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Introducere

Enzimele sunt catalizatori de natura organica. Fiecare reactie care are loc in celulele
vii este catalizatd de enzima ei particulard. Este dificil sd se facd o estimare precisa a
numarului de enzime diferite din fiecare celula, dar se pare cd o celula bacteriana cum ar fi
Escherichia coli produce aproximativ 3000 proteine diferite, iar o celuld eucariota
aproximativ 50000, din care majoritatea sunt enzime. in absenta enzimelor, multe din aceste
reactil nu ar avea loc chiar dupd ani de zile, iar viata, asa cum o cunoastem noi, nu ar fi
posibila.

Activitatea cataliticd a enzimelor produse de citre microorganisme a fost utilizata de
om de cdteva mii de ani in procese ca fermentatia alcoolicd §i obfinerea branzeturilor, dar
explicatia acestor procese complexe nu a putut fi datd decét in secolul XX [1].

Prima descoperire a unei enzime se datoreazi lui Payer si Persoz care in anii 1833
separd dintr-un extract apos de malt o substanta, astdzi numitd amilaza, capabild sd scindeze
amidonul la zaharuri mai simple. Urmatoarea enzima separatd a fost pepsina de catre
Schwann in 1834.

La inceput enzimele au fost numite fermenti, de la latinescul ferveo - a fierbe. Intre
anii 1860 - 1895 are loc celebra disputad intre Pasteur si Leibig referitoare la fermentii
organizati (microorganisme de tipul drojdiilor) si fermentii neorganizati (substante chimice de
tipul amilazei §i pepsinei). Notiunea de ferment organizat a fost abandonata dupa ce fratii
Buchner extrag din celulele drojdiei de bere un suc capabil s& reproducd, in conditii de
laborator, intregul proces fermentativ.

Cuvantul enzima, derivat de la grecescul zyme (in drojdie) este prima data utilizat de
Kiihne in 1878 pentru fermentii din interiorul celulelor, deci cei neorganizati.

in 1894 Emil Fischer studiazi enzime ce intervin in metabolismul carbohidratilor si
demonstreaza "specificitatea unei enzime pentru substratul sdu". Pe baza acestor experimente
Fischer propune "lacatul si cheia", ipoteza care sa descrie aceasta specificitate.

In aceasta perioadi (anii 1890) natura chimici a enzimelor nu este clard. De fapt
aceasta este stabilitd multi ani mai tarziu, dupa ce o seama de enzime sunt cristalizate §i se
aratd cd ele constau aproape in intregime din proteine. Prima enzima cristalizatd este ureaza
(in 1926 de catre Sumner). Astazi este stiut ca daca Sumner ar fi dispus de metode de analiza
mult mai sensibile ar fi géasit ca preparatul siu continea o cantitate micd de nichel
(aproximativ 0,1%) care este esentiala pentru cataliza.

Construirea ultracentrifugii de catre Svedberg (in anii 1920) permite obtinerea de
campuri centrifugale nalte, capabile si sedimenteze macromolecule. Aceste studii aratd ca
proteinele in solutii constau, in general, din molecule omogene, cu masa moleculara definita
(10* - 107 Daltoni) si nu sunt suspensii coloidale. Astfel este posibild descrierea structurii
proteinelor in termeni chimici precigi. Acest lucru este prima datd facut in 1960 cand se
deduce secventa ribonucleazei (Hirs, Moore si Stein). In 1965 este dedus3, prin tehnica
cristalograﬁcé cu raze X, structura tridimensionala a lizozimului.

In anii 1950 - 1960 se fac o serie de observatii care sugereaza ci activitatea catalitica a
unor enzime este reglata ca raspuns la schimbarile conditiilor fiziologice. Aceasta permite lui
Monod si colaboratorilor, in 1965, sa propunid modelul "alosteric" pentru a explica in mod
cantitativ cum poate fi reglata activitatea unor anumite enzime prin legarea unor molecule
mici (efectori), permitand astfel explicarea controlului enzimelor in celula.

In sférsit, un punct cheie in enzimologie il constituie prima sinteza chimica a unei
enzime, ribonucleaza, din aminoacizii componenti, realizata de Gutte si Merrifield in 1969
[1-4]).

Cea mai importanta proprietate a enzimelor din punctul de vedere al capacitatii lor
biocatalitice este specificitatea [5,6], care poate fi de doua tipuri principale:
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1. Specificitate de reactie; in functie de aceasta enzimele au fost clasificate in 6 mari
grupe:

- oxidoreductaze
- transferaze

- hidrolaze

- liaze

- izomeraze

- ligaze

2. Specificitate de substrat, care la randul ei poate fi:

- specificitate absoluta de substrat, care se manifesta fata de un singur compus
chimic;

- specificitate absolutd de grup, care se manifestd fatd de un anumit tip de
legatura si/sau o anumiti grupare de atomi;

- specificitate relativa de grup (numita i slaba specificitate de substrat), care se
manifestd numai fatd de un anumit tip de legatura;

- specificitate stereochimicd, care se manifesta fatd de unul din izomerii optici
ai unor compusi ce contin centre de asimetrie.

Trebuie mentionat ca majoritatea reactiilor catalizate de enzime in organismele vii
sunt enantiospecifice. Enantiospecificitatea poate sd se manifeste concomitent cu oricare
dintre celelalte trei tipuri de specificitate de substrat. Pe de alta parte, reactiile secundare sunt
practic neglijabile. Reactiile chimice obisnuite, pentru a putea fi realizate in mod eficient,
necesitd adeseori temperaturi si/sau presiuni inalte, in timp ce cu ajutorul enzimelor aceleasi
procese pot fi infiptuite in conditii blande. In afard de aceasta, utilizarea enzimelor este
recomandatd si din considerente toxicologice si de protectie a mediului, comparativ cu
procesele chimice uzuale.

Dintre cele peste 2500 de enzime cunoscute si clasificate la aceasta ora, doar un numar
relativ mic au fost investigate in vederea utilizarii cu rol catalitic in sinteze chimice organice.
Mai mult de jumaitate din aceste utilizari sunt datorate unor enzime din clasa hidrolazelor,
urmate de oxidoreductaze. Frecventa utilizarii diferitelor clase de enzime este prezentatd in
Figura 1 [7].

Hidrolaze

Figura 1. Frecventa de utilizare a anumitor
biocatalizatoni in biotrans formari

O serie din aceste enzime s-au dovedit a fi, datoritd specificitatii de substrat reduse pe
care o manifestd, catalizatori eficienti pentru transformarea unui numar mare de compusi.
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Dezvoltarea extraordinara a acestui domeniu in ultima perioada a fost stimulata de
doud descoperiri esentiale:

- mentinerea activitdtii pentru o serie de enzime in sisteme bifazice apa-solvent

organic i chiar in medii organice practic anhidre, continand doar urme de apa;

- manifestarea stereoselectivitatii enzimelor §i asupra unor substraturi total diferite

de cele ale céror transformari le catalizeaza in mod uzual.

Aceste descoperiri au permis extinderea biocatalizei la un numér mare de reactii de
sinteza find organica, astfel incét la ora actuala au fost sau sunt pe cale de a fi sintetizate, chiar
la nivel industrial, o serie de produse natural-identice, farmaceutice sau agrochimice de mare
valoare a caror obtinere pe caile clasice de sintezi este de multe ori extrem de anevoioasa.

Din punct de vedere al utilizarii capacitdtii biocatalitice a enzimelor, un rol foarte
important il are sistemul de reactie folosit. Sistemele posibile de reactii biocatalitice sunt in
principiu de trei tipuri:

1. Sisteme de reactie bifazice lichid-lichid, in care substratul insolubil in apa dizolvat
intr-un solvent organic, sau substratul lichid insusi, este amestecat cu o solutie apoasa de
enzimd. Drept rezultat, sistemul se scindeazi in doud faze $i enzima ramane in faza apoasd
sau include doar concentratii mici ale speciilor organice nepolare.

2. Sisteme de reactie in solventi organici, in care enzima este fie suspendata, fie
solubilizatad prin includere intr-un miceliu invers sau prin cresterea caracterului hidrofob al
proteinel enzimatice prin modificare chimica. Aceste sisteme sunt monofazice (omogene) sau
bifazice, lichid-solid.

3. Sisteme de reactie cu enzime imobilizate pe suporturi insolubile, care au fost testate
atdt in mediu apos cét si in mediu de solventi organici, catalizatorul reprezentdnd in aceste
cazuri intotdeauna o faza distinctd in amestecul de reactie. Aceste sisteme vor fi, dupa caz, bi-
sau trifazice.

Biotehnologia poate fi definitd ca procesul de aplicare a organismelor biologice,
sistemelor biologice sau a proceselor biologice in industria manufacturiera sau de serviciu.

Organismele biologice pot fi de diferite tipuri:

- unicelulare simple ca cele mai multe celule bacteriene sau drojdii

- filamente multicelulare simple: Streptomycetae §i Aspergillaceae

- unicelulare complexe: celule eucariote, linii celulare de plante si insecte

- organisme intregi ca in plante 'transgenice' si animale transgenice

Sistemele biologice pot include:

- biofermenti

- biofilme

- biosenzori

Procesele biologe sunt foarte variate, incluzand:

- enzime imobilizate (pentru bioconversii), anticorpi sau receptori (pentru

diagnostic)

- organisme imobilizate (pentru bioconversie)

- tratamentul apelor reziduale

- productia de biomasi

- procese fermentative traditionale (alcool, produse lactate)

- biodegradare, de exemplu detoxifierea mediului inconjurdtor si reciclarea

resurselor naturale

- generare de biocarburanti

- bioinoculanti (Rhizobium si plante leguminoase)

- exploatarea microorganismelor pentru obtinerea sulfurilor de metale grele sau titei

brut

Biotehnologia este de obicei multidisciplinard i implicd cooperarea unor diverse
domenii de expertiza. Procesul poate fi divizat in trei stadii elementare:

BUPT



1. Cercetare §1 dezvoltare la scara de laborator (construirea tulpinii producatoare,
selectarea si cultivarea la scara mica); necesitd microbiologi, geneticieni moleculari, biologi
celulari.

2. Scara semipilot si pilot, cu utilizare de fermentatoare mai mari (culturi de 10 - 100
litri); necesita specialisti in fermentatie gi ingineri chimigti.

3. Proces industrial care implica si recuperarea si purificarea produsului final; necesita
biochimisti, enzimologisti, chimisti organicieni.

Gama de produse oferita de biotehnologie este extrem de diversa si creste rapid. Poate
fi, subiectiv, subdivizatd in trei grupe mari:

1. Produse cu masd moleculard mica: aceasta grupa include asa numifii metaboliti
primari (utilizati ca aditivi alimentari §i aromatizanfi) $i metaboliti secundari (cum sunt
antibioticele, colorantii organici, solventii organici, etc.).

2. Produse cu masd moleculard intermediard: sunt inclusi hormonii peptidici ca
insulina sau hormonii de crestere.

3. Produse cu masid moleculard mare: sunt inclusi asa numitii biopolimeri ca
polizaharidele si proteinele; acest al doilea grup este subdivizat in enzime §i proteine cu inalta
valoare terapeutica si vaccinurile de tip proteic.

Cele mai multe dintre procesele biotehnologice au loc in vase mari numite
(bio)fermentatoare [8].

Biotehnologiile au devenit tehnologii puternice §i variate, ce utilizeazd §i produc
componenti ,,curati”, nepoluanti. Sunt competitive cu alte tehnologii din punct de vedere al
costurilor si riscurilor, nu sunt limitate ca scara de operare si au un impact major in industria
ecologica [9].

Nu este nici un dubiu la ora actuald faptul cd enzimele sunt practic catalizatori
industriali. Sunt aplicate in toate sectoarele manufacturiere si in 1998 piata estimatd a
enzimelor a fost 0,6 N 1,6 milioane $; 5% din totalul publicatiilor in 1996 se refereau la
conversli in cataliza enzimatica.

Aminoacilaza I, conform clasificarii adoptate pe baza recomandarilor Comisie1 de
Enzimologie a Uniunii Internationale de Biochimie, face parte din clasa hidrolazelor, subclasa
hidrolazelor C-N (ne-peptidice) si sub-subclasa amide liniare si are denumirea sistemicd N-
acilamino acid amidohidrolaza si codul E.C. 3.5.1.14. Rolul ei biologic, chiar daca nu pe
deplin lamurit, este in catabolizarea proteinelor si anume de a hidroliza gruparea N-acil a
aminoacizilor. In general acestia, in structura proteica, sunt aminoacizi N-terminali care sunt
hidrolizati specific de o aminopeptidaza. Dar s-a demonstrat, in vitro, cd aminoacilaza I poate
cataliza si alte reactii, cum ar fi N-acilarea aminoacizilor (reactia inversd celei stiute),
hidroliza unor dipeptide, hidroliza unor esteri ai aminoacizilor, chiar si esterificari si
transesterificari. Reactia de hidrolizd a N-acilaminoacizilor este aplicatd industrial de la
sfarsitul anilor 1960, dar noile cercetari au perspective largi de aplicare industriala pentru
obtinerea unor compusi optic activi, in special cu aplicare farmaceuticad. Aminoacilaza este
situatd printre primele 10 enzime utilizate in biotehnologie [10].

Cercetdrile care fac obiectul prezentei teze, axate pe izolarea, purificarea,
caracterizarea §i imobilizarea aminoacilazei I, urmate de utilizarea produsului imobilizat
pentru separarea racemicurilor de aminoacizi, au constituit parte din tematica de cercetare a
Colectivului de Cataliza de la Institutul de Energeticd Chimica si Biochimica, devenit in 1991
Laboratorul de Sinteze Organice Fine si Biotehnologii din cadrul Institutului de Stiinte
Chimice si Tehnologice Timisoara, iar din anul 1996 Colectivul de Biocataliza de la Institutul
de Electrochimie Timigoara. Acest colectiv a fost infiintat de Prof. Dr. Radu Bacaloglu si a
constituit, de fapt inceputul cercetarii biocatalizei in Romania. Desi nu a dispus de metode
moderne de investigare analitica §i structurald, esentiale in acest domeniu, a obtinut, totusi
rezultate remarcabile, realizdnd prima tehnologie omologata pe bazi de enzime din tara
noastra si anume obtinerea de L-aminoacizi optic puri din racemic, utilizind aminoacilaza I
imobilizatd pe suporturi romanesti.
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Partea I. Studiu documentar despre aminoacilaze si reactii
catalizate de aminoacilaze

Una dintre primele enzime utilizate la scard industriald (firma japoneza Tanabe in
1969) este aminoacilaza din Aspergillus oryzae. Aceastd enzima catalizeaza reactia de
hidroliza stereoselectiva a N-acil-aminoacizilor conform schemei:

aminoacilaza

R-CH-COOH + H,0 » R-CH-COOH + R-CH-COOH + R’COOH
| | |
NH-COR’ NH, NH-COR’
N-acil-D,L-aminoacid L-aminoacid N-acil-D-aminoacid

Se obtine L-aminoacidul si N-acil-D-aminoacidul corespunzitor.

Produsii de reactie au proprietiti fizice diferite astfel incat se pot folosi metode clasice
de separare ca schimbul ionic si cristalizarea. Eficienta procesului este net determinata de
faptul ca D-acil-aminoacidul se poate racemiza si reintroduce in proces.

Aminoacilaza I (E.C. 3.5.1.14) este cunoscutd de mai bine de 100 ani; de fapt
aminoacilaza renald este una dintre primele enzime intracelulare descrisi (de catre
Schmiedeberg in 1881). in anii 1940-1950 Greenstein si colaboratorii au cercetat
specificitatea de substrat pentru un preparat enzimatic parfial purificat din rinichi de porc
ingrasat si au demonstrat utilitatea ei in rezolutia racemicurilor de aminoacizi. Aminoacilaza I
aproape purad (omogeni) a devenit disponibila in anii 1960-1970.

1. Obtinerea, purificarea si caracterizarea aminoacilazelor

1.1. Clasificarea L-aminoacilazelor

Dupéd cum s-a aritat anterior, aminoacilaza catalizeazi reactia de hidrolizi a N-a-
acilaminoacizilor la aminoacizi §i acid. Au fost identificate o serie de aminoacilaze renale
care diferd prin specificitatea de substrat. Acestea au fost clasificate de citre Anders [11] dupa
cum urmeaza:

* Acilaza I (E.C. 3.5.1.14, N-acilamino acid amidohidrolaza);

* Aspartoacilaza sau acilaza II (E.C. 3.5.1.15, N-acil-L-aspartat amidohidrolaza);

e Acillizin deacilaza (E.C. 3.5.1.17, N®-acil-L-lizin amidohidrolaza);

¢ acilaza III, care catalizeaza preferential N-deacetilarea N-acilaminoacizilor aromatici.

1.1.1. Acilaza I

Aceastd enzimd, numita, de fapt aminoacilazi, catalizeazi hidroliza unui numar mare
de aminoacizi N-acilati. Deoarece aceastd enzima reprezintd domeniul actualului studiu, ea va
fi prezentata pe larg ulterior.
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1.1.2. Aspartoacilaza sau acilaza II

Studii initiale asupra selectivitatii aminoacilazelor au aratat ca anumite fractii ale
extractelor de rinichi de porc hidrolizeazd multi N-acilaminoacizi, dar nu g1 N-acetil- sau N-
cloroacetil-D,L-aspartatul [12]. Studiile ulterioare au indicat faptul cd aspartafii N-acilafi sunt
hidrolizati de catre o altd enzima si nu acilaza I. S-a izolat o fractie proteica ce hidrolizeaza N-
acetil- i N-cloroacetil-D,L-aspartatul, pe cind N-cloroacetil-D,L-glutamatul, N-cloroacetil-
D,L-alanina, N-cloroacetil-D,L-leucina, N-cloroacetil-D,L-serina si N-acetil-D,L-metionina
au fost hidrolizate cu viteze foarte mict; aceastd enzima a fost numita acilaza Il.

Aparent, nu s-au gasit xenobiotice, derivate de la aminoacizi, care sa serveasca drept
substrat pentru aspartoacilazi. Aceastd enzima a fost purificata din creier bovin. Este o
proteind monomericd, cu masa moleculard 58 kDa s§i a cdrei activitate este crescutd in
prezenta cationilor divalenti, detergentilor neionici si ditiotreitolului.

Functia aspartoacilazei nu este bine cunoscuta dar, probabil, are un rol in biologia
creierului. N-acetil-L-aspartatul (NAA) este prezent predominant in neuroni §i in sistemul
nervos central al vertebratelor homeotermice in concentratii mari (9-11 mM). Aceasta
substantd se gaseste in interiorul celulelor si foarte putin in lichidul extracelular; 40% se
géseste in fractia mitocondriala a terminatiilor nervoase si restul de 60% in citosol. Substanta
este sintetizatd in mitocondrie din aspartat si acetil-CoA si este metabolizatd de aspartoacilaza
la aspartat si acetat in citosol. NAA este compusul predominant detectat prin spectroscopie
RMN (‘H-MRS) in creier. De aceea este util ca marcher in afectiunile neuronale sau
neurodegenerative ca scleroza amiotroficd laterald, scleroza multipld, boala Alzheimer,
epilepsie, de vreme ce este prezent mai ales in neuroni [13,14].

Bhakoo [15] a gisit cd activitatea aspartoacilazica este corelatd cu maturarea materiei
albe la creierul de sobolan. Activitatea a crescut remarcabil dupa 7 zile si coincide cu perioada
de mielinizare a nervilor. n creierul adult de soarece este o diferenta de 18 ori intre activitatea
aspartoacilazicd in corpus callosum comparatd cu cortexul. Neuronii corticali nu prezinta
activitate. Aspartoacilaza creste in activitate in timp la astrocitele proaspat izolate, cu o
crestere semnificativa dupa 15 zile de cultura. Concluzia este ca activitatea aspartoacilazica in
creierul postnatal corespunde maturarii mielinizarii.

Chakraborty afirma cd aspartoacilaza are rolul de a furniza grupari acetil pentru
sinteza unor lipide mielinice, identificind aceste lipide in neuronii maturi ai nervului optic
[16].

Interesant este faptul cad o deficienta in activitatea aspartoacilazei si N-acetil-L-
aspartaciduria sunt markeri ai bolii Canavan, boala autozomali recesiva, caracterizati prin
degenerarea spongioasa a creierului.

1.1.3. Acillizin deacilaza

Observatia ca N°-acetil-L-lizina, dar nu si N%-acetil-L-lizina, a avut aproape acelasi
efect ca si L-lizina in producerea cresterii in greutate a sobolanilor, a dus la propunerea ca,
probabil, N°-acetil-L-lizina este enzimatic hidrolizata si elibereazi L-lizini. Studiile ulterioare
au aratat cd o enzima prezenta in rinichiul si ficatul sobolanilor hidrolizeazi intr-adevar N°-
acetil-L-lizina §i formeaza L-lizina ca produs. Enzima a mai fost identificata in splina, intestin
si miocard, cu activitate de la 3 la 7 ori mai redusd decét in rinichi [17]. Enzima din rinichi a
fost purificata de 100000 ori printr-o procedura ce a cuprins omogenizare, adsorbtie pe gel de
fosfat tricalcic §i precipitare cu sulfat de amoniu, dializare si liofilizare; apoi a fost
caracterizatd (pH optim, temperatura optima, stabilitate la temperatura, specificitate de
substrat).

N°®-trifluoroacetil-L-lizina, legati in proteine, a fost identificata in ficatul de sobolan,
fiind un metabolit, legat covalent, al halotanului si al 2,2-diclor-1,1,1-trifluoretanului (HCFC-
123). Studii recente au aratat ca N°-trifluoroacetil-L-lizina este hidrolizata, producind L-lizina
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[11]. Deci acillizin deacilaza poate cataliza hidroliza lizinei modificatd de anumite
xenobiotice.

1.1.4. Acilaza III.

O comparare a vitezelor de hidroliza a unui numar de N-acilaminoacizi in cataliza unei
acilaze I purificate si a unor omogenate de rinichi a indicat prezenta unei aminoacilaze care
catalizeaza hidroliza N-acilaminoacizilor aromatici. Aceasta enzima a fost numita acilaza III.

Endo [18] a purificat partial aminoacilaza din rinichi de sobolan, si anume enzima care
hidrolizeaza preferential N-acilaminoacizii aromatici, inclusiv N-acetil-L-triptofanul, N-
acetil-L-tirozina, N-acetil-L-fenilalanina. Enzima are masa moleculard aproximativ 55 000
Da, este slab inhibata de acidul p-mercuribenzoic §i are un pH optim = 8. Cu substrat N-
acetil-L-triptofan activitatea enzimei hepatice a fost o zecime din cea renala. In plus, la
hranirea soarecilor cu N-acetil-L-triptofan s-a observat ca in rinichi se acumuleaza L-
triptofan, ceea ce indicd o semnificanta deacetilare [19]. De asemenea studiile au aratat c4, la
soarece, atat activitatea acilazica I cat si III sunt mici la nastere si ating un platou la varsta de
aproximativ 5 saptamani.

George [20] co-purifica din rinichi de maimufd N-a-acetilencefalic carboxipeptidaza
cu N-acetiltirozin deacetilaza. Studiile ficute confirma ideea cd aceasta acilaza III poate
acfiona ca o carboxipeptidaza asupra peptidelor ce prezintd aminoacizi hidrofobi la capatul C-
terminal.

1.1.5. Aminoacilazele hepatice

Au fost caracterizate si enzimele hepatice ce catalizeazi deacetilarea mercapturatilor,
identificAndu-se o noud aminoacilaza [21]. Aminoacilaza hepatica din sobolan are o masa
moleculard de aproximativ 35 000 Da, valoare gasitd prin SDS-electroforeza si de
aproximativ 145 000 prin cromatografia de gel filtrare, ceea ce indica faptul ca enzima este
un homotetramer. Specificitatea de substrat a acestei enzime a fost similara cu cea a acilazei
III, substraturile preferate fiind N-acetil-S-aril- si N-acetil-S-aralchil-aminoacizii. N-acetil-L-
aspartatul si N°-acetil-L-lizina nu au fost substraturi pentru aceasti enzimi. Mercurul (II), N-
etilmaleilimida si acidul p-cloromercuibenzoic au inhibat aminoacilaza hepatica.

O enzima cu activitate acilazica specifica pentru N-acetilhistamina a fost purificata de
160 de ori din ficat de soarece [22]. Procedura de purificare a inclus cromatografie pe DEAE-
celulozd, precipitare cu sulfat de amoniu si din nou cromatografiere pe DEAE-celuloza.
Greutatea moleculara, estimata prin gel-filtrare a fost de 70 kDa. Enzima a continut o grupare
SH labila, esentiald pentru activitate. Ionii Mn®* si Co®* au mirit activitatea enzimatica. Dintre
derivatii acetil testafi, doar N-acetilhistamina si, mai pufin, N-acetiltiramina au servit ca
substraturi. Valoarea Ky, a fost de 0,3 mM la pH-ul optim de 8,0. Diperhisramina, un agent
antihistaminic, a inhibat remarcabil deacetilarea.

Aceste studii aratd cd o serie de aminoacilaze, cu specificititi de substrat diferite,
catalizeazi deacetilarea N-acil-a-aminoacizilor. Activitifile sunt de obicei mai mari in rinichi
decédt in alte tesuturi. Desi acilaza I a fost studiatd si caracterizati in aminuntime, relatia
dintre acilaza I renala si acilazele III, hepatici si renald, nu a fost clarificati. Ambele enzime
au selectivitdfi de substrat similare dar nu egale. Enzimele responsabile pentru deacetilarea
mercapturatilor derivati din xenobiotice nu au fost in intregime identificate. Acilaza III renala
catalizeaza deacetilarea unei serii de mercapturati [21], lucru observat si mai devreme. Se pare
ca nu a fost incé investigat rolul acilazei I in deacetilarea mercapturatilor.

Glicin-N-acilaza catalizeaza reactia inversd, de conjugare a diferitilor acil-CoA cu
glicina si este implicata in diferite procese de detoxifiere.

Studiile de aliniere secventiala au demonstrat faptul ci acilazele fac parte dintr-o
superfamilie de Zn-peptidaze. Aspartoacilaza si succinilglutamat desuccinilaza sunt membre
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ale familiei ZnCP (Zn-carboxipeptidaze). Locul de legare al zincului ca i miezul structural al
protetnei este conservat la ZnCP si este similar cu cel al alter familii mari de hidrolaze care
include mai ales aminopeptidaze (ZnAP) ca §1 aminoacilaza . Ambele familii includ nu
numai proteaze dar si enzime care catalizeazd N-deacetilarea si  N-desuccinilarea
aminoacizilor [23]. Conservarea secventiald sugereaza cd aceste enzime sunt omoloage si
prezinta un mecanism catalitic comun.

1.1.6. Aminoacilazele de naturd microbiana

Au prezentat si ele specificitati de substrat diferite si ca atare au fost clasificate in
acord cu aceasta specificitate.

De exemplu, Shintani [24] separa dintr-un extract de Pseudomonas diminuta doua
aminoacilaze, I si II. Acestea difera atat din punct de vedere al specificitatii de substrat (Il
prezentind un domeniu mai ingust, hidrolizdnd lipoacil-N-aminoacizii cu acizi gragi de
diferite lungimi de catend, in timp ce I are specificitate aproape absolutd pentru N-
acilglutamatii cu catene cuprinse intre 12 si 16 atomi de carbon), cét si al structurii (I este
formatd din opt lanturi omoloage si are o masid moleculard de 320 kDa, iar Il este un
tetradimer cu masa moleculard 220 kDa), al domeniului de pH, de temperatura, al
inhibitorilor.

Fruh [25] izoleazd o acilazd periplasmaticd din celule de Pseudomonas aeruginosa.
Aceastd enzimd prezintd activitate maxima fatd de N-acetil-L-glutamat, avind doar 20%
actiune fatd de N-acetil-L-glutamini, N-acetil-L-metionina si N-acetilglicina. Fata de restul
acetilaminoacizilor naturali prezinta activitate sub 10%.

O N-acil-L-prolin acilaza este separatd din Comamonas testosteroni, purificata si
caracterizatd de catre Groeger [26]. Aceasta prezintd specificitate inaltd pentru N-acil-L-
prolind dar hidrolizeaza si acizi N-acil-L-tiazolidin-4-carboxilici, formati din formaldehida si
derivati de cisteina.

Hummel [27] separa si purifica o acilaza ce deacetileaza acidul acetamidocinamic din
tulpini de Brevibacterium sp., colectate din sol. Se elibereazi acid fenilpiruvic ce poate fi
folosit ulterior la sinteza de fenilalanina.

In metabolismul argininei apare ca intermediar N-acetilornitina. La procariote
gruparea acetil este indepartatd de catre o enzima hidrolitica, N-acetilornitin deacetilaza
pentru a forma ornitina, un intermediar obligatoriu in sinteza argininei si a poliaminelor.
Aceasta este 0 metaloenzima ce este activata de ioni de cobalt si de fosfatul anorganic. N-
acetilornitin deacetilaza este omoloaga, din punct de vedere structural si biochimic cu alte trei
enzime cunoscute ca avand activitate aminoacilazica: succinil diaminopimelat desuccinilaza
din E.coli, carboxipeptidaza G2 din Pseudomonas si aminoacilaza [ porcini. Secventa lor
aminoacidica prezinta un grad mare de similaritate, sustinind ipoteza c aceste enzime au o
origine comuna [28].

In sinteza cisteinei la Pseudomonas sp., tulpina BS, ultima etapa este hidroliza N-
carbamil-S-cisteinei in prezenta unei N-carbamil-L-cistein amidohidrolase [29].

Bacteriile produc o clasd aparte de acilaze care hidrolizeazi legitura amidica din
antibioticele B-lactamice, eliberdnd acidul 6-aminopenicilanic (penicilin G acilaza, penicilin V
acilaza, cefalosporin acilaza, etc). Sunt, de altfel, utilizate pentru sinteza industriald a
penicilinelor semisintetice [30]. O acilazi specifici, denumiti A933 a fost izolatd din
Streptomyces fulvoviridis, cattleya, cremeus, argenteolus. Aceasti enzimi catalizeazi
depantotenilarea unor carbapeneme (OA-6129), deacetilarea N-acetil-L-aminoacizilor si
acetilarea acidului 6-aminopenicilanic cu acil-CoA. De asemenea prezintid activitate
peptidazica asupra unor di- si tripeptide. Enzima a fost izolatd, purificati si caracterizatd
[31,32,33,34].

Existd §i N-acil-L-aminoacilamidaze care elibereazi N-acil-L-aminoacidul din amida
sa, cum este enzima separati dintr-o culturad de Pseudomonas putida [35].
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1.2. Rolul biochimic al aminoacilazelor

1.2.1. Rolul in metabolismul proteic

Blocarea N-terminala a proteinelor este un fenomen larg raspandit la eucariote,
procariote si virusi. De fapt 50 N 80% din proteinele intracelulare solubile sunt a-N-acilate,
cele mai reprezentative grupari acil fiind formil si acetil. Alte grupdri N-a-acilante sunt
mureil, piroglutamil, a-cetoglutaril, piruvil, glucuronil, metil, ca si resturi de acizi grasi.
Printre proteinele N-a-acetilate se numara proteine de structurd (actine, tropomiozina,
keratine, proteine din membrana celulara virald, cristalina, proteine ribozomale, histone,
proteine mielinice), enzime din toate clasele, proteine de transfer (citocrom c, hemoglobine),
proteine de legare a calciului sau a altor metale (parvalbumine, troponina C, miozina-lantul
L4, calmodulina, proteina intestinald de legare a calciului, feritina, metalotioneine), hormoni
(a-MSH, B-endorfina), etc. [36].

Desi rolul biologic al a-N-acilarii nu a fost inca elucidat, probabil ca prezenta restului
N-acilat descreste turnover-ul proteinei, inhiband activitatea aminopeptidazicd. De asemenea
poate activa sau inhiba o serie de proteine. S-a mai sugerat cd a-N-acetilarea este o
posibilitate de conservare a gruparii acetil in celula.

Informatia privind catabolismul intracelular al proteinelor acetilate este destul de
redusa. Existd doui trepte enzimatice la hidroliza proteinelor acilate. O N-acilpeptid hidrolaza
elibereaza acilaminoacidul N-terminal care este apoi hidrolizat de aminoacilaze la acid (ex.
acetat) si aminoacid [37,38,39,40,41]. Raportul dintre acilpeptid hidrolaza si aminoacilaza
este caracteristic pentru un anumit tip de celuld. Astfel, in celule pulmonare, celule ovariene
de hamster, celule hepatice, limfocite sunt exprimate cantitati aproape egale din cele doua
enzime, avand ca rezultat o procesare optima a resturilor proteice acetilate N-terminale. Patru
linii de celule eritroleucemice s-au gasit ca exprima aproape de doud ori mai multa acilaza
decét acilpeptid hidrolaza. in liniile tumorale ascitice Ehrlich, unde 80% din peptide raman
acetilate la capatul N-terminal, acilpeptid hidrolaza este aproape inexistenta, dar exprimarea
acilazei nu este redusa [42].

Endo [43], studiind activitatea aminoacilazicd in rinichii de soareci, a observat ca
aceasta cregte remarcabil in perioada de intarcare, cand creste aportul de proteine; sugereaza
astfel cd acilazele I si III sunt implicate in mecanismul de utilizare a acil derivatilor
aminoacizilor endogeni §i exogeni, inclusiv cei proveniti din hidroliza proteinelor.

Studiile facute de Giardina [44] sugereazi ci acilaza citoplasmatica din enterocite este
de asemenea implicatd in ultima treaptd a digestiei proteinelor naturale N-acilate si a celor
produse prin procesare tehnologica. La perfuzarea unor sobolani cu solutie Krebs-Henseleit N
albumina intr-un sistem recirculant, fara hemoglobini, Brémme [45] a observat cresterea
activitatii aminoacilazice hepatice in ser o dati cu cresterea timpului de perfuzare.

Faptul ca aminoacilazele sunt implicate in catabolizarea proteinelor este demonstrat,
indirect, si de studiile lui Budisa [46]. Pentru analiza cu raze X a structurii proteinelor a
incercat incorporarea in diverse proteine a metioninei in care sulful a fost inlocuit cu telur.
Acesta di semnale clare in hartile Patterson si usureazi analiza cristalografica. Prin inginerie
genetica a introdus gena producatoare intr-o tulpind de E. coli ciruia i-a introdus apoi in
mediul de cultura acetil-D,L-Te-metionina. Aceasta a fost incorporati intracelular, hidrolizata
de aminoacilaza citosolicd iar Te-metionina a fost incorporati in proteinele urmdrite, care au
fost apoi separate si analizate.

Aminoacilaza | se pare ca este in stare si catalizeze si reactia inversd, de acilare
(acetilare) a unor aminoacizi. Astfel, se poate sugera ci N-a-acetilarea L-metioninei este o
posibilitate de a asigura celula cu acetilaminoacid. Mai mult, rezultatele obtinute de Biagini
[36] sugereaza posibilitatea ca sinteza acilaminoacizilor in vivo si fie o modalitate de stocare
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a acizilor cu catend lunga sau scurta, lucru amintit anterior. Acilaminoacizi ar putea fi, astfel,
implicati in mecanismul de toleranta la acizi. Moscarello [47] a demonstrat cd proteinele
bazice mielinice nu sunt simplu N-acetilate ci contin acizi grasi C4-, C6-, C8-, C10-, dintre
care C4- si C8- sunt predominanti. Proteina bazicdA mielinicA umana este prima proteina
descrisa care prezinta N-acilare terminala cu diferiti acizi carboxilici alchilici cu catena scurta.
Aceste rezultate ar putea indica faptul cd aminoacilaza este raspunzitoare de acilarea N-
terminald a diferitelor proteine. Aceastd enzimd ar putea fi, astfel, implicatd in initierea
biosintezei proteice.

Aminoacilaza I umana este localizatd in cromozomul 3p21.1 [48,49,50]. Aceasta
regiune suferd deletie in unele neoplasme, incluzand cancer al plamaénilor, cancer renal,
sugerand ca acilaza I si gena supresoare tumorala din cancerul de plamani cu celule mici sunt
legate indeaproape [49,51,52,53,54,55,56,57]. Enzima este probabil implicatd in controlul
cresteril §i diferentierii celulare [58,59].

Tyran [60] a izolat, purificat si caracterizat acilaza umana din miosarcom uterin,
adenocarcinom pulmonar si tesuturi adiacente. A gasit cd enzima din neoplasmele maligne
diferd de cea din tesuturile normale si din tumorile benigne in ceea ce priveste valoarea Kg,
temperatura optima si efectul unor ioni. Cateva proprietafi anormale (dependenta de pH,
activarea de citre cobalt si termostabilitatea) au fost comune pentru tumorile benigne si
maligne. In tesutul pulmonar adiacent adenocarcinomului s-au observat, de asemenea unele
devieri ale proprietdtilor aminoacilazei, indicind faptul ca modificiri biochimice pot fi
prezente si in tesuturile neafectate de cresterea neoplazica, din punct de vedere histopatologic.

La pacientii cu carcinom renal cu celule clare s-a observat ca rinichiul nu exprima in
zona afectatd de cancer 4 enzime, si anume enoil-CoA hidrataza, a-glicerol-3-fosfat
dehidrogenaza, aldehid dehidrogenaza si aminoacilaza I [61].

1.2.2. Rolul in modularea semnalelor intercelulare la procariote

Leadbretter [62] si Winans [63] au studiat metabolismul acil-homoserin lactonei la
Variovorax paradoxus. Acil-homoserin lactonele servesc drept molecule semnal dedicate la
transmiterea informatiei la nivel celuld N celulad la multe specii de proteobacterii (gram-
negative). Studiul realizat a relevat faptul ca anumite tulpini de V.paradoxus degradeaza si
utilizeazd ca singurd sursd de azot i energeticd acil-homoserin lactonele. Acestea sunt
hidrolizate in prima etapa de catre aminoacilaza la acid si lactona homoserinei. Aceasta, in
prezenta lactonazei formeaza a-cetobutirat si amoniu. Acidul este f-oxidat iar a-cetobutiratul
este degradat la propionat si dioxid de carbon.

1.2.3. Rolul in detoxifierea organismelor animale

Glicin-N-acilazele nu sunt propriu-zis hidrolaze, ele catalizind reactia inversa, de
conjugare. In acidemia produsi de acumularea de acid izovalerianic, acesta este identificat in
urind sub forma conjugatd cu glicina. Aceasta este principala formd de detoxifiere a
organismului. Daca este depsitd capacitatea de conjugare cu glicina, organismul recurge la
conjugare glucuronicd. De fapt enzima s-a dovedit a fi activa si fatd de alte substraturi, cum
ar fi izobutiril-, 2-metilbutiril-, izovaleril-, butiril-, hexanoil-, octanoil-, decanoil- si benzoil-
CoA [64,65,66,67]. Se stie ca si aminoacilaza I catalizeazi reactia inversd, de acilare, dar
studiile s-au realizat, in special in sistem bifazic.

La mamifere, benzoatul este in principal excretat ca acid hipuric (N-benzoilglicind) in
urind, deci prin conjugare cu glicina, proces catalizat de sistemul mitocondrial acil-CoA
sintaza/acil-CoA: glicin N-aciltransferaza. Datele obtinute in urma cercetarilor sugereaza ca
acilaza I ar putea fi implicatd, de asemenea, in conjugarea benzoatului [68]. Rinichiul si
ficatul erbivorelor §i omnivorelor prezinti activitatea acilazicid I cea mai mare, in timp ce
rozitoarele si carnivorele prezinta cele mai mici nivele, cu exceptia ciinelui. Este bine
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cunoscut ca erbivorele conjuga, in special, derivatii acidul benzoic cu aminoacizi, in timp ce
carnivorele formeaza, mai degraba, glucuronide. Omnivorele folosesc ambele céi, cu
preferinta pentru conjugarea cu aminoacizi. Astfel, este curios céa acilaza | este abundenta la
specil care sunt expuse mult la benzoat si formeazd predominant sau exclusiv hipurati din
benzoati. Mai mult, se stie ca, la cdine, conjugarea benzoatului cu glicina este limitata la
nivelul rinichiului. Detoxificarea alternativa a benzoatului la nivelul rinichiului ar putea fi
utila ca un mecanism de revenire pentru reactia de conjugare mitocondriala. Caracterul
lipofilic al acidului benzoic ii permite acestuia si treaca usor prin membrana celulara. in
consecinta, ar putea sa scape partial de conjugarea mitocondriala cu glicina si sa fie recirculat
printre celule, interstifiu, sdnge si apoi ultrafiltrat. Sinteza hipuratului, catalizata de acilaza I ar
putea constitui un astfel de proces de reluare a detoxifierii. Procesul a fost demonstrat ca are
loc in tubul proximal, desi nu este exclus ca are loc si in partea distala.

Studiind efectele unor intoxicatii cu Amanita phalloides [69], cel mai sensibil
indicator s-a gasit a fi activitatea aminoacilazica | serica. Activitatea acestei enzime a fost
semnificativ mai mare la pacientii intoxicati, comparativ cu un grup de control. Cresterea
activitatii a precedat cu cateva ore cresterea activitafii transaminazelor, care a fost observata la
sfargitul celei de-a doua zile dupa intoxicare. Acest fapt releva implicarea aminoacilazei in
detoxifiere la nivel hepatic. La administrarea de D-galactozamind (substan{d ce provoaca
hepatitd) unor hamsteri aurii sirieni s-a observat cresterea rapidd dar de scurtd durata a
activitafii acilazei I in plasma [70]. Acelasi lucru a aparut si dupa injectarea intraperitoneala a
unor doze letale de virus hepatic (murine tip 3) la soareci. Activitatea aminoacilazicd s-a
corelat cu manifestarea bolii, fiind un indicator sensibil al hepatitei virale in stadiu incipient
[71].

La testarea serului uman a 60 subiecti sanatosi si 260 pacienti cu diferite boli interne,
Syewcyuk [72] a observat o activitate mare aminoacilazica | la toti pacientii cu hepatite virale
la faza icterica incipientd. Dimpotrivd, doar urme de activitate au fost gasite in serurile
pacientilor cu diferite afectiuni hepatobiliare. Nu a aparut de loc activitate aminoacilazica la
pacienti cu alte boli sau la subiectii sanatosi.

1.2.4. Bioactivarea xenobioticelor de citre aminoacilaze

Studii asupra activititii acilazelor renale si hapatice (din iepuri, sobolani, cobai) asupra
diferitilor mercapturati s-au realizat incd din anii 1950-1960 [73].

Aminoacilazele joaca un rol important in bioactivarea alchenelor polihalogenate la
intermediari nefrotoxici. Aceste alchene sunt transformate in glutation-conjugati la nivel
hepatic §1 sunt excretate in bila. Se crede ca glutation-S-conjugatii sunt hidrolizati in ductul
biliar §i in intestin la conjugati S-cisteinici si apoi reabsorbiti, N-acetilati in ficat de catre N-
acetil transferaze. Mercapturatii astfel formati sunt apoi transportati la rinichi si acumulati la
acest nivel de catre un transportor cu specificitate pentru anioni organici. Enzima ce
catalizeazd formarea metabolitilor toxici finali pe aceastd cale, cistein conjugat B-liaza,
enzima piridoxal-fosfat dependenta, necesitd substraturi cu grupare aminica libera. Astfel,
mercapturatii formati din alchene halogenate necesitd deacetilare pentru ca apoi s poata avea
loc, in rinichi, formarea intermediarilor activi, in cataliza B-liazei [30]. Toxicitatea renald a
unor conjugati cu glutation, cisteina, N-acetilcisteina este localizata in segmentul pars recta al
tubilor proximali [74]. Diferite studii releva rolul important al aminoacilazelor in activarea
alchenelor polihalogenate si a S-conjugatilor lor.

A. Toxicitatea mercapturatilor derivati din haloalchene

Mercapturatii (derivati N-acetil-L-cistein-S-substituiti) sunt metaboliti terminali
formati prin metabolizarea glutation-dependenti a xenobioticelor, incluzind haloalchenele.

Hexaclorbutadiena este conjugata cu glutationul si formeaza S-(1,2,3,4,4-
pentaclorobutadienil)-glutation si apoi este transformat in S-(1,2,3,4,4-pentaclorobutadienil)-
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L-cisteina (PCBC). Aceasta este N-acetilatd la nivelul ficatului. N-acetil-PCBC este
acumulata in rinichi. Acilazele renale il hidolizeaza la acetat s1 PCBC, care este substratul
pentru cistein-conjugat P-liaza renala. Se formeaza tiochetena reactivd. Legarea acestui
intermediar la macromoleculele renale se pare cd este responsabild de nefrotoxicitatea
hexaclorobutadienei. Studiul realizat pe masculi §1 femele de sobolani a relevat faptul ca
metabolizarea este functie de sex, produsi mai toxici apardnd la mascul [75]. Rezultate
asemanatoare s-au obtinut si la studiul toxicitafii tricloroetilenei, S-(1,2-dicloro-vinil)-
glutationului si S-(1,2-diclorovinil)-L-cisteinei [76].

S-a observat lezarea tubulara proximala a rinichilor la sobolani la administrarea de N-
acetil-S-(pentaclorobutadienil)-L-cisteina. Leziunile au fost identice cu cele observate dupa
administrarea de hexaclorobutadiend (nefrotoxicd), substantd metabolizatd la N-acetil-S-
(pentaclorobutadienil)-L-cisteina si au avut loc la doze mai mici. Mai mult, N-acetil-S-(1-
cloro-1,2,2-trifluoroetil)-L-cisteina, N-acetil-S-(1,1-dibromo-2,2-difluoroetil)-L-cisteina, N-
acetil-S-(1,1-dicloro-2,2-difluoroetil)-L-cisteina, N-acetil-S-(1,1,2,2-tetrafluoroetil)-L-cisteina
si N-acetil-S-(1,2-diclorovinil)-L-cisteina sunt nefrotoxice pentru sobolani in vivo si pe celule
renale, in vitro. Acidul aminooxacetic, un inhibitor al B-liazei, a scazut toxicitatea acestor
mercapturati derivati de haloalchene, indicand o bioactivare f-liaz-dependenta, dupa ce a avut
loc deacetilarea catalizatd de aminoacilaza.

Studii realizate cu extracte tisulare de ficat si rinichi de sobolan, privind toxicitatea
tetrafluoroetilenei, au relevat faptul ca activitatea acilazica este de 8 ori mai mare la nivel
renal comparativ cu ficatul. De asemenea activitatea acilazica este mai mare decat cea a 3-
liazei [77].

2-(Fluorometoxi)-1,1,3,3,3-pentafluoro-1-propena (Comp.A) este format pe parcursul
anesteziel prin degradarea sevofluranului {78]. Comp.A este nefrotoxic la sobolani si se
metabolizeazd urmand calea acidului mercapturic (la sobolani si la oameni), formand S-[2-
(fluorometoxi)-1,1,3,3,3-pentafluoropropil]-N-acetil-L-cisteina  (comp.l) si S-[2-(fluoro-
metoxi)-1,3,3,3-tetrafluoro-1-propenil]-N-acetil-L-cisteind (comp.2). Comp.2 dar nu si
comp.] au fost hidrolizati de extracte citosolice renale (umane si de sobolan) si cu acilaze I si
III. Nu s-au gésit In urind metaboliti ai comp.l ci comp.2 si metabolitii lui, acidul 2-
(fluorometoxi)-3,3,3-trifluoropropanoic si acidul 2-[1-(fluorometoxi)-2,2,2-trifluoroetil]-4,5-
dihidro-1,3-tiazol-4-carboxilic. Comp.2 a prezentat evidente chimice, clinice si morfo-
patologice de afectare renala la 2/3 din animalele studiate.

Uttamsingh [79] a identificat o acilazd renald la sobolani care catalizeaza hidroliza
mercapturatilor derivati de la diferite haloalchene, de exemplu S-(1,2-diclorovinil)-N-acetil-
L-cisteina, S-(1,2,3,4,4-pentacloro-1,3-butadienil)-N-acetil-L-cisteina §i S-(2,2-dibromo-1,1-
difluoroetil)-N-acetil-L-cisteina.

Aparent, nu s-au publicat studii care sd investigheze rolul inhibitorilor aminoacilazei
asupra toxicitatii acestor tipuri de mercapturati.

B. Rolul aminoacilazelor in mutagenitatea mercapturatilor derivati de haloalchene

Multi asemenea mercapturati au fost gasiti mutagenici la Salmonella typhimurium.
Mutagenitatea lor este inhibata de acidul aminooxacetic si este dependentd, de asemenea, de
biotransformarile catalizate de aminoacilazi. Experimentele au indicat deacetilarea
mercapturafilor, in cataliza aminoacilazei, la conjugatii cisteinici corespunzitori si apoi
descompunerea la intermediari reactivi §i mutagenici de citre B-liazele animale sau bacteriene
[11].

C. Rolul aminoacilazelor in toxicitatea mercapturatilor derivati de haloalchene

S-au realizat studii comparative privind rolul aminoacilazelor in biotransformarea si
nefrotoxicitatea mercapturatilor, folosind derivafi mercapturai ai 1,1-difluor-2,2-dihaloetenei,
inclusiv N-acetil-S-(1,1,2,2-tetrafluoretil)-L-cisteina, N-acetil-S-(1-clor-1,2,2-trifluoretil)-L-
cisteina, N-acetil-S-(1,1-diclor-2,2-difluoretil)-L-cisteina si N-acetil-S-(1,1-dibrom-2,2-
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difluoretil)-L-cisteina. Toti cel patru mercapturati au fost nefrotoxici pentru sobolani in vivo,
si au fost citotoxici pentru celulele tubulare renale aflate in suspensie. Pragul pentru inducerea
nefrotoxicitatii, pentru cei patru mercapturati a fost variabil g1 a fost puternic dependent de
tipul halogenului.

In cazul in care cercetarile asupra biotransformarilor mercapturatilor au fost realizate
pe fractiuni subcelulare renale si hepatice s-a observat ca vitezele de deacetilare a
mercapturatilor mai putin toxici au fost mult mai scazute decét pentru cei puternic toxicl.
Activitatea aminoacilazica mai ridicata, gasita in cazul fractiilor renale, impreuna cu abilitatea
rinichiului de a concentra acesti mercapturati, pot ajuta la explicarea toxicitatii selectiv renale
a acestor compusi. Aceste rezultate demonstreazd rolul important al aminoacilazelor in
toxicitatea renald provocatd de mercapturatii derivati din haloalchene si indicd o influenta
majora a structurii substratului asupra extinderii deacetildrii mercapturatilor [11].

D. Contributia aminoacilazelor la toxicitatea mercapturatilor derivati de hidrochinone

Reactiile aminoacilaz-dependente pot modula toxicitatea mercapturatilor derivati de
hidrochinone.  2-Bromo-3-(N-acetil-L-cistein-S-il)-hidrochinona,  2-bromo-5-(N-acetil-L-
cistein-S-il)-hidrochinona si 2-bromo-6-(N-acetil-L-cistein-S-il)-hidrochinona sunt mai putin
nefrotoxice decat S-conjugatii cisteinici corespunzitori [74]. Deacetilarea mercapturatilor la
S-conjugatii cisteinici corespunzitori poate contribui la nefrotoxicitatea acestor tioeteri,
deoarece substituirea hidrochinonelor cu cisteina scade potentialul lor redox si astfel face ca
partea hidrochinonicd sa fie mai ugsor oxidabild la chinone electrofile. Aminoacilaza si
echilibrul intre acetilare §i deacetilare au rol important in nefrotoxicitatea 2,3,5-(triglutation-
S-il) hidrochinonei la diferite specii.

E. Activarea aminoacilaz-dependentd a erbicidului N-acetilglufozinat

Glutamin sintetaza catalizeaza conversia glutamatului la glutamina si joacd un rol
central in metabolismul azotului. Glutamin sintetaza este o enzima ubiquitara si este prezenta
atét la procariote cat si la eucariote. Enzima este inhibata de L-metionin-S-sulfoximina si de
concentratii mici de fosfinotricin, care este cunoscut ca erbicid glufosinat. N-
acetilglufosinatul este un prodrog al glufosinatului si serveste ca alt exemplu pentru rolul
aminoacilazei 1n bioactivari. Deacetilarea N-acetilglufosinatului la erbicidul activ glufosinat
poate avea loc inaintea exprimarii actiunii erbicide [11].

1.2.5. D-aminoacilaza

L-aminoacizii sunt componente naturale ale proteinelor. Din punct de vedere al
utilizarii lor, sunt folositi in cantitafi mari ca aditivi alimentari pentru imbunatatirea gustului, a
calitafii alimentelor, la solutiile pentru transfuzii, etc., avind deci o valoare de utilizare extrem
de inalta.

D-aminoacizii sunt neproteinogenici $i nu au prezentat interes practic o lunga perioada
de timp. In naturd, existenta D-aminoacizilor este limitatd la peptide mici ciclice,
peptidoglicani din peretele celular bacterian si peptide-antibiotice. Totusi s-a elucidat faptul
cd D-aminoacizi sunt prezenti in forma legatd in componentele constitutive ale unor
neuropeptide, smalful dentar, cristalin, proteine cerebrale. Din acest motiv s-a inceput studiul
elucidarii semnificatiei lor fiziologice, ca si pentru gasirea unor metode enzimatice pentru
producerea lor. La ora actuald D-aminoacizi sunt intermediari comerciali importanti pentru
producerea de diverse pesticide, piretroide, agenti antimicrobieni si antivirali. De exemplu, D-
fenilglicina i D-p-hidroxifenilglicina sunt utilizate la sinteza unor peniciline semisintetice si
cefalosporine. Este o cerere tot mai mare de noi D-aminoacizi pentru sinteza unor noi
medicamente.

In prezent se testeaza diferite metode pentru obtinerea D-aminoacizilor. Anumite
microalge produc direct D-aminoacizi in mediul lor de cultura [162]. Alte microorganisme, de
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exemplu Proteus vulgaris [AM 12003 [80] degradeazd, dintr-un amestec racemic, doar L-
aminoacizii, datoritd actiunii unei L-aminoacid oxidaze. D-aminoacidul ramas nemetabolizat
poate fi separat din mediul de cultura, Takahashi propundnd astfel un procedeu pentru
obtinerea D-metioninei.

Metode mai directe utilizeaza rezolutia racemicului, folosind fie hidantoinaze, fie
aminoacilaze.

Geun-Joong Kim [81] a construit o enzima artificiala prin fuzionarea genei unei D-
carbamoilaze din Agrobacterium radiobacter NRRL B11291 cu D-hidantoinaza din Bacillus
stearotermophilus (sau alta specie de Bacillus). Gena fuzionatd a exprimat-o pe E. coli apoi a
produs enzima de fuziune. Astfel, derivatul hidantoinic este hidrolizat de cétre D-hidantoinaza
iar N-carbamoil-D-aminoacidul rezultat este apoi convertit la D-aminoacidul corespunzétor de
catre N-carbamoilazd. Tot o D-carbamoilazd din Agrobacterium tumefaciens AM-10 este
separatd, purificata §i caracterizata de catre Dipti Sareen [82].

D-aminoacilaza a fost pentru prima daté izolatd in 1952 din bacterii din sol de catre
Kameda [163] si anume din specii de Pseudomonas. Aceastd enzima hidroliza derivafi N-
benzoilici ai D-fenilalaninei, D-tirozinei si D-alaninei. De atunci au fost raportate numeroase
surse de D-aminoacilaze, multe tulpini si procedee de producere, purificare si utilizare fiind
brevetate. Printre speciile producitoare se pot enumera bacterii §i fungi cum sunt
Pseudomonas sp. 5f-1 [83], Streptomyces olivaceus [84], Alcaligenes denitrificans DA181
[164], A. faecalis DAl [85,86,87,88,89,90], A. denitrificans subspecia xylosoxydans
[91,92,93,94,95,96,97], Amycolatopsis orientaris IFO 12806 [98], Stenotrophomonas
maltophilia ITV 0595 [99], Hypomyces mycophilus, a cdrui gena a fost exprimata pe E. coli
[100], Ochrobactrum anthropi SCRC SV3 [101] ce produce o D-aminoacid amidaza
(hidrolizeazd amida la aminoacid si amoniac). Tot o D-aminoacilazi este separatd si din
culturi de Sebekia benihana [102,103].

1.3. Izolarea, purificarea si caracterizarea aminoacilazei I

Aminoacilaza I a fost identificata la microorganisme, plante si animale.

Cercetarile privind aminoacilaza [ in plante sunt mai reduse, probabil pentru ca
plantele nu au fost o sursa viabila de enzima pentru scopuri industriale. La analiza prin
electroforeza bidimensionala a proteinelor din frunze de pepene de apa salbatic (din degertul
Botswana) s-au gasit sapte not proteine dupa ce s-a oprit stropirea cu apa a plantei. Una dintre
ele, cu masa moleculara 40 kDa s-a acumulat in cantitate mare. ADNc al acestei proteine a
fost analizat §i s-a gisit ¢ prezinta similaritate cu cel care codeaza enzime apartinind familiei
ce cuprinde acetilornitin deacetilaza, carboxipeptidaza si aminoacilaza [. Aceasta sugereaza ca
proteina este implicata in eliberarea aminoacizilor prin hidroliza legaturilor peptidice [104].
Asa zisul pér de pe radacinile plantelor este de fapt o celula specializata pentru absorbtia apei
si a nutrientilor. In legume, parul radicinilor este, de asemenea, locul primar de recunoastere
si de infectare cu bacteria Rhizobium ce fixeazi azotul. Covitz [105] a studiat din punct de
vedere genetic parul radacinilor de Medicago truncatula, o leguma foarte importanta pentru
simbioza cu Rhizobium. A caracterizat 899 secvenie tags, gisind si gena ce codeazi
aminoacilaza I.

Surse importante de aminoacilaza [ sunt cele animale si microbiene.
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1.3.1. Izolarea si purificarea aminoacilazei I animale

Desi aminoacilazele sunt distribuite in aproape toate tesuturile animale, studiile
realizate au relevat faptul ca aminoacilaza I prezintad activitate ridicata in rinichi si ficat.
Csaikl [106], utilizadnd procedura histochimica de identificare a aminoacilazei I prezentata de
Quavi [72] a testat prezenta enzimei in diferite tesuturi la soarece, sobolan si cobai.
Activitatea cea mai ridicata a aparut in rinichi, urmata de ficat, creier; restul, inima, mugchi
scheletic, testicule, plaman, pancreas, splind au relevat un nivel aproximativ egal de
aminoacilazad I. Nu a detectat enzima in ser sau eritrocite. De-a lungul timpului au fost
elaborate diferite proceduri de purificare a acilazei I din {esuturi animale, in continuare fiind
prezentate citeva mai semnificative.

Un studiu aménuntit al prezentei aminoacilazei I (Acy I) la diferite specii de mamifere
este prezentat de Lindner [68]. Omogenatele tisulare de rinichi si ficat de cal, oaie, vita,
lepure, cobai, sobolan, soarece, om, porc, pisica §i cdine au prezentat activitate Acy I clar mai
mare in rinichi la toate speciile cercetate (Figura 1.1.)
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Figura 1.1. Compararea activitatii Acy I in omogenatele de rinichi (bare pline) si ficat (bare
goale) la diferite specii de mamifere. Activitatea specifica s-a masurat cu N-cloroacetil-L-
alanina ca substrat, la 40°C i pH 8.2. [68]

Oomogenatele tisulare au fost purificate urmand aceeasi procedura, prezentati anterior
de Gilles [107]. Pe scurt, omogenatele tisulare crude au fost supuse la un tratament termic la
74°C, urmat de precipitare cu sulfat de amoniu. Preparatele rezultate au fost apoi purificate
prin gel-filtrare pe Fractogel TSK HW S5F (Merck) si cromatografie de interactiune
hidrofoba pe Phenyl-Sepharose CL 4B (Pharmacia), cu eluare in gradient de etilenglicol de la
0 la 70%. Analiza SDS-PAGE in gradient a aritat ca toate Acy I separate au o masi
moleculard de aproximativ 45 kDa (cea din iepure si cobai pufin mai micd). Procedura de
purificare s-a dovedit a fi aplicabila si la alte specii nu numai la rinichiul de porc. Cele mai
multe dintre preparate au fost cel putin 80% pure, in timp ce enzimele din pisica, oaie si
soarece s-au dovedit a fi mai putin pure. Preparatele enzimatice din rinichi au prezentat
urmatoarele activitati specifice:
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Specie Ciine Pisicd Cabalind Bovind Ovina lepure Cobai Sobolan $oarece Porcina
Activitate
Specifici U/mg 60 5 85 118 255 75 71 26 6 103

( O unitate, U, de activitate este definitad drept cantitatea de enzima care hidrolizeaza 1 pmol
de N-cloroacetil-L-alanina per minut la 40°C; pH 8,2; concentratie substrat 10 mM).

Zamauchi [108] a realizat un studiu oarecum aseminator, fiind interesat de
biotransformarea N-acetil-L-cisteinei, pentru a evalua utilitatea acestui compus ca nutritiv la
administrarea parenterald. A testat activitatea acilazica la diferite specii (sobolan, iepure,
caine, maimuta §i om) si in diferite tesuturi. La toate speciile, activitatea cea mai ridicata a
fost gasita in rinichi, $i doar 10-22% din aceasta in ficat la sobolan, iepure, maimuta si om, §i
absenta la ciine. In celelalte organe activitatea acilazica a fost extrem de scizuta. Distributia
tisulara a acilazei I a fost determinaté prin metoda Western blot si imunohistochimic, utilizand
anticorpi specifici ai acilazei I porcine. Studiul de imunobloting a prezentat o banda proteica
de 46 kDa, pentru enzima renala, corespunzitoare acilazei I porcine. In citosolul hepatic a fost
observatd o banda de 46 kDa si/sau de 29 kDa la sobolan, iepure, maimuta si om, dar nu si la
ciine. La studiul histochimic acilaza a aparut clar in tubii proximali renali la maimuta si la
om. Aceste studii aratd clar ci rinichiul si ficatul sunt principalele organe responsabile pentru
biotransformarea N-acetil-L-cisteinei la L-cisteina la mamifere, in afard de caine.

Uttamsingh a identificat imunohistochimic prezenta acilazei in diferite organe de
sobolan, incluzind rinichi, ficat, plaman, creier, stomac, intestin, glande suprarenale,
pancreas, testicule [110].

Distributia subcelulard a Acy I a fost subiect de controversa o perioada de timp. Hesse
[111], Palm [112] si Giardina [44] au propus asocierea la membrand a aminoacilazei in
rinichiul si intestinul porcin. Greenhough [113] a dovedit experimental ci aminoacilaza nu
este atasatd covalent la membrana. Intr-adevar, structura primara a enzimei renale nu prezinta
motivul secvential necesar pentru atasarea la o ancora lipidica [114]. Totusi, aceste rezultate
nu au exclus o atagare slaba la membrana. Lindner [68], in studiile facute, a ardtat cd modul
de comportare al Acy I in timpul centrifugarii in gradient de densitate a membranelor
microzomale nu este fundamental diferit de cel al lactat dehidrogenazei, enzima citosolica
marker, indicand ca si aminoacilaza este o enzima solubila, citosolica.

De asemenea a fost rezolvata si problema distributiei Acy I in rinichiul mamiferelor
[68]. Desi nu existd o corelare directa intre nivelul de ARN,, si activitatea enzimatica, s-a
aratat cd transcrierea genei are loc de-a lungul sistemului tubular, inclusiv ductul colector, dar
nu are loc in vasele de sange si celulele interstitiale. Astfel, exprimarea acilazei I nu este
restrictionatd doar la un segment tubular.

Giardina a purificat Acy I din intestin de porc [44]. Intestinul proaspat recoltat a fost
spalat cu tampon Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contindnd ZnCl, 5 uM. Mucoasa a fost razuita cu
o lamd de microscop, apoi s-a agitat 30 minute cu tampon Tris-HCIl. Suspensia a fost
omogenizatd si filtrata pe tifon. Dupa 10 minute centrifugare la 3000g, supernatantul s-a
centrifugat din nou la 10000g timp de 20 minute. Supernatantul rezultat a fost din nou
centrifugat la 105000g pentru 45 minute. Supernatantul obtinut s-a considerat a fi extractul
proteic brut, care s-a folosit pentru purificarea Acy I. Extractul brut a fost precipitat fractionat
cu sulfat de amoniu, refinandu-se fractia 25-60% saturafie, ce a prezentat activitatea maxima.
Precipitatul obtinut la centrifugare (20 minute la 10000g) a fost reluat intr-un volum minim de
tampon Tris. Solufia s-a dializat peste noapte fatd de acelasi tampon. Solufia dializatd s-a
trecut peste o coloand cu DEAE-cellulose, echilibrata in prealabil cu acelasi tampon. Coloana
s-a spélat cu tampon apoi a fost eluatd cu un gradient liniar de NaCl (500 ml tampon si 500 ml
tampon cu 0,7 M NaCl). Fractiile care au prezentat activitate maxima au fost reunite. Solutia
obfinutd s-a amestecat cu o rigind ce avea atagat anticorpi specifici ai acilazei. S-a agitat ugor
2 ore la temperatura camerei (sau 2 ore la 4°C). S-a spalat pe coloana cu tampon Tris cu 0,5
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mM NaCl. Acy I legatd pe coloana a fost eluata cu tampon glicina-HCl 0,1 M, pH 3,0.
Fractiile colectate s-au neutralizat imediat cu tampon Tris 1 M, pH 8,0. Eluentul imunoafin a
fost injectat pe o coloana cu Zn-Sepharose, echilibratd cu tampon Tris cu 0,5 M NaCl. Enzima
purificatd a fost eluatd cu tampon Tris cu 0,5 M NaCl si 5 mM EDTA. La analiza SDS-
PAGE, fractia dupa cromatografia de afinitate cu anticorp a prezentat doua benzi (una enzima,
cealaltd anticorpul), iar dupa trecerea pe Zn-Sepharose doar o banda, demonstrand puritate
100% pentru preparatul obfinut. Activitafile specifice, randamentul si gradul de purificare de-
a lungul procedurii sunt prezentate in Tabelul 1.1.

Tabel 1.1. Purificarea aminoacilazei I din intestin de porc [44]

- Proteine Activitate Activitate Randament
Treapta de . e Grad de
urificare totale totala specifica de recuperare urificare
p (mg) (unititi) (U/mg) (%) P
Omogenat 19000 112500 5,4 100 1
Supernatant la
105000g 4960 111375 22,5 95 4
(NH,4),SO, 1975 106875 54 90 10
DEAE-cellulose 380 103500 270 87 50
Imunoafinitate 1 45000 45000 38 8300
Zinc afinitate 0,65 38250 58800 25 10888

O unitate enzimatica este definita drept 1 pmol de furilacriloil-L-metionina consumat intr-un
minut; concentratie substrat 0,6 mM, tampon HEPES 0,1 M, pH 8,0.

Acelasi colectiv a determinat §i structura primara a acilazei din intestin porcin,
compardnd-o cu cea renald datd de Mitta [115]. Enzima a fost un dimer, cu masa
moleculard/monomer de 45 kDa, cu un pl de 5,2.

Tot Giardina [116] a determinat si distributia §i localizarea subcelulard a acilpeptid
hidrolazei si acilazei I de-a lungul tractului gastrointestinal la porc. Nu s-au observat diferente
semnificative ale activititilor specifice cand intestinul subtire a fost taiat in 8 segmente
(fiecare de 200 cm), ca si la nivelul duodenului, jejunului si ileumului. Aceleasi rezultate au
fost raportate anterior pentru intestinul subtire de sobolan, pasire (pui) i maimuta. Aceste
rezultate sugereaza ca ultima treapta in digestia proteinelor N-a-acilate nu are loc preferential
intr-o anumitéd zond a tractului digestiv (cel putin nu a intestinului subtire). Dupa fractionarea
subcelulari a enterocitelor s-a observat ci acilpeptid hidrolaza este o enzima solubila. Acilaza
[ este, esential, o enzima solubila, doar 5% din activitate fiind asociati cu fractia membranara.
Mai tirziu s-a sugerat ci acest lucru s-a datorat unui artefact de procedurd [68]. Cand
separarea fazelor s-a realizat cu Triton X-114, toate proteinele ancorate de membrana
intestinala au fost localizate in faza bogati in detergent, in timp ce acilaza I s-a gésit in faza
sdraca in detergent. Marcarea imund a celulelor intestinale cu anticorpi specifici a stabilit
definitiv localizarea citoplasmatici a aminoacilazei I.

Mitta [115] nu foloseste cromatografia de afinitate pentru purificarea acilazei din
rinichi de porc. Extractul tisular brut uscat (0,5 g; nu se precizeaza cum a fost obtinut) a fost
dizolvat in 30 ml tampon fosfat de sodiu 20 mM, pH 7,6 si aplicat pe o coloani (2x13 c¢m) cu
DEAE-Cellulose echilibrata in prealabil cu acelasi tampon. Coloana a fost eluati tot cu
tampon fosfat in gradient de concentrafie de la 0,02 la 0,2 M. Fractiile reunite (200 ml) au fost
concentrate la 10 ml prin ultrafiltrare §i aplicate pe o coloand cu Sephacryl S-200 (3,6x120
cm), echilibratd cu tampon fosfat, pH 7,6 ce continea 0,2 M NaCl. Acilaza I astfel colectati a
fost omogena atét la analiza HPLC in fazi inversia (uBondasphere Sp C4-300A, 9x150 mm;
Waters) cét si la SDS/PAGE (~45 kDa). Activititile specifice, randamentul si gradul de
purificare de-a lungul procedurii sunt prezentate in Tabelul 1.2.
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Tabelul 1.2. Purificarea aminoacilazei I din rinichi de porc [115]

Treapta de Proteine Activitate® Randament de Grad de

purificare (mg) (x103U) recuperare (%) | purificare
Extract brut 139 222 100 1
DEAE-cellulose 30,5 151 68 3,1
Sephacryl S-200 13,9 113 51 5,09

® O unitate de activitate este definita drept cantitatea de enzima ce hidrolizeazal pmol
N-acetil-L-metionina per ora la pH 7,0 si 25°C.

O aminoacilazd | a fost purificatd de Giardina din rinichi de sobolan printr-o
procedura in cinci trepte, prezentata in Tabelul 1.3.

Tabelul 1.3. Purificarea aminoacilazei I din rinichi de sobolan [117]

Treapta de Proteine Adiv“?te Activ.itatve Randament Grad de
purificare (mg) totala specifica | de recuperare purificare
()] (U/mg) (%)
Omogenat 320 11100 34 100 1
Supernatant 105000g 100 10000 100 90 3
DEAE-Sepharose 15 7990 535 72 16
Chelating-Sepharose 2,6 5328 2050 48 60
Sephacryl S-200 0,3 2500 8333 23 245

La analiza prin gel filtrare s-a gasit cd masa moleculara a fost de 125 kDa pentru
enzima din rinichi de sobolan, fata de 90 kDa pentru cea din rinichi de porc si care este un
dimer. Acest lucru a sugerat faptul cd acilaza din sobolan ar putea fi un trimer. La
electroforeza pe gel de poliacrilamida in conditii nereducatoare si fard denaturare, urmata de o
colorare specificd cu acetilmetionind, au apdrut clar trei benzi proteice distincte, ceea ce ar
putea confirma aceasta supozitie.

De fapt, Birnbaum [12] a fost unul dintre primii cercetatori care au purificat acilaza I
din rinichi de porc, procedura sa fiind apoi utilizatd §i de altii pentru faza de inceput a
purificarii. Rinichiul de porc proaspit inghetat a fost dezghetat in momentul folosirii si
omogenizat intr-un Waring blender cu doua volume de apa cu gheatd. Omogenatul obtinut s-a
filtrat pe tifon i s-a centrifugat la 2500 rpm timp de 20 minute pentru a indeparta debriurile
celulare. Preparatul s-a adus la pH 4,7 cu HCI 2 N. Suspensia rezultatd a fost imediat
centrifugata la 4000 rpm timp de 20 minute. Supernatantul s-a adus la pH 6,5 cu NaOH 2 N,
apoi s-a tratat cu 266 g sulfat de amoniu per litru de solutie, pH-ul scizind la 6,0-6,2.
Suspensia a fost ldsata peste noapte, apoi centrifugata. Precipitatul a fost reluat cu un volum
minim de apd si dializat fatd de apa de robinet (curgitoare) pani la indepartarea completi a
sulfatului de amoniu. Suspensia din sacul de dializi a fost centrifugati pentru indepartarea
proteinelor inactivate in timpul dializei. Solutia obtinutd a fost adusa la pH 5,9-6,0 cu acid
acetic diluat i s-a tratat cu acetond rece (0,4 volume). Suspensia s-a centrifugat si s-a refinut
supernatantul care s-a precipitat din nou cu acetona (0,6 volume). Dupi o noud centrifugare
precipitatul a fost reluat cu apa rece §i centrifugat din nou. Supernatantul a fost liofilizat,
rezultand preparatul aminoacilazic purificat. Randamentul de recuperare a fost de 50%, la un
coeficient de purificare de 36,25.

Hemandez si Pina [118] au purificat aminoacilaza I din rinichi de porc ingrasat,
proaspit taiat. Fazele initiale de purificare care au fost cele descrise de Birnbaum [12]. 300
mg din extractul liofilizat au fost suspendate in 7,5 ml tampon fosfat de potasiu 0,2 M pH 7.0
plus 3,75 ml CoCl, 20 mM si 3,75 ml H,O. Amestecul a fost incalzit la 70°C timp de o ord cu
agitare continua. Apoi proba s-a ricit i s-a centrifugat. Supernatantul a fost dializat fati de 4
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Litri CoCl; 0,2 mM in tampon fosfat 0,1 M, pH 7.0. Aceasta solutie a fost schimbata de 7 ori
in 12 ore. Etapele prezentate au realizat o purificare a liofilizatului de 110,2 ori.

Prin incilzirea solutiei 60 minute la 70°C nu s-a observat o scadere a activitatii, dar
preparatul obtinut a fost mai pur. Enzima obfinutd a avut o greutate moleculara de 43000
Da/unitate (determinata prin gel cromatografie pe Sephadex G-100 s1 electroforeza pe gel de
poliacrilamida), fiind un dimer. S-a gasit ca fiecare subunitate confine 12 grupari SH si 2
punti disulfidice.

Henseling si Rohn [119] prezintd o altdi metoda de extractie si purificare a
aminoacilazei din rinichi de porc ingrasat. S-au colectat g1 finut pe gheatd pana la utilizare 5-7
rinichi. S-a detasat cortexul si s-a tdiat in bucdfi mici. S-a addugat o cantitate egald de 70%
(v/v) etilenglicol/H,O si mixtura a fost omogenizata, intdi cu un cutit electric, apoi cu un
omogenizator Potter. Omogenatul a fost lasat peste noapte la temperatura camerei apoi a fost
centrifugat 30 minute la 10* g. Supernatantul a fost dializat fatd de tampon fosfat 0,2 M
(tampon NP7), pH 7.0 de 2 ori cu cite 10 1.

Dializatul s-a adus la 30% saturatie cu (NH,4),S04 solid si s-a pastrat peste noapte.
Materialul insolubil a fost indepartat. Enzima a fost apoi precipitata prin maérirea saturatiei in
sulfat de amoniu la 50%. Sedimentul a fost dizolvat intr-un volum minim de tampon NP7 (50-
100 ml). Solutia obtinutd a fost aplicatd pe o coloand cu Sephacryl S-300 (5x70 cm)
echilibratd si eluatd cu NP7, cu un debit de 200 ml/ord. Fractiile active au fost reunite si
aplicate imediat pe o coloand de fenil-Sepharose (3x30 cm), echilibratd cu NP7. Proteinele
nelegate s-au indepartat prin spalare cu NP7. Aminoacilaza a fost eluatd cu 600 ml NP7 in
gradient liniar cu un amestec (v/v) de 60% etilenglicol 40% NP7.

Fractia activa a fost dializati fata de un tampon fosfat 20 mM, pH 7,6 si aplicata pe o
coloand cu DEAE-celulozi (2x20 cm) echilibratdi cu acelagi tampon. Dupd spilarea
proteinelor nelegate enzima a fost eluatd cu un gradient liniar de la 20 la 200 mM tampon
fosfat pH 7,6. S-au colectat fractiile active, s-au dializat fatd de tampon fosfat 10 mM, pH 7,
apoi s-au liofilizat. In afari de omogenizare, toate fazele de purificare s-au desfisurat la
temperaturd sub 10°C. S-a obtinut o purificare de 18,5 ori. Enzima obtinutd a prezentat o
singurd bandad electroforetici (SDS-acrilamida) §i o activitate de 340 U/mg (0,1M
Mops/NaOH-pH 7,0 la 25°C).

Colectivul condus de Szajani a publicat mai multe articole sau brevete in care prezinta
diferite proceduri de purificare, parte din ele pentru a obtine o enzima in vederea imobilizarii
ei, sau studiului comportamentului in solventi organici [120,121,122,123]. in principiu,
rinichiul de porc este omogenizat cu apa, supernatantul incilzit la 60-80°C apoi centrifugat.
Supernatantul este precipitat cu sulfat de amoniu la diferite saturatii, centrifugat iar
precipitatul colectat se reia cu o cantitate mica de apa, se dializeaza si apoi se liofilizeaza
[121]. A obtinut prin aceste procedee preparate cu activitati specifice intre 319 si 2735 U/mg
(o unitate fiind definitd drept micromoli de N-acetil-L-metionina hidrolizati intr-o ora).
Preparatele astfel obtinute au fost purificate prin cromatografie de schimb ionic pe DEAE-
Sephadex A-50 (purificare de 1,9 ori). In continuare se foloseste o gel filtrare pe Sephadex G-
200 urmata de precipitare cu sulfat de amoniu (purificare de 1,9 ori) [122].

1.3.2. Izolarea i purificarea aminoacilazei I microbiene

A fost testat un numar impresionant de microorganisme producatoare de aminoacilaza
[, bacterii, fungi, alge.

- Bacterii sunt din genurile Micrococcus glutamicus, sau M. agilis [124];
Pseudomonas sp. [29], P. diminuta [24,125], P. putida [35,126,127,128,129], P. aeruginosa
[25], cruciviae; Rhizobium sp. [130]; Streptoverticillium sp. [131], S. rimofaciens [132], S.
olivoreticuli [133,134,135]; Bacillus stearothermophilus [136,137], B. thermoglucosidius
[138,84], B. subtilis [139]; Brevibacterium sp. [27]; Lactococcus lactis [140); Pyrococcus
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horikoshii [38,141], P. furiosus [39,142]; E. coli [143,144,84]; Comamonas testosteroni
[26,145], Alcaligenes denitrificans [146,147], etc.

- Fungi ca Streptomyces sp. [84,148], S. olivareus, S. briseus, S. atratus [149], S.
hachijoensis [132];  Aspergillus sp. [150,106], A. oryzae [151,152,153], A. meleus
[154,155,156, 157], A. nidulans, A. flavus [158].

- Alge ca Euglena gracilis [159].

Din punct de vedere al modului de cultivare a microorganismului in vederea
producerii aminoacilazei [, au fost utilizate cele doud metode clasice : cultura de suprafata (pe
mediu solid) si cultura submersa.

1.3.2.1. Obtinerea aminoacilazei I prin culturi de suprafata

In vederea selectarii tulpinilor producatoare de aminoacilazi I, Yamazaki [160] a
cultivat diferitele microorganisme pe un mediu solid cu agar ce continea N-acetilmetionina si
N-acetilfenilalanind. Aminoacizii eliberati in jurul coloniilor producatoare de aminoacilaza au
fost pusi in evidenta printr-o procedura cu o-ftalaldehida.

Pentru cultivarea la scara larga, microorganismele utilizate au fost de fapt fungi, iar
mediile de culturd N surse naturale de carbon si azot ca tardte de grau, coji de orez, faina de
soia, chiar felii de piine.

Sursa cea mai utilizatd pentru obtinerea aminoacilazei a fost, multi ani, Aspergillus
oryzae. Sakurai [99] a studiat cresterea unei tulpini locale de A. oryzae pe bucéti de péine,
taiate marunt (5 mm’) si umectate cu apa. Dezvoltarea tulpinii, evaluati ca si continut de
glucozamina in mediu de cultura, a avut o evolutie logaritmica in faza initiala, cu aplatizare in
faza finala. Timpul de atingere al dezvoltérii maxime a depins de temperatura, optimul fiind la
30°C (36 de ore) si a coincis §i cu atingerea consumului maxim de oxigen.

Chibata si colectivul [165,166] au cultivat A oryzae pe un mediu de deseuri cerealiere
s1 anume: tarate de grau si coji de orez umezite cu apa. Timpul de incubare a culturii a fost de
5 zile la 30°C. Reteta prezentata pentru cultivare, urmati de extractia din mediul de cultura si
purificarea sumara a aminoacilazei cuprinde urmatoarele etape:

Tulpina de Aspergillus oryzae nr. 9, inalt productiva in aminoacilaza, se cultiva pe un
mediu compus din: 1000 g tarite de grau, 500 g coji de orez si 750 ml apa. Cultura este
incubata 5 zile la 30°C. Apoi este extrasa prin agitare cu 15 litri apa timp de 2 ore si filtratd
pe celita. Filtratul este adus la pH 7,0 cu NaOH 1M si fractionat cu sulfat de amoniu. Se
colecteaza fractiunea proteica precipitata la saturatii intre 30% si 50%, se dizolva in apa si se
dializeazd fata de apa rece timp de 16 ore. Solutia rezultatd se liofilizeaza. Activitatea
preparatului este de 20 umoli/ord/mg preparat, in conditii standard de testare (0,33 U/mg
preparat).

Wang si colaboratorii [152] au preparat o aminoacilazi mai putin purificata in vederea
imobilizérii pe poliacrilamide modificate. Tulpina de Aspergillus oryzae 3042 a fost cultivata
48 ore la 26-28°C pe un mediu continind tarite de gru, fiinid de soia §i apa de fintina.
Cultura a fost extrasa cu tampon fosfat 0,05 M pH 7,0 urmata de precipitare cu sulfat de
amoniu, colectandu-se fractia 40 - 60% saturaie la pH = 7,0. Precipitatul a fost dializat fata de
tampon fosfat 0,05 M, pH 7,0. Activitatea enzimei obtinute a fost de 17,6 U/mg (1U = 1 pmol
L-Metionind eliberatd prin hidroliza N-acetil-D,L-metioninei 0,033 M, o ord la pH 7.0 si
37°C).

1.3.2.2. Obtinerea aminoacilazei I prin culturi submerse

Cultivarea microorganismelor in mediu submers prezintdi o serie de avantaje,
comparativ cu mediul solid. Se pot controla §i standardiza mediul de culturd (mai ales daca
este sintetic), temperatura, pH-ul se poate menfine constant, sau poate fi variat in functie de
necesitdti. Se pot realiza culturi in cantitfi mari (biofermentatoare de sute de mii de litri), care
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se pot steriliza si mentine sterile pe tot parcursul procesului. Dacad enzima este extracelulara,
prin filtrare se indeparteaza debriurile solide i se obtine direct o solutie a enzimei, care se
purifica in continuare. Daca enzima este intracelulara, atunci se filtreazi si se separa celulele,
urmaind ca acestea si fie lizate printr-o procedura oarecare $i enzima este extrasa cu solventul
adecvat din lizatul celular. In cazul culturilor solide, dupa terminarea fazei de crestere a
microorganismului urmeaza, pe langa lizarea celulelor in cazul enzimelor intracelulare, si o
faza obligatorie de extractie. Marele dezavantaj este cd se extrag nu numai componentele
celulare dorite, dar in suspensie raman o infinitate de alte substanfe din mediul de cultura
solid, greu de indepartat. Din aceasta cauzi, daca procesul o permite, se folosesc culturile
submerse.

Yuan si colab. [153] cultivd A oryzae in vederea imobilizdrii celulelor $i nu pentru
extragerea enzimei. Pentru aceasta au lasat la umflat 10 grame de faina de soia cu 100 ml apa
distilatd timp de 24 de ore la temperatura camerei. Suspensia a fost apoi fiartd 30 minute §i
filtratd pe tifon. La filtrat s-au addugat 3 grame de glucoza si agar. Tulpina de A. oryzae W19
a fost cultivati pe acest mediu la 29°C timp de 3 zile. Miceliul obtinut (celulele) a fost utilizat
in continuare pentru inoculare pe mediul cu extract de soia §i glucoza prezentat anterior.
Cultura submersa s-a realizat in flacoane conice, agitate in plan, timp de 42 ore. Mediul de
cultura a fost apoi filtrat i celulele spélate cu tampon fosfat 0,1 M, pH 7,0. In acelasi tampon
s-a realizat apoi §i imobilizarea pe gelatiné cu glutaraldehida si etilendiamina.

F. Javid-Majd si J.S. Blanchard [28] induc cresterea unor celule de Escherichia coli
producdtoare de aminoacilazd cu specificitate pentru N-acetilornitind prin adaugarea in
mediul de culturd a izopropil-1-tio-B-D-galactopiranozidului. Dupa dezvoltarea completa a
celulelor, acestea au fost separate prin centrifugare la 12000 g, apoi reluate cu tampon fosfat
50mM. pH 7,6, contindnd inhibitori de proteaze, lizozim si DNaza. Celulele au fost trecute
apoi, pentru liza printr-o presa (French Press) la 12000 psi. Debriurile celulare s-au indepartat
prin centrifugare. Supernatantul s-a purificat prin cromatografie pe Q-Sepharose (elutie in
gradient liniar de KCl 0-1 M in tampon fosfat SOmM, pH 7,6). Fractiile cu activitate acilazica
s-au reunit §i s-au precipitat cu sulfat de amoniu la concentratie finald de 1M. Supernatantul s-
a cromatografiat pe phenyl-Sepharose (elutie in gradient liniar de sulfat de amoniu 1,0-0,0M,
in acelasi tampon). Fractia cu activitatea cea mai ridicatd a avut o omogenitate de peste 95%
(SDS-PAGE). Enzima a prezentat activitate si fa{3 de alfi N-acetil-L-aminoacizi (Ala, Asn,
Cis, Gln, Gli, Leu, Lis, Met, Ser), afinitatea cea mai mare fiind fata de metionini. Nu a
prezentat activitate fatd de N-acetil-D-aminoacizi.

Y.C. Tsai si colab [147] breveteaza un procedeu de izolare de tulpini producétoare de
aminoacilaza I, de cultivare a microorganismului §i de purificare a enzimei. Mediul de cultura
solid pentru izolarea tulpinilor a cuprins 1% (g/v) N-acetil-D,L-metionina (sau N-acetil-D,L-
valind), 0,1% K,HPO,, 0,05% MgS0,4.7H,0 si 1,5% agar (pH 7,0). Tulpinile capabile sa
creasca pe un asemenea mediu au fost cultivate pe un mediu lichid, cu agitare continud, timp
de 20 ore. Mediul de cultura a continut 1% N-acetil-D,L-metionini (sau N-acetil-D,L-valind),
0,5% extract de drojdie, 0,1% K,HPOj, i 0,05% MgS04.7H,0 (pH 7,0.

In urma determinarii activitatii acilazice in mediul de culturad a fost identificata o
tulpina de Alcaligenes denitrificans. Activitatea enzimei a fost determinata avand ca substrat
N-acetil-L-alanina (15mM in tampon Tris/HCl 50 mM, pH 7,8), la 37°C. Sursele de azot
preferate au fost extract de drojdie, peptond, extract de carne, de soia. Sursa de carbon
preferatd a fost aleasa dintre acizi organici (aminoacizi), iar ca saruri KH,PO,, MgSO, si
NaCl. Enzima este intracelulari. Dupd ruperea celulelor, extractul a fost purificat prin
precipitate cu sulfat de amoniu si trei trepte de cromatografie. Rezultatele purificarii sunt
prezentate in Tabelul 1.4. Comparativ cu aminoacilaza purificatd de Chibata din Aspergillus
[166] prin precipitare cu sulfat de amoniu si acetond, si care a avut o activitate specifica de 0,6
U/mg, enzima din A. denitrificans, dupa precipitare cu sulfat de amoniu si cromatografiere pe
Fractogel TSK DEAE-650(s) a prezentat o activitate de 11,1 U/mg, de 18,5 ori mai mare.
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Tabel 1.4. Sumar al purificarii L-aminoacilazei din celule de Alcaligenes denitrificans [147].

T ta d Volum | Proteine | Activitate | Activitate | Randam. Grad
“’3[‘3 ade total totale totala specifica | recuper. urif
purificare ml mg U U/mg %, purif.
extract brut 100 2145 565.3 0,26 0,26 1
Precipitare
40% (NH,),SO4 120 984 508,8 0,60 90 1,3
Fractogel
TSK DEAE-650(s) | > 23 252 11,1 45 42,7
TSK butyl-
Toyopearl 650 (M) 20 0,351 172,3 490,8 31 1885
TSK phenyl-
Toyopearl 650 (M) 25 0,121 84,3 696,7 15 2679,5

H. Umezawa si colab. [132] breveteaza tulpini de actinomicete (Streptomyces
rimofaciens, Streptoverticillium), medii de cultura si conditii de cultivare in vederea obtinerii
de aminoacilaza I. Mediile de culturd au fost agar cu adaus de glucozé-asparagind, glicerol-
asparagind, amidon-sdruri anorganice, tirozind, drojdie, malf. Ca surse de carbon au mai
utilizat D-glucozi, D-fructoza, inozitol, D-manitol, D-arabinoza, D-xiloza, zaharoza, L-
ramnoza, rafinoza. Ca surse de azot au utilizat peptond, extract de carne, extract de porumb,
faina de soia sau de arahide, extract de drojdie, cazeina, etc. Temperatura optima de cultivare
a fost 20 - 30°C, timpul de incubare 1 - 10 zile, pH-ul 7,0 - 8,0. Un exemplu de mediu este,
pentru 100 ml: 1,0% amidon, 1,0% glucoza, 0,75% extract de carne, 0,75% polipeptona, 0,3%
NaCl, 0,1% MgSO0,, 0,007% CuSOQ,, 0,001% FeSO,, 0,0008% MnCl; si 0,0002% ZnSOq;
temperatura 27" C; culturd agitata 4 zile. Fazele de purificare a enzimeti au cuprins ultrafiltrare
in doud trepte, apoi cromatografiere (pe Column-lite, CM Sephadex, DEAE-Sephadex A 50,
Sephadex G 100, CM-Toyoperl 650M, sau/si DEAE-Toyopearl 650M. Gradele de purificare
au variat functie de metoda adoptata.

S.V. Story si colab. [142] a obtinut o aminoacilaza prin cultivarea de Pyrococcus
furiosus la 95°C pe un mediu continind ca sursa de carbon maltoza. Nu s-a detectat activitate
acilazicd in supernatantul mediului de culturd in timpul fazei log de crestere si nici in
membranele celulare. Activitate s-a detectat doar in extractul celular, deci aceasta acilazi este
o proteind citoplasmatica. Purificarea enzimei s-a realizat in conditii anaerobe, la 23°C.
Celulele s-au lizat prin inghetare-dezghetare in tampon Tris/HCI (pH 8,0; SOmM) cu DNase |
(10pg/ml) si ditionit de sodiu 2mM. Extractul celular s-a centrifugat la 18000g apoi s-a
cromatografiat in 5 trepte. Fazele i rezultatele purificarii sunt prezentate in Tabelul 1.5.

Tabel 1.5. Purificarea aminoacilazei I din P. furiosus [142]

Treapti de Activitate® | Proteine ?;c)::lcvilftii:ie l::c[::i)aer:::: Grad de
purificare U mg U/mg % purificare
extract celular 8800 26000 0,3 1 100
OFF Sepharose 5800 1600 3,7 11 65
Phenyl Sepharose 4100 160 25,4 75 46
OHP Sepharose 1050 27 39,0 115 12
Hydroxyapatite 700 7 100 290 8
HiTrap Q 660 3 200 580 7

* Activitatea a fost masurati la 100°C, utilizand N-acetil-L-metionina (30mM) ca substrat.
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S-a obtinut o enzimd purd, ce a prezentat o singura banda electroforetica (SDS),
corespunzand la 0 masa moleculara de 45 kDa. De fapt enzima este un homotetramer, dupa
cum s-a determinat prin gel-filtrare.

M.W.W. Adams [39] a cultivat tot Pyrococcus furiosus pe un mediu submers
continand saruri anorganice, sursa de azot (cazeind, peptond, extract de drojdie, etc) si au
urmarit dezvoltarea celulelor in prezenta a diferite surse de carbon prin determinarea in
mediul de culturd a numarului de celule si a concentratiei de acid fenilacetic (produs de
degradare al fenilalaninei). In ordine crescitoare a eficientei lor, aceste surse de carbon sunt:
maltoza, maltozi + sulf elementar (S°), maltoza + peptide, maltoza + peptide + S? si peptide +
S°. Rezultatele obtinute au relevat faptul ci maltoza nu este o sursi potrivita de carbon, iar
prezenta sulfului este esentiald pentru crestere, chiar si in cazul mediului cu peptide.

K. Ishikawa si colab. [141] au exprimat gena aminoacilazei din Pyrococcus horikoshii
OT3 (care este hipertermostabild) pe E. coli, apoi au cultivat acest microorganism pe un
mediu ce a confinut extract de drojdie, triptond, cloruri de sodiu, calciu, cobalt, mangan, zinc
si ampicilini, la 37°C. Inducerea proteinei recombinate s-a realizat tot cu izopropil-B-D-
tiogalactopiranoza. Purificarea enzimei a cuprins ruperea celulelor prin sonicare, extragerea
cu tampon fosfat SOmM, pH 6,0 cu 0,6M NaCl; incélzire la 85°C, centrifugare, dializarea
supernatantului §i cromatografiere pe HiTrap Q. Elutia s-a realizat in gradient liniar de NaCl
(0 - 1,0M) in tampon Tris/HCI SOmM, pH 8,0. A urmat concentrare pe filtru Centricon 100 si
cromatografie pe HilLoad Sephadex 200 cu elutie cu tampon Tris/HCl 100 mM, pH 8,0 cu
1,0M NaCl. Enzima a fost obtinuta in stare purd (SDS-PAGE), si are o0 masa moleculara de 43
kDa.

O aminoacilazd cu specificitate pentru aminoacizi cu catend lungd (grasi) a fost
obfinuta din culturi de Pseudomonas diminuta [125], pe un mediu ce a continut 2,0% glucoza,
1,0% extract de carne de vita, 1,0% peptond, 0,1% KH,PO,, 0,3% (NH4),SOs4 si 0,2% NaCl,
la un pH 7,2; temperatura 28°C; timp de incubare 24 - 48 ore. Purificarea enzimei a constat in
extragere din celulele lizate prin ultrasonicare, precipitare cu sulfat de amoniu si trei trepte
cromatografice. Rezultatele purificarii sunt prezentate in Tabelul 1.6.

Tabel 1.6. Purificarea aminoacilazei Idin P. diminuta [125]

Activitate Activitate | Randament

Treapti de N Proteine e Grad de
purificare totala mg specifica recuperare purificare
U U/mg Yo
extract celular 29795 6621 4,5 100 1
(NH,),SOx,
fractia 30-60% 23705 2540 9,33 79,6 2,1
DEAE-cellulose 4760 76,1 62,5 16,0 13,9
Hydroxyapatite 3943 2,87 1374 13,2 305,3
Sephadex G-200 2725 0,93 2933 9.1 651,8

S-a obtinut o enzima pura, cu masa moleculard 300 kDa.

A. Bodalo §i colab. [126,128,161] cultivd tot specii de Pseudomonas in vederea
obtinerii aminoacilazei I. Pentru a obtine un optim a fost necesard prezenta in mediul de
cultura a N-acetil-D,L-alaninei 10g/l, alaturi de saruri anorganice; temperatura optima de
crestere a fost 30°C si pH-ul 7,5. De fapt au realizat un studiu, variind concentratia de
aminoacid (5 - 10 g/l), temperatura (20 - 30°C) si pH-ul (6 - 8), prezentind si un model
matematic, bazat pe cinetica Monod, al vitezei de crestere a microorganismului si a
consumului substratului limitativ (N-acetil-D,L-alanina), functie de conditiile de mediu.

Dupd cum se vede din exemplele prezentate, microorganismele producatoare de
aminoacilazd I sunt extrem de variate, mai inalt productive si cu o mai buna rezistenta
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termica, in special, fiind cele microbiene, dar cu dezavantajul cd enzima este intracelulara si
ca atare trebuie extrasa, ceea ce cuprinde faze suplimentare, adesea laborioase.
Purificarea enzimei cuprinde, aproape intotdeauna, o serie de
cromatografice, de obicei o combinare de gel-filtrare si schimb ionic.
Din pacate nu se poate face o comparare a activitafii preparatelor obtinute, de vreme
ce conditiile de determinare au variat de la caz la caz, ca si substratul folosit.

proceduri

1.4. Structura aminoacilazei I si a centrului activ

Studiile referitoare la structura aminoacilazei I (Acy) s-au realizat atit pe enzima de
provenienta animald, in special din rinichi si ficat de porc, cét si de provenien{d microbiana.

1.4.1. Structura aminoacilazelor I animale

Acy porcina este un homodimer cu masa moleculara 91 kDa ce contine un singur ion
de Zn** per subunitate [167].

Aminoacilazele I, porcind si umani, sunt inrudite indeaproape, avand o identitate
secventiald de 85% la nivelul continutului in aminoacizi. O serie de cercetatori au determinat
structura primara a acestor acilaze, ca si a celei din rinichi de sobolan [114,115,44,117,111,
168,169,170]. Compozitia in aminoacizi a unor aminoacilaze I (corespunzitor analizei de
aminoacizi, respectiv din secventa ADN) este prezentata in Tabelul 1.7.

Tabel 1.7. Compozitia in aminoacizi a unor aminoacilaze I

Ami Pyrococcus Ficat Rinichi Intestin Rinichi Rinichi
mino- . b b b . 8 . a . b
acizi furiosus uman sobolan porcin porcin porcin
[142) [171] [117] [44] [115] (111] [114] [115]
Cys®(C) 2 4 7 06,7+0,2 52 6,7%0,3 5 5
(gi:) }?ﬁﬁ‘:ﬁ; f(l)g':ssfg 32 32,0¢1,4 | 278 | 270+18 | 28 28
Thr (T) 12 26 27 24,540,5 22,5 18,8+0,4 25 24
Ser (S) 9 25 27 27,9410 | 24,3 26,5+0,9 25 26
Glx (E,Q) 4%81]‘;) > ;Eg}g 51 52,7415 | 505 | s53,1#23 | 48 48
Pro (P) 18 29 28 25,5410 | 24,1 19,3+2,5 24 24
Gly (G) 41 24 28 32,0+1,0 29,0 27,916 29 29
Ala (A) 37 36 36 35,340,1 36,0 32 35 36
Val (V) 30 37 30 35,9405 36,3 29,4+1,7 37 37
Met (M) 8 10 7 07,540,5 7,5 6,8+1,1 9 9
Iie (I) 33 11 15 14,0103 | 11,0 | 13,014 11 11
Leu (L) 29 32 36 38,7408 | 35,7 33,5+1,2 36 36
Tyr (Y) 7 10 7 11,040,3 9,3 11,40,5 9 9
Phe (F) 19 23 21 21,8+1,6 22,9 18,9+1,5 23 24
His (H) 11 15 13 12,0407 | 14,6 9,741,1 15 15
Lys (K) 23 15 19 20,140,2 16,5 23,6+1,2 17 17
Trp® (W) 3 9 Nedetem | 06,9+0,1 8,3 11+1 8 8
Arg (R) 23 25 25 22,9+1,7 | 222 18,4+0,8 22 22
Total nr.
rezidii per 383 408 409 427 407 - 406 407
subunitate

‘exprimat ca rezidii/M,; "Dedus din secventa ADN,; “%Determinat ca S-carboxi-
metilcisteina i respectiv, dupa hidroliza cu acid metansulfonic
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in cazul acilazei renale porcine, a celei umane hepatice st a celei din rinichi de sobolan
s-a gasit o identitate a secventei aminoacidice de 100% in unele regiuni (in special 9-27, 72-
97, 116-133, 135-159 51 180-195), ceea ce sugereaza ca cele trei proteine ar putea sa fi

rezultat de la o gend ancestrald comuna care a suferit apoi evolutie diferita [117].

Secventa nucleotidica si secventa dedusa de aminoacizi pentru aminoacilaza [ umana

hepaticd este prezentata in Figura 1.2. [171]
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Figura 1.2 Secventa ADNc (clonati) si secventa dedusa de aminoacizi

Dupa ce secventa aminoacidica a devenit cunoscutd, a reiesit cd aminoacilazele din
mamifere prezintd patru resturi de triptofan care sunt localizate in doui motive (secvente)
particulare, asa numitele PWW. Fiecare din aceste secvente este formata din triada PWW
(P192W193Wi94 §i respectiv P3p W32, W33 la acilaza umani), precedatd de patru aminoacizi
puternic polari. Aceste secvente, care nu se gisesc la nici una din enzimele procariote din
clasa M20, sunt probabil localizate la interfata celor doui domenii care constituie monomerul
Acy 1 [112]. La inceput s-a propus ca aceastd secven{d PWW ar putea fi responsabild pentru
tendinfa Acy I de a se ataga la membrana microzomiala, deoarece secvente similare apar

a aminoacilazei I umane hepatice [171].
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adesea la proteine membranare [158,18]. Mai recent s-a aratat ca Acy | porcina este citosolica
[44,68]. Lindner [172] a incercat s-a stabileasca rolul acestei secvente prin diferite mutatii
genetice punctiforme, la nivelul acestei secvenfe. Concluzia a fost ca sunt componente
esentiale ale enzimel, ce stabilizeazd conformatia proteinei native. Mutantii realizati au
prezentat denaturare mult mai rapida la temperatura sau diferiti agenti denaturanti, stabilitate
mai scazuta, constante cinetice diferite, ca si comportament la gel filtrare.

Structura secundara a aminoacilazei native (holo) si fara zinc (apo) a fost examinata
prin tehnici spectroscopice (CD si FT-Raman) [173]. Analiza cantitativa a benzii I a amidei
conformational senzitivd a indicat ca holo §i apo-enzima confin 19,3% si respectiv 17,2%
structura helicoidala. Spectrele UV indepartat-CD a holo si apo-enzimei au indicat un continut
de 20,1%, respectiv 17,6% alfa-helix. Metoda de predictie a structurii secundare a indicat
20,9% structura alfa-helix, incluzand 10 segmente alfa-helix. Rezultatele au aratat ca dupa
indepartarea ionului Zn** din aminoacilazi, extinderea structurii ordonate a scazut remarcabil.
Conformatia centrului activ sau a vecinatafii acestuia ar putea confine o structurd mai
ordonatd iar prezenta zincului ar putea ajuta la mentinerea conformatiei active catalitic a
centrului activ.

Structura tridimensionald a fost determinatd de Palm si Rohm [112]. Rezultatele
obtinute In urma secventializirii catenei enzimei native cu tripsind, combinatd cu analiza
computerizatd a structurii secundare si a hidrofilicitafii, au sugerat un model pentru
impachetarea monomerului aminoacilazei. (Figura 1.3 ).
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Figura 1.3. Model de impachetare a monomerului aminoacilazei [ porcine [112]

in primul rind, datele au ardtat ci aproximativ trei patrimi ale subunitdtii
aminoacilazei (resturile 6-196 si 307-406) sunt rezistente la tripsina, in timp ce secventa de
mijloc (197-306) este digerata eficient de tripsind. Inaccesibilitatea locurilor potential
sensibile la tripsind indicd faptul ci mare parte a aminoacilazei este incolicitd in doui
domenii stabile, cuprinzind jumatate din secventa N-terminala i un sfert din cea C-terminala.
Cele doud domenii sunt asociate puternic, dar nu prin legituri covalente. La pH neutru si la
temperatura camerei nici chiar SDS nu a putut produce disociere. Singura modalitate de a
separa eficient cele doud domenii a fost prin HPLC-fazi inversd, la pH scdzut sau prin
incélzirea complexului cu SDS. Compararea celor doud segmente obtinute in urma hidrolizei
cu tripsind a relevat o similaritate de structurd interesanti. Amandoud segmentele contin
motivul secvential PWW (L,A) (tratat si anterior in textul de faf), precedat de patru resturi
puternic polare (SERS si respectiv (DDSD). Predicfia structurii secundare prin metoda
COMBINE a aritat, cu probabilitate mai mare de 75% ci regiunile situate pe ambele piri ale
motivelor PWW adopta o conformatie in foaie pliati. Aceastd predicfie, remarcabila
hidrofilicitate a lanturilor adiacente motivului i faptul ca ele contin locuri accesibile la taierea
cu tripsing, toate indica faptul ci in enzima nativd amandoua secventele formeaza bucle la
suprafata proteinei. Cautarea in biblioteca de date Swiss-Prot a aritat ci un numiar
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considerabil de proteine contin acest motiv structural. Multe dintre acestea sunt legate sau
asociate cu membrane. Initial s-a sugerat cd in aminoacilazd motivul PWW(L,A) mediaza
asocierea enzimei la membrane. Tendinta aminoacilazei de legare la microzomi este atat de
izbitoare incat a fost, eronat, propus ca poarta o ancoréa de legare la membrana lipidica [111].
Interesant este faptul ca ambele bucle PWW ale acilazei porcine sunt prezente si la enzima
umand [169] dar nu sunt conservate la acilazele bacteriene omoloage. Acest lucru sugereaza
ca buclele PWW au o functie speciala la enzimele animale. In conditii de denaturare, in
enzima nativa ca si in fragmentul rezistent la tripsina sunt detectabile trei resturi tiolice, in
timp ce in conditii reducatoare, numarul total de cisteine detectabile este de cinci. Din
continutul in cisteina al fragmentelor (rezultate in urma clivarii cu tripsina s1 purificarii), este
clar cad doua dintre cisteinele libere (C28 si C115) sunt localizate in domeniul mare N-
terminal, in timp ce C341 este inclusd in domeniul mai mic C-terminal. Astfel, reiese ca
singura punte disulfidica a aminoacilazei I leagd C270 si C292. Amandoud sunt situate in
partea de structurd sensibild la tripsind. O comparare a secvenfei acilazei porcine cu cea
umane aratd ca doar C48, C115 si C292 sunt conservate la ambele enzime. C270 lipseste la
enzima umand, in timp ce C341 este deplasata cu 11 pozitii spre capatul N-terminal.
Compararea secventelor diferitelor enzime a ardtat ca cele separate de la mamifere
sunt omologi distinc{i ai unui numér de enzime microbiene cu specificitate aseméanatoare.
Toate aceste enzime (metal-dependente si similare ca marime), au fost grupate in ,,familia
aminoacilazelor"[112]. Existenta unor analogii biochimice, similitudini functionale si de
secventa ale centrului activ la mai multe enzime din clase diferite au sugerat ca ele apartin la o
familie noud de metaloexopeptidaze ce contin trei secvenfe aminoacidice similare, dar
diferite de cele stabilite pentru metaloexopeptidaze si/sau metaloendopeptidaze [174,175].
Makarova si Grishin [176] au descris doud familii de enzime, numite carboxipeptidaze Zn-
dependente si aminopeptidaze-Zn dependente, care sunt vag inrudite dar au dezvoltat
independent (in paralel) specificitate de substrat distincta i plecand de la un straimos comun.
Indepartarea zincului prin dializa in prezenta de 1,10-fenantrolind a dus la pierderea
totala a activitdtii catalitice [177], aceasta fiind proportionala cu cantitatea de zinc indepartata.
Cercetatorii chinezi au efectuat si studii privind efectul zincului asupra stabilitatii structurale a
proteinei. Spectrele CD au relevat faptul ca au loc modificari de conformatie considerabile, cu
o scadere de aproximativ 7% in a-helix la apoenzima, comparativ cu enzima nativa. La
addugarea de ioni de zinc, activitatea s-a restabilit complet, acest lucru sugerand ca zincul este
implicat in activitatea catalitica. Studiile RMN realizate de Hesse [178], cu inlocuirea Zn** cu
Mn**, au sugerat ca, de fapt, centrul de legare al metalului este la distanti prea mare de
centrul de legare a substratului pentru a permite metalului si participe direct la legarea
substratului in timpul actului catalitic, fapt confirmat si de studiul cinetic. De aceea a sugerat
céd ionul metalic joacd doar un rol pur structural. Metalul este coordinat de liganzi imidazol
(His) si carboxilat (Asp sau Glu). Zhang [179] a gasit cd dupd indepirtarea zincului,
continutul 1n structura secundara ordonati a scizut, avand loc modificarea structurii tertiare,
cu dezincolécirea catenei la apoenzima. Stabilitatea fata de detergenti a apoenzimei a scazut
substantial. Concluzia a fost, de asemenea, ci zincul ajuti la mentinerea centrului activ intr-o
conformatie specifica, stabila. Studiile de denaturare a Acy cu clorurd de guanidiniu [180,181]
au aratat ca sunt necesare concentrafii mult mai mici de clorurdi de guanidiniu pentru
inactivarea enzimei decét cele necesare pentru a produce modificiri semnificative ale
conformatiei acesteia. lonul Zn** are un rol important in mentinerea conformatiei centrului
activ [182]. Desi activitatea catalitici a enzimei se menfine cind zincul este inlocuit cu
mangan, in acest caz enzima este mai pufin stabila decat cea nativd [183]. Totusi, aceasta
stabilizare a centrului activ este foarte limitati. Astfel ci s-a sugerat ci centrul activ al Acy
este situat intr-o regiune restransa, care are flexibilitate conformationald mai mare decat
molecula enzimei luatad ca intreg. De asemenea, legarea substratului duce la cresterea
stabilitafii conformationale a centrului activ. Aceste rezultate au fost confirmate si prin studiul
denaturdrii enzimei cu dodecilsulfat de litiu [184]. Procesul de inactivare este independent de
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concentratia enzimei, indicind cd disocierea dimerului nu are efect asupra vitezei de
inactivare, deci nu este limitantd de vitezi. La SDS-PAGE s-a observat doar o mica disociere
a dimerului, sugerdnd ca la concentratii mici de SDS enzima este inca in forma dimerica.
Rezultate similare s-au obtinut la inactivarea cu uree, papaind §i temperatura.

S-au obtinut, in urma studiilor realizate, informatii privind resturile de aminoacizi
implicate in centrul activ. Conform acestor cercetari in centrul activ sau in apropiere se afla
un rest de lizina si cisteina [112,185] ca si resturi de aspartat si glutamat [119,186]. Hesse
[187] afirma ca Acy contine 6 resturi de cisteina per subunitate. Trei dintre ele sunt accesibile
la modificare cu 4-hidroximercuribenzoat. Cinetica reactiei a sugerat cad numai unul dintre
aceste resturi afecteazi activitatea acilazica. Modificarea apoenzimei cu N-etilmaleimida
reduce total activitatea, fard si afecteze legarea zincului, astfel ca s-a putut afirma ca
sulfhidrilul ce reactioneazai cu acest reactiv nu este direct coordinat la metal. Alte trei grupari
sulfhidril au reactionat cu 5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoat), fara ca activitatea enzimatica sa fie
afectatd, deci nu sunt implicate in centrul activ. Bruch [188] si Chen [189] au gasit
aproximativ 8 resturi de triptofan per subunitate, dintre care 5-6 sunt accesibile, in timp ce 2-3
sunt ingropate in proteina §i probabil implicate in centrul activ sau la mentinerea conformatiei
active. Studiile asupra fluorescentei resturilor de triptofan realizate de Reshetnzak [190] au
confirmat prezenta a 8 resturi per subunitate. O inactivare completd a enzimei s-a observat
dupd fotooxidarea a 4 resturi de histidind, sau la modificarea chimica a acestora cu
dietilpirocarbonat. Ionul de zinc se pare ca protejeaza resturile de histidind, sugerand ca acest
aminoacid este implicat in legarea ionului de Zn** [191].

Informatiile obtinute pana la acea dati nu au permis sa se specifice care dintre resturile
de histidina si cisteind sunt implicate in centrul activ. Probabil cd un numar din cele 12
histidine si 3 cisteine care sunt conservate la om §i porc apar in centrul activ.

Din pacate, pozitia exactd a centrului activ nu a fost stabilitd pentru nici una dintre
enzimele din familia M20. La fel este cazul §i pentru carboxipeptidaza G2, singura enzima
M20 pentru care este disponibila structura cristalina [19].

1.4.2. Structura aminoacilazelor I microbiene

Enzimele de origine bacteriand au prezentat de multe ori o specificitate de substrat
diferita de cele de origine animala, avand de fapt si o structura diferita.. De exemplu enzima
termofila din Bacillus stearothermophilus, descrisd de Sakanyan [136] are o secventa doar vag
asemandtoare cu cea a altor aminoacilaze, dar un numiar de proprietdti tipice acestora:
specificitate largd de substrat, masa moleculard a subunitatii de aproximativ 42 kDa si
dependenta absoluta de prezenta unui ion metalic. Alte proprietati sunt diferite: structura este
tetramericd, iar dupa inactivarea enzimei cu EDTA, activitatea poate fi restabilita cu Co™,
intr-o oarecare masurd cu Mn?*, dar nu cu Zn**. Acest lucru difera de alti membri ai familiei
aminoacilazei, care tofi contin Zn** ca metal esential.

O altd aminoacilaza termostabila, tot din Bacillus stearothermophilus a fost separata,
exprimatd pe E.coli §i caracterizatd de catre Weif §i colab.[137]. Enzima este dimerica §i
conine un ion de Zn** per subunitate, ce poate fi inlocuit cu Co*, Mn** si Cd**. Metalul se
pare cd joacd un rol predominant in menfinerea unei conformatii active catalitic. Observatiile
lui Sakanyan si colab.[136] cum ca numai Co®*, si, in egald masura Mn?*, au fost in stare sa
reconstituie activitatea aminoacilazica dupa dializa fatd de EDTA nu corespund celor gasite
de Weip si colab.[137]. Constantele aparente de disociere ale metalului date de Sakanyan (sub
1 uM pentru Co*™ si 6 pM pentru Mn**) sunt in acelasi domeniu cu cele obtinute de Weif.
Enzima din B. stearothermophilus are un comportament neobignuit in ceea ce priveste
activitatea la substituirea zincului cu Cd**. Observatiile ficute intiresc inca o dati ideea unei
stranse corelatii intre enzima microbiana si cea animala. Astfel, formele continind Mn?** si
Cd* ale aminoacilazei porcine sunt mult mai active decat forma nativa cu Zn®* [178]. Ca
atare, Weif considerd ca metalul aminoacilazelor nu are un rol catalitic. Acest lucru este
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confirmat si de faptul ca enzimele cu Zn** implicat in cataliza au activitati scazute in cazul
inlocuirii zincului cu Cd**. Pe de alta parte s-au observat activitati similare la enzimele la care
s-a substituit ionul metalic cu un altul, in cazul in care acest metal are doar un rol structural. O
altd discrepanta a rezultatelor lui Weif} si Sakanyan se refera la structura cuaternard. Daca
Sakanyan a raportat o structura tatramera, Weif} a gdsit cd atdt enzima nativa céat si cea fard
metal se comporta ca dimeri la gel filtrarea analitica. Este comportamentul si al altor enzime
din familia aminoacilazelor (Tabelul 1.8.). Este posibil, totusi ca, in anumite conditii, enzima
din B. stearothermophilus sa se agrege ca tetramer sau chiar in complecsi mai mari. Prezenta
ionului metalic, asa cum rezulta si din spectrele CD, este esenfiald pentru mentinerea unei
conformatii active. Pierderea ionului metalic duce la o conformatie cu o proportie de a-helix
mult mai mare.

Tabelul 1.8. prezinta citeva exemple de aminoacilaze microbiene, majoritatea fiind
dimere, dar si tetra sau octamere pentru cele produse de Pyrococcus, respectiv Comamonas.
Masa moleculard a monomerului este in jur de 35 N 50 kDa

Tabel 1.8.. Caracterizarea unor aminoacilaze I microbiene

Nr. | Masa molec. Tempe- Bibli-
Mi . 8 Ion pH - Substrat
icroorganism cate- per cateni Metal | optim | F2turd ogra
ne kDa P optima -fie
Pseudomonas sp. 24 N-carbamil-L- | 29,
NS 671 2 45 Mn 75 40 aminoacid 144
Pyrococcus 4 42,06 zn* | 65 | 100 | Nadll- .
furiosus aminoacid
Comamonas Zn** N-acil-L-
testosteroni 8 45 (Co*) 6.8 65 prolind 26
Brevibacterium 2 50 X 75 <50 Ac.afzetarpl- 27
Sp. docinamic
Escherichia 2 42345 | zo® | 7 x Nacil-L-— | g
coli omitina
Variovorax N-acetil-homo
X X X X X ) - 62
paradoxus Serin lactona
Pseudomonas Zn* Ac.N-acetil-
aeruginosa 2 4 (Co™) X X L-glutamic 25
Bacillus 2 N-acil-L-
stearotherophilus 2 42 Zn / >0 Alanina 137
Aspergillus 5 36,6 72+ 8.5 « N-clo.roace'tll 150
oryzae I-aminoacid
Bacillus thermoglu- 24 N-acetil-L-
cozidus DSM 2542 4 43 Zn X I Metionina 138
Alcaligenes 24 N-acetil-L- 146,
denitrificans DA 181 | 2 40 Zn 8 65 | Aminoacid | 147
Streptoverticillium N-acil-L-
hachijoensis X >0-60 X 7,585 >0 Aminoacid 132
Streptoverticillium N-acil-L-
rimofaciens X 50-60 X 8-9 60 Aminoacid 132

X - nespecificat

Din punct de vedere al structurii primare, aminoacilaza microbiana din Pyrococcus,
comparativ cu cele animale, asa dupa cum se observi din Tabelul 1.7, are un numir ceva mai
mic de aminoacizi per monomer, resturile de Cys, Glu, Gln, Ser, Thr si Trp sunt mult mai
putine iar cele de Gly si Ile mai multe la cea microbiana, comparativ cu cea animala.
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1.5. Specificitatea de reactie si de substrat a aminoacilazei I

1.5.1. Specificitatea de reactie

a. Hidroliza N-acetil-aminoacizilor

Marea majoritate a studiilor privind aminoacilaza I s-au realizat urmarind reactia de
hidroliza enantioselectiva a N-acil-aminoacizilor. Si studiul de fata urmareste, de fapt aceeasi
proprietate a enzimei, din acest motiv este studiat mai pe larg.

Dar, asa cum pentru alte enzime, cum ar fi lipazele, s-au testat att reactia directa de
hidroliza cat si cea de sinteza, pe trigliceride dar si pe alte tipuri de substraturi; proteazele au
fost utilizate pentru sinteza unor dipeptide in solventi organici, in ultimii ani s-au realizat o
serie de studii privind capacitatea aminoacilazei I de a cataliza si alte tipuri de reactie, in alte
conditii, nu numai cea care are loc in organismele vii si care este implicata in metabolismul
proteinelor §i aminoacizilor.

b. Hidroliza dipeptidelor

Avind in vedere ci dipeptidele pot fi considerate tot amide substituite, ca si N-acil-
aminoacizii, s-au realizat o serie de teste privind hidroliza dipeptidelor, desi studiile initiale cu
enzimd microbiand sau porcind nu au relevat aceasta capacitate a aminoacilazei I.

Shou-Cheng si colab. [192] au testat dipeptide ale alaninei cu glicind, alanind, butirind
si norvalind (ca aminoacizi N-terminali) in reactia de hidrolizi in prezenfa aminoacilazei I
renale porcine. Viteza de reactie a crescut o datd cu cresterea catenei laterale a aminoacidului
N-terminal.

Kordel si Schneider [193] au gasit ci acilaza porcina este o peptidaza la pH 8,5.
Dependenta de pH si valorile Km au relevat faptul cd numai dipeptidele cu aminoacid N-
terminal neionizat sunt substraturi pentru enzimi. Aminoacizii hidrofobi, deprotonati, sunt
inhibitori competitivi ai enzimei, triptofanul i norleucina fiind cei mai puternici.

c. Sinteza enantioselectiva a N-acil-aminoacizilor

Daca hidroliza N-acil-aminoacizilor are loc in mediu apos, sinteza acestora a fost
testata in solventi organici.

Yokoigawa si colab. [194] au studiat sinteza de N-acetil-L-metionina cu aminoacilaza
(din rinichi de porc) imobilizatd pe celita (Hyflosupet-cel), in mediu de acetat de etil si la
concentratii diferite de tampon fosfat, intre 0 si 5,6%. N-acetil-L-metionina a fost sintetizata
cu randamentul cel mai ridicat (aproximativ 90%), la un continut de apa de 3,2%. Sub aceasta
valoare randamentele au scdzut putin dar, la peste 3,2% apa, randamentul a scdzut drastic.
Conditiile optime de reactie au fost pentru un amestec de reactie compus din 100 mM acetat
de sodiu, 20 mM D,L-metionina, 1000 unita{i aminoacilaza imobilizata pe celita in 1 ml acetat
de etil saturat cu 32 pl tampon fosfat de sodiu 40 mM (pH 7,0), contindnd 0,1 mM CoCl,.
Temperatura a fost de 30°C iar timpul de incubare 24 ore. N-acetil-L-metionina izolatd din
mediul de reactie a avut o puritate opticd de 100%. S-a izolat i D-metionina cu un randament
de 95%, si o puritate opticad de 90% . Sistemul a fost testat si pentru sinteza altor N-acetil-L-
aminoacizi (alanina, leucina, serina, valina), obtinindu-se randamente de 80 N 90% si puritati
optice de 100%. A fost realizata si sinteza a-N-acetil-L-lizinei, dar cu aminoacilaza din A.
oryzae, iar acetatul de etil s-a inlocuit cu dimetilsulfoxid 50%. Randamentul reactiei a fost
mai mic, de numai 30%.

Acilarea aminoacizilor este specifica gruparii a-aminice, fata de cea chimica unde se
acileazd ambele grupari aminice ale lizinei.

Biagini §i colab. [195] au testat, de asemenea, obtinerea de N-acil-L-metionind din
saruri ale acizilor §i L-metionina, in prezenta aminoacilazei I din rinichi de porc. pH-ul optim
a fost de 6,0, sub aceasta valoare enzima se denatureazi iar peste valoarea de pH = 6,0
predomina procesul invers de hidrolizi. Randamentul reactiei a crescut cu cresterea raportului
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molar metioninéd/acetat, atingdnd un maxim la raportul 10 s1 a fost de 18%. Daca s-a trecut de
la sistem apos la sistem bifazic (60% tampon fosfat 0,2 M, pH 6,0 si 40% solvent organic
hidrofob: cloroform, acetat de etil, etanol, dimetilsulfoxid) s-a obtinut un randament de
maxim 20-25%, spre deosebire de Yokoigawa [194] care, dupa cum s-a aratat anterior, a atins
randamente de 90%, la o concentratie de 3,2% tampon fosfat 0,04 M, pH 7,0 in acetat de etil.
Este drept ca cercetatorii japonezi au folosit enzima imobilizata si la o concentratie de 100 de
ori mai mare fata de Biagini. In mediu apos nu au detectat sintezi daca s-au folosit esteri
etilici ai acizilor butiric, propionic, caproic ca donori de acil. Acest lucru sugereaza ca sinteza
implicd mai degraba condensare decat transesterificare. Randamentele de reactie au crescut cu
lungimea catenei hidrofobe a acidului utilizat la acilare, de la 4% pentru acidul formic la 34%
pentru acidul butiric §i a scdzut la 20% pentru acidul caproic. N-a avut loc reactia in cazul
utilizdrii a-cetoacizilor ca donori de acil; de asemenea pentru alfi aminoacizi in afara
metioninei.

Réhm si van Etten [156] au sintetizat N-acetil-L-alanind, viteza de reactie fiind
maximd la pH 8,0 N 8,5, in timp ce la pH 6,0 nu a avut loc reactia, lucru confirmat si de
Giardina.

Galaev s1 Svedas [196] au raportat sinteza de N-acetil-glicina §i N-acetil-L-alanind la
25°Cin tampon fosfat 0,1 M, pH 7,5.

Sakota si colab. [176] au sintetizat N-acetil-L-triptofan din D,L-triptofan prin acetilare
cu acetat in prezenti de aminoacilazi (6x10° Unitati per milimol de triptofan), obtinind un
randament de 45%.

Astfel, se pare ci att specia de aminoacizi cat si pH-ul tamponului pot afecta reactia
de sinteza. In timpul sintezei, centrul activ al enzimei trebuie sa se acomodeze atit la gruparea
carboxil a acetatului cat §i la gruparea aminici a aminoacidului, ori pH-ul mediului
influenfeaza ionizarea acestor grupari. Mai mult, taria ionica se pare ca afecteaza pH-ul optim
al sintezei [156].

Studii amanuntite au fost realizate de colectivul Kosarz, Szajani, Boross, Sisak
(197,198,199,200] privind comportamentul acilazei porcine in amestecuri bifazice tampon N
solvent organic. In tampon apos, enzima se prezintd ca un dimer stabil. La adaugarea de
solvent organic enzima disociazi, iar monomerul este mai putin activ. Dimetilformamida
(DMF) si dioxanul reduc activitatea acilazei, procesul fiind accentuat la concentratii mici de
enzimd [197]. Cresterea concentratiei de solvent, ca si timpul de contact solvent organic-
enzimd, duce la inactivarea acesteia [200]. in prezenta a 5% DMF procesul de inactivare a
avut loc cu vitezd masurabila (t;, = 39 min), in timp ce la un continut de 20% DMF enzima
si-a pierdut practic activitatea in 50 min. (t;» = 13 min). Valoarea K, a enzimei a crescut
aproximativ de 3 ori cu cresterea concentratiei DMF pana la 2,6 M, in timp ce V.. practic a
scazut la zero [199].

In cazul imobilizirii acilazei porcine prin legare covalentd pe Acrylex C 100,
stabilitatea la inactivare in solventi organici a crescut, comparativ cu enzima nativa. Daca in
prezenfa enzimei native, in mediu de dioxan sau DMF nu a avut loc sinteza de acetil-L-
metionina din acetat si L-metionin4, in schimb, cu enzima imobilizati, s-au obtinut conversii
de 55% (in DMF) si 25% (in dioxan), la concentratii de apa de 1%, aceste conversii scizand
péna la zero la un continut in apa de peste 4%. Procesul a depins §i de temperatura, conversia
crescind la 60% la 50°C pentru DMF si mai putin influentatd in dioxan [198].

Manjon si colab [201] au studiat comportamentul acilazei porcine si microbiene (A.
oryzae) in prezenta solventilor organici. Activitatea enzimei in procesul de hidroliza scade cu
cresterea hidrofobicitatii solventului §i cu cresterea concentratiei acestuia. Enzima microbiana
se pare ca este mai stabild in prezenta solventilor organici decit cea porcina.

d. Transesterificarea si transacilarea stereoselectivi

Cercetatori de la Institutul de Chimie Organici Generala din Madrid
[202,203,204,205] au testat aminoacilaza din A. oryzae pentru catalizarea altor reactii, nu
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numai a celei de hidroliza a N-acetil-aminoacizilor, respectiv de sinteza a lor. A rezultat ca
acilaza accepta vinilacetatul ca substrat si poate fi folosita pentru acetilarea stereoselectiva si
ireversibild a unor alcooli si amine in diferifi solventi organici (acetat de vinil, cloroform,
acetonitril, tetrahidrofuran, hexan, toluen, clorura de metilen). Printre alcoolii esterificati au
fost 1,3-propandiolul (n = 75% pentru compusul monoacetilat, in cloroform), butan-1,3,4-
triolul, pentan-1,3,5-triolul. Acilaza a prezentat o selectivitate ridicata pentru gruparea hidroxi
primara si mai putin pentru cea secundara. Daca s-a utilizat vinilacetat ca solvent, reacfia nu a
putut fi oprita la stadiul de monoacilare, mai ales daca s-a utilizat §i enzima in cantitate mare.
Acilaza a fost relativ stabila in acetonitril, solvent inalt polar i hidrofilic, lucru rar la enzime.
in acest caz enzima nu a mai prezentat selectivitate pentru alcoolul primar.

Monozaharide nesaturate au fost si ele acetilate in prezenta acilazei, dar fara
selectivitate pentru o anumitd grupare hidroxil. De asemenea, derivati de 3-
hidroximetilpiperidina (intermediar in sinteza de inhibitori de trombina) au fost acetilati, ca si
N-benzoil-aminoalcooli (in toluen).

Alcooli secundari (derivati ciclohexil si fenil) au fost transesterificati stereoselectiv, in
special in toluen cu vinilacetat sau butirat.

Bakker si colab. [206,207] au studiat reactia de transesterificare a unor fenilalcooli
secundari (la C;) cu acetat de vinil, obtindnd o stereoselectivitate absoluta a acilazei pentru
izomerul (R), fard sa observe inhibifie din partea izomerului (S). De asemenea, au studiat
efectul donorului acil asupra vitezei de reactie §i stereoselectivitatii. Vinilbutiratul (fapt
confirmat si de Herradon [204]) a prezentat o vitezd de reactie dubld, comparativ cu
vinilacetatul, dar cresterea catenei radicalului acil a dus la sciderea vitezei de reactie. Vinil
acrilatul i crotonatul au reactionat mai slab ca acetatul, fapt atribuit impiedicarii sterice
datorit inflexibilitatii esterului a,B-alchenic. Inlocuirea restului vinil cu izopropenil sau metil
a dus la scdderea drasticd a vitezei de reactie.

Daca gruparea hidroxil a fost mutata la C; fatd de fenil, sau daci fenilul a fost inlocuit
cu naftil, enzima a devenit mult mai putin activa [206].

Comparand aminoacilaze de origini diferite, cea din A. melleus s-a dovedit mai activa
in procesul de transesterificare fatdi de cea din A. oryzae. Ambele enzime au prezentat
activitate optimd fata de vinilbutirat, dar cea din A. melleus a fost de doua ori mai activa,
indiferent de gruparea acil testata [207].

e. Acilarea stereoselectivi a arilalchilaminelor primare

M. Youshko si colab. [208] au acilat diverse arilalchilamine primare cu esteri in mediu
de solventi organici (acetonitril, hexan, dimetoxietan, i-propilmetileter, t-butilmetileter) in
prezenta aminoacilazei din A. melleus, obfindnd o enantioselectivitate redusd pana la
moderatd. Pentru acest sistem de reactanfi, viteza initiald de reactie a crescut cu
hidrofobicitatea solventului. In ceea ce priveste donorul acil, raportul cat/necat a crescut cu
descresterea activitatii donorului. Compusii care au avut doar o grupare aminica in structura
au fost acilati cu enantioselectivitate moderata. La introducerea unei grupiri hidroxil primare,
aminoacilarea a fost absolutd (nu s-a esterificat §i gruparea alcoolica) dar enantioselectivitatea
a fost foarte scazuta.

Toate aceste testdri de utilizare a enantioselectivitifii aminoacilazei au ca scop
obtinerea unor intermediari chirali care s fie folositi apoi in sinteza unor compusi cu utilizare
terapeutica.

f. Hidroliza esterilor

Determinarea fluorimetrica a hidrolazelor este general acceptatd ca metoda de analizi
datoritd vitezei si sensibilitafii. Wolfbeis si Koller [209] au testat o serie de esteri (acetil,
butiril, capriloil si oleil) ai acidului 1-hidroxipiren-3,6,8-trisulfonic (sare trisodicd), care se
cunoaste cd este un compus fluorescent excelent. Acilaza I renala porcind a prezentat
activitate de hidroliza fata de tofi cei patru esteri, maximul inregistrandu-se pentru esterul
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acetil. Ca atare au propus acest ester pentru determinarea activitatil actlazel, in special pentru
urmarirea fazelor de purificare.

1.5.2. Specificitatea de substrat pentru reactia de hidroliza
a N-acetil-aminoacizilor

Aminoacilaza I catalizeaza hidroliza unui numar mare de N-acil-L-aminoacizi, atat
naturali cit i sintetici. Pot diferi atat radicalul aminoacidului cat si tipul de substituent N-acil.

Studiile realizate de-a lungul timpului au relevat faptul ca specificitatea de substrat
diferd foarte mult de la o aminoacilazd la alta, iar clasele de aminoacilaze au fost deja
prezentate intr-un capitol separat. In acest capitol referirea se face numai la aminoacilaza L
Dar si in acest caz, surse diferite de enzimd, microorganisme sau animale, cdt §i fesuturi
animale diferite, produc izoenzime cu activitate aminoacilazicd I, dar cu specificitate de
substrat ce poate fi foarte diferitd. Dupa cum s-a ardtat anterior, §i structura acestor enzime
este uneori foarte diferita.

Studiile de inceput, realizate cu aminoacilaza I din rinichi de porc de cétre Birnbaum si
colab. [210], au relevat o serie de generalitati privind susceptibilitatea N-acil-aminoacizilor de
a fi hidrolizati in prezenta aminoacilazei I:

a. Viteza de hidroliza variaza cu natura aminoacidului.

b. Pentru acelasi tip de aminoacid, vitezele de hidroliza cele mai mari sunt obtinute pentru N-
cloroacetil-aminoacizi.

c. Pentru aminoacizii cu catena liniara, viteza de hidroliza creste de la glicina la valind, si
apoi descreste o data cu lungirea catenei. [211]

d. Aminoacizii ramificati sunt hidrolizati mai incet decit cei cu catend liniara.

N-acil-D-aminoacizii sunt rezistenti la hidroliza.

f. Vitezele de hidrolizi ale allostereoizomerilor treoninei si izoleucinei sunt diferite.

in Tabelul 1.9 sunt prezentate cateva din rezultatele obtinute pe parcursul testelor
realizate cu aminoacilaze I din diferite surse, avind ca substraturi aminoacizi naturali, sub
forma N-acetilata sau cloroacetilata.

Enzima renald porcind prezintd o afinitate mai mare pentru N-acil-o-aminoacizii
neutrii, alifatici ca N-acil-alanina, acidul 2-aminobutanoic, valina, leucina, norleucina, acidul
2-aminoheptanoic si metionina [210,214].

Acilaza intestinald porcind prezintd activitate fatd de metionina, mult mai scazuta fata
de Ala §i Val si, surprinzitor, fata de Cys. La nivel renal exista acilaza specializata pentru
acest aminoacid. Acilazele (atét renale cat si intestinale porcine) nu prezinta activitate fatd de
Arg, Lys, His N aminoacizi bazici N i fatd de Asp N aminoacid acid N deci fatd de aminoacizii
mai hidrofili. Acilaza I intestinala are faa de Ala, Val, Asn si Gln activitate mult mai scazuta
decét cea renala. Deosebire si mai mare este pentru Glu, acilaza intestinald neprezentand
activitate, spre deosebire de cea renald. Se poate afirma ci acilaza intestinald are o
specificitate de substrat mult mai ingusta decat cea renald [44,213].

Acilaza | renald umana, comparativ cu cea porcind, are activitate relativa mai mare
pentru tofi aminoacizii testati [168].

N-acetil-L-histidina este hidrolizata in vitro de extracte de tesut renal de soarece, iar la
soarecii cérora li s-a administrat N-acetil-L-histidina, atat acilaminoacidul cit si histidina se
acumuleaza in rinichi [19].

Intr-o serie de N-cloroacetilaminoacizi, N-cloroacetil-D,L-valina prezintd viteza cea
mai ridicata de hidroliza, iar pe masura ce se mareste catena lateral3, viteza scade. [215]

Pentru acilaza renala, se pare cd prezenta gruparii a-carboxilice este esentiald pentru
activitatea enzimei. Fu si Bimbaum [216] au testat N-cloroacetil-izopropilamina, N-
cloroacetil-D,L-alanilamida si esterul etilic al acesteia, §i pentru nici unul din aceste
substraturi acilaza I nu a prezentat activitate. in schimb, introducerea unei grupari a-metil la

o
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acidul a-aminoizobutiric, n-butiric, izovalerianic duce la substraturi susceptibile la hidroliza
in prezenta acestel acilaze.

Tabel 1.9. Specificitatea de substrat a aminoacilazelor I din diferite surse

L- N- Sursi animald* Sursi microbiani*

Ty | derivat | g b c d e f g h i
Met acetil 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Ala acetil 13,2 | 24,8 70,7 26,9 7,0 260,0 7,0 36,0 118,2
Val acetil 6,8 12,9 70,7 19,3 42,0 316,0 X 77,0 230

NorVal acetil 40,5 83,1 X X X X X X X
Leu acetil 22,3 42,3 71,9 X 76,0 33,0 24,9 9,0 71,9

NorLeu acetil 59,5 73,7 122,0 X X X X 6,0 X
Ile acetil 1,5 3,9 X X X X X X X

Allolle acetil 1,0 X X X b¢ X X X X
Phe acetil X X 7,5 X 197 113 X X 143,2
Trp acetil X X ND ND 80,0 36,6 X X 92,4
Gly acetil X X 45,1 X 2,0 X X 492
Lys acetil X X ND ND X X 21,7 X X
Cys acetil X X 54,8 92,5 X X 5,9 15 X
Arg acetil 1,7 4,3 ND ND 85 0,13 5,4 X X
Asp acetil X 0,01 X ND X 33 X X 3,78
Asn acetil X X 51,2 26,9 X 10,0 X 33,0 X
Glu acetil 12,7 14,1 73,2 ND 19,0 0,33 X 13,0 3,78
Gln acetil X X 63,4 32,2 X X 15,3 X X
Tyr acetil X X X X b 120 X X X
His acetil 0,6 2,9 13,4 ND 41,0 0,26 X X X
Ser acetil X X X X X X 47 15,0 26,5
Thr acetil X X 33,6 X X X X X X
Pro acetil X X X ND X X X X ND

Omitina acetil X 0,06 X X X X 64,7 X X
Met Cl-acetil X X X X X X X X
Ser Cl-acetil | 47,9 X X X X X X X X
Val Cl-acetil X X X X X 333,0 X 155,0 X
Gly Cl-acetil X X X X X X 7,6 233,0 X
Leu Cl-acetil X X X X X X X 287,0 X
Tyr Cl-acetil X X X X X X X 75,0 X
Phe Cl-acetil X X p'e b'e X b'e X 15,0 X
Trp Cl-acetil b e X X X X X X 5,0 X
Met formil X X X X 4,0 X 105,9 155 X

* Toate activitatile au fost recalculate ca activitate relativa, luand drept etalon (activitate 100)
N-acetil-L-metionina

X - nu sunt prezentate datele

ND - activitate nedetectabila in conditiile specificate de reactie

a. acilaza renala porcind, concentratie substrat 16 mM, pH 7,0, temperatura 38°C [212]

b. acilazd renala porcind, concentratie substrat 17 mM, pH 7,0, temperatura 37°C [213]

c. acilaza renald umani, concentratie substrat 20 mM, pH 7,0, temperatura neprecizata [168]

d. acilaza intestinala porcina, concentratie substrat 0,4 mM, pH 8,0, temperatura 37°C [44]
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acilaza Streptovericillium rimofaciens, date neprecizate [132]

acilaza Alcaligenes denitrificans, date neprecizate [147]

acilaza E. coli, concentratie substrat 50mM, pH7,5, temperatura 25°C [28]

acilaza Pyrococcus furiosus, concentratie substrat 30mM, pH 6,5, temperatura 100°C
[142]

acilaza A. oryzae, concentratie substrat 33 mM, pH 7,5, temperatura 37°C [226]

oTOR mh O

—

Pentru acelasi aminoacid, cresterea catenei celui de-al doilea substituent alchil la
azotul a-aminic (celdlalt substituent fiind acetil) duce la scaderea activitétii acilazet [145].

Fukuda §i colab. [24,125] au separat o acilazid I din Pseudomonas diminuta cu
specificitate pentru Glu si substituenti N-acil cu catena lunga. Enzima a fost activd pentru
resturi acil Cy; N C;3, maximul inregistrandu-se pentru acidul pentadecanoil-L-glutamic. Fata
de alti aminoacizi (Ile, Trp, Thr, Ala) aceastd enzimd nu a prezentat activitate in cazul
substituirii cu acil Cg, Cyg, Cy,. Activitate mult mai scizuta a manifestat fata de lauroil-L-Asp
si lauroil-glicina.

Pentru acelasi aminoacid (Phe), Kang si colab. [217] au testat influenta lungimii
microbiana) este formil > cloroacetil > propionil > butiril > pentanoil > hexanoil, deci scade
cu cresterea numdirului de atomi de carbon. Pentru acilaza renala porcind testatd
susceptibilitatea a fost foarte diferitd, comparativ cu cea microbiani, si anume butiril >
cloroacetil > propanoil > pentanoil > acetil > hexanoil. Rezultate aseméanétoare au obtinut $i
Biagini si colab. [195].

Electronegativitatea gruparii acil are un efect predominant asupra reactiei de dezacilare
catalizata de aminoacilazi; vitezele de hidroliza ale N-haloacetil-D,L-aminoacizilor descresc
in ordinea: trifluoracetil > fluoracetil > cloracetil > acetil, iar N-tricloracetil-D,L-alanina nu a
fost hidrolizata. [214]

In plus, i unele dipeptide, ca glicil-L-alanina, glicil-L-norvalina, L-alanil-L-norvalina
si L-norvalil-L-norvalina sunt hidrolizate [218].

N-[3-(2-furil)acriloil]-, N-(tienil-acriloil)- §i N-(cinamoil)-aminoacizii sunt substraturi
folosite pentru studiul aminoacilazei I deoarece hidroliza lor elibereazi produsi care absorb
intens la 310 - 340 nm, astfel ca permit o metoda facila de determinare a activitatii acilazei I
[219].

Acilaze din eritrocite umane si bovine hidrolizeaza N-(metoxicarbonil)-L-alanina, N-
(etoxicarbonil)-alanina si carbamatii corespunzatori ai valinei, dar nu §i pe cei ai lizinei [220].
A fost determinat §i pH-ul optim (7,5) si valoarea K, (8,2 mM) pentru acilaza renald porcina,
pentru substratul N-(metoxicarbonil)-L-alanina.

La nivel renal (soarece), pe langa acilaza I, exista si o acilaza cu specificitate pentru
aminoacizii ciclici (Trp, Tyr, Phe, Hys) [221].

Tot din rinichi de soarece Uttamsingh si colab [222] au separat o acilaza I cu activitate
fata de N-acetil-L-metionin3, dar si fafd de N-acetil-L-cisteini. De asemenea S-alchil-N-acetil-
L-cisteine cu substituenti S-alchil scurti (Co N Cs) si neramificati s-au dovedit a fi substraturi
bune pentru aceasta acilaza. Catene alchil mai lungi (> C3) si ramificate, in schimb, au ficut
substraturile nehidrolizabile in prezenta acilazei. Analogul cu seleniu al N-acetil-metioninei a
fost, de asemenea substrat pentru acilazi, dar nu si analogi cu C sau O ai S-metil-N-acetil-
cisteinelor.

Cormier si Strehler [223], pentru a obfine izomerul L al hidroxilizinei, hidrolizeaza
racemicul de a-cloroacetamino-g-carbobenzoxiamino-8-caprolactama cu acilaza I porcina,
obtinand un randament de 90%, demonstrind astfel ci enzima este activa si fata de lactone.

Acilaza serica umana s-a dovedit a fi activd si fata de acidul N-cloroacetil-y-L-
glutamil-p-aminobenzoic, substrat utilizat de Szewczuk si Wellman-Bednawska [224] pentru

35

BUPT



determinarea activitatii enzimei in cazul unor bolnavi de hepatita virald, caz in care activitatea
enzimei creste, chiar inaintea transaminazelor, fiind un bun indicator al afectiunilor hepatice.

Telegdi si colab [225] au studiat efectul unor substituenti la catena laterald a N-acil-
aminoacizilor asupra activitaii acilazei renale porcine. Inlocuirea unei grupari metil la capatul
lantului lateral cu o grupare carboxil sau amino cauzeazd o crestere a valorit Kn, (scade
afinitatea acilazei pentru aceste substraturi, ca §i activitatea cataliticd). Esterificarea sau
amidificarea gruparilor carboxil introduse duce la cresterea afinitétit pentru aceste substraturi.
Descresterea capacititii de legare se datoreaza, probabil, impiedicérii sterice a gruparii
ionizate hidratate, sau unei legiri neadecvate in complexul E-S, care duce la modificarea
conformatiei enzimei.

Aminoacizii nenaturali optic activi sunt extrem de folositori ca precursori pentru
diferite medicamente, chimicale utilizate in agriculturd, ca ingredienti alimentari. Yamanaka
si colaboratorii [154] au testat aminoacizi ce contin atomi de siliciu §i anume au preparat 3-
trimetilsililalanina (TMS-Ala) optic activa utilizand acilaza I. Acest compus poate fi util ca
aminoacid hidrofob, mai ales ca un analog al leucinei, datorita similaritétii dintre structurile
lor. Luand ca referinia N-acetil-D,L-metionina (activitate relativd 100), au gasit o activitate
relativa de 3,0 (cu acilaza renala porcind), respectiv de 1,4 (cu acilaza din A. melleus) pentru
N-acetil-D,L-TMS-Ala, de 16 ori (respectiv de 26 ori) mai micd comparativ cu N-acetil-D,L-
leucina si de 1,96 ori (respectiv 1,36 ori) mai micd, comparativ cu N-acetil-D,L-(4-
metilleucina). Conditiile optime de reactie au fost 40°C, pH 7.5; Co** 0,5 mM, concentratie
substrat 200 mM.

Fenilglicina, p-hidroxifenilglicina si 3,5-dihidroxifenilglicina sunt intermediari in
obtinerea unor antibiotice, dar activ este doar unul dintre izomerii optici. N-acetil-L-
fenilglicina este hidrolizatd de aminoacilazi 1 din A. oryzae [226], iar pentru 3,5-
dihidroxifenilglicina a fost testati, cu succes, hidroliza stereoselectiva a N-cloroacetil-
derivatului, obtindnd un randament de separare bun si o puritate opticd de peste 99% [227].
Acest compus (izomerul S fiind de 10 ori mai activ) este si un agonist inalt selectiv pentru
receptorii glutamatului (fosfoinozitolici).

Derivati de acid 4-fluoroglutamic au un potential de utilizare ridicat ca substraturi sau
inhibitori enzimatici, agonisti sau antagonisti ai receptorilor pentru glutamat. in special acidul
L-erythro-4-fluoroglutamic a fost utilizat pentru modificarea agentului antitumoral
methotrexate, obtinindu-se un compus mai putin toxic. [zomerul L- a fost separat din racemic
de catre Kokuryo si colab. [228] prin hidroliza stereoselectiva a racemicului de cloroacetil
derivat. Protejarea grupirii y-carboxil prin metil-esterificare a fost esentiald pentru activitatea
acilazei porcine utilizate (fapt ce confirma rezultatele obtinute de Telegdi [225]). pH-ul optim
a fost de 6,6. Utilizarea unor esteri etilici sau propilici a dus la sciderea masiva a activitatii
enzimei.

Chenault si colab. [157] au testat hidroliza in cataliza acilazei I a peste 40 de compusi
(aminoacizi nenaturali), la care au variat atat structura aminoacidici cét si substituentul acil,
obtinind rezultate bune pentru majoritatea .

Existd un interes considerabil pentru bioincorporarea analogilor de metionina in
proteine, La utilizarea selenometioninei (SeMet) se usureazi studiul structurii proteinei, sau
elucidarea mecanismului biosintezei proteice. Budisa si colab.[46] au incercat inserarea in
structurile proteice a telurometionineli, fapt ce ofera posibilitatea analizei cu raze X a structurii
proteinei. Deoarece acetil-D,L-telurometionina este mai stabila decit L-telurometionina, in
mediul de culturd al bacteriilor a fost adaugat acest amestec racemic. Bacteria a hidrolizat
stereospecific doar izomerul L datoritd prezentei aminoacilazei, iar L-telurometionina a fost
apoi incorporata in proteina a cérei gena a fost transferati pe respectivul microorganism.

Hidroliza mercapturatilor (proces important la nivel renal) a fost prezentata separat, la
capitolul 1.2.4 ce trateazi rolul acilazelor in organismele vii.
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1.6. Influenta factorilor asupra activitiatii aminoacilazei I,
cinetica si mecanismul de reactie

1.6.1. Influenta pH-ului asupra activitatii aminoacilazei I

Avind in vedere cd enzimele au o structurd proteicd iar unii dintre aminoacizii
componenti prezintd pe catena laterald grupari functionale ce pot ioniza funcfie de pH-ul
mediului, este de inteles de ce concentratia protonilor influenteaza activitatea enzimatica. In
primul rand, ionizarea resturilor de aminoacizi influenfeazd conformatia enzimei, deci i a
centrului activ, ca §i ionizarea grupdrilor componente ale acestuia. Dacd substratul este
ionizabil, numai o anumiti forma a acestuia se va lega in pozifjia optima la centrul activ,
expunind corect legaturile ce vor fi atacate. In general, enzimele prezinta o curba a
dependentei activitatii de pH in forma de clopot, §i pentru majoritatea enzimelor pH-urile
extreme duc la inactivarea totala a enzimei.

Pentru aminoacilaza I, chiar provenind din surse diferite, pH-ul optim este in
domeniul neutru (6,5 N 7,5), sugerand c&, desi au structuri relativ diferite, ionizarea enzimei,
ca i mecanismul de reactie sunt asemanitoare. Citeva exemple sunt prezentate in Tabelul
1.10.

Tabel 1.10. pH-ul si temperatura optima pentru aminoacilaze I din diferite surse

Nr. Sursa de H ot Temperatura Sursa
Crt enzima ptioptim optima bibliografica

1 | Pyrococcus furiosus 6,5 100 142

2 | Escherichia coli 7 X 28

3 | Streptomyces sp. 8,3-8,5 50 132

4 |Alcaligenes 75N 8,0 65 147

denitrifians

5 | Aspergillus oryzae 7,5 55 232

6 | Aspergillus oryzae 7,5 60 233

7 | Rinichi de porc 7,5 X 196

Huang si Zhou [229] au studiat modificarile conformationale gi activitatea
aminoacilazei la pH-uri alcaline. Comparand inactivarea cu modificarile de conformatie, a
rezultat cd, la pH-uri sub 12, sunt necesare valori alcaline de pH mult mai mici pentru a
inactiva enzima decét pentru a-i modifica conformatia. La pH-uri peste 12, desi enzima a fost
inactivatd si aparent complet denaturata (unfolded), totusi s-a mai pastrat ceva din structura
secundara ordonatd. La pH 12, prin addugare de KCI, starea relativ destinsd a enzimei
denaturate se modifica intr-o stare conformationald compacta prin colapsare hidrofoba, dar nu
se formeazi structuri secundare noi. Scazand pH-ul de la 12 la aproximativ neutru, enzima
destinsd sufera o tranzifie conformationald similari. Cei doi cercetitori au presupus ci
intermediarul hidrofob colapsat ar putea fi starea conformationald intermediara intre starea
nativa si cea destinsa, denaturata.

Fraenkel-Conrat §i Harris [192] au studiat influenfa tipului de substrat asupra
stabilitétii acilazei porcine la pH acid (4,7), in timp. Pentru cloroacilaminoacizi, enzima este
mai rezistentd (pierde 50% din activitate dupd 90 minute la pH 4,7) decit in cazul
aminoacilaminoacizilor (pierde 50% din activitate dupa 60 minute).

Pentru a stabili domeniul de pH in care si poata fi efectuate studiile cinetice, fara
riscul inactivarii sau denaturarii, Henseling si R6hm [119] au studiat stabilitatea si continutul
in Zn** al aminoacilazei I renale porcine la pH-uri extreme. Sub pH 5,5 enzima devine
crescator instabild. La pH 5,0 a fost suficientd o incubare de 20 minute pentru a-i reduce
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activitatea cu mai mult de doua treimi (fata de activitatea masurata la pH 7,0). Acest efect de
inactivare nu a putut fi inlaturat prin reajustarea pH-ului la neutru, nici prin adaugarea de
Zn**. In urma dializei fata de tampoane Mes/NaOH de pH-uri 5,0; 5,5 si 6,0 a rezultat ca la
pH 6 51 5,5 inactivarea in timp a fost inceata, iar pierderea ionului metalic a urmat inactivarea.
La pH 5,0 inactivarea a fost mult mai rapida decét pierderea zincului. La pH-uri inalte,
proprietatile enzimei variaza considerabil cu sistemul de tampon utilizat. Tampoane <bune* ca
Bicine, favorizeaza enzima, care are stabilitate buna si turnover mare pana la pH 9,5. De
asemenea, la dializa fatd de tampoane la pH 8,5; 9,0 st 9,5 nu s-a observat o pierdere
semnificativi de Zn®** dupi 40 de ore, in timp ce activititile specifice au scazut cu mai putin
de 30%.

Parametrii cinetici sunt si ei influentati de pH. In intervalul de pH 6 N 9, valoarea K,
a crescut mai putin de doua ori pentru acetil-L-alanina si acetil-L-metionina, dar a fost de 7
ori mai mare pentru acetil-L-fenilalanini. In cazul acidului acetil-L-glutamic, valoarea K, a
crescut excesiv, aga incat nu s-au putut obtine valori la pH-uri peste 8,0. Forma curbei de
dependenta K,/pH sugereazi in toate cazurile o singura ionizare cu un pK, de aproximativ
8,3. Dependenta k.,/pH a fost similara pentru toate substraturile cercetate. in domeniul de pH
6,2 N 9, variatia valorilor ke, nu a depasit 30%. Pentru acetil-L-alanina a fost observatad o
descrestere ugoara la pH peste 7,0, in timp ce valorile pentru acetil-L-fenilalanina au crescut
usor in acest domeniu.

1.6.2. Efectul anionilor asupra activitatii aminoacilazei I

in anii dinainte de 1985, toate studiile cinetice privind aminoacilaza au fost realizate in
tampon fosfat. Henseling si R6hm [119] au observat ci existd o diferenta considerabila a
activitafii acilazei §i a comportamentului cinetic cind tamponul fosfat a fost inlocuit cu
difenite sisteme tampon organice. Pe langa tampon fosfat, cei doi au studiat aminoacilaza in
tampoane ca: 3,3’-dimetilglutarat/NaOH; Mes; Mops si Bicine. In tampon fosfat cu pH < 7,5
s-a observat o crestere puternica a valorii Ky, in timp ce la pH > 7,5 vitezele maxime au
descrescut considerabil in fosfat/borat. In Bicine s-au observat valori aproape constante pana
la pH 9. De asemenea nu s-au observat diferente semnificative intre activitdfile masurate in
Mes, Mops si Bicine la nici unul din pH-urile testate. Anioni altii decét fosfat au avut efecte
similare. Addugarea de anioni ca fosfat, clorurd, azotat la tampoanele organice (“bune') a dus
la obfinerea unor profile tip U a dependentei K, de pH. Comparativ cu valorile in absenta
anionilor, valorile Ky, au fost mai inalte la pH scazut, dar mai mici la pH 7,5 N 8.

De fapt, fosfatul stabilizeaza remarcabil enzima. Totusi, din rezultatele obtinute de cei
doi cercetdtori, s-a tras concluzia ci fosfatul moduleaza legarea substratului §i afecteaza
turnoverul acestuia la pHNuri mai mari de 7,5. Se pare cé datele publicate anterior [156,196],
ce au prezentat o dependenta activitate-pH in forma de clopot, cu maximul intre 7 si 8
reflectd, in special, acest efect al fosfatului. Galaev si Svedas [196], care au studiat hidroliza
acetil-D,L-metioninei in tampoane fosfat/borat, au raportat curbe tip clopot pentru dependenta
V N pH, cu K, independent de pH intre 6 si 9,5, date care sunt opuse celor prezentate de
Henseling si R6hm [119]. Tampoanele ,,bune” nu interferd cu procesele biologice si prezinta
o abilitate de chelare redusa. In aceste tampoane enzima a fost suficient de stabila la pH-uri
intre 5,5 51 9.

1.6.3. Efectul temperaturii asupra activititii aminoacilazei I

Ca pentru orice reacfie chimici, cresterea temperaturii duce la cresterea vitezei de
reactie si in cazul celor catalizate enzimatic. Doar c3, enzimele fiind proteine, peste o0 anumita
valoare a temperaturii incepe denaturarea proteinei §i totodata pierderea activitatii acesteia.

Pentru o perioada limitata de timp, aminoacilaza I, fie ca este microbiana fie ca este
animala, prezinta un maxim de activitate in intervalul 55 N 65°C (Tabelul 1.10). Exceptie face
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enzima produsd de Pyrococcus furiosus, un microorganism hipertermostabil, si care nu
prezintd activitate la temperaturi sub 40°C, activitatea maxima inregistrandu-se la 100°C. Si
acilaza produsa de Bacillus stearotherophilus este termostabila, dar in mai micd masura.
Aceasta are o temperatura optima de cataliza la 70°C, dar timpul necesar pentru pierderea a
50% din activitate este mai mic de 1 minut la 80°C [137].

Stabilitatea la temperaturd este, de asemenea diferitd, functie de organismul
producator Acilaza din P. furiosus [142] are t;; = 25 mmute la 100°C. Cea din Streptomyces
[132] isi pastreaza activitatea integrala dupa o ora la 50°C, dar o pierde aproape complet dupa
o ord la 60°C. Cea din Alcaligenes denitrificans este mai stabild, dupa o ora la 60°C mai
pastreaza 80% din activitate. Aminoacilaza I din A. oryzae are o activitate remanentd de
doar 62,5% dupa 10 minute la 60°C si de 12,5% dupa 10 minute la 70°C [165].

Enzima de origine animala este si mai putin stabild la temperatura. Acilaza extrasa din
rinichi de porc pierde 35 - 40% din activitate dupa 10 minute la 35°C si devine complet
inactivi dupd 10 minute la 55°C. Se pare ci la incalzire enzima dimerici disociaza in
subunitéfi, mai pufin stabile si active [230].

Chenault si colab. [157] realizeaza si un studiu comparativ pentru aminoacilazele din
rinichi de porc si Aspergillus oryzae. La 25°C, in tampon fosfat 0,1 M si pH 7,5 enzima renala
isi pierde liniar activitatea, aJungand la zero dupa aproximativ 110 ore. Cea fungicéd pierde
10% din activitate dupa 40 de ore si isi men;me aceastd activitate si dupa 160 de ore la 25°C.

Tot enzima din A. oryzae, in solufie §i in prezentd de 10% borax si 0,5 mM ZnSOs, isi
pastreaza activitatea intactd dupa 3 luni la 25°C [231], demonstrdnd, incd o datd, rolul
stabilizator al boraxului.

Ca atare, pentru utilizarea industriald a acilazei I, se recomanda cea de origine
microbiana.

1.6.4. Influenta ionilor metalici asupra activitatii aminoacilazei I

Aminoacilazele I sunt Zn N enzime, dar necesitd prezenta unui cation divalent (tipic
Zn**, dar §i Co®*, Mn**, Mg sunt efectori in unele cazuri) pentru a atinge o activitate
maxima [138,146,150], dar nu intotdeauna [44]. Totusi, in toate cazurile, incubarea in
prezentd de EDTA duce la pierderea completa a activitatii, dar aceasta poate fi restabilita prin
addugarea de Zn®*. Asa cum s-a prezentat in Cap. 1.4, situsul zincului in aceste enzime nu
este cunoscut exact. Atdt enzimele reconstituite din P. furiosus [142] cét si din A. oryzae
[146] contin trei ioni de zinc per subunitate (fata de unul la enzima porcina [44]), sugerdnd ca
acest grup de enzime reprezinta o noui clasa de Zn N proteine, care este distincta de membrii
familiei metalohldrolazelor ce contin 2 atomi metalici per subunitate [109].

Ionul Zn** poate fi indepirtat din structura enzimei prin dializa fati de agentii chelanti
cum ar fi EDTA, 1,10-fenantrolina [167], cu pierderea concomitentd a activittii enzimatice.
Restaurarea activitatii este posibila prin adaugarea de Zn®*, dar si de Co®* [191,234]. in urma
studiilor de modificare chimica cu dietilpirocarbonat si fotooxidare s-a presupus ca resturi de
histidind sunt liganzi pentru chelarea ionilor metalici [191]. Alfi agenti complexanti ca
dietilditiocarbamatul si nitrilotriacetatul sunt mult mai putin eficienti in acest caz [230]. S-a
presupus ca acesti complexanti, la concentratiile folosite (1 mM), nu inactiveazi enzima prin
interactiune directd cu ionul metalic ci prin captarea rapida a Zn** disociat de enzima,
prevenind astfel reactia inversa.

Studiile realizate pe acilaza renala porcina [230] au demonstrat ci indepartarea Zn®*
nu altereaza proprietafile imunologice ale enzimei. Testul Ouchterlony de imunodifuzie nu a
prezentat diferente semnificative intre Zn**-enzimi si apoenzima. Diferente semnificative au
aparut in ceea ce priveste stabilitatea la temperaturd, pH si reactivitatea gruparilor SH.
Apoenzima are stabllltate la pH mai mica, mai ales pe intervalul 7 N 8, comparativ cu
holoenzima. Peste 45°C apoenzima este mai pufin sensibila la denaturare, fafa de holoenzima
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activa. Reactivitatea gruparilor SH cu reactiv Ellman este afectatd considerabil de prezenta
1onului metalic, apoenzima fiind de aproxxmatlv doua ori mal reactiva decéat holoenzima.

Reactivitatea enzimei cu Co®* (ion ce a inlocuit Zn’*) a dus la o holoenzima mai putin
stabila decat cea cu Zn®* si a fost necesara prezenta unei concentratii de ion metalic liber mai
mare decit cea stoichiometricd necesara pentru inlocuire §i1 pentru a atinge o activitate
maxima [230]. Enzima cu Co** a prezentat si o specificitate de substrat ma1 redusa,
comparativ cu cea cu Zn>* [183]. Dializa Co**-acilazei fata de tampon fara Co®* a dus la o
pierdere de 85% din activitatea inifiald dupa o ora, fatad de Zn**-acilaza, care a fost stabila in
aceste conditii. Tot Kumpe si colab. [230] au demonstrat cd aminoacizii fenilalanina si
histidina nu numai ca protejeaza Co**-enzima la inactivarea cu agenti chelanti, dar produc o
activare de trei ori.

Parametrii cinetici (Vmax $1 Kn) pentru Co®* - enzimi sunt similari cu cei ai Zn?*-
enzimei native [107], dar cinetica, atdt pentru inactivarea cu 1,10-fenantrolind cét si
reconstituirea apoenzimei cu cei doi ioni diferd considerabil. Cinetica reactiei substratului
(cloroacetil-L-alanina) la diferite concentratii ale acestuia si ale inhibitorului au sugerat un
mecanism complex de inactivare [182], cu o competitie a substratului §i inhibitorului (1,10-
fenantrolind) pentru centrul activ. Cinetica de inactivare este monofazica, aritind ca formarea
initiald a complexului Zn**-enzima N1,10-fenantrolini este o reactie relativ rapida, urmata de
o treaptd de inactivare lenta care, probabil, implicd o modificare conformationala a enzimei.
Prezenta Zn®* stabilizeaza conformatia centrului activ, necesara pentru activitatea enzimei.

Pentru Co®*, att inactivarea cu 1,10-fenantrolind ct si reconstituirea prezinta o
cinetica simpla [235], deci s-a presupus ca are un singur loc de legare. Wu si Tsou [235] au
aratat de asemenea, ci atit acilaza nativa cit §i cea reconstxtunta cu Co®, sunt inhibate de
Zn** in exces. Sl inhibarea si reconstituirea apoenzimei cu Zn** sunt procese cooperative.
Inhibitia cu Zn** si efectele acestuia asupra fluorescentei a01dulu1 1-anilinonaftalin-8-sulfonic
legat de enzima nativa indica multiple locuri de legare a Zn*

Zhang si Zhou [236] au studiat cinetica reactivarii acilazei in timpul reconstituirii apo-
aminoacilazei I cu Mn** si Zn*. Parametrii cinetici pentru enzimele reconstituite, cét si
constantele vitezelor de reactivare au sugerat prezenta unui al doilea loc de legare si pentru
enzima reconstituita cu Mn**

S-au realizat o serie de studii privind efectul diferitilor ioni metalici asupra activitatii
aminoacilazelor I, in special a celor microbiene. Din pacate, ca si in cazul efectelor pH-ului si
temperaturii, studiile nu sunt uniforme in ceea ce priveste substratul folosit, concentratia
ionului i conditiile de determinare a activitatii (pH si temperatura). in Tabelul 1.11 sunt
prezentate cateva din studiile realizate, fira a preciza aceste conditii.

lonul Co®™ este un activator in toate cazurile prezentate, indiferent de orlgmea
enzimei, microbiani sau animala. Ionul de Zn®* este un activator mai slab decit Co”*
cazurile in care este inhibitor nu este sigur ca nu s-a mers la concentratii mai mari la care intr-
adevar apare inhibitia. Ionul Ni** este activator pentru acilazele din P.furiosus si E.coli, dar
inhibitor pentru celelalte, si nu are efect asupra celei animale. Pentru cazurile testate, Ca®!
afecteaza activitatea enzimei. Fe’* este inhibitor puternic pentru acilazele din Streptomyces si
A.denitrificans, dar nu are efect pentru cele din P.furiosus si A.oryzae [232]. Pentru o altd
tulpind de A oryzae [121], cea cu care s-a lucrat in studiul de fata, fierul, si bi- si trivalent este
inhibitor. Manganul, mercurul, cadmiul, plumbul, staniul, toate bivalente, sunt, in toate
cazurile, inhibitori, la fel ca si AI>*. EDTA cheleazi zincul din enzima, fiind, fira dubiu,
inhibitor.

Dupa cum s-a vazut anterior, ionul Co?** este considerat ca activator al aminoacilazei I,
indiferent de provenienta enzimei. Din studiile cinetice realizate, lanrskov si colab. [237], au
gasit c&, la un raport molar N-acetil-L-metionina / Co®* de 100 / 1, viteza de reactie a crescut
de aproximativ 2,25 or1 comparativ cu reactla in abscn;a cobaltulm iar valoarea Ky a
descrescut de la 1x10" M (fara cobalt) la 2x10° M, ionul Co®* mirind astfel afinitatea pentru
substrat.
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Tabel 1.11 Influenta ionilor metalici asupra activitatii aminoacilazelor din diferite surse

Ion P.furiosus | Streptomyces | A.denitrificans | A.oryzae | A.oryzae | E.coli In;zitcm
[142) [132) [147] (232] [233] [28] 144)
- 100 100 100 100 100 100 100
Co™ 140 162 120 147 153 163 128
Zn** 130 102 61 80 108 77 66
Mg 112 107 98 105 147 96 X
Ni** 175 7 95 42 51 163 100
Ca™* 100 X X X X X 100
Fe®* 100 17 15 101 72 X X
Fe’* X X X 45 59 X X
Cu™* 100 14 5 0 24 X X
Ca* X 72 94 96 X X X
Mn** X 61 86 25 116 X X
Hg"* X 2 0 77 X X 54
Ba™ X X 92 105 X X X
St X X 80 105 X X X
Cd* X X 16 9 53 46 X
Pb™ X X 50 42 X X X
Sn** X X X 58 61 X X
Al X X X 42 X X X
Na* 100 X X X X X X
K* 100 X X X X X X
EDTA X X 55 19 27 X X

X N nu s-a realizat testarea

Ionii metalici au fost sub forma de cloruri. Concentratiile de ioni au fost variabile, la diferitele
surse bibliografice prezentate. Activitatea aminoacilazicd este relativa, s-a recalculat, acolo
unde nu a fost data direct, luand drept comparatie activitatea in absenta ionilor (exceptand cei
din tampoanele folosite). Substraturile, desi nu aceleasi pentru toate determindrile, au fost, in

general, N-acetil-aminoacizi.

metionina. Rezultatele acestora sunt prezentate in Tabelul 1.12.

Tabel 1.12. Activitatea relativa a aminoacilazei intestinale porcine

in prezenta unor cationi bivalenti [44]

Ion Activitate relativa

M | CoCl, | ZnCl, | NiCL | CaCl, | HgClL,
- 100 | 100 | 100 | 100 | 100
10~ 110 0 100 | 100 X
10 128 66 100 X X
10” 120 | 105 | 100 X X
5x10°| 100 | 126 | 100 | 100 X
2x10°| 100 | 100 X X X
10° X X X X 54
107 X X X X 96

X N nedeterminat
S-a considerat activitatea in absenta ionilor ca fiind 100%.
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Dupa cum se observa din tabel, Co?* prezinta activare maxima la o concentratie de
10*M, concentrafii mai mici de 10°M ne mai avind efect. lonul Zn**, care pana la
concentratia de 10 M este inhibitor, chiar total la 10°M, la concentratii mici (10 N 5x10®
Molar) este activator. lonii Ni2* si Ca?, la concentratiile testate, nu afecteaza aminoacilaza,
dar Hg®*, chiar la 10°M, inhiba cu 50% enzima, pe cand la concentratii mai mici (107M) o
lasa neafectata.

1.6.5. Inhibitia aminoacilazei I

Studiile de inhibitie in prezenta diferifilor compusi au drept scop, in general,
identificarea resturilor de aminoacizi implicati in centrul activ al enzimei, ca si lamurirea
mecanismului de reactie.

Pana in 1997 nu s-au publicat date privind inhibarea de citre L-metionind a reactiei de
hidrolizd a unor substraturi sintetice, in cataliza aminoacilazei 1. Rezultatele obtinute de
Giardina §i colab. [44], ce au folosit ca substrat N-furilacriloil-L-metionina, au demonstrat ca
L-metionina, produsul de reactie, actioneazi ca inhibitor competitiv in acest caz. Reactiile
catalizate enzimatic sunt adesea inhibate de produsii lor, din cel putin doud motive. in primul
rand, produsii au o structura aseméanétoare cu unul sau mai multe substraturi §i vor concura la
legarea la centrul activ. In al doilea rind, disocierea complexului enzimi-produs este un
proces reversibil, care, in cazul acilazei, a putut fi demonstrat prin adaugarea la mediul de
reactic a L-metioninei §i acetatului. Acest ultim argument este in concordanta cu rezultatele
obtinute la acetilarea metioninei cu acetat (reactia inversad hidrolizei) [196,238], in prezenta
acilazei renale porcine. Giardina a giasit o constanti de inhibitie K; = 3,4 + 0,2 mM. Constanta
de echilibru obtinuta de Shviadas si colab. [238] a fost de 3,6 + 0,4 (pentru echilibrul hidrolizd
- sintezd).

Teoria cinetica a reactiei substratului in timpul modificarii activitétii enzimei, descrisa
de Tsou [239] a fost aplicatd pentru a studia cinetica de inactivare a aminoacilazei cu diversi
inhibitori. Wang si colab. [240] au realizat un asemenea studiu in prezenta 2-cloromercuri-4-
nitrofenolului (MNF). Rezultatele au indicat faptul ca acest nou tip de inhibitor produce o
inhibifie ireversibila; cinetica reactiei inhibitorului cu enzima este un proces singular
exponential; inhibitorul este de tip complexant noncompetitiv; primul complex EI prezinta
inca o activitate cataliticd slaba. Astfel s-a presupus ci gruparea tiol din centrul activ al
enzimei ar putea avea un efect semnificativ in procesul catalitic, dar nu este implicatd in
legarea substratului.

Se stie ca acilaza renala porcind nu contine legaturi disulfidice. Wang si Zhou [241] au
studiat cinetica de inactivare a acilazei cu ditiotreitol (DTT) si 2-mercaptoetanol (MET) N
compusi utilizati de obicei pentru reducerea puntilor disulfidice. Rezultatele au aratat ca
inactivarea acilazei cu DTT si MET este o inhibifie competitiva reversibila. indepartarea
inhibitorului prin dializd a dus la recuperarea completa a activitatii enzimatice. Rezultatele au
aratat, de asemenea, ci prezenta unei concentratii echimolare Zn** - DTT ofera o protectie
completd a enzimei impotriva inactivdrii cu DTT. Mai mult, addugarea unei cantitati
echimolare de Zn** cu cea a DTT poate induce recuperarea integrald a activitdtii acilazei,
inhibatd de DTT. S-a demonstrat astfel ci inactivarea acilazei cu DTT si MET nu se datoreazi
reducerii unor punti disulfidice ci este o inhibitie competitiva reversibila.

Acilaza renal3 porcina nu este inhibati nici de fluorura de fenilmetilsulfonil, nici de
agenti alchilan{i (iodoacetat sau iodoacetamidi). Astfel, un mecanism de reactie, care si
includa formarea de acilenzima prin intermediul unui rest seril sau cisteinil, este exclus [234].
Cele doud grupari SH per subunitate acilazici au prezentat reactivitate diferitd fatd de p-
hidroximercuribenzoat. Modificarea grupirii SH mai pufin reactive a inactivat reversibil
enzima, sugerand inca o dati situarea unui rest cisteinil in vecinitatea sau in centrul activ al
aminoacilazei renale.
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Inactivarea produsa de 1,10-fenantrolind (OP) [182,235] a fost prezentata in
subcapitolul precedent (1.6.4). Actiunea OP asupra Zn-enzimelor a fost intens studiata,
stabilindu-se ca@ OP inactiveazi prin chelarea zincului, sau mdepartarea acestuia §1 ca
activitatea enzimei poate fi restabilita prin adiugare de ioni de Zn** [172 107,119]. OP se
leaga la enzima ocupand coordinanta realizata de substrat cu Zn** din enzima [60], fiind astfel
un inhibitor competitiv. Se produce, ca atare, o modificare conformatlonala ce distruge starea
entacticd. Prelungirea contactului cu OP are ca rezultat indepartarea Zn** din enzima, probabil
in forma Zn**(OP)s. Este posibil ca legarea OP, ca i cea a substratului, si duca la
modificarea conformatiei propice catalizei. Alti cercetatori afirma cd OP este un inhibitor
noncompetitiv [167,183].

Acilaza [ renald porcind este inactivatda si de 2-etoxi-1-(etoxicarbonil)-1,2-
dihidrochinolina (EEDQ), un reactiv specific pentru gruparea carboxil. Léffler si Schneider
[156] au demonstrat ca inactivarea este dependentd de pH, un maxim fiind la pH 6,0 + 0,2.
Protectia impotriva inactivarii enzimei cu EEDQ a fost realizata cu inhibitori competitivi, cel
mai eficient fiind tosil-L-fenilalanina. Aceste rezultate au sugerat cd o grupare carboxil este
localizatd in centrul activ sau in apropiere.

Zhang si colab. [242] au studiat si efectul trifluoroetanolului (TFF) asupra activitatii si
conformatiei acilazei. S-a observat o descrestere remarcabild a activitifii acilazei la
concentratii mici de TFF. Reactia de inactivare a fost de ordin intai §i monofazica. Viteza de
inactivare a fost mult mai mare (de cel pufin 5 ori) decat cea de modificare a conformatiei
(denaturarea) in special la o concentratie de 10% TFF. Comparand valorile kg §1 kgs
(constantele de inactivare ale enzimei §i ale complexului enzima-substrat) s-a gasit ca
valoarea kg este mult mai mare decit kgs, indicdnd un efect protector marcant al substratului
fatd de inactivarea acilazei cu TFF. Rezultate similare au fost obfinute si la inactivarea cu
clorurd de guanidiniu (GdmCI) [181]. Deci legarea substratului la enzima maéreste stabilitatea
conformationala a centrului activ.

Bai si colab. [180] au gasit ci la concentrafii d¢ GdmCl mai mari de 2 M, structurile
secundara, terfiard §i cuaternara sunt complet denaturate. Studiul pe apo-enziméa (féra Zn**) a
dus la rezultate similare. Rezultate anterioare [180] au aritat ci indepartarea Zn>* din acilaza
scade extinderea structurii ordonate. Mai mult, compararea modificérii conformationale a
holo- si apo-enzimei in timpul denaturarii cu GdmCI la concentratii mici (sub 1,0 M) au arétat
ci apo-enzima este mult mai sensibila decat holo-enzima, indicand faptul ¢ jonul Zn**
stabilizeaza structural acilaza. Se pare ca intermediarul de pe parcursul denaturarii este un
dimer inactiv.

Concluzii aseménatoare au fost trase de catre He §i colab. [243, 184] in urma studiului
denaturarii cu dodecilsulfat de sodiu, respectiv de litiu.

Au fost inregistrate numeroase cazuri de infectii cu fungi la unele persoane cu
imunitate scizutd. Se stie ca aceste fungi produc aminoacilazd I, deci inhibitori specifici
pentru enzima fungica ar putea avea un rol potential farmaceutic. Pornind de la faptul ca in
culturi de Streptomyces au fost identificati L-lactat si L-B-fenillactat ca inhibitori
necompetitivi reversibili ai aminoacilazei I din A. oryzae si din rinichi porcin, Tamura si
colab. [244] au testat o serie de a-hidroxiacizi (D,L-R-CH(OH)COOH unde R este etil, n-
propil, butil, pentil, hexil) care au inhibat cele doud enzime cu o cineticd noncompetitiva
reversibild. Potenfa inhibitoare (-logK;) a crescut cu cresterea hidrofobicitatii gruparii R. Cele
doua enzime eucariote au prezentat preferintd distincta pentru gruparea ligand a-alchil.
Enzima fungicé a fost inhibatd de L-B-fenillactat de o mie de ori mai puternic decit enzima
animald. Dintre L- i D-izomerii a-fluoro-pB-fenilpropionatului, configurafia L a
substituentului a a fost importantd pentru inhibifia ambelor enzime. Pentru acilaza fungica
afinitatea pentru a-fluoro- §i a-hidroxi-n-caproat a scazut brusc daca pH-ul a crescut de la 7 la
11, in timp ce enzima porcind §i-a mentinut afinitatea pentru acest ligand in mediu bazic.
Aceste rezultate au sugerat ci acilaza [ din A. oryzae prezintd un rest acid ce interactioneaza
cu gruparea hidroxil sau fluorul, in timp ce enzima animald ar avea un rest bazic care
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recunoaste substituentii a-. Dar nu s-a putut preciza locul in care ligandul (inhibitorul) se
leaga la enzima.

1.6.6. Cinetica si mecanismul reactiei de hidrolizid/sintezi a N-acetil-aminoacizilor
in cataliza aminoacilazei I

Bibliografia privind mecanismul cinetic al rezolutiei amestecurilor racemice de N-
acetil-D,L-aminoacizi in cataliza L-aminoacilazeil este vasti. Aceste mecanisme sunt foarte
complexe, chiar reversibile si pot include diferite forme de inhibitie prin substrat sau produsi
[196,245,246]. Discutia privind datele cinetice in corelagie cu specificitatea de substrat a fost
prezentata in capitolul precedent (cap.1.5.).

Pentru a testa reversibilitatea reactiei, Bodalo §1 colab. [247] au folosit ca substraturi
D,L-fenilalanina, respectiv valina gi acetat de sodiu, in prezenta acilazei I renale porcine,
detectdnd dupa 6 ore N-acetil-L-fenilalanina (respectiv N-acetil-L-valina) in amestecul de
reacfie. Au studiat si conversia N-acetil-L-fenilalaninei (respectiv N-acetil-L-valinei), la
diferite concentrafii si in prezenfa ionului Co®*. Rezultatele obtinute, in acord cu cele
prezentate in literaturd, au dus la concluzia cd rezolufia optica al N-acetil-D,L-aminoacizilor
urmeazd o cineticd Michaelis-Menten reversibila, inhibatd non-competitiv de substrat si
competitiv de ambii produsi. Expresia vitezei de reactie ce descrie un asemenea proces este
urmatoarea (1):

2
dc Ca - Ii_p
i (1)

max eq

= X
dt 1+—CSL+CSDO K (l+—C'“ + C"")+C
% M SL
Is IAA 1Ac

Produsul nu a fost adaugat la inceputul reactiei in nici unul din experimente, astfel
incdt concentragia celor doi produsi a ramas identici de-a lungul reactiei. Deoarece atit
aminoacidul cat §i acetatul sunt inhibitori competitivi, constantele lor de inhibifie pot fi
grupate conform expresiei (2):

1 _ 1 N 1 )
Kip Kua Kigc

1ar expresia vitezei de reactie, prin inlocuire devine (3):

CZ
dc Co %
v= P _ Vinax x eq (3)
dt Cs +Cspo C
1+ =L =800 p (14 —LYy4C
K[S M KIP SL

Datele experimentale au fost prelucrate in sensul ca un set presupus de constante
cinetice s-au finlocuit in expresia (3). Utilizind metoda Runge-Kutta de ordinul trei s-a
integrat numeric ecuatia vitezei. Deoarece concentratiile initiale ale produsului si substratului
sunt cunoscute, poate fi folositd o metoda de integrare numerica bazatd pe valorile initiale.
Dupa ce s-au realizat calculele pentru toate curbele experimentale, s-au comparat
concentratiile produsilor, experimentale si calculate. S-au obfinut diferite seturi de constante
prin metoda simplex, iar setul care a minimalizat valoarea lui o a fost considerat ca fiind
solutia. Deoarece s-au utilizat diferite concentratii de enzimi pentru rezolutia ambilor
aminoacizi, s-a minimalizat k; in locul lui Vp,,. Cele doui constante sunt proportionale;

Vmax = k2' [Enz]. Calculele au fost facute cu un program Fortran 77.
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in timpul procesului de minimalizare Kjp a fost crescut pana cand termenul inhibitiei
de produs nu a mai avut efect asupra valorii vitezei. Cu alte cuvine, efectul inhibitiei de
produs a fost automat eliminat din setul de constante; astfel, expresia vitezer ce descrie
rezolutia N-acetil-D,L-aminoacizilor pentru cele doua experimente realizate a devenit:

2
c. S
dC % LK
V= P _ max x eq (4)
dt CSL +CSDO KM +CSL

1+
Ks

Constantele calculate pentru cele doua sisteme sunt prezentate in Tabelul 1.13.

Tabel 1.13. Valorile constantelor cinetice pentru cele
doua sistemele experimentale [247]

Constanta | N-acetil-D,L-fenilalanina N-acetil-D,L-valini
k2 2,3 mmol.min" (mgE)”" | 21,35 mmol.min"'(mgE)"
Kum 2,38 mM 11,12 mM
Keq 241 mM 681 mM
Kis 463 mM 3831 mM

Au fost obtinute curbe de conversii teoretice si experimentale concordante. Erorile
relative medii au fost de 5,0 si respectiv 2,9%. Modelul cinetic descris a fost astfel adecvat
pentru a descrie rezolutia opticd a N-acetil-D,L-aminoacizilor in cataliza aminoacilazei I in
cazul fenilalaninei §i valinei, dar s-a presupus ca acelasi model poate fi aplicat si altor a-
aminoacizi, utilizand alte valori pentru constantele cinetice.

Tot Bddalo si colab. [248] au determinat constantele cinetice §i ecuatia vitezei de
reactie pentru sistemul N-acetil-D,L-butirind / aminoacilaza I renald porcina.

In urma studiilor realizate, si Otvés si colab. [249] au concluzionat ci viteza reactiei
de hidroliza a N-acil-D,L-aminoacizilor in cataliza acilazei [ urmeaza o cinetici Michaelis-
Menten. Mecanismul se crede ca are loc printr-un atac nucleofil asupra carbonului carbonilic
din gruparea acilamino, intr-un mod asemanator cu hidroliza chimica. In ciuda unui numar
mare de date cinetice cunoscute, totusi nu s-au tras prea multe concluzii privind relatia dintre
structura substratului si eficienta cataliticd. Acest lucru se datoreaza, probabil, dificultétii de a
aplica metodologia din chimia fizic organici la sisteme in care interactiunile sunt complicate
de natura eterogena si topologica a bioreceptorilor. Astfel, Otvés a aratat ca, pentru o serie de
derivati ai N-acil-L-norvalinei, constantele de specificitate pot fi prevazute daca se ia in
considerare orientarea spatiald a substituentului acil [250].

De un §i mai mare interes este observatia lui Bimbaum [216] ci vitezele de hidroliza
ale N-acetil-aminoacizilor, in cataliza acilazei I renale porcine, se coreleazi cu un parametru
ce masoara efectul polar al restului aminoacidului. Relatia bifazica observati este atribuitd
dependentei reactiei de hidroliza atat de efecte electronice cét si sterice. Totusi, nu este clar de
ce viteza de hidrolizi a fost prezentata ca fiind crescitoare pe masura ce abilitatea de a ceda
electroni a catenei laterale creste, contrar cu mecanismul acceptat [249]. Mai mult, in timp ce
derivatii cu hidrogen in pozitia a $i cu un rest aminoacidic voluminos prezinti o corelare buna
cu influentele sterice, derivatii a-metilici prezintd o imprastiere semnificativi.

Denton [251] a revizuit datele prezentate de Bimbaum [216]. Din parametrii fizico-chimici §i vitezele
de hidrolizi a unui numir mare de acetilaminoderivati [216,249,252] folosind analiza de regresie
multiparametrics, au stabilit o expresie pentru viteza de reactie. in acord cu alte date prezentate [218], au
propus ci specificitatea aminoacilazei este, in principal de naturd cinetica, cu citeva exceptii. Corelatia
constantelor catalitice cu parametrul steric Taft a fost in acord cu mecanismul stabilit [249).
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Birnbaum a sugerat ca interactiile dintre regiunile polare ale substratului si enzimei
sunt importante pentru stabilirea complexului Michaelis [216]. In acord cu aceasta, s-a sugerat
cé substratul se leaga la enzima prin legaturi de hidrogen la nivelul grupérii aminice [218]. A
fost propus un model al centrului activ in care donorul pentru legatura de hidrogen este o
grupare tiol a unui rest de cisteind [234). Aceasta legatura este intaritd de interactiunea
electrostatica dintre gruparea carbonil amidica si ionul de Zn** situat in apropiere, care creste
susceptibilitatea gruparii C=0 la atacul nucleofil [234]. Identitatea nucleofilului ramane
neclard, desi s-a sugerat participarea unui HO™ sau a unei ape [253]. Denton [251], in urma
studiului cu aminoacizi a.-substituiti, crede ca topologia centrului activ este de asa natura incat
poate sa sustina grupari a-CH,CH- intr-o conformatie fixa, inaintea hidrolizei. Acesti derivati
pot prezenta un profil steric minimal a doi B-atomi de hidrogen in centrul activ al enzimei.
Aceasta se adaugi la o interactiune sterica dintre atomul de hidrogen y si centrul de legare,
lucru necesar completarii inchiderii conformationale. Aceastd imobilitate a substratului reduce
interactiunile sterice dintre restul aminoacidic si nucleofil. Inlocuirea unui atom de hidrogen
cu unul de clor (in cloroacetil-aminoacizi) creste electrofilicitatea carbonului carbonilic,
crescand susceptibilitatea la atacul nucleofil, in acord cu mecanismul stabilit. Contrar analizei
lui Birnbaum [216], totusi, efectul electronic al gruparilor din o si a celor acil nu par sa
influenteze semnificativ activitatea substratului. Acesti substituenti au un efect electronic
limitat, fiind in primul rdnd grupéri alchil i sunt la distantd de locul reactiei. S-a sugerat,
astfel, cd enzima 15i modifica structura pentru a se acomoda la substraturi o.-metil substituite
si astfel restul aminoacidic si adopte o conformatie asemandtoare cu derivatul a-hidrogen
substituit. Gruparea a-metil este astfel efectiv ingropata in centrul activ §i oferd o rezistenta
stericd minima la apropierea nucleofilului. De asemenea, centrul activ este localizat intr-o
zona a enzimei care se poate acomoda bine la catene laterale cu pand la 5 atomi de carbon,
contrar supozifiilor anterioare[211,216].

2. Imobilizarea aminoacilazei I

2.1. Metode generale de imobilizare a enzimelor si celulelor

Multe procese utilizate de oameni mimeaza natura, si imobilizarea enzimelor nu este o
exceptie. Toate enzimele native intracelulare par si fie legate de membrana celulara sau
localizate in vecinatatea tip gel a organitelor.

Sistemele enzimatice celulare variazda mult de la douid sau mai multe enzime
independente ce actioneazi secvential pand la complexe multienzimatice ce constau din
agregate enzimatice strans legate sau subunitati reglatoare, si care isi pierd activitatea dupa
separare [166].

In conditii naturale, microorganismele tind si creasca in agregate atagate la suprafete
solide sau si formeze filme microbiale (biofilme) pe diverse materiale.

Utilizarea unei enzime singulare purificate poate fi de dorit pentru modelarea unor
reac{ii sau pentru procese biotehnologice, dar in foarte multe cazuri acest lucru este asociat cu
dificultdfi practice (stabilitatea enzimei in primul rand, costurile de purificare). De aceea,
utilizarea intregii celule sau a unei par{i din aceasta ce confine enzima doritd poate fi
avantajoasa, in special cand sunt implicate procese complexe. Mai mult, se pune problema
biomasei §i a apelor reziduale implicate in procese la scarid mare, ca si costul izoldrii si
purificarii enzimei. Toate acestea pot fi prohibitive. Activitatea specificd redusi a celulelor
intregi $1 un potential selectiv redus sunt adesea balansate de costurile mai reduse si de
simplicitatea procesului.
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Prin imobilizare se urmireste legarea enzimelor de anumite suporturi (polimeri
organici sau anorganici) in scopul recuperarii si refolosirii lor. Imobilizarea enzimelor
prezinta o serie de avantaje:

- utilizarea repetata a enzimei;

- desfasurarea procesului in instalatii semicontinue §i continue;

- evita impurificarea produsului de reactie cu enzima sau produsii ei de descompunere;

- mareste stabilitatea in timp a enzimei;

- permite folosirea de solutii diluate de substrat etc.

2.1.1. Clasificarea metodelor de imobilizare

Termenul de enzime imobilizate include:

- enzime modificate intr-o forma insolubila in apa

- enzime solubile utilizate in reactoare echipate cu membrane ultrafiltrante, care refin
enzima in interiorul reactorului

- enzime a caror mobilitate a fost restransd prin atagarea la o alta macromolecula,
compusul rezultat fiind insolubil in apa.

Chibata §i colab. [254] prezintd o modalitate de clasificare bazata pe interactiunea
dintre enzima §i suportul utilizat pentru imobilizare.

Johnson clasificd, de asemenea, metodele de imobilizare a enzimelor in functie de
tipul de legétura ce se stabileste intre suportul insolubil §i enzima [255].

Klein [256] prezintd metodele de imobilizare a celulelor in functie de tipul de legare
celula-suport.

Kennedy si Cabral [257] incearcd sa combine natura interactiei responsabild pentru
imobilizare i natura suportului (Figura 2.1)

2.1.2. Suporturi pentru imobilizarea enzimelor

Suportul este un component extrem de important pentru performantele pe care le va
dovedi enzima imobilizatid. Un suport bine ales poate si creasca stabilitatea operationala a
enzimei.

Desi este recunoscut cad nu existd un suport universal, existd totusi o serie de
caracteristici pe care trebuie sa le indeplineasca orice suport ales pentru imobilizare: suprafata
specifica mare, permeabilitate, caracter hidrofil, insolubilitate, stabilitate mecanica, fizica si
chimica, rigiditate mare, forma si dimensiune potrivita a particulelor, rezistenta la atac
microbian, sa poata fi regenerat [9].

Inaintea selectrii pentru testare cu o anumitd enzima trebuiesc cercetate cu grija
proprietdfi ale suportului, cum sunt: suprafata, morfologia, configurafia, compozitia,
modificarile suferite de-a lungul tehnicilor de imobilizare si apoi a celor de utilizare a
complexului.

Pentru clasificarea suporturilor trebuie finut cont atit de natura lor chimica (organica
sau anorganica) cét si de morfologia lor (porosi sau neporosi).

In general suporturile neporoase prezinta dezavantajul major ci au suprafata specifica
foarte mica si astfel aria disponibila pentru cuplarea enzimei este limitatd. Pentru a creste
incércarea cu enzima pot fi folosite particule foarte fine sau fibre. Dar in acest caz intervin
alte probleme: particulele foarte fine sunt greu de indepartat din mediul de reactie; in coloane
impachetate apar caderi de presiune mari; in pat fluidizat debitele sunt limitate. Dar prezinta
unele avantaje: problemele de difuziune ale compusilor solubili pot fi inlaturate sau reduse.
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Metode de imobilizare a enzimelor

Suporturile poroase (organice sau anorganice) au suprafata specifica per unitate de
greutate foarte mare, ceea ce permite o incircare mare cu enzimi si astfel le face ideale pentru
imobilizarea enzimelor. Un mare dezavantaj al acestor suporturi consti insi in faptul cd cea
mai mare parte din suprafata disponibild pentru enzima este interni, ceea ce implicd probleme

Metode pentru enzime Metode pentru enzime
insolubile solubile
Membrane Membrane
Legare fibrilare- pentru
& Entrapare tubulare ultrafiltrare
Enzime
solubile-insolubile
Reticulare| |Copolimeri- Legare de Erltrapare Microin- Micclc
zare suport in gel capsulare inverse
Adsorbtie | | Adsorbtie si Legare | [Legare prin Legare Legare
fizica reticulare ionica chelare covalenta biospecifica

Figura 2.1. Metode de imobilizare a enzimelor [257]

de difuziune substraturi N produsi.

O clasificare a suporturilor in functie de natura lor chimici este prezentata in Tabelul

2.1.[9]
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Tabel 2.1. Clasificarea chimica a suporturilor utilizate pentru imobilizarea enzimelor [9]

Suporturi organice

Suporturi anorganice

Polimeri naturali

Polizaharide

- celuloza

- amidon

- dextran

- agar §i agaroza

- alginat

- carrageenan

- chitina si chitosan

Proteine

colagen

gelatina

- albumina

- matase

Materiale tip carbon
(carbune activ)

Polimeri sintetici

- polistiren

- poliacrilati

si polimetacrilati

- poliacrilamida

- hidroxialchil metacrilati

Minerale

- cleturi attapulgite
- bentonita

- kieselghur

- piatra ponce

Materiale sintetice

- sticla neporoasa
- sticla cu pori controlati

- oxizi metalici cu pori

controlati
- metale

- glicidil metacrilati

- pe bazi de anhidrida
maleica

- polivinil i polialil

- poliamide

2.1.3. Metode de imobilizare a enzimelor

Imobilizarea unei enzime, adica atagarea ei la un suport insolubil in apa, presupune
stabilirea unor interactii intre grupdrile functionale ale materialului suportului §i gruparile
functionale externe (adica cele localizate la suprafata moleculei proteice) ale enzimei. Prin
aceste interactii, indiferent de natura lor, sunt afectate, in fapt, legaturile intramoleculare ale
enzimei §i prin aceasta si centrul de legare a substratului, respectiv centrul catalitic activ
[258]. Alegerea suportului, respectiv a metodei de imobilizare trebuie ficutd cu foarte mare
grija pentru a nu afecta centrul activ al enzimei. Ar fi indicat si se cunoascd grupirile
functionale care participa la centrul activ al enzimei, legiturile pe care le pot da, respectiv
compusii care le pot bloca.

Legarea enzimei la suport poate sa nu afecteze centrul catalitic activ, dar prin atasarea
la suport, accesul substratului la acest centru sa fie ingreunat sau impiedicat total.

De aceea alegerea metodei de imobilizare i a tipului de suport nu este simpla. Metoda
se poate stabili doar experimental §i intotdeauna rimane un spatiu foarte mare pentru mai
bine. Din acest motiv §i metodele de imobilizare, ca si suporturile sunt foarte variate
[254,255].

S-au pus la punct patru tehnici generale de fixare a enzimelor pe suporturi solide:
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a) Fixare prin adsorbtie pe suporturi inerte sau schimbatori de ioni

b) Fixare prin incluziune, care se realizeazd prin inchiderea enzimei in gel sau
microcapsule

c¢) Fixare chimica prin legaturi covalente

d) Fixare prin legare tonica

2.1.3.1. Fixare prin adsorbtie

Este prima metoda utilizatd pentru imobilizarea enzimelor. Nellson si Griffin in 1916
au imobilizat invertaza (beta-D-fructofuranozidaza) prin adsorbtie pe oxid de aluminiu.
Adsorbtia se bazeaza pe fortele van der Waals care se stabilesc intre enzima si suprafata
materialului solid, acest material nefiind functionalizat specific pentru legare covalenta.

Procedeul consti in amestecarea enzimei cu suportul solid, in anumite conditii, urmata
de o perioada de contact apoi de separarea preparatului enzimatic insolubil prin centrifugare
sau filtrare.

Conformatia enzimei in urma insolubilizérii ramane aproape complet neafectata,
deoarece nu sunt implicate in adsorbtie grupari reactive.

Adsorbtia enzimei este dependentd de o serie de factori ca: pH-ul, natura solventului,
taria ionicd, concentratia enzimei i a suportului solid, temperatura.

O influenta majora a cantitatii de enzima adsorbita pe suportul solid o are concentratia
de enzima expusa pe unitatea de suprafatd a suportului in timpul imobilizarii. Activitatea
creste cu cresterea concentratiei enzimei. Se atinge, asimptotic, o valoare de saturatie, dupa
care, la concentratii mai mari de enzima, activitatea specifica scade.

Atat timpul cat si temperatura sunt factori importanti in adsorbtia enzimelor, mai ales
in cazul suporturilor poroase, cind difuzia devine un factor important. Imobilizarea poate fi
realizata intr-un timp scurt daca temperatura este mai ridicata. Totusi, temperaturile ridicate
sunt contraindicate deoarece duc la denaturarea proteinei.

Dezavantajul major al acestei metode este cé fortele de legare dintre enzima si suport
sunt in general slabe, astfel incdt enzima este ugor desorbita in timpul utilizarii. Schimbari ale
pH-ului, tariei ionice, temperaturii, tipului de solvent in timpul utilizarii produsului
insolubilizat, pot cauza desorbtia partiala sau totala a enzimei de pe suport. Acest fapt face ca
unele enzime imobilizate si fie active doar o perioada scurta de timp, metoda imobilizarii prin
adsorbtie nefiind adecvata pentru cazul in care se doreste o exploatare indelungatd a
produsului.

Adsorbanti utilizati sunt: alumind, carbune activ, cleiuri, colagen, sticld, kieselghur,
hidroxiapatita.

2.1.3.2. Fixare prin legare ionica

Legarea ionicd este o metoda veche si simpld de imobilizare a enzimelor. Se bazeaza
mai ales pe legiturile ionice dintre proteina enzima si suporturile solide care contin grupari
schimbatoare de ioni. In practica, atat legiturile ionice cit i cele van der Waals se formeaza
in acelasi timp. Principala diferenta intre adsorbtia fizica si legarea ionica este taria legaturii
dintre enzima si suportul solid. Fortele de legare rezultate (interactiuni ion-ion) sunt mai
puternice decit cele stabilite prin adsorbtie fizica.

Datorita caracterului ionic al legaturii enzima-suport si a conditiilor blinde de
imobilizare, apar pufine schimbiri conformationale, obtinindu-se astfel preparate cu retentie
mare a activitdfii enzimatice.

Cel mai frecvent, schimbatorii de ioni utilizati sunt de naturd organica, avand grefate
grupari schimbdtoare de ioni. De asemenea, se utilizeaza §i suporturi anorganice, mai ales
silica, grefata cu aceleasi grupari schimbitoare de ioni sau altele similare.

Polimerii organici cei mai utilizati sunt derivati de polizaharide, mai ales celuloza si
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dextran si polimerti sintetici, bazati pe polistiren.

in functie de gruparile schimbatoare de ioni, pot fi clasificati in anioniti sau cationiti,
adica pot schimba anioni Cl', HO" etc, cu resturi anionice ale enzimei aflata in solutie, sau
cationi H', Na*, etc, cu cationi din solutie (grupari cationice ale enzimei).

Pentru prepararea anionitilor, se pot grefa pe suport grupari amino, guanidino, amine
cuaternare (DEAE, TEAE, ECTEOLA- etc.), iar in cazul cationifilor, grupari fosfat, sulfat si
carboxil (P04>, S0,% ,-COO).

in Tabelul 2.2 sunt prezentati cfiva dintre cei mai uzuali schimbitori de ioni.

Tabel 2.2. Schimbatori de ioni utilizati pentru imobilizarea enzimelor

Anioniti Cationiti
DEAE-celuloza CM-celuloza
AE-celuloza Celuloza fosfat
TEAE- celuloza CM-Sephadex
DEAE-Sephadex SP-Sephadex
QAE-Sephadex Dextran-sulfat
DEAE-Bio-Gel A Amberlite IRC-50
Amberlite IRA 93 Amberlite IRC-200
Amberlite IRA 94
Amberlite IRA 910
Amberlite IRA 938

2.1.3.3. Fixarea prin incluziune - entraparea enzimei in gel sau microcapsule

Metoda entrapdrii se bazeazi pe includerea enzimei in reteaua unui polimer sau in
membrane semipermeabile, suficient de strans pentru a preveni desprinderea proteinei, dar sa
fie permisa difuzia substratului (lor) si a produsilor.

Aceasta metoda difera de metodele de cuplare chimica prin aceea ca enzima nu se
leagd de reteaua gelului sau membrana. De aceea poate fi aplicatd la entraparea oricaror
enzime, sau alti biocatalizatori, celule si organite cu diferite marimi si proprietati. Se obtine o
dezactivare micé a produsului biologic, comparativ cu metodele chimice de cuplare.

Metoda se poate subdiviza in entrapare in gel sau fibre si microincapsulare.

Entraparea in gel

Metoda implica entraparea enzimei in interiorul spatiilor interstitiale ale unor geluri
polimerice reticulate, insolubile in apa. Reteaua polimerica se poate obtine din monomeri,
precursori oligo sau polimerici, prin schimbarea factorilor ce influenteaza solubilitatea ca:
solventul, temperatura, taria ionica si pH-ul, avandu-se in vedere reactia de reticulare.

Cel mai de utilizat este gelul de poliacrilamida. Procedeul pentru formarea
poliacrilamidei se bazeazi pe polimerizarea radicalicd a acrilamidei, realizati in solutie
apoasd care confine enzima $i un agent de reticulare, de obicei N,N-metilen-bis-acrilamida
(BIS). Polimerizarea este condusi, de obicei, in absenta oxigenului, 1a temperatura joasa (intre
10-25°C) pentru a preveni denaturarea termica a enzimei in timpul operatiunii. Polimerizarea
este inifiatd cu persulfat de potasiu (K,S;0s) sau riboflavind si este catalizati de beta-
dimetilamino-propionitril (DMAPN) sau N,N,N,N-tetrametilendiamind (TEMED). Blocul de
gel rezultat poate fi tiiat mecanic in particule cu anumite dimensiuni. Totusi, aceste geluri
sunt pufin rezistente mecanic si au o refea deschisa cu o distributie larga a dimensiunii porilor.
Aceste dezavantaje pot fi depasite prin optimizarea gradului de reticulare.

Microincapsularea

Enzimele pot fi imobilizate in interiorul unor microcapsule, preparate din polimeri
organici. Membranele ce includ enzimele sunt semipermeabile pentru substrat si produs.
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Avantajele acestet metode includ suprafata foarte mare de contact dintre substrat si
enzima intr-un volum relativ mic si posibilitatea reald de a imobiliza citeva enzime diferite
intr-o singura treapta, fie ca enzimele sunt solubile sau au fost imobilizate anterior printr-o
alta metoda.

Dezavantajul principal este ca metoda nu poate fi aplicata in cazul substraturilor cu
greutate moleculard mare, iar citeodata are loc inactivarea enzimei in timpul procesului de
imobilizare, sau enzima poate fi incorporati in membrana capsulei.

2.1.3.4. Fixare chimica prin legaturi covalente

Acest tip de imobilizare se bazeazad pe formarea unor legituri covalente intre enzima si
suport. Selectarea conditiilor pentru imobilizare este mai dificila ca in cazul celorlalte metode.
Conditiile de reactie necesare sunt relativ complicate si de obicei nu sunt blande.

Ca s1 In cazul reticularii, legarea covalenta este puternici astfel incét se obfin preparate
enzimatice stabile, care nu pierd enzima in solutie, chiar in prezenta substratului sau in solutii
cu tdrie ionica ridicata.

Este important ca aminoacizii esentiali pentru actul catalitic sd nu fie implicati in
legatura covalentd cu suportul. Acest lucru nu este prea ugsor de realizat §i enzimele
imobilizate prin aceastd tehnic3, in general, isi pierd activitatea. Aceastd problema poate fi
evitatd daca enzima este imobilizata in prezenta unui inhibitor competitiv sau a substratului.

Marea varietate a reactiilor de legare si a matricelor cu grupari functionale, capabile de
cuplare covalentd, sau susceptibile la activare pentru a da asemenea grupari, face ca aceasta
metoda sa aibd o aplicabilitate generala la imobilizarea enzimelor.

La alegerea unei metode pentru imobilizarea covalentd a unei enzime trebuie finut
cont de trei factori principali:

- gruparile functionale ale proteinei - si fie adecvate pentru legarea covalenta in
conditii blande;

- reactiile de cuplare intre enzima si suport;

- suporturile functionale - si fie potrivite pentru imobilizare;

2.1.4. Metode de imobilizare a celulelor [256,259]

Enzimele se clasifica in doua mari categorii:

- extracelulare, daca sunt eliberate din celule in mediul de crestere

- intracelulare, daca sunt retinute in celule pe parcursul cultivarii acestora.

Pentru a imobiliza enzimele intracelulare, acestea trebuie sa fie extrase si izolate din
celule. Adesea asemenea enzime sunt instabile si in multe cazuri nu sunt potrivite pentru uz
practic. In plus, operatiunile de extractie si purificare sunt scumpe. Astfel, pentru a evita
costul, durata si complicatiile implicate la o extractie si purificare a enzimei, cu rezultat
adesea nesatisfacator din punct de vedere al randamentului si mai ales pentru a evita
instabilitatea enzimei active, se procedeaza la imobilizarea intregii celule i utilizarea ei ca
atare pe post de catalizator, avand toate avantajele enzimei imobilizate. Ca si in cazul enzimei
imobilizate si utilizarea celulelor imobilizate la scard industriald a fost aplicati la inceputul
anilor 1970 de céatre Chibata §i colaboratorii [254].

Avantajele utilizarii intregii celule imobilizate sunt multiple. Sunt eliminate
procedurile lungi, complicate si costisitoare pentru extractia si purificarea enzimelor.
Enzimele celulare sunt gata organizate in ordinea ceruti de fluxul metabolic. De asemenea pot
fi evitate problemele legate de instabilitatea enzimelor.

Pentru reactiile enzimatice care necesitd utilizarea cofactorilor sau coenzimelor,
acestea sunt deja prezente in celule si astfel se evita necesitatea coimobilizirii acestora si
regenerarii lor.
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Astfel, este de preferat utilizarea celulelor imobilizate, mai ales pentru reactii
degradative sau de sinteza care necesitd energie si cofactori scumpi.

O clasificare generald a metodelor de imobilizare utilizate in cazul celulelor este
prezentatd in Figura 2.2 [260].

[ Metode de imobilizare a celulelor
Legare
de si::) ot Autoreglare Entrapare
|
l |
Floculare | Reticulare chimica
Adsorbtie I.Jeg.arf, Legare Entrapare Entrapare Micro-
fizica lonica covalenta in refea in membrand | incapsulard

Figura 2.2 Clasificarea metodelor de imobilizare a celulelor [260]

2.2. Metode de imobilizare a aminoacilazei 1

In anii 1950 N 1970 Chibata si colab. [261] au utilizat aminoacilaza fungicd pentru
producerea industriald a unor L-aminoacizi. Aceastd metodd a fost una dintre cele mai
avantajoase procedee pentru producerea industriald a aminoacizilor. Totusi, reactia enzimatica
a fost realizatd prin procedeul in baie, prin incubarea unui amestec ce continea substratul si
enzima solubild. Astfel, procedura a prezentat unele dezavantaje la aplicarea industriala. De
exemplu, pentru a izola L-aminoacidul din amestecul de reactie a fost necesar sa se
indeparteze enzima prin modificare de pH sau temperaturd, chiar daca mai riménea enzima
activa, pentru cd nu exista o procedurd potrivitd pentru a o izola din amestec, in vederea
recirculdrii. In plus, a fost necesard o procedura complicatd de purificare pentru a indeparta
enzima rdmasa si pigmentii coloranti care contaminau preparatul enzimatic. Rezultatul a fost
o reducere a randamentului de obtinere a L-aminoacidului.

Pentru a depasii aceste dezavantaje si a imbunatafii metoda enzimatica, Chibata si
colab. au pomit un studiu intens pentru gisirea unei metode optime de imobilizare a
aminoacilazei I si apoi de utilizare a imobilizatului intr-o coloani, cu exploatare in flux
continuu. Au utilizat o serie de metode de imobilizare (prezentate in Cap. 2.1) ca adsorbtia
fizicd [166,262,263,264], legarea ionici [265], legarea covalentd [266], reticularea si
entraparea. Rezultatele acestor imobilizari sunt prezentate in Tabelul 2.3 [261]
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Tabel 2.3. Randamente de imobilizare ale aminoacilazei prin diferite metode [261]

. .. . | Aminoacilaza imobilizata
< g . o Aminoacilaza
Metoda de imobilizare tivi . Randament
si suport e 1 Activitate imobilizare
(unitati) (unitﬁti)l
(%)
Adsorbtie fizica
oxid de aluminiu acid 1210 13 1,0
oxid de aluminiu neutru 1210 10 0,8
Legare ionica
DEAE-celuloza 1210 668 55,2
ECTEOLA-celuloza 1210 293 24,2
TEAE-celuloza 1210 623 51,5
DEAE-Sephadex A-25 1210 713 58,9
DEAE-Sephadex A-50 1210 680 56,2
Legare covalenta
PAB-celulozi diazotata 1210 64 53
Enzacryl AA diazotat 1210 44 3,6
Sticla arilamino diazotata 1210 525 43,4
Celulozd CNBr-activati 1210 12 1,0
Sephadex CNBr-activat 1210 15 1,2
Cloroacetil-celuloza 1210 137 11,3
Bromoacetil-celulozi 1210 339 28,0
Iodoacetil-celuloza 1210 472 39,0
Reticularea suportului
Glutaraldehida 1440 8 0,6
Hexametilendiizocianat 1440 23 1,6
Reticularea enzimei
Glutaraldehida 1440 211 14,7
Toluen diizocianat 1440 18 1,3
Entrapare in retea
Gel de poliacrilamida 1000 526 52,6
HPMCP-DEAE? 1000 190 19,0
Microincapsulare
Nylon 1000 360 36,0
Poliuree 1000 150 15,0
Etilcelulozi 1000 104 10,4

' O unitate enzimatica este definita drept cantitatea de enzima care elibereaza
1 umol de L-metionina per ora la 37°C.
? Derivat dietilaminoetil de ftalat de hidroxipropiometil-celuloza.

Au gisit astfel ca trei tipuri de preparate imobilizate, obtinute prin legare ionica pe
DEAE-Sephadex, legare covalenti pe iodoacetilcelulozi si entraparea in gel de poliacrilamida
au fost relativ favorabile din punct de vedere al randamentului de imobilizare, al activitatii si
stabilitdtii. Metodele de imobilizare sunt prezentate succint in referinfa bibliografica [166].
Totusi, pentru operarea industriala intr-un proces enzimatic continuu, a fost necesard
satisfacerea mai multor conditii. Astfel, au fost comparate caracteristicile celor trei
aminoacilaze imobilizate (prezentate in continuare in Cap. 2.3) si s-a ales preparatul
imobilizat pe DEAE-Sephadex ca fiind cel mai avantajos pentru productia industriald a L-
aminoacizilor deoarece: a) prepararea este ugoard; b)activitatea este ridicat; c) stabilitatea
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este ridicatd si d) este posibila regenerarea enzimei imobilizate deteriorate. Comparand
costurile de productie a L-aminoacizilor prin procedeele in baie cu enzimd nativa si prin
procedeul continuu cu aminoacilaza imobilizatd pe DEAE-Sephadex, s-a gasit cd procedeul
continuu are un cost cu mai mult de 40% mai scazut [267].

2.3. Caracterizarea aminoacilazei I imobilizata

Pentru cele trei preparate aminoacilazice imobilizate alese pentru studiu, s-a
determinat in primul rand activitatea (prezentatd in Tabelul 2.3) dar si activitatea relativa,
ludnd ca etalon activitatea aminoacilazei native, datele fiind prezentate in Tabelul 2.4 [261].

Tabel 2.4. Activitatea relativa a aminoacilazei imobilizata pe diferite suporturi

Metoda de imobilizare Activitate relativa*
Legare ionica
DEAE-Sephadex 42-74
Legare covalenti
Bromoacetilceluloza 35
Iodoacetilceluloza 40-50
Entrapare
Gel de poliacrilamida 50-60

* Activitatea aminoacilazei native este considerati ca fiind 100

Comparind aceste activitdti, enzima entrapatd prezinta valoarea cea mai ridicata, dar
studiul ulterior, ca si randamentul de imobilizare ceva mai scizut, au facut ca, totusi, enzima
legata ionic pe DEAE-Sephadex s fie preferata pentru procedeul industrial.

Informatii asupra schimbarilor proprietatilor enzimatice cauzate de imobilizare sunt
utile nu numai in aplicarea sistemelor imobilizate, dar si pentru elucidarea relatiilor structura-
functie si a mecanismelor reactiei enzimatice.

Din aceste motive au fost studiati o serie de factori care influenteazi activitatea
aminoacilazei imobilizate.

2.3.1. Influenta pH-ului

Deoarece enzimele sunt de natura proteic3, activitatea lor catalitica este puternic
afectatd de pH-ul mediului apos. Unele enzime prezintdi o deplasare a pH-ului optim
comparativ cu enzima nativi, altele nu. In Tabelul 2.5 este prezentat pH-ul optim al
aminoacilazei imobilizate pe diferite suporturi [261], iar in Figura 2.3 dependenta vitezei
initiale de reactie de pH pentru enzima nativa si imobilizatd pe DEAE-Sephadex A-25 [232]:
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Tabel 2.5. pH-ul optim al aminoacilazei imobilizate [261]

40

Metoda pH optim :
de imobilizare enzima nativa . enz.lr'na -
imobilizata
Legare ionici
DEAE-celuloza 7,5 7,0
DEAE-Sephadex 7,5 7,0
Alchilare (covalentd)
1odoacetil-celuloza 71,5 8,0
Entrapare
Poliacrilamida-gel 71,5 7,0
Legare diazo (covalenta)
Enzacryl AA 7,0 7,5-8,0
100 -
< 80 //
: B./ \\:lﬁ.
g 60 &
L
g

20

Figura 2.3. Dependenta de pH a vitezei initiale de reactie pentru sistemul

8

pll

10

N-acetil-L-metionina / aminoacilaza {232]
A - enzimd nativa

B - enzimi imobilizata

2.3.2. Dependenta de temperatura

A. Temperatura optima [261]
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in cazul legarii 1onice §i al entraparii in gel de poliacrilamida, pH-ul optim se
deplaseazi cu 0,5 unitati spre domeniul acid, la legarea covalenti spre domeniul bazic.

Activitatea catalitica a enzimelor este dependentd de temperaturd ca si in cazul
catalizatorilor chimici ordinari, dar activitatea este pierduti peste anumite limite ale
temperaturii datoritd denaturarii enzimelor proteice.

Cercetatorii raporteaza ca temperatura optima cregte la imobilizarea aminoacilazei prin
legare ionicd pe DEAE-celulozi si DEAE-Sephadex si includere in gel de poliacrilamida si
scade la imobilizarea prin alchilare pe iodoacetilcelulozi, comparativ cu temperatura optima a
aminoacilazei native, fapt ce se observi in Figura 2.4.
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B. Stabilitatea la incélzire [261]

Figura 2.4. Efectul temperaturii asupra vitezei de

reactie [261]

Substrat: N-acetil-D,L-metionina,
timp de reactie - 30 minute

A - aminoacilaza nativa

B - DEAE-celuloza-aminoacilaza

C - DEAE-Sephadex-aminoacilaza

D - poliacrilamida-aminoacilaza

E - 10doacetilcelulozi-aminoacilaza

Activitatea catalitici a enzimelor creste cu ridicarea temperaturii. Totusi, enzimele
sunt structuri proteice §i sunt, in general, instabile la temperaturd. De aceea reactiile
enzimatice nu pot fi conduse practic la temperaturi inalte. Daca stabilitatea enzimei este
crescuta prin imobilizare, potentialul de utilizare al acestor enzime va fi mai mare.

Dupd cum se vede din Tabelul 2.6 si Figura 2.5 stabilitatea la temperaturd a
aminoacilazei imobilizate creste considerabil comparativ cu enzima nativa.

Tabel 2.6. Stabilitate la incélzire a aminoacilazei imobilizate [261]

Metoda de imobilizare

Tratament

Activitate remanenta
(%)

Temp (°C) | Timp (min) | E. nativa | E. imob.

Legare ionica

DEAE-celulozi 70 10 5 80
DEAE-Sephadex 70 10 5 90
Alchilare

iodoacetil-celuloza 70 10 5 50
Entrapare

Gel-poliacrilamida 70 10 5 30

Activitate remanenta (%)

‘40

20

37"’

1

o
N
[ {

50

6. 7. 80
Temperaturid(<c)

Figura 2.5. Stabilitatea la incalzire a aminoacilazei (timp 10 min) [261]

X - aminoacilaza nativa
¢ N 1odoacetilcelulozdaminoacilaza
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o - DEAE-Sephadex-aminoacilaza
e - poliacrilamida-aminoacilaza
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Din nou, stabilitatea cea mai mare la temperaturd o prezinta DEAE-Sephadex A-25-
aminoacilaza.

C. Stabilitatea la stocare [261]

Stabilitatea la stocare este un factor important de care trebuie tinut seama in aplicarea
enzimelor imobilizate.

S-a testat stabilitatea la stocare a aminoacilazei prin legare ionica pe DEAE-Sephadex
in solutie de acetil-D,L-metionina 0,2 M si in apa distilata la diferite temperaturi. S-a gasit ca
60% din activitatea initiala a fost mentinuta dupa o stocare de 150 de zile la o temperatura de
4°C in ambele solutii, in timp ce activitatea remanenta dupa stocare 150 zile la 25°C a fost de
50% in solutie de acetil-D,L-metionina si 10 % in apa distilata.

D. Stabilitatea la utilizare [261]

Stabilitatea la utilizare a aminoacilazei imobilizate este unul dintre cei mai importanfi
factori ai succesului sistemului imobilizat.
In Tabelul 2.7 se prezinti stabilitatea la utilizare a aminoacilazei imobilizate.

Tabel 2.7. Stabilitatea la utilizare a aminoacilazei imobilizate pe diferite suporturi [261]

Conditii de utilizare Activitate
Metodi de i - -
etoda de imobilizare Temp (°C) | Timp (zile) rem(a;:;:nta
Legare ionica
DEAE-Sephadex 50 30 60-70
Reticulare
Sticld poroaséd+glutaraldehida 37 78 50
Entrapare
el-poliacrilamida 37 20 90

Este mai greu de tras o concluzie, de vreme ce testarea nu s-a facut in aceleasi conditii,
totusi, avand in vedere stabilitatea buna a imobilizatului prin legare ionica si mai ales faptul
cd suportul se poate reutiliza prin incarcare din nou cu enzima, face ca acest schimbator de
ioni s fie preferat.

2.3.3. Energia de activare a aminoacilazei imobilizate [261]

Cercetitorii au preparat aminoacilazi imobilizata prin diferite metode si au determinat
energia de activare. Dupa cum se vede in Tabelul 2.8, energia de activare a aminoacilazei
imobilizate prin legare ionicdi pe DEAE-celulozi si DEAE-Sephadex creste comparativ cu
enzima nativa, in timp ce la imobilizarea aminoacilazei prin alchilare cu iodoacetilceluloza si
prin includere in gel de poliacrilamida s-a observat descresterea energiei de activare.
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Tabel 2.8. Energia de activare a aminoacilazei imobilizata
pe diferite suporturi [261]

Preparat enzimatic Energie de activare
kcal/mol

Aminoacilaza nativa 6.700
Aminoacilaza imobilizata
Legare ionica
DEAE-Celuloza 11.100
DEAE-Sephadex 7.640
Alchilare (legare covalenti)
1odoacetilcelulozi 3.900
Entrapare
gel-poliacrilamida 5.700

2.3.4. Constante cinetice [261]

Deoarece la imobilizare pot avea loc schimban in conformatia enzimei si se poate
schimba afinitatea dintre enzima si substrat, investigarea constantelor cinetice pentru enzimele
imobilizate este foarte importanta.

A. Constanta Michaelis [261]
In Tabelul 2.9 sunt prezentate constantele Michaelis ale aminoacilazei imobilizata pe
diferite suporturi, comparativ cu cea a aminoacilazei native:

Tabel 2.9. Constantele Michaelis ale aminoacilazei imobilizate [261]

Metoda de imobilizare - ; I'(m (mM) : P
Enzima nativa | Enzima imobilizata

Legare ionica
DEAE-Celuloza 5,7 3,5
DEAE-Sephadex 5,7 8,7
Alchilare (legare covalenti)
iodoacetilcelulozi 5,7 6,7
Entrapare
gel-poliacrilamida 5,7 5.0

In cazul imobilizarii prin legare ionica valorile Km obtinute diferd. Imobilizatul pe
DEAE-celulozi a prezentat o afinitate mai mare pentru substrat comparativ cu enzima nativa,
pe cand cel pe DEAE-Sephadex a avut o afinitate mai mica. Acelasi lucru s-a intimplat si la
legarea covalentd pe iodoacetilcelulozi (afinitatea a scdzut). Includerea in gel de
poliacrilamida modificd cel mai putin valoarea Km (scade, deci afinitatea creste).

Oricum, in nici unul dintre cazurile de imobilizare prezentate, valorile Km nu se
modificd semnificativ, deci imobilizarea nu a afectat prea mult afinitatea enzimei pentru
substratul sau.

B) Viteza maxima de reactie [261]

A fost masuratid, de asemenea, viteza maxima de reactie pentru aminoacilaza
imobilizata. Dupa cum se vede din Tabelul 2.10, valorile obfinute au fost apropiate de cele ale
enzimei native, deci imobilizarea nu a afectat semnificativ proprietitile cinetice ale enzimei.
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Tabel 2.10. Viteza maxima de reacfie a aminoacilazei imobilizate [261]

Metoda de imobilizare V max
pmol/h

Aminoacilaza nativa 1,52
Aminoacilaza imobilizata
Legare ionica
DEAE-Sephadex 3,33
Alchilare (legare covalenti)
10odoacettlceluloza 4,65
Entrapare
gel-poliacrilamida 2,33

2.3.5. Stabilitatea fata de reactivi [261]

Imobilizarea enzimelor produce, de asemenea, schimbari in stabilitatea lor fata de
reactivi. Citeva exemple sunt prezentate in Tabelul 2.11.

Se observa ca aminoacilaza imobilizatd nu este inhibatd de uree, ci activati. De
asemenea este activatd de guanidina §i n-propanol. Mecanismul de activare nu este clar, dar
poate fi datorat schimbarii conformatiei proteinei, de exemplu conversia structurii rigide a
aminoacilazei imobilizate intr-o structurad mai flexibila, potrivitd pentru actiunea catalitica.

Tabel 2.11. Stabilitatea aminoacilazei imobilizate prin legare ionica pe
DEAE-Sephadex faté de diferiti reactivi [261]

Reactiv Activitate remaneta (%)
Enz. nativa Enz. imobiliz.
6 M-uree 9 146
2 M-guaminida 49 110
1% SDS 0 25
24% n-propanol 55 110

In reactiile enzimatice, la utilizarea unui preparat enzimatic brut, inactivarea enzimei
este adesea accelerata de contaminarea cu enzime proteolitice.

Totusi, dupa cum se vede din Tabelul 2.12, la aminoacilaza imobilizatd prin legarea
ionicd, rezistenta la enzime proteolitice, comparativ cu enzima nativa, este crescuta.

Tabel 2.12. Stabilitatea aminoacilazei imobilizate prin legare ionica
fata de enzime proteolitice [261]

.o e« Activitate remanenta (%)
Suport Enzima proteolitica Enz nativi | Enz. imobil.
DEAE-celulozi tripsina 23 33
Pronaza P 68 53
DEAE-Sephadex tripsina 23 87
Pronaza P 68 88
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2.3.6. Influenta ionilor asupra activitatii aminoacilazei

Activitatea enzimei poate fi influentata (activare sau inhibitie) de prezenta in mediul
de reactie a unor ioni metalici sau substante organice. Efectul acestora a fost studiat in
conditiile standard de desfasurare a reactiei de hidroliza cu diferenta ca s-au adaugat diferifi
ioni metalici in locul ionului de Co*'. Pentru comparatie, s-a luat activitatea enzimei in
absenta ionilor metalici. In Tabelul 2.13 sunt prezentate efectele ionilor metalici i altor
inhibitori asupra reactiei enzimatice [232] .

Tabel 2.13. Efectul ionilor metalici si a altor efectori asupra activitatii
aminoacilazei nativa si imobilizata [232]

Activitate relativa
Aminoacilaza Aminoacilaza -
Efector nativa DEAE-Sephadex-

A25
- 100 100

Ag' 82 62
Ba* 105 100
Ca* 96 101
Ccd* 9 27
Co** 146 143

Cu 0 0
Fe™ 101 102
Hg™ 77 51
Mg™* 105 100
Mn* 25 54
Ni® 42 39

Pb* 42 14
Sn** 58 98

Sr*t 105 101

Zn*t 80 64
Al 42 102

Fe* 45 101
monoiodacetat 88 50
paracloromercuri

benzoat 98 8
cloroacetofenona 100 97

EDTA 19 4
KCN 100 100
NaF 100 99
NaN; 100 90

Comparand datele prezentate se observa ca activatorul cel mai eficace este ionul de
Co®*. Ionii: Cd**, Mn*", Sn?*, AI**, Fe** sunt inhibitori destul de slabi. Ionii metalelor grele
(Ag', Hg®*, Pb®*) si compusii cu sulf sunt inhibitori puternici. in cazul imobilizarii prin legare
ionic, Ag*, Hg?*, Pb*, Zn** inhiba mai puternic, comparativ cu enzima nativa, probabil prin
acest tip de imobilizare enzima poate forma mai ugor coordinante cu ionii respectivi, avand ca
efect o modificare mai drastica a conformatiei, cu pierderea activittii. In schimb creste
stabilitatea fati de Mn?* si Sn**. Imobilizarea nu apiri enzima de efectul complexant al
EDTA, aceasta, ca §i in cazul celei native, pierzind zincul ionic din structurd §i ca atare
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activitatea.

Studiind comparativ proprietatile enzimatice ale aminoacilazei fixate pe diferite
suporturi, cercetitorii japonezi [165,166,232,261] au stabilit ca cele mai bune proprietiti
pentru aplicarea industriald le are aminoacilaza fixatd pe DEAE-Sephadex si respectiv pe
iodoacetilceluloza (Tabel 2.14).

Tabel 2.14. Comparatie intre proprietdtile enzimatice ale diferitelor
aminoacilaze imobilizate

Aminoacilaza imobilizata
. . Leg. ionica Leg. covalenta Entrapare
Proprietati Amlnnaotzil:;laza (I%EAE (igodoacetil- (ge:)-
Sephadex) celuloza) acrilamida)
pH optim 7,5-8,0 7,0 7,5-8,5 7,0
temp. optima (°C) 60 72 55 65
energ. de activare
(Kcal/mol) 6,9 7,0 3,9 5,3
Co”* optim (mM) 0,5 0,5 0,5 0,5
Km (mM) 5,7 8,7 6,7 5,0
Vmax, (Lmol/h) 1,52 3,33 4,65 2,33
Stabil. termica (Activ. reman. %)
60°C, 10 min 62,5 100 77,5 78,5
70°C, 10 min 12,5 87,5 62,5 34,5

pH-ul optim al DEAE-Sephadex-aminoacilazei este mai mic cu 0,5-1,0 unitati pH fata
de enzima nativa. Deplasarea poate fi explicata prin redistribuirea legaturilor de hidrogen intre
sarcinile pozitive ale DEAE-Sephadexului si mediul apos inconjuritor. Deplasarea pH-ului
este de asemenea prezenta in cazul poliacrilamid-aminoacilazei, dar motivul nu este clar in
acest caz.

O diferenta semnificativa se observi intre temperatura optima si energia de activare a
enzimelor imobilizate §i a celei native. DEAE-Sephadex-aminoacilaza prezintd temperatura
optima cea mai inalta.

In ceea ce priveste efectul ionilor metalici, al inhibitorilor, al specificitatii de substrat,
specificitatii optice si constantelor cinetice nu sunt diferente marcante intre enzima
imobilizata si cea nativa.

Printre aminoacilazele imobilizate, cea pe DEAE-Sephadex prezintd cea mai mare
stabilitate la incalzire. De asemenea prezintd o rezistenta puternica fata de proteaze, solventi
organici si agenti de denaturare a proteinelor.

2.4, Alte studii privind imobilizarea aminoacilazei I

Literatura privind imobilizarea aminoacilazei este extrem de bogata, in special cea de
brevete. Au fost testate toate tipurile de imobilizare, pe o mare varietate de suporturi,
urmarind obtinerea unor preparate cit mai stabile, cu activitate cdt mai mare, i la un pret cat
mai redus. In continuare sunt prezentate doar citeva exemple.

Imobilizarea prin adsorbtie

Franymann si Hiilsmann [268] au brevetat un procedeu de obtinere a unui oxid de
siliciu, modificat prin tratare cu alcoxisilan pentru introducere de grupari aminice primare sau
secundare (y-aminopropiltrietoxisilan, B-aminoetiltrimetilsilan, N-aminoetil-y-aminopropil-
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trietoxisilan, etc) sau oxid de siliciu amorf din alumino sau magneziusilicati. Au imobilizat
acilaza din A. oryzae pe aceste suporturi iar imobilizatele obtinute le-au utilizat pentru
hidroliza stereoselectivd a N-acetil-D,L-aminoacizilor (Phe, PheGly, Trp). Imobilizatul si-a
mentinut activitatea 8-10 saptamani, la un randament de transformare de 85%.

Meiller si Mirabel [269,270] au brevetat un procedeu de obtinere a unor suporturi prin
acoperirea unui material mineral poros (silica, oxid de titan sau de aluminiu) cu un polimer
reticulat (compusi epoxidici reticulati cu poliamine; poliamine-formaldehida cu fenol-
formaldehida; stiren-divinilbenzen; etilenglicol diacrilat cu vinilpiridina, etc). Au imobilizat
acilaza renala sau din Aspergillus prin procedeul in coloana. Au obtinut preparate cu activitate
de 2-45 U/g. La utilizare, conversia in L-aminoacid a scazut la 80% dupa 14 cicluri a 3 ore
(cel mai bun rezultat). La utilizarea continua, dupa 48 ore, rata de conversie s-a mentinut la
aceeasi valoare ca dupa 3 ore.

Mazarguil si colab. [271] au obtinut derivati halogenoalchilsilanici ai unor silicati sau
argila si pe care au imobilizat diferite enzime, printre care §i aminoacilaza, dar fara rezultate
bune in cazul acesteia.

Chibata si colab. [272,273] leagd tanin pe diferifi derivati aminohexil, n-alchil,
carboxipentil, hidroxialchil de dextran reticulat sau celuloza, pe care, apoi, inglobeaza ioni
Fe’*. Pe suporturile astfel preparate au imobilizat acilazi. Rezultatele cele mai bune le-au
obtinut cu derivati aminohexil care, dupad 60 ore de operare, si-au mentinut 70% din
activitatea initiala in cazul metioninei $i nu au pierdut activitate in cazul valinei, fenilalaninei,
triptofanului.

Watanabe si colab. [274] au imobilizat acilazi pe tanin-aminohexil-celuloza, cu
rezultate mai bune daca procedeul a avut loc in mediu slab alcalin ce confinea NaCl si BuOH.
Activitatea produsului obfinut a fost de 5 ori mai mare decat cea obtinutd la clasica
imobilizare prin legare ionicd pe DEAE-Sephadex, dacd s-au utilizat concentrafii mari de
substrat.

Imobilizare prin entrapare si reticulare

Leuschner [275] a incorporat acilaza renald porcind intr-o membrand de nitrat de
celulozd (Imm grosime) care a fost apoi taiatd in bucdti de 1-2 mm. Particulele obtinute au
fost apoi utilizate pentru hidroliza stereoselectiva a N-acetil-D,L-metioninei prin procedeul in
coloand. Dupa 28 zile de utilizate continud, urmata de izolarea §i purificarea L-metioninei,
randamentul total al procesului a fost de aproximativ 80%.

Lee si colab. [276] au entrapat acilazad din A. oryzae in alginat de calciu, stabilizat cu
poli-L-lizind. Produsul a fost caracterizat (Km, Vmax, PHoptim» Topiim). La utilizare, dupa 10
cicluri, imobilizatul a pierdut 10% din activitate. Daca perlele de alginat de calciu au fost
acoperite cu un strat de polietilenimind, stabilitatea operationala a imobilizatului a crescut,
dupd 25 de zile de operare continua neinregistrandu-se o pierdere apreciabila de activitate.

Kawai si colab. [277] au utilizat 0 metodd combinatd de imobilizare. Polimerul
continand grupari epoxi a fost incorporat in membrana unor fibre tubulare. Pe acest polimer
au fost introduse grupari dietilamino (schimbdtor anionic). Acilaza a fost adsorbitd/legata pe
acest produs multistratificat, apoi a fost reticulati cu glutaraldehida pentru a preveni
desprinderea. Fibrele tubulare au fost utilizate pentru producerea continua de L-metionina (4,1
moli/ord/L de fibre), la o viteza spatiala de 200 h™.

Entraparea in gel de poliacrilamida ridicd problema cresterii temperaturii in timpul
polimerizarii, fapt ce denatureazi, de obicei, enzima.

Kawashima si colab. [278,279] depasesc aceste probleme prin radiopolimerizare la
temperatura de inghetare. Au obtinut, astfel, un randament de imobilizare a aminoacilazei de
43,7%.

German si Neklyudov [133] au imobilizat acilazi din Streptoverticillium olivoreticuli
prin entrapare in gel de poliacrilamida, dar au adus o noutate, folosind NaOH in locul
tetrametiletilendiaminei (foarte toxicd), care fusese utilizatd anterior, iar enzima este §i
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reticulata cu glutaraldehida. Au obtinut, astfel, un randament de imobilizare de 85%, mult mai
mare decat cel raportat de Chibata si colab. [261,267] de 52,6%. Preparatul a avut stabilitate
maxima la 40°C st i de inactivare de 1500 ore. Din studiile cinetice a rezultat ca
descresterea conversiei procesului o datd cu cresterea concentratiei initiale a substratului se
datoreaza inhibitiei prin exces de substrat. Concentratia optima de N-acetil-D,L-fenilalanina a
fost de 0,438 M, cu care s-a obtinut o conversie de 98+0,5%.

Suzuki [280] a brevetat un procedeu de reticulare a aminoacilazei cu glutaraldehida si
gelatini, obtinand un randament de imobilizare de 63%.

Hirano si colab. [281] au folosit in loc de gelatind albumind si au imobilizat acilaza
din A. ochraceus. Produsul obtinut a prezentat acelasi pH optim ca si enzima nativa, a fost
stabila in intervalul de pH 4-8, dar a fost foarte instabil la pH bazic. Mai stabil a fost la
actiunea unor ioni de metale grele, dar activarea cu Co?* a fost mai redusa. Autorul sugereaza
ca, de fapt, majoritatea enzimei a fost legatd covalent la miceliu.

Chibata si colab. [282] au imobilizat acilazi din A. oryzae in Genewgel WG (un
derivat de carrageenan) cu reticulare in acelasi timp a enzimei cu glutaraldehida si
hexametilendiamini, ob{inand un compus mult mai stabil decat cel simplu entrapat.

Imobilizare prin legare covalenta

Legarea covalenta a enzimelor la diferite suporturi insolubile se poate realiza prin
diverse metode, prezentate la Cap. 2.1. Desi in foarte multe cazuri randamentul de imobilizare
s1 activitatea produsului obtinut sunt foarte bune, stabilitatea la pH si temperaturd sunt mai
ridicate, totusi procedeul, ca si entraparea si reticularea, prezintd marele dezavantaj ca
suportul, o datd enzima inactivatd, nu se mai poate reutiliza, marind astfel preful de cost al
procesului de hidroliza stereoselectivd a N-acetil-aminoacizilor. Cercetarile sunt totusi extrem
de numeroase, deoarece polimerii utilizati pot sa aibd un pret scazut, ceea ce ar putea face ca
imobilizarea covalenta si concureze bine cu cea prin legare ionica.

Astfel, MaSkova si colab. [283] au imobilizat acilaza renald pe un polimer acrilic
(Enzacryl-AA), utilizdnd reactia de cuplare dintre gruparea diazo a suportului i grupiri
aromatice ale unor resturi de aminoacizi din enzima. Au obtinut un randament de imobilizare
de 70%, si o stabilitate la 60°C mult mai mare (80% activitate remanentd) fatd de enzima
nativd (20% activitate remanentd). De asemenea, imobilizatul a prezentat o energie de
activare de 1,4 ori mai scazuta decit cea a enzimei native.

Doud patente [284,285] prezintd imobilizarea acilazei la nivelul unor grupari
aldehidice de pe organopolisiloxani, respectiv grupari amino de pe aluminohidrosilicati
modificati. Randamentul de imobilizare a fost mult mai scazut, de 22-32% in primul caz.
Pentru al doilea exemplu, brevetul nu prezintd randamentul de imobilizare, dar, la utilizarea
preparatului in coloand pentru hidroliza N-acetil-D,L-fenilalaninei, coloana si-a mentinut
activitatea dupa 1000 de ore de functionare.

O serie de alte brevete [121,122,123] prezinta imobilizarea acilazei renale pe
copolimeri acrilici partial modificati (Akrilex P) prin cuplare cu carbodiimida, realizdnd
randamente de imobilizare de 20-24%.

Sisak si colab. [286,287] au imobilizat acilaza renala tot pe suporturi poliacrilamidice,
dar de tip Akrilex C 100, cu grupari functionale carboxil, si activate cu carbodiimide solubile
in apd, urmind procedeul publicat anterior [288]. Randamentul de imobilizare a fost de
25+30%. Preparatul obtinut l-au utilizat pentru hidroliza N-acetil-D,L-metioninei intr-un
reactor tip coloana, in pat fluidizat, si in pat fluidizat cu agitare. Conversia a depins in toate
cele trei cazuri de debitul de alimentare a solufiei de substrat, dar rezultate de departe mai
bune s-au obtinut in cazul patului fluidizat cu agitare. Daca acest tip de reactor a fost impartit
in trei zone (straturi), rezultatele s-au imbunatatit, la o crestere a debitului de 2 ori, conversia a
scdzut cu numai 20 %, fata de 50% pentru reactorul cu pat fluidizat cu agitare si cu o singura
treapta. Dupa 60 de zile de functionare acest tip de reactor nu a prezentat o modificare a
conversiel, deci a activititii imobilizatului.
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Smalla si colab. [289] au utilizat Separon HEMA (copolimer 2-hidroxietilmetacrilat cu
etilendimetilacrilat, modificat cu epiclorhidrina). Randamentul de imobilizare a acilazei a fost
mai ridicat daca s-au utilizat concentratii mari (1,5-2 M) de saruri (sulfat de amoniu sau sodiu,
fosfat diamoniacal), rezultatul cel mai bun fiind in cazul sulfatului de amoniu. Concentratia
optima de sare a depins de cantitatea de proteina prezentd. Randamentele de imobilizare au
fost, totusi, scazute (20-30%).

in scopul determinarii N-acetil-aminoacizilor cu catena ramificata (Val, Leu, Ile) in
ser, Kiba si colab. [290] au realizat un sistem format din HPLC, cuplat cu reactoare
enzimatice. Enzimele utilizate au fost aminoacilaza I si leucin dehidrogenaza, pe care le-au
imobilizat pe polivinilalcool. in cazul acilazei, polimerul a fost aminat (printr-un procedeu cu
clorometiloxiran) apoi enzima a fost atagatd covalent prin intermediul glutaraldehidei.
Randamentul de imobilizare a fost de 46%.

in spuma poliuretanica, acilaza poate fi imobilizati cu randament de 98%, dupa cum
afirmad Bakker si colab. [143]. Acestia au utilizat un prepolimer Hypol 3000 si un emulgator
(Brij 52) pentru a imbunatatii distribufia enzimei in amestecul de polimer. Randamentul de
imobilizare a depins de raportul enzima/polimer, rezultatul optim fiind pentru < 10 mg/g.
Conversia racemicului de acetilmetionina la L-metionina a fost de 1,58 ori mai mare decét cea
a preparatului comercial acilaza-DEAE-Sephadex. Cercetarile pentru utilizarea acestui produs
intr-un procedeu in coloana sunt in curs de desfagurare.

Imobilizare prin legare ionica

Nu numai colectivul lui Chibata a imobilizat acilaza pe DEAE-Sephadex A-25 ci si
alfi cercetatori. Wang si colab. [291] au obtinut un preparat cu un pH optim de 8 (mai ridicat
decat cel prezentat anterior) si temperaturd optimd de 65°C. La utilizarea continui a
imobilizatului timp de 300 ore nu s-a observat o pierdere semnificativa de activitate.
Conversia in L-alanina a fost de 70%.

DEAE-celuloza a fost utilizatd si de Barth i Maskova [292] pentru imobilizarea
acilazei renale, dar nu sunt prezentate randamente de imobilizare, doar activitatile preparatelor
obtinute (7U/mg). La exploatarea continua in coloana, imobilizatul a pierdut 20% din
activitate dupa 20 de zile.

Chibata si colab. [293] au imobilizat acilaza si pe alte tipuri de schimbatori anionici,
ca rasini fenolice, stirenice poroase, silica si sticld poroasi, avand grefate grupari
schimbatoare de ioni, urmata de reticularea enzimei legate cu dialdehide alifatice. Rezultatele
cele mai bune au fost obtinute cu rasini stirenice si silica, avand grefate grupéri
trimetilamoniu, cind randamentele de imobilizare au fost de 35-43%, iar preparatele si-au
mentinut activitatea dupa 20 de zile de utilizare continua.

Rasini asemanatoare, modificate cu grupari aminice tertiare sau cuaternare, au fost
utilizate §i de Wuesthoff [294] pentru imobilizarea unor acilaze microbiene sau renale.
Preparatele obtinute au prezentat diferite activitati (20-45U/g), functie de capacitatea de
schimb. Preparatul cel mai activ a fost folosit, in coloana, pentru hidroliza unor acetil-D,L-
aminoacizi. In cazul metioninei, dupa 3 ore de recirculare a solutiei de substrat, s-a obtinut o
conversie de 92%.

Copolimeri acrilamida-bisacrilamida, modificaji prin reactia Mannich cu diferiti
reactivi, au dus la obtinerea unor ragini anionice cu diferite capacitafi de schimb [152].
Acilaza din A. oryzae a fost imobilizata si activitatea produsului obfinut a fost functie de
amina utilizatd (secundard, diamind, derivat de anilind) ca si de gradul de reticulare al
polimerului. Rezultatele cele mai bune au fost obtinute in cazul dimetilaminei, la un raport
amind/acrilamida de 0,8 si un grad de reticulare de 47. Comparativ cu enzima nativa,
imobilizatul a prezentat o temperaturd optimi mult mai ridicata (75°C fata de 50°C), un pH
optim mai scazut (6,8 fata de 8,2) si o rezisten{a la temperatura si rezistentd operationala mai
buna decit acilaza imobilizata pe DEAE-Sephadex.
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Imobilizarea unor celule producitoare de aminoacilaza

in ultimii ani se insista tot mai mult pe imobilizarea microorganismului producator de
enzimd, pentru a evita procesele laborioase §i costisitoare de purificare a enzimei, ca §i
pierderea de activitate pe parcursul imobilizarii.

Yuan si colab. {153] au cultivat submers A. oryzae pe un mediu continand extract de
fasole si glucoza, apoi miceliul filtrat sau centrifugat a fost imobilizat in gelatind prin
reticulare cu glutaraldehida si etilendiamina. Preparatul obtinut a fost introdus in coloana si
studiat, comparativ cu miceliul liber, pentru hidroliza N-acetil-D,L-metioninei. pH-ul si
temperatura optima au fost mai ridicate. Valoarea K, a crescut la celulele imobilizate, ceea ce
denota o afinitate pentru substrat mai scazutd. Acest lucru poate fi cauzat de schimbaérile in
mediul imediat inconjurdtor al celulelor imobilizate. Din datele cinetice, t;, al activititii
enzimatice pentru celulele imobilizate a fost de 70 de zile, mult mai bun decédt in cazul
acilazei imobilizate pe DEAE-Sephadex (~50 zile). Randamentul intregului proces, pana la
separarea L-metioninei, a fost de 75%.

Celule de A. ochraceus au fost imobilizate prin reticulare cu glutaraldehida pe
ovalbumina si utilizate la scard de laborator pentru rezolufia optica a acetil-D,L-metioninei
[281], cu rezultate, de asemenea, promifatoare.

Colectivul lui Bédalo [126,128,295] a studiat imobilizarea unor celule de
Pseudomonas sp. BA2 in alginat de calciu §i k-carrageenan, in prezenta de N-acetil-L-alanina.
Intr-o serie de experimente, celulele au fost tratate inainte sau dupa imobilizare cu
glutaraldehida, hexametilendiamind sau polietilenimin3, pentru reticulare. La imobilizarea
simpla pe alginat, activitatea obtinuta a fost foarte mare, dar stabilitatea in timp extrem de
redusi. in cazul reticularii cu glutaraldehida s-au imbunatatit atat stabilitatea operationala a
imobilizatului cit si productivitatea lui. In cazul entraparii pe k-carrageenan rezultatele au fost
ceva mai bune.

Rezultate aseméndtoare au obtinut i Hernandez si colab. [129].

3. Tehnologia obtinerii aminoacizilor

Proteinele sunt unele dintre cele mai importante substante ce intrd in alcituirea
organismelor vii. Unitatile structurale din care sunt formate proteinele sunt a-L-aminoacizii.

in constitutia proteinelor intrd 20 de aminoacizi diferiti, dar toti sunt izomeri L-a-.
Sinteza tuturor acestor aminoacizi, biomolecule fundamentale, nu poate fi efectuatd decét de
plante si unele microorganisme. Omul si alte animale, in cursul evolutiei, au pierdut
capacitatea de sinteza a 8 aminoacizi pe care deci nu ii pot obfine decat prin aport exogen.
Acestia sunt numiti aminoacizi esentiali si sunt: valina, leucina, izoleucina, lizina, metionina,
fenilalanina, treonina si triptofanul. Alfi doi, histidina si arginina, sunt indispensabili pentru
organismele in crestere; sinteza lor endogeni nu este suficientd in aceastd perioada, ca de
altfel si in cazul refacerii dupd anumite boli comsumptive. Ei sunt numiti semiesentiali.
Ceilalti 10 aminoacizi: alanina, glicocolul, serina, tirozina, cisteina, prolina, acidul aspartic,
acidul glutamic, asparagina si glutamina pot fi obtinuti prin sintezi endogena si sunt numiti
aminoacizi neesentiali [296].

Pe langa rolul pe care il au in constitutia proteinelor sau reglarea metabolica si
functionala, aminoacizii, prin produsii intermediari de degradare, pot constitui baza pentru
sinteza altor componente ale organismelor vii.

In realitate, in lumea vie nu existd doar cei 20 de aminoacizi proteinogeni. Au fost
separafi peste 700 de a-aminoacizi naturali, sau alti izomeri (B-alanina, acidul y-aminobutiric,
D-aminoacizi) indeplinind diferite functii biologice.
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Datoritd metodelor spectroscopice si programelor de calculator folosite pentru a
elucida relatia dintre secventa de aminoacizi, conformatia proteica si proprietatile fizice,
chimice si biologice a aparut un interes deosebit pentru proiectarea si sinteza de novo a unor
aminoacizi nenaturali cu utilizare ca inhibitori enzimatici, antimetaboliti, precursori ai unor
peptide, proteine rezistente la proteaze sau cu conformatii care sa le inducd anumite
proprietdti. Ca o consecin{a a aparut necesitatea unor noi metodologii viabile pentru sinteza
acestor aminoacizi naturali, sau nenaturali, intr-o forma optic pura.

La ora actuala se utilizeazid mai multe metode de obginere:
hidroliza totala a proteinelor urmata de extractie si purificare

¢ fermentatia
¢ sinteze chimice
¢ sinteze enzimatice

Utilizarea uneia sau alteia dintre metode depinde in final de importanta aminoacidului

si mai ales de pretul de cost.

3.1. Metode generale de obtinere a aminoacizilor

3.1.1. Hidroliza totala a proteinelor

Pentru céitiva dintre aminoacizi (cisteina, tirosina, prolina) cea mai economicd metoda
de obtinere este inca izolarea din materialele naturale (vegetale si animale care contin
proteine: cheratina, colagen, gluten, drojdii) prin hidroliza acidi, bazicd sau enzimatica i
separare.

Importanta practica are numai procedeul clasic al hidrolizei acide, in prezenta acidului
clorhidric sau percloric. Hidrolizatul acid se neutralizeaza. Precipitd o fractie bogata in L-
cistin §i L-tirozina, aminoacizi foarte putin solubili in apa. Acestia se separa de restul solutiei
prin filtrare apoi prin recristalizare. Restul de aminoacizi se separa din solufia muma prin
procedee ca extractia, cromatografia (in special de schimb ionic), cristalizarea fractionata. Se
obtin L-aminoacizi de puritate farmaceutica [297].

3.1.2. Sinteza chimica

in principiu toti aminoacizii pot fi obfinufi prin sinteze chimice conventionale, dar
rezultd amestecuri racemice.
Cele mai uzuale metode [298] sunt:
1. Reactia compugsilor halogenati cu esterii acidului malonic, urmatd de hidroliza,
bromurare, decarboxilare i aminare, exemplu pentru sinteza fenilalaninei;
Sinteza Strecker, exemplu pentru obtinerea metioninei;
Condensari Perkin;
Degradarea Hofmann;
Degradarea Curtius;
Sinteza Degussa a D,L-cisteinei
Metodele pentru sinteza asimetrici a aminoacizilor pot fi impartite, in mare, in sase
categorii [299,300]:
1. Hidrogenarea stereoselectivad a derivatilor chirali, neracemici ai dehidroaminoacizilor

[301,302] sau hidrogenarea asimetrica a derivatilor prochirali ai dehidroaminoacizilor
[303],

A
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2. Echivalentii chirali ai glicinei servesc ca sabloane de a-aminoacizi, utile pentru
continuarea seriei omoloage prin formarea de legaturi carbon-carbon in pozitia a, prin
alchilarea nucleofila cu carbanionul [16,104,161,304] sau

3. Substitutia electrofila cu carbocationul {248],

4. Alchilarea asimetrica a derivatilor enolici ai aminoacizilor cu formare de L-aminoacizi a-
disubstituiti [153],

5. Aminarea nucleofila [305,306] sau

6. Aminarea electrofild a derivatilor optic activi de carbonil [15,29,63]; s-au dezvoltat in
ultima perioada [307].

3.1.3. Fermentatia

Desi la ora actuald este posibild prepararea tuturor aminoacizilor prin metode
microbiologice (fermentative), o aplicare industriald pe scara larga o au doar procesele pentru
obtinerea acidului L-glutamic si a L-lizinei. Se utilizeazd mutanti de inaltd performanta.
Materiile prime pentru mediile de culturd sunt melasa, glucoza si uneori acidul acetic. Pentru
producerea unui anumit aminoacid sunt necesari precursori. Acestia se adaugd la mediul
nutritiv pentru a fi convertiti de citre microorganism in L-aminoacidul dorit. In Tabelul 3.1
sunt prezentate citeva tulpini microbiene care produc L-aminoacizi §i concentratia finald a
acestora in mediul de cultura [322].

Tabel 3.1. Producerea aminoacizilor prin fermentatie [322]

L-aminoacid Conc. fin. . . .
gl Tulpina microbiana
Alanina 40 Corynebacterium gelatinosum
Arginina 29 Brevibacterium flavum
Acid glutamic 39 Brevibacterium flavum
Histidina 10 Brevibacterium flavum
Izoleucina 15 Brevibacterium flavum
Leucina 28 Brevibacterium lactofermentum
Lizind 32 Brevibacterium flavum
44 Corynebacterium glutamicum
Fenilalanina 2,2 Brevibacterium flavum
6 Bacillus subtilis
Ornitina 26 Corynebacterium glutamicum
Prolina 29 Brevibacterium flavum
Treonini 18 Brevibacterium flavum
6,1 Bacillus subtilis
Valina 23 Brevibacterium lactofermentum

Dezvoltirile moderne ale tehnologiei genetice promit o crestere substantiala in
capacitatea productivd a microorganismelor si o considerabild reducere a costului L-
aminoacizilor.

3.1.4. Cataliza enzimatica

Sintezele de aminoacizi cu enzime purificate, imobilizate, sau cu intregul sistem
celular au devenit metode comerciale importante, atit la scara intermediari cét i industriala.
Se pot folosi doua tipuri principale de reactii pentru obtinere de aminoacizi optic puri:
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e rezolutia enzimatica a amestecurilor racemice de aminoacizi
e reactii cu formare de legaturi asimetrice pe substraturi prochirale cu un sistem enzimatic.
Sistemul biocatalitic trebuie sa indeplineasca unele conditii pentru a gasi o utilizare

industnala:

¢ biocatalizator usor disponibil

e cost rezonabil
e stabilitatea catalizatorului

e puritatea opticd inaltd a produsului final
¢ specificitatea de substrat buna

in plus, substratul trebuie sa fie usor accesibil, ieftin, iar in proces si prezinte
caracteristici care si usureze operarea, separarea §i purificarea produsului, ca §i recuperarea
simpla si reutilizarea biocatalizatorului.

Citeva dintre cele mai cunoscute exemple [158,208,290,308,309,310,311,312,313,314
315,316] sunt prezentate in continuare in Tabelul 3.2.

Tabel 3.2. Etapa enzimatici in sinteza unor aminoacizi

Substrat

Enzima

Aminoacid

a-cetobutirat + amoniu

L-metionin-y-liazi

L-metionina

1. racemaza (Alcaligenes fecalis)

D,L-a-aminocaprolactama 2. L-a-aminocaprolactam hidrolaza L-lizind
(Candida brumicola)
Fumarat de amoniu Aspartaza (E.coli imobil.) L-aspartat

Indol + piruvat de amoniu
Indol + L-serina

Triptofanaza (E.coli)

L-triptofan

Fenol + piruvat de amoniu

B-tirozinaza
(Proteus rettgeri, Erwinia herbicola

L-tirozina

L-aspartat

L-aspartat decarboxilaza
(Pseudomonas dacunhae imobil.)

L-alanina

Acid trans-cinamic + amoniu

Fenilalanin-amoniu liaz
(Rhodoturula rubra imobil.)

L-fenilalanina

D-treonind + glucoza

4 enzime (Serratia marcescens)

L-izoleucina

D,L-5-(p-hidroxifenil)- D-hidantoinaza D-p-
hidantoina (B.brevis, Pseudomonas striata) hidroxifenilglicina
Acid a-ceto-B-fenilpropionic Transaminaza (celule imobil.) L-fenilalanina
Pirocatecol + piruvat de | B-tirozinaza L-DOPA

amoniu

(Erwinia herbicola)

a-Cetoacid+ amoniu + NADH,

L-aminoacid dehidrogenaza

L-aminoacid

Glicina + formaldehida +
Tetrahidrofolat

Hidroximetil transferaza
(Klebsiella aerogenes + gena E.coli

L-serina

Acid aminotiazolic

Tiazolinidaza
(Pseudomonas thiazolinophilum)

L-cisteina

Esteri ai acizilor a-nitro-o-
metil-carboxilici

a-chimotripsina
(urmati de reducere cu hidrogen)

L-aminoacizi

Metil- sau benzilesteri ai D,L-
aminoacizilor

Alcalaza
(Bacillus licheniformis)

L-aminoacizi

N-acil-D,L-aminoacizi

aminoacilaza

L-aminoacizi
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Toate metodele prezentate au avantajele si dezavantajele lor. Metoda optima se alege
pentru fiecare caz in parte, tinand cont de functionalitate, cantitatea dorita, cost si timp.
La inceputul anilor *80 aceste metode erau limitate la faza de laborator, astazi insa

unele se aplica si industrial.
3.1.5. Obtinerea L-aminoacizilor cu aminoacilaza I solubila

Hidroliza stereoselectiva a racemicurilor de acetilaminoacizi, in prezenta
aminoacilazei I se foloseste la scard industriald incd din anii 60°, dupd cum s-a precizat si
anterior. In continuare sunt prezentate citeva dintre cele mai utilizate tehnologii ce folosesc
acilaza fie solubila, fie imobilizata.

Tehnologia de obtinere a L-aminoacizilor cu reactorul cu membrana

Din datele de caracterizare fizicd (greutate moleculara 76.100 D) si chimica
(stabilitate) a aminoacilazei solubile rezulta ca aceastd enzima poate fi folosita pentru cataliza
omogend continud. Pentru stabilirea compatibilitafii enzimei cu membranele in reactoarele cu
membrana au fost testate o serie de materiale diferite. Cel mai bun pentru unitatea de separare
s-a dovedit a fi acetatul de celuloza sub forma de fibre tubulare [312,323]. in Figura 3.1 este
ilustrata schema tehnologica de producere a L-metioninei intr-un singur reactor cu o singura
unitate de separare.

Substratul (acil-D,L-aminoacidul) este transportat cu ajutorul unei pompe dozatoare
printr-un electroventil de sigurantd care controleazi presiunea in fata celor doua filtre sterile
cu pori de 0,2 pm prin intermediul unui manometru. Substratul trece printr-un ventil de
siguranta si un termostat (d) pentru a ajunge la reactorul propriu-zis (¢). Bucla de reactor cu
unitatea de separare (g), pompa de recirculare (f) si un alt termostat constituie in principiu un
CSTR (reactor continuu cu amestecare perfecta).

Produsul si substratul neconvertit parasesc unitatea de separare prin interiorul fibrelor
tubulare.

Figura 3.1. Schema tehnologica a unei instalatii de producere a L-metioninei
cu aminoacilaza solubild.[323]

a - pompa de alimentare e - reactor
b - pompa automata cu inregistrare pentru enzima f - pompa de recirculare
c - filtre sterile g - unitate de separare
d N pretermostat h - polarimetru
1 - unitate de control a adaugarii enzimei k - inregistrare
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Produsul de reactie trece prin cuva unui polarimetru, iar semnalul analog al
polarimetrului (h) este continuu inregistrat la un recorder (k). Acelasi semnal este utilizat intr-
un sistem de control (i) pentru a opera o biuretd automata (b). Astfel, atunci cand concentratia
produsului scade, se adauga prin biureta solutia proaspata de catalizator. Debitul de alimentare
cu catalizator este continuu inregistrat, permitdnd calcularea cantitatii de catalizator necesara
per unitate de produs. Pompa de recirculare se opereazd la viteze mari pentru a mentine
scazuta polarizarea concentratiei sau adsorbfia enzimei pe membrana. La un debit de 1 I/h,
retentia enzimei este cantitativa dupa aproximativ 25 timpi de retentie, datorita efectului de
filtrare aditionald provocat de stratul de gel de proteind enzimatica.

Catalizatorul nu poate fi utilizat cantitativ in mod omogen pentru cd nu se poate evita
in totalitate adsorbtia lui la membrand. Este mult mai avantajos sa se opereze reactorul la
concentrafii scazute de enzimi, mai ales atunci ciand se constatd ca concentratia de proteine
din reactor creste treptat.

De regula, se folosesc concentratii de enzime de 0,5-0,2 g/l. Daca este necesar, se
poate opera cu sistemul si la concentratii de enzima mai scazute, fara ca acest lucru sa aiba un
efect limitativ, intrucat capacitatea unitafii de separare este treapta limitativa a sistemului.

In practica se recomanda operarea sub debitul maxim al unitatii de separare pentru a
menfine retentia cantitativa a enzimei.

Eficienta catalizatorului, definitd ca raportul vitezelor de reactie in reactorul cu
membrand si cu enzima libera la acelasi nivel de conversie §i concentratie, descreste liniar o
data cu cresterea conversiei. Extrapoland la conditiile inifiale de viteza de reactie, se gaseste
valoarea eficienfei de 70% (necesara pentru analiza economicd). Constanta de dezactivare,
calculatd din datele de flux de enzima suplimentard, descreste in timp (Figura 3.2) datorita
formarii invelisului de proteine pe membrana, care imbunititeste retentia catalizatorului si
protejeazi dezactivarea enzimelor noi pe membrana. In stare statici, constanta de dezactivare
este de 0,0344 zile, in comparatie cu valoarea de 0,020 zile! pentru acilaza solubila "libera".
Deci, practic este nevoie de o luna pentru a dubla concentratia de proteine in reactorul cu
membrana.
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0 3 6 9 12 16
Timp (zile)

Figura 3.2 Variatia constantei de dezactivare in functie de timpul de operare
intr-un reactor cu membrana [323]

Tipul de cineticd descris se preteaza pentru un sistem cu deplasare totala, fapt care a
dus la aproximarea acestuia cu un reactor tip cascadi (Figura 3.3).

Tehnologia de obtinere a L-aminoacizilor cu reactorul in cascada [323]

O schema de principiu a unui reactor de acest tip este prezentata in Figura 3.3.

Solutia proaspita de substrat cu un debit volumetric Fvo impreuni cu cea recirculata
FvR de la pompa catalizatorului intrd in primul reactor de volum V1 cu o concentratie de
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enzima El. Al dotilea reactor are V2 = V1 si E2=EIl. A treia etapa are doar 1/10 din volumul
primului reactor. (V3 =V2/10) s1 E3 # El

Produsul paraseste unitatea de separare cu debitul Fvo in timp ce catalizatorul retinut
se va recircula cu debitul FvR in primul reactor.

a
Fvo
-

Fvo

VvR .

oo}

Figura 3.3. Schema fluxului tehnologic la reactoare cu membrana, in cascada
cu recircularea catalizatorului, cu o singura unitate de separare [323]
a - pompa de alimentare
b - pompa de recirculare pentru unitatea de separare
c - pompa de recirculare pentru catalizator
d - modul asimetric de fibre tubulare
€ - manometru

Daca acest flux FvR este egal cu zero, tot catalizatorul se va acumula In ultima etapa si
in primele doud nu se va realiza astfel nici o conversie. Daca, insa, pompa de catalizator se
opereazd la viteze foarte mari, catalizatorul va fi distribuit uniform de-a lungul intregii
cascade. In aceste conditii intregul sistem se va comporta ca un unic CSTR. Ambele extreme
vor duce la aceeasi performanta a reactorului. Prima va fi un CSTR cu volum mic, dar cu
concentratie mare de enzimi, iar a doua un CSTR cu volum mare, bine amestecat cu
concentratie scizuti de enzima. Intre aceste doua extreme exista evident, un optim. Intrucat a
treia etapa are doar 1/10 din volumul etapelor anterioare, performante ideale se vor obtine
atunci cand concentratia enzimei in cea de-a treia cascada va fi de 10 ori mai mare decét in
primele doua. In acest caz, produsul dintre timpul de stationare si concentratia enzimei este
egal in toate cele trei etape.

La viteze mici de recirculare a catalizatorului, cea mai mare parte a conversiel se
realizeaza in etapa a treia.

Deviatia rezultatelor experimentale de la valorile calculate pentru cea mai mica
valoare a debitului de recirculare a catalizatorului este destul de mare, astfel ca se va adsorbi o
cantitate mare de enzima pe membrani §i care nu va mai putea fi disponibila pentru cataliza
omogena eficienta.

La viteze de recirculare mari adsorbtia catalizatorului pe membrana devine din ce in ce
mai mica §i efectul dispare treptat. La un raport FvR/Fvo = 0,111 se atinge o valoare identica
a produsului dintre concentratia catalizatorului si timpul de staionare pentru fiecare dintre
etape.

Aceasta ar fi distributia optima de catalizator pentru o reactie de ordinul I. in acest caz,
se realizeaza conversia maxima la un raport de 0,125, demonstrand ci sunt mai avantajoase
vitezele mari de recirculare a catalizatorului. Ordinul de reactie creste de la 0 la 1 o data cu
cresterea conversiel.

Un reactor cu membrana (Minitan S de la Millipore Co.) propune si Bodalo si colab.
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[318,326], format, de fapt, din reactorul enzimatic §i unitatea de filtrare. Viteza de recirculare
a materialului nu influenteaza prea mult conversia in L-aminoacid, dar cresterea concentratiei
substratului duce la scaderea conversiei.

3.1.6. Obtinerea L-aminoacizilor cu aminoacilaza fixata pe suport

Producerea industriala a L-aminoacizilor a dus la dezvoltarea s$1 optimizarea
tehnologiilor existente. Studiile economice asupra costului total de operare cu enzime libere i
enzime imobilizate pledeaza pentru o tehnologie bazatd pe enzime fixate pe suport, costul
acestuia fiind cu 60% mai mic decét cel al procesului conventional cu enzima libera.

Tehnologia de obtinere a L-aminoacizilor cu aminoacilazd imobilizatd pe un suport
insolubil implicd operarea unui reactor enzimatic tip coloand termostatatd si cu enzima
impachetatd uniform in reactorul tubular. Pentru realizarea unei eficienfe maxime in
exploatare este necesara mentinerea debitului de alimentare, a pH-ului §i a temperaturii
constante, fapt realizabil prin automatizarea procesului tehnologic.

Aminoacilaza, avand o stabilitate operationala buna, poate fi folosita 30 zile [166] fara
a fi nevoie de regenerarea sa. Schema fluxului tehnologic este prezentata in Figura 3.4.

Acetil-D,L-aminoacidul 0,2 M, pH 7 cu 5X10* M CoCl, din rezervorul de zi este
trecut cu ajutorul unei pompe centrifuge prin filtrul pentru materia prima i printr-un
schimbator de caldurd pentru preincilzirea substratului la 50°C. Cildura necesard acestui
schimbétor de céldurad este furnizatid de agentul termic (apa fierbinte) recirculat cu ajutorul
pompei de recirculare a apei din tancul de apa caldd. Reglarea temperaturii de alimentare se
realizeazi cu ajutorul unui regulator de temperatura cu elementul sensibil situat la intrarea in
coloana, iar semnalul de iesire actioneaza asupra unui ventil pneumatic situat pe refularea
pompei de recirculare a agentului termic al schimbatorului de cildura.

Tablou control
[ .
| i i
\ ! He | e

/——\ | pH ,I',“p Evaporator i
! continuu Acetil - D -
: A A  Cristali- | | L aminoacid

Acetil - [ Lo SIIiiiiIy zator
D,L - amino | _ Lo
acid | P S 3 A
1
: Dcbitmetru ' ‘ T
' VK pentru
! Schimba ; |Coloana ' racemi-
[} .
' tor cildura | |enzimaty ISe par atE—-‘ zare
< ) 4
pentru
4
' -~

L - amino acid
b crisalin ‘

Pompa Filtru

automat

Figura 3.4. Schema tehnologica de obtinere a L-aminoacizilor cu aminoacilaza imobilizata pe
DEAE-Sephadex [166]
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Debitul de alimentare este continuu urmarit §i inregistrat la tabloul de control al
procesului. Solutia de substrat preincalzit la 50°C este trecut in reactorul enzimatic in care se
face o reglare a pH-ului §i a temperaturii prin intermediul regulatoarelor de pH si de
temperatura care actioneaza asupra ventilului de golire a rezervorului.

Produsul de reactie este trecut la faza de evaporare intr-un evaporator continuu unde
solutia de L-aminoacid si N-acetil-D-aminoacid este concentratd la 5-10% din volumul sau
initial si trecutd la faza de cristalizare unde este racita la aproximativ 10°C. L-aminoacidul se
separa din solutie prin cristalizare si se filtreaza, iar solutia de acetil-D-aminoacid este trecuta
la faza de racemizare de unde se recircula in sistem.

In Tabelul 3.3 sunt prezentate cantititile teoretice de producere a citorva L-aminoacizi
cu un reactor de 1000 | umplut cu aminoacilaza fixata pe DEAE- Sephadex, la viteze spatiale
optime pentru o conversie totald a L-substratului. Viteza spatiala se defineste ca volumul de
lichid ce trece printr-un anumit volum de enzima imobilizata intr-o or, raportat la volumul de
enzima imobilizata.

Tabel 3.3. Productia de L-aminoacizi cu o coloand de 1000 | de aminoacilaza fixata
pe DEAE-Sephedex A-25 [166]

L-aminoacid Viteza s?agialﬁ Cantitate (teoreticd) de L-aminoacid
(h™) in 24 ore (kg) in 20 zile (kg)
L-alanina 1,0 214 6420
L-metionina 2,0 715 21450
L-fenilalanina 1,5 594 17820
L-triptofan 0,9 441 13230
L-valina 1,8 505 15150

Cercetdrile in domeniul reactoarelor enzimatice (imobilizate) au aratat ca trebuie sa se
utilizeze un reactor cu deplasare totald. Umplutura de catalizator poate fi aminoacilaza fixata
pe silicat de aluminiu [324] sau DEAE-Sephadex [325] in reactoare tubulare la numere
Reynolds rezonabile.

Stratul de silicat de aluminiu are o permeabilitate mai buna decét straturile de particule
de polimeri care sunt foarte compresibile, dar stabilitatea enzimei pe acest suport este mai
micé decat pe DEAE-Sephadex.

Pentru studiul modelului de curgere al unui reactor tubular, umplut cu aminoacilaza
fixatd pe silicat de aluminiu, Wandrey si Flaschel [323] au construit un reactor de 1 m
lungime §i 1 cm diametru (Figura 3.5) si au constatat c3 este suficient un strat de catalizator de
16 cm pentru a obtine un model de curgere ca cel dintr-o cascada in 10 etape. Desigur aceasta
inalfime nu ar fi suficienta pentru a realiza o conversie rezonabild a substratului cu
concentratia volumetricd maxima de enzima din coloana. De aceea calculul inaltimii coloanei
va tine cont de conversia maxima impusa la un debit de alimentare dat.

Constructia unui reactor enzimatic de mare eficientd, cu enzime imobilizate, necesita
studiul urmatorilor factori :

1. influenta vitezei de curgere a substratului asupra vitezei de reactie,

2. influenta modelului de curgere a solutiei de substrat asupra vitezei de reactie,
3. influenta dimensiunilor coloanei asupra vitezei de reacfie,

4. influenta céderii de presiune asupra comportarii stratului de catalizator.
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Figura 3.5. Reactor cu deplasare totala pentru enzima fixata pe suport [323]
a - pompa de alimentare, b - filtru steril,
c N termostat, d - strat de vata de sticla

Viteza de curgere prin coloand afecteazi viteza de hidroliza enzimaticd a acil-D,L-
metioninei si la VS = 2,4 h' pentru acetil-D,L-valini, reactia inceteazi la o concentratie a
substratului (forma L-acetilatd ) de 0,1 M (pornindu-se de la o concentratie de acil-D,L-
aminoacid de 0,2 M) ceea ce corespunde la o hidroliza de 50% a substratului racemic si 100%
a formei L. Acest lucru ne aratd ca aminoacilaza este specifica din punct de vedere optic

(Figura 3.6).
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Figura 3.6 Gradul de hidroliza a acetil-D,L-aminoacizilor cu aminoacilaza
imobilizata pe DEAE-Sephadex [323]
Concentratia substratului 0,2 M (pH 7,0 cu 5x10™* M CoCl,).
Viteza spatiali 1,5-8,0 h™'la 50°C;
0 - acetil-D,L-metionina
* - acetil-D,L-fenilalanina
x - acetil-D,L-valina

in Tabelul 3.4 sunt prezentate valorile vitezelor spatiale pentru hidroliza completa a
catorva acetil-D,L-aminoacizi.
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Tabel 3.4. Viteza spatiala maxima pentru hidroliza asimetrica
completa a substratului [323]

Substratul Viteza spatiala (h™")
Acetil-D,L-alanina 1,4
Acetil-D,L-metionina 2,8
Acetil-D,L-fenilalanina 2,0
Acetil-D,L-triptofan 1,2
Acetil-D,L-valina 2,4

Datele corespund pentru aminoacilaza proaspat imobilizata. O datd cu scaderea
activitafii enzimatice, este necesara micgorarea acestor valori.

Activitatea coloanelor cu aminoacilazi este aceeasi atdt pentru alimentarea de jos in
sus cit si pentru alimentarea de sus in jos. In practica insi se prefera curgerea de sus in jos
pentru a preveni canalizarea coloanei datoritd bulelor de aer dizolvate in substratul incélzit
care, la o alimentare de sus in jos, pot fi ugor eliminate, riméanand in partea de sus a coloanei.

La aceste coloane, diferentele in vitezele de reactie datorita variatiei dimensiunilor
coloanei abia se observa.

Astfel, daca aminoacilaza este uniform impachetata in coloana, iar solutia de substrat
trece lin prin coloani, reactia enzimatica va avea loc cu aceeasi viteza la dimensiuni diferite
de coloani.

Umpluturile de aminoacilazd fixati pe DEAE-Sephadex se taseazid in timpul
functionarii datorita, pe de-o parte, debitului de alimentare iar pe de altd parte datorita caderii
de presiune pe coloana.

Coloanele cu aminoacilazid imobilizata pe DEAE-Sephadex isi mentin mai mult de
60% din activitate timp de 30 zile de operare continua, iar timpul de injumatatire, definit ca
timpul necesar pentru a ajunge la 50% din activitatea initial a coloanei, este estimat la 60 de
zile.

Regenerarea coloanelor este foarte importanta din punct de vedere industrial. Pierderea
din activitate a aminoacilazei poate fi compensata prin reactivare, trecind cantitatea de enzima
corespunzitoare pierderii de activitate peste coloana de regenerat (Figura 3.7)
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Figura 3.7. Stabilitatea operationala a unei coloane de aminoacilaza fixata pe DEAE-
Sephadex [323]
O solutie de acetil-D,L-metionina de 0,2 M (pH 7,0 cu 5-10* CoCl, este trecuta
peste o coloani la 50°C cu VS = 2,0 h'. Activitatea s-a determinat la VS=10 h™.
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Deoarece DEAE-Sephadexul este mult mai stabil decat ne-am fi agteptat, acesta se
poate folosi timp de mai mult de 5 ani fara ca sa-si piarda proprietatile de fixare sau sa se
deterioreze fizic.

3.1.7. Utilizari ale aminoacizilor

Aminoacizii prezintd o piatdi de milioane de dolari la ora actuald. Utilizarile
traditionale au fost ca aditivi alimentari in nutritia umana §i animala si la prepararea de
medicamente. In zilele noastre utilizarea lor este mult diversificatd. Foarte pe scurt sunt
prezentate, in continuare, cateva din domeniile de utilizare.

Agricultura
Derivatii aminoacizilor sunt frecvent descrisi in literaturd ca regulatori de crestere,

erbicide si pesticide. De exemplu acidul L-tiazolidin-4-carboxilic posedad proprietiti speciale
de stimulare a cresterii pentru fructe si diferite plante de culturd. Glicina se utilizeaza pentru
sinteza erbicidului glyphosate.

Nutritie

Cantitatea de proteine necesara organismului uman variaza intre 0,5 si 2,5 g/kg corp,
functie de varsta si alte conditii. in general, proteinele provenite din surse vegetale au o
valoare biologicd, atit pentru om cét si pentru alte animale, mult mai scazuta decét cele de
origine animala deoarece au un deficit de aminoacizi esentiali. Deci este de dorit
suplimentarea dietei cu acesti aminoacizi esenfiali, in special a lizinei, metioninel,
triptofanului.

Aminoacizi liberi si peptide se afld in majoritatea alimentelor si in parte contribuie la
gust, aroma i culoare [157].

Alta particularitate a aminoacizilor este abilitatea lor de a maéri sinergetic aromele.
Mulfi L-aminoacizi sunt amari, pe cind formele lor D- sunt dulci. Peptidele au in exclusivitate
gust amar. Aminoacizii sunt precursori foarte importanti ai substantelor aromate produse
atunci cdnd maéncarea este fiartd sau prajita [317,318]. Reactia aminoacizilor liberi cu zahar
reducdtor sau alti compusi carbonilici duce la formarea unui spectru larg de compusi cum ar fi
aldehide, cetone, heterocicli. Fenilalanina si acidul aspartic sunt folositi la sinteza
aspartamului, indulcitor folosit de diabetici sau in alimentatia hipocalorica.

Farmacie

Perfuziile cu solutii ce contin L-aminoacizi sunt o parte esentiald a tratamentulul
dietetic clinic. Metoda este utilizata atunci cand alimentarea pe cale bucala nu este posibild
timp indelungat. In mod normal la perfuziile cu solutii de aminoacizi (5 - 10%) se adauga
clorura de sodiu si ocazional sorbitol, xilitol, acid malic, vitamine. De asemenea se alcituiesc
amestecuri de anumifi aminoacizi cu excluderea intentionata a altora, impreund cu alte
elemente nutritive, pentru alimentatia copiilor care suferd de boli genetice in metabolismul
aminoacizilor.

Farmacopeea Romiana edifia X-a [319] prevede acidul aspartic utilizat in
hipovitaminoze C (pag.68), acidul glutamic ca neurotonic (pag.74), metionina ca
hepatoprotector (pag.633) si glutamolactat de magneziu cu utilizare in hipomagnezinemie
(pag.599).

In sinteza unor inhibitori ai enzimei de conversie (pentru tratamentul hipertensiunii
arteriale), se pornegte de la anumifi aminoacizi.

Treonina este scheletul pentru obtinerea antibioticului azthreonam.

L-a-aminoacizi sunt precursori ai unor acizi L-a-hidroxicarboxilici, utilizati la sinteza
unor peptolide (antibiotice peptidice) [47,320].
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Cisteina si metionina, constituenti esenfiali ai cheratinei, sunt incorporati in diverse
preparate farmaceutice (exemplu Revalid), folosite la tratamentul alopeciei [321]

Studii intense se realizeaza pentru obtinerea de substante active cu uz farmaceutic
pornind de la triptofan sau metabolitii lui naturali [334].

L- sau D-aminoacizii servesc drept substraturi prochirale in diverse sinteze chimice

asimetrice.

Cosmetica

Aminoacizii liberi prezenti la suprafata pielii formeaza o emulsie stabila apa-ulei cu
materiile sebacee, protejand pielea de umiditate si de influenta mediului daunator. Derivati ai
L-cisteinei, S-(carboximetil)-L-cisteina, sunt ingrediente importante ale cremelor de maini i
sampoanelor. Cisteina este utilizata la obtinerea solutiilor de incretire a parului.

Unele sampoane pentru intretinerea parului uscat contin hidrolizate de cheratina.
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Partea II. Contributii originale. Separarea unor L-aminoacizi din racemic
prin biocataliza cu aminoacilaza

Dupéd cum rezulta din studiul de literatura, aminoacilaza este o enzima cu utilizare
industriald pentru separarea L-aminoacizilor din amestecurile racemice. Acest lucru permite
utilizarea unor metode chimice de sintezad a aminoacizilor, cind se obfin amestecuri racemice,
urmatd de separarea simplé, rapida si relativ ieftina in enantiomeri, utilizind aminoacilaza I.

Cercetarile efectuate au urmarit:

1. Identificarea enzimei aminoacilaza I (ACY I) in diverse {esuturi animale;

2. Identificarea unei tulpini fungice, producétoare de enzima, cu eliberarea ei in mediul
de culturd. Au fost testate ambele variante de obfinere a enzimei din culturi microbiene:
cultura pe mediu solid si cultura in mediu submers;

3. Purificarea enzimei, fard a urmdri o purificare prea avansata, care este laborioasa,
necesita aparaturd sofisticata i ar costa prea mult;

4. Caracterizarea preparatelor enzimatice native, determinidndu-se activitatea
aminoacilazic3, continutul in proteine si influenta unor factori asupra activitatii enzimatice;

5. Imobilizarea aminoacilazei prin legare covalentd, respectiv ionicd pe suporturl
insolubile;

6. Caracterizarea preparatelor enzimatice imobilizate, determinandu-se activitatea, $i
influenta unor factori asupra activitatii enzimatice;

7. Utilizarea enzimei imobilizate pentru separarea din amestecul racemic a:

- D-fenilglicinei (utilizata in industria antibioticelor) si
- L-metioninei (cu utilizare in industria farmaceutica, alimentara si in zootehnie).

4. Identificarea si izolarea aminoacilazei

4.1. Metode de analiza

Pe parcursul cercetirilor efectuate s-a determinat activitatea aminoacilazicd, continutul
in proteine, continutul in aminoacid, continutul in sulfat de amoniu.

4.1.1. Determinarea activitatii aminoacilazei solubile

Activitatea aminoacilazei se exprimd in unitdfi enzimatice (U). O unitate
aminoacilazici se defineste ca fiind cantitatea de enzimd dintr-un mililitru de extract
enzimatic, s-au dintr-un miligram de preparat enzimatic solid, care determina eliberarea unui
micromol de L-aminoacid intr-un minut, in condiii date, utilizind drept substrat N-acil-L-
aminoacidul.

Activitatea = pmoli L - aminoacid (U/ml)

minute x ml extract

sau
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- li L-ami id
Activitatea = urﬁno L - et (U/mg)
minute x mg preparat

In cazul in care activitatea se raporteazi la cantitatea de proteina din extractul lichid
sau din preparatul solid, se defineste drept activitate specificd $i se exprima in unitati/mg
proteina.

Activitatea aminoacilazei se determina pe baza reactiei specifice de hidroliza a N-acil-
L-aminoacizilor la L-aminoacizii corespunzatori, in conditii standard de pH, temperaturd si
duratd de incubare. De-a lungul timpului s-au folosit diferite substraturi pentru reactia de
hidroliza, modul de determinare a activitatii s-a bazat fie pe determinarea substratului, fie pe
cea a produsilor de reactie. De asemenea, exprimarea activitdfii enzimatice, plecand de la
aceste metode, nu este unitara, creAnd probleme la compararea diferitelor produse.

L-aminoacidul format in reactie se poate determina prin una din metodele clasice de
analizi a aminoacizilor:

1) Inregistrarea spectrului de absorbtie in ultraviolet al aminoacidului, urmarind
cresterea intensititii benzii de absorbtie la lungimea de unda corespunzitoare.

2) Metoda polarimetricd, bazatid pe modificarea rotatiei moleculare a amestecului de
reactie in urma formarii aminoacidului optic activ.

3) Metoda colorimetrici, bazatd pe reactia de oxido-reducere dintre aminoacid st
ninhidrind, cu formarea unui compus intens colorat in albastru. Intensitatea coloratiei formate
se determind spectrofotometric la A=570 nm [305,332] .

4) Metoda fluorimetricd care misoara fluorescenta restului fluorogenic din produsul
rezultat in reactia dintre aminoacid §i compusul respectiv [333].

5) Metoda cromatografiei HPLC pe coloane chirale [316].

Szewczuk [72] determind in 1972 aminoacilaza in seruri umane, in vederea
diagnosticdrii unor boli hepatobiliare, folosind drept substrat N-cloracetil-y-L-glutamil-f3-
naftilamida care este hidrolizatd la cloroacetat si y-L-glutamil-B-naftilamida in prezenta
acilazei serice. y-L-Glutamil-B-naftilamida este reactionatd in continuare cu glicilglicina in
prezenta y-glutamil transpeptidazei cu formare de y-glutamil-glicilglicind s1 B-naftilamina.
Aceasta din urma este diazotata si cuplata cu o-dianisidina, forméand un compus colorat rosu a
cérui absorbantd la 520 nm este inregistratad. O unitate de activitate acilazicd a fost definitd
drept cantitatea de enzima ce a eliberat 1 pmol de B-naftilamini intr-un minut, la 37°C sila
pH 7,4.

Tot Szewczuk [224] determind in 1978, tot in seruri umane, aminoacilaza, dar
foloseste drept substrat acidul N-cloroacetil-y-L-glutamil-p-aminobenzoic. In rest, metoda este
foarte asemanatoare cu precedenta.

In 1982, Szewczuk [328] utilizeaza o metodd ELISA cu peroxidaza cuplata la
anticorpii aminoacilazei umane, tot pentru determinarea activitatii enzimei in seruri umane.

Un patent URSS [329] in 1982 prezintd utilizarea titrdrii potentiometrice a L-
metioninei eliberate din N-acetil-L-metioninid in urma reactiei de hidrolizad enzimatica in
prezenfa aminoacilazei. Pentru o mai netd inflexiune a curbei de titrare §i deci pentru o
determinare mai exactd, metionina se N-formileazi inaintea titrarii. De fapt formaldehida este
si reactivul utilizat pentru stoparea reactiei enzimatice.

Cho utilizeazd testul optic pentru determinarea activitdtii aminoacilazice renale,
fungice si bacteriene [330]. Substratul folosit este acetamidoacrilatul, un aminoacid N-acetilat,
nesaturat, sintetic. Acesta este hidrolizat la acetat, amoniac si piruvat. Folosind lactat
dehidrogenaza, se determina piruvatul prin inregistrarea scaderii absorbtiei la 340 nm datorata
consumului de NADH in reactia de reducere a piruvatului la lactat.

In studiul privind toxicitatea renald a haloalchenelor, Kraus [331] foloseste drept
substrat pentru determinarea activitifii aminoacilazice renale S-(4-nitrobenzil)-N-acetil-L-
cisteina. Produsii de reactie sunt analizati prin HPLC.
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Determinarile fluorimetrice sunt foarte rapide si sensibile. Wolfbeis [209] a testat
esteri acetici, butirici, caprilici si oleici ai acidului 1-hidroxipiren-3,6,8-trisulfonic, stiind ca
acest acid este un excelent fluorescent. Esterul acetic este cel mai potrivit substrat pentru
aminoacilaza renala porcina , inregistrandu-se o scadere liniard a fluorescentei in timp.

O varianta a metodei clasice de determinare a activitajii aminoacilazei I este folosita
de Story [142] pentru enzima termostabila produsd de Pyrococcus furiosus. Substratul este N-
acetil-L-metionina. Acidul tricloracetic este utilizat pentru stoparea reactiet. Dupa centrifugare
pentru indepartarea proteinei precipitate, L-metionina se determind in supernatant cu reactiv
ninhidrind, in tampon acetat-cianura la fierbere §i cu adaugare in final de izopropanol pentru o
mai buna solubilizare a compusului colorat format.

Determinarea activitafii enzimei native, metoda utilizatd pe parcursul studiului
prezentat in continuare, s-a realizat conform metodei prezentate de Chibata si colab.[166]:

Reactivii utilizafi in determinari au fost:

- Solutie N-acetil-D,L-aminoacid, 0,1 M, pH 7,5, continind 1,5 mM CoCl,.
Ajustarea pH-ului s-a facut cu solufie de hidroxid de sodiu. Ionul Co?* este activator al
aminoacilazei I (ACY). Solutia s-a preparat in laborator din reactivi de puritate analitica
(SIGMA, respectiv Chimopar Bucuresti).

- Tampon fosfat (NaH,PO,/Na,HPO,) 0,1 M, pH 7,5 preparat in laborator din
reactivi de puritate analiticd (Chimopar Bucuresti).

- Preparatul enzimatic obtinut.

Modul de lucru: Amestecul de reactie contine:

- 1 ml tampon fosfat 0,1 M, pH 7,5

- 1 ml N-acetil-D,L-aminoacid, 0,1 M, pH 7,5, continand 1,5 mM CoCl,.

- 1 ml solutie aminoacilaza (preparat enzimatic).

Amestecul se incubeazid exact 30 de minute la 37°C. L-aminoacidul eliberat se
determind colorimetric prin metoda cu ninhidrina [305].

Martorul consta din acelagi amestec de reactie, dar nu se realizeaza incubarea la 37°C
ci imediat dupa amestecarea celor trei componente se colecteazid proba pentru reactia cu
ninhidrina.

Activitatea aminoacilazica se calculeazi cu formula:

3
q = £x10°x3 (U/ml)
Mxt

unde - ¢ =mg L-aminoacid determinate din curba de etalonare si corespunzitoare
extinctiei probei
- M = masa moleculara aminoacidului
- 3 = factorul de dilutie
A - t = timpul de incubare in minute
In cazul exprimarii activitatii enzimatice specifice (per cantitatea de proteind), se utilizeaza
formula:

cx10’x3
a=——— U/m
Mxtxp (U/me)

unde -c, M, 3 sitN au aceeasi semnificatie ca anterior
- p = concentrafia proteica a solutiei enzimatice, in mg/ml.
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4.1.2. Determinarea aminoacizilor cu ninhidrini [305].

Ninhidrina formeazi cu aminoacizii un colorant albastru-violet (purpura lui
Ruhemann). Reactia este interferata de prezenta amoniacului sau a aminelor, care dau aceeasi
coloratie. Colorantul absoarbe specific la 570 nm.

Reactivi utilizati in determinari au fost:

Solutia de ninhidrina utilizati are urmatoarea compozitie:

- 750 ml metil-celosolv + 250 ml tampon acetat 4N, pH 5,5

- 20 g ninhidrina

- 0,4 g SnCl,x2H,0

Solutia se prepara si se mentine sub perna de azot. Reactivii utilizati au fost de puritate
analiticd: metil-celosolv, ninhidrind - SIGMA, acetat de sodiu, acid acetic si SnCl, -
Chimopar, Bucuresti.

Modul de lucru: Curba de etalonare s-a realizat utilizdnd o solutie de L-aminoacid 1
mg/ml, din care s-au luat cote parte ce s-au diluat cu apa. Modul de lucru, atit pentru curba de
etalonare cat si pentru proba de analizat este urmatorul:

- 0,5 ml solutie L-aminoacid (sau amestec de reactie de la determinarea activitétii

enzimatice);

- 0,5 ml solutie ninhidrina.

Se incalzeste pe baia de apa la fierbere 20 minute apoi se dilueazd cu 19 ml apa
distilatd. Probele se spectrofotometreazi la 570 nm fafd de un martor realizat in aceleasi
condifii, dar in care proba a fost inlocuitd cu apa distilatd sau martorul de la determinarea
activitafii enzimatice. Din curba de etalonare se determini ¢ N mg aminoacid corespunzitoare
absorbtiei probei.

4.1.3. Determinarea continutului in proteine - metoda Lowry [334]

Dozarea proteinelor (domeniu 25-500 pg) se bazeaza pe formarea unui complex cupric
intre proteina si un reactiv alcalin de cupru (reactia biuretului) si reducerea fosfowolframatilor
s1 fosfomolibdatilor din reactivul Folin-Ciocalteu de cétre resturile tirozinice din proteina.

Reactivii utilizati in determinari au fost:

- reactiv Folin N Ciocalteu (SIGMA) (diluat 1:2 cu apa distilata inainte de utilizare)

- solutie alcalind A (4 g NaOH, 10g Na,COs, 0,2 g tartrat dublu de sodiu §i potasiu se
dizolvad in apa si se aduc la 1000 ml). Solutia a fost preparatd in laborator din reactivi de
puritate analiticd ( NaOH N de la Lachema , iar restul Chimopar Bucuresti)

- solutie B: CuSO4 .5H,0 - 0,5%. Solutia a fost preparata in laborator din reactivi de
puritate analiticd (Chimopar Bucuresti).

- reactiv alcalin de cupru - inainte de folosire se amesteca solutia alcalind A cu solutia
B in raport volumetric 50:1

- solutie etalon de albumina sericd bovina (SIGMA), 1 mg/ml.

Modul de lucru: Curba de etalonare s-a realizat utilizand solutia etalon de albumina,
din care s-au luat cote parte ce s-au diluat cu apa. Modul de lucru, atdt pentru curba de
etalonare cét si pentru proba de analizat, este urmitorul:

- 0,2 ml solutie proteici (solufia etalon diluata corespunzitor sau proba de

analizat)

- 5 ml reactiv alcalin de cupru

Se agita energic. Se lasa in repaus 10 minute. Se adauga:

- 0,5 ml reactiv Folin-Ciocilteu diluat.

Se agitd din nou energic. Se mentin probele 30 de minute la temperatura camerei apoi
se spectrofotometreaza la 660 nm fata de un martor in care proba a fost inlocuita cu 0,2 ml apa
distilata.

82

BUPT



Concentratia proteica, p, se determind cu formula:
p=c/V, (mg/ml)

unde: c¢ - mg proteine determinate din curba de etalonare corespunzitoare absorbtiei probei
V,- volumul de solutie proteica luat la determinare (in acest caz 0,2 ml)

4.1.4. Determinarea concentratiei de sulfat de amoniu - Metoda Nessler

Reactivul Nessler este utilizat pentru determinarea colorimetricd a azotului anorganic
in concentratii in domeniul 5-100 pg azot. Reactivul Nessler reactioneaza cu sarea de amoniu
forménd un sol coloidal colorat, stabilizat de guma arabica.

Reactivii utilizati pentru determinare au fost:

- reactiv Nessler (Chimopar Bucuresti)

- solutie guma arabica (Serva Chemie, Austria) 0,2%

- solutie etalon sulfat de amoniu (Chimopar Bucuresti) 0,4 mg/ml

Modul de lucru: Curba de etalonare s-a realizat utilizand solutia etalon de sulfat de
amoniu, din care s-au luat cote parte ce s-au diluat cu apd. Modul de lucru, atat pentru curba
de etalonare cit si pentru proba de analizat, este urmatorul:

- 5 ml solutie etalon sau solutie de analizat

- 0,2 ml solutie guma arabica

- 0,5 ml reactiv Nessler

Se agitéd energic si se lasd 15 minute la temperatura camerei, apoi se citeste absorbtia
probelor la 480 nm fata de un martor obtinut in aceleasi conditii, dar cu inlocuirea probei cu
apa distilata. Concentratia in sulfat de amoniu se determina cu formula:

C=c/V, (mg/ml)

unde: ¢ - mg sulfat de amoniu determinate din curba de etalonare si corespunzatoare absorbtiei
probei;
V,- volumul probei luat in determinare (in acest caz 0,5 ml)
Pentru determinérile spectrofotometrice s-a utilizat un spectrofotometru UV-VIS tip M
40 (Carl Zeiss Jena)

4.2. Obtinerea aminoacilazei I din tesuturi animale

S-a determinat activitatea aminoacilazica in 4 tipuri de tesut (rinichi, inima, plaman si
ficat) recoltate de la soareci albi (4 indivizi) si porc (2 indivizi).

Mod de lucru: tesutul a fost cintirit, triturat la mojar cu nisip marin si reluat cu
tampon fosfat 0,01 M, pH 7,5 (in raport aproximativ 1 g tesut si 50 ml tampon). Amestecul a
fost centrifugat 10 min. la 4000 rpm. In supernatant s-a determinat activitatea enzimatica si
confinutul in proteine.

Rezultate obtinute
Rezultatele obtinute in urma extracfiei fesuturilor si determinarea activitatii
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aminoacilazice sunt prezente in Tabelele 4.1 $14.2.
In cazul soarecilor, activitatea acilazica cea mal mare apare la nivelul rinichilor,
scazand apoi la ficat si la inima. La nivelul plamanului nu s-a decelat in nici unul din cele

patru cazuri activitate aminoacilazica.

Tabel 4.1. Activitatea aminoacilazica in extractele de soarece

. . Proteine Activitate aminoacilazica
Tip | Cantitate
Soarece tesut g mg/ml mg U/ml mU/l.ngv mU/mg
’ tot extract | proteina tesut
Rinichi 0,18 3,45 345 | 0,0510 14,78 2,85
1 Inimd 0,13 2,03 | 20,3 | 0,0039 1,92 0,29
' Plaman 0,14 1,73 17,3 - - -
Ficat 0,22 3,8 38 0,0121 3,18 0,53
Rinichi 0,19 33 33 0,0375 11,36 1,89
5 Inima 0,17 2,53 | 25,3 | 0,0041 1,62 0,24
) Plaman 0,20 1,83 18,3 - - -
Ficat 0,17 3,2 32 0,0078 2,44 0,44
Rinichi 0,22 2,89 | 28,9 | 0,0576 19,93 2,54
3 Inima 0,15 2,25 | 22,5 | 0,0037 1,64 0,23
) Plaman 0,17 1,37 13,7 - - -
Ficat 0,18 2,66 | 26,6 | 0,0114 4,28 0,60
Rinichi 0,20 3,50 | 35,0 | 0,0096 2,74 0,47
4 Inima 0,14 1,77 17,7 | 0,0005 0,26 0,03
) Plaman 0,15 1,53 15,3 - - -
Ficat 0,16 369 | 36,9 | 0,0094 2,55 0,6
Tabel 4.2. Activitatea aminoacilazica in extractele de porc
. Cantitate Proteine Activitate aminoacilazica
Porc | Tip tesut g mg/ml mg U/ml mU/mg | mU/mg
tot extract | proteina | tesut
Rinichi 0,200 2,34 23,4 0,547 233,76 27,35
L Inima 0,190 1,93 19,3 0,136 70,46 7,16
Plamén 0,190 1,91 19,1 0,053 27,75 2,79
Ficat 0,200 2,87 28,7 0,159 55,40 7,95
Rinichi 0,190 3,26 32,6 0,608 186,50 32,0
2. Inima 0,190 1,73 17,3 0,131 75,72 6,89
Plaman 0,200 1,78 17,8 0,049 27,5 2,45
Ficat 0,200 3,13 31,3 0,189 60,38 9,45

in cazul tesuturilor de porc se mentine aceeasi ordine in cazul regasirii activitatii
aminoacilazice N activitatea cea mai mare apare in cazul rinichiului (dar de aproximativ 15 ori
mai mare decdt in cazul rinichiului de goarece) urmand apoi inima, ficatul, plamanul. Se
observa ca activitatea in inima este mai mare in acest caz decét cea in ficat si de asemenea

apare activitate aminoacilazica si in plaman.
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4.3. Obtinerea aminoacilazei din culturi de fungi. Stabilirea
conditiilor optime de cultura

4.3.1. Identificarea unor tulpini producitoare de aminoacilaza [335,336]

Literatura prezintd o serie de tulpini de fungi producétoare de aminoacilaza. Cel mai
des utilizata, datorita cantitatii mari de enzima eliberatd in mediul de culturd, este Aspergillus
oryzae.

Au fost testate un numar de 3 tulpini de Aspergillus oryzae (una furnizata de Institutul
Cantacuzino Bucuresti iar celelalte doua izolate si caracterizate in laboratorul nostru) si 8
tulpini de Aspergillus niger (douid de la Institutul Cantacuzino Bucuresti, cite una de la
Combinatul Petrochimic Solventul Timigoara, Institutul Pasteur Bucuresti, ICATCC
Bucuresti, respectiv ICEBIOL Bucuresti si doud izolate si caracterizate in laboratorul nostru).

Mediile Sabouraud solid si lichid si mediul Czapek au fost tip reactiv de la Institutul
Cantacuzino Bucuregti. Taratele de grau si cojile de orez au fost furnizate de Moara din Timisoara.

O schema generald de obfinere a aminoacilazei, pornind de la liofilizat pana la
extragerea enzimei din mediul de culturi este prezentata in Fig. 4.1.

Spori liofilizati

; ; Mediu Sabouraud lichid

T T .

)| gy

Mediu Sabouraud solid Mediu Sabouraud solid
Culturd de suprafati
l Culturd submersa agitati
| Filtrare l |
/\cx'-j\ Extractie /:I]‘o\
-] ° °
Extract brut Culturid submersi agitata
‘ Filtrare

Extract enzimatic brut Extract enzimatic brut

Figura 4.1. Schema generala de obtinere a extractului enzimatic aminoacilazic
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Modul de lucru: Tulpinile primite au fost fie in forma liofilizata, fie crescute pe mediu
Sabouraud solid. Au fost pasate prima data pe mediu Sabouraud lichid i incubate la 30°C
pana la sporulare totald. Sporii au fost trecuti pe mediu Sabouraud solid si tulpinile au fost
incubate la 30°C pana la sporulare totald. Urmatoarea faza a fost de cultivare pe un mediu
solid natural. Acesta a constat din 17 g tarate de grau si 9 g coji de orez, in flacoane conice de
un litru. Mediul a fost sterilizat de 2 ori cite 20 minute la 2 atm in autoclava. in fiecare flacon
au fost inoculati sporii raclati de pe 2 tuburi (Sabouraud solid) cu cite 10 ml apa sterila.
Flacoanele cu ciuperca inoculata au fost incubate in termostat la 30°C, cu agitare in fiecare zi
a mediului, timp de S zile.

Extractia aminoacilazei din mediul de cultura s-a realizat cu apa distilata. In fiecare
flacon s-au adaugat 250 ml apa distilata si s-au agitat timp de 2 ore pe o masa agitatoare
sistem dute-vino. Suspensia obtinuti s-a filtrat pe tifon, apoi filtratul a fost centrifugat la 4°C,
15 minute la 3000 rpm. In supernatantul obfinut s-a determinat activitatea aminoacilazica i
confinutul in proteine.

Din toate tulpinile testate doar tulpina de Aspergillus oryzae, furnizatd de Institutul
Cantacuzino Bucuresti a prezentat activitate aminoacilazici. In continuare s-a lucrat numai cu
aceasta tulpina in toate testele realizate.

4.3.2. Stabilirea conditiilor optime de culturid pe mediu solid

S-a lucrat cu tulpina de Aspergillus oryzae furnizatd de Institutul Cantacuzino
Bucuresti in forma liofilizata sau in tuburi pe mediu Sabouraud solid. Din tuburile liofilizate,
tulpina a fost trecutd inifial pe mediu Sabouraud lichid, apoi in tuburi pe mediu inclinat
Sabouraud solid.

Modul de lucru a fost urmatorul:

a) Mediul de cultura al Aspergillus oryzae
Ciuperca a fost crescuté in flacoane conice de 1 litru pe un mediu alcatuit din:

- 17 grame tarate de grau

- 9 grame coji de orez
Mediul a fost sterilizat de 2 ori cite 20 minute la 2 atm in autoclava. In fiecare flacon au fost
inoculati sporii raclati de pe 2 tuburi (Sabouraud solid) cu cite 10 ml apa sterila. Flacoanele
cu ciuperca inoculata au fost incubate in termostat la 27°C, cu agitarea mediului in fiecare zi.

b) Extractia aminoacilazei din mediul de culturd

S-a realizat cu apa distilata. In fiecare flacon s-au adaugat 250 ml api distilata si s-au agitat
timp de 2 ore pe 0 masa agitatoare sistem dute-vino. Amestecul obtinut a fost filtrat pe tifon,
apoi filtratul a fost centrifugat la 4°C, 15 minute la 3000 rpm. In supernatantul obtinut s-a
determinat activitatea enzimatica §i confinutul in proteine.

c) Influenta mediului de culturd a A. oryzae (inocul)

S-au testat trei medii artificiale, respectiv naturale, pentru inmultirea ciupercii (crearea
inoculului): cartof, Czapek si Sabouraud. De pe cultura pe mediul Sabouraud lichid, tulpina a
fost inoculatd in tuburi pe cele trei medii, apoi a fost incubata 7 zile la 27°C. Sporii obtinuti au
fost trecuti pe mediul natural de tardte si s-au incubat 5 zile la 27°C cu agitare zilnica. A
urmat extractia §i determinarea confinutului in proteine si a activitatii aminoacilazice conform
metodologiei prezentate anterior.

d) Influenta timpului de crestere a ciupercii pe mediul Sabouraud

Deoarece tulpina de A. oryzae de care s-a dispus nu a fost testatd pentru obtinerea de
aminoacilaza, s-au cautat conditiile optime de cultura pentru a obfine un extract enzimatic cu
activitate cat mai mare. De aceea, in primul rind s-a testat timpul de crestere al tulpinii pe

86

BUPT



mediul Sabouraud solid. Dupa inocularea ciupercii, tuburile s-au incubat un numar diferit de
zile la 27°C. Ciuperca de pe fiecare tub a fost apoi inoculata pe mediul de tarate si incubata 5
zile la 27°C, cu agitare zilnici. A urmat apoi extracfia enzimel §1 analiza, conform
metodologiei prezentate anterior.

e) Influenta timpului de crestere a ciupercii pe mediul natural de tarate

Flacoanele conice cu mediul natural de tarate au fost inoculate cu ciupercé crescutd pe mediu
Sabouraud solid timp de 7 zile. Flacoanele s-au incubat un numar diferit de zile la 27°C, cu
agitare zilnica. Ciuperca a ajuns in faze diferite de dezvoltare N de la nesporulat la sporulat
total. Mediul a fost extras dupa metoda prezentatd anterior §i in extracte s-a determinat
continutul in proteine i activitatea aminoacilazica.

f) Influenta introducerii unor promotori in mediul de cultura natural de tarate

Se stie cd la unele microorganisme sinteza unei enzime poate fi indusa prin prezenta in mediul
de cultura a unui promotor (in general substratul, dar poate fi si produsul de reactie); de aceea
s-a incercat introducerea in mediu de culturd a unor cantitati diferite de L-metionina (Sigma)
si, respectiv N-acetil-D,L-metionina (Sigma). S-au preparat solutii de concentratii diferite, s-
au sterilizat si s-au folosit la raclarea ciupercii de pe tuburile cu mediu Sabouraud (inoculul
pentru mediul de culturd natural). Flacoanele s-au incubat apoi 5 zile la 27°C, cu agitare in
fiecare zi. Pentru extracfia enzimei s-a folosit metoda prezentata. in extracte s-a determinat
continutul in proteine gi activitatea aminoacilazica.

Rezultate obtinute

a) Mediul de cultura pentru A.oryzae are influentd asupra cantitatii de enzima
produsa. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 4.3.

Se observa ci activitatea maximd o prezintd extractele enzimatice obfinute la
inmultirea ciupercii pe mediu Sabouraud, aceasta fiind de 9 ori mai mare ca pe mediu cartof si
de 5,7 ori mai mare ca pe mediu Czapek.

Tabel 4.3. Influenta mediului de culturd a A.oryzae
asupra producerii de aminoacilaza

) Activitate enzimatica
Mediul | Proteine
de cultura| mg/ml U/ml U/mg Ule
extract | proteina mediu
Cartof 0,98 0,08 0,08 0,30
Czapek 0,44 0,13 0,29 0,97
Sabouraud 1,99 0,74 0,37 1,70

b) In ceea ce priveste influenta timpului de crestere al tulpinii pe mediu Sabouraud
solid, se poate observa in Tabelul 4.4 ca activitatea aminoacilazicd maxima (0,12 U/ml) o
prezintd extractul enzimatic la cresterea timp de 7 zile a ciupercii in vederea obtinerii
inoculului. Un timp mai lung sau mai scurt de 7 zile duce la o scadere mare a activitatii
(aproape de 2 ori la 6 si 8 zile). Dupi o crestere de 7 zile ciuperca este complet sporulata.

La culturile ulterioare s-a creat inoculul prin incubarea tulpinii de Aspergillus oryzae
timp de 7 zile la 27°C pe mediu Sabouraud solid.
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Tabel 4.4. Influenta timpului de cregtere pe mediu Sabouraud solid
asupra producerii de aminoacilaza

Timp de . Activitate enzimatica
Proteine
crestere U/ml U/mg U/g
. mg/ml N .
zile extract proteina mediu
1 1,607 0,04 0,025 0,094
2 1,903 0,03 0,015 0,063
3 1,353 0,02 0,014 0,012
4 1,809 0,02 0,011 0,059
5 1,660 0,07 0,042 0,160
6 1,890 0,12 0,063 0,032
7 1,465 0,07 0,048 0,190
8 0,957 0,04 0,041 0,130
9 1,444 0,06 0,041 0,130
10 1,054 0,03 0,028 0,090
11 1,503 0,09 0,059 0,230

c) Tulpina crescuta pe mediu Sabouraud timp de 7 zile a fost apoi inoculatd pe mediul
natural de tardte, unde a fost incubata intre 2 i 8 zile. Activitatea aminoacilazica prezenta in
extractul mediului de cultura este prezentata in Tabelul 4.5. Din tabel se observa un salt brusc
al activitatii enzimatice la 5 zile de crestere pe mediul de tarate (de 4 ori fata de valoarea la 4
zile). Tulpina este complet sporulatd, intreaga masd de tardfe fiind cuprinsd de miceliul
sporulat. La 8 zile se observa o crestere doar de 1,2 ori fafa de ziua a 5-a. Pentru a scurta
procesul de obtinere a enzimei (dar §i pentru a evita pericolul infectarii cu microorganisme
nedorite, in special Bacillus sp.) s-a ales timpul de S zile pentru cregterea tulpinii pe mediul
natural.

Tabel 4.5. Influenta timpului de crestere pe mediul natural de tarate
asupra activitatii enzimatice

. . Activitate enzimatica
Timp crestere Proteine
. U/ml U/mg Ulg
zile mg/ml N .
extract proteina mediu
1 1,200 0,043 0,036 0,102
2 1,490 0,043 0,029 0,109
3 1,438 0,064 0,044 0,202
4 2,196 0,270 0,120 0,540
S 3,303 0,280 0,084 0,560
6 3,325 0,300 0,090 0,540
7 2,570 0,340 0,130 0,680

In continuare, la toate culturile realizate, s-a procedat la o incubare timp de 5 zile la
27°C pe mediul de tarate.

d) Din rezultatele experimentale obtinute se poate presupune ci aminoacilaza este o
enzimd inductibild. Adaugarea in mediul de culturd a L-metioninei la o concentratie de
aproximativ 0,2 mg/g mediu de cultura a dus la o crestere substantiala a activititii enzimatice,
de 6 ori fafd de cultura neindusa. Marirea cantititii de metionina peste aceasti valoare a dus la
scaderea activitatii (Tabel 4.6.).
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Tabel 4.6. Influenta prezentei L-metioninei in mediul de cultura
asupra activitdtii enzimatice

Concentr. L-Met ) Activitate aminoacilazica
Proteine
g/l |mg/g mediu| mg/ml eft/r ':l t p:i/ t’:ii 5 |Ulg mediu
0 0 1,37 0,25 0,18 0,58
0,10 0,08 1,64 0,28 0,17 0,62
0,25 0,20 1,30 1,54 1,18 3,70
0,40 0,32 1,40 0,37 0,26 0,79

In schimb introducerea de N-acetil-D,L-metionina (substratul enzimei) in mediul de
culturd duce la o scidere de aproximativ de 2 ori a activitdtii enzimatice, fara influentd in
ceea ce priveste variatia concentratiei de N-acetil-D,L-metionina (Tabel 4.7).

S-ar putea presupune ca reactia de hidroliza a N-acetil-L-metioninei este reversibila
(caz intdlnit la majoritatea reactiilor enzimatice) si ci enzima are, in vivo, mai dezvoltata
puterea de acetilare a aminoacizilor decat cea de hidrolizd a N-acetil-L-aminoacizilor.

In continuare cercetarile s-au orientat spre stabilirea unor conditii optime pentru a
obfine aminoacilaza in cantitati mai mari.

Tabel 4.7. Influenta prezentei N-acetil-D,L-metionineiin mediul
de cultura asupra activititii enzimatice

N-acetil-D,L-Met ) Activitate aminoacilazica
Proteine

g |mggmediu| mgml | oo | proteina | med

0 0 1,663 0,196 0,118 0,42

0,2 0,16 1,632 0,070 0,043 0,155

0,4 0,32 1,799 0,094 0,052 0,201

0,6 0,48 1,702 0,097 0,057 0,207

4.3.3. Obtinerea aminoacilazei din culturi de A. oryzae pe mediu solid
[337,338,339]

Mod de lucru: Cultura de A.oryzae in fazad solida a fost realizata in tavi de otel
inox, cu dimensiunile 240 x 200 x 70 mm, previzute cu capac din acelasi material §i care
depéseste cu 2 mm marginea tavii.

Mediul de cultura a constat din:

- 400 g tarate de grau

- 200 g coji de orez

- 480 ml solufie L-metionina 2.5g/1 in apa distilatd. Mediul a fost omogenizat apoi
sterilizat in autoclava la 120°C si 2 atm timp de 2 ore, de 2 ori la interval de 24 de ore. In
fiecare tava au fost inoculati sporii de A. oryzae raclati de pe doui tuburi cu mediu Sabouraud
solid. Materialul a fost din nou omogenizat si incubat 5 zile la 27 °C. Dupi 36 ore capacele au
fost inldturate si tavile au fost invelite in hartie pentru a evita infectarea. in fiecare zi
materialul a fost omogenizat din nou.
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Dupa 5 zile materialul din tava a fost transferat intr-un reactor prevazut cu agitator cu
palete. Enzima a fost extrasa cu 12 | apa distilata, sub agitare, timp de 2 ore. Extractul a fost
filtrat prin tifon apoi centrifugat la 4°C, 15 minute la 3000 rpm.

Rezultate obtinute

Avand in vedere faptul ca ciuperca se dezvolta cu atdt mai bine cu cét aerarea este mai
eficientd, s-au realizat o serie de experimente in care s-a variat cantitatea de mediu introdusa
intr-o tava, mentinandu-se raportul intre componente i ajustind corespunzitor volumul de
inocul si de apa de extractie.

in Tabelul 4.8. sunt prezentate rezultatele medii obtinute pentru 3 culturi pentru fiecare
cantitate de mediu.

Tabelul 4.8. Influenta cantitatii de mediu de cultura asupra activitatii aminoacilazice

Cantitate Volum ) Activitate enzimatica
di Nr. ¢ Proteine
mediu tavi extrac mg/ml U/ml U/m.g U/g
g ml extract| proteine | mediu
300 4150 3,00 | 0,150 0,050 1,03
450 11 000 3,12 | 0,145 0,047 1,20
600 15 000 2,21 0,155 0,070 1,33

Din tabel se observa ca, in ceea ce priveste activitatea enzimatica, exprimatd in U/ml
extract, nu sunt diferente deosebite. in experimentele in care s-a folosit o cantitate maxima de
mediu se observd o activitate specifici (U/mg proteind) mai mare, ceea ce denotd o
productivitate mai mare a enzimei. Aceasta s-ar putea explica prin faptul cd, in cazul unei
cantitd{i mai mari de mediu, are loc o sporulare mai putin intensi, cantitatea de proteina
produsd este mai mica fata de cantitatea de enzimd, fapt ce se reflecta si in extractul apos.

Avénd in vedere rezultatele obtinute, in continuare culturile au fost realizate pe o
cantitate maxima de mediu (600g/tava). Deoarece L-metionina este un aminoacid scump,
restul culturilor au fost facute farda L-metionind. Rezultatele obtinute sunt prezentate in
Tabelul 4.9. (La fiecare experiment s-a lucrat cu trei tavi).

Tabel 4.9 Activitate aminoacilazica obtinuta din culturi solide de A. oryzae

Nr. Volum Proteine Activitate enzimatica
ert, | extract mg/ml U/ml | U/mg proteina
ml
1 15100 2,03 0,150 0,074
2 15 000 2,10 0,146 0,069
3 15 300 1,95 0,138 0,071
4 15 250 2,03 0,140 0,069
5 14 900 2,25 0,152 0,067
6 15 050 2,08 0,136 0,065
7 15 150 2,10 0,128 0,061
8 15 200 2,03 0,148 0,073
Medie| 15120 2,07 0,142 0,068
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Se poate observa, asa cum era de asteptat, ca activitatea aminoacilazica obtinutd in
acest caz este mai mica decdt in cazul introducerii L-metioninei in mediul de cultura, dar
rezultatele sunt constante.

Extractele enzimatice obtinute in cadrul acestor experimente au fost utilizate ulterior
pentru studii de purificare, cinetica si imobilizare.

4.3.4. Obtinerea aminoacilazei din culturi de A. oryzae pe medii submerse [340]

Avand in vedere avantajele deosebite ale culturii submerse fatd de cultura in faza
solida (spatiu mic, productivitate mare, conducere eficientd a procesului, posibilitate de
control a producerii enzimei pe parcursul culturii, securitatea muncii sporitd) s-a incercat
obfinerea de aminoacilaza prin culturd in fazd submersa a ciupercii A.oryzae.

4.3.4.1. Culturi submerse statice

S-au utilizat flacoane conice de 1 litru, obturate cu dop de vata. Mediile de cultura au
cuprins surse naturale sau artificiale de carbon §i azot la care s-au addugat diferite saruri
minerale §i substante cunoscute sau apreciate ca fiind inductori enzimatici. Reactivii utilizati
pentru obtinerea mediilor de culturd au fost: peptond, cazeind, gelatind, extract de drojdie,
glucoza de la Merck, L-metionind si N-acetil-D,L-metionind de la Sigma, amidon, (NH4)>SO4,
MgS0O4, KH,PO4, CoCly, NaNO;, NH4CI, FeSOs, MgSO,, NaCl, (NH4);PO4, HCI, acid
benzoic, acetat de benzil de la Chimopar Bucuresti §i au fost de puritate analitica. Fasolea
degresata s-a obtinut in laborator prin tratarea fainii de fasole cu acetona, filtrare i apoi uscare
in aer.

Mediile de cultura utilizate au fost:

Mediul 1 Mediul 2 Mediul 3

6g coji orez 24 m] extract fasole 1,5g faina porumb

4,5g fdina porumb 1,5g peptona 1,5g amidon

0,05g L-metionina 1,5g amidon 16 ml extract fasole

0,05g L-metionina 0,05g L-metionina

Mediul 4 Mediul 5 Mediul 6

4,5g tarate grau 4,8g coji de orez 7,5g glucoza

3g faina porumb 10,2g tarate grau 1,5g (NH4),SO4

0,05g L-metionina 0,05g L-metionina 0,05g MgSO,
0,0Sg KH2P04
0,01g CoCl,
0,05g L-metionina

Mediul 7

4,5g amidon 0,15g NaNO;

1g fasole degresata 0,15g NH,Cl

1,8g cazeini 0,0015g FeSO,4

0,75g gelatina 0,0015g CoCl,

0,4g extract drojdie 0,2g MgSO4

0,4g KHzPO4
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Mediul 8
2g faina de orez
0,5g cazeina

Mediul 9
1,8g tarate grau
0,9g coji orez

Mediul 10
1,8g tarate grau
0,9g coji orez

0,2g MgSO, 1g fasole degresata 1g fasole degresata

0,05g KH,PO, 0,01g CoCl, 0,01g CoCl,

0,01g NaNOQO; 0,05g L-metionind 0,05g L-metionina
0,01g acid benzoic

Mediul 11 Mediul 12

1,8g tarate grau
0,9g coji orez
1g fasole degresata

1,8g tarte grau
0,9g coji orez
1g fasole degresata

0,01g CoCl, 0,01g CoCl,
0,05g L-metionina 0,05g L-metionina
0,01g acetat de benzil 0,01g N-acetil-D,L-metionina

Mod de lucru: In fiecare flacon s-au adiugat 150 ml apa distilatd (respectiv s-a adus
volumul la 150 ml in cazul mediilor 2 si 3 si s-a ajustat pH-ul 1a 5,5 cu HCI 0,1M. Flacoanele
au fost apoi sterilizate la 120°C si 2 atm, in autoclavé, timp de o ora, de doua ori la interval de
24 de ore. In fiecare flacon s-au inoculat sporii raclati de pe 1 tub de culturd pe mediu
Sabouraud solid.

Dupai inoculare, flacoanele s-au mentinut la 30°C timp de 4 zile, agitidndu-se de 2-3 ori
pe zi. Apoi mediile de cultura au fost filtrate pe hértie de filtru iar filtratele au fost centrifugate
30 minute la 5000 rmp. Dupa centrifugare, in supernatante s-a determinat continutul in
proteine §i activitatea aminoacilazica.

Rezultate obtinute

Rezultatele obtinute pentru cele 12 medii de cultura testate sunt prezentate in Tabelul
4.10. In urma testelor microscopice §i chimice se pot trage urmatoarele concluzii:

- in toate mediile de cultura folosite ciuperca s-a dezvoltat bine, observandu-se inceput
de sporulare dupa 4 zile;

- activitate aminoacilazica au prezentat culturile pe mediile 2, 3, 5 si 9, fapt ce denota
efectul inductiv al cojilor de orez si al extractului de fasole;

- cantitatea de aminoacilazd produsa (0,09 U/g mediu) este mult inferioara (de 10-15
ori) celei obtinute pe mediu solid in tavi;

- datoritd vascozitatii mari, mediul 5 a favorizat sporularea cea mai intensd. Acest
lucru, corelat cu activitatea specificd cea mai mare obtinutd pe acest mediu si cu rezultatele
obtinute in cazul culturilor in faza solida indica faptul ci producerea de aminoacilazé este un
fenomen legat de procesul de sporulare;

- continutul scdzut in proteine §i absenfa activititii aminoacilazice la culturile 10, 11,
12 demonstreaza efectul inhibitor al acidului benzoic, acetatului de benzil si N-acetil-D,L-
metioninei;

- in cazul culturii pe mediul 9, activitatea specificid enzimaticd este mai mica fata de
cea obtinuta pe mediul S datorita, probabil, continutului mai scizut in sursa de carbon;

- se observa ca randamentul activitatii enzimatice per gram mediu a crescut, ajungind
la 0,16 U/g mediu, raménénd totusi de 8 ori mai scazut decét cel obtinut in faza solida.

In urma acestor rezultate se consta ca in medii submerse statice, fara agitare si aerare,
A. oryzae secretd o cantitate foarte mici de aminoacilaza si aceasta doar cind mediul de
cultura este format din aproximativ aceleasi componente ca cele din mediul de cultura solid.
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Tabel 4.10. Influenta mediului de cultura la culturile submerse statice

. Activitate enzimatica
Mediu| pH |Proteine
nr. | final | mg/ml | y/mi Umg | Ulg
proteind | mediu
1 4,0 1,18 - - -
2 5,1 5,40 0,023 0,0042 0,09
3 4,1 7,17 0,027 0,0037 0,087
4 5,0 1,17 - - -
5 55 2,53 0,026 0,01 0,06
6 2,5 0,48 - - -
7 4,2 3,4 - - -
8 4,1 2,8 - - -
9 5,0 2,3 0,005 0,002 0,16
10 5,1 1,7 - - -
11 5,1 1,5 - - -
12 5,2 1,4 - - -

4.3.4.2, Culturi submerse agitate

Culturile s-au realizat tot in flacoane conice de 1 litru. In urma rezultatelor obtinute la
culturile submerse statice s-au testat doar 3 medii de cultura:

Mediul 1 Mediul 2 Mediul 3

2,7g coji orez 2g tarate grau 3g tarite grau
0,54g faina fasole 0,5g coji orez 1,5g féina fasole
0,75g NaCl

0,075g (NH,4);PO,

Mod de lucru: in fiecare flacon s-au addugat 150 ml apa distilata si s-a corectat pH-ul
la 5,5 cu HCI 0,IN. Modul de sterilizare si inoculare a fost identic cu cel al culturilor
submerse statice.

Dupa inoculare flacoanele au fost incubate 3 zile la 30°C cu agitare pe o masa
agitatoare tip dute-vino, cu o frecventa de 60 curse/minut.

Dupa 3 zile mediile de cultura au fost prelucrate in mod identic cu cele obtinute la
culturile statice.

S-a studiat, de asemenea, dependenta producerii de aminoacilaza de timpul de
incubare la culturile submerse agitate.

Mediul de cultura utilizat a fost cel cu rezultatele cele mai bune obtinute in cadrul
culturilor submerse agitate, si anume mediul 3.

Pentru studiu au fost prelevate probe la intervale de 24 ore care au fost prelucrate si
analizate in modul prezentat la culturile submerse statice.

Rezultate obtinute

Aceste culturi au avantajul ci realizeaza o aerare continud a mediului, permitind o mai
bund dezvoltare a ciupercii.
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Rezultatele obtinute pentru cele trei medii de cultura testate sunt prezentate in Tabelul
4.11. (S-au testat 2 probe in paralel )

Tabel 4.11 Influenta mediului de cultura la culturile submerse agitate

Activitate enzimatica
U/mg U/g
proteina | mediu
5,2 0,76 0,026 0,034 0,70

Mediu| pH | Proteine
nr. | final | mg/ml U/ml

! 53 0,80 0,019 0,024 0,52

5,5 0,99 0,021 0,021 0,84
2 5,5 1,03 0,045 0,044 1,94
3 5,4 1,52 0,075 0,049 1,51

5,2 1,97 0,101 0,051 2,40

Din Tabelul 4.11. se observa cd prin procedeul culturilor submerse agitate se obtin
cantitdti mai mari de aminoacilaza decat in cadrul culturilor statice. Rezultatele cele mai bune
s-au obtinut in cazul mediului de cultura 3 (ce contine doar tarate de griu - sursa de carbon, si
faina de fasole - sursa de azot). Activitatea specificd (U/mg proteind) este de 5 ori mai mare
1ar cea per gram mediu de culturd de 3 ori mai mare decit cea obtinutd pentru mediul 5 din
experimentul pe culturi statice.

Pornind de la aceste rezultate s-a realizat o culturd pe 16 flacoane continand mediul 3
de culturd. Probele s-au prelucrat prin unirea mediilor de culturd(6; 6 si 4). Rezultatele
obfinute sunt prezente in Tabelul 4.12.

Tabel 4.12. Culturi submerse pe mediul 3

Nr. Proteine Activitate enzimatica
Flacoane| mg/ml | U/ml |U/mg proteini | U/g mediu
6 2,96 0,074 0,025 2,0
6 2,05 0,118 0,057 2,7
4 3,05 0,071 0,023 1,9

Dupd cum se poate observa, existd o bund reproductibilitate a biosintezei
aminoacilazei in mediul de cultura cu fasole si tardte de griu. Randamentele obtinute sunt, in
general, in jur de 2U/g si au o valoare cu 30-50% mai mare decit in cazul culturii pe mediu
solid (1,03 -1,33U/g mediu) si de 20-30 ori mai mare decit in cazul culturi submerse statice
(0,06-0,16 U/g mediu).

Culturile microbiene cuprind, in general, trei faze de dezvoltare - o primi faza de lag,
cu dezvoltare inceatd, apoi o faza exploziva, cu inmultirea foarte rapida a microorganismului,
urmata de o fazé stationara sau descrescatoare in cazul in care se epuizeazi resursele din
mediul de cultura.

In cazul testului realizat pentru urmdrirea producerii de aminoacilazd in timp,
rezultatele sunt prezentate in Tabelul 4.13.
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Tabel 4.13. Influenta timpului de incubare la culturile submerse agitate
asupra producerii de aminoacilaza

Timp incubare | Proteine Activitate enzimatica
ore mg/ml U/ml | U/mg proteina
24 1,21 - -
48 1,49 - -
72 1,44 0,063 0,043
96 2,04 0,145 0,071
120 2,53 0,147 0,058

Tulpina s-a dezvoltat din prima zi foarte bine, dar a inceput eliberarea in mediul de
culturd a enzimei abia in ziua a treia. Maximul de activitate specifica (U/mg proteind) s-a
obfinut la 96 de ore, dupa care activitatea specificé are tendinta de scadere, crescind cantitatea
de proteind din mediu.

4.2.4.3. Culturi submers3a in fermentator

Deoarece la culturile submerse in flacoane agitate s-au obfinut rezultate relativ bune, s-
a incercat obfinerea de aminoacilaza in cantitate mai mare prin cultivarea tulpinii de A. oryzae
intr-un reactor de 30 litri. Reactorul a fost prevazut cu agitator mecanic cu palete, cu o turafie
de 112 rot/min. La partea inferioara a fost prevazut cu un sistem de barbotare a aerului printr-
o frita.

Mod de lucru: Reactorul a fost sterilizat prin barbotare de abur de 2 atm timp de 2 ore.
Aerul introdus in mediul de culturd a fost sterilizat prin trecere printr-un sistem de 3 filtre cu
carbune activ. Debitul de aer utilizat pe parcursul culturii a fost de 200-300 l/ora.

Mediul de cultura (300 g tardte de grau, 150 g fasole pudra i 15 litri apa de robinet) a
fost sterilizat in autoclava de 2 ori cite o ora la 1,5 atm, la interval de 24 ore. Inoculul a
constat dintr-o cultura tip 3 (vezi cap. 4.3.4.2) in flacon de 1 litru.

Mediul de cultura sterilizat a fost introdus in reactor, s-a pornit agitarea si aerarea. pH-
ul mediului a fost ajustat la 5,5 cu amoniac solutie 1,5% si a fost mentinut la aceasta valoare
pe tot parcursul cultivarii prin adaugare de amoniac 1,5 %. A fost introdus inoculul. Pe tot
parcursul cultivarii temperatura a fost mentinuta la 30°C. Periodic s-au recoltat probe care au
fost centrifugate 20 minute la 3000 rpm la 4°C. in supernatante s-a determinat continutul in
proteine §i activitatea aminoacilazica.

Rezultate obtinute

S-au realizat 3 asemenea culturi. Din motiv de proasta sterilizare doud dintre culturi s-
au infectat cu Bacillus. A treia cultura s-a realizat in conditii mai bune, fari infectare. Dupa 24
ore, ciuperca a inceput si se dezvolte rapid si mediul de culturd s-a ingrosat considerabil.

Dupa 5 zile ciuperca a fost in faza de sporulare. Rezultatele obtinute sunt prezentate in
Tabelul 4.14.
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Tabel 4.14. Cultura submersa de A.oryzae in fermentator

Timp incubare Proteine Activitate enzimatica
ore mg/ml U/mli U/mg proteina
48 1,328 - -
74 0,805 0,005 0,006
90 0,668 0,014 0,021
110 0,332 0,060 0,181
125 1,296 0,108 0,083

Cultura in reactor se comporta asemanator cu cea in flacoane agitate. Abia dupa 72 ore
ciuperca incepe sa elibereze in mediul de culturd aminoacilaza. Dar, probabil datoritd aerarii
mai bune, activitatea specifici maxima obtinuta in acest caz (0,181 U/mg) este de peste 2,5 ori
mai mare decét la flacoanele agitate. Peste 110 ore de cultivare cantitatea de proteine este
foarte mare in mediul de culturd si ca urmare activitatea specificd aminoacilazica incepe sa
scada. De fapt, un timp de cultivare prea indelungat méareste foarte mult riscul de infectare.

4.4. Concluzii

Din datele experimentale obtinute se pot trage urmatoarele concluzii:

1. in tesuturile animale testate aminoacilaza are o activitate mare in rinichi i mai scizuta in
ficat §i inima. In plamani activitatea este mult mai mica (in cazul tesutului de porc) sau
inexistenta la soarece.

2. Tulpina producitoare de aminoacilazi care a fost selectatd este cea furnizata de Institutul
Cantacuzino Bucuresti.

3. Mediul de cultura optim pentru obtinerea unui inocul este mediul Sabouraud solid.
4. Aminoacilaza este o enzima extracelulara in cazul microorganismului Aspergillus oryzae.
5. Timpul optim de crestere a tulpinii de Aspergillus oryzae pe mediu de cultura Sabouraud

solid, pentru a obtine o activitate aminoacilazicid maxima este de 7 zile.

6. In cazul cresterii Aspergillus oryzae pe mediu natural de tarte, timpul optim de crestere
este de 5 zile, peste aceastd perioada nu se mai inregistreaza cresteri semnificative ale
activitafii enzimatice.

7. Sinteza enzimei (pentru cultura de Aspergillus oryzae) este indusa de prezenta in mediul
de culturd a L-metioninei (0,2 mg/g mediu) §i nu a N-acetil-D,L-metioninei, ceea a ce ar
putea duce la concluzia cd in vivo predomina reactia de acilare si nu cea de hidroliza a
produsului acilat.

8. Neintroducerea L-metioninei duce la sciderea sintezei de enzima de la 1,18 U/mg la 0,05-
0,07 U/mg.

9. Obtinerea aminoacilazei in cantitdti mari este posibild prin cultivarea pe mediu solid de
tarate de grau si coji de orez.

10. Mediu optim pentru cultura in fazi submersa este alcituit tot din componente naturale
(tarate de grau si faina de fasole).

11. Cultura submersa in flacoane agitate duce la obtinerea unor extracte enzimatice cu o
activitate specificd asemanatoare cu cea obtinutd in cazul culturilor de suprafata fara L-
metionina in mediul de cultura.

12. Cultura submersad in reactor, cu o aerare puternica, conduce la o activitate specifica
aminoacilazici (1,2 U/mg) asemanatoare cu cea obtinutd in cazul culturilor de suprafata in
prezenta L-metioninei. Mediul de culturd contine tirite de grau §i faind de fasole.
Activitatea specifica maxima se obtine dupd 100-110 ore de cultivare la 30°C.
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5. Purificarea aminoacilazei microbiene [335,336,338,339,,340,348]

Din culturile microbiene pe mediu solid sau submers s-au obtinut extracte, conform
metodologiilor prezentate la Cap. 4.1. Scopul purificdrii aminoacilazei din aceste extracte nu a
fost de a obtine o enzima cit mai puré ci de a obtine preparate printr-o metodologie cat mai
simpla si cat mai ieftina si care apoi sa poata fi folosite la imobilizarea enzimei cu randamente
cit mai ridicate. In acest scop s-au testat:

- separarea prin precipitare fracfionata

- dializa

- cromatografia de gel filtrare

S.1. Separarea prin precipitare fractionata cu saruri

Solubilitatea proteinelor este afectatd major de taria ionicd a solutiei. in general, pe
masurd ce creste taria ionicd, solubilitatea proteinelor creste la inceput; procesul este denumit
“salting in”. Peste un anumit punct, solubilitatea incepe sa scada, iar procesul este cunoscut ca
“saltingout".

La tarii ionice mici coeficientii de activitate a grupdrilor ionizabile ale proteinelor
scad, astfel incat concentratiile lor efective sunt scizute. Acest lucru se datoreaza faptului ca
grupdrile ionizabile se inconjoari de contraioni, care previn interactiunile intre gruparile
ionizabile. Astfel, interactiunile proteina-proteina scad si solubilitatea cregte.

La tarii ionice mari, coeficientii de activitate a grupdrilor ionizabile din proteina cresc,
astfel incat creste si concentrafia lor efectivid. Acest lucru se datoreaza faptului ca, la tarii
ionice mari, atit de multd apa devine legata de ionii addugati incit nu mai rimane suficienta
apa pentru a hidrata normal proteina. Ca rezultat, interactiunile proteinid-proteina depasesc pe
cele proteina-apa si solubilitatea scade.

Sulfatul de amoniu (SA) este cu deosebire utilizat pentru precipitarea fractionatd a
proteinelor. Este disponibil la puritati mari, are o solubilitate foarte mare, permitidnd schimbari
semnificative ale tariei ionice i nu este scump.

Schimbdérile in concentratia de SA pot fi realizate fie prin adaugare de SA solid sau
prin adaugarea unei solutii cu saturatie cunoscuta (in general se foloseste o solutie SA cu
saturatie 100%). Formulele de calcul pentru schimbarea concentratiei de SA sunt [348]:

- pentru adaugare de SA solid:

e 5L5(S,-S)
~ 100-03g,

unde 51,5 = g/100ml = saturatia 100 % a SA

X = numar grame de SA solid ce trebuie adaugat la 100 ml solutie de saturatie S,
pentru a o aduce la saturatia S,

S; = saturatia in SA a solutiei initiale

S, = saturatia in SA a solutiei finale
Ecuatia se foloseste cand saturatia este exprimata in procente

- pentru adaugarea de solufie saturata de SA:
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_ V}QSz_:%)
100-g,

unde y = ml solutie initiala de SA ce trebuie addugati la volumul initial V, al unei solufii de
saturatie S; pentru a obtine o solutie finald de volum V; cu o saturatie de S;
S; 51 S, au semnificatia de mai sus
Ecuatia se foloseste tot pentru exprimarea saturatiei in procente.

In experimentele realizate s-a folosit sulfat de amoniu solid provenit de la Chimopar
Bucuresti i de puritate analitica.

Mod de lucru: Extractele obtinute au fost racite le 4°C, s-au adus la pH = 7,0 prin
adaugare de NaOH 1M. Sulfatul de amoniu a fost addugat in porfiuni mici, sub agitare $i
racire la 4°C, cu mentinerea pH-ului la valoarea 7,0. Dupa fiecare precipitare, suspensia a fost
centrifugata la 2500-3000 rpm, la 0°C, timp de 30 minute. Supernatantul s-a utilizat pentru
precipitarea in continuare. Precipitatul a fost reluat intr-un volum cit mai mic de apa. Daca
dizolvarea nu a fost total, suspensia s-a centrifugat din nou in aceleasi condifii.

Au fost supuse precipitarii fractionate cu SA extracte obfinute din culturi solide i
submerse. In fiecare fractie, ca si in extractul initial, s-au determinat concentratia in proteine
cu metoda Lowry si activitatea aminoacilazica (vezi Cap.4.1)

Rezultate obtinute

Rezultatele obtinute la precipitarea fracfionatd a extractelor brute (culturd solida si
culturd submersi) sunt prezentate in Tabelele 5.1 si respectiv 5.2. S-au calculat si valorile
factorilor de purificare (ca raport intre activitatea specifica a fractiunii §i a extractului brut) si
randamentele de regasire ale enzimei in diferitele fractiuni (ca raport intre activitatea totalad
dintr-o fractiune si cea a extractului brut).

Tabel 5.1. Precipitarea fractionata cu sulfat de amoniu a extractului
aminoacilazic brut (cultura solida)

. Activitate
Proteine . .. . . |Randam.
F . Volum aminoacilazica Factor
ractia ml recuper. urificare
mg/ml | ¥ | U/ml | U/mg % |P
(%)
extract brut 100 2,72 100 | 0,151 | 0,055 100 1

0-50% 15 0,81 446 | 0,229 | 0,283 22,75 5,14
50-70% 12 1,50 6,62 | 0917 | 0,611 72,87 11,11
70-90% 12 2,09 9,22 | 0,054 | 0,026 4,29 0,47

Dupé cum se observa, prin precipitare cu sulfat de amoniu proteinele se regasesc in
fractiile realizate doar in procent de 20%. In schimb aminoacilaza este precipitata aproape in
intregime (82-99%), regasindu-se majoritar in fractia 50-70% (72-74% din total) cu un factor
de purificare de 10-11. In fractia 0-50% pentru cultura solida se regaseste 22,75% din totalul
de aminoacilaza, cu un factor de purificare de 5,14. in cazul extractului de la cultura
submersd, unde s-a realizat si fractionarea 0-30% si 30-50%, se observa ci enzima precipita la
saturatii mai mari de 30%.

in concluzie, pentru o purificare mai avansatd a aminoacilazei trebuie realizata
fractionarea cu sulfat de amoniu in domeniul 50-70%.
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Pentru purificari mai putin avansate se poate precipita enzima pe domeniul 0-70%
saturatie sulfat de amoniu.

Tabel 5.2. Precipitarea fracfionata cu sulfat de amoniu a extractului
aminoactlazic brut (cultura submersa)

Fractia Volum Proteine 3m?:(t)2:it:::i¢5 l::cnudpael:‘l.. szctor
’ ml mg/ml | e (%) | Ulml | U/mg % purificare
extract brut | 100 1.96 100 0,101 | 0,051 100 1
0-30% 9,0 0,76 3.49 - - - -
30-50% 7,5 0,41 1,57 | 0,10,1 | 0,246 7,50 4,82
50-70% 9,5 1,42 6,88 0,788 | 0,555 74,12 10,88
70-90% 10,3 1,72 9,04 - - - -

Pentru trecerea la fazi industriald a acestui procedeu de purificare s-ar impune
utilizarea pentru precipitare a unui reactiv mai putin scump si anume sulfat de amoniu tehnic.

Pentru a vedea efectul acestui reactiv asupra enzimei s-a efectuat comparativ o
precipitare a aceluiagi extract brut (cultura solidd) cu sulfat de amoniu p.a., produs Chimopar
Bucuresti si sulfat de amoniu tehnic, produs la Combinatul Chimic Valea-Célugareasca
(puritate 99%). Precipitarea si centrifugarea s-au realizat in aceleasi conditii, pornind de la 1
litru extract brut pentru cele doua tipuri de sulfat de amoniu, §i inca un test pentru 8 | extract
brut precipitat cu sulfat de amoniu tehnic. Datele obtinute sunt prezentate in Tabelul 5.3.

Tabel 5.3. Influenta puritétii sulfatului de amoniu asupra randamentului
de purificare al aminoacilazei

Volum Yolum Protei Activitate Randam
Sulfat . extract reluare roteine aminoacilazica " | Factor
amoniu Fractia precipit. | precipit. recuper. purificare
1 ml mg/ml | §(%)| U/ml | U/mg %
Extract brut 14800 | 3,29 100 | 0,168 | 0,051 100 1
p.a 0-70% 1,0 194 1,80 8,91 0,838 | 0,465 96,77 9,12
tehnic | 0-70% 1,0 188 1,45 8,28 0,801 | 0,552 89,63 10,82
tehnic | 0-70% 8,0 1316 1,68 8,40 | 0,911 | 0,542 89,20 10,63

Se observa ca utilizarea de sulfat de amoniu tehnic pentru precipitarea fractionata a
aminoacilazei duce la o scadere nesemnificativa a enzimei recuperate, in schimb, surprinzitor,
activitatea specifica acilazici este mai ridicatd (aprox.18%) si se imbunititeste putin si
factorul de purificare (cu aproximativ 1,6 unititi). Randamentul de recuperare a enzimei foarte
ridicat (89%) indreptateste utilizarea sulfatului de amoniu tehnic pentru precipitarea enzimei.
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5.2. Separarea prin precipitare fractionata cu solventi organici

Precipitarea fractionatd cu solventii organici (acetond, etanol, eter) se bazeazi pe
efectul precipitant al solventilor cu constante dielectrice mici, miscibili cu apa. Apa, care este
un dielectric bun, face ca forfele de atractie dintre sarcinile opuse ale moleculelor proteice sa
fie mai mici, astfel incét proteinele raman dizolvate in solufie. Addugarea unui solvent cu
constanta dielectricd mica scade constanta dielectricd a mediului, permitand cresterea forgelor
de atractie intre moleculele proteice, forte care la un moment dat devin atdt de puternice incéat
aglomereazi intre ele moleculele proteice dand nastere precipitatului. In cazul unui amestec de
proteine, fiecare din acestea va avea o limita a constantei dielectrice a mediului la care va
precipita.

Pentru a putea fi folosit, solventul nu trebuie si aiba o actiune inhibitoare, trebuie sa
fie miscibil cu apa si si aibi o constanti dielectricé suficient de mica faa de cea a apei pentru
a realiza un interval mare intre doud constante, care sa permitd fractionarea a cit mai multe
specili proteice.

Volumul de solvent organic ce trebuie addugat pentru a realiza o anumita concentratie
in solvent a solutiei se calculeazi cu formula [348]:

vzquCE—(])
100-¢,

unde V =ml solvent ce trebuie adaugat la 1litru solutie
Ci = concentratia inifiala a solutiei (% v/v)
C, = concentratia finala a solutiei (% v/v)

Pentru precipitare s-a utilizat acetona care, pe langéd scaderea substantiald a constantei
dielectrice, are si un puternic efect deshidratant, care face ca precipitatul obtinut sa poata fi
uscat usor la temperaturi care nu produc denaturarea enzimei.

Mod de lucru: S-a supus precipitarii un extract brut obtinut dintr-o culturd de
suprafata. Acetona a fost racita la -20°C iar precipitarea s-a efectuat la 4°C. Dupa precipitarea
unei fractii, suspensia a fost mentinuta la -20°C timp de o ora apoi a fost centrifugata timp de
10 minute la 5000 rpm la 0°C. Precipitatele au fost reluate cu volum minim de apa. Daca
solutia obtinutd nu a fost perfect limpede, s-a centrifugat din nou in aceleasi conditii.

In solutia initiala si in fractiile precipitate cu acetond s-a determinat continutul in
proteine si activitatea aminoacilazica.

Rezultate obtinute

S1 in acest caz au fost calculafi factorii de purificare §i randamentele de recuperare.
Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 5.4.

Dupa cum se observa din datele prezentate in tabel, fractia 30-60% saturatie acetona
cuprinde 75% din activitatea aminoacilazica inifiald, intr-un volum ce reprezinta 6,67% din
volumul extractului brut. Din pacate factorul de purificare este doar 3, mult mai mic decét in
cazul precipitarii cu sulfat de amoniu. De asemenea se folosesc volume mari de acetoni, ceea
ce implica si volume mai mari de suspensie supusi centrifugirii.
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Tabel 5.4. Purificarea aminoacilazei prin precipitare fractionatd cu acetona

Fractia Volum Proteine am?:z:::lzn tzeicﬁ l::cnudpaer:. Fa.ctor
' ml o gml (%) | U/ml | U/mg g, ~ |Purificare
extract brut 300 2,40 100 0,15 0,062 100 1
0-30% 16 7,60 16,88 | 0,103 0,013 3,66 0,21
30-60% 20 9,14 25,39 | 1,693 0,185 75,24 2,98
60-90% 20 8,30 23,05 | 0,283 0,034 12,71 0,55

intr-un alt experiment, fractia 0-70% saturatie sulfat de amoniu a fost supusa
precipitérii, in continuare, cu 60% saturafie acetona, folosind metoda de lucru prezentata
anterior. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 5.5.

Tabel 5.5. Purificarea cu acetond a fractiei 0-70% saturatie sulfat de amoniu

Fractia Volum Proteine aml?:(t)::itr::ki ﬁ::::;:: F‘ch“”"
’ ml mg/ml | nec(%)| U/ml U/mg % purificare
0-70% (NH4),SO, | 100 1,49 100 1,042 0,70 100 1
0-60% acetona 20 4,67 | 62,68 | 3,13 0,67 60,07 0,96

Se observa cd, desi activitatea aminoacilazica, exprimata in U/ml, a crescut de aproape
trei ori, activitatea specifica (U/mg) nu s-a modificat, factorul de purificare fiind aproape 1,
deci nu s-a realizat nici o purificare a enzimei.

Dar produsul uscat, obtinut in urma purificarii prin precipitare cu 60% saturatie
acetond a fost obtinut foarte usor, prin simpla uscare in aer, la temperatura camerei a
precipitatului. S-a obtinut o pudrd maronie cu o activitate de 0,11 U/mg, fata de 0,49 U/mg a
produsului comercializat de firma Sigma.

5.3. Desalefierea fractiilor precipitate cu sulfat de amoniu
prin dializa

Fenomenul de dializd se bazeaza pe diferenta de concentratie dintre extractul proteic
ce confine sulfat de amoniu §i apa distilata, de care extractul enzimatic este separat printr-o
membrand semipermeabila. Diferenta de concentrafie di nagstere unei presiuni osmotice sub
actiunea cireia ionii NH,* si SO, trec prin membrand din solutia enzimatica in apa distilata
din exterior (iar apa pitrunde in interior) pana la egalarea concentratiilor. In acelasi timp si
alte molecule mici, inclusiv proteine, stribat membrana, cu conditia ca diametrul moleculelor
sé fie mai mic decit cel al porilor membranei. Schimband des apa din jurul sacului de dializa
in care se afla solutia enzimatica se poate ajunge la o indepartare aproape totald a moleculelor
mici din solufia enzimatica. Dezavantajul metodei consta in faptul c4, datoritd migrarii in sens
invers a apei, 1n solutia enzimatica, aceasta se dilueaza.

Reactivi utilizati: membrana semipermeabild a fost celofanul (produs comercial);
BaCl, si reactivul Nessler au provenit de la Chimopar Bucuresti.
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Mod de lucru: S-au supus dializei solutii obtinute la precipitarea cu 0-70% saturatie
sulfat de amoniu. S-a lucrat la 4°C. Solutia enzimaticd a fost introdusd intr-o punga
confectionata din celofan si aceasta a fost imersatd (pana la nivelul solutiei din interior) in
apa distilata. Periodic s-a schimbat apa distilatd pana cand nu s-au mai detectat in aceasta ioni
sulfat (testare cu BaCl,) si amoniu (testare cu reactiv Nessler).

Rezultate obtinute

Volumele de extract enzimatic obtinute dupa dializa au fost aproximativ duble fata de
cele initiale iar indepartarea completad a sulfatului de amoniu a durat 60-70 ore $i a necesitat
volume foarte mari de apa distilata.

De asemenea, in urma dializei a avut loc o inactivare aproape totald a enzimei, asa
cum, de fapt, prezinta si literatura, datoritd pierderii ionului Zn** din structura enzimei. Acest
lucru a facut sa se renunte la dializa ca mijloc de desalefiere.

5.4. Purificarea aminoacilazei prin cromatografia de gel filtrare

Gel-filtrarea reprezintd o metoda cromatograficd de separare a componentelor unui
amestec, bazatd pe marimea si forma moleculelor. Particulele care alcatuiesc faza stationarad
au o porozitate foarte bine controlati. Moleculele cu masa moleculard micd, cu diametrul
particulelor mai mic decit al porilor suportului solid, vor patrunde in pori si vor fi intarziate in
eluarea de pe coloana cromatografici. In cazul unei amestec de proteine, la cromatografierea
prin gel-filtrare, proteinele cu masa moleculard cea mai mare vor parasi primele coloana in
urma elutiei. Particulele mici, cum ar fi sulfatul de amoniu, vor parasi coloana spre sfarsitul
eludrii.

5.4.1. Desalefierea prin gel-filtrare a fractiilor precipitate cu sulfat de amoniu

Deoarece dializa nu a prezentat rezultate satisfacitoare s-a testat desalefierea fractiilor
enzimatice prin cromatografie de gel-filtrare pe derivati de dextran de tip Sephadex G-25
coarse si fine §i Sephadex G-50 fine de la firma Pharmacia Fine Chem. Institutul ~PetruPoni™
lagi a realizat un set de derivati de dextran similari celor produsi de Pharmacia, pe care i-a
denumit Filtradex R-25, respectiv Filtradex R-50. in paralel au fost testate si aceste geluri.

Tamponul fosfat (Na,HPO,/NaH,PO,) 0,05 M, pH 7,0 a fost preparat in laborator din
reactivi de puritate analitica, proveniti de la Chimopar, Bucuresti.

Mod de lucru:

a) Pregatirea gelurilor

Pulberea de Sephadex (respectiv Filtradex) a fost suspendata in apa distilata si lasata s se
imbibe 3 ore la temperatura camerei. Prin decantare s-a indepartat suspensia de particule fine.
Operatia s-a repetat de mai multe ori pAnd cind supernatantul a fost limpede.

b) Pregitirea coloanelor cromatografice

Coloanele cromatografice din sticld si de diferite dimensiuni au fost previzute la partea
inferioara cu strat din vata de sticla sau frita §i cu robinete pentru reglarea debitului. Coloanele
au fost umplute cu gel (strat perfect uniform) apoi au fost tamponate trecand prin coloane
tampon fosfat 0,05 M pH 7,0 pana cand pH-ul eluentului a devenit 7,0.

c) Gel-filtrarea solutiei enzimatice

Volumul de solutie enzimatica trecut prin coloana a reprezentat 20% din volumul gelului.
Eluarea s-a realizat cu tampon fosfat 0,05M, pH 7,0. S-au cules fractii de céte 5 respectiv 25
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ml in care s-au determinat continutul in proteine (metoda Lowry), activitatea aminoacilazica si
concentratia in ioni amoniu (metoda Nessler) (vezi Cap.4.1)

d) Regenerarea coloanei
Coloana s-a spalat in continuare cu tampon fosfat 0,05M, pH 7,0 pana cand in eluent nu s-au
mai detectat proteine gi iont sulfat si amoniu.

Coloanele utilizate au avut dimensiunile:

- pentru Sephadex G-25 (respectiv Filtradex R-25): 2,2 x 40 cm;

- pentru Filtradex G-50 (respectiv Filtradex R-50): 2,8 x 48 cm.

Pe coloane au fost trecuti 15-25 ml solutie enzimatica cu un debit de 1 ml/ minut.

Rezultate obtinute

Rezultatele obtinute sunt prezentate separat pentru cele doua categorii de gel (25 si 50)
in Tabelele 5.6 si respectiv 5.7, de asemenea in Figurile 5.1 i respectiv 5.2.

Tabel 5.6. Desalifierea pe Sephadex G-25 respectiv Filtradex R-25 (coarse)

Sephadex G-25" Filtradex R-25
F:;c- Vol. | Proteine | Aminoacilaza | (NH,),SO4 | yol. |Proteine{ Aminoacilaza (NH),SO,
ml | me/ml | U/ml | Umg mg/ml ml | mo/ml | U/ml U/mg mg/ml

1 50 - - - - 25 - - - -

2 10 0,65 0,041 | 0,063 - 5 0,017 - - -

3 10 1,28 0,264 | 0,206 - b) 0,238 0,1180 0,756 -

4 10 1,65 0,28 0,170 - 5 0,281 0,251 0,893 -

S 10 1,45 0,34 0,234 - 5 0,320 0,316 0,987 0,023
6 10 0,83 0,45 0,542 0,2 5 0,276 0,204 0,739 0,016
7 10 0,57 0,623 | 1,093 7,1 5 0,170 0,203 1,194 0,332
8 10 0,46 0,585 1,272 13,2 5 0,141 - - 0,70
9 10 0,33 0,525 1,591 24,6 S 0,105 - - 1,58
10 10 0,38 0,510 1,342 27,4 5 0,107 - - 0,58
11 10 0,38 0,480 | 1,263 25,4 S 0,088 - - 2,73
12 10 0,33 0,220 | 0,666 22,8 S 0,088 - - 2,33
13 10 0,28 - - 8,5 5 0,96 - - 1,44
14 10 0,13 - - 3,6 5 0,102 - - 3,48
15 10 0,17 - - 0,5 5 0,057 - - 1,49
16 10 0,06 - - 0,6 25 0,022 - - 0,28
17 10 0,04 - - - 25 - - 0,005
18 10 0,02 - - - 25 - - -
19 | 10 0,02 ; ) ]

20 | 10 0,02 ; ] ]

Volum total : 240 ml Volum total : 170 ml

volum solutie enzimatici trecutd prin coloani: * =25 ml; = 15 ml
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Se observa ca, in cazul separdrii pe Sephadex G-25 coarse, activitatea aminoacilazica
se recupereaza in 40 ml eluat, liber de sulfat de amoniu (dilutie 1,6 fatd de volumul de solutie
introdus pe coloana) dar enzima se mai gaseste in inca 70 ml eluat in care s-a eliminat si sulfat

de amoniu. Deci separarea nu este prea buna in conditiile experimentului.

in cazul separarii pe Filtradex R-25 se obtin 20 ml eluat cu activitate aminoacilazica
(dilutie 1,33) si fara sulfat de amoniu si inci alti 30ml eluat in care, pe langd aminoacilazi a
fost eluat i sulfatul de amoniu. Dar separarea in cazul acesta este mai netd decét in cazul

Sephadexului G-25.

1.8 30
Sephadex G-26 Sephadex G-25
1.6 U/mg (NH,4)2.S0O4
—_ 25 __
m ——
g 4 Filtradex R-25 E
= o
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’N .
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= ]
=
. =
2 o4 )
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0.2 | Filtradex G-25
(NH,),SO,
o | ° * 0
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

Volum(ml)

Figura 5.1. Desalefierea solutiei de aminoacilazi pe Sephadex G-25 (coarse),

respectiv Filtradex R-25 (coarse)
rosu — aminoacilazi; verde — sulfat de amoniu
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Figura 5.2. Desalefierea solutiei de aminoacilaza pe Sephadex G-50 (fine),

Volum(mi)

respectiv Filtradex R-50 (fine)
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Tabel 5.7. Desalifierea pe Sephadex G-50 fine, respectiv Filtradex G-50 fine

Frac-

Sephadex G-50

Filtradex R-50

Aminoacilaza

tie anl’l' Proteine | Aminoacilaza | (NH,),SO, | Vol. | Proteine (NH,),SO,
mg/ml U/ml | U/mg mg/ml ml mg/ml U/ml U/mg mg/ml

1 | 75 - - - - 100 . - - -

2 | 15| 069 |0217]| 0314 - 10 | 0313 | 0359 | 1,147 :

3 | 10| 15 |0287| 0,184 . 10 | 1,048 | 0868 | 0,828 -

4 |10 153 |o0418] 0273 - 10 | 1,213 | 0839 | 0,692 -

5 | 10| 129 |o0262] 0203 - 10 | 1,000 | 0515 | 0,510 -

6 | 10| 108 |o0112| 0,104 - 10 | 0705 | 0,137 | 0,194 -

7 | 10| 063 |0041 | 0,065 - 10 | 0,504 - - -

8 | 10| 046 - - - 10 | 0,383 - - .

9 | 10| 039 - - - 10 | 0317 - - -

10 | 10| o028 - - - 10 | 0252 - - -

1 | 10| o022 - - 0,02 10 { 0203 - - -

12 | 10| o014 - - 0,02 10 | 0,183 - - -

13 | 10| o015 - - 0,03 10 | 0,126 - - -

14 | 10 o008 - - 0,42 25 | 0,087 - - 0,283

15 | 10 | 0,04 - - 2,63 25 | 0,165 - - 4,678

16 | 10 - - - 15,82 25 | 0213 - - 5,263

17 | 10 - - - 19,48 25 | 0,165 - - 0,220

18 | 10 | 0,199 - - 36,7 25 | 0,078 - - 0,090

19 | 10 | 00214 - - 14,65 25 | 0,048 - - 0,010

20 | 10 | 026 - - 10,62 25 | 0,008 . - -

21 | 10 | 022 - - 4,05

2 | 10| 020 - - 3,03

23 | 10 | 0,156 - - 1,02

24 | 10 | 0,14 - - 0,67

25 | 10 | 012 - - 0,3

Volum total : 320 ml

Volum total : 395 ml

in ambele cazuri pe coloane au fost aplicati 25 ml solutie aminoacilazica.
Dupa cum se observa, in cazul utilizirii unor geluri cu putere se separare mai mare
(Sepharadex G-50 fine si Filtradex R-50 fine), asa cum era de asteptat, separarea
aminoacilazei de sulfatul de amoniu a fost neta. In ambele cazuri aminoacilaza este eluata in
50-60 ml eluat, realizind o dilutie a solutiei iniiale de 2-2,4 ori.
In cazul desalefierii solutiilor prin gel-filtrare, durata procesului, inclusiv spalarea
coloanelor, a fost de 5-8 ore, cu mult mai pufin decit timpul necesar dializei (60-70 ore).

Dupd mai multe treceri prin coloana timpul de spalare s-a marit datoritd imbAcsirii
gelului. Pentru o spalare completa s-a scos gelul din coloani si s-a spalat in pahar Berzelius cu
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NaOH 0,24 M de 3 ori, apoi cu apa distilata pdna cand supernatantul a fost limpede si a avut
pH-ul in jur de 7.

5.4.2. Influenta debitului de elutie asupra desalefierii solutiei acilazice pe
Sephadex G 25 fine

S-a urmadrit, de asemenea, influenta debitului de elutie asupra separdrii pe o coloana
umpluta cu Sephadex G-25 fine. Coloana realizatd a avut dimensiunile 3,3 x 54 cm; Volumul
de solutie introdus in coloanid = 100 ml; debitele de elutie testate au fost: 0,75 ml/min; 1,0
ml/min; 1,25 ml/min. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 5.8.

Mod de lucru: este asemanaitor cu cel prezentat la Cap. 5.4.1.

Se observi ci la o diferenta atat de mica intre debite nu apare diferenta in profilul
elutiei. Totusi la o elutie cu 1,25 ml/min, sulfatul de amoniu este eluat de pe coloand suprapus
‘peste ultimele fractii ce contin aminoacilaza. In continuare solutiile enzimatice au fost eluate
pe coloana Sephadex G-25 fine cu un debit de 1 ml/min. S-au cules inifial 150 ml eluat care
au continut aminoacilazi desalefiatid. Coloana s-a spalat, in continuare, cu aproximativ 450ml
tampon fosfat 0,05M, pH 7,0. Intreg procesul a durat mai putin de 14 ore (aproximativ 12,5
ore).

Tabel 5.8. Influenta debitului de elutie asupra desalifierii pe Saphadex G-25

Debit 0,75 ml/min. Debit 1,0 ml/min Debit 1,25 ml/min
Frac- | Vol.
tie mi | Proteine | Acilaza |(NH,),SO4| Proteine | Acilaza |(NH,),SO,| Proteine | Acilaza {(NH,SO,
mg/ml U/ml mg/ml mg/ml U/ml mg/ml mg/ml U/ml mg/ml

1 150 - - - - - - - - -
2 25 0,96 0,425 - 1,27 0,453 - 0,84 0,661

3 25 1,11 0,744 - 1,95 0,709 - 1,66 0,636

4 25 1,22 0,640 - 2,19 0,934 - 2,00 0,752

5 25 2,01 0,540 - 2,05 1,018 - 1,68 0,720

6 25 1,86 0,713 - 1,27 0,762 - 1,00 0,716

7 25 1,07 1,00 - 0,63 0,091 - 0,49 0,250

8 25 0,70 0,410 0,18 0,34 - 0,91 0,20 0,208 2,79
9 25 0,38 - 8,27 0,28 - 15,52 0,18 0,252 15,0
10 25 0,38 - 18,94 0,18 - 43,26 0,11 0,045 33,0
11 25 0,20 - 42,67 0,21 - 42,66 0,09 0,058 46,5
12 25 - 45,05 0,23 - 43,01 - - 45,6
13 25 - 44,86 0,21 - 17,40 - - 10,0
14 25 - 25,41 0,11 - 5,53 - - 5,6
15 25 - 7,37 0,08 - 4,23 - - 3,2
16 50 - 4,84 - - 2,84 - - 1,36
17 50 - 1,78 - - 0,11 - - 0,4
18 | 50 - 0,92 - - - - 0,32
19 50 - 0,60 - - - - 0,15
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5.4.3. Desalefierea prin gel-filtrare la scara pilot

Deoarece s-a urmadrit, de fapt, utilizarea unor compusi realizati in {ara, s-a realizat o
coloana de desalefiere cu Filtradex R-50 (a prezentat rezultate mai bune ca Filtradex R-25), de
dimensiuni mari, pentru a avea apoi la dispozifie, cantitafi mari de aminoacilaza desalefiata in
vederea imobilizarii.

Mod de lucru: Coloana utilizatd a avut dimensiunile de 9,4 x 120 ¢cm, cu un volum de
gel tamponat cu tampon fosfat 0,1 M pH 7,0 de 8320 ml. Pe coloana s-au trecut 1670 ml
solutie enzimatica (fractia 0-70% saturatie sulfat de amoniu), reprezentind 20% din volumul
gelului. Elutia s-a realizat cu tampon fosfat 0,1 M pH 7,0, cu debitul maxim permis de
inaltimea gelului si cadere libera (450 ml/ord). S-a cules un cap de elutie de 522 ml fara
continut in proteine, apoi o serie de fractii in care s-au determinat continutul in proteine, sulfat
de amoniu, si activitatea aminoacilazica. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 5.9.

Se observa ca randamentul de recuperare al enzimei este extrem de bun (96%).
Factorul de purificare nu depaseste 1,54. Daca se exclud ultimele doud fractii, ce contin
activitate specificAi mai mici de 0,5 U/mg se obtine un randament de recuperare de
aproximativ 93%, fara o diluare a volumului initial de solutie enzimatica.

Tabel 5.9. Purificarea fractiei 0-70% saturatie sulfat de amoniu pe Filtradex R-50

Activitate

Volum Proteine ; .7 | Randam.
frac./eluat aminoacilazica | rocyper. Fz:lcrti(;r (an;lg"/):l?‘
ml | mg/ml| e (%) | U/ml | U/mg % purit.
0-70%
1670 1,68 100 0,911 0,542 100 1 35,6
522 - - - - - - -

193 0,1 0,69 0,054 0,540 0,68 0,99 -
170 0,51 3,09 0,340 0,666 3,80 1,23 -
185 0,99 6,53 0,730 0,737 8,87 1,36 -
234 1,23 10,26 1,027 0,835 15,80 1,54 -
290 1,46 15,09 1,123 0,769 21,40 1,42 -
340 1,61 19,51 1,221 0,758 27,29 1,40 -
260 1,50 13,90 | 0,873 0,582 14,92 1,07 -
380 0,98 13,27 | 0,121 0,123 3,02 0,23 -
450 0,048 7,70 0,010 0,021 0,29 0,04 -
350 0,43 5.36 - - - - -
175 - - - - - - -
Total 94,4 96,07 -

Daci se calculeaza factorul de purificare pornind de la extractul brut (0,077 U/mg) la
fractia cu activitatea specifica cea mai mare (0,835 U/mg) se obtine o valoare de 10,84. Daca
se face calculul pentru primele 7 fractii (volumul total 1672 ml, proteine 1,16 mg/ml i
activitate specifica 0,727 U/mg), pornind tot de la extractul brut, se obtine un factor de
purificare de 9,44, cu doar o unitate mai mica decét valoarea precedenta.
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Eluarea proteinelor de pe coloani a durat aproximativ 7,5 ore. In continuare coloana s-
a spdlat cu tamponul fosfat 0,1 M pH 7,0 pana a fost eluat in intregime sulfatul de amoniu
(11,7 litri in 26 ore).

5.4.4. Purificarea aminoacilazei prin gel-filtrare pe Sephadex G-100
si Filtradex R-100

Pentru o purificare mai avansata a aminoacilazei, fractia precipitatd cu 0 N 70% sulfat
de amoniu s-a cromatografiat pe Sephadex G-100 fine, respectiv Filtradex R-100, in acest caz
realizindu-se atét desalefierea cat si o separare mai avansata a proteinelor.

Mod de lucru: Sephadex G-100 fine (Pharmacia Fine Ch.) a fost suspendat in apa
distilatd timp de 3 zile, cu indepartarea periodicd a supernatantului. Gelul obtinut a fost
introdus intr-o coloana i s-a tamponat prin trecere pe coloana a unui tampon fosfat 0,05 M,
pH 7,0. S-a obtinut o coloani de gel cu dimensiunile 2,7 x 34 cm (195ml gel).

Pe coloana s-au aplicat, pentru purificare, 10 ml fractie 0-70% saturatie sulfat de
amoniu. Eluarea s-a realizat cu tampon fosfat 0,05 M pH 7,0, cu debitul maxim permis de
iniltimea coloanei de gel, la cadere libera (40 mlora). In fractii s-a determinat activitatea
aminoactlazica §i concentratia in proteine si sulfat de amoniu. S-au colectat fragii de cate 5 ml.

Filtradexul R-100 fine (Institutul Petru Poni lagi) a fost pregitit in acelasi mod ca
Sephadexul G-100. S-a obtinut o coloana de gel cu dimensiunile 2 x 33 cm (100 ml gel). Pe
coloanad s-au aplicat 10 ml solufie enzimatica. Elutia s-a realizat cu tampon fosfat 0,05 M, pH
7,0, cu un debit de 40 ml/ora. S-au colectat probe de Sml in care s-a determinat activitatea
enzimaticd, continutul in proteine si sulfat de amoniu.

Rezultate obtinute

S-au calculat factorii de purificare §i randamentele de recuperare a enzimei pentru
fractiile colectate. Datele obtinute in ambele cazuri sunt prezentate in Tabelul 5.10.

Nelucrand cu aceeasi solutie initiald de enzima si cu coloane identice este mai greu de
tras concluzii comparative.

in cazul purificarii pe Sephadex G-100 fine se obtine un factor de purificare maxim de
21,5. Un factor mediu de purificare pentru cele 6 fractii reunite ar fi de 7,5. Daca se calculeaza
randamentul de recuperare al proteinelor se gaseste valoarea 21,5% pentru fractiile cu
activitate aminoacilazici. In schimb randamentul de recuperare al enzimei depaseste cu mult
100% (fiind de 123%). Acest lucru s-ar putea explica prin purificarea avansata a enzimei ceea
ce a dus, probabil, la inlaturarea unui inhibitor aflat in solutia aminoacilazica initiala.

Pentru purificarea pe Filtradex G-100 fine rezultatele nu mai sunt atit de bune.
Enzima este recuperata doar in procent de 48% pentru o recuperarea a proteinelor de 47,6%.
Nici factorul de purificare nu depaseste valoarea 3,2. Enzima este probabil inactivatd prin
legare hidrofoba la gel, sau poate acesta confine impuritifi care inactiveazi aminoacilaza.
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Tabel 5.10. Purificarea aminoacilazei pe Sephadex G-100 si Filtradex R-100

Saphadex G-100 fine Filtradex R-100 fine
Frac-| Vol |Proteine Aminoacilaza Vol |Proteine Aminoacilaza
tie | ml | mg/ml | U/ml {U/mg (“é:‘; 5::;. ml | mg/ml | U/ml | U/mg ?‘gc) 5::;:.
Solutie inifiald
10 1,49 0,993 [0,666| 100 1 10 0,77 0,63 | 0,826 | 100 1
| Eluate
1 65 - - - - - 25 - - - - -
2 5 0,13 0,078 | 0,60 | 3,93 1090 | 5 0,014 | 0,01 | 0,714 | 0,78 | 0,86
3 5 0,18 0,394 12,189119,84| 328 | 5 0,04 ]0,056| 1,40 | 4,40 | 1,69
4 h) 0,14 0,729 15,207 36,71 | 782 | 5 0,12 0,320} 2,67 |25,16] 3,23
5 5 0,05 0,717 | 14,34 136,10121,53| 5 0,13 ]0,156| 1,20 12,26 1,45
6 5 0,07 0,397 {5,671 19,99 8,51 5 0,14 ]0,040| 0,286 | 3,14 | 0,34
7 5 0,07 0,136 11,9431 6,85 | 292 | 5 0,16 |0,015] 0,094 | 1,18 | 0,11
8 5 - - - - - 5 0,13 0,01 | 0,077 | 0,78 | 0,09
9 5 - - - - - 35 0,04 - - - -
10 5 - - - - - S - - - - -
Total
30 0,107= | 21,5% 123,42 35 10,104=| 47,6% 47,7

Revenind la purificarea pe Sephadex G-100 fine s-au calculat randamentele de
recuperare si factorii de purificare pornind de la extractul brut initial. Rezultatele obtinute sunt
prezentate in Tabelul 5.11.

Tabel 5.11. Purificarea avansata a aminoacilazei.

Fracti Volum Proteine Aminoacilaza Fact.
t .
raca ml | mg/ml [mg tot. e (%)| U/ml | U/mg | U tot. fyrec (%)| Purif.
extract brut 42 | 2,388 | 100,3 | 100 | 0,259 | 0,108 | 10,88 | 100 1

0-70%
10 1,48 ,8 14, 0,993 , 9,93 | 91,27 6
(NH,),SO, 5| 14,85 4,8 0,668
Fractiile 25-29
Sephadex G-100 25 | 0,102 | 2,55 2,54 | 0,474 | 4,647 |11,85| 108,9 | 43,03
Fractia 27
Sephadex G-100 5 0,052 | 0,26 0,26 | 0,717 | 13,788 3,58 | 32,90 | 127,6

Rezultatele obtinute la purificarea aminoacilazei sunt deosebit de bune. In doar doua
trepte de purificare, precipitare fracfionati cu sulfat de amoniu si cromatografie de gel-filtrare
pe Sephadex G-100 fine s-au obfinut o purificare de aproape 130 ori fata de extractul
enzimatic inifial, si un randament de recuperare de 33% daci se fac calculele pentru fractia cu
activitate maxima. In cazul in care s-au reunit fractiile 25-29 de la cromatografia pe Sephadex
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G-100, enzima este recuperata total, se inregistreaza chiar o crestere a activitdtti datorata
purificarii, iar factorul de purificare este de 43.

5.5. Obtinerea unor preparate aminoacilazice solide

Avand in vedere rezultatele preliminare obfinute la imobilizarea aminoacilazel, care au
dovedit cd se obfin randamente bune de imobilizare chiar dacd enzima este doar partial
purificatd, s-a procedat la obtinerea unor preparate in stare solida, care sa poaté fi pastrate in
frigider perioade mai indelungate, fara o pierdere semnificativa de activitate aminoacilazica.

Mod de lucru: Culturile A.oryzae au fost realizate in stare solida in modul prezentat
anterior. Etapele principale au fost:

- cultura pe mediu Sabouraud lichid - 5 zile

- culturd pe mediu Sabouraud solid - 7 zile

- culturd in tavi pe mediu cu tdrdte N 5 zle

In fiecare tavi s-au introdus 400 g tarate de grau, 200 g coji de orez si 400 ml apa si s-
au inoculat 2 tuburi cu A. oryzae. Sporii au fost reluafi cu cite 15 ml apa cu 3% (v/v) Tween
80 (Sigma).

Extractia enzimei s-a realizat intr-un reactor cu agitare, cu 6 | apa distilata/tava, timp
de 2 ore. Suspensia a fost filtratd pe tifon pe palnie Buchner, sub vid la trompa de apa.
Filtratul a fost racit la 4°C, i s-a corectat pH-ul la 7,0 cu NaOH 1M, apoi a fost precipitat cu
T0% saturatie sulfat de amoniu. Suspensia s-a pastrat la 4°C pentru 16-18 ore apoi a fost
centrifugatd 20 minute la 4500 rpm si 0°C. Supernatantul s-a inlaturat iar precipitatul a fost
reluat din cuvele de centrifugare cu acetona si uscat in curent de aer, la temperatura camerei
timp de 2-3 zile. Produsul uscat s-a triturat fin i a constituit preparatul aminoacilazic.

S-au determinat in extractul brut (imediat dup extractie si filtrare) si in produsul solid
obfinut continutul in proteine, activitatea aminoacilazicd si proteazica (metoda Anson
modificata).

Rezultate obtinute

S-au realizat culturi de A. oryzae in 11 tavi, a céror continut a fost extras plecdnd de la

una sau doud tavi. Rezultatele obtinute in urma celor 7 extractii sunt prezentate in Tabelul
5.12.

Tabelul 5.12. Analiza extractelor brute la culturi de A.oryzae in tavi (mediu solid)

. |Vol.extract| Proteine| Aminoacilaza Proteaza
ml mg/ml U/ml U/mg U/ml | U/mg
4890 2,706 0,127 0,047 0,369 | 0,136
9984 3,026 0,170 0,056 0,360 {0,119
10330 3,048 0,071 0,023 0,225 | 0,083
10100 3,307 0,102 0,31 0,331 0,100
10400 3,648 0,140 0,038 0,142 | 0,040
5170 5,094 0,107 0,021 0,092 {0,018
5200 4,234 0,084 0,020 0,082 [ 0,019

Nr.
Cult.

1

Z
-

-
¢
<

-
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Se observa ca din volumul initial de extractie s-a recuperat 80-86% sub forma de
extract brut. Activitatea aminoacilazicd a fost in medie de 0,114 U/ml, respectiv activitatea
specifica de 0,034 U/mg. Toate culturile au confinut proteaze in extractul brut. Prezenta
acestor proteaze in solutiile enzimatice este un impediment deoarece vor dezactiva enzima in
scurt timp, mai ales daca solutiile se mentin la temperatura camerel.

Rezultatele obtinute la analiza produselor aminoacilazice solide sunt prezentate in
Tabelul 5.13.

Ultimele patru culturi prezintd randament de recuperare a aminoacilazei extrem de
bune, 92-95% dar factorii de purificare sunt pentru 2 culturi de aproximativ 3,5 iar pentru
celelalte doua, 6,5. Acest lucru reflecta de fapt cantitatea de preparat solid obtinut, in cazul
primelor doud culturi obtindndu-se de doud ori mai mult produs solid. Desi s-a cautat ca
prelucrarea sa se facé in conditii cat mai apropiate, totusi probabil au apérut diferente la fazele
de precipitare.

Tabelul 5.13. Analiza produselor aminoacilazice solide

Nr. | Cantit. | Proteine Proteaze Aminoacilaza Nrec | Fact.
Cult. g mg/mg | U/mg prot. | U/mg sol. | U/mg prot.| U/mg sol. % | purif.
1 6,43 0,306 0,164 0,050 0,203 0,073 75,6 | 4,32

2 16,54 0,315 0,132 0,042 0,210 0,066 64,3 | 3,75

3 36,57 0,206 0,020 0,020 0,186 0,038 47,2 | 8,08

4 53,23 0,158 0,016 0,016 0,117 0,018 93,0 | 3,77

5 58,31 0,189 0,018 0,018 0,125 0,023 92,1 | 3,29

6 26,99 0,154 0,028 0,028 0,130 0,020 97,6 | 6,20

7 10,99 0,275 0,044 0,044 0,140 0,038 95,7 7,0

Primele trei culturi au rezultate mai slabe din punct de vedere al recuperarii enzimei,
dar factorii de purificare sunt asemanatori cu ai celorlalte patru culturi.

Toate preparatele solide obtinute contin proteaze, ceea ce ar putea fi un impediment in
utilizarea lor ulterioara.

S-au obfinut preparate cu activitati aminoacilazice de 0,02 - 0,07 U/mg solid, urménd
doar o treaptd de purificare. Preparatele comerciale, exemplu Sigma, mai purificate, au o
activitate de aproximativ 0,5 U/mg deci de aproximativ 10 ori mai mare.

5.6. Concluzii

Urmatoarele concluzii se pot trage din datele experimentale obfinute privind
purificarea aminoacilazei:

1. Aminoacilaza se regaseste in proporfie de 70-75% in fractia de precipitare 50-70%
saturatie sulfat de amoniu. Factorul de purificare este de 10-11 si se obtine o activitate
specifica de 0,5-0,6 U/mg.

2. Utilizarea pentru precipitarea fractionatd a unui sulfat de amoniu tehnic nu duce la
inactivarea sau scaderea randamentului de recuperare a enzimei.

3. La precipitarea fractionatd cu aceton, aminoacilaza se regiseste in proportie de 75% in
fractia 30-60% saturafie. Factorul de purificare (3) este mai scizut decit in cazul
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10.

11.

12.

13.

precipitarii cu sulfat de amoniu. La fel si activitatea specifica (0,18 U/mg) este de 3 ori
mai mica.

Precipitarea in continuare a fractiei 0-70% saturatie sulfat de amoniu cu 60% saturatie
acetona nu duce la purificarea mai avansata a aminoacilazei.

Desalefierea prin dializa a fractiilor obtinute la precipitarea cu sulfat de amoniu este de
foarte lunga durata (60-70 ore), cu consum mare de apa distilata si duce la inactivarea
aproape totala a enzimei.

Desalefierea prin gel-filtrare pe Sephadex G-25 sau Filtradex R-25 nu duce la separarea
neta a enzimei de sulfatul de amoniu.

Desalefierea prin gel-filtrare pe Sephadex G-50 sau Filtradex R-50 duce la separarea neta
a enzimei de sulfatul de amoniu. Solutia inifiald este diluatd de 2-2,5 ori. Ca timp,
procesul este de aproximativ de 5 ori mai scurt ca desalefierea prin dializa.

Debitul de eluare de pe coloana de desalefiere poate influenta eficienta separarii.

Daca se realizeazd o purificare in doua trepte a aminoacilazei (precipitare cu 70%
saturafie sulfat de amoniu si gel-filtrare pe Filtradex R-50), se obtine o purificare de
maximum 1,5 ori fatd de fractia precipitatd cu sulfat de amoniu §i de 10 ori fata de
extractul brut initial.

Gel-filtrarea pe Sephadex G-100 duce la o purificare de 21,5 ori a aminoacilazei, cu un
randament de recuperare a enzimei de 36%.

Purificarea pe Filtradex R-100 duce la rezultate mult mai slabe ca in cazul utilizarii
Sephadexului G-100; un factor de purificare doar de 3, cu o recuperare a enzimei de 25%.
Purificarea unui extract brut aminoacilazic in doua trepte (precipitare cu 70% saturatie
sulfat de amoniu i gel-filtrare pe Sephadex G-100) duce la o purificare de aproape 130
de ori, cu un randament de recuperare al enzimei de 33%.

S-au obtinut produse aminoacilazice solide (activitate specifica 0,02-0,07 U/mg) prin
precipitarea cu 70% saturatie sulfat de amoniu a unor extracte brute din culturi solide de
A. oryzae, centrifugare, reluarea precipitatelor cu acetond si uscare in curent de aer la
temperatura camerei. Randamentele de recuperare au fost de 92-97% la 60% din
experimente.
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6. Imobilizarea aminoacilazei

Datele de literatura privind imobilizarea aminoacilazei (ACY) prezinta testari realizate
utilizdnd diferite metode (Cap. 3):

- fixare chimica prin legaturi covalente

- imobilizare prin legare ionica de schimbatori de 1oni

- entrapare in retea de gel de poliacrilamida

Scopul cercetarilor efectuate a fost testarea unor suporturi indigene sau strdine pentru
imobilizarea aminoacilazei, in vederea utilizérii ei pentru obtinerea de L-aminoacizi. S-a
urmdrit obfinerea unor preparate insolubile aminoacilazice cu activitate enzimatica ridicata,
stabile in timp, §i cu un randament de imobilizare cit mai mare.

S-au realizat imobiliziri ale ACY prin legare covalentd si legare ionica pe diferite
suporturi.

6.1. Determinarea activitatii aminoacilazei imobilizate

Activitatea ACY imobilizatd se defineste drept cantitatea de enzimd imobilizatd pe
1ml de suport solid umed (sau 1g suport solid uscat) care determina eliberarea unui micromol
de L-aminoacid (de exemplu metionind), intr-un minut, in conditii date, utilizand drept
substrat N-acetil-L-aminoacidul (N-acetil-L-metionina).

pmoli L - aminoacid

Activitate = (U/ml)

minut x ml ACY imob.

sau
pmoli L - aminoacid

Activitate = (U/g)

minut x g ACY imob.

Determinarea activitatii ACY imobilizate se realizeaza astfel: unui volum de solutie de
N-acetil-D,L-aminoacid (metionini), cu concentratie cunoscuta, aflata in anumite conditii de
temperatura si pH, i se adauga un volum definit de ACY imobilizata. Dupa o perioada de timp
stabilitd (30 minute), in care ACY a hidrolizat o parte din legaturile amidice din substrat,
reactia este stopata si se determina cantitativ L-aminoacidul (metionina) eliberat.

Reactivii utilizati pentru determindri au fost:

- solutie N-acetil-D,L-aminoacid (metionind) 0,IM, pH 7,0 cu 1,5 mM CoCl; -
preparata in laborator din reactivi de puritate analitica (Sigma, respectiv Chimopar,
Bucuresti);

- solutie tampon fosfat 0,1M, pH 7,0 preparata in laborator din reactivi de puritate
analiticd (Chimopar, Bucuresti);

- reactivi pentru determinarea L-aminoacidului (metioninei) - identici cu cei prezentati
la Cap. 4.1.

Modul de lucru: Intr-un vas conic de 50 ml se introduc:

- 5 ml solutie tampon,

- 5 ml solutie N-acetil-D,L-metionina. Amestecul se termostateazi la 37°C. Se adauga

apoi

- 5 ml ACY-imobilizata, -
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Adiugarea enzimei se considera ca fiind timpul zero. Amestecul se incubeaza la 37°C
cu agitare continua. Dupa exact 30 minute se filtreaza. L-aminoacidul (metionina) eliberat se
determina prin reactia cu ninhidrina. Pentru fiecare proba s-a realizat in paralel si o proba
martor, in aceleasi conditii, cu diferenta cd imediat dupa amestecarea celor trei componente
s-a realizat filtrarea, fara incubarea la 37°C.

Activitatea ACY-imobilizata (A) s-a calculat cu una din relafiile:

A - (Cp-Cm)x10° x 3
MxtxV,xV,

(U/ml)

sau
A= (Cp-Cm)x10° x 3
MxtxgxV,

(U/g)

unde: A - activitate enzimatica
Cp - cantitatea de L-aminoacid (metionind) eliberata in proba (mg)
Cm - cantitatea de L-aminoacid (metionind) eliberata in martor (mg)
10 - factor de transformare in ug
M - masa moleculard a aminoacidului (metioninei)
t - timp de incubare (minute)
Vacy - volum de ACY imobilizata (ml)
Vp - volum de filtrat luat pentru reactia cu ninhidrina (ml)
g - cantitatea de ACY imobilizata (g)
3 N factor de dilutie
Activitatea aminoacilazei native si continutul in proteine s-au determinat conform
metodelor prezentate la Cap.4.1

6.2. Imobilizarea aminoacilazei prin legare covalenta

Pentru cuplarea covalenta a unei proteine (enzime) la un suport insolubil se pot utiliza
mai multe tehnici:

- activarea suportului in vederea reactiei cu grupari din proteina,

- utilizarea unui reactiv de cuplare pentru legarea proteinei la matricea suportului,

- activarea proteinei pentru cuplarea la suport.

Este important ca enzima si isi mentind conformatia dupa procedura de cuplare
covalenta; sa nu fie afectat centrul activ al enzimei prin antrenarea in cuplare a unor resturi de
aminoacizi implicati in centrul activ; procedurile de cuplare (reactivi, pH, temperatura) sa nu
denatureze ireversibil proteina.

Resturile aminoacidice active, reactive pentru o cuplare covalent sunt: amino din Lis
sau aminoacidul N-terminal; sulfhidril din Cis; carboxil din Asp si Glu; fenolic din Tyr;
guanidino din Arg; imidazol din His; indol din Trp; hidroxil din Ser; disulfidic din cistina [1].

Reaciiile specifice de cuplare utilizate sunt [341]:

- activarea cu bromcian a grupdrilor hidroxil din policarbohidrafi. Proteina va fi legata
la suport prin intermediul resturilor aminice din Lis sau aminoacidul N-terminal;

- activarea suporturilor cu resturi carboxil prin legare de derivati de carbodiimida apoi
cuplarea cu enzima la nivelul resturilor amino;

- diazotarea suportului ce confine resturi fenilaminice apoi cuplarea la nivelul
resturilor de Tyr, Lis, Arg;
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- legarea enzimei (prin resturi de Lis, Cis, Tyr, His) la nivelul unor grupari tip
anhidrida de pe suportul solid;

- legarea enzimei (prin resturi Cis, Lis, Ser) la grupari acilazidice de pe suportul solid;

- utilizarea de clorcian, sau derivati diclorurati ai suportului;

- suporturi cu resturi izotiocianat.

Pentru imobilizarea covalenta s-au utilizat cateva din procedurile amintite, utilizand
aminoacilaza microbiana obtinuta in laborator. Solutiile de aminoacilaza s-au realizat, functie
de concentratia dorita, in apa, respectiv tampon.

a) Imobilizarea aminoacilazei pe Biozan R

Reactivii utilizati au fost:

- Biozan R - este un derivat celulozic saturat produs de firma Reanal - Ungaria.

- Agentul de cuplare a fost N,N-diciclohexil-carbodiimida (DCC) dizolvat in

tetrahidrofuran (SIGMA).

- Tampon acetat 0,2 M, pH 4,5 (acetatul de sodiu si acidul acetic de la Chimopar

Bucuresti).

- Acetond, utilizata ca reactiv precipitant al Biozanului (Chimopar Bucuresti).

Reactia de cuplare a enzimei s-a realizat prin procedeul in baie, cu agitare magnetica,
la temperatura de 4-8°C.

Modul de lucru: 0,3 g Biozan R s-au suspendat in 20 ml solutie apoasd ACY. S-au
dizolvat 0,1 g DCC in 6 ml tetrahidrofuran si solutia obtinuta s-a adaugat la suspensia de
Biozan R - enzima. S-a agitat magnetic 8 ore la temperaturd mai mica de 8°C. Deoarece la
pH 7,0 Biozanul este sub formd de gel si nu s-a putut separa de solutia enzimaticd, s-au
adaugat 20 ml tampon acetat 0,2 M, pH 4,5. Biozanul nu a precipitat nici in aceste conditii.
S-a realizat apoi precipitarea cu un amestec de acetond : apa (70:30, raport volumetric).
Precipitarea nu a fost completa. Precipitatul a fost separat prin centrifugare 20 minute la 4000
rpm si spalat cu apa (25 ml) apoi recentrifugat. In toate aceste faze separarea nu a fost neta,
pierzandu-se o parte din produs.

Precipitatul ramas a fost reluat cu apd si suspensia s-a utilizat pentru determinarea
activitétii aminoacilazice.

Biozan R a avut greutatea specificd de 0,0034 g/ml.

b) Imobilizarea aminoacilazei pe carboximetilcelulozi (CM-celuloza)

CM-celuloza a fost furnizata de Catedra de Compusi Macromoleculari a Facultatii de
Chimie Industriala Iagi. Legarea enzimei s-a realizat tot prin intermediul DCC.

Modul de lucru: 0,5g CM-celuloza s-au dizolvat sub agitare in 25 ml tampon acetat 0,2
M pH 4,5. S-au adaugat 20 ml solutie apoasa ACY. 0,1 g DCC s-au dizolvat in 1 ml
tetrahidrofuran si solutia obtinuta s-a adaugat la cea de CM-celulozi - enzima. S-a agitat 8 ore
la temperaturid mai mica de 10°C. S-au adaugat S5 ml tetrahidrofuran sub agitare. A precipitat
preparatul CM-celulozi - ACY care a fost separat prin centrifugare 10 minute la 4000 rpm.
Precipitatul a fost spalat in cuvele de centrifugare de mai multe ori (234 ml in total) cu tampon
acetat apoi s-a reluat cu apa.

c¢) Imobilizarea aminoacilazei pe CM-celulozi cloracetilata

CM-celuloza poate fi activata prin transformare in clorurd acidd ce reactioneaza
puternic cu grupérile aminice din lantul proteic. In acest caz nu este necesar un reactiv de
cuplare.
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CM-celuloza cloracetilata (CM-cel-Cl-Ac) a fost furnizatd de catre Catedra de
Compusi Macromoleculari a Facultatii de Chimie Industriala lasi. Fosfatii monosodic si
disodic, necesari prepararii solutiei tampon au fost de puritate analitica (Chimopar Bucuresti ).

Modul de lucru: 0,2g CM-cel-Cl-Ac s-au suspendat in 20 ml solutie apoasa ACY agoi
s-au adaugat 20 ml tampon fosfat 0,IM, pH 7,0. Amestecul s-a agitat 2,5 ore la 3-5°C.
Suspensia s-a centrifugat 10 minute la 4000 rpm. Precipitatul a fost spalat in cuvele de
centrifugare cu 30 ml tampon fosfat. Precipitatul separat a fost uscat la temperatura camerei.

d) Imobilizarea aminoacilazei pe N-(4-carboxifenil)-carboximetil-celulozamida (CCA)

CCA a fost preparata la Catedra de Compusi Macromoleculari a Facultitii de Chimie
Industriald Iasi, prin condensarea CM-Celulozi-clorurd acidd cu acid 4-aminobenzoic.
Gruparea carboxilicd nou introdus3, fiind legatd de un nucleu benzenic, are o constanta de
aciditate de trei ori mai mare decét gruparea carboxilici din CM-celulozi. In consecinta, cu
acest derivat se obtine mult mai ugor activarea cu derivatul carbodiimidic (DCC).

Modul de lucru: 0,2 g CCA s-au suspendat in 10 ml solutie apoasd ACY. La suspensie
s-au addugat 0,125 g DCC dizolvat in 10 ml tampon fosfat 0,1M, pH 7,0 si 1 ml
tetrahidrofuran pentru asigurarea unei dizolvari complete a DCC. Suspensia s-a agitat
magnetic 6 ore la 7-10°C apoi s-a lasat in repaus 17 ore la 4°C. In continuare s-a centrifugat
10 minute la 5000 rpm. Precipitatul obfinut a fost spilat in cuva de centrifugare, de mai multe
ori, cu un volum total de 200 ml tampon fosfat. Dupéa separare precipitatul a fost uscat la
temperatura camerei.

Rezultate obtinute [342]

Imobilizarea aminoacilazei prin legare covalenta s-a realizat pe cele patru tipuri de
suporturi conform modului de lucru prezentat. Solutia ACY s-a obtinut prin dizolvarea in apa
distilatd a preparatelor ACY obtinute in laborator din culturi microbiene de A. oryzae. S-a
determinat activitatea aminoacilazica a solufiei enzimatice initiale §i a apelor, respectiv a
tampoanelor de spilare, conform metodei prezentate la Cap. 4.1. In aceste solutii s-a
determinat si continutul in proteine cu metoda Lowry.

Spalarea preparatului imobilizat s-a realizat in fiecare caz pana in momentul in care in
apa de spilare nu s-au mai detectat proteine.

S-au calculat, pentru fiecare determinare:

a) Incarcarea suportului: reprezintd numarul de unitati enzimatice aminoacilazice
raportat la un ml (sau lg) suport luat la imobilizare. Unitatile enzimatice totale s-au calculat
multiplicind activitatea aminoacilazica a solutiei (U/ml) cu volumul (ml) de solutie luat in
lucru;

b) Activitatea produsului imobilizat - s-a determinat conform metodei prezentate la
Cap.6.1.

c) Randamentul de fixare a proteinelor - reprezinta raportul:

mg proteine totale fixate pe suport solid

Nfixare proteine

: — x 100 (%)
mg proteine totale initiale

unde mg proteine totale fixate pe suport se calculeazi ca diferenta intre mg proteine totale a
solutiei enzimatice initiale si mg proteine totale determinate in solutiile de spalare.
d) Randamentul de imobilizare reprezinti raportul:
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unitati enzimatice totale fixate pe suport

o = x 100 %
Nimobilizare unitati enzimatice totale in solutia ACY initiala (%)
Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 6.1.
Tabel 6.1. Imobilizare prin legare covalenta a aminoacilazei
Incircare Activitate fixare prot N imobil
Suport Activare ni} /:nl imobilizat | " % prot. '":0 .
U/ml ° %
Biozan R DCC 1,89 0,19 35,20 10,06
CM-celuloza DCC 1,09 0,137 42,64 12,64
CM-celuloza-
Cl-acetilats - 42 U/g 0,28 U/g 1,30 0,66
CCA DCC 28,54 U/g 4,16 U/g 26,5 11,74

DCC = N,N’-diciclohexil carbodiimida
CCA = N-(4-carboxifenil)-carboximetil-celulozamida

Se observa ca in toate cele trei cazuri in care s-a utilizat DCC pentru fixarea covalenta
s-au obtinut randamente de imobilizare de 10-12 %. Valori atat de mici se datoreaza, probabil,
denaturérii enzimei pe parcursul procesului de imobilizare covalentd, sau implicarea in legarea
la suport a unor grupéri functionale din centrul activ al enzimei. De asemenea, pierderile pe
parcursul separarii produsului solid au fost mari, fie ca suportul s-a prezentat sub forma unui
gel greu centrifugabil (in cazul Biozan R), o parte ramanand in suspensie.

In cazul legarii covalente directe enzimd-suport (CM-celulozd cloracetilata)
randamentul de imobilizare este sub 1%, total necorespunzitor scopului urmarit.

6.3. Imobilizarea aminoacilazei prin legare ionica

Metoda se bazeaza in principal pe legarea ionica a enzimei la suportul solid ce contine
grupari functionale schimbitoare de ioni. In practica legarea proteinei se face, de fapt, atat
prin legaturi ionice cit §i prin legituri van der Waals. Ca si in cazul adsorbtiei, imobilizarea
enzimel se realizeaza ugor, in conditii blande, comparativ cu cele mult mai drastice necesare
unor legéaturi covalente.

in unele situatii, cum ar fi schimbarea pH-ului si/sau a tariei ionice, poate avea loc o
desprindere a enzimei de pe suport.

Datorité conditiilor blinde de legare, modificarea conformationali a enzimei este mult
mai redusa, deci si pierderea de activitate. In plus, nefiind o legare covalents, in cazul pierderii
activitatii, fie prin desprinderea enzimei de pe suport fie prin inactivare, complexul imobilizat
se poate regenera, nepierzndu-se, o datad cu enzima, si suportul.

6.3.1. Imobilizarea aminoacilazei prin legare ionicd pe suporturi tip Ponilex AS
[344,345]

Ponilex AS sunt schimbatori de ioni de tip anionic, furnizati de Institutul “Petru Poni~
lagi. Au formula generala:
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T
el
CH, R

L I_x_ y

Diferentele intre tipurile de Ponilex se datoreaza substituentului (gruparin functionale)
NR, a raportului x/y si a gradului de reticulare.

Pregdtirea suportului - consta in trecerea in baza liberad §i apoi tamponare. Pentru
aceasta suportul s-a introdus intr-o coloanad cromatografica. S-a trecut prin coloana, pentru
purificare, o solutie HCI 4 % (300 ml/10 ml suport), urmata de o spalare cu apa (aproximativ
150 ml/10 ml suport). S-a trecut apoi prin coloana o solutie de NaOH 4 % (300 ml/10 ml
suport) cu o incarcare specifica 20, unde:

Volum NaOH
Volum suport x 1ora

incarcare specifica =

S-a spalat apoi coloana cu api distilatd (tot cu incéarcarea specificd 20) pana ce
efluentul nu a mai dat reactie pozitiva cu fenolftaleina. Suportul a fost trecut astfel in baza
libera. Tamponarea a constat in trecerea prin coloand a unui tampon fosfat 0,3M de pH dorit,
pana ce efluentul a prezentat pH-ul tamponului. S-a spélat, in continuare, coloana cu tampon
fosfat 0,03M, de acelasi pH (aproximativ 150 ml/10 ml suport). Suportul astfel pregitit s-a
utilizat pentru imobilizarea enzimei.

a) Imobilizarea aminoacilazei pe suporturi tip Ponilex AS - procedeul in baie

Procedeul constd in punerea in contact a enzimei cu suportul solid intr-un vas conic,
cu agitare, fara, sau combinat.
Reactivii utilizati au fost:
- diferite suporturi schimbatoare de ioni (slab anionice) de tip Ponilex AS - furnizate de
Institutul ~Petru Poni*- Iasi, cu caracterisicile prezentate in Tabelele 6.2 i 6.3.
- tampon fosfat pH 7,5, cu concentratii 0,3 M; 0,2 M; 0,03 M; 0,02 M (Na;HPO, si
NaH,PO, - reactivi pentru analiza - Chimopar Bucuresti)
- solutii HCl 4 % si NaOH 4 % (HCI si NaOH - reactivi pentru analizd - Chimopar
Bucuresti, respectiv Lachema)
- solutie aminoacilazd, de diferite activitafi (aminoacilazi obfinuta si purificatd in
laboratorul propriu din culturi microbiene de A. oryzae)
- reactivi pentru determinarea activitatii aminoacilazice (Cap. 4.1, respectiv 6.1.)
- reactivi pentru determinarea continutului in proteine (Cap. 4.1.).

Imobilizarea: Pentru suporturile Ponilex AS 57 si 73: suportul tamponat la pH 7,4 si
0,03 M s-a suspendat in solutia ACY si s-a agitat magnetic timp de 6 ore la 8 - 10°C. S-a lasat
apoi in contact timp de 16 ore la 4°C. S-a filtrat si s-a spalat pe filtru cu tampon fosfat 0,03M
pH 7,4 pina cand in solutia de spalare nu s-au mai detectat proteine.

Pentru suporturile Ponilex AS 98, 106, 108, ASH 13 si 14: suportul tamponat la pH
7,5 s-a suspendat in solutia ACY si s-a lasat in contact, fara agitare si la temperatura camerei
timp de 24 de ore. Apoi s-a filtrat si s-a spalat pe filtru cu tampon fosfat 0,02M, pH 7,5 pana
cand in solutia de spilare nu s-au mai detectat proteine.
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b) Imobilizarea aminoacilazei pe suporturi tip Ponilex AS N procedeul in coloana

Procedeul consta in punerea in contact a enzimei cu suportul prin trecerea, cu un
anumit debit, a solutiei enzimatice printr-o coloana umplutd cu suportul tamponat.

Reactivii utilizatt au fost:

- diferite suporturi schimbétoare de ioni (slab anionice) de tip Ponilex AS - furnizate
de Institutul ~Petru Poni" - Iasi, cu caracteristicile prezentate in Tabelul6.3.

- reactivii prezentati la paragraful a)

Imobilizarea: Suportul tamponat la pH 7,4; 0,03 M s-a introdus in coloana
cromatografica (10 x 1,2 cm), suspendat in tampon fosfat 0,03 M, pH 7,4. S-a scurs tamponul
pani la nivelul suportului. S-a trecut apoi prin coloana solutia ACY cu un debit de 25 ml/ora.
Coloana a fost spalatd cu tampon fosfat 0,03M pH 7,4 pani cand in efluent nu s-au mai
detectat proteine.

Rezultate obtinute

Imobilizarea aminoacilazei prin legare ionica pe suporturi tip Ponilex-AS s-a realizat
conform modului de lucru prezentat. In toate cazurile s-au determinat activitatea
aminoacilazica §i continutul in proteine a solutiei ACY initiale §i a tampoanelor de spalare
dupa procedura de imobilizare, precum s§i activitatea produsului imobilizat. S-au calculat
incarcarea suportului, randamentul de fixare al proteinelor si randamentul de imobilizare.
Rezultatele obtinute in cazul imobilizarii ACY pe Ponilex AS - procedeul in baie sunt
prezentate in Tabelul 6.2. iar pentru procedeul in coloand in Tabelul 6.3.

Tabel 6.2. Imobilizare pe geluri tip Ponilex - procedeul in baie

Nr. Suport Grupare Incircare :?:;lbvlllt;; Tlfixa.re . nbil
crt. P functionala U/ml proteine 1mowBIL.
: U/ml % %
1| ASHT etilenamina 0,54 0,300 7470 | 55,00
ret. 2 %
2 Idem Idem 0,91 0,072 67,83 7,88
3 Idem Idem 1,01 0,272 68,60 27,01
4 Idem Idem 2,35 0,257 25,75 10,92
> AS 57 Idem 0,96 0,178 64,00 18,47
ret. 3%
6 AS 63 etllendla'minoetll 2,65 0,476 67.70 7.88
ret. 3 % amina
7 | AS98 etilamina 0,94 0,5 5312 | 61,54
7,46 meq/g
AS o
8 106 | N,N-dimetilamino 1,42 1,38 96,57 69,23
4,48 meq/g propilamina
AS 106
9 4,48 meq/e Idem 2,78 3,78 98,47 42,50
AS 108 etilenamini - N,N-
10 ’
6,04 meq/g | dimetil-propilamini 7,85 1,02 12,90 73,00
ASH 13 ) .
11 1,95 meq/g hidrazina 0,64 0,50 78,04 48,65
ASH 14
12 2,07 mea/g Idem 1,63 0,73 44,8 40,87
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Testarile efectuate au urmarit gasirea unui suport care sa dea atat un randament bun de
imobilizare cét si 0 enzima imobilizata cu activitate ridicata.

Comparand rezultatele obtinute se observa ca pentru gruparea functionala etilamina
activitatea preparatului obtinut creste o datd cu incarcarea gelului, in schimb randamentul de
imobilizare scade, de la 69 % pentru incarcare 0,94 U/ml la 10 % pentru o incarcare de 2,35%.

in cazul radicalului N,N-dimetilamini-propilamina rezultatul este asemanitor,
randamentul de imobilizare scade iar activitatea enzimei imobilizate creste, variatie ce se
respectd si in cazul substituentului hidrazinic. Acest lucru este valabil atat pentru imobilizarea
prin procedeul in baie, cat si in cazul procedeului in coloana.

Prin urmare existd o incircare optima a suportului cu enzimd, lucru explicabil prin
depasirea capacitatii de schimb a suportului peste o anumita concentratie a enzimei.

Comparand rezultatele obginute pentru o incircare a suportului asemdndtoare, se
observa ca rezultate bune, atit in ce priveste activitatea imobilizatului cat si a randamentului
de imobilizare, se obtin atat pentru radical etilenamina cat si N,N-dimetilaminopropilamina.

Tabel 6.3. Imobilizare pe geluri tip Ponilex - procedeul in coloana

Nr. Grupa Incircare :Actlv.lt.ate 1 fixare N
Suport . . imobilizat prot. imobil.
crt. functionali U/ml
’ U/ml % %
1 AS 57 Etilenamina 0,54 0,30 54,71 54,78
ret. 2 %
5 AS 73 etllendla.minoetll 4,00 0,221 18,25 5,93
ret. 6 % amina
3 AS 74 N,N-dm.letlla-m}no- 2,87 1,241 62,12 43,76
ret. 6 % propil-amina
4 AS 74 Idem 1,86 0,922 64,48 49,50
ret. 3 %
h) AS 83 idem 0,96 0,087 19,37 9,02
ret. 3 %
6 Idem Idem 1,31 0,098 9,66 7,50
7 Idem Idem 1,56 0,081 25,68 5,19

In cazul suportulut Ponilex AS 108, cu functiune mixti, randamentul de imobilizare
este foarte bun, peste 70 %; randamentul de fixare a proteinelor fiind doar de 12 %, se poate
trage concluzia c3, in acest caz, o data cu imobilizarea enzimei a avut loc si o purificare a sa.
Totusi, pentru o incércare de 7,85 U/ml, activitatea obfinuta pentru imobilizat este relativ
mica, de doar 1,02 U/ml.

Comparind cele doua procedee, in baie si in coloana, rezultatele sunt destul de
apropiate ca sa se prefere procedeul in coloand, mult mai usor de realizat, cu o mai mica
manipulare a suportului, ceea ce duce la micsorarea pierderilor in timpul procedurii de
imobilizare.

6.3.2. Imobilizarea aminoacilazei prin legare ionica pe suporturi tip
Sephadex si Filtradex [346,347]

Gelurile de tip Sephadex (produse de Pharmacia Fine Chemicals) respectiv Filtradex
(produse de Institutul “Petru Poni” lasi) au la bazi un polizaharid natural N dextran - produs
de Leuconostoc mesenteroides. in stare naturala este un produs usor solubil in apa. Prin
reticulare cu epiclorhidrind se obtine un compus cu refea tridimensionala, total insolubil in
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apa. Schimbadtorii de ioni de tipul Sephadexului, respectiv Filtradexului, sunt obtinuti prin
introducerea de grupari functionale in structura de baza.
Reactivii utilizati au fost:
- DEAE-Sephadex A2S5, cu urmatoarele caracteristici:
- anionit slab bazic
- grupdri functionale - dietilaminoetil (DEAE)
- ion interschimbabil - CI
- capacitate totald 3,5 & 0,5 megq/g, respectiv 0,5 meq/ml
- DEAE-Sephadex ASO0 - are caracteristici identice cu cele ale DEAE-Sephadex A25,
difera doar prin capacitatea totala raportata per mililitru gel (0,175 meq/ml)
- DEAE-Filtradex RSO0 - are proprietdti similare cu DEAE-Sephadex A50
-NaOH 0,1 N
- tampon fosfat pH 7,0 cu concentratii 0,1 M; 0,2 M; 0,4 M; 0,7M; 1,0 M
- acetat de sodiu 0,2 M
- solutie ACY de diferite concentratii (respectiv activitafi) S-a utilizat enzima obtinuta
in laborator.
- reactivi utilizafi la determinarea activitdtii aminoacilazice (Cap 4.1. 51 6.1.)
- reactivi utilizati la determinarea continutului in proteine (Cap 4.1.).
Na,HPO,, NaH,PO,, CH3COONa au fost reactivi pentru analizi - Chimopar
Bucuresti.

Pregadtirea suportului: 1 g DEAE-Sephadex sau DEAE-Filtradex s-a suspendat in 10
ml apa distilatd apoi la suspensie s-au adaugat 50 ml NaOH 0,1 N. S-a agitat magnetic 3 ore
apoi s-a filtrat. Gelul s-a spilat pe filtru cu apa distilatad pana cénd filtratul a fost neutru. Gelul
s-a reluat cu 50 ml tampon fosfat 0,1 M, pH 7,0 si s-a agitat magnetic 3 ore. S-a lasat in
repaus 16 ore la 4°C, apoi s-a filtrat. Suportul astfel activat §i tamponat s-a utilizat in
continuare pentru imobilizare.

Imobilizarea aminoacilazei: Suportul tamponat s-a reluat cu solutia ACY si s-a agitat
magnetic 3 ore, apoi s-a filtrat. Gelul s-a reluat cu 50 ml acetat de sodiu 0,2 M si s-a agitat
magnetic o ord, apoi s-a filtrat. S-a spalat pe filtru cu apa distilata pana cand in filtrat nu s-au
mai detectat proteine.

6.3.2.1. Influenta caracteristicilor tamponului asupra imobilizirii aminoacilazei

a) Influenta concentratiei tamponului asupra imobilizarii

Studiul s-a realizat pentru imobilizarea ACY pe DEAE-Sephadex AS0 si DEAE-
Filtradex R50.

Reactivii utilizati au fost cei prezentati anterior.

Mod de lucru: Gelurile au fost tamponate cu tampon fosfat pH 7,0 si cu concentratii
intre 0,1 M si 1 M, conform metodei prezentate, pornindu-se de la 0,1 g material solid. Peste
gelurile obtinute s-au adaugat cite 3 ml solutie ACY (0,64 U/ml), s-au agitat timp de 15
minute dupi care s-au filtrat.

b) Influenta concentratiei tamponului asupra desorbtiei aminoacilazei de pe suport

Studiul s-a realizat pentru aminoacilaza imobilizata pe DEAE-Filtradex R50, cu o
activitate de 0,194 U/ml.

Reactivii utilizati au fost cei prezentati anterior.

Mod de lucru: intr-un reactor termostat la 37°C s-au introdus 10 ml DEAE-Filtradex
R50 - ACY (0,194 U/ml) si 10 ml tampon fosfat pH 7,0 si cu concentratii intre 0,2M si 1M.
Suspensia a fost agitata magnetic 15 minute la 20°C respectiv 30 minute la 37°C. Apoi s-a
filtrat.
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Rezultate obtinute

Concentratia tamponului utilizat la tamponarea gelului are importantad in ceea ce
priveste imobilizarea enzimei. In testarile realizate s-au determinat activitatea aminoacilazica
a solutiei inifiale si a filtratului rdmas in urma imobilizarii. S-a calculat un randament de
regasire al enzimei in filtratul rimas la imobilizare cu formula:

U totale in filtrat
L= x 100 %
Mregasire U totale initiale (%)

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 6.4.

Tabel 6.4. Influenta concentratiei tamponului asupra imobilizarii aminoacilazel

Concentratie DEAE - Sephadex | DEAE - Filtradex
tampon AS0 RSO
M 77 reglisire (%) 77 regiisire (%)
0,1 0,32 0,36
0,2 0,31 1,04
0,3 1,03 2,19
0,4 1,73 4,39
0,5 2,84 12,82
0,7 11,72 13,55
1,0 15,38 17,88

Restul de activitate enzimatica, negasita in filtrat, s-a considerat a fi imobilizata.
Deoarece nu s-a determinat activitatea imobilizatelor, nu se poate preciza daca enzima retinuta
pe suport a fost in forma activa sau nu.

Totusi datele obtinute sunt destul de evidente, permitand s se tragid concluzia ci, o
datd cu cresterea concentratiei tamponului utilizat la pregitirea gelului, scade cantitatea de
enzima refinutd pe gel. Avind in vedere ca imobilizarea se realizeaza prin legare ionica, o
concentratie salina prea ridicata aduce fie suportul, fie enzima (sau améindoud) intr-o stare de
ionizare neadecvata cuplarii. Deci, pentru imobilizarea aminoacilazei pe geluri schimbatoare
de ioni, este recomandat si se utilizeze tampoane cu concentratii sub 0,1 M.

Concentratia tamponului are influentd si asupra desorbtiei enzimei de pe substrat,
lucru absolut normal de vreme ce enzima este imobilizatd prin legare ionici. S-au determinat,
in acest caz, activitatea aminoacilazica a preparatului imobilizat (DEAE - Filtradex R50 -
ACY) si a filtratului obtinut in urma contactului imobilizatului cu tampoane fosfat de diferite
concentratii. S-a calculat un randament de desorbtie al enzimei de pe suport.

n _ U totale in filtrat
desorbti ine — : -~ TR
csortie protcine U totale ale imobilizatului initial

x 100 (%)

Rezultatele obfinute sunt prezentate in Tabelul 6.5.
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Tabel 6.5. Influenta concentratiei tamponului asupra desorbtiel amino-
acilazei de pe DEAE-Filtradex R-50

Conc. tampon Tdesorbtie (%) TNdesorbtie (%)
M 15 minute, 20°C 30 minute, 37°C
0,2 2,89 6,47
0,4 15,20 8,34
0,7 20,27 22,22
1,0 22,52 42,83

Dupé cum era de asteptat, prelungirea timpului de contact imobilizat - tampon (de la
15 min la 30 min) ca si cresterea temperaturii mareste gradul de desorbtie al enzimei de pe
suport. La 37°C si timp de 30 min aproape 50 % din enzima este desorbita.

Din acest studiu rezulti ca la concentratii ale tamponului mai mari de 0,2 M desorbtia
aminoacilazei de pe DEAE - Filtradex R50 este inevitabild. Pentru desorbfia totala a
aminoacilazei, in scopul regenerérii si refolosirii suportului se recomandd concentratii ale
tamponului de eluare mai mari de 2M.

6.3.2.2. Influenta incircarii suportului asupra imobilizirii aminoacilazei

Studiul s-a realizat pe suporturile DEAE-Sephadex A25 si ASO si DEAENFiltradex
R50.

Reactivii utilizati si procedura de imobilizare au fost cele prezentate la Cap. 6.3.2,
variind numaérul de unitéti enzimatice luate in imobilizare, raportate la 1 ml de gel.

S-au determinat activitatea §i continutul in proteine al solutiet ACY initiale, a
solutiilor de spélare §i a preparatelor imobilizate obtinute.

S-au calculat incarcarea gelului (U/ml), randamentul de fixare al proteinelor si
randamentul de imobilizare.

Rezultate obtinute

Pentru imobilizarea pe DEAE-Sephadex A25 rezultatele sunt prezentate in Tabelul
6.6.

Tabel 6.6. Imobilizare pe DEAE-Sephadex A-25 (cap.tot. = 0,5 meq/ml)

Nr. Incircare Activitate N fixare ul
crt. Enzimi/suport | ACY imobil proteine imobil
U/ml U/ml % %
1 8,66 1,858 35,22 21,45
2 11,80 3,224 57,78 27,32
3 12,48 2,412 63,25 19,32

Se observi ca randamentul de imobilizare ca si activitatea preparatului depind clar de
incdrcarea suportului. O incarcare peste 12 U/ml duce la sciderea randamentului de
imobilizare sub 20 % fata de 27 % maxim obfinut, capacitatea de legare a suportului fiind,
probabil, depasita.

Pentru DEAE-Sephadex ASO rezultatele obfinute sunt prezentate in Tabelul 6.7.
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Tabel 6.7. Imobilizare pe DEAE-Sephadex A-50 (cap. tot. = 0,175 meg/ml)

Nr Incircare Activitate N fixare n
crt. Enzimé/suport ACY imobil. proteine imobil.
) U/ml U/ml % %

1 4,31 2,380 82,42 55,15
2 4,60 1,933 79,93 42,24
3 6,49 3,201 74,21 49,35
4 7,30 2,772 72,65 37,95

Datele obtinute sunt mai putin concludente, apardnd o scadere la incarcare de 4,60
U/ml. Totusi, o incarcare a suportului peste 6,5 U/ml duce si in acest caz la o scadere a

L gt

Pentru imobilizarea pe DEAE - Filtradex R50, rezultatele obtinute sunt prezentate in

Tabelul 6.8.

Tabel 6.8. Imobilizare pe DEAE-Filtradex R-50 (cap.tot. = 0,175 meq/ml)

Nr Incircare Activitate N fixare 1
Cl't. Enzima/suport | ACY imobil. proteine imobil
’ U/ml U/ml % %

1 2,57 1,21 58,08 47,08
2 3,32 1,16 58,09 34,84
3 6,61 2,00 44,13 30,65
4 10,31 2,37 44,20 22,89

In acest caz activitatea imobilizatului creste cu cresterea incarcarii gelului, in schimb
randamentul de imobilizare scade net la o incarcare de peste 2,5 U/ml.

Comparand cele trei tipuri de gel se observd ci DEAE-Sephadex A25 prezintd
randamente de imobilizare de aproape 2 ori mai mici decit cele obtinute in cazul DEAE-
Sephadex AS50 respectiv DEAE-Filtradex RS50. Deci o capacitate de schimb ionic mai mare
are influentd negativa asupra procesului de imobilizare, probabil o parte din enzima fiind
inactivati prin legarea ionicd in mai multe puncte la suportul solid. Produsul rominesc DEAE
- Filtradex R50 este aproape la fel de performant in ceea ce priveste activitatea imobilizatului
obtinut (2 U/ml fata de 3,2 U/ml la aceiasi incarcare a gelului) si randamentul de imobilizare
(maxim de 47 % fata de 55 %).

6.3.3. Imobilizarea aminoacilazei pe DEAE-Filtradex R50 la scara semipilot

Deoarece s-a urmarit, in continuare, utilizarea ACY imobilizata pentru obtinerea L-
metioninei §i a D-fenilglicinei, s-au realizat o serie de imobiliziri la scard mare.

Reactivii utilizafi §i procedura de imobilizare au fost cele prezentate la Cap. 6.4,
marind corespunzitor cantitatile, respectiv volumele de reactanti luati in lucru.

S-au determinat activitatea aminoacilazicd §i confinutul in proteine pentru enzima
nativa, apele de spalare si preparatul imobilizat.

Modalitatea de calcul este identica cu cea prezentati anterior.
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Rezultate obtinute

Rezultatele pentru cele trei imobilizari realizate sunt prezentate in Tabelul 6.9.

Tabel 6.9. Imobilizarea aminoacilazei pe DEAE-Filtradex R50 la scara semipilot

Nr Volum Incircare Activitate 1 fixare n
Crt. suport Enzimi/suport | ACY imobil. proteine | imobilizare
) ml U/ml U/ml Y %
1 241 3,32 1,16 40,8 34,9
2 1200 2,51 0,98 41,6 40,3
7580 2.02 0,90 47,2 44,5

Si in acest caz activitatea imobilizatului creste cu cresterea incarcarii suportului.

Randamentul de fixare a proteinelor, respectiv de imobilizare a enzimei se situeaza in aceleasi
limite ca la experimentele anterioare.

Imobilizatele astfel obtinute s-au folosit, in continuare, pentru studiile cinetice,

respectiv pentru hidroliza stereoselectiva a N-acetil-D,L-aminoacizilor.

6.4. Concluzii

In urma testelor realizate pentru imobilizarea aminoacilazei pe diferite suporturi si prin

diferite metode se pot trage urmatoarele concluzii:

1.

Dintre cele doud procedee testate, imobilizare prin legare covalenta si prin legare
ionicd, mult mai simpla, ca procedura si ca reactivi utilizati, este imobilizarea prin
legare ionica.

Suportul celulozic Biozan R, utilizat pentru legarea covalentd a aminoacilazei prin
cuplare cu N,N-diciclohexil-carbodiimida s-a separat foarte greu din mediul de reactie,
prezentdndu-se sub forma de gel. Activitatea imobilizatului a fost sub 0,2 U/ml, la un
randament de imobilizare de 10%.

CM-celuloza si N-(4-carboxifenil)-carboximetil-celulozamida au legat covalent
aminoacilaza cu randament de imobilizare asemanator, de 11 N 12%, dar, comparind
randamentele de legare a proteinei, mai mic in cazul celui de-al doilea suport, s-ar
putea spune ca se face o legare preferentiala a aminoacilazei din totalul de proteine
prezente. Decl acest gel se pare cé realizeazi si o oarecare purificare a enzimei.
Legarea aminoacilazei la CM-celulozi-cloracetilatid este total necorespunzitoare
scopului urmarit, randamentul de imobilizare fiind sub 1%.

La imobilizarea prin legare ionica pe suporturi tip Ponilex, prin cele doui procedee, in
baie si pe coloana, s-au obtinut randamente de imobilizare asemanitoare (pentru geluri
identice), dar procedeul in coloani este mult mai simplu de realizat din punct de
vedere practic, necesitdnd o mai simpld manipulare a suportului, deci si pierderile sunt
mai reduse.

Tipul de Ponilex cu rezultatele cele mai bune este AS 106 care are gruparea
functionald, N,N-dimetilaminopropilamini. Randamentele de imobilizare sunt intre
40% si 70%, iar activitatile intre 0,9 si 3,8 U/ml. Activitatea imobilizatului creste cu
incarcarea gelului si cu gradul de reticulare al acestuia, dar randamentul de imobilizare
scade.
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7.

Cele doud suporturt schimbatoare de ioni, DEAE-Sephadex si DEAE-Filtradex
utilizate pentru legarea ionicd a aminoacilazei, au prezentat rezultate asemanatoare
din punct de vedere al randamentului de imobilizare (40 N 50%). Cat priveste
activitatea aminoacilazica a imobilizatului, rezultate mai bune s-au obtinut in cazul
DEAE-Sephadex A-50 (maximul de 3,2 U/ml, fatd de 2,37 U/ml in cazul DEAE-
Filtradex R-50).

Valori cresciatoare ale incarcarii enzimd/suport duc la cresterea activitatii
imobilizatului, dar cu o scidere a randamentului de imobilizare, fapt ce se mentine si
la imobilizarea la scard mare pe suportul romanesc.

Cresterea concentratiei tamponului utilizat in timpul exploatarii aminoacilazei
imobilizate pe DEAE-Sephadex A-50 si DEAE-Filtradex R-50 peste 0,2 M duce la
desorbtia avansata a enzimei de pe suport. Procesul este accelerat si de temperatura,
dar de doua ori mai mult in cazul suportului romanesc.
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7. Influenta parametrilor de reactie asupra activitatii aminoacilazei
solubile si imobilizate [233,246]

Reactiile enzimatice sunt influentate de o serie de parametrii cum sunt tipul si
concentratia enzimei utilizate, concentratia inifiala a substratului (si tipul acestuia), pH-ul,
temperatura, prezenta unor activatori sau inhibitori §i concentratia acestora, etc. Pentru a putea
studia influenta acestor parametrii asupra vitezei reactiei enzimatice se poate determina
activitatea enzimei. Dar aceasta reprezinta, de fapt, valoarea vitezei de reactie la un moment
dat (in cazul sistemului studiat la 30 minute). Pentru studierea influentei pH-ului,
temperaturii, a ionilor asupra vitezei de reactie s-a recurs la aceasta metoda. Dar pentru studiul
influentei concentratiei de substrat asupra vitezei de reactie (si determinarea parametrilor
cinetici K, s1 Vnax), ca si a concentratiei de enzima, acest tip de studiu nu mai da, in toate
cazurile, rezultate credibile. Dupd cum s-a prezentat si in datele de literaturd, vitezele
reactiilor enzimatice se modificd in timp, si anume scad. Acest fenomen se datoreazd unor
factori cum sunt denaturarea enzimei in timp, inhibitia de produs, sciderea saturatiei enzimei
pe masura ce substratul se consuma, inactivarea coenzimei (daca este cazul), cresterea vitezei
inverse, de transformare a produsului in substrat, pe masura ce creste concentratia produsului.
Este critic, astfel, sd se determine viteza initiald de reactie, adica la momentul zero al reactiei,
cand factorit amintiti anterior sunt nesemnificativi. Variatia vitezei de reactie in timp este, in
acest caz, liniara.

7.1. Influenta concentratiei initiale a substratului asupra vitezei de reactie si
determinarea parametrilor cinetici K, si V.

In cazul majoritatii reactiilor enzimatice, curba cineticd corespunde unei relatii
matematice de tip ecuatie Michaelis-Menten. Graficul variatiei vitezei de reactie cu
concentratia de substrat are forma unei hiperbole rectangulare.

Hidroliza N-acetil-L-aminoacizilor in cataliza aminoacilazei I poate fi considerata ca o
reactie cu un singur substrat deoarece se lucreaza la dilutii mari ale substratului. Schematic,
reactia enzimaticd se poate reprezenta astfel:

S+Ei‘——L~Esﬂ>P+E )
2

Viteza initiald de reactie este data de formula Michaelis-Menten:

v = VS| o
K, +Is]
in care m = w (3)
l(1

Vmax $1 Kn se pot calcula prin procedeul lui Lineweaver-Burke care inverseaza
expresia ecuatiei de viteza pentru a obtine o dreapta:
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Avand in vedere ca viteza reactiei creste o datd cu cresterea concentratiei substratului,
este mai avantajos, din punct de vedere industrial, sd se lucreze la concentratii cat mai mari,
dar acest lucru este limitat de concentratia de saturatie, cand se ajunge la valoarea maxima a
vitezei de reactie. Valoarea K, care exprimd afinitatea enzimei pentru un anumit substrat,
este, de asemenea, important de cunoscut, in functie de aceasta se va putea decide daca
procesul cercetat la scara de laborator, se poate aplica, din punct de vedere economic, la scara
industriala.

Avantajele utilizarii enzimelor imobilizate au fost prezentate anterior in Cap. 2.
Informatiile privind modificarea proprietafilor enzimatice cauzate de imobilizarea enzimei
(sau a celulelor) sunt utile nu numai pentru aplicarea industriald a sistemului imobilizat, dar si
pentru elucidarea relatiilor structura N functie i a mecanismelor de reactie.

Se considerd cd modificarile proprietdfilor enzimatice sunt cauzate, in cazul
imobilizirii, de doi factori. Unul este modificarea enzimei insisi iar al doilea proprietatile
fizice si chimice ale suportului utilizat pentru imobilizare. Primul implici modificarea
resturilor de aminoacizi din centrul activ al enzimei, modificarile conformationale ale
enzimei-proteina §i ionizirii acesteia. Al doilea implica formarea unor straturi de difuziune in
jurul enzimei imobilizate, efecte de impiedicare stericd §i interactiuni electrostatice intre
suport si substrat. Ceea ce se observa in modificarea proprietatilor enzimei este un rezultat al
interactiunilor complicate dintre acegti factori [254].

Determinarea lui K, (care reflectd afinitatea dintre enzima i substrat) este
importanta i imobilizarea poate duce la cresterea sau descregsterea valorii Ky,. O descrestere a
valorii K, duce la o vitezd de reactie mai rapidd comparativ cu enzima liberd. Invers, o
crestere a valorii Ky, dupd imobilizare implica utilizarea unei concentratii de substrat mai mari
pentru a atinge aceeasi viteza de reactie ca cea obtinuti cu enzima liberd. Acest lucru nu este
intotdeauna posibil, unele substraturi avand o solubilitate mai redusa.

Km aparent al enzimei imobilizate va descreste daca sarcinile de pe substrat si de pe
suport sunt opuse. Cand sunt prezente efecte de difuzie internd sau externd in timpul
conditiilor de operare, valoarea K, aparentd scade deoarece particulele de enzima sunt
inconjurate de un strat static (stratul Nernst) de solvent in care concentratia de substrat va fi
mai micd decét in restul solutiei. Acest efect poate fi redus prin scaderea particulelor de
imobilizat enzimatic sau prin cresterea vitezei liniare a fluidului.

Efectele de difuzie interna sunt foarte importante cAnd enzima este imobilizata intr-o
structura poroasa - de exemplu la legarea enzimei pe suportul poros sau prin entrapare.

Modificarile conformationale ale moleculei enzimatice si impiedicarile sterice duc, de
obicel, la cresterea valorii Ky, datorita scaderii afinitatii dintre enzima si substrat. Aceste
efecte sunt mai pronuntate la tehnicile de legare covalentd, in care enzima este modificata
chimic.

Studiul realizat a urmarit determinarea valorilor Ky, si Vmax ale aminoacilazei I nativa
(obtinuta din culturi de A. oryzae) si imobilizata prin legare ionicid pe DEAE-Filtradex R-50,
pentru doud substraturi, N-acetil-D,L-metionina, respectiv N-acetil-D,L-fenilglicina.

Determinarea parametrilor cinetici s-a realizat prin studiul influentei concentratiei
substratului asupra vitezei initiale de reactie.

S-a lucrat cu urmitoarele concentratii de substrat in mediul de reactie:

- 8,3 ® 50 mM N-acetil-D,L-metionind, pentru acilaza nativa (0,75 U/ml);

- 25,0 # 75,0 mM N-acetil-D,L-metionina pentru acilaza imobilizata (0,87 U/ml);

- 3,33 % 16,67 mM N-acetil-D,L-fenilglicina pentru acilaza imobilizata (0,18 U/ml).

Reactivii utilizati sunt identici cu cei prezentati la Cap. 4 si 6.

Mod de lucru: S-a utilizat un reactor de 50 ml, previzut cu manta pentru termostatare
si posibilitate de agitare magnetica. In acest reactor s-au introdus:
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- 10 ml solutie N-acetil-D,L-aminoacid, de diferite concentratii, pH 7,5 (pentru enzima
solubila) sau 7,0 (pentru enzima imobilizata), cu 1,5 mM CoCl,
- 10 ml tampon fosfat, 0,1 M, pH 7,5 (pentru enzima nativad) si 7,0 (pentru enzima
imobilizata
- 10 ml solutie apoasd aminoacilazica sau 10 ml aminoacilazd imobilizatd pe
DEAE-Filtradex R-50, masurati sub tampon fosfat. Determinarea activitatii
enzimatice s-a realizat in conditiile standard, prezentate la Cap. 4.1, respectiv 6.1.
Amestecul s-a incubat la 37°C, cu agitare magneticd. S-au prelevat probe din douad in
doud minute si s-a determinat concentrafia L-aminoacidului eliberat prin reactia cu ninhidrina.
Metoda s-a folosit pentru determinarea vitezei inifiale de reactie, v;. Pentru aceasta s-a corelat
liniar concentratia L-aminoacidului cu timpul de reacfie, panta dreptei reprezentand viteza
inifiald de hidroliz, exprimata in pmoli L-aminoacid/min.

Rezultate obtinute

Variatiile concentratiilor de aminoacizi eliberafi in timp, pentru cele trei cazuri, sunt
prezentate in Tabelele 7.1, 7.2 si 7.3. Aceste variafii sunt prezentate grafic in Figurile 7.1, 7.2
si 7.3. Din coreldrile liniare s-au determinat vitezele inifiale de reactie, v;, care sunt prezentate
in aceleasi tabele.

Tabel 7.1. Hidroliza N-acetil-D,L-metioninei la diferite concentratii initiale, la 37°C si
pH 7,5, in prezenfa aminoacilazei native (0,75 U/ml)

Nr. | ©O"¢ | fimp Conc. vi 1/[S] 1/v;
det AcMet ; L-Met L-min™-ml™ M- in-ml- I
. mM min. pmol-ml" pmoi-min -m min-mi-pmo
5 0,467
10 0,916
15 1,115
20 1,383
1 8,3 m 500 0,133 120 7,52
40 1,882
50 2,200
60 2,250
5 0,667
10 1,082
15 1,516
20 1,715
2 16,6 m 2283 0,177 60 5,65
40 2,584
50 2,681
60 2,916
5 0,915
10 1,483
15 1,767
20 2,065
3 25,0 m S61e 0,250 40 4,0
40 2,883
50 3217
60 3,382
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Figura 7.1 Graficul variatiei concentratiei L-metioninei in timp, pentru diferite concentratii de
N-acetil-D,L-metionina, la hidroliza catalizatid de aminoacilaza nativa (0,75 U/ml), la 37°C

Figura 7.2 Graficul variatiei concentratiei L-metioninei in timp, pentru diferite concentratii de
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Tabel 7.1 continuare
Conc. . Conc.
Nr. Timp Vi 1/[S /v,
det AcMet min L-Met ol-min”-ml"’ m! in-ml-umol
. M . p.mol-ml" LLm i min-ml-pmo
5 1,050
10 1,616
15 1,950
20 2,332
4 33.0 30 2816 0,253 30 3,95
40 3,181
50 3,384
60 3,650
5 1,000
10 1,500
15 1,995
20 2,334
5 50,0 30 2733 0,258 20 3,87
40 3,217
50 3,516
60 3,682
= 4
=
é 35
2 3
%25
5 2
215
1]
£
-]
205
]
o 90

70

N-acetil-D,L-metionina, la hidroliza catalizatid de aminoacilaza imobilizata pe

DEAE-Filtradex R-50, la 37°C
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Tabel 7.2. Hidroliza N-acetil-D,L-metioninei la diferite concentratii initiale, in prezenta
aminoacilazei imobilizate pe DEAE Filtradex R50 (0,87 U/ml), la 37°C si pH 7,0

Ne. | SO imp Conc. vi 1/[S] v,
Det AcMet . L-Met mol-mi -1 l.l M.l in-ml- l.]
. mM min. pmol-ml'l pmoi-min -m min-mi-pjLmo
5 0,850
10 1,250
15 1,416
20 1,715
1 25,0 n 36 0,215 40 4,65
40 2,250
50 2,500
60 2,466
5 0,667
10 1,082
15 1,516
20 1,715
2 33,3 m 2283 0,262 30 3,82
40 2,584
50 2,681
60 2,916
5 1,000
10 1,500
15 2,033
20 2,165
3 50,0 m 2715 0,290 20 3,45
40 2,966
50 3,081
60 3,250
5 1,164
10 1,650
15 2,216
20 2,584
4 75,0 m 2333 0,344 13,3 2,90
40 3,067
50 3,450
60 3,415
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Tabel 7.3. Hidroliza N-acetil-D,L-fenilglicinei la diferite concentratii initiale, in prezenta
aminoacilazei imobilizate pe DEAE-Filtradex R50 (0,18 U/ml) la 37°C si pH 7,0

Conc. . Conc.
Nr. | AcPheGly | T™P | | _pheGly vi | VIS A
Det. min. 3 | pmol-min™-ml M min-ml-pmol
mM pmol-ml
5 0,032
10 0,058
15 0,079
1 3,33 20 0,085 0,0088 300 113,51
30 0,110
40 0,134
50 0,144
60 0,147
5 0,039
10 0,060
15 0,097
20 0,116
2 5,00 20 0137 0,011 200 90,50
40 0,161
50 0,185
60 0,203
5 0,069
10 0,100
15 0,141
3 8,33 20 0,150 0,016 120 61,60
30 0,190
40 0,230
50 0,256
60 0,268
5 0,085
10 0,135
15 0,160
20 0,190
4 16,67 m 0.246 0,023 60 42,57
40 0,288
50 0,320
60 0,331
0.4
. | |
3 0:2 j 16,67 mM
L~ 8,33 mM
 5F 025
83 02 5.0mM
; E £ ! i
. £ 3015 3,33mM.
8 01 |
8 005
0

‘ R crm e T ;
| 0O 10 20 30 40 5 60 70
* Timp (minute)
Figura 7.3. Graficul variatiei concentratiei L-fenilglicinei in timp, pentru diferite concentratii de
N-acetil-D,L-fenilglicing, la hidroliza catalizatd de aminoacilaza imobilizata pe
DEAE-Filtradex R-50
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Datele obtinute s-au utilizat pentru trasarea curbelor Michaelis-Menten pentru cele trei
cazuri (variatia vitezei initiale functie de concentratia substratului), care sunt prezentate in
Figura 7.4.

©
w
o

0.3 3

o
o N O,

Viteza initiala
(gmol x min™ x mlI")
©
o ©
-

o O,
-

.O‘

20 40 60 80

Concentratie aminoacid (mM)

o

Figura 7.4. Graficele variatiei vitezei initiale de reactie functie de concentratia
substratului: 1 - N-acetil-D,L-fenilglicini; acilaza imobilizata
2 - N-acetil-D,L-metionini; acilazd nativa
3 - N-acetil-D,L-metionina; acilazd imobilizata

Dupa cum se observad din grafice, pentru substratul N-acetil-D,L-metionind, atat in
cazul enzimei native, cat si a celei imobilizate, reactia urmeaza o cinetica tipic Michaelis-
Menten. Pentru sistemul N-acetil-D,L-fenilglicind / acilazi imobilizatd graficul nu poate fi
interpretat.

Pentru determinarea parametrilor cinetici Ky, $i Vmax s-a folosit liniarizarea
Lineweaver-Burke. S-au calculat valorile 1/[S] si 1/v; (Tabelele 7.1 — 7.3) si s-au reprezentat
grafic 1/vi functie de 1/[S] (Figurile 7.5 si 7.6). Din intersectiile cu axele s-au determinat
valorile 1/Vpax §1 1/Kyy, si s-au calculat valorile corespunzitoare Viyax i K.

5
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.3
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EE . ., ,/// ”/13

¥ 200 -160 -120 -80 -40 O 40 80 120 160 ,

1/[S] (M)

Figura 7.5. Liniarizarea Lineweaver- Burke pentru sistemele:
violet - N-acetil-D,L-metionini / acilazi nativa
albastru - N-acetil-D,L-metionini / acilaza imobilizati
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Figura 7.6. Liniarizarea Lineweaver- Burke pentru sistemul:
N-acetil-D,L-fenilglicina / acilaza imobilizata

Valorile K;, si Vmax Obtinute pentru cele trei cazuri cercetate, ca si cele
prezentate de Chibata si colab. [261] sunt prezentate in Tabelul 7.4.

Tabel 7.4. Valorile K, si Vmax ale aminoacilazei native si imobilizate

. - Km Vmax
Substrat Enzima mM | pmol . b’
N-acetil-D,L-metionind | acilazi nativa [261] 5,7 1,52
N-acetil-D,L-metionind | acilaza imobil. [261] 8,7 3,33
N-acetil-D,L-metionind | acilazi nativa 18 144
N-acetil-D,L-metionind | acilaza imobilizata 31 28
N-acetil-D,L-fenilglicind | acilazi imobilizata 14,3 2,7

Avand in vedere ca studiul realizat s-a efectuat in conditii foarte asemanatoare cu cele
ale colectivului Chibata (substrat N-acetil-D,L-metionina, pH 7,5 pentru enzima nativa si 7,0
pentru cea imobilizata, temperaturd 37°C), se poate face o comparare intre datele obtinute.
Valoarea K,, pentru enzima nativi este de aproximativ trei ori mai mare pentru enzima
studiata, comparativ cu cea japoneza, ambele produse de A. oryzae, dar tulpini diferite. Acest
lucru releva faptul ci acilaza studiati are afinitate mai scizutd pentru N-acetil-D,L-metionina.
Viteza maxima de reactie, in schimb, este mult mai mare (de aproximativ 95 de ori) ceea ce
semnificd o putere cataliticd mai mare.

in urma imobilizirii prin legare ionica, atit pe DEAE-Filtradex RS0, suportul
roménesc, cat si pe DEAE-Sephadex ASO (utilizat de japonezi), valorile K, cresc
nesemnificativ (de 1,5 — 1,7 ori), ceea ce denoti ci imobilizarea acilazei prin legare ionicad nu
modifica decét in foarte micad masura afinitatea enzimei pentru N-acetil-D,L-metionini. Apare
insd o diferentd mare in ceea ce priveste V.. Dacd imobilizatul japonez a prezentat 0 Vax
putin crescuta fata de cea a enzimei native, in cazul suportului romanesc capacitatea catalitica
a imobilizatului scade destul de mult (de 5 ori), semnaland, probabil, o modificare
conformationali a enzimei in urma imobilizarii.

Dacéa se compara valorile K, si Vnax pentru cele doud substraturi studiate, N-acetil-
D,L-metionina §i N-acetil-D,L-fenilglicina, afinitatea acilazei imobilizate este ceva mai
ridicatd fatd de N-acetil-D,L-fenilglicina, dar capacitatea catalitici este mai mare pentru N-
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acetil-D,L-metionina (K, mai mic, respectiv V. mai scazut). Diferenta dintre fenilglicina si
fenilalanina este de doar o grupare metilenica pe catena laterald, 1ar studiile cu aceeasi enzima
din A. oryzae au prezentat pentru fenilalanind o afinitate mai mare chiar decat pentru
metionina [226] (Tabel 1.9); acest fapt sugereaza ca este necesara o catend hidrocarbonata mai
lunga pentru o fixare adecvata la centrul activ al enzimei §i 0 mai rapida transformare. Datele
de literatura prezinta o crestere a afinitatii pentru substrat o datd cu cresterea catenei laterale
hidrocarbonate (Cap. 1.5.2).

Totusi, afinitatea si capacitatea cataliticd nu sunt foarte diferite, comparativ cu cele
pentru metionind, iar exploatarea imobilizatului pentru separarea racemicului de D,L-
fenilglicina a dovedit acest lucru (Cap.8.1).

7.2. Influenta concentratiei de enzima asupra vitezei initiale de reactie

Studiul s-a efectuat folosind aminoacilaza solubild (nativd) obtinutd in laborator din
culturile de Aspergillus oryzae, avind o activitate specificA de 0,74 U/mg proteina.
Determinérile au fost efectuate folosind drept substrat N-acetil-D,L-metionina, a carei
concentratie inifiala in mediul de reactie a fost de 0,033 M.

Reactivii utilizafi au fost cei prezentati in studiile anterioare, si anume solutie de N-
acetil-D,L-metionini 0,1 M, cu 1,5 mM CoCl,, adusa la pH 7,5; tampon fosfat 0,1 M, pH 7,5
st solufia apoasd de aminoacilazi la care s-a variat concentratia prin diluare cu apa distilata
intre 0,1 - 0,8 g proteina per litru.

Modul de lucru. S-a determinat viteza initiala de reactie pentru fiecare concentratie de
enzimd conform modului de lucru prezentat la Capitolul 7.1.

Rezultate obtinute

Concentratiile, respectiv activitatile enzimatice corespunzaitoare si vitezele de reactie
obtinute in urma studiului efectuat sunt prezentate in Tabelul 7.5.

Tabel 7.5. Hidroliza N-acetil-D,L-metioninei la 37°C, pH 7,5 si diferite
concentrafii de enzima

Nr. Conc. enzima | Activitate enzima v; x 10°
crt. g proteina-1’ Ul! mol-I""-min’
1 0,1 0,074 0,069
2 0,2 0,148 0,121
3 0,4 0,396 0,253
4 0,6 0,444 0,338
5 0,8 0,592 0,485

Reprezentarea graficd a variafiei vitezei inifiale de reactie, functie de activitatea
aminoacilazici este prezentata in Figura 7.7
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Figura 7.7. Graficul variatiei vitezei inifiale de reactie functie de activitatea
aminoacilazica

Dupa cum se observa, in limitele studiate, viteza initiald a reactiei de hidroliza cregte
liniar cu cantitatea de enzimd prezentd in mediul de reactie. Rezultd ci, pentru studiile
ulterioare, pentru a avea rezultate veridice, trebuie luate in lucru concentratii identice de
enzima raportate la concentratia inifiala de substrat; dacéd se variaza acest raport este necesara
corectarea rezultatelor, tindnd cont de influenta concentratiei de enzima, conform Figurii 7.7.

7.3. Influenta pH-ului asupra activititii aminoacilazei

Activitatea enzimatica este marcatd in mod deosebit de conditiile de mediu, in special
de pH in mediile apoase. Modificarea concentratiei de protoni duce la modificarea ionizarii
grupdrilor functionale de pe catenele laterale ale aminoacizilor, consecinta fiind formarea de
noi tipuri de legaturi intre aceste resturi si ca atare, modificarea, mai mult sau mai putin
pronuntatd, a conformatiei proteinei. Acest lucru este insotit si de modificarea activititii
biologice a proteinei respective, in cazul enzimelor a activitatii catalitice. Si anumite
substraturi, care prezinta grupiari functionale ionizabile, sunt influentate de pH-ul mediului de
reactie. Doar o anumiti stare de ionizare va fi favorabila legdrii la centrul activ al enzimei i
transformarii substratului. Ca atare, fiecare enzima va prezenta un pH anumit, pH-ul optim,
sau un interval de pH, la care activitatea este maxima.

in cazul imobilizarii enzimelor s-au observat atat modificarea cat si nemodificarea pH-
ului optim. Modificarea curbei de dependenta pH-activitate ca gi a pH-ului optim depinde de
incarcarea electrica a moleculei enzima si/sau de a suportului folosit pentru imobilizare. La
metodele de imobilizare tip legare de suport, cAnd matricea este incarcatd -electric,
comportarea cineticd a enzimei imobilizate poate diferi de cea a enzimei libere, chiar st in
absenta efectelor de transfer de masa. Aceasta diferentd este atribuiti efectelor de partitie care
cauzeaza aparifia de concentratii diferite ale speciilor incarcate electric (exemplu substraturi,
produsi, ioni de hidrogen, ioni hidroxil, etc.) in apropierea enzimei imobilizate fata de restul
solutiei datorita interactiunilor electrostatice cu sarcinile fixe de pe suport. Una dintre cele mai
importante consecinfe ale acestei partitii este modificarea pH-ului optim, cu o deplasare a lui
pentru enzima imobilizatd spre un domeniu mai alcalin sau mai acid pentru suporturile
incarcate negativ sau, respectiv pozitiv [254); dar poate si apard, in acelasi timp si
modificarea pH-ului optim si a profilului dependentei activititii de pH.
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Studiile efectuate s-au realizat atat pentru enzima solubila, avand ca substrat N-acetil-
D,L-metionina, cét si pentru aminoacilaza imobilizatd pe DEAE-Filtradex R 50, cu substraturi
N-acetil-D,L-metionina si N-acetil-D,L-fenilglicina.

Reactivii utilizati, altii decét cei prezentafi la experimentele anterioare, au fost acidul
dietilbarbituric si dietilbarbituratul de sodiu, ambii fiind reactivi p.a. de la Sigma.

Modul de lucru a fost cel prezentat la Cap. 4.1 pentru enzima solubila, cu exceptia
faptului ca amestecul de reactie a constat in 1 ml solutie N-acetil-D,L-aminoacid 0,1 M, adusa
la pH-ul dorit, 1 ml solutie enzimatica apoasa 1 6 ml tampon de diferite pH-uri. Amestecul a
fost incubat 30 minute la 37°C apoi s-a luat cota parte pentru determinarea aminoacidului cu
ninhidrind. Pentru enzima imobilizata s-a folosit metoda prezentatd la Capitolul 6.1, cu
exceptia pH-ului solutiilor. S-a lucrat cu urmétoarele tampoane:

- pe domeniul de pH 4,6 -5,2 - tampon acetat 0,1 M.

- pe domeniul de pH 5,8 ¥ 8,0 - tampon fosfat 0,1 M

- pe domeniul de pH 8,5 # 9,0 N tampon barbiturat 0,1 M.

Rezultate obtinute
Datele obtinute pentru cele trei tipuri de determinari sunt prezentate in Tabelul 7.6.

Tabel 7.6. Dependenta de pH a activitatii aminoacilazei solubile si imobilizate

Acy Acy imobil. Acy imobil.
pH solubila* (AcMet)** (AcPheGly)***

U/ml U/ml U/ml
4,6 0 0,050 -
5,2 0,123 0,143 0,456
5,8 0,143 0,260 0,480
6,1 0,273 0,315 0,489
6,4 0,306 0,420 0,500
6,7 0,600 0,735 0,514
7,2 0,606 0,806 0,532
7,4 0,655 0,785 0,521
8,0 0,460 0,630 0,442
8,5 0,105 0,337 0,428
9,0 0,030 0,103 0,396

*Substratul folosit a fost N-acetil-D,L-metionina, 0,1 M cu 1,5 mM CoCl,
**Substratul folosit a fost N-acetil-D,L-metionina, 0,1 M cu 1,5 mM CoCl,
***Substratul folosit a fost N-acetil-D,L-fenilglicina, 0,1 M cu 1,5 mM CoCl,

Reprezentarea grafica a dependentei activitdtii aminoacilazice de pH este data in
Figura 7.8.

Valorile obtinute prezinta pentru aminoacilaza solubild un pH optim la valoarea 7,4 iar
pentru cea imobilizata prin legare ionicd pe DEAE-Filtradex R 50 la un pH ugor mai scazut,
adicd 7,2 pentru ambele substraturi utilizate. Datele obtinute confirma rezultatele obtinute de
catre alti cercetitori (prezentate in Capl.6.1) pentru diferitele aminoacilaze din fungi, atat
pentru enzima libera cét si pentru cea imobilizata. De asemenea, legarea ionica pe un cationit
(deci incércat pozitiv) a dus la deplasarea pH-ului optim spre valori mai acide. Desi catena
laterald a celor doi aminoacizi utilizati ca substraturi este foarte diferita dar cu o hidrofilicitate
asemanatoare, enzima imobilizata se pare ca nu face diferenta intre ei in ceea ce priveste pH-
ul optim de actiune. Totusi, in cazul fenilglicinei, activitatea enzimei imobilizate difera foarte
putin in domeniul testat (pH 4,5 N 9). Pentru substratul acetilmetionini, enzima imobilizata
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prezintd un domeniu de pH mult mai ingust (6,7 — 7,4), ceea ce denota ca fenilglicina, cel
putin in cazul acestui imobilizat, stabilizeazd enzima fata de pH.
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Activitatea aminoacilazica (U/mi)

0
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Figura 7.8. Influenta pH-ului asupra activititii aminoacilazei solubile si imobilizate

S-a testat si influenta pH-ului direct asupra aminoacilazei, adica a solutiei enzimatice
tamponatd la diferite pH-uri, timp de 10 minute, inainte de determinarea activititii. Pentru
aceasta 1ml solutie enzimatica s-a diluat cu tampoane 0,1 M de pH-uri diferite. Dupa 10
minute la temperatura camerei, din aceste solutii enzimatice s-a luat cate 1ml pentru testarea
activitdtii, conform metodei prezentate la Cap. 4.1. S-a determinat activitatea aminoacilazei
solubile s in conditiile standard, adicéd fard mentinerea in prealabil la pH-ul respectiv. Datele
obtinute sunt prezentate in Tabelul 7.7.

Tabelul 7.7. Influenta tampondrii aminoacilazei inainte de
determinarea activitatii

Nr. pH Activitate | % de regisire a
crt. | tampon U/ml activ. enzimatice
1 5 0,488 60,2
2 5,6 0,502 62,0
3 6 0,515 63,6
4 7 0,784 96,8
5 7,5 0,803 99,1
6* 7,5 0,810 100

* Pentru aminoacilaza in conditii standard

Se observa clar din datele obtinute cd si in acest caz pH-ul optim de actiune al
aminoacilazei din A.oryzae este tot 7,4 - 7,5, sciderea de pH la valoarea 5 ducind la o

pierdere de activitate de 40%.
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7.4. Influenta temperaturii asupra activitatii aminoacilazei

Cresterea temperaturii favorizeaza reactiile chimice prin cresterea vitezei de reactie. In
cazul reactiilor enzimatice, acestea au loc la temperatura caracteristicd dezvoltarii
organismului respectiv. In majoritatea cazurilor aceasti temperatura este cea apropiata de a
mediului ambiant. Cresterea temperaturii peste o anumitd valoare determinad inactivarea
enzimei prin denaturarea proteinei. Fiecare enzima va avea, deci, o temperaturd optima de
lucru, la care activitatea este maxima. Aceastd temperaturd optima poate fi chiar mai ridicata
decat temperatura la care traieste organismul, dar, in cele mai multe cazuri, menfinerea pentru
o perioadd de timp mai lungi la aceastd temperaturd duce la scdderea activitdtii datorita
denaturdrii proteinei-enzima.

Dupéd imobilizarea enzimei poate avea loc, in unele cazuri, o modificare a temperaturii
optime. Aceasta este, in cazul imobilizarii prin entrapare in geluri §i in unele cazuri §i prin
legare ionica sau covalentd, mai mare decét cea a enzimei native. Acest lucru se poate datora
efectelor de difuziune in cazul entraparii sau imobilizirii pe suporturi poroase, care protejeaza
enzima fata de denaturare. Temperatura efectiva in apropierea enzimel este mai mica decdt
cea a solutiei. Aceasta toleranta la cdldura poate si apara si la imobilizarea prin legéturi ionice
sau covalente. In acest caz, un rol important in cresterea tolerantei la denaturarea prin incélzire
pot sd joace modificdrile conformationale ale enzimei datorate legarii la suport sau
impiedicédrii sterice. S-a observat, in unele cazuri, scadderea temperaturii optime in urma
imobilizarii.

Cercetarile efectuate au urmdrit efectul temperaturii atat asupra activitafii enzimei
native, solubile, cu substrat N-acetil-D,L-metionina, cit si asupra aminoacilazei imobilizate pe
DEAE-Filtradex R50, cu substrat N-acetil-D,L-metionina, respectiv N-acetil-D,L-fenilglicina.

Modul de lucru: Pentru determinarea activitdtii aminoacilazice s-au folosit metodele
prezentate la Capitolul 4.1 pentru enzima solubila si respectiv Capitolul 6.1 pentru enzima
imobilizatd. S-a variat temperatura de incubare intre 20°C si 80°C.

Rezultate obtinute

Activitdtile aminoacilazice obtinute in urma varierii temperaturii de incubare sunt
prezentate in Tabelul 7.8.

Tabel 7.8. Influenta temperaturii asupra activitatii aminoacilazei
native si imobilizate

Temperaturi Activitate Acy Activitate Acy Activitate Acy

oC solubili (AcMet) | imobil. (AcMet) | imobil. (AcPheGly)
U/ml U/ml U/ml

20 0,148 0,241 ]

30 0,292 0,441 0,418

37 0,416 0,489 0,459

50 0,626 1,095 0,594

60 1,250 1,369 0,667

70 1,168 1,266 0,652

80 0,125 0,503 0,482

Reprezentarea grafica a datelor obtinute este data in Figura 7.9.
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Figura 7.9. Influenta temperaturii asupra activittii aminoacilazei native (pH 7,5) si
imobilizate (pH 7,0) pentru doud substraturi, N-acetil-D,L.-metionini si N-acetil-D,L-
fenilglicing, 0,1 M

Se observa ca enzima nativa incepe sa fie denaturati la temperaturi peste 60°C ceea ce
dovedeste o buna rezistentd la temperaturd a aminoacilazei din tulpina de A.oryzae studiata.
Enzimele de natura animala sunt denaturate, in general, la temperaturi peste 40°C, deci aceasta
enzima fungici, avand temperatura optima mai ridicata, va duce la viteze mai mari de reactie,
deoarece poate fi utilizatd la temperaturd mai ridicatd. Imobilizarea aminoacilazei prin legare
ionica nu a dus la ameliorarea temperaturii optime de actiune, fapt valabil in cazul ambelor
substraturi folosite.

Pentru enzima nativé, cresterea temperaturii de la 37°C 1a 60° duce la o crestere a
activitatii de 3 ori. Pentru enzima imobilizata cresterea este ceva mai mica, de 2,8 ori in cazul
substratului N-acetil-D,L-metionina si de numai 1,45 ori in cazul N-acetil-D,L-fenilglicinei.
Nu s-a realizat $i un studiu separat al rezistentei enzimei la temperatura in timp, dar utilizarea
aminoacilazei imobilizate prin procedeul in coloan, la temperatura de 50°C, studiu prezentat
la Cap. 8, a dus la rezultate foarte bune.

7.5. Influenta ionilor metalici asupra activitatii aminoacilazei

Se stie din datele de literatura ca aminoacilaza este o zinc enzima, dar prezenta ionului
Co”" duce la marirea activitatii enzimatice. De asemenea prezenta altor ioni poate influenta
pozitiv sau negativ activitatea.

Studiul realizat a urmarit influenta a 10 ioni metalici si a EDTA asupra aminoacilazei
obtinutd in laborator din culturile de A. oryzae (enzima nativd), cdt si asupra enzimei
imobilizate pe DEAE Filtradex R50. Substratul folosit a fost N-acetil-D,L-fenilglicina.

Reactivii utilizati, in afard de cei folositi la studiile anterioare, au fost clorurile
metalelor respective si EDTA, toate substantele fiind p.a. si furnizate de Chimopar, respectiv
Reanal.

Modul de lucru: S-au preparat solutii tampon fosfat 0,1 M, pH 7,0 cu 10° M
concentratie in diferiti ioni metalici, respectiv EDTA si solutia de N-acetil-D,L-fenilglicina,
0,1 M st pH 7,0.

140

BUPT



Pentru determinarea activitatii s-au folosit metodele prezentate la Capitolele 4.1,
respectiv 6.1. S-a determinat, pentru comparare, activitatea aminoacilazei §i in cazul unui
tampon ce nu a continut nici un ion metalic, in afard de cel de sodiu, adus de sarurile fosfat,
respectiv de NaOH utilizat pentru aducerea la pH a solutiei de substrat.

Rezultate obtinute

Datele obtinute in urma experimentelor facute, prezentate in Tabelul 7.9, confirma si
in cazul acestei aminoacilaze fungice faptul cd ionul de cobalt este un activator al
aminoacilazei. S-a calculat §i activitatea relativd, ludnd ca 100% activitatea in cazul
neutilizarii a nici unui ion metalic (in afara Na*).

Tabel 7.9. Influenta ionilor metalici asupra activitafii aminoacilazice,

la 37°C si pH 7,0
Activitate | Activitate | Act. relativa | Act. relativa
Ion Acy nativa | Acy imobil. | Acy nativa | Acy imobil.
U/ml U/ml % %

- 0,877 0,458 100 100
Fe* 0,633 0,370 72,2 80,7
Fe** 0,521 0,405 59,4 88,4
Cd* 0,464 0,295 52,9 64,4
Ni* 0,450 0,361 51,3 78,8
Cu® 0,211 0,371 24,1 81,0
Zn* 0,951 0,426 108,4 93,0
Co** 1,343 0,528 153,1 115,8
Mg 1,290 0,340 1471 74,2
Mn?* 0,894 0,348 115,7 76,0
Sn** 0,534 0,312 60,9 68,1

EDTA 0,299 0,346 27,3 75,5

[oni inhibitori pentru enzima nativa sunt: Fe?*, Fe**, Cd**, Ni**, Cu®*, Sn**. In prezenta
EDTA activitatea enzimatica scade drastic (sub 28%), ceea ce confirma faptul ca ionul Zn*,
chiar dacd nu este situat in centrul activ al enzimei, joacd un rol important in mentinerea
conformatiei enzimei intr-o forma activa.

Tonii metalici cu actiune favorabila activitatii aminoacilazei native sunt: Co*, Mg™*,
Mn** si in mai micd masura Zn®. Tonul Co® prezintd o activare a aminoacilazei cu peste
50%, substantial mai mare decét ceilalti ioni. De aceea se recomanda folosirea ionului Co* la
reactia Ele hidrolizi enzimatica a N-acetil-aminoacizilor.

In cazul enzimei imobilizate, avand ca substrat N-acetil-D,L-fenilglicina, singurul ion
activator este Co**. In schimb ceilalfi ioni inhibd enzima imobilizata, dar intr-o masura mult
mai micd decat in cazul celei native. Avind in vedere cd suportul folosit pentru imobilizare a
fost un cationit, se poate presupune ci sarcinile pozitive ale acestuia nu au permis
concentrarea ionilor pozitivi metalici in imediata vecinitate a enzimei, ca in cazul celei native.
EDTA are o actiune inhibitoare de aproape 2,8 ori mai micd la enzima imobilizat,

comparativ cu cea nativa, ceea ce marcheazi o stabilizare a enzimei, in urma imobilizarii, fata
de anumiti ioni
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7.6. Influenta concentratiei ionului Co’* asupra activitiitii aminoacilazei

Avand in vedere rezultatele obtinute anterior, s-a studiat influenta concentratiei de
Co’* asupra activititii aminoacilazice pentru a determina concentratia optimi de activare. S-a
studiat din nou comportamentul aminoacilazei native cét si a celei imobilizate pe DEAE
Filtradex R50. Substratele folosite au fost N-acetil-D,L-metionina pentru enzima nativi si N-

acetil-D,L-metionina, respectiv N-acetil-D,L-fenilglicina pentru enzima imobilizata.
Reactivii utilizati au fost cei prezentati in studiile anterioare.

Modul de lucru: S-au preparat o serie de tampoane fosfat 0,1 M, pH 7,0, cu
concentratii variabilele de CoCl,, intre 0, luat ca martor, si 102 M. Pentru determinarea

activititii s-au folosit metodele prezentate la Capitolele 4.1, respectiv 6.1.

Rezultate obtinute

Activititile aminoacilazice obfinute in acest studiu sunt prezentate in Tabelul 7.10.

Tabel 7.10. Influenta concentratiei ionului Co>* asupra activitatii
aminoacilazei native si imobilizate, la 37°C si pH 7,0

Conc 1 Activ. Acy nativd | Activ. Acy imob. | Activ. Acy imob.
Co** e (AcMet) (AcMet) (AcPheGly)
mMm | “loglCoM] U/ml U/ml U/ml

0 - 0,331 0,391 0,326
10°° 0,16 0,332 0,403 0,341
107 0,2 0,354 0,428 0,378
10™ 0,25 0,382 0,440 0,408
10° 0,33 0,580 0,484 0,545
10 0,5 0,358 0,555 0,406

Reprezentarea grafici a datelor din tabelul anterior este dati in Figura 7.10.
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Fig. 7.10. Influenta concentratiei Co®" asupra activitatii acilazice
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Se observa ca pentru enzima solubild concentratia optima este de 10°M CoCl,. Din
acest motiv studiile asupra activitatii aminoacilazei s-au realizat in prezenta 1,5x10*M CoCl,.

Pentru enzima imobilizata pe DEAE Filtradex R50 si cu substrat N-acetil-D,L-
fenilglicina, concentratia optima de Co®* este tot de 10°M. In schimb, daca se utilizeaz drept
substrat N-acetil-D,L-metionina, enzima imobilizata, pe domeniul cercetat, prezinta o crestere
continud a activitafii. Studiul a fost reluat §i la exploatarea enzimei imobilizate pentru
separarea racemicurilor de metionind si fenilglicind prin procedeul in coloana (Cap. 8). Dar,
avand in vedere céd se doreste obfinerea unor aminoacizi nu numai optic dar §i chimic puri,
inlaturarea cobaltului devine absolut necesara din produsul final, ceea ce ar necesita proceduri
de purificare suplimentare. De aceea se prefera utilizarea unor concentratii mai mici de CoCls.

7.7. Concluzii

Studiile efectuate privind proprietatile aminoacilazei din Aspergillus oryzae, nativa si
imobilizatd pe DEAE-Filtradex R50, permit urmétoarele concluzii:

1. Cinetica reactiei de hidrolizd a N-acetil-D,L-metioninei si a N-acetil-D,L-fenilglicinei,
catalizatd de aminoacilaza I, atit in cazul enzimei native cat si imobilizate, este de tip
Michaelis - Menten.

2. Afinitatea enzimei pentru cele doud substraturi, exprimata prin constanta Michaelis
(Km) este foarte apropiata, si ceva mai scazuta decdt cea a enzimei obtinuta de Chibata
[261] tot din A. oryzae. Imobilizarea prin legare ionica duce la scéderea valorilor Ky,
in cazul N-acetil-D,L-fenilglicinei (deci creste afinitatea pentru acest substrat), dar
pentru N-acetil-D,L-metionind afinitatea scade. Capacitatea cataliticd (Vmax) scade la
imobilizat pentru ambele substraturi.

3. Viteza reactiei de hidrolizi este direct proportionald cu concentratia enzimei in
sistem.

4. Domeniul pH-ului optim de actiune a aminoacilazei native este de 7,0-7,5; pentru
enzima imobilizata, pH-ul optim scade cu aproximativ 0,5 unitati. Comparind valorile
optime de pH pentru cele doua substraturi, N-acetil-D,L-fenilglicina duce la o
stabilizare a enzimei imobilizate la pH-uri mai acide, activitatea variind foarte putin in
intervalul 5,5 -7,5.

5. Temperatura optima de actiune a aminoacilazei native este de 50-55°C; imobilizarea
duce la o crestere a temperaturii optime cu 5 N 10°C, deci o stabilizare usoara a
enzimei.

6. lonii metalici care activeazd aminoacilaza nativa sunt, in ordine descrescatoare: Co®,
Mg®, Mn**, Zn**. Au actiune inhibitoare ionii Cu®*, Ni%*, Fe**, Fe?*, Cd**, Sn** si
EDTA. Inhibitia EDTA-ului confirmd faptul ca ionul de zinc este implicat in
activitatea enzimatica. Pentru enzima imobilizatd, singurul ion activator este Co™. In
schimb, ionii inhibitori pentru enzima nativi au o actiune mai scdzutd asupra
aminoacilazei imobilizate, incluzind si EDTA.

7. Tonul Co®" are actiune activatoare maximi la o concentratie de 10°M pentru enzima
solubila, ca si pentru cea imobilizatd in cazul N-acetil-D,L-fenilglicinei. Pentru N-
acetil-D,L-metionina, in domeniul 10°N1072 M, activitatea enzimel imobilizate creste
continuu.
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8. Obtinerea D-fenilglicinei si L-metioninei

8.1 Obtinerea D-fenilglicinei prin hidroliza enzimatici a
N-acetil-D,L-fenilglicinei

8.1.1. Generalitati privind obtinerea D-fenilglicinei [30,355]

Dupa descoperirea lui Alexander Fleming in 1928 cé tulpina de Penicillium notatum
prezenta activitate antibacteriana, a trecut mai mult de o decada pana cand Florey si Chain au
izolat penicilina G in 1940. Acest fapt a fost urmat rapid de caracterizarea si aplicarea
medicala a penicilinei G. Din picate un numar tot mai mare de tulpini microbiene au devenit
rezistente la penicilind G, care a fost astfel scoasd din uzul medical la sfarsitul anilor 1960.
Din fericire, acilarea nucleului penicilinei G, acidul 6-aminopenicilanic (6-APA) cu diferite
catene laterale poate duce la noi peniciline semisintetice. Cele mai importante dintre acestea
sunt ampicilina si amoxicilina in care catena laterald este D-fenilglicina, respectiv D-p-
hidroxifenilglicina. Pe ldnga acestea, cefalosporinele semisintetice corespunzatoare,
(cefalexina si cefadroxilul) derivate de la nucleul acidului 7-aminodeacetoxicefalosporanic (7-
ADCA), au fost introduse in practica medicala (Figura 8.1).

OV T mvo

“COOH ‘~nOH

COOH
Penicilina G R=H:  ampicilina (6000t/a) R=H: cefalexin (3000 t/a)
' R =0OH: amoxicilina (11000 t/a) R =OH: cefadroxil (600 t/a)

Figura 8.1. Patru dintre cele mai importante peniciline §i cefalosporine
semi-sintetice i compusul lor de baza

Pana in anii 1985 aceste peniciline §i cefalosporine semisintetice, ca i antibioticele -
lactamice inrudite, au fost obfinute prin procedee chimice, cu exceptia materiei prime,
penicilina G, care a fost obtinutd prin fermentatie (Penicillium chrysogenum). Ulterior restul
de fenilacetil al penicilinei G a fost indepartat i 6-APA rezultati a fost protejatd si condensata
cu restul dorit, protejat §i activat. Intermediarul pentru semisinteza cefalosporinelor, 7-ADCA,
a fost obtinut din penicilina G prin expansiunea chimica a ciclului. Chiar si astazi, dupa mai
bine de 15 ani, aceste procese chimice conventionale incid domini producerea de antibiotice f3-
lactamice la scara industriald, desi sinteza chimicad implicd formarea unei cantitd{i mari de
produsi secundari. De exemplu, sinteza cefalexinei, cea mai vandutid cefalosporini pe piata
antibioticelor (3000 tone/an), genereaza 30 N 40 kg materiale secundare per kg de produs finit
[30].

A devenit astfel clar ca sunt necesare noi proceduri, mai eficiente, pentru obtinerea de
antibiotice B-lactamice, care si reduca materialele secundare si care s evite, atunci cind este
posibil, utilizarea unor reactivi periculosi sau a solventilor organici. Acest lucru a inceput sa
se realizeze prin imbinarea sintezelor chimice cu cele enzimatice.

Deoarece subiectul studiului realizat se referd la obtinerea izomerilor optic puri ai
aminoacizilor, in acest caz D-fenilglicina, se va trata doar aceasti parte din intregul proces de
obtinere a antibioticelor semisintetice, derivate cu fenilglicina.
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Océ-Andeno (acum DSM Fine Chemicals) a realizat in anii 1970 un proces pentru
obtinerea D-fenilglicinei prin cristalizarea sarii diastereoizomerice a racematului sdu. Acesta
din urma se poate obtine din benzaldehida prin reactie Strecker, urmata de hidroliza nitrilului.
Ca agent de separare optica se utilizeaza acid (+)camfor-8-sulfonic optic pur, in mediu apos.
L-fenilglicina este racemizata intr-un proces separat i reutilizata [30,356].

T. Shiraiwa si colab. [357,366,367] separd racemicul de N-acetil-D,L-fenilglicina prin
precipitare selectiva a izomerului R sub forma de sare cu 1-metilbenzilamina, cu randamente
de 92 N 96% si puritate optica de 92 %. Egusa [40] realizeazd o precipitare selectivad cu L-
efedrina.

La nivel de laborator, Righetti [371] propune un reactor cu membrand, cu o tehnica
speciald de a mentine enzima, in acest caz penicilin G acilaza, in spatiul intramembranar si
anume prin crearea unui camp electric cu un pH identic cu pH-ul izoelectric al enzimei.
Aceasta este mentinuta astfel intr-o forma insolubild, reactantii si produsii deplasdndu-se sub
influenta cdmpului electric. A reusit si obtind D-fenilglicind pura dintr-un amestec racemic,
prin intermediul unei reactii de acilare la un cosubstrat (esterul metil-4-hidroxifenil acetat),
catalizatd de penicilin G acilaza.

Kanegafuchi (astizi Kaneka Corporation) (Figura 8.2) a realizat o procedura mult mai
eleganti, ludnd ca exemplu obfinerea D-p-hidroxifenilglicinei. Acest proces implica hidroliza
enantioselectivi a S5-fenilhidantoinei in cataliza enzimaticd a D-hidantoinazei. 5-Fenil-
hidantoina se prepard din benzaldehida, HCN si uree. 5-L-fenilhidantoina se racemizeazi in
mediu alcalin bland. Se obtine in final N-carbamoil-D-fenilglicind cu randament 100%.
Gruparea N-carbamoil se indeparteaza prin tratare cu acid azotos [30].

H
L Firma
DSM-Andeno O™ Kaneka
J l O O
NH, ’( N j
Y N A NH
OOH m o™ (0]
| CSA, H,0, |
cristalizare D - hidantoinaza Q
diastereomeica )&
NH, HN NH,
HNO, COOH

/\* -
| COOH -
=

Figura 8.2. Caile de sinteza a D-fenilglicinei [30]
CSA : acid (+)camfor-8-sulfonic

Intermediarul cheie in cuplarea chimica la nucleul -lactamic este D-fenilglicina care
este mai intdi supusa unei activari. Cuplarea enzimatica necesitd, de asemenea, un donor de
catena laterala activat, cum ar fi un ester, o amidi, o anhidrida.

Activarea D-fenilglicinei s-a realizat prin transformarea sa intr-o anhidrida Dane sau
in clorura sa acida. Aceasta din urma se poate obfine in doui trepte, cu HCI si respectiv PCls
intr-un solvent clorurat.
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S-a preparat, de asemenea, direct derivatul activat in loc de aminoacid. $i este
preferatd amida D-fenilglicinei in locul esterului, care presupune sinteza aminoacidului
urmata de esterificare. A fost deja raportat la inceputul anilor 1970 un procedeu de sinteza a
D-fenilglicinamidei prin hidroliza enantioselectivd a racemicului obtinut din sinteza Strecker
in prezenta unei L-amidaze [358,359]. S-a realizat apoi un procedeu care utilizeazid o L-
aminopeptidaza din Pseudomonas putida ATCC 12633. [35,294,360] (Figura 8.3)

—
A HNE&ﬁDH

HCN, NH, (/-

O - ==
cetona, OH" C=N

NH,
NH,
—
| srtcare o,
3. amonoliza L - aminopeptidaza
NH, NH,

Figura 8.3. Sinteza D-fenilglicinamidei prin procedeul cu aminopeptidaza [30]

Dezavantajul inerent al acestor procese de rezolutie optica este cd produsul dorit este
obtinut cu un randament de maxim 50%. Reciclarea L-fenilglicinei (nedoritd), prin
transformarea ei in D,L-fenilglicinamida, se realizeazd conventional in trei trepte N
esterificare, racemizare, amonoliza [361]. Acest procedeu genereaza cantitati mari de sdruri,
deoarece esterificarea a-aminoacizilor necesitd o cantitate stoichiometrica de acid, atat
reactantul cét si produsul fiind bazici. Astfel ca un asemenea procedeu este neatractiv atét din
punct de vedere economic cét si energetic. Solutia mai scurta este de a racemiza L-fenilglicina
s1 addugarea racematul la procedeul existent de rezolufie prin cristalizarea sarii
diastereoizomerice.

Un procedeu catalitic, care s nu implice sarea, pentru reactivarea L-fenilglicinei ar
necesita o metodologie pentru o reactie in catalizi acida care si aiba loc intr-un mediu bazic.
Aceasta problema a fost rezolvata prin utilizarea unui catalizator acid solid, zeolitul H-USY,
in care accesul la centrele acide este restricfionat (impiedicat). Reactia este acompaniata de
racemizare datoritd mediului bazic [30].

Lipaza B produsi de Candida antarctica catalizeazi amonoliza enantioselectivd a
esterului fenilglicinei la D-fenilglicinamida [362]. Combinind acest procedeu cu racemizarea
in situ a esterului L-fenilglicinei, mediatd de o aldehidd aromatica (ex. piridoxal) se obtine o
rezolufie cu o cinetica dinamici. Enantioselectivitatea amonolizei catalizatd de lipaza, care la
inceput a fost relativ scazuta [363] a fost imbunataita prin realizarea reactiei la -20°C, D-
fenilglicina obfindndu-se cu un randament de 85%, cu puritate optici de 88%, dupa 70 ore
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[364] (Figura 8.4). Pentru ca procedeul si devind fezabil economic este necesard o
imbunatatire atat a timpului de reactie cat si a enantioselectivitatii.

I}le NH,
COH CH,OH S i
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2. 3 Lipaza C.antarctica Zz |
t - BUOH - TBME, 0

piridoxal, -20 °C
85% produs
- 88% puritate
aldehida optica
NH,

e
Figura 8.4. Obtinerea D-feniglicinamidei printr-o esterificare fara obtinere de sare [30]

DSM a realizat o rezolutie dinamica a fenilglicinamidei prin combinarea eleganta a
cristalizarii diastereoizomerice a sarii acidului L-mandelic cu D,L-fenilglicinamida cu
racemizarea in situ, catalizata de benzaldehidd, a L-amidei [365] (Figura 8.5). D-fenil-
glicinamida este obtinutd aproape cantitativ si cu puritate opticd foarte buni. Acidul L-
mandelic poate fi reciclat dupa desprinderea din sare, dar reciclarea unei cantitati
stoichiometrice de agent optic rimane inca treapta limitativa a acestui procedeu.

/\* acid r.\le :
| AN ‘CNH2 L - mandelic . ° E)H
z | ~
© I

aldehida > 99% produs
> 99% puritate

optica
©/\CNH

Figura 8.5. Rezolutia dinamica a D-fenilglicinamidei prin
cristalizare diastereoizomerica [30]
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Net superioara tuturor acestor procedee ar fi conversia directd a racemicului nitrilului
fenilglicinei (2-amino-2-fenilacetonitril) in D-fenilglicinamida, folosind o nitril hidrataza D-
selectiva intr-un proces de rezolutie cu o cineticd dinamicd (se cunoaste ca nitrilul
racemizeaza usor) (Figura 8.6).

NH, NH,

(j\ = — C=N

Acid L - tartaric,
cristalizare
diastereomerica

NH, v NH; tartrat-

/NH2
|

/\\*
- | C=N
nitril hidrataza =

neselectiva

Figura 8.6. Calea nitril hidratazei pentru obfinerea D-fenilglicinamidei [30]

Acest procedeu a fost mai mult sau mai putin avut in vedere datorita unei lipse de nitril
hidrataza enantioselectiva [368]. S-au testat mai mult de 60 de tulpini producétoare de nitril
hidrataza, gasindu-se S care sa converteasca D,L-fenilglicinnitrilul. Nici una dintre acestea nu
a fost enantioselectivad. Enantioselectivitatea observatd s-a datorat unei amidaze, asa cum este
cazul de obicei.

O alta propunere, mai putin atractivi dar totusi interesantd ar fi hidratarea
stereoselectivd a D-fenilglicinnitrilului, mediata de nitril hidrataza. D-nitrilul este accesibil
printr-o transformare asimetricd a sarii acidului L-tartric cu nitrilul racemic [369]. A fost
necesard o optimizare atentd pentru a minimaliza racemizarea usoarad i degradarea printr-o
retro-reactie Strecker. Aceasta din urma are loc usor la pH ~ 7, conditie care este optima
pentru reacfia enzimaticid. S-a gasit ca retro-reactia Strecker poate fi usor evitatd prin
realizarea reactiei printr-un procedeu baie cu alimentare continud (pentru a mentine o
concentratie scdzutd a nitrilului), la pH 7 si 5°C. S-a obtinut D-fenilglicinamida cu o
concentratie 0,1 M, cu randament de > 95% si cu o puritate optica de > 95%, in prezenta
speciei Rhodococcus sau Novo SP361. Enantioselectivitatea poate fi i mai mult imbunatatita,
cu ceva pierdere in randament, daca se prelungeste timpul de reactie.

Cercetdrile efectuate experimental si prezentate in studiul actual, au constat in
separarea D-fenilglicinei din amestecul racemic prin metoda cu aminoacilazi imobilizata.
Etapele procesului de obtinere a D-fenilglicinei au fost:

a) Acetilarea D,L-fenilglicinei
Are loc conform urmitoarei reactii:

CeHs - CH - COOH + (CH3C0),0 —NaOH , .1, CH-COOH + CH;COOH

| |
NH, NHCOCH;
D,L-fenilglicina N-acetil-D,L-fenilglicina
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Acetilarea s-a realizat cu anhidrida acetica, in solutie apoasd slab alcalina, la

temperaturi cuprinse intre 5-10°C. Aminoacidul acetilat s-a separat din mediul de reactie prin
acidulare la pH 1,5-2,0.

b) Hidroliza enzimatica asimetrica a N-acetil-D,L-fenilglicinei
N-acetil-L-fenilglicina din amestecul racemic este hidrolizatd selectiv in prezenta
aminoacilazei:

CeHs - CH - COOH +H,0 —-aminoacilaza C6H5-CIH-COOH + CH;COOH
NHCOCH; NH,
N-acetil-D,L-fenilglicina L-fenilglicina

+ CsHs - CH - COOH
NHCOCH;
N-acetil-D-fenilglicini

Hidroliza s-a realizat in solutie apoasd, la pH 7,0 si 50°, in prezenta de CoCl; ca
activator al aminoacilazei.

Solutia rezultatd in urma hidrolizei s-a concentrat sub vid la 50°C péna la 20% din
volumul inifial, cand a precipitat L-fenilglicina, care s-a separat prin filtrare.

Prin acidularea filtratului la pH 2 s-a separat N-acetil-D-fenilglicina.

c) Hidroliza acida a N-acetil-D-fenilglicinei
Reactia are loc in prezenta acidului clorhidric la reflux:

CeHs - |CH - COOH +H,0 li) CsHs-CH-COOH + CH3COOH
NHCOCH; NH,
N-acetil-D-fenilglicina D-fenilglicina

D-fenilglicina obtinuta s-a separat prin precipitare la pH izoelectric (pH 5,6), care s-a
realizat prin adaugare de solutie NaOH.

d) Racemizarea L-fenilglicinei
L-fenilglicina separata se racemizeazi cu scopul de a o reintroduce in proces.
Racemizarea are loc in cataliza bazicd (NaOH), la reflux:

C¢Hs - (IZH - COOH M Ce¢Hs-CH-COOH
NH, NH;
L-fenilglicina D,L-fenilglicina

Racemicul obtinut s-a separat prin precipitare la pH 5,6 cu acid clorhidric.
In continuare sunt prezentate pe larg cele patru etape.
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8.1.2. Acetilarea D,L-fenilglicinei [354]

D,L-fenilglicina se acetileaza cu anhidrida acetica, in mediu apos slab alcalin. In
mediu bazic solubilitatea fenilglicinei (PheGly) este mai mare; aminoacidul este deprotonat,
perechea de electroni neparticipanti de la azot fiind accesibila atacului electrofil din partea
anhidridei acetice. Acetilfenilglicina precipita din solutie prin acidulare.

Reactivii utilizati au fost:

- D,L-fenilglicina, puritate 98,2% (Terapia Cluj)

- anhidrida aceticd p.a. (Sigma)

- hidroxid de sodiu p.a. (Lachema)

- acid clorhidric concentrat 30% (Chimopar Bucuresti)

Mod de lucru: Intr-un balon previzut cu agitare si ricire s-a suspendat D,L-fenilglicina
in apd. Suspensia densa obtinuta a fost racita sub agitare la 5°C si s-au introdus alternativ, in
portiuni mici, anhidrida acetica si solutia de NaOH astfel incat pH-ul mediului sa fie slab
bazic, iar temperatura amestecului si se mentina intre 5 si 15°C. Masa de reactie s-a fluidizat
pe masura addugdrii reactivilor. Acetilarea a durat 2-3 ore. Spre sfarsitul adiugarii
reactantilor, amestecul de reactie s-a ingrogat. S-a continuat agitarea incd 30 minute pentru
perfectarea reactiei. Apoi masa de reactie s-a acidulat cu HCI conc. mentindnd temperatura la
5-15°C. Cand solutia a atins pH = 3,5 produsul a inceput sa precipite. S-a acidulat in
continuare pana la pH = 2,0, dupa care amestecul de reactie a fost lasat la 4°C timp de o ora
pentru perfectarea precipitarii. Suspensia s-a filtrat, precipitatul s-a spilat cu apa rece apoi s-a
uscat pe baie de aer si la etuvi, la 50-55°C. Acetilfenilglicina obtinuta s-a caracterizat prin
punct de topire, spectru IR, cromatografie in strat subtire, puritate (analizi cu ninhidrina,
titrare potentiometrica).

Metode de analizi utilizate

1) Determinarea fenilglicinei cu ninhidrin
Metoda utilizatd este cea prezentata anterior (vezi Cap.4.1)

2) Titrarea potentiometrica

Deoarece aminoacizii sunt substante amfotere, titrarea directd a gruparii carboxil cu
NaOH nu duce la rezultate de mare precizie. Este necesara o scadere a caracterului bazic, ce
se poate realiza prin titrare in prezenta alcoolului.

Aparatura utilizatd a fost pH-metru digital (Radelkis OP-910), biuretda automata
(Radelkis), inregistrator potentiometric (Radelkis OH.0.814/1), agitator magnetic.

Mod de lucru: 0,05g Acetilfeniglicind (sau fenilglicina), cantarita cu precizie de
0,0001g, s-au dizolvat in 50 ml apa distilata. Proba s-a titrat cu NaOH 0,1N utilizind instalatia
automata de titrare. Din curba de titrare s-a determinat volumul de echivalenta Ve. Cantitatea
de acetilfenilglicina (respectiv fenilglicini) s-a determinat cu relatia:

g=Ve-F-M/10 000 (g) unde Ve = volumul de echivalenta
F = factorul solutiei de NaOH 0,IN
M = masa moleculara
Metoda a fost folosita pentru determinarea puritatii D-fenilglicinei, L-fenilglicinei, N-
acetil-D-fenilglicinei, etc.
Eroarea metodei este de maxim 0,3%.

3) Spectroscopia de infrarosu
Spectrul IR poate fi folosit atat pentru identificarea fenilglicinei si a acetilfenilglicinei,
cat si ca un criteriu de puritate a substantei.
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Spectrele IR ale fenilglicinei si acetilfenilglicinei au fost inregistrate in pastila de KBr,
la un spectrofotometru tip Specord 75 IR. Benzile IR caracteristice fenilglicinei si
acetilfenilglicinei sunt prezentate in Tabelele 8.1, respectiv 8.2.

Tabel 8.1. Benzile caracteristice ale fenilglicinei in spectrul IR

Numir de undi, cm™ Grupare specifica
2900-3000 (i,1) -NH;" valenta, -OH valenta, -CHj; valenta,
1600-1620 (i) -C=0 valenta, asimetrica
1275-1600 (i) -NH;* deformare, asimetrica
1500-1520 (i) -NH3* deformare, asimetrica
1400 (i) -C=0 valenta, asimetrica
1270 (m) -C-N valenta
1220 (s) -C-C valenta
1070 (s) -C-O valenta
920 (s) -OH deformare
3050(s), 1600(1), benzi caracteristice sistemului aromatic
1500(1),700(D), 500(i)

Tabel 8.2. Benzile caracteristice ale acetilfenilglicinei in spectrul IR

Numir de undi, cm™ Grupare specifica
2350 (I -NH valenta
3090 (m) -CH asociere
2970 (m) -CHj; valenta
2600(1), 2450(m) -NH valenta
1950 (1) -C=0 valenta in acizi
1615 (1) -C=0 valentd in amida
1650 (1) -NH deformare in amida
1420 (m) -OH deformare in plan
1195 (1) -CN valenta
960 (m) -CH deformare in plan
660 (1) -C-C valenta
3050(s), 1600(m) benzi caracteristice sistemului aromatic

4) Analiza polarimetrica

Metoda polarimetricd de analiza se bazeaza pe proprietatea unor substante de a roti
planul luminii polarizate, insugire care este legatd fie de asimetria retelei cristaline fie de
asimetria moleculei. Substanfele cu asimetrie moleculard - numite optic active rotesc planul
luminii polarizate in orice stare de agregare si sunt dextrogire sau levogire, dupa cum rotatia
se face spre dreapta sau spre stinga. Rotatia specifica, fiind o insusire particulard a fiecarui
compus optic activ, este folosita drept criteriu de caracterizare a acestei categorii de compusi
si pentru determinarea puritafii optice. Impurificarea cu substante inactive, cu antipodul
substantei cercetate, sau in general cu substan{e avand activitatea mult diferita, duce la variatii
mari ale rotatiei specifice aparente.

Fenilglicina si acetilfenilglicina fiind substante optic active, metoda polarimetrica a
fost folositd pentru caracterizarea si determinarea purititii optice a L-fenilglicinei, D-
fenilglicinei, N-acetil-D-fenilglicinei obfinute, cét si pentru urmirirea reactiei de racemizare a
L-fenilglicinei.

S-a folosit un polarimetru tip Polamat A cu cuvi termostabili cu lungimea de 20 cm.
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Eroarea de masurare este de 3%.

Mod de lucru: S-a preparat o solutie de D-fenilglicind, respectiv N-acetil-D-
fenilglicina in HCI 1 N, respectiv in apa distilatd, cu o concentratie de 1 g la 100 ml, respectiv
0,5 g la 100 ml. Solutia s-a introdus in cuva termostatatd la 25°C a polarimetrului s1 s-a citit
unghiul efectiv de rotatie a.r, la lungimea de unda A = 5893 nm (linia D a sodiului).

In scopul eliminarii influentei grosimii de strat §i densititii, se calculeazd rotatia
specifica:

o, -

unde: a.r = unghiul de rotatie citit la polarimetru;
1 = lungimea stratului de lichid, (dm);
¢ = concentratia substratului, exprimati in grame de substanta in 100 ml
solvent.
si pentru rotatia moleculara:

100-a,,

l-c

o, =22

unde: M = masa moleculara a substantei.

Metoda polarimetrici poate fi utilizatd i pentru determinarea concentratiei L-
fenilglicinei in solutiile rezultate la hidroliza enzimaticd a N-acetil-D,L-fenilglicinei, si a
conversiei reactiei de hidroliza.

Solutiile obtinute la hidroliza enzimaticd au continut N-acetil-D-fenilglicina, L-
fenilglicina si N-acetil-L-fenilglicina nehidrolizata si s-au caracterizat printr-un anumit unghi
de rotatie ce depinde de concentratia fiecarui component din solutie. Pentru determinarea
relatiei existente intre unghiul efectiv de rotatie al solutiei si concentratia L-fenilglicinei din
solutie, respectiv conversia reactiei de hidroliza, s-au masurat valorile unghiului de rotatie al
unor solutii sintetice cu concentratii de N-acetil-D-fenilglicina i L-fenilglicina cunoscute, ce
corespund unor concentratii ale reactiei de hidrolizi enzimatica exprimate intre 0-100%.

S-a obtinut o dependenti liniara intre unghiul de rotatie a.r al probei si concentratia L-
fenilglicinei din probi, ce a permis determinarea conversiei reactiei de hidroliza enzimatica a
N-acetil-D,L-fenilglicinei. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 8.3. si Figura 8.7.

Tabel 8.3. Unghiurile de rotatie ale unor solutii sintetice de N-acetil-D-fenilglicina
si L-fenilglicinad

N-acetil-D-fenilglicina L-fenilglicina Conversie Olef
mol/l mol/l % grade
0,050 0,050 100 -2,63
0,045 0,045 90 -2,37
0,040 0,040 80 -2,10
0,030 0,030 60 -1,58
0,025 0,025 50 -1,31
0,020 0,020 40 -1,07
0,015 0,015 30 -0,80
0,010 0,010 20 -0,53
0,000 0,000 0 0,00

Obs. Diferenta pana la 0,1 mol/l este reprezentati de amestecul racemic de N-acetil-D,L-
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fenilglicind nehidrolizat.

100, - 60
80 40 |~
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unghi de rotatie o

Figura 8.7. Dependenta unghiului de rotatie ar de compozitia amestecului de N-acetil-
D-fenilglicina si L-fenilglicina

5) Determinarea punctului de topire

Determinarea punctului de topire s-a folosit pentru caracterizarea fenilglicinei si
acetilfenilglicinei. Punctul de topire s-a determinat la microscopul Boettus.

Fenilglicina topeste cu descompunere la 300°C, iar acetilfenilglicina la 191-192°C.

6)_Cromatografia in strat subtire

Cromatografia in strat subtire este o cromatografie de adsorbtie si se bazeazd pe
echilibrul de distributie al moleculelor unui component intre doud faze nemiscibile, una
mobila iar cealalta stationara.

Reactivi utilizati au fost:

- fenilglicina
- N-acetil-D,L-fenilglicina
- eluent : butanol: acid acetic: apa, 60:20:20 (volume) (reactivi Chimopar Bucuresti)
- reactivi de culoare:
a) amestec solutie A+B in raport 9:1
- solutia A: 0,075 g verde de bromcresol (reactiv Sigma)
0,025 g albastru de bromfenol (reactiv Sigma)
100 ml alcool etilic absolut (reactiv Chimopar Bucuresti)
- solutia B: 0,25 g bicromat de potasiu (reactiv Chimopar Bucuresti)
0,50 g Na,CO3x10H,0 (reactiv Chimopar Bucuresti)
100 ml apa
b) solutie de ninhidrina: 0,2 g ninhidrina (reactiv Loba Feinchemie) in
100 ml alcool etilic
- placi de silicagel T - 6670 Sigma, grosimea stratului 0,25 mm.

Probele de analizat s-au dizolvat in apa si cu ajutorul unei capilare s-a aplicat un spot
cat mai mic din fiecare proba pe linia de start a plicii cromatografice.

In cuva de developare (6x15x26 mm) captusiti cu hértie de filtru s-au introdus aproximativ 100 ml din
eluerttul preparat. S-a inchis cuva etans §i s-a Esat in repaus aproximativ o ord pentru saturarea ammosferei. S-a imersat
placa cromatografici in cuva, avind griji ca spoturile si nu intre in solvent, si s-a inchis cuva. Placa s-a scos cand
frontul solventuhii a migyat aproximativ 10 cm.
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S-a uscat cromatograma la aer, apoi in etuvd pana la indepartarea completd a
solventului, apoi s-a pulverizat reactivul de culoare pe placa. In cazul amestecului de solutie
A+B coloratia a aparut imediat (spoturi galbene pe fond albastru) pe cand in cazul ninhidrinei
placa a trebuit incalzita in etuva pentru dezvoltarea culorii (spoturi rosii pe fond alb).

S-au calculat valorile R¢ ca fiind raportul dintre X, (distanta de la start pana la punctul
de concentratie maxima a unei zone de substantd) si X4 (distanta parcursd de frontul
eluentului, in acelasi timp).

Rezultate obtinute

Sintezele efectuate au avut ca scop reducerea raportului molar fenilglicina : anhidrida
aceticd st a consumurilor de solutie de hidroxid de sodiu si acid clorhidric concentrat.

Pastrindu-se constant raportul molar fenilglicind:NaOH:H,0O de 1:7:40, s-a redus
raportul molar fenilglicini:anhidrida aceticd de la 1:2,5 la 1:1, obtindndu-se urmatoarele
rezultate (Tabelul 8.4).

Tabel 8.4. Acetilarea fenilglicinei la rapoarte molare variabile
de fenilglicina:anhidrida acetica

Nr. PheGly Raport molar Caracteristici

Sint. : .

"1 g | moli |PheGly|Anh. ac.|NaOH* | H,0 |AF Z"G'y n reactie) Puritate
1 15| 0,1 1 2,5 7 40 15,5 77,5 99,7
2 1301 02 1 2,0 7 40 27 67,5 99,98
3 15| 0,1 1 1,5 7 40 16 80,0 99,90
4 15| 0,1 1 1,2 7 40 17 85,0 99,99
5 15 0,1 1 1,0 7 40 15 75,0 98,30

* S-a folosit o solutie de NaOH 35%
PheGly N fenilglicind; Anh.ac. N anhidrida aceticd; AcPheGly N acetilfenilglicina;
n - randament

In cazul in care acetilarea fenilglicinei s-a realizat la rapoarte molare fenilgli-
cind:anhidrida acetica de 1:1,2 pana la 1:2,5, acetilarea produsului a fost totala. N-acetil-D,L-
fenilglicina obtinuta a avut o puritate de 99,7-99,9%. La raportul molar fenilglicind:anhidrida
aceticd de 1:1 in produsul de reactie au fost decelate urme de fenilglicina neacetilatd (analiza
cromatografica in strat subtire si cea cu ninhidrina).

Randamentele de reactie au fost intre 67 si 85%.

S-a considerat de aceea necesar ca acetilarea si se efectueze cu un usor exces de
anhidrida acetica, considerdndu-se raportul molar optim fenilglicini:anhidrida acetica de
1:1,2.

La acest raport molar s-au efectuat o serie de sinteze, avind ca scop reducerea
consumurilor de NaOH si HCI folosite. Rezultatele experimentale sunt prezentate in Tabelul
8.5.

Din datele experimentale obfinute rezultd ci sciderea consumului specific de NaOH
fata de fenilglicina de la 7:1, conform refetei initiale, la 2,5:1 si scaderea corespunzitoare a
cantitdfii de HCI conc. necesara aducerii pH-ului la valoarea de precipitare a acetilfenilglicinei
nu influenteaza randamentul reactiei.
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Tabel 8.5. Determinarea necesarului optim de NaOH si HCI la acetilarea

fenilglicinei
Nr. PheGly NaOH [HClconc| Raportul molar | AcPheGly | 1reactic
sint.| g | moli| ml ml  TpheGly[NaOH| HCI g %
1 15 | 0,10 | 20 30 1 | 1,76 | 3,75 17 84,9
2 |90 |05 165 151 1 | 247 | 2,67 105 91,3
3 | 180 | 1,17 | 342 370 1 | 256 | 3,16 194 85,8
4 | 180 | 1,17 | 195 344 1 | 2,20 | 3,00 200 88,5
51 30 |020]| 57 77 1 | 2,51 | 395 30 79,7

S-a utilizat solutie NaOH 35% _
PheGly N fenilglicina; AcPheGly N acetilfenilglicing; 1 - randament

Acetilfenilglicina obfinuti a fost caracterizata prin:

- punct de topire, cuprins intre 192-195°C, la toate probele;
- cromatografie in strat subtire;

- analiza cu ninhidrini - negativi;

- spectru IR;

- titrare potentiometrica

Concluzii

- Acetilarea fenilglicinei se face cu anhidridd aceticd in mediu slab bazic, la
temperatura de 5-15°C;

- Raportul molar optim fenilglicind:anhidrida acetici:NaOH este de 1:1,2:2,5;

- Separarea acetilfenilglicinei se face prin acidulare cu HCI conc. pani la pH 2, la
temperatura de 5-15°C;

- Randamentele de reactie sunt peste 85%, mai ales daca se lucreaza cu cantitati mari;

Deoarece acetilfenilglicina obtinuta din sinteza a avut o puritate avansata (peste 99%),
ea s-a folosit ca atare la hidroliza enzimatici, fara o alta purificare mai avansata.

8.1.3. Hidroliza racemicului de N-acetil-D,L-fenilglicind cu aminoacilazi
imobilizati [350,351,352,353,370]

Prin reactia de hidrolizi enzimaticai a N-acetil-D,L-fenilglicinei in prezenta
aminoacilazei se obtine L-fenilglicina si N-acetil-D-fenilglicina, conform reactiilor
prezentate.

Studiul hidrolizei s-a efectuat cu aminoacilaza imobilizata pe DEAE - Filtradex R 50
prin procedeul in coloanai.

Reactivii utilizati au fost:

- solutie de N-acetil-D,L-fenilglicina (reactivul obtinut conform Cap. 8.1.2) 0,1M, pH 7,0,
cu 5x10* M CoCly;

- hidroxid de sodiu 1 N;

- aminoacilazd imobilizata pe DEAE - Filtradex R 50, de diferite activitii, obtinuta conform
Cap.s.

S-au realizat doua tipuri de studii:

- la scard semipilot, cind s-a utilizat o coloani de sticld, prevdzutid cu manta pentru
termostatare, cu dimensiunile 2,5 x 100 cm. Pentru suportarea gelului s-au folosit inele de
sticla 5x5 mm;

- la scard pilot, cand s-a utilizat o coloand de sticld prevazuti cu manta pentru
termostatare, cu dimensiunile 12 x 120 cm. Pentru suportarea gelului s-au folosit inele de
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sticla 5x25 mm.

Aminoacilaza imobilizata a fost tamponata cu tampon fosfat 0,I1M, pH 7,0, apoi a fost
introdusd in coloane, suportata pe inele de sticld pentru a evita fenomenele de compactare in
timpul functionarii coloanei. Dupa umplere, prin coloana a fost trecut tampon fosfat 0,1M, pH
7,0, pdna la stabilizarea inaltimii gelului. Coloana a fost termostatata la S0°C.

Apoi prin coloana cu aminoacilaza imobilizatd s-a trecut solutia de N-acetil-D,L-
fenilglicina, adusia la 50°C, cu ajutorul unei pompe dozatoare, cu diferite debite de alimentare.
La iesirea din coloand s-au cules probe in care s-a determinat concentratia de L-fenilglicind
prin metoda cu ninhidrind §i polarimetric. S-au calculat conversia, capacitatea coloanel,
constanta de dezactivare si timpul de injumatatire.

Conversia, X, se exprima prin raportul dintre concentratia de fenilglicind determinata
in efluent, in regim stationar, si concentratia de fenilglicind corespunzitoare transformarii
totale a substratului (N-acetil-L-fenilglicing) in produs.

c
X =-£.100 (%)
t
unde: ¢, - concentratia de fenilglicina in proba (M);
¢, - concentratia teoretica a fenilglicinei (M).

Capacitatea catalitici a coloanei, K, se calculeaza in U/ml catalizator si se determina
cu relatia:

6
=CP-IO -Q

KC
60-V

(1 moli L-fenilglicind/min/ml catalizator = U/ml)

unde: Q - debit de alimentare (ml/h);
V - volumul de enzima din coloana.

Capacitatea totald a coloanei, K, se exprima in U si se determina cu relatia:
Kl = KC 'V (U)

Activitatea dinamicd a coloanei, a4, se calculeaza plecind de la coeficientul de
umplere al coloanei cu lichid i timpul de contact dintre solutia de substrat si catalizator.

Coeficientul de umplere, f, este raportul dintre volumul de lichid din coloana (stabilit
din date de echilibru), V|, si volumul total al umpluturii (catalizator + lichid), Vi:

4
=y
2
v, =’%-h (cm?)

unde: d - diametrul coloanei (cm);
h - indl{imea umpluturii (cm).

Timpul de contact, t, s-a calculat pornind de la un volum Vg de solutie de substrat.
Acest volum se afld in contact cu enzima imobilizati la un debit de alimentare Q (ml/h), timp
de:

=—L (h
! Q()
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Acest volum de solutie, Vy, va ocupa in coloana un volum V; de:
|%

V, === (ml)
f

Considerand cd Gg este cantitatea totala de enzima imobilizata (in grame) care ocupa
in coloand un volum V, (ml), in volumul V; se vor gési G; grame de enzima:

V
G, :7’.00 (2

t

Activitatea dinamica a enzimet se calculeaza atunci cu relatia:

C
P 106 . 1

. _— moli/min/g catalizator = U/g cat
1000 1-60 G, ( & g cal

agin = Vo

Constanta de dezactivare, K4 se determina cu relatia:

2303\ o

K
a t E,

unde: t - timp de functionare a coloanei (ore);
Ey - activitatea initiala a enzimei (U/ml);
Es - activitatea finala a enzimei (U/ml).

Timpul de injumaititire, t,, este timpul necesar pentru reducerea la jumétate a
activitatii coloanei si se calculeazi cu formula:

Ly, = w (ore)
K,

Viteza spatiala, VS (h') se defineste ca volumul de solutie trecut prin catalizatorul
imobilizat intr-un anumit timp, raportat la volumul de catalizator.

In primul experiment in care s-a folosit coloana micropilot, aminacilaza imobilizata pe
DEAE-Filtradex R50 a avut o activitate a = 0,89 U/ml, activitate totald a,,, = 311,5 U si un
volum V = 350 ml.

Rezultatele experimentale obtinute la exploatarea coloanei pentru hidroliza N-acetil-L-
fenilglicinei sunt prezentate in Tabelul 8.6 si Figura 8.8.

Se observa ca in timpul exploatarii coloanei, catalizatorul se dezactiveazi lent. Dupa
265 ore de functionare discontinud, capacitatea coloanei a scizut la 62% din valoarea initiala.
Timpul de injumatatire al capacitatii coloanei este t, = 336,5 ore, adici 14 zile si corespunde
unei constante de dezactivare K4 = 2,05x10'3 h'.

Pentru mentinerea conversiei la valori de peste 90%, viteza spatialad a solutiei de
substrat a fost redusa corespunzitor.
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Tabel 8.6. Functionarea coloanei micropilot cu DEAE-Filtradex R-50-
aminoacilaza pentru hidroliza N-acetil-L-fenilglicinei

Nr. VS Timp Conc L-PheGly | Conversia, X K,
crt. h'! ore mol/l % U

1 0,308 48 0,0475 95,0 78,20
2 0,279 53 0,0496 99,2 77,30
3 0,288 64 0,0481 96,3 77,07
4 0,322 68,5 0,0455 91,0 74,70
5 0,317 78,5 0,0360 72,0 60,84
6 0,318 85,5 0,0415 83,0 69,70
7 0,312 90,0 0,0440 88,1 73,00
8 0,380 96,0 0,0450 90,0 76,65
9 0,255 104,0 0,0410 82,0 55,50
10 0,254 112,0 0,0442 88,4 59,94
11 0,246 120,0 0,0493 98,6 64,35
12 0,240 128,0 0,0458 91,6 65,6
13 0,274 135,0 0,0464 92,8 64,85
14 0,179 154,0 0,0470 94,0 45,09
15 0,176 162,0 0,0482 96,4 45,32
16 0,180 181,0 0,0496 99,3 47,86
17 0,191 217,0 0,0490 98,0 50,06
18 0,177 255,0 0,0460 92,0 46,0
19 0,177 265,0 0,0480 96,0 48,0
20 0,125 285,0 0,0492 98,5 32,0

PheGly - fenilglicind

In cazul coloanei pilot s-a utilizat o DEAE-Filtradex R 50-aminoacilazi cu o activitate
de a = 0,25 U/ml, activitate totald a, = 473 U si un volum de V = 1900 ml. In acest caz
coloana a fost exploatata continuu timp de 162 ore, cu o viteza spatiald aproximativ constanta
(VS = 0,22 h'"). Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 8.7 si Figura 8.9.

Tabel 8.7. Functionarea coloanei pilot cu DEAE-Filtradex R50-aminoacilaza
pentru hidroliza N-acetil-L-fenilglicinei

Nr. VS Timp Conc L-PheGly Conversia, X K,
crt. h'! ore mol/l % U
1 0,26 15 0,0430 87,0 352,5
2 0,24 20 0,0438 87,8 330,4
3 0,225 28 0,0497 97,8 352,0
4 0,225 36 0,0454 90,5 322,8
5 0,205 40 0,0497 98,7 334,2
6 0,21 49 0,0489 96,2 320,0
7 0,24 56 0,0440 89,0 338,4
8 0,225 66 0,0480 95,7 341,5
9 0,225 73 0,0450 90,0 321,5
10 0,21 96 0,0440 89,0 313,0
11 0,197 105 0,0492 98,7 323,5
12 0,21 110 0,0476 94,8 317,3
13 0,225 115 0,0460 92,6 330,7
14 0,21 123 0,0450 90,8 303,8
15 0,24 140 0,0420 82,8 320,0
16 0,225 150 0,0450 89,0 317,8
17 0,225 156 0,0430 84,8 303,8
18 0,26 162 0,0380 76,5 318,0
PheGly - fenilglicina
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In cazul exploatirii acestui tip de coloana, cu diametrul de aproximativ 5 ori mai mare
ca in cazul celeilalte coloane, rezultatele obtinute sunt mai concludente, avand in vedere ca
exploatarea a fost continud §i viteza spatiald constanta. Ca si in cazul precedent catalizatorul
se dezactiveazd lent, dupa 162 ore de functionare activitatea enzimei a scazut la 90% din
valoarea initiald, spre deosebire de 58% in cazul precedent.

Timpul de injumaétitire este t;,, = 46 zile fatd de 14 si corespunde unei constante de
dezactivare Kg = 6,2-10* h™! (de 3 ori mai mica).

90 04
B
80 0.35
s 70 03
« 60 Capacitate 0.25 f;
g 50 - * totalé. >.
s : 02 3
g e oy | B
T 30 iteza spatiald o
< 04 =
O 20 >
10 0.05
0 0
0 50 100 150 200 250 300

Timp (h)

Figura 8.8. Graficul functionirii coloanei micropilot
(capacitate totala i viteza spatiald) in timp.
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Figura 8.9. Graficul functionirii coloanei pilot
(capacitate totala si viteza spatiald) in timp.
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8.1.4. Regenerarea enzimei imobilizate

Dupa cum s-a vazut anterior, aminoacilaza imobilizata pe DEAE Filtradex R 50 isi
pierde activitatea la exploatarea continud si indelungata. Pentru a asigura conversii rezonabile
(peste 90%) ar trebui ajustatd viteza spatiala. in acest caz, dupa cum s-a vazut in primul
experiment si dupa cum era de asteptat, conversia creste. Dar procesul devine neeconomic
datorita lungirii acestuia. Oricum, cand se ajunge la o anumita valoare a activitatii coloanei
scaderea vitezei spatiale nu mai da rezultate. Din acest motiv este necesard regenerarea
periodica a catalizatorului.

S-au testat doui tehnici de regenerare a activitdfii enzimatice a coloanei micropilot.

A. regenerarea enzimei in exterior, prin procedeul in baie

B. regenerarea enzimei direct pe coloana

A. Regenerarea enzimei imobilizatd in exterior s-a realizat prin scoaterea
catalizatorului din coloana, spalarea in baie tampon fosfat 0,1 M pH 7,0 pand nu s-a mai
detectat fenilglicina sau acetilfenilglicina in solutie. Peste gelul spilat s-a adaugat o solutie de
aminoacilazi, s-a agitat 3 ore, apoi s-a lasat in contact 18 ore la 0-4°C. A urmat procedura de
spalare prezentata la Cap.6.4.2: filtrare, agitare o ora cu acetat de sodiu 0,2 M, filtrare, spalare
cu apd pand nu s-au mai detectat proteine in filtrat (metoda Lowry), tamponare cu tampon
fosfat 0,1 M pH 7,0. Catalizatorul s-a reintrodus apoi in coloana.

B. Regenerarea catalizatorului direct pe coloana a cuprins urmatoarele etape:

- coloana a fost spalatd cu tampon fosfat 0,1 M, pH 7,0 pana la eluarea totala a
fenilglicinei si acetilfenilglicinei;

- regenerarea propriu-zisa s-a realizat prin trecerea (cu recirculare) pe coloana a unei
solutii enzimatice proaspete, cu o vitezi spatiald de 0,185 h', timp de 12 ore, dupa care
solutia eluata s-a recirculat in coloana timp de 14 ore;

- coloana a fost spilata cu tampon fosfat 0,1 M, pH 7,0 pana cand in apele de spélare
nu au mai fost detectate proteine.

Pentru determinarea capacitatii coloanei dupa regenerare s-a trecut prin coloanad o
solutie de N-acetil-D,L-fenilglicini 0,1 M, pH 7,0, cu 5-10* M CoCl,, la 50°C, cu o viteza
spatiala de 0,37 h™'.

Rezultatele obtinute in cazul celor doua tipuri de regenerari, in baie si pe coloana, sunt
prezentate in Tabelul 8.8.

Tabel 8.8. Regenerarea activitatii aminoacilazei imobilizate pe DEAE-Filtradex R 50

) . Vol. Proteine Activitate K, imobiliz.

Regenerarel Aminoacilazi ml mg/ml U/ml Unr U N o

sol. initiald 500 1,664 0,280 140,00
in baie |imobilizat initial 350 - 0,175 61,57 46,41 20

imobilizat final 350 - 0,237 82,95 74,26
ape spalare 500 0,336 0,004 2,00
sol. initiala 500 2,074 0,166 82,40

in coloand %mob?lizat ipi}ial 270 - 0,175 47,25 28,62 42
imobilizat final 270 - 0,250 67,50 63,19
ape spalare 810 0,280 - -

Regenerarea in baie a dus la rezultate mai slabe decit cea efectuatd in coloana.
Capacitatea coloanei a crescut de numai 1,6 ori fati de 2,2 ori pentru regenerarea pe coloana.
De asemenea randamentul de imobilizare, calculat fati de capacitatea totald a coloanei

determinati dinamic (K,) este mult mai bun in cazul regeneririi in coloana, 42% fati de numai
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20% la procedeul in baie.

Pe de alta parte, operatiile in sine sunt mult mai usor de efectuat in cazul regenerarii pe
coloani, singurul lucru care trebuie facut fiind schimbarea solutiilor care sunt trecute prin
coloana.

8.1.5. Obtinerea D-fenilglicinei

Eluatul obtinut in urma hidrolizei enzimatice (pe coloand) contine L-fenilglicina, N-
acetil-D-fenilglicind si N-acetil-L-fenilglicind neconvertitd (urme). Obfinerea D-fenilglicinel
cuprinde mai multe etape §i anume.

- separarea L-fenilglicinei

- separarea N-acetil-D-fenilglicinei

- hidroliza N-acetil-D-fenilglicinei pentru a obtine D-fenilglicina

8.1.5.1. Separarea L-fenilglicinei din hidrolizatul enzimatic

Separarea L-fenilglicinei din amestecul de L-fenilglicind 1 N-acetil-D,L-fenilglicina
s-a bazat pe diferenta dintre solubilitatile lor in apa la 0-10°C.

Solutia rezultata la hidroliza enzimatica s-a concentrat intr-un evaporator rotativ la 5-
10 mm Hg si 50-60°C pana la un volum final de aproximativ 20% din cel inifial. Solutia
concentrata obfinuta s-a racit la 10°C cand L-fenilglicina a cristalizat. S-a filtrat la 10°C si s-a
uscat in etuva la 70-80°C.

L-fenilglicina obtinuta s-a caracterizat prin punct de topire, spectru IR, rotatie optica
specificd. Puritatea produsului s-a determinat prin titrare potenfiometricd §i metoda cu
ninhidrina.

A fost realizat un numar de 14 separari pe solufiile obtinute la exploatarea coloanelor
micropilot si pilot. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 8.9.

Tabel 8.9. Separarea L-fenilglicinei din eluatele de la hidroliza enzimatica

NE. Volum | Volum | L-fenil- |Acetilfenil| Cantit. s | Puritate | n
ort. | initial | final | glicina | glicina |L-PheGly [a]5 o “g/m“
ml ml mM mM g °
1 | 1950 310 40.2 59,8 850 | +132,0 | 92,50 | 88,45
2 | 2340 540 46.8 53,2 1595 | +1125 | 46,33 | 110,76
3 | 1965 385 46.6 53,4 152 | +120,6 | 69,58 | 109,75
4 | 760 220 42.6 57,4 375 |+131,76| 84,10 | 81,43
5 1 1910 460 46.5 53,5 11,80 |+144,.86| 92,34 | 87,93
6 | 1200 | 2335 47.8 52,2 8,50 |+142,50| 88,82 | 98,04
7 | 1315 285 49.1 50,9 11,20 | +136,40| 80,26 | 114,75
8 | 1165 215 47.8 52,1 6,80 | +169,0 | 94,69 | 80,66
9 | 1555 300 45.0 55,5 850 | +179,6 | 90,69 | 80,34
10 | 1850 370 47.8 52,2 11,20 | +156,2 | 94,20 | 83,83
11 [ 1900 340 47.7 52,3 12,50 | +1449 | 86,80 | 91,20
12 | 11600 | 960 42.9 57,0 75,32 | +149,7 | 93,20 | 91,50
13 | 26000 | 2210 44.3 55,7 174,03 | +138,7 | 86,80 | 88,00
14 | 21400 | 3370 43.4 56,6 147,80 | +142,4 | 89,00 | 91,30

* Rotatia specificd a L-fenilglicinei este +156,4°, ¢ = 1 g/100 ml HCI 1N
PheGly N fenilglicini; n N randament

Obs. L-fenilglicina separata topeste la temperaturi mai mari de 300°C cu descompunere.
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Cromatografia in strat subtire a aratat cad L-fenilglicina obtinuta nu contine acetil-
fenilglicina, exceptéand separarile 2, 3 si 7, cand se observa clar ca si randamentele de separare
depasesc 100%. In acest caz suspensia a fost racitd la temperaturd mai mica decat 10°C, cand
a precipitat si acetilfenilglicina.

Concentrarea solutiilor s-a facut de aproximativ 5 ori, exceptand doua cazuri (12 si 13)
cand concentrarea s-a facut de 12 ori. Totusi acest lucru nu a influentat nici randamentele de
separare (80-90% in medie) si nici puritatea produsului (85-95%). De fapt aceasta puritate nu
este semnificativd pentru ca preparatele obfinute (impurificate cu acetilfenilglicind) au fost in
continuare racemizate §i acetilate pentru a fi reintroduse in proces.

8.1.5.2. Separarea N-acetil-D-fenilglicinei din hidrolizatul enzimatic

Separarea N-acetil-D-fenilglicinei din filtratele rezultate in urma separarii L-fenil-
glicinei s-a realizat prin precipitarea N-acetil-D-fenilglicinei la pH acid (1-1,5). L-fenilglicina
rdmasa in urme in solutie nu precipitd, formand un clorhidrat solubil.

Filtratele obtinute la faza anterioard s-au acidulat cu HCl 5N péana la pH 1-1,5.
Acidularea s-a facut lent, sub agitare. S-a format un precipitat alb. Suspensia s-a lasat peste
noapte la 0-4°C apoi s-a filtrat. Solidul obtinut s-a uscat la etuva la 60°C, apoi s-a caracterizat
prin spectru IR, punct de topire, rotatie specifica. Puritatea s-a determinat potenfiometric.

In Tabelul 8.10 sunt prezentate rezultatele obtinute la separarea N-acetil-D-
fenilglicinei si caracteristicile acesteia.

Toate cele 14 produse obtinute au avut puncte de topire in domeniu 190-192°C si nu
au continut fenilglicina (cromatografie in strat subtire).

S-a obtinut N-acetil-D-fenilglicind cu puritate avansatd (98,6-99,9%). Randamentele
de separare nu au fost prea bune (39-76%) si mai ales variabile, exceptand cele trei la scara
pilot, cdnd randamentele au fost mai constante §i mai mari (78-82%).

Tabel 8.10. Separarea i caracterizarea N-acetil-D-fenilglicinei

Nr. | Cantitate Puritate [a]25 Tseparare

crt. g % b %o
1 11,0 99,72 -213,1 59,9
2 16,2 99,96 -216,5 68,2
3 7,9 99,93 -219,3 39,0
4 3,4 99,89 -224.,4 41,2
5 15,0 99,94 -213,3 76,0
6 8,5 99,95 -209,8 70,3
7 11,0 98,86 -218,3 85,1
8 11,4 99,65 -216,4 69,4
9 11,5 99,34 -216,0 69,9
10 13,5 99,28 -216,8 72,4
11 10,10 98,86 -218,4 52,0
12 127,60 98,90 -232,8 80,3
13 279,80 98,60 -230,1 82,5
14 229,60 98,70 -232,6 78,0

n N randament
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8.1.5.3. Hidroliza N-acetil-D-fenilglicinei

D-fenilglicina se obtine prin hidroliza acida a N-acetil-D-fenilglicinei. Prin aducerea
pH-ului la valoarea 5,6 precipita D-fenilglicina din solutie, ca urmare a descompunerii
clorhidratului (pH = 5,6 este pH-ul izoelectric al fenilglicinei).

N-acetil-D-fenilglicina s-a suspendat intr-o solutie de HCI 2,5 N si s-a refluxat 4 ore.
Raportul molar N-acetil-D-fenilglicind:HCl a fost de 1:1,5. Dupa racire solutia s-a adus la pH
5,6 cu o solutie de NaOH SN cand a precipitat D-fenilglicina. Suspensia s-a filtrat, iar
precipitatul a fost spalat pe filtru cu apa distilata si alcool etilic la rece. Precipitatul obfinut s-a
uscat in etuva la 60-70°C.

Produsele obtinute s-au caracterizat prin spectroscopie IR, punct de topire, rotatie
optica specifica. Puritatea s-a determinat prin titrare potentiometrica si metoda cu ninhidrina.

Pentru hidrolizi s-a folosit N-acetil-D-fenilglicina izolata in laborator in experimentele
prezentate anterior. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 8.11.

Tabel 8.11. Obtinerea D-fenilglicinei prin hidroliza acida a
N-acetil-D-fenilglicinei

Nr. D-PheGly Puritate [a]zs Tseparare

crt. g % D %
1 6,8 99,53 -163,7 79,1
2 10,6 99,50 -146,8 82,8
3 5,0 90,94 -154,7 80,9
4 2,0 99,98 -160,8 75,5
5 8,4 99,80 -162,8 71,6
6 5,7 98,80 -160,8 82,4
7 22,0 97,2 -154,6 97,0
8 20,0 91,8 -153,2 98,5
9 1942 98,8 -155,0 95,6
10 635,4 90,0 -130,0 90,0

PheGly N fenilglicind; 1} - randament

Produsele obtinute topesc la temperatura de peste 300°C cu descompunere. Purificarea
produsului prin recristalizare nu a fost necesard. D-fenilglicina obtinuta nu a continut ioni de
cobalt (analiza prin absorbtie atomica). Prin cromatografie in strat subtire s-a remarcat faptul
ca produsele nu contin acetilfenilglicina.

Randamentele de separare au fost de 70-82% in cazul in care s-a lucrat cu cantitate
micd de substantd si de 90-98% in cazul in care s-a lucrat cu cantitdti mari, ceea ce era de
asteptat.

S-au obfinut produse cu puritate avansati (98-99%) in majoritatea cazurilor.

In ceea ce priveste ultima separare (nr.10), s-a utilizat o N-acetil-D-fenilglicina
obtinutd prin acetilarea D-fenilglicinei, de puritate 88% (impurificatd cu sare). In celelalte
cazuri puritatea N-acetil-D-fenilglicinei a fost de 98-99%. Corespunzitor, D-fenilglicina
obtinutd in experimentul 10 are o puritate mai scazutd (90%). Deci, cum era de asteptat,
puritatea chimica §i opticd a produsului obtinut depinde de puritatea materiei prime luate in
lucru.
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8.1.6. Racemizarea L-fenilglicinei

Racemizarea, procesul de transformare a unor enantiomeri puri in modificatii
racemice, poate fi considerata global fie ca o transformare reversibila reciproca a
enentiomerilor, (+) < (-), fie ca o transformare ireversibila de ordinul I: (+) — ()%

Considerand racemizarea ca o transformare reversibila a enantiomerilor, aplicarea
ecuatiei de viteza caracteristica acestor transformari duce la urmatoarea expresie pentru
constanta de viteza:

K= 2,3 logizl
2.t a

{
in care: oy este rotatia specifica initiala iar a, rotatia specifica la un moment dat.
In al doilea caz, aplicarea ecuatiei de viteza pentru transformari ireversibile de ordinul
I duce la calculul unei constante de viteza din expresia:

K'=£log—
t a

t

a,

Se observa ca cele doud constante nu sunt egale (K' = 2K). Se obisnuieste sd se
considere ci viteza de racemizare K' este dublul vitezei de transformare reciproca a
enantiomerilor.

Racemizarea este un proces insofit de cresterea entropiei, deoarece modificatiile
racemice poseda o stare de dezordine mai mare decat enantiomerii puri initiali. Ca mecanism,
de cele mai multe ori racemizarea implica aparifia unui compus intermediar simetric care,
printr-o reactie reversibil, revine la substanta initiald racemizata.

Dintre metodele utilizate pentru racemizarea aminoacizilor amintim:

- Racemizarea aminoacizilor in catalizi acida

- Racemizarea aminoacizilor in catalizi bazica

- Racemizarea aminoacizilor prin complecsi chelati

- Racemizarea aminoacizilor in prezenta enzimelor

Deoarece pentru sinteza de antibiotice este necesara D-fenilglicina, L-fenilglicina
separatd nu isi giseste utilizare ca atare, nefiind un aminoacid natural, proteinogen. In plus
neutilizarea ei duce automat la sciderea randamentului de obtinere sub 50%, avind in vedere
hidroliza stereoselectiva a N-acetil-D,L-fenilglicinei. Din acest motiv este necesara
racemizarea L-fenilglicinei pentru reintroducerea ei in proces.

S-a utilizat racemizarea in catalizi bazici. Separarea racemicului din amestecul de
reactie s-a realizat prin acidulare pana la pH 5,6, pundndu-se in libertate fenilglicina din sarea
de sodiu.

Mod de lucru: L-fenilglicina si solutia de NaOH 6N (raport molar fenilglicind:NaOH
egal cu 1:4)s-au refluxat timp de trei ore. Amestecul de reactie a fost apoi racit §i s-a adus la
pH 5,6 cu HCI 5N, cind a precipitat D,L-fenilglicina. Suspensia s-a lisat 12 ore la 0°C, apoi
s-a filtrat. Precipitatul s-a spalat pe filtru cu apa distilata rece. Produsul obtinut s-a uscat la
60 N 70°C.

Produsele obtinute s-au caracterizat prin spectru IR, punct de topire, rotatie optica
specifica. Puritatea s-a determinat prin titrare potentiometrica si metoda cu ninhidrina.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 8.12.

S-au obfinut racemice cu puritate de 92% si activitate optica reziduala de 0 N (+1), cu
randamente de 88 - 98%, mai mari in cazul in care s-a plecat de la cantitfi mai mari de
fenilglicina.
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Tabel 8.12. Racemizarea L-fenilglicinei

Nr. D,L-PheGly Puritate [a]2D5 T)separare
Crt. g % grade %
1 31,0 92,6 +1,01 98,4
2 13,0 92,8 0,0 94,2
3 37,0 92,9 +1,005 88,1
4 334,0 92,0 0,0 92,0
5 972,2 99,0 0,0 98,0

PheGly N fenilglicing; n - randament

8.1.7. Concluzii

In urma cercetarilor efectuate pentru obtinerea D-fenilglicinei din amestecul racemic,

utilizdnd hidroliza enzimatici a racemicului de N-acetil-D,L-fenilglicina, se pot trage
urmatoarele concluzii:

1.

i

10.

Acetilarea D,L-fenilglicinei s-a realizat cu anhidrida aceticd in mediu bazic, la 5-10°C.
Raportul molar optim fenilglicina : anhidrida : NaOH a fost 1:1,2:2,5. N-acetil-D,L-
fenilglicina obtinuta a avut o puritate de 99,7-99,9%, la un randament de reactie de 85-
90%.

Hidroliza racemicului de N-acetil-D,L-fenilglicindi s-a realizat in cataliza
aminoacilazei imobilizatd pe DEAE-Filtradex R-50, procedeul in coloand. Conditiile
optime de hidroliza au fost: concentratie substrat 0,1M, concentratie CoCl, 5x10™*M,
pH 7,0, temperatura 50°C.

Pentru mentinerea unei conversii de peste 90%, debitul de curgere al solutiei de
substrat a fost scizut corespunzitor.

Timpul de injumatatire al capacitatii enzimatice pe coloana pilot a fost de 46 zile.
Regenerarea capacitétii coloanei s-a realizat prin trecerea directd a unei solutii
aminoacilazice prin coloand. Randamentul de imobilizare a fost de 42% iar capacitatea
coloanei a crescut de 2,2 ori.

Regenerarea capacitatii enzimatice prin procedeul in baie a dus la un randament de
imobilizare de numai 20%, cu o crestere a capacitatii de 1,6 ori.

Separarea L-fenilglicinei din eluatele de pe coloand s-a realizat prin concentrarea la
vid si racire, cu randament de 80-90%, produsele avand puritate de 85-95%.

Separarea N-acetil-D-fenilglicinei din filtratele anterioare s-a realizat prin precipitare
la pH 1-1,5 si temperaturd 0-4°C, cu randamente de 78-82%, iar produsele au avut o
puritate de 98-99,9%.

D-fenilglicina s-a obtinut prin hidroliza N-acetil-D-fenilglicinei in prezentd de acid
clorhidric (raport molar 1:1,5), la reflux. Produsul s-a separat prin aducere la pH 5,6 si
racire. Puritatea D-fenilglicinei obtinuta a fost de 98-99%. Randamentele de obfinere
au fost de 70-82%.

Racemizarea L-fenilglicinei pentru a fi reintrodusa in proces s-a realizat in catalizd
bazicd, cu NaOH in raport molar 1:4, la reflux. Racemicul a precipitat prin acidulare la
pH 5,6 si racire. Puritatea obfinuta a fost de 92%, cu randamente de 88-98%.
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8.2. Obtinerea L-metioninei prin hidroliza enzimatica a
N-acetil-D,L-metioninei

8.2.1. Date introductive

Metionina, CsH;{NQO;S, este acidul a-amino-y-metiltiobutanoic. A fost descoperita in
anul 1922 de citre Muller in hidrolizatele de cazeina iar in 1928 Barger si Cogne realizeaza
sinteza metioninei folosindu-se de reactia Strecker. Metionina posedd un atom de carbon
asimetric, deci existd sub forma a doi enantiomeri. In natura existi enantiomerul L, care are
aceeasi configuratie cu L-gliceraldehida. Dupa sistemul Cohn-Ingold-Prelog, L-metionina
apartine seriei S.

L-metionina este o substantd incolord, cristalind, stabild in stare solida si la
temperatura obignuita. La incilzire se topeste cu descompunere (278-280°C). Metionina este
solubiléd in apa insa foarte putin solubild in alcool si in alfi solventi organici. Se dizolva usor
in solutii slab acide sau alcaline, cind pot avea insd modificari chimice §i racemizari.
Solubilitatea metioninei variazi cu pH-ul, fiind minimd la pH izoelectric (pHi=5,75) si
depinde de téria ionicd a solutiei. Datoritd faptului ca structura amfionica permite formarea
unor legéturi cu apa, dizolvarea aminoacizilor are loc cu micsorare de volum.

Pentru metionind, valorile parametrilor care caracterizeaza activitatea optica sunt:

- rotatia specifica, [a]? = +23,4 (c=3g/l in HCI1 1N)
- rotatia moleculari [aM]37365 =-21,0(0,1 mol’.m” in apa).

Maésurarea rotatiei moleculare in timpul descompunerii N-acetil-L-metioninei la L-
metionind, in prezenta acilazei, poate servi la urmarirea reactiei si la determinarea conversiet.

Metionina, ca toti aminoacizii, prezinta toate proprietatile chimice dictate de prezenta
in molecula a gruparilor -COOH si -NH,.

L-metionina este un aminoacid esential, indispensabil cresterii animalelor tinere si
functiondrii normale a organismului adult. Necesarul este de 2-13 g/zi (poate fi suplinita, in
mare masura de cisteina [372].

in organism, metionina sufera reactii de dezaminare, transaminare si decarboxtilare (in
mod similar cu ceilalti aminoacizi). Indeplineste functia de transmetilare, putind ceda
gruparea metil unor acceptori potriviti §i transformandu-se prin aceasta in homocisteina.
Homocisteina se poate remetila, regenerind metionina, cu grupd metil cedatd de colind sau
betaina. In toate reactiile metabolice, metionina participa sub forma derivatului S-adenozil-
metionind, obfinut din metionini si ATP. Acest compus sulfonium (R3S*) contine o grupare
metil foarte reactivd care participd la diverse reactii de metilare: transformarea
fosfatidilaminelor in fosfatidilcoline (lecitine), sinteza de creatinind, metilarea noradrenalinei
la adrenalini, metilarea bazelor azotate din acizii nucleici (ADN, ARN). in sinteza
proteinelor, metionina este intotdeauna primul aminoacid legat.

Participarea metioninei la sinteza hepaticd a lecitinelor explica actiunea lipotropa a
acestui aminoacid §i a proteinelor bogate in metionina. Este folosita la bolnavii hepatici, care
nu pot consuma o dietad adecvata, ca si la cei sub influenta unor agenti hepatotoxici. Dozele
recomandate sunt de 1-4g/zi oral, fractionat [372].

Metionina este utilizatd si ca antidot in intoxicafia acutd cu paracetamol, pentru
evitarea afectarii hepatice. Se administreaza cite 2,5 g oral la fiecare 4 ore, incepind din
primele ore ale intoxicatiei.

Este contraindicatd in bolile hepatice grave - hepatitd severd, coma hepatici,
encefalopatie portala si, in general, in stirile de hiperamoniemie, situatie in care poate agrava
toxemia.
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Aminoacizii proteinogeni au fost sintetizati intai in scopul stabilirii sau confirmarii
structurii lor. Mai tirziu, obtinerea lor preparativa a devenit necesard pentru studii biologice,
imbunatatirea hranei animalelor, obtinere de aromatizanti alimentari, medicamente, etc.
Metionina se sintetizeaza prin urmatoarele metode [298]:

a) Reactia dintre esterul malonic sodat si metil-B-cloroetilsulfura.

b) Sinteza Strecker, care consta in tratarea aldehidelor cu acid cianhidric §i amoniac,

cand se obfine a-aminonitrilul, care este apoi hidrolizat la acid.

c) Sinteza hidantoinici, dupid Bucherer, constd in transformarea aldehidei in
cianhidrind care trece prin tratare cu carbonat de amoniu intr-o hidantoina S-
substituitd; aceasta prin hidrolizd alcalind formeazi, cu randament mare,
aminoacidul.

in urma acestor sinteze metionina se obtine sub forma de racemic. Scindarea acestuia
nu poate fi efectuatd prin metode obisnuite, cu ajutorul bazelor si acizilor optic activi,
deoarece aminoacizii sunt acizi, respectiv baze prea slabe pentru a forma saruri stabile,
cristalizabile, cu acesti compusi.

Metoda clasica pentru scindarea aminoacizilor racemici in enantiomeri constd in
acilarea (de obicei formilarea) lor la gruparea amino (ceea ce mareste mult aciditatea) si
formarea de saruri cu baze optic active la fel ca in cazul oricarui alt acid optic activ.

in ultimul timp se aplica din ce in ce mai mult metode biochimice de scindare, mai
rapide decdt metodele chimice. Una din ele constd in esterificarea D,L-aminoacidului i
hidroliza esterului cu enzime ca papaina sau chimotripsina care atacd numai formele L.

L-metionina se poate obtine si din L-metioninamida prin hidroliza catalizata de enzima
L-a-aminoacil-amidaza.

Una din metodele enzimatice, aplicate cu succes in cazul metioninei, consta in acilarea
(acetilare, cloroacetilare, trifluoroacetilare) racemicului, urmatd de hidroliza enzimatica,
catalizatd de aminoacilaza, cind se obfine un amestec format din L-metioninad si N-acil-D-
metionind. Etapele procesului sunt:

1. Acilarea D,L-metioninei

Drept acilderivat al metioninei, in general se foloseste compusul acetilat care se obtine
usor, este relativ ieftin §i este usor de hidrolizat in prezenta aminoacilazei. N-acetil-D,L-
metionina se obtine in urma acetilarii cu anhidrida acetica sau clorura de acetil.

2. Hidroliza enzimatica a N-acetil-D,L-metioninei

Are loc in prezenta aminoacilazei si se obtine L-metionina si N-acetil-D-metionina. In
functie de forma in care se gaseste enzima (liberd sau imobilizatd) din punct de vedere
tehnologic procesul poate fi condus in mai multe variante (vezi studiul de literatura, Cap. 3).

3. Racemizarea N-acetil-D-metioninei

Dupa separarea L-metioninei, N-acetil-D-metionina rimasa in solutia muma se
racemizeaza pentru a putea fi recirculatd in proces. Racemizarea se poate realiza fie in cataliza
acida sau bazica (in mod similar cu toti aminoacizii, prezenta grupei acetil in molecula are
drept efect cresterea vitezei de racemizare), fie prin simpla incilzire la 60°C, in prezenta
anhidridei acetice.

Cercetdrile din ultimii ani au scos la iveald o serie de microorganisme producatoare de
N-acilaminoacid racemaze. Takahashi §i colab. [373] au brevetat un procedeu de a obtine
eficient D- sau L-aminoacizi, utilizind hidroliza amestecului racemic a N-acil-derivatilor, in
prezenta unei aminoacilaze D- sau L-optic selectivd, in combinatie cu o N-acilaminoacid
racemaza. Procedeul are avantajul ci izomerul optic N-acilat rimas nehidrolizat nu mai
trebuie separat ci este racemizat in situ. Tulpinile producitoare de racemazi au fost
Streptomyces (coelescens, celluloflavus, alboflavus, aureocirculatus, etc), Actinomyces
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(roseoviolacea, aureomonopodiales), Jensenia canicruria, Sebekia benihana. S$i Tokuzama
[149,327] a selectat o tulpina de Amycolatopsis sp. TS-1-60, producatoare de N-
acilaminoacid racemazi, a cirei gena a clonat-o pe E. coli. In continuare cele doua enzime,
aminoacilaza si racemaza au fost imobilizate pe DEAE-Toyopearl si utilizate pentru
producerea de aminoacizi optic puri.

Metionina se intrebuinteazi, in primul rand, ca adaus la hrana animalelor sau
oamenilor, fiind aminoacid esential, insa are i o utilizare tehnologica, fiind folosita in diverse
industrii: farmaceutici, cosmeticd, metalurgica, electrochimica.

Productia de metionina racemic in lume in 1980 a fost de 140000 tone. Desi numai
forma L este biologic activa, in multe cazuri se foloseste racemicul ca atare, renunfandu-se la
separarea izomerilor optici.

in ultimii ani, cercetarile s-au indreptat in sensul inlocuirii L-metioninei cu N-acetil-L-
metionind, usor hidrolizabila sub actiunea unei acilaze de provenientd animald, ca aditiv
pentru hrana animalelor. Folosirea N-acetil-L-metioninei prezintd avantajul cd poate fi
introdusd in hrani in cantitati mult mai mari (0,15-0,5%) decédt L-metionina (0,05%), fara a
altera proprietitile organoleptice.

In industria farmaceutici, S-adenozil-L-metionina se foloseste la obtinerea unui
medicament cu rol in reducerea nivelului colesterolului.

In industria electrochimicd, metionina se utilizeazi ca adaus la biile de acoperire
electrolitica; se foloseste la acoperirea suprafetei otelurilor, reducind coeziunea acestora.

Cercetdrile efectuate in laborator §i prezentate in aceastd tezd, au avut drept scop
obfinerea de L-metionind prin hidroliza N-acetil-D,L-metioninei, catalizata de aminoacilaza
(imobilizaté pe diferite suporturi). Etapele principale au fost cele prezentate mai sus:

- acetilarea D,L-metioninei cu anhidrida aceticd in mediu de acid acetic;

- hidroliza enzimaticd a N-acetil-D,L-metioninei obtinutd in etapa anterioara, cu
separarea §i purificarea L-metioninei;

- racemizarea N-acetil-D-metioninei pentru reintroducerea in proces.

8.2.2. Acetilarea D,L-metioninei

Pentru obtinerea N-acetil-D,L-metioninei s-a utilizat o retetd a NI ICCF-Bucuresti, la
care s-au facut unele modificéri pentru a imbunatati randamentul.

Reactivii utilizati au fost:
- D,L-metionind, de puritate 99% (cal.l), respectiv 78,2% (cal.ll) (de la Combinatul
Petrochimic Pitesti)
- anhidrida acetici p.a., 98% (de la Combinatul Chimic Isalnita)
- acid acetic glacial 96% (de la Combinatul Chimic Isalnifa)
- acetat de etil p.a. (Chimopar Bucuresti)
- carbune animal pulvis (Chimopar Bucuresti)

Mod de lucru: intr-un balon cu trei gituri, prevazut cu agitare mecanica, termometru si
refrigerent de reflux, s-au introdus 45 g D,L-metionina si 150 ml (175 g) acid acetic glacial.
S-a agitat bine pana cand suspensia a devenit omogena. S-a incilzit pe baie (s-au in cuib) pana
la 60°C, apoi s-au adaugat dintr-o dati 30 ml (32 g) anhidrida acetici. Temperatura s-a ridicat
la 70-73°C si s-a agitat pana ce toatd metionina din suspensie a trecut in solutie. Timpul de
acetilare a fost de 4-5 minute. S-a mentinut temperatura in balon la 70°C timp de inca 15
minute, sub agitare. S-a racit balonul la temperatura camerei. Amestecul de reactie obtinut s-a
concentrat prin evaporarea acidului acetic intr-un evaporator rotativ la 65-70°C si 10 mm col.
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Hg. Lichidul a capatat o consistenta vdscoasa si uneori chiar a cristalizat. S-a montat la balon
refrigerentul de reflux si s-au introdus, sub agitare 100 ml acetat de etil. S-a incilzit la reflux
pana cand s-a dizolvat complet N-acetilmetionina. A urmat racirea la 0-4°C cand a cristalizat
N-acetilmetionina. Aceasta s-a filtrat la rece gi cristalele s-au spalat pe filtru cu acetat de etil.
Cristalele de N-acetil-D,L-metionina obtinute au fost uscate la etuvd 4 ore la 50-55°C (N-
acetilmetionina se descompune partial peste 60°C, cu ingilbenire).

Purificarea N-acetil-D,L-metioninei s-a facut prin dizolvare in acetat de etil (40 ml
pentru 50 g acetilmetionina) la reflux si decolorarea cu carbune activ. A urmat filtrarea la
cald, récire, cristalizare, filtrare si uscare in conditiile prezentate.

Produsele obtinute au fost caracterizate prin punct de topire (microscop Boetius),
spectru IR (spectrofotometru Specord 75 IR, Karl Zeis Jena), titrare potenfiometrica cu NaOH
0,IN (pH-metru digital OP-208, biureta automatd OP-930 inregistrator potentiometric OH
8410, toate trei Radelkis Ungaria), cromatografie in strat subtire si reactia cu ninhidrina
(metodele de analiza conform cap. 8.1.2).

S-au realizat mai multe sinteze dintre care sunt prezentate rezultatele pentru un numar
de 14 sinteze.

Rezultate obtinute

Din cele 14 sinteze prezentate, primele trei au fost realizate cu refeta prezentata.
Sintezele 4-6 s-au realizat cu refeta multiplicatd de 3 ori, sinteza 7 cu reteta multiplicata de 6
ori, iar la sintezele 8-14 de 15,55 ori. La ultimele 7 sinteze recristalizarea acetilmetioninei s-a
realizat fard decolorare cu carbune activ.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 8.13.

Tabel 8.13. Acetilarea D,L-metioninei cu anhidrida acetica si acid acetic glacial

N-acetil-D,L-metionina
Nr. - - - Randam.
Sint. Cantitate Puritate Punct.topire %
g Yo °C

1 43,3 99,0 110-113 85,0
2 50,2 99,8 111-112 88,2
3 45,0 99,3 110-112 86,8
4 110,02 100,0 112-113 95,4
5 103,08 100,0 112-113 88,4
6 107,95 100,0 112-113 93,7
7 270,9 100,0 112-113 89,0
8 642 85,13 111-115 76,5
9 718 87,18 109-113 75,5
10 778 83,99 110114 81,8
11 726 85,55 110-117 76,3
12 626 84,60 108-112 65,8
13 930 83,17 109-113 97,8
14 620 82,15 108-113 65,2

In toate cele 14 sinteze s-a lucrat cu metionina de puritate 99%. In sintezele la care s-a
facut purificarea §i cu carbune activ s-au obtinut produse cu puritate foarte inalta, peste 99%
(sintezele 1-7), iar randamentele de reactie au variat in domeniul 85-93%. In ultimele 7
sinteze, nemaifacindu-se purificarea cu cirbune activ, puritatea este mai scizuta, 82-87%. Si
randamentele mici (65-85%) denota ca acetilarea a fost incompleta. In produse s-a identificat

169

BUPT



metionina prin cromatografie in strat subtire si reactia cu ninhidrina. in cazurile in care se
lucreaza cu cantitati mari probabil ca trebuie prelungit timpul de acetilare. Sau mai probabil,
datoritd timpului lung de refluxare cu acetatul de etil (necesar, de fapt pentru a atinge
temperatura de refluxare in conditiile de laborator) s-a produs o dezacetilare partiala.

Alte doua sinteze au fost realizate cu metionind de puritate 78,2%. S-au obtinut
produse acetilate cu puritate de 98,5% si cu randament de 98,5%, dar in aceste doua cazuri s-a
realizat si purificarea cu carbune activ.

S-a incercat si o recuperare a N-acetil-D,L-metioninei din filtratele de acetat de etil
prin evaporarea acestora, dar s-a obfinut o pastd vascoasa din care foarte greu a cristalizat
acetilmetionina, si cu randamente foarte mici.

8.2.3. Hidroliza N-acetil-D,L-metioninei cu aminoacilaza imobilizata
[342,346,350,352]

S-a utilizat procedeul in coloana cu aminoacilaza imobilizata pe diferite suporturi.

Reactivii utilizafi au fost:
- solufie N-acetil-D,L-metionina, 0,2M, pH=7,0, cu 5x10™*M CoCl,. N-acetil-D,L-metionina a
fost obtinuta in laborator prin metoda prezentata anterior.
- aminoacilazd imobilizata pe diferite suporturi - obtinuta in laborator (Cap. 6)
- solutii aminoacilaza de diferite activititi - obtinute in laborator (Cap. 5)

Mod de lucru: Coloanele au fost umplute cu aminoacilaza imobilizatad utilizand
procedura prezentatd la obtinerea D-fenilglicinei (Cap. 8.1). Din rezervorul termostatat,
solutia de N-acetil-D,L-metionina s-a trecut cu ajutorul pompei dozatoare, la anumite debite
de alimentare, peste coloana umplutd cu aminoacilaza imobilizati. La iesirea din coloani s-au
cules fractii de 25 ml, care s-au analizat pentru determinarea concentratiei de L-metionina
(metoda cu ninhidrina si polarimetrica).

Calculul coloanei

Conversia, activitatea coloanei, capacitatea coloanei, viteza spatiala, timpul de
injumatatire s-au calculat cu formule prezentate la hidroliza enzimatica a N-acetil-D,L-
fenilglicinei in Cap. 8.1.3.

8.2.3.1. Hidroliza N-acetil-D,L-metioninei cu aminoacilazi imobilizata pe
DEAE-Sephadex A-50

S-a utilizat o coloani de sticld cu dimensiunile 2,5x100 cm. Catalizatorul, suspendat
pe inele de sticla, a avut initial un volum util de 275 ml. La studiile de influentd a debitului
asupra conversiei, volumul de catalizator s-a modificat, datorita compactarii. Acelasi fenomen
de compactare apare §i in cazul exploatirii indelungate a coloanei. S-au facut testari de
schimbare a fluxului de solutie (de jos in sus) dar nu s-au obtinut rezultate semnificative.

S-au studiat influenta debitului, a temperaturii, a concentratiei substratului $i a
concentrafiei de CoCl, asupra conversiei.

Rezultate obtinute

A. Influenta debitului de alimentare asupra conversiei

Coloana a fost exploatata la debite variind intre 25-160 ml/h. Concentratia N-acetil-
D,L-metioninei a fost de 0,2M cu 5x10“*M CoCl,, pH=7,0. Temperatura a fost de 40°C.
Enzima imobilizata a avut diferite activitifi. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 8.14.
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Tabel 8.14. Influenta debitului de alimentare asupra conversiei N-acetil-D,L-metioninei in
cataliza aminoacilazei imobilizatd pe DEAE-Sephadex A-50

Debit Vit.spat. | Conc.L-Met | Activ.col. | Vol.umplut. | Timp funcf. | Capacit.col | Conversie

ml/h VS M Ulg mli Ore U/g %o
25 0,10 0,071 180 0,095 71,0
45 0,18 0,036 0,096 245 200 0,087 36,0
60 0,24 0,028 116 0,090 28,0
45 0,16 0,086 267 0,180 86,0
60 0,22 0,088 0,247 275 243 0,247 88,4
80 0,29 0,080 291 0,298 79,8
60 0,31 0.090 316 0,263 89,8
80 0,37 0,090 0,517 215 297 0,340 89,5
120 0,65 0,073 340 0,429 73,2
60 0,21 0,091 611 0,292 90,8
100 0,35 0,057 0,394 285 512 0,304 56,8
120 0,42 0,047 534 0,302 47,0
140 0,40 0,043 582 0,317 43,2

Din datele prezentate in tabel se observa cd, la o anumita activitate enzimatica a
coloanei, conversia scade o datid cu cresterea debitului de alimentare. Acest lucru este valabil
in cazul in care coloana este exploatata la capacitatea el maxima. O daté cu cresterea activitafii
enzimatice a coloanei se observi o crestere a conversiei pentru aceeasi valoare a debitului de
alimentare. O dati cu scaderea in activitate este necesara micsorarea debitului de alimentare
pentru mentinerea nivelului de conversie impus.

B. Influenta temperaturii asupra conversiei
S-a utilizat o coloana cu o activitate de 0,487 U/ml, la un debit de 80 ml/h.
Temperatura s-a variat intre 30 si 65°C. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 8.15.

Tabel 8.15. Influenta temperaturii asupra conversiei N-acetil-D,L-metioninei in cataliza
aminoacilazei imobilizatd pe DEAE-Sephadex A-50

Temperatura Conversie Capacitate, K,
°C % U/ml
30 49,0 0,395
40 68,3 0,541
45 70,7 0,581
50 67,9 0,521
55 72,9 0,601
60 76,1 0,613
65 71,9 0,594

Asa cum era de asteptat, viteza de reactie, respectiv conversia, ca §i capacitatea
coloanei cresc o datd cu cresterea temperaturii. La temperaturd peste 50°C, cresterea
conversiel nu mai este semnificativa, iar peste 60°C enzima incepe s se denatureze, scaziand
activitatea si conversia.

C. Influenta concentratiei substratului asupra conversiei

S-a utilizat o coloana cu enzima cu activitate de 0,517 U/ml, la doud concentratii de N-
acetil-D,L-metionina 0,2M si 0,4M, pH=7,0 si cu 5x10*M CoCl,. Temperatura de exploatare
a fost de 40°C. Debitele de alimentare au fost intre 40 si 120 ml/h. Rezultatele obfinute sunt
prezentate in Tabelul 8.16.
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Tabel 8.16. Influenta concentratiei substratului asupra conversiei N-acetil-D,L-metioninei in
cataliza aminoacilazei imobilizatd pe DEAE-Sephadex A-50

Concentratie Debit Vit.spat. Timp funct. Conversie Capacit.col.

M ml/h VS ore %o Ulg

60 0,31 316 89,8 0,263
0,2 80 0,37 297 89,5 0,349

120 0,65 340 73,2 0,429

60 0,34 364 78,9 0,462
0,4 60 0,39 418 47,4 0,277

40 0,26 437 58,0 0,226

Se observa ci la acelasi debit de alimentare (60ml/h) conversia scade cu 10% odata cu
dublarea concentratiei substratului. Sciderea este §i mai dramatica in timp. Daca in cazul
concentrafiei substratului de 0,2 M, marind si debitul de alimentare, conversia scade cu 16%,
in cazul concentratiei substratului de 0,4 M conversia scade cu 20%, mentinind debitul
constant, ba chiar scdzandu-l. Se poate trage concluzia ca la concentratii de substrat mai mari
de 0,2 M, coloana isi pierde rapid activitatea, probabil prin spilarea enzimei de pe suportul de
imobilizare.

D. Influenta concentratiei ionului Co** asupra conversiei

In cercetirile privind caracterizarea aminoacilazei microbiene obtinute in laborator s-a
demonstrat rolul activator al ionilor de Co®* in concentratii de pani la 0,2 mM asupra
activitdfii enzimei. Prezenta sa, insd, in substrat, in concentratii mari este nedoritd, deoarece
cobaltul se regéseste in produsul de reactie, céruia ii imprima toxicitate, impunandu-se astfel
operatia de recristalizare. Pornind de la aceste considerente s-a realizat un test in care CoCl,
nu a mai fost utilizat in solutia de substrat. Coloana a fost exploatatd la parametrii optimi
stabiliti, dar fara cobalt in solufia de N-acetil-D,L-metionind. Un al doilea test s-a realizat cu
o concentratie de CoCl, de 5x107 M, deci de 10 ori mai mica decat in testele realizate pana
acum. Debitele de alimentare au fost de 80-100 ml/ora, temperatura 50°C. Rezultatele
obtinute sunt prezentate in Tabelul 8.17.

Tabel 8.17. Influenta concentratiei de CoCl, asupra activitatii coloanei

Conc. Co** = 0 Conc. Co** = 5x10° M Conc. Co™* = 5x10*M
Timp Conv.,X | Capac. K. | Timp Conv.,,X | Capac. K. | Timp Conv., X Capac. K,

Ore %o U/ml ore %o U/ml ore % U/ml
6 94,0 0,73 5 91,2 0,89 54 67,9 0,52
28 90,8 0,70 50 93,2 0,91 247 78,4 0,62
92 100,0 0,83 96 92,3 0,89 268 72,7 0,55
162 84,7 0,86 146 91,2 0,89 320 81,2 0,63
184 86,5 0,84 170 89,5 0,88 370 83,5 0,65
207 85,2 0,83 194 87,5 0,87 400 84,6 0.65
258 80,2 0,81 218 86,4 0,83 700 75,0 0,63
283 74,7 0,74 240 84,3 0,79 737 71,0 0,56
306 70,0 0,68 766 64,0 0,54
330 66,0 0,63 801 59,6 0,48
352 65,5 0,63 829 66,3 0,51
855 60,7 0,49

877 56,2 0,46

899 55,8 0,46

922 55,4 0,47

976 54,5 0,47
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Este interesant de remarcat ca in toate cele trei cazuri a fost necesar un timp initial de
functionare pentru ca sa se stabilizeze coloana. Probabil enzima imobilizati s-a agezat mai
uniform in coloand, indepartandu-se canalele preferentiale de curgere care duc la sciderea
capacitdfii coloanei. Activitatea enzimatica creste o perioada de timp pentru ca apoi si aibi o
perioadd optima de functionare, urmata de scaderea activititii enzimatice o daté cu prelungirea
timpului de functionare la acelasi debit de alimentare.

Reprezentand grafic capacitatea coloanei functie de timp (Figura 8.10) s-a putut
determina timpul de injumatitire pentru cele trei teste realizate. in cazul concentratiei de
CoCl, de 5x107™M, dupa 30 de zile de functionare continui capacitatea coloanei a scdzut la
72% din capacitatea initiald. Timpul de injumatatire este de 47 zile fata de 60 zile prezentat in
literatura [166].

In cazul unei concentratii de CoCl, de 10 ori mai mica, capacitatea coloanei scade la
86% dupa 10 zile de functionare continud, timpul de injumatétire fiind de 20,4 zile.

In cazul unei concentratii zero de CoCl,, la inceput coloana a functionat bine, probabil
datoritd cobaltului adsorbit pe coloana de la testele anterioare. Apoi conversia §i capacitatea
coloanei scad destul de repede, ajungind la 85% din capacitatea initiald dupa 14,6 zile de
functionare continud, timpul de injumatitire fiind de 17,1 zile. Datoritd scaderii rapide a
activitdtil enzimei imobilizate la exploatarea coloanei fara cobalt, desi produsul obtinut a avut
o puritate de 100%, exploatarea coloanei in aceste conditii nu este economica.

1
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o
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0.5 [Co*]=5x10 *M
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Figura 8.10. Variatia capacitatii coloanei in timp pentru diferite concentratii de Co®”
8.2.3.2. Regenerarea pe coloani a enzimei imobilizate
Pentru a asigura exploatarea coloanei la capacitatea ei maximad a fost necesard

regenerarea periodicd a catalizatorului. Aceasta s-a realizat direct pe coloand si a cuprins
urmatoarele etape:
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a) Spalarea coloanei cu tampon fosfat 0,1M, pH = 7,0, cu un debit de 60 ml/h pana la eluarea

completd a metioninei §i a acetilmetioninei de pe coloana.

b) Regenerarea propriu-zisa s-a realizat prin trecerea pe coloand a unei solutii de
aminoacilaza. Dupa introducerea intregii cantitdti de enzima in coloana, aceasta s-a

mentinut 45 ore la 4°C pentru definitivarea procesului de imobilizare.

C) Eluarea solutiei enzimatice reziduale de pe coloana s-a realizat prin spalare cu tampon

fosfat 0,1M, pH = 7,0 pana cind in eluat nu au mai fost detectate proteine.

d) Pentru determinarea capacitatii coloanei regenerate s-a trecut pe coloana o solutie de N-
acetil-D,L-metionina 0,2 M, pH = 7,0 cu 5x10* M CoCl,, la temperatura de 50°C si cu un

debit de 80 ml/h.

Rezultatele obtinute la regenerarea coloanei sunt prezentate in Tabelul 8.18.

Tabel 8.18. Regenerarea coloanei cu DEAE-Sephadex A 50-aminoacilaza

Aminoacilaza Volum Proteine Activitate
ml mg/ml U/ml
solutie de regenerare 118 1,92 1,174
enzima imob. initiald 155 - 0,470
enzima imob. regenerata 155 - 0,822
tampon spalare 300 0,054 -

Randamentul de fixare al proteinei pe suport a fost de 93%, iar randamentul de
imobilizare a aminoacilazei de 39,6% si care este foarte apropiat de cel indicat in literatura
(42%) si mai bun decit cel obtinut la regenerarea prin procedeul in baie (20%). Capacitatea

coloanei a crescut de 1,75 ori.

8.2.4. Hidroliza N-acetil-D,L-metioninei cu aminoacilazi imobilizati pe
DEAE-Filtradex R-50

In experimentele efectuate in laborator s-a incercat inlocuirea DEAE-Sephadexului A-
50 - aminoacilazd cu un altul de provenientd romineascia, DEAE-Filtradex R-50 -

aminoacilaza (obtinut in laborator) pentru obtinerea L-metioninei.

S-au efectuat doud experimente, cu cantitati diferite de enzima imobilizata si conditii

diferite de lucru.

Experiment 1:
Dimensiuni coloana: 2,5 x 60 cm.

Solutia de N-acetil-D,L-metionina: 0,2 M, pH = 7,0, cu 5x10* M CoCl,

Debit de alimentare: 60 ml/h
Temperatura: 50°C

Experiment 2:
Dimensiuni coloana: 8 x 38 cm.

Solutia de N-acetil-D,L-metionina: 0,2 M, pH = 7,0, cu 1x10*M CoCl,

Debit de alimentare: 500 ml/h
Temperatura: 50°C

In ambele cazuri enzima imobilizata a fost suportata pe inele de sticld 5 x 5 mm.
Modul de exploatare al coloanelor a fost cel indicat pentru enzima imobilizatd pe DEAE-

Sephadex A-50.
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Rezultate obtinute

S-a urmarit conversia i capacitatea coloanelor la functionare continua timp de 70,
respectiv 240 ore. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 8.19.

Tabel 8.19. Hidroliza N-acetil-D,L-metioninei cu aminoacilaza imobilizat3
pe DEAE- Filtradex R-50

Experiment 1 Experiment 2
Timp | Conversie, X | Capacitate, K. | Timp | Conversie, X | Capacitate, K,
Ore Yo U/ml ore %o U/ml
9 68,47 0,404 5 91,25 0,886
24 78,67 0,347 50 93,20 0,913
32 86,00 0,395 96 92,30 0,892
40 84,50 0,381 146 91,20 0,894
45 86,90 0,379 170 89,50 0,877
54 85,90 0,354 194 87,50 0,870
63 85,90 0,389 218 86,40 0,833
70 84,44 0,387 240 84,30 0,788

in ambele experimente s-au obfinut rezultate foarte aseminatoare. Desi timpul de
exploatare a fost mult mai lung, s-a confirmat timpul de injumatatire al capacitatii coloanei de
46 - 47 zile, extrem de apropiat de cel obtinut la exploatarea aminoacilazei imobilizatd pe
DEAE-Sephadex A-50. Dupé 240 de ore de functionare continua, conversia nu a scdzut sub
84%. Coeficientii de dezactivare au avut valorile 6,26 x 10%ore™, respectiv 4,88 x 10 ore™.

8.2.5. Hidroliza N-acetil-D,L-metioninei cu aminoacilazi imobilizata pe
Ponilex AS-57 [344]

Dupd cum s-a prezentat la Cap.6, Ponilex AS-57 este un schimbator de ioni furnizat
tot de Institutul Petru Poni, lasi. S-a testat si aminoacilaza imobilizata pe acest suport, in
conditiile exploatarii pe coloana.

Reactivii utilizati au fost:
- Solutie N-acetil-D,L-metionina: 0,2M, pH = 7,0, cu 5x10"* M CoCl,
- Aminoacilazi imobilizata pe Ponilex AS-57, cu o activitate totala de 43,7 U (obtinuta in
laborator)

S-a lucrat cu o coloani cu dimensiunile: 2,5 x 60 cm

Mod de lucru: Este cel prezentat in cazurile anterioare. Temperatura a fost 40°C,
debitul de alimentare de 60 ml/h.

Rezultate obtinute

Dupé 5 ore de functionare continua s-a obtinut o conversie de aproximativ 15% la o
capacitate a coloanei, K. = 0,12 U/g gel umed. Rezultatele mult mai slabe obtinute in acest
caz au dus la abandonarea studiului cu aminoacilaza imobilizata pe Ponilex AS-57.
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8.2.6. Separarea si purificarea L-metioninei din hidrolizatul enzimatic

Solutia rezultata la hidroliza enzimatica contine L-metionina, N-acetil-D-metionina,
N-acetil-D,L-metionind, N-acetil-L-metionina. Separarea L-metioninei din acest amestec se
bazeazi pe diferenta dintre solubilititile L-metioninei la 100°C (0,72 moli/l) si 0°C (0,18
moli/l) in apa si solubilitatea N-acetilmetioninei in aceleasi conditii. Tindnd cont de
solubilitéti, L-metionina se poate separa cu un randament de 75% la 0°C. Cantitatea de L-
metionina ramasa in solutie dupa cristalizare s-ar putea separa pe o coloana de schimbatori de
ioni Vionit CS-3.

Mod de lucru: Solutia rezultatd la hidroliza enzimaticad s-a concentrat intr-un
evaporator rotativ (presiune 5-10 mm Hg, temperatura 60-70°C) pana la un volum final de 5-
10% din volumul inifial. Solutia obfinuta s-a récit la 5-10°C cédnd a cristalizat L-metionina.
Suspensia s-a filtrat la aceeasi temperatura iar cristalele separate s-au uscat la etuva la 70-
80°C.

L-metionina cu puritate mai scdzutd (70-85%) s-a recristalizat din apa. Cristalele
impure s-au dizolvat in apa la 100°C, solufia s-a filtrat. Filtratul s-a racit la 0°C, cind a
cristalizat L-metionina. S-a filtrat la rece iar cristalele separate s-au uscat la etuva la 70-80°C.

L-metionina obtinuti s-a caracterizat prin punct de topire, spectru IR, polarimetrie, 1ar
puritatea produsului s-a determinat prin titrare potenfiometrica, reactia cu ninhidrina,
cromatografie in strat subtire.

Rezultate obtinute

S-au realizat mai multe separari si purificari. In toate cazurile solutiile initiale au fost
concentrate la 5-10% din volumul initial. Dupa cum se vede din rezultatele prezentate in
Tabelul 8.20 pe acest domeniu gradul de concentrare nu a influentat puritatea produsulut si
randamentul de separare.

Probele obtinute au topit toate la aproximativ 260°C, cu descompunere.

Tabel 8.20. Caracterizarea L-metioninei separata din hidrolizatul

enzimatic

Nr. Puritate [a]g" Randament

crt. % erade %o
1 83,50 +13,5 96,67
2 96,0 +20,5 99,85
3 97,0 +23,5 94,23
4 98,0 +21,5 98,00
5 97,0 +23,5 94,23
6 98,0 +21,5 98,50
7 96,0 +20,5 98,80
8 98,0 +21,5 93,90
9 98,0 +21,5 93,92
10 99,5 +23,5 94,40
11 99,5 +23,5 94,27
12 100,0 +25,0 73,80
13 100,0 +25,5 81,03
14 100,0 +25,5 61,60
15 100,0 +27,0 60,60
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Experimentele 1-9 s-au realizat fara recristalizare, totusi puritdtile obtinute sunt foarte
bune (97-98%), cu randamente de separare de 93-98%. Experimentele 10-15 s-au realizat si
cu recristalizare din apa a L-metioninei. Dupa cum se observa produsele obtinute au puritati
de aproape 100%, in schimb randamentele de purificare au scazut foarte mult, chiar pana la
60%.

8.2.7. Racemizarea N-acetil-D-metioninei si separarea racemicului

Solutiile raimase dupa separarea L-metioniei au continut N-acetil-D-metionina si L-
metionind neseparata. Pentru racemizare s-a utilizat metoda in cataliza acida, adoptind un
mod de lucru care a permis racemizarea §i acetilarea metioninei in acelasi timp.

Reactivii utilizati au fost:
- Solutie rimasé dupa separarea L.-metioninei
- Anhidrida acetica p.a. (Combinatul Chimic Isalnita)
- Acid sulfuric 50% (preparat din acid sulfuric 98% - Chimopar Bucuresti)
- Acetat de etil p.a. (Chimopar Bucuresti)

Mod de lucru: Solutia rimasi dupa separarea L-metioninei s-a analizat determinandu-
se continutul in acetilmetionina (titrare potenfiometricd) si metionind (cu ninhidrind). Solutia
s-a introdus intr-un balon cu doua gituri, prevazut cu agitare mecanicd §i termometru. S-a
incalzit la 40°C, apoi s-a adaugat anhidrida aceticd, (in raport molar 1:1 cu acetilmetionina i
metionina din solutie) in portiuni, sub agitare. S-a ridicat temperatura la 85°C si s-a menfinut
0 ord, cu agitare. S-a racit si s-a acidulat cu acid sulfuric 50% pana la un pH final de 2,2-2,5.
Solutia obtinuta s-a evaporat la sec intr-un rotavapor (presiune 20-30 mmHg, temperatura 60-
70°C). Reziduul s-a extras la cald cu acetat de etil in portiuni (raport cantitativ 1:4). Extractul
s-a filtrat pentru indepartarea sulfatului de sodiu nedizolvat. Filtratul s-a racit la 0°C cand a
cristalizat N-acetil-D,L-metionina, care s-a filtrat la rece si s-a uscat in etuva la 50-60°C.

Produsele obtinute s-au caracterizat prin punct de topire, spectru IR, rotatie specifica,
puritate prin titrare potenfiometrica.

Rezultate obtinute

S-au realizat initial o serie de testiri pentru a vedea daca nu se poate lucra la
temperaturi mai joase de 85°C. Ca urmare amestecul de reactie s-a incilzit la 37°C, timp de 5
ore. Restul procedurii a fost identic. Randamentele de separare au fost foarte mici, sub 20%,

aga cd celelalte teste s-au realizat in conditiile date initial. Rezultatele obtinute sunt prezentate
in Tabelul 8.21.

Tabel 8.21. Racemizarea N-acetil-D-metioninei

Caracterizare produs
Conc.Ac.Met | Conc.Met | Punct.top. [a]f)s Purit. | Rand.racem. | Rand.separ.
M M °C grade % % %
1,182 0,230 110-112 | +2,0 | 99,80 91,20 57,75
1,565 0,087 112-113 +1,0 | 99,90 96,02 83,60
1,224 0,027 111-112 +1,0 | 99,99 96,12 65,00
2,067 0,122 111-113 +1,2 | 99,80 94,20 67,35
AcMet N acetilmetionini
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Racemizarea se realizeazi cu randamente mari (91-96%) iar produsele obtinute au
puritate aproape 100%. in schimb randamentele de separare sunt mult mai scazute (57-84%).
Probabil cantitatea de acid sulfuric addugata a fost insuficienta si o parte din acetilmetionina a
ramas sub forma de sare de sodiu care nu cristalizeazd din acetat de etil. Sau poate nu a fost
eliminat total acidul acetic din sistem la evaporare, 1ar acetilmetionina este foarte solubila in
acid acetic.

8.2.8. Concluzii

In urma cercetarilor efectuate pentru obfinerea L-metioninei din amestecul racemic,
utilizdnd metoda enzimatici cu aminoacilazi I, se pot trage urmatoarele concluzii:

1. Metoda enzimaticad adoptatd a fost hidroliza stereospecificd a N-acetil-L-metioninei in
cataliza enzimei aminoacilazi microbiand, imobilizata pe diferite suporturi.

2. Acetilarea D,L-metioninei s-a realizat cu anhidrida acetica in prezenta de acid acetic. S-au
obtinut produse cu puritate inalta (99%) daca s-a introdus si o faza de purificare cu carbune
activ. Randamentele de reactie au fost de 85-93%. Dacad s-a lucrat cu cantitdti mari,
randamentele au fost mai scézute, procesul necesitind un timp mai lung pentru faza de
acetilare.

3. Hidroliza enzimatica s-a realizat utilizind aminoacilaza imobilizata pe DEAE-Sephadex A-
50 si DEAE-Filtradex R-50, sistemul in coloani. Capacitatea enzimaticd a sistemului
utilizat a scdzut in timp la utilizarea continua.

4. Conversia N-acetil-L-metioninei la L-metioninad depinde de debitul de trecere al solutiei de
substrat prin coloani. Pentru a mentine conversia dorita, debitul trebuie sciazut odatd cu
scaderea capacitafii enzimatice a coloanei.

. Temperatura optima de operare este de 50°C, iar pH-ul 7,0.

6. Concentratia optima de substrat este 0,2M. Valori peste 0,2M duc la spilarea enzimei de pe

coloana in timpul exploatirii.

7. Concentratia optima de CoCl,, utilizat pentru activarea aminoacilazei, este de 5x107*M.
Scdderea sub aceasta valoare duce la scidderea drastica a timpului de injumatafire al
capacitétii coloanei.

8. Timpii de injumatatire ai capacititii enzimatice a coloanelor au fost de 47-48 zile pentru
ambele tipuri de geluri studiate, pentru conversii scizind de la 95% la 55%, la mentinerea
unui debit constant de exploatare.

9. Regenerarea capacititii coloanei de DEAE-Sephadex A-50-aminoacilaza s-a realizat direct
pe coloana, prin trecerea unei solutii de aminoacilaza. Randamentul de imobilizare obtinut
a fost de 40%, capacitatea coloanei crescand de 1,75 ori.

10. Hidroliza N-acetil-L-metioninei cu enzima imobilizata pe Ponilex AS-57 s-a realizat cu o
conversie initiala de 15%, total nesatisfacatoare pentru un proces tehnologic.

11. Separarea L-metioninei din hidrolizatul enzimatic s-a realizat prin concentrare in vid si
racire, cu randamente de 93-98%. Puritatea preparatelor obtinute a fost de 96-98%.

12. Purificarea L-metioninei prin recristalizare din apa a dus la produse foarte pure (99,5-
100%), dar cu randamente mult mai mici (60-94%).

13. Racemizarea N-acetil-D-metioninei s-a realizat in catalizi acida, cu acetilarea, in acelasi
timp, a urmelor de metionina. S-a obtinut un racemic acetilat de puritate ridicata (99,8%),
cu randamente de racemizare de 90-96% si de separare de 57-63%.
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Concluzii generale

1. Aminoacilazele sunt biocatalizatori care si-au gasit de aproape 40 de ani aplicatii
industriale pentru separarea racemicurilor de aminoacizi, prin hidroliza stereoselectiva a N-
acil-D,L-aminoacizilor. Cel mai intens studiatd, si ca atare aplicatd, este [.-aminoacilaza I,
care s-a dovedit a avea o largd specificitate nu numai pentru majoritatea aminoacizilor
proteinogeni, dar si pentru o serie intreaga de alti acilaminoacizi. Au fost descoperite si D-
aminoacilaze, astfel incit aria de utilizare se extinde i pentru separarea directd a D-
aminoacizilor, fapt extrem de important pentru obtinerea unor intermediari utilizati in sinteza
de medicamente cum ar fi antibioticele de semisintezd. L-aminoacilazele catalizeaza nu numai
hidroliza N-acil-L-aminoacizilor ci si reactia de sintezd a acestora, hidroliza dipeptidelor, a
esterilor, transesterificarea si transacilarea. Diversitatea funcfionald se coreleazd cu sursa
producétoare, enzima fiind sintetizatd de la bacterii pana la om. Izolarea si caracterizarea
acestor enzime s-a realizat atit din surse microbiene cat si animale, scopul fiind de a elucida
rolul acestora in organisme, dar mai ales pentru a obtine preparate cu utilizare industriala la
un pret de cost cat mai scazut. Faptul ca aminoacilaza se comporta foarte bine la imobilizare a
scazut s mai mult costul utilizérii ei la scard mare.

2. S-a studiat prezenta aminoacilazei in tesuturi animale (rinichi, inima, plaman, ficat)
la soarece si la porc. Enzima are o activitate mare in rinichi, $i mai scdzuta in ficat i inima. in
pldman, activitatea este mult mai scazuti la porc si nedetectabild la soarece. Rezultatele sunt
asemanatoare cu cele prezentate in literatura.

3. Dintre tulpinile de fungi testate, doar cea de Aspergillus oryzae, furnizatd de
Institutul Cantacuzino Bucuresti, a prezentat activitate aminoacilazica. Biosinteza enzimei a
fost studiata atat pe medii solide cat §i in culturi submerse. Au fost optimizate procedura de
obtinere a inoculului, mediile de cultura, atat solide cat si submerse. Enzima este indusa de L-
metionina. Cultura pe mediu solid, in prezenta inductorului, a dus la obtinerea unor cantitéti
de proteine mult mai mari (2 mg/ml extract brut, fatd de 0,3 mg/ml filtrat al mediului
submers), dar activitatea specificd aminoacilazica a fost aproximativ aceeasi (1,2 U/mg) cu
cea obtinuti in culturile submerse in bioreactor. In absenta inductorului, culturile de suprafata
au dus la obtinerea unor activitati specifice acilazice mult mai mici (0,05 N 0,07 U/mg.
Ambele medii de culturd alese au constat din componente naturale ieftine, tirate de grau si
coji de orez in cazul mediului solid si tarate de griu si faina de fasole pentru cel submers, fara
adaos de alte saruri minerale. Aceste valori ale activitatii acilazice sunt comparabile cu cele
raportate in literatura pentru tipuri de culturi si microorganisme (fungi) similare. Este, de fapt,
dificil sd se faca o comparare a rezultatelor obtinute, de vreme ce determinarile de activitate
enzimaticé nu s-au realizat in conditii identice, mai ales in ceea ce priveste substratul reactiei.

4. Avand in vedere ca scopul cercetirii a fost, de fapt, obtinerea unei aminoacilaze
imobilizate cit mai ieftine, nu s-a realizat o purificare prea avansata a enzimei. Extractele din
culturile de Aspergillus oryzae pe mediu solid, s-au filtratele mediilor submerse au fost
precipitate fractionat cu sulfat de amoniu, fractia cea mai activa fiind 50-70% saturatie.
Deoarece s-a urmarit aplicarea la scara pilot a procesului, s-a testat i utilizarea unui preparat
tehnic de sulfat de amoniu, obtinindu-se rezultate similare cu cele obtinute in cazul
preparatului p.a. Pentru a simplifica procesul, preparatele aminoacilazice care au fost utilizate
in continuare pentru imobilizare s-au obtinut prin precipitare masiva, direct cu 70% saturatie
in sulfat de amoniu tehnic. S-au obtinut preparate cu aceeasi activitate specifica (0,55 U/mg),
mai mare decét cea raportata in literatura (0,33 U/mg) pentru conditii similare de operare.
Randamentul de recuperare al enzimei este, de asemenea, foarte bun, de 89%, iar enzima,
comparativ cu extractul brut, a fost purificata de 10 ori.

Precipitarea fractionatd cu acetond a dus la rezultate mult mai slabe, o activitate
specificd de 0,18 U/mg, iar factorul de purificare a fost doar de 3. In plus, precipitarea cu
solventi organici implica manipularea unor volume mari, ca si un pret de cost mai ridicat.
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La precipitarea fractiei 0-70% sulfat de amoniu cu 60% acetona nu s-a obtinut o
purificare a aminoacilazei, singurul avantaj fiind cd preparatul umed obtinut a fost uscat mai
rapid la temperatura camerei, comparativ cu precipitatul obtinut cu sulfatul de amoniu.

5. Desalefierea preparatului obtinut la precipitarea cu sulfat de amoniu, realizata prin
dializa, pe langa ca duce la pierderea totald a activitafii catalitice (datorita pierderii ionului de
zinc din structurd), dar a necesitat si volume mari de apa si un timp de 60 N 70 ore pentru
indepartarea totald a sulfatului. Desalefierea prin cromatografie de excluziune sterica s-a
realizat pe doua tipuri de gel, Sephadex si produsul similar roménesc, produs de Institutul
Petru Poni lasi, Filtradex. Atat Sephadexul G-25 cét si Filtradexul R-25, tip coarse ambele, nu
au dus la o separare neta a enzimei de sulfatul de amoniu. Aceasta separare a fost obtinuta la
utilizarea unor geluri tip G-50 (respectiv R-50) fine. Debitul de eluent utilizat in procesul de
cromatografiere influenteaza procesul de separare; in cazul coloanei utilizate, la un debit peste
1,0 ml/min, proteina nu a mai fost separatd net de sulfat. Rezultatele obtinute au dus la
aplicarea la scara pilot a procesului de desalefiere, cind s-a utilizat produsul roméanesc
Filtradex R-50. S-a obtinut un randament de recuperare al enzimei extrem de bun, de 96%, la
un factor de purificare de 9,44, foarte asemandtor cu cel prezentat in literaturd. S-au obtinut
preparate cu activitate specificd de aproximativ 0,73 U/mg. Marele avantaj al acestei metode
de desalefiere este timpul scurt necesar procesului (in jur de 8 ore pentru 1,67 litri solutie
enzimatica aplicata pe coloana).

6. O purificare mai avansatd a preparatelor aminoacilazice s-a realizat prin
cromatografie de excluziune sterica pe geluri Sephadex G-100, respectiv pe produsul similar
romanesc Filtradex R-100. S-a testat desalefierea si purificarea in acelasi timp, pe coloane
aplicindu-se fractii de precipitare cu 70% saturatie sulfat de amoniu. In acest caz, preparatul
romanesc a dus la rezultate mult mai slabe, randamentul de recuperare fiind de 47,7% si un
factor de purificare maxim de 3,23. In schimb, la cromatografierea pe Sephadex G-100, nu
numai ca s-a obtinut un factor maxim de purificare de 21,5, dar se pare cé a fost inlaturat si un
inhibitor al enzimei, de vreme ce randamentul total de recuperare al activititii enzimatice a
fost de 123%. Pentru fractia cu activitate maxima (13,8 U/mg), calculdnd de la extractul brut,
s-a obtinut un randament de recuperare al enzimei de 33%, la un factor de purificare de 127
pentru numai doud trepte de purificare. Rezultatele sunt mai bune decit cele publicate, pentru
conditii asemanétoare de lucru.

7. In cazul culturilor realizate pe mediu solid, la scara pilot, s-au obtinut preparate
solide prin simpla precipitare directd a extractului brut cu 70% saturatie sulfat de amoniu si
uscare la temperatura camerei. Acestea au avut activitatea de 0,02 N 0,07 U/mg. Preparatele
comerciale, de exemplu Sigma, mai purificate, au o activitate de aproximativ 0,5 U/mg.

8. Imobilizarea aminoacilazei obtinuta in laborator, forma desalefiata, s-a realizat prin
doud metode: legare covalenta si ionica. La legarea covalenta, indiferent de suportul testat
(Biozan R, CM-celulozd sau CM-celulozi-cloroacetilata), procedurile de lucru au fost
complicate iar randamentele de imobilizare au fost sub 10%. Legarea ionicé s-a realizat pe
doud tipuri de suporturi anionice, Ponilex (copolimeri stiren-acrilamida derivatizati) si
derivati de dextran (DEAE-Sephadex A50 si similarul roméanesc, DEAE-Filtradex R50).

La imobilizarea prin legare ionicd pe suporturi tip Ponilex, prin cele doua procedee, in
baie §i pe coloand, s-au obtinut randamente de imobilizare asemanatoare (pentru geluri
identice), dar procedeul in coloand este mult mai simplu de realizat din punct de vedere
practic, necesitind o mai simpla manipulare a suportului, deci si pierderile sunt mai reduse.
Tipul de Ponilex cu rezultatele cele mai bune este AS 106 care are gruparea functionala, N,N-
dimetilaminopropilamina. Randamentele de imobilizare sunt intre 40% si 70%, iar activitatile
enzimatice intre 0,9 si 3,8 U/ml. Activitatea imobilizatului creste cu incarcarea gelului si cu
gradul de reticulare al acestuia, dar randamentul de imobilizare scade.

Cele douid suporturi schimbitoare de ioni, DEAE-Sephadex si DEAE-Filtradex
utilizate pentru legarea ionica a aminoacilazei, au prezentat rezultate asemanatoare, din punct
de vedere al randamentului de imobilizare (40 N 50%). Cat priveste activitatea aminoacilazicd
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a imobilizatului, rezultate mai bune s-au obtinut in cazul DEAE-Sephadex A-50 (maximul de
3,2 U/ml, fata de 2,37 U/ml in cazul DEAE-Filtradex R-50). Valori crescatoare ale incarcarii
enzim/suport duc la cresterea activitafii imobilizatului, dar cu o scadere a randamentului de
imobilizare, fapt ce se mentine si la imobilizarea la scard mare pe suportul romanesc.

Cresterea concentratiei tamponului utilizat in timpul exploatdrii aminoacilazei
imobilizate pe DEAE-Sephadex A-50 si DEAE-Filtradex R-50 peste 0,2 M duce la desorbtia
avansata a enzimei de pe suport. Procesul este accelerat §i de temperatura, dar de doua ori mai
mult in cazul suportului romanesc. Acest lucru se poate utiliza in momentul in care enzima si-
a pierdut activitatea si se doreste reutilizarea gelului.

9. S-a determinat influenta pH-ului asupra activitatii acilazei native §i imobilizate pe
DEAE-Filtradex R50. Enzima separatd in laborator din culturi de A. oryzae s-a comportat
asemadnator cu alte enzime similare obtinute tot din A. oryzae si prezentate in literatura. pH-ul
optim de actiune al enzimei native este de 7,4-7,5. Imobilizarea acilazei prin legare ionica
duce la o deplasare spre domeniul acid cu 0,5 unitati, astfel incat pH-ului optim al
imobilizatului este de 7,0, in cazul in care substratul folosit a fost N-acetil-D,L-metionina.
Pentru N-acetil-D,L-fenilglicind, enzima imobilizatd a prezentat o stabilitate pe un domeniu
de pH mult mai larg (5,5 N 7,5), comparativ primul substrat, in cazul caruia domeniul de pH
optim este de 7,0 N 7,5. O tamponare prealabila determinirii activitafii enzimei native, timp de
10 minute, duce la o pierdere a activitatii cu pana la 40% pentru pH-uri de 5,0 N 6,0.

10. Temperatura optima de actiune a aminoacilazei native (pentru un timp de 30
minute necesar determindrii standard a activitatii) este de 50-55°C. Nu s-a determinat
stabilitatea in timp a enzimei native la diferite temperaturi. Pentru enzima imobilizata pe
DEAE-Filtradex R50, temperatura optima creste cu 5-10°C, comparativ cu enzima nativa,
comportament similar cu cel prezentat in literaturd pentru enzima din A. oryzae si imobilizata
prin legare ionica pe un suport aseminator (DEAE-Sephadex AS50). Exploatarea ulterioara, la
scard pilot, pentru hidroliza N-acetil-D,L-aminoacizilor a demonstrat o buna stabilitate a
imobilizatului la temperatura de 50°C.

11. Acilaza din A. oryzae, ca marea majoritate a enzimelor similare, de origine
microbiand sau animald, este o Zn-enzima. Prezenta altor ioni in mediul de reactie
influenteaza activitatea enzimatici. Ionul Co?* este cel mai puternic activator, cum de fapt se
manifestd pentru majoritatea acilazelor prezentate in literaturd. Alti ioni metalici activatori, in
ordinea descrescitoare a actiunii lor, sunt Mg®*, Mn®*, Zn**. Ni** este un inhibitor pentru
enzima testata (din A. oryzae) dar este un activator puternic pentru cea din P. furiosus, E. coli
si nu afecteazi acilaza intestinald porcind.. Cu®* este inhibitor pentru enzima studiati, pentru
cele din Streptomyces sp., A. denitrificans si A. oryzae, dar nu afecteaza acilaza din P.
furiosus, dupa cum prezinta literatura. Acest lucru demonstreaza, inca o data, structura diferita
a enzimelor acilazice din diferite surse.

In cazul acilazei imobilizate pe DEAE-Filtradex R50, singurul ion activator este cel de
Co®*. Ceilalti ioni testati, spre deosebire de enzima nativa pentru care, dupéa cum s-a prezentat
anterior, unii erau activatori, sunt inhibitori ai imobilizatului. Dar, comparand gradul de
inhibare pentru ionii inhibitori ai enzimei native, se observa ci imobilizarea a dus la o crestere
a stabilitatii fata de acesti ioni. Si stabilitatea fatd de EDTA, complexantul zincului din
structura acilazei (ceea ce dovedeste cd acest ion are rol, daca nu direct, cel putin in
mentinerea formei active) creste mult in urma imobilizarii, de la 27,3% activitate remanenta
pentru enzima nativa la 75,5% pentru cea imobilizata.

12. Literatura din domeniu prezintd activitate maxima a acilazei intestinale porcine la
0 concentratie de 10*M CoCl,. Cercetarile efectuate cu acilaza din A. oryzae, au demonstrat
0 activare maxima a enzimei native (cu substrat acetilmetionind) ca si pentru cea imobilizata
(substrat acetilfenilglicina) la o concentratie de CoCl, de 10°M. Pentru acelasi substrat,
acetilmetionina, imobilizatul a prezentat insi o crestere continua a activitatii o datd cu
cresterea concentratiei de Co®* pe domeniul 10°- 107 M.
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13. Studiul cinetic realizat si anume dependenta vitezei initiale de reactie de
concentratia initiala a substratului a relevat faptul ca, atat enzima nativa cét si cea imobilizata
au o cinetica tip Michaelis-Menten. Afinitatea enzimei pentru cele doud substraturi testate,
exprimata prin constanta Michaelis (K,) este foarte apropiatd si ceva mai scazutd decét cea a
enzimei din A. oryzae obtinuta de Chibata. Imobilizarea prin legare ionica duce la o scadere a
afinitatii pentru acetilmetionini, similar cu datele prezentate in literatura, dar pentru
acetilfenilglicina afinitatea creste. Capacitatea cataliticd a imobilizatului (Vpnax) scade, in
schimb, in cazul imobilizarii, pentru ambele substraturi (de 5 ori pentru acetilmetionind si
mult mai mult, de aproximativ 50 de ori pentru acetilfenilglicind), ceea ce demonstreaza ca
DEAE-Filtradex R50 nu este, cel putin din acest punct de vedere, foarte asemdnator cu
similarul sau DEAE-Sephadex A50, unde V. creste nesemnificativ in cazul imobilizérii. La
imobilizarea prin legare ionicd pe suportul roméinesc enzima este atasatd intr-o formad
conformationala mai putin adecvata actului catalitic.

14. Producerea industriala a L-aminoacizilor prin hidroliza stereoselectiva a derivatilor
N-acilati, catalizatd de aminoacilazd, a dus la dezvoltarea si optimizarea tehnologiilor
existente. Studiile economice asupra costului total de operare cu enzime libere §i cu enzime
imobilizate pledeaza pentru o tehnologie bazata pe enzime fixate pe suport, costul acesteia
fiind cu 60 % mai scazut decat cel al procesului conventional cu enzima liberd. Ca atare, s-a
studiat hidroliza enzimatica a doi N-acetil-D,L-aminoacizi (metionina si fenilglicina) utilizind
aminoacilaza obtinuta in laborator si imobilizata prin legare ionica pe DEAE-Filtradex R50.
S-a folosit un reactor tip coloana cu enzima imobilizatd in pat fix, dar suspendata pe inele de
sticld pentru a reduce tasarea (deci distrugerea gelului ca si micsorarea debitului de
exploatare).

15. Acetilarea celor doi aminoacizi s-a realizat in laborator, stabilindu-se conditiile
optime de reactie. Pentru fenilglicing, racemicul acesteia a fost acetilat cu anhidrida acetica in
mediu bazic, raportul molar optim de reactanti fenilglicina : anhidrida acetica : NaOH fiind de
1:1,2:2,5. S-au obtinut randamente de reactie de 85-90% si puritati ale N-acetil-D,L-
fenilglicinei de 99,7 N999%. Acetilarea metioninei s-a realizat tot cu anhidrida aceticd, dar in
mediu de acid acetic (raport molar metionind : anhidrida acetica : acid acetic de aproximativ
1:1: 9,6). In acest caz s-au obtinut randamente de 85-93%, la o puritate a acetilatului de 99%.

16. Hidroliza racemicurilor de N-acetil-D,L-aminoacizi s-a realizat in coloane, cu
enzima imobilizata suportata pe inele de sticld. Pentru a mentine o conversie inalté, de peste
90%, pe parcursul exploatirii coloanelor debitul a fost scazut corespunzitor. Concentratiile
optime de substrat au fost de 0,1 M pentru N-acetil-D,L-fenilglicina si 0,2 M pentru N-acetil-
D,L-metionini. Concentratia optimd de CoCl, a fost de 5x10*M. Scaderea sub aceasta
concentratie a dus la sciderea drastica a timpului de injumatatire al activitatii coloanei (20,4
zile pentru 5x10°M CoCl, fata de 47 zile pentru 5x10*M CoCl,). Temperatura de lucru a fost
de 50°C, iar pH-ul de 7,0 in ambele cazuri. Pentru determinarea timpului de Injumaétatire, in
cazul fenilglicinei, s-a testat coloana la o vitezi spatiala constanti (0,22 h™') si s-a obtinut un
tin = 46 zile ce corespunde unei constante de dezactivare Ky = 6,2'10'4 h'l, iar pentru
metionina rezultatele au fost similare (t;, = 47-48 zile). In acest al doilea caz a fost testata,
pentru comparare, §i o coloand cu aminoacilazd imobilizatdi pe DEAE-Sephadex G50,
rezultatele fiind aceleasi ca pentru suportul roméinesc. Valoarea t;, = 60 zile este raportata de
cercetdtorii japonezi la exploatarea unei coloane cu acilaza tot din A. oryzae si imobilizatd pe
DEAE-Sephadex AS0. Studiul in continuare al enzimei locale, imobilizata pe suportul
indigen, ar putea duce la imbunatatirea procesului, cu atingerea performantelor japonezilor,
diferentele actuale nefiind prea mari.

17. Un lucru extrem de important din punct de vedere economic este posibilitatea de
reutilizare a suportului folosit la imobilizare, in cazul legirii ionice. Dupa un anumit timp de
exploatare imobilizatul i5i pierde activitatea fie prin denaturarea enzimei, fie prin spalarea
acesteia de pe gel. Prin spalarea suportului cu un tampon cu pH si/sau tarie ionica diferita de
cea folosita la exploatare, o parte din proteina legatd, daca nu chiar toata, este desprinsa din
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legaturile ionice si indepartata, suportul putdnd fi refolosit pentru o noua imobilizare. S-a
testat regenerarea suporturilor prin doua proceduri, in baie si direct pe coloana. Regenerarea
capacitatii enzimatice prin procedeul in baie, a dus la un randament de imobilizare de numai
20%, cu o crestere a capacitatii de 1,6 ori. Regenerarea capacitatii coloanei s-a realizat prin
trecerea directd a unei solutii aminoacilazice prin coloand. Randamentul de imobilizare a fost
de 42% iar capacitatea coloanei a crescut de 2,2 ori (pentru DEAE-Filtradex R50). Rezultate
asemanatoare s-au obtinut si la regenerarea DEAE-Sephadex-ului ASO.

18. Separarea L-fenilglicinei din eluatele de pe coloana s-a realizat prin concentrarea
la vid si racire, cu randament de 80-90%, produsele avand puritate de 85-95%. Nu s-a
procedat la o repurificare a L-fenilglicinei deoarece nu acesta era produsul care interesa.
Pentru separarea L-metioninei, procedura a fost identica, randamentele fiind de 93-98%, iar
puritatea preparatelor de 96-98%. Purificarea L-metionineli prin recristalizare din apa a dus la
produse foarte pure (99,5-100%), dar cu randamente mult mai mici (60-94%).

19. Deoarece D-fenilglicina este folositd in industria antibioticelor, N-acetil-D-
fenilglicina s-a separat din filtrate prin precipitare la pH 1-1,5 si 0-4°C, cu randamente de 78-
82%, iar produsele au avut o puritate de 98-99,9%. D-fenilglicina s-a obtinut prin hidroliza N-
acetil-D-fenilglicinei in prezenta de acid clorhidric (raport molar 1:1,5), la reflux. Produsul s-a
separat prin aducere la pH 5,6 si ricire. Puritatea D-fenilglicinei obtinuta a fost de 98-99%.
Randamentele de obtinere au fost de 70-82%.

20. Avand in vedere ca pornirea de la racemic duce automat la randamente globale de
maxim 50%, pentru cresterea randamentului, deci pentru scaderea pretului de cost, izomerul
nedorit trebuie reintrodus in proces. Pentru aceasta se recurge la racemizarea acestui izomer.
Racemizarea L-fenilglicinei s-a realizat in cataliza bazica, cu NaOH in raport molar 1:4 la
reflux. Racemicul a precipitat prin acidulare la pH 5,6 si racire. Puritatea obtinuta a fost de
92%, cu randamente de 88-98%. Racemizarea N-acetil-D-metioninei s-a realizat in cataliza
acida, cu acetilarea, in acelasi timp, a urmelor de metionina. S-a obtinut un racemic acetilat de
puritate ridicata (99,8%), cu randamente de racemizare de 90-96% si de separare de 57-63%.

21. Avand in vedere ca laboratorul in care s-au realizat aceste cercetdri nu a dispus de
dotari specifice microbiologice si biochimice, ca toate coloanele cromatografice, ca si cele
utilizate pentru exploatarea enzimei imobilizate au fost realizate local, ca nu s-a dispus de un
fermentator de capacitate mare, ca sterilizarea si aerarea acestuia nu au fost intru totul
adecvate scopului urmarit, s-au obtinut preparate aminoacilazice cu activitate comparabild cu
preparatele comerciale de aceeasi provenienta (fungicd). Aceste preparate au fost purificate
prin cromatografie utilizadnd, probabil pentru prima datd in tara, geluri tip Filtradex RSO0,
respectiv R100, care au prezentat caracteristici operationale aproape identice ce similarele lor
de tip Sephadex. Aminoacilaza a fost apoi imobilizata prin legare ionica pe gelul roménesc
DEAE-Filtradex R50 cu randamente similare obtinute cu gelurile tip Sephadex. Exploatarea
la scard pilot a acestor imobilizate (premierd in Roménia) a dus la rezultate apropiate celor
obtinute la scard industriala de japonezi. Ca atare, intreaga proceduri de separare a
amestecurilor racemice de aminoacizi, s-ar putea transpune, eventual, la scard industriala.
Acest lucru ar necesita, desigur, o cercetare mai avansati, pentru imbunatatirea randamentelor
sl a puritatii produsilor, eventual izolarea unei racemaze care sia inlocuiasca procedura
chimica.
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