substrat. La B-amilaza pancreatica porcina, directia atacului multiplu
este de la capatul reducator catre cel nereducator. La exo-enzime, ca
glucoamilazele, scindarea are loc de la capatul nereducator.

La a-amilaza pancreatica porcina, pH optim 6,9, atacul multiplu este de trei ori
mai probabil decat in cazul amilazei de Aspergillus oryzae. La pH alcalin, 10,5, reactia
enzimatica decurge printr-un mecanism multicatenar. Si glucoamilaza din Rhizopus
niveus actioneaza tot printr-un mecanism multicatenar. AMG din Aspergillus niger $i
Rhizopus niveus hidrolizeaza maito-oligozaharidele predominant prin mecanism
multicatenar. In cazul o-amilazelor bacteriene insd nu s-au gasit dovezi pentru
mecanism multicatenar sau atac multiplu.

Atacul multiplu poate decurge pe trei cai (figura 1.10):

1. Disociere si reasociere completa: substratul, dupa scindare, se disociaza
complet si se reasociaza intr-o noua pozitie.

2. Reasociere flexibila: substratul, dupa scindare, raméane atasat de situsul activ.
Un fragment ramane puternic asociat, in timp ce un alt fragment se detaseaza si
se reaniliaza intr-o altd pozitie. Un astfel de mecanism necesita un anumit grad
de flexibilitate fie in substrat, fie in enzima, fie in amandoua.
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3. Glisare: substratul nou produs aluneca pe suprafata enzimei pana intr-o pozitie
cu energie potentiala minima, cu toate situsurile complet ocupate.

Daca consideram ca migcarea moleculelor in variantele 1 si 2 este infinitezimal
de mica, substratul produs poate fi considerat ca “alunecand” pe enzima catre un alt
aliniament cu energie potentiala minima, ca in varianta 3.

Actiunea a-amilazei asupra amilopectinei difera in ceea ce priveste hidroliza
legaturilor a-D-1,4- de langa legaturile a-D-1,6. Astfel, a-amilaza pancreatica porcina
produce ca dextrina limita 63-a-D-gIucopiranoziI-maltotetrozé, iar a-amilaza de Bacillus
subtilis 6%-a-maltozil-maltotrioza (figura 1.11).

Disociere si resociere

- 0000
PO g PO

Substrat flexibil

Qﬁr@@wﬂ@&"&ﬂp@@%

Enzima flexibila

Alunecare spre potential minim

PO COO0e. POV

Energie minima

Figura 1.10. Reprezentarea schematica a mecanismelor atacului multiplu.
Situsul de scindare este reprezentat printr-un varf de sageata.

B ot

Figura 1.11. Structurile posibile ale a-dextrinelor limita formate sub actiunea
a-amilazelor.
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1.4.2.5. Reactii multimoleculare

a-Amilazele nu catalizeaza numai reactii de hidrolizd unimoleculare simple. in
anumite cazuri, degradarea substraturilor decurge prin procese multimoleculare, cum ar
fi (figura 1.12):

1. Condensare: doua substraturi polimerizeaza si formeazd o noua legatura
glicozidica, proces urmat de hidroliza rapida a produsului de condensare.

2. Legatura deplasata: doua molecule de substrat se leaga la acelasi situs activ,
formand un complex doi-unu. in functie de afinitatile de legare de subsitusurile
ocupate, al doilea substrat se poate lega astfel incat sa-l impinga pe primul intr-o
noua pozitie, inducand hidroliza unei alte legaturi.

3. Transglicozilare: o grupare glicozil a substratului donor este transferata la un
substrat acceptor, reactie similara cu cea de hidroliza, numai ca nu apa este
substratul acceptor.

Condensare 1,0
o0oe /- 00000e
~00e
Deplasare + legare
@0

OO - OO0,

Transglicozilare

oOe —-  0000e
Aezey |
Figura 1.12. Mecanisme cu substrat bimolecular de modificare a modului de

actiune al a-amilazei pancreatice, la scaderea concentratiei de
maltotrioza.

Aceste mecanisme alternative depind de concentratia de substrat si de lungimea
catenei. Aceste reacti sunt competitive cu procesul de hidroliza. Mecanismele
multimoleculare apar atat in cazul a-amilazelor cat si in cazul amiloglucozidazelor.
Astfel, in cazul a-amilazei de Aspergillus oryzae, mecanismul multimolecular major este
transglicozilarea. AMG din Rhizopus niveus catalizeaza sinteza maltozei din p-D-

glucoza. Catalizeaza de asemenea transglicozilarea, in cazul substraturilor cu forma
anomerica corecta.

1.5. Utilizarile enzimelor amilolitice

Enzimele amilolitice, datoritd utilizarilor lor diverse, sunt produse la scara
industriala in intreaga lume [1.122]. La nivelul anului 1985, valoarea amilazelor vandute
pe piata SUA se pare ca a fost de 38 milioane $, ele situandu-se pe locul doi dupa
proteaze. Principalele ramuri care utilizeaza enzimele amilolitice, adeseori in combinatie
cu alte enzime, sunt:
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e industria de panificatie, unde adaugarea de «-amilaza determina
ameliorarea calitatii produselor si prelungirea duratei de mentinere a
prospetimii, efecte care se datoreaza actiunii hidrolitice asupra glucidelor din
faina;

e industria berii, unde utilizarea preparatelor de a- si f-amilaza face posibila
folosirea ca materii prime a cerealelor nemaltificate (porumb, orz), ceea ce
permite reducerea costurilor;

¢ industria amidonului, la obtinerea dextrozei, glucozei si izosiropulut,

e industria sucurilor de fructe, pentru hidroliza amidonului care ramane in
fructele culese inainte de coacere si care in procesul de obtinere al sucurilor
devine gelatinos, generand probleme de filtrare,

e industria textila, pentru dezapretarea materialelor la a caror apretare s-a
folosit amidon;

e industria chimica, pentru zaharificarea mediilor amidonoase, in vederea
obtinerii alcoolului etilic prin procedee fermentative. Va fi discutata aceasta din
urma aplicatie.

Principala sursd de amidon este porumbul, dar se mai utilizeaza si amidon din
grau, orez, cartofi, si din alte cereale. Pentru a aduce amidonul din plante in forma
fermentabila de catre drojdii, el trebuie sa fie mai intai hidratat si gelatinizat prin
macinare $i fierbere, apoi scindat la zaharuri fermentabile prin hidroliza cu enzime sau
acizi slabi. )

Amidonurile sunt hidrolizate rapid de acizi (ex. HCI). In suspensii diluate,
randamentele in glucoza sunt aproape cantitative, dar operarea unor solutii diluate nu
este economica. Hidroliza acida comerciala lucreaza cu suspensii de 20% amidon, dar
datorita produsilor de retrosinteza, randamentul in glucoza se reduce simtitor. Hidroliza
acida este utilizata in general pana la DE de 18-20 (gradul de hidroliza (DE) este definit
ca zaharuri reducatoare exprimate sub forma de dextroza si se calculeazéa ca procent de
substanta uscata; el indica deci procentul de legaturi glicozidice scindate). Hidroliza
acida este urmata de o a doua hidroliza, enzimatica, pana la valori mari ale DE, in ceea
ce se numeste procesul acid/enzimd. Intr-o altd varianta, numitd procesul
enzima/enzima, se utilizeazad o secventd de reactii enzimatice: prima hidroliza este
efectuatd de o a-amilaza bacteriana, termostabila, a doua de o glucoamilaza fungica.
Se disting doua etape: gelatinizarea si lichefierea amidonului si respectiv zaharificarea.

1.5.1. Gelatinizarea si lichefierea amidonului

Amidonul suspendat in apa se gelatinizeaza prin incalzire, fara a se utiliza
enzime. Solutia coloidala rezultata este insa foarte vascoasa si foarte greu de manipulat
la scara industriala. De aceea, enzimele se adauga la inceputul perioadei de incalzire,
asa ca hidroliza amidonului incepe o datd cu gelifierea. a-Amilazele fungice sau
cerealiere nu sunt suficient de termostabile si se dezactiveaza la temperatura de
gelifiere, in schimb, a-amilaze bacteriene (din Bacillus amyloliquefaciens sau Bacillus
licheniformis) sunt.

in practica, lichefierea se face la pH 6,5, la concentratii de amidon de 30-40%. a-
Amilaza de Bacillus amyloliquefaciens se adauga de la inceput. Temperatura se
mentine o ora la 80°C, apoi se urca rapid la 140°C, sub presiune. Se raceste apoi la
85°C, se mai adaugd enzima si se mentine temperatura o ord. Enzima de Bacillus
licheniformis, mai stabila, se poate adauga o singura datad. Plamada se trece intr-un
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fierbator la 105°C timp de 5 minute, apoi temperatura se scade la 85°C si se mentine
doua ore. Se obtine un hidrolizat cu DE 8-15.

1.5.2. Zaharificarea

Zaharificarea se poate realiza numai prin hidroliza acida. Asa se obtine clasic
siropul cu DE 42, care contine 19% glucoza, 14% maltoza, 12% maltotrioza si 55%
zaharide mai marn.

Zaharificarea enzimatica se realizeaza cu a-amilaza fungica si glucoamilaza
fungica, separat sau in combinatie. Uneori se mai adauga $i alte enzime ca f-amilaza.
Procesul cel mai comun utilizeaza o combinatie de a-amilaza si glucoamilaza fungica.
a-Amilaza fungica produce concentratii relativ mari de maltoza, dar nu poate realiza
singura viteze mari de conversie. Ea nu hidrolizeaza legaturile a-1,6-glicozidice la
punctele de ramificare ale amilopectinei. Pe de alta parte, glucoamilaza fungica
scindeaza rapid legaturile a-1,4, eliberand glucoza de la capetele nereducatoare ale
catenei de amidon. Ea hidrolizeaza si legaturile a-1,6, dar cu viteze mai mici.

Procesele comerciale cele mai comune pentru siropurile de porumb de conversie
inaita utilizeaza preparate enzimatice de Aspergillus niger, Aspergillus oryzae sau
Rhizopus oryzae.

Zaharificarea se realizeaza la concentratii de solide de 25-40%, utilizand ca
substrat amidon lichefiat acid sau enzimatic. Se lucreaza la pH 4,5 si temperatura de
60°C, mai coborata ca cea de lichefiere. Timpul de reactie este de la 24 la 110 ore, in
functie de gradul de conversie dorit. in final enzima trebuie dezactivata pentru a preveni
reactiile de retrosinteza, proces important mai ales la concentratii mari de substrat.
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Motto:
... the initiated would never have doubted for a moment that
Organtc Chemistry, whose birth-place is to be found with the
proteins. would eventually turn towards them again.

I<muil Fischer, 1906

2. Enzime proteolitice in solventi organici
2.1. Structura si mecanismul de actiune al subtilizinelor

Termenul de proteaze se referad la toate enzimele care hidrolizeaza legaturile
peptidice. Se mai utilizeaza si alte denumiri ca peptidaze si peptid hidrolaze. Acest grup
de enzime poate fi subdivizat in exopeptidaze (amino si carboxipeptidaze) si
endopeptidaze (proteinaze).

Proteinazele se clasifica in patru grupe, in functie de restul catalitic implicat in
atacul nucleofil la carbonul carbonilic al legaturii scindabile [2.1-2.4]:

e serin-proteinaze (EC 3.4.21),

e cistein- sau tiol-proteinaze (EC 3.4.22),

e aspartic-proteinaze (EC 3.4.23),

e metalo-proteinaze (EC 3.4.24) [2.27-2.30].

Serin-proteinazele sunt o clasa de enzime proteolitice studiate mai mult decat
orice alt grup de enzime. Au captat o atentie deosebita doua familii de serin-proteinaze:
familia tripsinei si cea a subtilizinei. Ambele grupuri contin o triada catalitica Ser-His-Asp
$i un oxianion in situsul activ, aceste resturi catalitice prezentand un grad ridicat de
similitudune in aranjamentul lor conformational. Cu toate acestea, enzimele celor doua
familii prezinta diferente in secventa de aminoacizi sau in structura lor tridimensionala.
Se considera ca cele doua famili de enzime au o origine comuna $i ca au evoluat
probabil independent din proteine ancestrale inrudite [2.2}.

In prezentul capitol vor fi descrise subtilizinele (EC 3.4.21.14). Spre deosebire
de tripsina si chimotripsind, enzime de origine animala, subtilizinele sunt un grup de
serin-proteinaze alcaline secretate de specii de Bacillus, cunoscute sub diverse denumiri.
Subtilizina BPN’ (Nagarase, subtilopeptidaza C) si subtilizina Novo (subtilopeptidaza B),
obtinute initial din diverse surse comerciale, sunt astazi cunoscute ca fiind enzime
identice produse de Bacillus amyloliquefaciens. Subtilizina Carlsberg este produsa de
Bacillus licheniformis. Alte subtilizine mai putin cunoscute sunt subtilizina E si DY izolate
din tulpini de Bacillus subtilis, si subtilizina Amylosacchariticus din Bacillus amylosacchaniticus.

2.1.1. Structura subtilizinelor [2.1]

Secventa de aminoacizi. Subtilizinele Carlsberg si BPN' constau din 274 si
respectiv 275 resturi de aminoacizi. Cele doua secvente sunt 70% identice. Diferentele
apar la 84 de resturi, Pro56 lipsind in subtilizina Carlsberg. Secventa de aminoacizi
dedusa din secventa de ADN difera in cazul a cinci resturi din enzima Carlsberg si sase
din BPN’. Masele moleculare calculate sunt 27.277 si respectiv 27.537. Se cunoaste
secventa $i masa moleculara si a celorlalte subtilizine.

Subtilizinele prezintd putine similaritdti cu serin-proteinazele de mamifere in
structura primara. De exemplu, secventa din jurul serinei reactive in subtilizina (Thr-Ser-
Met-Ala) difera de cea din chimotripsina si tripsina. Subtilizina nu contine Cys, dar are
un continut ridicat de Gly si de aminoacizi cu resturi hidrofobe.
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Structura tridimensionald. Se cunoaste structura tridimensionala a subtilizinei
purificate. Informatii structurale s-au mai obtinut si din complecsii subtilizinei cu diversi
inhibitori.

Subtilizina BPN' are o structura globulara cu diametrul de 42 A. Enzima consta
dintr-o structura pB-pliata paralela centrala formata din cinci segmente. Antiparalel cu
structura de foi pliate se gasesc opt segmente elicoidale (notate de la A la D), care
cuprind 31% din totalul de resturi. Elicele C si F sunt interioare, celelalte se gasesc la
suprafata moleculei. Molecula contine astfel o structura de tipul o/f diferita de cea a
chimotripsinei, care contine doud domenii p antiparaiele. Subtilizina Carlsberg are o
structura similara. Molecula contine o structura p rasucita din sapte foi 3 paralele.

Situsul activ. Situsul activ este localizat langa capatul C-terminal al foii B legate
de elicele C si F, intr-0 depresiune a suprafetei enzimei. Ser221, cu rol cataltic, este
restrictionatd conformational de o rasucire inversa a catenei, cu formarea unei bucle
legate prin legaturi de hidrogen. His64, esentiala, este tinutd de asemenea intr-o
conformatie rigidd de catre o rasucire de acelasi tip. Restul imidazolic este localizat
aproape de OH-ul reactiv al Ser221, insa nu prin legaturi de hidrogen. Ser-O, este la 3,7
A de His-Ng2, 1a 2,5 A de pozitia ideala pentru formarea legéturii de hidrogen. Atomul de
Ns1 nu este bine localizat pentru a forma o legatura de hidrogen cu Os; a Asp32, la 0
distantd N...O de 2,4 A. O molecula de apa este localizata langa Ser-His, putand forma
legaturi de hidrogen cu Ser221-OH, His64-N,, si Asn155-NH..

Situsul de legare al substratului. Situsul de legare este o cavitate extinsa care
consta din cel putin 6 subsitusuri (de la S4 la S;’), sau chiar opt subsitusuri (Ss la S3').
Conform nomenclaturii subsitus/substrat, situsul catalitic este localizat intre S; si Sy¢'.
Substratul (NH2-P,---P1-P¢'-—-COOH) are segmentul N-terminal al legaturii scindabile ca
grupare acilanta (sau situs de specificitate) si segmentul carboxil ca grupare fugace. Un
segment extins Ser125-Gly127 pe o parte a situsului de legatura prezinta o structura de
foi B pliate antiparalel prin formarea unui sistem de legaturi de hidrogen cu partea
acilanta a catenei polipeptidice din substrat. Celalalt perete al situsului este alcatuit din
catenele laterale si scheletul Ala152-Glu156. Situsurile de legatura Py’ si P2’ sunt mai
putin definite si interactile enzima-substrat sunt mai putin extinse ca in partea de
acilare.

Situsul de legare al cationului. Subtilizinele sunt stabilizate impotriva autolizei
prin cationi divalenti de calciu. Din structura de raze X a unui complex al subtilizinei
Carisberg s-a dedus existenta a doua situsuri de legare a calciului (segmentele Ala74-
Leu82 si Pro168-lle175). In primul situs, calciul este legat octaedric de sase atomi de
oxigen din gruparile carbonil ale Leu75, Thr79 si Val81, si gruparile carboamidice ale
GIn2 si Asn77. Al doilea situs de legare nu are o geometrie la fel de bine definita. Calciul
este inconjurat de atomii de oxigen carbonilici ai Ala167, Tyr171 si Val174. O coordinare
similara cu primul situs a fost identificata si in structura cristalind a enzimei de Bacillus
amyloliquefaciens. Distantele din al doilea situs sunt ins& mai potrivite pentru K ca
pentru Ca*.

2.1.2. Mecanismul catalitic [2.1-2.6]

Subtilizina catalizeaza hidroliza esterilor $i amidelor. Hidroliza legaturii esterice
decurge cu o viteza de cateva ordine de marime mai mare ca cea a legaturii amidice din
substraturile oligopeptidice. Sunt cunoscute constantele cinetice keat $i Km pentru un
mare numar de esteri si amide reactive. Reactia de hidroliza catalizata de serin-
proteinaze poate fi descrisad de urmatoarea schema cinetica:
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k k k
E+S ;;::é:ﬂz E-S _____3__,.EFE;F==§=£= E'+F5
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unde : P,

e ES = complexul Michaelis
e EP; = intermediarul acil-enzima

Parametrii Michaelis-Menten obtinuti din ecuatia de stare stationara si sunt:

Km = Kska/(k2 + k3)
Keat = k2ka/(kz + k3)

in cazul substraturilor esterice reactive, viteza de acilare este mai mare decat cea
de dezacilare (k2 » k3), Km ~ Kska/kz, si etapa determinanta de viteza este cea controlata
de ks (dezacilarea). In cazul substraturilor amidice si peptidice, ky « k3 $i ko ~ Keqt 1ar Km,
~ K.

Dependenta k.o-pH a reactiilor catalizate de serin-proteinaze are forma unei
curbe bine profilate, reflectand o activitate maxima la pH 8. Curbele din domeniul acid si
bazic corespund la doua ionizari importante din punct de vedere cinetic, cu pK de 7 $i 9.
Ambele etape, de acilare si dezacilare, prezinta un profil ke-pH sigmoidal,
corespunzand unui grup protoprotic cu pK~7, His, implicata in kcat (k3 pentru substratul
esteric, k> pentru cel amidic). Gruparea ionizabild cu pK~9 afecteaza K, adica curba
1/Km vs. pH are o reprezentare sigmoidald cu pK~9. Cresterea lui Ky, la valori mari ale
pH este legatd de o modificare conformationala. In chimotripsind, aceasta este cauzata
de interconversia intre forma activa $i inactiva, constand din formarea unei punti de sare
intre lle16-Asp194. Totusi, in reactiile catalizate de subtilizind, K, nu se modifica cu pH-
ul, sugerand ca nu apar modificari conformationale in domeniul alcalin.

Mecanismul catalitic general al serin-proteinazelor de scindare a legaturii amidice
este reprezentat prin doua reactii partiale (figura 2.1):

e Acilarea: transferul gruparii acilante a substratului la Ser reactiva a enzimei;

e Dezacilarea: gruparea acil din acil-enzima este inlocuita de apa (sau alt
nucleofil), transformandu-se in grupare fugace.

Cele doua reactii partiale constau din urmatoarele etape:

o Formarea complexuiui Michaelis (ES) intre enzima si substrat, necovalent si
reversibil.

e Formarea unui intermediar tetraedric covalent prin atacul nucleofil al Ser221-0O,,
reactiv, asupra carbonului carbonilic al legaturii scindabile a substratului, etapa
facilitata de o cataliza bazica generala, prin His64.

e Descompunerea intermediarului acil-enzima prin protonarea gruparii fugace
(segmentul C-terminal) a substratului de His64.

e Atacul nucleofii al apei, asistat de un catalizator bazic general, His64, cu
formarea unui alt intermediar tetraedric.

e Scindarea intermediarului prin protonarea catalizatd de His64 a Ser220-O,, cu
eliberarea restului acil (segmentul N-terminal) al substratului, sub forma de acid.

Triada catalitica. Triada catalitica din serin-proteinaze functioneaza sinergetic,
avand drept consecintd cresterea vitezei de hidroliza de ~2x10° ori, comparativ cu
reactia neenzimatica, asa cum s-a demonstrat prin studii de mutageneza directionata a
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subtilizinei. inlocuirea individualda a Ser221, His64 sau Asp32 duce la o descrestere
semnificativd a ke de 2x10% 2x10° si respectiv 3x10* ori, in timp ce valorile K., se
modifica doar putin [2.7].

\s;fj'i”/ pess ? \N_/ \/
v | ' i
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Figura 2.1. Mecanismul de reactie al subtilizinei

Protonarea si distributia de sarcini. Rolul Ser221 ca nucleofil in formarea
legaturii covalente intre oxigenul hidroxilic si carbonul carbonilic al substratului este bine
stabilit. Subtilizinele au in comun cu celelalte serin-proteinaze faptul ca sunt inhibate de
diizopropilfluorofosfat. Distributia de sarcini si starea de protonare a His esentiale, ca $i
cea a Asp32, au constituit un subiect de dezbateri intense, incad de la descrierea
sistemului de transfer de sarcina a chimotripsinei. Acest sistem implica un transfer dublu
si concertat de protoni de la Ser221 la His64-N,; si de la His64-N3; la Asp32-Osp, Cu O
reprezentare schematica [-COOH...N-Im-NH..."O-CH>-]. O serie de calcule moleculare
au sustinut aceastd schema de transfer dublu de protoni [2.8). insa, o serie de studii au
stabilit ca al doilea transfer nu are loc si protonul este la imidazol si nu la aspartat.
Astfel, calculele teoretice de potentiale electrostatice la situsul activ al chimotripsinei si
subtilizinei inlocuind Asp cu Asn au sugerat ca Asp din triada trebuie sa ramana ionizat.
Un transfer al protonului de la His la Asp va cauza o crestere nefavorabila de ~10
kcal/mol in energia libera a starii de tranzitie [2.9, 2.10].
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Rolul Asp32. Se crede ca ionul carboxilat al Asp32 din triada stabilizeaza sarcina
pozitiva formatd la His, esentiald in starea de tranzitie. Diferenta de energie intre
perechea de ioni Asp-His si resturile neincarcate este de ~4 kcal/mol, in acord cu efectul
de stabilizare observat in studiile de mutageneza directionata. Interactia de sarcini intre
resturile triadei [Asp His"Ser’) joaca un rol semnificativ in scaderea energiei de activare
a reactiei catre starea de tranzitie. Energia de stabilizare estimata este de 27 kcal/mol
(figura 2.2) [2.11].

Ser Ser
O .0 ; R o
w N NH?” oo0cC Asp — > C « NH N HOOC
C*X

o]
Figura 2.2. Sistemul de transfer de sarcina (triada catalitica) al subtilizinei

Pe langa functiile descrise, Asp32 poate asista la orientarea imidazolului din
His64 in stereochimia corectd pentru ca transferul de proton sa aiba loc in timpul
catalizei. Mai mult, ionul carboxilat din Asp modifica micromediul local dielectric si
electrostatic al restului imidazolic din His esentiala prin formarea transferului de sarcini
in triada [AspHis'Ser] si a intermediarului tetraedric incarcat negativ. Valoarea pK a
His64 este maritd de la o valoare normala de 7,2 in enzima nativa la ~9,5, comparabila
cu cea a azotului gruparii fugace a substratului in intermediarul tetraedric [2.1].

Valoarea pK a His64. Modificarea pK si deci a afinitatii protonului His64 in
tranzitia spre formarea intermediarului tetraedric are implicatii in mecanismul catalizei.
Daca pK a imidazolului histidinic ar ramane la 7,2 in starea de tranzitie, protonul Ser-O,
ar fi transferat azotului gruparii fugace, cu un pK mai mare, de 8-11, inainte ca
intermediarul tetraedric sa se poata forma (inainte de formarea legaturii intre carbonui
carbonilic al amidei si Ser-O,).

His64 are un rol bifunctional, actionand ca un catalizator bazic pentru a extrage
un proton din Ser221-OH si, intr-o etapa ulterioard, ca un acid, protonadnd gruparea
fugace a substratului. Primul este necesar pentru atacul covalent al oxigenului din
Ser221 la carbonul carbonilic al substratului. Etapa de protonare este necesara
deoarece amina neprotonata este o grupare fugace slaba. Din motive similare,
intermediarul tetraedric are oxigenul carbonilic sub forma de anion [2.12].

Cavitatea oxianionica. Oxigenul anionic din carbonilul substratului format in
intermediarul tetraedric este legat prin legaturi de hidrogen de Asn155-N;s, si de NH din
Ser221. Mutatia Asn155 la Ala duce la o reducere a k., de 200-300 de ori. Legatura de
hidrogen cu oxianionul Asn155 contribuie cu 3,7 kcal/mol la stabilizarea starii de
tranzitie [2.13]. A fost gasitd de asemenea o legatura de hidrogen intre oxianion i
gruparea y-hidroxilica a Thr220, legatura care furnizeza 1,8-2,0 kcal/mol de stabilizare in
oxianion. Contributia totala prin legaturi de hidrogen in cavitatea oxianionica este de ~14
kcal/mol. Aceasta energie de stabilizare, precum si interactia intre perechile de ioni din
Asp32 si His64 sunt responsabile de accelerarea vitezei globale de hidroliza [2.11].

Complexul Michaelis. in complexul de legare a substratului de subtilizind nu
exista o legatura de hidrogen intre Ser221 si imidazolul His64. Nici legatura de hidrogen
dintre His din situsul activ si Asp nu existd in enzima nativa. Molecula de apa care in
enzima libera blocheaza cavitatea oxianionica, localizata langa Ser221-O, si His64-N,,
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este eliminata in complex. Nu exista legaturi de hidrogen intre oxigenul carbonilic al
substratului si NH; al Ser221 sau Asn155-Ns; din cavitatea oxianionica. In complex nu exista
legaturi de hidrogen S1-P, intre hidrogenul azotului amidic al Py $i oxigenul carboxilic al
Ser125, desi cele doua grupari sunt bine pozitionate pentru a forma o astfel de legatura.
Totusi, carbonul carbonilic al legaturii scindabile din substrat este pozitionat favorabil
atacului nucleofil al Ser221-Oy i protonarii azotului de His64 [2.14].

Intermediarul tetraedric. In tranzitia de la complexul Michaelis la intermediarul
tetraedric exista o serie de etape cheie [2.9, 2.11]:

e Transferul protonului Ser221-0O, la His64-N.; mareste nucleofilicitatea oxigenului
hidroxilic pentru atacul la carbonul carbonilic al legaturii scindabile din substrat.
Probabil atacul nucleofil prin Ser-O, si transferul protonului la His-Ng au loc simuttan.

e Formarea legaturii covalente intre Ser221-O, si carbonul carbomllc determlna
modificari conformationale la carbonul central (de la geometrie sp la sp ) astfel
ca oxigenul carbonilic este deplasat intr-o pozitie favorabila formarii unei legaturi
de hidrogen cu NH din Ser221 si Asp155-NH5;.

e Substratul formeaza un sistem de legaturi de hidrogen de structura antiparalela f3
cu un segment extins in situsul de legare a enzimei.

Incercarile de detectare directa a acumularii de intermediar tetraedric in hidroliza
amidelor catalizata de serin-proteinaze (prin experimente de tip ‘stopped-flow’ sau prin
spectrometrie >*C-RMN) nu au furnizat dovezi concludente, desi existd numeroase date
care sustin existenta lui: studii de structura-reactivitate in cataliza substraturilor, studii
cristalografice, analize spectroscopice de legare de inhibitori sau analogi de substrat
(clormetilcetona) [2.15].

Indiferent daca exista sau nu un aduct tetraedric stabil, starea de tranzitie trebuie
sa& semene structural cu acesta. Presupunand ca s-a format un intermediar tetraedric
stabil, trebuie sa existe doua stari de tranzitie, STy si ST,, de formare si respectiv de
descompunere a acestuia (figura 2.3).

N
\N—/ ~ \N—\/
o ) O e
0)-- ,«’—\ o~ H O
Q Héi— O H- N +-NH OO < (R O— H N 5 .-NH O \<
“C e - C NHR'
Y onm, 7 R ) NH,
R R
STARE DE TRANZITEE | STARE DE TRANZITIE i
\
N—/ N
H 0 = O
S oo e oo
. o - O
} NH2 i NHR'
R
INTERMEDIAR TETRAEDRIC

Figura 2.3. Starile de tranzitie ale intermediarului tetraedric cu formarea si
ruperea legaturilor in triada si in cavitatea oxianionica in etapa de
acilare.
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Acil-enzima. Conversia intermediarului tetraedric in acil-enzima necesita
protonarea azotului amidic din legatura peptidica scindabila a gruparii fugace. Aceasta
duce la ruperea legaturii peptidice, iar carbonul carbonilic isi reia conformatia plana.
Legatura in acil-enzima prezinta un spectru de absorbtie si frecvente de rezonanta
Raman corespunzatoare mai degraba unei aldehide decat unui ester. Acesta distorsiune
conformationala poate man susceptibilitatea la atac nucleofil a carbonilului acil-enzimei
si facilita astfel descompunerea sa. De fapt, se stie ca acil-enzimele sunt hidrolizate cu o
viteza de 10° ori mai mare decat esterii serinici cu structuri similare [2.16].

Analiza spectrelor vibrationale Raman ale gruparilor acilcarboni dintr-o serie de
acil-subtilizine demonstreaza o crestere in caracterul de legatura simpla al carbonilului.
Aceasta crestere in lungime atinge 7% din modificarea asteptata la trecerea de la C=0
la C-O. O astfel de distorsionare a structurii fundamentale scade energia libera de
transformare in urmatoarea stare de tranzitie si contribuie la o descrestere in energia de
activare a etapei de dezacilare. Mai mult, toate aceste modificari care in ultima instanta
se reflectd in cresterea de viteza observata pot fi atribuite formarii de legaturi de
hidrogen de catre oxianion [2.17, 2.18).

Rezultatele unui studiu combinat de crioenzimologie $i spectroscopie de dubla
rezonanta nucleara si electronicad demonstreaza ca formarea unei acil-enzime de catre
chimotripsina este insotitd de o torsionare semnificativa a conformatiei substratului in
timpul legarii. Aparitia unei astfel de conformatii instabile in substrat la legarea enzimei
este in concordanta cu teoria starii de tranzitie, conform careia situsul activ al enzimei
este complementar nu cu structura starii fundamentale a substratului, ¢i cu o forma
modificata, mai apropiata de starea de tranzitie [2.19].

2.1.3. Specificitatea de substrat

Caracteristicile subsitusurilor si interactile lor cu substraturile sunt determinate
prin studierea complecsilor enzimei cu diferite substraturi sau diferiti inhibitori.

Situsul de legare al subtilizinelor consta in cel putin sase subsitusuri, Sy, S3, S»,
S1, S¢', Sy Au fost descrise de asemenea interactii implicand opt subsitusuri. Resturile
din gruparea acilantd au mai muite interactii cu subsitusurile decat resturile grupani
fugace. Sy si S, realizeaza toate contactele intermoleculare [2.20].

In toate studiile de legare ale subtilizinelor si tripsinelor, subsitusurile Sy, S» si S3
se complexeaza cu P4, P, si P3 ale substraturilor oligopeptidice formand un sistem de
legaturi de hidrogen cu structurd de foi B antiparalele. in subtilizina BPN', cele trei
subsitusuri implica segmentul de catena cu resturile Ser125-Leu126-Gly127.

Subtilizina, ca si chimotripsina de altfel, prezinta o preferintda pentru gruparile
aromatice si apolare la Py. Chimotripsina prezinta afinitate pentru resturi hidrofobe mari,
in timp ce tripsina rupe peptide cu resturi Arg/Lys la Py. Specificitatea P in subtilizina
este mai larga decat cea a chimotripsinei. Astfel subsitusul Sy este o cavitate mare,
deschisa, marginitd de numeroase resturi hidrofobe. In cazul enzimei de Bacillus
amyloliquefaciens, aceasta include Ala152-Glu156, Met124-Leu126, si Thr164-Tyr167.
Mutatia directionatd a Gly166 cu 12 resturi neionice evidentiaza mari modificari in
specificitatea fatd de substraturi cu diferite marimi si hidrofobicitati. Eficacitatea catalitica
keatKm creste cu cresterea hidrofobicitatii substitutiei, dar este afectata negativ prin
repulsia sterica a resturilor S1-Py. Marirea catenei laterale a restului 166 determina o
descresgtere in ket Kim, proportionala cu marimea restului substratului P4 [2.21].

Pe langa resturile apolare aromatice, cu S, interactioneaza si Lys in Py, intr-un
mod de legare productiv. Analiza cristalografica a subtilizinei BPN' arata ca NH-ul Lys
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peptidei Py formeaza o legatura de hidrogen cu oxigenul din Ser125, in timp ce azotul ¢-
NH, formeaza o pereche de ioni cu Glu156-O. In enzima Carlsberg, Glu156 este
substituitd de Ser. O mutatie Glu156—Ser in enzima de Bacillus amyloliquefaciens
determina o crestere in ke Km pentru Glu in Py, $i 0 descrestere pentru Lys, datorita
modificarilor in K, [2.22].

Situsul de legare a P, este situat in buzunarul hidrofob si este compus din inelul
imidazolic al His64 si catena laterala a Leu96. Subtilizina prezinta o preferinta P, pentru
aminoacizi alifatici, substratul optim fiind Ala. P, Ala-Cp interactioneaza cu His64 si
Leu96-Cs1. Resturi cu catene laterale mari pot determina interferente sterice [2.21].

Interactia S;-P3 este unica in aceea ca restul substratului P; se orienteaza catre
solvent, fara sa prezinte un contact specific cu enzima [2.20, 2.23].

Situsul de legare P4 prezinta o afinitate chiar mai mare ca cea a subsitusului S,
pentru resturile aromatice. La aceasta se adauga o larga specificitate de substrat la P;.
Tripsina si chimotripsina contrasteaza in aceea ca interactiile implicand substratul P, au
contributia maxima in specificitatea de substrat. Catena laterala a P4 se potriveste in
pachetul hidrofob S4 marginit de catenele laterale ale Tyr104, lle107, Leu126 si Leu135,
si catenele de baza ale Ser101, Gly102, Gly127 si Gly128. Subsitusul S4, cu 0 marime
flexibila, poate sa accepte substraturi P4 cu resturi voluminoase [2.20].

Subsitusul S¢' in subtilizina BPN' este 0 mica cavitate marginitd de resturile
Tyr217, His64 si Met222. El accepta bine aminoacizi mici, Ala sau Gly, prezentand valori
keat! Km mari. Peptidele cu Asp la Py sunt hidrolizate cu viteze mici. Aminoacizii -
ramificati produc impiedecari sterice. Val si lie determina o descrestere in kea.
Introducerea Pro la Py’ duce la inhibarea hidrolizei, Pro neputand fi protonata in etapa
de acilare.

In subtilizina BPN’, situsul de legare P, este marginit de catenele extinse ale
Asn218, Gly219 si Phe189. Substraturi cu Leu la P2’ prezinta o valoare mare a Kea/Knm
datonitd afinitati mari. Azotul amidic P>’ si oxigenul carbonilic formeaza legaturi de
hidrogen cu oxigenul carbonilic din catena de baza si gruparea amido a Asn218. S,’ a
enzimei are afinitate pentru aminoacizii alifatici gi aromatici. Arg incarcata pozitiv este
bine hidrolizata, in timp ce Pro determina o descrestere semnificativa a kca/Kn [2.23].

2.2. Parametrii care guverneaza cataliza enzimatica in mediu organic

in ultimele decenii s-a inregistrat un progres remarcabil in intelegerea
proprietatilor enzimelor in mediu organic. Desi cataliza cu enzime suspendate in solventi
organici a fost observata pentru prima data cu aproape 40 de ani in urma, cercetarea in
acest domeniu a progresat doar intr-o masura limitatd pana la inceputul anilor 1980.
Primele rapoarte acopereau majoritar enzimele hidrolitice $i aveau de-a face in principal
cu aspectele aplicative ale biocatalizei in mediu neapos, fara a se concentra asupra
aspectelor mecanicistice ale acestui fenomen. Cataliza enzimatica in medii neapoase
nu a fost acceptata si recunoscuta ca un fenomen general, pana cand nu a fost realizat
un studiu fundamental al unui numar mare de biocatalizatori [2.24].

Se crede acum ca enzimele sunt catalitic active in solventi organici deoarece ele
raman blocate in conformatia lor nativa. Incapacitatea proteinei de a se denatura in
medii neapoase se datoreaza, in parte, interactiunilor electrostatice marite in solventi
organici (datoritd constantei dielectrice scazute a majoritatii solventilor) precum $i unei
retele crescute de legatun de hidrogen intramoleculare [2.25].

Este o chestiune intuitiva faptul ca stabilitatea proteicad in medii neapoase ar
trebui sa fie radical diferita fatd de cea din apa. Din moment ce moleculele de apa care
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inconjoara o enzima intr-o solutie apoasa contribuie la toate fortele majore care
stabilizeaza conformatia pliata, inclusiv interactiunile Van der Waals, puntile de sare si
legaturile de hidrogen, indepartarea apei din jurul proteinei ar altera stabilitatea
acesteia. Din moment ce apa joaca un rol crucial in interactiunile enzima-substrat,
specificitatea de substrat a enzimelor in medii neapoase ar trebui sa fie modificata.

Desi se accepta astazi existenta efectului solventului asupra specificitatii $i a
stabilitadtii, mecanismul stabilizarii proteinelor in solventi organici si dependenta
parametrilor catalitici de caracteristicile solventului nu au fost inca pe deplin elucidate.

Utilizarea enzimelor in mediu neapos reprezinta o directie de cercetare plind de
perspective, mai ales in cazul sistemelor organice monofazice, unde enzima nu se mai
gaseste intr-un mediu predominant apos. Din acest motiv, nu se mai poate face o
asociere directa cu caracteristicile cinetice $i mecanicistice cunoscute din enzimologia in
solutii apoase. Nu se cunoaste inca influenta tuturor factorilor care afecteaza cataliza
enzimatica in solventi organici monofazici, in majoritatea cazurilor fiind clare doar o serie
de tendinte generale.

2.2.1. Rolul apei in cataliza enzimatica in mediu organic

Proprietatile fizice si chimice ale enzimelor depind foarte mult de rolul direct sau
indirect al apei in interactiunile necovalente (electrostatice, legaturi de hidrogen, Van der
Waals, hidrofobe) care ajuta la mentinerea conformatiei catalitic active a enzimei.
inlocuirea apei cu un solvent organic ar distorsiona in principiu structura nativa a
proteinei $i ar distruge activitatea enzimatica. De fapt, nici un solvent complet anhidru nu
a fost capabil s& mentina activitatea enzimatica (activitatea creste pe masura ce gradul
de hidratare al enzimei creste), deoarece o cantitate minima de apa ramane necesara
pentru cataliza. Este clar ca enzimele necesitd apa, insa nu este clar inca in ce
cantitate. In schimb, prea multa apa va facilita agregarea enzimei, ceea ce va duce la o
descrestere de activitate. Acest mecanism nu a fost studiat in detaliu, desi se sugereaza
ca pare a fi importanta formarea de punti disulfurice [2.26].

Exista dovezi care sugereaza ca o moleculd de enzima in solutie apoasa este
complet hidratata, atunci cand este inconjuratd de cateva straturi de apa [2.27].
Estimarile grosimii stratului de apa sunt inca o pura speculatie. O ipoteza acceptata este
aceea ca molecula de enzima necesita un strat de hidratare subtire care actioneaza ca
un tampon intre suprafata enzimei si mediul de reactie. De aceea este foarte improbabil
ca molecula de enzima sa fie afectata de faza apoasa de dincolo de stratul de hidratare,
daca nu se produce o alterare semnificativa a micromediului enzimatic [2.28, 2.29].

De aici rezulta ca ar fi posibil s mentinem o enzima, complet hidratata si activa,
intr-o cantitate mica de apa, masa de solutie constand dintr-un solvent organic care nu
va afecta micromediul enzimei. Acesta este principiul de baza al catalizei enzimatice in
medii cu continut redus de apa (aproape anhidre) [2.24, 2.30].

La adaugare de apa in solventul organic, ea se repartizeaza intre solvent,
substrat, enzima si suport (daca acesta exista). Activitatea enzimei este dependenta de
apa asociata de aceasta, si, intr-o mai mica masura, de continutul de apa al intregului
sistem [2.27]. Cata apa este necesara pentru cataliza enzimatica in solventi organici?
Raspunsul pare a fi dependent de natura enzimei.

Astfel, chimotripsina suspendatd in octan ramane catalitic activd daca sunt
prezente numai 50 de molecule de apa/moleculd de enzima [2.31]. Alte enzime
hidrolitice, ca subtilizina si diferite lipaze, necesita concentratii foarte mici de apa [2.27,
2.32, 2.33]. Alteori este nevoie de muit mai muitd apa. Fiecare enzima trebuie sa fie
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examinata la niveluri diferite de hidratare in solventi si este foarte probabil ca enzimele
raportate anterior ca fiind inactive, sa nu fie folosite la niveluri de hidratare optime.

Un aspect interesant al catalizei enzimatice in medii cu continut redus de apa
este efectul pH-ului de reactie. in solutii organice care nu au o faza apoasa distincts,
masurarea pH-ul nu este tehnic posibild, desi va exista o concentratie mica de protoni in
vecinatatea enzimei. Dar, indiferent daca putem sau nu masura pH-ul in mediu organic,
gruparile ionizabile ale enzimei vor raspunde conditiilor de mediu. Intr-un tampon apos
aceste grupari se gasesc intr-o stare ionizatd dependenta de pH-ul solutiei. in solventi
organici, nu existd o fortd motrice care sa determine schimbarea starii de ionizare a
gruparilor incarcate din proteina si astfel starea chimicd a unei enzime ramane
neschimbata fatd de cea a solutiei apoase din care a fost ultima oara separata [2.8]. Se
utilizeaza adesea enzime liofilizate dintr-un tampon si la un pH adecvat [2.31].

pH-ul influenteaza de asemenea reactiile secundare posibile. Desi viteza reactiei
de hidroliza catalizate de esteraze este mai rapida la pH slab alcalin, este indicat sa se
micgoreze pH-ul astfel incat hidroliza bazica, neenzimatica, sa fie minima, iar excesul
enantiomeric mai mare. Ajustarea pH-ului poate fi deci foarte utild la optimizarea
reactiilor de sinteza catalizate de enzime.

Influenta apei asupra activitatii enzimatice se poate explica $i prin faptul ca ea
mareste flexibilitatea $i polaritatea tuturor regiunilor proteinei native, inclusiv pe cea a
situsului activ, actionand ca un plastifiant, asa cum s-a aratat pentru subtilizina, de
exemplu in tetrahidrofuran [2.34, 2.35].

Unele dintre proprietatile noi ale enzimelor in mediu organic se pot datora
rigiditatic conformationale mari in absenta apei, si aceste efecte pot fi modificate prin
marirea flexibilitatii datorate apei. Russell si Klibanov [2.36] au obtinut o crestere de 100
ori in activitatea subtilizinei in solvent anhidru daca enzima a fost liofilizata din solutie
apoasa continand inhibitori competitivi, comparativ cu enzima liofilizatd in absenta unor
astfel de liganzi. Adaugarea de apa, totusi, inlatura aceasta "memorie moleculara” prin
cresterea flexibilitatii proteinei.

O activitate constanta a apei in solventi poate fi realizata pe cel putin trei cai

e preechilibrarea separata a solutiei de substrat si a preparatului enzimatic cu o
solutie apoasa saturata a unei sari,

e aditia directa a unei sari hidratate la sistemul de reactie,

e adaugarea unei cantitati fixe, dar diferite de apa la fiecare solvent.

Metoda a doua, introdusa de Halling [2.37], a fost utilizata in cazul subtilizinei
si a a-chimotripsinei [2.38, 2.39]. Daca activitatea apei nu este controlata, poate sa
apara o crestere a continutului optim de apa (pentru o activitate catalitica maxima)
pe masura ce polaritatea solventului creste [2.40, 2.41].

Dependenta activitate enzimatica-activitatea apei variaza de la enzima la enzima.
Astfel, chimotripsina suspendata in solventi organici catalizeaza sinteza de peptide daca
activitatea apei este controlata de o sare hidratata (Na,CO;-10H20), desi toate componentele
implicate (enzima, substraturi, produsi, sare hidratatd) sunt insolubile in solvent.
Probabil ca reactia are loc in stratul de apa care inconjoara molecula enzimatica [2.42].

2.2.2. Efectul solventului organic asupra biocatalizei

Natura solventului organic afecteaza reactiile enzimatice in mai multe moduri,
prin interactie cu enzima si apa asociata de aceasta, cu substraturile si produsii.
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2.2.2.1. Efectul solventului asupra enzimei

Integritatea structurala in solventi organici. isi mentine o proteina conformatia
sa nativa cand este transferata din tampon apos in mediu neapos? Ne-am astepta ca ea
sa-si piarda activitatea. Aceasta idee preconceputa a inhibat dezvoltarea enzimologiei
neapoase pentru multi ani. lpoteza curentad este aceea ca atunci cand o enzima
preparatd adecvat este plasata intr-un solvent organic anhidru, ea este cinetic (dar nu si
termodinamic), blocata in conformatia sa nativa [2.27]. Integntatea structurala a proteinelor
in medii neapoase a fost sustinuta de experimente ce includ "N-RMN, *C-RMN in stare solid
[2.43] si cristalografie de raze X [2.44].

intr-un studiu >C-RMN al integritatii situsului activ a a-chimotripsinei in solventi
organici, Burke si colab [2.45] au dovedit ca situsul activ este similar atat in pudra
hofilizata cat si in solventi organici. Prin studii de SN-RMN, Burke si colab. au aratat de
asemenea ca structura tautomera si legaturile de hidrogen ale triadei catalitice din
centrul activ al proteazei a-litice sunt identice in acetona, octan si apa. Deoarece triada
catalitica implica resturi de aminoacizi distantate unele de aitele in lantul polipeptidic,
integritatea sa sugereaza ca nu exista o distorsionare semnificativa a structurii native a
proteinei, atunci cand enzima este plasata in solventii anhidri [2.43]. Tn plus, structura
tridimensionala a subtilizinei Carlsberg in acetonitril, determinata prin cristalografie de
raze X, este identica cu cea in apa [2.44].

Studii cristalografice ale y-chimotripsinei dizolvate sau suspendate in solutii
apoase $i neapoase au relevat ca conformatia ei globala este neschimbata la inlocuirea
apei cu hexan, desi la plasarea enzimei in mediu organic au loc modificari ale pozitiei
catenelor laterale, care pot fi responsabile de alterarea specificitatii de substrat [2.46).

Rigiditatea structurala a enzimei in solventi organici a fost indirect demonstrata si
prin teste de activitate enzimatica. De exemplu, activitatea a-chimotripsinei in octan este
dependenta de pH-ul solutiei apoase din care enzima a fost liofilizata. Explicatia este
aceea ca gruparile ionogene ale enzimei se gasesc in starea de ionizare
corespunzatoare pH-ului solutiei apoase si aceasta stare este apoi retinuta in timpul
liofilizarii si al dispersarii in solventul organic, datorita rigiditatii ei conformationale [2.27].

Influenta solventului asupra conformatiei proteinei. Solventul poate modifica
conformatia nativa a proteinei rupand legaturile de hidrogen si distrugand interactiunile
hidrofobe, ducand astfel la o activitate si stabilitate redusa. Aceasta este o problema
majora a enzimelor solubile in sisteme bifazice §i sisteme apoase cu concentratii
scazute de solventi miscibili in apa [2.47]. Insolubilitatea enzimelor in solventi organici
monofazici pare sa preantampine enzima sa sufere o inactivare puternica in prezenta
solventului. Incapacitatea enzimelor de a se dizolva in solventi organici pastreaza
enzima blocata in propria sa orientare pentru activitatea catalitica [2.48].

Influenta solventului asupra dinamicii proteinelor. Prin spectroscopie RPE si
simulari de dinamica moleculara in diversi solventi organici s-a aratat ca miscarea in
regiunea situsului activ al a-chimotripsinei a scazut o data cu descresterea constantei
dielectrice a solventului [2.49].

in schimb, prin RMN de stare solida, Burke si colab. au aratat ca nu se poate face
o corelare clard intre mobilitatea inelului tirozinic din proteaza o-litica si activitatea
enzimatica sau constanta dielectrica. Activitatile specifice ale proteazei a-litice au fost
aproape aceleasi in tert-butilmetileter si dioxan, desi enzima a prezentat nivele dinamice
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diferite, in timp ce in dioxan si acetonitril, unde enzima a prezentat mobilitati similare ale
inelului tirozinic, activitatile enzimatice erau complet diferite [2.50].

Influenta solventului asupra centrului activ. Solventul poate afecta activitatea
enzimatica si prin distrugerea unor centri activi. Prin titrarea in mediu neapos a situsului
activ, Zaks si Klibanov au aratat ca concentratia situsului activ din a-chimotripsina in
apa nu este afectata prin adaugarea a trei solventi polari aprotici: pana la 32% dioxan,
14% acetona si 13% acetonitril, dar numai doua treimi din numarul total de molecuie de
a-chimotripsina sunt active catalitic in octan uscat [2.27]. Studii ulterioare au aratat ca
aceasta pierdere de situs activ nu este cauzata numai de octan ci $i de liofilizarea
enzimei. Distrugerea centruiui activ indusa de solvent poate fi rezultatul unei combinatii
intre dehidratarea si/sau denaturarea enzimei. Desi activitatea enzimatica mai mica in
mediu organic comparativ cu cea din apa poate fi explicabila in parte prin distrugerea
centrilor activi, nu este inca clar daca pierderea de activitate se datoreaza denaturarii
sau reducerii de dinamica moleculara [2.50].

O alta cale de interactiune intre solvent si enzima este competitia cu substratul
pentru legarea la situsul activ. Acest efect poate fi mai semnificativ in cazul solventilor
mai putin polari. in plus, moleculele de solvent pot penetra in situsul activ al enzimei i
pot determina descresterea polaritatii locale a situsului activ, crescand astfel repulsia
electrostatica intre enzima si substrat, si descrescand legarea. Acesta inhibitie
competitiva poate fi cauza cresterii majore a valorilor K, pentru substraturi cu enzime in
solventi organici ca dioxanul $i acetonitrilul [2.51].

2.2.2.2. Efectul solventului asupra apei asociate de enzima

Solventul organic poate interactiona direct cu apa esentiald din vecinatatea
enzimei. Chiar daca aceasta interactiune poate sa nu afecteze in mod direct enzima, ea
are consecinte majore pentru cataliza. Solventii puternic polari sunt capabili sa
solubilizeze mari cantitati de apa si au tendinta de a indeparta straturile de apa esentiala
de la enzima, cauzand inactivarea. In schimb, solventii hidrofobi sunt mai putin capabili
sa indeparteze apa asociata, fiind putin probabil ca ei sa determine inactivarea.

Chiar daca acest tip de efect al solventului pare a fi adevarat pentru majoritatea
enzimelor, existd unele exceptii de remarcat. Este surprinzatoare astfel capacitatea
subtilizinei de a ramane catalitic activa in dimetilformamida anhidra (singura apa
prezenta este cea din enzima insasi), ceea ce sugereaza ca enzima este capabila sa
retina apa sa legata chiar in prezenta unui solvent miscibil cu apa [2.52].

Solventii relativ hidrofobi sunt capabili sd stripeze chiar si apa esentiala de pe
suprafata enzimei, lasadnd o molecula insuficient hidratata, cu o activitate enzimatica
redusa. Striparea apei de catre solvent de pe chimotripsina sau subtilizind a fost
corelata cu polaritatea acestuia (1/¢€) si, intr-o mai mica masura, cu hidrofobicitatea sa
(logP). De exemplu, metanolul desoarbe ~60% din apa legata de enzime, in timp ce
hexanul desoarbe numai 0,55% [2.53]. Luand toate acestea in considerare, nu este
surprinzator ca s-a gasit o corelare liniara buna intre continutul optim de apa (pentru
activitate optima) si logP al solventului, in cazul esterificarilor catalizate de papaina.
Continutul optim de apa varia de la 4% in acetonitril la 0,05% in tetraclormetan [2.54].

2.2.2.3. Efectul solventului asupra substraturilor si produsilor

Solventii pot interactiona direct sau indirect cu substraturile si produsii. Ei
afecteaza activitatea enzimaticd deoarece pot modifica concentratiile substraturilor
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si/sau produsilor in stratul apos din jurul enzimei, substraturile trebuind sa penetreze in
acest strat apos iar produsii trebuind sa-| paraseasca, pentru ca reactia sa continue.

2.3. Mecanismul de actiune al enzimelor in mediu neapos

Stim deci ca enzimele sunt intacte structural in mediu organic. Se pune in
continuare urmatoarea intrebare: va determina solventul o modificare in mecanismul
unei reactii biocatalitice date?

Impactul cineticii enzimatice neapoase a devenit evident cand s-a descoperit ca
lipazele si serin-proteinazele ar putea cataliza reactii de transesterificare in absenta
apei. In solutie apoasa aceste enzime catalizeaza hidroliza esterilor prin mecanism acil-
enzima, similar cu scindarea legaturilor amidice (cap. 2.1.2). Este foarte important de
stiut dacd mecanismui acil-enzima apare si in reactiile de transesterificare intre un ester
si un alcool, catalizate de serin-proteaze in solventi organici.

Klibanov si colab. au analizat mecanismul transesterificarilor catalizate de
subtilizind si a-chimotripsina [2.27] in diversi solventi. Comportarea cinetica observata
indica faptul ca toate enzimele testate urmeaza cinetica clasicd Michaelis-Menten.

Mecanismul similar al serin-proteazelor in mediu apos $i neapos a fost sustinut si
prin analiza Hammett a scindarii acetatilor de fenil para-substituiti, catalizata de
subtilizina Carisberg. Cand constanta de specificitate (k..t/Km) a fost reprezentata grafic
in functie de constanta substituent (c™') a substratului, s-au obtinut corelari liniare pentru
sase solventi, inclusiv apa, care difera foarte mult prin hidrofobicitate si polaritate.
Constantele de reactie (p) determinate din corelari liniare sunt independente de natura
solventului. Valoarea p, care reflectd distributia de sarcini in starea de tranzitie, este
foarte sensibila la mecanismul enzimatic si de aceea datele sugereaza ca structura starii
de tranzitie formate prin acilarea subtilizinei cu acetatii de fenil, este aceeasi, indiferent
de solvent [2.55].

Starea de tranzitie pentru etapa de dezacilare a fost comparata in diferiti solventi
prin investigarea efectelor izotopice cinetice intr-o reactie de transesterificare model
intre butiratul de vinil si 1-butanol (BuOH sau BuOD) catalizata de subtilizina sau lipaza.
Acelasi efect izotopic cinetic al deuteriului a fost observat pentru ambele enzime.
Raporturile "V/PV si 'K 2°°°/PK,,2°*° sunt asemandtoare in solventi diferiti si egale cu
Aka/Pks (k3 este constanta de viteza a etapei de dezacilare), indicand ca structura starii
de tranzitie pentru dezacilare este independenta de natura mediului de reactie [2.56].

Chatterjee si Russell au demonstrat existenta unui intermediar stabil acil-enzima,
intr-o serie de studii cinetice de stare stationara, in reactia de transesterificare catalizata
de subtilizind. in hexan, acetonitril si dioxan s-a observat o reactie partiald intre enzima
si butirat de p-nitrofenil, in absenta unui alcool, ceea ce sustine mecanismul acil-enzima
de tip ping-pong (figura 2.4) [2.57].

Dependenta liniara a 1/keat Si @ 1/Kyy de 1/[S2] si independenta a kea! Kn de [S2]
au fost confirmate experimental, asa cum era de asteptat conform mecanismului acil-
enzimad. Mai mult, la 43°C, cand dezacilarea este etapa determinanta de viteza, reactia
de transesterificare intre Ac-Phe-OMe sau Ac-Phe-OEt si un amestec de
propanol/butanol are ca rezultat acelasi raport de ester propilic si butilic i
transesterificarea esterilor metilici si etilici ai fenilalaninei cu propanol duce la formarea
esterului propilic cu aceeasi viteza, ceea ce denota ca dezacilarea are loc pornind de la
acelasi intermediar acil-enzima. Toate aceste date experimentale confirma mentinerea
mecanismului acil-enzima in medii organice.
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Figura 2.4. Mecanismul acil-enzima pentru hidroliza si transesterificarea
catalizata de subtilizina.

2.4. Cinetica si termodinamica proceselor enzimatice in mediu neapos

2.4.1. Modele

Deoarece activitatea enzimatica in diferiti solventi organici variaza semnificativ
(de exemplu viteza de transesterificare catalizata de chimotripsina creste de 43.000 ori
la inlocuirea dimetilformamidei cu hexadecan [2.27]), exista probabil corelari cantitative
intre proprietatile solventului si activitatea enzimatica. Studiul unor astfel de corelari a
provocat dezbateri active in literatura de specialitate.

Au fost concepute o serie de modele care coreleaza caracteristicile fizico-chimice
ale solventilor cu activitatea enzimatica. Un prim model, introdus de Brink $i Tramper
pentru epoxidarea propenei, utilizeaza parametrul de solubilitate Hildebrand [2.58].

Cel mai popular descriptor de solvent introdus de Laane si colab. este logP[2.59].
Ei au gasit o relatie cantitativa intre hidrofobicitatea solventului si activitatea biocatalitica
sl au aratat ca solventii optimi pentru activitate sunt cei care au valori ridicate ale /ogP.
Ei au constatat mentinerea activitatii biocatalitice in reactia de epoxidare a propenei in
solventi cu valon ale logP > 4 (decanol, hexadecan, diftalat, esteri, etc.). Solventi cu
logP < 2 (alcooli cu catena scurta, solventi miscibili cu apa, esteri si eteri cu catena
scurta, etc.) erau nepotriviti pentru biocataliza. Aceste date sunt in acord cu capacitatea
solventilor hidrofili de a indeparta apa esentialda pentru catalizd din enzima. Totusi,
modelul nu poate explica de exemplu activitatea surprinzator de mare a lipazei
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pancreatice porcine in piridind, a subtilizinei in dimetilformamida sau activitatea ridicata
a peroxidazei din hrean in solventi hidrofili nemiscibili cu apa.

Aceasta lipsa a modelului fost corectata intr-o oarecare masura prin includerea
unui termen in expresia lui logP pentru puterea de solubilizare a apei de catre solvent.
Pentru solventii saturati cu apa, aceasta expresie e data de ecuatia:

LOchon‘: (1'X) /OgPso|vent+ X /OgPapa

unde x este solubilitatea apei in fracti molare. Modelul acesta corectat explica
activitatea in solventi ca acetatul de etil si dietileterul, dar nu in solventii miscibili in apa.

Activitatea enzimatica a fost legata si de alti parametri de solvent. Deoarece o
abordare uniparametricd nu poate reflecta complexitatea interactiunilor enzima-solvent,
este necesara introducerea unor parametri multidimensionali. Pentru a explica
denaturarea reversibild a unor proteine prin striparea apei indusa de solvent,
Khmelnitsky si colab. au realizat un model termodinamic care leagad pragul de
concentratie al solventului organic (concentratia la care o enzima in apa incepe sa se
dezactiveze) cu hidrofobicitatea, capacitatea de solvatare si geometria moleculara a
solventului. Pe baza acestui model ei au propus un parametru cantitativ, capacitatea de
denaturare, ca 0 masura a puterii denaturante a solventului [2.60].

Desi s-au realizat numeroase studii, nu este inca clar care dintre caracteristicile
solventului organic sunt importante pentru activitatea enzimatica. imiscibilitatea si
nepolaritatea solventului nu sunt proprietdati in mod necesar utile si suficiente in
prezicerea eficacitatii catalitice a enzimelor. Pe langa proprietatile fizico-chimice ale
solventului, si geometria (chiralitatea) acestuia poate influenta activitatea enzimatica in
mediu organic [2.61].

2.4.2. Constante cinetice aparente si constante de viteza individuale

Efectele apei si a solventului asupra activitatii enzimatice sunt descrise cel mai
adesea prin modificarile K, $i V pentru perechea enzima-substrat.

De exemplu, in reactia de esterificare in solventi organici catalizata de a-
chimotripsina, V a crescut semnificativ, dar K, a scazut lent, la o crestere a logP [2.62].
S-a observat o scadere a lui K, pentru subtilizina BPN’ in tetrahidrofuran, la adaugare
de 5 ul/ml apa [2.63].

Un studiu cinetic al tripsinei a aratat ca cresterea continutului de solvent miscibil
cu apa (9:1 amestec dimetilformamida si dimetilsulfoxid) a redus k¢, pentru activitatea
amidazica, fatd de cea esterazica, in timp ce K, a crescut muit pentru ambele reactii
[2.64]. O scadere a activitati amidazice, concomitent cu mentinerea unei activitati
esterazice ridicate in prezenta solventilor organici miscibili in apa a fost observata si
pentru a-chimotripsind, papaina si subtilizina. Ele pot fi deci utilizate ca peptid-ligaze in
sinteza de peptide, peptidele rezultate nefiind supuse hidrolizei secundare [2.65].

Valorile K, si keat (V) de mai sus sunt de fapt constante cinetice aparente.
Masurand aceste constante cinetice si corelandu-le cu natura mediului se pot obtine
informatii despre structura si functionarea enzimei. Dar, constantele cinetice aparente
pot fi functie nu numai de constantele de viteza individuale ale unui anumit mecanism, ci
si de orice alt factor care afecteaza activitatea enzimaticd (modificarile in etapa
determinanta de viteza, limitarile de transfer de masa, concentratile de substrat). De
aceea, pentru a intelege in detaliu interactiunile enzima-solvent, este necesara
masurarea constantelor de viteza individuale.
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Chatterjee si Russell [2.66] au determinat constantele de viteza individuaie pentru
reactii in solventi aproape anhidri. Utilizdnd metoda nucleofilului adaugat, ei au masurat
efectul modificarii solventului asupra etapelor de legare si catalitica a reactiei de
transesterificare catalizata de subtilizina (figura 2.5). Rezultatele lor au indicat ca
descresterea globala de activitate a subtilizinei in solventi organici se datoreaza in
principal valorilor mari ale constantei de asociere enzima-substrat (K;), care descreste la
cresterea JogP a solventului. Constantele de viteza pentru acilare (k) si dezacilare (k3)
au crescut cu cresterea lui logP si respectiv a constantei dielectrice a mediului. Variatia
lui k3 cu dielectricul mediului a subliniat faptul ca intermediarul tetraedric implicat in
etapa de dezacilare in solventi organici era incarcat.

Sz
R E+P

k
E+S,«» ES, ——>» EA ’
Ks k, K,

S E +P
3 3
Figura 2.5. Schema cinetica si ecuatiile pentru determinarea constantelor

individuale de viteza pentru reactia de transesterificare in solventi
organici, catalizata de subtilizina, prin metoda nucleofilului adaugat.

Wankigar si colab. au gasit de asemenea ca etapa determinanta de viteza in
mediu anhidru este acilarea, dar la adaugarea de 2% apa, subtilizina inverseaza etapa
determinanta de viteza, aceasta devenind dezacilarea, in primul rdnd datorita cresterii
vitezei de acilare. Etapa determinanta de viteza in hidroliza aceluiasi ester in solutie
apoasa este dezacilarea. Astfel, etapa determinanta de viteza poate fi modificata atat de
solvent, cat si prin adaugarea de apa intr-un anumit solvent [2.67].

Wankigar si colab. au legat modificarea vitezei individuale in solventi de
capacitatea acestora de a stabiliza starea de tranzitie. Deoarece transesterificarea
catalizata de subtilizina in solventi organici urmeaza mecanismul acil-enzima, implicand
o stare de tranzitie polara incarcata, ea trebuie sa fie stabilizata de un mediu polar. intr-
adevar, starea de tranzitie a subtilizinei BPN’ este intrinsec mai stabila in acetona (mai
polard) decéat in hexan (nepolar) (diferenta in energiile libere intrinseci de stabilizare a
starii de tranzitie intre hexan si acetona este de 1,75 kcal/mol). Faptul ca stabilizarea
starii de tranzitie se coreleazd mai bine cu polaritatea solventului decat cu
hidrofobicitatea acestuia sugereaza ca efectul solventului este in primul rand
electrostatic, aga cum ne-am astepta de la o stare de tranzitie incarcata.

Xu si colab. au confirmat ca polaritatea este un factor important in stabilizarea
starii de tranzitie incarcate si ca viteza unei reactii enzimatice care are loc prin
intermediul unei astfel de stari de tranzitie poate fi maritd prin cresterea polaritatii
situsului activ (de exemplu prin adaugare de apa) [2.63].

Este important sa distingem intre efectele solventului asupra functionarii enzimei
atat in termeni cinetici cat si termodinamici. Un solvent poate afecta activitatea si
specificitatea enzimei modificand partitia substraturilor si produsilor intre faza organica si
faza micro-apoasa de la situsul activ. Acest efect de partitie poate fi utilizat pentru a
explica cresterea generala in valorile aparente ale K, daca enzima este plasata intr-un
solvent organic, si nu in mediu apos. Dordick [2.68] a aratat ca eficienta catalitica
depinde de caracteristicile fizico-chimice ale substratului (hidrofobicitate si proprietati
electrice) si solventului (polaritate si hidrofobicitate). Ele determina partitia substratului
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intre mediul de reactie $i situsul activ ai enzimei. Partitia este redusa prin cresterea
hidrofobicitatii substratului $i solventului. Acest lucru implica o0 mai mare concentratie a
substratului pentru a satura enzima, ceea ce duce la o crestere a K, aparent in mediu
organic, fata de cel apos.

Pe baza efectului de solvatare a substratului, Halling [2.40] a sugerat ca este
necesar sa se distinga doua tipuri de constante Michaelis: un K, real (Kma, pe baza
concentratiilor masurate in faza apoasa), care reflecta efectul intrinsec al solventului
asupra catalizei enzimatice si un K, aparent (Kmo, pe baza concentratiilor in faza
organica). Pentru transesterificarea catalizata de subtilizina intre esterul p-nitrofenilic de
N-CBZ-L-alanina (sau leucina) si $i 1-butanol, valorile K aparente pentru ester au
crescut cu cresterea solubilitatii substratului in solvent, dar valorile corectate ale lui Kn,
(Km/Ss) au indicat o tendinta diametral opusa [2.69].

2.4.3. Efectul mediului organic asupra pozitiei de echilibru

Se cunoaste ca un mediu cu continut redus de apa este favorabil pentru
deplasarea echilibrului hidrolitic in directia sintezei. O concentratie redusa de apa si
partitia intre substraturi si produsi sunt factorii de care depinde gradul de deplasare al
echilibrului [2.40].

Efectul solventului asupra echilibrului a fost mai putin studiat. Halling [2.70] a
studiat acest efect asupra pozitiei de echilibru a reactiilor organice si aratat ca reactiile
de esterificare sunt de >10* ori mai favorabile in solventi nepolari (ex. hexan) decat in
solventi polari (ex. eter etilic). Constantele de echilibru se coreleaza bine cu solubilitatea
apei in solvent. Acesta regula pare sa se aplice si pentru alte reactii de echilibru.

2.5. Noi proprietati ale enzimelor in mediu organic

Se accepta in general ca, atunci cand enzimele sunt plasate in mediul organic,
ele manifesta proprietati schimbate, cum ar fi :
o specificitate de substrat, stereo-, regeo- si chemostabilitate modificata,
e memorie moleculara,
e capacitate de a cataliza reactii cinetic sau termodinamic imposibile in solutii
apoase,
o termostabilitate crescuta.

2.5.1. Specificitatea de substrat a enzimelor in mediu neapos

Rigiditatea enzimelor in solventi organici are drept consecinta modificarea
specificitatii de substrat. Este bine cunoscut faptul ca legarea enzimei de substrat este
forta motrice a catalizei enzimatice. Deoarece aceasta legatura este determinata de
diferenta intre energia complexului enzima-substrat si energia enzimei $i a substratului
in solutie, legatura este intotdeauna influentata de solvent.

Zaks si Klibanov [2.31] au aratat ca specificitatea de substrat a a-chimotripsinei,
subtilizinei $i esterazei s-a schimbat radical prin inlocuirea mediului apos cu un solvent
organic. Astfel, specificitatea de substrat a chimotripsinei in octan s-a inversat fata de
cea din apa. Deoarece interactiunile hidrofobe contribuie in mod semnificativ la legarea
de substrat a a-chimotripsinei in apa, s-a sugerat ca inversarea specificitatii de substrat
in solventi organici s-ar datora lipsei interactiunilor hidrofobe in mediile neapoase.

Rezultate similare calitativ au fost obtinute cu a-chimotripsina modificata cu PEG,
tripsind si subtilizind in benzen. in timp ce pentru chimotripsina in apa kea/Km a variat
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intre aminoacizii aromatici $i cei bazici cu mai mult de trei ordine de marime, in benzen,
valorile keaKm erau similare. Mai muit, N-Bz-L-Lys-OMe, hidrolizata in apa cu o viteza
de 1/15 din cea a N-Bz-L-Tyr-OEt, a devenit un substrat de trei ori mai reactiv in
benzen. Autorii au aratat ca specificitatea a-chimotripsinei fata de inhibitorii specifici ai
situsului activ in solventi organici era de asemenea inversata. Fluorura de
fenilmetilsulfonil, care reactioneaza cu serina din situsul activ si inactiveaza rapid enzima
in apa, are un efect slab asupra chimotripsinei in benzen [2.71].

Clapés si Adlecreutz [2.72] au studiat esterificarea aminoacizilor N-acetilati
catalizata de a-chimotripsina in medii organice. Au gasit ca in timp ce specificitatea
enzimei pentru catena laterala a aminoacidului in acetat de etil si acetonitril era
aproximativ aceeasi ca $i in apa, specificitatea fata de gruparile N-protejate era inversa.
Au observat o viteza mult mai mare la derivatii N-acetil fata de cei N-benziloxicarbonil.
Autorii au sugerat ca interactiunile hidrofobe mai importante erau responsabile pentru
viteza mai mare de hidroliza in apa a substraturilor cu grupari protectoare nepolare mari.
in solventii organici, unde interactiunile hidrofobe nu joacéa nici un rol, substraturile mai
putin blocate steric, cu grupari N-protejate mai mici, precum acetil, devin mult mai
favorabile. Aceasta explicatie era de asemenea in acord cu faptul ca in solventii organici
log(kea/Kim) s€ corela mai bine cu refractivitatea molara a catenei laterale a aminoacidului
(o masura a masei substituentului) decat cu hidrofobicitatea sa.

Lipsa interactiunilor hidrofobe in medii organice a fost responsabilda pentru
modificarea specificitati proteazelor fatd de nucleofili. Autorii au demonstrat ca
reactivitatea gruparii amino neprotejate a amidelor aminoacizilor intr-o reactie de
transfer de acil in apa era in principal determinata de partitia nucleofilului din mediu la
subsitusul de legare a enzimei si se corela bine cu hidrofobicitatea nucleofilului. Deloc
surprinzator, specificitatea a-chimotripsinei fatd de amidele aminoacizilor in solventi
organici nu depindea de hidrofobicitatea lor, dar se corela cu volumul Van der Waals
normalizat al aminoacidului, care este determinat de marimea catenei laterale [2.73].

Un model termodinamic care prezice specificitatea de substrat a subtilizinei
Carisberg in medii neapoase pe baza specificitatii enzimei in apa si a caracteristicilor
fizico-chimice ale solventului, a fost conceput de Wescott si Klibanov [2.74]. Autorii au
determinat kea/Km pentru transesterificarea N-acetil-L-fenilalaninei si N-acetil-L-serinei
cu propanol in 20 de solventi anhidri $i au gasit ca (Kcat!Km)ser/(KcatKm)phe Vania de 68 de
ori. Ei au dedus o relatie:

l0g [(Keat/Km)ser/(Keat/Kim)phe Tsowvent = 109(Ppne/Pser) + 100 [(Keat!Kim)ser (KeatfKim)phe Tapa

care permite corelarea raportului parametrilor de specificitate a doua substraturi in orice
solvent organic cu cel din apa, cu conditia ca sa fie cunoscuti coeficientii de partitie
pentru substraturi. Deoarece modelul termodinamic elaborat este independent de
enzima, ar trebui sa fie aplicabil oricarui cuplu enzima-substrat. Pe baza rezultatelor
experimentale obtinute ei au concluzionat ca schimbarea specificitati de substrat a
enzimelor in solventi organici se datoreaza intr-o mare masura energiei de dizolvare a
substratului.

Klibanov si colab. [2.36, 2.75] au utilizat si o0 alta metoda de modificare a
specificitatii de substrat a enzimelor intr-un solvent dat. Liofilizarea chimotripsinei $i
subtilizinei din solutii apoase ce contin inhibitori competitivi a dus atat la cresterea
activitatatii enzimatice de pana la 100 de ori, ci si la schimbarea specificitatii de substrat.
Astfel, valorile k.a/Kn ale subtilizinei liofilizate din tampon fosfat 10 mM, pH 7,8 in
octanol la transesterificarea N-Ac-L-Phe-OMe si N-Ac-L-Ala-OMe cu propanol erau
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similare. Totusi, enzima recuperata din solutia continand un inhibitor competitiv, N-Ac-L-
Tyr-NH;, a reactionat de 10 ori mai eficient cu ultimul substrat decat cu primul. S-a
presupus ca atunci cand un ligand se leaga la 0 enzima in mediu apos, induce
schimbari conformationale (analoage cu reglarea prin receptori alosterici) care raman
nemodificate in timpul liofilizarii $i ulterior, in solvent, dupa ce ligandul este indepartat
prin spalare. intr-un studiu ulterior s-a gasit ca liganzii nu numai ca induc schimbari ale
specificitatii de substrat a enzimelor, dar si protejeaza enzimele impotriva denaturarii
reversibile in timpul liofilizarii [2.76].

2.5.2. Stereoselectivitatea enzimelor in mediu neapos

Enantioselectivitatea, probabil cea mai atractiva caracteristica a sintezei
enzimatice, se datoreaza abilitatii unice a enzimelor de a discrimina intre enantiomeri
unei perechi racemice. Ea se bazeaza pe diferenta de energie libera AAG” a starilor de
tranzitie diastereoizomere ale celor doi enantiomeri. Raportul produsilor enantiomeri
este egal cu raportul constantelor de viteza de ordinul doi corespunzatoare. Pentru
a realiza o reactie enantioselectiva cu un exces enantiomeric ee de 99,9% este
nevoie de AAG™ = 4,5 kcal/mol. Pentru a atinge un produs cu ee de 90%, AAG” =
1,74 kcal/mol. Aceasta valoare a energiei libere corespunde la una sau doua
legaturi de hidrogen iar conditiile de reactie pot fi modificate adesea suficient pentru
a mari enantioselectivitatea unei anumite reactii.

Existd putine metode despre care se stie ca afecteaza enantioselectivitatea
reactilor enzimatice:

¢ mutageneza directionata,
inhibitorii enantioselectivi,
analogii coenzimelor,
sarurile biliare,
substraturile cu substituenti sau grupan protectoare cu efect asupra enantioselectivitatii,
temperatura,
cosolventii miscibili cu apa.
Principalul mijloc de modificare a enantioselectivitati ramane modificarea
conditiilor de reactie, si anume marirea cantitatii de solvent organic, ajustarea pH-ului $i
uneori chiar a temperaturii de reactie. Folosirea solventilor neaposi este, probabil, cel
mai flexibil instrument de schimbare a stereoselectivitatii enzimelor.

O serie de studii [2.77-2.80] au indicat ca enantiospecificitatea reactiilor de
hidroliza a L- si D-esterilor catalizate de subtilizina si chimotripsina in solutii apoase
este mai mare pentru substraturile hidrofobe decat pentru cele hidrofile. In solventi
organici, enantiospecificitatea se reduce semnificativ, iar substraturile hidrofile
devin mai reactive decat cele hidrofobe, cauza fiind diferenta de partitie a
substratului intre situsul activ i mediu; aceasta modificare se reflecta in valorile lui
Km. Drept explicatie, s-a considerat ca la legarea L-esterului la situsul activ al
subtilizinei, din situsul de legare hidrofob al enzimei s-a eliminat un numar mai
mare de molecule de apa decét la legarea D-esterului. Dar, aceasta eliminare este
mai putin favorabild in mediu hidrofob decat in apa. Astfel, reactivitatea L-esterului
in mediu hidrofob scade muit, iar discriminarea intre esterii D si L se reduce. In
literatura existd numeroase studii privind influenta solventilor organici asupra
selectivitatii enzimelor, insa relatiile dintre proprietatile solventului si selectivitate nu
pot fi de obicei generalizate.
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Sunt cunoscute si cazuri de inversie a enantioselectivitatii de catre solventii
organici [2.79, 2.80]. Nu se cunoaste exact daca aceasta inversie este cauzata
direct de solvent sau de modificarea structurii enzimei in prezenta solventului.

Margolin si colaboratorii {2.81] au determinat ca enantiospecificitatea subtilizinei
in solventi organici era diferita fatd de cea in apa, ceea ce a permis autorilor sa
elaboreze o tehnica de incorporare facila a D-aminoacizilor in peptide in conditii
neapoase. Enantiospecificitatea subtilizinelor Carlsberg si BPN’, elastazei, proteazei a-
litice, a-chimotripsinei si tripsinei este mai mica in medii neapoase decat in apa [2.77].

Dewar si Storch [2.82] au observat la transesterificarea esterului cloretilic al N-
acetilalaninei cu propanol o corelare inversa intre enantiospecificitatea subtilizinei si
hidrofobicitatea solventului. Astfel, enantiospecificitatea enzimei era mai scazuta in
solventi cu hidrofobicitate mai mare. Autorii au explicat ca legarea substratului la
subtilizind este insotitd de eliberarea de molecule de apa din enzima. Legarea
productiva a D-aminoacidului nu implica o incorporare a catenei laterale a aminoacidului
in situsul de legare hidrofob al enzimei, si de aceea e insotita de eliberarea a mai putine
molecule de apa, comparativ cu legarea izomerului L. Autorii au concluzionat ca din
moment ce eliberarea moleculelor de apa intr-un solvent hidrofob e termodinamic
nefavorabila, reactivitatea L-enantiomerului in acesti solventi e diminuata intr-o mai
mare masura decat cea a D-enantiomerului $i acest lucru explica scaderea in
enantiospecificitate. Modelul a prezis de asemenea ca diferenta intre enantio-
specificitatea in apa si cea in solvent organic ar trebui sa fie mai mare in cazul
substraturilor cu catene laterale voluminoase. Acest fapt a fost dovedit si experimental.

Sakurai $i colab. [2.77] au gasit o buna corelatie intre hidrofobicitatea solventului
si enantiospecificitate in reactia de transesterificare a N-acetil aminoacizilor catalizata
de subtilizina Carsberg. Acelasi tip de corelatie pentru transesterificarea catalizata de
subtilizina a butiratului de vinil cu sec-fenetolul a dat insa rezultate slabe [2.82]. In
schimb, factorul de enantiospecificitate al subtilizinei (kcat/Km)s/(kcat/Km)r S-a corelat bine
cu momentul dipol si constanta dielectrica a mediului. Aceasta deosebire a fost atribuita
legarii substratului esteric si a celui alcoolic la situsuri de legare diferite, ceea ce a dus la
introducea unui nou model care sa explice efectul solventului asupra selectivitatii
substratului alcoolic. Modelul implica prezenta unei cavitati mari si a uneia mici in situsul
de legare al subtilizinei. Autorii au sugerat ca legarea enantiomerului care reactioneaza
mai incet cu sec-fenetolul a creat o impiedicare stericA mare intre gruparea fenil $i
situsul mic de legare al enzimei. Astfel, orice descrestere a rigiditatii proteinei care
diminueaza impiedicarea sterica ar trebui sa creasca reactivitatea enantiomerului care
reactioneaza mai incet intr-o masura mai mare decat a enantiomerului ce reactioneaza
mai rapid, deoarece cel din urma nu a suportat o impiedicare sterica in primul loc. Din
moment ce rigiditatea proteinei are ca baza in principal interactiunile electrostatice si
legaturile de hidrogen intramoleculare, ea este mai mare in solventi cu constanta
dielectrica scazuta (dioxan) decat in cei cu constanta dielectrica mare (acetonitril). De
aceea, enantiospecificitatea subtilizinei in dioxan este mai mare.

Modelul a fost validat prin modelare pe calculator, care a aratat ca gruparea fenil
a S-enantiomerului fenetolului ocupa cavitatea cea mai spatioasa, in timp ce gruparea
metil era comprimata intr-o cavitate mica a situsului activ. Legarea enantiomerului R se
face exact invers. in conformitate cu modelul, s-a constatat o modificare semnificativa
de reactivitate a R-enantiomerului, cu viteza de reactie mai mica, la trecerea din dioxan
in acetonitril si o scadere a enantioselectivitatii la aditia de apa si de substante care
imitd apa, precum formamida, care sunt cunoscute ca determina cresterea flexibilitatii
proteinelor [2.83].
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Tawaki si Klibanov [2.80] au demonstrat ca enantiospecificitatea proteazei din
Aspergillus oryzae poate fi inversata de catre mediul de reactie. in timp ce reactia de
transesterificare a esterului cloretilic al N-acetil-fenilalaninei cu propanol in solventi
hidrofili ca acetonitrilul, DMF si piridina este mai rapida pentru enantiomerul L, in toluen,
octan si tetraclormetan, toate hidrofobe, se intampla tocmai invers. Autorii au explicat
acest fenomen pe baza existentei a doua moduri alternative de legare pentru
enantiomerii L si D. intr-un mod productiv, L-enantiomerul se leaga la enzima in asa fel
incat gruparea benzil e pozitionata in cavitatea hidrofoba. in schimb, D-izomerul, pentru
a avea o legatura scindabilad intr-un aranjament adecvat, are catena laterala hidrofoba
pozitionatd in solvent. Partitia preferentiala a catenei hidrofobe in solventi hidrofobi
favorizeaza legarea productiva i in consecinta hidroliza mai rapida a D-enantiomerului.

Majoritatea informatiilor asupra efectului apei si al solventilor care imita apa
asupra selectivitati enzimelor in medii organice indica faptul ca enantioselectivitatea
enzimelor se mareste cu cresterea continutului in apa al mediului, pana la o anumita
valoare. Desi nu a fost data nici o explicatie a acestui fenomen, se poate argumenta ca
din moment ce in majoritatea cazurilor cresterea enantioselectivitatii a fost insotita de
cresterea vitezei de reactie, adaugarea apei micgoreaza interactiunile enzima-solvent
nefavorabile i restabileste conformatia nativa, mult mai selectiva, a enzimei.

2.5.3. Termostabilitatea enzimelor in mediu neapos

Multe enzime sunt mai termostabile in solventi organici decat in apa. Este
acceptat faptul ca rigiditatea structurald crescuta si viteza mai scazuta de denaturare
chimica sunt factorii responsabili pentru stabilitatea termica ridicata a multor proteine in
solventi organici. Totugi, expunerea prelungita a proteinelor la temperaturi crescute chiar
in conditit aparent anhidre duce la inactivarea lor.

Deoarece solventii hidrofobi sunt inerti fata de interactiunile cu proteinele, termo-
stabilitatea proteinelor suspendate in medii hidrofobe e de obicei mai mare decat in
medii  hidrofile. Mai mult, in solventi hidrofobi enzimele prezinta temperatun de
denaturare termica marite, care cresc o0 data cu scaderea continutului de apa in
proteina. De exemplu, timpul de injumatatire al chimotripsinei la 100°C [2.27] si cel al
subtilizinei la 110°C [2.36] in octan uscat au fost de 270 si respectiv 80 minute. Spre
comparatie, ti2 al chimotripsinei in solutie apoasa la pH 8,0 la 55°C este de numai 55
min.

Stabilitatea termica a a-chimortipsinei in octan depinde puternic de pH-ul solutiei
apoase din care proteina a fost liofilizata [2.84]. S-a aratat apoi ca nu numai pH-ul ci si
prezenta in solutiile apoase ale proteinelor, inainte de liofilizare, a analogilor de substrat
si a sarurilor simple afecteaza stabilitatea lor in solventi organici [2.38].

Marimea efectului pH-ului asupra stabilitatii depinde de conditiile experimentale si
variaza de la proteina la proteina. Astfel, ti,> al subtilizinei BPN' recuperata dintr-o solutie
cu pH 7,9 in DMF la 45°C, este de 25 de ori mai mare decat cel al enzimei liofilizate din
aceeasi solutie la pH 6,0 [2.85]. S-a observat ca inactivarea termica a subtilizinei BPN’
in alcool tert-amilic anhidru diferd de inactivarea in solutie apoasa. in solvent organic
subtilizina a suferit o inactivare reversibila, iar contributia majora la acest proces a avut-
o dehidratatrea (separarea apei esentiale din enzima in masa de solvent). Cand enzima
a fost analizata in mediu apos, inactivarea nu a fost detectata, deoarece prezenta apei
esentiale a fost restabilitd. Adaugarea de putind apa exogena la solventul organic ar
trebui s& previna separarea apei esentiale si sa stabilizeze enzima impotriva inactivarii
reversibile. Adaugarea de 2% apa in alcool tert-amilic a dus la o stabilizare semnificativa
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a subtilizinei, in schimb cantitati de apa mai mari de 4% au destabilizat-o. Substraturile
esterice au marit stabilitatea subtilizinelor Carisberg si BPN’ in solventi organici, probabil
prin formarea de acil-enzima [2.85].

Reticularea chimica a cristalelor enzimatice determina o crestere a stabilitatii
termice a unui mare numar de proteine. in timp ce activitatea termolizinei reticulate,
dupa o incubare de 18 zile in acetat de etil la 55°C a ramas virtual neschimbata,
termolizina libera a fost inactivata complet dupa 4 zile [2.86].

Activitatea si stabilitatea enzimelor in solventi organici $i amestecuri apos
organice pot fi marite prin inginerie genetica [2.87]. Prin incorporarea aminoacizilor care
pot forma legaturi de hidrogen interne poate creste numarul puntilor de sare si gradul de
reticulare marit ar trebui sa determine cresterea rezistentei la solventi. A fost obtinuta o
subtilizind E mutanta care avea timpul de injumatatire in DMF 40% la 50°C dublu,
comparativ cu cel al enzimei initiale.

Pentru a investiga relatia intre sarcina de pe suprafata unei enzime si stabilitatea
in solventi neaposi, Martinez si Arnold au substituit patru resturi incarcate de pe
suprafata proteazei o-litice cu diferiti aminoacizi si au observat ca inlocuirea unui
aminoacid incarcat cu unul hidrofob a inlaturat interactiunile nefavorabile proteina-
solvent si a dus la o stabilitate proteica marita [2.88].

Prin mutagenezd aleatoare au fost obtinute enzime mai active si solvent-
rezistente. Astfel, o varianta a subtilizinei E hidrolizeaza un substrat peptidic intr-un
amestec DMF/apa, de 256 de ori mai repede decat tipul salbatic. Efectul mutagenezei
asupra stabilitatii a fost insa mai mic, cel mai stabil mutant fiind doar de doua ori mai
stabil in DMF 40% la 50°C, decat enzima initiala [2.89]. Un alt mutant al subtilizinei, cu
sase mutatii stabilizatoare, a prezentat un timp de injumatatire in DMF-anhidra de 50 de
ori mai mare fata de cel al enzimei native [2.87].

2.6. Concluzii

Pentru ca enzimologia neapoasa sa se dezvolte in continuare trebuie rezolvate o
serie de probleme fundamentale. in primul rand trebuie sa avem o intelegere detailata a
relatiei intre structura unui biocatalizator (dinamica, conformatie, structura situsului activ)
si functia sa catalitica (activitate, stabilitate, specificitate). Apoi mai trebuie inca
investigat rolul apei si a solventului asupra actiunii enzimelor in solventi organici. De
exemplu, de ce diferite enzime au dependente in continutul de apa al solventului
diferite? Cat priveste solventul, acesta are doua efecte majore si anume modificarea
distributiei apei esentiale la enzima si a concentratiei de substrat in vecinatatea enzimei
prin solvatarea acestuia. Ambele efecte sunt importante in definirea activitatii unei
enzime intr-un solvent dat. Chiar daca aceste efecte au fost determinate (fie prin
controlarea activitatii apei fie prin considerarea partitiei substratului), mai trebuie tinut
cont de efectele particulare, intrinseci ale diferitilor solventi asupra functionarii enzimei in
mediu neapos. Mai este apoi necesara o modelare matematica cantitativa a cineticii $i
termodinamicii reactiilor enzimatice in mediu neapos. Aceasta pentru ca este improbabil
ca eficacitatea catalitica a enzimelor in mediu neapos sa fie controlata de un singur
mecanism. Factori precum cantitatea si localizarea apei, interactiile intre apa, solvent gi
enzima conduc impreuna la o anumita activitate, specificitate si stabilitate.

In concluzie, existd numeroase dovezi ca proteinele suspendate in solventi
organici nu se denatureaza. Ele isi mentin o conformatie asemanatoare celei native cu
flexibilitate modificata. intelegand cum solventul poate afecta structura si mobilitatea
proteinelor, vom sti cum sa modificam functiile enzimelor, prin "inginerie de solvent".
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Motto:
Das eine Molekiil hat ein anderes geboren.
lémil Fischer

3. Studii privind sinteza a-aminoacizilor optic activi

a-Aminoacizii sunt o clasa reprezentativa de produsi naturali cu functii biologice
si fiziologice importante si diverse.

Se impart in aminoacizi proteinogeni si neproteinogeni. Numarul de structuri
naturale neuzuale, adica neproteinogene cunoscute a crescut $i creste constant, fiind de
700 in 1985 [3.1].

Pe langa rolul lor de constituenti ai peptidelor, proteinelor si poliglicanilor din
celulele bacteriene, aminoacizii au de asemenea o functie importanta in transmiterea
semnalului neuronal (glicina, glutationul) si sunt metabolizati in continuare, de exemplu
la poliamine. Structurile neuzuale sunt produse mai ales de diferite microorganisme si
au evoluat pentru a interfera in caile biochimice ale altor organisme. Prin analogie, un
mare numar de aminoacizi naturali, dar si nenaturali, si-au gasit numeroase aplicatii in
medicina si farmacie, ca regulatori de crestere ai plantelor, in combaterea bolilor lor, etc.

Cu exceptia glicinei, toti a-aminoacizii au structuri chirale $i majoritatea celor
naturali apartin seriei L care, in cele mai multe cazuri, corespunde configuratiei S dupa
regula Cahn-Ingold-Prelog. Un efort considerabil a fost depus pentru obtinerea
aminoacizilor optic activi enantiomeric puri, de ambele configuratii, subiect acoperit de
numeroase referate de literatura [3.2-3.7].

Aminoacizii sunt compusi larg utilizati in industria alimentara, farmaceutica si
cosmetica si de asemenea ca materii prime in sinteza organica. Pentru aplicatii in
industria alimentara si in nutritie numai L-izomerul aminoacizilor este biologic activ. Se
cunosc multe metode chimice de sinteza a aminoacizilor, dar produsii de reactie sunt
amestecuri racemice. Biosinteza aminoacizilor cu microorganisme sau sisteme
enzimatice izolate conduce in exclusivitate la L-izomeri. Din acest motiv metodele
biologice sunt in general preferate, iar pentru obtinerea unei eficiente ridicate a
procesului de fabricare a aminoacizilor optic activi s-au folosit biocatalizatori imobilizati.

Compusii optic activi in general, $i aminoacizii in particular, se obtin folosind ca
materii prime:

e produse naturale chirale accesibile;
e compusi prochirali;

_ e racemice.

In figura 3.1 se prezinta diferitele metode de obtinere a compusilor optic activi
pornind de la cele trei categorii de substante enumerate mai sus.

Factorii care determina eficienta diferitelor cai de obtinere a unui produs si
metodele utilizate variaza de la un produs la altul.
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1. 2.
PRODUSE NATURALE SUBSTRATURI
PROCHIRALE
HIDROLIZA SINTEZA
PROTEINELOR STEREOSELECTIVA
CATALIZA
CHIMIOA BIOCATALIZA
FERMENTATIE BIOCONVERSIE
3
AMESTECURI
RACEMCE
SEPARARE SEPARARE PRIN
DIRECTA TRANSFORMARE CHIMICA
REZOLUTIE CRISTALIZAREA
CINETICA DIASTEREOIZOMERILOR
DIASTEREOIZOMER! SARUR
ENZMATICA CHIMICA COVALENTI DIASTEREQIZOMERE

Figura 3.1. Cai de obtinere a aminoacizilor optic activi

3.1. Produse naturale chirale, surse de L-a-aminoacizi

Sursele naturale de obtinere a aminoacizilor sunt proteinele. Acestea contin 20
de aminoacizi esentiali sub forma de acizi L-a-aminocarboxilici. in natura exista o gama
larga de aminoacizi, inclusiv D-aminoacizi, dar care nu sunt continuti in proteine.
Aminoacizii se obtin din proteine prin hidroliza acida, bazica sau enzimatica [3.8-3.14].
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3.1.1. Hidroliza acida

Importanta practica are numai procedeul clasic al hidrolizei acide. Pentru cativa
aminoacizi (cisteina, tirozina, prolina), aceastd metoda de izolare din produse naturale
chirale accesibile (atat vegetale cat si animale de natura proteica: cheratind, colagen,
gluten, drojdii) a ramas inca una dintre cele mai economice variante.

Hidroliza clasica acida lucreaza cu HCI 6N (110°C) sau cu H,SO4 8N. La
neutralizarea hidrolizatului acid precipitd o fractiune bogata in L-cistind si L-tirozina,
aminoacizi cu solubilitate scazuta in apa, care se separa din amestec prin cristalizare
fractionata (figura 3.2).

Solutia muma mai contine aproximativ 18 aminoacizi. Prin concentrare se obtin
aminoacizi cu solubilitate medie in apa (alaturi de saruri anorganice), din care se
separa, prin cristalizare fractionata, L-leucina si L-izoleucina, alaturi de alti aminoacizi
greu solubili.

Filtratul ramas, care contine aproximativ 16 aminoacizi, se separa in continuare
prin metode cromatografice (cromatografie pe schimbatori de ioni, gel-filtrare) sau
extractive (figura 3.3). in general se utilizeaza schimbatorii de ioni clasici, pe baza de
polistiren reticulat si functionalizat cu grupéari anionice sau cationice (sulfonice,
carboxilice, aminice).

Prin separarea cromatografica a aminoacizilor la scara industriala se obtin fractii
imbogatite in anumiti aminoacizi. Uneori este necesard si o a doua separare
cromatografica pe schimbatori de ioni. Separarea se face pe grupe de aminoacizi bazici,
neutri si acizi. Fractiunile cu mai multi aminoacizi se cromatografiaza din nou sau se
separa prin cristalizare fractionata. Uneori aminoacizii se transforma in clorhidrati sau
alte saruri care se purifica prin cristalizare fractionata, apoi aminoacizii liberi se pun in
libertate prin trecere pe schimbatori de ioni. In hidroliza clasica acida cu HCI triptofanul
este complet distrus, serina si treonina in proportie de pana la 10%, asparagina i
glutamina trec in acizii corespunzatori.

Hidroliza acida se mai poate face si cu acid propionic/HCI 12N in raport 1:1, 15
min la 160°C sau 2h la 130°C, cu acid 4-toluensulfonic 3N, cu acid mercapto-
etansulfonic 3N, 24h la 110°C. Ultima metoda este potrivitd mai ales in scopuri analitice,
deoarece triptofanul ramane nedistrus in proportie de 93%.

3.1.2. Hidroliza alcalina

Hidroliza alcalina cu NaOH 5N in prezentd de amidon solubilizat evita
descompunerea triptofanului dar determina pierderi in cazul aminoaciziior cu sulf,
asparaginei si glutaminei, fiind mai distructiva decat hidroliza acida.

Hidroliza alcalind cu Ba(OH), 6N in autoclava la 700 kPa distruge cisteina si
hidroxiaminoacizii, dar pastreaza triptofanul neatins.

3.1.3. Hidroliza enzimatica

Hidroliza enzimatica este singura metoda nedistructiva de obtinere a
aminoacizilor. In hidroliza proteinelor se folosesc atat exo- cat si endopeptidaze.
R R R R

| I I I
FbNC?QNH—CH—C(TNH—CH—CO%CH—COOH

exopeptidaze endopeptidaze exopeptidaze
(aminopeptidaze) (carboxipeptidaze)
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Endopeptidazele hidrolizeaza legaturile peptidice din interiorul catenei peptidice,
scindand proteinele mari in fragmente mai mici de polipeptide. Unele endopeptidaze
sunt specifice scindarii legaturilor amidice din vecinatatea unui anumit aminoacid. Astfel
pepsina hidrolizeaza legaturile peptidice de la capatul carboxilic al unui rest de
fenilalanina sau tirozina, iar tripsina scindeaza legaturile peptidice de la capatul
carboxilic al lizinet $i argininei.

Enzimele care hidrolizeaza legaturile marginale ale polipeptidelor (aminoacizi
terminali) se numesc exopeptidaze. Aceste enzime au de asemenea specificitate
absoluta. Carboxipeptidazele scindeaza legaturile de la capatul carboxilic al catenei,
scinddnd aminoacidul C-terminal, iar aminopeptidazele scindeaza aminoacidul de la
capatul N-terminal al catenei. Numeroase enzime din aceasta categorie au $i
specificitate pentru legaturile vecine unui anumit aminoacid.

Pentru hidroliza totala a proteinelor sunt necesare amestecuri de diferite proteaze
cu pH-uri si temperaturi optime diferite. De aceea este necesara ajustarea pH-ului $i
temperaturii in timpul procesului de hidroliza.

Desi este complet nedistructiva, hidroliza enzimatica are trei dezavantaje
importante:

e se lucreaza in solutii diluate;

e dureaza timp indelungat;

e este condusa greu pana la hidroliza totala.

Aceste dezavantaje au fost rezolvate, in parte, prin folosirea de proteaze
comerciale $i microbiene pe diferite suporturi $i punerea la punct a unor tehnologii care
utiizeaza enzime cu specificitati foarte diferite, dar care lucreaza in aceleasi conditii de
pH si temperatura [3.10].

Amestecul de aminoacizi liberi obtinut in urma hidrolizei este trecut pe coloane de
schimbatori de ioni (schimbatori de ioni acizi, la pH 2, ca de exemplu copolimer
polistiren sulfonat/divinilbenzen). Eluarea se face cu serii de tampoane cu pH si tarie
ionica crescatoare. Aminoacizii se colecteaza treptat, fractiunile putand fi supuse unor
separari ulterioare [3.12].

Exista si alte variante de separare ca:

e cristalizarea directa a acidului glutamic in prezenta HCI,

e absorbtia selectiva a aminoacizilor aromatici pe carbune activ,

e separarea aminoacizilor acizi, bazici sau neutri prin electroforeza.

La acestea se adauga o serie de metode clasice, ca de exemplu distilarea
fractionata a esterilor aminoacizilor, extractia monoaminoacizilor cu alcool etilic sau
aminoalcooli [3.8].

Dintre toate metodele de separare amintite, studiile cele mai numeroase au fost
consacrate cromatografiei de lichide [3.15-3.18], de gaze [3.19], de schimb ionic [3.12,
3.20] sau de schimb de liganzi [3.21-3.25].
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3.2. Aminoacizi optic activi din substraturi prochirale

3.2.1. Metode biocatalitice de obtinere a aminoacizilor optic activi
3.2.1.1. Obtinerea aminoacizilor optic activi prin fermentatie

Celula microbiana este ,reactantul enzimatic tip membrana” cel mai specializat in
utilizarea sistemelor multienzimatice pentru obtinerea de substante utile.

3.2.1.1.1. Producerea directa de aminoacizi din diverse surse de carbon

Toti cei 19 aminoacizi proteinogeni se pot obtine in principiu prin fermentatie ca
metaboliti primari. Totusi, majoritatea tulpinilor salbatice izolate din natura nu pot
produce cantitati semnificative din punct de vedere industrial decarece supra-productia
de aminoacid este prevenita prin mecanisme de reglare metabolica (inhibitie prin feed-
back), una dintre problemele majore in biosinteza de aminoacizi. Mai mult, membrana
celulara a reprezentat o bariera in eliminarea aminoacidului in mediu, ceea ce a
constituit o alta problema importanta a fermentatiei.

Descoperirea primelor bacterii producatoare de aminoacizi dateaza din 1957
[3.26, 3.27] $i descoperirea sintezei microbiene viabile comercial marcheaza momentul
fondarii industriei fermentative de aminoacizi in Japonia. Au fost gasite numeroase
tulpini de Brevibacterium si Corynebacterium producatoare de acid L-glutamic.

Obtinerea pe cale fermentativa a acidului L-glutamic reprezintad modelul clasic de
obtinere microbiana a aminoacizilor (figura 3.4) [3.20].

Tulpini salbatice de Brevibacterium si Corynebacterium transforma D-glucoza in
acid oxalilacetic care este metabolizat in acid a-oxo-glutaric. Acesta din urma prin
aminare reductiva se transforma in acid L-glutamic.

In cazul tulpinilor salbatice de Brevibacterium flavum sau Corynebacterium
glutamicum sau al mutantilor acestora, producerea metabolitilor este reglata prin feed-
back, astfel ca multe microorganisme produc acid glutamic la nivelul necesarului pentru
crestere si inmultire.

Procesul fermentativ submers de obtinere a acidului L-glutamic parcurge etapele
normale ale fermentatiei: inocul (Erlenmayer), prefermentator (100-500 l), fermentator
intermediar (5-10 m® volum util), fermentator de productie.

Principalele surse de carbon utilizate sunt glucoza, melasa de trestie sau sfecla,
hidrolizatul de amidon. Au fost de asemenea adaptate tehnologii care utilizeaza etanol,
acid acetic sau hidrocarburi. Ca surse de azot se utilizeaza uree sau amoniac gazos.
Datorita necesarului mare de azot, sursa de azot este esentiala pentru obtinerea unor
productivitati mari. Ca substante nutritive se mai folosesc vitamine, precum si substante
minerale necesare cresterii.

Pentru marirea permeabilitatii celulare, este esentiald introducerea in mediu a
unor cantitati suboptime de biotina sau inlocuitori ai acesteia, cum sunt penicilina, acizii
gragi saturati C16 $i C1g Si acidul oleic.

Principalii factori care controleaza biosinteza de aminoacid sunt sterilizarea
echipamentului, mediului si aerului, controlul pH-ului, temperaturii $i spumarii, aerarea $i
agitarea.
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Figura 3.4. Biosinteza acidului L-glutamic

Sterilizarea este importanta nu pentru ca bacteriile ar avea contaminanti specifici
ci pentru ca aminoacidul din mediul de culturd este nutrient pentru multe
microorganisme, ceea ce poate cauza scaderea productivitati. Consumul de oxigen si
transferul termic pe unitatea de volum si de timp sunt mari. Procesul este aerob iar
consumul de oxigen mare, de aceea agitarea si aerarea sunt esentiale:

CeH1206 + 2,33 O, — 0,82 C3HgO4N + 1,99 CO,

Deoarece moleculele de aminoacizi contin muit azot, selectarea unei surse
corespunzatoare si in cantitdti adecvate este esentiala pentru performantele
fermentatiei. Utilizarea amoniacului gazos ca sursa de azot si ca agent de control al pH-
ului rezolva o serie de probleme tehnologice: evita dilutia culturii, controlul pH-ului este
mai precis, echipamentul de operare mai simplu. Spumarea de obicei se controleaza
prin addugarea automatd de antispumanti. In timpul fermentatiei, temperatura se
mentine la 35 C, iar timpul optim de fermentare este de aproximativ 2 zile.

Separarea aminoacidului rezultat in urma fermentatiei se efectueazd conform
urmatoarei scheme generale (figura 3.5) [3.20].

69

BUPT



Cap. 3. Sinteze de aminoacizi optic activi

fermentatie

stabilzare si conditionare —

separare biomasa

separarea celuleior

conditionare
cromatografie de schimb *—h

» concentrare

ionic /\

tratare cu carbune

produs lchid

Y
cristalizare

Y

uscare

» produs solid

Figura 3.5. lzolarea aminoacizilor obtinuti prin fermentatie

Pe langa acid L-glutamic, prin biosinteza s-au mai obtinut si alti aminoacizi: L-Lys,

L-Thr, L-Pro, L-Phe, L-Trp [3.26]. Desi la ora actuala este posibila prepararea tuturor

aminoacizilor prin biosinteza, aplicatii industriale pe scara larga prezinta numai
procesele de obtinere a acidului L-glutamic, L-lizinei, L-alaninei i L-valinei. Astfel, acidul
L-glutamic si L-lizina se obtin la 0 scard de 350.000 si respectiv 70.000 tone/an. In

tabelul 3.1 sunt prezentate cateva exemple de tulpini microbiene care produc

L-aminoacizi si concentratia finald in mediul de cultura [3.26].

Tabelul 3.1. Obtinerea aminoacizilor prin fermentatie

Nr. crt. | L-aminoacid Conc. Finala (g/l) Tulpina microbiana
1. alanina 40 Corynebacterium gelatinosum
2. arginina 35 Brevibactenum flavum
3. acid glutamic 39 Brevibactenium flavum
100 Corynebactenium sp.
4. histidina 10 Brevibactenum flavum
15 Corynebactenum glutamicum
5. izoleucina 30 Brevibacterium flavum
6. leucina 30 Brevibacterium lactofermentum
7. lizina 32 Brevibacternium flavum
70 Brevibactenum lactofermentum
44 Corynebactenum flavumn
8. fenilalanina 25 Brevibactenum lactofermentum
6 Bacillus subtilis
9. omitina 26 Corynebacterium glutamicum
10. prolina 35 Brevibactenum flavum
11. treonina 18 Brevibacterium flavum
25 Serratia narcescens
12. triptofan 20 Brevibacterium flavum
6,1 Bacillus subtilis
13. valina 23 Brevibacterium lactofermentum
30 Corynebacterium glutamicum
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Proprietatile tulpinilor pot fi modificate prin selectie si mutatii repetate, in genul
geneticii clasice sau, cum se realizeaza in prezent, prin metoda manipularii genetice
directe. Aplicarea tehnologiei ADN recombinant a dus la obtinerea de tulpini mult
imbunatatite.

Fermentatia este in general un proces discontinuu. Acesta poate fi condus si in
mod continuu prin cuplarea fazelor de crestere a microorganismelor cu faza de
productie si totodata cu procesele de prelucrare a solutiilor finale, de exemplu prin
folosirea membranelor. I1zolarea aminoacidului din solutile relativ diluate si separarea
din biomasa a numerosilor produsi secundari formati sunt factori determinanti in
alegerea modului de operare, continuu sau discontinuu, al procesului.

Eficacitatea fermentatiilor si preturile de cost depind de volumul de productie
necesar pentru a sustine o cercetare corespunzatoare. Este cazul L-Phe a carui proces
fermentativ a fost mult imbunatatit odatad cu utilizarea sa in sinteza aspartamului $i
respectiv a L-Pro, sinton chiral in sinteza unor medicamente antihipertensive, si anume
ACE-inhibitorii.

Fermentatia nu este totdeauna cea mai economica metoda de producere de
aminoacizi. De exemplu acidul aspartic, materia prima pentru aspartam, se obtine mai
economic prin aditia enzimatica a amoniacului la acid fumaric, catalizatd de aspartaza
din celule imobilizate de Escherichia coli, intr-un proces continuu.

3.2.1.1.2. Metoda precursorilor

Pentru unii aminoacizi, ca L-Trp sau L-Ser, fermentatia directa a fost foarte greu
de realizat, din cauza dificultati de a evita controlul metabolic. Pentru ei a fost
dezvoltatd metoda fermentatiei precursorilor. Ca precursori se utilizeaza unii metaboliti
intermediari din calea metabolica de sinteza a aminoacidului respectiv. Biosinteza de
aminoacid este insotita de o serie de reactii secundare, ca de exemplu sinteza de ATP
si de aceea se utilizeaza $i surse obisnuite de carbon, aga cum este glucoza.

Astfel, L-Trp se obtine din tulpini de Hansenula anomala, utilizand ca precursori
acid antranilic sau indol, ca surse de carbon glucoza, etanol sau glicerina, obtinandu-se
concentrati de 3 mg/l si un randament de 90%. L-Ser se obtine din culturi de
Corynebacterium glycinophilum, utilizadnd ca sursa de carbon glucoza si ca precursor
glicina, la o concentratie de 10 mg/l. Un alt exemplu este bioconversia acidului
a-cetoizocapronic in L-leucina, cu tulpini de Corynebacternum glutamicum [3.28].

3.2.1.2. Aminoacizi optic activi prin sinteza enzimatica asimetrica
din precursori prochirali

O transformare microbiand (biotransformare, bioconversie) reprezinta
transformarea unui substrat prin intermediul unui microorganism sau a produsilor
acestuia. Este o reactie catalizata de enzime izolate sau celule intregi, viabile sau nu, in
procese nefermentative. In timp ce fermentatia utilizeaza surse de carbon si azot si
produsul util este un metabolit al microorganismului, produs in fazele sale de crestere si
inmultire, in transformarea microbiand microorganismul este folosit ca sursa, ca purtator
de enzime, nefiind esentiala activitatea sa metabolica. Biotransformarea duce la o
modificare simpla si specifica in molecula de substrat, natural sau nenatural.

Ca substraturi se utilizeaza derivati sau precursori de aminoacizi. Se obtine doar
un singur stereoizomer, iar procesul nu este insotit de reactii secundare. Ca precursori
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se utilizeaza a-cetoacizi, a-hidroxiacizi, acizi carboxilici a,f3-nesaturati iar ca enzime
aminotransferaze, dehidrogenaze, liaze, decarboxilaze (3.4, 3.29]. Toate aceste clase
de enzime necesita cofactor, astfel ca apare in plus problema regenerarii $i recircularii
acestuia. Dintre sistemele studiate, reactorul membrana dezvoltat de Wandrey si colab.,
care permite regenerarea cofactorului, pare viabil comercial. A fost pus la punct un
proces de sinteza continua de L-aminoacizi $i 2-hidroxiacizi la scara de laborator si pilot
cu un consum minim de coenzima [3.29].

Vor fi prezentate cateva exemple reprezentative, in functie de tipul de enzima utilizat.

3.2.1.2.1. Dehidrogenaze

Reducerea enantioselectiva a legaturii C=N prin procedee enzimatice se poate
face cu transaminaze (E.C. 2.6.1) sau aminoacid dehidrogenaze (E.C. 1.4.1)).

Aminoacid dehidrogenazele catalizeaza aminarea reductiva enantioselectiva a a-
cetoacizilor la L-aminoacizi, cu consumarea unui echivalent de cofactor (NADH sau
NADPH) (figura 3.6). Reactia este un echilibru, in cele mai multe cazuri el fiind deplasat
catre produsul aminat. Derivatii imino, continand legatura C=N, sunt intermediari de
reactie intre cetoacizi $i aminoacizi. Toate aminoacid dehidrogenazele catalizeaza
reducerea cetoacizilor prochirali la L-aminoacizi (configuratie S). Nu s-au gasit inca D-
aminoacid dehidrogenaze. Cele mai importante dehidrogenaze sunt alanin
dehidrogenaza (AlaDH, E.C. 1.4.1.1, Bacillus, Streptomyces, Halobacterium), fenilalanin
dehidrogenaza (PheDH, Brevibacterium, Bacillus, Rhodococcus), leucin dehidrogenaza
(LeuDH, E.C. 1.4.1.9, Bacillus, Clostndium), glutamat dehidrogenaza (E.C.1.4.1.2-
1.4.1.4, din bacterii, fungi, drojdii, surse animale), cea mai studiata dintre ele. LeuDH
catalizeaza sinteza de aminoacizi ramificati, proteinogeni (Val, Leu, lle) sau nenaturali
(tert-Leu, L-B-hidroxivalind), AlaDH, cu o specificitate de substrat mai redusa, de analogi
de L-Ala, inclusiv marcati cu '°N, iar PheDH de L-Phe, L-His, L-lle, dar si de L-
homofenilalanina, componentd a ACE-inhibitorilor [3.30]. Exploatarea comerciala a
acestui proces depinde de gasirea unei metode economice de regenerare a NADH,
ceea ce se poate realiza de exemplu prin utilizarea formiat dehidrogenazei (E.C.
1.2.1.43) [3.31, 3.32].

R COOH aminoacid
. dehidrogenaza R COOCH
I + NH, - > \ + HPO
0 CN $
+ . H NH,
PEG-NADH+H NAD -PEG
'y

/ f‘ormi'at—‘

002 dehidrogenaza HCOOH
R Enzima Produs
CHs L-alanin dehidrogenaz3 L-Ala
(CH3).CHCH; L-leucin dehidrogenaza L-Leu
(CHs3).CH L-leucin dehidrogenaza L-Val
(CHa)sC L-leucin dehidrogenaza L-tert-Leu
CsHsCH: L-fenilalanin dehidrogenaza L-Phe

Figura 3.6. Aminarea reductiva enantioselectiva a a-cetoacizilor cu regenerarea
in situ a cofactorului, intr-un bioreactor membrana
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O alta problema este separarea substratului si produsilor de NADH. Acest lucru a
fost rezolvat prin legarea celui din urma de PEG (M 20.000) si imobilizarea conjugatului
PEG-NAD(H) pe una din fetele unei membrane de ultrafiltrare. Un astfel de proces si de
bioreactor membrana cu operare continua au fost elaborate de Wandrey si colab. si
comercializate de Degussa pentru producerea de L-alanina, dar si pentru alti aminoacizi
(capacitate 250 t/an, 1987). Astfel, L-Leu a fost obtinuta la o productivitate de 200 g/l-zi,
la o recirculare a PEG-cofactorului de 70000 [3.29].

O varianta a acestui sistem este cuplarea unei a-hidroxiacid dehidrogenaze cu o
aminoacid dehidrogenaza intr-un reactor membrana, pentru transformarea unui o-
hidroxiacid la un L-aminoacid prin formarea in situ a cetoacidului {3.29]. Cuplarea celor
doua reactii face ca sa nu mai apara un consum net de NADH. Astfel, acidul L-lactic
poate fi transformat in L-alanina utilizdnd L-lactat dehidrogenaza simultan cu L-alanin
dehidrogenaza. Daca se utilizeaza atat L- cat si D-lactat dehidrogenaza, in sistem poate
fi utilizat ca substrat acidul lactic racemic (figura 3.7). Acest sistem ilustreaza o tendinta
generala in transformarile enzimatice, si anume utilizarea sistemelor enzimatice cuplate
pentru a evita consumul de cofactor.

R COOH E,/E,
OH A R l COOH
NAD  NADH + H'
o)
R COOH A
H NH, E,+ NH,

E1/E2 = D- si L-hidroxiacid dehidrogenaza, E; = L-aminoacid dehidrogenaza
Figura 3.7. L-aminoacizi din a-hidroxiacizi

Prin transaminarea reductiva a 2-oxo-3-fluoroglutaratului racemic cu glutamat
dehidrogenaza se obtin ambii diastereomeri ai acidului B-fluoroglutamic. NADH
consumat este regenerat in situ prin cuplare cu sistemul alcool dehidrogenaza/etanol.
Cei doi diastereoizomeri, separati prin cromatografie de schimb ionic, se obtin optic puri
(figura 3.8) [3.33]. 0

I

OFEt EtOC 1
1.NaOEVEt.O » S Ot _1.HOAc/HCI

F COEt + T o »
__CG, EtO™ T 2BrCHCOEL © EOC ,L i 2NaHCO,
© 43% 66%
° ’ NH, NH,
. OFt :
\/K v 1.glutamat-dehidrogenaza e + R
Etozc/ | NAD~7Alcoordehidrogenaza (droam > F02- | COH HOC :  CQH
F O 2. Schimbatori de ioni F £

96%
Figura 3.8. Sinteza diastereomerilor acidului f-fluoroglutamic prin transaminarea
reductiva a 2-oxo-3-fluoroglutaratului

in figura 3.9 se prezintd schema de obtinere a a-aminoadipatului optic pur
(randament 84%) din a-cetoadipat si amoniac cu glutamat dehidrogenaza. NADH
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consumat este regenerat prin cuplarea reactiei de transaminare reductiva cu ciclizarea
oxidativd unui mezo-diol la lactona optic activa corespunzatoare cu alcool
dehidrogenaza din ficat de cal (HLADH), care necesitd NAD". Reactia are loc in sistem
bifazic, care permite separarea usoara a produsilor si evita problemele normale
generate de inhibitia de produs [3.34).

E\J @)
HOC. : - HOC
2 C 2 -
02 A 2 COZ
L-a-aminoadipat glutamat-DH a—cetoadipat
»
NAD' NADH
f
P OH alcool-DH
h A 1/ o)
N ~~
OH o

Figura 3.9. Sinteza a-aminoadipatului din a-cetoadipat $i amoniac cu
glutamat- si alcool-dehidrogenaza

Avand avantajul transformarii cantitative a cetoacidului, metoda reprezinta o cale
interesanta catre a-aminoacizi, daca se rezolva problema regenerarii cofactorului.

3.2.1.2.2. Aminotransferaze

in principiu toti aminoacizii se pot obtine din 2-cetoacizii corespunzatori, utilizand
ca donor de grupare amino un aminoacid ieftin, aceasta deoarece existd numeroase
specii de transaminaze, sau, conform numelui sistematic, aminotransferaze [3.29, 3.35,
3.36], specifice pentru reactiile de transaminare ale aminoacizilor acizi, aromatici, hidro-
fobi, cu catenad ramificatd cum sunt aspartat aminotransferaza, aminoacid aromatic
aminotransferaza, alanin-valin aminotransferaza, aspartat aminotransferaza, majoritatea
cu o specificitate de substrat relativ larga, produse de Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Bacillus stearothermophilus, Achromobacter eurydice, Klebsiella aerogenes, Pseudo-
monas putita, Saccharomyces cerevisiae, sau extrase din organe animale (miocardul
porcin) etc.[3.37]. Metoda a fost aplicata la scara de laborator pentru L-Ala, L-Phe, L-
Trp, etc.

Transaminazele au ca si cofactor piridoxal-5-fosfat, legat sub forma de baza
Schiff de gruparea g-amino a unui rest de lizina din situsul activ.

Reactia de transaminare este o reactie de echilibru intre L-aminoacid si 2-
cetoacid, echilibru care se poate deplasa printr-un exces de donor amino, mai ieftin (se
obtine insa un amestec in care produsul dorit este in concentratie relativ mica), sau prin
separarea continua a unuia dintre produsi prin metode fizice sau transformarea sa prin
reactii consecutive. Desi acidul glutamic este donorul amino pentru aminotransferaze,
reactia decurge si cu acid L-aspartic, si in acest caz deplasarea totala a echilibrului se
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face prin decarboxilarea acidului oxaloacetic format la acid piruvic, fie chimic (cu ioni
metalici, baze) fie enzimatic (cu oxalat decarboxilaza) (3.36].

Un exemplu de proces la scara industriala (600 t/an) este sinteza L-fenilalaninei
cu o transaminaza piridoxal-5'-fosfat-dependenta. Benzilidenhidantoina este hidrolizata
la acid fenilpiruvic si apoi transaminata cu acid aspartic ca donor de grupare amino.
Acidul oxalilacetic este apoi decarboxilat la acid piruvic (figura 3.10) [3.38].

0
COH
““NH - ©, transaminaza H COH
N . no > 0 > / NH,,
_H © ' Y L-Phe
H, CoH COH
- - ——» piruvat
HOL NH, HOC 0

Figura 3.10. Sinteza L-Phe din hidantoina corespunzatoare cu transaminaze

Paserat si Bolte [3.39] au descris o utilizare interesanta a glutamic oxaloacetic
aminotransferazei imobilizate la sinteza acizilor y-hidroxi-L-glutamici (figura %1 1).

9 glutamic oxaloacetic aminotransferaza HOL =
g 7 OH o . no'l S\
S . B NH
HOH o H 2
4
o O
M Me I
HO§/ S\‘\\ a-i \j 0“' + SO2
H NH, o)
4
0 \ | i
Hoe 1 e > o
‘6 OH glutamic oxaloacetic aminotransferaza H H H \'Hz
H

Figura 3.11. Sinteza acizilor y-hidroxi-L-glutamici cu glutamic oxaloacetic
aminotransferaza

Acizii y-hidroxi-a-cetoglutarici sunt transformati in acizii y-hidroxi-L-glutamici
corespunzatori cu glutamic oxaloacetic aminotransferaza din ficat de sobolan imobilizata
in gel de acrilamida [3.39, 3.40]. Echilibrul este deplasat prin utilizarea acidului
cisteinsulfinic, un analog al Asp, ca donor amino. Dupa transformare in a-cetoacidul
corespunzator, acesta pierde spontan dioxid de sulf, cu formare de acid piruvic. Produsii
diastereomeri rezuitati pot fi separati de exemplu prin cromatografie.

Baldwin si colab. au utilizat o aspartat transaminaza clonata din E. coli pentru
sinteza a mai multi a-aminoacizi din a-cetoacizii corespunzatori (figura 3.12) [3.41].

Ca donori amino se utilizeaza L-Asp sau L-Glu. Enzima a prezentat o larga
specificitate de substrat, producand aminoacizi (L-Phe, L-Tyr, L-Trp, L-Ala, L-Leu, L-Val,
L-Met, etc.) cu excese enantiomerice mari. Substraturile alifatice, despre care initial s-a
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crezut ca nu sunt substraturi potrivite pentru enzima, au fost transformate prin cresterea
concentratiei de enzima de 10-15 ori. Accesibilitatea la scara mare a enzimei clonate
face procesul fezabil economic.

. H
. aspartat transaminaza A -
R~ co, partat _ > S co,
o ee > 90% N Hye
H - A .
HOL(CH), €O HOL(CH),  cq,
NHa* o
NADH
malat dehidrogenaza
NaD" “
v c
HO,C(CHY \ oA
OH
Figura 3.12. Sinteze de a-aminoacizi din a-cetoacizi cu aspartat transaminaza

din E. coli
3.2.1.2.3. Amoniac-liazele

Amoniac-liazele catalizeaza aditia enantioselectiva a amoniacului $i aminelor la
legaturi C=C activate, mai ales la acizi carboxilici «,3-nesaturati. Se cunosc L-aspartaza
(nume sistematic L-aspartat aminoac-liaza, E.C. 4.3.1.1, din Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas trefolii, Escherichia freundii, Escherichia coli, Brevibacterium ammonia-
genes, Brevibactenum flavum, Bactennum cadaveris, Bacillus stearothermophilus), -
metilaspartaza (E.C. 4.3.1.2, din Chlostridium tetanomorphum), L-fenilalanin amoniac-
liaza ( PAL, E.C. 4.3.1.5, Rhodotorula rubra, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula graminis,
Cladosporium cladosporioides, Escherichia lindneri), L-histidin amoniac-liaza (E.C.
4.3.1.3, Brevibacterium ammoniagenes), majoritatea avand o specificitate de substrat
ingusta [3.42].

De exemplu, acidul aspartic, 0 materie prima cheie in sinteza aspartamuilui, este
produs comercial de Tanabe (din 1973) din acid fumaric $i amoniac cu conversii ridicate
(99%) (figura 3.13). Procesul utilizeaza celule intregi de E. coli cu activitate aspartazica
imobilizate prin entrapare in gel de poliacrilamida sau k-carrageenan, intr-un proces
continuu [3.43, 3.44]. Productia de L-Asp in 1987 a fost de 4000t/an.

0o COOH
. COOH + NH L-aspartat HOOC S
Hooc T 3 —amoniac-iaza—> S\ L-Asp
H NH,
. - COOH L-fenilalanina 3 = e COOH
T T + NH; —moniactiaza—> |- \ L-Phe

= H NH
Figura 3.13. L-aminoacizi prin aditia amoniacului la acizi nesaturati cu liaze
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Importanta industriald a L-Asp a stimulat cautarea unor tehnologii cat mai
eficiente. Pentru utilizare continud, s-au studiat procedee de imobilizare a E. coli pe
poliuretani, polietilenimine, fibre de sticla, agar sau carageenan. S-a studiat de
asemenea sinteza intr-o singura etapa a aspartamului cu celule de Pseudomonas putita
suspendate intr-o solutie de fumarat acid de amoniu si L-Phe-OMe ({3.42].

Cealalta materie prima cheie in sinteza aspartamului poate fi obtinuta printr-o
aditie similara principial de amoniac la acid trans-cinamic, catalizata de fenilalanin
amoniac-liaza [3.45-3.49]. Procesul a fost comercializat de Genex dar abandonat in
favoarea obtinerii L-fenilalaninei prin fermentatie. Comercializarea procesului a fost
impiedecata de conversiile reduse (70%), de stabilitatea redusa a enzimei si de inhibitia
cauzata de reactant.

B-Metilaspartaza din Clostridium tetanomorphus catalizeaza conversia acidului
mesaconic cu amoniac, cu formarea acidului (2S,3S)-3-metilaspartic. Ea catalizeaza de
asemenea aditia amoniacului la acid halo- $i metiltiofumaric, cu formare de acizi
aspartici 3-substituiti cu configuratie (2R, 3S) (figura 3.14) [3.50].

X
. . H
. CQH 3-metilaspartat amoniac-liaza > H,,,A\g COH
HOL NHs HOL o
X NH3
X=Cl, Br

Figura 3.14. Sinteza (2R, 3S)-B-haloaspartatilor cu -metilaspartaza
3.2.1.2.4. Alte liaze

Sinteza de L-aminoacizi prin formare de legaturi C-C este catalizata de o serie de
liaze si transferaze piridoxal-fosfat dependente. Spre deosebire de cofactorii redox ca
NAD(P)H, piridoxal-fosfatul este un cocatalizator adevarat, in sensul ca el nu se
consuma in proces.

Un exemplu de formare a legaturii C-C este sinteza L-tirozinei catalizata de -
tirozinaza (nume sistematic tirozin fenol-liaza) (figura 3.15). Similar se obtine si 3,4-
dihidroxi-L-fenilalanina (L-dopa) din pirocatechina, piruvat si amoniac. Se utilizeaza f3-
tirozinaza din Escherichia intermedia imobilizata prin legare covalentd de Sheparose
activata cu BrCN sau celule intregi de E. intermedia imobilizate prin entrapare in gel de
poliacrilamida sau celule de Erwinia herbicola imobilizate prin reticulare cu
glutaraldehida sau legare de k-carrageenan [3.44].

S irozi . - COOH
.+ HC--C-COOH + NH,4 tirozinaza » &
\i/ 3 ﬁ‘ L‘Tyr
HO o) HO H,

Figura 3.15. Sinteza L-tirozinei din fenol, piruvat si amoniac cu tirozinaza

Alte exemple relevante din punct de vedere comercial sunt prezentate in figura
3.16. L-Triptofanul se poate obtine din indol, piruvat si amoniac cu triptofanaza (L-
triptofan indol-liaza). Enzima a fost imobilizata prin legare covalenta de Sheparose
activata cu BrCN [3.44]. L-Trp se poate obtine si din indol si L-serina cu triptofan sintaza
purificatda din E. coli imobilizata prin entrapare in triacetat de celuloza intr-un proces
continu sau celule intregi de E. coli imobilizate in gel de acrilamida. in acelasi fel se
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obtine 5-hidroxitriptofan din 5-hidroxiindol si L-Ser [3.44]. Se pare totusi ca este mai
economica producerea L-triptofanului $i a L-tirozinei prin fermentatie.

Utilizand un extract brut de serina hidroximetil transferaza (E.C. 2.1.2.1) din
Klebsiela aerogenes, reactia glicinei cu formaldehida duce la L-serina (concentratie 450
g/l, productivitate 9 g/I-h). L-Treonin acetaldehid amoniac-liaza (TAL) catalizeaza sinteza
L-treoninei din acetaldehida si glicina.

Enzime ca O-acetilhomoserin sulfhidraza (O-acetil-homoserin (tiol)-liaza),
cistationin y-liaza si metionin y-liaza catalizeaza sinteza si degradarea L-homocisteinei si
derivatilor ei S-substituiti. Astfel, metionin y-liaza catalizeaza reactii de «,y-eliminare (1)
(transformarea L-metioninei in metilmercaptan, a-cetoglutarat si amoniac), y-substitutie
la derivatii de homocisteina (2), reactii de a,-eliminare (3) si $-substitutie (4) la derivatii
de cisteina si reactii de dezaminare (5) si y-aditie la vinilglicina (2-amino-3-butenoat)
(figura 3.17) [3.51].

- , COOH
- . triptofanaza , 3
[; *HETCTCOOH » Ny—ecateon”  /  N\ L1
y 5 N H N
H
H
SHMT /H COOH

s\N L-Ser
H Ff FE

7 7 TAL HL
HC g-O * HN-CHy COOH —g 2975 > o )* . COOH

L-Thr

I"’

H N,
Figura 3.16 Sinteza L-Trp, L-Ser si L-Thr cu triptofanaza, serin hidroximetil
transferaza (SHMT) si respectiv L-treonin acetaldehid amoniac-

liaza (TAL)

RSH + CH3CH,COCOOH + NH; (1)
RSCH,CH,CH(NH,)COOH ———<

RSH + R'SCH,CH,CH(NH,)COOH (2)

RSH + CH3;COCOOH + NH; (3)
RSCH,CH(NH,)COOH

RSH + R'SCH,CH(NH,)COOH (4)

CH3;CH,COCOOH + NH; (5)
CH,=CHCH(NH,)COOH —<

RSCH,CH,CH(NH,)COOH (6)

Figura 3.17. Transformari catalizate de L-metionin y-liaza

3.2.1.2.5. Aminoacizi optic activi prin biotransformarea unor precursori
racemici sau chirali

in figura 3.18 se prezintd un exemplu elegant de deracemizare enzimatica a unui
aminoacid racemic utilizand o combinatie de patru enzime [3.52]. Desi astfel de sisteme
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multienzimatice nu au inca un status comercial, utilizarea lor in combinatie cu
bioreactoarele membrana pare sa aiba un potential industrial real.

R-.. \COOH R COOH
(D) (L)
NH, H ¥ H \Nr-&
02 A 3 » Hp
E1 { Ez,;
>
R |
COONH{ E§
0]

|
NADH + H  NAD®
[

e
CO, HCOOH

Figura 3.18. Deracemizarea enzimatica a unor aminoacizi (Ala, Leu, Met)
E, = D-aminoacid oxidaza (E.C. 1.4.3.3.),
E; = catalaza (E.C. 1.11.1.6),
E; = leucin dehidrogenaza (E.C. 1.4.1.9),
E4 = formiat dehidrogenaza (E.C. 1.2.1.2)

Aminoacizi optic activi pot fi obtinuti de asemenea prin transformarea enzimatica
a altor aminoacizi optic activi. Astfel, L-alanina se poate obtine prin decarboxilarea
acidului L-aspartic catalizatd de aspartat -decarboxilazd (E.C. 4.1.1.12), o enzima
piridoxal-fosfat dependenta. in procesul industrial operat de Tanabe [3.44], celule intregi
de Pseudomonas dacunhae imobilizate pe «x-carrageenan sunt utilizate pentru
producerea de L-alanind (concentratie 4 g/l) intr-un reactor coloana operat continuu $i
sub presiune (10 kg/cm?), cand CO, eliminat in proces este dizolvat (figura 3.19).
Acesta este un exemplu de utilizare a unui substrat ieftin si accesibil din bazinul chiral.

HOOC/\3<C OOH  psedomonas ~COOH o
3 dacunhae + 2
5 NH, i N,

L-Asp L-Ala

Figura 3.19. Sinteza L-Ala din L-Asp cu 0 aspartat 3-decarboxilaza din
Pseudomonas dacunhae

Firma Tanabe a industrializat in 1982 productia continua de L-Ala direct din acid
fumaric si amoniac cu celule imobilizate de E. coli si Pseudomonas dacunhae. Se pare
ca aceasta este prima aplicare industriald a unei secvente de reactii enzimatice
catalizate de celule imobilizate din doua microorganisme diferite.
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3.2.2. Aminoacizi optic activi prin sinteza chimica asimetrica

Conversia materiilor prime prochirale in compusi optic activi se poate face prin
transformare cu un reactiv sau mediu (solvent) chiral. Metodele care utilizeaza reactivi
chirali in cantitati catalitice (sinteza asimetrica catalitica) sunt atractive din punct de
vedere economic deoarece necesita reactivi chirali, relativ scumpi, in cantitati mici.

Sinteza asimetricd prezinta importantd mai ales in cazul unor aminoacizi
nenaturali care nu se pot obtine prin metode biocatalitice. Deci, metoda este importanta
numai in cazurile in care aminoacidul este pretios iar reactivul chiral nu este scump sau
se poate regenera cu mentinerea activitatii catalitice.

Sinteza chimica enantioselectiva a aminoacizilor se poate face prin mai multe
metode [3.5, 3.6, 3.53, 3.54]: hidrogenarea catalitica asimetrica a derivatilor de
dehidroaminoacizi, aminarea nucleofila sau electrofila a derivatilor acizilor carboxilici,
alchilarea nucleofila sau electrofila a derivatilor de glicine, etc.

Dezvoltarea catalizatorilor de hidrogenare asimetrica pe baza de complecsi de
rodiu cu fosfine chirale drept liganzi chirali (catalizatori Wilkinson) reprezinta unul dintre
momentele de referinta in cataliza asimetrica omogena. La sfarsitul anilor '60 s-au pus
la punct atat catalizatorii de hidrogenare (catalizatorii Wilkinson), cat si metodele de
sinteza a fosfinelor chirale (Horner si Milsow). Hidrogenarea asimetrica a olefinelor
prochirale este cea mai studiata tehnologie de sinteza asimetrica.

Pnma tehnologie pusa la punct in acest domeniu este hidrogenarea asimetrica a
derivatilor de dehidroaminoacizii Monsanto a elaborat procesul pentru L-dopa,
medicament utilizat pe scard larga la tratarea bolii Parkinson, prin hidrogenarea
asimetrica a acidului acetamidoacrilic substituit, catalizatd de un complex cationic al
Rh(l) continand o fosfina bidentata chirala si 1,5-ciclooctadiena ca liganzi, in conditii de
reactie moderate si cu enantioselectivitati mari (ee>90%) [3.8, 3.20, 3.26] (figura 3.20).
Similar, fenilalanina se obtine prin conversia acidului a-acetamidocinamic sau alanina
din acidul a-acetamidocrotonic. Activitatile catalitice cele mai mari s-au obtinut pentru
complecsii cationici ai Rh(l), utilizand anioni ca ClO4’, BF4, CF3SO3 sau PFg.

Ligandul (modificatorul chiral) atasat de catalizator (metal) are capacitatea de a
discrimina intre fetele enantiotopice ale substratului prochiral. Catalizatorul chiral
reactioneaza cu viteze diferite cu cele doua fete enantiotopice ale olefinei prochirale,
formand doua stari de tranzitie diastereomere diferite energetic. Enantioselectivitatea
este determinatd de diferenta de energie libera a acestor doud stari de tranzitie
diastereomere, o diferenta de 3 kcal/mol fiind suficient de mare pentru a da un ee>99%.
Enantioselectivitatea este determinanta in prima etapa ireversibila implicand stari de
tranzitie diastereomere. Identificarea acestei etape reprezinta cheia in proiectarea unor
catalizatori (liganzi) eficienti. Ceea ce se intdmpld dupa etapa enantioselectiva are
influentd asupra altor caracteristici ale reactiei, dar nu asupra enantioselectivitatii. O
conditie necesara pentru un enantiocontrol bun este ca substratul si catalizatorul sa fie
legate rigid. Acest fapt este facilitat de existenta situsului de legare secundar din
substrat (conform modelului de legare in trei puncte), care serveste la orientarea
acestuia intr-o dispunere unica vis-a-vis de chiralitatea catalizatorului.

Fosfinele bidentate chirale coordinate de ioni metalici tranzitionali (Ru, Rh, Pd)
formeaza inele chelatice variind in marime de la 5 pentru 1,2-difosfine (ex. DIPAMP,
CHIRAPHOS) la 7 pentru 1,4-difosfine (ex. DIOP, DINAP). O caracteristica comuna a
acestor complecsi chelatici este aranjarea celor patru inele benzenice intr-o ordine
"muchie-fata" alternanta, asa cum se vede pentru Rh-CHIRAPHOS (figura 3. 21).
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COOH H COOH
‘ 2 > R ¢
NHCOR  RN(COD)(P-P)X H NHCOR
X BF,4, CiOg4, etc; P-P = difosfina chirala
Substrat Difosfine chirale ee (%) i |
DIPAMP | DIOP | CHIRAPHOS BPPM PYRPHOS | Ph-B-Glup
| COOH
| NHCOCH, 94 73 91 98 - 98
I ~ COOH T
. = NHCOPh 96 64 99 - - - ‘
- . COOH | i
— NHCOCH, 95 81 89 91 99 97 t
- ~ COoH T
| = NHCOCH, 94 84 83 86 97 94 :
lAcO  OCH, |

Figura 3.20. Hidrogenarea asimetrica a derivatilor de dehidroaminoacizi

Figura 3.21. Structura Rh(l) CHIRAPHOS

Enantioselectivitatea rezulta prin legarea substratului prochiral (olefinei) de acest
edificiu chiral. Enantiomerul obtinut preferential este cel derivat din complexul
catalizator-substrat in care substituentii voluminosi ai substratului se afla in fata unui inel
benzenic din catalizator expus cu fata si nu cu muchia. Foarte multe difosfine chirale au
o simetrie C,. Desi aceasta nu este o conditie necesara pentru o enantioselectivitate
eficienta, o caracteristica a acestor liganzi cu simetrie C, este ca atunci cand se leaga
de metal, substratul intalneste acelasi mediu chiral, oricare ar fi partea din care se
apropie.

Otsuka si Tani [3.55] si Noyori [3.56] au studiat caracteristicile structurale
deoasebite ale BINAP, o difosfina cu asimetrie axiala, ceea ce o face un ligand foarte
eficient. O caracteristica este aceea ca modificarile conformationale in inelul chelatic nu
pot determina o0 asezare achirala a celor patru grupe atasate de atomii de fosfor.
Aceasta contrasteaza cu o alta 1,4-difosfina, DIOP, in care flexibilitatea conformationala
in inelul chelatic de sapte atomi poate duce la o pierdere a chiralitatii (figura 3.22).
BINAP poate complexa un mare numar de metale tranzitionale, formand inele chelatice
de sapte atomi, stabile conformational. Acest complex metalic continand un ligand mare,
pliabil, poate fi comparat cu o enzima.
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Figura 3.22. Pierderea chiralitatii prin modificari conformationale in complexul
metal-DIOP

Enantioselectivitati mari, in conditi moderate, se obtin numai pentru
diastereomerii Z ai acidului acetamidoacrilic substituit, ceea ce se explica prin legarea
secundara a atomului de oxigen din gruparea acetamido de atomul de rodiu (figura

3.23). N , COOH
. ° ST
ARy o N R HNCOCH,

H  cooH
N .

. l"/,, \\\\‘ P

HC-C R ™ o P

o~ Np

Figura 3.23. Hidrogenarea asimetrica a derivatilor de dehidroaminoacizi

Mecanismul de reactie a fost elucidat de Halpern si colab. [3.26]. Este un
exemplu interesant de control al produsului asupra enantioselectivitati, implicand o
intersectare a profilului de reactie al celor doi enantiomeri. Stereochimia produsuiui este
controlata de diastereomerul minoritar al complexului catalizator-substrat. Aditia
oxidativa a hidrogernului la acesta este prima etapa ireversibila si deci etapa de
enantiocontrol in proces.

in cazul dehidroaminoacizilor, diastereomerul minor (cel mai putin stabil)
reactioneaza mult mai repede cu hidrogenul. Vitezele si enantioselectivitatile reactiei
sunt determinate de viteza de aditie oxidativa a hidrogenului $i prezintd o dependenta
complexa de presiunea si temperatura acestuia.

Un dezavantaj inerent al catalizatorilor omogeni in comparatie cu cei eterogeni
este problema recuperarii $i recircularii acestora. Liganzii fosfinici bidentati se obtin din
materii prime relativ ieftine, in general accesibile in bazinul chiral. Muiti sunt accesibili
comercial, cel putin in cantitati mici. Sunt, totusi, scumpi, si adesea costa per kilogram
tot atdt ca si metalele nobile pe care le coordineaza. De aceea, o conditie pentru
viabilitatea lor comerciala este numarul de transformare mare (de preferinta >10.000).

O metoda prin care se poate rezolva problema recuperarii §i recircularii este
atagarea catalizatorului pe un suport insolubil, similar cu imobilizarea enzimelor. O alta
metoda este obtinerea de catalizatori solubili in apa, prin introducerea de grupari
functionale polare sau ionizabile (sulfat, carboxilat, tetraalchilamoniu). Complecsii cu
rodiu ai tri(3-sulfonatoetil)fosfinei sunt solubili in apa si pot cataliza reactii in sisteme
apos-organice bifazice. Catalizatorul din faza apoasa poate fi usor separat de produsul
din faza organica si apoi recirculat.

Problema sericasd care ramane inca de rezolvat este sinteza in conditii
avantajoase a dehidroaminoacizilor corespunzatori [3.5].
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3.3. Obtinerea aminoacizilor optic activi prin rezolutia racematilor

Rezolutia racematilor constituie principala metoda pentru prepararea compusgilor
optic activi.
Metodele de rezolutie se impart in doua categorii:
e separare directa
e separare prin transformare chimica
La randul lor acestea pot fi impartite in mai multe grupe:
e separarea directa poate fi:
e separare mecanica
e rezolutie prin antrenare
e cristalizare din solventi optic activi
e separarea prin transformare chimica poate fi:
e rezolutia diastereomerilor
e covalenti
e ionici (saruri diasterecizomere)
e rezolutie cinetica
e chimica
e enzimatica

Alegerea metodei este in mare masura determinata de existenta a trei tipuri de
racemati solizi:

e conglomerate — amestecuri mecanice de cristale ale celor doi enantiomeri puri,

e compusi racemici — doi enantiomeri prezenti intr-un aranjament bine definit in
reteaua cristalina, adica o faza solida omogena a doi enantiomeri care coexista in
aceeasi unitate celulara;

e pseudoracemati — solutia solidd a doi enantiomeri care coexista intr-o structura
dezordonata in cristal.

3.3.1. Rezolutia prin cristalizare
3.3.1.1. Rezolutia racematilor prin cristalizare directa

Tehnicile de rezolutie prin cristalizare sunt studiate in cazul aminoacizilor mai
mult decat in orice alt domeniu.

Cristalizarea directd este utilizatd mult la rezolutii pe scara industriala, de
exemplu in fabricarea a-metil-dopa sau a cloramfenicolului [3.57, 3.58). Ea este posibila
numai cu conglomerate si depinde de diagrama punctului de topire si diagrama de
solubilitate. Adica metoda este utila numai daca amestecul racemic are o solubilitate mai
mare decat componentele sale.

Una dintre variantele metodei opereaza astfel: o solutie suprasaturata de racemat
se trece simultan prin doua camere de cristalizare care contin cristale de insamantare
pentru enantiomerii respectivi. Dupa separarea precipitatelor, solutiile se resatureaza la
cald la nivelul de suprasaturare initial i se reintroduc in camerele de cristalizare. Prin
acest procedeu se obtin ambii enantiomeri. Firma Merck rezolva prin aceasta metoda
unul dintre intermediarii pentru a-metil-dopa (antihipertensiv) la o scara de sute de tone
pe an (figura 3.24) [3.58].
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CN COOH
Me CN cristalizare directa> MeO C _\s\N — > HO ‘ \_\.\\
H 3 HAC H O H3C HAC H O HgC N H2

(L) alfa-metil-L-dopa

Figura 3.24. Rezolutia a-metil-dopa prin cristalizare directa

Rezolutia prin antrenare este posibila numai la conglomerate si depinde de
diferenta de viteza de cristalizare a enantiomerilor din solutile suprasaturate. Prin
ins@mantarea cu cristalele unui enantiomer se poate realiza o cristalizare selectiva.
Conditiile sunt in general dificil de realizat, randamentele la 0 singura trecere adesea
mici, dar, cu toate acestea, au fost realizate §i separari la scara industriala, ca de
exemplu a-metil-L-dopa.

Metoda de cristalizare directa a fost utilizata si la rezolutia acidului glutamic (in
anii '60 Ajinomoto opera la o scara de peste 10.000 tone/an), concurand multi ani
metoda fermentativa. Glutamina, asparagina si acidul aspartic se mai separa in acest
fel.

3.3.1.2. Cristalizarea directa a sarurilor cu acizi sau baze achirale

Sansa ca un racemat sa fie conglomerat este de numai 10%. Daca insa se
transforma in sare cu baze sau acizi achirali, sansa ca racematul sa fie conglomerat
creste. In principiu, toti a-aminoacizii naturali pot fi rezolvati prin cristalizare
preferentiala, ca atare sau sub forma de saruri. Astfel, DL-dopa poate fi rezolvata prin
cristalizarea preferentiald a clorhidratului sdu. Similar, DL-lizina poate fi separata prin
cristalizare ca p-aminobenzensulfonat (figura 3.25) [3.26].

l
formaD |

(g/100 ml H 20)i supersaturare S 1
: R Q P J
40 T @
| curba de Y ‘
i solubu@\” ) i
S i
. la25°C |
204
6urba de
subsaturare solubilitate
"

forma L (g/100 mli HO)

Figura 3.25. Diagrama de faza pentru rezolutia reciproca a
p-aminobenzensulfonatului de D- si L-lizina

84

BUPT



Cap. 3. Sinteze de aminoacizi optic activi

O solutie de compozitie P contindnd un exces de aminobenzensulfonat de L-Lys
aflatd la o temperatura ridicata este racita la 25°C si insamantata cu L-cristale. Pe
masura ce L-izomerul cristalizeaza, compozitia solutiei se modifica de la Q la R. Se
filtreaza cristalele izomerului L. Apoi se dizolva in solutia muma, prin incalzire, o
cantitate de racemat egala cu cea a izomerului L separat. Compozitia solutiei se
modifica de la R la S. Racirea solutiei la 25°C gi insamantarea cu izomerul D duce la
cristalizarea acestuia, compozitia solutiei modificaAndu-se la T. Filtrarea cristalelor D
urmata de introducerea de racemat proaspat readuce compozitia in punctul P. Ciclul se
reia, cu obtinerea ambilor stereoizomeri. Puritatea optica se poate mari prin
recristalizare din solventul in care s-a facut rezolutia pana la 98-99%.

Lizina mai poate fi separata si prin cristalizarea directa a sari cu acid 3,5-
dinitrozobenzoic. Fenilglicina se poate separa prin cristalizarea preferentiala a sarii de
1,1,3,3-tetrametilbutiiamoniu a N-formil-DL-fenilglicinei din solutie alcoolica, cu puritati
optice de pana la 97% [3.59]. intr-o maniera similara se separa si L-tirozina din sarea de
diciclohexilamoniu a N-formil-DL-tirozinei [3.60). Prin cristalizare preferentiala se mai pot
separa m-xilen-4-sulfonatul de DL-serina, p-hidroxibenzensulfonatul de DL-triptofan,
metansulfonatul de DL-6-clortriptofan, o-toluen-sulfonatul de DL-p-hidroxi-fenilglicina
[3.61, 3.62].

3.3.1.3. Transformarea asimetrica a racematilor indusa prin cristalizare

Rezolutia prin antrenare este 0 metoda eficienta in conditile racemizarii
spontane, care permite obtinerea unui randament teoretic de 100%. Un astfel de proces
de transformare asimetrica indusa prin cristalizare poate avea loc fie cu racemati fie cu
amestecuri diastereomere. In primul caz procesul se numeste deracemizare.
Racemizarea in situ poate fi indusa catalitic. in cazul aminoacizilor, racemizarea poate fi
indusa cu cantitati catalitice de aldehide, prin formarea reversibila a unei baze Schiff
(figura 3.26) [3.63, 3.64].

R COOH R COOH
HNH H/ NH,
R'CHO R'CHO
-H,0 -H,0
R COOH R COOH R .COOH
ya < v c
+.-NH - [;\l] —> H}\l\ 1
RC CHR! “CR
H 2

Figura 3.26. Racemizarea aminoacizilor catalizata de aldehide

Racemizarea prin formarea de baze Schiff merge usor in cazul esterilor benzilici
ai aminoacizilor. Metoda a fost utilizata la separarea p-hidroxi-fenilglicinei prin
cristalizarea preferentiala a sarii cu acizi sulfonici aromatici [3.8]. Astfel, insamantarea
unei solutii suprasaturate a arensulfonatului de DL-p-hidroxi-fenilglicina continand
cantitati catalitice dintr-o aldehida a dus la cristalizarea preferentiald a izomerului D.
Solutia muma a fost inactivd optic, dovada ca a avut loc racemizarea in situ (figura
3.27):
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?\-]H:; . AFSO; F\.JH:; ° ATSO;
[ArCHO] !
COOH cristalizare > COOH
HO HO
(DL) solutie (D) solid

Figura 3.27. Obtinerea D-para-hidroxi-fenilglicinei din racemic prin racemizare in situ

Se pare insa ca acesta metoda nu a putut concura cu un alte procese comerciale
pentru p-hidroxi-fenilglicina (cristalizarea sarurilor diastereomere, rezolutia enzimatica),
probabil din cauza productivitatii scazute.

in acelasi mod s-a reusit si transformarea p-clorbenzensulfonatului de DL-alanina
in L cu randamente acceptabile si puritate optica de 97% [3.61).

intr-o altd variantd, complexul cu nichel al L-a-amino-e-caprolactamei
(intermediar pentru sinteza L-lizinei) cristalizeaza selectiv din solutie alcoolica
suprasaturata, proces insotit de racemizare spontana in prezenta de etoxid [3.65].

EtO/EtOH, 80°C
(DL-ACL)3NiCl; » (L-ACL);3NiCl; ACL=-a-amino-g-caprolactama

3.3.1.4. Rezolutia prin cristalizarea diastereomerilor

Derivatizarea unui racemat cu un compus optic activ duce la formarea unui

amestec de diastereomeri cu proprietati fizice diferite care pot fi separati prin metode
fizice (ex. cristalizare). Daca se obtin saruri diastereomere, agentul de rezolutie poate fi
usor recuperat si recirculat. Desi metoda este foarte veche (a fost utilizata si de Pasteur)
si desi are o imagine de “low-tech”, este inca si astazi cea mai utilizata metoda de
rezolutie. Diastereomerii covalenti sunt o varianta alternativa tot mai utilizata pe masura
ce devin accesibili tot mai multi agenti de rezolutie.
) Aminoacizii se separa fie cu acizi fie cu baze chirale, atat naturale cat si sintetice.
In general, ei au aciditate sau bazicitate prea mica pentru a se folosi ca atare. De obicei
se reface fie bazicitatea (prin esterificarea grupei carboxil) fie aciditatea (prin acilarea
gruparii amino cu grupari formil, acetil, benzoil, fenoxiacetil, benziloxicarbonil, tert-
butiloxicarbonil etc.). Eliminarea acestor grupari trebuie sa se faca cat mai usor, pentru a
evita racemizarea ulterioara.

Ca agenti de rezolutie, naturali sau sintetici, se pot utiliza acizi optic activi (acid
tartric si derivatii sai diacilati, acid malic, acizi camfor-sulfonici, acid mandelic, acid
fenoxipropionic, dar si N-acetil-L-leucina, N-acetil-L-3,5-dibromtirozind) sau baze optic
active (alcaloizii naturali: chinina, chinidina, cinconina, cinconidina, brucina, stricnina,
dar si efedrina, deoxiefedrina, amfetamina, metilbenzilamina si alti intermdiari de
sinteza) [3.26].

b,L-A + (L)-B———>» (D)A-(L)B + (L)A-(L)B
racemat agent de diastereoizomeri
rezolutie

Un exemplu reprezentativ de separare la scard industriala prin rezolutie clasica
este procesul Océ-Andeno de obtinere a D-(-)-fenilglicinei folosind ca agent de rezolutie
acidul camfor-sulfonic optic activ {3.26] (figura 3.28).
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1.HCN / NH;
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Figura 3.28. Obtinerea D-(-)-fenilglicinei (D-PhGly) prin rezolutie clasica cu acid
camfor-sulfonic (CAS)

in continuare vor fi prezentate alte cateva exemple. Astfel, histidina a fost
separata cu acid tartric [3.66], acidul glutamic cu histidina [3.67], acizii B-hidroxiaspartici
diastereomeri cu lizina (pentru treo) si cu ornitina (pentru eritro) [3.68].

Derivatii N-substituiti ai aminoacizilor au fost separati cu baze: de exemplu N-
benzoil-B-hidroxivalina, O-benzil-N-formilserina si O-benzil-N-carbobenzoxiserina cu a-
metilbenzilamina {3.69], N-acetiltriptofanul cu lizina [3.70], iar N-tosilserina cu treo-2-
amino-1-(p-nitrofenil)-1,3-propandiol [3.71]. N-benziloxicarbonil-derivati de prolina,
alaning, izoleucina, S-benzilcisteina au fost separati cu tirozinhidrazida [3.72, 3.73].

Carboxi-derivatii aminoacizilor au fost separati cu acizi chirali, de exemplu esterul
tert-butilic al fenilalaninei cu n-benziloxicarbonilfenilaianina [3.74], O-metilserinamida cu
acid tartric [3.75], iar metioninamida cu acid piroglutamic [3.76].

3.3.1.5. Transformarea asimetrica a sarurilor diastereomere

Randamentul teoretic la o singura trecere al rezolutiei via cristalizarea
diastereomerilor este de maxim 50% si, in general, enantiomerul nedorit trebuie
racemizat i recirculat, pentru ca procesul sa fie viabil din punct de vedere economic.
Randamente de peste 50% sunt totusi posibile daca cristalizarea are loc in conditiile in
care diastereomerul ramas in solutie suferda o epimerizare spontana. Aceasta
transformare asimetrica a unui amestec diastereomer indusa prin cristalizare permite
randamente teoretice de 100%, proces analog cu transformarea asimetrica a
racematilor indusa prin cristalizare.

Aminoacizii, ca si aminele, sunt susceptibili de racemizare prin formarea unei
baze Schiff intermediare in prezenta catalitica a unor compusi carbonilici. Practic,
procesul implica racemizarea unei mici cantitati de aminoacid liber din solutie.

De exemplu, transformarea asimetrica a sarii de DL-p-hidroxifenilglicina cu saruri
arensulfonice achirale isi are echivalentul sau in transformarea asimetrica a sarurilor
diastereomere ale DL-p-hidroxifenilglicinei cu acid (+)-1-feniletansulfonic (PES) (figura
3.29). Sarea cu (+)-PES a aminoacidului a fost obtinutd cu un randament de 85% fata
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de DL-p-hidroxifenilglicina, daca cristalizarea a avut loc in prezenta unor cantitati
catalitice de salicilaldehida si acid acetic [3.77].

H H H \HzN
r\ ArCHO \S
COOH <€ =3 COOH
HO SOH HO
transformare
(+)-PES asimefrica
HOAc/H 20 v
D-HPG (+)-PES

Figura 3.29. Transformarea asimetrica indusa prin cristalizare a sarii p-hidroxi-
fenilglicinei (HPG) cu acid (+)-feniletansulfonic (PES)

Literatura mentioneaza transformarea asimetrica $i in cazul unor saruri
diastereomere de amide sau esteri [3.78] de aminoacizi, in prezenta unor cantitati
catalitice de compusi carbonilici:

H
; id L-tartri Ar COOEt
Ar—C- COOEt —=o-bme 7
[PhCHOJ H ‘%N*'E
NH,
H
Ar——C— CONHz acid L-mandelic . Af/’e‘, CONHz
[PhCHQ] H "NHz
NH,

Sinteza eficienta a D-fenilglicinei si D-p-hidroxifenilglicinei prin transformarea
asimetrica a sarurilor diastereomere ale amidelor corespunzatoare cu, de exemplu, acid
L-mandelic, pare sa fie atractiva din punct de vedere economic [3.68].

Ca transformare asimetrica indusa prin cristalizare poate fi mentionata rezolutia
unei serii de esteri de aril-glicine cu acid tartric in prezenta unui compus carbonilic
(benzaldehida sau acetona) [3.79].

(D,L)-Ar-CH-COOMe (D)-Ar-CH-COOMe
N R'COR",MeOH |
H, NH,

acid (+)-tartic

Pentru multi aminoacizi proteinogeni obtinuti pe scard mare prin fermentatie,
izomerul L este adesea mai ieftin decat racematul. in astfel de cazuri interconversia
diastereomerului poate fi utilizatd in convertirea enantiomerului L mai usor accesibil in
enantiomerul D. Un astfel de exemplu este sinteza D-prolinei din L-prolina [3.80].

Astfel, incalzind cantitati echimoleculare de acid L-tartric si L-prolina la 85°C, in
prezenta a 10% n-butiraldehida in acid n-butiric, urmata de racire in gheata, se depun
cristale de L-tartrat de D-prolind cu un randament de 93-95% si puritate optica de 93-
95%. Recristalizarea ulterioara din apa-etanol duce la obtinerea de D-prolina optic pura
cu un randament global de 85%.
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3.3.2. Aminoacizi optic activi prin rezolutie cinetica enzimatica

Rezolutia cineticA se bazeaza pe vitezele de reactie diferite ale celor doi
enantiomeri ai unui racemat cu un reactant optic activ. Cand reactia nu este totala are

loc o rezolutie partiala a racematului.
Ka

A——— y
ks

B z E = kA/kB

Raportul enantiomeric E este 0 masura a eficientei rezolutiei, find legat de
excesul enantiomeric al reactantului recuperat (eer) si al produsului (eep), la 0 conversie
data (c), prin ecuatiile [3.81]:

E = In[(1-c)(1-eeRr))/ In[(1-C)(1+eer)]
E = In[1-c(1-eep))/ In[1-c(1+eep)]

in practica, se considera a fi atractive comercial procesele care au valori ale lui E
de peste 20, ceea ce corespunde de exemplu la un ee de cca 98% si la 0 conversie de
50-60%. Un dezavantaj al rezolutiei cinetice este faptul ca are loc transformarea doar a
unuia dintre enantiomeri, deci randamentul maxim este de 50%. Este necesara
racemizarea enantiomerului nedorit $i reintroducerea sa in proces.

Pentru a obtine o eficienta ridicata, reactantul optic activ se utilizeaza in cantitati
catalitice. Acesta poate fi 0 enzima (rezolutie cinetica enzimatica) sau un catalizator
chimic simplu (rezolutie cineticd chimicd). In multe rezolutii enzimatice vitezele de
reactie ale celor doi enantiomeri sunt foarte diferite, avand loc practic o rezolutie
enantiospecifica.

Rezolutia cineticd chimica, inalt selectiva, a fost studiata folosind catalizatori
chirali simpli. Astfel, s-a incercat hidroliza stereospecifica a esterilor de aminoacizi cu
derivati ai dipeptidelor ca nucleofili contindnd un rest histidinic [3.82, 3.83], cand s-a
obtinut 0 imbogatire in enantiomerul L de 2-8 ori.

Catalizatorii polimerici de tip poli-L-lizina sau complexul de Cu(ll) al poli-DL-lizinei
au fost folositi in reactia de oxidare stereospecifica a dopa (3,4-dihidroxifenilalanina) sau
hidroliza esterilor fenilalaninei, observandu-se viteze de reactie diferite corespunzatoare
celor doi enantiomeri [3.84].

Rezolutia cinetica enzimatica, cu aplicatii mult mai numeroase, va fi descrisa in
continuare. Sintezele enzimatice de aminoacizi pot fi efectuate fie cu enzime pure, fie cu
preparate celulare microbiene, animale sau vegetale.

Reactiile chimice de obtinere a aminoacizilor optic activi care utilizeaza
biocatalizatori pot fi clasificate in doua mari tipuri de biotransformari:

e rezolutia enzimatica a derivatilor aminoacizilor racemici;
o reactile de formare a legaturilor asimetrice din substraturi prochirale, utilizand
sisteme enzimatice (capitol 3.2.1.2).

Enzimele hidrolitice sunt foarte potrivite pentru rezolutia cinetica a derivatilor de
aminoacizi racemici, metoda care are numeroase aplicatii industriale [3.4, 3.5, 3.6, 3.9,
3.13, 3.26, 3.51].

Cea mai buna clasificare este in functie de legatura scindata prin cataliza
enzimatica. Astfel, hidroliza enzimatica a derivatilor aminoacizilor racemici se poate
realiza cu esteraze, amidaze, acilaze, hidantoinaze, nitrilaze.
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Sinteza enzimaticd a aminoacizilor cu enzime proteolitice utilizeaza enzime
capabile sa hidrolizeze atat legaturile amidice cat si pe cele esterice, avand deci rolul de
amidaze si esteraze. in acest scop se folosesc atat amino- si carboxipeptidaze cét si
proteinaze de naturd microbiand (subtilizinele, termolizina), vegetald (papaina,
bromelaina) sau animala (a-chimotripsina, tripsina, etc).

Un dezavantaj al metodei este specificitatea de substrat adesea limitata a
enzimei. Deoarece majoritatea enzimelor sunt selective fata de enantiomerul L, s-au
cautat enzime D-selective. Astdzi enzima nu mai este o problema deoarece, pe langa
sursele naturale, vegetale, animale si microbiene, sunt accesibile si enzime obtinute in
mod curent prin secventiere, clonare si expresie. Prin mutatii directionate au devenit
accesibile enzime cu proprietati imbunatatite, de exemplu cu termostabilitate ridicata.

3.3.2.1. Esteraze

Enzimele proteolitice hidrolizeaza enantioselectiv esterii de N-acil aminoacizi.

in afara enzimelor proteolitice, la separarea racematilor pentru obtinerea
aminoacizilor optic puri au fost folosite si lipaze si esteraza din ficat de porc, fara a se
ajunge inca la aplicatii industriale ale acestor procese.

3.3.2.1.1. Subtilizine

Subtilizinele, proteinaze alcaline obtinute din diferite tulpini de Bacillus subtilis
(Carlsberg, NOVO, BPN’), au fost utilizate in hidroliza enantiospecifica a esterilor de
aminoacizi acilati in solutii apoase, dar cu performante slabe.

Firma Bayer a pus la punct o metoda de obtinere a D-aril-glicinelor (catene
laterale ale penicilinelor si cefalosporinelor de semisinteza) prin hidroliza stereospecifica
cu subtilizina imobilizata in sistemul bifazic apa-solvent organic (figura 3.30) [3.85].

Procedeul utilizeaza un sistem bifazic. Esterul metilic al N-acetil-DL-fenilglicinei,
putin solubil in apa, este dizolvat in faza organica (ex. metilizobutilcetona). Forma L este
hidrolizata in faza apoasa de catre enzima imobilizatd. Forma D a substratului ramane
nehidrolizata in faza organica.

Daca se urmareste obtinerea D-aminoacidului, atunci derivatul L-aminoacidului
trebuie sa fie complet hidrolizat. Daca produsul util este L-aminoacidul, hidroliza
enzimatica va fi opritd mai repede pentru a reduce reactiile secundare.

Pentru a se atinge o puritate optica inalta, procesul nu este condus la pH-ul optim
de actiune a enzimei, ci la pH 7, pentru a micsora cat mai mult hidroliza neenzimatica a
esterilor. Aminoacizii liberi se obtin din derivatii lor acilati prin hidroliza acida (60-100°C,
HCI 2N). Pentru a facilita indepartarea restului acil, se pot utiliza resturi formil,
benziloxicarbonil (Z), etc.

Prin imobilizarea enzimei pe un suport polimeric, structura ei poate fi stabilizata si
se poate preveni agregarea moleculelor de enzima. Subtilizina poate fi imobilizata pe
celuloza (activitate remanenta 27,2%), pe DEAE-celuloza (16,5% din activitatea initiala)
sau pe poliacrilonitril (3,1% din activitatea initiald). Subtilizina imobilizata se poate utiliza
in 75 de cicluri hidrolitice fara pierderea semnificativa a activitatii.

Se pot folosi si alti solventi organici nemiscibili cu apa, cum sunt: clorurd de
metilen, cloroform, toluen, izobutanol, benzen sau acetat de etil. Subtilizina prezinta o
stereospecificitate inalta, dar o regioselectivitate relativ scazuta (tabelul 3.2).
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raoem_izare
(HO)
denvatizare

CeHs-Cll-i-COOH

NH:
D,L-fenilglicina

CeHs-(I:H-COOCHg
NH-COCH;
esterul metilic al N-acetil-D,L-fenilglicinei

Subtilizina imobilizata
' sistem bifazic (apa : Me-CO-iBu)

separare faze

+ X'OH
v

»--——»Cel-’g-c'll—l-COO' CGH5-(|3H-COOCl-b
NH-COCH; NH-COCH,
L-acidul D-esterul
1) hidroliza acida 1) hidroliza acida
2) pH=5-6 2) pH=5-6
CeHs-CH-COOH CeHs-CH-COOH
[ I
NH; NH,
L-fenilglicina D-fenilglicina

Figura 3.30. Obtinerea D-fenilglicinei prin procedeul de hidroliza enzimatica cu
subtilizina

Tabelul 3.2. Rezolutia derivatilor de glicine a-substituite racemice cu subtilizina
imobilizata in sistem bifazic

DL- R1—C|:H—COOR2 N-acil-L-acid N-acil-D-ester | N-acil-D-acid
NHR3 [a]igs [(1]?;8 [a =
R4 R3 R2 () (%) () (%) O (%)
CeHs- -COCH; | -CH;, +219,3 97 -182,4 99 -165,9 91
CeHs- -CHO -CHs 97 -200,0 55 -165,9 91
CeHs- -COCH; | -nC.Hg 97 -129,0 100 -165,9 91
0CI-CgH,- -CHO -CH; +1150 104 | -130,0 95 -89, 1 82
mMCI-CeHy- -COCH; | -CH;, +133,5 104 | -131,0 98 -112,0 73
pCl-CeHs- -COCH; | -CH; +155,3 103 | -155,8 75 -146,0 55
CH3S-C¢Hs- | -COCH3 | -CH3 +158,1 81 -163,4 87 -97,9 98
HO-CeHs4- -COCH; | -CH;, -198,4 85 -160, 1 92
2-furil -CHO -CHj +207,0 79 -182,2 74 -102,7 61
2-furil -BOC -CHj +104,7 93 81,4 102 -102,7 61
2-tienil -CHO -CH; +123,5 85 -114,6 102 -81,6 58
CeHs-CoH,- -CHO -CH3 +137,7 88 22,8 106 -48,8 82
CeHs-CoH,- -COCH;, -CHs +957 108 -33,3 46 -56,7 51
2-furil -Cbz -CH3 +65,3 75 24,8 76 -102,7 61
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Viteza hidrolizei enzimatice a numerosi esteri ai arilglicinelor cu subtilizina
depinde de pozitia si natura substituentilor in nucleul aromatic. Substituentii voluminosi
cum este clorul, reduc viteza de reactie. Compusii orto-substituiti sunt hidrolizati mai lent
decat cei meta- sau para-substituiti. Cresterea lungimii catenei dintre nucleul aromatic si
carbonul chiral determina cresterea vitezei de reactie. in schimb, inlocuirea restului fenil
cu restul piridil nu modifica viteza hidrolizei. in acelasi timp, daca hidrogenul din NH-acil
este inlocuit cu radicalul metil, reactia practic nu are loc. In gruparea esterica, o crestere
a lungimii catenei de la radicalul metil la radicalul n-butil duce la o reducere a vitezei de
hidroliza. Enzima hidrolizeaza stereospecific si L-enantiomerul esterilor acil-glicinelor a-
substituite. Desi in unele reactii este similara cu a-chimotripsina, subtilizina prezinta
totusi 0 mai larga specificitate de substrat in hidroliza esterilor de aminoacizi. Astfel, ea
hidrolizeaza regioselectiv esterii de acid L-aspartic si L-glutamic in pozitia a.

Subtilizina catalizeaza si reactii de sinteza de esteri, amide si peptide in procese
de esterificare, transesterificare si peptizare in solventi organici cu cantitati reduse de
apa (2-7%) (etanol, acetona, acetonitril, nitrometan, carbonat de propilena, THF, 1 4-
dioxan, metanol, DMF) [3.86-3.89]. Subtilizina prezinta o solubilitate ridicata in unii
solventi (etanol) si isi pastreaza conformatia activa in medii neapoase {3.90].

Desi s-au obtinut randamente si puritati optice mari, durata mare a proceselor nu
le face inca eficiente la nivel industrial. Problema a fost rezolvata prin folosirea ca mediu
de reactie a dioxidului de carbon supercritic, care este netoxic si ugor de indepartat, fiind
un bun solvent pentru compusii hidrofobi i gaze, permitand un bun transfer de masa si
viteze de difuzie mari [3.91].

Subtilizina catalizeazd in CO, supercritic (45°C, 150 bari) transesterificarea
esterului cloretilic al N-acetil-L-fenilalaninei cu etanol (0,5-5% v/v):

CgHs-CH-CH-COOCH,CHLI + EtOH ——» CeHsCH,CH-COOEt + C(CH,),OH
NHAC NHAc

La concentratii de 2,5% etanol, timp de 30 minute, transformarea este completa
lar recuperarea produsului si a substratului netransformat de peste 90%. Enzima
prezinta o buna stabilitate termica in CO; supercritic (viteza de reactie a crescut pana la
80°C). Dezavantajul metodei consta in costul foarte ridicat al instalatiei care lucreaza la
presiune inalta.

O varianta de rezolutie preparativa a esterilor aminoacizilor racemici utilizeaza
proteaze alcaline industriale brute, asa cum este de exemplu Alcalase (continind in
principal subtilizind Carlsberg) [3.92-3.94]. Dupa cum se prezinta in reactia urmatoare $i
tabelul 3.3, L-esterii metilici si benzilici sunt hidrolizati enantioselectiv. D-esterii
nereactionati se separa cu puritati mari.

Esterii benzilici sunt hidrolizati de trei ori mai repede decat esterii metilici
corespunzatori. Esterii Ala, Phe, Tyr prezentati in tabelul 3.3, precum si esterii Trp sunt
hidrolizati mai rapid decat esterii Asp, Leu, Glu si Pro. Esterii Thr, Met si Ser sunt
hidrolizati mult mai lent, iar cei ai Val, Arg, lle, Lys, Cys si Hys nu sunt hidrolizati.
Producatorii subliniaza costul scazut al enzimei (proteazele aicaline producandu-se
curent ca aditiv pentru detergenti, de exemplu de Novo Nordisk), stabilitatea lor la
temperatura (temperatura optima este 60°C) si la solventi organici, ceea ce permite
folosirea unor concentratii mai mari de substrat (0,5 M la 45°C). Substraturile se prepara
usor (nu necesita protectia gruparii NH, si nu se mentioneaza peptizarea aminoacizilor),

92

BUPT



Cap. 3. Sinteze de aminoacizi optic activi

reactia este inalt enantiospecifica in cazul unora dintre aminoacizi (Ala, Phe, Tyr, Trp),
iar produsii se izoleaza ugor.

H )
R_ COOR _ proteazaalcalna _ R\ _-COO rR '\ _COOR
]/ (Bacillus licheniformis) + \/

NH3 Cr oH = 8 NHg" NH;
Tabelul 3.3. Hidroliza esterilor aminoacizilor cu proteza alcalina din Bacillus
licheniformis
Forma L Forma D
R R’ n (%) ee (%) n (%) ee (%)
CeHsCH: Me 96 90 85 100
HOCeH4CH: Me 95 91 86 100
Me CeHsCH: 98 86 75 93

3.3.2.1.2. a-Chimotripsina

a-Chimotripsina este o serin-proteinaza care catalizeaza hidroliza proteinelor
alimentare in intestinul subtire. Este de asemenea un catalizator pentru hidroliza
esterilor L-aminoacizilor sau a altor derivati ai acizilor carboxilici.

Este una dintre cele mai studiate enzime hidrolitice si multe aspecte ale
mecanismului sau de actiune sunt cunoscute. Din experimentele lui M. L. Bender [3.95]
se stie ca a-chimotripsina formeaza un intermediar acil-enzima in timpul hidrolizei.
Nucleofili, cum sunt gruparile amino $i hidroxil, pot intra in competitie cu apa pentru
acceptarea radicalului acil. Ruta aminolitica este utilizata in sinteza de peptide [3.96-
3.98]. Alcooliza si transesterificarea au fost studiate in vederea unor aplicatii practice.

Rezolutia esterilor aminoacizilor cu a-chimotripsina, ca si cu alte enzime, prezinta
o serie de dezavantaje:

e Procesele chimice de sinteza a DL-aminoacizilor sunt relativ costisitoare.

e Esterii sunt instabili in soluti apoase, pierderea in puritate prin hidrolizd
necesitand precautii, relativ greu de evitat.

 In solutii apoase concentrate de esteri, a-chimotripsina, ca si celelalte proteaze,
catalizeaza formarea legaturilor peptidice intre moleculele de aminoacizi,
rezultdnd un polimer insolubil. Pentru a evita aceste reactii se blocheaza de
obicei gruparea NH, prin acilare.

e Esterul D-aminoacidului nereactionat inhiba activitatea a-chimotripsinei. Prin
urmare, activitatea enzimei in solutii concentrate de DL-ester este scazuta.

e Practic, un proces de rezolutie cere recircularea D-esterului nereactionat dupa
racemizare.

In ultimele doua decenii s-au pus la punct procedee de obtinere a a-aminoacizilor
care depasesc aceste dificultati inerente ale rezolutiei esterilor.

Un procedeu utilizeazd esterul metilic al DL-fenilalaninei care este supus
hidrolizei cu a-chimotripsina [3.99]:
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CeHs-CHz-CH-COOCH, 3-cNimolripsina_ .\, ~\ =1 COOCH; + CeHs-CHy-CH-COO"
| + H,0, -CH;0H | b,
NH2 NH2 NH3

esterul metilic al D,L-fenilalaninei esterul metilic al D-fenilalaninei L-fenilalanina

Fixarea enzimei are loc printr-o incapsulare sub forma de emulsie a solutiei sale
apoase intr-o membrana lichida corespunzatoare. Practic, solutia apoasa enzimatica se
emulsioneaza in membrana si se disperseaza in solutia hidrofila substrat/produs.

Pentru a evita scaderea activitatii enzimatice datorita denaturarii enzimei si a
inhibitiei de substrat $i produs prin acumularea acestora in faza interioara, se utilizeaza
un ,carrier’. Acesta transportd substratul si produsul prin membrana, deoarece
solubilitatea substratului si a produsului, ca si selectivitatea acestora in membrana sunt
scazute. Membrane stabile se obtin folosind ciclohexan sau kerosen cu 5% SPAN 80,
lar ca si cammier un schimbator de ioni, Adogen 464.

Varianta tehnologica a firmei Stauffer pentru obtinerea L-fenilalaninei foloseste un
sistem bifazic apa-solvent organic (apa-toluen), faza organica fiind folosita ca rezervor
pentru esterul aminoacidului $i ca protectie pentru hidroliza nespecifica, dat fiind faptul
ca esterii aminoacizilor sunt mai putin solubili in apa si solubili in solventi organici (figura
3.31) [3.100].

NH; T Toluen
CeHLH,CHCOOCH,—— —
<«
H+
_ a — CHY
L— CeHsCH,CHCOOC,H; > +
NH: L CGHSCHZCHSOO'
U NH,

Aps, pH6-8 < T

solid

Figura 3.31. Sistem de reactii in doua faze pentru rezolutia esterului etilic al
fenilalaninei catalizata de a-chimotripsina

Solventul organic cel mai potrivit este toluenul, deoarece esterul DL-Phe-OEt are
un coeficient de repartitie apa-toluen scazut, iar a-chimotripsina prezintd o buna
stabilitate in prezenta acestuia.

Pe masura ce L-esterul se consuma, alte cantitati de ester trec din toluen in faza
apoasa, datorita deplasarii echilibrului de repartitie al esterului intre toluen si apa.
Deoarece solubilitatea L-fenilalaninei in apa la 25°C este numai de 0,2 M (solutia
toluenica are continutul in ester de 1 M), aceasta precipitd in faza apoasa in timpui
desfasurarii reactiei. Se obtine L-fenilalnina cu 90% ee.

a-Chimotripsina nu prezinta o specificitate de substrat inaltd — se pot hidroliza
proteine, peptide, amide si esteri de aminoacizi. Enzima hidrolizeaza un mare numar de
esteri de aminoacizi acilati, naturali $i nenaturali. Substraturi bune sunt derivatii de
aminoacizi aromatici, inclusiv cei substituiti pe nucleu cu halogeni si hidroxil, dar si cei
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avind o catena alifatica, functionalizata sau nu. Sunt tolerate in o gruparile metil,
alchenil si chiar nitro. Daca in a este o grupare nitro sau daca intre gruparea esterica si
centrul stereogenic este interpusa o grupare metilenica, diferentierea enantimerica se
inverseaza, fiind hidrolizat esterul D [3.101].

in afara reactiilor de hidroliza a esteritor aminoacizilor, in ultimii ani s-au efectuat
numeroase studii privind reactiile de esterificare, transesterificare si sinteze de peptide
cu chimotripsina in medii de solventi organici [3.102-3.111].

3.3.2.1.3. Papaina

Papaina, o tiol-proteinaza din Carica papaya, este o enzima accesibila comercial,
ieftina si cu specificitate larga de substrat. Aceasta catalizeaza reactiile de hidroliza a
esterilor, amidelor, peptidelor, dar si reactiile sintetice de esterificare, transesterificare,
amidare, peptizare.

Papaina catalizeaza esterificarea stereospecifica a unui numar mare de N-tert-
butiloxicarbonil-DL-aminoacizi in sistem bifazic [3.112-3.116].

Echilibrul este deplasat prin trecerea esterului format in faza organica (CH,Cls):

papaina
N-BOC-Asp-OH + CgHs-CH,OH - - ———» BOC-Asp-OCHLCgHs + BOC-Asp-OH + H,0
H0 : CHCI,

in cazul acidului glutamic si acidului aspartic, este esterificatd numai gruparea
carboxilica din pozitia a [3.112]. Aminoacizii incarcati steric ca valina, izoleucina si
treonina se esterifica cu randamente scazute, iar pentru lizind, arginina si histidina nu au
fost gasite conditiile optime de esterificare.

Randamentul reactiei de esterificare stereospecificad depinde de raportul d = Vg /
Vap al volumului fazei organice si fazei apoase. Acest raport variaza intre 17 pentru
aminoacizii hidrofili: acidul glutamic si aspartic, $i 0,3 pentru cei hidrofobi: fenilalanina,
leucina, triptofan, metionina.

Papaina catalizeaza esterificari cu alcooli monohidroxilici primari C,H2,+1OH (n =
2-10), dioli, alcool alilic, etanolamina, etc. [3.113].

Rezultate bune s-au obtinut folosind papaina imobilizata pe polimetacrilat de metil
reticulat sau Sepharose [3.114, 3.115]. Suportul relativ hidrofob de polimetacrilat de
metil (XAD-7) este potrivit pentru substraturi hidrofobe (alanina), in timp ce suportul
hidrofil de Sepharose este adecvat substraturilor mai hidrofile (acidul aspartic).

Papaina este una din cele mai eficiente proteinaze pentru reactiile stereospecifice
de obtinere a aminoacizilor optic activi si a derivatilor lor.

3.3.2.1.4. Lipaze

Lipazele (triacilglicerol acil-hidrolazele, E.C. 3.1.1.3) constituie un grup de enzime
mult utilizate drept catalizatori in sinteza organica, deoarece sunt usor accesibile, ieftine
si stabile si, ca toate enzimele hidrolitice, nu necesita cofactor.

2-Cloretil esterii N-benziloxicarbonilaminoacizilor sunt hidrolizati enantiospecific
de diferite lipaze din Aspergillus niger, Pseudomonas fluorescens, Candida cylindracea,
cu ee de 85-96% (tabel 3.4) [3.117]. Dintre cele trei enzime studiate, cea mai mare
specificitate de substrat si enantioselectivitate o prezinta lipaza din Aspergillus niger.
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O Lipaza ©
R Cl

» P
>0 pH 7 . OH
NHCbz NHCbz

Tabel 3.4. Hidroliza cloretilesterilor aminoacizilor N-substituiti cu lipaza

R Asperyillus niger Pseudomonas fluorescens | Candida cylindracea
% conv | % ee % conv % ee % conv % ee

Me 36 89 48 16 38 7

Et 40 96 49 52 36 7

n-Pr 27 86 43 58

n-Bu 32 85 52 60 42 30 |

n-Pent 44 95 25 80 27 66 |

n-Hex 31 94 47 87

i-Pr 14 92 8 53

CH,=CH-CH_- 34 86 40 52 31 27

CeHs-CH,- 32 94 12 57 35 63

De asemenea, lipaza din pancreas de porc (PPL) hidrolizeaza regio- si
enantioselectiv esterii aspartici $i glutamici N-protejati [3.118].

Sunt hidrolizati doar esterii de L-aminoacizi si doar la gruparea esterica din a fata
de gruparea amino. Gruparile protectoare voluminoase reduc viteza de hidroliza.
Aminoacizii neprotejati hidrolizeaza neselectiv. Metoda prezinta interes pentru ca se
aplica la aminoacizii dicarboxilici (hidrolizati de un numar relativ mic de enzime) cat si
pentru ca lipaza pancreatica este foarte ieftina (de 10° ori mai ieftind ca esteraza din
ficat de porc si de 10* ori mai ieftind ca a-chimoptripsina, la aceeasi activitate standard).

3.3.2.1.5. Esteraza din ficat de porc

Esteraza din ficat de porc (PLE) hidrolizeaza stereospecific diesterii. Astfel,
diesterul N-benziloxicarbonil-prolinei este hidrolizat cu ee de 100% la monoesterul optic
pur care este transformat apoi in esterul corespunzator al R-Pro [3.119]. Compusul este
util ca sinton chiral pentru alcaloizii pirolidinici sau pentru unele antibiotice.

Similar a fost obtinut acidul a-aminoglutaric optic activ, un precursor pentru
antibioticele B-lactamice, din esterul dialchilic corespunzator, cu esteraza imobilizata
[3.38].

Principalele dezavantaje ale metodelor bazate pe L-esteraze sunt necesitatea
protejarii gruparii amino pentru evitarea ciclizarii (la dicetopiperazine) si hidroliza chimica
slaba a substratului in conditiile reactiei enzimatice.

3.3.2.2. Amidaze

Randamentul ridicat al prepararii a-aminonitrililor prin metoda Strecker si apoi a
amidelor racemice ale a-aminoacizilor a facut ca varianta de sinteza a L-a-aminoacizilor
prin hidroliza enantiospecificd cu amidaze si aminopeptidaze sa fie deosebit de
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eficienta. La DSM, metoda a fost aplicata sinteza a numerosi L- si D-aminoacizi (figura
3.32) {3.38, 3.120, 3.121).

Hidroliza fenilglicinei a fost realizatd cu o aminopeptidaza L-specifica din
Pseudomonas putida, obtindndu-se L-fenilglicind si D-fenilglicinamida cu randamente
cantitative. Preparatul enzimatic brut prezinta o stereoselectivitate de practic 100% la
hidroliza L-amidei la L-aminoacid, la concentratii de substrat de pana la 20% (procente
masa). Peste aceasta concentratie apare inhibitia de produs. D-amida nehidrolizata se
separa prin formarea unei baze Schiff cu benzaldehida, complet insolubila in apa. Dupa
hidroliza acida la 100°'C se obtine D-aminoacidul, fird racemizare. Baza Schiff poate
racemiza in conditii blande, ceea ce permite recircularea amidei $i obfinerea unui
randament de 100%. Procesul poate fi condus catre obtinerea ambilor enantiomeri.

D-fenilglicina este componentul util folosit in producerea ampicilinei cu o0 mare
cerere pe piata mondiala. 1zomerul L, nedorit, este racemizat, esterificat la ester metilic,
supus aminolizei cu formare de DL-fenilglicina si apoi este reintrodus in proces.

Amida aminoacidului trebuie sa contind un atom de hidrogen in pozitia «, iar
gruparea amino trebuie sa fie libera pentru a putea fi substrat pentru aminopeptidaza din
Pseudomonas putida. Pe aceasta cale s-au obtinut si Ala, Val, Leu, aminoacizi
aromatici, Pro, Met. Nu se pot obtine insa nici aminoacizi N-aichilati i nici aminoacizi a-
substituiti. Prin urmare a-aminoacizii a-substituiti cu aplicatii largi (analogi de peptide
bioactive: neuropeptide, encefaline) nu se pot separa prin aceasta metoda. Din datele
de literatura rezulta ca rezolutia lor este dificila din cauza incarcarii sterice.

0
e HCN / NH, " . CN acetona, pH 13 ~ NH,
OO T »90%
>
_ o [iep— NH2 0 [E— Nf{z
HO
_% —OH L-enigicna
aminopeptidaze L-specifice - N
P-eu-'omonas putida T
100 % 0 — CHO ©
_ H NH —-— H
\ N2 > \ —NH,
N > 95% N
D-fenilglicinamida N
HS04 | ‘
>90%
.0
N on
- NH

Figura 3.32. Procedeul DMS de obtinere a fenilglicinei ~ D-fenilglicina

in schimb, celule intregi de Micobacterium neocaurum cu activitate
aminopeptidazica hidrolizeaza de asemenea o serie de amide de aminoacizi a-
substituiti in apa la 37°C. Acidul si amida se separa pe baza diferentei de solubilitate in
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apa sau solventi organici (cloroform) (tabel 3.5)[3.122]. Se pot obtine ambii enantiomeri.
Selectivitatea enzimei este foarte mare (>98% ee), specificitatea de substrat larga.

O amidaza D-specifica din Ochrobactenum anthropi catalizeaza aminoliza unor
esteri de aminoacizi racemici (ex. DL-Ala-OMe), in solventi aprotici, la R-amida
corespunzatoare (de exemplu alanin-3-pentilamida, randament 45%, ee 99%) (3.123].

Pot fi hidrolizate enzimatic si amide ciclice. Exemplul cel mai cunoscut este
productia biocatalitica de L-lizina din DL-a-amino-ge-caprolactama [3.124]. Procesul se
bazeaza pe o combinatie de doua reactii enzimatice: hidroliza enantiospecifica a L-a-
amino-g-caprolactamei la L-lizina $i racemizarea simultand a a D in enantiomerul L-a-
amino-g-caprolactamei. L-lizina se obtine cu randamente practic cantitative incuband
racematul cu celule microbiene de Cryptococcus laurentti cu activitate a L-a-amino-¢-
caprolactamazica si celule de Achromobacter obae cu activitate -a-amino-¢-
caprolactamracemaazica.

Tabel 3.5. Hidroliza unor amide cu Micobactenum neoaurum

R RZC!)—CON H-
NH;

R R2

(CH;),.CH- CH>-

(CH;),CH-CH,- CHs-

CeHs— CHs-

CeHs— CH— CHs-

pMeO-CgH,s—CHo— CHs-

CeHs—CH,—-CH»- CHs-

CeHs—CH— CH;-CH,- }

3.3.2.3. Acilaze

Dintre numeroasele metode de rezolutie opticd, metoda enzimatica cu ajutorul
acilazelor este una dintre cele mai eficiente procedee de obtinere a aminoacizilor optic
puri.

Acilaza | (aminoacilaza, N-acilaminoacid amidohidrolaza) izolata din rinichi de
porc sau fungi de tip Aspergillus catalizeaza hidroliza enantioselectiva a N-acil-L-
aminoacizilor (figura 3.33):

D,L-RCHCOOH + H,O -Aminoacilazg L-R|CHCOOH + D-RCHCOOH

I I
NHCOR4 NH> NHCOR
N-acil-D, L-aminoacid L-aminoacid N-acil-D-aminoacid

racemizare

Figura 3.33. Hidroliza enantiospecifica a aminoacizilor acilati cu aminoacilaza
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Ambii produsi sunt usor separabili datorita diferentei lor de solubilitate. Acil-D-
aminoacidul nehidrolizat este racemizat si reintrodus in proces.

Greenstein si colab. au studiat acilaza | din rinichi de porc [3.125-3.127] iar
Chibata si colab. aminoacilaza din Aspergillus oryzae [3.3, 3.44]. Acestia din urma au
realizat prima instalatie industriald din lume pentru un proces biocatalitic, in 1969 in
Japonia, si anume de obtinere de L-aminoacizi cu aminoacilaza imobilizata pe DEAE-
Sephadex intr-un reactor tip coloana cu functionare continua. L-aminoacidul se separa
prin concentrare. Acil-D-aminoacidul este racemizat si reintrodus in coloana. Costurile
acestui proces sunt cu 40% mai scazute decat cele ale unui proces similar discontinuu,
cu enzima solubila.

Pentru a creste eficienta metodei de rezolutie optica a DL-aminoacizilor s-a
utilizat aminoacilaza imobilizata. Aminoacilaze imobilizate, relativ active si stabile, au
fost obtinute prin legare ionicaA pe DEAE-Sephadex, legare covalenta pe iodacetil-
celuloza, inglobare in gel de poliacrilamida.

O varianta a acestui proces este aplicata in Germania de firma Degussa [3.29] si
utilizeaza un reactor membrand cu enzima solubila, separatd cu o membrana de
ultrafiltrare de substrat $i produs. Varianta permite timpi spatiali mari (neexistand limitari
difuzionale), concentratii mari de enzima, desi are unele dezavantaje fata de reactoarele
tip coloana: cost mai mare al reactorului, necesitatea filtrarii prealabile a substratului,
stabilitatea mai scazuta a enzimei in solutie, etc.

Whitesides si colab. [3.128] au utilizat 0 metoda practica de cataliza enzimatica.
Ei fixeazd enzima in membrane de dializa comerciale (membrane-enclosed enzymatic
catalysis, MEEC). Metoda combina avantajele enzimelor solubile cu cele ale enzimelor
imobilizate. Ei au efectuat rezolutia DL-N-cloracetil-a-metil-metioninei cu acilaza | prin
aceasta metoda (figura 3.34):

0
o)
._Cl R
HN Acilaza | HN, 1“"9 HN
e T MEEC % fcoon’ Ve
MeS™ ~ COOH MeS Mes ~  COOH

Figura 3.34. Rezolutia DL-N-cloroacetil-a-metil-metioninei cu acilaza | prin
metoda MEEC

Acilaza | este specifica pentru N-acil-a-aminoacizi. Ea actioneaza asupra unor
aminoacizi foarte diferiti structural, atat in ceea ce priveste catena hidrocarbonata cat si
gruparea acil atagata de gruparea amino.

Cele doua acilaze sunt complementare in ceea ce priveste specificitatea de
substrat. Ele prezinta afinitate pentru n-alchil, n-alchenil sau n-alchinil-aminoacizi cu
lungime moderata a catenei (C3-Cg). Aminoacilaza fungica prezinta activitati relativ mai
mari la hidroliza aminoacizilor aromatici $i 3-ramificati, in timp ce acilaza din rinichi de
porc prezinta o afinitate marita fatd de aminoacizii w-carboxilati $i accepta ca substraturi
o-metilaminoacizii. Atat aminoacilaza fungica cat i cea renala hidrolizeaza grupari acetil
si propionil nesubstituite sau substituite, grupari formil, benzail, glicil, viteza de hidroliza
cu aminoacilaza fungica fiind mai mare decat cu cea renala [3.129]. Aceasta din urma
hidrolizeaza si a-aminoacizi cu grupari acil ramificate in a, dipeptide, N-cloracil sau N-
metilacilaminoacizi, pe cand aminoacilaza fungica nu [3.129, 3.130].
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in tabelul 3.6 sunt prezentati o serie de aminoacizi naturali si nenaturali,
importanti ca sintoni chirali in sinteza chimica organica, care au fost separati cu acilaza.

Tabel 3.6. a-aminoacizi $i a-metil-a-aminoacizi testati sub forma de acil-derivati

ca substraturi pentru acilaza |

)Cio- CH; COO
R NH,* R NH,*
R R R R
CH,CH
A " uooc/\cr-i2 HOCH,
7w, O\ HOR A, Hooc” cH,
(CHy),CH c, N Nch,
CH
Lol ¥ o
CH, k)\/\CHZ O  COOH k/‘\cm
-y O\/\ W M
" Q CH
/\/\CH2 )l\ 7
CICH, H,N CH,
NN N, .
HOCH, )]\ OH
/ CH HO
\/\0H2 Ho\/\CHz 2 I N
|
NN O\ CH
K\ CH, HO CH;, - CH, ’
o™ Ny cH, S\e
==—CH, ’ CH,

V\CHZ

X

HO CH,

2

NC
\/\CH2

Hidroliza stereospecificd cu aminoacilazd este una dintre metodele cele mai
importante s$i mai studiate de rezolutie cineticad enzimatica a aminoacizilor, cu mulite
variante, atat ca tehnica de imobilizare a enzimei, cat si ca proces [3.131-3.134).
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S-au identificat si D-acilaze. Astfel, enzima izolata din Alcaligenes fecalis DAI
catalizeaza hidroliza unor N-acil-aminoacizi (N-acetil, N-benzoil, N-benziloxicarbonil) la
D-aminoacizi. Aminoacizii neutri ca Met si Phe sunt substraturi bune, pe cand
aminoacizii mici si polari, ca Gly, Ala, Ser, Thr, Asp, Lys, si Arg nu. Gruparea BOC nu
este acceptata in substrat [3.135].

3.3.2.4. Hidantoinaze

Hidantoinazele sunt o categorie deosebita de enzime, care actioneaza asupra
izomerului D al substratului (respectiv hidantoinei) conducand la obtinerea directa a D-
aminoacidului. Prin aceasta se reduce numarul etapelor tehnologice de separare a
produsului, in cazul in care produsul util este tocmai izomerul D.

Amoxicilina, un antibiotic de tip B-lactonic, contine D-para-hidroxi-fenilglicina in
catena laterala. In figura 3.35 este prezentatd o sintezd enzimatica speciald a acestui
aminoacid [3.136).
\\\r___rqu

Ho—(( ) ‘H—Eb\
TN N Yo

Vo
HO@ R/“\COOH H/t D-Hidantoinaza N
> HO - T
N)O]\ H* N o B. brevis
Ho NH,

racemizare spontana

o)

o

H OH
’ O‘w «_NaNO, / HOAC / HCI
NH,

D-para-hidrox-fenilglicina

Figura 3.35. Sinteza D-para-hidroxi-fenilglicinei cu D-hidantoinaza

Para-hidroxi-fenilhidantoina racemica se prepara din fenol, acid glioxilic si uree in
mediu acid. Acest substrat este hidrolizat selectiv la D-N-carbamoil-para-hidroxi-
fenilglicina de catre o hidantoinaza D-specifica din Bacillus brevis. Izomerul L
nereactionat racemizeaza spontan in conditiile reactiei enzimatice, astfel incat produsul
util poate fi obtinut cu un randament teoretic de 100%. Produsul N-carbamoilat poate fi
transformat chimic in D-para-hidroxi-fenilglicina cu azotit de sodiu intr-un mediu de acid
clorhidric si acid acetic.

Hidantoinaza sau dihidropirimidinaza este produsa de multe bacterii, cum ar fi
Acetobacter, Corynebacterium, Agrobacterium, Pseudomonas, Bacillus sau
Streptomyces [3.137]. Desi are activitate si selectivitate maxima pentru dihidrouracil,
enzima ataca un mare numar de hidantoine 5-substituite, alifatice si aromatice [3.58].

Pe langa D-para-hidroxifenilglicind, metoda se aplicd comercial si pentru D-
fenilglicina si D-valina.

Scindarea legaturii carbamoilice se poate face si enzimatic. Celule de
Agrobacterium radiobacter convertesc direct DL-5-(para-hidroxifenil)-hidantoina in D-
para-hidroxifenilglicina. Acest microb produce doua enzime, atat o D-hidantoinaza cat si
o N-carbamoil-D-aminoacid-hidrolaza.
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in speciile de Pseudomonas s-au gasit pe langa hidantoinaze si racemaze care
determina o transformare completa a substratului.

3.3.2.5. Nitrilaze si nitril-hidrataze

Nitrilazele si nitril-hidratazele catalizeaza conversia nitrililor la acizi carboxilici si
amide [3.4, 3.138, 3.139].

In cazul nitrilazei din Pseudomonas putita i Brevibacterium species se
presupune ca are loc hidroliza nespecifica a nitrilului la DL-amida de catre o hidrataza,
urmata de hidroliza enantioselectiva a L-amidei la L-acid de catre o amidaza specifica.

L-alanina a fost obtinutd din o-aminopropionitril folosind o tulpind de
Acinetobacter species cu activitate nitrilazica, cu conversie de 94% si ee 75% (figura
3.36) [3.4].

H
nitrilaza R~& - COOH

NH,
RCHO + HCN + NH; ——» R”'fr' CN
-HZO NH2
R. . H
- nitril | CONH, ﬂd;éﬂ;’ R\’;,K»COOH
hidrataza NH2 L-specifica NH;
H
Me. CcN Acinetobacter P Me COOH
NH, 94%, 75% ee NH, LAla

Figura 3.36. Aminoacizi optic activi cu nitrilaze si nitril-hidrataze

Conversia mare si lipsa D-amidei din sistem dovedesc existenta unei nitrilaze cu
activitate enantiospecifica si nu o combinatie de nitril-hidrataza/L.-amidaza. Exista si
posibilitatea existentei unei racemaze care, cuplatd cu sistemul nitril-hidrataza/L-
amidaza duce la acelasi rezultat.

Aceste enzime mai pot fi folosite la obtinerea aminoacizilor si hidroxiacizilor din
aminonitrilii $i cianhidrinele corespunzatoare. Metoda este valoroasa pentru ca decurge
in conditii blande si fara produse secundare, in timp ce metodele conventionale de
hidroliza a nitrililor sunt insotite de generarea de saruri, care ridica probleme de izolare
si purificare, respectiv de epurare.

Potentialul nitrilazelor este foarte mare, desi pana in prezent cea mai importanta
aplicatie a lor ramane sinteza caprolactamei din adiponitril.
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Cap. 4. Obtinerea, caracterizarea si utilizarea enzimelor amilolitice

Motto:
1f we wish to catch up the Nature, we shall need to wse the same methods as she
does, and | can forsee a time tn witch physwological chemustry will not only mak e
greater use of natural enymes but will actually resort to creating synthetic ones.
tomul Fischer, 1902
4. Obtinerea, caracterizarea si utilizarea enzimelor amilolitice

produse de Aspergillus oryzae si Aspergillus niger

in general, hidroliza enzimatica a amidonului are loc in doua etape:

¢ lichefierea amidonului prin transformare in dextrine cu a-amilaza, de exemplu din
Bacillus subtilis, din preparate comerciale gen Termamyl (Novo);

e zaharificarea propriu-zisa, adica transformarea dextrinelor in zaharuri
reducatoare fermentescibile (glucoza, maltoza) cu amiloglucozidaza (AMG), de
exemplu din Aspergillus, din preparate comerciale gen Amyloglucozidase (Novo).
Cercetanle efectuate s-au axat pe obtinerea unui complex enzimatic (a-amilaza $i

amiloglucozidaza) care sa fie utilizat in hidroliza amidonului, pentru obtinerea ultenoara a
etanolului.

in alegerea microorganismului producator de amilaze s-au avut in vedere pe de o parte
caractensticile de biosinteza ale diverselor microorganisme iar pe de altd parte faptul ca
producerea de enzime de tipun diferite (fungice si bacteriene) poate ridica probleme de
incompatibilitate la cultivarea in aceeasi incinta (contaminare). Acest inconvenient se poate
rezolva prin cultivarea unui singur microorganism sau a unor microorganisme din aceeasi
familie.

Microorganismele din genul Aspergillus produc complexe enzimatice amilolitice
care contin atat o-amilaza cat si amiloglucozidaza [4.19]. Complexul amilolitic
biosintetizat de Aspergillus oryzae contine cantitdti mari a-amilazad $i moderate de
amiloglucozidaza, ceea ce permite un atac rapid asupra amidonului, favorizdnd in
continuare procesul de zaharificare, in timp ce complexul sintetizat de Aspergillus niger,
continand cantitdti man de amiloglucozidaza si cantitati mici de a-amilaza, degradeaza lent
amidonul si deci procesul de zaharificare, care depinde de dextrinificare, se va desfasura lent.

S-a urmarit obtinerea de preparate enzimatice cu activitate a-amilazica si
amiloglucozidazica prin urmatoarele etape:

e selectionarea unor tulpini de Aspergillus oryzae si Aspergillus niger inalt
producatoare de enzime amilolitice;

o determinarea conditilor optime de biosinteza prin culturi pe mediu solid sau
submers, in flacoane sau bioreactor $i separarea unor preparate partial purificate cu
activitate a-amilazica si amiloglucozidazica;

e caracterizarea preparatelor enzimatice obtinute: influenta pH-ului, temperatuni,
anionilor si cationilor asupra activitatii i stabilitatii activitati enzimatice;

e determinarea parametrilor cinetici de actiune ai enzimelor la hidroliza
substantelor amidonoase.

4.1. Obtinerea si purificarea a-amilazei din culturi de Aspergillus oryzae
4.1.1. Selectarea de tulpini microbiene cu randament ridicat si
standardizarea mediului optim de cultura

Atéat caracteristicile de biosinteza cat si problemele de compatibilitate a diferitelor
tulpini microbiene au dus la alegerea de Aspergillus oryzae ca microorganism producator
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de enzime amilolitice, testandu-se mai multe tulpini in vederea selectarii uneia cu
productivitate maxima.

Metoda folosita in selectionarea unei tulpini inalt producatoare de enzime
amilolitice a constat in testarea unor tulpini adaptate pentru producerea de amilaze din
colectii de microorganisme, dezvoltarea si intretinerea lor pe medii sintetice precum i
cultivarea pe medii naturale in scopul biosintezei enzimelor.

Criteriile care au stat la baza selectionarii tulpinilor, a standardizarii mediului de
cultura si a biosintezei au fost:

e randament maxim in inducerea biosintezei de amilaze,

e inducerea productiei de amilaze in timp cat mai scurt,

e inhibarea producerii altor enzime (proteazele si transglucozidazele),
e componente naturale accesibile, la pret de cost scazut.

Prezenta proteazelor este nedoritd deoarece, prin actiunea lor proteolitica,
determina distrugerea amilazelor, iar separarea lor de amilaze in cursul procesului de
purificare mareste pretul de cost. Transglucozidazele (glucozil-transferazele) catalizeaza
sinteza zaharunlor nefermentescibile, in particular a izomaltozei, din glucoza. De aceea,
obtinerea de randamente mari de glucozd din amidon implica absenta glicosil-
transferazelor.

4.1.1.1. Cultivarea tulpinilor pe medii sintetice de crestere si intretinere

Tulpinile testate s-au gasit sub forma liofilizata, in tuburi inchise steril sau in
eprubete pe mediu solid cu agar (Sabouraud sau Czapek-Dox). Ele s-au mentinut pe
tuburi inclinate timp de trei-patru luni dupa care s-au trecut pe mediu proaspat (cap.
6.2.1.1.1). Dupa trei-patru treceri pe mediu Sabouraud sau Czapek, pentru a evita
degenerarea tulpinii, s-a facut trecerea pe un mediu de cultura diferit, de obicei mediu
de morcov, care este si cel mai simplu de preparat.

Pentru tulpinile testate timpul de sporulare pe mediu Sabouraud a fost de 6-8 zile,
iar pe mediu Czapek de 8-9 zile, la 30°C, dupa care sporii obtinuti au putut fi folositi ca
inocul pentru mediile de cultura naturale.

4.1.1.2. Selectarea de tulpini microbiene [4.1]

S-au testat 4 tulpini microbiene de colectie de Aspergillus oryzae, adaptate pentru
producerea de amilaze. La cultivare pe mediu Sabouraud solid inclinat, timpul de
sporulare a fost de 6-8 zile la 30°C.

Testarea potentialului de biosinteza amilolitica s-a efectuat prin cultivare pe mai
multe medii naturale sterilizate, in flacoane conice de 1 |, pHmediv 4,6-4,8, la 30°C, 48 h,
sub agitare, microorganismul fiind puternic aerob (masa vibratoare cu sistem du-te-vino,
100 curse/minut) (cap. 6.2.1.1.2). S-a urmarit dezvoltatea miceliului $i s-a determinat
continutul in amilaze, proteaze si proteine in filtrate. Pentru activitatea amilazica s-a
utilizat metoda determinarii zaharurilor reducatoare, produse prin hidroliza amidonului,
evaluandu-se astfel activitatea amilazica globala. Rezultatele obtinute pentru tulpinile de
Aspergillus testate sunt prezentate in tabelul 4.1.

Tulpina cu rezultatele cele mai bune a fost Aspergillus oryzae 242 care a prezentat
activitatea amilazica cea mai ridicata (10,49 U/ml) si cantitatea cea mai mica de
proteaze in mediu (0,16 U/ml). Tulpina se caracterizeaza si printr-o crestere rapida, care
o protejeazd impotriva unor infecti timpuri. in experimentele urmatoare de
standardizare a mediului de cultura si a conditiilor optime s-a lucrat numai cu aceasta
tulpina.
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Tabel 4.1. Selectarea tulpinii de Aspergillus oryzae producatoare de amilaze

Nr. | Tulpina | Compozitia mediului Amilaze (DNS) | Proteaze Proteine
crt. Component g U/ml U/mi U/mi
1 | A.o. 242 | Pudra orez 3 10,49 0,16 436
A.0. 144 | Pudra fasole 1,25 3,17 0,84 487
A.0. 142 | KH,PO, 1,25 9,21 0,37 4 86
A.0. 159 | MgSO, 0,08 1,20 0,38 4,14
CaCl, 0,08
H,0 distilata 150
2 | Ao.242 | Tarate grau 0,50 9,37 0,20 1,37
A.0. 144 | Amidon 0,75 2,43 0,73 1,06
A.o. 142 | Extract drojdie 0,75 8,40 0,22 1,40
A.0. 159 | CaCl, 0,30 1,25 0,29 1,21
H,0 distilata 150
3 | Ao. 242 | Malai 4,50 4,16 0 0,53
A.0. 144 | Extract drojdie | 0,08 1,40 0 0,74
A.0. 142 | CaCl, 0,75 3,48 0 0,74
A.0. 159 | NaH.PO, 0,08 1,10 0 0,46
KCI 0,08
MgSO, 0,08
H,0 distilata 150

4.1.1.3. Standardizarea mediului optim de cultura

Optimizarea mediilor de cultura s-a facut in aceleasi conditii ca si testarea tulpinilor
(cap. 4.2.1.2). In alegerea componentelor mediului de cultura s-a tinut cont de diversele
retete intalnite in literatura cat si de regulile generale de inductie a biosintezei enzimelor,
de utilizarea de produse naturale, usor accesibile.

Pentru inducerea producerii de enzime s-au utilizat:

o surse de carbon (tarate de grau, amidon, malai, faina de orez);

e surse de azot atat organic (fasole), cat si anorganic ((NH4).SO4, NaNO;;

» saruri anorganice de Ca®*, Na*, K":

o surse de fosfor (NaH,PQ4, KH,PO4, KoHPOy,);

e surse de vitamine (extract de drojdie).

Componenta mediilor de cultura si rezultatele obtinute pentru tulpina de Aspergillus
oryzae 242 sunt prezentate in tabelele 4.2, 4.3 si 4.4 [4.14].

Mediile de cultura 1, 2 si 3 (tabelul 4.2) au dat rezultatele cele mai bune, dar
tulpina a sintetizat si o cantitate insemnata de proteaze. Mediile 4 si 5 au rezuitate mai
slabe, dar nu produc de loc proteaze. Mediul 2 format numai din tarate si fasole are
activitate amilazica destul de buna dar are activitate proteazica, ceea ce arata rolul
malaiului ca inductor in biosinteza amilazelor si mai ales de represor al biosintezei
proteazelor. S-a experimentat o combinatie de componente din aceste medii in scopul
maririi cantitatii de amilaze si a eliminarii producerii de protease (tabelul 4.3). in cazul
mediilor 6, 7, 9 si 10 s-a obtinut cresterea randamentului de biosinteza a amilazelor, iar
in cazul mediului 9 s-a obtinut o activitate amilazicd buna (12 U/ml) si s-a eliminat
complet producerea de proteaze.
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S-a incercat in continuare reducerea numarului de componente ale mediului de
culturd prin cultivarea microorganismului pe mediul 9 din care sa lipseasca una dintre
componentele de baza (tabelul 4.4). Se observa ca eliminarea fainei de fasole duce la o
scadere la jumatate a activitatii amilazice, iar eliminarea si a taratelor si a fasolei duce la
o scadere aproape completa a acestei activitati.

Deci, mediul optim de biosinteza pentru microorganismul Aspergillus oryzae 242

este:

e faind de malai, g 20,0
e tarate de grau, g 7,0
e faina fasole, g 3,2
e CaCl,, g 0,5
o KH2P04, g 0.5

e apa de izvor, g 1000,0

Tabel 4.2. Optimizarea | a mediului de cultura

Nr. | Compozitia mediului Amilaze (DNS) Proteaze
crt. | Component g U/mi U/mi
1 | Faina orez 3,00
Faina fasole 1,25
KH2PO, 0,30 10,49 0,16
MQSO4 0,08
CaCl, 0,08
H.O 150
2 | Tarate grau 3,00
Faina fasole 1,15 10,59 0,21
H,O 150
3 | Tarate grau 0,50
Faina fasole 0,75
Amidon 2,25 9,37 0,20
Extract drojdie 0,75
CaCoOs; 0,30
H,O 150
4 | Malai 4,50
Extract drojdie 0,08
CaCl, 0,75
NaH,PO, 0,08 4,16 0
KCI 0,08
MgSO, 0,08
H,O 150
5 | Amidon 4 50
(NH4)2S0O4 1,50
KH2PO4 0,15 0,4 0
CaC|2 0,05
MgClz 0,05
H.O 150
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Cap. 4. Obtinerea, caracterizarea si utilizarea enzimelor amilolitice

Nr. | Compozitia mediului Amilaze (DNS) Proteaze
crt. | Component g U/ml U/ml
6 | Tarate 3,00
Faina fasole 1,50
Amidon 0,50
KH,PO, 0,30 13,64 0,172
MgSO, 0,08
KCI 0,08
H,O 150
7 Faina orez 3,00
Faina fasole 1,50 12,23 0,240
CaCoO; 0,30
H,0O 150
8 Faina orez 3,00
NaNO; 0,30
MgSO. 0,08 7,56 0,137
CaCl, 0,08
KH,PO, 0,10
H,O 150
9 Faina malai 3,00
Tarate 1,00
Faina fasole 0,50
MgSO, 0,08 12,16 0
CaCl, 0,08
KH,PO, 0,10
H,O 150
10 | Tarate 3,00
Faina soia 1,50 12,51 0,218
H,O 150
Tabel 4.4. Optimizarea lil a mediului de cultura
Nr Compozitia mediului Amilaze (DNS) | Amilaze (I,) | Proteaze
crt Component g U/ml U/ml U/ml
9a Faina malai 3,00
Tarate 1,00
Faina fasole 0,50 16,17 17,66 0
CaCl, 0,08
KH,PO4 0,10
H.O 150
9b Faina malai 3,00
Tarate 1,00 8,68 11,09 0
KH,PO4 0,10
H.O 150
9¢ Faina malai 3,00
CaCl; 0,08 0,8 0,5 0
KH,PO, 0,10
H,O 150
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4.1.2. Cinetica biosintezei amilazelor, transglucozidazelor si proteazelor
pe mediu de cultura submers

in experimentele anterioare, criteriul de alegere al tulpinii si al mediului optim de
cultura a fost randamentul de biosinteza al amilazelor gi absenta productiei de proteaze.
insa, pe langa proteaze, de obicei se produce si 0 altd enziméa impurificatoare, si anume
transglucozidaza sau oligozaharidaza.

Acesta enzima este o transferaza care catalizeaza formarea din zaharide mici ca
glucoza sau maltoza de di- tri- sau polizaharide nefermentescibile care apoi nu pot fi
transformate de drojdii in alcool etilic. Un continut mare in aceasta enzima este daunator
prin scaderea randamentului. De aceea in urmarirea cineticii de biosinteza s-a inclus si
procesul de biosinteza al transglucozidazei.

S-a studiat formarea in timp a enzimelor amilolitice in culturi de Aspergillus
oryzae, in mediu submers, atat in flacoane cat si in bioreactor [4.2], folosind ca mediu
de cultura submers mediul optimizat anterior (cap. 4.1.1.3).

4.1.2.1. Sinteza substratului pentru transglucozidaze

Prezenta transglucozidazelor in filtratele de cultura precum si verificarea
eficacitati metodelor de eliminare a enzimei contaminante necesitd un substrat foarte
specific pentru glucoziltransferaze. Un astfel de compus este fenil-a-D-glucopiranoza (I).
Obtinerea ei [4.3] (cap. 6.2.1.1.3) s-a realizat conform urmatoarei scheme de reactie:

HO—CH,— CH— (CHOH),—CHOH +86(CH ,C0), 0 —<at. 5,

(1)
+C6 Hs" OH + ZnC|2

7CH3COOH+CH;—COO-~CH,—CH-— (CHOH);-- CHOCOCH, — 1=~
[, O e ,‘
o (ln) o
H—C_OC6 H5 : H’7’C’*OCSH5
HAC*O"_CO—CH3 . +CH3OH ' C'_'a ONa) H_ ‘C‘”—OH
H-C-0-CO CH; H- C OH
H—C @ 3 T oI ——
CH,OH (IV) CH,OH (1)

Sinteza penta-O-acetil-a-D-glucopiranozei (llf) prin acetilarea glucozei cu
anhidrida acetica a fost realizatd pe doua cai: metoda A, in care s-a utilizat drept
catalizator acidul sulfuric [4.4] si metoda B, cu clorurd de zinc [4.5], in ambele metode
obtinandu-se randamente de 80-90%. in prezenta de acid sulfuric reactia poate deveni
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foarte energica si greu de controlat, de aceea fiind necesara o dozare foarte atenta a
acestuia. Puritatea si concentratia anomerului a in produsul metodei B sunt mai bune
decat pentru metoda A (tabelul 4.5). Atat intermediarii cat gi produsul de reactie au fost
caracterizati prin punct de topire (aparat Boetius), rotatie optica (polarimetru tip Polamat,
Carl Zeiss Jena) si spectru IR (pastila de KBr, spectrofotometru Specord IR 75).

Tabel 4.5. Sinteza penta-O-acetil-a-D-glucopiranozei

Metoda | Randament (%) Punct de topire (°C) Rotatie optica (°)
Exp. Lit. [4.6] Exp. Lit. [4 6]

A 82,0 97-99 111-112 +86,7 | +101,75

B 88,5 109-110 111-112 | +984 | +101,75

Spectrele IR ale produsilor au fost identice cu cele de literaturd pentru penta-O-
acetil-a-D-glucopiranoza [4.6].

Tetra-O-acetil-fenil-a-D-glucopiranoza (IV) s-a obtinut prin topirea penta-O-acetil-
o-D-glucopiranozei (lil) cu fenol, utilizdnd ZnCl, drept catalizator. Produsul de reactie s-
a extras cu benzen si s-a recristalizat din etanol. Randamentul obtinut a fost destul de
mic, 15-20%, dar apropiat celui indicat de literatura (28%) [4.7].

Caracteristicile produsului de reactie sunt prezentate in tabelul 4.6. Prezenta
benzilor IR specifice pentru inelul aromatic, gruparea carbonil in esteri si banda C-O-C
in eterii ciclici, precum $i similaritatea datelor experimentale si de literatura [4.7] pentru
punctul de topire si rotatia optica confirma structura (IV) pentru compusul izolat.

Tabel 4.6. Proprietatile fizico-chimice ale tetra-O-acetil-fenil-a-D-glucopiranozei

Punct de ap’ Spectru IR
topire (°C) ) (cm™)
Exp. Lit. Exp. Lit. | vens | Ochs | VeHar | Veso | Vooc | OcHar | YcH
107- 111- | +165,7 | +168 2920 1430 3020 | 1720 | 1200 | 1180 | 980
110 112 2840 1360 1600 1120 | 960
1490 1100 920
1080 | 840
1040

Transesterificarea produsului (IV) cu metanol, in prezenta metoxidului de sodiu,
duce la obtinerea fenil-a-D-glucopiranozei de puritate avansata cu randament de 85-
90%. Proprietatile spectrale si fizice ale produsului de reactie sunt prezentate in tabelul
4.7,

Tabel 4.7. Proprietatile fenil-a-D-glucopiranozei

Punct de topire (°) ap” (°) Spectru IR (cm™)
Exp. Lit. Exp. Lit. Vo | Vers™ | VewartOom | Veoc Ochar Y CHar
168-175 170 +1746 | +175 | 3500 | 2920 1640 1200 | 1160, 1110 | 920
3200 1600 1080, 1060 | 860
1490 1040 750

in spectrul IR se observa aparitia benzii OH asociat (3200-3500 cm™, intens, larg)
precum si disparitia benzii CO esterice (1720 cm™, intens). Datele experimentale pentru
punctul de topire si rotatia opticad specificA pentru compusul | sunt similare cu cele
prezentate in literatura [4.8].
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4.1.2.2. Biosinteza in flacoane

S-au realizat doua culturi in flacoane, cu mediul de cultura submers optim. in

cultura A s-a lucrat cu un volum de mediu mai mic decat in cultura B, in ideea ca
folosind un volum mai mic de mediu aerarea creste (cap. 6.2.1.1.4). Activitatea
amilazica, transglucozidazica, proteazica si continutul in proteine sunt prezentate in
tabelul 4.8 si figura 4.1, iar randamentul per gram substanta uscata in tabelul 4.9.

submerse de A. oryzae

Tabel 4.8. Formarea enzimelor amilolitice prin biosinteza in flacoane, in culturi

Nr. | Timp | Proteine Amilaze AMG TG Proteaze
crt. DNS l2 10°
ore mg/ml Ugw/ml | Upae/mt | U/ml | U/ml U/ml U/ml
A 44 0,596 11,02 7,89 10,82 0 0 0
93 0,514 21,85 15,60 16,34 45 0 0
118 0,486 20,56 1473 [ 2264 | 43 0,005 0
142 0,525 20,38 14,50 | 20,56 1,9 0,106 0,005
B 44 0,580 13,13 9,40 11,61 0 0 0
93 0,514 22,58 16,17 | 1766 | 51 0 0
118 0,478 21,85 16,65 | 24,87 6,2 0,020 0,031
142 0,507 20,75 1486 |2003| 51 0,100 0,125
247 [ —e—a-Amilaz od) 1%
| | —m— Amilaze (DNS) '
201 | —a— G 420
€ 161 {16
S5 . =
o 121 {123
g I =
4 14
. /\A -
N A 40

80 100
Timp (ore)

120

140

Figura 4.1. Cinetica biosintezei enzimelor amilolitice in flacoane (cultura A)

Tabel 4.9. Randamentul per gram substanta uscata

Mediu uscat | Volum filtrat o-Amilaza Amiloglucozidaza
g mi U/mi Utomle U/ gmediu U/ mi Utotale U/ J mediu
uscat uscat
7,5 200 24 4800 640 0,005 | 1,02 0,136
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in conditiile culturii submerse in flacoane are loc 0 acumulare de amilaze (DNS)
pana la un timp 93 de ore de dezvoltare a microorganismului, dupa care cantitatea
ramane constanta, scazand usor la perioade mai mari de 120 ore. Cresterea cea mai
pronuntata a continutului de a-amilaza are loc intre 44-93 ore, apoi o crestere mai lenta
intre 93 si 118 ore, in timp ce amiloglucozidaza apare in mediu in cantitati mici dupa 90
ore $i se mentine in continuare aproximativ constanta. Transglucozidaza apare in mediu
la sfarsitul perioadei de biosinteza, dupa 118 ore, ajungand dupa 142 ore la o valoare
de 0,1 U/ml. Biosinteza proteazelor are loc dupa 142 ore de aerare, in cantitati
neglijabile. O buna aerare intarzie producerea de proteaze si transglucozidaze, de
aceea se indica biosinteza amilazelor in sisteme bine aerate.

in concluzie, in primele 93 ore de incubare are loc o crestere constantd a
activitati amilazice, dupa care aceasta se stabilizeaza si incepe biosinteza de
transglucozidaze si proteaze. Este indicatd deci oprirea biosintezei dupa atingerea
maximului de amilaze, dupa 93 de ore in cazul cultivarii in flacoane cu mediu submers,
evitdndu-se contaminarea cu enzime nedorite (proteaza, transglucozidaza) si pierderea
de activitate amilazica.

4.1.2.3. Biosinteza in bioreactor

Pe baza rezultatelor obtinute prin cultivarea tulpinii de Aspergillus oryzae in
flacoane, s-a realizat experimentarea la scara de micropilot, in bioreactor, cand se
asigura o aerare $i O agitare mult superioare celor din flacoanele agitate pe masa
vibratoare.

Instalatia utilizata pentru biosinteza enzimelor amilolitice este prezentata in figura
42

MEDIU CULTURA

TERMOSTAT
INCAPERE

"COMPRESOR

% s FILTRU AER
B ——

PREINOCUL

Figura 4.2. Instalatia de biosinteza a enzimelor amilolitice
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S-a utilizat un reactor de sticla de capacitate de 10 |, prevazut cu un agitator cu
palete drepte, turatie variabila (motor de 0,37 kW), aerare reglabila la partea inferioara
cu aer sterilizat (filme sterile de carbune si vata de sticla) furnizat de un compresor i
termostatare (prin plasare intr-o camera termostatata la 30°C). Capacul inferior este
prevazut cu un dispozitiv de golire si luat probe, iar cel superior cu dispozitiv de
introducere a amoniacului pentru corectarea pH-ului, dispozitiv de evacuare a aerului
rezidual si orificiu pentru introducerea mediului de cultura. Bioreactorul a fost sterilizat
chimic (apa oxigenata 30%, 2 h) si termic (abur, 1 h la 2 atm., de doua ori in interval de
24 h).

S-a utilizat mediul de cultura standardizat anterior (capitol 4.1.1.2). Inocularea s-a
efectuat folosind un preinocul. Metoda este avantajoasa deoarece microorganismul fiind in
faza vegetativa, se elimina faza de log in dezvoltarea in preinocul, astfel ca in bioreactor
evolutia are loc rapid, preintdmpinand eventuala dezvoltare a altor microorganisme. De
asemenea, cresterea microorganismului pe un mediu identic cu cel din fermentator are $i un
efect inductor asupra biosintezei enzimatice. In tabelul 4.10 se prezintd schema
procesului de dezvoltare a microorganismului de la tulpina liofilizata in tub la nivel de
reactor. Pentru pornirea culturii, se coreleaza ultima sterilizare termica a bioreactorului
cu ultima sterilizare a mediului de culturd $i cu implinirea celor 24 ore de dezvoltare a
preinoculului.

Tabel 4.10. Schema procesului de dezvoltare a microorganismului®

Faza Ziua
516 7 8 9

-
N
w
H

Cultura pe tuburi Sabouraud | D | D | D | D | D | D | DI
Preinocul S| S | bl
Mediu de cultura pt. reactor Sl
Reactor S S S D

0p)

®D-dezvoltare, S-sterilizare, |-inoculare

S-a urmarit dezvoltarea miceliului la microscop si cinetica producerii de enzime
prin prelevare de probe si analiza lor: pH, continut in proteine, activitate amilazica,
proteazica si transglucozidazica. Observatile microscopice au aratat o dezvoltare
intensa a ciupercii dupa 8 ore de la pornirea experimentului, cand s-au format flocoane
de micelii care s-au marit continuu, astfel cd dupa 16 ore miceliul a devenit continuu,
impanzind toatd masa de cultura. Dezvoltarea culturii a determinat o scadere a pH-ului,
in intervalul de ore de cultura 12-24. Cultura a fost lasata sa se dezvolte pana nu a mai
avut loc cresterea activitatii enzimatice.

In tabelul 4.11 sunt prezentate valorile zaharului reducator din mediul de cultura
in timpul biosintezei. Se observa aparitia unui maxim la 16 ore, valoare ce este in
concordanta si cu dezvoltarea maxima a microorganismului, observata la microscop.

Tabel 4.11. Variatia zaharului reducator in timp

Timp (ore) 12 16 20 24 28 32 36 40 44

Zahar reducator
(umol glucoza)

259 | 350 |229| 87 | 6,2 | 25 | 1,2 0 0
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in tabelul 4.12 gi figura 4.3.

Cap. 4. Obtinerea, caractenzarea si utilizarea enzimeior amilolitice

Cinetica dezvoltani microorganismului $i a biosintezei enzimatice este prezentata

Tabel 4.12. Cinetica dezvoltani microorganismului $i a biosintezei enzimatice

in cultun submerse in reactor

| Timp | pH | Amilaze DNS | Amilaze |, Amiloglucozidaza Proteine
ore U/ml U/mi u/i U/ml
12 43 8.01 6,72 3.2 0,867
16 42 8,42 6,88 14,7 0,803
20 42 8,34 5.64 26,0 0,735
24 4.6 10,27 9,10 29,0 0,843
28 438 13,73 12,27 34,0 0,764
32 49 19,38 12,20 35,2 0,832
36 49 24,75 19,79 53,1 0,971
| 40 49 29,37 21,09 48,6 0,775
. 44 49 25,14 27,12 57,0 0,714
48 49 36,04 28,27 53,1 0,732
52 49 36,04 28,05 58,0 0,846
53,5 49 33,07 28,88 55,0 0,803
“corectie la pH 4,6-4,9 cu solutie NHsOH 25 %.
A A
J - h
| . ®  Amilaze (DNS)
50 ® o-Amilaz (iod) 190
1T & AMG ]
40 140
E; : 4 —
2> 30+ 130 3
£ 20 120 >
=z | ]
10- 110
0 0
0 10 20 30 40 50 60

Timp (ore)
Figura 4.3. Cinetica biosintezei enzimelor amilolitice in bioreactor

Dupa cum se observa in tabelul 4.12, prin cultivarea submersa in bioreactor a
microorganismului Aspergillus oryzae se obtin enzime amilolitice in cantitati mai mari
decat in cazul cultivari in flacoane. O crestere spectaculoasd se observa in cazul
amiloglucozidazei, a carei concentratie in mediul de cultura creste de aproape 10 ori.
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Acest lucru demonstreaza puternica dependenta a biosintezel amiloglucozidazei de
aerarea mediului de biosinteza. a-Amilaza se obtine de asemenea intr-o concentratie de
1,5 ori mai mare decat in flacoane, fapt ce arata, si in acest caz, efectul pozitiv al aerarii.
in schimb, enzimele impurificatoare (transglucozidaza si proteaza) nu sunt produse de
microorganism n aceste conditii. in cursul biosintezei se constata si o scadere a pH-ului
mediului de culturd, acidifiere ce a inregistrat un maxim la 16 ore, observatie ce coincide
cu dezvoltarea microorganismului. in ceea ce priveste continutul in proteine, acesta a
ramas in principiu constant in cursul biosintezei.

Din figura 4.3 se observa ca biosinteza enzimelor prezintd un profil logaritmic.
Astfel, dupa o dezvoltare lenta de 8-12 ore, are loc o crestere rapida a concentratiei a-
amilazei intre 12-44 ore si respectiv a amiloglucozidazei intre 12-36 ore, urmata de o
perioada de aplatizare a cresterii activitatii enzimatice, pentru ca dupa 52 ore, activitatea
ambelor enzime sa scada lent. Rezultd deci ca biosinteza maxima se atinge dupa 52
ore in cazul cultivarii submerse in bioreactor, fatd de 118 ore in cazul flacoanelor
agitate, fapt ce se poate explica prin influenta majora a aerarii mediului.

in concluzie, aerarea mai buna rezultatd din insuflarea de aer si agitarea
mecanica puternica produce atat o crestere puternica a randamentului in enzyme cat si
o reducere de 2 ori a timpului de biosinteza. Spre deosebire de cultura in flacoane
agitate, unde mediul de cultura isi pastreaza pH-ul pana la sfarsitul perioadei de
biosinteza, in cazul cultivarii in bioreactor are loc o acidifiere a mediului cu un maxim de
16 ore de biosinteza. Pentru buna desfasurare a procesului de biosinteza, aceasta
scadere a pH-ului mediului trebuie sa fie corectata, cel mai bun agent de neutralizare
fiind o solutie de ammoniac 25%.

in tabelul 4.13 sunt prezentate randamentele pe mediu uscat in a-amilaza si
amiloglucozidaza. Prin filtrarea mediului de culturd prin hartie de filtru industnala la
trompa de apa, la sfarsitul perioadei de biosinteza, s-au obtinut 3.000 mi filtrat limpede,
de culoare galbena. Volumul mic de filtrat comparativ cu cel obtinut la la fitrarea mediilor
din flacoane se datoreaza pierderii de lichid prin antrenare cu aer in timpul biosintezei,
ceea ce concorda cu datele de literatura care mentioneaza pierderi de 15-20% din
volumul total in 24 ore in cazul procedeului de insuflare cu aer.

Tabel 4.13. Comparatie intre randamentul per gram mediu uscat la cultura in
flacoane si in bioreactor

Cultura Mediu Volum o-Amilaza Amiloglucozidaza
uscat, g | filtrat, mi | U/ml Utot U/g%:gl{ U/ml Utot U/gmgg%
Flacoane 7,5 200 24 4800 640 0,005 | 1,02 0,136
Bioreactor | 150,0 3000 36 108000 720 0,058 { 1740 | 1,160

Se constata ca desi au existat pierderi substantiale de lichid prin antrenare,
randamentele in mediu uscat, in cazul culturii in bioreactor, sunt mult mai bune decéat in
cazul culturii in flacoane.
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4.1.2.4. Separarea enzimelor amilolitice din mediul de cultura brut de
Aspergillus oryzae

Metodele de purificare ale enzimelor din extractul brut sunt extrem de variate:

e precipitare cu saruri anorganice

e precipitare cu solventi organici

e precipitare cu polimeri organici

e precipitare prin denaturare selectiva

e separare prin cromatografie de schimb ionic

e separare prin cromatografie de afinitate

o gel filtrare

e partitie in faza lichida

e ultrafiltrare

e metode electroforetice, etc.

in general, daca nu este necesara o purificare avansata a enzimei, se foloseste
doar o treapta de purificare, mai ales precipitarea. in scopuri medicale sau de cercetare
fundamental3, etc., sunt folosite enzime de puritate inalta, ajungand pana la o singura
banda electroforetica. Acest lucru se poate realiza numai prin combinarea mai multor
tehnici de purificare, ceea ce duce implicit la cresterea pretului de cost. in industrie in
general nu este necesara o puritate mare a enzimelor.

S-a testat extragerea si purificarea enzimelor amilolitice prin precipitare cu
acetona si respectiv sulfat de amoniu. Desi metoda nu duce la obtinerea unor precipitate
Cu puritate avansata, ea este accesibila si permite, pe cat este posibil, inlaturarea unor
componente nedorite, in speta transglucozidaza si proteaza.

a) Precipitarea cu acetona

Moleculele proteice sunt polielectroliti care in apa se gasesc in solutie. Constanta
dielectrica mare a apei (aproximativ 80) micsoreaza fortele de atractie dintre sarcinile de
semn contrar de la suprafata proteinelor. Prin adaugarea unui solvent organic,
constanta dielectrica a mediului scade, crescand fortele de atractie dintre moleculele
proteice, pana cand acestea se agrega si precipitd din solutie. Pe langa acest efect,
solventul organic contribuie la precipitarea proteinelor si prin efectul lui deshidratant,
interactionand cu moleculele apei care hidrateaza moleculele proteice prin interactii ion-
dipol. Aceasta interactie fiind un proces exoterm, operatia de precipitare se efectueaza
la temperaturi sub 0°C. Datoritd faptului ca diferitele molecule proteice au sarcini
electrice diferite, ele vor precipita la constante dielectrice diferite ale mediului, astfel ca
prin adaugarea treptatda a unui solvent cu constanta dielectricd mica, proteinele vor fi
precipitate pe rand, la diferite concentratii de solvent. Cei mai utilizati solventi sunt
etanolul (D=25,0) si, mai ales, acetona (D=20,7), care realizeaza un interval mare intre
constanta lor dielectrica si cea a apei, ceea ce permite fractionarea a cat mai multe
specii proteice.

b) Precipitarea cu sulfat de amoniu

Cea de-a doua metoda utilizata a fost precipitarea cu ajutorul concentratiilor mari
de saruri. lonii sarii indeparteaza o mare parte din moleculele de apa care in mod
obignuit hidrateaza suprafata proteinelor, fenomen care duce in final la precipitarea acestora
din solutie. Fenomenul de precipitare este reversibil. Conditiile ca o sare neutra sa fie un
agent eficace de precipitare sunt:

¢ sa nu interactioneze chimic cu proteina,
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¢ sa nu produca la dizolvare dereglari de temperatura sau de pH,

¢ sa prezinte o solubilitate mare in apa, pentru a permite obtinerea unei game largi
de concentratii la care sa precipite diferentiat proteinele din amestec.

Sulfatul de amoniu este cel mai des utilizat in acest scop, avand o solubilitate
foarte mare (70,6 g/100 ml, la 0°C) si avand un efect protector asupra multor proteine cu
functii biologice.

Dupa precipitarea cu acetona sau sulfat de amoniu, precipitatul a fost separat prin
centrifugare (precipiare 1, 2, 3) sau filtrare (precipitare 4). Activitatea enzimatica si
continutul in proteine din extractul brut si din diversele fractiuni sunt prezentate in
tabelele 4.14, 4. 15 si 4.16.

La precipitarea cu acetona (precipitare 1, tabel 4.14), randamentul de regasire
al proteinelor in fractiunile pana la 75% a fost sub 25%. Restul proteinelor au fost
denaturate sau au ramas in supernatantul de la ultima precipitare (75% acetona). a-
Amilaza s-a regasit in procent de 45% in fractia 30-60% acetona, in schimb
amiloglucozidaza a aparut in toate fractiunile de precipitare in acetona. Factorul de
purificare (F.P.) a fost in jur de 5 pentru ambele enzime.

Transglucozidaza este in mare parte denaturata. Cantitati mici (sub 12% in total)
se regasesc in fractiunile 30-60% si 60-75% acetona, fapt imbucurator, dat fiind efectul
ei catalitic, opus amilazelor.

in schimb, proteazele nu au fost denaturate prin precipitare cu acetona si ele se
regasesc in toate fractiile de precipitare, in speta in fractia 0-30% acetona (52%). Faptul
este nedorit, deoarece prezenta proteazelor duce la denaturarea amilazelor.

La precipitarea fractionata cu sulfat de amoniu (precipitare 2, tabel 4.15), 85%
din activitatea amilazica se regaseste in fractia 60-90% saturatie sulfat de amoniu,
randament de recuperare aproape dublu fatd de cel obtinut la precipitarea cu acetona
(45%). Factorul de purificare 5 este de asemenea foarte bun.

Amiloglucozidaza insa este in cea mai mare parte denaturata in acest proces.
Portiunea nedenaturata se regaseste in fractille 30-90%.

Transglucozidaza, mai putin denaturatd ca in cazul precipitarii cu acetona, s-a
regasit (36%) in fractiile 30-90% saturatie sulfat de amoniu.

Rezultatul cel mai bun s-a obtinut in cazul proteazelor, care au fost inlaturate
complet.

Dintre cele doua vanante de precipitare testate, precipitarea cu sulfat de amoniu s-a
dovedit a fi cea mai buna, deoarece randamentul de recuperare al amilazelor este foarte
mare iar proteazele sunt complet inlaturate. La aceasta se adauga faptul ca
manipularea sulfatului de amoniu este mult mai usoara decat cea a acetonei.
Manipularea solventilor implica vase mai mari, instalatie antiex, precum si necesitatea
recuperarii prin distilare fractionata.

Deoarece amilazele s-au regasit in fractia 60-90% saturatie sulfat de amoniu iar
amiloglucozidaza a aparut in toate fractiile de precipitare, in continuare extractul brut
obtinut in urma fermentatiei in flacoane (precipitare 3), respectiv in fermentator
(precipitare 4) s-a precipitat direct la 90% saturatie (tabel 4.16).

Dupa cum se observa in tabelul 4.16, apar diferente datorate atat modului de
culturda (in flacoane sau fermentator) cat si modalitati de separare a precipitatului
(centrifugare sau filtrare).

Cultura in fermentator duce la activitati amilazice si continut in proteine aproape
dublu fatd de cultura in flacoane, ceea ce era si de asteptat, datorita agitarii si aerarii
mai eficiente.
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La separarea precipitatului prin centrifugare (precipitare 3) are loc antrenarea
unei cantitdti mari de sulfat de amoniu, ceea ce duce la obtinerea unui preparat
enzimatic solid in cantitate mare, dar cu o activitate specifica mica.

Prin filtrare (precipitare 4), s-a obtinut o cantitate mica de produs (de 27 ori mai
mica decat la centrifugare), dar cu activitate amilazica specifica foarte mare (de 80 ori
mai mare decat in cazul centrifugari). Randamentele de recuperare a activitatii
amilazice au fost apropiate ca valoare, usor mai ridicate pentru cultura in fermentator si
filtrare.

Se pare ca prin filtrare se pierde cea mai mare parte din amiloglucozidaza
(aprox. 78%). in schimb, transglucozidaza este complet inldturata, spre deosebire de
procedeul cu centrifugare, la care transglucozidaza se regasesgte in intregime, fapt total
nedorit. Proteazele nu apar in nici unul dintre cazuri, ceea ce s-a $i urmarit.

Tabel 4.14. Precipitarea fractionata cu acetona (precipitare 1)

Extract Fractia Fractia Fractia
Enzima Unitate brut 0-30% 30-60% 60-75%
(100 ml) (10 ml) (10 mi) (10 ml)
Proteine mg/ml 0,47 0,09 0,46 0,59
MGt 46,80 0,93 4,61 5,89
n 100,00 1,98 9,85 12,58
a-Amilaza (1) U/ml 11,93 2,42 53,91 1,50
U/mg 25,49 26,02 116,94 2,54
F.P. 1,00 1,02 4,57 0,10
Urot 1193,00 24,20 539,10 15,00
n 100,00 2,03 45,70 1,26
Amilaze (DNS) U/ml 11,75 2,01 33,93 0,65
U/mg 25,11 21,61 73,60 1,10
F.P. 1,00 0,86 2,93 0,04
Utot 175,00 201,00 339,30 6,50
n 100,00 17,10 27,10 0,55
Amiloglucozidazd | U/ml.10” 6,4 7,00 23,00 16,00
U/mg.10> 13,7 75,00 49,80 27,00
F.P. 1,0 5,44 3,60 1,97
Utot 0,9 0,07 0,23 0,16
n 100,0 7.80 25,66 17,85
Transglucozidaza U/ml 0,31 0 0,41 0,10
U/mg 0,67 - 0,89 0,17
F.P. 1,00 - 1,34 0,25
Utot 43,68 - 4,12 0,10
n 100,00 - 9,40 2,28
Proteaze U/ml 0,01 0,08 0,04 0,01
U/mg 0,03 0,84 0,09 0,02
F.P. 1,00 26,20 2,78 0,79
Urot 1,50 0,78 0,41 0,15
N 100,00 52,00 27,30 10,00
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Tabel 4.15. Precipitarea fractionata cu sulfat de amoniu (precipitare 2)

Extract | Fractia | Fractia | Fractia
Enzima Unitate brut 0-30% | 30-60% | 60-90%
(100ml) | (10ml) | (10ml) | (10 mi)
Proteine mg/ml 0,47 0,20 0,27 1,11
MQtot 65,52 2,03 2,68 11,14
n 100,00 3,10 4,10 17,00
a-Amilaza (1) U/ml 11,93 2,62 2,27 143,40
U/mg 25,49 26,02 8,47 128,70
F.P. 1,00 1,02 0,33 5,04
Utot 1193,00 | 24,20 22,70 | 1434,00
n 100,00 2,03 1,36 85,50
Amilaze (DNS) U/ml 11,75 3,49 2,52 1425
U/mg 25,11 17,61 9,40 127,8
F.P. 1,00 0,68 0,37 5,1
Usot 1764,00 | 34,90 25,20 1425,0
M 100,00 2,12 1,53 86,6
Amiloglucozidaza | U/ml.10? 6,40 0,30 6,40 4,50
U/mg.10> 13,70 1,50 23,80 4,00
F.P. 1,00 0,11 1,74 0,29
Utot 0,90 0,003 0,06 0,04
n 100,00 0,33 7,10 5,02
Transglucozidaza U/ml 0,31 - 0,69 0,90
U/mg 0,67 - 2,58 0,81
F.P. 1,00 - 3,87 1,21
Utot 43,68 - 6,92 9,04
n 100,00 - 15,80 20,60
Proteaze U/mi - - - -
U/mg - - - -
F.P. - - - -
Utot - - - -
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Tabel 4.16. Precipitarea cu 90% saturatie suifat de amoniu (precipitare 3 si 4)

Cultura 1 (precipitare 3) | Culturé 2 (precipitare 4)
Enzima Unitate Extract brut | 0-90% Extract brut 0-90%
(1000 ml) (13,5 g) (1000 ml) (1,4 @)
Proteine mg/ml mg/mg 0,5 0,01 0,8 0,5
MQiot 468,0 162,0 2336,7 667,9
N 100,0 34,6 100,0 28,6
a-Amilaza U/mi U/mg 11,9 0,7 28,9 52,7
(12) U/mg 25,5 54,9 35,9 112,2
F.P. 1,0 2.1 1,0 3,1
Utot 11930,0 8896,5 84040,8 74915,1
n 100,0 75,0 100,0 89,1
Amilaze U/ml U/mg 11,7 0,6 33,1 51,4
(DNS) U/mg 25,1 50,3 41,2 109,4
F.P. 1,0 2,0 1,0 2,6
Usot 1750,0 8154,0 96233,7 73039,4
n 100,0 69,4 100,0 75,9
AMG U/ml U/mg 0,006 0,5 0,055 0,02
U/mg 0,013 0,4 0,068 0,14
F.P. 1,0 3,1 1,0 2,1
Utot 6.4 6,6 160,1 34,5
n 100,0 103,0 100,0 21,6
TG U/ml U/mg 0,31 78,4 0,06 -
U/mg 312,0 9,8 174,6 -
F.P. 1,0 1058,4 1,0 -
Utot 0,66 6,5 0,07 -
n 100,0 339,0 100,0 -
Proteaze U/ml U/mg -
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4.1.3. Obtinerea de amilaze din culturi de suprafata de A. oryzae 242

S-au realizat trei cultur identice de A. oryzae, a cate doua tavi fiecare. Continutul
in proteine, activitatea amilazica, amiloglucozidazica si proteazica pentru extractui brut
si produsul enzimatic solid obtinut prin precipitare cu sulfat de amoniu fractia 30-90%
saturatie sunt prezentate in tabelele 4.17 si 4.18, iar randamentele de recuperare i
factorii de purificare fata de extractul brut in tabelul 4.19.

Tabel 4.17. Analiza extractului brut obtinut din culturi de suprafata de A. oryzae 242

Nr. Volum | Proteine Amilaze (l2) AMG Proteaze
cultura mi mg/mi U/ml Umg | Uml U/mg | Uml U/mg
1 10500 2,99 14,41 482 | 052 0,17 0,09 0,03
2 11400 3,12 15,89 509 | 049 0,16 0,11 0,03
3 10780 3,05 15,38 504 | 048 0,16 0,08 0,02

Tabel 4.18. Analiza produsului enzimatic solid obtinut din culturi de suprafata
de A. oryzae 242

Nr. Masa | Proteine Amilaze (I5) AMG Proteaze
cultura g mg/mg | Uimgp*  Ulgs* | Uimgp* U/g++ U/g=*=+
1 45,0 0,24 12,63 3031 | 0,017 4,00 50,61
2 63,3 0,16 10,95 1752 | 0,039 4,09 -
3 58,4 0,21 10,76 2259 |0,025 5,25 25,20

*U/mg,- unitati enzimatice per mg proteina;
**U/g - unitati enzimatice per g produs.

Tabel 4.19. Recuperarea si purificarea enzimelor din culturi de suprafata de
A. oryzae 242 prin precipitare cu sulfat de amoniu, fractiunea
30-90% saturatie

Nr. Proteine Amilaze (I2) Amiloglucozidaza
culturd | nyrec (%) F.P.  TMrec (%) F.P. Nrec (%)
1 34,41 2,62 90,51 0,10 3,34
2 28,47 2,15 60,14 0,24 6,87
3 37,30 2,13 79,57 0,15 5,92

Se observa ca in cazul culturii 2 s-a obtinut cea mai mare cantitate de produs solid,
dar cu o activitate amilazica si un randament de recuperare al enzimelor mai scazut.
Aceasta se datoreaza probabil faptului ca precipitarea cu sulfat de amoniu a fost facuta
mai rapid $i la temperatura mai ridicata decat in cazul celorlalte culturi.

Amilazele sunt recuperate in proportie de 80-90%, in schimb amiloglucozidaza se
dovedeste a fi o enzima foarte sensibila, in urma precipitarii fractionate pierzandu-se
peste 90% din activitatea initialda. S-au obtinut produse solide cu o activitate amilazica
mare (2000-3000 U/g), precum si activitate amiloglucozidazica apreciabila (4-5 U/g).
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4.1.4. Concluzii privind obtinerea si purificarea amilazelor din cuituri de
Aspergillus oryzae

1.S-au testat tulpini de Aspergillus oryzae din colectii de microorganisme, adaptate
pentru productia de amilaze. Tulpina cea mai inalt producatoare de amilaze este
Aspergillus oryzae 242.

2. S-a standardizat mediul de cultura si timpul de biosinteza pentru A. oryzae 242
prin cultivare submersa in flacoane agitate, la 30°C. Astfel, mediul optim de cultura este
compus din malai 20 g, faina fasole 3,2 g, tarate grau 7 g, CaCl; 0,5 g si KH,PO4 0,5 g
la un litru de mediu cu pH 4,8. Biosinteza maxima a enzimelor a fost atinsa dupa 93 de
ore, cand s-au obtinut 22 U/ml a-amilaza si 0,0051 U/mi amiloglucozidaza. Producerea
proteazelor in mediu a fost complet inhibata, iar producerea transglucozidazelor a
inceput dupa ce s-a atins nivelul maxim de biosinteza al amilazelor.

3. S-au standardizat conditile de cultura ale A. oryzae si s-a stabilit cinetica
biosintezei amilazelor la nivel de bioreactor de 10 |, cu agitare mecanica si insuflare de
aer. insdmantarea se face cu preinocul de culturd submersa de A. o. in varsta de 24 de
ore pe acelasi mediu de cultura cu cel din reactor. Volumul preinoculului a fost de 10%
din volumul reactorului. Timpul optim de biosinteza a fost de 52 ore la 30°C si un volum
de aer de 1-1,5 V/Vediv- S-a obtinut un complex enzimatic care contine 36 U/ml a-
amilaza si 0,058 U/ml AMG, de 1,6 respectiv 10 ori mai mult decat la cultura in flacoane.

4. S-a testat inocularea mediului de cultura submers cu inocul de spori de pe tuburi
cu mediu Sabouraud si cu inocul de cultura A. oryzae dezvoltat pe mediu solid,
obtinandu-se rezultate asemanatoare. Mediul de cultura solid a fost compus din malai $i
tarate. Acest lucru permite folosirea procedeului de inoculare in fermentator cu inocul de
A. 0. pe mediu solid in tavi.

5. Tulpina de A. oryzae 242 se dezvolta repede in cultura submersa, atingand un
maxim de dezvoltare ia 16 ore, iar mediul solid sporuleaza dupa 72 ore, aceasta
dezvoltare rapida prevenind aparitia infectiilor cu alte microorganisme.

6. Pentru determinarea activitatii transglucozidazice, s-a sintetizat fenil-a-D-
glucopiranoza in trei etape, pornind de la glucoza.

7. Pentru obtinerea unui preparat amilazic partial purificat s-a ales precipitarea cu
sulfat de amoniu fatda de cea cu acetona, find mai accesibila, mai ieftina si cu
randamente mai mari in amilaze.

6. Se recomanda precipitarea directa cu 90% saturatie sulfat de amoniu pentru a
cuprinde in precipitat $i amiloglucozidaza, enzima care nu se fractioneaza.

7. Se recomanda filtrarea precipitatului pe hartie de filtru si nu centrifugarea sa,
deoarece rezulta un produs mai pur, cu activitate specifica amilazica mult mai mare si
este inlaturata transglucozidaza. De asemenea procedeul filtrarii este mai ieftin decat
centrifugarea.

8. La obtinerea de amilaze din Aspergillus oryzae 242 prin culturi de suprafata s-
au obtinut produse solide cu o activitate amilazica mare, 2000-3000 U/g, precum si
activitate amiloglucozidazicd de 4-5 U/g. La separarea produsului prin precipitare
fractionata cu sulfat de amoniu 30-90% saturatie, amilazele sunt recuperate proportie de
80-90%. Amiloglucozidaza insa este puternic inactivata.
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4.2. Obtinerea si purificarea amiloglucozidazei din culturi de A. niger

Deoarece tulpinile de Aspergillus oryzae produc in special a-amilaza si mai putina
amiloglucozidaza, s-a urmarit gasirea unor tulpini care sa producad amiloglucozidaza. In
general, tulpinile de Aspergillus niger sunt cunoscute $i utilizate ca producatoare ale
acestei enzime.

in acest scop s-au testat o serie de tulpini de A. oryzae si A. niger, urmarind
productia de a-amilaza, amiloglucozidaza, transglucozidaza si proteaza [4.9, 4.10]. in
testarea tulpinilor s-au avut in vedere observatiile facute in cazul testarilor anterioare.

4.2.1. Selectionarea tulpinilor de Aspergillus producatoare de AMG

Se cunoaste ca genul Aspergillus se dezvoltd extrem de bine pe mediu solid. in
acest caz, dupa perioada de incubare este necesara o faza de extractie a enzimelor din
mediul de cultura.

in cazul dezvoltarii tulpinilor pe mediu lichid, faza de extractie este eliminata, dar
se pare ca in acest caz productia de enzime este mai mica, obtinadndu-se un extract brut
mai diluat. Avand in vedere acest lucru, testarile tulpinilor s-au realizat atat pe mediu
lichid cat si pe mediu solid.

4.2.1.1. Testarea tulpinilor de Aspergillus pe mediu de cultura lichid
4.2.1.1.1. Biosinteza in flacoane

Tulpinile utilizate s-au gasit fie sub forma liofilizata fie sub forma sporulata pe
mediu Sabouraud inclinat. in prima fazd s-a executat regenerarea tulpinilor, prin
pasarea lor pe mediu de cultura lichid, de unde au fost trecute pe mediu solid inclinat,
de trei ori. Pentru o sporulare mai rapida, s-a utilizat mediul extract de malt-agar. Sporii
obtinuti pe mediu solid inclinat au fost utilizati ca inocul pentru mediile de cultura
naturale (cap.6.2.2.1.a).

Testarea potentialului de biosintezd s-a efectuat prin cultivarea tulpinilor de
Aspergillus pe 250 ml mediu natural de cultura alcatuit din tarate de grau, faina de
porumb si soia, CaCl, si KH,PO4 (cap. 6.2.2.1.b).

S-a realizat un prim test prin sterilizarea mediului de cultura din flacoane la 1 bar
(1h, de doua ori in 24h). S-a urmarit pH-ul in filtrate si aspectul miceliului la microscop.
Deoarece majoritatea mediilor de cultura au fost infectate cu bacili si coci, testul s-a
repetat in aceleasi conditii, dar sterilizarea s-a realizat la 2 bari (1h, de doua ori in 24 h).
in acest caz sterilizarea a fost mai eficace si nu a mai aparut infectarea cu tulpini straine.

S-au urmarit pH-ul, continutul in proteine, activitatea amilazica, amiloglucozi-
dazica, transglucozidazica si proteazica, atat in timpul biosintezei, cat si in filtratul final.

Dupa cum se observa din tabelul 4.20 si figura 4.4, cantitatea cea mai mare de
amiloglucozidaza a fost produsa de tulpinile A. niger IC, IC 106 si A. niger Pasteur.
Cantitatea de amiloglucozidaza produsa de A. niger este mai mare decat cea produsa
de A. oryzae 242 si 376 in culturi submerse, in schimb cantitatea de a-amilaza a fost
inferioard. In filtrate a fost decelatd prezenta activitatii transglucozidace, in schimb
proteazele sunt absente.

S-a incercat in continuare reducerea componentelor de culturd pentru scaderea
costurilor. Mediul de cultura folosit a avut urmatoarea compozitie:

e 7,5 g porumb macinat grosier

¢ 200 ml apa de robinet, pH 4,6-4,9 (corectat cu HCI 0,1 N).
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Tabel 4.20. Activitatea enzimatica a culturilor de Aspergillus pe mediu lichid.

Nr. Tulpina Proteine | Amilaze | Amilaze | AMG TG Proteaze
crt. (1) (DNS)
mg/ml U/ml U/ml Uml | U/mi U/ml
1. | A.oryzae 242 0,80 39,64 34,66 0,06 | 0,04 -
2. | Aoryzae 376 0,90 3,74 3,33 0,06 | 0,03 -
3. | A.nigeriC 1,06 0,27 0,49 0,49 0,02 -
4. | A.niger|C-ATCC 0,88 0.29 0,07 0,06 0,04 -
5. | A.nigeriC 106 1,04 0,44 049 0,58 | 0,03 -
6. | A.niger Solventul 0,69 0,86 2,29 0,32 | 0,07 -
7. | A.niger Pasteur 0,82 0,10 0,40 0,65 0,07 -
8. | A.niger ICEBIOL 0,97 0,43 0,89 0,14 0,02 0,01
9. | A.niger 349 0,82 0,91 2,67 0.19 - -
10. | A.niger Z, 0,84 0,17 0,09 0,08 | 0,08 0,10
0.71
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Figura 4.4. Activitatea AMG la cElljtlﬁ')g?ea unor tulpini de Aspergillus pe mediu
lichid: 1) A.oryzae 242; 2) A.oryzae 376, 3) A.niger IC; 4) A.niger
IC-ATCC,; 5) A.niger IC 106; 6) A.niger Solventul; 7) A.niger
Pasteur; 8) A.niger ICEBIOL,; 9) A.niger 349; 10) A.niger Z;.

S-au realizat doua teste, in modul descries mai sus (cap. 6.2.2.1.b), fiecare cultura
realizandu-se in dublu exemplar. in primul au fost cultivate tulpini de A. niger IC, A. niger
IC-6, A. niger Solventul, A. niger Pasteur si A. niger TIM-1. in al doilea au fost cultivate
tulpini de A. oryzae 242 (pentru a-i testa potentialul enzimatic pe acest mediu sarac), A.
niger Solventul (pentru verificare) si A. niger TIM-6. Continutul in proteine, activitatea
amilazica, amiloglucozidazica si proteazica sunt prezentate in tabelele 4.21 si 4.22.

Nici una dintre tulpini nu a prezentat activitate proteazica, cu exceptia tulpinii de A.
oryzae 242 (0,02-0,03 U/mi, 0,02-0,04 U/mg la 44 ore timp de fermentatie). Toate
tulpinile de A. niger au prezentat activitate amiloglucozidazica, insd mult inferioara
activitatii la cultivarea pe mediu standardizat. Activitatea cea mai mare s-a observat in
cazul tulpinii A. niger Solventul, insa si ea inferioara activitatii determinate pe mediui
utilizat anterior. Tulpina A. oryzae 242 nu prezintd pe acest mediu sarac activitate
amiloglucozidazica, iar activitatea amilazica, desi este mai mare decat la A.niger
Solventul, este totusi de aproximativ 2 ori mai mica decat cea dezvoltata la cultivarea pe
mediul descris anterior.

in concluzie, reducerea componentelor mediului de culturd nu este justificata,
deoarece aduce dupa sine pierdere de activitate, atat amilazica cat si amiloglucozidazica.
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4.2.1.1.2. Biosinteza in bioreactor

A fost utilizat mediul de cultura alcatuit din tarate de grau, faina de porumb si
soia, CaCl, si KH,PO,, deoarece la testarile initiale a dat rezultatele cele mai bune (cap.
6.2.2.1.b). Pregatirea mediului, a inoculului, a fermentatorului, cultura in fermentator i
prelucrarea mediului de cultura s-au realizat ca i in cazul tulpinii de A. oryzae 242 (cap.
6.2.1.1.5). Au fost realizate trei culturi de A. niger IC in aceleasi conditii: A, B si C. In
cazul culturii A nu s-a corectat pH-ul, iar in cazul cuiturii B aerarea a fost redusa, iar pH-
ul mediului a fost mentinut la 4,6-5,0 (solutie NaOH).

Rezultatele obtinute in cazul culturilor submerse A, B si C sunt prezentate in
tabelele 4.23, 4.24 si 4.25 si in figurile 4.5, 4.6 51 4.7.

Tabel 4.23. Cultura submersa A de A. niger IC

Timp | pH | Proteine | Amiloglucozidaza | Amilaze (l)
ore mg/ml U/mi U/mi
22 3,0 0,701 0,0057 0,094
24 2,5 0,778 0,0019 0,104
16 2,0 0,834 0,0045 0,095
28 2,0 0,899 0,0102 0,123
30 1,5 0,959 0,0134 0,116
32 1,07 0,916 0,0128 0,171
34 3,0 0,826 0,0288 0,244
36 3,0 0,826 0,0243 0,288
38 3,5 0,813 0,0281 0,263
40 35 0,878 0,0288 0,204

“pH-ul a fost corectat la 3 cu NaOH

Tabel 4.24. Cultura submersa B de A. niger IC

Timp pH | Proteine | Amiloglucozidaza | Amilaze (I,)
ore mg/mi U/mi U/mi
27 40 0,62 0,025 0,082
29 40 0,62 0,044 0,145
31 45 0,63 0,105 0,260
33 50 0,66 0,109 0,239
35 4,5 0,66 0,099 0,291
37 4.8 0,70 0,110 0,251
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Tabel 4.25. Cultura submersa C de A. niger IC

Timp | Proteine | Amiloglucozidazd | Amilaze (I2) | Amilaze (DNS)
ore mg/mi U/mi U/mi U/mi
27 0,61 0,022 0,08 0,10
29 0,62 0,046 0,14 0,21
31 0,63 0,098 0,26 0,35
33 0,65 0,105 0,27 0,41
35 0,68 0,108 0,29 0,43
37 0,71 0,112 0,13 0,37
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Figura 4.5. Cultura submersa A de A. niger IC
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Figura 4.6. Cultura submersa B de A. niger iC
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Figura 4.7. Cultura submersa C de A. niger IC

Se observa ca in cazul culturii A, productia de amilaze prezinta o crestere pana la
36 de ore de incubare, apoi scade. Activitatea amiloglucozidazica creste pana la valori
de 0,024-0,028 U/ml dupa 34 ore, apoi se stabilizeaza. Totusi, aceasta activitate este
foarte mica.

in cazul culturii B, dupa 31 de ore, activitatea amiloglucozidazica s-a stabilizat in
jurul valonii de 0,1 U/ml, activitate de 3,5 ori mai mare decét in cazul culturii A, dar tot de
un nivel scazut.

Cultura C s-a urmarit la timpii de secretie maxima a enzimei. S-au obtinut
activitati comparative cu cele din cazurile anterioare. Productia maxima da amilaze (0,29
U/ml la metoda cu iod si 0,43 U/ml la metoda cu DNS) a fost la 35 de ore de cultivare a
tulpinii. Activitatea AMG a crescut brusc dupa 31 de ore si a atins valoarea maxima de
0,112 U/mi.

4.2.1.1.3. Separarea enzimelor amilolitice din mediul de cultura de
Aspergillus niger

Culturile au fost prelucrate in continuare (cap. 6.2.1.1.5.). S-a obtinut un preparat
proteic solid prin precipitate cu sulfat de amoniu, fractiunea 30-90%. Rezultatele
obtinute sunt prezentate in tabelele 4.26 si 4.27.

Tabel 4.26. Analiza produsului enzimatic solid la culturile submerse de A. niger IC

Cultura Masa | Proteine | Amiloglucozidaza Amilaze (1)

g mg/mg | U/m@pot | U/Gsoid | U/MGprot |  U/Gsolia
A.nigeriCA | 3366 0,035 0,076 2,60 3,26 115,0
A nigeriCB }49,14| 0,024 0,095 2,28 3,86 92,6
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Tabel 4.27. Recuperarea si purificarea enzimelor la culturile submerse de
A. niger IC

Cultura Proteine | Amiloglucozidaza Amilaze (l2)
TNrec (%) F. P Nrec (%) F.P. Nrec (%)
A. niger IC A 33,41 1,33 43,68 1,70 57,16
A. nigeriIC B 40,83 1,22 49,97 2,18 88,70

Culturile in mediu submers au dat activitati relativ mici. in continuare s-a realizat
testarea acestor tulpini pe mediu de cultura solid, in vederea obfinerii de activitati
amiloglucozidazice mai mar.

4.2.2. Testarea tupinilor de Aspergillus niger pe mediu de cultura solid

4.2.2.1. Biosinteza in flacoane

Testarea s-a realizat prin cultivarea pe un mediu natural de cultura, compus din
tarate de grau si faina de porumb, in flacoane conice de 1 |. Continutul in proteine si
activitatea amilazica, amiloglucozidazica, proteazica s$i transglucozidazicd sunt
prezentate in tabelul 4.28.

Tabel 4.28. Activitatea enzimatica a culturilor pe mediu solid in flacoane

Nr. | Tulpina Proteine | Amilaze (1;) | Amilaze(DNS) | AMG TG | Proteaze
Crt mg/mi U/mi U/mi Uml | Umi U/ml

. niger iC 2,66 1,77 0.81 068 | 011 -
. niger IC-ATCC 2,16 0,60 0,40 0,14 | 0,38 -
. niger1C-106 2,53 1,81 0,93 0,62 | 041 -
. niger Solventul 2,10 3,16 1,61 0,28 | 0,32 -
. niger Pasteur 2,91 0,76 0,89 0,24 | 0,62 0,03
. niger ICEBIOL 2,36 1,31 0,73 0,58 |0,28 -
. higer 349 2,18 3,43 1,80 0,22 0,28 -

N o s W N
> > > > > > >

Tulpinile de A. niger IC, A. niger IC 106 si A. niger Pasteur, care au prezentat
activitate amiloglucozidazica pe mediu lichid, isi pastreaza potentialul biochimic si pe
mediu solid. In plus, tulpina de A. niger ICEBIOL a prezentat o activitate amiloglucozidazica
crescuta de 4 ori.

Tulpina de A. niger IC a fost selectata pentru productia de amiloglucozidaza
pentru ca a prezentat in mediul de cultura cea mai redusa cantitate de transglucozidaza
sl Nu a secretat proteaze.
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Activitate AMG (U/ml)
o
N

0.1
]

0.0

4 5
Tulpina

Figura 4.8. Activitatea AMG la cultivarea unor tulpini de Aspergillus niger pe mediu
de cultura solid: 1) A. niger IC; 2) A. niger IC-ATCC; 3) A. niger IC-106;
4) A. niger Solventul; 5) A. niger Pasteur, 6) A. niger ICEBIOL 7) A. niger 349.

4.2.2.2. Biosinteza in tavi

S-au realizat doua culturi identice de A. niger IC pe cate o singura tava (cap.
6.2.2.2.2). Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 4.29 iar randamentele de

recuperare a activitatii enzimatice si factorii de purificare in tabelul 4.30.

Tabel 4.29. Analiza produselor solide obtinute prin precipitare cu sulfat de
amoniu din culturi de suprafata de A. niger IC

Nr. | Masa | Proteine | Amilaze (I;) | Amilaze (DNS) | AMG TG | Proteaze
cult. mg mg/ml U/mi U/ml U/ml U/ml U/mi
1 9948 0,336 0,109 - 0,280 | 0,030 0,170
2 | 14963 | 0,234 0,090 0,027 0,153 | 0,040 -
3 10260 0,340 0,109 0,272 -
4 | 14960 | 0,241 0,094 0,158 -

Tabel 4.30. Randamentele de recuperare si factorii de purificare pentru

culturile solide de A. niger IC

Nr. Amilaze (I2) Amiloglucozidaza

cult. Nrec (%) F.P. Nrec (%) F.P.
1 36,8 1,35 77,7 2,88
2 53,3 2,60 51,2 2,65
3 36,3 1,33 81,1 2,96
4 54,2 2,60 55,6 2,64
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Produsele solide obtinute din culturile de A. niger IC au prezentat o activitate
amiloglucozidazica de 150-280 U/g, mai mare ca cea obtinuta de A. oryzae 242 (cap.
4.2.3)). Randamentele de recuperare (30-50% pentru amilaze si 50-70% pentru
amiloglucozidaza) sunt inferioare celor obtinute pentru culturile de A. oryzae 242.

4.2.3. Concluzii privind obtinerea si purificarea amiloglucozidazei din
culturi de Aspergillus niger

1. La cultivarea tulpinilor de A. niger pe un mediu natural de cultura compus din
faina porumb, tarate grau, faina soia, CaCl;, KH,PO4 si apa de fantana, cantitatea cea
mai mare de amiloglucozidaza a fost produsa de tulpinile A. niger IC, A. niger IC 106 si
A. niger Pasteur. Cantitatea de amiloglucozidaza produsa de A. niger a fost mai mare
decat cea produsa de A. oryzae 242 si 376, in schimb cantitatea de a-amilaza a fost
inferioara. In filtrate a fost decelatd prezenta activitdtii transglucozidazice, in schimb
proteazele sunt absente.

2. La utilizarea unui mediu de cuitura sarac, compus din porumb macinat grosier i
apa de robinet, toate tulpinile de A. niger testate au prezentat activitate AMG, insa mult
inferioara activitatii la cultivarea pe mediu standardizat. Tulpina A. oryzae 242 nu
prezinta pe acest mediu sarac activitate amiloglucozidazica, iar activitatea amilazica a
fost de 2 ori mai mica decat cea dezvoltata la cultivarea pe mediul de cultura optimizat.

3. La cultivarea tulpinii de A. niger IC pe mediul de cultura standardizat, in
bioreactor, cantitatea maxima da amilaze (0,29 U/ml ila metoda cu iod si 0,43 U/ml |a
metoda cu DNS) a fost obtinuta la 35 de ore de cultivare, iar activitatea AMG a crescut
brusc dupa 31 de ore $i a atins valoarea maxima de 0,112 U/ml. Prin precipitare cu
sulfat de amoniu 30-90% saturatie, s-a obtinut un preparat proteic solid cu o activitate
amiloglucozidazica de 2,3-2,6 U/g, cu un factor de purificare de 1,2-1,3 si un randament
de recuperare al activitatii enzimatice de 44-50%.

4. La cultivarea tulpinii de A. niger IC pe mediu de cultura solid, in tavi, s-a obtinut
un preparat enzimatic cu o activitate amiloglucozidazica de 150-280 U/g, mai mare ca
cea obtinuta de A. oryzae 242 (cap. 4.2.3.), dar cu randamente de recuperare (30-50%
pentru amilaze si 50-70% pentru amiloglucozidaza) inferioare celor obtinute pentru
culturile de A. oryzae 242.
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4.3. Determinarea parametrilor optimi de actiune si a stabilitatii preparatelor
enzimatice purificate obtinute din culturi de A. oryzae si A. niger

Utlizarea preparatului enzimatic punficat obtinut cu actvitate amilazica i
amiloglucozidazica in zaharficarea amidonului implica cunoasterea parametnlor optimi de
actiune ai enzimelor. Pentru aceasta s-a studiat experimental influenta pH-ului, a
temperaturii $i a ionilor asupra activitati precum si stabilitatea la pH, temperatura si
pastrare [4.11, 4.12]. In studile de determinare a parametrilor optimi de actiune si de
stabilitate s-au utilizat:

e un preparat enzimatic solid obtinut din Aspergillus oryzae 242 cu activitate
amilazica (2,126 mg/mi, in apa, 11,43 U/mg) si activitate amiloglucozidazica (10 mg/ml,
in apa, 9,92 U/g);

e un preparat enzimatic solid din Aspergillus niger IC obtinut prin cuitura
submersa, cu activitate AMG (10 mg/ml, in apa, 256,5 U/g).

4.3.1. Influenta pH-ului asupra activitatii amilazice si amiloglucozidazice

Variatia pH-ul mediului de reactie influenteaza atat activitatea cat si stabilitatea
enzimelor, deoarece poate afecta conformatia si/sau starea de ionizare a gruparilor
functionale acide si bazice ale situsului activ sau a altor parti din apoenzima. Noua
conformatie sau distributie de sarcina poate sa corespunda sau nu unei enzime active $i
poate modifica sau nu selectivitatea de substrat. Dependenta vitezei de reactie de pH
este de obicei o curba sub forma de clopot. pH-ul corespunzator maximului curbei se
numeste pH optim. Punctele de inflecsiune ale curbei corespund valorilor pK ale unor
grupari functionale cu rol esential in cataliza. Majoritatea enzimelor prezinta un pH optim
in domeniul 5-9. pH-ul poate afecta de asemenea starea de ionizare a reactantilor,
precum $i posibilele reactii secundare.

Activitatea amilazica si amiloglucozidazica s-au determinat in conditii standard,
variindu-se pH-ul in domeniul 2,6-8,0, prin utilizarea de tampoane citrat-fosfat de diverse
pH-uri (cap. 6.2.3.1.). Rezultatele obtinute pentru preparatele din A. oryzae si din A.
niger sunt prezentate in tabelele 4.31 si 4.32 si in figurile 4.9 si 4.10.

a-Amilaza prezinta o activitate maxima la pH 4,6. Activitatea scade foarte mult la
pH-uri acide (<3,5) si alcaline (>6,0), find de numai 26% la pH 2,6, respectiv 13,5% la
pH 8,0, din activitatea maxima.

Amiloglucozidaza este mai putin sensibild ca a-amilaza la influenta pH-ului.
Enzima prezinta activitate maxima intr-un domeniu de pH mai larg (pH 4,6-5,6).
Scaderea activitatii la valori acide, respectiv alcaline este mai lenta, fiind de 60% (pH
2,6) respectiv de 57,6% (pH 8,0) din activitatea maxima.

Ambele enzime prezente in preparatul enzimatic au activitate maxima la acelasi
pH. pH-ul optim de zaharificare a amidonului este 4,6. Trebuie evitate variatii mari de
pH, atadt in domeniu acid cat si alcalin, care ar determina inactivarea a-amilazei si
scaderea cu aprox. 40% a activitati amiloglucozidazei. Se admit variatii de pH in
domeniul 4,6-5,6, domeniu in care activitatea ambelor enzime este peste 80% din
activitatea maxima.

In cazul preparatului de A. niger, activitatea AMG scade incet in domeniul acid.
Activitatea relativa la pH 3,0 este 62,6% din activitatea maxima. Activitatea scade rapid
in mediu bazic, find 8,3% la pH 8,0. Enzima isi mentine peste 80% din activitate in
domeniul de pH de 4,0-6,0.
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Domeniul optim de pH pentru activitatea amiloglucozidazica este 4,5-5,0 si este
identic cu domeniul de pH optim pentru preparatul enzimatic de A. oryzae. Deci, ambele
preparate pot fi utilizate in procesul de zaharificare al amidonului in acelasi domeniu de
pH, 4,5-5,0.

Tabel 4.31. Influenta pH-ului asupra activitatii preparatului enzimatic

de A. oryzae
Nr. pH Activitate amilazica Activitate AMG
crt. U/mi U/mg % U/g %
1 2,6 6,59 3,10 27,12 5,97 60,18
2 3,0 9,68 4,55 39,81 5,57 56,15
3 3,6 15,55 7,32 64,04 7,97 80,24
4 40 21,22 9,98 87,31 8,87 89,41
5 4.6 24,31 11,43 100,00 9,92 100,00
6 5,0 23,18 10,90 95,36 9,87 99,50
7 56 20,19 9,50 83,11 9,92 100,00
8 6,0 15,55 7,32 64,04 9,38 94,55
9 6,6 10,09 4,75 41,56 8,61 86,79
10 7,0 5,25 2,42 21,61 7,20 72,58
1 7,6 2,78 1,31 11,46 5,45 55,34
12 8,0 3,30 1,55 13,56 5,72 57,66
100 - - 100
1 g
S 801 80 2
5 -
S b
g 2
2 F <
< 20- - 20
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Figura 4.9. Efectul pH-ului asupra activitatii amilazice si amiloglucosidazice a
preparatului de A. oryzae.
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Tabel 4.32. Influenta pH-ului asupra activitatii preparatului
enzimatic de A. niger.

Nr. pH Activitate AMG

crt. Ulg %

1 3,0 140,2 62,56
2 3,5 162,6 72,56
3 4,0 169,6 75,68
4 45 2241 100,00
5 5,0 2234 99,69
6 55 198,5 88,58
7 6,0 167,7 74,83
8 6,5 126,1 56,27
9 7,0 89,7 36,01
10 7.5 46,7 20,84
11 8,0 18,6 8,28
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Figura 4.10. Efectul pH-ului asupra activitatii amiloglucozidazice a preparatuiui
enzimatic de A. niger
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4.4.2. Influenta temperaturii asupra activitatii amilazice si amiloglucozidazice

Viteza reactiilor enzimatice creste cu temperatura, pe intervalul de temperatura in
care enzima este stabila si igi pastreaza intreaga activitate. Peste temperatura optima,
activitatea scade, datorita denaturarii termice. Temperatura influenteaza viteza reactiilor
enzimatice modificand stabilitatea enzimei, afinitatea enzimei pentru substrat, viteza de
scindare a complexului enzima-substrat, etc. De aceea este importantd cunoasterea
temperaturii optime de actiune.

Activitatea amilazica si amiloglucozidazica s-au determinat in conditii standard, in
intervalul de 25-80°C (cap. 4.1.5) (tabelele 4.33, 4.34 si figurile 4.11, 4.12).

in cazul preparatului de A. oryzae, activitatea creste pana la temperatura optima,
50°C pentru a-amilaza si 60°C pentru amiloglucozidaza, apoi scade brusc, datorita
denaturarii termice a proteinei. La 80°C, activitatea a-amilazica a fost de 3,88 U/mg
(13,6% din maxim), iar activitatea AMG de 2,01 U/g (6,45% activitate relativa). La
temperatura optima, activitatea celor doua enzime este de 2,47 si respectiv 5,47 ori mai
mare fata de cea la 25°C. Domeniul de temperatura optim este 45-60°C. Se recomanda
totusi pastrarea temperaturii intr-un domeniu mai ingust, de 50-55°C, domeniu in care
activitatea catalitica a ambelor enzime este apropiata de valorile maxime.

Temperatura afecteaza puternic activitatea amiloglucozidazica a preparatului de
A. niger. Activitatea creste pana la 65°C, apoi scade brusc, datorita denaturarii termice.
La 78°C, activitatea AMG a fost de 55,7 U/g, adica 5,7% din activitatea maxima.
Activitatea la temperatura optima (65°C) este de 4,4 ori mai mare decat cea din conditii
standard (37°C). Activitatea cataliticaA a preparatului enzimatic este mare in domeniui
50-70°C, dar domeniul de 60-65°C este mai recomandat, deoarece in acest domeniu
activitatea AMG este cea mai apropiata de valoarea maxima.

Tabel 4.33. Influenta temperatuni asupra activitatii preparatului enzimatic

de A. oryzae
Nr. | Temperatura Activitate amilazica Activitate AMG
crt. °C U/mi U/mg % U/g %
1 25 24 45 11,50 40,38 5,41 17,39
2 30 30,06 14,14 49,65 6,07 19,50
3 35 36,20 17,03 59,79 8,39 26,95
4 40 45,15 21,24 74,58 11,95 38,39
5 45 53,16 25,00 87,78 15,56 49,98
6 50 60,54 28,48 | 100,00 21,74 69,84
7 55 55,55 26,13 91,75 25,41 81,62
8 60 43,48 20,45 71,80 31,13 100,00
9 65 29,57 13,92 48,87 20,71 66,53
10 70 16,33 7,68 26,96 9,71 31,19
11 80 8,24 3,88 13,62 2,01 6,46
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Activitate amilazica relativa (%)
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Figura 4.11. Efectul temperaturii asupra activitatii amilazice si

amiloglucosidazice a preparatului de A. oryzae.

Tabel 4.34. Influenta temperaturii asupra activitatii preparatului
enzimatic de A. niger

Nr. | Temperatura Activitate AMG relativa

crt. °C U/g %
1 30 151,7 15,60
2 37 220,9 22,72
3 40 277,2 28,51
4 45 390,5 40,16
5 50 559,5 57,54
6 55 672,2 69,13
7 60 914,2 94,01
8 65 972,4 100,00
9 70 500,0 51,42
10 78 55,7 573
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Figura 4.12. Efectul temperaturii asupra activitatii amiloglucosidazice

4.4.3. Influenta ionilor metalici §i a anionilor asupra activitatii amilolitice

S-a studiat efectul cationilor (sub forma de cloruri) i a anionilor anorganici $i
organici (ca saruri de sodiu) in concentratie de 1 mM ion impurificator asupra activitatii
a-amilazice $i amiloglucozidazice (cap. 4.1.5) (tabelele 4.35, 4.36 si 4.37).

Tabel 4.35. Efectul cationilor metalici asupra activitatii amilolitice a

preparatului de A. oryzae

Nr. Cation Activitate a-amilazica Activitate AMG
crt. U/mg % U/mg %
1 - 11,12 100,00 5,08 100,00
2 Zn®* 11,70 105,20 5,44 107,08
3 Co* 10,68 96,04 5,94 116,92
4 Ba?* 7,38 66,36 6,16 121,25
5 K* 11,17 100,40 5,80 114,17
6 Ccu®* 10,97 98,65 5,80 114,17
7 Ni%* 11,26 101,25 6,16 121,25
8 Mn?* 11,17 100,40 7.73 152,16
9 Fe? 13,89 124,91 7,09 136,56
10 Fe* 11,31 101,70 6,37 125,39
11 Ca* 11,26 101,25 6,30 124,01
12 Mg?* 10,88 97,84 6,01 118,30
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Tabel 4.36. Efectul anionilor anorganici si organici asupra activitatii
preparatului de A. oryzae

Nr. | Anion ' Activitate a-amilazics Activitate AMG |
cr. | _ Umg | % | ug | %
1 . 1125 100,00  7.44 100,00
2 cr 1189 105,68 8,59 115,45
3 I 12,22 108,62 7.80 104,84
4 SOZ 12,87 114,40 8,52 114,52
5 NO, 1230 . 109,34 8.80 118,28
6 NOy 12,54 111,47 8,52 114,52
7 PO 12,49 111,02 7.23 97,17
8  Formiat 12,20 108,45 7.59 102,02
9 Acetat 12,01 106,75 8.37 112,50
10 Salicilat 12,70 112,89 8,37 112,50
11 Oxalat 11,91 105,87 8,59 115,45
12 Tartrat 13,00 115,55 8.30 111,56
13 EDTA 12.24 108,88 7.30 98,12

Tabelul 4.37. Efectul cationilor $i anionilor anorganici $i organici asupra
activitati AMG a preparatului de A. niger

Nr. | Cation Activitate AMG Anion Activitate AMG

Crt. U/g % u/g %
1 ] 240,79 | 100,00 ] 240,79 | 100,00
2 | cu®* | 239,03 99,27 S0.% 192,98 80,14
3 Ni** | 256,14 | 106,37 NO, 190,79 79,23
4 Pb%* | 254,38 105,64 NOy 195,17 81,05
5 | Ca® | 257,45 106,92 | CO.* 52,63 21,86
6 | zn* | 188,16 78,14 r 212,72 88,34
7 | Mn* | 278,95 | 115,84 | PO, 64,03 26,59
8 | Fe* | 169,30 70,31 Cr 281,14 116,76
9 | Mg® | 26667 | 110,74 | Formiat| 187,28 77,78
10 K* 272,81 113,29 | Acetat 178,95 74,31
11 | Ca®* | 272,37 | 113,11 | Citrat 229,82 95,44
12 | Ba®* | 274,12 | 113,84 | Salicilat | 149,12 61,93
13 | Na" | 281,14 | 116,76 | Oxalat | 251,31 104,37
14 | NH," | 237,28 98,54
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Deoarece preparatele enzimatice contin cantitati mici de cationi (pentru A
oryzae: 15 ug/mg Fe, 10,2 ng/mg Na, 25 ug/mg Ca, determinate prin AAS), datorita
faptului ca in mediul de cultura pentru biosinteza s-au introdus saruri de calciu pentru
cresterea randamentului, iar materiile prime folosite (malai, tarate, faina de fasole, etc.)
contin la randul lor cantitati mici de oligoelemente, datele obtinute la studiul influentei
ionilor asupra activitatii enzimatice sunt relative. Totusi ele ne dau indicatii clare asupra
caracterului activator sau inhibitor al diferitilor ioni testati.

In cazul preparatului amilazic obtinut din culturi de A. oryzae, majoritatea
cationilor nu influenteazad sau au un slab efect activator asupra activitatiic a-amilazei
(tabelul 4.35). lonul Fe® mareste de 1,25 ori activitatea a-amilazica, in timp ce ionul
Ba®* ae un efect inhibitor (66% din activitatea in absenta cationilor). In cazul activitatii
AMG, toti ionii metalici testati prezinta o activitate activatoare, efectul cel mai pregnant
inregistrandu-se pentru ionii Mn?* (152,16%), Fe®" (136,56%), Fe®* (125,39%) si Ca*"
(124,01%). Toti anionii testati (in concentratie 1 mM) maresc activitatea a-amilazica si
amiloglucozidazica a preparatului de A. oryzae (tabelul 4.36).

in cazul preparatului din A. niger, majoritatea cationilor au un efect activator
asupra activitati AMG (tabel 4.37). Zn®" si Fe>* sunt inhibitori, in prezenta lor enzima
mentine 78,1% si respectiv 70,3% din activitate. Cea mai mare parte a anionilor
anorganici $i organici au un efect inhibitor asupra activitatii (tabel 4.37). Cei mai puternici
inhibitori sunt ionii carbonat si fosfat, enzima mentinandu-si numai 21,9% si 26,6% din
activitatea determinata in absenta anionilor. lonii oxalat si clorurd au un slab efect
activator.

4.4.4. Stabilitatea termica

Temperatura influenteaza viteza reactilor enzimatice afectand stabilitatea
enzimei, afinitatea enzimei pentru substrat si viteza de scindare a complexului enzima-
substrat.

Deoarece procesul enzimatic de zaharificare a amidonuiui se realizeaza la temperaturi
ridicate, este necesara cunoagterea stabilitati termice a preparatelor enzimatice
purificate obtinute in laborator. Pentru aceasta s-a urmant vanatia in timp a activitatii unei
soluti apoase de enzima la diverse temperaturi (30-70°C). Stabilitatea termica s-a
studiat in solutie apoasa, in absenta substratului. Acest fapt este important, deoarece
prezenta substratului ar putea mari stabilitatea enzimelor.

Dezactivarea termica a a-amilazei si a AMG din A. oryzae este prezentatd in
tabelul 4.38, figura 4.13, tabelul 4.39 si figura 4.14, iar a AMG din A. niger in tabelul 4.40
si figura 4.15.

Stabilitatea termica a a-amilazei din A. oryzae este ridicata la 30°C si 40°C. Dupa
30 minute, enzima isi mentine 85% si respectiv 68% din activitatea initialda. La
temperaturi mai ridicate, enzima se dezactiveaza lent prin denaturare. La 50°C, in 3
minute, se pierd 83% din activitatea amilazicad initialda iar la 60°C enzima se
dezactiveaza complet dupa 15 minute.

AMG din A. oyzae este mai stabila ca a-amilaza. Ambele enzime se comporta similar
la temperaturi scazute (30°C, 40°C). La temperaturi mai ridicate (50°C, 60°C),
dezactivarea AMG este mai lenta. Ea este 1,73 U/g (activitate remanenta 45%) la 50°C
dupa 30 minute si 0,75 U/g (19% activitate remanenta) la 60°C dupa 15 minute, in timp
ce activitatea reziduala a a-amilazei din A. oryzae este 1,27% si respectiv 0,38%
activitate standard in aceleasi conditi.
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Tabel 4.38. Stabilitatea termica a a-amilazei din preparatul din A. oryzae

Nr. Timp Activitate a-amilazicé Activitate reziduald
crt. min Um | U/mg %
Temperatura = 30°C
1 5 23,10 11,55 98,21
2 10 22,16 11,08 94 22
3 15 21,74 10,87 92,43
4 20 21,74 10,87 92,43
5 25 20,67 10,34 87,95
6 30 20,09 10,04 85,42
Temperatura = 40°C
1 5 22,26 11,13 94,64
2 10 18,37 9,18 78,10
3 15 17,96 8,98 76,36
4 20 16,90 8,45 71,85
5 25 16,10 8,05 68,45
6 30 16,10 8.05 68,45
Temperatura = 50°C
1 5 14,70 7,35 62,50
2 10 9,45 473 40,18
3 15 422 2,11 17,94
4 20 2,22 1,11 9,44
5 25 0,89 0,45 3,78
6 30 0,29 0,15 1,27
Temperatura = 60°C
1 3 4,15 2,07 17,65
2 6 1,70 0,85 7,23
3 9 0,53 0,27 2,25
4 12 0,50 0,25 2,12
5 15 0,09 0,05 0,38
100
S
.?_u’ 80
()
=
g 60 1
'S
8 40
£
o
fﬁ 204
= ]
3 ]
L 1 1 M | 1 M { v 1
0 5 10 16 20 25 30 35
Timp (min)

Figura 4.13. Stabilitatea termica a a-amilazei din preparatul de A. oryzae

146

BUPT



Cap. 4. Obtinerea, caracterizarea si utilizarea enzimelor amilolitice

Tabel 4.39. Stabilitatea termica a AMG din A. oryzae

Nr. Timp Activitate AMG Activitate AMG reziduala
crt. min U/g %
Temperatura = 30°C
1 5 3,97 99,01
2 10 3,73 93,08
3 15 3,29 90,78
4 20 3,64 88,96
5 25 3,64 88,15
6 30 3,44 85,67
Temperatura = 40°C
1 5 3,48 87,30
2 10 3,33 82,96
3 15 3,29 82,25
4 20 3,01 75,00
5 25 2,95 73,58
6 30 2,83 70,66
Temperatura = 50°C
1 5 3,25 81,23
2 10 2,93 73,00
3 15 2,34 58,23
4 20 2,14 53,31
5 25 1,98 49 40
6 30 1,87 45 40
Temperatura = 60°C
1 2 2,41 60,15
2 5 1,62 40,66
3 6 1,22 30,50
4 9 0,93 23,22
5 12 0,82 20,46
6 15 0,75 18,63
S
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Figura 4.14. Stabilitatea termica a AMG din A. oryzae

Timp (min)
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Tabel 4.40. Stabilitatea termica a AMG din A. niger

Nr. | Timp Activitate AMG reziduala relativa (%)

crt. | min. 30°C 40°C 50°C 60°C 70°C
1 10 99,99 99,60 92,42 79,94 23,10
2 20 99,75 99,39 99,76 58,58 10,28
3 30 93,11 98,91 98,41 48,69 7,75
4 40 100,00 99,80 77,29 47,24 4,62
5 50 99,09 98,95 74,65 44 91 2,98
6 60 99,99 98,73 84,28 44 91 2,73
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Figura 4.15. Stabilitatea termica a AMG din A. niger

AMG din A. niger este mai stabila termic decat amilazele din A. oryzae. La 30°C
si la 40°C, activitatea AMG ramane practic neschimbata, iar la 50°C enzima se
dezactiveaza incet. La 60°C, inactivarea este rapida, dupa 10 minute activitatea
enzimatica a scazut de 4,3 ori.

Temperatura optima determinata este 55°C pentru preparatul din A. oryzae si
65°C pentru preparatul din A. niger (capitolul 4.4.2)). Inactivarea termica este
semnificativa la aceste temperaturi, de aceea sunt indicate temperaturi de pana la 40-
45°C pentru preparatul din A. oryzae si 50-55°C pentru cel din A. niger.
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4.4.5. Stabilitatea la pH

Concentratia ionilor de hidrogen in mediul de reactie al enzimei modifica atat
viteza procesului cat i stabilitatea enzimei prin schimbarea starii de ionizare a enzimei
(un polielectrolit), a substratului si chiar a complexului enzima-substrat, afectand
valoarea constantelor cinetice. De aceea este necesara determinarea domeniului de pH
in care enzima isi mentine nemodificate proprietatile catalitice.

in acest scop s-a studiat stabilitatea solutiilor enzimatice de A. oryzae (0,4 mg/ml
pentru a-amilaza si 2 mg/ml pentru AMG) (tabelul 4.41 si figura 4.16) si de A. niger (2
mg/ml) (tabelul 4.42 si figura 4.17) la pastrare 15 minute la diverse pH-uri.

Tabel 4.41. Stabilitatea a-amilazei si a AMG din A. oryzae la diverse pH-uri

Nr. | pH Activitate o-amilazica Activitate AMG
crt. U/ml U/g % U/g %
1 1,8 0,29 0,67 5,03 1,20 28,85
2 2,0 1,13 2,82 19,62 1,92 46,15
3 2,2 2,05 512 35,60 2,00 48,08
4 2,5 2,79 6,97 48,40 2,48 59,62
5 2,8 3,73 9,32 59,02 3,20 76,92
6 3,0 4 05 10,14 70,40 3,52 84,62
7 3,5 5,35 13,37 92,85 3,68 88,46
8 3,8 5,46 13,64 94,75
9 40 5,65 13,88 96,40 3,89 93,68
10 45 5,76 14,40 100,00 416 100,00
11 5.1 5,65 14,20 98,50 3,72 89 42
12 57 5,63 14,18 98,42 3,12 75,00
13 6,0 5,24 13,10 91,00 2,92 70,43
14 6,5 526 13,15 91,32 2,66 63,94
15 7.0 515 12,90 89,40 2,24 53,85
16 75 492 12,30 85,47 1,96 46,72
17 8,0 4 90 12,25 85,06 1,28 30,76
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Figura 4.16. Stabilitatea a-amilazei si a AMG din A. oryzae la diverse pH-uri
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Tabel 4.42. Stabilitatea la pH a AMG din A. niger

Nr. pH Activitate AMG
crt. U/g %
1 3.0 139,88 67,54
2 3,5 182,13 87,79
3 40 191,11 92,28
4 47 207,10 100,00
S 556 190,77 92,11
6 6,0 197,17 95,70
7 6,5 195,25 94,28
8 7,0 201,33 97,72
9 7,5 203,89 98,45
10 8,0 205,49 99,22
11 8.5 194,29 93,81
12 9.0 193,33 93,35
1 s

Activitate AMG reziduala (%)
c 3888883888

Figura 4.17. Stabilitatea la pH a AMG din A. niger

La pH 4.6 (pH-ul optim pentru reactia enzimatica), activitatea a-amilazei din A.
oryzae este nemodificatd dupa 15 minute. Activitatea enzimaticid scade rapid in
domeniul acid, sub pH 3,5. a-Amilaza retine numai 5% din activitatea initiald dupa 15
minute la pH 1,80. Enzima se dezactiveaza incet in domeniu neutru si alcalin (pH 6,0-
8,0). Ea retine 85% din activitatea initiala la pH 8. in domeniul de pH 3,5-6,0, activitatea
a-amilazica este mare, activitatea reziduala fiind de peste 90%.

AMG din A. oryzae prezintd cea mai buna stabilitate la pH optim (pH 4,6),
activitatea catalitica fiind nemodificatad dupd 15 minute. Stabilitatea enzimei scade lent la
varierea pH-ului spre valori acide (activitate reziduald 84% la pH 3,0 si 30% la pH 1,8) si
scade rapid la cresterea pH-ului la valori peste 5 (30% activitate reziduala la pH 8,0).
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Comparand stabilitatea a-amilazei si a AMG din A. oryzae, se observa ca
ambele enzime sunt stabile la pH optim (pH 4,6), stabilitatea AMG fiind mai mare in
domeniul de pH 3,5-1,8, iar cea a a-amilazei in domeniul 5-8. in domeniul de pH 4-5, in
care activitatea cataliticd a ambelor enzime este maxima, atat a-amilaza cat si AMG din
A. oryzae sunt stabile, dupa 15 minute regasindu-se peste 90% din activitatea initiala.

pH 4,8 este pH-ul optim atat pentru activitatea cat si pentru stabilitatea AMG din
A. niger (tabel 4.41, figura 4.16).

Enzima pierde 30% din activitatea initiald dupa 15 minute la pH 3. in schimb,
pierderea de activitate in domeniul de pH 4,0-9,0 este foarte lenta. Deci, o modificare a
pH-ului accidentald, dar scurta, in domeniul 4,0-9,0 nu afecteaza activitatea AMG, iar
procesul de zaharificare enzimaticd a amidonului poate continua in conditile optime,
dupa corectia de pH.

in domeniul de pH 4-5, ambele preparate enzimatice prezintd activitate si
stabilitate maxima si pot fi utilizate impreuna la zaharificarea enzimatica a amidonului.

4.4.6. Stabilitatea la conservare

Preparatele enzimatice din A. oryzae si A. niger au fost pastrate timp de mai
multe luni la 4°C, fard o punficare ulterioara si fara utilizarea de agenti de stabilizare
(tabelele 4.43 si 4.44).

Tabel 4.43. Stabilitatea la conservare a preparatului amilolitic de A. oryzae

Nr. Nr. Activitate a-amilazica Activitate AMG
crt. luni U/mg % U/g %
1 - 15,54 100,0 442 100,0
2 4 14,40 92,7
3 6 11,20 72,0 4,38 99,0

Tabel 4.44. Stabilitatea la conservare a preparatului amiloglucozidazic

din A. niger
Nr. Nr. Activitate AMG
crt. luni U/g %
1 0 276,5 100,00
2 1 224 1 81,05
3 2 2071 74,90

Preparatul enzimatic din A. oryzae este stabil la conservare la 4°C: dupa 6 luni,
se mentine 72% din activitatea a-amilazica, iar activitatea AMG este practic
neschimbata. Amiloglucozidaza din A. niger este mai putin stabila: activitatea reziduala
este 72% dupa 2 luni.
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4.4.7. Concluzii privind parametrii optimi de actiune gi stabilitatea
preparatelor amilazice de A. oryzae §i A. niger

Preparatele amilazice obtinute din culturi de A. oryzae 242 si A. niger IC au
prezentat urmatoarele caracteristici (tabelele 4.45 si 4.46):

Tabel 4.45. Caracterizarea amilazei obtinute din culturi de A. oryzae 242

Proprietate o-amilaza Amiloglucozidaza
pH optim 4,6-5 4,6-6
Temperatura optima 50°C 60°C
loni metalici:
- activatori Fe®, Zn*, Ca* Mn?*, Fe**, Ca®
- inhibitori Ba¥, Cu*, Mg* -
Anioni
- activatori NOs, PO.*, SO NOs, SO CI
- inhibitori - PO.*, EDTA
Stabilitate termica (activitate 85% la 30°C 85% la 30°C
Remanenta dupa 30 min.) 68% la 40°C 70% la 40°C
1% la 50°C 45% la 50°C
Stabilitate la pH (activitate 100% la pH 3,5-6 90-100% la pH 4-5
Remanenta dupa 15 min.)

Tabel 4.46. Caracterizarea amiloglucozidazei obtinute din culturi de

A. nigeriC
Proprietate Amiloglucozidaza
pH optim 45-50
Temperatura optima 60-65°C
loni metalici:
- activatori Na‘, Mn®*, Ba®*, Ca**, Mg*
- inhibitori Zn*, Fe*
Anioni
- activatori Cr, oxalat
- inhibitori CO4%, PO, salicilat, acetat

Stabilitate termica (activitate
Remanenta dupa 30 min.)

100% la 30°C
98% la 40°C
74% la 50°C
45% la 60°C
3% la 70°C

Stabilitate la pH (activitate
Remanenta dupa 15 min.)

98-100% la 4,5-5
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in concluzie:

1. S-au determinat parametrii optimi de functionare ai preparatului enzimatic
purificat, cu continut de a-amilaza si amiloglucozidaza.

2. pH-ul optim de reactie este, atat pentru a-amilaza cat si pentru AMG, 4.6. in
conditii de utilizare experimentala, pH-ul amestecului de reactie se poate mentine intr-un
domeniu mai larg, intre 4-5, cand activitatea ambelor enzime reprezinta peste 80% din
activitatea inregistrata la pH optim.

3. Temperatura optima de reactie este, pentru a-amilaza, 50°C, iar pentru
amiloglucozidaza 60°C. Se admite pentru exploatarea enzimelor un domeniu de
temperatura de 45-60°C, cand activitatile celor doua enzime sunt apropiate de valorile
maxime inregistrate la temperatura optima de reactie (87,8-71,8% pentru a-amilaza, 50-
100% pentru amiloglucozidaza).

4. Activitatea catalitica a a-amilazei este marita de prezenta in mediul de reactie
a cationilor metalici. Singur, ionul Ba®* reduce marcant activitatea a-amilazei. Toti ionii
metalici testati maresc activitatea AMG, afectul cel mai pronuntat manifestandu-l ionii
Mn®" si Fe?'. Anionii organici si anorganici prezintd un effect activator asupra activitatii
catalitice a a-amilazei $i amiloglucozidazei din preparatele enzimatice obtinute in
laborator.

5. Preparatele enzimatice solide purificate obtinute in laborator sunt stabile in
timp, daca sunt pastrate la 4°C. Astfel, dupa sase luni, se mentine 72% din activitatea a-
amilazica si 98% din cea amiloglucozidazica.

6. Preparatele enzimatice sunt stabile termic la temperaturi sub 40°C. Stabilitatea
la temperaturi peste 50°C este scazuta. Ele pot fi insa utilizate si la temperatura de
40°C, cand activitatea cataliticA a o-amilazei este 75% din activitatea maxima
inregistrata la la temperatura optima de reactie de 50°C, iar activitatea amiloglucozidazei
este 40% din cea determinata la 60°C, temperatura optima de reactie.

7. Stabilitatea la pH a preparatelor enzimatice purificate este maxima (100%) la
valoarea pH-ului optim de reactie, 4,6, si suficient de ridicata in domeniul de pH 4-5.
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4.4. Studiul cinetic al reactiei de hidroliza a amidonului cu enzime amilolitice

4.4.1. Amidonul-substrat natural al amilazelor

Actiunea amilazelor asupra amidonului granular este o reactie complexa,
deoarece acesta din urma este insolubil $i nu formeaza un amestec molecular intim cu
amilazele, iar hidroliza nu se poate reduce la simpla desfacere a legaturilor a-1,4- si «-
1,6-glucozidice din lanturile glucanice.

Hidroliza amidonului are loc in urmatoarele etape:

e adsorbtia amilazelor pe suprafetele expuse de substrat (etapa influentata de
starea suprafetelor si de concentratia enzimelor in mediul de reactie);

e penetratia enzimei in granula de amidon (etapa dependenta de structura suprafe-
telor expuse din granula (unele fiind penetrate mai ugor, altele mai greu), de
structura morfologica si dimensiunea interstitiilor din granuld, precum si de forma
si marimea amilazelor);

e detasarea lanturilor de glucoza din reteaua de punti de hidrogen intercatenare,
sub actiunea amilazelor;

e hidroliza lanturilor glucanice prin desfacerea legaturilor glucozidice pana la
maltoza, glucoza, izomaltoza, maltotrioza, panoza etc. (etapa influentata
cantitativ de etapele anterioare si calitativ de originea enzimelor utilizate) [4.13].
Viteza hidrolizei amidonului $i cantitatea de hidrolizat obtinute vor fi influentate de

rezistenta opusa de diferitele parti componente ale granulei si de raportul cantitativ
dintre ele. De aceea toate tratamentele mecanice, termice, hidrotermice, etc. care vor
modifica raportul calitativ al diferitelor forme morfologice ce vin in contact cu enzima,
care vor modifica structura interna si vor labiliza aceste formatiuni glucidice, vor avea o
influentd primordiala asupra hidrolizei. De asemenea, hidroliza este influentata si de
raportul enzima-substrat, pH, temperatura, compozitia si consistenta mediului.

Tinand cont de formele morfologice ale granulei de amidon, sunt posibile trei
tipuri de hidroliza, diferite ca vitezd, in functie de rezistenta opusa de continutul
alveolelor, de membranele alveolare si invelitorile concentrice. Modificarea vitezei de
hidroliza arata schimbarea raportului dintre aceste trei genuri de hidroliza. in prima faza,
amilazele ataca toate formele structurale ale granulei, insa pe masura ce zonele labile
sunt epuizate, se tinde spre o viteza de hidroliza constanta, corespunzatoare raportului
sub care sunt expuse diferitele formatiuni structurale si rezistentei globale a granulelor.
Daca aceasta rezistenta se modifica prin diferite tratamente, se modifica i viteza de
hidroliza. In ceea ce priveste relatia dintre concentratia de enzima, starea substratului si
gradul de hidroliza, dozele optime nu se pot preciza a priori, deoarece intre o granula
intacta si o granula total labilizata exista o infinitate de stari intermediare, fiecareia
corespunzandu-i 0 doza optima. De asemenea, din cantitatea de enzima introdusa in
reactie, o parte se gaseste dispersata in mediu, si numai o parte catalizeaza efectiv
hidroliza substratului insolubil [4.13].

Cele trei cai de atac ale enzimei asupra polizaharidului sunt [4.14, 4.15, 4.16]:

e atacul asupra unui singur lant polimeric;

e atacul aleator asupra tuturor lanturilor polimerice;

e atacul combinat, intermediar intre cele doua posibilitati de mai sus.
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Considerand ca molecula de enzima are acces nelimitat la substratul polimeric gi
legaturile sunt cele obignuite, cinetica degradarii poate fi bine descrisa de una din
aceste forme de atac. Pentru aceste cazuri, modul de degradare este controlat specific
de modul de actiune al enzimei.

Datorita acestei multitudini de factori care intervin in hidroliza amidonului de catre
enzimele amilolitice, efectuarea unor studii $i stabilirea unor ecuatii cinetice care sa tina
cont de toti parametrii este extrem de dificila. Din acest motiv exista o0 mare diversitate
de abordari, autorii recurgand in general la ipoteze simplificatoare sau abordand numai
anumite etape ale procesului de hidroliza.

Prima etapa a depolimerizarii amidonului, denumita lichefiere, consta in conversia
amidonului nativ in oligozaharide cu mase moleculare mai mici, ceea ce are drept
rezultat reducerea vascozitatii pastei. Studiile referitoare la acest proces au fost limitate
(spre deosebire de cele referitoare la etapele ulterioare de zaharificare sau izomerizare),
deoarece substratul este de naturd polimerica, iar domeniul marimilor moleculelor de
amidon nativ este foarte larg. Masa moleculara medie a amidonului este in jur de 10°
daltoni, valoare dincolo de limitele detectabile la majoritatea metodelor de analiza
utilizate in determinarile cinetice. in consecintad, majoritatea studiilor de modelare se
bazeaza pe determinarea unor valori globale cum ar fi concentratia zaharurilor
reducatoare din sistem.

Introducerea unor metode mai moderne de analiza a permis o cunoastere mai
aprofundata a fenomenelor care intervin in acest proces. Rolling si Thompson {4.17] au
studiat hidroliza amidonului din malai de catre o a-amilaza termostabila (Thermamyl
Novo), si au urmarit distributia maselor moleculare ale produsilor prin cromatografie de
excluziune stenca.

Daca hidroliza se face sub domeniul temperaturilor de gelatinizare (60°C),
distributia maselor moleculare este extrem de neregulata. Se obtin in majoritate produsi
cu masa moleculara mai mare de 5-10° daltoni si mai mica de 2-10° daltoni, tendinta
find de reducere cantitativa treptata a primilor in favoarea ultimilor. Aceasta distributie
poate fi rezultatul actiunii enzimei la suprafata amidonului aflat in forma cristalina, similar
principial cu atacul la celuloza.

La temperaturi mai ridicate decat domeniul temperaturiior de gelatinizare,
distributia produsilor este de asemenea neuniforma. insa, pe langa cei doi produsi
polimeri mentionati, mai apar doua categorii, una cu masa moleculara in jur de 510°
daltoni iar cealaltd de 2-10* daltoni. Tendinta de a forma aceste patru categorii de
produsi polimeri nu poate fi explicata doar pe baza modului de actiune al enzimei, fiind o
consecintda a distributiei naturale a maselor moleculare in amidon, a orientarii
moleculelor in interiorul granulei, sau a proprietatilor componentilor macromoleculari ai
amidonului. Studii de modificare a granulelor de amidon prin pre-gelatinizare $i macinare
au aratat ca formarea celor doua categorii de produsi este de fapt un fenomen asociat
cu proprietatile intrinseci ale costituentilor macromoleculari ai amidonului.

Se stie ca moleculele de oligozaharide formate in cursul hidrolizei pot da
fenomenul de agregare formand multimeri. Fractia moleculard cu masa moleculara cea
mai mica reprezinta acest amidon multimerizat (retrogradat).

Dupa depolimerizarea la 60°C si méacinare in moara cu bile, fractiunea de 5-10°
daltoni nu mai era prezenta in sistem, ceea ce indica faptul ca aceasta poate fi asociata
Cu regiunea cristaiina a granulei de amidon.

in cazul porumbului dezagregat, proportia relativd a fractiunilor cu mase
moleculare medii este considerabil mai mare, in timp ce cea a produsilor finali este mai
mica. Produsii de depolimerizare fac parte din aceleasi patru categorii cu mase
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moleculare bine definite. Proportia relativda a celor patru fractiuni depinde atat de
conditile din reactor cat si de pretratamentul la care a fost supus substratul. Atat
structura granulei de amidon cat si conformatia substratului in solutie influenteaza modul
de depolimerizare al substratului.

intr-un model fizic al depolimerizarii amidonului, trebuie luate in considerare doua
cazun. Cand amidonul este prezent in forma cristalind nativa, enzima poate
depolimeriza substratul doar la suprafata. Din aceasta cauza produsii de degradare vor
fi sau cristalite in mare masura intacte sau produsi finali cu mase moleculare mici.
Aceasta nu inseamna ca din granula nu se elibereaza si produsi cu mase moleculare
intermediare ci doar faptul ca ei sunt rapid depolimerizati de enzima la produsii finali cu
mase moleculare mai mici. in consecinta, materialul prezent in orice moment in reactor
va consta din aceste doua extreme. In celalalt caz, cand granula de amidon este topita
sau dezagregata mecanic, enzima are un acces mai mult sau mai putin liber la toate
legaturile din polimer si va degrada substratul uniform, rezultdnd produgi cu un domeniu
larg al maselor moleculare. Anumite grupuri de molecule se vor agrega din nou formand
multimeri. Aceste agregate formeaza o noua faza in solutie si enzima nu mai are acces
liber la legaturile polimerului. Amidonul retrogradat este mai rezistent la atacul enzimatic
datorita asocierii intermoleculare polimer-polimer. in consecinta acesta se va acumula in
interiorul reactorului si va fi degradat incet sub actiunea enzimei.

Se poate deci concluziona ca in cazul hidrolizei amidonului din porumb nu rezulta
o distributie uniforma a produsilor, nici in cazul granulelor de amidon intacte, nici in
cazul amidonului gelatinizat. Pentru conditii de reactie similare cu cele industriale este
tipica o distributie a maselor moleculare a hidrolizatelor corespunzatoare la patru
fractiuni principale, ceea ce nu poate fi prevazut pe baza multiplicitatii atacului enzimatic
sau a structurii legaturilor prezente in substratul in sine. Proprietatile fizico-chimice
intrinseci ale substratului determina formarea unor complecsi de asociere inter sau
intramoleculara $i cel putin, in parte, determina distributia observata a produsilor.

Etapa urmatoare a procesului de obtinere a materiilor prime fermentescibile
pentru industria alcoolului etilic o constituie zaharificarea amidonului lichefiat. Studiul
cinetic al acestei etape este complicat de faptul ca intr-o anumita faza enzimele de
lichefiere si de zaharificare actioneaza concomitent. in general, pe langa investigarea
cineticii fiecarei enzime in parte, este indicat sa se studieze si daca actiunea lor
concomitenta duce la activarea sau inhibarea procesului.

Modelele privind actiunea amiloglucozidazei asupra amidonului solubil utilizeaza
cinetica Michaelis-Menten modificata cu efectul inhibitor al produsilor [4.18]. S-a stabilit
ca V si Ky, variaza cu masa moleculara a substratului. S-a gasit ca K, si K; descresc in
timp ce constanta de viteza creste cu masa moleculara.

In concluzie se poate afirma ca hidroliza materialelor cu continut de amidon, sub
actiunea catalitica a enzimelor amilolitice, este un proces complex, necunoscut inca in
amanuntime la nivel de transformari elementare. Din punct de vedere aplicativ insa are
relevanta doar determinarea parametrilor optimi de hidroliza, pentru care o cunoastere
globald a procesului este suficientd. Pornind de la aceste considerente, in studiile
cinetice efectuate s-a urmarit in principal determinarea performantelor cinetice ale
enzimelor obtinute, in comparatie cu enzime similare de firma, si nu studiul hidrolizei
granulei de amidon, solubil sau sub forma de malai lichefiat.
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4.4.2. Determinarea parametrilor cinetici ai reactiei de hidroliza a amidonului
cu enzime amilolitice

Amidonul este scindat de enzimele amilolitice la dextrine $i zaharun reducatoare.
O masura a eficacitatii catalitice a enzimelor o reprezinta V si Ky, respectiv raportul
ko/Km. In vederea determinarii parametrilor cinetici ai reactiei catalizate enzimatic, s-a
pornit de la un substrat bine caracterizat, amidonul Zulkovsky, care a fost hidrolizat atat
cu enzime de firma (Fungamyl (Novo), Amyloglucosidase (Novo)), cat si cu produsele
amilazice obtinute (preparat a-amilazic din A. oryzae si amiloglucozidazic din A. niger).
Apoi produsele amilazice s-au experimentat pe suportul lor natural (malai lichefiat,
Solventul Timigoara) [4.19, 4.20, 4.21].

S-au utilizat enzimele atat separat, cat si impreuna. Utilizarea concomitenta a a-
amilazei si amiloglucozidazei este posibila deoarece cele doua enzime au activitate
maxima in domenii apropiate de pH (la pH 4,5-5,5 ambele enzime retin peste 90% din
activitatea maxima) (capitol 4.3.1). Deoarece ambele enzime au activitate maxima la 50-
60°C, insa sunt relativ putin stabile la temperaturi peste 45°C, determinarile cinetice s-
au efectuat la 37°C, cand enzimele prezinta aproximativ jumatate din activitatea
maxima.

S-a studiat in acest scop influenta concentratiei de substrat asupra vitezei initiale
de reactie la o concentratie datad de enzima. Aceasta dependenta este redata de ecuatia
Michaelis-Menten:

V- [S]
Km + [S]
unde:
ev; =viteza initiala
eV  =viteza maxima

¢ [S] = concentratia substratului
e K, = constanta Michaelis

Parametrii cinetici se obtin fie prin liniarizare (de exemplu coreland 1/v; in functie
de 1/[S] in liniarizarea Lineweaver-Burk) fie prin corelarea directa, hiperbolica, a lui v; in
functie de [S].

Vi \Y - [S] Vv

(Eo] Km 1 1

Vi kz [S] k2

Viteza initiala de reactie s-a determinat urmarind variatia concentratiei de
substrat, respectiv de produs, in timp. La concentratii suficient de mici de substrat, in
dreptei reprezintd viteza initiala de reactie. Parametrii cinetici s-au calculat prin
rezolvarea ecuatiei Michaelis-Menten.
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4.4.2.1. Cinetica reactiei de hidroliza a amidonului (Zulkovsky) cu a-amilaza
(Fungamyl Novo si A. oryzae) [4.20]

a) Determinarea activitatii a-amilazei prin metoda dinamica

Determinarea activitati a-amilazei se bazeaza pe reactia de hidroliza a
amidonului sub efectul catalitic al enzimei. Existd mai multe moduri de exprimare a
activitati a-amilazei, fiecare firma producatoare de enzime avand unitatea sa enzimatica
definita aparte.

Astfel, firma Novo lucreaza in unitatt FAU (Fungamyl a-Amylase Unit) definita
astfel: 1 FAU reprezinta cantitatea de enzima care hidrolizeaza 5,26 g amidon (Merck,
Amylum Solubile BRG.6, Batch 9947275) per ora prin metoda standard de analiza Novo
in urmatoarele conditii:

e Substrat............... amidon solubil
eTimp de reactie...... 7-20 minute
eTemperatura......... 37°C
epH............. 47.

Deoarece determinarile de activitate implica un anumit tip de substrat (amidon de
o anumita provenienta), iar timpul de reactie dupa care se determina cantitatea de
amidon lichefiat introduce erori din cauza perioadei de inductie sau de salt, este de
preferat sa se lucreze cu determinari de activitate folosind viteza initiala. Aceasta
reprezinta de fapt metoda dinamica de determinare a activitati enzimatice in conditii
standard: concentratia substratului 5,00 mg/ml (amidon Zulkovsky), temperatura de
37°C, pH 4,6 (cap. 6.1.7.1).

Variatia concentratiei zaharurilor reducatoare (metoda DNS de analiza) in timp, in
primele momente ale reactiei, reprezintd viteza initiala de hidrolizd a amidonului sub
efectul catalitic al enzimei. Viteza initiala, determinatd in conditii standard de reactie,
este de fapt concentratia activitatii enzimatice pe care am exprimat-o in umoli maitoza
eliberata/ml-min (U/ml). Paralel am urmarit si variatia concentratiei amidonului in timp
prin metoda iodometrica de analiza ([S,)=5,0 mg/ml, Fungamyl Novo, t=37°C, pH =4,6)
(tabelul 4.47, figura 4.18):

Tabel 4.47. Variatia concentratiei amidonului si maltozei in timp

Nr. | Timp Concentratia

crt. | min Amidon (mg/mil) Maltoza (mM)
1 0 474 0,12
2 2 4,38 0,28
3 4 3,96 0,40
4 6 3,52 0,54
5 8 3,18 0,65
6 10 2,80 0,85
7 12 2,30 0,99
8 14 2,20 1,10
9 16 2,02 1,91
10 18 1,75 1,34
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Figura 4.18. Variatia concentratiei maltozei in timp.

Coreland concentratia maitozei cu timpul de reactie (r=0,998), se obtine viteza
initiala:
vi=[Eo] = 6,796-102 pmol/ml-min (U/mt).

Comparand cele doua moduri de exprimare a activitatii enzimatice, unitatea FAU
si unitatea enzimatica U, se constatd ca Fungamyl Novo are o activitate de 1000
FAU/mI, deci activitatea unei solutii enzimatice la dilutia de 10 ul/l (de 10° ori) este de
102 FAU/ml. Concentratia activitati enzimatice in amestecul de reactie [E,] este 10
FAU/ml (4 ml enzima in 40 ml amestec de reactie standard).

Concentratia activitatii enzimatice, determinatd experimental prin metoda vitezei
initiale si exprimata in U/ml, este [E,] = 6,8-102 U/ml. Deci 1 FAU = 68 U, definita la
37°C, pH 4,6 si raport reactanti: 20 ml solutie amidon Zulkovsky 1%, 16 ml tampon
citrat-fosfat 0,15 M, pH 4,6 si 4 ml enzima.

Activitatea preparatului enzimatic amilolitic s-a efectuat in aceleasi conditii ca
pentru enzima Fungamyl Novo, cu specificatia ca s-a folosit 0 solutie enzimatica de
concentratie 0,16 mg/ml.

Lucrand in conditile standard de determinare a activitatii dinamice se observa
(tabel 4.48, figura 4.19) o dependenta liniara a concentratiei maltozei in timp, ceea ce
permite corelarea datelor experimentale pentru determinarea vitezei initiale de hidroliza
(pentru primele 7 puncte r=0,9993). in aceste conditii, viteza initiald va fi de fapt
concentratia activitatii enzimatice in amestecul de reactie si ea are valoarea [E,] = 0,261
pmol/mi-min.
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Tabel 4.48. Variatia concentratiei amidonului $i @ maltozei in timp: amidon
Zulkovsky (5 mg/mi), a-amilaza (0,16 mg/mi, 37°C, pH 4,6).

Nr. Timp Concentratie

crt. min Amidon (mg/ml) Maltoza (mM)
1 0 5,668 0,548
2 2 3,280 1,114
3 4 2,437 1,699
4 6 1,743 2,186
5 8 1,206 2,703
6 10 0,771 3,230
7 12 0,456 3,669
8 14 0,262 4,000
9 16 0,132 4,498
10 18 0,012 4,585

Conc. amidon (mg/mi)
Conc. maltoza (mM)

Timp (min)
Figura 4.19. Variatia concentratiei maltozei in timp.

b) Determinarea parametrilor cinetici ai reactiei de hidroliza a amidonului
(Zulkovsky) cu a-amilaza (Fungamyl Novo)

Pentru determinarea parametrilor cinetici ai reactiei de hidroliza enzimatica a
amidonului cu a-amilaza, s-a studiat influenta concentratiei substratului (amidon
Zulkovsky) asupra vitezei initiale de hidroliza in intervalul 1,50-6,25 mg/ml, la 37°C, pH
4.6, [E,] = 6,796-102 U/ml (cap. 6.1.7.2).

Deoarece prin actiunea a-amilazei se elibereaza in sistem maltoza, iar a
amiloglucozidazei glucoza, in continuare s-a utilizat ca unic etalon pentru metoda cu
DNS glucoza. in intervalul concentratilor de substrat studiate, viteza de aparitie a
glucozei este cuprinsa intre 3,9-102 si 7,1-10% umol/ml-min, in timp ce disparitia
amidonului este situata la o valoare medie de 0,16 mg/ml-min (tabel 4.49).
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Tabel 4.49. Dependenta vitezei de reactie de concentratia substratului

Nr. [S] 1,[81 102‘Vi amidon 102'Vl glucoza 1,Vi glucoza
crt. | mg/mi | ml/mg | Mg/ml-min pmol/mi-min mi-min/pumol
exp. calc.
1 6,25 | 0,160 17,17 7,123 7,212 14,04
2 5,00 | 0,200 16,78 6,796 6,753 14,71
3 425 | 0,235 15,91 6,454 6,393 15,49
4 3,75 | 0,267 15,14 5,999 6,104 16,67
5 3,25 | 0,308 15,67 6,058 5,764 16,51
6 2,50 | 0,400 11,40 4,945 5,121 20,22
7 2,00 | 0,500 16,97 4470 4 569 22,37
8 1,50 | 0,666 17,82 3,943 3,874 25,35

Coreland 1/v; in functie de 1/[S] (figura 4.20), in liniarizarea Lineweaver-Burk, se
obtin valorile parametrilor cinetici, valori care servesc ca date initiale pentru corelarea
hiperbolica a lui v; in functie de [S].
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Figura 4.20. Liniarizarea Lineweawer-Burk pentru sistemul amidon (Zulkovsky)-

a-amilaza (Fungamyl Novo) ([E,]=0,068 U/ml, t 37°C, pH 4,6)

Din datele de corelare hiperbolica rezulta:
Km = 2,337 mg/mi

V =0,0991 pmol/ml-min

ko = 1,458 umol/min-U

r =0,990

suma pétratelor erorilor = 1,568-107°.

Comparand datele cinetice cu cele ale a-amilazei utilizate de Fuji si Kawamura [4.22]
(Kn=33 mg/ml, V=1,22 umol/ml-min, k=0,26, substrat amidon Merck M=37000), se
observa ca Fungamyl Novo este 0 enzima deosebit de activa. Valorile mici ale lui K
dovedesc 0 asociere buna a enzimei cu substratul, iar valorile mari ale kz, o viteza buna
de disociere a complexului intermediar enzima-substrat. Specificitatea de substrat a
enzimei Novo (ki /Kyn=1,624) este cu mult mai mare decat a ao-amilazei utilizate de
cercetatorii japonezi mentionati (ko/Kn=0,0079).

161

BUPT



Cap. 4. Obtinerea, caracterizarea si utilizarea enzimelor amilolitice

c) Determinarea parametrilor cinetici ai reactiei de hidroliza a amidonului
(Zulkovsky) cu preparatul amilazic de A. oryzae

Parametrii cinetici pentru reactia de hidrolizd a amidonului (Zulkovsky) cu
preparatul a-amilazic din A. oryzae au fost determinati studiind vanatia vitezei initiale de
hidroliza a amidonului in functie de concentratia substratului, asa cum s-a descris mai
sus (cap. 6.1.7.2). S-a urmarit viteza de aparitie a glucozei prin metoda de analiza cu
DNS.

Se observa ca in domeniul concentratiilor de substrat studiate (2,0-6,25 mg/ml),
vitezele de aparitie a glucozei vanaza intre 0,15-0,25 umol/ml-min, iar cele de disparitie
a amidonului se situeaza in jurul valorii de 0,3 mg/mi-min (tabel 4.50).

Tabel 4.50. Dependenta vitezei initiale de hidroliza a amidonului (Zulkovsky)
de concentratia substratului, folosind a-amilaza din A. oryzae
(0,16 mg/ml, [Eo] = 0,261 U/ml, 37°C, pH 4,6).

Nr. [S] 111S] Vi amidon Vi glucoza 1V glucoza
ct. | mg/mi | mli/mg | mg/mi-min pmoli/mi-min mi-min/pumoli
: exp. calc.
1 6,25 0,160 0,328 0,248 0,250 4034
2 5,00 0,200 0,384 0,231 0,235 4,314
3 3,75 0,267 0,333 0,220 0,214 4,552
4 3,25 0,308 0,293 0,206 0,202 4,850
5 2,75 0,364 0,318 0,187 0,188 5,350
6 2,50 0,400 0,333 0,189 0,181 5,297
7 2,25 0,444 0,244 0,167 0,172 5,984
8 2,00 0,500 0,207 0,155 0,162 6,464

Prin liniarizarea Lineweaver-Burk (figura 4.21) se obtin pentru parametrii cinetici

valorile:

e Ky=2444 mg/ml
V =0,3540 umol/mi-min
r =0,982
suma pétratelor erorilor = 1,79-10°
Calculul hiperbolei conduce la urmatoarele valori optimizate:
Km = 2,174 mg/ml
V =0,3374 umol/ml-min
r =0,971
suma pétratelor erorilor = 2,11-10°* .
Valoarea lui K, destul de mare dovedeste 0 asociere relativ slaba cu substratul,
in schimb viteza de scindare a complexului enzima-substrat (k,=1,526 mol/min-U) este
destul de mare si competitiva pentru scopuri industriale. Valoarea k,/K,=0,624 este
comparabila cu valoarea determinata pentru enzima Fungamyl Novo.
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Figura 4.21. Liniarizarea Lineweaver-Burk pentru sistemul amidon (Zulkovsky)-
a-amilaza din A. oryzae (0,16 mg/ml, [Eo}=0,261 U/ml, 37°C, pH 4,6)

4.4.2.2. Cinetica reactiei de hidroliza a amidonului (Zulkovsky) cu
amiloglucozidaza (Amyloglucosidase Novo si A. niger) [4.21]

a) Determinarea parametrilor cinetici ai reactiei de hidroliza a amidonului
(Zulkovsky) cu Amyloglucozidase (Novo)

in domeniul concentratiilor studiate (1,50-6,25 mg/ml), viteza initiala de aparitie a

glucozei se situeaza in domeniul 0,54-0,71 umol/ml-min, iar disparitia amidonului la o
valoare medie de 0,29 mg/ml-min (tabel 4.51). Aceasta dovedeste o viteza slaba de
hidroliza a amidonului cu amiloglucozidaza, ceea ce si era de asteptat avand in vedere
specificitatea st mecanismul de actiune al acestei enzime.

Tabel 4.51. Dependenta vitezei de hidroliza a amidonului (Zulkovsky) de
concentratia substratului, folosind amiloglucozidaza (Novo)
([Eo]=43,1 umol/mi-min, 37°C, pH 4,6).

Nr. [S] 1/[S] Vi amidon Vi glucoza 1V glucoza
crt. mg/ml | mi/mg | mg/mi-min pmol/mi-min mol-min/umol
exp. calc.

1 6,25 0,16 0,301 0,688 0,691 1,474

2 5,00 0,20 0,261 0.712 0,674 1,404

3 4,25 0,23 0,294 0,651 0,660 1,536

4 3,75 0,27 0,277 0,645 0,647 1,548

5 3,25 0,31 0,320 0,613 0,632 1,631

6 2,50 0,40 0,280 0,568 0,600 1,762

7 2,00 0,50 0,303 0,577 0,568 1,734

8 1,50 0,67 0,286 0,541 0,522 1,847
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Coreland 1/v; gucoza in functie de 1/[S] (figura 4.22), se obtin datele initiale ale lui
Km $i V pentru corelarea hiperbolica: K,=0,645 mg/ml, V=0,7558 umoli/ml-min, r=0,933.
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Figura 4.22. Liniarizarea Lineweawer-Burk pentru sistemul amidon (Zulkovsky)-
amiloglucozidaza (Novo) ([E,]=43,1 umol/mi-min, 37°C, pH 4,6).

Valorile calculate ale vitezelor initiale de hidroliza, urmarite prin aparitia glucozei,
sunt foarte apropiate de cele experimentale. Din calculul hiperbolei se obtine:

e Kn=0,711 mg/mi
V =0,7701 umoli/mi-min
kz = 0,018 umoli/ml-U
r =0,950
suma pétratelor erorilor = 3,36:10°°
Desi asocierea enzimei cu substratul este buna (Kn=0,711 mg/mi), viteza de
scindare a complexului enzima-substrat este mica (k,=0,018 umol/ml-U). Specificitatea
de substrat ko/K,=0,0253, arata ca aceasta enzima hidrolizeaza amidonul foarte incet si
utilizarea ei singura este complet dezavantajoasa.

b) Determinarea parametrilor cinetici ai reactiei de hidroliza a amidonului
(Zulkovsky) cu preparatul amiloglucozidazic de A. niger

in conditii similare cu cele de mai sus, viteza initiald de aparitie a glucozei se
situeaza in domeniul 0,03-0,06 umol/mi-min, iar disparitia amidonului la o valoare de
0,04-0,06 mg/ml-min (tabel 4.52). Aceasta dovedeste din nou o slab3 viteza de hidroliza
a amidonului.
Coreland 1/v; gcoza 1n functie de 1/[S] (figura 4.23), se obtin:
Km=2,68 mg/ml
V=0,3164 umol/ml-min
k2 = 0,0052 umol/ml-U
r=0,979
Se constata ca preparatul enzimatic obtinut din A. niger are viteza maxima mai
mica decat cel de firma, in schimb K, este mai mare, deci afinitatea fatd de substrat
este mai mare, probabil datorita prezentei si a a-amilazei in preparatul enzimatic.

164

BUPT



Cap. 4. Qbtinerea, caracterizarea si utilizarea enzimelor amilolitice

Tabel 4.52. Dependenta vitezei de hidroliza a amidonului (Zulkovsky) de
concentratia substratului, folosind amiloglucozidaza (A. niger)
([Eo}=60,4 pmol/mi-min, 37°C, pH 4,6).

Nr. [S] 1/ [S] Vamidon Vi glucozéd 1N i glucoza
crt. . ) .
[mg/ml] | [mi/mg] [mg/mi-min] | [umol/mi-min] | [min-mi/umol]
1 6,25 0,16 0,0693 0,0618 16,18
2 5,00 0,20 0,0628 0,0540 18,46
3 4 00 0,25 0,0591 0,0371 26,92
4 3,25 0,31 0,0456 0,0350 28,57
5 2,50 0,40 0,0436 0,0277 36,15
40
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Figura 4.23. Liniarizarea Lineweawer-Burk pentru sistemul amidon (Zulkovsky)-
amiloglucozidaza (A. niger) (37°C, pH 4,6, [E,]=60,4 umol/mi-min).

4.4.2.3. Cinetica reactiei de hidroliza a amidonului (Zulkovsky) folosind
sistemul a-amilaza - amiloglucozidaza

Studiul cinetic al actiunii combinate a celor douad enzime, prima o exo-amilaza,

cea de-a doua o endo-amilaza, are sens deoarece in principiu enzima cu endo-actiune,
adica o-amilaza, produce molecule de substrat pentru enzima cu exo-actiune, adica
amiloglucozidaza. Utilizand un raport corespunzator al celor doua enzime, in anumite
conditii, se poate pune in evidenta un efect sinergetic.

1.

2.

Modelul cinetic al actiunii sinergetice se bazeaza pe urmatoarele ipoteze [4.22]:
reactivitatea a-amilazei $i glucoamilazei fata de fiecare molecula de substrat este
aceeasi, cand masa moleculara a substratului depaseste o anumita valoare;

pe masura ce are loc reactia catalizatd de o—amilaza, creste concentratia de
substrat pentru actiunea glucoamilazei;

actiunea a-amilazei poate fi neglijata in momentul in care masa moleculara a
substratului scade sub o anumita valoare;

din acest motiv reactivitatea egala a glucoamilazei din ipoteza 1 nu se mai
mentine i parametrii din ecuatia vitezei de reactie se schimba cu scidderea masei
moleculare a substratului;
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5. dupa acest punct din nou concentratia molara totala a substratului ramane
costanta pana la terminarea reactiei,

6. viteza de formare a glucozei este retardata de o inhibitie prin produs;

7. cinetica tuturor reactiilor poate fi estimata prin ecuatii de tip Michaelis-Menten.

Actiunea sinergetica nu se manifestd daca masa moleculara a substratului scade
sub 0 anumita valoare (ipoteza 3) sau daca concentratia de substrat este suficient de
mare pentru a forma toti complecsii glucoamilaza-substrat, cand viteza de formare a
glucozei devine independenta de actiunea a-amilazei.

Am urmarit punerea in evidentd a acestei actiuni sinergetice prin determinarea
parametrilor cinetici globali, respectiv a specificitatii de substrat si compararea acesteia
cu valorile individuale ale celor doua enzime, atat in cazul preparatelor de firma, cat si in
cel al preparatelor de A. oryzae si A. niger.

a) Determinarea parametrilor cinetici ai reactiei de hidroliza a amidonului
(Zulkovsky) cu sistemul a-amilaza - amiloglucozidaza (Novo)

Efectul sinergetic al a-amilazei §i amiloglucozidazei a fost studiat in reactia de
hidroliza a amidonului (Zulkovsky) cu un amestec de a-amilaza (Fungamyl Novo, 1000
FAU/mI, dilutie 10 ul/l) si amiloglucozidaza (Novo, 300 U/g, 1 mg/ml).

Variatia vitezei initiale de hidroliza a amidonului in functie de concentratia
substratului a fost studiatd urmarind aparitia glucozei prin metoda cu DNS. intre 1,5 -
5,0 mg/ml amidon, vitezele initiale de aparitie a glucozei sunt cuprinse intre 0,289 —
0,403 pmol/mi-min, iar disparitia amidonului in jurul valorii de 0,26 mg/ml-min (tabelul
4.53).

Valorile vitezelor initiale de aparitie a glucozei calculate din ecuatia hiperbolei
sunt foarte aproapiate de cele experimentale, ceea ce dovedeste o buna corelare
hiperbolica a datelor experimentale.

Valorile gasite din liniarizarea Lineweaver-Burk (figura 4.24) sunt urmatoarele:

e Ky =1,002 mg/ml;
e V = 0,484 pmoli/mi-min;
e r =0,990.
Corelarea hiperbolica duce la urmatoarele valor optime:
o K;,=0,985 mg/mi;
e V =0,4817 umol/mi-min;
e r =0,996.

Tabel 4.53. Dependenta vitezei initiale de hidroliza a amidonului (Zulkovsky) de
concentratia substratului, folosind a-amilaza si amiloglucozidaza
(Novo) ([Eolamiazs = 3,4-102 U/mi, 37°C, pH 4.6).

Nr. [S] 1/ [S] Vi amidon Vi glucoza 1/ Vi glucoza
crt. mg/mi mi/mg mg/mi-min pmol/mi-min ml-min/umol
Exp. calc.
1 5,00 0,200 0,259 0,402 0,402 2,485
2 3,75 0,267 0,267 0,380 0,381 2,634
3 2,50 0,400 0,265 0,349 0,345 2,865
4 2,00 0,500 0,212 0,322 0,321 3,102
5 1,50 0,666 0,209 0,289 0,291 3,457
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Figura 4.24. Liniarizarea Lineweaver-Burk pentru sistemul amidon (Zulkovsky) -
a-amilazéd/amiloglucozidaza (Novo)([E.]=3,4:107 U/ml, 37°C, pH 4,6)

Pentru concentratia de activitate enzimatica pentru amilaza [E,} = 3,4-102 U/ml,
rezulta ko = 14,17 ymol/min-U, iar specificitatea de substrat in acest caz este k./K, =
14,38, cu mult mai mare decat la enzimele luate separat.

Se poate lucra cu [Eolamiaza deocarece amestecul sintetic de o-amilazd si
amiloglucozidaza este apropiat de compozitia amilazei obtinute prin culturi microbiene,
iar aceasta contine amiloglucozidaza cu doua ordine de marime mai putin (exprimat in

unitati de activitate) decat a-amilaza.

b) Determinarea parametrilor cinetici ai reactiei de hidroliza a amidonului
(Zulkovsky) cu a-amilaza (A. oryzae) - amiloglucozidaza (A. niger)

Am reluat experimentele anterioare utilizand un amestec de a-amilaza (A. oryzae)
si AMG (A. niger), in conditii similare cu cele de mai sus.
La concentratii de substrat variind intre 1,5 — 5,0 mg/mi amidon, vitezele initiale
de aparitie a glucozei sunt cuprinse intre 0,225 — 0,325 ymol/ml-min, iar disparitia
amidonului intre 0,232-0,324 mg/ml-min (tabelul 4.54).

Tabel 4.54. Dependenta vitezei initiale de hidroliza a amidonului (Zulkovsky) de
concentratia substratului, folosind a-amilaza (A. oryzae) si
amiloglucozidaza (A. nigen([Eolamiazs = 4,85-102 U/ml, 37°C, pH 4,6).

Nr. [S] 1/[31 Vi amidon Vi glucoza 11 v glucoza
crt. mg/mi mi/mg mg/mi-min | umol/ml-min ml-min/umol
1 6,25 0,16 0,324 0,325 3,071
2 5,00 0,20 0,293 0,301 3,318
3 4,00 0,25 0,288 0,298 3,352
4 3,25 0,31 0,254 0,267 3,750
5 2,50 0,40 0,284 0,244 4,089
6 2,00 0,50 0,232 0,225 4,451
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Valorile gasite din liniarizarea Lineweaver-Burk (figura 4.25) sunt urmatoarele:
o Ky =1,578 mg/mi;
e V = 0,399 umoli/ml-min;
e r =0,997.

T T M T
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Figura 4.25. Liniarizarea Lineweaver-Burk pentru sistemul amidon (Zulkovsky) -
a-amilazd/amiloglucozidaza (Novo)([E.)=4,85-102 U/ml, 37°C, pH 4,6)

Pentru concentratia de activitate enzimatica pentru amilaza (E,} = 4,85-102 U/ml,
rezultd k, = 8,23 pmol/min-U, iar specificitatea de substrat in acest caz este ki/K,, =
5,217, cu mult mai mare decat la enzimele luate separat (1,526 pentru enzima de A.
oryzae si 0,0052 pentru enzima de A. niger), dar de 2,75 ori mai mica decéat la
amestecul enzimelor de firma.

Datele cinetice obtinute in cazul amestecului de enzime sunt net superioare celor
ale enzimelor luate separat, adica K., este mai mica iar V este mai mare, ko/K, fiind de
asemenea semnificativ mai mare, in conditii in care cantitatea de enzima nu a fost
optimizata in fiecare caz in parte.

4.4.2 4. Cinetica reactiei de hidroliza a malaiului lichefiat cu amilaza.
Determinarea parametrilor cinetici

Studiul cinetic al reactiei de hidroliza a malaiului lichefiat s-a efectuat in conditiile
specifice substratului sub forma de suspensie. Astfel, prelevarea probelor din reactorul
termostatat s-a efectuat cu ajutorul unor pipete speciale, iar reactia a fost stopata cu
reactivul de culoare, DNS. Dupa fierberea obignuita si dilutia cu apa, probele au fost
centrifugate timp de 5 minute la 4000 rot/min, pentru eliminarea suspensiei $i
spectrofotometrate la 540 nm.

S-a lucrat cu concentratii de enzima de 2,0 mg/ml, mai mari ca cele din
experimentele anterioare, cand reactia decurge cu vitezd masurabila, in conditii care
permit efectuarea calculelor cinetice. Marind concentratia malaiului si deci implicit a
amidonului in sistem, se observa ca gradul de transformare a amidonului pentru 2,0
mg/ml concentratie de enzima ramane in jurul valorii de 25+4% cu exceptia ultimei
concentratii cand gradul de transformare atinge abia valoarea de 15% (tabel 4.55),
situatie explicabila prin aparitia inhibitiei de substrat. Va exista deci un prag de
concentratie a substratului pentru care nu se mai inregistreaza o crestere a vitezei de
reactie, prag care poate fi depasit prin cresterea concentratiei de enzima in sistem.
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Tabel 4.55. Variatia gradului de transformare a malaiului cu concentratia

substratului folosind a-amilaza (A.oryzae) (2,01 mg/ml, 37°C, pH 4,6)

Compozitia Concentratie Amidon transformat/18 min.
amestecului amidon
de reactie, ml mg/ml %
A® B® ce Initial final
1 4 35 2,00 1,50 25,0
2 4 34 3,15 2,29 27,3
3 4 33 4,85 3,45 28,8
4 4 32 5,98 4,75 20,6
5 4 31 6,18 5,27 14,7
®malai; ° enzima; ‘tampon citrat-fosfat 0,15 M, pH 4.6.

in domeniul de concentratii de substrat studiate (2,0-6,2 mg/ml amidon), vitezele
initiale de hidroliza variaza intre 0,36-0,46 umol/ml-min (Tabel 4.56). Valorile calculate
sunt apropiate de cele experimentale si dovedesc o buna corelare Lineweaver-Burk a
datelor experimentale (r=0,977) (figura 4.26).

Tabel 4.56. Dependenta vitezei initiale de hidroliza de concentratia substratului

(malai lichefiat) a-amilaza (A. oryzae) (2,01 mg/ml, [E,}=0,798 U/mli,

37°C, pH4,6).
Nr. [S] 1/ [S] Vi glucoza gAY glucoza
crt. | mg/mi mi/mg pmoli/ml-min ml-min/pmoli
Exp. calc. Exp. calc.
1 2,00 0,500 0,365 0,364 2,740 2,740
2 3,15 0,317 0,417 0,417 2,396 2,398
3 4,85 0,206 0,457 0,458 2,186 2,188
4 6,18 0,162 0,495 0,476 2,025 2,021
5 5,98 0,167 0,456 0,474 2,190 2,193
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Figura 4.26. Liniarizarea Lineweaver-Burk pentru sistemul malai lichefiat-

a-amilaza (A. oryzae) (2,01 mg/ml, [E,]=0,798 U/ml, 37°C, pH 4,6)
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Parametrii cinetici calculati prin liniarizarea Lineweaver-Burk, la o concentratie a
activitatii enzimatice de 0,798 U/mi sunt:

o K, =1,052mg/mi,

o V = 0,5567 umoli/ml-min.
e ko =0,705 umoli/minU,

o ki/Kym=10,671.

La concentratia activitati enzimatice de 0,798 U/ml, valoarea k, este 0,705
pmol/min-U, valoare care indica o buna viteza de hidroliza a malaiului, ca urmare a
scindarii bune a complexului intermediar enzima-substrat.

Datorita faptului ca si asocierea enzimei cu substratul este destul de buna (Kn,
= 1,052 mg/ml), ea poate fi folosita in conditii bune la hidroliza industriala a amidonului.

4.4.3. Studiul zaharificarii mediilor amidonoase cu complexul
amilolitic obtinut din culturi de A. oryzae si A. niger

4.4.3.1. Zaharificarea amidonului solubil

Studiul zaharificarii enzimatice a amidonului solubil s-a realizat folosind ca
substrat o solutie amidon 10%, la pH 5,0 (tampon acetat 0,1 M). Reactia de hidroliza
enzimatica s-a initiat prin introducerea unei cantitati bine determinate de enzima sau
amestec de enzime. Amestecul s-a metinut sub agitare la 45°C, timp de 5-6 ore. Din
amestecul de reactie s-au luat probe din timp in timp, care s-au analizat pentru
determinatea amidonului rezidual si a zaharurilor reducatoare, respectiv a glucozei
formate.

Amidonul rezidual din amestecul de reactie s-a determinat prin metoda
spectrofotometrica cu iod, modificata in sensul ca in proba nu se mai introduce solutie
de enzima. Cantitatea de amidon din solutie se determina cu relatia:

E-Co
Camidon = ,  mg/ml
Eo Vpr
unde:
e E = extinctia la A=595 nm a probei analizate,
e E, = extinctia la A=595 nm a probei standard de amidon;
e C, = concentratia initiala a solutiei standard de amidon, mg/m;
e V= volumul de proba luat in lucru.

Concentratia oligozaharidelor reducatoare, exprimate ca glucoza, s-a determinat
prin metoda spectrofotometricad cu DNS, care a fost modificata in sensul ca in proba nu
se mai introduc enzimele amilolitice. S-a utilizat relatia:

Ep'Em C M’V
. , mg/ml
ESG Vpr' 1 0—3

Cgiucoza =

unde:
e E = extinctia solutiei, la A=505 nm,;
e £ =6,0410°M'cm™, coeficientul molar de extinctie al chinoniminei formate;
¢ M =masa molara a glucozei, g;
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e V = volumul amestecului analizat, mi;
eV, = volumul de proba luat in lucru.

Continutul in amidon si respectiv cantitatea totala de glucoza ce se poate forma
prin hidroliza, pentru amidonul solubil utilizat ca substrat in experimente, au fost
determinate prin metoda Bertrand. Prin aceastd metoda s-a determinat pentru solutia de
amidon utilizata o concentratie de 9,32% amidon, ce corespunde unei solutii de glucoza
de concentratie de 10,25%. Aceste valori au fost utilizate pentru determinarea
conversiei reactiei de hidroliza:

Gglucoza exp.
X=—-100, %

Gglucoza teor.

S-au utllizat urmatoarele preparate enzimatice, cu activitatea amilazica si
amiloglucozidazica determinata prin metodele standard:
- preparat enzimatic solid obtinut din A. oryzae:
- q-amilaza = 14,0 U/mg solid;
- 8amiloglucozidaza = 0.6 U/mg solid;
-preparat enzimatic solid obtinut din A. niger:
- Aa-amilaza = 0,38 U/mg solid;
- Aamiloglucozidaza = 0,66 U/mg solid;
- Fungamyl (Novo):

- Aa-amilaza =25724,0 U/ml;

- Bamiloglucozidaza = 11,52 U/mli;
- SAN (Novo):

- Ag-amilaza =252,0 U/ml,

) - @amiloglucozidaza = 368,1 U/ml;

In mediul descris, s-a studiat zaharificarea amidonului solubil, efectuandu-se
seturi de experimente in care s-a modificat tipul preparatului enzimatic, pentru acelasi
preparat enzimatic, s-a urmarit influenta variatiei concentratiei catalizatorului in mediul
de reactie asupra producerii glucozei. In experimentele efectuate, concentratiile initiale
ale amidonului in solutia de substrat si concentratiile activitatii enzimatice in mediul de
reactie au fost astfel alese incat sa fie cat mai apropiate de cele utilizate in conditii
industriale.

Urmarind variatia amidonului in timp, s-a observat ca in cazul utilizarii enzimei
obtinute din A. oryzae, amidonul este hidrolizat total la dextrine in primele 60 minute de
reactie; in schimb, cand se realizeaza hidroliza cu preparatul enzimatic obtinut din A.
niger, consumul amidonului este muit mai lent (tabel 4.57, 4.58, figura 4.27). Acest fapt
se poate explica prin diferenta intre concentratiile de a-amilaza si amiloglucozidaza in
cele doua produse, cat si prin mecanismele diferite de actiune asupra amidonului ale
celor doua enzime.
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Tabel 4.57. Consumul amidonului solubil sub actiunea enzimelor amilolitice

Nr. Preparate enzimatice Timp | Camidon | Amidon rezidual

crt. | Enzim@ | A..amiazs, U/ml | Aame, U/ml | min mg %

1 | A oryzae 10,5 0,45 0 2,98 100,00
2 1,98 66,44
30 0,98 6,04
60 0,08 2,72
90 0,02 0,008

2 A. niger 0,58 0,51 0 2,98 100,00
2 2,54 85,23
30 2,06 69,13
60 1,84 61,74
90 1,50 50,33

Consum amidon (mg)

"0 2

8
8
8
8

Timp (min)
Figura 4.27. Consumul amidonului solubil sub actiunea enzimelor amilolitice

Din datele prezentate se observa preparatele amilazice obtinute hidrolizeaza si
zaharificd amidonul. Prin actiunea preparatuiui solid obtinut din A. oryzae asupra
amidonului se realizeaza o hidroliza totala a acestuia pana la dextrine; concentratia
glucozei in mediul de reactie, dupa 3 ore, nu depaseste 1%. Rezulta ca acest produs
poate fi asimilat cu a-amilaza.

Prin actiunea preparatului enzimatic obtinut din A. niger asupra amidonului,
reactia este dirijatd in sensul obtinerii glucozei, mare parte din amidon ramanand
nehidrolizat. Se desprinde de aici concluzia ca produsul enzimatic solid obtinut din A.
niger poate fi asimilat cu amiloglucozidaza.

Prin actiunea combinatd a ambelor enzime (a-amilaza $i amiloglucozidaza)
asupra amidonului (tabel 4.58) se realizeaza atat hidroliza cantitativa a amidonului cat si
zaharificarea lui. Cresterea concentratiei amiloglucozidazei in mediul de reactie de la
0,51 U/ml amestec la 24,8 U/ml amestec duce la o crestere a conversiei amidonului in
glucoza de la 2 la aprox. 10%.

172

BUPT



Cap. 4. Obtinerea, caracterizarea §i utilizarea enzimelor amilolitice

Tabel 4.58. Zaharificarea amidonului solubil

Nr. | Preparat enzimatic Timp Glucoza (DNS) Conversie
crt. min mg %
1. | Enzima A. oryzae 15 11,72 0,37
10,5 U/mi a-amilaza 30 13,44 0,37
0,45 U/ml AMG 45 15,70 0,42
60 17,05 0,50
90 18,74 0,61
120 20,58 0,68
150 21,82 0,78
180 21,52 0,85
2. | Enzima A. niger 0 0,30 -
0,58 U/ml a-amilaza 10 3,56 -
0,51 U/ml AMG 20 1,20 0,25
30 1,73 0,30
45 2,67 0,44
60 3,98 0,57
75 473 0,62
90 5,75 0,67
105 8,53 0,89
120 8,64 1,03
3 | Enzima A oryzae 1 - 0,17
11,2 U/ml a-amilaza 15 20,97 1,19
0,5 U/mi AMG 30 25,95 1,71
+ 60 27,77 3,14
Enzima A. niger 90 31,96 3,98
14,28 U/mi a-amilaza 120 30,66 5,23
24,8 U/ml AMG 150 35,66 6,68
180 38,06 9,94
4 | Fungamyi 1 25,43 0,71
6,493 U/ml a-amilaza 15 67,93 2,28
3-10° U/ml AMG 30 66,55 2,14
+ 45 67,10 2,19
SAN 60 38,46 3,86
0,315 U/ml a-amilaza 90 38,34 3,81
0,567 U/mi AMG 120 37,72 3,92
140 36,13 3,91
175 26,22 3,49
200 35,97 3,94
1540 37,55 10,83

Comparand rezultatele obtinute la zaharificarea amidonului realizata cu enzimele
amilolitice obtinute precum si cu enzimele de firma Fungamyl si SAN, se observa ca la
concentratii aproximativ egale de a-amilaza si amiloglucozidaza in mediul de reactie, se
obtin rezultate similare (hidroliza totald a amidonului, respectiv conversia la glucoza de
aprox. 10%).
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in toate experimentele se observa o scadere a vitezei de reactie in timp, fapt ce
se poate explica prin aparitia unei inhibitii manifestate de produsul de reactie, glucoza,
asupra activitatii enzimelor amilolitice.

4.4.3.2. Zaharificarea malaiului lichefiat

Cunoscand actiunea preparatelor amilolitice din A. oryzae si A. niger asupra
amidonului solubil, s-a studiat comportarea lor asupra malaiului lichefiat, substratul
amilazelor in procesele industriale.

Studiul reactiei de hidroliza a malaiului lichefiat s-a efectuat tinand cont din nou
de conditiile specifice substratului sub forma de suspensie, prin prelevarea probelor cu
ajutorul unor pipete speciale si stoparea reactiei cu reactivul de culoare, DNS. Dupa
fierberea obignuita si dilutia cu apa, probele au fost centrifugate timp de 5 minute la
4000 rot/min, pentru eliminarea suspensiei si filtratele analizate pentru determinarea
glucozei formate.

Continutul in amidon si respectiv cantitatea totala de glucoza ce se poate forma
prin hidroliza, pentru malaiul lichefiat, s-au determinat prin metoda Bertrand. Astfel,
suspensia de malai contine 10,42% amidon, ceea ce corespunde unei concentratii de
glucoza de 11,57%. Aceste date au fost folosite pentru determinarea conversiei
amidonului in glucoza.

in studile de zaharificare efectuate s-a modificat tipul de preparat enzimatic,
respectiv concentratia enzimelor in mediul de reactie. Concentratiile activitatii enzimatice
in mediul de reactie au fost astfel alese incat sa fie apropiate de cele utilizate in conditii
industriale. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 4.59.

Se observa ca amilaza din A. oryzae produce o hidroliza totala a amidonului la
dextrine, dar concentratia glucozei in amestecul de reactie nu depaseste 0,6-1,75
mg/ml. Prin utilizarea combinatd a preparatelor obtinute din A. oryzae si A. niger,
respectiv a-amilaza si AMG, se realizeaza atat hidroliza totald a amidonului céat si o
zaharificare mai eficientd, obtinandu-se conversii ale amidonului in glucoza de
aproximativ 10%. Se observa aparitia inhibitiei de produs.

Rezultatele obtinute la zaharificarea amidonului cu enzimele amilolitice obtinute
sunt similare cu cele obtinute cu preparatele comerciale Fungamyl si SAN.
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Tabel 4.59. Zaharificarea malaiului lichefiat

0,315 U/ml a-amilaza
0,567 U/ml AMG

Nr. | Preparat enzimatic conc. Timp Glucoza (DNS) Conversie
crt. U/ml ore mg %
1 Enzima A. oryzae 10 0,25 0,15
21,0 U/ml a-amilaza 30 7,93 0,21
0,9 U/ml AMG 60 11,05 0,42
93 13,30 0,55
125 13,21 0.92
150 14,62 0,87
180 14,83 0,87
210 15,08 0,94
240 16,08 1,17
1540 18,11 1,07
2 | Enzima A. oryzae 120 18,86 3,37
70,0 U/ml a-amilaza 180 19,61 5,21
3,0 U/ml AMG 240 16,20 5,66
+ 300 22,68 8,44
Enzima A.niger 1540 26,50 10,13
8,25 U/ml AMG
3 | Fungamyl 120 26,52 8,94
6,43 U/ml a-amilaza 180 25,92 11,06
3-10-3 U/ml AMG 240 18,52 9,90
+ 300 26,75 12,62
SAN 1540 29,82 12,78
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4.5. Concluzii

1. S-au determinat parametrii cinetici ai enzimelor produse de A. oryzae 242 si A.
niger IC si s-au comparat cu cei ai unor enzime etalon, de firma. Preparatul produs de A.
oryzae a prezentat o afinitate mare fata de substrat (amidon sau malai) si o0 capacitate
de transformare mare a acestuia in oligozaharide, dar o viteza relativ mica de formare
de zaharuri reducatoare. Preparatul produs de A. niger hidrolizeaza si el amidonul, dar
foarte incet. De aceea este utila utilizarea concomitentd a lor, pentru ca amestecul
intruneste avantajele ambelor enzime: o0 buna viteza de hidroliza a amidonului, cu
formare de oligozaharide, substrat pentru glucoamilaza, si o viteza relativ buna de
transformate a lor in zaharuri reducatoare, comparabila cu cea a enzimelor de firma.

2. Preparatele amilazice obtinute hidrolizeaza si zaharificd amidonul. Prin
actiunea preparatului solid obtinut din A. oryzae asupra amidonului se realizeaza o
hidroliza totala a acestuia pana la dextrine; concentratia glucozei in mediul de reactie,
dupa mai multe ore, este minima. Rezultd ca acest produs poate fi asimilat cu a-
amilaza.

3. Prin actiunea preparatului enzimatic obtinut din A. niger asupra amidonului,
reactia este dirijjata in sensul obtinerii glucozei, mare parte din amidon ramanand
nehidrolizat. Se desprinde de aici concluzia ca produsul enzimatic solid obtinut din A.
niger poate fi asimilat cu amiloglucozidaza.

4. Prin actiunea combinata a ambelor enzime (a-amilaza $i amiloglucozidaza)
asupra amidonului se realizeaza atat hidroliza cantitativd cat si zaharificarea lui.
Cresterea concentratiei amiloglucozidazei in mediul de reactie duce la o crestere a
conversiei amidonului in glucoza pana la aprox. 10%. La concentratii aproximativ egale
de a-amilaza si amiloglucozidaza in mediul de reactie, se obtin rezultate similare cu cele
obtinute la utilizarea unor enzime de firma (Fungamyl, SAN).

5. In toate experimentele se observa o scadere a vitezei de reactie in timp, fapt
ce se poate explica prin aparitia unei inhibiti manifestate de produsul de reactie,
glucoza, asupra activitatii enzimelor amilolitice.

6. Amilaza din A. oryzae produce o hidroliza totala a amidonului din malai la
dextrine, dar concentratia glucozei in amestecul de reactie ramane redusa. Prin
utilizarea combinata a preparatelor obtinute din A. oryzae si A. niger se realizeaza atat
hidroliza totala a amidonului din malai cat si o zaharificare mai eficienta, obtinandu-se
conversii ale amidonului in glucoza de aproximativ 10%. Se observa aparitia inhibitiei de
produs. Si in acest caz rezultatele sunt similare cu cele obtinute cu preparatele
comerciale Fungamyl si SAN.
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Motto:
I/ y a la science et les applications de la science, lieés
entre elles comme le fruit a ['arbre qui ['a porte.
lLouss Pasteur, 1871

5. Sinteza aminoacizilor optic activi prin rezolutie cinetica
enzimatica cu enzime proteolitice

Piata mondiala de enzime poate fi impartitd conventional in trei segmente:
enzime industriale, enzime cu aplicatii terapeutice si enzime pentru analiza clinica si a
produselor alimentare.

Piata enzimelor la nivelul anului 1990 a fost de aproximativ 500 milioane $, din
care ~75% au reprezentat enzimele pentru trei domenii importante: detergenti, produse
lactate (in special branzeturi) si prelucrarea amidonului, adica proteaze (~50%), amilaze
(~20%) si lipaze (2%), situatie valabila in principiu si astazi. Astfel, piata de proteaze a
fost de 285 milioane $, din care proteazele alcaline bacteriene pentru detergenti 180
milioane $ (36% din piata mondiala de enzime), renina de vitel $i microbiana 70 milioane
$, iar proteazele de plante 25 milioane $. Este normal ca in aceste conditii, producatorii
s-au preocupat cu preponderentda de obtinerea unor enzime cu aplicatii in aceste
domenii mari $i nu pentru sinteza organica fina. Cu toate acestea, sinteza organica
poate beneficia de dezvoltarea unor enzime performante in alte industrii. intr-adevar,
multe enzime utilizate in mod curent in sintezele organice enantioselective au fost
dezvoltate pentru alte aplicatii: subtilizina pentru detergenti sau lipaza din Mucor miehei
pentru industria de branzeturi.

Preturile enzimelor industriale importante (ca proteina 100%) se pot compara cu
cele ale catalizatorilor de metale tranzitionale. Astfel, proteaza alcalina utilizata in
industria de detergenti costa aproximativ 100 $/kg enzima pura (1991) si reprezinta 1-
4% din costul detergentilor. Chimozina (renina de vitel), desi costa 5000 $/kg, reprezinta
doar 0,1-0,3% din costul branzeturilor. Comparativ, catalizatorul de platina utilizat in
rafinarea petrolului costa 16.000 $/kg (1991) si reprezinta sub 5% din costul produsului
[5.1]. Aceasta deoarece, chiar daca pretul enzimelor este relativ mare, datorita activitatii
lor ridicate, sunt necesare cantitati mici, ceea ce determina consumuri specifice mici $i
deci cheltuieli pe unitatea de produs reduse.

Prima utilizare a unui biocatalizator in sinteza organica a fost raportata in 1961:
utilizarea chimotripsinei in hidroliza enantiospecificA a esterilor. Nu a urmat insa o
aplicare larga a enzimelor in sinteza organica. Aceasta deoarece s-a mentinut mult timp
conceptia gresita ca enzimele lucreaza numai in mediu apos iar cataliza enzimatica este
incompatibilda cu cea mai mare parte a sintezelor organice care se desfasoara in mediu
neapos. Situatia s-a modificat esential {a mijlocul anilor '80 cand A. M. Klibanov a
demonstrat ca majoritatea enzimelor lucreaza bine in solventi organici, ceea ce a marcat
inceputul unei dezvoltari explozive in aplicarea enzimelor in sinteza organica
enantioselectiva. Acestui fapt i s-au adaugat tehnologia ADN recombinat (ingineria
microbiand) si ingineria proteinelor care au permis proiectarea si obtinerea de enzime in
cantitate industriala pentru tehnologii atractive comercial.

Aplicatia descrisd in continuare reprezintd un exempiu de utilizare a unui
catalizator enzimatic relativ ieftin si utilizat pe scara larga intr-o industrie bine dezvoltata
cum este cea de detergenti, in sinteza organica.
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Ca o tendinta generala a ultimilor ani se remarca utilizarea solventilor organici ca
mediu de reactie pentru reactille enzimatice. Folosirea solventilor organici prezinta o
serie de avantaje, intre care se numara solubilitatea mare a substraturilor polare si
nepolare in numerosi solventi $i inhibarea reactilor secundare, nedorite, datorate
activitatii ridicate a apei.

Cu toate acestea, efectele mediului de reactie asupra selectivitatii enzimelor nu
sunt incd pe deplin cunoscute. in literatura sunt descrise o serie de reactii in care
enantioselectivitatea enzimei este dependenta de natura solventului organic, cum ar fi
hidroliza de esteri, esterificarea sau transesterificarea catalizate de diverse tipuri de
proteaze sau lipaze [5.33).

Continutul in apa al unui solvent organic poate fi un factor decisiv in
enantiospecificitatea unei enzime. Astfel, prin selectarea unui mediu apos-organic
potrivit se poate gasi o cale optima de rezolutie cinetica enzimatica a unor amestecuri
racemice.

Asa cum s-a aratat in capitolul de sinteze de aminoacizi optic activi, principalele
metode de obtinere a acestora sunt metodele de cristalizare (rezolutia racematilor prin
cristalizarea diastereomerilor), procedeele fermentative, sinteza asimetrica din
substraturi prochirale, chemo sau biocatalitica, sau rezolutia cinetica enzimatica. Care
metoda este cea mai avantajoasa economic pentru un anumit aminoacid depinde mult
de economicitatea procesului si de cererea pietei, de importanta la un moment dat a
aminoacidului ca sinton chiral. Dintre metodele biocatalitice, la prima vedere sinteza
asimetrica pare a avea un avantaj net, si anume randamentul teoretic de 100%,
comparativ cu 50% pentru rezolutia cineticad. Din pacate, lucrurile sunt ceva mai
complicate si rezolutia cinetica are o serie de avantaje fatd de sinteza asimetrica. in
primul rand pentru ca rezolutia cinetica este un proces mai simplu, care adesea are loc
cu o productivitate mai mare, la o puritate opticd echivalenta. in al doilea rand, are
avantajul ca excesul enantiomeric al subtratului nereactionat poate fi modificat in sensul
dorit prin modificarea conversiei. In practica, se prefera sacrificarea unui anumit procent
din randamentul chimic, in scopul obtinerii unui material de o puritate optica mai mare.

Dezavantajul major al rezolutiei cinetice este acela ca necesita cel putin o etapa
in plus, si anume racemizarea enantiomerului nedorit. Din pacate, racemizarea este
adesea cea mai dificila etapa din intregul proces. Tocmai de aceea, daca se reuseste
racemizarea enantiomerului nedorit, rentabilitatea procesului creste. O alternativa la
racemizare este gasirea unui mijloc de inversie a configuratiei enantiomerului nedorit. In
unele cazuri, de exceptie din pacate, el poate suferi o racemizare spontana in situ, intr-
un proces de rezolutie cinetica dinamica, echivalent formal cu o sinteza asimetrica.

Succesul rezolutiei cinetice depinde de diferenta de viteza cu care reactioneaza
enantiomerii unui amestec racemic cu un reactant chiral. Din punct de vedere economic,
este de preferat ca acesta din urma sa se utilizeze in cantitati catalitice, indiferent daca
este un catalizator chimic sau biologic.

Rezolutia cinetica poate fi definitd ca un proces in care unul dintre enantiomerii
unui amestec racemic este transformat mai rapid decat celalalt, reactia oprindu-se
undeva la o conversie intre 0 si 100%. in cazul ideal, o reactie decurge muit mai repede
ca cealalta si un amestec initial 50/50, la o conversie de 50%, conduce la 50% reactant
si 50% produs. Natura produsului, chirala sau achirala, este irelevanta din punctul de
vedere al rezolutiei cinetice.

Raportul enantiomeric, E, este o masura a eficacitatii rezolutiei cinetice. El este
raportul constantelor de viteza de ordin pseudo intai ale celor doi enantiomeri, adica intr-
o reactie in care enantiomerul S reactioneaza selectiv, Es = ks/kg. Conducénd reactia la
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conversii convenabile, se poate obtine cu puritate optica mai mare fie enantiomerul mai
reactiv, fie cel mai putin reactiv. In general, pentru a obtine randamente acceptabile
economic de produs cu puritate enantiomerica suficienta, E ar trebui sa fie de ~ 20,
preferabil >100.

Numarul total de etape este important in economicitatea oricarui proces. Mai
multe etape inseamna un timp de reactie mai lung, costuri mai mari i productivitati mai
mici. In procesul de rezolutie, daca produsul cerut este format direct, el se numeste
atractiv, daca nu, se numeste substractiv. Diferenta dintre un proces substractiv si unul
atractiv rezida in numarul de pasi chimici, $i anume cel substractiv are mai multi pasi.

Pozitia etapei de rezolutie in sinteza are de asemenea un rol in economicitatea
reactiei. Regula este ca treapta de rezolutie trebuie sa fie cat mai in fata in succesiunea
de etape. Acesta deoarece orice etapa care implica un racemat poarta dupa sine in
proces 50% balast enantiomeric. Eliminarea acestui balast mareste automat cantitatea
de reactivi, solventi, volumul reactorului, etc., din etapele urmatoare.

Un alt factor care influenteaza numarul total de etape ale procesului de rezolutie
este natura substratului, $si anume daca substratul este un precursor sau un derivat al
produsului racemic. Astfel, o rezolutie a unui precursor necesita cu doua etape mai putin
decét procesul echivalent care implica rezolutia unui derivat al substantei de separat.
Trebuie vazut evident si care dintre cei doi se sintetizeaza mai ugor $i mai economic.

Dintre vanantele de sinteze de aminoacizi optic activi, in prezentul studiu m-am
oprit asupra rezolutiei cinetice a esterilor de aminoacizi cu enzime proteolitice. In
alegerea procesului un criteriu de baza a fost accesibilitatea enzimei. Apoi, am ales 0
singura etapa de derivatizare, lucrand cu esteri de aminoacizi. Principial se poate lucra
in doua variante: cu esteri de aminoacizi neacilati, sau esteri de N-acil-aminoacizi, ceea
ce implica o etapa de derivatizare in plus. Am ales prima varianta, care mai are un
avantaj suplimentar, si anume faptul ca, daca se lucreaza intr-un mediu apos-organic
potrivit, produsul principal de reactie, L-aminoacidul, este insolubil in acesta $i poate fi
separat direct, fara o etapa fizica suplimentara de concentrare prin evaporare la vid.

Obiectivul propus a fost obtinerea de aminoacizi optic activi prin hidroliza
enantioselectivd a esterilor de aminoacizi racemici in solventi organici, cu enzime
proteolitice, cum sunt de exemplu Alcalase si Savinase (Novo). Sinteza aminoacizilor
optic activi decurge conform urmatoarei reactii:

R- (IDH—COOR — R—C’:H—COOH+ R—ICH—COOR'
NH, NH, NH,
D,L— AA-OR' L—AA D—-AA-OR'

R': -CH
e 2
e

OH
/7 ~\
~cr{())-oH

OH

Alcalase si Savinase sunt proteaze industriale produse de firma Novo-Nordisk gi
utilizate in formularea detergentilor, pentru eliminarea resturilor proteice putin solubile si
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aderente la suprafata textilelor. Alcalase si Savinase hidrolizeaza aceste proteine la
peptide usor dizolvate si dispersate de solutiile de spalare.

Alcalase si Savinase sunt serin-proteinase cu performante deosebite, Alcalase la
temperatura ridicata si alcalinitate moderata iar Savinase la pH ridicat. Sunt produse prin
fermentatie in mediu submers, Alcalase dintr-o tulpina selectionata de Bacillus
licheniformis iar Savinase dintr-o specie alcalofild de Bacillus modificata genetic [5.2].

Enzimele hidrolizeaza enantioselectiv doar esterul de L-aminoacid. Produsul de
reactie, L-aminoacidul liber, precipitd in mediul apos-organic datorita solubilitatii sale
scazute. Esterul de D-aminoacid, nehidrolizat, raméane practic cantitativ in solutie.

Studiul procesului implica deci doua etape:

o esterificarea aminoacidului racemic,

e hidroliza enzimatica a esterului de aminoacid.

5.1. Esterificarea aminoacizilor

Esterificarea aminoacizilor cu diferiti alcooli se poate efectua efectua in prezenta
de acid clorhidric [5.3, 5.4, 5.5], metoda clasica introdusa de Emil Fischer, clorura de
tionil [5.3, 5.4, 5.6] sau acid p-toluensulfonic [5.4].

Dintre variantele indicate in literatura, am utilizat metodele de esterificare cu
alcool si acid clorhidric gazos, respectiv alcool si clorura de tionil. Scopul a fost gasirea
unei metode simple, dar eficiente de esterificare cantitativa a DL-aminoacizilor. Aceasta
pentru ca, desi esterificarea poate fi consideratd o etapa banala, ea este foarte
importantad deoarece randamentul poate fi o problema, din cauza echilibrului, iar
puritatea esterilor de aminoacizi este un factor esential in performantele reactiei de
rezolutie cinetica.

Au fost esterificati trei aminoacizi aromatici: fenilalaning, tirozina si DOPA.
Aceasta deoarece enzimele testate, Alcalase si Savinase, sunt serin-proteinaze cu
specificitate maxima de substrat pentru tirozina. in incercarile preliminare au mai fost
esterificate si fenilglicina si leucina, dar reactile de rezolutie cineticA au mers cu
randamente mici, produsii obtinuti avand excese enantiomerice insatisfacatoare in
comparatie cu cei trei aminoacizi aromatici amintiti.

Esterii de aminoacizi s-au obtinut si s-au utilizat sub forma de clorhidrati, mult mai
usor de manipulat decét esterii liberi.

5.1.1. Esterificarea cu alcool anhidru si acid clorhidric gazos

Reactia de esterificare decurge conform urmatoarei ecuatii:

R— (l)H— COOH + R'OH R—CH-COOR' + H,0

| )
NH, NH’, Cl

R‘—CHf/m\ R :— CH,
N\ —CaHs

- CHZ@ OH
OH
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Esterificarea s-a realizat la rece, cu metanol anhidrificat [5.7] sau etanol anhidru
[5.8], utilizat atat ca reactant cat si ca solvent. Drept catalizator s-a utilizat acid clorhidric
gazos, generat din NaCl si H,SO4 conc., dizolvat in solutie pana la saturatie si barbotat
pe tot timpul esterificarii (cap. 6.2.5.1.a,c). S-au obtinut esterul metilic al DL-fenilalaninei,
DL-tirozinei si al DL-DOPA si esterul etilic al DL-tirozinei. Cantitatile de reactanti,
randamentele si caracteristicile fizice ale produsilor sunt prezentate in tabelele 5.1 si
5.2.

Tabelul 5.1. Esterificari cu alcool anhidru/HClg

Nr. Denumire DL-AA R'OH anh.’ Raport molar | DL-AA-OR'HCI
crt. g mmoli mi nr. moli | DL-AA: R'OH g N (%)
1 DL-Phe-OMe-HClI 20 0120 | 2386 7.45 1.62.0 230 88.12
2 DL-Phe-OMe-HCI 10 0.060 | 1193 3.73 1.62.0 11.8 90.42
3 DL-Tyr-OMe-HCI 15 0.083 | 2250 5.57 1:67.0 16.3 84.78
4 DL-Tyr-OEt-HCI 10 0.055 | 150.0 2.57 1:47.0 12.1 89.23
5 DL-DOPA-OMe-HCI 5 0.025 850 0.38 1:15.2 6.0 95.54
6 DL-DOPA-OMe-HCI 10 0.050 | 150.0 469 1:.93.8 11.7 93.40 i

“Alcoolul utilizat a fost: MeOH (sintezele 1,2,3,5,6) si EtOH (sinteza 4);

Esterii de aminoacizi (DL-Phe-OMe-HCI, DL-Tyr-OMe-HCI, DL-Tyr-OEt-HCI, DL-
DOPA-OMe-HCI) au fost obtinuti sub forma de clorhidrati, cu randamente ridicate, de
88-95%. Ei au fost purificati prin dizolvare in MeOH si reprecipitare cu eter
(MeOHanhieter 1:4, viv) pentru indepartarea aminoacidului neesterificat si caracterizati
prin punct de topire, spectru IR si cromatografie in strat subtire (tabelul 5.2). Spectrele
IR reprezentative ale esterilor de aminoacizi sunt prezentate in anexa.

Tabelul 5.2. Caracteristicile fizico-chimice ale esterilor de aminoacizi

Nr. Denumire p.t Rt ester Ry aminoacid Eluent
crt. c nereactionat
1 DL-Phe-OMe-HCI 156-158 | 0,67 0,57 nBuOH:CH;COOH:H,0 60:20:20
2 DL-Phe-OMe-HCI 157-159 | 0,67 0,57 nBuOH:CH;COOH:H,0 60:20:20
3 DL-Tyr-OMe-HCI 177-180 | 0,64 0,53 nBuOH:CH;COOH:H,0 60:20:20
4 DL-Tyr-OEt-HCI 161-163 | 0,87 0,80 nBuQOH:CH;COOH:H,0 60:20:20
5 | DL-DOPA-OMe-HCI | 171-173 | 0,59 0,43 nBuOH:CH;COOH:H,0 60:20:20
6 | DL-DOPA-OMe-HCi | 173-175 | 0,80 0,67 nBuOH:CH3CO?I1-I:1CI1-|30000H3: H,0
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5.1.2. Esterificarea cu alcool si clorura de tionil

Aminoacizii se esterifica cu metanol si clorura de tionil conform urmatoarei reactii:

R— FH— COOH + CH,OH + SOCl, — R—- CH- COOCH; + SO, + HCI

R:— CH2©
- Cw—@ OH
/~\
- cw@- OH
OH
Esterificarea se realizeaza prin introducerea lenta, la rece, in metanol anhidru, a
clorurii de tionil, apoi a aminoacidului si incalzire ugoara (cap. 6.2.5.1.b) Cantitatile de

reactanti, randamentele de reactie si caracteristicile fizico-chimice ale produsilor sunt
prezentate in tabelele 5.3 si 5.4.

NH,

I .
NH’, Cl

Tabel 5.3. Esterificarea aminoacizilor cu metanol si clorura de tionil

Nr. Denumire DL-AA MeOH | SOCI, Raport molar Timp | DL-AA-Me-HCI®
crt. g |mmoli| ml ml AA:MeOH:SOCl, h g 1 (%)
1 DL-Phe-OMe-HCI 5 30 9,20 2,50 1:76:1,10 50 4,58 70,12
2 DL-Phe-OMe-HCI 5 30 9,10 2,40 1:7,5:1,10 35 5,14 79,43
3 DL-Tyr-OMe-HCI 5 28 8,40 2,10 1:7,5:1,04 2,5 5,56 86,98
4 DL-Tyr-OMe-HCI 0,9 5 1,50 0,40 1:76:1,12 2,0 1,17 100,00
5 DL-Tyr-OMe-HClI 8 44 13,40 3,60 1:75:110 3,0 9,00 87,98
6  DL-DOPA-OMeHCI | 1 2,05 0,41 1:10,1:1,12 28 1,16 87,20
7 DL-DOPA-OMe-HCI 1 3,10 0,41 1:153:1,12 50 1,21 91,04
Tabelul 5.4. Caracteristicile fizico-chimice ale esterilor de aminoacizi
Denumire p. t Rfester | Rfaminoacid Eluent

g; C nereactionat

1 DL-Phe-OMe-HCI 152-154 | 0,66 0,57 nBuOH:CH;COO0OH:H,0 60:20:20

2 DL-Phe-OMe-HCI 149-151 | 0,63 0,56 nBuOH:CH;COOH:H,0 60:20:20

3 DL-Tyr-OMe-HCI 158-161 | 0,65 0,55 nBuOH:CH;COOH:H,0 60:20:20

4 DL-Tyr-OMe-HCI 157-160 | 0,65 0,55 nBuOH:CH3;COOH:H,0 60:20:20

5 DL-Tyr-OMe-HCI 172-174 | 0,75 0,57 nBuOH:CH;COOH:H,0 60:20:20

6 | DL-DOPA-OMe-HCI | 171-173 | 0,80 0,71 nBuOH:CH3CO?I1-l:1C?30000H3: H,0
7 | DL-DOPA-OMe-HC| | 168-170 | 0,80 0,71 nBuOH:CH3CO1C)I1-|:1C:13COOCH3: H.0
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Esterii de aminoacizi (DL-Phe-OMe-HCI, DL-Tyr-OMe-HCI, DL-DOPA-OMe-HCI) au
fost obtinuti cu randamente ridicate. in cazul DL-DOPA, randamentul a crescut cu
marimea raportului molar metanol.aminoacid. Produsii de reactie au fost caracterizati
prin punct de topire, spectru IR si cromatografie in strat subtire. Spectrele IR ale esterilor
sunt prezentate in anexa.

5.1.3. Caracterizarea produsilor

Esterii de aminoacizi au fost caracterizati pe baza proprietatilor lor fizico-chimice,
prin comparatie cu valorile indicate in literatura dupa cum urmeaza:

a) Spectroscopia de infrarosu

Spectrele IR au fost folosite pentru identificarea atat a aminoacizilor (Tyr, Phe,
DOPA) cat si a esterilor corespunzatori. Spectrele au fost inregistrate in pastila de KBr.

In tabelul 5.5 sunt prezentate benzile caracteristice ale aminoacizilor $i esterilor
lor metilici [5.9]. S-a urmarit aparitia benzilor caracteristice gruparii esterice, si anume
vibratia de valenta a carbonilului de la 1735-1750 cm™ si vibratia de valenta a legaturii
C-O din esteri de la 1100-1300 cm™".

Tabel 5.5. Benzi caracteristice ale ale aminoacizilor i esterilor lor

Grupare Vibratie Pozitie, cm™ Observatii
NH," Vas 3030-3130
Vs 2000-3000
3050-3150 in clorhidrati
das 1610-1660 Banda I-aminoacizi |
1590-1610 in clorhidrati
S 1485-1550 Banda ll-aminoacizi
1470-1550 in clorhidrati
COO Vas 1560-1600 i,!
1410 asc.
NH; v 3300-3500
COOH Ve=0 1725-1755
Ve.o 1215-1230 i
OH aromatic 3100-3500 i
Inel aromatic 1615 Phe, Tyr
-CHa- 1330
COOR Vc=0 1735-1750 fi
VC-Oas, s 1050-1300 fi 1170 in esteri metilici
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