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I. IMOBILIZAREA CELULELOR

I.1. Considerstii generalu

Dup& oum am ardtat in voi. I, unul dintre avantajele ma-
jore ale utilizirii enzimelor imobilizate, conetd iIn posibilitatea
fix3rii pe suporturile 1nsolubile chiar a celulelor (viabiie sau
nu) ca gi a organitelor oelulare. Acest lucru este deoaedbit de
important avind in vedere costul ridiocat al izoldrii gi purifi-
olirii enzimelor intracelulare. Utilizarea ocelulelor,a extractelor
oelulare sau a organitelor celulare inlituri acest inconvenient
major, permiténd scdderea pretulul de cost al compuspilor odb{inuti
ou ajutorul agregatelor respective., In plus, enzimele din aceste
preparate au o stabilitate mult mal mare in comparatls ou enzime-
le pure, afléndu-se in mediul lor astural.

In acest fel, odati ocu enzimele intracelulare oa gi ou cele
legate de membramele celulare se imobilizeazi gl cofectoril res-
pectivi, ocare igi pAstreazX activitatea g1 stabilitatea.

Celulele imobilizate pot f1 folosite nu numai pentru reaoctii
enzimatioe intr-o singurX etapé, dar gl pentru efectuarea unor
reaoctil complexe, aloXZtuite din mal multe trepte gecveniiale gi
olfiiar pentru reao{ii care includ ciocluri metabolice complete (fer-
mentatii).

In majoritatea ceczurilor sistemele celulare sunt mult mai
rezistente la perturbirile din mediul lnconjuritor (variatii de
temperaturd, pH, thArie ionicHd etc.) gi wmal puiin seneibile la
faoctorii de toxicitate (oxigen, ioni metalici eto.) dacdt enzi-
mole pure imobilizate.

In cazul enzimelor sau sistemslor de enzime imobilizate se

observk o descregters a actliviti{ii catelitice a agregatelor
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datoritd cantitdit{ii relativ mari de enzim¥ legatX¥ pe suport ¢i
deol interactiei de tip protein¥-proteini. Asemenea descregtere a
‘aotivitdtii nu pe observd in cazul sistemelor ocelulare 1mobilizate
ohiar in oazul unor oconcentratii miorobiene foarte inalte (109
¢telule/ml suport).

Pe ldngd aceste avantaje, preparatele de celule imobilizate
prezintd gi unele inconveniente iegate de partioularitiitile mate-
rialelor celulare utilizate.

Astfel, degl se pot folosl pentru imobilizaere gi celule moar-
to (neviabile), activitatea catalitiod a acestor preparate nu este
mult diminuatd in comperafle cu ocea a celulelor vii (viabile).

Tmobilizarea celulelor viabile pune ins® probleme legate de
mentinerea integrititil celulares, de asigurarea unul mediu favo-
rabil imobilizirii acestora, ca gi de eliminarea produgilor seoun-
dari al metsbolismului. De obiocel, ocelulele imobilizate se alimen-
tvazd suplimentar ou un mediu nutritiv sau ocu o surei de eanergle
oapabild de n mentine celulele viabile gl active., Proli{ferarea asi-
gurat¥ astfel trebuile sd fie puficient de lentX pentru & permite
regenerarea oofactorilor corespunziitorl diferitelor etape ale
uzor reaojll ocomplexe. Pentru aceasta se poate folosi gl o dilugile
lnalti a mediului de reaotie.

Rezultl oX utiliadnd celule imohilisate proaaccls biachimice
devin heterogzene, ceea ce creazi probleme legate de difurnie, cara
nu permit utilizarea integrall a cepacititii catalitice a celule-
lor.

Viteza de reactie va fi optimA numal intr-un strat periferic
al agregatulul. Pentru eliminarea acestul dazavantal majJor se rot
folosl mai multe motode;

- limitarea numérului de celule folosite (ceaeca ce va duce la

dintinuarea caprtitdiii reactoarelor cu celule imobllizats);
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- 11 -
-~ reduoerea dimensiuniler partioulelor care va determina ¢
oregtere efectivil a ariei de transfer, dar designul reactorului.
gl performanta sa sunt strdns legate de dimensiunile optime ale
particulelor;

~ oragterea oconoentratiel substratulul din faza exterivard
(pot apare probleme legate de 1zolarea produgilor de reaofie, re~
olrcularea pubstratului gi oregterea visoozitdijii aolutiei>de
substrat);

- oregterea porozitd{ii gi a dimensiuniler porilor suportu-
lui, oare oconduc la cregterea vitegzei de difuzie (se utilizeazX
in cazul celulelor ou dimensiuni mari).

Un dezavantaj al celulelor vii este bariera difuzional¥ su-
plimentard reprezentatl de membrana celulard.. Acest dezavanta]
poate fi evitat utilizénd celule neviabile. *

Celulele imobilizate nu reprezint® un bilocatalizator conve-
nabil pentru obt{inerea substantelor macromoleculare, deoarece se
reduce mult viteza de diiuzlie a substratelor gi produsgsilor de
reactie macromolecularl gl aceasta cu atfit mal mult ou ocdt gradul
de polimerizare este mal ridicat. Acest inconvenient poate fi
insd limitat de orepterea dimensiunilor porilor suportului.

0 proliferare viguroasi s celuielor poate distruge prepara-
tul imobilicat; deci proliferarea trebuie ocon%rolatX.

Celulele vii nu trebule sd fie distruse prin imodbilizare; de
aosea se va alege, de la caz la caz, procedeul de imodilizare ocare
a8 exoludd acest acoldent nedorit.

Prima imobilizare de celule este cunosocutd din 1966 (Mesbach
gl Mosbaoh); primele reaof{ii biochimice ou celule imobilizate au
fost efeotuate fn 1979 (Venkatasubremanian gi Vieth).

Init{iel s-au utilizat preparate de celule imobilizate pentru

reaotil neoesitdnd existenta unoi singure enzime (aminosoilaga,
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- 12 -
ponicilinasa, glucoizomeraza, aspartara, fumaraza, laotaza eto.),
ou apliocatii industriele.

De abia in perioada 1982-1983 s-au abordat g¢i reaotii in
mai multe etape (fermenta{ii, blooonversii), necesitdnd sisteme
enzimatioce multisecventlale, cofaotori specifioi, recuperarea gi
regenararea ATP eto. In aocest scop s-au utilizat agregate inselu-
bile obfinute prin imobilizare de organite celulare, spori oa gi
oelule vegetale gi animale,viabilo sau neviabile.

Datoriti caraoterulul de prooces catalitio heterogen al
reactiilor blochimioe care utilizeazd ocelule imobilizate, se fo-
logesc cu suoces in epeoilal reactoare-ooloand ou procedeu in flux
continuu, ceea oce duce la o gsofdere drastiod a costurilor de fa-
bricatie.

Metoda este foloeit¥ pe soard industrial¥ in prooesele fer-
mentative bazate pe culturi de celule imobilizate, ou proliferare
controlati.

In timp ce fermentat{ia oonventionald necesitd o densitate
miorobiani soXzut® gi deoli manipularea unor voluqe mari de solutii
diluate de substrat, celulele imobilizate (ou o densitate mare de
celule per unitatea de volum al reactorului) determind viteze mari
de reactie i randamente bune in produgl.Operatia din fermentor
rimine posibilX gi la dilut{ii mari ale subsptratului. Productivita-
tea reaotorului se poate diminua in timp, datoritd formiArii oon%i-
nue de metnbolitl toxiol in oelulele viabile imobilizate.

Asemenea reactoare pot asigura o reoiroulare continui a
substratulul, oeea ce duce la Imbunit¥tirea vitezelor de difucie
ale aubstrafului la situsul catalitio al agregatului suport-ocelu-
le.

In fig. nr.i este prezentatd sohema diferitelor etape ale

imobilizérii celulelor microbiene pe o suprafatd solidi.
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Ftepele imoriliz&rii celulelor pe um suport eolid

Btapa de aproplere (1} a celuleler de spuprafaia suportulai
ars loe prin diverse mecanlame de transport de mas¥: convectie,
difuzie, sedimentsre. In teza (2) apar intersofii {(de natur¥ fi-
2133 sau/si chliaicE) var. -etin celulele pe smuprafatli. Apol ocelu-
lele aderd puternic (3); multiplicarea lor conduce le colonigarea
suparinlul (4) si eventual ls formarea ucui biofila (5).

Aderares aloroorganismelor pe suport aste influsntati atét
¢e pruprletitile electrice ale puprafetel ot gi de hidrofobiol-
teta. Astfel, microorganiemele hidrofobe vor adera la materiale
ca: stinli, polimeri sinteticl, dar aderarea va fi fnfluentati
ée apariiia unor repulsii eleotrosztatioce de tip celulid-oeluld
aau celuld-eupert, ca gl de influenta pH-ulul si a tdriei ionice
a wediulul exterlor.

Celulele hidrofile vcr adera numal pe suporturl care se pot

inciroa pozitiv (ouprafete metalioe amocoperite cu ©X1zi sau pe
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suporturi tratate in prealabil pentru a le micgora saroina nega-

tivE a supratfefeli).

Diferitele tratemente ale suprafetei vor determina deol scX-
derea repulsiilor electrostatice oelul¥-celul¥ gi oeluli-suport,
favorizind atract{ias celull-guport.

In tabelul Fr.] sunt date olteva sisteme de imobilizare a
unor microorganisme prin tratameﬁte care modifiod saroinile su-~

prafetelor suportului gi celulelor.

Tabelul Nr. 1

Imobilizarea mioroorganismelor prin adsorbtie, datoriti
modifio#rii sarcinilor suprafetelor celulelor gi

suportului \
Suport Tratarea
Speoia -
Compozitie Morfologie| Celulelor | Suportului
1 2 3 4 5
Saocharonyoes stiold, P Al’f Po 3t -
cerevisiae policarbonat
stiold P - Pezoj.Al(OB)3
stioll, me-~ P - Pe3*
tale g1
polimeri
organioi
Arthrobacter stioll P A13+ -
simplex stioll Pr B £ - Al(OH)1
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Tabelul Nr. 1 ( oontinuare)

1 2 3 4 5
Acetobacter sticl¥, mioX,
aocetl polimeri organioi P - ’ POJ+
Corynebacterium | sticld r C - DEAE-dextran,
glutamiocum - aminogilan
Xanthomonas stiol’ P Al3+ -
oampestris stiold ' p | - ax AL(OH) 5
Escheriochia coli|stiolX lp a3 a
Bacillus sticl¥, policar- ; P Pe’t ohitosan,
licheniformis bonat | DEAB-dextran,
poliuretan f 8 - aminosilan
stiolX b 4
Klebsiella stiorl P.f - { ohitosan
oxytoca ipoliuretan 8 - chitosan
| | ,
Kluyveromycesa sticli Pef | - chitosan
lactis %polioarbonst ! P i - chitosan
; |
Kluyveromyoes ;
i
lactis gi % ;
Klebsiella lgtiolX 4 - ohitosan
oxytoca, coimo-
bilizate

Abrevieri: b = perle; f = fibre; s = spumii; p = pliocute;
r = inele Rachig sau de stiold poroasid
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Din aocest tabel se observi od fixarea oelulelor se poate
reallza prin tratarea lor egan a suportului cu ioni oa Al3+ sau
‘P93+. gau prin viilizarea unor schimbZtori de ionil (chitosan,
DEAE~dextran) depugsi pe auprefufa suportului sau prin scoperirea
suporiuluil ou un strat de particule coloide fnodrcate pozlitivw

[n(on)}. pezoj].

I.2. Tipuri de suporturj utilizate la imobillrarea

celulelor

Prineipiul general al fixidril oeluleier pe suport solid pu
diferd eseniinl de oel al imobiliz¥rii enzimelor pure, la baza
obtinerii egregateler suport-celule stéind (ca gi tu ocazul enzime-
lor) formarea de legituri fizise sau ohimice intre guport gi su-
prafate ocelulelor.

De cele mal multe orl alegerea suporturilor este empirioX,
putine dintre ele avédnd o utilizare univerasall.

Se foloaecc atdt suporturi ancrganice oit gi organive; aces-
tea din urmi sunt preferate, deoarece oferf o varietate mai mare

de grupdri reactive pe suprafata lor (-NH2. ~COCH, -0H eta.).

Iefele Suporturi organice

Se foloseso pentru imobilizarea ocelulelor: polizaharide, pro-
teine si polimeri sintetici (tabelul Nr. 2 )

Pe asgemenea suporturl celulele pot i imobiliszate prin:
includere, encapgulare (ocu sau fir¥ reticulare), adeorbfie, ssu

legare covalenti.
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Tabelul Nr. 2 '

Suporturli organice foloslte pentru imobilizarea ocelulelor

Poligzaharide Celnlozd
Agar/agarozi
Chitosan
Dextran
Carageenan
Alginat

Peotat

GumX xantanioX

Proteine " Colagen
Gelatini
Albumini
Pibrin¥

Polimeri Poilacrilamidd
eintetici Polimetacrilat
Poliuretan
R¥gini epoxi
Polistiren
Poliesteri
Polipropileni
Polipropilenoxid

Alcool poliviniliec
Poliolorurid de vinil

o ——
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1.2.2. Suporturi anorganice (Tabelul Rr.3 )

Degl mai putin folosite pentru imobilizarea celulelor
(avBnd mai putine grupirl reactive pe unitatea de suprafatl),
suporturile anorganice au o stabllitate termiod bund gi proprietiti

reologice excelente (nu sunt deformabile).

Tabelul Nr, 3

Suporturi anorganice pentru imobilizarea celulelor

Neactivate Alumind (41,0,)

Oxid de zirconin (Zr02)
0xid de_magneziu (Mgd)
Silice (510,)

Stield

Ceramiod

Niseip

0xid de titan (Ti\'.)?)

Feromagnetiti

Activate Suporturi aotivate ou

divergi agen{l de ovplare

In.solutie, suprafat{n acestor materiale se hidrateas® ¢i
grupele -OH retinute pot reactiona direot ou grupdrile -COOH sau
-¥H, de pe suprafata celulelor. Se pot folosi gi suporturi anor-
ganioe modifiocate, ou gruplri -lIK2 sau -CHO pe suprafati.

Tehnioile de imobilizare a ocelulelor utiligate in ocasul su-

porturilor anorganioce sunt: adsordtis gi ‘'legarea ocovalenti.
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Din ocele de mai sus se poate tfage ooncluzia oX celulele pot

fi imobilizate pe suporturl (organice sau anorganioe) atét prin
metode fizice (mdsorbtia, inoluderea, encapsularea) oft gi ohimioce

(prin legare covalenti).

I.3. Meoanismul imobiliz¥rii ocelulelor pe suporturi

ExietX un numdr de gase mecanisme distinote, responsabile de
imobilizarea celulelor pe un suport insolubil gi anume:

Pentru imobilizarea fizioid

a) Interaotil eleotrostatice celule-suport

b) Pormarea de legdturl ionice intre grupele -RH, sau -COOH
de pe suprafafa celulei gi o grupare reaotivi de pe su-
prafata suportulul.

¢) Adsorbtia biospecificd, prin ocare centrii speoifici re-
ceptorl de pe suprafata ocelulei.pot fi utilizati pentru
legarea pe un sport solid.

d) Includerea fizici in polimeri atdt a ocelulelor viabile
cédt gl a nutrientilor gl a produgilor de reaofie oce pot
difuza in faza exterioari.

—

Pentru imobilizarea ohimiod

e) Pormarea de legituri ocovalente partisle intre grupirile
-NH2 sau -COOH de pe suprafata ocelulelor gi grupirile -OH
de pe suprafata suporturilor anorganice de tip stiold sem
ceramiol.

f) Formarea de legituril ocovalente intre grupirile reactive
de pe suprafata celulelor gi grupirile grefate pe suportul
activat, ou ajutorul unor agenti de ouplare (igocianat,

eminosilan, glutaraldehid¥, ocarbodiimidd, imidoeter eto.).
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I.4., Criterii de mlegere a suporturilor

Conditillie pe care trebuie sf le indeplinemec¥ suportul (%np
afari de oele logate strict de interacfiile celule-suport) pentru
obfinerea unor agregate stabile gi ou o aoctivitate biocatalitiocX
ridioatd sunt:

- Suportul nu trebuie sX fie toxic fatl de celule gi sk nu
afecteze negativ metsbolismul celular.

- Capaoitatea fnaltX de retent{ie a suportului fati de celule
(raportati la greutatea ocelulelor usocate/gram de suport). Din
scest punot de vedere este preferati tehnica includerii tn geluri
de polimeri (ou o retentie mult mei buni) comparativ cu adsorbfia.

- Suportul trebuie s¥ fie stabil la temperaturi Inalte, la
presiuni ridicate @i la domeniile ‘apecifice de pH in care urmeasX
a fi foloait.

- Se preferd suporturl ou o porozitate inaltd, care permit o
buni legare a celulelor gi o difuzie convenabild a gubstratului.

- Suporturile cele mal bune itrebuie si se pretese ou ugurin-
t% la transformarea in partioule ou dimensiuni dorite gi s nu
prezinte variatlii mari de volum in cursul operatiilor.

- Suporturile, ca gl tehnios de imobilisare treduie aless In
.g--fol fneflt sl se evite ca mioroorganiswele imobilisate sl pro-
duocZ substante seocundare ca: gume, oleiuri, nimoluri care reduo
viteza reaofiilor prinocipale gi impurific¥ produgii de reaoctie.

0 metodd de imodilizare a oelulelor utiligetl uneori este
gl retioularea acestora, in ebsenta unui =uport insolubil.

Proovdeul ool mai utilisat de imobilisare a celulelor wviadile
este inoluderea In gelurl insolubile ou variantele tehnice sunce-
oute (obiinere de partioule, fibre, miorocoapsule, Hollow-fibers,
filme).
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I.5. Tohnici de 1mob111iare a oelulelor

In 1inii mari, tehnioile de imodbilizare fizioX gi ohimick a
celulelor respeotd amceleagl prinocip: i ca in ocazul imobilis¥rii
enzimelor pure, ou modifioiri legate de particularitatea lucrului
ou celule.

In celulele vii numai un num¥r limitat de ensime sunt stabile
gl au o activitate catalitioc# persistenti. In unele cazuri ensime-
le punt produse in oceluld ce intermediari, doar pentru o sourtd
periocadd de timp tn oiolul unuil proces ferwentativ, astfel inodt
activitatea lor scede rapid odatd ou divizarea gl oregterea ocelu-
lelor. Sunt si tipuri de enzime oare o dati formate rimidn fn ce-
lulele vii, limitdnd drastic utilizarea acestora drept bdbiocatali-
zatori. '

Degl s~au propué metode de tratare ulterioarf pentru a sta-
biliza activitatea in scddere rapidX a unor enzime, nu s-a desco-
verit totugl un procedeu universal de protect{ie a acestora.

De la caz la oaz, menfinerea activitidtil enzimatice poate f1
obtinutd prin tratemente oa: deshidratarea partial® a celulelor,
modifioarea pH-ulul, preincubarea ou joni metalici, goouri termioce,
tratare oontrolatd ou detergent, autoliza. partiald, induoceres
autoflooul¥rii, retioularea intracelulari,permeabilizarea oolnioi.

Chiar celulele tratate pot fi considerate dbiocatalisatori
ineolubili, suportul fiind %nsugi metrixul oelular. Celulele tra-.
tate nu pot f£1 folosite deodt pentru reac{ii Zntr-o singuri etapi.

Sporii de fungi gi bacterii au un continut stabil tn ensime;
sporil pot fi consideratl ca nigte adevirate ,oontainere™ stabile
¢1 neutre pentru un mare numir de enzime uguale. Cu asemenea ma-
teriale se pot cataliza multe reastii ca: bdioconversia steroide-

lor, bioconversias aoizilor gragi la 2-cetoacizi (ou spori de fungl)
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bioconversia amidonului la glucoz¥ (ou Aspergillus wentii ccnidia),
oxidarea trigliceridelor la metiloetone (spori de fungi), bdbio-
oonversia penicilinel V la aocid 6-aminopeniocildnio (epori de

Fusarium) eto.

I.5.1. Tehniol de imobilizare fizioX

I.5.1.1. Adsorbtia

In naturd se ounoso cazuri de formare de filme miorobiene pe:
perticule de nisip, argili, : tesuturile plantelor, tuburi de
PVC, suprafeie metalice, stlold eto.

Fiind o wmetod¥ blandi de imobilizare, adeordbtia implicd mi-
nima denaturare e celulelor. Adsorbtla este influentatX de natura
chimici a esuprefetei celulei, care poate fi formatd din peptide,
polihexozamine, acid diaminopimelic, incircate cu oentri ou s;r-
oinl ionice necesare fixXrii pe suport. Intre suprafata celulei
gt aea a suportulul mal pot apare interact{ii van der Waals, legi-
turi lonogene (ioni ca: Pez*, Caz', Fe3*. a3t au un rol asemini-
tor cu cel al puntilor de hidrogen).

Lezi este o tehnicHd rapidi gi simpl¥, adsorbtia nu este ide-
ald, depinzand in majoritatea cazurilor de pH. In plus, sarcinile
ocelulalor se pot modifica odatd cu virsta g1 pot altera conditiile

de microveoinditate. Simplitatea procedeulul ) recomandX pentru o

serie de aplicatil praotice (Tahelul Nr. 4 ).
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Tabelul Rr. 4

Exemple de celule microbiene adsorbite pe diverse suporturi

Speocia Suportul Engima Produs de reactie
Azobacter Coramio} Sistem Aoid acetio
aootl multi-enzi-

matlic
Agpergillus Stiold Idem Aold oitrio
niger
Eacherichia Dowex 1 - -
ooll .
Nocardia DRAB=-eslulozd | Colesterol- coleat-4-en-3;on!
erythropolis oxldaza
Saooharomyoes Amberlit Sistem Etanol
cerevisilae multi-enzi-

matio
Ssocerevislae Cirimidd Idem Btanol
S.oerevisiae ECTEOLA- Yden Btanol

c2lulozd

A. Adsorbtie pe suporturi organice

Dintre suporturile organice utilizate in tehuioca imobilieXrii
prin adsorbtie a celulelor se remarol trel categorii: riginile
gohimbitoare de ioni, ceiuloza gi derivatl ai sii, ::I leotinele.

a) Riginile schimbXtoare de ioni (polimeri sintetiol)

Se utilizeazd atdt anioniti, odt pi cationiti. Leghtura
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suport-oélule este rezultatul direot al saroinilor prezente pe
suprafete, al configuratiilor speoifice ale centrilor inoXroati
" electric gi al mcocesibllitdfii gruﬁ&rilor ionice funotionale.

Se foloseso r¥gini oa: oopolimeri stiren-divinilbenzen (de tip
Tcwex), oopolimeri ai fenolului ou formaldehida sau polimeri ai
stirenului gi acidului malio.

Prooedeul adsorbtiel oopstd fn ciroularea unei suspensii de
celule printr-o ooloani cu rigini, urmatdd de spXlare (pentru in-
deplirtarea celulelor nefixate).

In tabelul nr. 2 se regiseso clteva oxemple de suporturi de
evost tip.

Adsorbjia celulelor pe suport este influentatd de:natura su-
portuluil, vechimea oculturii de oelula, oonocentratia initiald a ce-
lulelor, pH eto. ’

In conditii optime celulele viabile sunt bine retinute gi
chiar uneori adsorbiia aduoe modifioclri positive in fisiologia
celulari..

Un exemplu de utilizare a unuli agregat obt{inut prin adsorbgie
este fixarea ocelulelor de Escheriochia 00li pe un ocopolimer retiou-
lat,insolubil, de tip stiren-polibromurd de E-bensil-4-vinilpiri-
diniu. 4ductul cbtinut se utiliteasd intr-un prooedeu continuu de
sintezX a soidului L-aspartio din fumarat de amoniu.

Partioulelo sfordoce l(porlo) de rigind retioculatd sunt intro-
duse intr-o ocoloan¥ rdoit¥ ou api, realizéndu-se astfel un reaotor
cu pat oompact. Imobilizaree are loo prin trecerea unei suspensii
de celule de Bgcheriohia 6oli (oare contine L-aspartasf) prin co-
loana umplutf ou perle de copoliwmer, dupd ocare se trece prin co-
loand o solutie de fumarat de amoniu tamponatX.

Aocidul L-agpartio se obtine ocu randasent cantitativ, pH-ul
oprtim al solutiei de substrat f£iind de 7,4-7,7, iar temperatura
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de luoru agal¥ cu 30°C. Atat conditiile de imobiligare cdt gi pa-~
rametril remofiel nu impleteszi asupra viabilitdyil celulelor.

b) Celuloza gi oeluloza modificatd

Celuloza sa utilizeazd datorit® stabilitit{ii sale orescute.
Coelulogels subastituite cele mail foloslte pentru imobilizarea oe-
lulelor sunt:

-DEAE-0celuloza {(oconyine gruparea -NB, puternio tazlcd, fiind
un sohimbitor de enioni);

-CNC eate un putermnio schimbiEtor de ioni aocid.

Fiind fibromse, celuloza gi deluloga moéificatd au o arie
mare a suprafefel. Se utilizeazd de obicel sub formH perlats,
avand o poronzitate inalti.

Preparatele celulozicae pot fi dizolvate in pentan, hexan ssu
decan In raport 1:10 pand la 1:6, dupi oare se insolubilizeazi
prin tratare ou diizoolanaji sau ou aminopropilsilan.

De exemplu Aspergillus oryzae se poate adsorbi pe o ocoloanX
oontinénd ECTEBOLA-celuloz¥ ppdlatd ou tampon fosfat 0,05 M
(pH = 5,8), Celulele neimobilizate se indepirteacd prin spilare.
dotivitatea invertazel din Aspergillus oryzac astfel imobilipatd
riméne stabili. Preparatul poate fi folosit intr-o baterie de oo~
loane, intr-un proces enzimatic ocontinuu.

o) Laatinele

Lectinele sunt proteine naturale ungor acoesibile, fiind
extrage din plante, legume, pegtli sau meloli. Capaocitatea leotine-
lor de a asglutina unele speoii do oelule se datoreacd abilititii
lor de a lega antigeni speoifiol pe suprafata celulelor, resulténd
un proces de aglomerare. Se realizeaz¥ fn aocest fel o legare se-
leotivd & celulelor pe un suport inert. Tehnioca este folositd
pentru adsorbtia celulelor animale. Leotina leagl antigenul simul-~

tan pe suprafats suportului gi pe cea a ocelulelor bacteriene.
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Putin folosith, metode oferd o variantd posibild a imobili-
zKrii oelulelor prin adsorbtie.

B. Adsorbiie pe suporturi anorganioce

Pentru imobilizarea celulelor se poate folosi o gami largi
de materiale poroasse (tabelul nr. 4) oa: nleip,stiold, oirdmiadli,
ceramlic¥, siliocatl, particule ou proprietit{i magnetioce, oxizi ai
metalelor gi hidroxi-i metalici preoipitatl eto.

Degl metoda de imobilizare este eimplX i rapidi, legiturile
dintre celule yi suport sunt influentate de variatia compozitiei
ol proprietdtilor suprafetel suportului, oa gi de pH, tirie ionicd
virsta celulelor, saroina suprafetelor, aria suprafetel nuportuluil

Astfel, s-a observat od Saocharomyces ocarlebergensie se
adsoarbe bine pe kimelgur la pH =3 g1 pe bentoniti moidX, iar
pe aminobentoniti numail la pH = 5.

Creasterea tdriel ionice a mediului are ce resultat cregterea
cantitd{ii de ocelule adsorbite la o anumitd valoare a pH-ului.

Sarcinile suportului aflate in microveoindtatea ocelulelor
afecteazd saroinile acestora, intarac§iile de tip lon-7on putidnd

duce le desorbtie.

S-a aritat oX, in general, celulele mlarobiene inclirocate ne-
gativ se adsorb repede pe suprafata unor suporturi ou saroini po-
zitive ca DEAB-Sephadex A-50 sau A-25, Amberlit IR-45 sau Biorad
4G-21K, La prima vedere, surprinde ou atat mal mult faptul ol
aceleagl celule incdrcate negativ se pot ataga ugor gi pe supra-
fata surorturilor anorganice cu sarcini de acelagi semn (sticli,
ceramiod).

Gradul de inc&rcare electrici depinde de modul de pratratare
a suportului. Astfel, sticlele- frite au sarocini electrice slabe,

pe cand ceramicile acnperite cu oxid de zirconiu ca gi sticla
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poroasi prezintd sarcini negative méi mari, permitfnd o acumulare
mare de oelule pe suprafatf. Aduotii rezultati vor avea o activi-
tate enzimatiod stabild.

Se poate trage concluzia o% simpla interactie electrostatiol
suport-oelule nu este in totalitate responsabill de imobilizarea
acegtora. In timpul imobilizirii se formeaz¥ probabil gi legéturi
covalente intre celule gi suprafata suportului. '

O aplicatlie largd o au hidroxizii metalioi precipitati inm
solu}il apoase din si¥ruri (de obicei ZrCl4 sau T1014). In functle
de pH,in oursul precipitdrii hidroxizii se polimerizeazi. Gradul
de polimerizare eate deoi dependent de pH, iar polimerii gelati-
nogli rezultati oont{in pe suprafaia lor grupiri-OH, oare formeaszi
legdturi oovalente ou grupirile -COOH, -NB2 sau -0H de pe supra-
fata celulelor. s

De exemplu, Ti(OH)4 formeazd geluri la pH aoid, iar Zr(OH)4
la pH neutru seu alcalin.

In fig. nr.2 sunt schematizate legiturile de tip donor-accep-
tor formate intre Zr(OH)4 gl Zr0, g1 grupkirile -CO0OH, -OH g1 --lll2
de pe suprafata ocelulelor.

Pe hidroxizii metaliol se pot imobiliza: Escheriohia eooli,
Serratia maropscens, Acetobeoter, Sacoharomyces cerevieiae, Laota
baocillus.

Metodica generald a imobilizirii oconstld in amestecarea sme-
pensiei de celule ou un hidroxid metalio proaspit preoipitat,
timp de ofiteva minute, dupX care se centrifugheazi ocelulele imo-
bilizate.

Majoritatea oelulelor rémin fixate pe suprafata gelului gi
o miod parte sunt inoluse ifn el. Viabilitatea ocelulelor astfel
imobilizate este buni.
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Fig. nr. 2

Rerrezentarea cchematiod a complecgilor-chelayi el
hicroxidului de '.:rIv cu grupdrile nuoleofile de pe
euprafata calulelor imobilizate: /) rrune :c-_.(:-, b)) zrune
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In cazul stiolelor gl oceramiocelor, formate in prinoipal din
oxiel de: A1, Si, Mg, Ti, In solutii teampon se formeas® pe supra-
fate lor hidroxizi; grupele -OH din acegti hidroxizi pot fi %nlo-
ouite ou grupirile -RH, seu > C=0 de pe suprafatn oelulei, formin-
du~se o legitury covalentX par{iald,

Pe asemena suporturi caj stiole gilicloass fritate, cordierit
[ngAlj(AISiSOIB)J 91 ceramioe ziroonioce se pot imobilisar
Penioillium ohrysogenum (miocelii) gi Streptomyoces olivoohromogenes
(celule)., In timp 6e tingii preferd cordieritele, aoctinomycetele
ge imobilizeazi mai bine pe frité de stioclX.

Inocorporénd iocni metalioi specifioi in suporturli organioce se
poate asigura retentia celulelor prin acelagl mecanism (Kolot 1980
De exemplu, introduc&nd ioni Pe” in peotat retioculat ou imino-
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diacetat, se pot lega celule de drojdie, care in absenta ionului

metalio nu ar fi1 retinute.

I.5.1.2, Includerea celulelor In geluri ingolubile

Celulele se pot include in gelurl organice sau anorganioce
preformate sau printr-o operatie simultani de formare a geiului
insolubil gi de fixare a oelulelor. Se folosess atdt materiale
aintetice ot gi naturale. In tabelul nr. 5 se pot gisi exemple
de celule incluse in geluri de poliacrilamidi.

Tabelul ar, 5

Exemple de ocelule microbiene incluse in poliacrilamidd

Specia Enzimele Substrat Produs de reaot;l
1l . 2 3 4
Acetobacter Sistem Glioerini Diéhidroxiucetond
Suboxydans multienzimatic
Aspergillus Idem Glucozi Acld gluconic
niger
Bacilus 20 x- g1 20,7~ | Cortizon |Derivat 20-hidro-
megaterium hidrosteroid- xilie
dehidrogenaza
Corynebacterium | Sistem l4c_clucozi 14C-Alanin?_i
dismatana multienzimatic
Escherichia FLGalactozidazé Lactozi Glucozi +
alcalescens Galactozi |
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Tabelul nr. 5 (continuare)

1 3 3 4
Escheriohia Aspartazi Fumarat de Aold L-aspartio
alcalesoens amoniu
Esoherichia ?-Galaotozidazl Laotozi Gluooz¥ +
ooll Galaotogd
Escherichia . Sisten Indol + L-Triptofan
coli multienzimatio Piruvat +

KH,
Escherichia Idem L-Glutamat + Glutation
ocoll I~Cigtein¥ +

Glicing
Glucanobacter Idenm I~3orboza L-Sorbostni
melanogenes
Saocharomyocea Aloool- Btanol + AcetaldehidX +
cerevisiae dehidrogenaza map* NADH
Saocharomyoces Sistem Gluoozi Etanol
cerevisiae multienzimatioc
Sacoharomyces Invertasi ZaharosX Gluooz¥ +
cerevigliae PruotosX
Penicillium Sigtem Gluocozd + - Ponioilina @
ohrysogenum multiensimatio H33 + Acetat

de fenil
Streptomyces Idem Gluocozd Qefalosporino
olavuligerus
Lacobaoillus ?-Galaotozidaz! Laotosi Gluoosd +
bulgarious Galaotozi
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.In cazul unor polimeri, inoludéraa eate exolusiv fizioX, pe
o8nd in alte cazuri se formeazi in plus g1 legituri covalente
partiale intre celule gi suport.

Indiferent de natura gelului, se apliocd in general trei me-
tode de inoludere a oelulelor:

a) Polimerizarea in bloc in prezenta oelulelor, urmatd de
dezintegrarea mecanioi in particule. Este o metodi simpld d&r pre-
zintd dezavantajul obflnerii unor partioule neregulate, lmproprii
pentru utilizarea in coloane, datoriti risoului tasidirii.

b) Topirea polimerului preformat sub formi de perle (piol-
turi). Particulele rezultate au o suprafatd uniform¥ dar nu se
preteazd la imobilizarea unor cantititi mari de ocelule.

¢) Formarea de ploituri (perle) intr-un sistem bifazio.
Partioulele vor retine o cantitate mare de oelule, agregetnf
Zormat putdnd fi utilizat la umplerea unor coloane.

Asemenea perle se obtin prin suspendarea unuli amesteo apos
de oelule gi polimer preformat intr-o fagzi hidrofobi.

Natura gelului oa gi modul de inoludere diferi de la caz la
oaz, in funotie de natura celulelor; se alege metoda prin care mse
obtin agregate ou motivitate enzimatio¥ maximi.

Astfel, utilizénd poliacrilamida mecanismul formirii gelului
(din preoursorul acrilamid¥) este radicalioc, ceea ce duce la o
plerdere par{iali a celulelor.

Alginatul se poate folosi la includerea celulelor vii, dar
gelul se poate distruge in prezenta iamului fosfat.

O problem# seriocasi a inocluderii in gelurl o oconstitule
efeotele difuziei externe care pot duce la sociderea aotivitd¢ii
enzimatice a celulelor. Astfel, pentru a proteja oelulele de fao-~
torii externi defavoyabili, se poate eourge la modificarea poro-

z1ti411 gelurilor de poliaocrilamidi. Barierele impuse de
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permeanrilitatea membranel celulare po* fi indepirtate printr-o
autclizi controlatd, prin uacnrea, liofllicarea mau fnghe(area
celulelor, sau prin trrtarea celulelor ou toluen ssu cu agenti
tenslcactivi, Degl aceste trataments pot amlogora viabilitatea oo~

luwlelor, se oongervi totugt activitatea enzimatisi.
19 Polimer: sintetiof

Suporturile formate din ypolimeri nintetici prezintd avanta-
Il wror proprietdti fizioo-chimice bune pentru imobilisarea ce-
lulelor.

Ir acest scop se pot folor! atdt polixari hidrofobi (in epe-
oial polismorilamida), cidt gi hidrofili (poliureiani).

Zelurile se prepsayd prin cele dou¥ metode ounoscute (polime-~
rizarea preoursorilor simultan cu imobilicarea celulslor sau imo-
bilizare pe polimeri preformati).

A. Pollacrilamida

In cazul 1includerii celulelor simultan ou formarea gelului
de poliascrilamiii, meosnismul reaotfiei fiind radicalio, apare o
plerdere severd de celule, In tabelul nr. 5 am dat o8teva exemple
de utllizare a gelulu!l de polimorilemidi pentru inoluderea unor
celule.

Procedeul genexral oonstf in polimerizarea unei emulsii apoase
de acrilamidi. oontindnd celule in suspensie. Degi tehnioa inolu-
derii oste ugor &«coesibild, iar modificarea enzimelor este redusi
gelul este toxio pentru celulels vii., Intruodt poliacrilamida
este un polimer liniar, polimerizarea aQ face in prezenta unui
agent de retioculare (BIS) oare permite objinerea unui gel cu
structuri tridimensionalX. Puterea catalitioX a agregatului suport
-~celule depinde direot de ooncentratiile relative ale aorilamidei,
agentului de retioulere (BIS) gi celnlelor din amestecul initial.
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Pentru initierea polimerizirii se néilizeaz! metoda chimioX (folo-
sind: persulfati, -dimetilaminopropionitril sau TEMED) eeu meloda
fotochimiod (utilizdnd: hidrosulfit de sodiu,riboflavind gi TEMED).

Polimerizarea se conduce intr-o soluiie izotonioc¥ tamponati,
la 4-15°.

Pentru a se evita dezavantajele datorate polimerillfii radi-
calice a acrilemidei in prezenta celulelor vii, in 1981, Preéman
gl Aharonowlitz au propus utilizarea poliacrilamidei liniare pre-
formate, substituite partial cu grup3ri acrilhidrazidice gi solu-
bild fn apX.

O variantd a gelurilor sintetice de poliacrilamidX¥ utilizatX
la includerea unor microorganisme, o comstitule copolimerii
N-alchil-acrilamidelor termic-reversibili, care prezintid LCST
(vezl peg. 43 vo1. 1). '

Astfel, Arthrobaoter simplex a fost imoblilizat de odtre Park
g1 Hoffman intr-un gel copolimer de N-igopropilacrilemidX (90%)
gl aorilamidX (10%), reticulat ou BIS (4%), avdnd LCST = 37-40°C.

AQuotul obtinut se folosegte pentru oonstruct{ia unor reaotoa-
reo yzbatech". Cinetica reactiilor oatalizate de aductul gel-mioro-
organism este influentati de temperaturs, oare controleazd dimen-
siunile porilor gelului-suport, Cu ajutorul aductulul obdtinut s-a
convertit hidroccrtizonul la prednisolon (vie 3-ootqatoroid-tkl-

-dehidrogenaza).

B, Polialchilenglicoll foto-reticulabili

Fuxui gi colaboratorii (Univ. din Kyoto) au propus utiliza-
rea unor polimeri preformati, cu lanturi polietilen- gi polipro-
pllenglicolice foto-reticulabili, a eofiror sutructuri este cea
indioat¥ in fig.nr. 3.
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Figor 3
Structura chimic4 a wnor rigini polimere, foto-reticulabile

CH, CH,
CHFCCO(Cl-hCI-bO).cc=cx-b
o o
PEGM
CH, cH, 0
CH=CH-COCHLCHy-O- C-NH- CHQ7C CHap 0 0 CH,C-CHy-NH-C-O- -CHCHOC-CH=CH,
o C{b C/CHm{CO(CH,CH,o),,cNHC{-; f{cx-xg 0
C.— CHy C — CH
/\ /\
HC CHs HC CHs
ENT
9 e o Do
Cl-l;=CH-ﬁOCH;Cl-§-O-C-NH-c;-bZC - Clia o cn, 0 . CHy NH-C-O- CHCHOC-CH=CH,
c\u2 C/CHNHCO(CHCH,O).CNHC{-] CH, 0
C — CH2 —CH
/\ /\
HC CHs HiC CHy

ENTP
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Acegti polimerl contin grupe acriloil terminale, fotoretiou-

labile. Mama moleocular¥ a polimerulul poate fi ajustatX¥, pentru

e se obtine catene de lungimea doritis: Dacd lantul polimerului

este de tip polietilenglicolio rezulii un gel hidrofil; gelurile

pe bazli de polipropilenglicol sunt hidrofobe.

Retioularea polimerului are loc rapid la iradierea ou radi-

atii UV a solutiei sale, continfind celule in suspensie in pre-

genta unor cantitit{l mici de fotosensibilizator (eterul etilis saun

izobutilic al benzoinei), timp de 3-5 minute (tabeluml nr.6).

Tahelul Nr. 6

a

Exemple de celule microbiene inoluse in r¥sini

- prepolimerice foto-reticulabile

Specia de oelule | Enzima Substrat Produs
1 2 3 4
iArthrobaoter 3-Cetosteroid- | Hidrocortizoni Prednisoloni
{
eimplex A-dehidrogenaza
[Brevibacterium Multi-enzimatio | Pantotenat + Coensima A
ammoniagenes CisteinX + ATP
Corynebacterium 9~ x=-Hidroxi- 4-Androsten- 9 X -Hidroxi-
Bp. laza 3,17-dioni ~4-gndropgten~
-3,17-dionk
Curvularia 11 P-ﬂidroxi- Compus S- Cortizol
lunata laza Reichsetein
Bnterobacter Transgliocozi- Uracil-arabi- Adenin-arabli-
aerogenes laza nozid+ Adeninli nozid
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Tabelul nr.6 (continuare)

1 2 3 4
Rhizopus 11-X -hidroxi- Progesteroni ' ll-« -Hdiroxdpro-
|stolonifer laza { gesterona
Rhodotorula Hidroxilaz¥ (%) Mentil- | (-) Mentol
minuta stereospecifiod i sucoinat

1

Sacoharomyoes| Multi-enzimatio ! Gluoozd E Etanol

sp. "

C. Poliuretani

In 1982, grupul Fukuil (Japonia) a propus pentru imobilizarea

celulelor un polimer poliuretaniolpreformet ou structura urmitoare:

CH, (6] —
H;C L O\—NH-(I"T-ID-(_-CIIZC}I;O%(-(EH--CHZ-O—})-(—C}I;CPQO—):— C-NH- O\_ CH,
oec N O " \/
— = /’ —
. N=C=0
parfi hidrofile parte hidrofoba

Variind repoartale dintre a, ¢ gi b se poate modifica hidro-
fobicitatea gelului.

Acegtl polimeri sunt misoibili ou apa; prln amestacarea lor
cu o sugpensie de celule are 100 o reactle in urma oireis se eli-
mind CO2 si se formeazd uree substituitd. Celulele se inolud in
acagst gel astfel ,autoretioulat™, Tn tabelul nr. 7 se dau odteva

exemple de celule imobilizate prin aceastd metodi.

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



- 37_

Tabelul Nr. 7

Exemple de ce¢lule migrobiene inoluse In polimeri

uretaniol
Specia Enzima Subgtratul Produsul
ithrobaoter 3-Cetoateroid- | Hidrooortizoni | Prednisoloni
simplex - Al-éentdro-
gonaze

Aspergillus 1l- P-Hidroxi- Progesteroni lljﬁ-ﬂidrozi-
lphoenicls laza progesterond

scheriohia Penioilin-G- Penioilina G &~-APA

oll ~Boilazn
L 1 4

ooardia Steroid- A" - 3{-Aidroxi- 3-Ceto-A "=
rhodoorous -dehidrogenaza -lls-storoide ~ateroide
Nooardia Steroid-le- Testosterony lSl-Dehidrotesto-
rhodoorous -dehidrogenaza steroni

Pentru imobllizarea celulelor In geluri de poliuretani se pot
folosl gi prepolimeri (izooienal), dupd metoda recomandats in
2981 de Kluge si Klein, policondensarea i inocluderea desfigurin-
du-ge simultan.

Polimerul rezultat poate avea struotur¥i de spumi sau de gel.
Avénd o etruoturi foarte porcasi, spuma se poate folosi in reaotoa-

re ou pat oompaot.

D. Ridgini epoxi
Ré#ginile epoxi au o rezistentd mecanioX ridicatd gi o mare
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gtabilitate ohimicX, ceca ce le conferd aplicabilititli tehnologi-
ce.

Pentru imobilizarea celulelor ae recomand¥ metoda polioonden-
siirii unui precursor (rrepolimer) epoxi hidrosolubil gau hidro-
emulsionabil ou o poliamind, la temparatura ocamerei (Klein si Eng,
1979; Klein g1 Kresadorf, 1982).

Metoda a fost folositX de Kleiu gi Wagner im 1980, pentru
imobilizarea oelulelor de Escheriochia coll ocare ocontin penioili-
paz¥ neoesari fabriciiril acidulul 6-aminopenioilinio (6~-APA).

In schimb selulele de drojdie imobilizate pe aceastd cale nu
sunt viabile.

In general, imobillzarea pe rigini epoxi se folosegte la ce-
lulele mai putin sensiblile, de obioel pentru obtinerea unuil sis-
tem de enzime multisecventiale.

0 foarte buni supravietuire a celulelor sensibile de Saocha-
romyces cerevisise poate f1 obtinuti prin incubarea celulelor
inecluse intr-un mediu nutritiv. Agregatul obtinut poate fi folosit

pentru productia industrialid a estenolului.

2°. Polimeri nmaturali

In cazul utilizX¥rii polimerilor naturali (in general de tip
reptide eau polizaharide) yetoda de includere a oelulelor constd
in gelificarea acestor maoromolecule ,preformete”.

Yetodele de gelificare trebuie s3 fie hlande pentruv & pro-
teja celulels imobilizate gi diferd in functie de atruotura poli-
merului.

Se cunnsc, in general, trei metode de imobllizare pe asemenea
polimeri.

A. Gelificarea termici

Prin ridcire, soluflile apoase ale unor polimeri naturasli
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formeazii geluri, care prezint¥ in g;neral fenomenul de higtereesis
(temperatura de gelificare este inferioar¥ temperaturii de topire
pentru o oonocentratile apedifioﬁ_tieo!rui polimer). Polimerii fo-
lositl tn acest oaz sunt: colagenul, gelatina hidrolitiol rezulta-
td de la colagen, aéarul. agaroza gl k-oarregeonanul.

Pentru a mirii rezigtent{a mecanicX gi chimic¥ a gelurilor,
acestea se trateazi uneori cu un stabilizator.

a) Colagenul a fost folosit pentru prima oarX la imobiliza-
rea celulelor in 1979 la Universitatea Rutgers din USA, de odtre
Venkatasubramanian si Vieth.

Colagenul este hidrofil gf se gonfleaz¥ in api; meocanismul
imobilizXrii celulelor in oolagen impliocd interact{il ionioce, le-
gituri de hidrogen g1 forte van der Waale inire celule gl restvri-
le de aminoaoizi din lantul proteinei, conducind le formarea unor
agregate suport-celule foarte stablle.

Un procedeu de imobilizare in colagen poate f1 descris astfel
0,5-5% colagen ge dieperseazi in apf acidulatd (pE ~ 6,5), dupid
ocare se adaugi oelulele, astfel ca raportul ocelule/ecolagen sf fie
de 0,2/3 material uscat, in greutate.

Dup¥ floculare, se modifiod tnoet pH-ul de la 6,5 la 11,5,
sub agitare, pentru a se dispersa miocrofibrilele de oolagen oce
oontin pe suprafata lor celule. _

Amestecul obtinut se tntinde sub forma unei memdbrane ou gro-
simea de 2-10 mm, care se usuol gi se ocufund¥ apol intr-o solugie
de glutaraldehid¥ (10%) sau de formaldehidX (pH=8,0), timp de 0,5- -
S minute, pentru retioulare. Membranele obtinute, spilate gi us-
oate, se pot folosi pentru oonstructia unor reactoare, in alter-
nant# on foi de hirtie de filtru. Colagenul este un suport exoce-
lent, ieftin gi acoesidbil, oare re{ine ocantiti{i mari de ocelule.

In tabelul nr 8 se aan 68teva ozoupie de aplioatii ale
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gelurilor de colagen.

Tabelul Nr. 8

Utilizarea gelurilor de colagen pentru includerea

celulelor mierobiene

Specia de ocelule | Enzima Substrat Produs

Streptomyoces Sistem Glucozd Candioidind

griseus mpltienzimatio

Saocharomyoces Invertasza Zaharoza Glucozd +

ocereviglae fruotozd

Coryhebacterium Sistem Glucozd Aoid glutamio

11lium multienzimatio

Acetobacter Sistem Etanol Aoid amoetio
8p. multienzimatio

Pseudomonas - Ape rezi- T Plutoniu +

aseruginosa duale ap¥

b) Gelatina

Derivetnl hidrolitio al oolagenului este un bun suport pen-

tru imobilizarea celulelor (tabelul nr. 9).

Tabelul Nr. 9
Exemple de celule microbiene incluse in gelatind

Speoia Enzima Subatrat - Produs
1 2 3 4
rthrobacter X-4| Xantinoxidaza | 1-Metilxantina | peid l-metiluric
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Tabelul nr.9 (continuare)

1 2 - 3 4

Aot. Gloucoizomerasa | Glucoza Rructoza
miagsouriensis
Anmpergillus 11- P—ﬂidroxi- Progesteroni: II-P-Hidroxiprogoa-
phoeniois laza teronii
Saocharomyoes | Invertaza Zaharoza Glucozd +
odrevisice g ruotozi
Streptomyoces [Gluoolzomeraza Glucozk Pruotozi

ap.

Pentru imobilizare, suspensia apoasi de colule se amesteak
ou o solutie apoasii 20% de gelatini, la 40°C, aatfel incédt rapor-
tul ocelule/gelatin® sX fie 1/10 (matorial usocat, tn greutate).

Amestecul se riocegte, iar gelul obtinut se liofilizeazi.
Proparatul este apoi miruntit in particule miol, ocare se stabili-
seagd prin reticulare ou glutaraldehidX sau oun formaldehidl.

O variant® a acestui proocedeu inolude retioularea simultand
ou imobilizarea celulelor. Pentru eocesasta, glutaraldehida se ada-
ugld la suspensia ocald¥ de gelatinid/celule inainte de r¥cire.

In aceat cat nu mal este necesard liofilizarea.

Miorosuporturile pe bazli de gelatinX se folosesc gi pentru
oultivarea celulelor animale, mail puiin stabile (Nilsson el
Mosbach, 1980),

c) Agarul gl egaroza

In moleculele agarulul gi agarozel, care au carmoter daszio,
unititile de agarobiosid alterneaci ou resturi de P-D-galaotopira-
nozi legatd 1,3 gi ou resturi de 3,6-anhidro-x-L-galaotopiranoza
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legati 1,4.
Uneori, pe lantul agarobiozel pot abare grupdrile: sulfat
(esteric¥), metoxil, cetal-piruvat gi-COOH.
Formarea gelulul de agar gi agarogi se poute sohematiza agt-

fel (fig.nr.4).

Pig, nr, 4
Meocanismul de formare a gelului pentru agarozi gi
carageenan
ricire .
Iﬂclel'e
Solutie Gell

Se pot ob{ine varietitli de agaroad ou diferite temperatu;}
de gelifiocare, piin modifiodri chimice, introduofnd in moleocula
polimeruluitzggpari hidroxietil. Asemenea preparate pot forma
geluri la temperaturi de subd 15%C. Aceste gelurli se foloseso la
imobilizarea unor celule termolabile, dar au o stabllitate meca-
niof relativ mioi.

Un gel stabil gi ou bune calitZt{i se formeazX la 30-40°C.

Ca mod de luoru general, polimerul (2-5% tn greutate) se
digolvié la oald intr-o solutie tampon sau intr-un mediu ocompatibil

ou celulele. Sblutia obtinutd se récegte la o temperaturi ou

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



- 43 -

5-10°C deasupra temperaturii de gelifioare gl apoi se amestecd ocu
oelulele. Degi cantitatea de celule inolusi¥ poate fi oconsiderabi-
1%, se prefer¥ ob{inerea lunul aduot ou conoentratia in ocelule de
1-5% in greutate.

Porma particulelor obtinute final depinde de modul de pregi-
tire a gelului. Astfel, Toda gi Shoda (1975) au obtinut partioule
sterice (perle) injeotdnd suspensia c0aldX de ocelule/polimer
fntr-un amesteo cald de toluen gi tetraoloretan. DatoritX¥ solven-
tilor utilizatl preparatul nu este viabil.

Celulele viabile se pot imobiliza in polimeri cu temperaturi
Joase de gelifiocare.

Preovent se utilizeazi gelifiocarea in bloo, ou dispersia me-
ocaniod ulterioarf a particulelor.

Partioule sferioce (perle) se pot obtine gi prin dispersarea
unel puspensii de oeiule-polimer intr-o fazi inerti, hidrofobi,
oald® (ulei vegetal, tributilftalat) finaintea gelifioXrii
(Nilsson gi oolaboratorii, 1983).

In tabelul nr.l0 sunt date exemple de utilizare a gelurilor

de agar gi agarozi.

Tabelul Nr. 10

Exemple de celule inoluse in agar gi agarozX

Specia Enzimsa Subetrat Produs
1 2 3 4
scherichia Timidinfosfo~ | TimidinX TiminX

Eoli rilazi
Ezjieriohia Penioilin- Penilacetil- | 7-ADCA
coll aoilazi ADCA
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Tabelul nr. 10 (oontinuare)

1l 2 3 4
Bsoheriohia Aspartazi Pumavat de Acid L-aspartic
ooli amoniu
Rhodospirillium | Sistem Malat Hidrogen
rubrum multienzimatioc
Rhi zopus 11 - ~-Hidroxi- |Progesteroni 11—« ~Aidroxipro-
nigricans laza gesterond
Pseudomonas Sistem Cafeini Solutie decafe-
putida multienzimatic inizats I

Dezavantajul major al agarozel este pretul sXu de cost ridi-

oat.

O aplicatie freoventf a includerii invertazeil din drojdie in

prerle de agarozi este invertirea zahirului iIn reactoare ou pat

fluidizat la 47°C. Dups 100 ore se observd o activitate remanentX

foarte bunX a celulelor imobilizate.

d) Kapa-carageenan

k-Carageenanul este ¢ polizaharidd extras¥ din alge marine,

format¥ in prinocipal din 4-sulfatul FLD-galaotozei gi din 3,6-

-anhidro-D-galactozi.

Cu exoeptia sirii sale de sodiu, k-oarageenanul. este inso-

lubil fn api rece. Prin amestecares ou ap¥ rece rezultd o disper-

8ie grosierd care necesitd inoXlzire pentru dizolvarea polimeru-

lui. Temperatura de gelificere gi omlitatea gelului depind atat

de oconcentratia polizaharidulul cdt gi de ionii metalicl prezenti

in mediu (K*, NH}, ot ca?*).

Neavénd efecte toxice, k-carageenanul

dustria alimentari.

se utilizeazi in in-

Ca 91 agaroza, k-carageenanul formeazZ geluri 1n conditii
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blande (fig.nr.4) gi in plue poate lega g1 unii cationi.

Dao% se inlooulesc ionii K* prezenti iIn polimerul natural ou
ionii Na’, temperatura de‘golifioare socade considerabii.

Astfel, majoritatea oelulelor termolabile pmt f1 incluse in
gel de ocarageenan . 5% (in greutate), la 25°C. Prin inoluderea in
k-oarageénan. se menfin intaote activitatea metabolioX gi viabili-
tatea celulelor miorobiene, preparatele obtinute puténd ti-utili-
zate pentru oatalizarea unor reaoiii multiseoventiale (tabelul

ar.ll).

Tabelul Nr. 11

Exemple de celule microbiene incluse In k-carageenan .

r
Specia Enzima Substrat Produs
1 2 3 4
Aspergillus Aminoacilaza N~Acil-D,L- ! L-Aminoacizi
oryzae aminoaoizi
Aspergillus 11- P-Hidroxi- Progesterona i 11-3-Hidroxi---
phoeniois laza E progeeterona
Arevibacterium Fumarazi | Pumarat | Acid L-malic
flavium % '
1
Corynebacterium | Sistem Glucoz¥ %LeGlutamat
glutamnicum multienzimatic l
Esocherichia Glutationsinte- | Acid L- (iluta- %Glutation
i
ooll taza + acetat- |mic + L~~3s- |
~kinaza tein¥ + alici-.i
!
an§ + r’.lC‘.“\;'.L]_fC‘S-i
‘| fat i
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Tabelul nr. 11 (ocontinuare)

1 2 3 T s
Escherichia Aspartazi Fumarat Aoid L-aspartic
coll
Zymomonas Sistem GluoogX Etanol
mobilis multienzimatic
Streptomyoes Glucoizomeraza Gluoozd Fruotozi
griseus

Explicatia bunei imobilizXri a ocelulelor pe preparatele de
k~ carageenan: ¢onet¥ (pe lé8ng¥ inoluderea fiziocd propriu-ziesi) gi
in fornarea unor legiituri de tip donor-acceptor intre metalul in-
corporat in gel gi grupiirile nucleofile (-cooﬁ sl -Nﬂzlnde pe su-
prafata celulei.

Modul general de imobilizare a oelulelor in kx-oarrageenan
este urmitorul:

Se dizolvi k- varageenanul (1-2%) in ser fiziologio, la 37=-
50°C. Solutia obtinuti se amestec ocu celulele, dupl ocare se ri-
cagte amesteoul celule/polimer gi se amesteod ou o solutie apoasX
cont;infind agenti de gelificare (0,1-0,3 M) oa: K+. NH: sau Al”,
Mg+, rea*,_tea* sau bame organice (p-funilendiauina, o alchilen-
diamin¥, hidraszide, hidroxamayi). Se formeazXi rapid un gel moale
care se solidifioX prin reticulare ou diizooianati, izotiocianatl
sau oarbodiimid¥ (0,01-1 g/ml), la 30°C.

Gelulul i se dau apol forma gl dimensiunile dorite (perle,
ouburi, membrane).

Un mod de a prooceda pentru a obtine perle constd in dispersa-

rea la cald a suspensiel apoase de ‘k-oarageenan-/oelule intr-o
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faz hidrofobi inerti, la fel oa in procedeul descris la agarosi,
Perlele formate se wvor trata ulterior ou ocationi (K*, NH;) pentru

a le oonferi stabilitate mecaniocZ.

B. Gelifiocare ionotropd

Unii polimeri naturali ino¥roatil ou sarcini electrice pot
forma gelurl prin reticulare ionioc#, oferind ocondif{ii extrem de
blénde pentru imobilizarea celulelor.

Suporturile pot fi polizaharide naturale.

a) Alginatul

Alginatul (extras din algele brune - Phaeophyta) este un
oopolimer liniar, natural, contindnd resturi de acid FZD-manuro-
nio legate 1-4 gi resturli de acid o{-L-guluronio gi avénd olte o
grupi -COOH per unitate struoturalX de zah&r; el formeasX in pre-
zenta cationilor multivalenti (Baz+. ca2* eau a13*) tn solugii
apoase geluri insolubile, tridimensionale.

Particulele tridimensionale de gel sunt relativ inerte gi
pot include celulele fArd a le afecta viabilitatea.

Pentru obtinerea perlelor de gel cu celule incluse, se ada-
ug¥ in piodturi o suspensie de celule/alginat de sodiu la o so-

lugie de CaCl, (0,05-0,2 M) In fig.nr. 7(volumul 1l)am sohitat
struotura oocacervatulul de alginat de ocaloinu.

Proprietitile mecanice ale gelurilor de alginat depind de
raportul dintre aocizii guluronic si manuronio din lanjul polimer,
de greutatea moleculard a gelului ca gi de gradul de dispersie.
Cele mail stabile geluri se obtin din varietiti de alginat ou oon-
tinut mare de resturl de aocid guluronic. Un dezavantaj al aces-
tor geluri este golubilizarea lor rapidd, in special in presenmta
unor agenti de chelatizare pentru 1onu1;Caz+ (ioni de fosfat, oi-
trat g1 EDTA). Pentru a mentine partioulele (perlele) intsote In
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timp, #a%e necegard includerea ionllor de Cu?’ (5-50 mM) in eolu-
{ia substretului.

Stabllizares perlelor de alginat se mal poate realiza prin
tratarea lor ou o poliamini (polietilen~ wau polipropilenimini)
urmati de reticulare cu glutaraldehlidd (Veliky gi Williams, 1981;
Birnbawna gi colaboratorii, 1981).

In cazul suportului alginaf, se obeervd c# activitatea bio-
chimicXi a celulelor de drojdie incluse in gel utilizate pentru
producerea etanolului este foarte apropiati de oea a celulelor
livere (neinoluss). Perlele de aduct astfel obfinute sunt stabile
0 marz perioadk de timp dac¥ sunt pietrate in tempon fosfat.

Pirma Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd. (Tokio) a realizat un re-
actor-pilot pentru fabricarea etanolului ou celule de drojdie
incluse in alginat. Reaotorul are un volum total de 4000 1 gi o
productivitate de 2,400 1/zi etanol pur. Proocesul ge preteaz¥ la
automatizare gi computerizare, produotivitatea fiind de 20 de ori
mal mare decdt In cazul unui fermentor ,batch"”. Randamentul oon-
versiel este da aproximativ 95%, Aceasta a fost prima operatie pe
soari mare ou celule vii incluse intr-un suport.

0 alti aplicafle a gelurilor perlate de alginat aste utilisza~
rea lor pentru reaoyll catalizate de lipazZ in solventi neapogi
{esterifio¥ri gi transesterifioiri).

S-a observat o3 utilizénd lipaza inclue¥ in alginat de caloiu
pentru hidroliza trigliceridelor in sisteme apoase, are loc des-
prinderea enzimel de pe suport.

In schimb, lipaza din Candida cylindracea inclusd in alginat
prezintd o activitate comparabil¥ cu cea a enzimei libere fn sol-
venti neapogl (acetonf, eter, etenol, piridinX, hexan).

S-a ajuns la concluzia oX alginatul de ocaloiu, in oslitate

de gel hidrofil, este un bun suport numai pentru substratele
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relativ hildrofile.

Un avanta] al gelulul de alginat este gi posibilitatea de
a fi utilizat pentru imobilizarea ocelulelor animale, deosebit
de sensiblile la actiunea unor oompugi toxieci ca ¢ la variatiil de
temperaturi, pH, tirie ionic¥ eto.

Pe léng% agarozi, se recomandd pentru imobilizarea unor ase-
menea celule gi gelurl de alginat, preparate efectuate cu ﬁqurin—
td g1 fir¥ efect de inhibare asupra culturilor de oelule, Matoda
servegte la obtinerea pe scari mare a anticorpilor monoclonali gi
a eritropoietinei. Un dezavanta)] al metodel oonstd in faptul ol
ionii fosfat (ocomponentl esentiali al oculturilor de celule) pot
extrage cationil bivalentl din geluri (Caz’). micgordnd consi-
derabll duritatea acestora. Acest efect poate fi inliturat folo-
sind microcapsule de alginat acoperite cu poliligin¥ sau cu o
peliculd de polimer uretanic. De asemenea, folosind alginati de
Sr pi Ba (mai rezistenyi decdt cel de Ca la actiunea ionilor
fosfat) se poate ocorecta neajunsul amintit.

De exemplu, pentru a include celule de hibrydoma 4411l (goa-
rece - om) pentru producerea anticorpului monoclonal IgA, se uti-
lizeazd un gel de alginat de strontiu. Pentru aceasta un amestec
de celule vii gilalginat 2% se plcocurd cu ajutorul unei seringi,
intr-o solutie de SrCl2 0,1 M. In functie de dimensiunea acului
seringii se obtin particule de diverse m3rimi; se foloseso in
special cele cu diemetrul de 2 mm. Celulele astfel incluse se la-
s i stea aproximativ 20 minute in soluyia de SrCl, (péni la so-
lidificare), apol se decantezai gi se spald. Instalatia folosgitid

eate schematizatid in fig. nr.5.
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Fig nr. 5

Schema unui fermentor ou pat compact pentru producerea

anticorpului monoclonal IgA
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Partioulele de gel ocon{indnd hibridoma se introduoc intr-un
fermentor ou pat oompaot (1). Ele sunt oxigenaie continuu ou un
emestec de aer + CO, (95% + 5%) sterilizat printr-un filtru ou
meﬁbran& gl trecut apoi printr-o ooloaﬁé ou bule (2) legatd oun
fermentorul.

Mediul de oulturi din fermentorul (1) contine gluco-l-fosfat

gi 1oni de Sr2+

e« Celulele imobilizate din reactor se mentin 1la
37°C, $n contact ocontinum ou mediul oxigenat. Oxigenarea perma-~
nent¥ face oca productivitatea celulelor imobilizate sX fie mai
mare decdt in cazul oulturilor statice.

Pormarea ooloniillor de ocelule in porii partioulelor de gel

poate fi uoh‘matizat& astfel ca in fig. nr. 6.
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Pig, nr. 6
Colonizarea particulelor de gel-suport

canale

celule

Utilizdnd aceeagl tehnici a piciturilor se pot mioroenoapsula
in alginat gl celule de pancreas sau de ficat. Pe lingi rolul de
protectie oferit celulelor, mioroencapsularea eviti respingerea
lor imunologioc¥. In acest fel se pot implanta celule hepatice de
la o speois la alta.

In gelurile de al;inat se mal pot mioroencapsula gi miorocor-
ganipme care serveso la indepXirtarea oolesterolului din gerul san-
guin, Aatfel, celule de Pseudomonas plotorum se pot folosl pentru
pPrevenirea aterosclerozei.

Pentru aceasta, o solufjle de 2% alginat de sodiu gi 2% agar
ge agiti timp de 15 minute gi se inoXlzegte la 45-50°C. Pseudomo-
nas pictorum se suspendd in NaCl 0,9% gi se adaugd in pilolituri la
solutia o0aldd de agar-alginat, sub agitare. Amesteoul obfinut se
extrudeazi intr-o solutie de CaCl, 2% réoitX la 4°C, ou ajutorul
unei seringi. Se obtin microoapsule (perle) ou diametrul de 2 mm.
DupX 15 minute se indepXrteaz¥ supernatantul gi se fnloouiegte
ou o solutle de citrat de sodiu 2% (pentru indepirtarea alginatu-
1ui gi pentru a se desochide porii agarului).
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Naterialul obf{inut astfel ig! plastreard mctivitatea blooata-
1itioX timp de 9 1luni.

0 metad¥ de prevenire a hepatitei B propus¥ im China easte
folosirea suprafefei antigenuluil hepatitel B (HBsAg) ca vaocin,

C tehnick de inginerle genetlcd utilizatd in eoeastd tard pentru
produceraa de HBsAg folosegte oelule mamare ou DNA recombinani

Imobilizarea acestor celulé trebule si le stabilizeze gi ad
nu impiedioe proliferareas lor. Celulele mamare sunt foarte fragils
neoasitind tehnici de imobilizare care s¥ le proiejeze de aotiunea
varfatiilor mari de pH, salinitate eto. Cel2 mai bune razultate
le 4% miofoencapsularea intr-un sistem bazic de poli~L-lisin¥/al-
ginat. Celulele ou DNArTecombinant precultivate se ocolecteazd gi
8o dispersecazi in alginat de sodiu (106ae1ule/m1 solutie). Se for-
meazi miorocapsule sferioe ou diametrul de 200-500 Jme Spre deose-
bire de culturile conventlonale, celulele inoluse produc gi mentin
HBsAg in interiorul ocapsulelor. Aoumularea de celule oregte in
microcapsule timp de 60 de zile. Membrana semipermeabilX de poli-
lisin¥-alginat a mioroocapsulelor permite difuzia adesvati la su-
portul ce contine celulele gi retinerea simultanf a HBsAg, exolu-
2Gnd alte molecule voluminoase din mediul de reaotie.

Gelul de alginat poate fi folosit gi la co-imobllizirl de
tip celule~enzima.

In acest fel se pot inolude in alginatul de calciu celule de
drojdie, impreuni cu -galaotozidaza. Agregatul ob%inut ofer¥ un
speotru mal larg de utilizare (prodmcere de etanol der gi soinda-
rea lactozei).

Ca mod de luoru, pentru imobilizarea drojdiei,o solutie apoa-
8% de alginat de sodiu se ameateod pAn¥ la omogenizare ou drojdie
de brutirie, lar amesteoul se piour¥ (prin acul unei seringi)

intr-o solutlie apoasd de CaCl,.
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Amesteoul se lasi in repasos 1l 6r! pentru intirirea gelulul
de alginat de calciu cu celulele de drojdie incluse. Imobilizgroa
este cantitativi.

Pentru co-imobilizare, ase foloset te /égelaotozidaza retiou-
latd in prealabil ou glutaraldehida g1 amestecati apoi ou o so-
lutie apoasi de alginat de sodiu gi ou drojdie, pdnX la omogeni-
zare. Amesteoul se piour¥ (prin injectare) in solu}ia apoasi de
CaClz.

Preparatul cu drojdie inclusi in alginat are o produotivita-
te (misurati in volumul de CO, rezultat prin fermentajia alocooli-
ofi) foarte aproplati de cea a drojdiei meimobiligzate.

In oceea ce privegte aductul obtinut prin oco-imobilizare ou

F—galaotozidaza.'productivitatea lui oregte la inoceput gi apol
soade odati cu acumularea de P-galaetozﬁ. 4

b) Chitosanul

Chitosaaul (obtinut din ohitinX dup¥ dezaoillare) este un
polizaharid care contine resturl de 2-amino-2-dezoxi-D-glucozi
(ou grupiri -N}Iz libére).

Modul de gelificare ionotropX a ohitosanului se aseamini ocu
cel utilizat la alginat. Ionii necesari formirii gelului se aleg
fn functie de compatibilitatea lor cu ocelulele ce urmeaz¥ a fi
imobilizate. Pentru gelificare (retioulare) ra folosesc mai ales
fericlanura, ferocianura, polifosfatii, aecigi poli-aldehido-ocar-
boxilici gi poli(l-hidroxi-l-sulfonat~propena-2).

Particule sferice de gel (perle) de ohitosan se pot obtine
in doui moduri:

- 0 solujie de acetat de ohitosan oon{inénd ocelule in sus-
pensie se pilouri intr-o solutie de agent de retioulare, la pHnN6.
Se formeazd un gel ionotrop; la acest pH slab acid, o mare parte

din grupirile -NH2 Ain moléonla ohitosanului se protoneaszi,
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favorizﬁhd reticularea ionioi.

- Intr-un alt procedeu, perlele de ochitosan se pot forma in
solutia agentului de reticulare gi la pH = 7,5, dar pentru a pre-~
veni solubilizarea chitosanului este necesari (pe lidng3 ionii me-
talici) gl prezenta unui agent de reticulare bifunctional (glutar-
aldehida).

Chitosanul oferd o variantﬁ poeibild de imobilizare, doar un
numfir mic de celule putdnd fi inoluse in mcest gel.

Rezultate bune gi o bund activitate reziduald se observid la
includerea de Escherichia ¢oli (contindnd triptofansintetazi) gi
Pleurotus ostreatus (contindnd penioilinaz¥) in chitosan.

Metoda este greu de standardizat, activitatea biocoatalitiol
a agregatelor suport-celule obtinute peaceastd cale depinzdnd nu
numal de natura oelulelor, dar gi de cea a chitosanului (ou grade

diferite de dezacetilare a chitinei).

C. Precipitares

Tehnica precipitiril prinitr-un mecanisam de échimbare a solven-
tululi este o variantid a includeril celulelor in geluri.

Se ocunoagte astfel metoda transferului unei suspensgii de
polimer/celule dintr-o fazd organicd in faza apoasi, dar acest
procedeu nu se poate aplica decat pentru imobilizarea celulelor
utilizate in reaotii simple, in care solventii organioi si nu
afecteze celulele, activitatea rezidual®d a aductulul suport-celule
fiind mult micegoratd.

Agstfel, in 1975, Hackel gl colaboratorii au utilizat polisti-
ren dizolvat in tetrahidrofuran pentru a imobiliza Candida tropi-
oalis.

Aotivitatea blocatalitiof in reactia de oxidare a femolului

se reduce la 23% in comparatie ou cea & suspensiei de ocelule
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neimobilizate.

In 1979, Linko gi colaboratorii propun o metod¥ de inoludere
a celulelor microbiene in perle de ocelulozdé. Celuloza a fost di-
zolvaty intr-un smesteo de olorurié de N-etilpiridiniu gi DMF la
90°C, Dupd récire la 30°C se adaugX celulele microbiene, iar
amestecul obtinut se extrudeazd in api. Aotivitatea reziduall
monoenzimaticd a mioroorganismelor variazd intra 22-85%. Prin a-
ceastf metodd s-au inclus in geluri de celuloz#: Saccharomyces
corevieime (invertazi), Acotinoplanes misaouriensis (gluocoizomera-
28), Bacillus caagulans (glucolzomerazX), Streptomyceas fragilis
gi Kuyveronyoes lactis ( P—galactozidaz!). Serratia sp. (ureazX)

Se poate folosi gi gelul de triacetat de celulozi pentru in-
oluderea celulelor miorobiene. Astfel, Saroina ureae s-a imobili-
zat in fibre de triacetat de celulozi, studiindu-se acflunea oca-
talitiod a agregatulul asupra hidrolizei ureei.

Pentru aceasta, o suspensie gpoasi de celule g-a adiugat la
o solutie de trlacetat de celuloz3 in CH,C1, (10%) .Emulsia ob{i~
nut¥ se extrudeazd printr-o fillerZd in toluen. Activitatea rema-
nentd maximi a aductului suport-celule este de 45%.

In golul de trieacetat de celulozX se mal pot inolude gi droj-
dii ce contin flgalactozidaza, preparatele obtinute fiind folosite
la fabricarea laptelul dietetic, destinat persoanelor care prezin-
td intoleranti la lactoza din lapte.

Ca mod de luecru, In soluyia triacetatulul de celulozi intr-un
solvent nemiacibil cu apa (de exemplu, CHZClz) Be emulsioneazi
suspensius apoapd de drojdie. Dupd o gedere de 20-30 minute, in
care timp me inthregte, emulsia ob{inutd se trece printr-o fili-
er8 find. Se obtin astfel ,Hollow-fibere" in care celulele de
drojdie ramidn fixate pe suprafata interioard, semipermeabilid,po-

roapid a fibrelor.Fascicule de fibre astfel obyinute se foloseasc
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in reactoare (dispozitive) verticale.

Culturile de celule imobilizate pe soetatl pot fi foloaite
in procese fermentative aerobloe, in care de obloei apar mari di-
fioultiyi.

Cercetitorii chilnezi au propus o aplicatie ou bune rezultate
a celulelor imobilizate in bioreact{il aercbloe fermentative.

Astfel utilizand un gel oomplex de acetat de celulozi gi
Eucheuma pentru imobilizarea unel culturl de celule de Corynebao-
terium glutamicus T6-13, se poate obtine aoid glutamio intr-un
procas continuu. Metoda jmplicd trei etape succesive:

- Prepararee suportuluil

Un gel de Bucheuma 2,5% se emesteci ou o solutie de KCl 2%
péni la formarea unel pulberi. Fulberea se disperseazd apoi
intr-o solutie de diamcetat de celuloz¥ in acetoni 10% gi me omo-
genizeazd prin agitare. Dispersind gelul obtinut in apd se formea-
z8 partiocule de suport ou dimensiuni de aproximativ 5 mm.

- Prepararea celulelor imobilizate gl proliferarea lox

Dup¥ sterilizarea suportululi gi a mediului de oultuxX, se
adaugd acid glutamic la Corynebacterium glutamious T6-13. Celnlele
vor prolifera la 37°C gi pH = 7, timp de 48 ore, in conditil mero-
bice. Dup¥ treoerea perioadei de proliferare se vor obtini oelule
viabile imobilizate, cu o buni activitate blooatalitiocX,

~ Permentatia

Mediul de proliferare contine:r12% gluocozd, 0,06% carbamidi,
0,06% Mg30,, 0,17% Na,HPO,, 0,05% KCl, 0,1-0,3% melask, FeZ* g1
2 ppm Mn2+. Permentatia are loo la 37°C, le pH = 7, timp de 36 are
in oondigii aerobe.

Corynebacterium glutamicus T6-13 ocontinfind resturi de bioti-
nd, aceasta men{ine ocontrolul atdt al prooesulul metabolie ofit v

gl al permeabilitdt{ii membranei celulare, asigurdnd oconversia
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glucozel sau a glutamatului. La pH ; 7, aotivitatea celulelor
imobilizate este praotic identicX ou oea a ocelulelor libere.
Conocentratia optim¥ a substratului (gluocoza) in mediul de fermen-
tagie este de 30 g/1. Pericada de fermentatie este de 36 ore,
aduotul suport-oelule putdnd fi utilizat pentru 10 cioluri fer-
mentative. suoccesive, In plus, datoritd struoturii fine a supor-
tului, oelulele imobilizate vor avea o densitate mare gl o.stabi-
litate termiod mal ridicatd decédt celulele libere.

I.5.2, Tehnioi de imobilizare ohimioc¥ a celulelox

In general, ocelulele se pot imobiliza gi prin formare de le-
gidturi oovalente,'ireversibile, de tip celulé-suport.

Comparativ cu tehnicile de imobilizare fizic#, oare dedurg
in condi{ii blénde gi irn care legdturile celule-suport sunt de
natar¥ fizicX, reversibile, metodele chimice de imobilizare deourg
in oconditii mal drastice, ceea ce poate influenta puternic viabi-
litatea gi activitatea enzimatioX rezidual¥ a celulelor. De aceea
tehnicile ohimice de imobilizare sunt inocomparabil mai pufin uti-
lizate deoft cele fizige.

Dintre metodele chimice se foloseso in oazul oelulelor: reti-
enlarea, ocopolimerizarea gi legarea covalent! pe suporturl aoti-

Yate.
I.5.2.1. Reticularea
Deoareoce membrane celulelor microbiene contine grupiri libere
~COOH g1 -NH,, acestea pot fi supuse reticuldirii prin tratare ou

agentl di~ gau multifunotionall oa: glutaraldehida gi toluendiiso-

oanatul.
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Celulele miorobiene mai pot fi imobilizate ¢1 printr-o re-
tioulare ioniocd, printr-un meoenisﬁ de flooulars in prezenta poli-
eleotrolitilor.

De exemplu, in 1982, Kokufuta gi colaboratorii au imobilisat
ocelule de Nitrosomonas europaea amesteclindu-le ou un exces de 1o-
dur de trimetilaemoniu-gliocol-ohitosan; dupi amestecare au adi-
uget polivinilaloool-sulfat de potasiu. Celulele se inolud ou
formarea unul 4mobilizat podiionic complex.

Reticularea nu are aplioatil generale in imobilizarea celu-
lelor, iar acolo unde se apliocd ea este utiligati in oombinatie
ou tehnioile de inoludere fiziocX, oca o metodX suplimentar¥ de
wfixare” a ocelulelor, oconoomitent ou stabilizarea gelului. In ma-
jo;itatea cazurilor retioularea easte urmatd de moartea ocelulelor.

Motoda se recomendX pentru celule neviabile (uscate).

I.5.2.2. Copolimerizarea

Metoda ocopolimerizirii poate fi oonsideratX ca o extensie a
reticuldrii, in ocare se folosegte ca ,spacer" inert un polimer
nataral sau sintetio (gelatini, albumini sau polietilenimink),
care se amesteci ou celulele Inainte de adXugarea glutaraldehidei.
Procedeul pe utilizeazd in majoritatea cazurilor pentru celule

moarte.

I.5.2,3. Legarea covalentd

Prindiptul metodel este acelagi ocare expliod gi imobiliszarea
enzimelor pure: legarea unui bilocatalizator pe un suport prim
intermediul unor reaofil intre grupiri funo{ionale activate sau

ou ajutorul unui agent ocare reactioneazi oconoomitent ou suportul

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



- 59 -
si ou biooatalizatorul.

Un exemplu tipic folosegte celuloza activati{ ou BrCN sau ge-
latina, impreuni cu glutaraldehida. Variind agentii de ouplarg
(aminosilan; dilsocisnat, carbodiimicé¥, glutaraldehida eto.) se
pot introduoce grupiri reactive specifice pe suprafata suportului,
care reaofjloneazi ulterior cu grupirile reactive de pe suprafata
ocalulelor. Din pidcate, majoritatea ageniilor de cuplare sunt
toxici pentru celule.

Un avanta] al imobilizirii chimice a celulelor pe un suport
prin leghturl ocovalente ireversibile este obtinerea unui aduot
neconditionat de limite difuzionale (ca in oazul inoluderii) ei
de pe oare celulele nu se pot desprinde atdt de ugor oa in cazul
adsorbtiei. Cdteva exemple de oelule imobilizate prin legare co=-

valentd sunt date in tabelul nr. 12,

Tabelul nr. 12

Exemple de celule mieroblene legate covalent pe

diferite suporturi

“m

Specia de ocelule Suportul Agent de Produs de
cuplare reastie
1 2 3 4
Acetobacter sp. Haraxizi - Acid ascetio
metaliol
Aspergillus : Glicidil- Glutaralde- [Aoid gluoonio
niger metaorilat hidd
Miorococcus CM-celulazd Carbodiimidd| Acid urocanio
luteus
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Tabelul nr. 12 (continuar:)

1l 2 3 4
Saccharomyces | Aminopropil- |Glutaraldehid¥ | Etanol
farlsbergensis | -eilice
Saocharomyces | Hidroxialechil-|1l,6-Diamino- Toxina Killer
cerevisiae metacrilat hexan + glutar-

aldehidi
Saocharomyces |Celulozi Clorurd de Etanol
cerevisiae céanuril
Zygosacooha- Hidroxialohil-{1l,6-Diamino- FLGalaotosidas!
romyoes lactis [metacrilat hexan + glutar-

aldehidi

Utilizénd carbodiimidi s-au format legituri covalente intre
suprafetele oelulelor gi perle de egarozi aotivat¥ ou hidrazida
acldului adipic. In acest fel s-au imobilizat oelule de: Esche-
richia ooli B/R, Staphylococus aureas, Pseudomonas aeruginosa gl
Baoillus subtilis. Dar activarea grupirilor ~-COOH de pe suprafata -
oelulelor ou carbodiimidZ a micgorat viabilitatea aocestora ca ei
activitatea lor enzimaticdi. O varianti a metodel (Jaok e¢i Zajie,
1977) constd 1In aotivaréa initiald a grupérilor oarboxil de pe
suprafata agarozei ou oarbodiimidXi gi apol legarea celulelor, dar
metoda are drept rezultat moartea celulelor.

In 1975, Shimizu gi colaboratorii au fixat ocovalent Brevi-
bacterium ammoniagenes/FO 12071 pe un copolimer de otilonls;nhi-
drid¥ maleicd, dar aotivitatea coensimei A din ecelule a sclizut.

Primele imobiliziri ocovalente ale celulelor pe celuloz¥ au
foast féocute de Jack gi Zajic in 1977; ei au fixat covalent celule

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



- 61 -

deMiorocoocus luteus ATCC 9341 pe CMC, prin activare cu ocarbodii-
midX.

I.5.3. Autoimobilizarea ocelulelor

Autoimobilizarea celulelor vegetale (datoritX¥ tendintei lor
de a forma ag;egate)este o metodX folositd la oulturile de Coffea
arabica gi Niootina tabaoum.

Prooesul autosgregirii poate fi optimizat prin agitare, dupd
echema din fig nr.7.

Fig. nr. 7

Formaree unor agregate prin autoimobilizarea celulelor

9 Culturid standard: suspensie fini,

agregare plabi (egregate mici)

Agitare blandd (magnetiod)
la temperatura oamerei gi

b) la intunerio

v

Culturid ou agregate mari

Se obtin agregate stabile, ocare se sorteazi dupi mErimea
partioulelor. Partioulele ou diametrul de ocd{iva om avénd o vi-
tezd mare de sedimentare, se foloseso in resctoare ou pat fluidi-

zat. Aerarea culturil se feoe separat, intr-un vae oare precede

reaotorul.

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



— t:; Ao~

Celulele bacteriene (de dimensiuni mici) ve folosesc sub
formA 1o membrend introdusi "ntre doud etranturl semipermesbile,
{membrane de diallzd) circulajia solutie: de substrat fAcdndu-se
rectiliniu, prin ultrafiltrare. In acest fel se pot folosi celu-
lele de Streptococus faecalls pentru oonstruofia unul resotor cu

membrani utilizat in obfinerea continu¥ u acjdului L-lactic.

I.6. Activitatea celulelor imobilizate

In majoritatea cazurilor activitates biocatsllitiod a ocelule-
lor imnbilizate eate mai mic¥ .codt a celulelor libere, ocarasoterul
hetercgeun al bilocatallizatorului fiind in mare misur¥ responsabil

de aceasti diminuare.

I.6.1. Fenomene da transport de masd

in cazul celulelsr imovllizate intervin dou% tipuri de trans-
port de masi (substrat, produs, nutrient):

- sransportul de masi extern (interpartiocule) care eatse gu-
vernat 4e tipul de reaotor (tano ou agitare, pat fluidizat, pat
compact) @1 de nldrodinamica lichldelor gi

- transportul de masi intern (intrapartioule) care este gu-
vernat de oinetica bivvatalisatorului, densitatea inoZrodrii su-
portulul ou celules gl de proprietit{ile figzioo-ohimioe ale supor-
tolni,

Pentru o inodrcare mare cu celule e suprafetel suportului,
numal o portiune din situsul activ total este utilizati, ceea oe

duce la asocldiderea activitd{ii bioccatalitioe.
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I.6.2, Stabilitatea catalitici

Prin imobilizare se observi o cregtere a stabllitd{il opera-
tionale gi1 la stocare a celulelor.

Cel mal important faotor care determin¥ aceasti stabilitate
orescutd eate efectul de protejare pe care-l are imobilizarea ce-
lulelor fat# de oonditille externe;concomitent se oreeazi un mi-
oromediu favorabil in aproplerea celulelor. Stabllitatea celulelor
imobilizate se apreciazi, oa gi in cazul enzimelor fixate pe su-
port, prin timpul de injum3tiEt{ire (t1/2)' raportat la activitatea
efeotivi initiali a preparatului.

Deoarece desoregterea aotivititii nu este totdeauna liniari,
nu se recomandi extrapolarea pe timp sourt a lui t1/2'

Imobilizarea ocelulelor viabile permite reactivarea biocatali-
zatorului deocd inaotivarea sa atinge un nivel inacceptabil.

In tabelul nr. 13 se dau cdteva exemple de celule imobili-
zate aotivate ,in situ”". In general, pentru reactivare se incubwsa-
g8 aduotul un anumit timp in mediuinutritiv speoifioc celulelor

respeotive.

Tabelul Nr. 13

Exemple de sisteme de celule imobilizate, activate ,in situ"

Specia Suport Reactie/ Timp de  (Cregterea
splicatie |incubare activiti4il
(numXr de !
. ori )
1l 2 3 4 5
iArthrobacter Poliacril- Conversia 24 h 57
hidrocor-
lglobiformus amidi (PAA) i tizonului
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Tabelul @=. 13 (ocontinuare)

1 2 3 4 5
Arthrobacter Poliaoril- Cortisond 5X48 h 6,5
simplex anidld = Prednisolona
%rthrobaoter Alginat Cortisond 3x24 h 20
simplex - Proednisolnai
FA zotobaoter Agar Fixarea 4 zlle 2
ichroococcum | azotului
Macillus Poliacril- I Obtinere de |7x5 h 8,5
subtilis amidi | L-amilazd
Cendida Polimetil~ | De;radarea 13 a 14
tropiocalis acrilamidi l fenolului
Fecherichia Poliaoril- | Degradarea |peste 2
o014 amidX l F’-lao tamei |noapte
Penioillium Poliacril- , Obtinere de | 3x5 h 1,75
| “aryaogenun amidX J pericilina G
)

[Yseuwvmounas Alginat Denitrifioca~| 3x20 h revine

ieni .2 ficans rea apei la acti-
} vitatea

; intgiuli
Pseudomonas Poliaoril- Degradarea peste 3

putida amidi benzenului noapte
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II., APLICATII ALE BIOCATALIZATORILOR IMOBILIZATI

IN_BIOTEHNOLOGIE

Aduoﬁii obtinuti prin fixarea celulelor pe suporturi se pot
folosl pentru o socarf! largi de aplicatil bilotehnologice ca: produ-
cerea vaocinurilor antivirale, obtinerea interferonnlui, a hibri-
donilor gi antiocorpilor monooclonall eto., toate aceste apliéatii
£iind oaracteristioe celulelor animale gi umane. Celulele vegetale
imobilizate ge pot folosi in: reaotil de biosintezi gi biotrans-
formiri, pentru conversia energiel solare, pentru biofotoliza apei,
pentru purificarea apelor reziduale, pentru bioeleotrocataliasi ca
gl pentru obj{ineres microdispozitivelor biologice. (biotraduotoa-
re, dispozitive de interconversie a diferitelor forme de energie,
biosensori etol. '

Dispozitivele ou celule imobilizate sunt mult mai ieftine gi
nal eoonomice in raport ou cele construite pe baza enzimelor pure.

Din oele relatate in ocapitolele anterioare se poate trage
‘oonoluzia of nu toate metodele de imobilizare folosite pentru
enzimele pure pot da rezultate multumitoare in cagzul culturilor
de ocelule viabile. Metodele aplicate in acest din wrmX caz trebule
si asigure o continuare a proliferfrii celulelor. Apar deoi, atdt
fn modul de luoru ca culturile de celule, odt gi in construciia
reaotoarelor 91 a instalatiilor oce utilizeazi ocelule imobilizate,
modificdri substantiale.

II.1., Surse de celule
II.1l.1. Tesutu;ile umane gi animale

Aceste tesuturli ge dezvoltd cu dificultate in afara organis-
melor, iar de mentinerea lor in viatd depinde in primul rénd
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capacitatea lor blooatalitiod. Be pot cultiva celule animale gi
umane pornind de lafragmente de organe, embrioni, explante t+su-
lare fragmentate sau nu g1 celule rezultate din tesuturi proaspe-
te, prin digestie enzimatic¥. Aceastd din urm¥ metods permite
obtinerea de oulturi viabile gi ou o bund proliferare ,in vitro".

Pe socari largi, mergdnd pénd la necesitit{i de apliocare in-
dustriald, culturile de colule.repicabile sunt cele mai indicate,
avind un timp de oultivare nelimitat p¢i fiind lipsite de virusuri
gl de mioroorganismele care afeoteazd freovent culturile primare.
Un dezavanta] al culturilor de oelule reploabile este modificarea
lor in timp, inclusiv aparitia potentialului oncogen. Celulele ee
pot cultiva in doud moduri: in suspensie gi pe suporturi., Cea de
a doua modalitate de cultivare ne intereseazi in mod deosebit.
Cregterea celulelor se poate face pe suporturi orgenioce sau anor-
ganice, prin imobilizare pur fizioX dar gl ohimicd (mai rar),
agregatul obtinut putédnd avea diverse forme: perle (sfere), tu-
burli, Hollow-fibers, spirale, inele, pldoi, membrane eto. Pentru
a gse asigura viabllitatea ¢l proliferarea ocelulelor, se perfuzea~
z4 continuu in mediu lichidul de oculturi.

Problema principald este decl asigurarea conditiilor optime
de cultivare a celulelor pe suportul respectiv, in afara organis-

rnului.
Pentru alegerea suportulul optim se fgo teptdri prealabile

cu dlverse materiale gl metode de imobilizare, studiindu-se ci-

netica cregterii celulelor pe aceste suporturi.

II.1.2. Celulele vegetale

Culturile acestul tip de celule au intrat relativ recent in
practieile biotehnologice, dar a trela parte din produsele farma-

ceutloe we obtin uzi cu ajutorul lor.
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Cu i ¢nlulele aninmle, ele poﬁ fi gultivate in suspensle
sau pe suporturi.

Pentru o bun¥ preliferare mediul trebuie s contin¥ substente
natritive 51 factori de crestere, asigurfndu-se in acelagi timp
lumina, umiditatea, tamperatura gi conditiile aterile necesare.

Culturile de celu’e vegetzale imobilizete se foloseso mail
ales pentru objinerea metabolitilor (peste 50 de grupe de m?tabo-
liVi pecundari), der gi pentru biosinteza sau semisinteza uror
pubatante chimice.

Fatd de culturile de celule vegetale in stare liberid, la
ocare apare egregarea, diferenilerea gi modificarea aotivitayli oce-
lulelor, oele imobilizate pe suport nu prezintd aceste dezavanta-
Je. In ocazul celulelor vegetale imobilisate se evidentleazi o
gerle de avantaje oa:

- rezistent{d meocaniocd gi operajionald cresouti;

- faza de oregtere ooinoclde ou formarea metabolitilor;

- celulele imobilizate pot fi plasate cu ugurintd Intr-un
mediu nutritiv proaspit sau intr-un mediu de reactie.

In general dispozitivele tehnologfbe ou oelule vegetale imo-~
bilizate se foloseso pentru obyilnerea unor cantitdi{l miei de pro-
dugi soumpi.

Apliocarea pe scard industrial¥ a dispozitivelor cu ocalule
vegaiale imobilizate este legatd de necegitatea Inlaturirii unor
neajuneuri de ordin biloochimioc ai genetic, apirute la manipularea
unoxr cantitit{l meri de asemenea celule, ca gi de mentiperea sub

oontrol a randamentelor procesalor.

II.2. Utilizarea reactcarelor enzimatioce in biotehno-
logle

Pe plen mondial, oregterea pratulul energiei obt{inuti din
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surge conveniionale, ca gl uwcesitatea aslguririi proteciiel me-
diului inconjurdtor gi a sciderii ocontinue a prefului de cost a
produselor duc la inlocuirea rapidd a proceceelor chimice clasice
ou cele bilocatalitice, mal ales in industriile de obtinere gi pre-
lucrare a compugilor ublologic activi (alimente, medicamente, cos-
metice etc.).

Avantajele inocontestablle ale biotehnologiilor bazate pe
enzime imobilizate sunt legate de urmitoarele oconsiderente:

- specifioitatea inalt% (de substrat gi de reaotie) a enzi-
melor;

~ posibilitatea de a pe lucra iIn conditii blande, ou parame-
tri wugor accesibili (temperaturi de 0-110°C. pH de 2-14 eto.);

-~ obtinerea unor produgi de inaltd puritmate ;1 a unor canti-
titi mici de subprodugi;

- simplificarea procesului de purificare a produgilor ds
reachie;

- nu sunt nevesere materisle speolaie pentru oonfeofionare
de vase rezisiente la curoziune;

- posibilitatea de lmobilizare nu numai a enzimelor pure,
dar si a celulelor (vii sau moarte), a organitelor gi extractelor
celulare, ceea ce duce la scXderea prejuluil de cost el produselor;

~ posibllitatea utilizirii de preparate cu enzime multisec-
ventiale coimobilizate gi ou coenzime colmobilizate;

- posibilitatea utilizdrii enzimelor (libere sau imobilizate)
in medii apoase sau in solventi organici;

- optimizarea si controleres proceselor;

- posibilitatea automatizirii.

Aplicatiile de importanti industrialld e biotehnologiilor
sunt In linii wmari:

-productia de alimente (sucuri, bere, vin, branz%, duloiuri)
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- produotia gi modificarea amiﬁoaoizilor existen{i in lanfu-
rile proteinice;

- produotia gi purificarea materielelor;

- productia de medicamente (peniciline, steroizi, insuli-
né eto.) gl cosmetice (creme, gampoane eto,);

- decontaminarea apei, solului gi aerului.

In cagzul enzimelor a ciror izolare gi purifiocare neoesit! un
pret de cost ridicat, se lucreazi cu oelule sau extraote celulare
imobilizate, Majoritatea enzimelor utilizate in bioreactoare sunt
de origine miorobiani.

Existd tendinta de a so inlocul enzimele izolate traditional
din tesuturile animale (tripsina, ohimotripsina, pepsina, ren}na)
gau din plante (papaina, bromelaina, ficina) cu enzime din mioro-
organigme, o explioatie fiind legat¥ de cregterea ocererii de pro-
duse din carme gi vegetale.

Pe de alt¥d parte, ocu ajutorul microorganismelor se poate
asigura o productie constant¥ de enzime. Astfel, cheagul utilizat
in industria branzeturiior se 1zolea£§ din Mucor mietreli gi Muoor
pusillus, inlocuind produsul similar izolat din stomacul de vitel.

Un alt factor in sprijinul utilizirii enzimelor de origine
microbiani este posibilitatea manipuldrii genetice a mio;oorga-
nigmelor, care poate duce la produotii marl dr bloocatalizatori.
Ingineria geneticd poate combina metodele de 1nducer§ a mutagiitor
gl de modificare a mediului de oulturd ou metodele traditionale.

Cu cét se simplificd producerea, izolarea gi purificarea en-
zimelor, ou atdt se reguce capitalul investit in proocesele fermen-
tative,

Pentru obtinerea unor enzime termostabile, se pot utiliza
microorganisme termofile.

Acestea se pot plasa in reaotoarele enzimatice ocare luoreazd
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la temﬁeruturi ridicate, ceea ce prezintd o serie de avantaje ca:
oregterea vitezel de reactie, diminuarea visoozit!tii fluidelor
introduse in reactor, oregterea solubilitét{ii reactantului gi pro-
dusului de reactie, reducerea risoului contaminXrii miocroblene eto.
S-au pus la punct o mare varietate de metode de izolare 91

purificere a enzimelor.

I1.2,1., Surse de bioocatalizatori

Se pot folosl ca surse pentru izolarea enzimelor: mioroorga-
nisme, tesuturi vegetale, glande animale., ir fig.nr. 8 este sohe-
matizat fluxul tehnologic general al extracyiel gi purifiocdrii

bioocatalizatorilor.

Pig, nr. 8 .

.Schema- fluxulul tehnologic general al extractiel
gl purifiocsrii biocatalizatorilor

Omogenizare Glande animale
Tesat vegetal
oA Microorganisme
Extracehulare 7
Precipitare
sau
Uscare
PRODUS PRODUS v
DILUAT LICHID FRACTIONAT PRODUS
STANDARDIZAT
PRODUS BRUT CONCENTRAT
USCAT
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Aurifizares, cace aure Yoo In wﬁupa de frac|*~par: 82 prHate
fuce pein: crora-agrntie (cu echimbitori de iloni yi/sau gel-fL1l-
trare), electroforezd gi precipitare fracgionatd,

Pentru imctili zare, nu este neerfirat necepgar ca enczinele sX
aib: un grad inait de puritete, putd8ndu-sge fuleai gl preparate
hrute, sau nelule microbiene. Gradul de puritste neccesar este ga-
vernat de factori c¢a: reactii securdare posibile, gtubilitatea

enzimel, costul operatieil eto.

II.2.2. Utilizerea nreparatelor imobilizate In

bloreactoare

II.2.2.1. Enzime fmobiliznte

Cele mal utilizate metode de imobilizare pentru socopuri bio-
tehnologice sunt: edsorbyia, includerea sau encapsularaa, legarea
covalentd gi reticularea. In tebalul nr. 21 (pag. 7 , vel.1} sepot
compara diferite metcde de imobilizare, cu avantajele gi devavan-~
tajele lor, cu mentiunea ¢4 in ocazul includerii gl encepsulirii
activitatea enzimeil este redus¥% detoriti barierelor difuzionale,
iar in cazul leg%rii. covalente pe stiol¥ poroasX, suportul poate
f1 regenerat.

Fici o tehuicd¥ de imobilizare nu are aplicabilitate generalld,
datoritd marilor deosebiri dintre enzime, atdt din punotul de ve-
dere al compozitiei lor cét gi din cel al stabilitltil gi apectfi-
oitdtil blocatalizatorilor.

Alogerea tehnicii de imobilizare sste influentatd gi de pro-
prietitile substratului gi produsului de reactie.

Proprieti¥tile unui sistem enzimatic imobilizat pot f£i dife-

rite de oele ale enzimelor native, libere (solublle), atdt datori-
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ti alterdril moleoulel enzimel cdt g1 naturii fizice gi chimice a
suportului. Moiifioliri ale propriet¥tilor biocatalitice sunt aduse
gl de transformares catalizei :omogene intr-> catalizi heterogeni.
In vol.l (pag.203-208- 239-243), am analizet proprietétile enzimelor

imobilizate. Dintre aceatea, pentru scopurl industriale este

deosebit de importantd etabilitatea aduotilor. Majoritatea enzime-
lor prezinti dupd imobilizare o stabilitate cresout# fatl de tem-
peraturi, pH, atac microdbian etec.

Un parametru tehnic deosebit de relevant este stabilitatea
operational¥, ale cArel valori ridicate duo la desoregterea pre-
yulul de cost al procesuluil, elimindnd operatiile repetate de
inciroare a reactorului., Stabilitatea operational® se exprimi
prin timpul de injumXtitire (timpul dupd oare activitatea init{i-
al¥ a enzimel se reduce la 50%).°

Acuratetea determinirilor de activitate operationald oregte
prin introducerea in ecuatia vitezei de reaofie a unei oconstante
de dezactivare.

Productia totald a unuil reactor (Pt) intr-o perioadi de timp
(tp) poate fi exprimatd cu ajutorul vitezei de alimentare P prin

ecuntia (1), sau in cele mal multe cazuri, prin ecuatia (2):

t
Py = J Ppat (1)
[o]

= p — 1
P, Jo Fi exp | (ln2)t/t1/2] dt (2) in care:
Pi = viteza initield de alimentare si

t1/2 a2 perioada de Injum3tdgire

Prin integrare se obtine expresia (3):
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Fti/e
T Pl R SO (3

Luorfnd le o conversie constantd, are loo o descregtere a
vitezeli de formare a produsului, pentru a se mentine oconversia in
timp oo acotivitatea enzimel scade. Aceast¥ modificare a vitegzel
de produotie in cursul utilizZrii enzimel imobilizate este inao-
oeptabil¥d pentru un proces comeroiel. Cea mal freoventi solujle a
problemei este utilizarea unui sistem multiplu (o baterie) de re-
actoare, care pot opera in serie sau in paralel. NumX¥rul de re-
aotoare meocesar pentru a mentine viteza produotiel ocu o toleranti
acoeptabili este functie de periocada de injumdtZtire pentru fieoca-

re reactor in parte, inainte de a se inloocui enzima imobilizatd:

R =a (4) in ocare:

N = numfirul de reactoare;

H = pumirul de perioade de injﬁmﬁtétire gl

Rp - raiortul dintre valorile maxim¥ gi minim¥ ale vitezel de
produotie.

Alt3 strategle (folosit¥ fn oazul reactoarelor colomn¥) ocon-~
std in ocompenserea socZderii aotivititii enzimatice prin cregterea
temperaturii de lucru, astfal incdt s¥ se mentinX echilibrul
dintre viteza conversiei gi viteza initiasld de produotie.

Bn elt faotor care oondit{ioneazi utilizarea in bioreaotoare
a engimelor imobilizate, este etabilitatea la stocare, importantd

mal ales fn cazul in oare preparatul enzimatioc este folosit ou
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intermifenté.

In oazul unei stabilit¥{i ridicate la stooare, se poate
reduce oostul operatlei prepardnd centit¥t{i mai mari de aduot
suport-enzimi.

In volumal I . (pag. 228-232 ) am disoutat pro-
blema modifioXrii celor dol parametri esentiall pentru oinetioca
reactliel cu enzime 1mobilizate.(kw,gi vmax)' oare oapiti dupX
imobilizare valori aparente in comparatie ocu cei ai enzimelor na-
tive, modifioclrile fiind determinate de efeotele sterice, difuzi-
onale gl de microvecinitate. Limitdrile de ordin sterio se pot
pune in evident¥ mal ales o0dnd enzima imobilizatX oatalizeazX o
reaotie a unul substrat ou masf moleoularX inaltX. S-a observat
astfel c¥ dacd acelagl substrat proteinio se hidrolizeazdi ou
aceeagl proteazd nativi sau imobilizatX, se obfin hidroliszate pep-
tidice diferite. De asemenea, o ~amilaza solubilX gi imobilizatd
conduc la produgi de hidroliz¥ diferiti ai amilozei gi amilopeoti-
neli. o -Amilaza solubilX, o enzim¥ endohidrolitio¥, devine o
exohidrolazd dup¥ imobilizare. _

Cinetion procesului se poate modifica atfit de mult dupd imo-~
bilizare, inedt se obtin produgl total diferiti in oomparatie-ou
ocei obtinutl ou enzima solubill. |

Modifiodrile saroinilor eleotrice din mioroveoinitatea ensi-
mel imobilizate pe suport pot duoe de asemenea la modificarea oon-
ditiilor operationale de pH ale procesului, oonducdnd la valorxri
aparente diferite pentru Ku, fn funotie 'de natura suportului.
Efeotele eleotrostatice se pot reduce samn anula prin ajustarea
t&riei ionice a tamponului.

Rezistenta la difutia extern¥ (Nernst) intr-un strat neagitat
al fluidului oare inconjoar¥ aduotul insolubil enzimi-suport, se

poate reduce mirind viteza de agitare fntr-un reaotor-tanc ou
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agitator sau prin cregterea vitezei‘de sourgere laminari intr-un
reactor ou pat oumpact, ambele aviind un efeot de miogorare a Iul
KH' ‘

Rezisten}a la difuzia intern¥ ewte determinati oantitativ de
un factor de eficienti, oare este definit ca raportul dintre vi-
teza de roaotle observati gi cea oaloulati. Acest fachr este in-
vers proportional ou dimensiunile partioulelor (veszi relatia
de la pag.237,vol.l). Reducéind dimensiunile partioulelor se dimi-
nueagzd gi rezistenta la difuzie internd, dar particulele foarte
mioli ridick probleme legate de tasare, msi ales in reactoarele ou
pat oompaot.

Rezistent{a la difuzie interni mei poate f1 redusi gi prin

mirirea porozitdtii suportului.

IT.2.2.2, Sisteme enzimatice multisecventiale

co-imobilizate

In cazul unor reacgii ocu enzime multiseoventiale, prezintd
un mare interes activitatea fiecirel enzime. In cepitolul II
4in vol, I s-a aritat ci un sistem foarte eficace se obt{ine
coimobilizhnd doud sau mal multe enzime pe aceeagli particulX de
Quport. Cinetioa primel etape a reactiel multipgeoventiale influ-
enteazd hotirAtor efiolente intregului proces, datorit¥ in spe-
oial efeotelor de miorovecinitate.

Folosirea unul sistiem de dou# sau mal multe enzime multiseo-~
ventiale in ecelagi reactor, prezintd avantaje oresoute fat¥ de
preparatele individuale de enzime imobilizate:

-~ debite de alimentare mai Inalte (in gpecial in ocazul reac-
toarelor ou pat ocompact);

- deod prima reaotie din seoventi est‘ termodinamio
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defavorizatd, prezenta in microveolnitate s celei de a doua enzima
poate duce la deplasarea achilibrului ihn sensul dorit;

- cregsterea vitezel de reactie pentru un substrat macromole-
cular asupra cirula ac*loneazd intermitent mal multe enzime.

Existi g¢i cazuri in care nu se recomandd preparatele de enzi-
me co-imobilizate. Astfel, dac# in oazul unei reaotil seoventiale
se obgervé o inhibare a efectulul de ,feedback", o act{iune catali-~
tiod mal eficienti se poate ob{ine prin imobilizarea individuald
s enzimelor. De asemenea, daci enzimele multisecvenyiale au stabi-
litati operationale foarte difertte, se preferd imobilizarea lor

in reactoare separate.

I1.2.2.3. Sisteme celulare imobilizate

La utilizarea unor culturi de ocelule vegetale, tesuturl ani-
male sau celule microbiene imobilizate apare ¢ noui barierd difu-
zionald (memdbrana oelular#d). De aceea aceate preparate nu se pot
folosl decdt pentru substrate cu masi moleoulari joasd. In plus,
in ¢azul culturilor viabile de celule trebule msigurate mediul de
culturi gsi conditiile unei proliferX¥ri celulare controlate.

Sigtemele celulare pot fi utilizate atdt pentru o singurd
reacnie enzimaticd, cdt gi oa sistem multienzimatic, sau ca siste—
me intracelulare de metaboliti (ocoenzime).

Exist3i citeva avantaje majore care recomandi utilizarea ce-
lulelor imobilizate 1in biotehnologle ca: eliminarea etapel de
extractie gi purificare a enzimelor cu reduocerea pretului de oost
al procesului, cregterea stabllitdtil preparatelor etoc.

Dintre dezaventajele sistemelor celulars imobilizate se pot
enumera: dificultatea msigurdrii unei viteze de proliferare accep-

tabile (mai ales le celulele vegetale) si a mediului nutritiv
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necesar, probleme legate de efeote difuzionale, apari{ia unor pro-
dugi seoundari ocare pot inhiba reacfiile, susceptibilitatea ridi-
catd a unor celule (mai ales cele animale) eto.

Din abeste motive, problema biotehnologiilor bazate pe celule
imobilizate va fi tratatd separat de cea a preparatelor ou enzime

individuale.

II.3. Tipurl de_reactoare enzimatioe

Degignul unui reaotor enzimatic ou enzime imobilizate nu di-
ferd fundamental de cel al unui reactor pentru prooese chimioe

oonventionale, in catalizi heterogeni.

II.3.1, Reactoare itn sistem discontimuu (nbatoh")

Asemeneu reactoare-tanc cu agitare se foloseso gi im cazul
reaotiilor cu enzime solubile (native). Sistemul este format in
prinoipal dintr-un reactor-tano (cuv¥) previzut ou agitator meca.

nio, ou alimentare semicontinui (fig.nr.9)

Pig, nr. 9

Reastor-tanc ou agltare

ﬁ,z

Substrat (S) - » Produs (P)
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La intervale se evacueazi o parte din masa de reactle gl se
fnloouiegte ou solujie proaspit¥ de sub;¥rat. In oazul utilizirii
enzimelor imobilizate este neoesar¥d o operatlie suplimentari de
reactivare a biocatalizatorului, care se dezaotiveasd dupi un
anumit numXr de reaotii.

Acest tip de reamotor este foloeit frecvent in laboratoare,
dar utilizarea sa industriall ;ate limitat¥ de discontinuitatea
operatiilor. Efectul discontinuit¥{ii procesului se poate diminua
printr-o modifiocare, folosind un reactor in trepte (fig.nr.10),
care permite mirirea timpului de ocontact dintre substrat gi bio-

oatalizator.

Fg, nr, 10

Reaotor-tanc ou agitare, intrepte

5

II.3.2. Reactoare cu flux continuu
Existd douX¥ tipuri prinocipale de reactoare pentru proocese

in flux oontinuu:

a) Reactoare ou pat compaot (fird agitarg?
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b) Reactoare ou agitare gi flux continuu

Aceste doud tipuri sunt complet diferite gi reprezinti douX
vazurl extreme, ideale, intre care s-a dezvoltat o gam® largh de
variante construotive, urmirindu~se atidt imbinarea avantajelor
ambelor extreme oft gl eliminaree deficientelor caracteristice
fiecXreie dintre ele, Modifiocirile trebule s%X {in# oont de: oondi-
tiile de reaotie, oaracteristioile aduoyilor suport-enzim!,.natura
substratulul gl produgilor de resmotie.

In timp ob in reaotoarele ou pat compaot nu se opereazd in
oonditii uniforme, luorindu-se in general ou conoentratii mari de
substrat gl miol de produs de reaofle, in reamotoarele cu agitare
oonditiile devin uniforme, fiind necesare oonocentratii miocl de
subgtrat pentru obtinerea unor concentratii mari de produs.

De aceea, existX¥ posibilitatea de a se obtine un reaotor
in flux continuu ou agitare optimd (aproape ideal), pe cénd un
reaoctor 1deal cu pat compact este aproape inaccesibil, deocareoce
in acest din urmX caz cinetica resotiel este puternic afectatd de
gradientii de temperatur® gi de vitezd normali pe direotia axisld
e flurului de alimentare gi de difuzia solutiei de substrat.

Un tip intermediar de reactor, intre cele dou¥ ocazuri extre-
me (a sl b) este reactorul cu pat fluidizat (fig.nr.1l) in oare
solutia substratului este pompat¥ ou vitezi mare pe la partea
inferioari, producdnd expansiunea patului de enzimi imobilizatd.
Un asemenea reactor, folosit mai ales in cazul preparatelor de
enzime imobilizate pe particule (sferice) are in general caracte-
ristici excelente de transfer de masi gi de cialduri.

In plus reactorul cu pat fluidizat prezintd gi avantajul
unel viteze excelente pentru debitul solutiel de substret, re-

ducand efectele de limitare e difuziel externe.
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Pig. nr, 11

Scheme general¥ a unui reactor cu pat fluidizat
Produs

Indiferent de élpd?hggn?:adtor folosit, pentru a se miri
timpul de contaot al substratulul ou biocatalizatorul, se folo-
segte reoircularea debitulul de iegire, iar in unele cazuri se
luoreazd chiar ou o baterie de reaotoare, legate in serie sau in
paralel.

In figura nr. 12 este schematigat un reaotor ou pat

compaot ideal.

Pig.nr. 12

Reaotor ,ideal” ou pat compaot
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Un asemenea reactor nu poate fi folosit in reao{ii in oare

enzimele sunt imobilizate pe granule de suport de dimensiuni mioi,
apirind fenomenul de tmsare, care poate duce la soXderea dramatiod
a vitezel de inaintare a solutiel de substrat.

De aceea, daci in oagul acestor partioule se folosegte reao-
torul ou pat fluidizat, in cazul in ecare aduoctul suport-entimi se
prezintd sub formi de tuburl, membrane, Hollow-fibers, s-au oonoe~
put gi se utilizeazdi tipurl oonastruotive de reaotoare, oare sunt

de fapt tot atdtea variante ale reactorului ,ideal" ou pat compact.

II.3.2.1. Reactoarele ou maepbrand

Aceste reactoare (fig. nr 13) au fost aplicate de Matson pi
Quinn pontru soindarea enzimatioX a racemicilor unor derivati ai
X -aminoaclizilor. Reaotorul are forma unul ,9andwioh"™ de membrane
de aduot suport-enzimd, separate intre ele de membrane aspatietaa-
re, remipermeabile. Ele sunt folosite pentru substratele solubile

in apd.

Pig. nr, 1

Modul de funof{ionare a unui reaotor ou membrani

_,«"'V\vf_;’_ ]
Meribrana
continiind
enzina
Reactant *
in —- R
soivent \ Produs
R} P———+t-e in
apa
- -“ﬁ\l/“u' - ™
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I1.3.2.2., Reaotoars tubulara

In general, umpluturs unul asemenea reactor are o formi

diotatd de cea a preparatulul de ensim¥ imobil‘zati,
generald fiind cea din fig.nr.l4.

Fi nre, 1

Reactor tubular

schema sa

Intr-un asemenea reactor se pot introduoe fol de membrane de

enzime imobilizate pe ocolagen (fig.nr.l5), separate printr-un

spatietor semipsrmeabil gi rulate in jurul unuil dispozitiv coaxlial

perforat, de alimentare:

Fig, nr, 15

Reactor tubular ou membrane.(Venketasubramanian gi Vieth)

Straturi altemative de membrans
de colagen-enzims §i structurale Distribuitor
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suu fol de oelulozd (hértie) ou ensin! imobiligat¥ infégurati
in spirall (fig.nr.16), alterndnd ou un spajiedor (wembrank strud-
turaldl) oare poate fi o panzd de nylon, ir care alimentarea ae

faoce tot printr-un distribuitor central, coaxial, perforat.

Fig, nr, 16

Reaotor tubular ou fol de hértie ou enzimi imodbilizat¥

(Bmery)

. 8au fagoiocule de , Hollow-fibers" ou ensime imobilimate pe su-
prafata interni (lumen), & odrei funotionare este ilustrat¥ in
fi‘c Ar. 17'

Pi n

Mod de funot{irnare & unui reactor tubular oun

wHollow-fibers" (Closset gl ocolaboratorii)
Membran# semipemeabils Amidon i
de tip Hollow-fiber cazim

Ghucozi
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In 1990 Lopes gi oolaboratorii au desoris un bioreaotor
multifasio ou membrane de Hollw-fiber., utilizd la biooonversia
subatratelor inesolubile fn apX, dar solubile in solventi nemisofi -
bili ou apa.

Mombranels de Hollow-fibers au fost confeotionate din poli-
aorilonitril ou proprietiti hidrofile, dar rezistent la aot{iunes
solventilor organiol. .

Diemetrul mic al fibrelor ( ~3004m) asigurX o suprafatl de
oontaot ridiocatd, iar dimensiunile mari ale porilor fao posibild
o bund retentie a enzimelor (fig. nr. 18).

Suprafata luminalX oare onntine enzima faoe ca prin ultra-

filtrare, inoluderea enzimei s fie ugurati.

Pig, nr. 18

wHollow-fiber" pentru conversia substantaloyr in

solutii de solventi nemisoibili ou apa

enzimB activats faze oranlcy

Mambrana cu [ Produgd La

Reartan|i in
taza ocgankc b
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vt suivne apos (solutie tanponj este pompat prin canalele
luintuuivi (ibrei. In moelagi timp, se pompeasi in ocontracurent;
piin eacexlorul fibrelor, ‘solutia substratului in sclvent orgenis.

Bistemul este mentinut im eochilibru (fasd or;aniol/?all apos -
i) ia suprafaiu membrensi de Hollow-fiber, ou ajutorul unei pr:-
sluni ugor positive (2-4 psig) a fasei organioe.

In oondifii operationale stabile, cele doul fase (apoab! i
organiod) se satureasi firdl a se amesteoca.

Periodio encima desaotivati se tnloouiepte prin spilarea su-
portului gi o noul imobilisare.

Un astfel de dispozitiv orisontal ou ,Hollow-fibers™ a fosti

utilizat la soindaree unor racemiol (glioidil-esteri) de forma:

Sohema fluxului tehnologio al rexolutiei racemioilor este
indiocat® in fig. nr 19. In fig, nr. 20 este indicat modul de
funotionare al reaotorului (orisontal) ou Hollow-fibers,

Eouatia globalX a reactiei d; soindare va fi:

o

o, _ 7 0. =
N, R —— H o+ ~_2 __+Rr-.coon
\(ﬁj AR A{ O\C/R' 4__\/03 :
0
®.3) ® O ®

R'=-C H,

Bnzima utilisatl a foat lipasa panoreatiof bovini.
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Mg, nr, 1

Flux tehnologlo pentru soindarea intr-un renotoer ou

Hollow-fibers a ranemiollor de forma: gf;
0\'0"R

é

noemio Bioreactor ou E;nntiomor
Hollow-fibers ur (R)
Enantiomer
nedorit (8)

L__ ocemizare gi

eciroulare
Fig, nr, 20

8chema de funotionare e unui reuotor tubular ou

Hollow-fibers pentru dedublarea amesteoulul de

glioidil-butirat

. . |R-glicidilbudirat

Faza organica a produsilos (ol

r ls gheidiTbutirag

" (putin}

Solutie I AIaTe
apon: l\ftt:rmpon v .‘1—\"“’“? -+ Fazs apossa a produsilcs !
4 _\“'—’*—"“"‘ R-glicidol (mult);
) $-glicidol (puginy;
. R-glicidil-
Pars organic4 a substratulai g
(R,S-ghcidilbutirat) butirat (pugin);
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In oarul reactoarelor disoontinﬁi ou agitare, materialul de
enzimf imobilizat¥ poate fi aplioat pe paletele agitatorului, ca
in fig, nr. 21.

Pig. nr. 21

Agitator infigurat in pinsi de nylon, pentru

reactoare~tanoc ou aglitare (Havewala gi Weetal)

Materialul poate fi o péns¥ de nylon, oare oon{ine ensima
imobilizatX ohimioc. Acemat¥ variantd prezintX avantajele unei
bune agitiri a amestecului de reactie, fArd a mai fi nevole de
etapa suplimentarX a eliminirii aduoctului ou ensimii imobilismati
(prin filtrare sau ocentrifugare) dupi desactivarea biccatalizato-
rulul. Reactivarea aduotului se poate face ca in casul reactoare-
lor ocu pat oompaot.

0 variantl de reactor ou pat coapact a fost desorisi ta 1990
de ofitre Ichijo gi ocolaboratorii, pentru hidrolisa ocontinui a
zahirul.i 91 pentru fermentatia alocooliodl, folosind invertass gi,
respectiv - drojdia de brutiirie imobilisate prin legturli ioniee
pe fibre de aloool polivinilie.

Invertaza astfel imobilisatdi ocapXtd o mare -tabilitat:. iar
gelulslc de Arojdie fixate pe aceste fibre transformk aierea fn

etanc'
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Fﬂﬁele de suport se impletesoc gi se inf¥goar¥ in spiral¥ in
Jurul unui tub coaxial perforat, de ali&ontaro. Bobina astfel ob-
tinuti se plaseaz® intr-un ocartup din hAvdie de filtru.

Pentru imobilizare solutia de invertazi se oiroulX prin fip.
rele de aloool polivinilie bobinate, misurindu-se socliderea oconcen-
tratiel enzimei din rezervorul de alimentare.

Dupd imobilizare, solutia de substrat (rahir) 0,5 M se oir-
ould prin bobina oe contine invertasa imobiligatd. Concentratiile
substratului pi produgilor de reaoi{ie se miAsoard prin oromatogra-
fie de liohide.

Procedeul este similar pentru oelulele de drojdie imobilisza-

te, luoréndu-se ou solutii de miere (200 g/1).

ITI. 3.2.3. Alte variante de reaotoare

Cercetitori, firme gi oorporatii industriale au construit i
alte variante de reamotoare enczimatioce,

Astfel, Gelf gi Boudrant au utiligat un reactor ou pat flu-
idizat oon{inénd papaini imobilizat¥ pe partioule magnetioe gi
care sunt menfinute in expansiune ou ajutorul unui magnet oce in-
oeroulegte reaotorul.

Worthington Biochemical Corporation a construit un reaotor
ou enzime imoblilizate pe disourli de membrane. Aceste disouri sunt
fixate in interiorul reactorului pe ur ax oentral aoc{ionat con-
tinuu de un motor eleotrio. Alimentarea ocu solutie de aubstrat se
Iacf,direot. intre disouri.

“Pentru reaot{il in fazf de aerosoli, Kirwan gi colaboratorii
au imaginat reaotoare cu enzime fixate pe corpurli ceramioce mono-

lite gi pe nmite de stiold filtranti.

Alegerea tipului de reactor deplnde de mai multi factori:
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-~ Reactoarcle ou membrani de ultrafiltrare oontin o membrani

gelentivd, permeabild pentru compugi (substrate, produgli de remo-
tie) ou mase moleoculare scizute,

In fig.nr. 22 este sohematizat modul de funotionare al unui
reaotor ou membrani de ultrafiltrare care oonstd fie dimtr-un
imobilizat de biocoatalizator pe un suport sub form# de folie semi-
permeabili sau de ,Hollow~fiber" (obfinut prin adlorbtio.inﬁhuloro
retioulare ete), fie dintr-un film subjire de oceluie ,autoimobili-

sate”,
Pig, nr, 22
Principiul de funotionare al unui bioreaotor ou membrank
de ultrafiltrare
M = mombrani de ultrafiltre-
s, 5L —=s re ou biooatalizator
I, ° s o "‘d‘m imobilizat, plasat
a ° o |  mambrl intre doui straturi de
o o . OA & fol semipermeabile
oL % o o = substrat

A = produs de reaotle

Drept suporturi pentru 1mohilisarea biooatalisatorilor pot
f1 folositli atht compugl maoromoleculari naturali (colegen, gela=
tind, celulose modificate oa celofanul eto), ot si oceil sintetici
(nylon, polietersulfone eto).

~Prinoipiu1 funotionlirii unui agsemenea bioreactor este cel al
ultrafiltrdrii. Varietitile de membrane sintetice comerciale au
porozititl cerespunzidnd unor mase de 500-300,000 Dalioni gi pres

furi resonabile. Aceste reactoare pot fi1i folosite in procese in-
dustriale continue, automatisate.

Dezavantajul major al bioreactoarelor ou membrani de ultra-
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filtrare conatd in dimensiunile lor mio#. oeea ca duoe la o
conoentrare a polaritidgii gl la biooajul porilor membranei cu
partloule solide, grasimi sau partioule ocoloide existente in
subgtrat.

Acest dezavantan] dispare daoii se fnloseso membranele seleo-
tive similare, sub formd de ,Hollow-fibex" introduse intr-un
resactor ocu pat oompaot, prin ogro substratul este reoiroulat ra-
pid.

— Renotoarele ou pat oompaot in diversele lor variante cong-
truotive nu pe pot folori in cazurile in care cantitatea de enzi-
mi per unltatea de volum de renctor esto prea soizutk, pentru oX
ar neceniia vane de dimensiunl foarte mari, ridiofind ooaturile
procgosulul de fabrioatis.

- Hoactoagplo ou pat fluidiiat. mal efioiente gi mal ugor
adaptabile, se utiliveacd pe socard largé. In nsemenma reaotoare
ao'opere"zﬁ ai ou partioule foarte fine oare prezinik perioolul
do compaotare (tasare) in raaotoarole ou pat compact., Vitega de
expaneiune a,patulni—oatnlizator voate afeotn performanta wnces-
tor reaotoure, miogoriand timpul de oontaot dintre enzimi g1 mub-
otrat. O reoiroulare multipld a solutiel de substrat prin reactor
ponte duce la mirirea acestul timp gi deoi le orestorea eficaol-

tit1i proocesului.

- Intr-un reaotor disoontinuu, ou apgitare, existd risocul mporis
al dezaotiviirii aduotului de envimi imobilizat¥, prin dezintegma-
rea 231 (sau) dizolvarea suportului,ea rezultatal unel egitiiri
intense gi prelungite, In assemonea reavtoare se recomandd a se
folosl preparate de enzime imobilizate ou rezistenyd mecaniock
ridioath.

- Reaotoarele bifazioce sunt o descoperire relativ recentX,
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in oare ge utilizeazi o fazl formata din apX g1 alta dintr-un
golvent organic nemisclibill ou apa. Avantajul aceestor reaoctoare
oonst¥ in faptul o¥ pot utiliza subastrate insolubile in ap#
purd, produsul de reactle izoléndu-se pe baza fennmenului de
partitie intre cele doud faze.
- Un criteriu important al mlegerii biloreactorulul este gi
reactia care se efeotueazi.

Astfel, un reaotor discontinuu se preteazi mal bine pentru
reaotil oare neocesiti tranafer masiv de oxigen sau un control
permanent al pll-ulul prin ajustare cu aolzi sau ou aloalii.

De apemeneas, acegte reactoare disoontinue se reoomandi si pentru

subatrate n formi de particule coloidale.
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II.4. Bilotehnologii bazate pe celule imobilizate

Dispositive gi preparate ou celule imobilizate se folomesc
pentru ob{inerea unor produse alimentare (bere, b¥uturi alocoolioce,
spirt, drojdii de panificatie si furajere etc.), medicamente (en-
gime, aminoascizi, antibiotice, vitamine eto.), compupi ohimioi om
diverse intrebuintiiri (aciei organioi. acetond fenol eto.), dar gi
pentru biosinteza unor preparate folosite in scopuri terapeutioe
¢i in oeroetarea medioali.

De exemplu, din fig,nr. 23 se poate vedea oX numai in urme
fotosintezel se poate ob{ine o mare diversitate de produse valoroa-
ge pentru industria alimentardi, pleofnd de la materii prime pentru
industria chimiok.

Domeniile de apliocatie fiird extrem de largi gi multiple ¢i
neficdnd sublieotul propriu-zis al prezentulul studiu, tn cele oce
u;meaz! vor f1i amintite, in mare, tipurile de preparate ou celule
imobilizate oa gl tipurile prinocipale de reactoars in ocare acestea
se utiliszeazi.

Cum nu existd un model universal de reactoare pentru biosinte-
ze industriale, atdt forma de imobilizare a celulelor oft gi tipul
de reactor se aleg de la cas la caz. Materialele gi reactoarele

utiligate trebuie si indeplineasoi mal multe oonditii generale:
- 0 buni omogeniszare a amesteoului de reaotie care si asigure

acocesnl rapid gi efiocient al substra;ului la suprafefele celulelor
imobilizate;

- o rezistentd minimX la transferul de masd;

- performante in oondi{ii operationale blénde de: temperaturi,
pH, salinitate, agitare;

- popibilitatea oultiviril oontinue a ocelulelor in conditiile

de reaci{fe date.
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D-h! pe plan mondial s-a regolvat problema determinirii pe-~
rametrilor fiziol ai mediunlui steril de';ulturl. apar difioulti¢h
mari in mXsurarea oonocentratiel substrateler gi produselor, dato-
ritdl duratei mari impuse de metodele analitioce olasioce. De aocees,
dooo-nd.ti nu poate fi introdusii, la nivel industrial ocomands efi-
oientd a metabolismului in funoyie de activitatea emsimelor oheie
dim metabolismul hidratilor de carben.

Sohema tehnologlol

Desi aparatura industriall se alege in funoyie de o tehnolo-
gle determinat¥, in 1987, V.Viostlx-’_l.slito el A.filevida aw
elaborat o schemX general¥ (fig.nr.24) care grupeasi principalele
instalatii ce me pot utilisa in bioconversiile ou culturi de oce-
lule. ,
In sohema din fig. ny. 24 oomponontqlo principale sunt:

1 - reactorul pentru prepararea mediilor nutritive;

2 - pompd turbionari;

3 - aparat pentru preglitirergl sterilizarea mediilor din
suustraturi insolubile, pentru fermenkarea de suprafati
gl in fazi solidk;

4 - ocoloan® de abur pentru inoflsirea mediilor nutritive la
temperatura de steriligare;

5 - aparat de mentinere a uediilﬁr nutritive la temperatura
de steriligare;

6 - schimbitor de cildurd, pentru rlicirea mediilor nutritive
sterile; - .

7 - dispozitiv de misurare - coleotor de medii nutritive;

8 - dozatorg

9'- fermentator anaerobd;

10 - fermentator aerob;

11 - reactor bicoatalitio;
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fermentator in faz¥ eolid¥ sau lichidi;

extraotor; -

geparator pentru biomasi;

sistem de . automatizare looald pentru mentinerea re-
gimului de biosintezi;

plasmolizator de biomasi pentru preparate furajere;
dezagregator de biomﬁs!;

instalatie de abur;

dezagregatoare fraot{ionale;

usoitor gsi alte aparate pentru deshidratare;

aparaturi de normaliszare gi aambalare;

ooloane schimbitoare de ioni, aparate cu membrani, apa-

rate pentru extraotie chimiod, oentrifuge, filtre, in-

stalatii de abur, origtalisoare eto.

Simboluri: pH = polufie pentru ocorectarea pH-ului;

P « oomponente gl medil pentru completarea péank
la nivelul normal de funo{ionare a reaotoru-
1u1{'Pos= material de ins¥mlntare;

V = aer oomprimat steril;

PAV = antispumant steril;

Sr = mediu nutritiv steril pentru procesele de
fermentare, obtinerea drojdiilor furajere
oto. (ocondifionat eterile);

BA = agent bilologie

Dup¥d oum se vede din fig. nr. 24, aceasta este o schemi ocare

ouprinde atét reactoare (fermentatoare) ou culturli libere de oce-

lule, (9, 10, 12) cit gi remctorul blocatalitio (11) ou ocelule

imobilizate.

Acest din urmi reactor se alege in funotie de speoifioul

agregatulul suport-ocelule (forma de condi{ionare) odt gi de
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reaot{ia blocatalizatd care are loo in reacgtor,

Designul reaotorulul ou celule imobilizate este in prinoipiu
similar ou oel utilizat pentru procesul ohimio considerat, impli-
ofnd o oatalizX heterogeni in eonditii sterile gi aseptiocs reola-
mate de speoifioul metodel.

II.4.1. Reactoare pbatoh"

Acepte reacotoare se foloseso freovent in reaotii bioocataliza-
te de enzime libere, ocare nu se mai recupeireas¥ la sfArgitul biowc.
oonversiei, Utilizdnd acelagi prooedeu la enzime sau oelule imobi-
lizate, bilooatalizatorul se poate reoupera. Totugi, recuperarea
(mal ales repetatf de multe ori) poate duce la inaotivarea bioca-
talizatorului. 4

Avantajul mare al celulelor imobilizate este of se pot folosi
fn procedeul ,batoh” in oare potqntialul catalitio al celulelor

din agregat nu este in intregime epuizat, chiar dup¥ o utilirzare

.prelungiti.

,II.4.2. Reactoare in flux continuy

Dup¥ oum am mai amintit in cadrul ocapitolului ;oforitor le
enzimele imobilizate (pag. 78-81 1), reactoarele in flux oon-
tinuu au dou¥ tipuri de basi:

- reaotor-tanc ocu agitare, ou o amestecare complexii gi

- reaotorul ou pat compaot, dar firi agitare.

Dar un reacotor ideal ou pat ocompaot este difiocil de realizat,
pe cédnd un reactor-tano ou agitare .ideal este mai ugor abordabil
din punot de vedere practioc.

Un oompromis intre aceate dould tipurilosto reaotorul ou pat
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fluidizat care asigurid un nivel de amesteoare (omogenizare, inter-
mediar. Solufia de substrat este trooutﬁ'prin reactor ou apemenea
vitazl, incdt determinZ expandarea partioculelor de ocelule imobili-
zate. Asemenea reactoare se recomandi pentru ocelule inoluse in
partioule de geluri de formX sferioX (perle), ou o densitate mal
miodi sau apropiati de oea a apei. Aceste reaotoare precinti avan-
tajul unor debite inalte de subatrat, dar consumf multd energie.

Biorsactoarele ou pat fluidizat sunt folosite pe soarX largi
in oazul celulelor de plante imobilisate, oare prezintid o slabi
oapacitate de proliferare gi sunt foarte semsibile le fortele ex~
teriocare de forfeoare.

In aceste reaotoare agitarea este moderaté, dar nu este po-
8ibilZ merarea direotd a celulelor care poate duce la ocregteres
turbulentel g1 a fortelor de forfeoare peste limitele mooceptabile.
Do aceea bioreactorul este plasat in instalatie dupd un vas spe-
olal de oxigenare (prin agitare bl8ndd) a oculturii de ocelule pi
ouplat ou aocesta.

Pentru a preveni fortele de forfeocare ocare pot distruge oul-
turile de oelule‘gi peatru a ocontreocara vitesza lor redusi de oreg-
tore.‘se mal pot folosi gi reaotoare ou membrane de celule (ou o
densitate mare a ocelulelor).

'Un ocaz speocial ;1 reaotoarelor ou pat fluidizsat il reprezinti
reaotorul ou trei t:ept; (vas @91 oolaboratorii), folosit. f£a ocasul
* fn oare partioulele de bioocatalizator au o densitate sufiocient de
diferitd fay{¥ de ocea a mediului inoonjuritor,

Variante oonstructive ale reaotorulul olasio ou pat ocompaot
(tXrd agitare, in care nu apar forte de forfeocare) pot fi realisa-
te in funofie de modul de oonditionare a agregatelor suport-ocelule:
partioule sferioce (perle) cu densitate mal mare deofit cea a apei,

inele de stiocld sau oeramio¥ ou celule adsorbite pe suprafaja lor,
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bile sau filamente metalice, filme, plBoi, ,Hollow-fiber", membra-
ne semipermeabile. Aceste varlante construstdve au fost descrige
gl in oapitolul privitor la enzimele imobilizate (pag. 77-88).
Celulele ,autoimobilizate” se foloseso de obicel in reactoare ou
membrane. In general, bioremotoarele ou pat fluidisat se foloseso
pentru procese ca: obf{inerea alooolului etilio, & oiaclosporinei,
epurarea apelor reziduale eto, .

Bloreaotoarele ou membrane rotative sau tubulare se utilizea-~
el pentru oregterea oculturilor celulare gi lmobilizarea drojdiilor
g1 bacteriilor, oa gi pentru: obtinere de virusuri, producere de
vaoolnuri antivirale, obt{inerea anticorpilor monooclonali, a eta-
nolului, gluoocel, fruotozel eto.

Reactoarele -~ coloane cu oeluls imobilivate (de exemplu, pe

.Hollow—fibers" sau pe partioule sferice) gi ou flux oiroulant se
utilizeazd pe soard largi,de la obt{lnerea etanolului gi pind 1la
osa 8 auntiacorpilor monoolonali.

Degi oonstruotia bloreaotoarelor este aproape similard ocu
oea A roaotoarelo; chimice ,olasico%, existd o serie de faotori
obligatorii oare oonditioneas¥ atdt designul oAt gi exploatarea
lor:

- sensibilitatea fizioo-mecanicf a oulturilor de mioroorga-
nisme (in speoial micelil); i

- realizarea simulianX¥ a prooceselor de transfer de mas¥ (li-
ochid-ocalule, gag-lichid-oelule gi gaz-oelule-substrat solubil/pu-~
tin solubil);

- viteza miod de proliferare a culturilor;

~ obligativitatea asigurdirii sterilitdgil tuturor operafiilor,

- foloairea aerului cae unicd sursi economici de oxigenare a
oulturiler;

. LY
- formarea epumel in reaotor;
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- éomponenta oomplexd a mediilor nutritive;

- numirul mare de reao{ii bipbhimidé care deourg gimultan in
cursul oregterili celulelor i ocomplexitatea reaotiilor simultane
de transformare a substratulul in produs;

- termolabilitatea produgilor de reaotie;

- influenta proprietitilor genetice ale culturii de oelule
asupra blosintezelor realiszate tn reaotor;

- prezenfa unor ooncentrat{ii admisibile relativ miei ale
oomponentelor ou efeot nutritiv din oulturi;

- modifiocarea in timp a unor caraoteristioi biotehnologioce
ale bioreaotoarelor (neocesarul de oxigen, disiparea odldurii, ni-~
velul gi proprietitile epumei, nivelul liochidului in resotor eto.);

- materiale speoiale necesare suprafetelor interioare ale
aparatelor (in speoial pentru odlturile tisulara);

- negesitatea traduotoarelor sterilizate chimio (termie)
pentru misurarea pH-ului, prasiunii 62 éto:i

- gepararea, purificarea gl oonoentrarea produselor.

Toate acestea limiteazd viteza de reaofie a prooceselor din
bloreaotoare. '

O influentd deosebitd asupra vitesei de reaof{ie o are transfe
rul de magX intre diferite fase.

In tabelul nr, 14 sunt indiocati pe sourt psrametrii ocare gu-
verneazi alegerea gi prﬁiootaren reactoarelor pentru procesele de
fermentatie.

Se pot oconstrui gi bioreaotoare in-oare celulele se co-imobi-
lizeas¥ cu: ensime pure, coensime, organite oelulare, realizén-
du-se reao{ii multiseovent{iale sau ,simbiose” induse. Pentru re-
aotiile ou o singurd etapd viabilitatea oelulelor nu este obliga-
torie, degi oelulele viabille presinti avantajul reaotivirii .in

situ",
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Tabelul Nr. 14

Prinoipalele miirimi gi parametrii de caloul utilisagi
in proiectarea bioreactoarelor cu celule imobilizate

Migur¥ri analoage ocu
ocele din tehnologia
chimic¥, industrias
alimentard eta.

MXpurdri speoifice

pentru procese bio-
tehnologloe

Parametrii caloulati pe
baza valorilor mAsurate

« temperatura de
fermentatie gi a
diferitelor fluxuri
produotive;

- pH (traduatoare
sterilizate);

- potential redox;
- presiunea din re~
eotor, din aparate
auxiliare eto.;

- nivelul ¢l masa
(tensometria) me-
diilor, substrate-
lor gl produselor;
- consumri de 1li-
ohiqe gl gasze;

- turatia agitatoa-
relox;

- puterea oonsumatd
de eleotromotors

= ooncentratia de
gaze (02. 0, CH4,
Hygl alte gage) in
aer;

- ooncentratia de
ioni din liochide;

e

‘|.eipalilor indiocatori

- oconcentratia prin-
oipalelor psubstante
(zaharuri, aoizi ox-
ganici,alcooli eto.)
sl produse in lichi-
dul de oulturd;

- ooncentratia prin-

intracelulari (fer-
mentil metabolismu-
lul gluoldelor, me-
taboliyl chele, ATP,
NADP eto.);

- ooncentratia de
blomasd;

-~ inexistenta mioro-
florel stréine;

- concentratia O2 gi
€O, dizolvagi in 11~
ohidul de culturd;

~ nivelul gi starea
spumel;

~ concentratie parti-
al¥ gl final¥ a pro-
dusului ]

= productivitatea sis-
temuluis

- viteza gpeoifiod de
oregtere;

- viteza specifici de
consum a substratului;
- viteza speocifiol de
formare a produsuluis

- ooeficientul wolumie
al transferului de ma-
o8, dupX oxigenj

- randamentul energetie
al proocesululi de sinte-
zd/oregtere;

- productia de olldurl;
= indiocatori tehnolo-
gloi specifiol proce-
suluil;

- congumul speoifiec
total de materil prime. |
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In ocomparafie ou preparatele pe bazX de enzime pure imobili~
zate, aduof{ii obfinuti prin imobilisarea celulelor oferd perspeo-

tive mult mal largi atit pentru Biosinteza propriu-cied (axtin-

derea utilizZril preparatelor la redlizara unor peaotii polimeo-

ventiale gi ohiar e unor oicluri metabolioe complete), odt ¢i prin

abordarea unel palete oxtinse de utilizliri a oculturilor de celule

animale, umane gl vegetale fn céroetarea biologloX, in genoral,

in terapeutioa mediocall, in,farmacologie, agrioulturl, zootohnic

eto.

In tabelul nr. 15

industrield a unor mioroorganisme imobilizate.

Tabelul Nr. 15

sunt date cdteva exemple de utilisare

Exemple de aplioatli industriale ale unor oceluls

imobllizate
|Speoin de celule| Metoda de Enzima Aplicatii | Industrialli-
imobilizare | utilisati zate de:

1l 2 3 4 5
Aotinoplanes Inoludere Gluco- Izomerisa-| Gist-Brooades
missourienais fn gelatinl | izomerasa| rea gluwoo-|Olanda

reticulatd zel la
ou glutar- fructocti
aldehidi
Baocillus Reticulare Gluoo- ] @lucez¥ —»{NOVO
coagulans ou glutar- ;zomeraza Fruotozi |[Industri,
aldehidi Danemaroa
Baoillus Retioulare |[*-Galeo- | Hidrolize (NOVO
8p. ou gluter-~ tozidazd lactozel Industri,
aldehids Danemaroa

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



- 103 -

Tabelul Nr. 15 (oontinuare)

1 2 3 4 5
Brevibacterium| Includere in| Fumaruza Conversia fu-| Tanabe,
flavium ‘earageenan. maratulul la | Seiyaku

aoid L-mallo | CoLtd
Jaﬁonia
Esoheriohia Includere in| Aspartaza |Conversia fu-| Tanabe
ooll carageenan: marstulul de | Seiyaku
smoniu la CoLtd
acld L-aspar-| Japonia
tic
Escherichia Inoludere in|Penlcilina~ |Obtinerea Tanpbe
ooll poliaocrila~ |zd 6-APA din Selyaku
midd (P 4) penioilind CoLtd
Japonie
Escheriochia Includere 1n{ Aspartuzi+ |[Obtinere de Tenabe
ooli + carageena: . | L-aspar- [l-alanind Seiyaku
Peseudomonas tat-PLde- din tumarat CoLtd
.dﬁounhée: oarboxi- Japonia ;
laza §
Mortierella Reticulare | -Galacto- [Hidroliza Great 5
vinacea ou glutar- zidaza rafinozel Western {
aldehidd Sugar Col
SUA
Proteus Legare de Penioilina4{Ob{inere de Pfizer
rettgeri glioidil- za 6=-APA din Ino. SUA
metaorilat peniciline
g8l glutar-
aldehidi
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Tabelul Nr. 15 (continuare)

ad

1 2 3 4 5
Streptomyoces | Tratare la 2ald| Glucoizo-| Isomerizarea |Clinton
albus in reaotor de merasza glucozel 1la |(Corn. Prool

filtrare fruotozl¥ Co., SUA
Streptomyoes | Reticulare ou |Glucoizo-| Gluooz¥ —> |Miles
atraceus glutaraldehid? |meraza '~ | —» Fruotozi Laborato-
ries Ino.,
USA

Bxtinderea blotehnologlel poate elimina o serie de tehnologii

chimioe conveni{ionale, caraoterizate prin gigantismul instalagii-

lor, oonsum ridicat de energie gi efeote poluante de duratX gi

uneori ireversibile, ou oonsecinte nefaste pentru mediul inooju-

ridtor.

Un numiiy mare de sinteze petrochimice sunt astizi realizate

prin metode blotehnologlioce, care foloseso mal ales bioocataliza-

tori sub form¥ imobilizati.

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



- 105 ~
III. ALTE APLICATII ALE BIQCATALIZATORILOR IMOBILIZATI

III.1. Aplicatii in studii biochigioce

IIT.l1.1. Studiul estruot te zime

Imobilizaroa pe suport a moleoculelor ensimelor oonduce la o
wodificare partiald a conformatiel acestora, ceea ce oferf per-
speotive legate de studivl unor interaotii moleoulare. Chiar dinm
1970, derivati imobilizati au fost foloaitli pentru a se preveni
asoolerea spontan¥ dintre subunititile unei proteine oligomere.

Imobilizarea oferi astfel posibilitatea de a se deteramins
care din subunitﬁ;ile structurii ouaternare a enrimei este aoti-
vl catalitio.

Dacd subunitatea este activi, compararea propriet!tilo;
sale enzrimatioce ou cele ale oligomerului oorespunzXtor imobili-
sat poate oferi informatii asupra legiturii dintre interaotiile
subunitare gi funotia bilooatalitiocX a enzimei. Asemenea informe-
t11 nu sunt accesibile pentru toate enzimele, pentru odf se folo-
seso tehniol in care struoturile oligomere native trebuie sX ri-
mind sufiolent de stabdbile ohiar in conditiile care do;orninl dai-
goojerea lor. Pentru asemenea enzime este posibil procesul in-
vers de reasoociere spontani in struoctura nativl ou o buni reoupe-

rare a activitditii lor.

IIT.1.1.1. Alegerea conditiilor experimentelse

Un bun suport pentru astudiul subunititilor structurale oo
ale enzimelor se dovedegte a fi Sepharoza 4B, Natura hidrofilll
@1 neioniof a anestui polizaharid - suport poate conduce la dé*
riva{l imobilizati ale oXror proprietlditi s¥ nu fie afectate
oonsiderabil de prezenta suportului. Adnoﬁii obtihuti sunt
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operafionali in conditii normale, 1n solutii tampon obignuite.

Porozitatea ridiocatd a auppituluiﬂde Sepharozd upureazd 4i-
fuzia macromoleonlelor in interiorul gi in exteriorul gelului,
in cursul imobilizArii.

Dac3 gelurile nu sunt poroase, maoromoleculele rimén fix:t‘
doar pe suprafati; in asemenea oaszuri eate mul¥ mal greu aX se |
obtind o cantitate auficient&-de subunitditl legate per unitatea
de volum a gelulul. In plus, pentru o& struotura gelulul de
v Sepharozi nu este complet rigid¥ aductii obtinuti nu reziptd
la stocare gl la temperaturi moderate., Pentru ob{inerea unor
subunitiiti imobllizate, cu stabilitate mare, se reoomandd Sepha-
roza reticulet¥ cu divinilsulfonis

Unul dintre prooedeele folosite este cuplarea inif{ialX a
formei oligomere a enzimel pe 'suport (prin intermediul numai a
uneia dinire subunitdtile sale), dupi care se genereazi monome-
rul prin splilare exhaustivid, In condit{ii favorabile disooleriis
Metoda ofer¥ multe evantaje in comparatie ou cea care constd in:
ocuplarea direotd a formei monomere fn oonditii de disooiere a
oligomerilor. Prinoipalul impediment 1in acesi din urmi caz aste
posibllitatea alteridril struoturii tertlare a subunitiyilor di-t
soolate in oondi{il prea energice. In plus, in monomerul ouplat
in conditii disoolative, legitura polipeptidicl devine instabill

in timp. Apoi, monomarii ouplail direot in aceste condifii nu ae
pot reasooia prin ad¥ugarea unor subunitiiyi solublle, pentru a
revepni la forma oligomeri, intre subunlt!file fixate pe suport
nerimindnd suficient spaﬁiu disponibil.

In sohimb, monomerul imobiligzat prin ouplarea initinld a
oligomerului gi disooierea lui ulteriocari 1ntera6tioneaz§ ugor
ou subunititile din solutie.

Pentru imobilizarea oligomerulul este necesari aotivarea
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suportului, ceea ce prezinti risoul~unei reticuldri intre mole-
culele proteinel pau intre subunitit¢ile structurale (monomeri).

Folosind ca agent de motivare a Sepharozei BrCN, lagiturile
formate intre proteini gi suport pot fi rupte in ~ondiii blénde.

Pentru a prevenl cuplarea pe Sepharozd a oligomerilor prin
mai mult decét o singur¥ subunitate structural®, este necesar sd
se limiteze densitatea punotelor aotivate de pe suporti. In ﬁoost
;oop, cel mai acceptablil este un raport de 1-5 mg BrCN per ml
Sepharozi, odnd riscul contaminirii prin imodilizarea dimerilor
este reduve la minimum.

Densitatea redusi a moleculelor imobilizate mal prezinti
¢i avantajul de a diminua efectul oaraoteristio de mioroveoini-
tate & suportulul ocare ar duce la oregterea lui KH datoritd 1i-
@itdril vitezei de difuzie a substratulul. '

In acest fel, pe Sepharozi 4B, au fost imobilizate subuni-
titl ale aldolegeil din mugohiul de iepure sau ale transaldolazei
din drojdie.

I11.1.1,2, Criterii de control al prezeniel subunitdtilor
imobilizate

Dupd imobilicare trebule s% existe asigurarea prezenjel
subunitifilor struoturale in aduotul obtinut. Criteriile de

oontrol sunt sumarizate in tabelul Nr, 16.

Tabelul Rr., 16

Crifterii de coutrol ale prezentei subunititilor imobilizate

Tipul de subunititi imo- Rezultate previzi-
Testul bilizate la care este bile dac}¥ subuniti-
aplicabil testul tile sunt prezente
Continut in active sau inactive 1/n X continut de
proteini oligomer imobilizat
(n=nr. de subunititi
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Tabelul Nr. 16 (oontinuare)

11z4

1 2 3
Stabilitate la dena- Aotive Inactivarea decurge
turare la o concentratie sol-
gut¥ de agent denatu-
rant
Stabilitate la inoXl- Inaoctivarea poate
zire sau la proteo- Aotive avea loo ou o vitezd

diferitX.

XEvaluarea modifio¥~

jrilor ohimice

Aotive sau inaotive

Posibile modifiodri
ale unor rerziduuri ou

structuréd previgibili

Viteza modifioXrii

!chimioe

Aotive

Inactivarea poate
avea loc ou viteze

diferite

Interaotii ou sub-

‘unitdti solubdbile

Aotive sau inaotive

Cregterea aotivith{ii
pénd la cea a oligome-
rulul imobilizat; re-
oonstituirea proprie-
titilor formei oligo-

mere,

itntornotii ou sub-

lunitdtl solubile
inaotive la situsul

activ

Acotive

Aotivitate nesohimba-
t% dao¥ subunitidtile
aotioneazd independent,
proprietdtile revenind

la oels ale formei o-

ligomere.
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Tabelul Nr. 16 (oontinuare)

1 ‘ 2 3

Inactive in afari .le Aotivitate aparentid

ihteraoctiile subuni-

tare
Inactive datoritd Nu apare niai o aotivid
modificidrii rastului tate

esential in cursul

imobllizdril

®Se poate determina numal daock imobilizarea este reversibild

gl modificdrile datorate imobilizZrii pot fi inliturate ulterior.

a) Continutul in proteins

Contirutul in proteini al oligomerulul imobilizat se oompa-
r¥ ou oel al pubunitZ{il imobillzate ob{inute ulterior din aocesta.
In acest scop aductul se hidrolizeazi ou HC1 6N gi se analizeash
aminoaoclsii rezultati.

Randamentul cuplirii cu suportul depinde Tn primul rénd de
natura proteinei, de ocantitatea de BrCN utilizatX la eotivarea '
suportului, ca gi de pH. Astfel se observi in oasul aldolaszei
(tetramer) din mugohiul de iepure o¥ preparatul ou éel mai fnalt
oontinut de monomer imobilizat este obf{inut la pH « 8,0, ou o can-
titate de BrCN (mg/ml Sepharoz#) de 5,0, Pentru transaldolasa (di-
mer) din drojdie, continutul optim de monomer imobilizat se atinge
la pH = 8,5 gi 5,0 mg BrCN/ml Sepharozi.

b) Stabilitate

In oazul fa care subunit&tile‘imobilinate sunt aotive, aces-
tea vor avea broprietﬁgi distincte fatd de ale oligomerului imo-
bilizat. .
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Ufilizﬁnd un agent de denaturare ca ureea se pot deosebi
forméla monomere de cele oligomere élg ateireensl enzime,

Cénd o enzimi exiwtd sub form3 oligomerl, interac%iile pa
subunitantea de suprafati oontribule la gtgbilitatea structurii in
ansamblul el. Agadar, pentru lnactivarea oligomerului este nece-
pari o cantitate mal mare de uree deoht pentru monomer. Instabi-
litatea mare a monomerulul se.poate axplica prin posibilitatea de
a lega mal ugor ureea pe suprafata sa. Tnaotivarea este influen-
tati de asemenea de natura enzimei, oa 5i de pH.

o) Interaotii speoifioce cu subunitdtl solubile generate

. Caom
win situ

Monomeriil imobilieatl au o abllitate specificX de a lega
subuniti{ile din solutie, aga cum subunitdt¢ile dimocilate dintr-o
ensimi prin denaturare, tind e¥ refaold asocierea n solutie, dupi
tndeplrtares agectulul de denaturare (de exemplu, olorhidret de
guanidind).

Rezultatele experimentale nu arfitat o fiecare din monomerii
inobllizat;i tind s¥ lege atfitea subunitdti ocdte ocorespund struo-
turil cuaternare originare a engimei.

d) Interaotii ou subunititi solubile inactivate,la situsul

activ
Este posibll oa subunitiifile imobllizate ol se dezactiveze

in urma legirii de suport prin resturile de aminoacizli din situ-
sul .ectiv. Acest luoru este improbabll dacd se ntilizeaz¥ pen-
tru cuplare Sepharoza activati® ou BrCN, deoarece legarea are loo
relativ nespeoifio, ou unul sau mai multe resturi de lisini de pe
suprafata proteinelor., Oriocum, aceastd posibilitate poate fi pre-
dominaent® tn experientele in care se utiliseazi subunititi eolu-
bile care pot fi inaotivate previzibil, prin modifiocarea situsu-

lui activ. DaoZ addugsrea unor subunitd{i inaotive, reactivate
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(prin renaturarea enzimei denaturat; ou uree) la subunititile in-
aotivate imobilizate duce la o cregtere a interaotiilor dintre
ele, se poate trage conoluzia o# subunitit{ile imobilizute au de-
venit inactive prin modificarea unei Zrupiri esentiale din situs
in urma cupldrii cu Sepharoza. In acest fel s-au pus in evidentd

monomerii inactivi, imobilizati ei glicogen-fosforilazei.

ITIT.1.2. Investigarea structurii tertiare a proteinelor

Structura tertiari, tridimensional¥ a proteinelor este deter-

minat¥ de exiatenta unor legituri speoifioce (ionice, van der Waals,
punti de hidrogen, punti disulfurice} dintre structurile polipep-
tidice secundare.

Activitatea enzimaticX este direot legatX de acest tip.do
structuri. Astfel, s-a observat oX denaturares completX a molecu-
lei de ribonuoleazdi A prin soindare reductivi ou ruperea puntilor
disulfurioce din structura sa terjlari ia prezent{X de uree BM,
este Inso}it¥ de anularea aotiviti4il sale onzimatice. DacX agen-
tnl reduoitor gl ureea se indepdirtoazi, proteina redusk, ineotivi,
suferi o oxidare sportan¥ in solutie la pH slud aloalin, in aer,
ou reepéri;ia aotivitit{il enzimatioce gl a struoturii oriastalogra-
fice native.

Rezultate similare s-au obyinut gi ou alte preoteine oe oontiﬁ
punti disulfurice (lizozimul din albugul de ou, fosfataza din
Bacheriohia ooli, Taka-amilaza A etc.).

S-au int8mpinat ins¥ greutXti la incercarea ds reoxidare a
unor proteaze denaturate prin reducere (tripsina, ohimotripsina,
pepsina). B-a observat astfel of prin aotivarea proteoclitioll a
zimogenilor, proteazele rezultate nu au fn mod obligatoriu

struotura tertiari formatX¥ prin reoxidarea enzimelor denaturate
reductiv,
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Ambéle proteine pancreatioe, ohimotripsina gi insulina exiatk
aub forma unui lant . proteinic multiplu iﬁ starea lor biologio#

" funotional¥, oca rezultat al scindirii proteolitioce a precursori-
lor cu lant simplu.

Lanturile reduse de insulini nu se pot combina pentru a oon-
duoe la moleoule funotionale in oonditiile optime pentru reoxida~
rea grupelor -SH la legituri ~S3~8-, pe ofnd proinsulina denatura-
td reduotiv se poate reoxida ou randement bun la asemenea struo-
turl.

= Chimotripsina denaturatf, dup¥ diluare intr-un mediu oe
contine fs-meroaptoetanol ¢l o enzimi oo ocataligzeaz¥ aohimbul
dintre grupele ~SH gi -S-85-, 1gl recaplitd activitatea foarte repeds.

In mod analog ou cazul ingulinel gi proinsuluinei s-a pus
probiema dac¥ zimogenul dsnaturat reduoctiv, ohimotripsinogenul A,
contine in seoventa sa primarX o informatie, care explioX reapa-
ritia activititil enzimatioce prin oxidarea ea aspontanid,

Pentru a demonstra aoceastX ipotezd, ohimotripsinogenul A
s-a denaturat reductiv on I?-nnroaptootanol in uree 8M, obtinidn-
du-ge o protein¥ ce ocontine 10 grupe SH per lan§ polipeptidie,
Solutia diluat¥® a chimotripsinogenului redus s-a expus la aer
_dup! indepirtarea agentulul denaturent- prin gelfiltrare ssu dialisi

sau prin diluare. Probe luate din timp in timp e-au tratat oun
tripsin¥ gi s-a determinat aotivitatea ohimotripsiniod. Maximul

de activitate recuperatf a fost de 1,4%. Prin oontrast, denatura-
rea mroductivl a chimotripsinogenului fn conditii gimilare este
oomplet reversibilli, reocuperdndu-se aotivitatea ohimotripsiniol
(prin activare ou tripsini) de 100%.

Imobiliz&nd ochimotripsinogenul prin legare covalent%® pe un
suport insolubil, s-a observat o dupX denaturarea reduotivi a

zimogenului urmati® de oxidare, activitatas onzimatioX se
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recupereagd iIn buni parte, ‘

Aceste observajil arati ci zimogenul neimodbilizat, denaturat
reductiv gi apol reoxidat ‘capX¥tl o struoturdi terfiard nospeoifiol.
ou recuperarea doar a 1,4% din activitatea ohimotripeiniocl.

In sohirb, zimogenul imobilizat gi tratat identioc igl reoca-
piti activitatea enzimatic¥, deoarece imobilizarea impiediod apa=~
ritia unor structuri tertiare nespeoifice, efestele de mioroveoi-
nitate ale suportulul neafectéind intersotiile struoturale din
lantul polipeptidie.

Pentru sceste determin¥rl a fost ales oa suport stiola (perle)
activati cu grupirl succinamidopropilice gi care s-a condensat oun
ohimotripeinogen A 1n prezenta unei oarbodiimide, obt{indndu-se un

aduoct de forma:

I il ] .
(st1014)~CH,~CH,~CH -NH-C~CH,~CH,=C=8~-CH,~C-(NE~-chimotripsinogen).

2

Dupi imobilizare, s-a folosit ce agent reducditor fg-moroapto-
etanol, in solutle tampon (pH=8,6) in prezent¥ de uree. Aductul
suport-chimotripsinogen 4 a fost folosit pentru umplerea unei oco-
loane, peste care s-a trecut solutia reducdtoare, in atmosferl de
Nz. la temperatura camerei, Sfargitul reducerii se determini prim
titraréa grupelor -SH ale proteinel imobilizate.

Reoxidarea ochimotripsinogenulul imobilizat, denaturat reduo-
{iv, g-a féout in aer, prin spilarea coloanei ou o solutie tampon
ou pH = 8,6, 24 ore, la temperatura ocamerei, iar aotiverea oum o
golugie temponati (pH = 7,8) de tripsini, timp de 2 ore, Aotivi-
tatea chimotripsiniod o preparatulul se determinX fati dé diverse
substrate.

Se observi (in comparatie cu aotivitatea zimogenului legat
pe suport gi nedenatur:t reduotiv), o reouperare a aotivitiiii

esterolitice de 76-80% fati de esterul p-nitrofenolio al
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N-Cbz-L-tirozinei:s

s . -
1{0-(@-01{2-?1{-000-((_ j>-N02
0 NH-Cbz

|
Chz = C6HS-CH2-O~6-

gl de 53% fatd de e¢sterul etilic al N-benzoil-L-tirozinei:

IiO@-CHé-FE-COOCZHB

NH-COCGH5

"Reactivarea prin oxidarea In aer are oa rezultat o activita-
te specificl fatd de omzeini de 30% fatd de enzima imobilisatl,
nedenaturatli reduotiv,

In oonoluzie, imobilizarea ohimotripsinogenului 2 a permis
stu;ioron problemelor legate d¢ regeneraroa struoturil tertiare,

esentialX pentru activitatea bilooatalitioX a enszimelor,

II;.l.B. Metode de investigare a modifiokrilor
oonfo:pagionglo ale proteazelor imobiligzate

Tehnioa imobiliz&rii enzimelor a permis investigarea modifi-
oirilor conformationale reversibile ale proteinelor, determinate
de agenti fizioi (lumink, cXldurd), foarte importaate pentru sis-
temele diologioe, dat fiindcX motivitatea fiziologiol este legatd
de diferite mtructuri conformationale posibile.

ModifioXrile oonformations?e_ravorsibile ale protaineler
imobilizate au fost investigate din doﬁ! punote de vedere:

a) Studiul ingemnXtdtii lor funotionale (mecanismul modifim-
clirilor conformajionale, relatia dintre struotura teriiari gi ao-
tivitatea bioiogioi. importante acestor modifiokri fn reglarea

proceselor biologioce). Aceste studii trebuie sl ia in oonsiderare
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gi posibilele perturbiri ale paramefrilor proteinelor ¢i enzimelor
oa rezultat al imobilizirii.

b) Studul importantef lor aplicative (care dinmtre oonforma-
tiile aotive sau inactive ale enzime. sunt mal mult sau mai putin
stabilizate prin imobilizare, in comparatie ou eneimele libere).

Aceste gtudiil au folosit oa model proteazele.

Pentru investiga}ii se pot folosis

- metode statioe de determinare a conformapiilor (studii de
echilibru a unor sisteme ocomplexe binare sau ternare de proteind
ou moleoule mici sau mari, spectroscopia de fluorescentf, RES ete)
care oferd informatii asupra proteinelor legate, in oonditii sta-
tice, dar nu gl asupra proprieti{ilor enzimatlice ale aductilor;

- metcode oinetice, care misoari viteza unel react{ii oatali-
zate de enzimele imobilizatc gl denaturate in comparatie ou‘cea a
enzimelor libere, valorile Km aparcente fiind mult modificate prin
imobilizare (vol.I, pag. 228).

Ca guporturi se fologeeo c.verse varietitl de Sephadex acti-
vat ou BrCN; s-au fdout studii ale modificirilor eduse de vari-
atia temperaturii asupra activiti{ii tripsinei gi chimotripsinei.

Un domeniu atractiv i1 constituie gi hemoproteinele (mio-
globina, hemoglobina,ocitooromil) care prezinti absorbiii in
speotrele eleotronioce (UV gi VIS), astfel inoét mod;rioar.. oon-
formatiel acestor proteine imobilizate poate f1 urm!rit!»quotro-

fotomatriec.

IIT.2, Aplicatii in Chimie Analitiod

Specifinitatea enzimelor, ca gi proprietatea lo; de a oata-
liza reaotil ale unor concentratil Joase de substrate, le-au

fiout atractive pentru Chimia Analiticd.
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Réaotiile oatalizate de enzime se pot folosl 1in amoopuri
analitice pentru dozarea de substrate.';otivatori sau inhibitori.
Totugi, utilizarea enzimelor pune gi probleme speoifice, care le
limiteazi apliocabilitatea {(instabllitatea, ccetul ridiocat al se-
parfirii gi purifiociril eto.).

Instabilitatea enzimelor este un faotor ce poate fi minima-
lizat prin modifioarea oonditiilor de lucru. Prooesele analitioe
continue sau semicontinue necesitd mari ocantitd{i de enzime;
dacd insi 8¢ foloseso enzime imobilizate, se pot realiza aseme-
nea metode d¢ analizX. Ca 91 enzimele native, solubile, biocata~
lizatorii imobilizatl pot fi folositi in condifjii aseminitoare
pentru determinarea gi dozurea unor substrate, a inhibitorilor
sau a activ;tﬁtilor enzimatioe,

Sensorli enzimatiocl s

Sensorii enzimatiol reprezint¥ o aplicatie importantd a bdio-
catalizatorilor in potenf{jiometrie,

Termenul de ,electrod enzimatio™ a fost introdus de odtre
UOpdike g1 Hioks (1967), oare au .acoperit un eleotrod polarogra=-
fic de oxigen ou un strat de glucozoxidazi inolus¥ fizle fntr-un
gel ade polieorilamidk. Dispozitivul a fost folosit la mEsurarea
desoregterii presiunii oxigenului, oare indiocX ocontinutul in glu-
oozE Ain slnge. gl plasm¥, termenul de r¥spuns al'aen&orului fiind
de sub un minut,

Termenul (mai coreot) de ,senssor enzimatio” se referd la o

ocombinatie fntre un eleoctrod ilon-seleotiv gl o enzimi, liberd

sau imobilizat¥ fizio (prin inoludere) sau ohimio.

IIT.2.1. Yariante construotive ale sensorilor enzimatioi

Prinocipiul construotiv al unul asemensa sensor eate foarte

-iuplux se alege o enximX care prezintd o mare specifiocltate sau
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selectivitate in raport ou oompuoul‘(aubntratul) ce urmeazi a
f1 analizet. AceastX enzim# este apoi imobilizat¥ (insolubilizatX)
pe un suport, dupid oare.oé%e depus¥ pe un electrod ion-selectiv,
care va m¥sura fie produsul de react’e (HH3 din uree sau ecidul
dintr-o penioilinX), fie reactantul consumat (oxigenul pentru
oxidarea glucozei sau & acidului uric). In fig. nr. 25 sunt repre-
sentate doud variante constructive pentru obfinerea aonsoriior
enzimatiol ou enzime incluse fizic (A) sau ou enzime solubile

sau imobilizate chimic (B).
P nr
Schema unor sensori enzimatioi

A)  suprafats electro-ectivE
a electrodulul p&u& de nylon

inele de
caNCiue

B) E:m—-—- inel de cauciue --—\-‘ ﬁ__.\___,
AT, - enzimb N

T~membiani

de dislizda  __,

!
J
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Tipul A (fig. nr. 25, ge folosegte pentru enzime inoluse
fizio pe suprafata unor polimeri sintetiol, Suprafafa aleotro-
activi a eleotrodului se acoperd ou o plnz¥ de nylon (ou grosi-
me de aproximativ 90‘ﬂm). oare se fixeaz¥ ou un inel de ocauoiuo
pe corpul electrodului.

Aduotul enzimi-suport se prepari sud formi de gel, ameste~
cBnd 0,1 g enzimi (de puritate 10-15 unitft{i/mg) cu 1,0 ml so-
lufie de gel preparat din: 1,15 g N,K'-metilenbisaorilamid¥ +
6,06 g aorilamid¥ + 5,5 g persulfat de potasiu + 5,5 mg ribofla-
vini in 50 ml apX.

Gelul omogen astfel obi{inut se pulverizeazX in strat subyi-
re, peste pinza de nylon, in aga fel inoAt interstitiile acestela
g8 fie acoperite. 1 ml din acest amesteo se poate folosli pentru
a acoperl gase electrozi. Electrodul se Plaseazi apol iIntr-o
oelull spilatd ou azot gi r¥oitd la 0-5°C ou sjutorul. unei man-
tale de api.

In tot ocursul polimerigirii me oirculd prin celull azot,
pentru indepirtarea oxigenului (inhibitor de polimerizere).
Pentru ca polimerigzarea si fie ocompletX, se iradiaz¥ eleotrodul
timp de 1 orX, ou un proieotor Westinghause de 150 W. Dup¥ poli-~
merizare stratul enzimatioc se intdregte. Se apliod deasupra o
membrani de dializi (oelofan ou grosimea de 20- 30 ,nn) oare se
fixeazd pe oorpul electrodului ou al doilea inel de canciuo.

Sensorul obtinut se lagi pesta'noapto fntr-o solutie tampon
pentru imbibarea stratului enzimatio gi pentru eliminarea bule-
lor de aer. Intre douldl determinkri.. sengorul se pistreazi in
solutie tampon.

Tipul B (fig. nr. 25) este un electrod ou ﬁombran! de dia~
l1eKX, ocare poate fi folosit fie pentru enzime libere, fie imo-
bilizate fizio (prin inoludere) sau chimio.
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Bnzima liber¥ sau in prealabil imobilizatX se usuoc¥ gi ee
transformi in pulbere. Se poate aplica direot pulbarea pe supra-
fata electroduluij o altZ variantX folosepte un gel enzimatio
apos pulverizat sau aplicat in strat subtire, oun spatula, pe
eleotrod, dupX oare se aocoperi ou o membrank de dializi (oelofan)
asigurati ou un inel de caucimo, Bleotrodul obf{inut se plascasi
peste noapte intr-o solutie tampon. Intre doui intrebuintlri. s
pistreasl de asemenea in solutie tampon.

Se ounoagte gl tipul C de sensor enzimatic, care se bazeash
pe polimericzarea direoti pe un eleotrod cu membrani de difuzie
a gaselor. Asemenea dispozitive se pot obyine plasind direot
enciva pe suprafata eleotrodului, prin legare fizioX (pe eleotro~
dul de stioll) sau ohimiof ou formare de legiturl covalente
eleotrod-enzimi, De exemplu, un electrod de RHB oe poate obtine
prin plasarea a 0,1 ml solufie de ureazi (0,54 ) pe suprafate
unei membrane de difuzic a gazuluil, Membrana se las¥ eX stea 12
ore 1la 4°C pentru evaporarea solventulul, dupi oare se adaugd o
solutie de glutaraldehidd (2,5% in tampon fosfat, pH = §,2). Are
loo o0 retioulare a encimei pe suprafata electrodului.

DupX un repaos de 1,5 ore la 4°C, membrana se spal¥ ou ap¥
pentru a indepirta enzima liberi gl tamponul.

Dintre ocele trei tipuri descrise, cel mai freovent se folo-
segte tipul (A) de sensor enzimatic, pentru care enzimele imobi-
lizate chimic prezintX o mare termostabilitate. Tipul (B) de
membrand este ugor de obtinut, dar necesiti un timp mai indelun-
gat de preglitire. Are o stabilitate maxim% de 3-4 e¥ptdméni, la
50-~-100 determin¥ri esuccesive. Tipul (C) de rensor este mal
putin utilizat. In cazul sensorilor de tip (4) g1 (B), stratul
enzimatio poate fi.ugor inlocuit dupid dezactivare, pi¥strdnd
eleotrodul, tn timp oe in cazul tipulul (C) electrodul r#méne
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bloocat prin legarea direot¥ ou enzima,
Agadar, un sensor enzimatio_implio& o enzimi ouplat¥& ou un
electrod ion-seleotiv., In cele oce urmeas¥ se vor face unele con-

sideratil generale asupra celor doui ocomponente ale sentorului.

II1.2.1.1. Electrozl jon-selectivi

Una dintre determinirile analitioe cele mal freovente este
cea a pH-ului, Un dispozitiv banal pentru acest soop este format
dintr-un eleotrod de sticld. seleotiv pentru H+. un elaoctrod de
referintd g1 un pH-metru.

Se cunoso gi eleclyozi selestivi pentru alfl ilorl sau speoii
moleoulare, a ofiror aplicabilitate analitici generall este de
10'1- 10is M gi chiar pentru concentratii mei mioi. Deoarece rés-
punsul eleotrozilor fon-selectivi este 1ogaritmio. preoizia mi-
surdtorilor este constanti in tot intervalul de aplioabilitate.

In tabelul Nr. 17 sunt indicatl cei mal importanti elactrozi

oomerciali,

Tebelul Nr. 17

Eleotrozi comerciali uzuall

—
Cationi Anioni Gazc
1 2 , . 3
NH: G, s, LX Brom 8 co,
Hidrogen G Clor S, L HHB
Cadmin S Cian s 'noz
Caleoiu L Pluoroborat 5L 802
Cupru 8 Hidroxid G H,3
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Tabelul nr. 17 (oontinmare)

1 -2 3
Ioni divalenti L Iod S BCN
Plumd s Agotat L HFP
Ioni monovalenti G Perolorat L O2
Potasiu G, 8, L Sulfurd S
Argint G, B Tiooianat S
Sodiu G, L
Bubidin L

il sticlli; S = membrane solide; L = membrane lichide

Cu exceptia eleotrodulul de P~ in monocristal gi a alectro-
zilor de stiolld, totl oceilalt{i eleotrozi pot f1i preparati oh
ugurintd, cu minimum de timp g1 efort.

Un elaectrod ion-selectiv poate fi definit oa un dispoxitiv
ocare desvoltd un potential de electrod proportional ocu logaritmul
aotivititii vnui ion in solutie. Termenul ,specific™ indiock fap-
tul of eleotrodul ocorespunde striot unul singu~- ion.

Dacd rispunsul eleotrodului nu este legat de un singur ion
ol de mal multi, termenul coreot este ,ion-selectiv”.

In general, pentru construirea sensorilor enzimatiol pot
fi folositis

a) Electrozi de stiold (pentru ionul H* ¢l cationi monova~-
lengi)

b) Electrozi de gaz (pentru: NBJ' 002 sau 02 consumati sau
degajatl intr-o reaotie)

¢) Eleotrozi solizi cu membrane solid-lichid (pentru: NH',
8?-, cv~, 17).

d) Blectrozi de platinZ (pentru determinarea 0,5, NB3 sau 002)

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



- 122 -

IIT42.1.2. Alegerea bloocatalizatoruluil gi s metqdei
de imobilizare

g

Pentru obtinerea senforilor enzimatiol se preferd dou
dintre metodele de imobilizare a enzimelor:

a) Legarea ocovalenti pe suport prin intermediul unor gru-
piri reaotive insolubilizante.

Prinocipalul dezavantaj al metodel este pomibilitatea
bloodrii ireversibile a unei piArt{i a situsulul reaotiv al enzi-
mel, ou sciderea ocorespunzitoares a activitdtii sale biocatalitioce.
Metoda imobilizirii ohimice se va folosi in cazul substratelor cu
was3 moleculari mare (proteine),

b) Includerea fizicd a enzimelor intr-un suport inert, oca
amcdonul sau gelurile polimere' sintetice (mal ales pe bazi de
poliorilamidd). ’

Aceastd metodd prezint¥d avantajul unei prepariri mai
ugoare in comparatie cu metodele chimice (exoeptdnd reticularea
ou glutaraldehida). In cazul includerii se vor objine in genmeral
moleoule mari, pe odnd in cazul imobilizirii Qovalente se obiin
molacule de toate mirimile. Netoda includerili in geluri este fo~
loaitX pentru substrate ou molecule mioci (ca urees).

In oeea ce privegte stabllitatea operationald a preparate-
lor, se observi o3 enzimele imobilizate chimic pot fi folosite

la cdteva mil de determinXri succesive, pe o&nd cele imobilizate

fizio de la o sutd la cdteva sute de determindri.

111-2.1.3., Enzima ce reactiv analitioc

Enzimele pot prezenta o specificitate de subatrat gi de
reactie diferitd,
Un exemplu de speoificitate a enzimei pentru un anume

subgtrat este luoifogaza. care oatalizeazl oxidarea iuclfs:inel
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la oxiluoiferini:

Luoiferink lEg-é-%EIEEéa-oxiluoifor:lnﬁ
Mg“ , ATP :
(luminiscent¥ . verde)
Modificénd chimic substratul (luciferina) nu se mal observi
apari{ia luminiscentei verzi, ceea ce denotd o3 luciferaza cata-
lizeazd numeil conversia luciferinei.

Alt exemplu de specificitate este glucozoxidaza,oere ostali-

zeazd oxidarea FLD-glucozeiz

FLD-Gluoozﬁ5199%%%3193139 acid D-gluoonio
0
2

Ua studiu oomplet fXout asupra a 60 zaharuri oxidabdile gi a
vnor derivati ai acestora a aritat ci numai 2-dezoxi-D-glucoza
se oxideazi ou o vitezd comparabild cu oea a /3-D-glnoozoii
o~D-Glucoza este oxidat¥ in proportie de sub 1% in comparatie
ou anomerulF .

O spucifioitate absolutd de substrat o prezint! ureaga, oare
oatalizeazi doar hidroliza ureel.

Pentru constructia sensorilor enzimatiol ocomerociali se fo-
loseste un numér relativ redus de enzime imobilizate, printre
ddre mai ales: ocatalaza, chimotripsina, glucozaridaza,. papaina,
tripsina, ribonuocleaza, ureaza.

Conditiile generale pe cere trebuie sX le indeplineasocl .
enzimele pentru a f1 folosite la obtinerea unor senporli enzima-
tiol sunt:

- 88 albi specificitate pentru substantele care trebule
analizate;

- s¥ fie izolate intr-o stare de puritate analitioX (se
utilizeaz® o -surs¥ ocomeroialX sau se izoleasz¥ g¢i se purifiocX fn

laborator);
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- tohulca de imobilizare si fie standardizetd  reu ot
mai ugor realizabild; '
~ 8% se plaseze fleosre enzimf imobilizail pe un eleotrod

sorespunzitor reaofiei aare are loo.

111.2.2. Exemple de utilizare @ sensorilor enzimatici

III.2.2.1, Sensori 4 1

Dupd cum am emintit mel sus (pag.l16) primml sensor ensima-~
t10 a foat folowit In 1967 de 8.J.Updicke gi G,P,Hicks, care aun
acoperit un eleatrod de oiigen polérog;afio ou un polimer gele~
tiroe de polismorilamidi avdnd inolus¥ fizic gmuooéoxidaza. Acest
sensor . @ fost folosit la studiul reaofiel de oxidare a gluoo-
zels .

Glucozd + 0, + H,0 glucozoxidazl, 044 gluconto + H,0,

Desuregterea prosiunii 02 este echivelentd ou continutul
in gluocozX ai prodbel de sfngo sau plasmi, Ei au gésit of relatia
linear¥ dintre concentratia glucozei gi comsumul de oxigen se
plaseazk sub valoarea K, & enzimei,

Williams, Doig gi Xorosi utilizeaz¥ chinonm oa ecoeptor de
hidrogen in locul oxigenului pentru un eleotrod oce servegis la

dozarea glucozei din sdnge:

Glucoz¥ + ohinoni + HZOEELPOZOX1daz§> acid gluvonie +
+ hidroohinoni (1)

Hidrochinons ~Z£¥» chinonX + 2 H* + 2e~ (2)
(B = 0,4 V fajl de eleotrodul standard de oalomel)

Utilizandsluﬁdﬁbxidaza inolusi intr-un strat poros sau gelie
fioat (aoopeiit ou o membrank de dialigk) depus pe un eleotrod
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Jo platink, ee poate determina glucoza monitorizé&nd eleotrooxi-
darea hidrochinonel, ’

Un sensor. simplu ei’ ou rispuns rapid pentru glucesi, a
fost construit de Guilbault ¢i Ludbrano.Sensorul este format
dintr-un strat metalic (Pt sau Pt pe stiold) acoperit ou un
filre subiire de glucozoxidaz® imobilizats, protejat de un nt;nt
do oelofan. Aplicdnd un potential ocoreot, oureatul produs este
sroporjional ou concentratia gluocozei. Timpul de determinare
este de sub 12 geocunde. Sengsorul . rfméne operational timp de
un an, dacl este pistrat la temperatura camerei.

In fig. nr., 25 este sohematizat un asemenea sensor . ensi-

matio pentru determinarea gluscozel.

Fig, nr, 26

¥od de funotionars a umui sensor enzimatic ou catod de

Pt pentru dozarea glucozel

ghicozsa Oz Hzoz acid gluconic

.\ ; ; _ membrana de polimer
/ cu glucozoxidazs incluss

/( "D %// anod de Ag

“- - catnd d«_ Pt

O variantd construotivli a sensorilor ou membrane de&glivaz-
oxidezi imobilizatd intr-un film de polimer a fost propusi in
1990 de Almeida, Wingard gi Malmros. Se pot folosi eleotrosgi
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oonfeofionati din stiocli g1 aocoperitil ocu un strat de orom (om
grosimea de 100 £) sau de aur (ou‘grosimea de 2000 f).

Glucozoxidaza. se imobilizeaz¥ in filme de poli-m-fenilen-
diaminX, formate prin electropolimerizarea potentiostaticd a
monomerulul pe suprafata stiolei aooperitf ou aur, agiténd mo-
derat solutia de glucozaxidazi dezoxigenati in tampon fosfat,

Potentialul de electrod se mentine la +0,622 Vl}fat! de Ag/AgCl
(1 M KC1) - eleotrod de reforint!ﬂ timp de 15 minute,

Dupi electropolimerizare, filmele se olitesc prin introdu-
cere intr-o soluiie tampon foafat (pH«§) gi agitare bl&ndd, 15
minute, pentru indepirtarea enzimei nelegate gi a monomerului
nereactionat. Pilmele astfel obtinute se pistreazi in tampon fos=-
fat (pH=6), la 25°C. Se observé of activitatea enzimel imobili-
zate oregte ou oregterea oonooﬁtratiei enzimel din solutia utili-
gatd la electropolimerizare.

Nagy, von Storp gi Guilbault descriu un sensor . pentra
glucozX bazat pe un electrod cu membranX de 1od.

=~  GlucozX¥ + Ozﬁyﬁﬁzﬁziggﬁé9raoid gluconio + H,0, (3)
H,0, + 21" + ou* Reroxidazh , g g, 1 (4)

Determinarea glucorzei se faoe ou un substrat stationar gi
ou un debit ocontinuu de gluoozl, Proba de sfnge se trateaz® in
prealabil, pentru a se indepirta agentii de reducere competitivi
(acid asoorbio, acid uric, aoid tirazinic).

I11.2.2,2. aengorl . enzimaticl de pH

(-]
In 1973 Nileseon, Akerlund gi Mosbach aun propus utilizarea
unul eleotrod de stiocl& obignuit pentru ionl de hidrogen 1qg
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prepararea sensorilor . enzimatiol &o pH, prin depunerea pe
sleotrod o maui strat de enzim¥ inolusd in gel de poliacrilamidd
sau & -nul strat iichid protejat de o membrani de celofan. Se
misosrl astfel centitatea de aoid glunonic regzultati din oxida-~
rea glucuzel, varlatie pE-ulul fiind eproape linearf la conoen-
tratii de 106~% -10™3 M in glucozX.

Po acest principiu se construleso gl sensdrii . pentru
uree gi penioilini.

Pentru determinares glucozel se poate utiliza gi un eleoctrod
de sticlX (electrod de pH) ouglucozoxidazi gl catalazi . aceasta
din urmX catalizdnd descompunerea apei oxigenate rezultate din
oxidarea glucozel (reactia 3, pag.l26):

catalezld
H,0, === H 0 + 1/2 o,

Pentru obtinerea sensorului . ge impregneazd ou un emestec
de glucozoxidazi gi catalaz¥ in apd o membranX de filtrare care
se trateazX apoi cu glutaraldehida.

» Dupi- spdlare,membrasa cu enzimele imobilizate se infigoard
pe bulbul .. electrodului de sticld gi se asigur¥ cu un inel de
oeuciuo, dupd care se introduce intr-o solutie tampon 0,1 M

H32804 cu pH = 6,9.

I11,2.2.3. Sensori .. pentru uree

In 1969 g1 1970 Guilbault gi Montélve au preparat sensori
pentru urece prin inoluderea fiziocX a ureazei in gel qé pdliaoril-
amidd, dup¥ oare membrana obtinuti s-a aeplicat pe suprafata unui
electrod de oation monovalent gi s-a gpope;it oﬁ‘nq.tilp de ce~

lofan.

Ureo + 2 Hy0.2X282%, 5 gy} 4 2HCO]
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ﬁreea difugeazX Tn etratul de ureazi gi se formeazX lonul
HHZ care apte determinat de eleotrod.éénsorul astfel obfinut
rimine . operational timp de 3 siptiméni fArX u-gi diminua
aotivitatea gi,arp un réspuns pentru un interval de oorcentratii
de 5,207 - 1,6 107 ¥, in timp de 35 seounde.

Inoonyanientu} goeatgiumatode este posibilitatea ionilox
K* 91 Ha' de a intérrora'in cursul determin¥rilor. De aceea,
Guibault gi Hrebankova au utilizat un electrod de Hﬂz neaooperit
ca o0leotrod de referintd fatZ de aelsotrodul de NHZ aecoperit om
mewmbrana suport-enzimi gi au addugat o rlgind sohimbétoare de -
ioni. Se obyine un sensér.L ue mare preocizie gi'aouratete, fo-
losit pentru dogarea ureel din sdnge gi urind,

Pentru a mirl selectivitatea determ;nﬁrii ureel, se poate
fosoni gi un eleotrod ion-geleotiv pentru NHI bazat pe cauvoluo
gilioconic (inert). Coeficientul de selectivitate pentru acest
electrod este de¢ 6,5 pentru NH: fajl de Kt g1 de 7.5.102 psntru
HE: fatl de Fa*.

FPolosind ureazi legai ohimioc de un gel polisorilic,
Guilbault, Nugy g1 Euan au oonstruit un sistem format din trei
eleotrozi, ocare diminueazi muli.efeotul de ig@orf‘rontl ou alti
oationi ponovglenti. Sensorul . enzimatio este etabll patru luni
le 4°C p1 4% rezultate bume (comparabile ou cele obfinute prin
metodele ppectrofotometrioe),

Tot in scopul miririi selaotivitd{ii acestul tip de sensor,
Anfalt, Granelll gi Jagne; au zéticulaf - ureaza direct pe supra-
fate unul eleotrod de ltioli.O:ion pentru amoniac gazos, ou aju-
torul glutaraldenidei.Cantit¥yi suficiente de NH; se formeasd in

urma reacfiei ce are loo In stratul enzimatio la pH sub 7-8,
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timpul de r¥spuns rfiind de 2-4 minute in prezemta unor ooncen-
tralit Tnalte de ioni Na+‘si K*.

Col mai bun sensor | total lipsit de efeote de interferen-
t& se poate obyine dintr-un strat fin de ureazd imobilizati ohi-
wio pe acid poliacrilioc depus pe un eleotrod ocu perforatii pentru
aor, Ureoa difuzeezi in gel, iar NH3 format difuzeaz¥ la supra-
fatn electrodului perforat, care~l mXsoari.Sensorul poate fi
2olosilt continuu timp de o lun¥ (pentru cel pufin 500 probe) 1ls
detarminarea ureel dln eerul sangwin. Durata determin¥rii este
de 2-~4 mirute la pi = B,5. Nu interfereszi absolut de loc ou.
al}il componeati ai sangelui (Na¥, K%, BHZ. acid asoorbio ete.).

- Moabuch gi colaboratorii au degoris un sensor ou ureazl
pentru determinsrea pH-ulul gi 2 tdriel ionioce in solutie. Urea-
za este 1nolusd fizlo gl ouviatid ou un eleotred de 3tiol§.‘Tim-
pul de xdspuns este du “-~10 minute. Sensorul . poate fi pdetrat
la temperatura camersl 2-3 siptZmini.

0 alti variaat¥ a unui sensdér  pentru uree folosegte un
iuwtfod de 002 pentru a misura produsul secundar al reaciiei
uree-ureazi (HCOS).

Utjlizind un sensor  dae uree, preparat prin combinarea unui
strxat de ureazi acoperiti ocu o membrani de dializ¥ ou un eleotrod
de COZ' se obtin bune rezultate pentru dozarea unor oonoentraiil
do 107%- 10'1 M uree, cu un timp de rdspuns de 1-3 minute gi ou

un sleb efect al acidulut soetio, Ne* gl K* oare nu interfereasi.

III.2.2.4. _Sensorl . pentru aminomoiszi

Sensorul pentru €O, construit de Guilbault g1 Shu poate fi
uwtilizat pentru dozaream tirozinei, dacl se folosegte tirozin-de-
oarboxiieza imobilizat¥ pe o membran¥ de dlalizX.
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Sensorii . enzimatici pentru o« -aminocaeizi au foet studiayl
gl perfectionati de Guilbault gilnrabankOVe, care au plasat uﬁ
ptrat de L-aminoacid-oxidsza pe un eleotrod pentru cationl mono-
valenti, pentru a determina icnul NH: format prin oxidarea enzi-
matic¥ a aminoacizilor (fig. nr. 27). Acegti sensori .. sunt sta-
bili douX s¥ptdméni, cu un timp de determinare de 1-2 minute.

Pig, nw, 27

"Sensor- eu Leaminoacidoxidaz¥ i membran¥ de celofan

[‘ ? y
electrod intern i | !
deicienta ! ‘ |
i i
: |
] ! |
C/(d 77— inel de
< caucine
soluge de —
referingd memhran s
de celofan
membrani 3
cation-selectivs solutie de enzimd

(sau enzima imobiizats)
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Astfel, pentru L-fonilalanin® s-au preparat dou¥ variante
de senzori enzimaticil: ’
—~ Un tip de sensor foléseste doudd straturi de onzimo(lpanino-
acid-oxidaza gi peroxidaza din hrean:)inoluao in doudl straturi
de gel de poliaorilamidX gi depuse pe un electrod ion-seleotiv,
care r¥spunde la so¥derea aotivitdii ionului I™ de la lupyaflta
olestrodulul, datorit¥ oxidirii sale enrimatioce ulterioare:

L-Penilalaniny i=8zinoacidoxid B,0, (%)

H,0, + 2 B* + I~ peroxidaza, I, + H,0 (6)

2

— Alt sensor eats bazat pe un eleotrod ion-seleotiv de eaménin
4in cauoiuc- silioconio, acoperit ou L-aminoacidoxides¥ inolusi
in gel poliacrilie. ,
Substratul difuzeszi in stratul de gel unde are loo reaoctia
ou oliminare de NH:.
Se pot desteraina L-leuoina 31 L-metionina in oconcentratii
do 1074 - 1073 u.
Un sensor enzimatic poentru L-aminoacizi & fost odf{inut gi
prin depunerca pe un electrod de Pt a unui strat de L-aminocaoid-
oxidazi cuplati chimio pe un suport (fig. nre 227). Se determind

H202 format din reaotie:

L-~aminoacid + O, + 320 ~~3 R-COCOOH + IEJ + H

K ~cetoaoid

2 292

In ecest fel s-au dozat: olsteina, leuoina, tirozina, fenil-
alanine, triptofanul gi metionina.
D-aminoacizii se pot detarmina ou ajutorul unor sensori °

specifiol, care folosesc D-aminocacid-oxidazele.
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Ionul NHI se dozeazi ou ajutorul‘unui @lectrod de cationi:

D-Auinoacid + O, D-oxidaz NE} + HCOj

Stabilitatem ascestor sensorli . poate f£i mentinuti 21 de
zile dacX sunt pistratli intr-o solutie tamponati de flavin-
~adenin-dinuoleotidd (FAD) oaré¢ se leagi la situsul . 'activ al
enzimei, protejidndu~l. Asemenea -sensori se folosesc pentru
determinarea D-fenilalaninei, D-alaninei, D-valinei, D-metioninei,
D-leucinel, D-norleucineil gi D-izoleuwoinei.

Pentru esparaginid se utilizeaz¥ un :sensor ou asparaginazi,

nefiind necesar un cofaotor.

IT11.2.2.5. .Sensori . peantru alcooli

Alcool—oxidhza ocatalizeazd oxldarea alceoolilor alifatici
inferiori:

R-CH,OH + 0, 2129} * geyo 4 H,0,

2 oxidazi et

3202 rezultatd din reaofle se poate determina amperometric
ou un electrod de pletini aseminitor cu cel desoris mal sus pen-
tru glucozi. Yet -da & fost aplicat¥ pentru determinmarea alcoolu-
lui etilic din sdnge. Metanolul produce o interrerenj¥ puternfoH,
alcooloxidaza reactionédnd mail rapid ou acesta deocdt ou etanolunl.

Un sensor ou inaltd selectivitate, deForia de . Guibasult gi

Naujo mXsoari descregterea concentratiel de oxigen din solujie.
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I11,2.2.6. _Seansori' pemtru aoid urioe

Ua gsensor ou r¥spuns rapid pentru acidul uric se propirl
prirn plasarea unui strat de uricazi reticulatl ou glutaraldehidi
pe un electrod de Pt Beokman; stratul engimatio este pretejat om
o membrani de diglizi. Se misosri desoregtorea ooncentratiel de
02 din solutie:

Aoid urio + O2 3532935» alantoini . * 520

Curentul inregistrat este proportional ou cantitatea de
acid uric peatru conoentratil de 102 - 1071 u, Timp de rispuns

= 30 seounds.

I11.2.2.7. Sengori pentru acid lactio

Williems, Doig gl Korcsi au folosit feriolanura ca aooeptor
de hidrogen pentru determinarea acldulul lactio, ou un sensdr °

bazat pe urmitomrele ecusmtii: ‘

. a4
LDH, p:l.ruvat + 2@0(0!)'6'] (9)

.Lactat + 2[!‘«3(CN)J1
Z[Pe(CH) ]4 Pa(CN)G] + 26~ + H*

Se folosegte un electrod de Pt acoperit ou un strat poros
sau gelificat de lactatdehidrogenazi ¢i o memoranf de aialisk.

Durata determinkrii aste de 3-10 minute., Pontruci aceasti
onzim¥ are o valoare K., soizutd (x" - 1,2.10"3 M), este necesary.
diluarea probei cu fericianurd tamponati. Se ob{ine o variatis
liniard a ourentului m¥surat pentru ooncemtratii de 1074-10"3 u
acld laotic.
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111.2.2.8. Sensori . pentru amigdalini

Un sensor enzimatic specific pentru dozarea amigdalinei
este oompus dintr-un electrod solid pentru ionul CH~ peste care

6-gluoozidsz!

se depune un strat de gel de poliamorilamidd ou

inclusd ficzic:

Amigdalina ——Alucozidazd, oy | 2C¢H, ,0¢ + benzaldehidd
HO e

Durata determinirii este de 10 minute pentru concentratii

2 _10%u gi de 30 minute puvntru conoentratii

de substrat de 10~
de 1074- 1077 M la pd = 10,4, la care enzima are o activitate
redusi.

0 modificare care permite o imbunitdfire & sensibilitdtii
meiodei folosegte un 5Sensor_ preparat prin pulverlzarea enzimel
direct pe suprafetele membranei -‘de polimer - uraatd 4e aoope-
rirea acesteia ou o membrani de dializi.

Enzima nefiind imobilizatd stabilitatea sensorulul easte mail
mic¥, der durata determi&ﬁrii se reduce la 1-2 minute pentru

oconcentratii de 1071 1073 u gi la 6 minute pentru concentrafii
de amigdalin¥ mai mici (10™%w).

1I1I.2.2.9. Sensori . pentru penioilini

Primul desigzn al unul biosensor pentru penlcilin3 aparitine
lui Papariells, Mukherji gi Shearer (1973). Sensorul a fost
preparat prin imobilizarea penioilin-fa-lactamazei (penicilina-
zei) intr-o membranX subtire de gel de poliecriemidi aplicat¥
in jurul unui electrod de sticld pentru ioni H*. Se misoari
ocregterea concentratiei in ioni ;o rezultet{i prin formarea acldu-

lui 6~aminopenicilanio:
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Penioilina Eﬁﬁégéliﬂﬂiif aold 6-aminopenicilanio
20

Durata determin¥rii este de {30 secunde pentru o oonocentra-
tie de 5 1072 - 107*M ampioilinX sodioX. Reproductibilitatea
gensorulul este redusX.

¥osbach @1 ocolaboratorii propun peniru penioilini un sensor
obginut prin inocluderea penioilinazel intr-un strat 1iochid prote-
jat ou 0 membranX de¢ ocelofan gi aplicat pe un electrod de stiold
(de HY). Tdria ionioX ss oontroleazX in molutie tampon~fosfat
(pH=~ 6,8), oontin8nd NaCl. Sensorul . poate riméne operajional
timp de 3 siptiméni.

Aocest model de sensor a fost imbunXtiglt ulterior, prin
plasarea unei membrane intre stratul enzimatic gi eleotrodul de

atiold.

II11.2.3. Sensor!l . ¢cu pubstrate pentru dozarea enzimelor

Senaorii pentru dozsrea enzimelor folcseso subsutrate ,imo-~
bilisgte”. Asemenea sensorl prezintX douX¥ mari decavantaje:

= gubstratul se folosegte docar pentru o singurfi determinare;

- enzima neconsumatd din solutie, continuk sX actfionece
asupra substratului.

J.G.Montalvo a pus primul la punot un aenso; pentru
ureazd, obtinut prin trecerea continui a substratulul de uree
eolubilX peste un eleotrod selectiv peatru cationul NH: i
printr-o membran¥ de dislizX. Ureea difuzeanzd prin membrani yi
este hidrolizatd de ureazn aflatl 1intr-o solutie apoasi diluatd.
Ionul EHI traverseazi In gens invers membrarne spre electrod.

In elte studii e-a propus un =2nsov pentru dozarea colin-
egterazel din ser, prin cuplarea unui electroud de pH ou o
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membran¥ subtire formatd dintr-un polimer ou mas¥i moleculard
scizutd. .Sensorul ' utilizeaz¥ doul str;turi sub{iri de solutid,
oare formeazX o ocelul¥ mioroelectrochimioX.

Unul din straturi oont{ine serul de analizat iar al dollea
substratul de acetilcolini in prezenta unul tampon ou maes¥ molecu-

lar¥ mare.

Un dispozitiv mai practio.cu substrat.pentru colinesteraza
a fost realizat de Gibson gi Guilbault (1974) oare au plasat
acetilcolina pe un electrod de pH acoperit cu o pédnzi de nylon
permeabilsd pentru enzimi. Enzima difuzeazi la stratul de acetil-

colin® care se transformi In acid ecetic:

Acetilcolini Colinesteraza>,Acid acetlc + Colini

III. 2.4. Tendinte gi‘’orientiri in utilizarea

biosensorilor in biochimie

ajoritatea dispozitivelor cu biosensori pot fi clasificate
in douX categorii, in gynctie de scopurile in care sunt folosite:

- pentru identificarea unor structuri moléculare gi

- pentru transformarea rezultatuluil analizei intr-un semnal
m8surabil (traductie).

Lateriesle biologice ca: enzime, anticorpi, portiuni de
tesuturl sau grupe de celule gi mal reoent bloreceptori se utili-
zeazd ca elemente de legare (liganzi) pentru moleculele analizate.

Legarea selectivi a compugilor de-analizat de odtre liganzii
biologici se bazeazi pe selectivitatea acestora din urmi.

Elementul de traduct{le nu include de obicel materiale bio-

logice, dar utilizeazd conversia reactiel selective e compusului

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



- 137 -
analizat in modificdri chimice sau fizice. transpuse intr-un
semnal proportional cu intensitatea acestora.
Cele dou¥ elemente care caracterizeazd asemenea biosengori

sunt sumafizate in tabelul nr. 18.

Tabelul Nr, 18

Elementele principale ale biogensorilor

Yateriale bilologice pentru identificarea unor struoturi

moleculare

Enzine

Anticorpl

Receptori 4
Orgunite celulare

Fragmente de f{esuturi

Traductori

clectruchimiol
Optici
Termici

Piezoelectricl

Majoritatea tipurilor de biosensori enzimatici bazati pe
traductle electrochimici 3i o parte din bioscvngzorii optiei su
enzime, anticorpi sau lecitind au cunoscut o mare desvoltare gi
splicare in practic3. Tendintele actuale propun utilizarea re-
ceptorilor de proteine ca liganzi biologici pentru oconastructia

biosengorilor.
In tabelul nr. 19 sunt pumarizate prlilncipalele tipuri de
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bioaen56r1 foloaitl astdzl pe cale largi.

-~

Tabelul Nr, 19

Principalele tipurl de biosengorl

Tipul Traductor bazat pe:

.

Cu iralti sensibilitate Fluorescentd

(pentru concentratii Luminiscenti

12

de £10712_ 10710 y) Electrochimic/Electronio -

Electrochimio/Electrio Amperometric Piezoeleotrio (modifi-
Potentiometrio ocare de fazi sau de

Conductivitate freoven{i)

Capacitanti Tranzistor ou efeot de
c&mp
Optic Absorbantd (VIS geu UV)

Tehnieci cu fibre optice

Fluoreacentd sau luminisoenti

ermic Termistori (diferente de temperaturi

de ~ 10~ grede)

Tendintele actuale sunt de extindere pen’ru metodele bazate
pe traductori de tip amperometrio, eleotrio (efeotul de cimp),
plezoelectric gi fibre optice combinate ou tehnicile de fluores-

centi.

III.2.4.1. Tipuri moderne de traduotori

A. Una din tendintele utilizate foarte mult se bazeazd pe

inalta selectivitate gi senzitivitate ale sensorilor enzimatiol
amperometrici. Easte cel mal freovent mod de tradyotie.
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Cele mai eficiente r¥min tehnicile bazate pe transferul de
electroni cu ajutorul oxidoreductazelor care permit utilizarea
unor iransportori de hidrogen solubili. In aceasti categorie se
inseriu cu succes biosengorii ou glucczoxidazi.

In 1968, cercetfrile de laborator au ariitat o diminuare a
vitezel de transfer a electronilor pentru glicozoxidaza imobili-
zatd, in prezenta unei siri anorganice buni conducdtoare- tétra-
cianochino-dimetan (7CNQ) pe un electrod metalic, propunindu-~se
watfel ua nou suport, conducitor de electroni, pentru enzimi.
S=a constatat o efectul TCNQ este determinat de acfiunea gg
asupra mediatorulul (transportorul de hidrogen, cofectorul).

S-a anticipat sstfel ideea utilizirii ca suport pentru imobili-
zayea enzimei a unor polimeri conducdtori de electroni ca poli-
pirol esu polianilinid cere ar putea Incetini viteza transferului
de eiectroni. Daca cofactorul este gi el imobilizat, diminuarea
vitezel de transfer a electronilor de la substrat la electrod
via cofector, decurge prin acelagi mecanism ca gi in cazul in
care cofactorul este fologit In solugie.

In acest fel se pot constrhi biosengori cu enzime gi co-
factori co-imobilizafi, deovsebit de eficienti.

B. O altd cale moderni de constructie a wpor bilosensori
extrem de sensibili se bazeazi pe tranzistorii cu efect de camp
in care o enzimi sau o gltf protein# moduleazd potenjialul sau
0 altd variabild a tranzistorului,

Problemele puse de utilizares acestei metode sunt legate de
mirimea (nivelul) misuritorii gi de dificultatea de a se atinge.
un grad inalt al reproductibilitid4ii misurditorilor, °

Digpozitivele de acest tip cu enzime sau enzime-anticorpi
se utilizeaz® doar o singuri dati. Filecare dispozitiv cu enzimi

sau cu anticoip trebule testat si calibrat in preualabil; metoda
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nu poaﬁe fi extinsi datoritd costului ridicat gi al reproductibi-
1ititii reduse. Ea se aplicd mai ales in scopuri clinice, pentru
cazuri critice gi de urgenti.

C. Efectul piezoelectric reprezintid altd cale de conversie
a reactiei selective a compusului de analizat intr-un semnal,
fiind cea de a treia tendin{d moderni de utilizare a biosensorilor
In acest scop, compusul biologic (substratul) este imobilizat pe
un cristal de cuarf care este apol stimulat electric pentru a se
produce ogcilatia cristalului. O modificare a masei materialului
imobilizat pe cristal (in urma unor reactii) determin¥ deplasiri
misurabile ale frecventei de oscilatie. Mirimea deplassrii frec-
ventei depinde de concentratia analizatului din soluyia testati.
: In dispozitiv modificat, cu sensibilitate crescuts, care se
poaie folosi pentru analizarea ‘unor probe de gaz sau lichid se
bazeazi pe conversia semnalului Intr-unul acustic. Totugi dispo-
zitivele rimidn prohibitive deoarece se folosesc doar pentru o
singuri determinare, nefiind regenerabile.

D. Metodele care utilizeazi fibrele optice opereazd dupi
principivl reflectanyei interne combinati cu détectia in fluores-
centi. Un asemenea blosensor optic are o sensibilitate de

12

6,107"°M pentru feritina din ser.

IIT.2.4.2. Bioreceptori

O metod&d cu o 1nalt¥ sensibilitate, care nu se poate atinge
cu dispozitivele bazate pe relatia dint&e reactia chimicd (bib-
catalizati) a analizatului gi r#spunsurile traductorilut folo-
segte neuroreceptorii.

In tabelul nr. 20 sunt sumarizate o parte din tipurile gi

subtipurile de neuroreceptori. Neuroreceptorii sunt proteine
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din membrarnele celulare, extinse atét in spatiile intra- cat gi
extracelulare. Ei actioneazi In transmiterea comunicirii de 1la
ceiuld la celuli. Impulsurile necesare (ca gl alte semnale) se
petrec printr-o transmisie endogeni la terminatia celulei.

Pransmititorii difuzeaz® impulsul din punctul de lansare,
la celulele invecinate prin sinapsi. Legarea transmitidtorului
chimic de centrii receptori urmitori de pe partea extracelﬁlaré
a membranei celulei trimite un mesa] prin membrana celulari
pentru a initia sau diminua actiunea semnalului celular. In
acest fel are loc comunicarea celulari.

Receptorii din membrani au configurafie unor canele ce
contin 1-5 subunitifi, fiecare subunitate avand dimensiuni
cuprinse Intre 53.000 gi 100.000 daltoni. O subtunitate este
formatd dintr-un singur lant de aminoaclzi care traverseazi 'mem-
brana intr-o anumit? perioedi de timp.

In figura nr. 28 este schematizat un neuron receptor coli-~

nergic nicotiniec (acetileolini).

Pig. Nr, 23
Reprezentarea schemeticd a unui receptor colinergic

nicotinic (acetilcolini)

5 - ff
‘ (') l
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Din fig. nr.28°' se observid od receptorul contine in total

5 subunititi (ot.F’,‘f.J) cu o prezenté di;blé a subunitigilor o« .

Centrul de legare a acetilcolinei este localizat pe subunititile

o ; astfel, deschiderea canalulul necesitd doud molecule de

acetilaolini, cite una pentru ficcare subunitate . Fiecare sub-

unitate este un len§ singular ce conf{ine ~v 500 aminoacizi.

Tabelul nr.

20

Chteva tipuri si subtipuri de neuroreceptori

Tipul de receptor Subtipuril Transmit&torul | Ionii din canalul
normal receptorulul
(X-Adrenergic o, d? moradrenaling . -
FLAdrenergic Pl noradrenalinid -
F% adrenalini -

Colinergic nicotinic acetilcolini Ha+. Kt

muscarini

Ml sau M2 acetilcolini Na+, k*
Acia geana- A, B GABA c1”
aminovutliric
(GABA)
Caleiu L, N, T - ca?*
Glicini - glicing c1”
Dopamini Dl' D2 dopamina
Opioid /"./’L?, K,% |variatl

&4,
Serotonini 5-HT. ; 5S-HT 5-HT®

1 2
5-HT3
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Tabelul nr. 20 (continuare)

TIipul de receptor Subtipuri Transmi ydtorul Tonii din cann-
normal lul receptorulut
Adenouinid Ay Ay Adenozini
ot Lt
Sodiu - - na , K

X/5_HT = S-hidroxitriptamini

Legarea transmiiiterului cu partea extracelulard are loc
pe doul cii:

1) cu gjutorul unui ion metelic din canalul receptorului gi

2) prin activarea sau inhitarea enzimelor memiranei care
genereazi compugl mesageri secundari. '

nesagerii secundaril controleszi modificiarile ionilor de
caloiu intrscelulari sau activarea ori inhivarea enzimelor-cheie
intracelulare, fosforilate, din unele procese intrancelulare.

O astfel de enzimi-cheie este adenilat-oiclaza.

Ambele mecanisme sunt adaptabile la traductiile in semnale
ale biosensorilor.

Sursele de neuroreceptoril sunt diverse: celule de Torpeda
Californica [ce oontin neuroreceptori similari cu cei umani
pentru subtipul colinergic nicotinic (mcetilcolind)], cortexul
de vite cornute (care contine receptori proteinici GABA), celule
de drojdie {ce contin trei din cele patru subunitdti ale recep-
torului nicotiniec(acetilcolini)) Laculovirugi (virugi al insecte-
lor, ce contin subunit3ti ale receptorului GABA de tip A) etc.

Heuroreceptoril specifici se 1ncorporeazi in biosensori
dup® imobilizare.

Keceptorul se poate imobiliza prin edsorbjie pe un suport
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sau prin reticulare cu glutaraldehidi gi se cupleazd ou un

electrod ion-seleotiv; se obtin biosenséfi pentru varianta
constructivi ocu tranzistorl cu efect de cdmp, lar potentialele

ge determini prin referire la un eleoctrod similar, oare nu oontine
receptorul. Un asemenea biosengor s-a construit cu receptor nioo-
tinic (ecetilcolinX).

Stabilitatea este problemé majord a utilizirii neuroreocep-
torilor ca elemente ale biosensorilor, deocarece acegtia devin
instabili in timp prin indepirtarea lor din vecinX¥tatea naturald
a membranelor de lipide. O alternativi ar putea fi bilosensorii
cu fragmente de tesuturi sau cu pirtl anatomice specifice pentru
organisme inferioare. In asemenea cazurili insi selectivitatea
sen=>rulul este serios perturbati datoriti degradabilititii en-

zimatice g1 microbiene a acestot materiale bilologioe.

I1I.3. Aplicatil in cromatografia de afinitate

Cromatografia de afinitate (afind) reprezinti o variantX a
cromntogruafiei de adsorbfie, in care purificarea unor substante
ca 1 izolarea componentelor unui amestec are loc pe baza inte-
rac’iel specificg, reveraibile dintre faza stationard (ligand)
gi componen:ii>oﬁésteculul de separat. Dupi adsorbtle, compugli
retinu4l pe faza stationardi se desgsorb prin eluare. lMetoda este
folositd pentru purificarea $i izolarea substantelor bilologiec
active,datoritid marii lor afinitd4l fat3 de moleculele specifice.

Interactiile au loc in faza stationari, solidd, adsorbyia
fiind de naturd pur fizied (prin legdturi de hidrogen, ionice,
forte hidrofobe, forte van der Waals etc).

Yiecare adsorbent cromatografic se caracterizeazi prin

anumi4i centri activi care pot interactiona cu substanta de
analizat.
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Cantitatea de substanti adsorbit# (q) in funotie de conoen-

tratla sa (c) se poate exprima prin izoterma de adsorbtie

Langmuir, pentru care:

klc

l+k20

=

in care: q = cantitatea de solut adgsorbit (x) pe unitatea de
mas# de adsorbent (m); |
¢ = concentrajia de echilibru a solutuluil;
kl gi k2 = constante
Daci zolutul este In concentratie suficient de micid
(k2c <<1l), ecuajla devine expresia unei izoterme lineare de

adsorbtie:
q = klc

Deci ceantitatea adsorvitd este direet proportionali cu
concentratie solutului.
La concentra{li foarte mari de solut (kec 5» 1) relagia
devine:
q = —
)
iar cantitatea adesorbiti (q) tinde citre o valoare limith
(fig. nr. 29) care reprezinti cantitatea meximi de anlut ce se

poate adsorbi per unitate de masi de adsorbent (capacitatea &d~
sorbentuiul).

Cu cidt adsorbtla este mal puternicd, izoterma tinde si
nib% o curburi mai pufin pronuntatd, curbura depinzénd de numirul

de centrl’ de pe adsorbent, oapabilli de a lega moleculele solu-

tuluil.
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Fig. Nr. 29

et

Izoterma de adsorbyle Langmulr

e ———

Cartiate edsndata (q)
AN

Concentratic (¢)

Tehnica cromatografiei afine este bazati pe specifioitatea
biologici a unui ligand de a interactiona ou alte moleocule prin
legituri necovalente, reversibile.

Termenul de ,ligand" se referd la un substrat, produs, in-
hibitor, enzimi, coenzin™, efector alosteric care interactioneazi
specific g1 reversibil cu o proteinX sau cu altd macromoleoul#
ce trebuie separatd sau purificat3i.

Astfel, enzimele au o mare specificitate in tendinta lor
de a lega substrate, produgi, coenzime, inhibitori, modulatori
alogterici etc. Hormonii formeazid ocmplexe de inalt¥ afinitate

g1 specificitate cu proteine gi ou receptorii celulari, genele
interactioneazd ocu aoizii nuoleioeci, anticorpii se ocupleazi cu
antigenii oomplementari, lectinele din plante se leag¥ specific
de suprafata celulelor antigenelor, eritrocitelor, limfooitelor
sau a unor polizaharide etc.

Prinoipiul general al cromatografiel afine (fig.nr. 30) se
bazeazi pe legarea (imobilizarea) covalent® a ligandului pe un

suport insolubil, ocare va fi folcsit ca adaorbnnf (faza s_ationa~

r3 oromatografiol).
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Fig. Nr. 30

Principiul cromatografiel afine

D adsorbtie

Fazi stationari
(adsorbent)

spalare
’
regenerare

Astfel, de exemplu, un amestec contindnd diverse proteine
se trece printr-o coloani umpluti cu adsorbent specific ce
contine un ligend cu afinitate pentru una din ele, ce va fi re-
tinutX. Restul moleculelor (proteine inerte) se indepirteazd
prin spilare.

Proteina adsorbit¥ specific se elueaz#, utilizénd de exemplu
un solvent care solubilizeazX moleculele retinute, rog@?&rindu-ao
adsorbentul.

Tehnica cromatografiei afine poate folosi gi la purifiocarea
8l separarea unor structuri biologice supramoleculare (celule,
virugi, organite celulare), sau pentru concentrarea unor solugii

diluate de proteine.
In tabelul nr. 21 sunt indicate aplicatiile generale ale
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oromatogfafiei afine.

Tabelul nr. 21

Aplicatil ale cromatografiel de afinitate

Enzime

Antioorpi

Purificarea proteinelor Proteine de legiturk, transport
g1 receptoare

Proteine represoare

Tehnici de separare Celule gi virugi

Aoizl nuoleioi gi nuoleotide
* complementare

Izoenzime

Proteine denaturate gi modifioa-

+

te chimio gi proteine sintetioe
obtinute din proteine naturale
Proteine mutanfe '

Peptide ou afinitate ocaraoterist
tiockd

iConcentrarea solutiilor diluate de proteine

Investigarea etapelor oinetice gi a mecanismelor de legare

Determinarea constantelor de disociere gl de echilibru

De o deosebitd important® sunt fn ultimul timp metodele oroma~
tografiel afine bazatdi pe enzime aéu alte proteine oa liganzi de
inaltd speoificitate pentru substrate maoromoleculare naturals gl
de gemisintezi, inhibitorl eto.
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Pentru obtinerea unor suporturi afine (adsorbenti) ou
enzime ca liganzi, se utilizeazX metodele de imobilizare fizioX i
ochimlo¥ pe suporturi organice gi anorganice, naturale gi sintetioe,

oare au fost tratate in volumul I.

IIT.3.1, Suporturi

In geaeral, ca gi in cazul altor utilizdri ale enzimelor imo-
bilizate, suporturile pentru oromatografia afini trebuie si inde-~
pPlineascd mal multe ocondifil:

- 8% a1b¥ o retea de pori liberi pe suprafatk, care si permitid
accesul uniform al mmoromoleculelor de proteine;

- particulele de gel sd fie rigide, sferios, uniforme 6a di-
mensiuni. In ocazul unor solute cu moleoule voluminoase (oa prote-
inele), ou vitezX mioX de difuzie, un gel ou partioule mari va
intérzia atingerea echilidrului de difuzie, Totugi, un gel ou par-
tiocule marl va opune o rezistenti mai micX la trecerea lichidului
(solvent + solut), viteza de sourgere prin patul adsorbant fiind
mal wmare.

Pormange perle (aferiocX) a gelului-suport conferX¥ acestuia o
rigiditate mai mare, partioulele nefiind deformate de presiunea
hidrodinamicX generati de sourgerea lishidului prin suport.

Perlele rlexibile, ugor deformabile, tind s¥ ee compaotiszeze,
cresclnd rezistenta la scurgere a solutiei gi limit&nd viteza de
sourgere

~ gelul-guport trebule sX fie ohimic inert in oonditiile in
care eate folosit. Suportul care reasc{ioneazd ou enzimele sau ou
alte proteine din mediul de reactie, le poate denatura., Pentru a
se rostringe la maxinum efectul de schimd de ioni, este esential

ca suportul ei ailb¥ un ocontinut acizut de grup3ri ionioe, mai
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ales cﬁﬁd ge lucreaz¥ la tXrie ionioX miol;

- gelul-suport trebuie s¥ fie fizic (mal ales meoanio) el
chimic stabil in conditiile de imobilizare a ligandului, de adsorbd-
tie, spilare gi elutie a macromoleoulelor oe se separi. De aseme-~
pnea, gelul-suport trebuie s¥ aib¥ mare stabilitate tn timp (luni
sau chiar ani), e84 fie nebiodegradabil gi sX nu impund restriofil
severe de stabilitgte in conditiile de pH gi temperaturi in care
urmeaz¥ a fi folosit adsorbentul;

- gelul-supor: trebuia si fie capabil de aotivare (funotiona.
l1izare) ou grupiri reactive care s% retind liganzii pe suprafata

suportulni.

II1. 3.1.1. Polizsharide

a) Celuloza
Polosirea celuloz.i este limitati de struotura sa fibroa-

88 neuniformwy%, care ImpledioX accesul unor molecule mari. In
schimb, modiflodnd chimic regiunile amorfe ale celulozel se pot
obtine macrouolecule acceptablile pentru oromatografia a{in&.

In 1953, Lerman a folosit primul un derivat fonilaéofenolio
al oceluloze} pentru purificarea tirozinazei din .ciuperoi.

Ulterior, derivatil oelhlozei s-au utilizat pentru separarea
gi caracterirzarea DNA gl FNA legate d@ proteine, din nucleotide,

Utilizawea celulozel nu oferi posibilitdtli vaste pentru
oromatograftia afind, fibrele sale oompaoﬁ&ndu-se ugor gi neocesi-
tand coloane de mari dimensiuni. Totodatf, heterogenitatea celu-
lozel face ca adsorbiia pe asemenea preparate s¥ fie nespeoifiod.

b) Dextrani reticulati

Se utilizeazX mai ales Sephadexul (dextran - polimer o(~1l,6-

gluocozidic~) retioulat ou epiclorhidrini. Datoritd oontinuthlui
ridicat de grupe OH, acest suport este puternic hidrofil, se
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gonfleazd in ap% g1 in solutil de eleotroliti. Imbibarea gi usoa-
rea perlelor de Sephadex sunt procese reversibile, proprietX{ile
oromatografice ale suportului r&mAnfnd nemodificate dup¥ repetate
¢ioluri de uscare-~-imbibare. Este foarte stabil chimio der se alte-
reazd la 110°C g1 la actiunea prelungiti a oxidantilor gi are un
grad redus de porozitate.

Varietitile de Sephadex utilizate mai mult in oromatoérafin
afind sunt: Sephadex b-lo (ou masa moleocular¥ sub 700) gl G=200
{ou masa moleculari 5.000-800.000).

Un dextran cu grzd inalt de reticulare va fi ineficient
rantru purificarea enzimelor gi altor proteine cu molecule mari
prin oromatografie afini, DatoritX poroziti{ii reduse & partiou-
lelor de gel, organitele celulare, celulele sau fraguentale de
membrane nu pot penetra porii suportului. In aceste cazuri, pe
suprafata perlelor de gel se atageazi grupidrl ce pot interactiona
ou complexele supramoleculare din spatiul inconjuritor. Astfel,
e- s1 T-limfocitele se pot separa pe o coloand ou un imunoadsor-
bent, continird anti-globulinid atagatd pe Sephadex G-2000
(Schlossman gl Undson, 1973). Celulele adsorbite se recupersazi
prin digestia ocomplexuluil cu dextranazi.

c) Agaroza .

Gelurile de agarozd retioulatd ounoso o palet¥ larg¥ de
utillzirl in oromatografia afin¥, poentru o se pot ocombina ou
ocompugl cu masd moleculari foarte mare, au proprietiii meoanice
excelente gi sunt stebile in conditiile operatfionale.

Agnroza se poate extrage din sgaropecotin¥ (improprie pentru
cromatografia afind deoarece confine grupe libere sulfat gi oar-
boxilat)prin acetilare, extraotie ou cloroform gi precipitare
fractionatd cu polietilenglicol (PEG) sau ou olorur¥ de oetilpi-
ridiniu.
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Lanturile )ineare de agaroz¥, cu atabilitate mecanioi,
termioX si ohimlcH so¥zi:&, se retiouleazd (de exemplu ou epiolor=-
hidrin¥). Pentru ol vu se preteazi la usoare gi reAmbibare, intre
douX utilizliri suportul se pistreaz¥ in stare umedd (imbibat¥) el
ge protejeazd cu un bacteriostatio (azid¥ de sodiu, butanol, to-
luen eto), Nu se folosegte la temperaturi de sud 0°c g1 de peste
40°C g1 nioi in afara intervalului de pH = 4-9.

Cu toate limitele, suporturile de agaroz¥ reticulatld ou struo-
tura lor neoompactatd permlit acoesul unor moleoule mari; in plus
gelul este neutru eleotrio gi puternic hidrofil, utilisabil
pentru substante biochimioce sensibile.

Comeroial se folosess varietfiti perlate de agarozX retioulatk
pentru oromatografie afini. Astfel variantele oomexoiale de
Sepharozi (Phermacia Pine Chemidals-Suedias) reprezintd agarosi
retioulat¥ ou o porozitate nemodifiocatd fatlli de cea a gelului ini-
tial, dar cu stabilitate ohimioX gl termiocX mai mioil.

De exenmplu, Sepharoza CL se obtine prin tratarva agaroszeli ou

2,3~dibrompropanol in condif{ii puternio aloeline.

III.3.1.2. Polilmeyxi sintetiol

Se foloseso pentru oromstografia afin¥ toste varietdtile de
polimeri sintetiol poliacrilioi (hidrofobi 51 hidrofili), polivi-
nilici sau poliemidiel de tip nylon amintiti in vol, I.

a) Polimorilamidg

Gelul Ge polimorilamid¥ retiouwlatX ocu BIS (sub formA de pre-~
parate comeroiale de tip Bio-Had, Bio-Qel F eto.) se livroauk sud
formi perlati ¢l usocatd.,

Inainte de utilizare sveatua ge imbibd ou aepd sau ou solujil

tampon, pentru elibernrea porilor de resturile de moromeri ne-
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reacficnatli. ‘

Aceste geluri sunt stablle la influenta mejoritiy{ii eluerifi-
lor (inolusiv solutil de éleotroliti, detergentli, uree, olorhi-
drat de guanidini, ou concentratii mai mioi de 10%) gi la pH = .
2-10. Nu pe recomand¥ & se utiliza in prezenta unor oxidenti
{hipocloriti, H202).

Perlele de poliaorilemidd sunt superioare celor de poiizaha-
ride (ne)modifioate, fiind mel poroase, mal inerte gi mai stabile.

b) Gelurile de vopolimeri poliacrilamid¥-agargzi prezinti
avantajele celor doi componentl si in plus disponibilitutea gru-
pirilor amidice g1 -0d pantru aotivare.

' Astfel, preparatele comeroilale LEKB-Ultragel se prezint¥ in
wal multe varietAtl constituite din polimorilamid¥ retioculatd
ocontinand in interstitli gelul de agurozi. Dimensiunile partiou-
lelor variez®l intre 60 gi 140 pn; avénd rigiditate orescutd ei
compreaibilitate redusH, aceste suporturi permit viteze meri de

acurgare hldrodirawnicdd e solutiilor.
III,3.1.3. Suporturi enorganice {sticl¥, ceramiol)

Stiolele cu porl controlati utilizate {n oromatografia afini
se obyin din unele varletli§l de stiol¥ borosilioloasd aotivate
termis la 700-800°C gi tratate ou aoizi. In gursul tratementului
termic se mepar¥ doud faze oe se interpitrund: una bogatl in silioe
gl rezintontd la soizl gi alta formatd In principal din acid borilo
gl ngor atacati delaoizi. Paza de aoid bhorioc, solubili, se inde-
pirteazd prin filtrare, obi{in&ndu-se o structuri ou porozifate
tnalt#, ou pori oce au diametrul de 30-60 %. O tratare ulterioard

cu solufie diluat¥ de NaOH indepirteazd materialul silioios din
interiorul porilor, wlrindu-le diemetrul.Ss pot obfine meterimle ar o
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ndlstritujie a dimensiunilor porilor intre 45-2500 K, care pot
include majoritatea agentilor biologio aotivi: enzime, celuie,
virugi.

Materialu® obj{innt este rigid, insolubil gi rezistent la aoti-
unee eluenfilor, a presiunii gi variatiilor de temperaturi, a
pH-ulul gi tiriei ionice, In plus, sferele de stiocld poroar¥ sunt
nacompresiblile, rezistente la atacurl microbiene gi ugor steriliza-
bile termic sau cu dezinfoctantl. De aceea, ele pot fi fologite
ou succesa la purifioarea enzimelor destirate studiilor olinice
sau ,in vivo".

Un dezavanta] al acestor suporturl este adsorbtia nespeoifiod
e proteinelor, Sticla nativi retine (prin adsorbtie fizici) majori-
tatea onzimelor (mal ales cele puternic bazice) der gi unele pro-
teine neutre, c¢a gi unii viruai.‘

Adsordbila nespecifici gs datnreazd grupidrilor silanol (-S}-OH)
de pe suprafata sticlei, fmciroatd amtfel negativ. In ocazul stiolei
borogilicioas:, prezenia borului pe suprafut¥ (acid Lewis) il mi-
regte capacitatea de adsorbiie fizici nespecifioX.

Pentru a se elimina acest neajurs, se foloseso perle de
sticli acoperite ou dextran (Regnier sl ocolab., 1974). Aceste ma-
teriale se pct activa ugor cu BrCN sau prin alte tehnici caraote-
ristice polizsharidelor.

Perle de sticlZ acoperite cu un antigen se pot folosi pentru
gepararaee celulelor imunolimfolde, sau pentru purifioarea unor
enzime,

Astfel DNA g4 RNA-polimeraza din Bsoheriohia ocoli se purifioll
pe stiocli legat® de DNA, iar fa-galaotozidaza pe evicli acoperitd
cu galaotozid.

Un dezavantaj al suporturilor perlate de stioclX este
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posibilitatea infundirii porilor, Aaro soade vitesa de sourgere
a eolutiilor prin patul de adsorbemt. In aceste cazurli se reodman- -
4% oa partioulele si aibX dimensiuni de 40-80 mesh ssu 80-120 mesh,
pentru fieocare oaz in parte alogindu-se partioule ou pori contro-
lati, de anumite diametre.

Dimensiunile porilor pot miirli ocapaocitatea de funof{ionalisare
(aotivare) a suportului, Astfel, o stiol¥ ou pori ou diametrul de
2500 £ are o capacitate oonsiderabil mai miod de aotivare decét
vea ou porl ou diametrul de 1750-550 f. )

Partioulele de ouarf{ avand pori oontrolati ou diametre de
40-~3000 £ gl diverse diuwensiunl sunt foarte rezistente la presare,
pH, temperaturi gi pot servi la separarea unor oompugl ou mase mo-

leoulare de ordinul 10°-107.

IIl.3.1.,4, Alte tipurl de suporturi

-0 varietate de suport este stiola ou pori coantrolati, ou
suprafata acoparits ou o pelioulk hidrofil¥, neloniol (polipropi-
lenglicol), ocare se poate aotiva ou bromcian esau prin alte metode
utilizete la suporturile de polizaharide., Aceata este un suport
nelonio, inert.

- Varieti{i de (oe)polimeri aoriliol hidrofili oa Spheronul .
(gel depolitddradddilmetecrilat) oferd posibilitlti aultiple, le-
gate de variatiae porozitétii, a numlrului ds grupiri reactive, a
Aimenaiunilor particulelor sferice, pantru un spectru larg de .
aplicabilitate, putdnd fi ugor activate ou BrCN. Au efecte de
adsorbtie nespeoifioe.

~ Gelurile de polistiren retioulat ou divinilbenzen, hidre-
fobe, au o bun¥ capacitate de gonflare dar porozitate mai miok

deocdt ocele poliaorilice gi in plus, ou efeote de adaorbiie
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neapecifioce.
- Copolimerii viniliecil oa eten¥-anhidridX maleioX pot lega
enzimele gl alte proteine prin gruparea -NHZ, l¥sand libere gru-

pele -COOH, iar suportul oapXit¥ ocaracter polianionic:

®-ru,,

-CH,~CH,-CH— CH- \ ———%3/ -CH,-CH,-CH— CH-
2~Va J; , 2= ™S
0 (0 CO COOH
R/ ,
0 NH

n
®

Un asemenea suport de oopolimer vinilio servegte la prepara--
rea imunoadsorbentilor.

Agtfel, un mare numir de antigeni legatl de majoritatea pro-
teinelor, devin accesibili daoX asemenea proteine legate se ou-
plenz¥ pe suport, pe baza afiniiit{ii entigen-antiocorp. In acest
fel purificarea antiocorpilor din ger se face trecand serul

printr-o coloan¥ ce ocon{ine antigenii respeoctivi imobilizati.

III.3.2. Metode de imobilizare a enzimelor

Enzimele folosite in oromatografia efini se leegd de suport
prin metode chimioe (covalente)., Metoda de aotivare (funotionsli-
zare) a suportulul gi resotia suportulul ou enzimele au fost tre-
oute in revigtdi in vol. I, capitolul referitor la imobilizarea
oovalentd a enzimelor pe suporturi anﬁrgenioe sau organice, natu-
rale sau sintetioce. )

In ocazul suporturilor polihidroxilioce (etiolX, ceramic#, poli-
saharide, polimeri de tip polihidroxi-(met)acrilatl), metoda de
aotivare cea mai bund a suportuluil este tratarea acestuia cu
BxCH.

In cazul imobiliz&rii proteinelor biologio-aotive, acertea
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vor fi legate de suport printr-un nﬁmﬁr odt mal mio de legX¥turi
ccvnlente, pentru a-gl p¥stra struotura tertiard, oare determind
aotivitatea lor speoifici. Condi{iile de lucru vor {ine oont
intotdeauna de structura proteinei ce me imobilizeazd, Astfel o
proteinX oare are la suprafati o mare cantitate de resturi ligil
(ou multe grupiri -NH2) gse va lega pe suport printr-un numir mare
de puncte dmo¥ pH-ul este ;>9.5. In acest oaz se vor folosi
pH-uri mal joase.

0 ooncentratie prea mare de enzimX pe suprafata adsorbgntulyi
poate duce la aberatii daoX enzima are sarcini electrice, fiind.

posibil¥ o interactie nespecificd ou unele proteine.

I1I.3.3. Metode de_luoru In cromatografia afin¥ cu

enzime imobilizate

Materialele adsorbante avind ca liganzi enzime imobilizate
se suspendid in solutil tampon gi se utilizeaz® in ocoloane.

Proba de analizat (proteini uau.extraot celular) se dializea-
z% in prealabil, dup# care . dializatul. se treoe in flux constant
prin ooloana ocu patul de adsorbent umeotat ou solutie tampon.
>COmpuau1 inert neadsorbit se indepirteaz¥ prin spZlarea coloanei.
Apoi are loo developarea (eluarea ocompusului adsorb;t). |

Pentru_eantit!ti miol de ooqpugi oe trebuie purifiocati san
separati se poate folosi gi procedeul ,batoh® ou agitare moderatd,
in care adsorbentul ou enzima imobilizat¥ este diéperlat,Intr-o
solutie diluat¥ de substrat (ocompus de puritiont).;é;pa:aroa e
oomponentele inerte ale amesteoului de analieat se face prin
decantare, ultrafiltrare sau oentr#fugaro.-dup!-ou:o.natoiialﬁl
obiinut este introdus intr-o ocoloank qrpnatogrgtio! pentru

-

eluare,
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ITIX.3.3.1. Paotorili oare influenteazi determinirile
in oromatografia Ag;n!

A, Alegerea tamponului de echilibry trebuie e¥ asigure pH-ul

optim, tdria 1onio¥, temperatura gi compozif{ia chimicX neocesari
unei puternioce interaotiuni intre ligandul insolubilizat ¢l ocompu-

sul oe ge va separa.

B. Volumul probei, viteza debitului de alimentare, timp de
eohilibru

Dao¥ substanta de purifiocat (izolat) are o afinitate wmare
pentru ligandul imobilizat, volumul probei nu este un faoctor de-
¢isiv. Eohilidbrul de adsorbiie dintre ligandul imodilizat sl
substanta de purificat este atins reopede la o vitezli redusi de
trecere a fluidului prin ooloani.

Timpul de interactie ligand-substantd este reflectat in
timpgl de incubara.

C; Efeotul ooncentratiel proteinelor imerte

Cu exoeptia utiliziril unor viteze marl de traversare a oo~
loanei (dobit mare de alimentara), interaotia dintre ligand st
substraful complementar este aproape in intregime independentl de

ooncentratia proteinelor inerte dinm probi.

D, Efeotul temperaturii
In general, tiria fortelor de adsorbfie pe gelul afin des-

oregte ou oregterea temperaturii, de aceea temperatura se va tive
sub ocontrol, eventual aplicéndu-se o ofmagi exterioari de riéolire
pentru eoloana cromatografici. Temperatura poate fi un factor de
adeorbtie la +4°C 51 de elutie la 25°C gi mai eus.

8. Efectul adsorbentilor seleotivl

Un adgorbent seleotiv se poata obfine t{indnd ocont de mai
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multl faotori:s '

~ o0 ooreotli alegere a suportului, a ,spaner"=ulul gi ligan-
dului, astfel inodt interaotia ligand-gubstrat sd fie optimi,

- faotorl dinamicl ca: viteza debitululi de alimentare, vitesa
de acurgere hidrodinamiod a solutieil prin ooloana cu adsorbent,
timpul de etingere a echilibrulul adsorbtiei, tehnioa de adsorbtie

Volumul eluentului trebuie reglat {innd cont de faptul oX
ooncentrajia moleculelor oomplementare adsorbitului oregte rapid
la volume mioi. Noténd ou Vo volumul de elutie, aocesta se poate
oxprima prin relatia:

Ve = Vo + V
in care: Vo = volumul interstitial sl
V = voiumul golutiel din oare adsorbatul a foat indeplir-
tat prin lagare afini ou adsorbentul .

La viteze relativ mari ale debltelor de probi arliocate pe
ooloansi eohilibrul de afinitete nu este atins, observindu-se o
ozorgentd prematurd a adsorbatului.

Capacitaten efeotivd a unul adsorbant se poate deduce prin
inoubarea unoi oentitdti cunosoute (m) de adsorhent ou un volum

dat de polutie de concentratie C_; dupd atabilirea echilibrului,

o’
sc xn¥sonri concentrayia C (Co. Agttel, capacitatea adsorbentului

(q) se va oxprima prin relatia:
q = (C~C)/m

S-a obpervat ofi valoarea capacititil efeotive a adsorbentului
easte oconsiderablil qni mioX decit oea ocaloulatd pe baga concentza-
tiel ligandului, datoritd aparitiel unor interaciii ou moleoulele
complementare (proteinele) &in solujia de purifieat.

F, BEluarea proteinelor adsorblte specifio
Daci o prob¥ oe oonyine subatania (proteina) de purifioat
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este aplioatd pe o coloani ou un adsorbent seleot.v iar ocoloana
eate spilati ou solutia tampon de eohilibru, este pusivili &4

apard mal multe cazurli ce depind de efeotivitatea adsorbantului in

oonditiile experimentale (fig. nr. 31.).

Pig, nr, 31
Cazurli de eluare pentru purificarea unei enzime apecifice
(----) dintr-un amesteo de proteine brute, primn

oromatografie afini

—
J‘ 5
3
. . i
&ﬂﬁ;m rj .g) ‘
eluent fi
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Din figura nr. 3l aa observi 0% existi mal multe posibili~
t4y1 La eluasrea unui amesteo de proteine 1n soopul purifiloirii
unol enzime apecifice:

- enzima specificX este eluat¥ impreun® ou proteinele nespe-
citice, fle slmultan (cazul 1), fie intirziat (ocazurile 2 gi 3);

- 0 geparere efectivd este ilustrafﬁ in oazul 4);

~ echimbénd eluentul se efeotueaz¥ elutia separati a prote-
inel specifice, adsorbite (cazul 5).

Cazul 1) din fig. nr, 31 corespunde unul suport neactivat
sau unui adsorbent ineficient (nespecific).

Eluentul are efect de intdrziere (2, 3) atuncl odnd adsorben-
tul are o afinitate mal mare pemtru proteina specifici, ce se
doregte a fi purificatd,

Dacd adsorbentul este ales voreot, lar proteina care se puri-
ficli se adsoarbe puternic pe o zon3i bine delimitat¥ de pe coloand
(4), atuncl svhimbind tamponul (sau eluentul) se pot izola perfeot
oele douX coumponente (5).

Tehnica elutiei in trepfe este utilizatX in mod freovent.
Astfel, dupd ce proteinele inerte (needsorbite) au fost spXlate
f£iinl indepirtate din coloani, se sohimbZ pH-ul, tiria ionicX saun
temperatura soluf{iei-tampon, efeotuﬁndy-se elutia prin percolare
ou noul tampon.

In tehnica jpelutiei inpuls ", eluentul se apliocd pe ocoloani
in volum mic g1 se spald apoi ou tamponul de eohilidbru. ,Pulgul™
eluentulul migreaz¥ prin patul oromatografic oca o zoni compaotd,
transportfnd cu el gi proteina eluatfi. Apoi, introduodnd un nou
tampon sau alt mediu de eluyle se poate fraotiona iqtregul volum
al patului oromatografio.~Aoeastg,fehnio! de elutie se apliod in

situatil in oare ocostul eluentuluil (de exemplu o coenzimi) este un
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G. Tebhniol de elufle negpecifice

Alegerean eluentulul g1 a conditiilor de elutie sunt determi-
nate de : oostul eluentulul, stabilitatea proteineil specifice gi a
adsorbentulul, tiria interaoflei ligand-proteink specifioX g1
speocifioitatea adsorbentuluil,

Tehnlcile de elujle nespeoifice constau in sohimbarea pA-ulut,
a tiriel ionice, a oconstantel dielectrioce a tamponulul sau a
temperaturil acestuia.

In cele mei multe oarzuri, modifioarea pH-ulul egte sufiolientl
pentru desorbtia (eluarea) proteineil adsorbite. Stabilitatea sub-
stantel (proteina) oare se purifici, aldturi de stabilitatea su-
portulul, restrdng in bund mdsur¥ intervalul in oare poate f1i mo-
difiocatd valoarea pH-ului. '

0 altl metodi de elutfle nespecifiocl este modifiocarea t¥riei
ionice a tamponului, De exemplu, proteinele adsorbite blospecifio
sunt eluate prin ad¥ugarea unel solu{ili de NaCl 0,5 M sau 1 ¥ la
solutia tampon initiald. Se mal poate utiliza HH401 0,5 M aau
Tris.HC1 1 M.

0 metodX de reouperare a complexului ligand-proteind oconstl

in soindarea seleotivi a legdturii suport-ligand. Tehniocu este

aplicabild in cazurile in ocare ligandul este fixat de suport prin
legituri seneibile (azo, esteri al alocolilor, tiol-easteri, Aai-
sulfuri). Metoda me folosegte pentru sisteme ou afinitate Tneltl,
in care maoromolegulele ce ge pur;fioﬁ ge pot denatura ireversibil
la variatii de pH sau in prezenta eltor agen}l de denaturare.

In acest caz, oomplexul ligand-moleould speoifici ae poate detaga
de exemplu prin reducerea grupirii -NaN- din arocagaroz¥ ou

ditioniti.
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H. Tehniol de elutie specifice

In cazul £n oare ligandul de pe adsorbentul afin prosint!
afinitate simultanX pentru mel multe macromoleculo, esie necesar
si se creasci seleotivitatea oonditiilor de luoxu.

AstZel, orioe iigand liber care este oompetitiv ou ligandul
imobilizat pentru o enzimi, este potential oapabil de a efectua
elutia enzimei adsorbite. De exemplu, oonoentratii fnalte ale
aceluiagl ligand ca gi ocel imobilizat pot elua enzima adsorbditi,

Astfel, in ocazul ribonucleotid-reduotazeil s-a gXsit o¥ anu-
mite concentratii propor{ionale de 4ATP, ATP gi 4AMP pot elua
enzima din analogii imobilizati.

In general, se pot folosi ooncentratil de eluen: <e 20 ori
mai mari decdt valorile corespunzitoare lui K, din solutie inigi-
al%. Dacd afinitatea enzimel pentru ligandul imobilizat estb
inaltX, se utilizeazd oconcentratil ou ordine superioare de mirime
fa{¥ de vaelorile K, din solutiile initiale.

Pentru sisteme ligend-enzim¥ ocu afinitate miod se utilizeazd
ooncontr;tii gofzute de eluent.

In majoritatea ocazurilor ge prefer¥ un eluent (ligand) dife-
rit de ocel imobilizat pe suport, sistemul odp¥tand dAublE speoifi-
oitate:

- pentru ligandul imobilizatg

- pentru ligandul-elwent.

Ligandul eluent se alege astfel inoft s¥ aibdi o inaltd atiqi-
tate pentru enzima oare trebuis purifioatd, dar struotural s¥ fie
deogebit de ligandul imobilizat.
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ITI.3.4. UtilizXrl ale cromatografiei afine in

scpararca gl purificarea proteinelor

Suporturile afine pot fi folosite pentru isolarea gi purifi-
oares engimelor pe bazX de interactii ligand (substrat)-enzimi
dar gi pentru izolarea unor inhibitori prin interaofii enzimX
(1igand) ~ inhibitor specifio,

In 1971, Steers gi colab., au desooperit un adsorbent format
dintr-un f;-tiogalaotozid (1igand) imobilizat pe agaroz¥ printr-un
wSpacer", dar interactla dintre 13-ga1aotozidaz! 9i adsorbent
este nespecifioi.

In 1977, Hemazaki gi Hotta au propus utilicarea unui suport
de polimorilanidd (Biogel P-300) funotionalizat cu grup¥ri hidra-
zidice, pe care s-a imobilizat lnoctoza. Adsorbentul afin agtfel
obtinut a fost utilizat pentru purificarea (5-galaotozidazoi din
germeni de griu.

Uneori enzimele trebuie purificate de impuritiiti; astfel
pentru a se obtine o proteazX purX¥ trebule s¥ se indepirtege .
urmele de zimogen sau de alte enzime.

De exemplu, majoritatea probelor de tripsini oristalini
contin sub formX de impuritate chimotripsina. Trataénd tripaina
ou un inhibitor ireversibil de ochimotripsinX EL-(I-toailamido-
fanil)-etilclormetiloetoa%] se reduce aotivitatea ochimotripsinei,
dar nu pin¥ la eliminarea =a total¥, Metoda de purificare avansa-
t% se bazeazi pe ocromatografia afinX gi folosegte adsorbenti bio-
specifici penZru tripsinX gi ohimotripsinX,

I1T.3.4.1. Strategii de odiinere a adsorbentilor
gpeoificl pentru proteaze

In cele oe urmeazd se vor da oiteva exemple de adasorbenti
specificl ai unor enzime.
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A) Se pot utiliza inhibitori de proteine ou masi moleocularX
tnalt¥ in oalitate de liganzl lmobilizatl pe agarozd aotivatdi ou
BrCH. -

Agtfel, legarea ovomucoidului de puil (proteinX capabild de a
inhiba numai tripsina) pe agarozi.-BrCN are ca rezultat adsorbtia
afinX a tripsinei, la pH slab alcalin (Peinstein, 1970). Elutia
ge faoa prin soiderea pH-ului.

Adsorbentul poate separa X gi P tripsina, dar nu leag¥ tiipsi-
nogenul bovin sau chimotripsina.

Se poate folosil pi inhibitorul de tripsind din fasole soila,
imobilizat pe agarozi, pentru a 1zola tripsina de chimotripsinX
(Porath gi Sundberg, 1971).

Adsorbentul leagh ambele enzime la pH = 7,5, dar godzénd
pH-ul sau apliodnd eluarea speoifiod a chimotripsinei ou tripta-
wind gl a tripsinel cu bsnzamidink, cele douXZ enzime ge pot separa.

B) Pentru a purifica o enzimi se pot prepara adsorbentl prin
imobilizarea pe suportiri de oligopeptide a unor liganzi avidnd
aninoacizi complementeri specifioitdt{ili enzimei.

De exemplu, imobilizénd pe agarozd tripeptida glioll-alanil-
-arginini, se poate adsorbdl tripsina le pH = 7,3-5,0. Eluarea se
face ou solujie de HCl sau de benzemidinX.

C) Agaroza cu glioil-glieil-O-benzoil-tirosil-L-arginini imobi-
lizat¥, adsoarbe gpeoific papaina.

O alth metodd de obtiners & unor adsorbenti specifieci pentru
tripaind utilizeazi ca liganzi inhibitorl cu masd moleoularid miea.

Antfel, meta- gl para-msminobenzemidina:

&
<f;L\ AH,  imobilizatd pe agarozd, adsoarbe
N WC
\{*/ \NHZ tripsine la pil = 8-5,5

NH

2,
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Eluarea se faoe cu o solutie tampon de bengzamidin¥. Acest adsor-
bent reftine gl proteine asem&nﬁtoa:@ ou tiipaina (aorozina,
* trombina, oalioreina) dar nu chimotyripsina ssu ochimotripsinogenvl.

0 ohimotripsind pur# se obtine ou ajutorul unui adsorbent
format din esterul metilic al & -eminooaproil -D-triptofanului
imobilizat pe agarozi, ligandul avind gpeocificitate totaldd pontru
proteaze onimotripsinioe,

Un adsorbent speoifio pentru £-ochimotripsini este format din
4=-fenilbutilamini C6H5-(CH2)4-Nﬁé ‘ imobilizatX pe asgaroz¥ aoti-
-vatd ou BrCN, Nu adsoarbe tripsina gi niol ohimotripsinogenul.

Un ligand speocific pentru tripsina panoreatio¥ bovin¥ este
aprotining imobilizatd pe alwool polivinilio retioulat ou epioclore
hidrink. )

Inversind datele experientei’ se pot prepara imobilirzate de
tripsinid pe alcool polivinilio reticulat peatru purifiocarea
- aprotininel din extractele de plimdni de mamifare.

IIT.4. Aplicatii medicale gi n imunochimie ale

enzimelor imobilizate.

Aria extrem de vastd a apliocaebilitd{ii biomedicale a enzime-
lor imobilizate inolude utiliziri in terapie, enalizX elinioX,
medioina preventivd ca gi oerocetidri biochimloe gi biofizice; de
acsea in cele oce urmeagh se vor da doar ofteva exemple de asemenea
apliocatii.

Studii de laborator (pe animale) pentru folosirea enzimelor
imobilizate in terapeutios medicali au inoeput dup® 1957..

II1.4,1. Utilizarea enzimelor imobilizate pin vivo“l;

Introducerea unei enzime ,in vivo" poate duoce la reaotfii de
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aipersensibilitate, imunvlogiee, ca'gi la o rapidd inaoctivare gi
eliminare a lor. In plus, enzimele solubile sunt instabile la°
temperatura ocorpulul de ~i 37°C,

Aceste inconveniente sunt indepirtate dacdi se luoreazi ou
enzime imobilizate, mal ales sub formZ mioroencapsulati.

In general, utilizarea enzimelor in scopuri mediocale are douid
mari direofii de dezvoltare:

- inloouirea unor enzime plerdute (sau inexistente) in orga-
nism, ca urmare a unor deregliri metabolice sau genetioce gi

- apliocat{il medicale diverse (terapia unor maladii, fabrioare
de serurl gi vacoeinuri etec).

Pentru implantiri ,in vivo", enzimele imobilizate se foloseso
sub mal multe forme:s

1. Inplantarea prin injeotare looald (intravenos, intrarte-~
rial, intramusoular, suboutanat, intraperitoneal).

2, Perfuzii extracorporale de sidnge sau ser sangvin.

3. Administrare ga3strointestinalX (arald)

4. Aplioatii locale (pe r¥ni sau {esuturi)

IIT1.4.1.1. Injectarea locald

Enzimele imobilizate sub form¥ de suspensii pot fi implantate
prin injectare,. Meto'a (calea) de injeotare este decisd de ocantita-
tea total3 de enzim¥ injectats gi de afinitatea substratului
pentru enzima respectivdl la centrul ilmplantirii.

Lohilibrele substratelor se stabileso mult mai fncet in injeo-
tirile guboutanate, deodt in oele intravenoase. Reactii mai rapide
se obtin gi in injeotarea intramusculark.

Majoritatea substratelor prezinti gchimburi rapide in oircu-
letia slngelui gi in cavitatea peritoneald.

Partioule mioil, cu dimensiuni de 7-8 /Lm (og ale oeluleloxr
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rogii din slnge) treo prin sistemul limfatic direot in sistemul
oirculator, pe cdnd particulele mai marir( 220 Pm), mai ales dao¥
sunt rigide, nu trec prin sistemul limfatio, dar pot rXmAne in
cavitatea peritoneald chiar mal multe luni, {iind (ou timpul)
impresurate de fagocite. .

In ocazul enzimelor imobilizate pe suport se pune problema
blooompatibilitadtid materialelof -suport. O bioocompatibilitate
redusi poate face imposibilf. testarea ,in vivo™,

Nu ests posibil¥ o generalizare a tipurilor de materiale gi
de metode de imobilizare, fiecare caz in parte necesitind anumite
conditii specifice.

Totugi, Tn buni parte enzimele encapsulate in nylon sau
oolociu (nitrat de celulozZ) pot fi injeotate intraperitoneal
tiri a produce efecte adverse la animale. Metoda injeotirii intra-
peritoneale a tost calea principali de estimﬁre gl testare ,in
vive" a enzimelor imobilizate la animele. In acest fel au fost
studiate: ureaza, catalazsa, asparaginaza.

Adminiatrares direoti in sdnge (injectili intravencase gi
intrearteriale), este mult mali dificil¥ deoarece necesltd perti-
oule de dimensiunl mult mal miei. In acest soop me pot folosi
enzime imobilizate prin enoapsular9 in lipozomi.

III.4.1.2. Perfuzil extracorporale

In dispozitivele de perfuzie extraoPrporale,.enzima aotionea-
zi asupra substratulul prezent in sfinge sau in ser sangvin,
fntr-un aparat exterior. Asemenea dispozitive evitd introducerea
de materiale striine in circulafia séngelui.

In prinoipiu, aceste dispozitive se ob{in prin plasarea
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enzimei imobilizate intr-un sistem.inohis prin care oirould
siingele sau serul sangvin, oare vin in contact ou enzima imobili-
zatd gi apoi se reintorc in corp.

Primul sistem de acest fel a fost objinut ou ureazd mioro-
enoapsulatd, in scopul indepirtirii ureel din sénge. Séngele oon-
tinénd mari ocantitil de uree este treocut printr-un dispozitiv
care oontine ureazid mioroencapsulati, asociatd ou heparinﬁl(anti-

ooagulant). In fig. nr, 32 este sochematizat wa asemsnea dispozitiv.

Fig, nr,3?

Dispozitiv extracorporal pentru indepirtarea ureel éin

gsfnge cu ajutorul ureazeli imobilizate

<u ename

Cirbuane
achy

H » 2Nily
20\ Microcapsale /
€11 UNCATE

H3NCONH, CO,
YUreea din

duabyrat
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Produgii de reactle (CO2 gl NH3) r¥mén adsorbiti pe afrbune
aotiv sau pe riigini, iar séngele quitioa;vosto reocirculat in oorp

Datoritd avantajelor pe ocere le prezinti enzimele imobiliva-
te in dispozitive extracorporale (se eviti ' introduocerea unor
substante str¥ine in singe), @-au testat gi apliocat ,in vivo"
enzime fixate pe: stiolid, \ pldcute de polimetmorilat,
tuburi de nylon, spirale de oolséen poros, membrane de dializX,
fibre eto.

Astfel, Hyden gl colab. au realizat un sistem de tratament
extracorporal, c¢i pliocl de sticlZ seblate ou asparaginazi imobili-
zatd, care puvate controla presiunea slngeluil gi hemoliza globule-
lor rogii. )

D:zavantajul prinoipal al unul asemenea sistem este oX pli-
clle de stiocld au tendinta de a st acoperi ou ocheaguri, ohiar gi
atunci odnd pacisntul este tratat cu antiouagulante.

Utilizfind plédcute de polimetilmetacrilat cu asparaginazi
imobilizatX, ee observdi o reducere substantiali a cantitXtii de
L-asparagini din plasmZ gi o activitate imunosupresivi la ocameni
gl oéini.

Un alt exemplu de utilizare a sistemelor de perfuzii extra-
ocorporele pentru suplinirea unor defioiente enzimatice ele orga-
nismului este cataiaza microencapsulati introdusi _intr-o cameri
extracorporali de micl dimensiuni, prin oare se reoirculd fluidul
intraperitdneél, in care s-a injectat o oantitate mic# de perbarat,

Se observi sciderea concentratlel de perborat injeotatd In oorp.

I11.4.1.3, Administrare gastrointestinalll

Ureaza mioroenoapsulatd introdusi. per oral in Intestinele
animalelor, a fost prime enzimi imobilizatd testatd pe aceastX

ocale.
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Trocerer prin tractul intestingl fiind foarte 1ent£‘metoda
este limitatX la putinele cazuri in care poate avea loc o echili-
brare rapili a substratelor in aceste condit{ii, sau este neocesarX

administrarea unui volum mare de solutie diluati de enzimi.

III.4.1.4. Aplicatii locale

Aplicarea localX repetati a enzimei solubile pe ri#ni sau
tesuturi nu este de dorit, deoarece absorbla ga in sfnge poate duce
la reactii imunologics. In acest caz se apliod pansamente ou
enzimi imobilizatd. De exemplu, se utilizeazi ocatalaza microencap-
sulaté in tratarea acatalazemiei umane (in care rezultX leziuni
locale datoritd apel oxigenate produse de bacterii, cecea ce duoe
la cangrensarea rinii). Pentru a se evita reactfiile alergioq care
pot apare prin aplicareaz directi a catalazel solubile, enzima se
imobilizeazd prin encapsulare. Acesta este un exemplu de tratare

a deficientelor enzimetico ereditare.

I11.4.2. Mecanismul actiunii engirelor incluse

in lipozomi

Ia tratamentul ,in vivo®™ al unor deregldri metabolice oun
enzime imobilizate se alege un suport netoxdo, fZr# actiuno anta-
gonicl pi care s& retini sgentul terapeutic fir¥ a permite contao-
tul s#iu diresct ou organismul, In plus, suportul irebuie si fie
ugor manipulabil, sd fie biodegradabil gi sX poatX elibera ou
ugurint¥d ocontinutul siu.

Suporturi ideale pentru asemenea soopuri s-au dovedit a fi
lipozomil, bule de lipide formate din doud seu mal multe straturi

duble monomoleculare ooncentrice, de fosfolipide, alternind ou
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straturi Apoase in cere pot fl1 inoluse enzimele sau alte materiale
viologic-active.

Dupd injectrrea lor In circulatia pingelul, enzimele incluse
in lipozomi 1gl pi#stireazZ activitatea latentd, iar continutul lor
poate trece prin {esuturi ca cele ale flcatului si splinel.

Sub actiunea fosfolipazelor, lipozomii 1gl elibereazi oonti-
nutul (enzimele) care poaie acgi&na local, sau asupra altor com-
pertimente celulare.

O enziz® inclusi in lipozomi poate actlona in doui moduri
asupra substratului specifioc;

- prin eliverarea imediat% a enzimei din lipozoml;

- substretul cu masid moleoularﬁ.mioi poate penetra straturile
duble le fosfolipidi, Intilnind enzime fn spalul epos.

‘Ambele cii pot fi apliocate in terapile.

I1T.4,2.1, Tratareas deficientelor enzimatioce

Lipsa unor enzime din organism poate duce la acumulares
substratelor corespunz¥toare in diverse tesuturi. Astfel, insufi-
clenta organismului in hidrola?e ale zaharurilor poate determina
acunulerea hidratilor de carbon in ficat sau splini.

Deficienta se poate corecta prin introducerea im acoote {o-
suturi a lipozomilor ce pot elibera enzimele respeoctive,

In fig. ngz. 33_este schitat modul de aotiune &l lipozomilor
cu erwu.me imobilizaté asupra celulelor.

Astfel, un lipozom oce confine moleoule de enzime (*) pene-
treazi celula prin endocifozX. Vacuola endocitZ formati fuzioneazi
cu un lizozom ce contine moleculele substratului (-). Enzimele
lizozomiale (+) desfao straturile lipidioce duble ale lipozomulul

gl eliberecazi enzima inolus¥ care aotioneazi asupra substratului,
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Pig, nr. 33 .

che aotiunii enzimei imobilizate lipozo asupra

uhei gelule

Afaoul substratulul de oXtre enzimele inoluse in lipozomi nu
impliod neapiirat prezenta enzimelor lizozomiale, ruperea lipozomi-
lor nefiind obligatorie in oazul substratelor ou masi moleculari
Jjoasi.

Asemenea substrate pot penetra straturile dulle fosfolipi-
dice rimase intacte, pentru a interaofiona ou enzima specifioX.

In cazul fenilacetonuriel gi galaotozomliei, fenilalanina si
respaotiv galaoto~l-fosfatul pot fi transformatli in tirozind gi
gluoo-l-fosfat chiar in absenta celor douk encime (fenilalanin-

-hidroxilaza gi galacto-l-fosfaturidil-transferasa). Utiligaree
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lipozomiior oa ,vehiocule" pentru administrarea enzimelor oapabile

de a degrada smu de a transforma fdnilaléhina 8l galaoto-1-fosfa-

" tul in produgi metabolic-acceptabili de oltre organism, poate fi
benefiocd datoritd difuziei rapide a substratului din spatiul extra-
lipozomial (sénge) in spatiul apos intralipozomial care contine
enzima speoifiol,

I1T.4.2.2, Terapla neoplasmelor

Supravietuirea unor celule maligne se datoreazi formirii
exogene oontinuli a asparaginei, oa rezultat al contaotului celu-
lelor canceroase ou celulele normale,

De aceea in cazul leucemiilor limfooitioe aoute, se poate
face un tratament ocu aspa:aginézﬁ. Problema este compliocati de
acotiunea imunologio¥ a enzimeil care este de origine bacteriani,
oa gl de reaotiile toxice ce pot avea loo (modificares griésimilor
din ficat, pancreatite, depresiuni ale sistemului nervos central).

Pentru evitarea reaotiilor anafilaotioce, se utilizeazd as-
paraginaza inolusd in lipozoml, enzima fiind astfel 1zolatd de
imunoglobulinele sangvine prin straturli lipldice duble. Aceste
straturi lipidioe sunt penetrate rapid de asparagini.

In timp ce administrarea intravencasé e« ensimoi libexe (so-
lubile) duoe la gooc anafilactic gi moarte, injeotarea asparagi-
nazel inolusi fn lipozomi reduce acest risa.

Pentru a 86 elimina neajunsurile tratamentululi leuocemiei
limfoblast’oe acute ou asparaginazid s-a p*opus legarea sa ocova-
lenti pe polietilenglicol aotivat. Prin aceasti modifioare s-au
realizat:

- reducerea imunoreactiviti{ii enzimei fat¥ de anticorpii

antiasparaginazici;
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-reducerea imunogenitdfli enziﬁei;
-prelungirea timpului de purificare a sédngelui;
~imbundté{irea activitdtii antitumorale;
~retentia activitdt{ii enzimatioe.
Polietilenglicolul (PEG) este un polimer sintetio neimunogen

care nu genereazd rispunsurli fiziologice adverse, chiar dupd o
injectare intravenoasi repetatd.

S-a observat o& prin inocluderea asparaginazei in PEG este
anulati imunoreaotivitatea enzimel, dar moleoulele celor doi oom=-
pugi fiind interpitrunse are loo o reducere substanylalX & acti-
vitdtii biocatalizatorulul.

Matsushima 5i colab. au propus modificarea PEG ou masi mole=-
oulard 500 (PEG,) prin tratarea cu a-triclortriezini. Se ob;ine
2,4-bis-(0O~metoxipolietilenglicol)-6-cloro~l~triazini (PEGZTaoti-

vat, functionalizat cu Cl reactiv) oare leagi covaleont enzima:

Cl
Y TO(CH2°H2°)n°H3
CH3-(OCH20H2)n0H + Cl —> C1
o1 O(CHZCHZO)nCH3
monoetoxipoli- s-triclor- 2,4-bis-(0-metoxipoli-
etilenglicol (PEGI) triazind etilengliool)-6é-cloro-l-~
Striazin¥ (PEG, activat)
<:>‘NH2 '
o-(cuzcnzo)ncn3

gasgargginazﬁz’ <:> — ¥H

0-(CH20H20)nCH3
asparaginezi imobilizati pe PEQ, aoctivat

Reaofis imunologic# a asparaginazel astfel imobilizati este
anulatf, aductul avénd o activitate bioocatalitiocl apropiati de
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cea & enzimei nativa.

Modificarea urioazel ou Hle activat oonduce de asemenea la
completa anulare a imunoreaotivitidf{ii sale fat¥ de antlcorpai
antiurioaziol, ooncomitent ou retentia unel inalte activité{i
enzimatice.

Fat¥ de enzima nativd, asparaginaza imobilizatd pe PEG2 oa-
pit% o mare rezistent¥ la digestia cu tripsin¥, ceea ce expliol
durata mai mare in timp a aotivitd{il sale biocatelitiee in ocompa-
ratie cu cea a enzimei native.

Testirile ou asparaginazd nativd gi imobilizatd s-au fidcut
«in vivo" prin injectarea intraperitoneald & gobolanilor. Cregte-
rea timpului de remanentZ in ciroulafia sdngeluia asparaginazei
modiricate se atribule rezistentel la sistemul retiouloendoteliml,
responsabil de eliminarea proteinelor striine organismului,

Asparaginaze imobilizat¥ este de 100 de ori mai efiolenti
in reducerea continutuluil de asparagind din tesuturi fat{d de en-
zima nativi, probabill detoritX liposolubllit&fii oresoute a aduc~
tuluil suport-anzimi,

Degl mecanismul acestel ac{iuni n-a fost elucidat in intre-
gime, este cert ol asparaginaza imobilizat¥ este mult mal efiolen-
td decdt oea nativi, fiind reoomandatd pentru tratarea pacilentilor

alorgivi la cnoima lidberd.

11I.4.3., Sisteme enzimatioce multisecventiale gi
regenerarea gofactorilor

Sistemele enzimatioce multiseoventiale imobilizate, oca gl sis-
temele ou co-factorli imobilizalfi pot fi folcsite ademea in medioini

Pentru studiul reactiilor multisecventiale, In trepte, se fo-~
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losegte metoda microencapsuldrii, pfin oare se pot imobiliza ugor
oriocdt de multe enzime sau (gi) eltl compugi in orice concentratii.

Astfel, hexokinaza gl pilruvat-rinaza co-imobilizate in mioro-
oapaule semipermeablle pot servi la regenerarea atGt a ATP cdt gi
e ADP.

Pentru regenerarea NAD liber sau imobilizat s~a folosit un
sligtem de enzime microencapsulate, utilizabll pentru terapia de
fnloouirea a enzimelor sau pentru transplant de organe.

Astfel, un complex enzimatic microencapsulat ocontindnd
galaotokinaz¥ ol sistemul regenerator de ATP format din hexokinazid
61 piruvat-kinazd poate fi foloeit pentru conversia galactozel
la l-fosfatul-D-galactozei, pentru a suplini deficientele in
galactokinazi.

IITI.4.4. Blodegrabilitatea preparatelor de enzime
imobilizate

In goopuri medicale, dupd injeotare, este abaolut necesar
oa aduot{ii s# devin¥ operationali n organism. De aoceea trebule
folosite membrane ugor biodegradabile, Astfel, aoldul polilactic
p-a dovedit un suport exocelent pentru enzime specifice, membrana
dogrgdindu-so ugor in organism, cu formare de 002 gl Hzo, produgi
netoxiod.

ITI.4.5. Utilizares enzimelor imobilizate In

imunochimie
III.4.5.1. Imunosupresive

S-a observat o tratarea animalelor ou L-asparaginazi, gluta-

minaz# sau L-arginin-iminohidrolazd din Escheriohia coli conduoe

.
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la o soddere marcati a réspunsuluil imunologio. React{ia antigen-
-anticorp se diminueaz¥ oonsiderabil daoé.enzinolo sunt inocluse
" €n lipozomi. Un efeot puternio se obfine prin co-imobilizarea tn
acelagl lipozom a asparaginazei gl a antigenului specifio.

III.4.5.2. Adjuvanti imunologioeli

Pentru a impiedica reactia adifionall a antiocorpilor in vaoc-
oilnarea experimentali a animaelelor cu o mare varietate de proteine
majoritatea de naturZ enzimaticl, se utilizeazi adjuvanii inolugi
in lipozomi.

Metoda poate fi folosit¥ i la ommeni.

S-a obgervat de exemplu, oX rispunsul anticorpilor din ser
fat¥i de difteria toxid inolusi iq lipozomi este cu mult mai mare
dec8t in oazul fn care antigenul este introdus in stare liberi.

Utilizarea lipozomilor oa adjuvanti nu numai oi reduce ocanti-
tatea de antigen necesari psntru imunizare, dar poate exolude gi

reactiile alergice periouloase fati de vaooinul respeotiv,

I1I.4.5.3. Tehnici imuno-enzimatioce pentru
analize biomedicale

Tostelo imunovhimioe inolud tehnioi de fnaltX selootivitate
gl sensibilitate, ocare utilizeazi anticorpi, proteine produse
datorit¥ r#spunsulul imunologic al erganismului animal la introdu-
ocorea unel proteine striine.

Antiocorpii produgi de ocelulele normale in urma divigdrii
unora dintre aele pot fi oultivatl (olonatl) pentru a produce o
singurd specie de antiocorpli (anticoxpi nonoolonnli)} in cantit¥ti

marli. Acast luoru se realizeas¥ prin fucionarea unei celule pro-
‘duoXtoare de antiocorpul dorit eu o celulX cancercasi (oa mieloma).
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Celulele hibridoma astfel obtinute‘au o capacitate nelimitatd de
divizare, iar fntr-un mediu de culturi corespunzdtor produc ocanti-
titi mwarli de anticorpi monoolonali.

In genaeral, o protein® poate fi determinat¥ pe doui cii:

- o0 metodd directd constd in precipitarea proteinei de analizat
cu anticorpii corespunzidtorl

~ pe cale indirecti, cantiti{i mieci de proteine pot £i deter-
minate prin:

1°) tehnica marcirii fluorescente gi radiomarcirii, in care
se determind gradul de legare a proteineili cu un stendard imuno-
logio marcat;

2°) metoda ELISA cu o enzim¥ legatf de un imunosorbent.

1?» Tehnici de marcare flucrescent® sau cu izotooi

Un numfir apreciabil de tehnici imunologice, care utilizeazi
enzime legate cu antigen sau anticorp marcat, pot fi folosite iIn
soopurl anal.tice biomedicale.

Se disting doud directii principale de eplicare:

a) pentru marcarea fluorescentd a anticorpilor sau a antige-
nelor, acegtia se leagi de enzime marcate ocu coloranti fluoresg-
centi, In acest mod se pot detecta prin mioroscopie eleotroniod
atdt antigenele cit gl anticorpii, in teste citochimice specifice.

b) Enzimele Fadiomarcate gf. lagate. de antioorp; sl antigene
servesc la determinarea constituentilor umorali. 1In procedee can-
titative de radioimunoanalizi.

Principiul. general al metodel oonstd in determinarea concen-
tratiel necunoscute a unei proteine [ﬁ} m¥surdnd cidt dintr~o
cantitate cunosouti® de proteini radiomarcati P® se leag¥ de o
cantitate fixi de anticorp anti-P in prezenta P. Are loo o reactle

ocompetitivi care se apreciazi prin oconstrulrea unei curbe gtandard
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oare iﬁdio& oe cantitate de proteini P* se leag¥# de anticorp,
in prezenta unor cantitii{i orescdtoare de [P]. Pe aceastd oale
ge determin® antigenii intracelulari,

Cuplarea enzimelor marocate ou proteine de tip antigen sau
anticorp se poate face prin retioulare ou glutaraldehidd iatr-o
etapi simultan¥ (ee ob{in produgi ou utilizare generald) sau in
dou¥ etape (pentru legarea perbxidazoi de proteine), In tehnica
imunodifuziel radiale proocedeul poate servi la dozarea unor ocan-
titi41i de 20-1000 ng proteine/ml.

In majoritatea cazurilor, cele mal bune rezultate se obdt{in
cu anticorpil legati de gluoozooxidazi. De exemplu, pldoute ou
gel de agarozd continiand antiser din mugohi de iepure diluat
(cu aproximativ 0,5% IgG) gl serum albumin¥ bovinZ se foloseso
in tehnica imunodifuziei radiale, developarea f&#oAndu-se prin
inocubare ou glucozooxidazd cuplati ocu anticorpul specifio imuno-
globulinelor din mugohiul de lepure. Se dozeazd astfel oon{inu-~
tul de IgG din mugohi,

2% Testul ELISA

Bate o metodi generald indirecti de determinare a unor can-
tititl mici de proteine. Etapele acestui test sunt prezentate in
fig.nr, 34.

1) Se utillizeazi un antiocorp specific proteinei de analizat
imobilizat pe un suport solid (polistiren)

2) Solutia ¢e contine proteina de analizat se aplic# pe
suprafatea suportului cu anticorp imobilizat, in conditii in ocare
anticorpul si lege proteina respectivi

j) Se adaugd el dollea anticorp speoific proteinei, legat
de o enzimi a cidrei activitsete urmeazi a fi determinati.

4) 5e spali oomplexul obtinut, pentru indepirtarea compusu-
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luli enzimi enticorp nelegat.

Se analizeazi complexul anticorp-proteinX-enzimi, pentru a

se determina cantitatea de proteini praezentd.

Fig, nr, 34
Tastul ELISA

1) Primu) anticorp imobilizat

W W oy

——= supunt solid
2} Incubare cu proba de proteini

__~proteina de analizat

3) Adaugarea celui de-al doilea anticorp,
legut de ennma E

4) Spalare §i determinarea activitatii
enzimatice
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ITI.5. Aplicatii ale enzimelor imobilizate inm

sinteza gi semisinteze organicd

Enzimele imobilizate au cipitat o vastd utilizare in obfi-~
ndrea unor compugi de semisintezZ utilizatl fie ca produse finite
(isaminoaoizi. hormoni steroizi, edulcoranti sintetici eto,), fie
ca intermediari in obt{inerea uﬁor medicamento (vitamine, antibi-
otioe eto.) sau in scopurli legate de cercetdri biochimioe sau
med’oale (nuoleotide, intermediari in glicolizi gl fermentatia
alcoolicd eto).

Aplicatiile tehnologice in indusiria farmaceuticl ale enzi-
melor imobilizate eu evoluat mult mai lent decdt ocele din indus-
tria alimentard, din dou# motive principales

- majoritatea prooedeelor de imobilizare a enzimelor sunt
aplicatile ir industria alimentarX in care tennologiile industri-
ele se .seemind ou procesele degradative naturaele, relativ simpleg

- 'n indusiria farmaqeutioﬁ majoritatea proceselor sunt
sintetice, complicate, greu de aplicat. Sunt gi unele procese
degrad: :ive care interesegzi companiile farmaceutioce; tctusi,
prezen 11 gi viitorul enzimelor imobilizate in tehnologia produ-

gselor wedicamentoase este in procesele sintetice care prin metode

olasice nupot decurge ou randamente acoeptabile, sau care necesi-
t% mu) te etape intermediare de reactie.

7©in punctul de vedere al chimistuluil organieclan sintetist
' atractibilitatea enzimelor In calitate de oatalizatorli este lega~-
ti{ du marea lor specifioitate de subatrat gi de reaotle. Astfel,
enzimele pot discerne intre formele enantiomere ale unei moleoulo
distingind grupele enantiotopioe ca gi moleculele Ge posedd

ceiitrl prochirall, ceea oe le face in special atractive peniru
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ainteza asimetricd, .

In sinteza organici pe baz# de enzime, se disting douZ
tipurl de strategii:

A). Situatii in care cataliza unei reactii specifice con-
duce la unul sau mai multi produgi bine determinati. Majoritatea
aplicatililor industriale ale enzimelor imobilizate fac parte din
aceesty categorie. Astfel, este cazul unor enzime oa: amilaza,
acilaza, lactaza, penicilin-amidaza, fumaraza, aspartaza, aspara-
gineza, tirozinaza, triptofanaza, glucolizomeraza etc. In toate
aceste cazuri se pot elabora procese viabile iIn care faotorul
economio joaod un rol important. Multe din tehnologiile cu aceste
enzime imobilizate sunt astdizi considerate ca procese de rutini.

B). Aplicatii in cercetirile de laborator

Sintetiocienii, in special cel angajati in ob{inerea unor mo-
leoule biologic-active (inclusiv produgi naturali) gi in studii
blosintetice gi stereochimice trebuie sd recurgd la react{ii ste-
reospeoifice. Acestea pun probleme legate de utilizarea enzimelor
in calitate de catalizatori.

Enzimele acoeptate in general in calitate de catalizatorl de
rutind pentru reactii organice stereospecifice trebuie s¥ tndepli-
neasod mal multe criterii, indiferent daci sunt enzime libere
{solubile) sau imobilizate:

1. Enzimele trebule si catalizeze o reaofie de interes pre-
parativ general. Sunt cele mal indicate enzimele ou speoifioitate
largd constitutionalZ gi ou o stereospeoifioltate ingusti.

2. Preparatele de enzime imobilizate trebuie sfi fie relativ
stabile, deoarece unele reac{ii necesiti cdteva zile, mai ales
dacd substratels sunt deficitare. Reactiile ce deocurg ou viteze

micl trebuie antioclpate, decarece daod substratele nu sunt cores-
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punzﬁtnére natural sau biochimic enzimelor folosite, produgii
de reactie s-ar putea si nu intereseze chimistul organician.

3. Enzima trebuie si fie accesibild comercial, iar proce-
deele de imobilizare sX f{ie ugoare gl convenabile.

4, Trebuie =3 existe date privitoare 1a specificitatea
multumitoare pentru a se putea prevedea potenf{ialul de reaotie al
unor substirate. Chimistul poate.studia mersul gl viteza reaotiel
utilizind un reactiv chimio, pentru a se obtine informefil asupra
linitelor netodei eplicate, astfel incdt cmlea enzimatiod si oon-
ducd la rezultate similara,

5. Daci pretul unel enzime sau coenzime eate ridicat,
atuncl trebule si ge lucreze in conditil de reactle blénde, ou o
fnal :& stereo~- sau regiospecificitate, fiind justificebil iIn acest
fel 31 un sistem costisitor.

6. Procedeul experimental trebuie s3 fie convenabil gi acce-
sibil.

Numai un numidr mic de enzime indeplinesc conocomitent toate
aceste criterii.

Chimlistul organician va alege enzimas gi procedeul cel wai
convenablil pentru fieocare sintezd in parte. Toate datele experi-
mentale se vor studia mai intdi cu enzima solubild gi abia apol
ou enzima imobilizatd, in aceleagli ocondi{iil de reaotie. Prin com-
pararea avantajelor gi dezavantajelor utilizirii bioocatalizatoru-
lui imobilizat se pot trage conclusii asupra aplicabilitédtii in
sinteza organicd a preparatului respectiv,

III.5.1. Obtinere de enantiomeri eptic purl

o - L-aminoacizii, componente de bazi ale protéinalor vegeta-

le gi animele, sunt substanfe valoroase atédt pentru cercetareg
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de laborator, ocdt gl pentru utilizﬁrea lor ca aditivi alimentari,
in terapeutici#, farmacie etc,

- Aminoaoizii se pot obtine pe omnle enzimatici prin trei
procedee principale: prin scindarea racemicilor obtinuti in sin-
teza orzaniod, prin sinteza asimetricé gi prin hidroliza prote-

inelor.
II1.5.1.1, Scindarea amestecurilor racemige

In procedeele de sintezd de laborator sau industriale, ocare
deourg in conditii aechirale, moleculele chirale se oby{in sub formi
de amestecurl racemice (amestecurl in pixti egale din enantiome-
rul dextrogir gi ocel levogir). Dacarece cei doi enantiomeri com-
ponentl ei racemlcului nu se pot deosebi prin proprietitile lor
chimice gi fizice, singurul criteriu de diferentiere este sensul
rotatlel specifice ( &flgo) in lumind polarizati.

Una dintre metodele clasice de scirdare ( dedublare) a unul
amesteo racemio in cei (ol enantiomeri este metoda blochimicd ce
folosegte enzime ou enantiospeolfioitate de subatrat.

In cozul « -aminocacizilor se poate utiliza o L-aminoacid-
aollaz3; procedeul este folosit in bliotehmologie pentru ob{inerea

L-metioninei, L-valinel, l-fenilalaninei gi L-triptofanului:

H COOH
R COOH R_: _COOH R H
\/ H,0/L-aminoacidacilaza N NS
CH > + \
| p
NHCOCH3 CHB-COOH NH2 NHZCOCH3
DL L D
tA racemizare, recirculare AJ

Ca sursd de enzimi se folosegte Aspergillus oryzae. Enzima
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imobilizatd poate fi introdusd intr-un reactor coloand (Chibtats)

sau intr-un reactor cu membrand de ultrafiltrare (prodedeul ger-

" man).

L~-Aminoacidul ee separi de D-aminoacidul N-acilat prin oris-

talizare fractionatid, iar cel din urmi se racemizeazid gl se re=-

oirould pénd la hidroliza intregii cantitdt{i de L-aminoaocid cou-

tinut in amestecul racemic.

In fig, nr. 35 aste reprezentatid sochema unui proces continuu

de separare de L-aminoacizi dintr-un racemio de aminoacid N-acetl-

lat (Chibata gi colab., 1976).

Fig, nr, J5

Descrierea schematici a unuil proges continuu Ae formare gi

separare a L-aminoacizilor dintr-un racemic de N-acetil-

aminoacld, cu aminoacidaoilazi imobilizatZ

®

)

.

G
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o
r
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| o ! R 4 uli . L 1J [___.I
L b T_.é ; -1
L-anineaciy
oritalin

rezervor de N-acetil-DL- «x-aminoacid
tiltru;

aschimbétoare de cdlduri

coloana cu enzimd imobllizata

curent de L-aminoacid

curent de N-acetil-DIL-aminoacid

- cristalizor; i = separator;
- curent de gcetil-D-aminoacid; k = tanc de racemizere
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In calitate de L-aminoaoid-aoiiaze se mai pot folosi carboxi-
peptidazele 1zolate din riniochl sau pancreas de porc, Metoda pogte
fi extinsd si la izolarea unor L-aminosoizi din hidrolizatele de
proteine,

Cele mai bune rezultate le dau preparatele obfinute prin
imobilizarea L-aminoacid-acilazei pe:

-~ DEAE- Sephadex (prin legare ionioid);
- gel de polimcrilamidd (inecludere);
- iodacetilcelulozd (legare covalentd)

S-a observat c# imobilizatul pe DEAE-Sephadex prezintd cea
mai bund termostabilitate.

Alegerea finald a preparatului pentru obfinerea uneli coloane
industriale ou enzimi imobilizati are la bazd trei oriterii prin-
clpale: .

- activitatea gi stabilitatea enzimei 1mobilizate;

- wgurinta s1 costul imobllizirii

- pn3ibilitatea regenerérii coloanel

Enzima imobllizatd pe DEAE-Sephadex indeplinegte toate aces=

"te conditii pentru aplicarea sub formi de coloane industriale.
In plus suportul este foarte stabil; dupi oinci ani de utilizare
sc3derea capaoititii de legare a enzimei estd nesemnifiocativi.
Se luoreazi cu enzimX de origine microbiaenX.

Folosind un reactor-coloany ocu umpluturid de 1000 1 DEAE-
Sephadex-L-aminoacidacilaz® are loo o dezacilare a izomerului L
cu un randament practic ge 70-90%, in funct{le de natura amino-
acidului. Dupd mai mult de 30 de zile de funot{ionare continui la
50°C, ooloana prezinti o activitate blocatalitioX remanentd de
60%. Timpul de ‘njumdtitire al ooloanel este estimat la 60 zile.
Dupd 30 de zile de functionare, c¢oloana se poate regenera in

lautregime prin spilare ou solutle de enzim¥. Pretul de cost soade
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cu 40% fatA de procedeul de laborator ou enzimid nativia. -

Un alt suport pentru L-aminoacidacilazi 1l reprezint& perlele
de sticld poroas#, alchil-eminatd sau aril-aminatd. Enzima 1zolatd
din Aspergillus Simplex se leagi covalent mal ales pe derivatul
alchil-aminat al aticlel, preparatul obt{inut fiind reactiv sl
stabil,

Trecidnd printr-o coloani cu.acest preparat un debit mic de
solutie 0,1 M de N-acetil-D,L-metionind, izomerul L se dezacilea-
z3 in proporyie de 96%, La debite mari de alimentare ou substrat
randamentul scade, reactia incepdnd abia dupd 40 de zile.
Fenomenul este atribuit unor limite difuzionale. S-a caloulat o¥
la viteze reduse ale debitului se pot produce 25 kg L-metionini,
operind continuu cu un litru de agregat enzimatio pe lund, pro-
duotivitalte comparabili cu cea obfinutd prin folosirea L-amina-
acidacilazel imobilizati pe DEAE-Sephadex.

L-Aminoacidacilaza .poate. fi imobilizatd gi primn inoludere
in fibre de triacetat de celulozi.

Utilizénd un reactor ou pat compaot, la 45?0 se pot obtine
astfel: L-iriptofan, L-fenilalanini, L-metioninid g9i L-valini ou
randamente bune,

Amestecurile racemice de of{-aminoacizi pot fi dedublate gi
min alte reactil .enzimatice. Se ounoagte astfel faptul od enzime oa
unele proteaze gi peptidaze hidrolizeazi enantiospeoific esterii
izomerilor L ai amincacizilor. In majoritatea cazurilor insi&
prezenta esterulul corespunzdtor stereoizomerului D are un puter-
nic efect inhibitor pentru aceste enzime, metoda fiind mai putin
atractivi. In prinoipiu mail este posibil si se dedubleze un
amestec racemic de aminoacizl utilizénd D~aminoacidoxidaza imo-
bilizatd care transform¥ igomerul D intr-un cetoacid ldsand

izomerul L intact.
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O altd posibilitate de scindare a o ~aminnacizilor racemici

folosegte o esteraza:

> H H
R\CH/COOR R\ -' COOH R\ ’,COOR'
ﬁH + H.o Esterazd > +
2 2 i
DL R'oy  NHp NH,
L-aminoacid D-ester
t =
R CH3

0 asemenea hidroiizid stereospecificd se poate reeliza cu
subtilisicd gi se aplicZ in cazul DL-fenilalaninei gi DI-tripto-
fanului.

In general, -esterazele nu au o aplicabilitate industriald
prea mare in cazul acestor reac{ii., Astfel, utilizarea o ~chimo-
tripsinei imobilizate, in mediu apos este putin avantajoasid
deoarece majoritatea esterilor of -aminoacizilor se polimerizeazid
in prezenta enzimei, iar enantiomerul D al egterului (unul dintre
produgii hidrolizei) este inhibitor pentru chimotripsinid. Metoda
se voate aplica la scindaréa unui numir mic de esteri racemici
al o{ -aminoacizilor.

Dézavantajele enumerate pot fi exoluse daocd sc lucreazd in
reactoare ou sistem bifazic apd-solvent nemiscibil cu apa, un
procedeu biotehnologic relativ recent (pag.90-91).

O aplicatie mult mal extinsf o are insd o(-chimotripeina lc
kidroliza enantiospecifici a esterilor L~aminoacizilor N-acilati

H COOCH

n\cﬂcoocni‘ R} 4COOH Sog
‘ + H20 o(-chimotripsin&, Y . ‘

NHCOR® CH 08 L xHCOR' D yHCOR*

1 1) recemizare; 2)recirculare |
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L este solubil in apd gi insolubil 1in solvenf{l organici;
D este insolubil in apd dar solubil in solventl organioci

R' = -CH,, -CgHg

L-aminoacidul N acilat gl enantiomerul D al esteruluil ne-
hidrolizat se separi pe baza solubilitdtil .. lor selective in
solventi, la pH = 7.

Enzima prezintd interes pentru ci poate fi imobilizatd prin-
tr-o mare varietate de metode, utilizind diferite suporturi oon-
ditionate sub forma de: perle,membrane, ,Hollow-fiber" eto,
Aatfel se poate lucra cu X~chimotripsind imobilizatd prin:

- adsorbiie pe gel de agarozd (Sepharozd 6B retioulatd)
activatd suplimentar cu bromurd de n-hexil;

- legare covalenti pe: perle de agarozd activatd ou 1,4-
~-butandiol-digliocidil-eter; Spheron (gel de hidroxialchil-met-
acrilat activat sub formi de APEMA); celulozi mercerizatid gi
activati cu BrCN; DEAE-celulozd gi CM-celulozd aotivatd ou BrCN
sau cu triclor-s-triazind; gelurl de poliacrilamidi perlatd
{Bic~Gel-P-2) activate cu grupe hidrazidioe;

- reticulare cu glutaraldehidi sau reticulare mixt¥ enzimi-~
folie de celofen etc,

Am indioat de exsumplu, Ln tabelul nr. 16 din vol, 1 variatia\
activititil enzimatice a o -chimotripsinei imobilizate ocovalent
pe dextrani activayi cu BrCN, fa{sd de esterul etilic al N-acetil-

~L-tirozinei (substrat).

I1I.%.1.2, Sinteza asimetricd

In metodele chimice de sintezd nu se pot obyine decit race-

mici. Utilizand Insd enzlme enantiospecifice se poate realiza
sinteza unor enantiomerl optic puri,
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Si in acest caz enzimele imobilizate s-au folosit mal ales
la sinteza asimetriod a unor o -L~aminoacizi cu multiple utili-
zdri practice.

1%, Acidul IL-aspartic este folosit in medioin¥ dar gi oa
aditiv zlimentar, fiind un precursor al aspariamului. E1 se obfine
industrial din acid fumaric gi amoniac printr-o metodi fermenta-

tivéd, utilizand aspartazes ca biocatalizator:

COOH H
s artazd Prost
Coon + N4, —ospattard /H\r--COOH
NH L

Prinoipalul dezavantaj in utilizarea industriald a acestei
metode intr-un procedeu ,batch" (reactor~tanc cu agitare) este
faptul o#f trebuie incubat un esmestec de substrate gi enzimi solu-
bil¥. Utl1lizand insX aspartazi imobilizatd, se poate efectua un
proces continuu de obtinere a aciduluil L-aspartic. S-a observat
od imobllizdad aspartaza prin includere in gel de poliacrilamidd
au g6 obtine un aduct cu o stabilitate enzimaticd operationeald
satisfdcitoare pentru un proces industrial., In plus mai trebuie

gl extragdi enzima din Escherichia coli (pentru oid este o enzimd
intracelulard). ispartaza astfel preparatd conyine cantitdti
pubstantiale de fumarazi care poate duce la reao}{il secundare
nedorite. Contaminarea ou fumarazd dispare 1a o fnodlzire ugoari.
S-a dovedit ocd aspartaza inclusé in geluri de poliacrilamidd
este oea mal aotivd, dar enzima fiind intracelulard are o stablli-
tate operationald scizuti.

Toate dezavantajele intdlnite in cazul aspartazei pot fi
inldturate dacd se lucreazi cu celule de Escherichia coli imobi-
lizate.

Inod din 1973, compania japonezi Tanabe a utilizat celule
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de Eschérichia coli imobilizate prin includere in geluri de poli-
aecrilamidi pentru producerea indus%riali a aciduluil L-aspartioe.
0 analizi economic¥ a aritat superioritatea sistemului ou celule
imobilizate fat¥ de procedeul "batch" cu enzima liber#, costul
productiei reducindu-se cu 60% in primul caz in comparafie cel
de al doilea.

Ulterior s-a constatat o¥ 6 cregtere a activititii enzimatice
a celulelor imobilizate gi o stebilitate operationali .mael mare
se obtin dacd celulele baoteriene se imobilizeazd in gel de
oarsgeenan. (folosit de asemenea oca aditiv alimentar).

Aspartaza se mai poate imobiliza in porii membranelor sau
fibrelor semipermeabile de viscoz3; materialele obtinute se pot
folosi tn reaotoare ,batch®, de tip coloand sau in reactoare ou
membrand. '

2%, Acidul I—glutamic se poate ob{ine prin soindarea race-

micului sintetizat pe oale chimicd, prin extractie din hidrolizate
de proteine, dar si prin sintezi asimetrioil.

Un procedeu fermentativ interesant utilizeaz& ocelule de
Carynebacterium glutamicum ineluse 1n gel de poliaorilamid¥ ou
gluocozd ce unicd sursi de carbon.

0 metodl de sintezd a aoiduluil glutamio e fost pusi la punot
in 1990 de cercetdtorii ohinezi, folosindu-se celule de Coryne-

bacterium glutamiocum T6-13 imobilizate Tn gel de diacetat de oe-
luloz% prin metoda precipitdrii (pag. 56 ).

3°. L-Triptofen se poate obtine printr-o metod¥ biosinte-
tic¥ utilizand- indol gi piruvat de amoniu:

- o S B a
[:::I:_:] \ }ﬁc\\c’,CCN)NEQ [:::]:jijr/ﬂ\w;kcxﬂbﬂ
I D NH;
N 2L
H © H
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Enzima neceaari reactiei (briﬁtofcnaza) este continuti in
Escierichia coll, necesitind pentru activareS-fosfatul piridoxa-
Jului.

Metoda de imobilizare cea mai eflcientd,cu o activitate
remanenti de 60% constd in adsorbiia apoenzimel pe Sepharozi-
piridoxnl-fosfat. In absenta . coenzimei se observd o desoregtere
treptati a activitidtil enzimatice, I-Triptofanul sau 5-hidroxi-
-L-triptofanul se sintetizeazi cu randamente bune printr-un prs-
cedeu continuu ssu discontinuu {reactor "batch”). Astfel, un pro-
cedeun continuu gi ocare utilizeazd o coloanid ocu o umpluturd de
10 ml triptofanazd imobilizati pe Sepharozi, poate oconverti 90%
din indol (0,8 mM ), la 37°C; dupi 5 zile de funotionare aoctivi-
tatea enzimetici scade cu 5%.

O eltd enzimi, triptofansintaza din Escherichie coli, puri-
ficatd partial, s-a imobilizat prin includere in fibre de triace-
tat de celulozd, reusindu-se obtinerea L-triptofanului din indol
gl D,L-gerini atit intr-un procedeu ,batch" cidt gi intr-unul con-

tinuu, Triptofansintaza este imobilizati pe fibre de acetat de

oelulozi.
Ry . u
triptofan- g
| [ + CH,CH-NH, ﬁ&aﬂl A [:::I:——H/I\W"CKNDH4_ /,\1é§gCﬂ{
H COOH NH.
}]\{[ 8) 00 g »i 2 HO N.Hz
Indol DL -sedna L-triptofan D-seringl

O concentratie prea ridicat# de indol conduce la adsorbtia’
acestuia pe fibre gi la scdderea activititil enzimatice, prin
mirirea efectelor de impiedicare a difuziei. Procedeul in flux
continuu folosegte un reactor-coloani cu reciroulare. Avantajele
prooedeulul cu triptofansintaza astfel imobllizat¥ oconstau in
obtinerea unai aduct relativ stabil suport-enzimi (pind la 20
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gile), p&aibilitatea reuttllzlirii D-serinei. dupd racemizare,oa
51 ugurinta ou care se izoleazd produgil de reaotie.

Celulele de Escheriohia coli se mal pot imobiliza gi prin
includere in gel de poliacrilamidX, puténdu-se obf{ine triptofan
(sau 5-hidroxitriptofan) din indol (sau 5-hidroxiindol) gi ssrind
sau piruvat de emoniy.DupZ o inoubare de 24 h la 30°C se obyin
triptofanul ou randament de 86% éi 5~hidroxitriptofan ou randeament
de T72%.

4°, L-Tirozing

ﬁ—Tirozinaza are actiune catalitiod analoagid ou cea a tripto-
fanazei, reactia de biosintezd a L-tirozinel fiind de asemenea re-
versibila .,

L.Tirozina se poate sintetiza din fenol gi piruvat de amoniu:
OH

HyC COONH, irozinaza
@ . \tuz/ BHANE. Lo H
0 z==COOH

NH,

e

I'rin aceeagl reactie enzimaticd se poate obtine L-DOFA (medi-
cament pentru traiarea boalei Parkinson), utilizénd pirocatechini#

in loo de fenol:

OH H
b OH - ZaCOOH
] §~2/| + CH_-’-(:T_-COONH,; _— NH,

N O HO

OH | pora

Pentru aceste sinteze ge utilizeazd enzima din Escheriochia
intermedis, ¢o~-imobilizatd cu piridoxal-fosfatul prin legare co-

velentsi pe Sepharozi aotivatid cu BrCN.
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5%, L-Tigina se obhine frecvent pe cnle fermentntivi. Unul
din procesele de scent tip necesitd doud enzime (I~ «-amino-§& -~

-caprolactamhidrolaza din Cryptococtus laurentii gi x -amino-§ -

caprolactam-racemazn din Achromobacter cyolocraster):

0
‘NH, L- o -aroino- e~ i ~NH,
HN N ; HN
| ¢ 10 caprolactamhidrolaza N
D.

D,L

NH, ~H
+ \\//\\//*YQBCOOH
NH,
L-lisina

Q -amino- € -Caprolactam racemaza

iiateria primd, D,L- x-amino- & -ceprolactanu se ponte prepn-
ra ugor din ciclohexan gi este un nubprodus de la sinteza nylonu-
lui.

Cale doui enzime se co-~imobilizeazi prin legare ionlci pe
DEAE-Sephadex, intr-o coloanii,la 42%,

I-ligina se sintetizeazi cu un randesment de 95% atat din
D,L- cit gl din D-X-amino- & -caprolactama.

In alt procedeu, pentru obtinerea I-lisinei din acid mezo-
~2,6-diaminopimelioc se utilizeazi diaminopimelat-decarboxilaza
extrasil din Escherichia coli i bine purificatd, imobllizati prin

includere in poliscrilamidii:
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COOH

| . .
H-C-NH C 00K
I 2 :
H-0-1 CH-NH,,
' .
H-C-H diaminopimelat-~ (éH2)4
| decarboxilaza |
H-C-H COCH
|
- | —JH2 L
COCH

Utilizadnd un reactor cu ouvd gi mgitare produsul de reactie
se formeazi dupd 2 h de incubare la 40°C ou randament de 70%.
Daci se mai adaugi o enzimi, dlaminopimelat-racemaza (extras# din
Microbacterium ammoniaphilum) inclusd separat in particule (perle)
de poliamcrilamidi, se poate converti acidul treo-2?,6-dlaminopi-
melic la izomerul mezo, prin incubare la 40°C timp de 2 ore.
Se foloseste un reactor cu cuvd, cu raoémazé imobilizati. Randa-

mentul epimerizdril este de 46%:

COOH ?OOH
|
HQH—?-H H-(|3‘-NH2
H-C-H H-C-H
| _ - |
HeCel diamino-pimeleat R H-C-H
é racemaza |
H-C=H H-(i!-H
I ;
H-?-NHZ H-C—HH2
COCH COOH

In a doua etapd, produsul de reactié se incubeazi la 50°¢,
timp de 2 ore, cu dlaminopimelat-decarboxilaza imobilizatd.
Randementul in L-lisini poate fi imbunitdtit utilizind un co-imo-

bilizat al celor dou# enzime,
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6°. L-Alsnina ‘

Ca materie primi pentru obtinerea L-alaninei se poate fo-
loai aspartat- P-dccarboxilaza din Pseudomonas tagnei sau Pseudo-
nonas dacunhae. Pentru aceasta celulele microbiene se imobilizea-
zii prin includere in poliacrilamidd. Aductul obtinut se folosegte
sub formid de reactor-coloani cu pat compact.

Prin coloani se trece continuu o solutie 1 M de acld D,L- sau
L-aspaftic la 37°C. Din ambele substrate, L-alanina se izoleaz}
din eluent cu randamente bune (82% gi respecfiv 92%). Dacd se
utilizeaz® acidul aspartic racemlic se poate izola gl acidul

D-aspartic:

COOH
| Cl JH COOH
liiC-Nﬂz -CQ, 3 #COOH sl ,
+
G h el box
CcooH NH, NH,
acid D, L-aspartic L-alanini acid D-aspartic

Dou modele de reactoare énzimatice Pentru producerea alaninei pe

bazd de enzime gl co-enzime co-imobilizate au fost desorise - la pag.

274 din vol. I.

7°. 1-Citrulina, utilizetd in medicini, se poate obtine
din IL-arginind prin actiunea L-arginin-deimidazei microbiene,
prezenti in diverse microorganisme. Activitetea acestei enzime
se poate asocia cu ornitin-trans-carbamilaza.' care transformi

31 trulina in ornitini—i:

N b, N o P

L-arginina L-citrolina
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H

— » COOH
//\\“ 00
H,N

. NH,
L-omitina

Dacteria Pseudomonas pulida avAnd o activitale deimidazicill
Tnalti (nu are activitate transcarbamilaziec#) se utilizeazd sub
ferm# inclusi 1In gel cde poliacrilamldd gi se poate folosi
intr-un proces discontinuu (reactor-cuvd) sav continuu (reactor-
-coloan't) pentru obtinerea L-citrulinei.

Stabiliteten unei coloane umplute cu celule de Pseudomonas
putida imobilizate esie foarte inaltd, aviand un timp de injumitad-
tire de 140 zile la 37°C; L-¢citrulina se obtine cu randament
foarte bun in efluentul éoloanei.

Activitatea enzimaticd reﬁanenté din aductul suport-enzimi
este de 565, descregterea activiti{ii datorandu-se probabil res-~
trictiilor difuzionale ale substratului gi produsului de reactie
in particulele geclului,

Acest . mod de obtinere continud a citrulinei este consi-
derat cea mei buni tehnici de fabricare a unui produs comervial
printr-un procedeu microbian.

In general, procedeele enzimatlice continue cu celule miero-

biere se utilizeazid in cazurile in care:

- enzimele sunt intracelulare;

- enzimele p&re prezintd instabilitate atdt in cursul imo;
bilizdrii cit gi dupd aceea;

- microorgenismele nu con}in gi alte enzime care pot inter-
fera conducdnd la produgl secundari nedoritl sau cind asemenea

enzime, chicr prezente, se inactiveazi rapid in conditiile de
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luecrug

~ subatratele gsi produgili nu au mase moleculare mari, nepu-

nindu-ge astfel probleme legate de efectele difuzionalc.

I1T,5.1.3. Obtinere de L—-=-aminoacizi wrin hidroliza

proteinelor

Procedeul cel ai des aplicat pentru obyinerea L-aminoacizi-
lor individuali este utilizares hidrolicatelor proteinice,
Hidroliza proteinelor se face folosind proteaze gi peptidaze.

Ir plug, prin hidroliza par{iali a proteinelor crexte digestibi-

litatean acestora.

Un procedeu indusirigl btazat pe enzine imobilizate folosegte

FLlactoglobﬁlina care se hidrolizenzi aproape couplet la amino-~
acizii componenti, cu pronazi gi leuecinaminopeptidezi, imobiliza-
te separat pe sticld poronsd., Utilizind doar proneza imobilizati
nidrolize are loc numei In proportie de 70:%. Cu peptidate 5i pro-
nezd imobilizate, o suspensic de c¢nseini (4-5 materie solidd)

se hidrolizeazi in proporyie de 3Ch.

ITII.5.2., Obyinerce antivioticelor de semisintezi

ITT.5.2.1. OQObtinerea acidului G-aminopenicilanic si

a penicilinelor

hcidul é-aminopenicilanic (G-iF4) este un intermediar pre-

tios rentru fabricarea antiltioticelor de semiginteszi, Activita-

tea antibdiotici a penicilirelor erle influentati de cotena late-
rali fixetd pe gruparea -, din pozifia &,

Astfel, acidul 6-aninopenicilanic (V) poate fi utilizat
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pentru ovtinerea penicilinei G (N-fenilacetil-penicilinZ)IVagi a
penicilinei V[GJ- fenoxi)aoe'til-p'ex;icﬂ:lnﬁ] IVb ete:

{ _COR
NH
\ NH’ s,
I l T T
07 o@ N
R-COOH COOH
v V 6-APA

R = -CrI =-C - hs (Iva); -CH -006H5 (1v»)

Pe cale biochimici fermentativd, hidrcliza penicilinelor se
face c¢u 6-penicilin-acilazi (PGR), majoritatea procedeelor fiind
astizi brevetate.

Pirme italiene au dezvoltat metode cu penicilinacilazi in-
clusi in fibre de triacetat de celulozi.

Jeponezii au un procedeu continuu de obt{inere e 6-APA cu
celule de Escherichia coll imobllizate prin includere in poli-
acrilamidi. Enzima se poete izola din microorganisme (Escherichia
coli) si poate_ff imobilizatd gi pe Sephadex-200 activat cu BrCN..

Intr-un procedeu englez, peniocilinacilaza se imobilizeazd
covalent pe o riginid polimetacrilicd, prin retlculare cu glutar-

aldehidi.

Firwe germane folosésc fie penicilinacilaza din Eschericlia
coll imobilizet® covalent pe un copolimer de acrilamid3d-BIS-an-
hidridZ maleici (pentru obtinerea 6-APA din penicilina G) fie
enzima din Boviste plumbea inclusi n fibrele de moetat de celu-
lozd (pentru penicilina V}

Se pot folosl atdt remotoare ocu cuvi gi cu recirculare (pens
tru neutralizarea acidului RCOOH format in reactia de hidrolizd

a penicilinelor), cdt gi reaotoare-coloani umplute cu fibre.
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Intr-o etapi ulterioari ge Indepirteazi proteinele din
6-APA (pentru a evita reactiile alergenice).

Procedeele cu celule imobllizete sunt preferabile celor care
foloseso enzima purd, indepidrtdndu-se etapa de extractie gi puri-
ficare a blocatalizatorulul gi asigurindu~se astfel stabilitatea
sa in timp.

Dupi izolarea gi purificarea 6-APA, urmeazi obtinerea penitoi-
.linelor de semisintezd, prin H-acilare, in prezenta 6-penic111n;zei
(PGA).

PGA se mal poate folosi 91 in alte scopuri, ca:

- scindarea racemicilor derivetilor fenil-acetilatl ai as-
partamului g1 carnitineil;

- reactll de proteciie gi deprotectie in chnimia zaharurilor
gl aminoacizilor;

- N-aoillarea altor nuclee antibiotice etc.

Ca surse microbiene pentru PGA se utilizeazd Escherichia .
coll gi Kluyvera citrophila.

In majoritatea cazurilor in care se lucreazi cu enzima puri
este necesar? stabilizarea se suplimentarid; 1In 1990 s-a descoperit
un procedeu de stabilizare prin reticularea PGA pe agaroz3, ocu
formaldehidi:

/ .
oH + (®-iH, + (0 —>  7-0-CH,-NH-(B)

Pentru a se evi‘a legarea enzimel printr-un singur punct
(CH20 fiind un agent de reticulare monofunctional), ceea ce ar
conduce le agregate putin stabile, se folosegte o cantitate mail
mare de CHZO, aductul obtinut initial tratidndu-se suplimentar cu
formeldehidi, Legarea enzimei de suporl prin mai multe punocte ii

modificd structura terflard prin distorsionare, dar sciderea
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activitiyii biacalnlizntorului este compensnti de creglterea atobi-
lititii sale termice. Aduclul suport-enzimi astiel obtinut este

" operational la pi = 7-7,5.

IIT.%.2.2. Scmisinteze de cefaloaporire

Colalogporinele se pot obtiﬁe din peniciline, fie prin semi-
sintez3 chimici, fie pe cale fermentativid. In ambele cazuri este
vorba In primul rind de o lirgire a ciclului de cicel atomi (t1-.
ecolidinic) din molecula penieilinei, la ciclul de 6 atomi (di-
hidrotinzinic). In cursul reactiei de l3rgire a ciclului de cinei
atomi are loc gi o dezacilare  "a grupirii amino din ciclulde
patru atomi 2l penicilinelor, obtinindu-se acidul T-amino-dezace-
toxiceralosporenic (VI)=TADCA, intermediar in semisinteza cefalo=-

sporinelor:

NH
\3___(15 NH, S Ngz
N ==
07 CH 7 N~F p - \':L
coon ° LR o7 CE aecot,
yi v OH
7-ADCA - _7 ACA

Din 7~-ADCA se obiin apoi: acidul dezacetil-7-aminocefal ospo-
ranic (VII) gi apoi acidul 7-aminocefalosporanic (VIII) -7-ACA.

Atit compusul (VII) cit gi 7-ADCA (VI) reprezinti le randnl
lor intermediari peutru: cefalosporina C (IX), cefalotina (X),
cefacetil (XI) 9i respectiv: cefalolisina (XII), cefazolina (¥III),
cefalexina (XIV):
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NH,
1
HCA{CHy),-CO-NH S
] *
COOM N

S—— N =
o id CHOCGCH.
COOH 3

1=

cngco-m{ S

o7 N~F “a0cocH,
COOH
X
NCCHCONH g

-

NaN._
| SN-CH,/CONH S

\

a”

COOH
xm
C.H-CONH S
1
N\r/ CH,

COOH xv

N=N" —]/
\L N—N
N~ G‘lsl!“s/chn

g

0//’
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Metoda enzimaticl de semisintezd a cefalosporinelor prezintd
avantajul fati de metodele chimice de aciiare prin aceea ci nu
“ necesitd protejarea grupdrilor reactive.

Cercetitorii japonezi au propus un procedeu enzimatic de
obtinere a 7-ADCA dinMfenilacetil~7-ADCA ou o enzimi dezacilanti
din Bacillus megaterium, imobilizatd prin edsorbtie pe celit.
Acest aduct suport-enzimi se intfoduce intr-un reactor-coloand.
Acilaza din Bacillus megaterium astfel imobilizatd mﬁi poate fi
utilizatd atdt pentru reac%ia inversd (acilarea 7-ACA sau a
7-4ADCA). De exemplu cefalotina (X) se poate ob}ine din T7-ACA
(VIIT) gi acid 2-tiofenacetic, prin trecerea continuid a solufiel

de substrat prin coloana umpluti cu acilazd imobilizati:

T-ACA + || “—CH oot acilazd din > X
\\S 2 Bacillus megaterium

III.5.3. Ottinere de stercide

Pentru rcacjiile steroidelor, nu este necesari utilizarea
enzimelor pure. Majoritatea acestor enzime necesité cofactori,
astfel cZ ge pot folosl cu succes oelulele microbiene. Aplicarea
pe scard largid a metodel enzimatice prezintd insd inconvenientul
c3 1n celule existd gi'alte enzime, care pot cataliza gi reactil
nedorite, .

Imobilizarea celulelor combin™ avanidjele enzimelor compo-
nente cu cele ale fermentatiei microhiene.

In transformiirile steroidelor se disting doui reactii im-
portante: dehldrogenaree 151'2 a 3-cetosteroidelor gi 11-(3-
hidroxilarea:
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COHOH
HO ..--OH
A. gimplex
(3-cetosterol-A-
dehidrogenaza)
Hidrocortizon (cortizol)

Prednisolond

Cele douZ microorganisme, Arthrobacter sinmplex gi“

Curvularia lunata se includ in gel de poliecrilamidd reticulat
cu BIS. Tehnica imobilizdril este simpld, polimerizarea se face
in perle si se obtin particule cu o buni capacitate de reténtgie
a activiti{ii cnzimatice (40% pentru Arthrobacter simplex pentru
concentratii cu un continut bacterian de 10% in greutete).
Efectul de protejare a activititii enzimatice la un continut
fnelt de bacterii este datorat stabilit3tii mecanice cresocute a
gelului.

Particulele cbtinute pot f£i folosite In reactoare-coloand
ocu corditia ca debitul de alimentare al coloanel sd fie moderat,
pentru a preveni tasarea materialuluil.

Polimerizarea In perle prezint3i insi dezavantajul utiliz¥-
rii solventilor organici care pot dezdctiva . ¢ofactorii prezentl
in microorganisme. Dezavantajul se inliturd folosind drept co-
factor menadiond (2-metil-l,4-naftochinoni), care suplinegte
pierderea amctivitidtii z}l—dehidrogenazine a celulelor de
Arthrobacter simplex.

Gelul cu Arthrobacter simplex imobilizat este stabil 1la

20°C, dupi 120 de zile activitatea enzimaticd scizénd la 80%
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fath de activitatea preparatului proaspét.

Ambele preparate enzimztice, cﬁ Arthrobacter simplex
gi cu Curvulnris lunata incluse In geluri sunt capebile 22 a de-
termina completa transformare a substratelor.

Din compararea eficientei catalitice a celulelor imobilizate
si a enzimelor imobilizate, rezultd o activitate lﬁl—dehidrogena-
zie® a 3-cetosteroidelor net superioard pentru celule., O compor-
tare similard se obseri la activitatea 1ll- FLhidroxilazicé pen-
tru Curvuleria luneta.

1,2_3ehidro-

Prednisolonul se mal poate obfine gi printr-o A
genare cu celule de Corynebacterium simplex incluse in membrane de
de colagen (pentru obtinerea prednisolonului‘din hidrocortizon
intr-un reactor-coloani).

Celule bacteriene incluse i; gelurl de poliacrilamidi pod
transforme: A 9-3 [-bidroxi-; A 7-3 [-acetixi- g1 A *-3-ceto-

steroidele in [31’4-3-cetosteroide.

I1I.5.4. Sinteze de peptide

Une dintre cele mai eficiente metode de sintezd a peptidelpr
foloseste o rroteazi imobilizatd, intr-un solvent nemiscibil ocu
apa; datoritd faptulul’ c¥ operatia poate fi continui, echiliibrul
de reactie se.deplaseazi spre formarea peptidei.

Enzimele utiliiate gse imobilizeazi prin adsorbtie pe un
suport-rigind schimbitoare de ioni (amberlit), urmatZ de retiou-
lare cu glutaraldehidd sau prin ehcapsulare.

De exemplu, un precusror al aspartamului, (esterul metilio
el N-benzlloxicarbonil-L-aspartil-L-fenilalaninei, XVII) se ob-
tine din acid ¥-benziloxicarbonil-L-aspartic (XV) gi esterul
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=etilic &l I=fernilalaninei (XVI) dupd o reactie propus’® in 1969

de Isowse 51 colaborntorii.

9
I
€3 =CH,~0=C=1¥-Cil=Ci1,~COO0CH i, =CH ,=Ci1-COCH
Oy g =Clip=0~C-IiH-CH-Ci1,~CO0CH  + Cglig=Cl,=Cit-C0Ciy —>
co: S
X7 i
0

!
o d CSHS-CHQ—O—C-}IH-(':II-CHQ-CO—I!H-(I'JI'.—CHQ-Cé?I5
CoCH CO".)C}I3
XVII

Zetodele japoneze de fabricrre a acestuil precursor (IVII)
al aspartamului utilizeazii de re,;uli doull proteane:

e) XK~-Chimotripsind encapsulctid in microcapsule reversibdile.
Sistemul de m*~rocapsule se prepari prin injectar2a urel soluyil
de E-benziloxicarbonilaspartat (XV) «i chimotripsinii Tn tampon-
-carbonat intr-o solutie cere contine esterul netilic el L-fenil-
elaninei Intr-un amestec de solvenii nemiscibili ¢ opa (hevtan
+ cloroform) sl un agert tensiocactiv (tromur? de tetradecil-tri-
metilamoniu).

b) Se poate folosl gi termolisin® adsorbiti pe schimbiitori
de ioni (Amberlit XAD-7) si retioulati cu glutaraldehidi. Termo-
lisine, evind un nunir ani mic de grupe EHz. se folosesc solutil
concentrate de enzimid gi de zlutaraldehidi., Particulele obbinute
se pol utiliza pentru umpleven unor reactoare-coloane din stieli.

C nlt® verianti folosegte termolicini adsorbitii pe anberlit
¢i reticuleti cu gluteraldehidl, Intr-urn solvent nemiscibil cu
apa (acetat de etil). Aductul obiinut se introduce fie in rerctoa-
re~tgnc cu agitare, fie in reactoare-coloan::. Cu rezctorul-coloa-
ri se opercazi la 25°C (ventru a evita tasarea), in timp oe cu
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reactorul-tanc cu asgitare se poate lucra la 40°C. Intr-un aseme-

nea reactor randamentul este de 93%, iar enzima nu trebuile stabi-

2+ 4in

lizat® cu CnC12, deoarece in condifiile de lucru jionii Ca
enzimi nu se pierd. In schimb, 1In cazul reactorului-coloand (ou
pat compact), stabilitatea enzimei imobilizate trebuie asigurati
prin adfugare de CaCl2 la substrat; in lipsa 03012 rendamentul
descregte la 75% dupi 169 ore si apol la 50%. Totusi rcactorul

coloand prezintd avantajul posibilititii de a se opera in flux

continuu.

IIT.5.5. Alte sinteze de comnugi organici

IIT.5.5.1. QObtinere de alcooli optic activi

A, Sinteza asimetricd

Dehidrogenaza alcoolulul extras# din ficatul de cal are
proprietatea de a cataliza reactiile de oxidoreducere a unor
pubstrete de interes pentru chimistul organician, c¢a: aldehide,
cetone mono- gi biciclioce, cetone steroide, ca gi alcoolii lor
corespunzitori, primari gl secundari.

In laborator se pot astfel efeqtua atdt reactii de oxldare

a alcoolilor, cat ;i de :educere a ce*onelor, in fiecare caz
utilizéndu-se un sistem de coenzime recirculabil.

a) Reducerea stereospecific® a cetonelor

Un asemanea exemplu este reducerea astereoapecifici a
(¥) trens-2-decalonei (XVIII) la 2S, 9R, 1OR-trans-2-decalol (XX),
izoldndu-se enantiomerul nereactiv 95, 10S (¥XIX).
- Reducerea este enantiotoplo specificd pentru éfupa carbonil

a enantiomerulul 9R, 1OR (XIX):
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N PN 0 i{zll‘l’r(.‘:]-(!?‘hi: v//"._l-‘[//\ ‘OI{ _,"\‘H,/\\ ,O
l [€ UL otY ) o [ 1 - 7
L ) din Geat . \) + L. J
\/H ~ de cul ~ I{ H\/
(i) P o
- 28, op 1R XX 08, 10s ¥T%
xXvih (optic pu) (optic pus)

Drept coazind se utilizeazi waDt.

b) Oxidarea enantiotopic-gpecifici a alcoolilor

In sinteza esimetrici are o mare importantii deosebirea de
reactivitate dintre doui grupiri enantiotopice.

Astfel, este imposlbil a se realiza altfel decdt enzimatic
transformarea diolului XXI la lactona XXII, datoritid apecificiti-

til totzle wvirtuale perntru grupa pro-S-hidroxietil:

C}"lj CH! g‘ij
A alcool«lehi- A A
/[ ]\ throyen 24 ﬁ > L }
din ficat — Ay
de cal CHO Q" "4,
HO ol e HO Oxindare OH
X ¥ enzimatici

CH,
Y
hrelui|

Se utilizeaz} , coenzima NADY tn prezenta flavin-mononucle-
otidei (pentru reoxidarea NADH format).

Se poate lucra atit ou enzimavsolubilﬁ, cdt gl ou cea imobi-
lizatd, Co-i@obilizarea enzimei gi a coenzimelor se face pe mem-~

brane de ,Hollow-fiber" din acetat de celulozi ou diametrul
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l1umenulul de aproximativ 200 pm, pe care acestea se retin complet,
cu o buni permeabilitate dialitici fagi dé-substrate cu magi mo-
“leculari Joagi. Fentru cofactorli macromoleculari se pot folosi
wHollow-fiber" cu masi moleculard mai mare, care nu impun restric-
t1i in permeabilitatea substratulul; iIn acest caz 1nsd parametrii
cinetici ai rcaofiei enzimatice sunt mai redugi decidt in cazul
utilizirii cofactorulul solubil.‘neimobilizat.

B, Ob*inere de alcooll optic activi prin hidroliza

enzinaitici enantiognecifici

K -Chimotripsina este folositd frecvent pentru hidroliza se-
lectivi a esterilor in cazul utiliz#rii unor grupe protectoare.

Astfel, specificltatea enzimei pentru grupelé.aromatioe
permile utilizarea sa In cazul compugilor care contin grupe - ~-OH
sau —NH2 protcjate. O ilustrare a’acestei aplicatii este hidro-

liza dilesterilor tropanului:

N’m’

CH,C00
)

O~  xxm OO,

~ \\\\::thanunl
N N

HO CH,00

) (+)
oy ORISR ox o
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In compusul initial (XXIID celé dou’ grupiri esterice sunt
foarte esemihiitoare: totugi, la hidrolizi slecalini datoritid frac-
torilor sterici reaciin ere loc sclectiv in pozitia 6, obtinfin-
du-ge G-FLJddroxiderivutul (XXIV). Pe de altZ parte specificita-
tea aromatici a enzimei fnce ca hidroliza biccatalizagti si coudu-
c¥ exolusiv la (+)-3 o -hidroxiderivatul (XXV) .

In afari de ercteraze se .nal pot folosi gi lipaze.

La pes. 86 este descris un reactor cu lipazi pancreetioi
bovini imobllizati pe ,lollov-fiber", utilisat la dedublarca unor

amegtecuri racemice de glicidil-butirati.

IIT.5.5.2. o =Cetoncizi

o =Cetoacizii sunt importen%i pentru tercpia uremiei cronice.
Prepararca lor pe cale chimici din aminoacizi esen%iali cate
foarte complicati gi decurge cu rarndmmente mici. Utilizind amino~

_acla ~oxidaze se pot ob;ine fpe cnle ennimatici majoritatea
ok-ocetoacizilor., Deoarece ins¥ costurile oxidazelor comerciale
sunt foarte ridicate, s-& sugerat ideca utilizirii uwnui sistem
de douf enzime format din L-~aminoacidoxidaza din Crotalus ada-
manteus (garpele cu clopotei) gi cetalaza co-imobilizate pe sti-
0l& alchilaminats. Se alege oxideza, deoarece ceto-anelozii
triptofanulul gi histidinei, care nu pot fi prepara%i prin sin-
tez% chimici, se obtin sub actiunca acestei emzime. Prezenta ca-
talazei miregte stabilitatea i deci activitatea oxidezel, dato-
ritid degradiirii rapide a H202 (produs sccundar), cu regenerarea
simultani a oxlgenului utilizabil In reactia de oxidare. Se re-
duce astfel riscul rcactiei secuniare n cetoacidului format cu
H202 acumulatd din reactie.

Din punct de vedere cinetic, un reactor-cuvi cu agitare
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apare mgi favorabil deocdt un reactor ou pat oompact, in al
doilea caz producdndu-se inhibaraa'enziméi printr-un oontaot
prelungit cu substratul.

Preparatele enzimatice astfel obiinute sunt sufioient de ao-
tive gl stabile, pentru un numfir mare de experiente.

Acidul 2-ceto-I-gulonio (intermediar fn sinteza viteminei O)
se obfine industrial prin oxiﬂafoa microblan% a L-sorbozel prin
intermediarul L~-sorbosona’. fiind necesare douX enzime:

?3203 CH 0 fazon
H-C-OH H-C~OH n-c':-on
| | e
HO-C-H i-gorbozo- ., o c.p rbos HO-C-H
| dehidrogenaga | oxldaza é_
H-C-OH H-2-OH H-C—OH

c-o ' é-o J:-o
éHZOB éﬂo c':oon

I-Sorboza L-Sorbosond Aoid 2-oeto-
' -L-gulonic

Celulele de Gluoonobaoter melanogenus inocluse In gel de
poliacrilamidi sunt eficiente pentru etapa transformirii L-sorbo-
sel fn L-sorbosoni. Deocarece fn aceste ocelule aotivitetea lL-sor-
bosonoxidazel este relativ solizuti, pe'ml-ur! de L-sorbosona se
aoumuleaz¥, se atinge o conoentratie eritio! la ocare are loo

dezaotivarea L-sorbosonozidaloi.

ITT1.5.5.3. Altl acizi carboxiliei

a) Aocidul acetig
Un exemplu dintre mmlte altele pentru sinteza aocidului

‘acetioc din €O, gi H, este metoda Japonezi (ocompania Daiocel) care
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folosegte Aocetobasterium simplex fntr-un reaotor ou membrani gi
ou egitare, cu un randament de maximum 141 g/l/zi.
b) Aoidul cis-cis-tuconic se objiine din aoidul benzoio

(compania Mitsubishi Kasei) ou Arthrobacter sp. liber sau imc-

bilizat, Intr-un reactor ou memdrand:

COOH

robacersp., FOOCN /TN
@ __ Arthobacter sp. . COOH

o) Acidul urocanic, un agent-ecran anti UV se obtine din
L-histidind sub actiune L-histidin-amoniuliazei miorobiene, con-
{tinut¥ in celule de Achromobacter liquidum, care se inolud in gel
do polimorilamidi:

N 'CH'?OO- L histidinemoniw: =CH-COO
lk | NH; 1 "\ |
N 3 azd N

H H

i L-histidina Acid wrocanic

Inainte de utilizare celulele se trateazX la 70°C timp de
30 minute pentru inactivarea uroocanazei oare transformX aeidul
ursoanic in acid imidazolon-propioniec,

Celulele imobilizate se intreduc fntr-o coloand prin ocare
ge trece o solutie apoasX de L-higtidin¥ (pH ~9) ce ocontine ioni
de Mgz+. Se lucreazi la 37°C. Din efluent aoidul uroccanio se igo~
leaz¥ cu randament de peste 90%, Ionii Mg2* asigur¥ mentinerea
activititii ensimatice (timp de TnjumAt&fire = 180 zile la 37°0).

d) Sinteze de acizi L-hidroxicarboxilioi

« Acidul L-malic este utilizat pentru tratarea afectiunilor

hepatice.
Un procedeu mixt, nipono-finlandez de fabriocare in flux
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continuu a ac¢fidului L-malic din fumarat de amoniu, utilizeazi
celule de Brevibactorium enmonisgenes imobilizate prin includere

in gel de poliacrilamid¥. Celulele contin fumarazi:

LCOONH, H
e e Brevibactesinm : o
H/NOOC T e s HOOC /\g}rcoon
™ Acid V.-malic

-Acidul R (~) mendelic este un intermediar valorecs pentru

industria farmaccutic#. Sinteza sa asimetrici se bazeazi pe re~
aciia de reducere & acidului benzoilformic.

Se gtie c¥ reactiile enzimatice de oxido-redqcere necesiti
cofectori ( NADH sau UADPE ).In plus, dehidrogens-ele sunt mai
puiin stebile decit alte enzime., IM scopuri industriale, a fost
deci mesezard punerea la punot a unor procedee de stabilizare a
acestror enzime, dar gi de utilizare a unor preparate enzimatice
care si asigure regenorarea cofactorilor.

Un astfel de exemplu il constituie un procedeu japonez care
utilizeazi doul substrate (benzoilformiat gi formiat) si un sis-
tem de doad enzime co-imobilizate, plus o coenzimi nativi (vap%),

Cele douX enzime sunt:

-dehidrogonana abdbreviat¥ BFR, 1zolatd dain Streptococcus
feecalis IFO 12964 gi

~formiat-dehidrogenaz¥ (FDH), scparat¥ din Candida boidinii.

G 5. COOH

qH,cocoon — _BRR :
£ N
m’t 2 Acid R(-) mandelic
€O HCOOH

FDH
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Cele dousd enzime se co-imobilizeaz® printr-o metodi fizioX
(inoludere intr-un gel insoludil de oopolimeri aoriliei), folo-
sind,metoda pilo#turilor" (vezi wol. 1).

Astfel, BFR gi FDH se suspendi impreunX ou 8% dextrinX gi
1% BSA intr-o ocantitate minimd de tampon fosfat 0,1 M, pH = 7,5.
Dupd uscare, gelul format se transformX 1Im pulbere.

Separat, se prepari o solufie de monomeri aoriiieci (p&li-
etilengliocol —diaorilat, EIS gi 2~hidroxietil-aorilat) in metil-
celosclvy saturat ou azot. Solutia astfel obiinutd se amesteci
ou pulberea de enzime in prezem{a peroxidului de denzoil (initi-
ator de polimerizare), la 35°C in atmosferi de PR Selul format
se las¥ e se . matureze, timp de 5 ore la 35°C dupi ocare se
transformi in foi subtiri gl se spalZ blne cu o solufie tampon
fostat 0,1 M, pH = 7,5, '

Co-imobilizatul obtinut se folosegte la umplerea unul reac-
tor~coloan® prin care se pompeazi solutiam de substrat. Solutia
de sudbstrat ocontine benzoil-formiat de sodiu, formiat si NAD"
in tampon-olorhidrat de etilendiamin¥ 0,05 M, pH = 7,5, Pentru a
pe asigura o reducere eficlenti a NAD' la NADH, concentratia
formlatulul trebuie si fie de 3 ori mai mare decit cea a benzoil-
formiatului,

Reactorul, avdnd o productivitate constanti de 90%, este
functional timp de 2 luni. NADH se recupereazi din amesteoul
brut de reactie prin treocerea acestule printr-o membrani osmotici
reversibill, ocare las¥ a¥ treaod doar R (~) mandelatul, retinfnd
coenzima,

Un alt procedeu de obtinere a acidului R (-) mandelie din
acld benzoilformic utilizeazi celule de Streptomyces faecalis

oo=-imobilizate ou NAD prin encapsulare.
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II1.5.6. Obtinere de reactivi pentru sinteze fine
Bnzimele imobilizate pot fi folosite pentru sinteza majori-

ti411 ocompugilor biclogic aotivli ca: porfobilinogen, glutation,

ooenzime, compugl marcatl izotopic eto.

I11.5.6,1., Sintaza porfobilinogenului

Dehidrataza aoidului () -aminolevulio oatalizeaz¥ sinteza
porfobilinogenulul pornind de la douX molecule de amoid ¢S-amino-

levulie:

(XS ERET COCH go()}{ (Ijg‘)-‘)H
(F‘H: ?’yh D-lsdrataza actdulwd CH? (C‘H”2
?HQ . (!‘-H : s ~aminolevulic | I

?:{) C \'»L CI-L" N~

(l-:}lZ (.Hh I—L)O I!\I‘H‘ H

NH, ~“H )

Porfobilinogen

Pirolul substituli astfel ob{inut este precursorul porfiri-
nelor, olorofilelor gl vitaminel 312'

Dehidrataza acidului g-aminolevulio din fiocatul bovin are
o masi moleoulari de 285.000 Da gi este ocompus¥ din 8 subunitii{i,
fiecare din ele ou o masX de 35,000 Da.

Substratul formeazd cu enzima o bgz& Sohirf, Enzima extrasi
dir ficatul bovin gl purificatd se imobillizeazi pe Sepharozi 4B
activati ou BrCH, iar aduotul obfinut se introduce fntr-o ooloani,
Nu se reoomandi prooedeul ,batch" pentru cZ enzima este puternio
inhibatd de produsul de reaotie.

1780 pot folosi gi celule de Chromatium vinosum pretratete ou
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etanol (pentru inhibarea urogen-siﬂtetazei).
Produsul de reactie poate fi marcat ou izotopi (130 gau 15])
si transformat in porfirihe gl compugl Inruditi utilizati in stu-
dil speotroscopice (rezonant{¥i magnetic¥ nuoleari, speotroscople

Reman cu laser),

I11.5.6.2. Sinteza slutetionului ( 3 ~L-glu*smil-L-

cisteinil-glioinaz

Numeromse brevete descrin minteza glutationulul din glutamat,
olstein¥%, glicini gl ATP,ou glutation-sintetazid imobilizati.

Enzima extrasi din Sacoharomyces cerevisime gi purifioatd
se imobilizeazi covalent pe un suport activat. Randamentele in

glutation sunt mal mari decdt in procedeele cu enzimi liberi,

HOOC-?H-CHZ-CH2-COOH + Hzﬂ-?H-COOH + HzN-CH2-COOH————-—>

§H, CH,-SH
lutation= HOOC=CH-CH,,~CH ,~CO~FH~CH-CO~NH~CH,~COOH
gintetazi, ATP ) )
N, CH,-SH
2
glutation

I1J,5.6.3. Obtinere de cofactoxl

Metodg pintezal ohimice rdmfne ceg mal accesivilX pentru
multe coenzime, obtinerea acestora riin bloeintezd necesiténd
sisteme enzimatice complexe.

De exemﬁlu. sinteza coenzbmel A 4in aoid pantotenic neceasiti
un sistem de 5 enzime., Aceasti sintezZ se poate face ou celule de

Brevibacterium ammoniagenes incluse in gel de polimorilamidX
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I11.5.6.4, Sinteze de compugl radiomarcatl

Compugii farmaceuticl cere conyin izotopi ou viat{d scurtd
se utilizeazi in metodele externe de investigare olinici, Dacld
sintezele chimice sunt relativ lente gl nestereospeolifice. oondu-~
cind la racemicl,cintezele enzimatice sunt rapide gi stereospeoci-
fice,

Un dezaventa] al gintezol enzimatice este impurificarea
produsului de reactio ou suvstanie antigenioe sau pivogenice, dar
se poate tnlitura prin imobilizarea enzimel care .sste astfel
separati de alte proteine.

In acest fel se pot sintetiza de exemplu:

- 1y.1-slanine (3% are ty/p = 10 min.)”obfinut! fn 4 minu.-
te cu un sistem de dous enzime imobilizate;

- gecidul 13N-L-glutamic ge sintetizesz& intr-o singuri etapX
trecédnd o solutie de 13NH3 gl ocetoglutarat printr-o ooioan! ou
glutamat-dehidrogenaze imobilizatl pe perle de sillice eaotivati
cu un derivat de N-hidroxisuocinimid¥, Eluatul ob{inut se ameste-
¢3 cu pirivat gl se trece prin a doua coloani oe ocontine trans-

aminaz¥ imobilizati.

IXT.5.7. Utilizarea ensimelor imobilizate pent

reactii in mediu neapos

I1I.5.Te1l. Metode de modificare a enzimelor

In unele cazuri, in oare reacfiile enzimatice trebuie oondu-
se fie in solven{l organioi anhidri ., fie in soluyii bifazice
api-solvent organio nemigoibil ou apa, este necesar ca bioocata-
lizatorul s¥ fie modifiocat, fdcdndu-l solubil In solventi lipo-
£i11.
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Aceasta pe realizeazd prin fi££rea covalentd a unul poli-
etilenglicol (PEG) ou masi suficient de mare, pe moleoula enzimei,
Ca urmare rezulti o serie de consecinte:

- enzimele devin solubile n solventl organioi oa: benzen,
toluen, CBCIB,I,I.I;trioloretan. tricloroetilend etes;

- unele proprietiti importante ale enzimelor, oca: stadili-
tatea, activitatea gl specificitatea pot f1i alterate; .

- = ge simplificX studiile speotrosoopice asupra conformatici
enziwelor.

Cel mai des se fologegte monometil-PE3 ocu masa moleoculari
medie de 5000.

Se pot folosi mai multe metode pentru legarea covulentld a
polimerului PEG. pe suprafata enzimeil, toate implicdnd reactie
grupelor amino din pozitia § a resturilor de 1lisinX, ocare ‘este
preferabil s¥ fie plasate pe suprafata moleculei biooatalizato-
rului,

Etapale acestui tip de imobllizare var fi:

1) Activarea Me-PEG ou cloruri de oianuril:

QA Me-PEG-OII a
N//KN N

d "N« Ha O N0
PEG-Me PEG-Me

Mo-FEG = CH,~O(CH,~CH,0) H

2) Legarea covalentl a enzimei:

Ha-(®) ®

/)\\v
N N N ~
Q/LCN)J‘? e 9L<NA9
PEG-Me PEG-Me PEG-M¢ PEG-Me
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O varianti a metodel easte utiligarea unul oopolimer sintetio

al anhidridei maleice, oare oon{ine grup¥ri anhidridi, reaotive:

05~9~0 H,N o, NIE)
oty MO ] oy §

o of 30 0]
_ PEGMe  PEG-Me PEG-Me PEG-Me

Metil-polietilengliocolul mai poate fi legat de moleoule
enzimel prin inlermediul . unui derivat uretanie, obtinut ou un

oloroformiat reaoctiv:

0,N{Q)}-ocoa 9
) . f
\. C
-PEG-OH
Me-PEG-O ?/ \0-C5H4-N02
HCl  PEG-Me

Carbonatul mixt astfel format va fixa enzima prin inloou-

irea grupei reaotive p-nitrofenil ou grupa -§H, a ensimel:

HN-E)

D o
1]
L
9/ O-CgH,4 -NO, = 9/(:\ N}{@
PEG-Me PEG-Me

0,N-O)-oH

uretan

0 alt¥ variantd pentru fixarea ensimei utiliceasl « -metil-
- W -gcarboxi-PEG, aotivat ou N-hidroxi-suooinimidks
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[ onon
RN
- % \\ 0,
Me PEG O CIL COOIL =7 4 ¢ —— N j —
CH7
HaN (E) % O PEG Me
\ LGN

L 0O

[ |

Lo M PEGMe

T

Tehnica de 1;éolubilizare in ap¥ a enzimelor poate fi utili-
zat¥ le majoritetea protelnelor, inoclusiv hidrolazele (lipase,
proteaze), enzime redox (dehidrogenaze, oxidaze) gl traneferaze
{(gluocozlidaze).

Activitatea enzimatici remanentd a preparatelor este in
general ridiocati (50-80%), majoritates enzimelor devenind golu-
bile in solventi organici dupid atagarea a 5-10 lenfuri de
PEG/moleculd.

Enzimele modificale ocu PEG pot fi recuperate din solugiil de

benzen sau toluen prin preoipitare ou eter de petrol sau hexan.

III.5.7.2, Tipuri de reactii enzimatice care deourg

fn mediu neapos

A. Reactil fn solventi organioi

Mejoritatea reaotiilor enzimatice au loo in mediu apos,
solventili organici producéind de¢ regul¥ denaturarea diocataliza-
torilor. In unele cazuri insi, reaotiile in mediu apos prezinti
dezavantaje ca:

- dificultatea indepirtXrii apei din produsele de reactie
(datorit¥ punotuluil s3u de fierbere ridioat);

- risoul aparitiei unor resotil soouhda:e nedorite
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(hidrolizﬁ. racemizare, polimerizare, desoompunofea produsilor
de reactie) faoilitate de prezenta apei etac,

In mediul lor natural, multe enzime ao}ioneazX in oondifii
hidrofobe, in prezenta unei membrene, sau legate de ea.

Din aceste oonsiderente, in unele cazuri in ocare prezenta
apeil poate denatura enzima, se poate luora intr-un solvent orga-
nic care si oonserve aotivitatea sa bioocataliticX.

Solventii complet anhidrl . nu pot conserva aotivitatea en-
zimaticd, urmele de ap¥ fiind neocesare pentru catalizi, Problema
este odtd apd trebuie s% contin¥ enzima pentru a-gl conserva
activitatea?

Astfel, se gtie 04 o -chimotripsina, cu 50 moleocule de
api/moleculs de enzimd riAmfne aotivi, ceea ce e mult mai putin
3008t necesar pentru a forma un strat monomoleoular de ap¥ in
Jurul enzimei. Subtilisina sau unele lipaze se comport¥ similar
in prezenia urmelcr de api. In oazul altor enzime este necesari
o cantitate mult mal mare de api pentru a-gi oonserva asotivitatea
De exemplu, polifencloxidaza neocesitX prezenta a 3.5.107 moleoule
apid/moleculd enzimi,

In sietemele blologlce, majoritatea apei ( > 98%) servegte oa
solvent (,api liberi"), numal o oantitate mioX fiind retinuti
pe suprafata erzimel (,api legati™).

Irazenta ,apei legate™ este un element orucial pentru
struotura gi eotivitatea enzimei.

NDe aovea, chilar 1n cazul catalizel enzimatice in solventi
organizi poate fi tnioouit& ou acegtia numal ,apa liberd®, f&ri
a se alteras conditiile din mioroveoinXtatea molsculei de enzimi.

B, Reamciii enzimatice in sisteme bifazice api-solvent
organic nemiseibll ocu apa

Agsemeonea nisteme oonstau din doud faze maocroscoplce,
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oontindnd faza apoasX ou enzima dizolvati gi o fazi de solvent

organio nepolar, preferatil lipofil gi ou masf molecular# ridi-
cat¥ (hidrooarburi, eterl, esteri etc). Aceste sisteme prezintX
aventajul distaniirii bioocatalizatorului de faza organioi,

Un exemplu de recactie care decurge 1n sisteme bifazice
aphi : solvent 1liporil este hildroliza enantiospecifiod a racemlioi-

lor esterilor X -aminosoizilor in prezenta chimotripeinei;

R-CH-COOR' —==Chimotripsina, p_cy_coom + R-CH-COOR'

i /’ ! |
Nﬂ2 H20 NH2 NHZ

DL L D

Reactia de dedublare e unor racemici al esterilor « -amino-
aocizilor in mediu apos preziati o gerlie de dezavanteje oa: '’

- posibilitatea polimerizirii esterilor racemici in prezenta
chimotripaineis;

- efectul inhibitor al esterulul D-aminocacidului asupra
enzimel;

- oaraoterul nespecific al hidrolizel in mediu apos.

Un numir relativ mic de asteri ai D,L -x-amlinoaoizilor
(agterul metilic al DL-metioninef sau al DL-treoninei eto) pot
fi supugl scind¥rii enantiospecifice ou chimotripsini in mediu
apos,

In schimb, dac¥ se luoreazi intr-un sistem bifazio apid-sol-
vent nemiscibil ou apa se pot sclnda ou bune randamenta o serie
de compugi ca: esterul etilic al DL-fenilalaninei (in ap¥-toluen),
esterul metilio al DL-~fenilaleninei (in api-acetat de etil) eto.

In asemenea cazurl faza organici servegste oca solvent pentru
substrat, iar faza apoasi oa solvent pentru enzimi. Totodatld
solventul organio nu trebule s& dizolve produsul de reactie

(L- % -aminoacidul),
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De exemplu, in cazul easterulul metilioc al D,L-fenilalaninei,
metoda hidrolizei in sistem bifazic conduce la un rendament de
'98% In L-fenilalanini,

0. Reactii cu enzime suspendate in gpolventi organioi

monofazlicl

Prima reactic enzimatic® de acest fel a fost realizat¥ in
1900 de J.H,Keetle gi A.S.Loevenhardt. Enzimele pot fi transforma-
te in suspen~ii 1n solventil organici iIn care sunt insolubile.
Din motivele zoritate mal inainte, pentru ca o enzim¥ s¥-gi pis-
treze activitaiea cataliticX este necesar ca moleoula sa s¥-gl
oonserve .o~ legati", De aceea solventii organici utilizati nu
trebuie 531 fie complét anhidri . decarece pot extrage ,apa legatl"
de pe supralat: moleculel enzimel. Reactiile enzimaiice se vor
petrece cu bune randamente daci solventul organioc va contine o
cantitate micX de api (sub 2%). Pentru o asigurare in plus,
golventil pot fi satura{i ocu ap3 inainte de efeotuarea reaotiei.

In apreciorca compatibilititii dintre activitatea enzimatiol
g1 hidrofobicitatea nolventilor se iam in oonsidqrnre: parametrul
ie solubilitate Hildebrandt (§ ), constanta dieleotriocX ( &) gi
momentul de dipol ( m), Cele mai sigure rezultate se obtin uti-
1izird logaritmul coeficientului de partitie (log P) a unui
colvent dat intre l-octanol gi ap# (tabelul nr. 22 gi nr. 23).

Consultind aceste tabele se observd din wvalorile log P o¥
solventil organioci miscibili ou apa gi hidrofili (DMF, DMSO,
acetonX, alcoolii inferiori) sunt incompatibili, pe o#énd in
solventil lipofili nemisoibili eu apa (aloani, eteri, arene,
haloalcani) se conservi o aotivitate catalitiof inaltX a enzimei,
deoarece asemenea solvent{l nu au o aginitate pentru apa de pe

suprafata biocatalizatorului.
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Tabelul nr, 22

Compatibilitatea solventilor ou activitates enzimatiol

log p Migoibilitate ou apa| Efeote asupfa aotivitétil
enzimelor )
-2,5 1a 0| Complet miscibil Se pot utiliza pentru solubili-
zarea substratelar lipofile n
concentratii de pé&n% le 50%
(V/V), idr¥ a afeota enzima
0 la 2 Par{ial misoibil UtilizXri limitate datorif!
dezaoctivirii rapide a enzimei
P2 la 4 Slab misoibil Determini o distorsiune qlab!
a moleculel enzimei; se folo-
sesc ocu precautie deoareoce
aotivitatea nu este predioctibdi-
18
>4 Nemisoibil Nu determini distorsiuni ale
enzimel gi asigurl o fnaltd
retentieo a activitétii.
Tabelul nr. 23
Valori ale lul log P pentru solventi uzuali
Solvent log P Solvent log P
1 2 3 4
Dimetilsulfoxid (DMSO) -1.3. Acetat de amil . . 2,2
,§-DimetilformamidX
(oxe) -1,0 Toluen 2,5
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Tabelul nr. 23 (continuare)

0| 2 3 4
Etanol -0,24 Octanol 2,9
Acetoni ~0,23 | Dibutileter 2,9
Tetrehidrofuran (THF) | 0,49 cel, 3,0
Acetat de etil 0,68 Ciclohexan 3,2
lAcetat de propil 1,2 Hexan 2 3,5
Acetat de bubil 1,7 Octan 4,5
kHCEB 2,0 Dodecan 6,6

Numai in unele cazuri in care se folosesc subgtrate polare
(compugi pclihidroxilici) -e pot lua ™n consideratie gi solventii
misecibili cu apa ca: dioxan, THF, J-netil-3-pentanol sau piridi-
na. Totusi gi fn ccestl zolvenyi maioritatea enzimelor se dez\;-

activea  .‘num:i enzime exiren de stallle (ca subtilisina) se pot
foles. 5 soemensa conéifii, ;
Dec-tece 1» mediu de solvanti organici grupele tunotibnalo
ale ep%n. > .. ru un. _onipate gi rum conformafia ensimeoi gi deodl
activiisien 5i .yr»ificiﬂataa ~unt influentate de pH, este nece-
sar ca iral (2 <¢ =loctuares reactiei enzima solid# s fie obfie
nutd prin 1 cfilizare sau prin precipitare dintr-un tampon cu
pH optim. v
Enzima suspendatd In solventii organici se folosegte sud
formX de imobilizat. Ca supo ‘uri se utilizeazX mai frecvent:
celitul, elginacul, 3ilicagelul, suporturi organice neionice eto,

iar ca metod: ce Jmobilizarc-adsorbtie pe supratafa suportului,
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care determini o mai bunid distribufie a bioocatalizatorului, sau
includerea in alginat (pentru lipazele folosite in reactiiile de
esterificare gi transesterifioare).

Activitatea oatalitioX remarcabil® a unor enzime solide in
solventi organici poate fi explicatid prin proprietdtile speciale
ele proteinelor. Astfel, in contrast cu starea oristalin¥ densi
a substantelor ocu mase moleoculare mioi, proteinele solide ﬁu
structuri delicate, Acestea prezint¥ suficienti mobilitate, pea®
tru ca unitatea enzimatiod s3 sufere modifiolri conformafionale
minime In cursul formirii complexulul enzimX-subsirat,

Suprafata totall a enzimelor in stare solid¥ eate de ordinul
1,3.10% w?/Kg dacX sunt imobilizate pe silice gi de 1/3 la 2/3
din volumul total dec¥ sunt imobilizate pe ,Hollow~fiber™ prin
filere intr-un solvent.

Daci gi agltarea eate sufiocient¥, substratul nu numai ci va
avea acces la suprafeta ocentrilor aotivli ai enzimeil, dar va gi
penetre In interiorul tiocatalizatorului aflet in stare solidX.

In locul solventilor orgeniol lipofill se pot folosli gl gaze
supercritlce oa CO, (T, 4 = 31°% 61 Porst. = 73 barl), care pre-
zintd o solubilitate similarZ ou ocee & hexanului; aceste gaze se
pot utiliza ca mediu de dispereie sau co~solvent pentru conversia
substantelor organice lipofile.

Dintre enzime, hidrolazele sunt cele care pot servi sud
formi de suspensili in solventi lipofili sau In gaze supercritice
mal ales pentru oatalizarea reeaotlilor de: esterificare, trans-
esterificare, mlooolizX i hidrolizi,

Asemenea medil de dispersie prezinti o serie de .avantaje
ca: toxicitate redus¥ sau absenta el, usurinta cu care se inde-
pirteaz¥, slaba lor viascozitate (care asiguri ¢ difuzie Tnalti a

substratului la ceantrii activli ail bioocatalizatorului).
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In mod special 1In cazul gazelor superoritice este posibil
un oontrol al vitezelor or de reactle, deoarece variatii miol ale
'temperaturii sau presiunii modificd mult solubilitatea la punotul
eritio,

In concluzie,pentru a se asigura bunul mers al reacfiilor
in oazul utilizirii enzimelor in stare s011dX (imobilizat¥) in
medil organice ou continut mic de spi, sé& iau in considerare
urmitorii faotori:

- solventii hidrofobi sunt mal compatibili deoft unii dintre
cei hidrofili (log P pentru solveniil organicl este mal mare de
3 sau 4 ori);

- atraiul de ,ap3 legatXZ" de pe moleoula enzimei poate fi
conservat, mai ales dacd solventll organiocl se presatureazd ou
apd;

- se pot asigura valori ale pH-ulul din microvecindtates
enzimel ideantice ou pH-ul optim;

- sunt necesare agitarea sau sonicarea, pentru a mirli difu-

zia subgtratuiul la suprafata blocatalizatorului.

II17.5.8., Consideratii generale asupra utilizirii
enzimelor imobilizate In sinteza organioll

Din cele aritate p8sid soum, reiese ou claritate superiori-
tatea enzimelor imobilizate asupra celor solubile (libere) in
diverse aplicajil ce privesc sinteza gl semisinteza unor compusi
organici ou largd aplicabilitate.

La alegerea unei strategii de urmat pentru chimistul orga-

nician se vor lua in considerare mal multe aspeote.
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II1.5.8.1. Aplicabilitatea metodel elese

Degl utilizarea preparatelor de enzime imobilizate este -
net suporioari operirii ou enzimele solubile, exist¥ un numir
relativ redus de biocatalizatori (proteaze, .esteraze, izomeraze)
pentru care s-au pus la punot metnde de luoru ou agregate suport=-
-enzim¥, greutit{i inté@mpindndu-se in speoisl in cazul oxidoreduc-
tazelor.

Sintezele organice au ca scop ruperea sau formarea unor le-~
g¥turl de tip C-X in care X = C, H, N, 0, P, S, halogen eto., Din
neferioire specitioitatea oconstitutional¥ restrinsi a enzimelor

exolude utilizarea practicd a majorititii lor.

I111.5.8.2, Stabilitatea preparatelor de enzime
imobilizate

Stabilitatea pe termen lung a preparatelor de enzime imobdi-
lizate este de o importanti majord pentru reac{iile organice care
fn general au o durati mare. Se cunoagte cX inobilizatiéa &uoe la
o oregters a stabilitiflli enzimelor dac¥ se alege o metodi de
imobilizare adeovati. In special iacluderea in geluri, encapsu~
larea gi legarea chimiod a enzimelor pe suport au un efeot favo-
rabil asupra stabilitdtil in timp a enzimelor, in timp oe, de
exemplu, imobilizarea prin legituri ionioce oopduoo la preparate
mai putin staebile decdt cele dintéi.

Stabilitatea substratelor gl ocanzimelor in conditiile de
reaotle este alt factor important, ocare impune alegerea suportu-
lul, a metodei de imobilizare gi a condiyiilor de luoru (in spe-
¢ial pH-ul) pentru care atdt cofactorii ofit gi substratele res-~
peotive trebuie si prezinte o stabilitate cit mal mare, evitsn-
du-ge reaotiile secundare.
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IIT.5.8.3.1. Acceagibilitatea datelor speocifice

Datele privitoare la enzimelée imobilizate utilizate in re-
aotii organice trebule si arate o buni conoordanfl¥ ou cele ale
enzimelor libere, Trebule studiate in speoial speoifioitatea in
prezenta substratelor gi inhibitorilor oa gl efectele solventi-~
lor organicl, ale modificirilor de pH, temperaturd gi concentra-
tie & eleotrolitilor, Esie de agtoptat astfel oa, atit enzimele
libere cit gi celo imobilizate sZ se comporte aseminitor in ocon=
ditiile date pentru a se prevedea mersul gi rezultatul sinteze-

lor orzanice.

I1T1.5.8.4. Costuri si accesibilitgte comerolald

In multe cazuri costul ridioat al preparatelor comeroiale
de enzime imobilizate es*2 prohibitiv pentru chimistul sinteti-
cian, ocare-gi poate prepara singur aductui dacid metoda de imobi-
lizare si materlalele utilizate (suport,-enzim3¥, cofactori eto)
sunt relativ acceslbile economic. Cu cét aduotul suport-enzimi
este mai stabil g1 mail operational in timp, ou atdt ocostul imo-~
bilizdrii scade. In cazul oxidoreductazelor trebuie lrati in

oconsiderare s1 ugurinta de regenerare a ocofaotorulul folosit,

III1.5.8.5. Alegerea prooedeulul experimental

Enzimele imobilizate prin inocludere in fibre sau prin micro-
encapsulare necesitd in general un echipament sofisticat, greum
de realizat in laboratorul de Chimie OrganioX.

In schimb, enzimele imobilizate pe sau inoluse %n suporturi
insolubile oare pot f1 utilizate fn procedeul ,batoh® sau in oo~

loane permit o adaptare mai ugoari,oun oondifia ca preparatele si
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aib¥ o activitate ridicatid gl o buﬂﬁ stabllitate chimioX gi me-
canici,

Metoda cea mal atractivd pentru laboratoarzle de Chimie
Organici este utilizarea coloanelor ou preparate enzimatice.
Pentru enzimele hidrolitice asemenea instalatil sunt termodinemio
nefavorabile, dar pentru sinteze bazate pe reactil reversidbile ca
de oxemplu, formarea de esteri optic aotivi in cazul a(-chimotrip-
ginel, devin practicablile. Succese notabile s-au obf{inut ou ase«~
menea instalatii in sinteza de nucleotide.

Coloanele nu sunt recomandebile pentru reaotii ou oxldore-
ductaze cici implicd recuperarca cofactorilor.

In cazul reactiilor oe folosesc substrate greu solubile in
api, seo poate lucra ou rezultete satisficZtoare in procedeul ou
ocoloans, folosind amestec heterogen substrat-enzimi solubil¥ In
apie.

Un proocedeu de rutini pentru chimistul sintetician, metoda
obatch" (tanc cu agitare)in care se folosegte enzima imobilizat¥
pe un material poros,poate da rezultate mai bune in cazul substra~
telor insolubile in apd. Solubilitatea mai poate fi influentatd
gl de utilizarea unor solventl organiol sau a compugilor tensio-
activi. Dacl substratul oconfiine grupiri acide sau bazice, solu-
bilitatea sa poate fi modifioati prin modifioarea pH-ului (2n
special la substrate bazice). -

Dintre cele doui procedee de laborator (,dbatoh" sau coloank)
se va alege pentru fieoare sintezX¥ in parte acela care are un
;fect favorabll asupra vitezel de reaotie. De exemplu, pentru
reactii in mediu apos in prezenta unor cantitiiti mari de ensimi
ce. pot produoce uneoii spumiri excesive, se va alege prooedeul
wbatoh™ in oare excesul de biocatalizator se poate filtra

Cu toate limitele impuse, prooedeel;'on enzime imobiliszate
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ridmin, pe termen lung, cele mai favorabile pentru sinteza orga-

nici.

I11.6, Aplicatii ale biocatalizatorilor imobilizati,
in industrias alimentabl

Aplicatiile tehnologiloce alé enzimalor imobilizate in indusw
tria alimentard au evoluat mai rapid dec&t in industria farmaoce-
utic¥, din doui motive:

-majoritatea prooedeelor bazate pe bioocatalizatori imobili-
zati sunt aplicabile in industria alimenterid (fiind eimilare ou
procesele naturale degradative, relativ simplu)j

-procedeele enzimatice sunt mai rapide si oconduo la produgi
mult mal puri deoit cel obiinufi prin metodele chimioce.

In tabelul nr. 24 sunt indicate principalele aplicatil teh-

nologloe bazate »s reaotil enzimatice,

Tabelul nr. 24
Aplica:ii industriale mle procedeelor enzimatioce

Claca d9 ! Tipuri de roaofil Aplicagii $n
enziwca i
1 ! 2 3
Protesze ¥~H1arvliza proteinelor ~Industria branzeturilor
(papaini, ficini,trip- (reanin%,pepsinX)
sini,chimoiripsini, ~Bere,b&uturi din malt
pepsini,aminopertidaz#) (pepsind,ficin¥,bromela~
in¥ eto).
-Froduse dletetice
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Tabelul nr. 24 (continuare)

1 .2 3
- Hidroliza pectineste- | Suourl de fructe
| rilor. (fioini,bromelain¥).
Carbohidraze ~ Hidrolize lactozei Obtinerea brinzeturiy
{lactazd) lor cu scindarea lact
tozel din lapte
- Hidrolize rafinozei Obtinerea zahirului
( L-galectozidaza) din sfecli
~ Hidrolize zahsrozel Prepararea produse-
(invertazs) lor zaharoase
- Convertiv+a gluoozael Industria produselor
fn fructozid (gluco- zaharoase
izomerazs)
- Hidrolirz:.. emidonului Indugtria berii gi
(ot gl \'-amilaza) spirtului
- Hidroliza celulozei Obtinere de gluoozi
(celulazi) nealimentari
- Hidroliza gumelor gi Febricarea zahdrului
muoilagiilor (amileze) din sfecli
Lipaze Hidroliza lipldelor Industria produselor
dietetice
steraze Obtinere de nucleotide Sinteze de cofectori

(Ril-aza, D¥-aza etc)
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.Tabelul nr. 24 (continuare)

1 2 ' 3
Diverse Catalaza Sterilizare sau pasteurizare
la reoce
Aminoacilaze Dedublarea amesteourilor
racemioe
Penicilin~-aridaza Antiblotice de gemisintezX

In cele ce urmeazi vor fi prezentate pe sourt principalele

utiliziri ale enzimelor iusebilizate, in industria alimentari

I11.6.1. Hidroliza proteinelor la peptide gl eminoagizi

Industria alimenter¥ este interesatd in hidroliza proteine-
lor mai ales in scopul solubilizirii lor gi al oregterii digesti-
bilitdf*i, ou aplicatii in fabricarea unor alimente dietetioe
pentru copili,

Majoritatea proteinelor pot fi hidrolizate ou proteaze imo-
bilizate; dezvoltarea unui sistem de hidroliz& a proteinelor pen-
tru industria alimentarf are in vedere avantaje majore cat pro-
cese oontinue, cost de productie soizut, ocost solizut al echipa-
mentelor, un bun oontrol al procesului oa gi posibilitatea uti-
1izZrii gi a sltor enzime decdt cele provenite din organisme,
daod acestea nu impurifioc# produsul final de reaotie.

Se pot hidroliza enzimatiec in primul rénd proteinele solubi-
le, dar gl materialele coloidale (extraote de soia’ prin adaptarea
unor reactoare qorespnnz!toare.

Astfel, utilizfnd un amestec de pronazXk gl aminopeptidaszi
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pe pot hidroliza insulina gi laotalfumina, cu randamente apropi-
ate de 100%, la aminoacizii liberi corespunzitori. Ultorior.’me-
toda a oipitat o edaptabilitate comerciall utilizindu-ge oa sub-
strat oaseine {suspensie ou o concontratie in produs solid de
4-5%); s2 obtin amincacizi liberl ou randament de peste 80%.
Reproductibilitatea metodel este i:s3 afectati de contaminarea
microbiani la un tinp de reectie prelurgzit, produsul de reéotie
avind o compozitie in aminoacizi diferitl in procedeul c¢u enzire
imobilizate feti de cel cu cncime libere (peptidaze sau proteaze)s

In 1990, cercetdtorii jeponezi au prcpus o metod¥ de solubi-
lizare a caseinel cu serin-proteazd exirasi din Thermorionospora
fusea YXI (bacterle aercbici filamentoasi din composturi-bdXlegar-
-termogene), Serin-protcaza secratetd de eceasti baoterie este o
enzimi exocelularé-relativ ugor de exiras gi purificat, avind o
mare stabilitete termici gi crimici,

Enzima ve poate imobiliza file pe stlold glchileninio3 ou
pori controletl (particule de 125-277 p; m¥rimea porilor fiind
de aproximativ 500 R), fie pe stiocl¥ acoperitd cu Zr0, gi aectiva-
t4 prin ﬁlcminopropilsilanizere gi prin tratare ulterioari cu
glutaraldehidi, In acest din urmi imobilizat enzima este legatd
-de suport prin intermediul grupdrii NH2 din pozitia ¢ a resturi-
lor de lisind, Cu ecest aduct imobilizat pe ,articn;e de sticlX
acoperlite cu ZrO2 se urple un reacto¥coloani previzut cu manta
de inc#lzire, Imobilizarea duco la oregterea stabilititil enzi-
mel peste 90°C, eutoliza f£iind nesemnificativi,

Lucrind ou o solutie de caseinat de sodiu (0,5%) tamponatd
la 60°C gi pH = 6-10,7 se obtine un amestesc de peptide acide,
solubile (hidro:izaf proteinic), Metoda este continui.

Hidrolizatele obiinute se pot folosi pentru ajustarea pH-ult

unor bduturi (sucuri), sau pentru fabricarea unsr produse
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dieteticé bogate in proteine, oca gl pentru stimularea fermentati-
el microbiene,

Enzima astfel imobilizati se folosegte gi la sinteze unor
proteine, in condi{ii in care mojlunea sa hidrolitic¥ si devinX
ireversibili,

Letodele care folosesc enzime imobilizate pot fi imbuniti-
tite dmci sgubstratul este aupus.nﬁﬁr pretratiri care sX¥-1 m¥reas-
cd efinltetea fafi de enzimi, scurtdndu-se timpul de reactie gi
Imbunititindu-se astfel costul procedeului,

Hiéroliza proteinelor in conditil de solubilitate mAritd
ente destul de dificilZ, necesitind modificiri ale parametrilor
de rezecyle,

Studii Qe lakorator asu aritat of hidroli?a cu proteazX la
pH neutru (odnd protcina este in ‘stare coloidald) a unu' extract
de coia cars este cozplat Incolubll la pH aproximativ 4, poate

¢uce la solubilizerca a eproape 90% din proteini,

IIT.6.2., Induztrializerea laptelul

1110602010 C»"lgularea le.ptelui

Proteazele imobilizate, ca de exemplu cele din oheagul de
bovine, cheegurile microbiene da gi pepsina pot fi utilizate
‘pentru coagularea laptelui.

Astfel se poate obtine brénzX din lapte sméntAnit, utilizind
pepsina imobilizatd. -

Un procedeu lndustrial folosegte lapte la 15°C, treout pe o
coloand cu pepsin¥ imobilizat¥. Produsul obtinut s-a inodleit
apoi la 37°C, odnd coaguleaz} imediat.

Studii de optimizare au ardtat o un timp lung de ocoagulare
necesiti debite fnmlte de alimentare a coloanei, Problema tehnio¥
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mejori este legatd de timpul de iniumit&gire mio al activitdyil
enzimel in conditiile operationale (aproximativ 72 pre). Relativ
la acest timp mic de injunititire svnt dou¥ aspecte de luat in
oonsiderare:

- mai IntAi proteinele din lepte pot bloca porii suportului
pe oare este imobilizati enzima. Pentru refacerea activitd{ii
aductulul suport-gazimi este necesari o spilare cu Bolutie>de
HCl, ocare deplaseazi moeste proteine de pe suport]

- alt¥ cauzi a timpulul redus de Injumitidiyire este gi pH-ul
la care se opereazi, Pepsina se denatureazi rapid la pH > 4.
Sistemunl laptelul smintdnit, datorit3 punctului izoelectric al
caseinel are un pH = 5, ceea ce poate provooe dezastivarea enzi-
mei,

Studii de laborator au aritaet de altfel cX la pH = 1-2 tim-
pul de Injumititire ai ggtivitétii pepsinel cregte la peste 30 zlle

In vederea aplioabilititii industriale pentru coagularea
laptelul se iau In discutie doud faeze distincte:

a) Faza enzimatici primard, in care o enzimd proteolitici
(ocheagul sau pepsine) acindeazd o legituri fenilalanile-metionil
din X =~caseinl, conducind 1ls miceli de caseini in stare metasta-
bill,

b) In faza urmitoare, neenzimatiod, ere loo separarea Ca
din gelurile de lapte.

Cum coeficientii de temperaturld pentru cele loui etape
Ba) gi bf] sunt 2 gi respeotlv 10-12, ooégﬁ}area laptelul poate
fi Intarziati selectiv Iptr-un reactor enzimatie prin scZderea
temperaturii (pentru e inhibu faza neenzimatici gi pentru a de-
finitiva faza enzimaticZ). Ulterior laptele tratat se incilzegte
praducdndu~-se coagularea.

Un proces continuu de fabricare a branzel devine astfel

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



- 233 -

aooesibil gl ofer¥ avantaje fati de procedeul traditional, dig-
continuu, de tip ,batch”, puténd fi industrializat,

In instalatiile care utilizeazd proteazl, tirebule regolvate
o serie de probleme Iraintea prooesulul propriu-zis,

Dup¥ studierea unui mare numir de suporturl oare impliocd
tehniol de imobilizare complicate, eonducénd in multe cazuri lia
aduo}l suport-enzimi putin stabili g1 cu o activitate enzimatiolf
sofzutd, s-au ales un suport ieftin (alumin¥), o tehnioc¥ eimpld
de imobilizare (adsorbiia) gi o enzimi relativ aotivd (pepsina)
intr-un reactor cu pat fluidizat.

Proteazele, nerecorandabile pentru a fi folosite in stare
solubilid datoriti unei proteoligze excesive, necontrolabile, pot
fi astfel utilizate in stare imobilizati,

Alegerea enzimeli se face tindnd oont de capaocitatea sa de
coagulaere a laptelul, dar gi de influenta sa asupra procesulul
de maturare a brédnzei, astfel Incdt Intre cele doud faze (ocoagu-

larea laptelul gi maturarea) si existe un echilibru,

IIT.6.2.2, Preluorarca laptelui ou hidroliza laotozei

Studii mediocale arat¥ ci un numXr tot mal mare de indivizi
prezintd intoleranti® la laotoza din lapte, datoritd fie unel
absorbtll deficitare, fie unei defiociente in lactaz¥ a organis-
ruluil uman. Pentru camenii care suferi de asemenea defiolente
apare o intolerantdi la consumul de lapte sub orice formZ, mani-
festati prin disfunctil gastrointestinale (diaree, flatulentX,
balonere eto). Din punct de vedere geografio asemenea intolerante

se obpervid mai ales la populatiile din Asia, Africa, America
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Latin& gi Orientul Mijlociu, ceea 60 duce la sc#Aderea Tn aceste
regiunl a oconsumului de lapte, un element nutritiv totugli esen-
tial.

Bste deoi de inteles de ce s-au dezvoltat tehnologiile de
oreparare e unor produse lactate dietetice, in care lactoza s#
£ie partial sau total scindati,

In general, metodele de prelucrare a laptelul in aoesf 8cop
sunt proocedee chimice, fizice gi enzimatioe,

Tratarea enzimaticd a lapteluli este cea mai convenabili,
deoarece se pistreazd (dupd hidroliza laotozei) gelactoza gi glu~
ooza, oomponente nutritive ale acestul aliment.

Piind un aliment, laptele tratat nu trebule si contin¥ pro-
dugl secundari (apXrutl eventual prin reactii nedorite de degra-
dare), si nu fie afeoctatl produgii de hidroliz¥ ai lactozei gi
8% nu me modifice prop:rieté&tile laptelui,

La nCentrale del Latte™ din Milano, Italia,se utilizeazX
P-galaotozidez% inclusd in fibre, iar ca sursid de enzimX dr.jdia.
8e luoreazl cu lapts sterilizat gi cu enzima inolusi in fibre de
triacetat de celulozi. Fibrele se introduec intr-un reactor-coloa-
n¥.(fig. 36).

Ca surse de rLgalaotozidaz! folosego de oblceil drojdii sau
baoterii (Bsoherilst.a ooli).

Se preferd drojdiile din mal multe motive:

~ pe folomesc celulele active de Sacoharomgyoes sp. luorédn-
du~-ge ou {3-galactozidaza puri sau part{ial purificatd extrasi din
drojdie, deparece nu ridio¥ probleme toxiocologice legate de oon-
taminarea mierobiand a laptelui;

- P-e&laotozidaza din drojdie are aproximativ aceeagi aoti-
vitate asupra lactozel pure ca gl a laoctozei din lapte, pe oand
aotivitatea enzimelor din alte surse (Escherichia coll) se
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reduce dramatio in cazul laptelui, probabil datoritX preszentei

unor inhibitori;
= enzima din drojdie are un pH optim al aotivitit{ii, apropi-

at de cel al laptelui.

i r, 36

Statie pilot utilizatd la hidrolize lactozel din lapte
cn F -galaoctozidaz¥ imobilizatd pe fibre

A-vas pentmu Japte sau solutie de spalare; B-sterilizator;
C-reactor enzimatic; D-rezervor

Totugl enzima din drojdie are gl unele dezavantaje, mai -
ales cel legat de recuperarea ionilor de Igz*. ocofaotor necesar
pentru aotivitates sa. Cénd fibrele or oontih ongima vin in
contact ou solutiile apoase, are loo o difugie dialitic¥ a ocompu-
gilor ou masi moleculari miock din mioro-oavititile (porii) fibre
lor. DacX in solutia exteriocarf nu sunt ﬁrozen}i ioni de H32+,
ocare i echilibreze aceast® pierdere rezulti o dezactivare ire-~
versibilX a enzimei, ‘

Un alt degzavanta] este stabilitatea termiol s&izut! a

F-snlaotozidazei din drojdie, dar dacd se luoreazd la temperatu-

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



- 241 -
ri joesi acest inconvenient este Inliturat.

Se aleg ca suport fibrele de triacetat de celulozi care sunt
foarte stabdile in ccnditiile de luoru Inliturindu-se posibilita-
tea (nedoritd) de impurificare a preparatulul de lapte ou produgi
rezultatl din scindarea suportului,

Inainte de fiecare utilizare, fibrele de aduot suport-enzimid
trebuile spilete cu atentie, FLGalactozidaza din drojdie iﬁclusﬁ
in fibre este stabild la 0-25°C; otim procesul are loo la 4-7%,
nu se observd o modificare & ectivititil enzimatice,

Stabilitatea enzimei mal depinde gi de prezeanga lonilor de
Mg2+ in lapiele supus prelucréri{, ca gi de contaminerea bacte-
riend. Urnele de ioni Mg2+ din laptele de vacid sunt suficlente
pentru a preveni dezactivarca enzimei. Este necesar s3 se lucre-
ze In conditii speciale, pentru a preveni contaminerea microbiani,
care reduce dramatic activitatea enzimei, Lucrand la temperaturi
joase nu se rezolvi 1n totalitete problema contaminirii miorobiene
deoarece dupd ciieva zile microorganismele psicrofile se poi a~
depta, proiiferind. De aceea fibrele cu enzimi imobilizetd trebu-
ie spilate ou atentie, periodic. La ,Centrale del Latte™ se fo-
losegte peatru spilare o sare cuaternari de amoniu (Steramina H)
cu bune efecte detergente gl antimiorobiene, fird a afeocta aocti-
vitatea enzimei imobilizate.

In generel, utilizarea procedeului desorls are oa rezultat o
bun¥ conservare a ocalit3tilor organoleptice originele mle lapte~
lui, S-a putut pune la punct o instelatie cu o capacitate minimi
de 8000 1/z1i.

III.6.2.3, Industrializarea zernlui

In industrie brénzeturilor, rezulti mari cantitdtli de zer,

separat dupi coagularea laptelui; acest subprodus are un continut
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relativ ridicat de lactozi, din care ocauzi s-a pus problema
utilizirii sale pentru obtlnerea de glucozi gi galaotozd, prin
hidroliza lactozei ou P—galaotozidaz&.

Inainate de prelucrarea propriu-zisi e zerului, este nece-
sard indepiArtarea apel oxigenate folosite la ,pasteurizarea"
leptelul supus ooaguldrii ( aproximativ 0,05% 3202) gl care ge
regisegte in zer,

Apa oxigenatd poate f1 distrusi de catalazi, dar costul
fnalt al enzimei limiteazld utilizarea sa; chlar daci enzima este
imobilizat¥, se observd o dezactivare rapidd a sa in prezenta
aéoz. Dacd se utilizeazd catalazX imobilizat¥ pe membrane de co-
lagen, enzima poate f1 reactivati,

S-a observat o¥ In oxidarea oatalizati de lactoperoxidazi
a tiocianatului ou H,0, se formeazl un agent antibecterian.

Cum laptele contine conceatratil marli de peroxidmszd gi can-
titAt1i moderate de tiocianat, ad¥ugfind 3202 in lapte, are loo
aotivarea sistemului laoctoperoxidazie, rezultatul fiind o ,auto~
-pagteurizare®, S-a propus generarea H202 din laotoz¥ ou ajutorul
unui sistem de dou# enzime imobilizate. Astfel, FugalaotozidAIa
sl glucozooxidaza se co-imobilizemz¥ pe partioule (perle) poroa=

se 91 se utilizeazd intr-un reactor on pat compaot, in straturt
alternante. Procedeul prazinti avantajul od nu mai necesitl o
nou# deacompunere a excesului de H202.

Lectoza din zer este supusd hidrolizei ou Figalaotozidsz!
(lactaz3) la monozaharidele components (glucoze gi galactoza),
ou valoare alimentari considerabili.

Ca surse de enzimX se pot folosi: Saoccharomyoces laotis san
Aspergillus niger din drojdil sesu bacteria Escherichia coli,

Lactaza separatid gi purifieatid poate f1 imobilizat¥ pe o

mare varietate de suporturi orzanice (triacetat de celulozd,
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colagen,agarozi etc) sau anorganioe; Se folosesc in speoial pre-
paratele de F-galaotozidaz& incluse in geluri de poliacrilamidd
sau in fibre de triacetat de ocelulozE ca gi lactaza imobilizati
pe stiole boro-gilicioase poroase, cu ajutorul glutaraldehidei.

Se pot folosl gl celule microbiene 1lncluse in geluri de
poliacrilamidi,

Alegerea sursel de enzim¥ depinde de scopul in care sunt
utilizate preparatele obtinute. Astfel hidroliza acid¥ a lacto-
zel se wa face ou enzima din A, niger care are un pi optim = 4,
in timp ce pentru substrate ou pH neutm (laptele) em ar¥tat la
pag.239 c& se folosegte mal ales enzima provenitd din drojdie,

Hidroliza acid3 a lactozel din zer, care duce la obiinerea
unor zaharurl mal solubile gi mai dulel decidt laotoze a oipitat
interes o datd ocu cregterea cererii (gi a pretului) edulcoran-
telor,

Se utilizeazX lactaza din A, niger, imobilizatX pe silice
poroassi, intr-un reactor coloani., Cum activitatea optimid e enzi-
mel se situeaz3 la 35°C, reactorul se inoZlzeste initial 1la
aceastd temperaturd; pe misuri ce reactia avanseazd gi activita-
tea enzimel soade, temperatura se ridicZ treptat pén¥ la 50°¢.
In aceste oconditii, timpul de injumXEt¥tire al aoctivitidtii enzi-~
mei este de 559 zlle.

Se poate luocra gi ou figalaotozidaza imobilizat¥ pe alumi-

n¥#, intr-un reactor ou pat fluidizat,

IIX.6.3. Utiliziri Tn industris berii

Preparatele de papaini imobilizatl se folosesoc la stocarea
berii la temperatura camerei, evitindu-se tulburarea (formaree
de compleogl opalescenti ai taninurilor, proteinelor si carbohi-
dratilor).
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Tre&&nd berea peste o coloanX ou papainZ imobilizatl, se
poate purifica acsest produs de proteinele pe care le coniinej
" procedeul este continuu, reducindu-se astfel durata procesului
de purificare.

Papaina utilizat¥® in acest scop se poate prezenta sub forma
unei mari varietitl de produse imobilizate: membrane de colagen
cu pepalnd, legare covalentd a pﬁpainei pe gel de hidroxialohil-
metacrilat (aduct utilizat in reaotoare-cuve sau ocoloane), imobi-
lizare pe fire de bumbao (iInfigurate pe o spirald de otel).

De exemplu, pentru acest ultim prooedeu de imobilizare se aoti-
veazd celuloza cu o solutie de 30104. dupd care se spal¥ ou
api, Fibrele de celulozi parf{ial oxidatZ sunt plasate intr-o oo-
loanZ prin care se trece solutia de papaini,

In industria berii se mai pot folosi si enzimele glicolitioce
imobilizate., Astfel, X ~amilaza microbiansi imobilizat® poate fi
folositd impreuni seu in loc¢c de amilazele naturale din melf, in
procesul de hidrolizZ enzimaticd a amidonului,

Pentru ajustarea védscozitiitii berii se poate folosi

F-glucenaza imobilizat® ( ["-glucanul influentea:% vdsoozitatea
berii).

Poentru hidroliza dextrinelor din bere la gluoozi se utili-
zeazd glucoamilaza imobilizatX,

I11.6.4., Industria vinulul si sucuriloxr

0O problemX aseminitoare cu aparitla opalescentel la bere
se pune gi in cagul raohiurilor, suourilor de fructe, vinului.

Astfel, in rachiul de orez pasteurizat gi stocat, ca i In
vinul de orez apare in mod frecvent o turbiditate proteiniocX,
limpezirea lor ficdndu-se prin hidrolizX proteolitici.
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Pentru raohiul de orez se foloﬁagte o proteazi termofili
din Penioillium dupontii imobllizat¥ pe Sepharozi activati ou’
BrCH; prooesul este continuu gi automatizat.

Proteézele imobilizate pot f1 utilizate gi pentru limpezirea
suonlui de grape-fruit gi e vinului. In acest ocaz se folosgeso
pepsina gi acld-proteinazele (izolate din fungi de Aspergillus
ewamori gl Aspergillus oryzae) imobilizate ge bromacetil-celulozd
sl pe suporturl anorganice poroase (silicagel, sticld)., In ocazul
suculul de grape-frult cere oconylne ioni de F92+ gi Fer (ocare
inhib3 ecid-proteinszele), inainte de limgpazire se treoce sucul
pesie o coloani cu schimbitori de ioni, pentru indepirtarea

lor.

IIT.6.5. Aplicetii in industrig produselor zsharoase

Industria zeh¥rului este un 1ire consumator de enzime imo-
bilizate, care se utilivLeaszd iIn principal rentru:

- objineres glucozel prin hidroliza amidonmlui;

- invertirea zahirului;

-,epiherizarea gluoozel la fruotozid.
I11.6.5.1. Hidroliza amidonulul gi celuloze

Majoritatea D-glucozei fabricati industrial se obtine prin
hidroliza enzimaticd a amidonului.

emiden —==emilaza > dextrine A&lucoamileza o p_oq,40z%
(solubilizare) (zaharifioare)

Ca materle primi, din considerente economice, se alege mail
ales amidonul din porumb,
Prima etap#, sclubilizarea amidonului la dextrine se face
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cu d-anilazﬁ imebilizatd pe CM¥-celulozi sotivatd cu BrCN; Mate-
rialul objinut se incarcii intr-un reactor coloanX, '

A doua ertapi, zaharificarea, are loo cu glucoasmilaza 1mobi-
lizat8 covelent sau inclusid in fibre. Se poate folosi de exempiu
glucomnilazi imobilizetl pe un suport aonsténd dintr-un ocopolimer
glutaraldenidi-p-fenilendiaming,

In literaturd ee giceso nuﬁeroase referiri la utilizarea
glucoamilezel imobilizate pentru producerea glucozel din amidon
éde porumb,

Din studiul de laborator el reeotieil de zaharifiocare a api-
rut evicdentd atractivitatea oomerciald a preparatelor de enzime
imobilizate.

Aztfel, timpul necesar de obtinere a siropului de glucozi
din amidon de porumb este mal mié de 60 min, fat¥ de 75 ore pen-
tru proccedeclo chimloe, Se obiine un sirop limpede, ugor de
decolorat si de purificat. B

In cazul glucozmilazel se observd c# timpul de Injumitit{i-
re al activititii enzimatice poate oreste substaniial daold ge
lucreazi la temperaturi joase, féri a fi afeotat¥ viteza de
reactie.

In plus luordnd ou gluccamilagi partia; purifioati gi imobi-
lizat% pe un suport anorganio activat prin éiignizsra se ponte
utiliza un reactor-coloand ou pat oompaot,‘ia 46-5o°c o1 pH = 4,5.

0 instalafle pilot de la Universitatea din Iowa
(£ig. 37) ara o baterie de reaotoare-coloan¥ ou anzimi imobilizat¥
stertlizate in prealabil gi care rémfn operationale timp de 30
de zile.
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Pig, nr. 3]

Sistem de baterie de reactoare-coloan® pentru fabrioarea

glucozei cu glucoamilézé imobilizatd
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Utilizarea glucoamilazel imobilizmt# pe sticlZ poroasi ou
porl controlaii are doui dezevantaje majore:

- coatul ridicat al suportului gi

-~ scinderea (solubilizerea) in timp & suportului.

Acoperind materialul de sticld cu oxizi (589,, T0,, A1,04,
Zro2 etc) se obtin suporturl mult mai durabile, ou multe avantaje
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economioce, dar ccstul suportului depigegte valoarea produsului.

Toate aceste dezavantaje pot fi InliAturate reourgidndu-se la
ceramicile poroase oa suporturl pentru imobilizarea covalentX a
glucoamilazei.

Un domeniu atractiv este gi hidroliza enzimatiocd a celulo=
zel la D-glucozi, celuloza fiind mult mal rE¥spénditi tn naturi
decdt amidonul. Gluooza obtinut& ve aceastd cale nu se folosegte
ca eduloorant alimentar, dar poate servi oa sursd de energle
pentru biosinteza unor proteine sau poate fi oconvertiti in alti
compugi chimici, utilizabili industrial (etanol),

Celuloza poste fi hidrolizatZ ou celulaza din Trichoderma
viride, un amesteo complex de enzime ou aoctivitate hidrolitiod
dife:itl. Cum aceste enzime diferd prin proprietZtile lor, este
necesari o metodd de imobilizare care sd nu dezactiveze nioi
une din ele, De cele mai multe orl se folosegte oelulﬁz! jmobi~
lizati pe colagen perlat, prin reticulare ou glutaraldehidX,

Nu se foloseso reaotoare-coloani (substratul coloidal de
celulozé se poate tasa), ol reactoare ou pat fluidizat, hidroli-

za decurgdnd ocantitativ.

I11.6.5.2, Invertires zahfyului

Zeharoza se poate hidroliza enzimatic la un amesteo echimo-
lecular de glucozd gi fructozi, mal duloce decit zahdrul 91 ocare
fimpiedioX uscarea (cristalizarea) in timp a produselor zaharoase
(siropuri, duioceturi, umpluturi de bomboane eta).

Hid»olize (invertirea) zahXrulul se poate face cu invertaza
izolati din drojdia de bere gl inclusi in fibre de triacetat de
celulozi sau Tn geluri de poliaorilamidi.

Dacd solutiile de zaharozX au o ooncentraile de sub 30%,
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se pot folosi reactoare-ooloani. In.cazul unor aoluiii mai oon-
ocentrate (30-50%), oregterea vascogzlitdtii micgoreaz¥ mult viteza
de scurgere prin coloani, In acest caz se folosegte procedeunl

discontinuu ,batch",

I11.6.5.3. Epimerizarea D-glucczei la D-fructozi

Izomerizarea enzimetic¥ a D-glucozei in D-fructozX are o
mare importentd industriali,

Siropul ou continut fnalt de fruotozi este un produs comer-
cial important care poate inlooul zaharoza, El este format din
50% glucoz& gl 42% fructozf, restul fiind alte zaharuri. Pre-
zenta fructozei face ca acest sirop si aibi calitditi edulcorante
orescute, !

Un procedeu industrial smerican jcomputerizat utillzeazi
glucoizomeraza imobilizati pe DEAE-celulozX prin adsorbtie, in
reactoare cilindrice, ocontindnd particule (perle) de suport ou
enzim# adsorbiti superficial. Se luoreazd ou o baterie de re-
actoare, la 60°C gi pH =7-7,5. Substratul este un sirop ou ocon-
tinut de 73% in glucozi gi 30-50% materii solide; produsul de
reaoti? oontine 42% fructozi.

Se pot folosi gl celule microbiene (ce oontin glucoizomerazX)
imobilizate. Aceasgti varianti este mai avantajJoas¥ deodt cea ou
enzimid pur¥d, deoarece glucoizomeraza este o enzimi intracelularX,
greu de extras gi purificat. Utilizarea celulelor socade pretul
do cost,mirind: in plus gi stabilitates operationald a enzimei
aflaetd in mediul siu natural,

In plus s-a mal constatat cd uncle tipuri de celule pot fi
ugor fixate intr-o faz# stat{ionard, printr-un simplu tratament
termic. (,autoimobilizare™).
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Ca éubstrat se folosegte piropul de gluoozi obfinut din ami-
donul 4e porumb sau de cartofi, in urma lﬁdrolizei enzimatioce,

Acest sirop are proprietiéti edulcorante eatimate la TO-75%
din cea a zaharozel.

Prin izomerizarea partiali a glucozel se obtine siropul ou
oontinut inalt de fructozi, la fel sau mai dulee deocdt zahirul.

Un procedeu utilizat in USA} EBuropa, Japenia, Coreea de Sud
foloseste glucoizomeraza continutX in Baoillus ocoagulans. .

Se imobilizeazd celulele prin retioculare ou glutaraldehidX,
iar masa obtinut¥ se extrudeazd in folii substirl, utilizate in
raactoare cu pat compaot.

Celulele microbiene se mal pot imobiliza 91 in membrane de
colag-n utilizate sub form3 de spireld intr-un reavtor cu pat
compact (procedeu SUA ou Baoillus coagulans),

In general organismels de tipul Bacillus produc o enzimi
interesant¥ (D-xiloizomeraza), care poate izomerize gi D-glucoza.
In plus, se pot cultiva in medii ugor accesibile.

Firma Gist-brocades (Olanda) luoreaz¥ ou gluoolzomeraze
dintxr-o tulping de Actinoplanes missouriensis, Mieceliile sunt in-
cluse In gelatind gl reticulate ou glutaraldehidl, Se odb{in per~
ticule sferice cu diametrul de 1 mm, oare se pot folosi atAt In
proocedeul ,batoh® cé&t gi in reactoare cu flux oontinuu, ou pat
compact sau fluidizat.

Se obtine un sirop ou un confinut de 42% fruotoz¥; se lucrea-
2% la 65°C gi pH = 7-7,5.

Se cunosc sl alte procedee de obf{inere a siropulul ou conti-
nut inalt de fructozi:

- ou glucoizomeraz¥ din tulpini de Streptomyoes adsorbite
pe alumini ou pori controlati;

-~ ou 0 tulpini de Arthrobacter ,sutoimobilizat" gi introdus
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intr-un reactor cu pat compact;

- cu o enzim3 din Streptomyceas phaeochromogenes, imobilizat3

pe un suport celulozio schimbitor de ioni.,

Glucoizomeraza se mai poate imobiliza pe: sticld poroasd,

rigini formaldehidice, prin includere in fibre de celulozi gi In

wHollow=fiber®.

Celulele oontindnd izomerazi activd se pot imobiliza bi prin

includere in acetati de celulozi sau in gelurl de polieorilamidi.

In tabelul nr, 25 sunt sumarizate cidteva exemple de glucolzome-

raze comeroiale.

Tabelul nr. 25

Exemple de glucoizomercze comerciale

Nume comercial/Firmi

Sursa de enzim¥

Tehnica de imobilizare

1 2 3
Maxazyme/Gist-broca~ | Actinoplanes Inoludere in gelatinX,
dea (Olanda) missouriensis urmat® de reticulare cu

: lutaraldehid¥
Optisweet/Miles Kali- | Streptomyoes Adsorbtie enzimel purifi-
Chemie (Germania) rubiginosus cate pe silice, urmstX d

reticulare cu glutsraldej
hid¥
Spezyme/Finnsugar Streptomyces Legarea electrostatiol a
(Pinlanda) rubiginosus enzimel purificate pe
DEAE-ocelulozi amestecatl
cu polistiren gi 1‘102
Sweetzyme/Novo- Bacillus Retiecularea materialului
Nordisk (Danemarca) coagulans ‘oelular omogenizat ou

glutaraldehidl {
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Tabelul nr. 25 (continuare)

X

h 2 3
Sweetase/Nagase Streptomyoces Imobilizarea miceliilor trata-
(Japonia) phaechromogenes | te termic pe rigin¥ schimbitoa-
re de anioni

In figura nr. 38 este indioatd o achemX tehnologiocX generall

pentru izomerizarea in flux ocontinuu a siropuluil de glucozX brut,

Fig, nr, 38
Ingtalatie de epimerizare a glucozel

T
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—_.
—_— ] -
R L Jmm— |
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CJCAKBUNE FILTRU o !
R - SCHIMEBATOR |
DE CALDURA |

Siropul de glucozd obt{inut din amidon este purifioat prin
filtrare gi decolorare cu odrbune, dup¥ oare este evaporat péni
la un oontinut de 40-45% pubstent¥ solidi, Dupi trecerea prin-
tr~un schimbitor de ionl este introdus Intr-un vas ou agitare in
oare se adaugi ioni de ugz* gi are loo o ajustare a pH-ului pinX
la 8,5.
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UrmeazX incilzirea la 65°C priﬁtr-un schimb3tor de c¥ldurl
gl filtrarea, dupX care siropul se trece prin coloana ce oconfine
patul de enzimi imobilizati, debitul de alimeniare sl coloanei
f£iind ajustat pentru a se produce oconversia doriti la fruotozi
(controlaté cu un polarimetru automat), Dacd activitatea enzimel
acade ugor in timp, randamentul oonversiei este men{inut prin
reducerea debltului de alimentare a reactorului.

Din coloana de izomerizare, izo-siropul este trecut intr-un
vas ou agitare in care se corecteazd pH~-ul la 4,5, inainte de
rafinarea ocu cirbune activ, Respeoténd parametrii de lueru, se
obtine un sirop ou continut inalt de fructozd gi care nu confine

niol mAcar urme de D-manozi.

II11.6.6. Alte aplicetii

I11,6.6,1., Hidrollza rafinozei

Rafinoza este un trizaharid ( x-galactozid) care impiediocd
oristalizarea zaharozei din melacele din sfecld de zahdr, Randa-
montul In zaharozd poate oregte dacd se hidrolizeazi rafinoza ocu

« -galactozidazX., Cregterea randamentulul se datoreazi nu numai
hidrolizel propriu-zise a rafinozei, dar gi eliminirii intérzi-
erii in etapa de cristnlizare a zahirului, Pentru industria
zaharozel trebuie folosit un microorganism care s¥ furnizeze
K -galactozldazX dar de loc sau foarte pufini invzartezi. O buni
surei de asemenea enzimi este Mortierella vinacea. « -=Galaoto-
zidaza este produsd atunci cénd iIn culturid, in conditii controla-
te, miceliile au o dimensiune constant® (20-30 megh). Aceste mi-
celii microbiene autoimobilizate se folosesc in reactoare cu

flux continuu, Reactorul enzimatic¢c constd intr-o baterie de
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vase deéohise in formi de U, fiecare fiind echipat ou agitator
g1 un filtru la partea inferioari, pentru indepidrtarea biocata-
lizatorului din produsul de reaotie.

Melasele se trateazi continuu in reactor la 48-52°C ou apd
caldi ajustdndu-se pH~ul la 5,0-5,2, ou aoid sulfuric,

X ~Galactozidaza are de fapt un pH optim de 4, dar la pH =5,2
se previne invertirea zaharozei. DaoX melasele nu oontin canti
t3%1 mari de rafinozi, reactia durecazi de la 1,5~2,5 ore péni
le 4 ore.

Preparatul enzimatic se folosegte timp de 25 zile dupX ocare
se Inlocuiegte cu unul proaspit, Astfel, 30 Kg preparat imobili-
zat folosesc le hidroliza unei tone de rafinozi, dao¥ trizahari-
dul .ste cenfinut in melase in proportie de pSn¥ ia 60%, ceeca oe
duce la oregterea randamentului 'final fn zaharozi,

Intr-un reactor discoantinuu (,batoh™) se pot folosi celule
de Mortierella vinacea reticulati cu glutaraldehidi. Lucrdnd la
50°C, pentru mai mult de 250 ciocluri durdnd in total 3 siptimfni,
celulele reticulate igi mentin 72% din aotivitafoa enzimetioX
initialé, n timp ce cele netratate cu glutaraldehid¥ au o aoti~
vitate remanentd de numai 5% fn oonditii similare.

Se pot folosl gi ocelule autoimobilizate de Absidia liguierii
supusge ulterior dispers!;ii in particule de dimensiuni convena-

bile cu care se umplu reactoarele-ocoloanZ ce funotioneazi la
60°C. DupX 30 zile activitatea « -galactozidazicX scade la 80% '
in comparatie cu cea initiald,

K =Galactozidaza din Bacillus stearothermophilus ge imobi-
lizeazi pe nylorn, produsul obtinut fiind utilizat intr-un reactor

cu pat compaoct.
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I11.6.6,2. Obtinere de gg;& gluconiec

Glucozooxidaza poate f1 utilizat¥ in industiria alinentarg
pentru oxidarea glucozel la acid gluconio.

Traténd un sirop ou con{lnut inalt de fructozX (ob{inut prin
invertirea zahXzulul) ou gluoozooxidazi, se obtine un amesteo de
fructozd gl acid gluconiec, ugor de separat prin oromatografie de
schimb ionic, In acest fel este posibilZ ob{inrea ovnoomitentd
a fructozel pure gl & acidului gluoonic,

Glucozooxidaza se poate utiliza gi pentru indepiirtarea
glucozei din unele produse alimentare (albug de ou), saun a oxi-
gonulul din acestea.

Produsul reaotiel este o g;gluconolactoni instaebill, ocare

se hidrolizeezi spontan la acid gluconioc gi H,0,:

\ H,0 - P
D=Gluocozi lucozooxidazd 5 ~glucono-laoctoni —_———
(spoatan)
02

-—> aoid gluoonic + 3202

3202 rezultatd, fiind inhibitor pentru enzim¥, trebule inde-
pirtati ou ajutorul catalazei:

catglazi
H,0, catelazl, y o 4+ 1/2 0,

Co~imobilizédnd glucozooxidaza gi oatalaza, se observd oX
stabilitatea glucozooxidazel cregte daci co~-imobilizarea catala-
zel se face pe acelayi suport (pentru of sub actiunes oatalazoi'
se reface O, necesar oxidérii om glucozeoxidaz¥).

O sursd foarte convenabild a acepgtor enzime este Aspergillus
niger, enzimele puténd £i purificate impreuni., Cele douX enzime
86 co-imobilizeazX pe un copolimer de glutaraldehid&-p-fenilen-
diamin¥, Preparatul obfinut se poate folosi atdt in reactoare
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wbatch® Eét 91 in reactoare-coloanZ.

Temperatura optim# de reaotie pentru asistemul celor douX
enzime co-imobilizate egte mal mloX deodt pentru amestecul de
enzime solubile, iar aerarea cu O2 oonduoe la viteze de reaofie
mai mari decidt cu aer,

Descregterea constantel KM pentru oxidarea gluocozei in cazul
sistemulul co-imobilizat este rézultatul probabil al unei oconven-~

tratii crescute de oxigen din proximitatea catalazei.

IIT.6.6.3. Conservarea oirnii

Pentru a indepirta mirosul nepl#cut din carne, se adangid
monoslutamat de sodiu; efectul cregte considerabil prin adiuga-~
rea'suplimentara a unul emestec bochimolecular de nuocleotide ale
acidului incsiniec (IMP) gi ecidulul guanilio (GMP), In aocest saop
incepind din 1973 in Japonia se produs anual 2000-3000 t ameste~
curl de nucleotide.

Un procedeu comerciel pentru obiinerea IMP gi GMP este
hidroliza enzimatic¥ a RNA izolat din drojdie. Ini{ial, RNA ge
hidrolizeazd ou 5'-fosfo-dlesteraza la ribonucleotidele oonsti~
tuente, ler in a doua etapd AMP este convertit la IMP prin aoti-
‘unea 5'-AliP-dezaminaezel. Nucleotlidele din hidrolizatul astfel
obtinut se izoleaz¥ prin oromatografie de schimb ionic.

Un procedeu continuu folosegte fosfodlesteraza din
Penicillium sp. gi AMP-dezaminaza din Aspergillus sp. imobilizate
separet prin Legare covalentX pe ceramiol poroas¥. Procedeul
eate net superior ocelul care utilizeazi enzimele edlubile iﬁ

reactor cuvd (procedeu disocontinun).
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ARNEVIERI, DEVUMIRI DIVERSE

Amberlite = rXgini schimbitoare de ioni acidi® (IRA) sau bazfed

(IRC)

APELIA = p-acetilaminofeniletoximetacrilat
'H3

CE,,=C— C0C-(Ci,) 2—0-@—NHCOCH3
ATP = adenozin-trifosfat
Biorad = varieti4{i de géluri celulozice comerciale USA
BIS = N,N'-metilen-bisacrilamidi
cM = carboximetil
DEAE = dietilaminoetil

ECTOLA (epiclorhidrin-trietanolamino)- .
-celulozd8 = amestec de celuloze aminate (schimbitor de loni bazigd
EDTA a gacid etilendiaminotetraacetic

L-(l-tosilamidofenil)-etilclormetilceton3

C6H5-CO-¥-802«<:::>FCH3

CH-~C1

é0~CZH5
Metilcelosolv = CHB-O-CH2-Cﬁ?OH
TAD = coenzima I (firX gpecificarea formei reduse sau

oxidate)

xap* = nicotinamid~adenin dinucleotidi (coenzimi I oxldats)
NADH = nicotinemid-adenin dinucleotidd forma redusi
KADP = nicotinamid-adenin~dinucleotid-fosfat
{Coenzima II fird aspecificarea formei reduse sau oxidate)
N2ADP* = coenzime II forma oxidat3®
NADPH = coenzima II forma redusi
RES = rezonenti electronici de spin
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TRIS.HC1 = clorhidrat al l-tris(hidroxi-etil)aminometanului

DOWEX = rdgini polistirenice (DOWEX 50) sau bazice (DOWEX 1)

Eucheuma cattonii = specie de alge producitoare de k-carageenan

FAD = flavin - adenin - dinucleotida

IMP = inosin-monofosfat

GMP = guanosin-monofosfat
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