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- 9 -

I- IMOBILIZAREA CELULELOR 

I.l. Coneideratii general~ 

Dupl oum am arlltat în vo.L. I, unul dintre avantajele ma­

jore ale utilizării enzimelor imobilizate, oonatl în posibilitatea 

tixlrii pe suporturile insolubile chiar a celulelor (viabile sau 

nu) oa şi a organitelor celulare. Aoest lucru este deosebit de 

important având in vedere costul ridicat al !zolirii şi purifi­

olrii enzimelor intracelulare. Utilizarea oelulelor,a extractelor 

celulare eau a organiţelor celulare inllturl acest lnoonvenient 

major, permiţând sclderea preţului de cost al oompqilor obţinuţi 

ou ajutorul agregatelor reepecti••• In plus, enzimele d:f.n aoeate 

preparate au o stabilitate mult mai mare in oomparaţie ou enzime­

le pure, aflindu-ae in mediul lor .1atural. 

In aoeat fel, odată ou enzimele intracelulare oa oi ou cele 

legate de membranele oelulare se imobilizeaz~ şi oofaotoril res­

pectivi, oare toi platreazl activitatea şi stabilitatea. 

Celulele imobilizate pot fi folosite nu numai pentru reacţii 

enzimatioe într-o singurl etapl, dar şi pentru efectuarea unor 

reaoţii complexe, alo~tuite din mai multe trepte aecvenţiale oi 

otuar pentru resoţii cere includ cicluri metabolioe complete (fer­

mentaţii). 

In majoritatea cezurilor sistemele cel~lare sunt mult mai 

reziet~nte la perturbările din m~dlul inconjur~tor (variaţii de 

temperaturi, pH, t~rie ionicM eto.) şi mai puţin sensibile la 

faotorii de toxioitate (oxigen, ioni metalici eto.) dfJcât enzi­

mele pur~ 1.mobilizate. 

In cazul enzimelor BRU sistemelor de enzime imobilizate se 

obsP-rvl o d0acreştere a ect;iv1tlţ;i1 cstelit:!.ce a ag-regatelor 
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datoritl oantitlţii relativ mari de enzi■§ legatl pe suport ijl 

deai interacţiei de tip proteinl-proteinl. Asemenea desoreetere a 

·aotivitlţii nu se obsenl în cazul sistemelor oelulare imobilizat; 

ohiar în oazul unor oonoentraţii microbiene foarte tnalte (109 

lelule/ml suport). 

Pe lângi aoeat• avantaje, preparatele de celule imobilizate 

prezintl Qi unele inoonveniente legate de partioularitlţile mate­

rialelor oelulare utilizate • 

.Astfel, deşi se pot folosi pentru imobilizare şi oelule mf>ar­

to (neviabile), activitatea oatalitiol a acestor preparate nu este 

mult d:1minuatl1 în comparaţie cu oea a oelulelor vii (viabila). 

Imobilizarea oelulelor viabile pWle inel probleme legate de 

mQnţinerea integritlţii celulare, de asigurarea unul mediu favo­

:rabil imobilizlr!i aoeatora, oa şi de elilllinarea produşilor aeoun­

dari al metabolismului, Dtt obioei, oelulele imobilizatq se alimen­

tuezli s11pli111entar ou un mf1diu nutri tiv SAU ou o sura!I de e::1ergie 

oapabill de u menţine celulele viabil~ oi active. Proliferarea asi­

gu:rat!l Ratfel trebuie ai!l fie suficient de lentl pentru a pel'lllite 

re_generarea oofactorilor corespunzlt.Jri diferi telor etape ale 

u~or reacţii complexe. Pentru aceasta ee poate folosi ~i o diluţle 

înalt~ a mediului de reacţie. 

devin heterogane, oeea oe crează probleme legate de ditu~iA, oare 

nu permit utilizare,1 iotegrall! e oepacitlţii catl:\l:ltice a celule­

lor. 

Viteza de reacţie vs fi optimii nu1na1 Îlltr-•!L"l 1:1trat p@rlrer:lc 

al a~ragntulul. Pentru eliminarea aceotui dezavantaj major Ae pot 

!olo,1:;:l, mrd. mul te m1)todea 

·· 11'Tll.t1.1:,-t''°' m,,n•frului de celule folos:lte (oeca ce va duce la 

dl1~1n!lllree. ca.r1.:,: tA~ li reactoarelor c-:u celula imohllizat9); 
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- reduoerea dimensiunilor partioulelor oare va determina q , 

creştere efectivi a ariei de transfer. dar designul reactorului. 

şi pertormanta sa sunt strâns legate de dimensiunile optime ale 

particulelor; 

- oreşterea oonoentraţiei substratului din faza exteri~arl 

(pot apare probleme legate de izolarea produşilor de reacţie, r•­

oircularea substratului şi creşterea vtsoozitlţii soluţiei de 

substrat); 

- oreşterea porozităţii şi a dimensiunilor porilor suportu­

lui, oare conduc la creşterea vitezei de difuzia (se utilizeazl 

în cazul celulelor ou dimensiuni mari). 

Un dezavantaj al celulelor vii este bariera difuzionall au­

plimantarl reprezentatl de membrana celulară •. Acest dezavantaj 

poate fi evitat utilizând calule neviabile. 

Celulele imobilizate au repraztntă un biocatalizator conve­

nabil pentru obţinerea substanţelor macromoleculare, deoarece ae 

reduce mult viteza de dt!uzie a substratelor ei produşilor de 

reaoţie maoromoleoulari ei aceasta ou atât mai mult ou oit gradul 

de polimerizare este mai ridicat. Acest inconvenient poate fi 

tnal limitat de oreşterea dimensiunilor porilor suportului. 

O proliferare viguroasă a celulelor poate distruge prepua­

tu.l im~bilizat; deai proliferarea trebw.e ooa~J'Olatl. 

Celulele vii nu trebuie ai fie distruse prin imobilizare; de 

aceea se va alege, de la caz la caz, procedeul de imobilizare oare 

s~ exoludă acest acoident nedorit. 

Prima imobilizare de oelule este cunoaoutl din 1966 (Moabaoh 

ei Mosbach); primele reacţii bioohimioe ou oelule imobilizate au 

fost efectuate în 1979 (Venkataaubramanian ei Vieth). 

Iniţial a-au utilizat preparate de oelule imobilizate pentru 

resoţii necesitând existenţa unoi aillgure enziu (aminoaoilau, 
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penicilinasa, gluooizomeraza, aspartaza, fumaraza, laotaza eto.), 

ou aplioaţii industriale. 

De abia în perioada 1982-1983 a-au abordat ei reaoţii în 

mai multe etape (fermentaţii, biooonTeraii), neoeait&nd sisteme 

enzimatioe multiaeoTenţiale, oofaotori apeoifioi, recuperarea ei 

regenerarea ATP eto. In aoeat aoop s-au utilizat agregata inaelu­

bile obţinute prin imobilizare de organite oelulare, spori oa ei 

oelule vegetale ei animale,viabile sau neviabile. 

Datorită caraoterului de prooes catalitic heterogen al 

reacţiilor bioohimioe care utilizeazl celule imobilizata, se fo­

losesc cu succes în special reactoare-ooloană ou procedeu în flux 

continuu, ceea oe duce la o ecldere drastici a costurilor de fa­

bricaţie. 

Metoda este foloeitl pe soarl industriali în procesele fer­

mentative bazate pe culturi de celule imobilizate, ou proliferare 

controlată. 

In timp oe fermentaţia convenţională neoesitl o densitate 

microbiană soăzutl ei deoi manipularea unor volume mari de soluţii 

diluate de substrat, celulele imobilizata (ou o densitate mare de 

celule per unitatea de volum al reactorului) determini rtteze uri 

de reacţie ei randamente bune tn produei.Oparaţia din fenaentor 

rlmâne posibili ei la diluţii mari ale substratului. Productivita­

tea reactorului se poate diminua în timp, datorită formArii oon•i­

nue de met~boliţi tonoi în celulele viabile imobilizate. 

Asemenea reaotoare pot asigura o reoiroulare continui a 

substratului, oeea oe duoa la tmbunltlţirea vitezelor de difuzie 

ale substratului la situsul oatalitio al agregatului suport-celu­

la. 

In fig. nr.! este prezentată schema diferitelor etape ale 

imobilizlrii celulelor microbiene pa o suprafaţă solidl. 
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Et.'3.pa. de n!)r:>r ! !':re (1) a cdulel&,r de P.ui:,rafsţa suportului 

ore l"(l pr,:n di·verse mecanisme c!e transport de masă: convP.cţie, 

Jifu~1e, f!E'd;_rr.ou1.are. ln tcz9 (;,) apar inhr&oţ;ii (de naturii ti­

iti·Jă sau/şi cl1lr.1tcs) uer _ ~e\1n celulele pe 1!1Upl'a!nţ1l. Apoi oelu­

le!e ad~rli p1.:t-,rnlo (3); multiplicarea lor oonduc• la. oolonicarea 

aup~rt•l·r ul ( 4) şi. even.tual ls. for11araa w.ui bio!il:n ( 5). 

Al\1•r3r~i:1. .:nioroorgBDiemalor pe suport este influ'!tnţatl at&t 

ce pI'vp'l'letăţile elect:d.ce ale suprafe~ei oât şi de hidrofobioi­

tei~. Astfol, m1croorgsnie■ele hidrofobe vor ader. la materiale 

co: sti~l:i, pol~meri sintetici, dar aderarea va fi tnfluenţatl 

c& l'lpa:-l1ie1 unor repulsii eleotroetatioe de i;ip llelull-oelull 

~au cnluli:i-m1p(;rt, ca şi ~e influenţa pH-ul.ui şi a tlriei ionioe 

a ~ediuluj eiterior. 

Celulele hidrofile vcr adera numai pe suporturi oare ae pot 

1nciho1:1 ;,~zj tiv (aurrafeţe ■etalioe aooperite ou oxizJ- l!'IIU pe 
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suporturi tratate în prealabil pentru a le miovora saroina aega­

tiTI a suprafeţei). 

Diferitele trate.11eate ale suprafeţei Yor determina deoi sol­

derea repulsiilor eleotrostatloe oelull-oelull ,1 oelull-suport, 

faToriz&nd atraoţia oelull-suport. 

In tabelul Nr. i sunt date oite"t"8 ■iste■e de imobilizare a 

unor microorganisme prin tratamente oare modifiol saroinile eu­

pnfeţelor suportului şi oelulelor. 

Tabelul Nr. 1 

Imobilizarea mioroorganismelor prin adsorbţie, datoritl 

modifiolrii sarcinilor auprafetelor oelplelor ei 

suportului 

Suport Tratarea 
Speoia 

Compoziti• Morfologie Celulelor Suportului 

1 2 J 4 5 

Saoobaro11yoes atioll, p .&13! Pe)+ -
oereriaiae polioarbonat 

atiol/1 p - Pe 2o3 ,Al(OB)J 
- atioll, ••- p - Pe)+ 

tale ,1 
polim.ari 

organioi 

A1'throbaote1' atioll p .u3+ -
aiaplez stioll p, b. t - Al(OB) 1 
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Tabelul Nr. 1 ( oontinuare) 

1 2 ) 4 5 

Acetobaoter sticll, miel, 

aoeU polimeri o:rganioi p - Pe)+ 

Corynebaoterium sticU :r . - DBAE-derlran. 

glutamicum aminoailan 

Xanthomonas \ sticlii I p Al)+ -
oampestris I stioll 

I u3! Al(OH) 3 i p -
Esoheriohia coli aticU j p Al)+ Al)+ 

i 

Bacillus sticll, policar- I I 1e3! ohitoaan, 
i 

p I 
I 

licheni!ormis bonat DEAB-denran, 
► ' poliuretan 8 - aminoailan 

sticlll t 

Klebsiella atici.I{ p,f : chitosan - I 

cxytoca ! poliuretan 8 - I ohitoaan 

Kluyveromyces lsticU :P,! - chitoaan 

laotis policarbonat i chitoaan p -
I 

Kluyveromyoes ' I i 
lactia şi ! 

i 
Klebeiella latiolll t - ohitoaan 

oxytoca, ccimo-

bilizate 

Abrevierii b • perlei t • fibrei • • apllllll1 p • pllouţe; 

:r • inela Raohig sau de ■tioll poroaal 
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Din aoest tabol ae observă oit fixartia oelulelor se poste 

:-ealiza Jlrin tJ"at!lrea l,:>r sa11 " l!luportului cu ioni a,i Al)+ a11u 

Pe 3+, eau pt"in uUlizarea unor 111chimbiltori df! ioni (obl toean, 

I>JUE-,1.'9:r.tr"n) d.epuşi pe auprafsţa aaportult:i 11au prin ecoperlrea 

suportului ou UD strat de particule coloide înoărcate po:titiv 

[ Al(OR)'.'' .Pe 2o3]. 

1„2. Tiruri de supo:rturl utilizate la imobillza:rea 

~elulelor 

Principiul general al fixării oelulelor pe suport solid nu 

diferi esenţial de oel ol imobilis!rii enzimelor pure, la baza 

obţinerii ag:ragatelor sui,)ort-oelula atind (oa şi în oazul enzime­

lor) formarea de legături fizi:,e ·sau ohimioa între suport ,1 au­

prafaţa o•lulalor. 

De cele ~ai multe ori alegerea suporturilor este empirici, 

puţine dintre elt"> având o utilizare universali. 

Se foloaeso atit auporturi ancrganioe cât şi organioa1 aoaa­

taa din urmi sunt preferate, deoarece oferl o ~a.Tietate mai mare 

de grupilri reao·Uve pe auprafaţa lor (-NH2 , -COGH, -OH ieto.). 

Se folosaao pentru i•obilizarea oelulelur: poli:sabarida. pro­

teine şi polimeri sintetici (tabelul Nr. 2) 

Pa ae9menea suporturi celulele pot :1 imobilizate prins 

inoludere, enoapeulare (cu aau lări reU.oulare), adsorb~ie, sau 

legare oovalentă. 
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Tabelul Nr. 2 

Suporturi organice folosite pentru imobilizarea oelulelor 

Polizaharide 

Proteine 

Polimeri 

sintetici 

Celulod 

Agar/agarozl 

:::hitosao 

Dextran 

Csrageenan 

Alginat 

Peotat 

Gud xantaniol 

Colagen 

Gelatină 

Albumin/1 

Pibrid 

Poi..iacrilamidl 

Polimetacrilat 

Poliuretan 

Rlişini epoxi 

Polistiren 

Poliesteri 

Polipropilenl 

Polipropilenoxid 

Alcool polivinilic 

Poliolorură de vinil 
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I.2.2. Suporturi anorganice (Tabelul Rr.) ) 

De1i mai puţin folosite pentru imobilizarea oelulelor 

(aTAnd mai puţine gruplri reaotiTe pe unitatea de suprafaţl), 

suporta.rile anorganioe au o stabilitate termiol bunA şi proprietăţi 

reologioe exoelente (nu sunt deformabile). 

Tabelul Br. ) 

Suporturi anorganioe pentru imobilizarea oelulelor 

BeaotiTate 

.Aotivate 

Aluminl (.U2o3) 

Oxid de zirconi~ (Zr02 ) 

Oxid de_ ;nagnez'iu (MgO) 

Silioe (s102) 

SticU 

Ceramiol 

Bisip 

Oxid de tit9n (TiU2) 

l'erornagnetitl 

Suporturi aotivate ou 

diT&l'fi agenţi de ovplare 

In soluţie, suprafaţa aoestor materia~• se hidrateaal 11 

grupele -OB reţinute pot reacţiona direot ou gruplrile -COOB sau 

-n2 de pe suprafaţa oelulelor. Se pot folosi 11 suporturi anor­

ganioe modifioate, ou gruplri -n2 sau -CBO pe suprafaţl. 

Tebnioile de imobilizare a oelulelor utillute ln oa81ll n­

porturilor anorganica SUDta adsorbţia ti •legarea ooval••tl. 
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Dio oele de mai sus se poate trage oonolusia ol oelulele pot 

fi imobilizat~ pe suporturi (orgaoioe sau anorganioe) atit prin 

metode fizice (adsorbţia, ·1noluderea, enoapsularea) oit ti obimioe 

(prin legare oovalentă). 

I.J. Meoanismul imobilizării oelulelor pe suporturi 

Exist~ un număr de şase meoanisme diatinote, responsabile 4• 

imobilizarea oelulelor pe un suport insolubil şi anume, 

Pentru imobilizarea fizioă 

a) Interaoţii eleotrostatice oelule-suport 

b) Pormarea de legături ioni.oe între grupele -RH2 sau -COOK 

de pe suprafaţa celulei şi o grupare reaotivl de pe su­

prafaţa suportului. 

c) Adsorbţia bioapeci!ică, prin oare centrii speoifioi re­

oeptori de pe suprafaţa oelulei.pot fi utilizaţi pentru 

legarea pe un s·1port solid. 

d) Includerea fizică în polimeri atât a oelulelor viabile 

oât ~1 a nutrienţilor şi a produşilor de reaoţie oe pot 

difuza în faza exterioară. 

Pentru imobilizarea ohimioă 

e) Pormarea de legltari oo.,..J.ente partiale înt.re gruplrile 

-NH2 sau -COOH de pe suprafaţa oelulelor şi gruplrile -OH 

de pe suprafaţa suporturilor anorganioe de tip atioll NU 

oeramiol. 

!) Pormarea de leglturi oovalent~ între gruplril• reaotin 

de pe suprafaţa oelulelor şi gruplrile grefate pe suportul 

activat, ou ajutorul unor agenţi de ouplan(icooianat, 

aminosilao, glutaraldebidl, oarbodiim.idl, imidoeter eto.). 
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I.4. Criterii de alegere a suporturilor 

Condtţ!ll.e pa care trebuie să le îndeplineaec~ suportul (în 

a!arl de oele legate strict de interacţiile ~elule-euport) pentru 

obţinerea unor agregate stabile şi ou o aotirttate biooatalitiol 

ridioatl sunt: 

- Suportul nu trebuie să !ia tone taţl de calule şi al ou 

ateoteze negativ metabolilllllul oelula.r. 

- Capaoi~atea înaltl 4e retenţie a ■urortului taţi 4• oelale 

(raportată la creutntaa oelulelor u■oate/gram 4e euport). Din 

acest punct de vedere este pre!eratl tehnica inoluderii tn geluri 

de polimeri (ou o retenţie mult mai buni) comparativ ou adsorbţia. 

• Suport~l trebuie ■l fie stabil la temperatlll'i înalte, la 

pre~iuni ridicate ei la domeniile·apeoitioe de pR în oua u!'lll8a&I 

a fi toloai't. 

- Se prefer! suporturi ou o porozitate tnaltl, oare permit o 

bună legare a celulelor ,1 o ditaEie convenabili a aabatratulu.1. 

- Suporturile oele mai bune trebuie al•• pretase ou ueu.ria­

ţl la transformarea în p8l'tioule ou di■enaiuni dorite 11 al nu 

prezinte Y-IU'iaţi:t mori de volurn in cursul operaţiilor. 

- Suporturile, oa ,1 tehnioa de imobiliare trebuie aleN tn 

-.• rel t•••• .a - •rit• oa 111.oroo.rgaai ... l• 1-1,1.1.1-t-e _. p.ro-

duol substanţe aeoundare oaa gume, oleiuri, nlmoluri oare reduo 

rtteza reacţiilor prinoipale ,1 impuriflol produşii 4• reaoţie. 

O ~•todl de imobiliaare a celulelor utiliutl UD.eori este 

,1 retioularea aoeatora, ln absenţa unui suport insolubil. 

Prooedeul oel mai utiliaat de imobiliaare a celulelor viabile 

este inoluderea la geluri insolubile oa nriant•l• tebnioe ~uno■-

oute (obţinere de partioule, fibre, miorooapaule, ltollow-fibera, 

til■e). 
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I.5. Tohnici de imobilizare a oelulelor 

ln linii mari, tehnicile de imobilizare fiziol ,1 ohimiol a 

oelalelor respeot1' aceleaşi prinoip:.i oa tn oazu.l imobilislrii 

enzimelor pure, ou modifiolri legate de partio;il.aritatea luonlu.i 

ou celule. 

In celulele 'Yi.1 numai un numlr limitat de ensime aUD.t atabile 

şi au o activitate catalitică persistentl. In unele oasuri ensime­

le sunt produse în celulă oa intermediari, doar pentru o aourtl 

perioadl de timp tn oiolul unui proces fer~entativ, astfel tnolt 

aotivitatoa lor scade rapid odată ou divizarea şi oreşterea celu­

lelor. Sunt şi tipuri de enzime oare o dată formate rlmân tn oe­

lulele vii, limitând drastic utilizarea acestora drept biocatali­

zatori. 

Deşi s-au propus metode de tratare ulterioarl pentru a ata­

biliza actirttatea tn scădere rapidl a unor enzime, nu s-a desoo­

perit totuşi un procedeu universal de protecţie a acestora. 

De la oaz la oaz, menţinerea activitlţii enzimatioe poate ti 

obţinută prin tratamente oa: deshidratarea parţiali a oelulelor, 

modifioarea pH-ului, preinoubarea ou toni metalioi, şoou.ri termioe, 

tratare oontrolată ou detergent, auto]jza. parţială, inducerea 

autof'looullrii, retioularea intraoelularl,pe,-rueabilisarea oellllei. 

Ch:iar celulele tratate pot fi oonsiderate biooataliutori 

insolubili, suportul fiind însuşi matriral celular. Celulele tra­

tate nu pot fi folosite decât pentru reacţii într-o ainprl etapl. 

Sporii' de fungi şi bacterii au un oonţinut at~bil tn end•t 

aporii pot fi consideraţi oa nişte adevlrate "containere• atabile 

ei neutre pentru Wl mare numlr de enzime usuale. Cu a•••n•a -­

teriale se pot oatalisa multe reaoţ11 oaa biooonveraia atero14•­

lor. biooonversia acizilor graşi la 2-cetoaoizi (ou ■pori 4e t~ 

.,. 
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bioconversia amidonului la glucoz~ (ou Aspergillus wentii c~nidia), 

oxidarea triglicuridelor la metilcetone (spori de fungi), bio­

oonveraia penicilinei V la aoid 6-aminopenioil~nio (spori de 

Fuaarium) etc. 

r.5.1. Tebnioi de imobilizare fizic~ 

r.5.1.1. Adsorbt1a 

In natur~ so ounosc cas1U'i de formare de filme miorobiene pe; 

particule de nisip, argil!i, . ţesutlll'ile plantelor, tuburi de 

PVC, suprafeţe metalice, sticlA etc. 

Fiind o metodl blândA de lmobilizare, adsorbţia implici mi­

nima denaturare a celulelor. Adsorbţia este influenţat& de natura 

chimică a eupre!eţei celulei, care poate fi formatA din peptide, 

polihexozamine, acid diaminopimelio, înc~rcete cu centri ou aar­

oini ionice necesare fixArii pe suport. Intre suprafaţa celulei 

ş! Jea a suportului mai pot apare interacţii van der Waals, legl­

tur:i ionogene (ioni ca: Pe 2•, Ca2+, Pe 3•, Al)+ au un rol asednA­

tor cu cel al punţilor de hidrogen). 

De~i esto o tehnic~ rapidă ui oimplA, adsorbţia nu este ide~ 

ală, dep!nzând în 111Rjoritatea cazurilor de pH. In plus, sarcinile 

oelulalor ae pot mod1!1oa odatl cu vârsta şi pot altera oondiţiile 

de rnioroveoinltate. Simplitatea procedeului îl recomand~ pentru o 

oerie de aplicaţii praoiio& (Tabelul Nr. 4 ). 
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Tabelul Nr. 4 

Exemple de celule microbiene adsorbite pe cliffrae suporturi 

Specia Suportul Enzima Produ• de reao,ie 

,\zobooter Ceraarl.oii Sistem .Aoid aoetio 

aooti mulU-enzi-

matio 

.Aspergillus StioU. Idem .Aoi4 oUrio 

niger 

Escheriohia Dowex 1 - -
coli -
NocardiR IJ'.d~~Jl.uloză Colesterol- Colest-4-en-);onl 

erythropolis oxidaza 

Saooharomyoee Amberlit Sistem Btanol 

oerevieiaa mul ti-enzi-

ir.atic 

S4oerevisiae Cădmidă Idem Btanol 

S~oerevisiae ECTZOLA- Idem Btanol 

c1luloză 

A. Adsorbtie pe suporturi organioe 

Dintre suporturile organice utilizate tn teh.lioa imobilidr11 

prin adsorbţie a celulelor se remaroll trai oategorii1 rqinile 

sohimbătoara de ioni, celuloza şi dariTaţi ai sili, ::i leotinela. 

a) R~şinile sohimb~toare de ioni (polimeri sintetioi) 

Se utilizează atât anioniţi, oât şi oation1,1. Legltva 

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



- 24 -

suport-oelule este rezultatul direot al saroinilor prezente pa 

aupr&reţe, al oonfiguraţiilor speoifice ale centrilor tnolrcaţi 

· electric şi al aocesibilitlţii gruplrilor ionioe tunoţionale. 

Se folosaso rlşiDi oa: oopolimari stiren-:-div:lnilbenzen (de tip 

i:•cwe:z:), copolimeri ai fenolului ou formaldehida sau polimeri ai 

stirenului şi aoidului mallo. 

Prooedeul adsorbţiei constl. ln oiroularea unei suspensii de 

celulo printr-o ooloanl ou rlşinl, U1'118tl de apllare (pentru ln­

depirtarea celulelor nefilcate). 

In tabelul 111'• .2. se reglseao o&te.a o:z:emple de suporturi de 

E;(.;est tip. 

Adsorbţia celulelor pe suport e■te influenţatl de:natlU'a ■u­

portului, vechimea oulturii de oelul~, oonoentraţia iniţiali a oe­

lulelor, pH eto. 

In condiţii optime oelulele viabile 111mt bine reţinute 11 

chiar une~r1 adsorbţia aduoe iaoditiolri pozitive ln fisiologia 

celulari •. 

Un exemplu de utiliza~e a unui agregat obţinut prin ad.sorb,ie 

este f:1xarea celulelor de Bsoherioh1a ooli pe un oopolimer retiou­

lat,insolubil, de tip stiren-pol1bro11111%1 de B-benail-4-vinilpiri­

diniu. Aduotul obţinut se utiliseasl într-un prooedeu oontinuu de 

sintezl a acidulw L-asparUo 41n tumai-at de &llloD.iu • 

.Part-.io11lo.lo •lori- (,,.:r.10) dl• :rq:1..111 ~tiouletl .uDt ht:ro­

duse tntr-o ooloanl rloitl ou api, realislndu-se astfel un reaotor 

ou pat oompaot. Imobilisarea an loo prin treoerea unei 11118pen■ii 

de oelule de Bsoheriohia 0011 (oare oonţ1De L-aaputad) prin oo­

loana umplutl ou perle de oopoliMr, du:pl oee ae treoe prin oo­

loanl o soluţie de f11118rat de amolliu tamponatl. 

Ao14ul L-aapartio se obţine ou :nmdaaent oantitatiT, pB-ul 

OJ'ti• al soluţiei de aubatnt fiind de 7,4-7,7, iar tem;peratun 
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de luol'u egall cn w 0 c. Atit oondit:lile d~ imobilic11re cit c,i pa­

raafttrii reaoţ1e1 nu impiet~az~ asupra viabilitlţii celulelor. 

b) Celuloza ai oelu.loM modificfttă 

Celuloza se utilizaad da·toritl atsbili1:lţ11 sale orescute. 

Cel11loeele substi tu:I. te oele mai folosi te pentru imobilizarea ce­

lulelor sunt• 

-DIAE-oeluloza (conţine gruparea -NB2 puternic bazică, fiind 

un aohi■bltor de en.ioni); 

-~Ceste I.IA puternio sohimbător de ioni aoid. 

11ind !ibr~ase, celuloza şi oeluloza mod1tioa1:l au o arie 

U1'8 a •upra!eţei. Se utilizează de obioei sub ford perlată, 

având o porozitate tnaltl. 

Preparatele celulozice pot !1 dizolvate în pentan, he%BJ1 sau 

deoan 1n raport 1110 pâr,ă la li6, dupl oare se insolub111seacl 

prin tratare ou diizooiana~i sau ou aminopropilsilan. 

De exemplu Aspergillus oryzae se poate adsorbi po o ooloanl 

oonţinind iCTBOLA-celulo.zl opălată ou tampon fosfat 0,05 U 

(pH • 5,8). Celulele neimobiliqte se îndep~rtead prin epilare. 

!otirltatea invertazei din Jspergillus oryzao aatfel imobilimatl 

rlm&ne .stabili. Preparatul poate fi folosit într-o baterie de oo­

loane. într-un proces enzimatic oontinuu. 

a) Leatinele 

Lectinele sunt proteine natl.ll'&le uoor aaoesibile, fiind 

extnse din plante, legume, peşti sau melci. Capacitatea lectine­

lcr de a aglutina unele specii de oelule se datoreazl abilitlţii 

lor de a lega anti&eni speoifioi pe suprafaţa celulelor, MsultlDd 

un proaes de aglomerare. Se realizead în aoest fel o legare ae­

leotivl a celulelor pe un auport inert. Tehnica eate folositl 

pentru adsorbţia celulelor animale. Leotina leagl antigenul aimul­

tan pe suprafaţa auporiului gi pe cea a oelulelo~ bacteriene. 
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Puţin !oloei Ui, metoda oferi o variacu. poe1.bill II imobili­

zlrii onlulelor prin adsorbţie. 

B. Adsorbtie pe suportUl'i anorganioe 

Pentru imobilizarea celulelor sa poate toloei o gainll largi 

de materiale poroase (tabelul nr. 4) oa: aisip,stioll, olrlmidl, 

ceramică, silicaţi, particule o~ proprietlţi magnetioe, o~i?.i ai 

metalelor şi !'l~_dr:ixi c-:i metalici preoipi taţi eto. 

Deşi metoda da imobilizar4 este simpli şi rapidl, legăturile 

dintre celule ~1 suport sunt influenţate de variaţia oompoziţiei 

ei proprietlţilor suprafeţei suportului, oa şi de pH, tlrie ioniol 

vârsta celulelor, oaroina suprafeţelor, aria &uprafeţei ~uportului. 

Astfel, s-a observat ol Saooharomyoes oarlabercenais se 

adsoarbe bine pe kiBBelgur la pH •) şi pa bentonitl aoidl, iar 

pe aminobentonită numai 1~ pH • 5. 

Creoterea tlriei ionice a mediului are oa rezultat oreeterea 

oantitlţii de oelule adsorbite la o anumitl valoare a pH-ului. 

Sarcinile suportului aflate în microveoinltatea oelulelor 

afectează saroinile acestora, intaractiile de tip ion-1on putind 

duce la desorbţie. 

S-a arltat ol, în general, celulele microbiene inolroate ne­

gativ se adsorb repede pe suprafaţa unor suporturi ou sarcini po­

zitive ca D8AB-Sepbadex A-50 sau A-25, Amberlit IR-45 sau Biorad 

4G-21K. La prima vedere, surprinde ou atât mai mult !aptul ol 

aceleaşi celule înclroate negativ sa pot ataşa ueor şi pe supra­

faţa euţorturilor anorganice ou sarcini de aoelaei semn (sticl!, 

ceramici). 

Gradul de inc!roare electriol depinde de modul de pretratare 

a suportului. Astfel, sticlele- fyita au aaroini electrice slabe, 

pe când oeramicile acnperite cu oxid de zirooniu ca şi sticla 
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poroasă prezint! sarcini negative mai mari, permiţlnd o acumulare 

mare de oelule pe euprataţl. Aducţii rezultaţi vor avea o aotiYi­

tate enzimetioă stabil~. · 

Se poete trage concluzia oţ simpla intereoţie eleotroatatiol 

suport-oelule nu este în totalitate responsabili de imobilizarea 

ac4atora. In timpul imobilizlrii se formeazl probabil şi leglturi 

covalente între oelule şi suprafaţa suportului. 

O aplioaţie largă o au hidroxizii metalioi precipitaţi tn 

soluţii apoase din săruri (de obioei ZrC14 sau TiC14). In funcţie 

de pH,în oursul precipitării hidroxizii se polimerizează. Gradul 

de polimerizare este deoi dependent de pH, iar polimerii gelati­

noşi rezultaţi oonţin pe suprafaţa lor grupări-OH, oare formeazl 

legături covalente ou grupările -COOB, -Nll2 sau -OB de pe supra­

faţa celulelor. 

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

In tig. nr.2 sunt schematizate legăturile de tip donor-aooep­

tcr formate între Zr(OH) 4 şi Zro2 şi gruplrile -COOB, -OB şi -n2 
de pe suprafaţa oelulelor. 

Pe hidroxizii metalioi se pot imobiliza, Bsoheriohia ooli, 

Serratia maro,soens, Jcetobaoter, Saccharomyces cerevisiae, Laota 

baoillus. 

Metodica generală a imobilizhii oonstl ln amesteoarea na­

pensiei de oelule ou un hidroxid metalia proasplt preoipitat, 

timp de oiteva minute, după oare se oentrifu.gheazl celulele imo­

bilizate. 

llajoritatea celulelor rlmin fixate pe suprafaţa celula! ti 

o miol parte ■unt inoluse ln el. Viabilitatea oelulelor aatfal 

imobilizate este bună. 
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Rerrezentarea rchematia~ a complecşilo~-ohelaţi ni 

hiurox11ului de ir1V cu gruplrile nuoleotile de pe 

I) 

... o 

R 

110· 

f, . 

. o 

o 
,a 

, 7_,:: 
'. '1111 

, '_ .. tJH JIO•-:> 

In cazul st1olelor ol oeramioelo:r, formate în prinoipal din 

oxisi des Al, Si, llg, Ti, tn soluţii iampon sa to:raeasl pe aupn­

_faţa lor hidro:dr.:i1 gl"llpela -OH din aoeşti hidroxizi pot fi tnlo­

ouite ou grupl§dle -NH2 seu ~ C•O de pe auprataţR oalulei, fol'mln­

du-se o leglt~râ oovalentl parţiall. 

Pe asemena suporturi ca, etiola ailioloase tritate, oordierit 

(Mg2Al3(A1Si5o18>] şi oeramioe ziroonioo se pot imobiliaaa 

Penioillium ohrysogenum (mioelii) oi Streptom:,oaa olivoobromos•n•• 

(oa!ule). In timp oa t.mgli preferi oordieritala, aotino1117oatala 

sa imobilizează mai bine pa tritl de atioll. 

Inoorporind ioni metaliai specitioi tn auportu.ri organica•• 

poate asigura retenţia celulelor prin aoelaoi llleoaniem (Kolot 1980) 

De eDmplu, introduoind ioni~•)+ în peotat retiou.lat ou imino-
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diacetat, se pot lega celule de drojdie, care în absenţa ionului 

motalio nu ar fi reţinute. 

I. 5.1. 2. Inc!.uderea celulel.>r tn geluri 1.neolubile 

Celulele se pot include în geluri organice sau anorganice 

preformate sau printr-o operaţie simultană de formare a gelului 

insolubil ,1 de fixare a celulelor. Se foloseso atit materiale 

sintetice oit şi naturale. In tabelul nr. 5 se pot găsi exemple 

de celule incluse în geluri de poliacrilarr.idl. 

Tabelul nr. 5 

Exemple de oelule microbiane incluse în poliaorilamidă 

I 

Speoia Enzimele Substrat Produs de reaoţie 

1 2 ) 4 

I 

Aoetobaoter Sistem Glioerinli D,~hidroxieoe tonll 

S.ubaxydana multienzimatic 

Aspergillus Idem Gluood Aoid gluconic 

ai.ger 

20 0(- ş 1 20 /3 - I 
Baoilus Cortizon Derivat 20-bidro-

megaterium hidroeteroid- xilio 

dehidrogena za 

Corynebacterium Sistem I 14c-Glucozăl 14c-Alonină 
dismutana multienzimatic 

r-Gelactozidază 
. 

Eschericb.ia Lactoză Glucoză+ 

nlce.lesoene Galactoz~ 
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1 

Esoheriohia 

aloaleaoena 

Eeoheriohia 

0011 

Escheriob.ia .. 

coli 

EacheriohJ.a 

ooli 

Glucanobaote1' 

melanogenea 

Saocharomyoea 

ce:reviaiae 

Saocharomyoea 

eerevieiae 

Saooharomyoea 

oerertaiae 

Penicillium 

ohrysogenum 

Streptomyoea 

olavulige1'1l8 

Laoobaoillua 

bulga1'1ou.a 

- 30 -
Tabelul nr. 5 (continuare) 

2 3 

Aspartad J'waarat de 

amoniu 

f-aalaotozidazl Laotozl 

Sistam Indol+ 

multienzimatio Piruvat + 

RH1 

Idem L-Glutamat + 

L-Cisteinl .f-

• Glioinl 

Idem L-So1'boza 

Aloool- Etanol+ 

dehidrogenaza HD+ 

Sistem Gluood 

multienzimatio 

Inve1"tazl Zab.a1'ozl 

Sistem Gl11ood + · 

mul tien11imatio n 3 + Aoetat 

de fenil 

Idem Gluood 

r-Galaotozidazl Laotozl 

4 

Aoid L-aspa.rtio 

Gluoozl + 

Galaotod 

L-Triptofan 

Glutation 

L-Sorboa6nl 

Aoetaldehidl + 

l'ÂDH 

Etanol 

Gluoozl + 

Pruoto11l 

PenioiliAa CI 

Cefalosporina 

Gluooal + 

Galaotozl 
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.In cazul unor polimeri, inoluderea este exolusiv fiziol, pe 

oând în alte cazuri se formeazl în plus şi legături covalente 

parţiale între celule şi suport. 

Indiferent de natura gelului, se apliol în general treime­

tode de includere a oelulelor: 

a) Polimerizarea în bloc în prezenţa oelulelor. urmatl de 

dezintegrarea mecanică în particule. Este o metodl simpli dar pre­

zintă dezavantajul obţinerii unor particule neregulate. improprii 

pentru utilizarea în coloane, datorită r1aoul.u1 taslrii. 

b) Topirea polimerului preformat sub forml de perle (piol­

turi). Particulele rezultate au o suprafaţă uniformi dar nu N 

pretează la imobilizarea unor oantităti mari de celule. 

o) Formarea de picături (perle) într-un sistem bifado. 

Partioulele vor reţine o cantitate mare de celule. agregatul' 

lormat putând fi utilizat la umplerea unor coloane. 

Asemenea perle se obţin prin suspendarea unui amesteo apos 

de celule şi polimer preformat într-o fază hidrofobi. 

Natura gelului oa şi modul de inoludere diferi de la oaz la 

oaz, în funcţie de natura celulelor& se alege metoda prin oare aa 

obţin agregate ou aotivitate enzimatiol marlml. 

Astfel, utilizând poliacrilamida meoaniaiml fo2'111lr11 gelalld 

(din precursorul acrtlamidl) este radioalic, oeaa oe duce la o 

pierdere parţială a celulelor. 

Alginatul. se poate folosi la inoluderaa celulelor vii, dar 

gelul se poate distruge în prezenţa 1-u1u1 fosfat. 

O probleid serioasă a includerii în gelu:ri o oonstituie 

efectele difuziei externe oare pot duce la scăderea aotivitlţii 

enzimatice a celulelor. Astfel, pentru a proteja oelulele de fao­

torii externi defavol'abili, se poate ~eourge la modifioarea poro­

zităţii gelurilor de poliacrilamidl. Barierele impuse de 

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



p(!:rmeabil.itate<1 me:r.b:r.,ni':l celulare po~ !1 ,od~p;1rtstP. printr-o 

autolizi{ eor..trolată, p:d:a uec~ren, l1ofll11mre11 PIAU Y1tgheţaros 

eelul9lor, oau pri.n tr,•.I ,·H•e~ celulelor ou toluen sou 11u ~•nt;i 

h,neicnc-:tt vi. Deşi a<,est e trllttir.wnte pot acoşc,ra rt•bi 11 tot ea oe­

hLl.elor, se oon:,ervă tot\lşt activitatea f'nzimntioă. 

1~ .folimen einteUoi 

Suportut'ile !ormnte din polimeri 1dntetici prezintă nvanta­

jul u1~or prop.detăti i:!.:dot?-c'.'li mioe bune pantru imobiliurea oe-

lulE·lor. 

Ic ace3t sco? && pot folori stit poli~ari hidrofobi (ln ape­

cisl poliaorils:nida), cât şi hi,:\!'o!ili ( poliure·~ani). 

Galurile se prep&~ă prin cele dou~ metode ounoaoute (pol1me­

ri:-.a:-o1Ja preoureorilor eim·ul tan cu imobilizarea celulelor aau imo­

bilizare pf' pol:lmeri preformaţ:l). 

A. ~~il~mida 

In cazul iuolu.derii oolulelor "'imultsn ou fo.rmarea gelului 

de poliacrlla!lliJţ, meos.Dismul reacţiei tiind radical1o, apare o 

pi$rdere ee,erll de celule. In tabelul nr. 5 am dat oiteva exemple 

de utilizare u gelului do poli~ril&midll pentru inol11derea unor 

celulo. 

Pr~cgdeul general oonstl în polimerizarea unei emulsii apo••• 
cJ.e acrilsm:!.dll. oonţinând celula tn aWJpensie„ Dec,i tebnioa inolu­

derii oete uşor r.coeei·oilll, iar mo~fioarea enzimelor eate reduel 

gelul este torlo pentru oelnl~lg v-11. Intruoât poliaorllaai4a 

este un polimer liniar, polimerizarea se face în presenţa unui 

agent de reticulare (BIS) oare permite obţinerea unui gel oa 

structuri tridimensionali. Puterea catalitiol a agregatului suport 

-celule depinde direot de oonoentraţiile relatin al• aor1lami4•1• 

agentului 4e reticulare (BIS} şi oelulalor din amaateolll iniţial. 
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Pentru inJ.ţierea polimerizlrii se utilizează metoda ohimiol (folo­

sind: persulfaţi, -dimetilarninopropionitriL sau TEIIBD) sau metoda 

fotooh:1.miol (utilizând: hidrosulfit de sodiu,ri~bflarlnl şi TEIIED). 

Polimerizarea se oonduoe într-o aoluţie izotoniol tamponat!, 

la 4-15°c. 

Pentru a se eTita dezavantajele datorate polimeridrii ra41-

calioe a acrilmddei în prezenţa celulelor vii, în 1981, Preeman 

şi Aharonowitz au propus utilizarea poliacrilamidei liniare pre­

fo:rmate, substituite parţial ou gruplri acr1lh:1.draz1dice şi solu­

bili în api. 

O variantă a gelurilor sintetice de poliacrilamidl utilizatl 

la includerea unor microorganisme, o constituie copolimerii 

N-alchil-acrilamidelor termio-reTersibili, oare prezintl LCST 

(vezi pag. 43 vol. I). 

Astfel, Arthrobacter oimplex a fost imobilizat de oltre Park 

şi Hoffman î~tr-un gel copolimer de N-iscpropilacrilam.idl (9~) 

şi aorilamidă (10%), reticulat ou BIS (4%), având LCST • )7-40°0. 

Aductul obţinut se foloseşte pentru construcţia unor reaotoa­

re .batch". Cinetica reacţiilor catalizate de aductul gel-mioro­

organism este influenţată de temperaturi, oare oontroleazl dimen­

aiunile porilor gelului-suport. Cu ajutorul aduotului obţinut•­

convertit h:1.drocortizonul la prednisolon (ri.e )-oetoatero14-.6.1-

-deh.1drogenaza). 

B. Polialchileggliooli foto-retioulabili 

J'ukui şi colaboratorii (Univ. din K7oto) au propus utiliza­

rea unor polimeri preformaţi, cu lanţ\ll'i polietilen- 11 polipro­

pilenglioolioe foto-retioulabili, a olror ■ut1'\lot\11'l eate oea 

illdioatl în fig.nr.). 
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Fig. nr. 3 

Structura cltlmica a unor răşini polimere, foto-reticul abile 

Cl-1:3 CI-i-' , ·-., 
Cli2=C-C-O-(-CJ:bC1-b·0-1-C-C=C1-b 

li li 
o o 
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li I•-., I•-., li 
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li / \ o o/\ li o li li o 

CJ-½ C H-NH-C-0-(-C~liJ-O-~-C-NH-CH CI-½ 

\-6H2 \-6Hl 
I\ I\ 
~ C}½ f½C CH3 
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~ y~ y~ ~ 
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CH;i C H-NH-C-0-(- CH Cli;i-0-kC-NH-CH C}½ 

\ - 6K2 \ - 61-i2 
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Aoe~ti polimeri oontin grupe acriloil terminale, fotoretiou­

labile. llasa moleculari a polimerului poate fi ajustatl, pentru 

a se obţine catene de lungimea dorită, Dacă lanţul polimerului 

este de tip polietilenglicolio rezultl un gel hidrofil; gelUJ'ile 

pe bazl de polipropilengliool sunt hidrofobe. 

Retioularea polimel'lllui are loc rapid la iradierea oa radi­

aţii tJV a soluţiei sale, oonţinând celule în suspensie tn pre­
santa unor cantităţi mici de tctosensibilizator (eterul etilio AU 

izobutilio al benzcinei), timp de J-5 minute (tabelul nr.6). 

Tuelul llr. 6 .. 
Exemple de celule microbiene incluse în :răe1n1 

-. pfepolimerioe toto-reticulabile 

Specia de celule Bnzima Substrat Produa 

1 2 3 4 

A:rth.robacter 3-Cetoste:rcid- Hidrocortizonă Predniaolom 

aimple:s 
C 

..6.-dehidrogenaza 

BreTI baoteriwa Multi-enzimatic Pantctenat + Coenai.- .I 

ammoniagenes CisteiDI + ATP 

Ccrpiebaoterium 9- o(..-Bidrox:1- 4-Androsten- 9 o<-Rid:rox:1-

sp. laze 3,17-dicnl -4-_.nd:rosten• 

-3,1'-41onl 

Curvularia 11 r-llidrorl- Compus S- Co:rtisol 

luneta laza Reichshin 

Enterobaoter Trensglioczi- Uracil-arabi- Adenin-a:rabi-

aerogenes laza nozid+ Adeninl nczid 
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Tabelul nr.6 (continuare) 

1· 

I 

1 2 I ) 4 

I u-0( \Rhizopus 11-o<. -hidro:rl- Progesteron& -Hdirorlpro• 

i -istolonifer laza 
1 

gesterona. 

Rhodotoru.la Hidro:rllazl (t) Mentil- (-) Mentol 
I 

I I 
minuta stereospecifiol I succinat I 

' 

1

s aooharomyoes Multi-enzimatic ! Gluoozl Btenol 

I sp. 

c. Poliuretani 

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

celulelor un polimer poliuretanic preformat ou structura urmltoare: 

v~ri1nd rBronrtale dintre a, c Qi b se poete modifica hidro­

fobicitatea gelului. 

Aceşti polimeri sunt miscibili ou apa; prln emesteoarea lor 

cu o suspensie de celule ere loo o reacţie în urma oăreia se eli­

mină co2 şi se formează uree substituită. Celulele se includ în 

acest gel astfel „autoretioulat". Tn tabelul nr. 7 se dau câteva 

exemple de celule imobilizate prin această metod~. 
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Tnbelul Nr. 7 

Exomple de c~lule m.iorobiene inoluse în polimeri 

ure·tanloi 

I Specia Enzima Substratul Produaul 
I 

.Hhrobaoh%' J-Cetoste::.-oid- Hid.rooorti zonă Prednisolonli 

Bimplex - 6 1-ciehidro-

I genaza 

1.&spergillus 11- r-Hidrox1- Progeeteronă 
(\ 

ll-1 -Hidrorl-

)>boeniois laza I progeehronă 
IBaeheriohia Penioil1n-G- PenioilinR G 6-APA 

~ou -Jioilaga 
I 
I 
I 

llooardia Steroid- b..1 - J.f-Hidro"d- 4 J-Ceto-.6 -

rhodoorous -dehidrogena za - fi 5 -steroide -ateroide 

Steroid-â1- ' A 1-Debidrotesto-t"··-· I Testosteronă 
rhodoorous -dehidrogena za ateronl 

Pent:ru i~obilizarea oelulelor în geluri de poliuretani se pot 

tololli oi prepolimeri (isooianaţi), dupl metoda reoo111B11datl ln 

1981 de Kluge şi Klein, policondensarea şi inoladerea destlfurln­

du-ae simultan. 

Polimerul rezultat poate avea etl'\loturl de spwnl sau de gel. 

Avind o st:ruoturl foarte poroasl, spuma se poate folosi tn reaotoa­

re ou pat ooapaot. 

D. Rleil11 epoxi 

Rlşinile epo:d. au o reziatenţl aeoaniol ridioatl Qi o mare 
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etabilUate obimiol, ceea oe le oonterfi aplice bi 11 tăţi tehnologi-

oa. 

Pentru imobilizarea celulelor se recomand~ metoda polioonden­

slrii unui preoursor <~repolimer) epoxi hidrosolubil oau hidro­

emulsionabil ou o poliaminl, la temperatura oomerei (Klein şi Eng, 

1979; Klein Qi Kressdorf, 1982). 

Metoda a !ost folosită de Klein şi Wagner în 1980, pentru 

imobilizarea oelulelor de Eacheriobia coli oare oonţin penioili­

nazl neoesarl tabriclrii aoidului 6-aminopenioilinio (G-APA). 

In schimb ~•lulele de drojdie imobilizate pe această cale nu 

sunt viabile. 

In general, imobilizarea pe răşini epoxi se foloseşte la oe­

l•Jlele mai puţin sensibile, de obicei pentru obţinerea unui sis­

tem de en~ime multiseovenţiale. 

O toarte bun~ supravieţuire a celulelor eoneibile de SAocha­

romyoes <lererisiae poate fi obţinut1i pl"in incubarea celulelor 

incluse într-un mediu nutritiv. Agregatul obţinut poate fi folosit 

p&nt~u producţia industriall a etanolului. 

2°. Polimeri naturali 

In cazul utilizlrii polimerilor naturali (în general de tip 

f'&ptidP. ARU poli zaharide) ~e toda de includere a celulelor constă .. 
în gelit'ioarea aoestor maoromolecule 11 preformate". 

Metodele de gelificare trebuie să fie blânde pentru a p~o­

te,ja celulele imobilizate şi diferii în funcţie de Atruotura poli­

merului. 

Se cunosc, în general, trei metode da imobilizrire pe asemenea 

polimeri. 

A. Geli!icBrea termic~ 

Prln răcire, soluţiile apoase ale unor polimeri naturoli 
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formeazl geluri, oare prezintl ln general fenomenul de histereeia 

(temperatura de gelificare este inferioarl temperaturii de topire 

pentru o oonoentraţie speoificl fieolrui polimer). Polimerii fo­

losiţi ln aoest oaz auntz colagenul, gelatina hidrolitici rezulta­

tl de la colagen, agnrul, agaroza şi k-oarrogeonanul. 

Pentru a m!rii rezistenţa mecanici şi chimici a gelurilor, 

acestea se trateazl uneori cu un stabilizator. 

a) Colagenul a fost folosit pentru prima oarl la imobiliza­

rea celulelor în 1979 la Universitatea Rutgers din USA, de cltre 

Venkatasubramanian şi Vieth. 

Colagenul este hidrofil şi se gonfleazl tn apls mecanismul 

imobilizlrii celulelor în oolagen impliol interacţii ionio•, le­

glturi de hidrogen şi forţe van der Waals între celule şi rest~ri­

le de aminoacizi din lanţul proteinei, conducând la formarea unor 

agregate suport-celule foarte stabile. 

Un procedeu de imobilizare în colagen poate fi descrie astfeh 

0,5-5~ colagen se disperseazl în api aoidulatl (pB N 6,5), dupl 

oare se adaugi oelulele, astfel oa :raportul celule/colagen al fie 

de 0,2/) material usoat, tn greutate. 

Dupl floculare, se modifici lnoet pB-ul de la 6,5 la 11,5, 

sub agitare, pentru a se dispersa miorofibrilele de colagen oe 

conţin pe suprafaţa lor celule. 

Amestecul obţinut se lntinde sub forma unei membrane ou gro­

simea de 2-10 mm, oare se usuol 11 se outundl apoi tn.tr-o soluţie 

4e glutaraldehidl (10%) sau de formaldehidl (pH•8,0), timp de 0,5- -

5 minute, pentru reticulare. Membranele obţinute, spllate 11 u­

aate, se pot folosi pentn oonatl'llaţia unor reactoare, ln alter­

nanţi ou foi de .b&rtie de filtl'll. Colagenul este un suport exce­

lent, ieftin şi aooesibil, oare reţine oantitlţi -ri de oelule. 

In tabelul nr 8 se dau olteva exemple de aplicaţii ale 
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gelurilor de colagen. 

Tabelul Nr. 8 

Utilizarea gelurilor de colagen pentru includerea 

celulelor miorobiene 

Specia de celule Enzima Substrat Produs 

Streptomyoes Sistem Glucozl Candicidinl 

griseus mu.ltienzimatio 

Sacoharomyoes Invertaza Zaharoza Glucoz~ + 

oerevisiae fructozl 

Corlhe bacterium Sistem Glucoz! Acid glutamic 

lilium mul tienzima tio 

Acetobacter Sistem Etanol Acid ace1:ic 

sp. mul tienzima tio 

Pseudomonas - Ape rezi- Plutoniu+ 

aeruginoea duale apl 

b) Gelatina 

Derivatul h1drol1t1o al oolagenu..lu~ eete u.a bu.n euport p-­
tru imobiliza.rea celulelor (tabelul nr. 9). 

Tabelul Nr. 9 

Exemple de celule microbiene incluse în gelatinl 

Specia Enzima Substrat • Produs 

l 2 3 4 

Arthrobaoter X-4 Xantino:ddaza 1-Metilxantina Aoid 1-metilurio 
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Tabelul nr.9 (continuare) 

1 2 ) 4 

Aot. Glncnizomera11a Oluooza :fructoza 

m.i1u,ou1•ieneia 

A„pergillue 11- ~-Hidro:rl- Progeah.ro.n'i· 11-r-Hidroxiprogea-

phoenioia laza teronii 

~aooharom:,oes Invertaza Zaha.rom Gluoo,ill + 

oererlsice f:ruotozll 

911reptomyoea Gluooiz011eraza Gluoozl Pruotozll 

ap. 

Pentru imobilizare, auapenaia apoaal de oelule se ameateol 

ou o soluţie apoasa 2~ de gelatinl, la 40°c, aotfel incit rapor­

tul oelule/gelatinli al fie 1/10 (material uaoat, tn greutate). 

Amesteoul se r5oevte, iar gelul obţinut ae liof111zeazl. 

Preparatul aste apoi 1Mrunţit în particule mioi, oare ae stabili-

11eazl prin retioulare ou glutaraldehidl aau ou formaldebidl. 

O variantl a aoeatui prooe4eu inolude retioularea simultani 

ou imobilizarea celulelor. Pentru aoeaata, glataraldebi4a ae ada­

ugi la auspe.uaia oal41 de gelatinl/oelule lnainte de rloira. 

In acest oaz nu mai eate neoeaarl liofilizarea. 

lliorosupo.rturile pe bazl de gelatinl se folosesc ei pentru 

oultivarea celulelor animale, raa1 puţin stabile, (Nilsson oi 

lloa baob, 1980) • 

c) Agarul ei aga.roza 

ln mo1ec,~ lele agerului ei aga.roni, oare au oaraoter 'ba&io, 

unităţile de agaroM.ou. alta.rnead ou .resturi de r-D-galaotopira­

noză legată 1,3 oi ou resturi de ),6-&Dh14.ro-c<.-L-galaotopi.ranoza 
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legatl 1,4. 

Uneori, pe lanţul agarobiozei pot apare gruplrile: sulfat 

(eatericl), metoxil, oetal-piruvat şi-COOB. 

Formarea gelului. de agar şi agarod se poute schematiza ast­

fel (fig.nr.4). 

Pig. nr. 4 
Mecanismul de formare a gelului pentru agarozl şi 
carageenan 

Soluţie 

rilei re 
iocllzire 

Gel I 

rilei re 
Încălzire 

Gel II 

Se pot obţine varietlţi de agaroal ou diferite temperaturţ 

de gelificare, p~in modifiolri ohimioe, introduo&nd în molecula 
,_;f>J•• 

polimerului gruplri hidronetil. Asemenea preparate pot forma 

geluri la temperaturi de sub 15°c. Aceste geluri se foloseso la 

imobilizarea unor celule termolabile, dar au o stabilitate meoa­

Diol relativ miol. 

Un gel stabil şi ou bune oalitlţi se formeazl la 30-40°c. 

Ca mod de luoru general, polimerul (2-5% tn greutate) se 

diaolvl la oald tntr-o soluţie tampon sau tntr-un mediu compatibil 

ou celulele. Soluţia obţinutl se rloeşte la o temperaturi ou 
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5-lo0 c deasupra temperaturii de gelifioare şi apoi se amesteci ou 

oelulele. Deşi cantitatea de celule inclual poate fi oonaiderabi­

ll, se preferi obţinerea linul aduct ou concentraţia în oelule de 

1-5% în greutate. 

Porma particulelor obţinute final depinde de modul de pregl­

tire a gelului. Aatfel, Toda şi Shoda (1975) au obţinut particule 

sferice (perle) injeotând suspensia caldl de oelule/polimer 

tntr-un ameateo cald de toluen şi tetracloretan. Datoritl solven­

ţilor utilizaţi preparatul nu este viabil. 

Celulele viabile se pot imobiliza în polimeri ou temperatu.ri 

3oase de gelifioare. 

Preovent se utilizeazl gelificarea în bloo, ou dispersia me­

oaniol ulterioarl a particulelor. 

Particule sferioe (perle) se pot obţine şi prin dispersarea 

unei suspensii de oelule-polimer într-o fazi inertl, hidrofobi, 

oal4l (ulei vegetal, tributilftalat) înaintea gelifiolrii 

(Bilsson şi oolaboratorii, 198)). 

In tabelul nr.10 sunt date exemple de utilizare a gelu.rilor 

de agar şi agarozl. 

Tabelul Br. 10 

Exemple de celule inoluse în agar ei yarozl 

Speoia Enzima Substrat Produs 

l 2 ) 4 

IBsoheriohia Tillddintoato- Timidinl Timinl 

ooli rilazl 

Bsoheriohia Penioilin- Penilaoetil- 7-ADCA 

coli aoilazl ADCA 
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Tabelul nr. 10 {oontinuere) 

I. 1 2 J 4 

Bsoheriohia Aspartazl Pumall'at de .Aoid L-aspartio 

ooli amoniu 

Rhodospirlllium Sistem Malat Hidrogen 

rubrum multienzimatio 

Rhizopus 11 - o<. -Hidrorl- Progesteronă 11- 0(-Hidro:ld.pro-

nigrioans leza geateronă 

P::::eudornonas Sistem Cafeină Soluţie decafe-
putids :nul tien:1.imatic iuizată -·-·---- --·- ----·-

Dezavantajul major al agarozei este preţul slu de ooat ridi­

oat. 

u aplioaţie treoventl a inoluderii invertazei din drojdie în 

perle de agaroză este invertirea zahlrului în reaotoare ou pat 

fluidizat la 47°c. Dupl 100 ore se observi o aotivitate remanentl 

foarte bunţ a celulelor imobilizate. 

d) lCapa-caregeenan . 

k-Car.egeenanul · este e polizaherid!i extras!i din alge marine, 

fo:rmatA în prinoipal din 4-su.l,fatul f'-D-galeotozei şi din J,6-

-anbidro-D-galactoză. 

Cu exoepţia slrii sale de sodiu, k-oarageenanul- este 1nao­

luD11 1n apa reoe. Prin a~esteoarea ou api rece rezuli« o d1eper­

sie grosieră oare neoesitl înollzire pentru dizolvarea polimeru­

lui. Temperatura de gelificare şi oalitatee gelului depind atât 

de oonccntre.ţia polizaheridului cât şi de ionii metalici prezenţi 

( + + 2+) în mediu K, NH 4, şi Ca • 

Neavând ef&cte toxice, k-oerageenanul se utilizează în in­

dustria alimentară. 

Ca şi agaroza, k-carageenanul formează geluri în condiţii 
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blânde (!ig.nr.4) şi in plus poate lege şi unii cationi. 

Daoă se înlocuiesc ionii~ prezenţi în polimerul natural ou 

ionii Na•, temperaturB de. gelitioare scade considerabil. 

Astfel, majoritatea celulelor termolabile pnt fi incluse în 

gel de oarageenan 5% (în greutate), la 25°c. Prin includerea în 

k-care.geenan se menţin intaota activitatea metabolici şi viabili­

tatea celulelor microbiene, preparatele obţinute putând fi utili­

zate pentru catalizarea unor reacţii multiseovenţiale (tabelul 

nr.11). 

Tabelul Nr. 11 

Exemple de celule microbiene incluse în k-carageenan 

I ! 
!Specia Enzima Substrat ' Produs 

' I 

1 2 .3 I 4 
! 

Aspergillus .Aminoaoilaza l N-Acil-D,L- L-Arainoacizi 
i 

ory-.e i eminoaoizi 

11- (" -Hidroxi-
' 11-f' -Hidro:n- · Aspergillus Progeaterona i 

! 
1 

phoenicis laza : progesterona : 

:9revibacterium Puma.rad i P'umarat i Aoid L"'°'alic 
I 

I !larlum : 
! ' 

\ Glucozl 
! 

Corynebacterium Sistem L-:Glutamet 
I 

gluta.ni.cum mul tienzimatic : I 
l I 

I 

I 

Clut:1- \ Glutation Eeoherichia Glutationsinte- l Acid L-
i 

ooli taza + acetat- mic + I,--'~<;- I I 
-kinaza \ teinl id i.c'i-

I 
+ I 

! 
Id+ uc.:<: t; ·i. l.fc•s-j 

-l rat l 
-
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'l'abelul nr. 11 (continuare) 

- - ,-- --------•-·-
1 2 ) 4 

·- --·-.. ---~ ~- .. -------- ------------
Escherichis Aspsrtazl!l Fumarat Aoid L-a.spartic 

coli 
··---· -·- ---· --

Zymomonas Sistem Gluood Etanol 

rnobilis rnultienzimatic 

Streptomyoes Gluooizomeraza Gluoozl l'ruotod 

griseus 

Bxpliosţia bunei imobilizlri a celulelor pe preparatele de 

k-carageenan: oonetl (pe lingi includerea tiziol propriu-zisl) şi 

în !ornarea unor leglt1ll'i de tip donor-aooeptor intre metalul in­

corporat în gel şi gruptirile nuoleofile (-COOH şi -NB2) .. de pe su­

prafaţa celulei. 

Modul general de imobilizare a celulelor tn k-oarrageenan 

este urmltoru.11 

Se dizolvi k• -oarage~nanul (1-~) ln aer fiziologio, la J7-

500c. Soluţia obţinutl se amesteci ou celulele, dupl oare se rl­

ceşte amestecul celule/polimer şi se ameateol ou o soluţie apoasl 

~- ( 1 ) . + + )+ oonţintM&d agenţi de gelifioan O, -O,) K oa1 K, NH4 sau Al , 

MgQ♦, re~•, re3+ e1111 .,._ ~rs-1o• (p-twailea41ardna. o alohilef\­

diaminl, hid1'aaide, hidro:xaaaţi). Se formeazl rapid un gel moale 

oare se solidifiol prin reticulare ou dii~o1anaţ1, izotiocianaţi 

sau oarbodiimidl (O,Ol-1 g/ml), la .30°c. 

Gelului i se dau apoi forma şi dimensiunile dorite (perle, 

oubur1, membrane). 

Un mod de a prooeda pentru a obţine perle conatl tn dispersa­

Na la oald a suspensiei apoase de •Jc-oarag,ena.n·/oelule într-o 
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fazi hidro!obţ inertă, la !el oa în procedeul desoria la agarozl, 

Perlele formate se ·,or trata ulterior ou oationi (K+, ~) pentru 

a le oon!eri stabilitate mecanici. 

B. Gelifioare ionotropl 

Unii polimeri naturali înolroaţi ou sarcini electrice pot 

forma geluri prin reticulare ionici, oferind condiţii extrem de 

blânde pentru imobilizarea celulelor. 

Suporturile pot fi polizaharide naturale. 

a) Alginatul 

Alginatul (extras din algele brune - Phaeoph7ta) este UD 

copolimer liniar, natural, conţinând resturi de acid f-D-manlU'O­
nio legate 1-4 şi resturi de acid o(-L-guluronio şi av&nd oite o 

grupl -COOH per unitate structurali de zahlr; el formeazl î~ pre­

zenţa cationilor multivalenţi (Ba2•, ca2• sau A13+) în soluţii 

apoase geluri insolubile, tridimensionale. 

Particulele tridimensionale de gel sunt relativ inerte şi 

pot include celulele fără a le afecta viabilitatea. 

Pentru obţinerea perlelor de gel cu celule incluse, ae ada­

ugi în piolturi o suspensie de celule/alginat de sodiu la o ao­

luţie de CaC1 2 (0,0§-0,2 K) In fig.nr. ?(volumul l)am aohiţat 

struotura coacervatului de alginat de calciu. 

Proprietlţile mecanice ale gelurilor de algi.nat depi.nd de 

raportul dintre acizii guluronio şi manurollio din lanţul poliMr, 

de greutatea moleculari a gelului oa şi de gradul de diaper■ie. 

Cele mai stabile gelu.ri se obţin din varietlţi de alcinat ou ooa­

ţinut mare de resturi de acid guluronio. Un dezavaa.ta3 al aoea­

tor geluri este solubilizarea lor rapidl, în speoial ln preHaţa 

unor agenţi de ohelatizare pentru ional_Ca2+ (ioni de foafat, oi­

trat şi EDTA). Pentru a menţine particulele (perlele) intacte tn 
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timp. irnte ne~l'.!eerl'i :incJ.11,lerea iooilor de Co-:-• (j-50 mM) în nolu­

ţia substratului. 

St~blllzarea perlelor de alginat se ma! poate realizR prin 

trat~reA lor ou o poliaminX (polietilen- 1o1su polipropilen1m.in'1) 

urmată de reticulAro cn glutaraldehldil (Veliky şi iYilHama, 1981; 

Birnbam.\ şi colaboratorii, 1981). 

ln ciizul supol"tului alginat, oe obeem cil activitatea bio­

ohimic1 a celulelor de drojdie incluse în gel utilizate pe.ntru 

produc~rea ~tenolulul este foarte apropiat~ de oea a celulelor 

h bqre (neinolusf!). Perlele de aduct astfel obţinute sunt atab11• 

o 111Bra perjoadl de timp dacl sunt pilstrote în tampon tos!at. 

Firma Kyowa Hakko Kogro Co., Ltd. (Tokio) a realizat un re­

actor-pilot pentru fabricarea etanolului ou calul~ de drojdie 

incluse în alginat. Reactorul are un volum total de 4000 l şi o 

productivitate de 2.400 1/zi etanol pur. Procesul se preteazl la 

automatizare şi computerizare, productivitatea fiind de 20 de ori 

ir.ai lllllre deoât în C,'3zul unui :f'ermentor "batch". Randamentul ccn­

Tersiei este da aprox:i.mativ 95,-;. Aceasta a !ost prima opera~i• pe 

soară mare au colule vii incluse într-un suport. 

O altă aplicaţl.e a gelurilor perlate de algiaat ~ste utilisa­

rea lor pentru raao~ii catalizate de lipazil în solvenţi neapoşi 

(esteri!lolri şi transeaterifiolri). 

s-a observat oă utilizând lipaza inclusă în alginat de oalei• 

pentru hidroliza triglioeridelor tn sisteme apoase, are loc dea­

prinderea enzimei de pe suport. 

In schimb, 11pa7.o din Candida cylindraoea inclusă tn alginat 

prezintă o activitate oomparabill ou cea a enzimei libere tn sol­

ftnţi neapoşi (aoetoni, eter. etanol, piridină, hexan). 

S-a ajuns la concluzia ol alginatul de oaloiu, în calitate 

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

Un avantaj al gelului de alginat este şi posibilitatea de 

a fi utilizat pentru imobilizarea oelulelor animale, deosebit 

de sensibile la acţiunea unor oompuşi toxici car la variaţii de 

temperatură, pH, tărie ionică eto. 

Pe lângă agaroză, se recomandă pentru imobilizarea unor ase­

menea celule şi geluri de alginat, preparate efectuate cu uşurin­

ţă şi tiră efect de inhibare asupra culturilor de celule. U1toda 

serveşte la obţinerea pe scară mare a anticorpilor monoclonali şi 

a eritropoietinei. Un dezavantaj al metodei constă în faptul ol 

ionii fosfat (componenţi esenţiali ai oulturilor de c~lule) pot 

extrage cationii bivalenţi din geluri (Ce2•), ~icşorând consi­

derabil duritatea acestora. Acest efect poate fi înlăturat folo­

sind microcapsule de alginat acoperite cu polilisină sau cu o 

peliculă de polimer uretanic. De asemenea, folosind alginaţi de 

Sr şi Ba (mai rezistenţi decât cel de Ca la acţiunea ionilor 

fosfat) as poate corecta neajunsul amintit. 

De exemplu, pentru a in~lude celule de hibrydo■a 4411 (şoa­

rece - om) pentru producerea anticorpului monoclonal IgA, se uti­

lizează un gel de alginat de stronţiu. Pentru aceasta un amestec 

de celule vii şialginftt ~ se picură cu ajutorul unei seringi, 

într-o soluţie de SrC12 0,1 M. In funcţie de dimensiunea acului 

aeringii se obţin particule de diverse mărimi; se folosesc in 

special cele ou diametrul de 2 mm. Celulele astfel inclusa se la­

să să stea aproximativ 20 minute in soluţia de SrCI 2 (până la so­

lidificare), apoi ee decantezeă şi se spală. Instalaţia folosită 

este sohematizată in fig. nr.5. 
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Pig nr. 5 

Schema unui !e:rmentor ou'pat compact pentru producerea 

anticorpului monoclonal IgA 

tubpeatnl 
Ie(',()~ 

~probe 

fc:anmtor cu 
patcompact 

ln111idoma 
imobiliud 

----

mediu mediu 
llZa1 proaspăt 

coloani 
cu bule 

Particulele de gel conţinând hibridona ae introduc într-un 

fermentor ou pat oompaot (1). Ele sunt oxigenate continuu ou un 

ameateo de aer+ co2 (95~ + 5J) sterilizat printr-un filtru ou 

membranl şi treout apoi printr-o ooloanl ou bule (2) legatl ou 

fermentorul. 

Kediul de culturi din fermentorul (1) conţine gluco-1-fosfat 

şi ioni de sr2+. Celulele imobilizate din reaotor se menţin la 

)7°c, tn contact continuu ou med.iul oxigenat. Oxigenarea perma­

nentl faoe oa productivitatea celulelor imobilizate al fie mai 

mare deo&t tn cazul culturilor statice. 

Pormarea ooloniilor de oelule tn porii particulelor de gel 

poate fi aohematizatl aatfel oa tn fig. nr. 6. 
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Pig. nr. 6 

Colonizarea particulelor de gel-suport 

canale 

celule 

coloaii de 
celule 

Utilizând aceeaşi tehnică a picăturilor se pot mioroenoapsula 

în alginat şi celule de pancreas sau de ficat. Pe lângl rolal de 

protecţie oferit celulelor, microencapsularea evitl respingerea 

lor imunologică. In acest tel se pot implanta oelule hepatioe de 

lac specie la alta. 

In gelurile de alGinat se mai pot mioroenoapaula ti mioroor­

ga111sme oare servesc la îndepărtarea oolosterolului 41n aerul aan­

guin. Astfel, oelule de Pseudomonas piotorum se pot folosi pentru 

prevenirea aterosolerozei. 

Pentru aceasta, o soluţie de~ alginat de sodiu ti ~ agar 

se agitl timp de 15 minute şi se înollzevte la 45-50°c. Pseudoaao­

nas pictorum se suspendă în NaCl 0,9~ şi se adaugi tn piolturi la 

soluţia oaldă de ager-alginat, sub agitare. Amestecul obţinut•• 

extrudează într-o soluţie de Cac12 2,'; rloitl la 4cc, ou a,utorul 

unei seringi. Se obţin ruicrooapsule (perle) ou diametrul de 2 mm. 

După 15 minute se îndeplrteazl supernatantul şi se tnloouiett• 

ou o soluţie de citrat de sodiu Z' (pentru îndeplrtarea alginatu­

lui şi pentru a se deschide porii aprului). 
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11tio~ timp de 9 l~ni. 

O met'ldl!! de provenire s hepatitei B pro:,uttl 1.n· China el!ltt'I 

folosirea su~rafeţei antigenului hepatitei B (HBsAg) ca vaooin. 

C tel.J:lici de icginorle genetic~ utilizau in o.oeaotii ţori1 pentnt 

produoer~a de HBsAg !oloseote oelule mamare ou DNA raoombinanl 

Imobilizarea acestor celule trebuie s~ le etabJlize7,e şi l!ll 

nu împiedioe proliferarea lor. Celulele mamare sunt foa~te !ragile 

neoenithlld tehnici de imobilizare care sl le protejeze de acţiunea 

var:!.aţiilor zaa.ri c!.e pH, sslinitate etc. Cela mai bu.ne rezaltah 

le dl inioroenoapsularea într-ur:. sistem bazic de poli-L-lisinl/al­

ginat. Uelulele ou DNAn;1COmb:1t1ant preoultivate se ooleoteazl şi 

se disperseaz! în alginat de sodiu (106oelule/ml evluţie). Se for­

m~azl miorooapsule eterice ou diametrul de 200-500 f-1"• Spre deose­

bire de culturile convenţionale, celulele incluse produc şi menţin 

HBsAg în interiorul oapsulelor. Aoumularea de celule creşte în 

microcBpsule timp de 60 de zile. Membrana semipermeabili de poli­

lisinl-alginat a miorooapsulelor permite difuzia adecvat~ lan­

portul oe conţine celulel9 şi reţinerea simultanl a HBsAg, exclu­

zând alte molecule voluminoase din mediul de reaotie. 

Gelul de alginat poate fi folosit şi la co-imobilizări de 

tip oelule-enzim~. 

In acest tel se pot include tn algi0atul de calciu celule de 

drojdie, împreuni ou f-galaoto7.idaze. Agregatul ob~inut oferi un 

spectru mai larg de utilizare (producere de etanol dar şi scinda­

rea lactozei). 

Ca mod da laoru, pentru imobilizarea drojdiei,o soluţie epoa­

sl de alginat de sodiu se ameateol pAnl la omogenizare ou drojdie 

de brutlrie, iar amestecul se piourl (prin acul u~ei aeringi) 

într-o soluţie apoasl de CaC12• 
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Amesteoul se las~ în repaos 1 ori pentru întlrirea gelului 

de alginat de calciu cu celulele de drojdie inoluse. Imobilizal"ea 

este oantitativl. 

Pentru co-imobilizare, se foloae~te {2galaotozidaza retioa­

latl în prealabil ou glutoraldehida şi amestecată apoi ou o so­

luţie apoasă de alginat da sodiu şi ou drojdie, pini la omogeni­

zare. Amesteoul se piourl (prin injeotare) în soluţia apoaal de 

CaC12• 

Preparatul ou drojdie inclusă în alginat ara o produoti'Yita­

te (mlsurat~ în volumul de co2 rezultat prin fermentaţia aloooli­

oă) foarte apropiată de cea a drojdiei neimobilizate. 

In oaea ce priveşte aductul obţinut prin oo-imobilisare ou 

r-galaotozidaza, productivitatea lui oreşte la început şi apoi 

aoade odat~ cu acumularea de r-galactoză. 
b) Chitosanul 

Chitoaa~ul (obţinut din chitinl dupl dezacilare) este un 

polizaharid cere conţine resturi de 2-amino-2-dezo:d.-D-glucozl 

(ou gruplri -NH2 libere). 

Modul de gelificare ionotropl a ohitosanului se aseamlnl ou 

cel uti~izat le alginat. Ionii necesari formlrii gelului se aleg 

tn funcţie de compatibilitatea lor ou oelulele oe urmeazl a fi 

imobilizate. Pentru gelificare (retioulue) ~• folosesc mai alea 

fericianura, ferocianura, poli!osfeţii, acizi poli-aldehido-oar­

borllici şi poli(l-hidrorl-l-sulfonat-propena-2). 

Particule sferice de gel (perle) de ohitosan se pot obţine 

tn doul moduri: 

- O soluţie de acetat de chitosan conţinând oelule tn awr­

pensie se picUl'ă într-o soluţie da agent ele reticulare, la pB,..:,6. 

Se fol'llează un gel ionotrops la aoest pB slab acid, o mare parte 

din g:ruplrile -RH2 ttin molecula obitoaana.1111 se protoneazl, 
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favorizând reticularea ionio~. 

- Intr-un alt procedeu. perlele de obitosan se pot forma în 

soluţia agentului de reticulare şi la pH 2 7,5, dar pentru a pre­

veni solubilizarea ohitosanului este necesar~ (pe lângă ionii me­

talici) şi prezenţa unui agent de reticulare bifuncţional (glutar­

aldehida). 

Chitosanul oferi o variantă posibilă de imobilizare, doar un 

numlr mic de oelule putând fi inoluse în acest gel. 

Rezultate bune şi o bună activitate reziduală se observă la 

includerea de Escherichia ooli (conţinând triptofansintetază) şi 

Pleurotus ostreatus (oonţinând penioilinad.) în chi.tosan. 

Metoda este greu de standardizat. activitatea biooatalitiol 

a agregatelor suport-celule obţinute peaceastă cale depinzând nu 

numai de natura oelulelor, dar şi de oea a ohitosanului (ou grade 

diferite de dezacetilare a chitinei). 

c. Precipitarea 

Tehnica precipitării printr-un mecanism de eohimbare a solven­

tului este o variantă a includerii celulelor în geluri. 

Se ounoaşte astfel metoda transferului unei suspensii de 

polimer/oelule dintr-o fază organică în faza apoasă. dar acest 

procedeu nu se poate aplica decât pentru imobilizarea oelulelor 

utilizate în resoţii simple, în care solvenţii organici al nu 

afecteze celulele. activi.tatea reziduală a aductului suport-oelule 

fiind mult micşorată. 

Astfel, în 1975, Haokel şi colaboratorii au utilizat polisti­

ren dizolvat în tetrahidrofuran pentru a imobiliza Candida tropi­

oalie. 

Aotivi.tatea biocatalitioă în reacţia de oxidare a fenolului 

ae reduce la 23% în comparaţie ou cea a suspensiei de celule 
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neimobilizate. 

In 1979. Linko şi colaboratorii propun o metodl de inoludere 

a celulelor microbiene în 'perle de oeluloză. Celuloza B !ost di­

zolvată într-un amestec de olorură ae N-etilpiridiniu şi DIIP la 

90°c. Dupl răcire la 30°c se adaugA oelulele miorobiene. iar 

amestecul obţinut se extrudează in apă. Aotivitatea rezidualA 

monoenzimatică a mioroorganiemelor variază întra 22-85~. Prin a­

oeastA metodă s-au inclus în geluri de oelu.lozl1 Saooharomyoee 

oerevieiae (invertază). Aotinoplanea miasouriensia (gluooizomera­

ză). Bacillus oaagulans (gluccizomeraz~). Streptomyces fragilia 

şi K1uyve:ro:1yoos lactie ( l"'-galactozidaz!) • Serratia ep. (ureazA) 

Se poate folosi şi gelul de triacetat de celuloză pentru in­

cluderea celulelor microbiene. Astfel. Sarcina ureae e-a imobili­

zat în fibre de triacetat de calu.loz~. studiindu-se acţiunea oa­

talitiol a agregatului asupra hidrolizei ureei. 

Pentru aceasta. o suspensie apoasl de celule s-a ad~ugat la 

o soluţie de triaoetat de celuloză în CH2c12 (10%).Emulsia obti­

nutl se extrudează printr-o filieră în toluen. Activitatea rema­

nentă maximă a aductului suport-celule este de 45%. 

In gelul de triacetat de celuloză se mai pot include şi droj­

dii ce conţin {~galactozidaza, preparatele obţinute fiind folosite 

lo. f.11br5.c-3rea laptelui dietetic, destinat persoanelor care prezin­

tă intol~ranţ~ la lactoz~ din lapte. 

Ca mod de 1 ucru, in soluţia triaoetatului de celuloz§ înt~ un 

solvent nemi~cibil cu apa (de exemplu, CH2c1 2) se emulsionează 

suepenei~ apoa~ă de drojdie. După o şedere de 20-30 minute. in 

care timp ae {nt4r&şta. emulsia obţinut§ se trece printr-ofili­

erl !in~. Se obţin astfel "~ollow-!ibere" în care c~lulele do 

drojdie rămân fLt11te pe suprafaţa interioară. semiJ>ermeabilă,po­

:oaaă a fibrelor.Fascicijle de fibre astf~l obţinute se folosesc 
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in reactoare (dispozj ttve) vertlcal.e. 

Culturile de celule imobilizate po e.oetaţi pot fi folo111te 

în procese ferrnElntative aerobioe, in care de obioei apar mari di­

!101.11 t!iţi. 

CerceUtorii chinezi au propus o aplicaţie ou bune rezultate 

a oellllelor imobilizate in bioreacţii aerobioe fermentative. 

Astfel utilizând un gel oomplex de acetat de celulozl i.,i 

Euoheuma pentru imobilizarea unei culturi de oelule de Co1'Jnebao­

teriu~ glutamicus T6-1J, se poate obţine aoid glutamio într-un 

procas continuu. Metoda impliol trei etape suooesivea 

- Prepnraree suportului 

Un gel de Eucheuma 2,5% se amestec~ ou o soluţie de KCl ~ 

pânl la formarea unei p1.i.lberi. Pulberea se disperueazA apoi 

într-o soluţie de diaoetat de calu.loz! în aoeton! 1~ şi ae omo­

genizează prin agitare. Dispersând gelul obţinut în apl se formea­

zl particule de suport ou dimensiuni de aproximativ 5 mm. 

- Prepararea celulelor imobilizate ei proliferarea lor 

Dupl et~rilizarea suportului şi a mediului de oulturll, •• 

adaugi acid glutarnic la Corynebaoterium glutamious T6-1J. Celulele 

vor prolifera la J7°C şi pH a 7, timp de 48 ore, in oondiţii eero­

bioe. Dupi treoerea perioadei de proliferare ee vor obţine oelule 

viabile imobilizate, ou o bun! activitate biooatalitiol, 

- :P'ermentatia 

llted:f.ul de proliferare conţine: 12% gluoozl, 0,06" oarballidll, 

0,06~ lfgS04 , 0,17% Ha2HP04 , 0,05% KCl, O,1-0,J" melasl, Pe2+ fi 

2 ppm 11n2+. Permentaţia are loc la J7°C, la pH a 7, timp de 36 an 

în condiţii aerobe. 

Co1'Jnebaoteriwn glutamioue T6-1J conţinând resturi de bioti­

nl, aoeaeta menţine controlul atât al prooeeului metabolic o&t 

,1 al permeabilitlţii membranei celulare, asigurând oonv•~•i• 
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glucozei seu e glutematului. Le pH • 7, eotivitetee celulelor 

imobilizate este prnotic identicl ou cea a celulelor libere. 

Concentraţia optiml a sub~tretului (glucoza) în mediul de fermen­

taţie este de )O g/1. Perioade de fermentaţie este de )6 ore, 

aduotul suport-celule putând fi utilizat pentru 10 cicluri fer­

mentative, suooesive. In plus~ datorit! structurii fine a supor­

tului, celulele imobilizate vor avea o densitate mare şi o stabi­

litate termiol mai ridioat! deoât celulele libere. 

I.5.2. Tehnici de imobilizare ohimio~ a celulelor 

In general, celulele se pot imobiliza şi prin formare de le­

gitu.ri covalente, ireversibile, de tip celul!-suport. 

Comparativ ou tehnicile de imobilizare fizici, oare decurg 

tn condiţii blAnde şi în care leglturile celule-suport sunt de 

nat'lll.'I fizici, reversibile, metodele ohimioe de imobilizare deourg 

în condiţii mai drastice, ceea oe poate influenţa puternic viabi­

litatea şi activitatea enzimatici rezidual! a celulelor. De aoeea 

tehnicile chimice de imobilizare sunt incomparabil mai puţin uti­

lizate deoAt oele fizice. 

Dintre metodele chimice se folosesc tn cazul oelulelor1 reti-

1'1\larea, copolimerizarea şi legarea oovalentr pe suporturi aoti­

Yate. 

I.5.2.l. Reticularea 

Deoarece membrana celulelor miorobien~ conţine g:ruplri libere 

-COOH şi -RH21 acestea pot fi supuse retioullrii prin tratare ou 

agenţi di- sau multifuncţionali oa: glutaraldehida ei toluendiiso­

oanatul. 
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Celulele miorobiene mai pot fi imobilizate şi printr-o re­

tioulare ionioă, printr-un meoanism de flooulare în prezenţa poli­

eleotroliţilor. 

De exemplu, tn 1982, Kotufuta şi oolaboratorii au imobiliut 

oelule de Nitroaomonas etl1"opaea amestecându-le ou un exoea de io­

duri de trimetilamoniu-gliool-ohitosan; dupl amesteoare au adl­

uget polivinilaloool-sulfat de potasiu. Celulele se inolud ou 

formarea unui imobilizat poliionic complex. 

Retioularea nu are aplioaţii generale tn imobilizarea oelu­

lelor, iar acolo unde se aplici ea este utilizatl în oombinaţie 

ou tebnioile de inoludere fiziol, oa o metodl suplimentari de 

nfiure" a oelulelor, oonoomitent cu stabilizarea gelului.Inu­

joritatea cazurilor reticularea este urmatl de moartea celulelor. 

Metoda se reoomandl pentru celule neviabile (uscate). 

I.5.2.2. Copolimerizarea 

Metoda oopolimerizţrii poate fi considerat! oa o extensie a 

retioulării, în oare se foloseşte oa "spaoer" inert un polimer 

Qataral sau sintetic (gelatină, albumină sau polietileniminl), 

oare se ameeteoă ou celulele înainte de adăugarea glutaraldehidei. 

Procedeul se utilizead în majoritatea oazurilor pentru oelule 

moarte. 

I.5.2.). Legarea covalentă 

Prinoip~ul metodei este acelaşi oare expliol şi imobilizarea 

enzimelor purei legarea unui biocatalizator pe un suport prill 

interme.U,ul unor reacţii între gruplri funoţionale aoti"t'llte aau 

ou ajutorul unui agent oare reaoţionead oonoomitent ou suportul 
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şi ou biooatalizatorul. 

Un exemplu tipio foloseşte oeluloza aotivatl ou BrCN sau ge­

latina, împreună ou glutaraldehida. Variind agenţii de ouplare 

(al!linosilan, diisocianat, oarbodiimicl, glutaraldehida eto.) N 

pot introduce grupări reactive specifice pe suprafaţa suportului, 

oare reacţionează ulterior ou gruplrile reactive de pe suprafaţa 

oelulelor. Din păcate, majoritatea agenţilor d• ouplare awit 

toxici pentru oelule. 

Un avantaj al imobilizării chimice a celulelor pe un suport 

prin leglt\U'1 oovalente ireversibile este ~btinerea unui aduot 

necondiţ1onAţ de limite di!uzicnale (ca în cazul inoluderii) ,1 

de pe oare celulele nu se pot desprinde atât de uoor oa în oazul 

adsorbţiei. Câteva exemple de celule imobilizate prin legare oo­

valentl sunt date în tabelul nr. 12. 

Tabelul nr. 12 

Exemple de celule m:l.erobiene legate covalent pe 

diferite suporturi 

Specia de celule Suportul Agent de Produs de 

cuplare reaoţie 

l 2 3 4 

.Acetobacter sp. Hdra-dzi - .&oid acetio 

metalici 

Aepergillus 
. 

Glioidil- Glutaralde- Aoid gluoonio 

niger metacrilati hidl 

'Mio:rococoue CK-oelulazi Carbodiimidl .&oid urocanio 

luteus 
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Tabelul nr. 12 (oontinuar•·) 

1 2 J 

Saooharomyces Aminopropil- Glut81'8ldehi41 

Qarlsbergensis -eilioe 

Saocharomyoes Ridroxialohil- 1,6-Diamino-

cerevisiae metacrilat hexan+ glutal'-

aldehidă 

Saocharomycea Celulozl Cloruri de 

cerevisiae ctanuzil 

Zygosaooha- Hidroxialohil- 1,6-Diamino-

romyoes lactia metacrilat hexan+ glutar-

aldehidă 

4 

Etanol 

'l'onna Killer 

Etanol 

r-Galaotosidasl 

Utilizând carbodiimidă a-au format legătuzi covalente tntre 

supr8feţele celulelor şi perle de egarozi activată ou hidrazida 

acidului adipio. In acest fel s-au imobilizat oelule des Eaohe­

richia ooli B/R, Staphylocooua aureas, Pseudomonas aeruginosa 11 

Baoillus subtilis. Dar activarea gru~irilor -COOH de pe suprafaţa· 

celulelor ou oerbodiimidl a micşorat viabilitatea aoestora oa 11 

activitatea lor ~nzimatio!. O variantă a metodei (Jaok ,1 Zajio, 

1977) consta 1D aot1varea 1.n1ţ1ai« a grupar1ior oarboni de JM 

suprafaţa agarozei ou oarbodiimidă şi apoi legarea celulelor, dar 

metoda are drept rezultat moartea oelulelor. 

In 1975, Shimizu şi colaboratorii au fixat covalent Brevi­

bacterium ammoniagenes/PO 12071 pe un oopolimer de etilenl-anhi­

drldl maleici, dar activitatea coenzimei J din oeiule a solzu.t. 

Primele imobilizlri covalente ale celulelor pe oelulozl au 

fost floute de Jaok 11 Zajio tn 19771 ei au fizat covalent celule 
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deMiorooooous luteus ATCC 9)41 pe CMC, prin aoUTare cu oarbodii­

midl. 

I.5.). Autoimobilizarea oelulelor 

Autoimobilizarea celulelor Tegetale (datorit! tendinţei lor 

de a !orma agregate)este o metodl !oloeită la oulturile de Co!!ea 

arabica şi Niootina tabaoum. 

Prooesul autoe.gregArii poate !i optimizat prin agitare, dupl 

sohema din !ig nr.7. 

Fig. nr. 7 

Formarea unor agregate prin autoimobilizarea oelulelor 

a) 

b) 

Culturl standard1 suspensie !ină, 

agregare slab! (agregate mici) 

Agitare blând! (magnetio!) 

la temperatura oamerei şi 

la tntunerio 

Cultură ou agregate mari 

Se obţin agregate stabile, oare se sorteazl dupl mlrimea 

partioulelor. Partioulele ou diametrul de oâtiTa om având o vi­

tezl mare de sedimentare, se !oloseao tn reaotoare ou pat fluidi­

zat. Aerarea culturii se faoe aeparat, într-un Taa oare preoede 

reaotorul. 
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felulele b~cteriene (de di~eneiun! ~1ct) 9P folo~esc sub 

torm/1. 1e mombrf.lJlli j_ntrodus~ ~nt re două etn.tu1·1 semipermeabile, 

\m„mbrani:: de dializă) oirculnţ1a soluţie, de ri~t>etrat făcându-se 

reotl~inlu, prin ultra!iltrar~. In acest fel ee pot folosi celu­

Le!d de Streptococue faeoali~ pentru oonstruoţia unui reaotor cu 

membrană utiliznt în obţ:1.uerea oonUnul h ao1 dul.11 L-lact1 o. 

I46. Aotivitatea celulelor imobilizate 

ln majoritatea cazurilor activitatea biooatalltioA a oelula-­

lor 1mQbilizate este mai micţ -~cât s celulelor libere, oaraoterul 

~et.9rcgeu al b1ooetal1zatorului fiind in mare măsuri responsabil 

ie ao~ast1 diminuare. 

I.6.1. Fenomene d~ transport de masă 

.::n cazul cE>lulo>r lmor.,ilizate intervira <louA tipuri de trana­

port ,ie mastl (substrat, ,,roctuo, nutrient) i 

- :ra,1sport•1l de maa!l extern (1nterpart1oule) oare este gu­

vernaţ ,1e tip11l de reaotor (tano ou agitare, pat fluidizat, pat 

oompaot) şi d~ 11idrodlnamica liohidelor şi 

- transportul de man~ intern (intrapartioule) oare este gu­

vernat de o1net1ca b1uuata11DatoruluJ, d•noitat•• îno•roirJJ au­

portului ou celule şi de proprietlţile fizioo-ohimioe ale eupor­

tului. 

Pentru o îaoArosre mare ou oelule a suprafeţei suportului, 

numai o porţiuae din situaul aotiv total este utilizat!, ceea oe 

duoe la soăderea aotivitAţii biooatalitioe. 
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I.6.2. Stabilitatea cataliticl 

Prin imobilizare se ~beervă o creştere a atnbilit!ţii opera­

ţionale şi la stocare a celulelor. 

Cel mai important factor care determină această stabilitate 

crescută este efectul de protejare pe oare-1 are imobilizarea ce­

lulelor faţă de condiţiile externe;concom.itent se creează un mi­

oromediu favorabil în apropierea celulelor. Stabilitatea celulelor 

imobilizate se apreciază, oa şi în cazul enzimelor fixate pe su­

port, prin timpul de înjumătăţire (t112), raportat la activitatea 

efectivă iniţială a preparatului. 

Deoarece descreşterea activităţii nu este totdeauna liniară, 

nu se recoll18.Ddl extrapolarea pe timp sourt a lui t 112• 

Imobilizarea celulelor viabile permite reactivarea biocatali­

zatorului daci inactivarea sa atinge un nivel inacceptabil. 

In tabelul nr. 1) se dau câteva exemple de celule imobili­

zate activate nin situ". In general, pentru reactivare se inoub-,ia­

zii aductul un anumit timp în mediuLnutrltiv speoifio celulelor 

respective. 

Tabelul Nr. 13 

Exemple de sisteme de celule imobilizate, activate nin situ" 

lspecia Suport Reacţie/ !Timp de Creşte?'ea ,I 
.~plicaţie jinoubara , activităţHI 

I / (nurn>:r d(! 
I 
! I 

i I , ori) ! 
I 

i ~ I 
l 2 I ) 4 I 5 

IArthrobaoter I Conversia 
I r Poliacril- I 24 h 5,7 ; 

I ! llidrocor- i ; 

i lobiformu amldli PAA : tizonului s 
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Tabelul l.l::'! 13 {oontinuare) 

l 2 ) 4 5 

Arthrobaoter Poliaoril- Cortisonl jX48 h 6,5 

,iimplex amidl ~ J>red.nhQ].,o·nă 

~rthrobaoter Alginat Cortisonl _N24 h 20 

simplex ➔ Predni!'lolo--iă 

I 

A zoto baoter Agar I Fixarea 4 'Zile 2 I 
! 

1
chroococcum i azotului 

' I 
l'-aclllus Poliaoril- Obţinere de 7x"i b 8,5 

subtilis amidl I oC-amila~ 

Candida Polim„tl 1- : De.:.~radarea 13 :\ 14 

tropioalis acrilamidl fenolului 

Escherichia Poliaoril- Degradarea peste 2 

noli a111idl I f-laotamei noapte ~-
I i 
(enioillium Poliacril- J Obţinere de Jx5 h 1,75 

i 

i:;b.ryoogenum amidl I penicilină G 

I 
I"..' aeu~.;,r4c,nas .Alginat Denitrifioa- J;,(20 h revine 

ieni. -·.:.fioans rea apei la aoti-
! 

rttatee 
I 

.1D.1 ţ.Lt1.U: 

Pseudomonas Poliaoril- Degradarea peste J 

putida amidl benzenului noapte 
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II. APLICATII ALB BIOCATALIZATORILOR IMOBILIZAT! 

IR BIOTBIIROLOGIB 

Jduoţii obţinuţi prin fixarea oelulelor pe suporturi ea pot 

folosi pentru o eoarl largi de aplioaţii biotehnologioe oa, produ­

oerea vaooinu:rilor antivirale, obţinerea interferonului, a hibri­

doailor şi antioorpilor monoolonali eto., toate aoeete aplioaţii 

fiind oaraoteristioe oelulelor animale şi umane. Celulele vegetale 

imobilizate se pot folosi ta, reaoţii de biosinted şi biotrans­

foraalri, pentru oonversia energiei solare, pentru biofotoliza apei, 

pentru pu.rifioarea apelor reziduale, pentru bioeleotrooatalilll ca 

şi pentru obţinerea miorodispozitivelor biologioe. (biotraduotoa­

re, dispozitive de interoonvereie a diferitelor forme de energie, 

biosensori eto.). 

Dispozitivele ou celule imobilizate sunt mult mai ieftine şi 

mai eoonomioe tn raport ou oele oonetruite pe baza enzimelor pU1'8. 

Din oele relatate în oapitolele anterioare se poate trage 

ooaoluzia ol nu toate metodele de imobilizare folosite pentru 

enzimele pu:re pot da rezultate mulţumitoare ta cazul oultu:rilor 

de oelule viabile. Metodele aplioate ta acest 41.A urmi oaz trebuie 

al asigure o oontinuare a proliferlrii oelulelor. Apar deoi, atât 

1n modul de luoru c.1 culturile de oelule, oit ei ta oonatruoţia 

reaotoarelor şi a instalaţiilor oe utilizeazl oelule imobilizate, 

modifiolri substanţiale. 

II.l. Surse de oelule 

II.1.1. Teeutu:rile umane ei animale 

Aoeste ţesuturi se denoltl ou difiouliate ta afara organis­

melor, iar de menţinerea lor ta viaţi depiilde în primul dad 
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oapaoitatea lor biooetalitioă. Se pot cultLva oelule animale şi 

WDaDe pornind de JB!ragmente de organe, embrioni, explante t ➔ eu­

lare fragmentate sau nu şi celule rezultate din ţesuturi proaspe­

te, prin digestie enzimatică. Această din urmă metodă permite 

obţinerea de oulturi viabile şi ou o bună proliferare "in vitro". 

Pe soară largă, mergând pină la neoesităţi de aplicare in­

dustrială, culturile de celule repicabile sunt oele mai indicate, 

având un timp de cultivare nelimitat şi fiind lipsite de virusuri 

şi de microorganismele care afectează frecvent culturile primare. 

Un dezavantaj al culturilor de oelule repioabile este modificarea 

lor în timp, inclusiv apariţia potenţialului oncogen. Celulele se 

pot cultiva în două moduri: în suspensie şi pe suporturi. Cea de 

a dooa modalitate de cultivare ne interesează în mod deosebit. 

Creşterea celulelor se poate face pe suporturi organice sau anor­

ganice, prin imobilizare pur fizică dar şi ohimioă (mai rar), 

agregatul obţinut putând avea diverse forme: perle (sfere), tu­

buri, Hollow-fibers, spirale, inele, plăci, membrane eto. Pentru 

a se asigura viabilitatea şi proliferarea celulelor, se perfuzea­

ză continuu în mediu lichidul de cultură. 

Problema principală este deci asigurarea condiţiilor optime 

de cultivare a celulelor pe suportul respectiv, în afara organis­

mului. 

Pentru alegerea suportului optim se fao teotări prealabile 

cu diverse materiale şi metode de imobilizare, studiindu-se ci­

netica creşterii celulelor pe aceste suporturi. 

II.1.2. Celulele vegetale 

Culturile acestui tip de celule au intrat relativ reoent în 

praotioile biotehnologice, dar a treia parte din produsele farma­

aeutioe se otţin azi cu ajutorul lor. 
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Cu şi <:l"llulel1~ ,ud.•:iale, ele pot fi oul t:!.vata în suaponele 

sau pe auporturi. 

Pentru o bun~ prcl i!i;i'rare :nediul trebuie el! conţini substanţe 

nutri t:i.ve şi factor.i de creştere, ur ... gu.rlindu-ae în soela~i timp 

lwaina, umiditatea, t4mperatura Qi oondiţiile sterile naoeeare. 

Culturile de ct:ln~.e vege.,ile imobilizate se foloeeao mai 

ales pentru obţincrfla n1e"taboliţilo.r (peste 50 de grup4:1 de metabo­

liţi secuudari), dar şi pentru biosinteza aau aemieinteze unor 

eubatanţe obimice. 

i'i;iţl de eul turile de oelule vegetale în stare 1:1.beră, la 

oa.re apare agregarea, diferenţierea şi modificarea aotivitâ~ii ce­

lulelor, oele imobilizate p4 suport nu prezintă aceste dezavanta­

je. In oazul celulelor Tegetale irnobili~ate se evidonţieazl o 

serie de avantaje oa: 

- rezistenţl!I meo&nioă ş.i operaţională crescută; 

- faza de oreştere ooinoide ou formarea rnetaboliţilor; 

- celulele imobilizate pot fi plasate cu uşurinţă într-un 

mediu nutritiv proaspăt eau într-un mediu de reacţie. 
, 

In general diapozitivele teb.Dologioe ou celule vegetale imo-

bilizate ae folosesc pentru obţinerea unor cantităţi !Ilici de pro­

dutl scumpi. 

Aplicarea pe soarA industrială a dispozitivelor ~u calule 

vegetale imobilizate este legată de necesitatea înlăturării unor 

neajune1iri de ordin bioohilllio şi genetic, apărute la manipularea 

unor cantităţi mari de asemenea celule, ca şi de menţiperea oub 

control a randaraent~lor proceselor. 

11.2. Utilizarea reaotcarelor enzimatice în bioteb.Do­
logie 

Pe plan mondial, creşterea praţului energiei obţinută din 
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surse conven~ionalP, oa :;ii 1,~oeeitatea asigurării proteopei me­

diului înconjur~tor şi a aciderii continue a preţului de cost a 

produselor duc la înloc,1ire~ rapidă a prooe~eelor ohirnlce olasioe 

ou oele biooataliti<'q, mal ales în industriile de obţinere şi pre­

lucrare a compuşilor ulolu~ic aotivi (alimente, medicamente, oos-

11etioe etc.). 

Avantajele inoonteatablle ale biotebnologiilor bazate pe 

enzime imobilizate sunt legate de urmlitoarele oonaiderente: 

- apeci!ioitatea inaltl (de substrat şi de reacţie) a enzi-

mel or; 

- posibilitatea dP a se luors în condiţii blânde, ou parame­

tri ~or acceaibili (temperaturi de O-ll0°c, pH de 2-14 etc.); 

- obţinerea unor produşi de înelt!i puritate :;;i a unor canti­

tlţi mici de subprodu~i; 

- simplificurea procesului de puri!lcare a produşilor d1J 

reacţie; 

- ::iu aullt neoesare materiala speciale pentru oonf'eoţionare 

c'.e va~e r1;:zi1:1„cnte la ouroziune; 

- oosibi.Li ~otet1 de imob!lizare nu numai a enzimelor pure, 

dar şi a oe:.t.ulelor (vii sau moarte), a organitelor şi extractelor 

celulare, ceea ce duce la ac.li de rea preţului de cost el produselor; 

- posibilitatea utilizării de preparate ou enzime multiaeo­

venţiale coimobilizate şi ou coenzime ooimobilizete; 

- posibilitatea utilizării enzimelor (libere sau imobilizate) 

în medii apoa2e sau Io solvenţi organici; 

- optimizarea şi controlarea proceselor; 

- posibilitatea automatiz~rii. 

Aplicaţiile de importanţă industrială a biotehnologiilor 

sunt în linii ms1·i: 

-producţia de alimente (sucuri. bere, vin, brânzit, dulciuri) 
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- produoţia şi modifioarea aminoaoizilor existenţi in lanţu­

rile proteinice; 

- produoţia şi purificarea materialelor; 

- produoţia de medicamente (peniciline, steroizi, insuli-

ne eto.) şi cosmetice (oreme, şampoane eto.); 

- decontaminarea apei, solului şi aerului. 

In oazul enzimelor a căror izolare şi purif!oa.re neoesită UD 

p:reţ de oost ridicat, se luorează ou celule sau extracte celulare 

imobilizate. Majoritatea enzimelor utilizate în bioreaotoare sunt 

de origine microbiană. 

Există tendinţa de a se înlocui enzimele izolate tradiţional 

din ţesuturile animale (tripsina, ohimotripsina, pepsina, ~enina) , 

sau din plante (papaina, bromelaina, fioina) ou enzime din mioro­

organiame, o explicaţie fiind legată de creşterea oererii dg pro­

duse din carne şi vegetale. 

Pe 4e a~tă parte, ou ajutorul microorganismelor se poate 

asigura o producţie constantă de enzime. Astfel, oheagul utilizat 

ta. industria brânzeturi:or se izolează din Muoor mietrei şi Muoor 

pusillus, înlooui.nd produsul similar izolat din stomacul de viţel. 

Un.alt factor în sprijinul utilizării enzimelor de origine 

microbiană este posibilitatea manipulării genetice a mio1oorga­

nismelor, care poate duce la produoţii mari d~ biocatalizatori. 

Ingineria genetică poate combina metodele de inducere a mutaţiitor 

ei de modificare a mediului de culturi ou metodele tradiţionale. 

Cu cit se simplifică producerea, izolarea şi purificarea en­

zimelor, ou atât 88 reduce ospitalul investit tn procesele fermen­

tative. 

Pentru obţinerea unor enzime termostabile, se pot utiliza 

microorganisme termofile. 

Acestea &8 pot plasa tn reactoarele enzimatice oare luoreazl 
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la tempe~aturi ridicate, ceea ce prezintă o serie de avantaje cai 

oreşterea vitezei de reacţie, diminuarea v•eoozitAţ11 fluidelor 

introduse în reactor, oreşterea eolubilitAţii reactantului şi pro­

dusului de reaoţie, reducerea risoului oontaminArii miorobiene eto. 

S-au pus la punct o mare varietate de metode de izolare ,1 

purifioare a enzimelor. 

11.2.1. Surse de biooatalizatori 

Se pot folosi oa surse pentru izolarea enzimelor: mioroorga­

niame, ţesuturi vegetale, glande animale. l~ fig.nr. 8 este sche­

matizat fluxul teb.nologio general al extraoviei şi pU.?'ifioarii 

biooatalizatorilor. 

Fig. nr. 8 

.. Sc'!ema.- !luxului tehnologia general al e:z.haoţiei 

şi puri!io!rii biocatalizatorilor 

Omogenizare-----.. Glande animale I 
'+----1 Ţesut vegetat 

Extracelulare 

lnua­
""'Ju.1-

t----,r---ConcentraR, 

PRODUS 
..-----'----, LICHID PRODUS 

Microorganisme 

Fnctionare 

PRODUS 

Precipitare 
sau 

Uscare 

Dll..UAT LICHID PRACTIONAT PRODUS 
CONCENTRAT STANDARDIZAT 

PRODUSBRur 
USCAT 
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?,~ri .fi·..::!:rer,. ~ ci:.~._..~ :-Jr~ loc ir~ •~ 1-t1--1pa de frfH~\ ·1 '"'nn1·.~ ~'? r·)n te 

ft..ce ;.--·C"in: c::-o:rf,-l")g.rri.fie (c1..; schim:iători de ioni 1,,i/sau e:el-fl.1-

~rare), electrofore~ă şi pr~aipitare fr~cţionHt~. 

P~ntru imct1113aro. nu eet~ neeJ~rat neoeaar c~ enzi~el~ eă 

albe. lln gr,:id înalt do purite.te, putându-se folr-,ii şi prE'per-t1te 

brute, sau oelul~ microbieae. Gradul de puritate necesar este ga­

ven1at de factori C&: roanţii aecucdarc p~sibile, Et~b1!itatea 

enz!mei, costul operaţiei eto. 

11.2.2. Utiliznrea preparatelor imobilizate tn 

blo:reactosr1> 

II.2.2,1. Enzi~e 1mobiliznt~ 

Cele m1:1i utilizate metode de imobilizare pentru aoopurl bi.o­

tehnologice sunt: adsorbţia, includerea sau encapsularaa, lega1·ea 

covalent! ci raticulsrea. In tsbal11l nr. 21 (pag. ?:J? • ,·i:l„'!I!: .:;ia pot 

compara diferite metode d~ imobilizare, cu avantajele şi de~av~n­

te.jele lor, ou menţiunea oii in cazul includerii şt encapsnl11ri1 

activitatea enzimeJ este redusţ d~torit~ bari~relor difuzionale, 

iar în cazul 

fi :regenerat. 

lep;sl"ii. covalente pe etioll poroas!, suportul poate 

Nici o tehu.icli de irnobilizsre r1u are aplicabilitate generali, 

datoritl marilor deosebiri dintre enzime, atât din punctul de n­

dore al compoziţiei lor cât şi din cel al stabilitlţii şi ap9oiti-

01tţţii biocatalizatorilor. 

Alegerea tehnicii de imobilizare este influenţatl şi de prc­

priet~ţile substratului şi produsului de reacţie. 

Propriet~ţile unui sistem enzimatic imobilizat pot fi d1te­

rit9 de oele ale enzimelor native, libere (solubile), atât datori-
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tă alterării moleoulei enzimei cât şi naturii fizice şi chimioe a 

suportului. Moiifio~ri ele proprietţţilor biocetalitice sunt aduse 

şi,de transformeren catalizei ·omogene într-, cetalizA heterogenă. 

In vol. I ( µag.20J-20fl· 23~3), am analizat proprietlţile enzimelor 

imobilizate. Dintre acestea, pentru scopuri industriale este 

deosebit de importantă stabilitatea aduoţilor. Majoritatea enzime­

lor prezint~ dupll imobilizare o stabilitate cresoutl taţi de tem­

peratu.r~, pH, atac microbian etc. 

~a parametru tehnic deosebit de relevant este stabilitatea 

l)pe:raţionell, ele cllrei valori ridicate duo le descreşterea pre­

~~lui de cost ol procesului, eliminând operaţiile repetate de 

încărcare a reactorului. Stabilitatea operaţionalA se exprimi 

prin timpul de înjumţtlţire (timpul după oare activitatea iniţi­

al~ a enzimei se reduce la 50%).· 

Acurateţea determinărilor de activitate operaţionali oreete 

prin introduoerea în eouaţia vitezei de reeoţie a unei oonetante 

de dezactivare. 

Producţia totală a unui reactor (Pt) într-o perioadA de timp 

(tp) poate fi exprimat! cu ajutorul vitezei de alimentare P prin 

eoun~ia (1), sau în oele mai multe oazuri, prin ecuaţia (2)1 

,· t 
Pt '" j p Fi exp [-(ln2)t/t!/J dt 

o 

Pi• viteza iniţială de alimentare şi 

t 1/ 2 '" perioado de înjumăt~ţire 

Prin integrare 8e obţine expresia (J): 

(1) 

( 2) în care 1 
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0) 
ln2 

LuorAnd la o oonversie constBD.tl, are loc o descreştere a 

vitezei de formare a produsului, pentru a se menţine oonTersia ta 

timp oe aotivitatea enzimei scade. Aoeastl modifioare a Titezei 

de produoţie în cursul utilizlrii enzimei imobilizate este inao­

oeptabill pentru un proces comercial. Cea mai frecventl soluţie a 

problemei este utilizarea unui sistem multiplu (o baterie) de re­

actoare, care pot opera în serie sau în paralel. Num!rul de :re­

aotoare aeoesar pentru a menţine viteza producţiei ou o toleranţl 

aooeptabill este funcţie de perioada de înjumltlţire pentru fieca­

re reactor în parte, înainte de a se înlocui enzima imobiliBatl, 

Hln2 
Rp „ e 

--w-
(4) în oare, 

B • nUllllrul de reactoare; 

H • numlrul de perioade de înjumtlţire şi 

1p • raportul dintre valorile maximl şi miniml ale vitezei de 

producţie. 

Altl strategie (folositl în cazul reactoarelor ooloanl) oon­

stl în compensarea sclderii aotivitlţii enzimatice prin oreoterea 

temperaturii de lucru, astfal încât al se menţinl echilibrul 

dintre viteza oonversiei şi viteza :laiţiall de producţie. 

8n alt factor care ocndiţicneazl utilizarea tn bioreaotoare 

a enzimelor imobilizate, este atabilitatea la stocare, iaportantl 

mai ales tn cazul în oare preparatul enzimatio este folosit ou 
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intermitenţă. 

In oazul unei stabilitlţi ridioate la stooare, se poate 

reduoe ooetul operaţiei preparând oantitlţi mai mari de aduot 

suport-enziml. 

In volumul I . (pag. 228-232 ) am disoutat pro-

blema modifiolrii celor doi parametri esenţiali pentru oinetioa 

reaoţiei cu enzime imobilizate (k,..,şi Vmax>• oare oapltl dupl 

imobilizare valori aparente în oomparaţie ou oei ai enzimelor na­

tive, modifiolrile fiind determinate de e!eotele sterioe, difuzi­

onale şi de microvecinltate. Limitlrile de ordin sterio se pot 

pune în evidenţi mai ales oând enzima imobilizatl oatalizeazl o 

reaoţie a unui substrat ou masl moleoularl înaltl. S-a obsenat 

astfel el daol acelaşi substrat proteinio se hidrolizeazl ou 

aoeeaşi proteazl nativi sau imooilizatl, se obţin hidrolisate pep­

tidice diferite. Da asemenea, o<-amilaza solubili şi imobilizatl 

conduc la produşi de hidrolid diferiţi ai amilozei şi amilopeoti­

nei. o<.-Arnilaza solubili, o enziml endohidroliticl, dertne o 

exohidrolazl dupl imobilizare. 

Cinetica procesului se poate modifioa atât de mult dupl imo­

b.1lizare, înoât se obţin produ.şi total diferiţi tn oomparaţ-J.e--ou 

oei obţinuţi ou enzima solubili. 

Modifiolrile sarcinilor electrice din microvecinltatea ensi­

mei imobilizate pa suport pot duoe de asemenea la modificarea oon­

diţiilor operaţionale de pH ale procesului, ocnduoând la valori 

aparente diferite pentru Kl!!, în funcţie ·da natura 811.portului. 

Bfectele electrostatice se pot reduce sau anula prin ajustarea 

tlriei ionice a tamponului. 

Rezistenţa la difu*ia externi (Bernst) într-un strat neagitat 

al fluidului ·oare înoonjoarl aductul insolubil enziml-suport, ae 

poate reduce mlrind viteaa de agitare tntr-Wl reaotor-tano ou 
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agitator sau prin creşterea vitezei de sourgere leminar! într-Wl 

rea~tor ou pat o~mpact, ambele având W1 efeot de mioşorare a iu 

Rezistenţa la difuzia interni este determinat! cantitativ de 

un factor de eficienţă, oare este definit ca raportul dintre vi­

teza de reaoţie observat! şi cea oaloulatl. Acest tacbr este in­

vers proporţional ou dimensiunile particulelor (vezi relaţia 

de la pag.237,vol.!). Reducând dimensiW1ile particulelor se diai­

nueazl şi rezistenţa la difuzie internă, dar particulele toarte 

mici ridici probleme legate de tasare, mai ales în reactoarele c~ 

pat oompaot. 

Rezistenţa la difuzie internă mai poate fi redusl şi prin 

mărirea porozitlţii suportului. 

II.2.2.2. Sisteme enzimatice multisecventiale 

co-imobilizate 

In cazul unor reac~ii ou enzime multiseovenţiale, prezintl 

UD mare interes activitatea fiecărei enzime. In capitolul II 

din vol. I s-a arltat el UD sistem toarte eficace se obţine 

ooimobilizând doul sau mai multe enzime pe aceeaşi pa~tioull de 

suport. Cinetica primei etape a reacţiei multtsecvenţiale intlu­

enţeazl hotlrâtor eficienta întregului proces, 4atoritl tn ape­

oial eteotelor de mioroveoinltate. 

Polosirea unui sistem de doul sau mai multe enzime multiseo­

venţiale tn aoelqi reactor, prezintl avantaje crescute faţl de 

preparatele individuale de enzime imobilizatei 

- debite de alimentare mai înalte (în special tn cazul reac­

toarelor ou pat oompact)1 

- daol prima reacţie din seovenţl este temoclinamio 
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defavorizată, prezenţa în microveoin~tate a celei de a doua enzima 

poate duoe le deplasarea echilibrului îb sensul dorit; 

- creşterea vitezei de reacţie pentru un substrat maoromole­

cular asupra căruia ac~ionează intermitent mai multe enzime. 

Există şi cazuri în oare nu se reoomandă preparatele de enzi­

me co-imobilizate. Astfel, dacă în oazul unei reacţii secvenţiale 

se observă o inhibare a efectului de „feedback", o acţiune oatal1-

tică mai eficients se poate obţine prin imobilizarea indirtduall 

" t:nLimelor. De asemenea, daol enzimele multieecvenţiale au stabi­

li ,Aţi operaţionale foarte diferite, se preferă imobilizarea lor 

in reactoare separate. 

II.2.2.). Sisteme celulare imobilizate 

La utilizarea unor culturi de celule vegetale, ţesuturi ani­

male sau celule microbiene imobilizate apare o nouă barieră difu­

zională (membrana oelulară). De aceea aoeate preparate nu ee pot 

folosi decât pentru substrate cu masă moleoulară joaaă. In plus, 

în cazul culturilor viabile de celule trebuie asigurate mediul de 

eul t•.irli şi condiţiile unei proliferări celulare controlate. 

Sistemele celulare pot fi utilizate atât pentru o singuri 

reacTiie enzimatică, oât şi oa sistem multienzimetic, seu ca siste­

me intracelulare de metaboliţi (ooenzime). 

Există câteva avantaje majore care recomand! utilizarea ce­

lulelor imobilizate în biotehnologie ca: eliminarea etapei de 

extracţie şi purificare a enzimelor cu reduoerea preţului de oost 

al procesului, creşterea atabilit~ţii preparatelor etc. 

Dintre dezavantajele sistemelor celulare imobilizate se pot 

enumera: dificultatea aeigurărti unei viteze de proliferare accep­

tabile (mai s.les la celulele vegetale) şi a mediului nutritiv 
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neoesar, probleme legate de efeote difuzionale, apariţia unor pro-

duşi seoundari oare pot inhiba reacţiile, susceptibilitatea rtdi­

oat~ a unor celule (mai ales oele ani.male) etc. 

Din aceste motive, problema biotehllologiilor bazate pe oelule 

imobilizate va fi tratată separat de cea a preparatelor ou enzime 

illdivi.duale. 

II.J. Tipuri de reaotoa:re enzimatice 

Designul unui reactor enzimatic ou enzime imobilizate nu di­

feră fundamental de cel al unui reactor pent~u prooese·ohimioe 

convenţionale, în oatalizl heterogen!. 

II.J.l. Reactoare în sistem discontinuu ("batch") 

Asemene~ reactoare-tanc cu agitare se folosesc şi tn oasul 

reaoţiilcr cu enzime solubile (native). Sistemul este format în 

principal dintr-un reactor-tanc (ouvl) prevăzut ou agitator meoa. 

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

Pig. nr. 9 

Reactor-tanc ou agitare 

Substrat (S) Produs (P) 
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La intervale ee evaoueazl o parte din masa de reacţie şi ae 

înlocuieşte ou soluţie proaspltl de substrat. In oazul utilizlrii 

enzimelor imobilizate este neoesarl o operaţie suplimentari de 

reactivare a biocatalizatorului, oare se dezaotiveasl dupl un 

anumit numlr de reacţii. 

Aoest tip de reactor este folosit treoYent în laboratoare, 

dar utilizarea sa industriali este limitatl de diaoontinuitatea 

operaţiilor. Bleotul disoontinuitlţii prooesului se poate diad.nua 

printr-o modifioare, folosind un reaotor în trepte (fig.nr.10), 

oare permite mlrirea timpului de oontaot dintre substrat ,1 bio­

oatalizator. 

Fig. nr, 10 

Reaotor-tano ou agitare, tntrepte 

p 

s 

II.J.2. Reaotoare ou flux continuu 

B:d.stl doul tipuri prinoipale de reaotoare pentru prooeae 

în flux oontinuu: 

a) Reaotoare ou pat oompaot (firi agita~~ 
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b) Reactoare ou agitare şi flux oontinuu 

loesta două tipuri sunt oomplat diferite şi reprezintă două 

uazuri extreme, ideale, între oare ■-a dezToltat o galii! largă de 

variante oonstruotive, urmArindu-se atât îmbinarea anntajelor 

ambelor extreme cât şi eliminarea defioienţelor oaraoterlstica 

fiecăreia dintre ele. Modifioările trebuie el ţină oont de: oondi­

ţiile de reacţie, oaracteristioile aduoţilor suport-enziml, natura 

substratului şi produşilor de reaoţie. 

In timp o~ în reactoarele ou pat oompaot nu se opereazl în 

oondiţii uniforme, luorându-se în general ou oonoentraţii mari de 

substrat şi mioi de produs de reaoţie, în re~otoarele ou agitare 

oondiţiile devin uniforme, fiind necesare oonoentraţii mioi de 

substrat pentru obţinerea unor conoentraţii mari de produs. 

De aceea, există posibilitatea de a se obţine un reaotor 

în flux continuu ou agitare optimă (aproape ideal), pe oând un 

reaotor ideal cu pat oompaot este aproape inaocesibil, deoareoe 

în aoest din urmă oaz cinetica reaoţiei este puternio afeotatl de 

gradienţii de temperatură şi de Titeză normali pe direoţia axială 

a fluxului de alimentare şi de difuzia soluţiei de substrat. 

Un tip intermediar de reactor, între cele doul oazuri extre­

me (a şi b) este reactorul cu pat fluidizat (fig.nr.11) în oare 

soluţia substratului este pompată ou vitezl mare pe la partea 

i.nferioari'., producând expansiunea patului de enzimă imobilizată. 

Un asemenea reactor, folosit mai ales în cazul preparatelor de 

enzime imobilizate pe particule (sferice) are în general caracte­

ristici excelente de transfer de masă şi de căldură. 

In plus reactorul cu pat fluidizat prezintă şi avantajul 

unei viteze excelente pentru debitul soluţiei de substrat, re­

ducând efectele de limitare a difuziei externe. 
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Fig. nr. 11 

Schema general! a unul ~eaotor ou pnt fluidizat 
Produs 

i 

1~ 
oooo 

o oo 
o o o o o 
oooao 
ooo o 
0 00 o . o 
ooo o 

o 0 oo 
OOO O o o 
0000 

o 

: ~o 
Indiferent de t1pu1· de reactor folosit, pentru a se m~ri 

timpul de contact al substratului ou biocatalizatorul, se folo­

seşte recircularea debitului de ieşire, iar în unele cazuri se 

luoreaz~ chiar ou o baterie d~ reactoare, legate în serie sau în 

paralel. 

In figura nr. 12 este schematizat un reactor ou pat 

compaot ideal. 

Fig.nr. 12 

Reactor nideal" ou pat compact 

Alimentale 

' 
. . . . . . . . . . . . .. . . . . ..... . . . .. . . . . ... . . . . 
. ·.-· .. : 
. :· . : 
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Un asemenee reactor nu poate fi folosit în resoţii în oare 

enzimele sunt imobilizate pe granule de suport de dimensiuni mloi, 

apărând fenomenul de tasare, care poate duoe la soădere4 dramatioă 

a vitezei de îneintare a soluţiei de substrat. 

De aceea, dacă tn oazul aoestor partioule se foloseşte reao­

torul ou pat fluidizat, în oazul tn oare aduotul suport-ensiml se 

prezi.ntă sub formă de tuburi, ~embrane, Kollow-tibers, s-au oonoe­

put şi se utilizează tipuri oonstruotive de reaotoare, oare sunt 

de fapt tot atâtea variante ale reaotorului "ideal" ou pat oompaot. 

II.J.2.1. Reaotoarele ou meQbranl 

Aoeste reactoare (fig. nr lJ) au fost aplioate de Matson şi 

Quinn pc,ntru soindarea enzimatioă a raoemioilor unor derivaţi ai 

ol. -aminoacizilor. Reactorul are forma unui "§andwiob" de membrane 

de aduct suport-enzimă, separate între ele de membrane spaţietoa­

re, 1:1em.1 permeabile. Ele sunt folosi te pentru substratele solubile 

tn apA. 

Pig. nr. 13 

Modul de funoţionare a unui reaotor ou membranl 

i.{ ,~ .k I :1nl 

Mer.,br.ma 
contin:\nd 

t'l1.Zl1Ua 

-_ __;\J\,---------1 

in ----r--R 
S(>il'<'!ll I 1 I p . , _ 

P----- -► m ,R ' I T r l"\Jull~ 

I 
apl 

~ ,, ____ _,, (l>) 
L-- __ ,I/V .. 
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II.).?..~. Renoto!U"a tubulura 

In general, umplutura unui asemenea reactor are o formA 

diotatl de cea a preparatului de ensim imobil~.zatl, ■ohema aa 

generali fiind cea din fig.nr.14. 

Fig, nr, 14 

Reactor tubular 

S---+---' 

Intr-u.n asemenea reactor se pot introduoe foi 4• membl"Glla 4• 

enzime imobiliz~te pe oolagen (fig.nr.15), separate printr-un 

spaţietor semipermeabil ~1 rulate în Jurul unlli dispozitiv ooax:1.al 

perforat, de alimentare: 

Fig. nr, 15 

Reaotor tubular ou membrane.(Venkatasubramanian şi Vieth) 
Stmturi ohmtativc de memb1ane 
de colagen~~ p saucrume 

Substrat 

Discn"bu.itor 
pmoratde 
alimmmn, 
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BMU toi de oeluloz4 (birtie) ou ensid imobilisatl întlfuratl 

'i.n ■pirall (tig.nr.16), aliernlnd ou un ■paţieilor (membraaA ■trud­

tu.nll) oare poate li o pând de nylon, tn oare aliMntarea •• 

tao• tot printr-un distribuitor oentral, ooBltial, perforat. 

Fig, nr, 16 

Reaotor tubular ou toi de hirti• ou ensiml i■obili&atl 

(Bme:ry) 

R$ade 
nylon. 

, sau tasoioule de .Mollow-fibers• ou ensime i■obilisate pe ■u­

prafaţa interni (lwaen), a olrei flmoţionare eate iluatratl tn 

fig. nr. 17. 

Pig. nr, 17 

Mod de fanoţi~nare a una! reaotor tubular ou 

nHollow-tibers" (Oloaaet 11 oolaboratorii) 
M~biana ecmipemeabill Amidon p 
de tip HoDow-:fibei mr.im6 

Olucoz:6 
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In 1990 top•• ,1 ooleboratorii au deaoria un bioreeotor 

multifasio ou membrane de Hollw-tiber" uUUzfl. la biooon•eraia 

aubatratelor insolubila tn api, dar aolubil• tn aol••nti nemiaoi • 

bili ou apa. 

Membranele de liollow-fibera au foat oonteoţionate din poli­

aorilonitril ou proprietlţi hidrofile, dar rezi ■ tent la eotiunea 

eol••nţilor organioi. 

Diametrul mio al fibrelor ( ,v JOOµm,) aaigurll o auprafaţll da 

oontaot ridioatl, ier dimensiunile mari ale porilor tao posibili 

o bunA retenţie a enzimelor (fig. nr. 18). 

Suprafaţa luminell oare conţine enzime taoa ca pdn ultra­

filtrare, inoluderea enzimei sl fie uvuretK. 

Pig 1 nr. 18 

„Hollow-ti bel'" p1tntl'u oonversis subetanţ;,,lol' tn 

soluţii de eol•enţi nemisoibili ou epA 

l'l&lmlnnacu 
eimmlacbT11J 

\ 

r _ H~art,nli ih 
tua cx11ank-i 

Produillb 
ll.Ll~h 
·-·-··• 
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vAL '>khn. ~ iipoa ( soluţia tampon) ••t• po■pat prin oanalala 

~ ... ;nt.;..:1.i1:.;.. .iib:i•ei. In aoelaoi tiaq,. •• pompaad tn oontraottrent; 

p.,:.u. e:...~1,1:duru.l fibrelor, ·aoluţia ■ub■tratttlui tn ■olnnt orgenio. 

Sistemul a ■ta menţinut ta aobilibn (fad orpaiol/ta■l apo~­

sl) :..a ilU.J,t'afEaţa& membranei da liollow-filtar·, ou a~utorul unei PH -

■iwu. u9or poaitiTe (2-4 pai1) a faNi orsaaioe. 

In oondiţii operaţionala ■tabila, oala 4oal tase (apoasl 11 

organiol) se aaturaad firi a•• ueataoa. 

Pariodio ensima 4asaot1Tatl •• tnloouia1t• prin ■pllarea ■u­

portului şi o noul imobili•r•. 

Un d~tfel de 41apoz1t1T orimontal ou wliollow-fiberaw a toat 

utiliat la aoindaraa uor raoallioi (glioiill-•■teri) da tor■a1 

o 
D. '/R C 

li 
o 

Sohema fluxului ~•hnologio al resoluţiei raoellioilor aste 

1A41oatl tn fig. n~ 19. In fig. nr. 20 a■ta indioat ■odul 4• 

funoţionare al reaotorului (orisoatal) o• dollow-tiber■• 

Eouatia globali a reaoţiei 4• ■oindara Ta fii 
o - ---

l~ R•-/O:::::---.,./H 
'c/ - '--n R' 

li "'c/ 
o li 

(R. S) (R) 0 (R) 

Bnzima ut.ilimatl a fo■t lipasa pu.oreatiol bon.ni. 
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P'ig. nr, 19 

ll'lux ·tehnologio pentru soindaraa lntr-111'1 r111•llit0r ou 

H"llow-fib.,.re a raoemioilor de foJ'l'lla1 

B Biorenotor ou 

liollow-flbera 

Enantiomer 

nedorit (S) 

oemizar11 a,i 

eo11'oulare 

nantiomer 

ur (R) 

Ptg, nr, 20 

8cha11111 4• funoţionaN a unui reaotor tnbular ou 

Mollow-tibers pentru dedublarea aMe9teoului de 

glio14il-but11'at 

r1t-glicidilbutirat 
Fad OISIIIUCI li p1odu~)u1 J"l (1mi.Jn 

S -t,licidllbu1.i1a1 
(puţin:, 

So)utir. 
apoul-tampCJn ... Fw apoa,a a produ.şilc1 : 

R-glicidol (mult); 

Pad organJc4 a wbMrarului 
{R.S-31icictilbum1t) 

S-gliciduJ (p~J; 
R-sliciifil-
burint (putln); 
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In oazul reaotoarelor dieoontinui ou agitare, materialul 4• 

enzird imobilizat! poate fi aplioat pe paletele agitatorului, oa 

în fig. nr. 21. 

Pig. nr. 21 

Agitator înfl1urat în p&nsl de nylon, pentru 

reaotoare-tano ou agitare (Havewala şi Weetal) 

Erwm.i 
imobilir.afl 

în reţe11 

motorul 
/ agitatorului 

Materialul poate.fi o pind de n7lon, oare oonţin• ensiu 

imobilizatl ohimio. Aoeaatl Tariantl prezintl aTantajele unei 

bune agit~ri a ameateoului de reaoţie, firi a ui fi neToie de 

etapa eupl1mentarl a eliminlr11 aduotului ou enaial i■oldliutl 

(prin filtrare sau oentrifugare) dupl de„otinrea ~iooataliuto­

rului. Reaotivarea aduotului ae poate tao• oa ln _oanl reaotoare-, 

lor ou pat oompaot. · 

O variantl de reaotor ou pat oo■paot • fo■t deaorial tn 1990 

de oltre Ichijo şi oolaboratorii, pentn bidrol1sa OOAtin'lll a 

za.hlrult-:1. şi pentru feraentaţia aloooliol, folo■ind innrtaN 11, 

respectiv - drojdia de brutlrie i■obilisat• prin leglturi ionioe 

pe fibre de aloool polirinilio. 
• Invertaza astfel imobilisatl oapltl o mare ■tabilitate, iar 

oelubl,1 •'le drojdie fixate pe aoe■t• fibre tran■foNI llierea ln 

eteno' 
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Fibrele de suport se impleteeo ti se înfl1oarl în spirali în 

jurul unui tub ooaxial perforat, de alimentare. Bobina astfel ob­

ţinutl se plaseaal într-un oartuv din hi~iie de filtru. 

Pentru imobiliure aoluţia de inTertazl ae oiroull prin fit,. 

rele de aloool poliTinilio bobinate, llleurlndu-ee aolderea oonoen­

traţiei enzimei din NMrTorul de alimentare. 

Dupl imobilizare, soluţia de aubatrat (zahlr) 0,5 • se oir­

oull prin bobina oe oonţine inTerta■a imobiliutl. Conoentraţiile 

substratului ,1 produtilor de reaoţie ee mllsoarl prin oromatosra­

fie de lioh14e. 

Prooedeul eate similar pentru-oelulele de drojdie imobiliza­

te, luorindu-ee ou soluţii de miere(~ g/1). 

II. J.2.J. Alte varihnte de reaotoare 

Ceroetltori, fil'llle şi oorporaţii industriale au oonetruit ,1 

alte •ariante de re~otoare enz1matioe. 

Astfel, Gelf ,1 Boudrant au utilizat un reaotor ou pat flu­

idizat oonţinind papainl i■obilizatl pe partioule magnet1oe ,1 

oaro sunt menţinute tn exp&11.eiunv ou ajutorul unui magnet oe tn­

oerouie1te r~aotorul. 

Worthington Bioohemioal Corporation a oonetruit un reaotor 

ou enzime imobilizate pe disouri de membrane. Aoeete dieouri sunt 

fixate în interiorul raaotorului pe 11.C ax oentral acţionat oon­

tinuu de un motor eleotrio. Alimentarea ou soluţie de substrat se 

face direot, între disouri. 
\Î 

Pentru reacţii in fazi de aerosoli, Kirwnn şi colaboratorii 

au imaginat r~aotoare cu enzime fixate pe corpuri oeramioe mono­

lite şi pe eite de etiol~ !iltrantlu 

Ale~erea tipului de reaotor depinde de mai mulţi factori: 
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- ReaotoRrole ou mambranl de llltratiltrar• oonţin o membranl 

~eleatiTA, parmeabill pentru oomPUfi ( ■ubstrata, prodw,i de re~o­

ţie) ou mase moleoulare solzute. 

In fig.nr. 22 este ■ohematizat modul de funoţionare al unui 

reaotor ou membranl da ultrafiltru• oara oon■tl fi• dintr-un 

imobilizat de biooatalizator pe u auport ■ub fo:rml de folie saai­

pemeabill aav. de 11Hollow-fiber• (obţinut prin adaorbţie,inGhldara 

ntioulare eto), tie dintr-un film av.~ire da oelula .autoimo,ili-

" M 

b. 

o 

lPig, nr, 22 

Prinoipiul de funoţionan al unui bioNaotor ou mambranl 

da ultratiltrara 

.li • membrană de ul trafil tra-• 

b. -/J. re ou biooatalizator 
ll b. 

• 11idl cintoiz,tl 
" o imobilizat, plasatl 

o ',=bnni între doui atraturl da o 
ll o b. 

o foi semipermeabile 4 
o i:::::=J o -o 

~ 
o - substrat 

" -produa de reaoţie 

Drept suporturi pentru imobilizarea biooatalizatorilor pot 

fi folosiţi atit oompUfi maoromoleoulari natll2'ali (oolagan, gela­

tinl, oeluloze moditioate oa oelofanul eto), o&t ,1 oei aintetioi 

(nylon, poliete:nultone eto). 

Prinoipiul funoţionl.rii unui asemenea bioreaotor asta oal al 

ultrafiltrlrii. Varl.etlţila de membrana aiAtetioa oomeroiale au 

poroz:itl1ţ1 oareapunzind unor mase de 500-)00.000 Dal.toni ,1 pn-, 

ţuri rezonabile. Aoeste reaotoare pot fi folosit• tn prooeae in­
dustriale oonţinue, automatizata. 

Dezavantajul Mjor al bionaotoarelor· ou ••b:ranl 4e ult:11:'a-
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!11 trn1•f> oonAtl în d1m@naiun1le lor inici, oee& c._ duoe J.a. o 

oonount.rAre a pol1\rUii~H eL la biooajul porilor mombram,i cu 

pa.L'tloulo eolide, graalmi sau parUoule coloide existent• în 

•ubo~r11t. 

Ao•~t de1avantnJ dispare daofl ae fQloa•~o membrenele ael•o­

tive •i111ilarP. 1 sub forml el• ,.Hollow-!ibe.l'" introduae intr-un 

reactor ou pat oompRot, prin oare aubatratul este reoiroulat rM­

pid. 

Reaotoar•l• ou pat oo~paot în diVtlrsel• lor variante oons­

truaUve nu se 11~t tolor.1 în oazurile tn oere oanUtotea de end­

m1' per IU\lt:ntee. de volum de re11ctor eat•i prea oo!h1ut'1, pentru ol 

Rl" ne011ni tl'I vane de dlmenaiuni toartt ma\"1, rJ«Uollnd ooeturi.le 

proooaului do tebriou~ie. 

- Hoootoarole ou pat tlui,U~at, moi ef'iotente şi mal uşol' . 
adnpt~b1 le, ee utili PJeae.11 pe eoar!l lnrgit. In nBemen1ta reootoare 

H 'operenz'i i,i ou partioule ronrta fine oare prezint~ per1.oolul 

dn compnotnro (tee~re) în r11notoarole ou pat oompeot. Vitem~ d• 

1:q1'lneiun1 n rRtulni--::,atalizBtor poa.te afeotn parforfflllnţ11 t\Oea­

tor Naoto~1re, r.d.oşor1'\nd timpul da oontuot dlntre endm!t şi RUb­

Btrat. O r1toiroulare multiplK a soluţiei de oubetrat prin l'eaotor 

~ontn duoe la m~rirea ~cestui timp vi daoi la oreştnren e!ioaoi­

tntii prooesului. 

- Intr-un raaotor diooontinuu, ou ap,it~r~, exist~ rieoul aport• 

al dezaotivlrii aduotului de eneimă imobilir.atl. prin deEint•~•­

rea ~i (sau) dizolve.rea 11uportului,~a r·ezultatal unei egit11:ri 

intense ~1 prelungite. In &eemonee. reautoare ae reoomandK a•• 

folosi preparata de enr.ime imobilizate ou remietenţ~ meoa.niol 

ridioatl. 

Heaotoarele bitazioe ■unt o deeooperire relativ reoentl. 
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in oare ae utili~eazX o fază formatij din upX ~i alta dintr-un 

solvent orgonic nemiecil>il ou apa • .Av'3ntajul aoestor reaotonre 

oonstl în faptul oă pot utiliza substrate innolubile în ap~ 

pul"ă, prr:1dus11l de reacţie izolându-ed pe baza fennrnenului de 

pal"titie intre cele două faze. 

Un criteriu important nl alegerii bioreactorului este ei 

reacţia care ae efeotueazK. 

/,stfel, un reactor discont1.nuu ee preten:,:iJ mai. bine pentru 

renotii oare neoesJt!I transfer masiv de oxigen sau un control 

permanont al pll-ului prin ajustare cu aci.zi sau ou aloali:I. 

De aeemenea, aoeete reactoare disoontinue ae reoomond~ ~i pentru 

substrate tn for~ de particule ooloidale. 
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II.4. Biotehnologii bazate pe oelule imobilizate 

Diapositive vi preparate ou oelule imobilizate ae foloaeeo 

pentru obţinerea unor produse alimentare (bere, bluturi alooolioe, 

spirt, drojdii de panifioaţie şi furajere eto.), medioamente (en­

sime, aminoaoizi, antibiotioe, vitamine eto.), oompu1i ohim.ioi ou 

diverse întrebuinţlri (aoizi organioi, aoetonl,fenol eto.), dar ,1 

pentru biosinteza unor preparate folosite în scopuri terapeutioe 

,1 în oeroetarea medioAll. 

De exemplu, din fig.nr. 23 se poate vedea ol n\lllai în una 

fotosintezei se poate obţine o mare diversitate de produse valoroa­

se pentru industria alimentari, pleoi.nd da la materii pri■• pentru 

industria ohimiol. 

Domeniile de aplioaţie fiidd extrem de largi 91 multiple 11 

netloând subieotul propriu-zis al prezentului studiu, tn oele oe 

urmaa&I vor fi amintita, în mare, tipurile de preparate ou oelule 

imobilizate oa oi tipurile prinoipale da raaotoare în oare aoeatea 

se utilizeazl. 

Cum nu existl un model universal de reaotoare pentru biosinte­

za industriala, atât forma de imobilizare a oelulelor o&t 91 tipul 

de reaotor sa ales de la oa• la oaz. llaterialele oi raaotoarele 

utilimate trebuie el îndeplineasol mai ■ulta oondiţii generalei 

- O buni omogenizare a ameataoului de raaoţie oara d asigure 

aooeaul rapid şi afioiant al substratului la suprafeţele oelulelor 

imobilizata, 

- o rezistenţi minimi la transferul de masl1 

- _performanţe în oondiţii operaţionale blinda der temperaturi, 

pB, salinitate, agitare, 

-posibilitatea oultivlrii oontinue a celulelor în condiţiile 

de reaoţta data. 
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Daol pe plan mondial ■-a resolnt proble- deterainlrii pa-
~ 

r„etrilor fisioi ai mediului stei'il de oultarl, apar d1fioultlt6 

iaar1 în ml■urarea oonoantratiei ■ubstrateler 1i produselor, dato­

ritl duratei mari impuse de matodel• analitioe ola■ioe. De aoeea, 

deooa■datl nu poate fi in•rodual, la Dinl in4ustrial 0011a.11da efi­

oientl a ■etaboli811Ulu1 în fU.Doti• 4• aotiritatea •••1•lor ouie 

41.a aatabolismul hidraţilor de oaben. 

Sohema teb.Dologiol un1nreall 

De11 aparatura industriali ■e alege tn funotie de o tehnolo­

gie deterllinatl, în 1987, Y.Viestus, I.Sait• fi A.Îile•ida •• 

elaborat o soheml generali (fig.u.24) oare g119peasl prinoipal.ele 

ill■talaţii oa ae pot utilisa tn biooonnrsiile ou oulturi de oe­

l~e. 

In sohama din fig. n».24 oomponentele p~illoipal• aunts 

l - reaotorul pentru prepararea aediilor nutritiYea 

2 - pompl turbionarls 

) - aparat pentru pregltire1.11 aterilisarea me411lor din 

su~atraturi in■olubile, pentru fenaenbrea de suprafaţl 

91 în fazi aolidl1 

4 - ooloanl da abur pentru tnollsiraa aediilor nutritin la 

temperatura de starilisare1 

5 - aparat de menţinere a mediil3r nutritln la temperatU2'a 

de sterilizarea 

6 - aohimbltor de olldurl, pentru rloiraa mediilor nutritin 

sterilei 

7 - diapositiT de alaurare - ooleotor da Md.11 nutritin1 

8 - dosators 

9 - fermentator anaerobi 

10 - fermentator aerobi 

11 - reaotor biooatalitio; 

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



ll ~ 
-8 .\'ît ~ 
~.,Jl< ,)C 

-tl1;~i 
- J: tic ' ... 
~◄- ---

r-· 
ţj-,,.,L ----

-..--·- __ J I 
' 

8 

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



- 96 -

12 - fermentator în fazl aolidl sau liobidl1 .. 
lJ - extraotor1 

14 - separator pentru biomaal1 

15 - aiatem de . automatizare looall pentru menţinerea re-

gimului de bioaintezla 

16 - plasmolizator de biomaal pentru preparate furajera, 

17 - dezagregator da biomaal1 

18 - instalaţia de abu1 

19 - dazagragatoara fraoţionala1 

20 - uaoltor ,1 alta aparate pentru deshidratare, 

21 - aparatul de normalisare ,1 a■balua, 

22 - ooloana sohimbltoara da ioni, aparate cu membrul, apa­

rate pentru extraoţie ohilliol, oantrit11ge, filtre, in­

atalaţii de abur, oriatalizoare ato. 

Simboluri: pR • soluţie pentru ooreotarea pH-ului1 

P • oomponente ,1 medii pentru oomplataraa pi.ni 

la nivelul normal de tunoţionare a reactoru­

lui;. P08= material de însămânţare; 

V • aer comprimat ateril1 

PAV • aJJtiapumant sterila 

Sr • mediu nutritiv steril pentru procesele da 

fermentare, obţinerea drojdiilor furajera 

BA • agent biologic 

Dupi oum se vede din fig. nr. 24, aoeaata este o acheu. onra 

ouprinde a~ât reactoare (fermentatoare) ou culturi libere da oe­

lule, (9, 10, 12) cât şi reactorul biooatalitio (11) ou celule 

imobilizata. 

Acest din urm! reactor se alege tn funoţie de speoifioul 

agregatului suport-celule (forma de condiţionare) oât şi de 
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reeoţia biooatelizatl oare are loo în reaotor. 

Designul reaotorului ou oelule imobilisate este în prinoipiu 

similar ou oel utilizat pentru prooeaul ohimio oonaiderat, i■pli­

oând o oatalid heterogenl în oondiţii aterile ,1 aseptioe reala­

mate de apeoitioul metodei. 

II.4.1. Reaotoare 9 batoh" 

Aoeste reaotoare se toloseso treoTent în reaoţii biooatalia­

te de enzime libere, oare nu se mai reoupe1-ealll la atAr1ital bio•c, .. 

oonveraiei. Utilizând aoelaşi prooedeu la enzime ■au oelule imobi­

lizate, biooataliutorul se poate reoupera. Totqi, reouperarea 

(mai alea repetat~ de multe ori) poate duoe la inaotiTarea biooa­

talizatorului. 

Avantajul mare al oelulelor imobilizate este ol se pot folosi 

in prooedeul "batoh" în oare potenţialul oatalitio al oelulelor 

din agregat nu este în întregime epuizat, ohiar dupl o utiligare 

,prelungiţl. 

11.4.2. Reaotoare tn flux oontinuu 

Dupl owa am mai amintit în oadrul oapitolu.lui referitor la 

enzimele imobilizate (pag. 78-§1 ,), reaotoazel• ÎA Llwc ooft­

tinuu au doul tipuri de bada 

- reaotor-tano ou agitare, ou o a•ateoare oo■plexl ,1 

- reaotorul ou pat oompaot, dar firi agitare. 

Dar un reaotor ideal ou pat oo■paot eate 41f1o11 de realizat, 

pe oind un reaotor-tano ou agitare.ideal eate -1 qor abordabil 

di.D. punot de yedere praotio. 

Un oo■promie între aoeate 4oul tipuri ••t• reaotorul ou pat 
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fluidizat care asigur!i un nive.l de ameateoarf! (omogenizare, inter-

1nediar. Soluţia de subAtrat eate treoutl · prin reactor ou aae•enea 

vit~zl, încât determin~ expandarea partioulelor de oelule iaobili­

zate. Aaernenea reaotoara •• noomandl pentru oelul• inoluae în 

partioule de gelu.:ri de !oral aferiol (perla), ou o deuaitate ■a.I. 

mioă aau apropiatl de oaa a·apei. Aoaata reaotoar• praeinţl avan­

tajul unor debite înalte de substrat, dar oonawal m'liltl energie. 

Bioraactoarele ou pat fluidizat sunt foloaita pe aoarl largi 

în cazul celulelor da plante imobili■ate, oare preaintl o slabi 

ospaoit&te da proliferare 11 sunt foarte eanaibil• la torţele••• 

tarioare de torteoare. 

In aoaata reaotoare agitarea este ■oderatl, dar nu ••t• po­

sibili aera~ea diraotl a oelulelor oare poate duo• la ore1terea 

turbulenţei ,1 a torţelor de fo~f•oar• peste limitele aooeptabil•. 

De aoeea bioreactorul este plasat in instalaţia dupl Wl Ta■ ape­

oial de oxigenare (prin agitare bl&n4l) a oultu.:rii de oelul• ,1 

ouplat ou aoesta. 

Pentru a preTeni forţele de forteoare oare pot distruge oul­

tu.ril• da oelule ,1 pentru a oontraoara rl.taza lor redu■l de oree­

tare, se mai pot foloai ,1 raaotoare ou membrane 4• oelule (ou o 

den~itate mare a oelulalor) • . 
Un oaz speoial al raaotoarelor ou pat fluidizat îl Hprezintl 

to oara partioulele de biooatalizator au o densitate aufioient de 

diferţtă taţi de oea a mediului tnoonju.rltor. 

Variante oonstruoti•• ale reaotorulu1 ola•io ou pat oompaot 

(firi agitare, în oare nu apar forţe de forfeoare) pot fi realisa­

te în funoţie de modul de oondiţionare a agresatelor auport-oelule1 

partioule sferioe (perle) ou densitate aa1 mare deoit oea a apei. 

inele de atioll sau oerami.ol ou oelule adaorbite pe auprafaţa lor. 
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bile SAU filamente metalice, filma, pliai, nKollow-fibar", membra­

na semipermeabila. Aoeete variante oonstl'U~t6ve au fost descrise 

,1 în oapitolul privitor la enzimele imobilizate (pag. 77-BB). 

C4lulele 11 sutoimobiliz11h" se foloseeo de obicei tn reaotoare ou 

membrana. In general. bioreaotoarele ou pat fluidiaat se toloseso 

pentru prooeae os1 obţinerea alooolului etilio, a oiolosporinei, 

epurarea apelor rezidualR eto. 

Bioreaotoarele ou membrane rotative sau tubulara sa utilizea­

al pentru creşterea culturilor oelulara şi imobilizarea drojdiilor 

oi bacteriilor, oa şi pent.ru1 obţinere de virusuri, produoare de 

Taooinuri antivirale, obţinerea antioorpilor monoclonali, a eta­

nolului, gluoo&ei, fructozei eto. 

Reactoarele~ ooloane ou oelule imobilizate (de exemplu, pe 

~liollow-fibers" aau pe partioule eterice) şi ou flux oiroulan't se 

utilizead pe soull largll,de la obţinerea etanolului şi pânl la 

oea a autioorpilor monoolonali. 

Deşi oonatruoţia bioreaotoarelor este aproape similari ou 

oea a reaotoarelor ohiad.oe nolasioo", existl o serie de faotori 

obligatorii oare oondiţioneazl atât designul oât şi exploatarea 

lorr 

- sensibilitatea fizioo-meoaniol a oulturilor de mioroorga­

niame (în apeoial llioelii); 

- realizarea simultani a prooeaelor de traaster de masl (li­

ohid-oelule, gaz-liohid-oelule şi gaz-oelula-substrat solubil/pu­

ţin solubil) I 

- viteza mioll de prolifera.re a oulturilor, 

- obligativi.tatea asigurlrii sterilitlţii tuturor operaţiilor; 

- folosirea aerului oa unică sursă eoonomică de oxigenare a 

oulturilor; 

- formarea spUlllei în 
1
:reaotor; 
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- oomponenţa oomplexi a mediilor nutritiTe; 

- numbul mare de reacţii biobbimio~ oara deo\U'g simultan îa. 

cursul oreşterii oelulelor şi oomple:dtataa reaoţiilor simultane 

de transformare a substratului în produ■ 1 

- termolabilitatea produvilor da reaoţie1 

- influenţa proprietlţilor genetioe ala oulturii da oalula 

asupra biosintemelor realizate tn reaotor1 

- prezenţa unor ~onoantraţ11 aclmi ■ibila relatiT mioi ala 

componentelor ou efeot nutritiv din oultarA1 

- modifioarea în ti•p a unor oaraotaristioi biotehnologioe 

ale bioreaotoarelor (neoesarul de oxigen, diaiparea oll.4ur1i, ni­

Telul ,1 proprietAţila spumei, ninlul 11oh14ulll1 ta raaotor ato.)1 

- materiale speoiale neoe■are suprafeţelor interioare ale 

aparatelor (în apeoial pentru odlturile tisulare), 

- neoesitatea traduotoarelor steriliaata ohimio (tenio) 

pentru mlsurarea pH-ului, pr~siun:11 o2 e·to; 

- separarea, purifioarea ei oonoentrarea produselor. 

Toate aoestea limiteazl viteza da reacţia a prooeaelor din 

bioreaoto11re. 

O influenţi deosebitl asupra vit••ei 4e reacţie o ara tranafa 

rul de mas! între diferite faze. 

In tabelul nr. 14 sunt indioaţi pe ■out parametrii oare gu­

nrneazl alegerea ,1 proieotarea reaotcaralor pentru prcoasela da 

fenentaţie. 

Se pot oonstrui şi bioreaotoare în-oare oelulele se oo-imobi­

lizeazA ou: enzime pure, ooenllim.e, organite oelulare, realizin­

du-se reacţii multiseonnţiala sau wsi■bioze" induse. Pentru re­

aoţiil• ou o aingurl etapl viabilitatea oelulelor nu este obliga­

torie, deşi oelulele viabile preaintl aTBnta~ul reaotiTlrii "in 
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Tabelul Hr. 14 

Principalele mlrimi ei parameh•ii de oaloul utilisatf. 

tn proiectarea bioreactoarelor ou oelule imobilizaţe 

lflsurlri analoage ou 
oele din tehnologia 
chimioă, industria 
alimentari eto. 

- temperatura de 
fermentaţia şi a 
diferitelor !lUXW"i 
produotiver 
- pH (traduotoara 
aterilizate)a 
- potenţial radox; 
- presiunea din re~ 
aotor, din aparate 
auxiliare ato.r 
- DiTelul ei masa 
(tensometria) me­
diilor, substrate­
lor ei produselor, 
- oonsumu.ri de 11-
ohi~e ei gaze1 

- turaţia agitatoa­
nlo1'1 
- pute1'ea oonaumatl 
da aleot1'0111otor1 
- oonoentraţia de 
gaza (02 , co2 , CH

4
, 

a2ei alte gaze) tn 
aer; 
- oonoentraţia de 
ioni din lichida; 

Măsurlri speoifioe 
pentru procese bio­
tebnolog!oe 

Parametrii oaloula,i pe 
baza Talorilor·mlaurate 

- oonoentraţie prin- - produotiTitatea aia­
oipalelor oubstanţe temului1 
(zaharuri, aoizi or- - viteza apeoifiol de 
ganici,aloooli ato.) creştere, 
şi produse în liohi- - viteza speoifiol de 
dul de cultură; consum a subatratului1 
- ooncentraţia prin- - Titeza apeoifiol de 
.cipalilor indicatori formare a produaului.1 
intracelulari (fer- - ooe!ioientul Tolumio 
menţii metabolismu- al transferului de ma­
lui gluoidelo1', me- să, după oxigen, 
taboliţi cheie, ATP, - randamentul energetio 
~ADP eto.); al prooesului. de aint•-
- concentraţia de ză/ore9ta1'e1 li 
biomesl; - rroduoţia de olldul, 
- ina:xistenţa mioro- - indioato1'i teb.Dolo­
tlorei strline; gioi apeoitioi p1'0oe- ! 
- oonoent:raţia o2 91 eului; ·1· 

co2 dizolvaţi tn 11- - oonaumul ■peoitio , 
ohidul de oulturl; total de materii pl'iM. 
- niTelul şi starea 
apumeir 
- concentraţia parţi• 

ală şi finall a p1'0-
dueulu1; 
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In oomparnţie ou pTeparatela pe baz~ da enzime pure. imobili­
zate, oduoţii obţinuţi prin 1mobilizarea'oelulelo1' oferll parapeo-

tive mult mai largi et~t pentru biosinteza propriu-zial (arlin­

derea utilizlri1 preparatelor la re~Uzara unor naoţii poli ■•o­

vanţiale ti ohiar a unor oioluri metabolioe _oomplete), oit ti pria 

aborda.rea unei palate extins• de utilizlri a oultu.rilor de oelul• 

animala, uman• ,1 vegetala în oeroatarea biologiol, ln general, 

în terapeutica medioall, în,farmaooloaie, agriculturi, zootahn1• 

ato. ln tabelul nr. 15 sunt data oitava exemple 4• utiliean 

induatriall a unor mioroorganiS111a imobilizate. 

Tabelul Br. 15 

Exemple de apl1oat11 industrlale ale unor oelule 

imobili za te 

Spaoia de oelule Metode. de Enzima .Apl1oaţii Industrlali-
imobilizare utiliBatl z.ţa de, 

1 2 3 4 5 

Aotinoplanes Inolude:re Gluoo- Izomeri sa- Giat-Brooa4e■ 

111issouriensie în gelatinll izomei-asa 1"88 glttoo- Olanda 

ntioulatl r.ei la 

ou glutar- f:ructod 

aldehidl 

Baoillua Reticulare Gluoo- Gluooză ➔ NOVO 

ooagulana ou glutar- izomaraza F:ruotozl Industri, 

aldehidl Danamaroa 

Baoillus Reticulare f-Galao- Hidroliza NOVO 

sp. ou gluter- tozidazl laotoze:!. Industri, 

aldehidl Danemaroa 
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Tabelul Nr. 15 (oontinuare) 

l 2 J 

Brevibaoterium Inoludere în Fumaruza 

f'lavium carageenan; 

Esoheriohia I Inoludere în Aspartaza 

ooli cara&~enan •. 

Eaoheriohia Includere îu Penicilina-

ooli poliaorilo- ză 

midă (F'Jd 

Eaoheriohia Inolud<ire în Aapartuzi5.+ 

ooli + carag_eena,~ , L-aspar-

Pseudomone.s tat-r-de-

duounhae, oarboxi-

la:.:a 

lforUerella Reticulare o<-Galaot~ 

rtnaoea ou glutar- zidaza 

aldehidA 

Proteua Legare de Penioilina 

rettgeri glioidil- za 
metaorilat 
şi glute.r-

I aldehidă 

4 5 

Convera1".l fu- Tanabe, 

ID8retulu1 la Seiyalru 

aoid L-malio CoLtd 

Japonia 

Conversia fu- Tanabe 

maratului de Seiyaku 

u:noniu la CoLtd 

aoid L-aspar- Japonia 

tic 

Obţinerea Tanabe 

6-APA din Seiyaku 

penloilină CoLtd 

Japonie. 

Ob~inere de Tanabe 

1,-alaninll Seiyalcu 

din 1umal'at CoLtd ! 
I 

Japonia : 
! 
I 

Hidroliza Great 
I 

rafinozei Western I 
I 

Sugar Co. 

SUA 

Obţinere de Pfizer 

6-APA din Ino. SUA 

I 
peni oi line 

I 
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l 2 3 4 5 

Streptomyoes Tratare la 'lald Gluooizo- I someri zarea Clinton 

albue în reaotor de meraza gluoozei la Corn. Proo, 

filtrare f1'Uotozl Co., SUA 

Streptomyoee Retioulare ou GluooUso- Gluood ~ Milea 

atraoeua glutaraldehidl m•:arasa:-: -+ P2'uotod Laborato-

ries Ino., 

USA 

Bxtinderea biotehnologiei poate elimina o serie de tehnologii 

oh1.m:f.oe oonTenţionale, oaraoteri,zate prin gigantiamul instalaţii­

lor, oonaum ridioat de ene2'gie 91 eteote poluante de duratl şi 

uneori ireTeraibile, ou oonaeoinţe nefaste pentru mediul inooJu­

rlto1'. 

Un RWll2' mare de sinteze petroohirrloe sunt aatlzi realizate 

prin metode biotehnologioe, oare foloseao mai alea biooataliza­

tori aub forml imobilizatl. 
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III. ALTE APLICATU ALE BIOCATALIZATORILOR IMOBILIZATI 

III.I. Aplicaţii in atud.11 bioohWoe 

III.l.l. Studiul atruotu.rii ogteroep I tnzi■elor 

Imobilizaroa pe suport a aoleoulelor enaimelor oonduoe ~• o 

■odifioare parţiali a oontormaţi•i acestora, oeea oe oferi per• 

speotiva legate 4e studiul unor interaoţii ■olaoulara. Ciliar dia 

1970, derivaţi imobilisaţi au fost folosiţi pentru a se pre-nn1 

asooierea spontani dintre aubu.nitlţile unei proteine oligo■ere. 

Imobilisarea oferi astfel posibilitatea de a se 4eteraina 

oare din subunitlţile structurii cuaternare a enzimei este aoti­

'fl oatal1 tio. 

Daol subunitatea este activi, compararea proprietlţilor 

sala enzimatioa ou oele ale oligomerului oorespunzltor i110bili• 

sat poate oferi info1"1118ţii asupra leglturii dintre interaoţiile 

subunitare şi funoţia biooatalitiol R enzimei. Asemenea intol'll&­

ţii nu sunt aooesibile pentru toate enz1mele, pentru ol se folo­

seao tehDioi în oara etruoturile oligomere native trebuie al rl-
• 

mini aufioient da stabile ohiar în condiţiile oare determini 41• 

sooierea lor. Pentru asemenea enzime este posibil procesul in­

nrs de reasociere spontani în structura nat1•1 ou o buni reoupe­

raTe a aotivitlţii lor. 

III.1.1.1. Alegerea oonditiilor experiuRtflf 

Un bun suport pentru studiul subunitlţilor stru.otU1'ale c:J 

ale enzimelor se dovedeote a fi Sepharoza 4B. 1'atura hidl'ofill 

11 neioniol a a~eatui polizaharid ~ suport poate oonduoe la 41• 

riTaţi imobilizaţi ale olror proprietlţi sf nu fie ateotat• 

oonsiderabil de prezenţa suportul,ui. Aduoţii obţinuţi sunt 
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operaţionali î.n ooridiţH normale, în soluţii tampon obişnuite • .. 
Porozitatea ridioat! a suportului de Sapharoză uşureazl di-

fuzia maororaoleoulelo:r î.n interiorul şi î.n exteriorul gelului, 

tn cursul imobilizlll'ii. 

Daoă gelurile nu sunt poroase, rnaoromoleoulele r~mân fixate 

doar pe auprataţl; tn asemenea oazuri este mult mai greu al•• 

obţinl o oantitate suficientl de subunitlţi legate per unitatea 

de vol\llll a gelului. In plus, pentru oă atruotura gelu.lui de 

Sepharozl nu este complet rigidă aducţii obţinuţi nu rezi~tl 

la stoonre şi la temperaturi moderate. Pentru obţinerea unor 

aubunitlţi imobilizate, ou atabilitate mare, ea reoomandl Sepha­

roza retioulatll ou divinilsulfon~ 

Unul dintre procedeele folosite este cuplarea iniţial~ a 

formei oligomere a enzimei pe 'suport (prin intel'mediul numai a 

uneia dintre cubu.ni tăţile sale), dupli oare se generead. monome­

rul prin oplUare exhaustivii, în condiţii faY01•abile dieooierii.' 

Uetoda oferl multe avantaje î.n oomparaţie ou oea oare oonstl în: 

ouplarea directă a formei monomere în oondiţii da .disooiere a 

oligomerilor. Prinoipe.lul ~diraent în aoeet din urmă caz este 

posibilitatea alter~rii structurii terţiare a subunit~ţilor 41• 

aooi11te în oondiţii prea energioe. In plus, în monomerul ouplat 

în condiţii dieooiative, legătura polipeptidică devine instabill 

tn timp. Apoi, monomerii ouplaţi direot în aceste condiţii nu•• 
pot reasocia prin adăugarea unor subunitlţi solubile, pentru a 

reveni la forma oligomer~, între subunltlţile fixate pe suport 

nerlmânând suficient spaţiu disponibil. 

In schimb, monomerul imobilizat prin ouplarea iniţială a 

oligomerului şi disocierea luJ. ulterioarl interaoţionead uşor 

ou subunitlţile din soluţie. 

Pentru imobilizarea oligomerului este neoeaarl aotiYarea 
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suportului, ceea ce prezintă riscul unei retioulări între mole­

oulele proteinei aau între subunităţile structurale ( monomeri)". 

Folosind ca agent de ·activare a Sepharozei BrCN, legăturile 

formate între protein~ şi suport pot fi rupte în ~ondiţii blinde. 

Pentru a preveni cuplarea pe Sepharoz~ a oligomerilor prin 

mai mult decât o singuri subunitate structurală, este neoesar al 

se limiteze densitatea punctelor activate de pe guport. In aoest 

aoop, oel mai aooeptabil este un raport de 1-5 mg BrCN per ml 

Sepharozl, oând riscul contaminării prin imobilizarea dimerilor 

eate redus la lllinimum. 

Denaitatea redusă a moleculelor imobilizate mai prezintl 

91 aTBntajul de a diminua efectul oaraoteristio de mioroveoinl­

iate a suportului oare ar duce la creşterea lui Ky datorit~ li­

mitlrii vitezei de difuzie a substratului. 

In acest fel, pe Sepharoză 4B, au test imobilizate subuni­

tlţi ale aldolazei din muşchiul de iepure sau ele traoeel.dolazei 

din drojdie. 

111.1.1.2. Criterii de control al prezenţei subunitltilor 

imobilizate 

Dupl imobilizare trebuie să existe asigurarea prezenţei 

subunităţilor structurale în aductul obţinut. Criteriile de 

control sunt sumarizate tn tabelul Hr. 16. 

Tabelul Nr. 16 

Cri i;erii de control ale prezenţei su buni t11tilor imobilizate 

Tipul de subunităţi imo- Rezultate previzi-
Testul bilizate le care este bile decţ subunitl-

enlicabil testul tile sunt nrezente 
Conţinut în active sau inactive 1/n ,< conţinut de 
proteinll oligomer imobilizat 

(n~nr. de subunitlt~ 
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Tebelul Wr. 16 (oontinuare) 

1 2 3 -----------+---------------------

I 

Stabilitete la denB­

turare 

Stabilitate la tnoll­

zire sau la proteo-

1~valuarea modifiol-

lrilor ob.imioe 
I 
I 
I 
! 
:vi teze moditio!lrii 

!ob.imioe 

Interaotii ou sub­

unitlţi aolubile 

Iater~oţii ou sub­

unitlţi solubile 

inaotive la eitusul 

aotiv 

Aotive 

.AoUve 

Aotive sau inaotive 

Aotive 

, 
Aotive sau inactive 

Aotive 

Inaotivarea decurge 

la o oonoentraţie eol­

zută de agent denatu­

rant 

Inaotiverea poate 

avea loo ou o viteză 

diferiU. 

Posibile modifioări 

ale unor reziduuri ou 

struotură previzibili 

Inactivarea poate 

avea loc ou viteze 

diferite 

Creşterea aotirltlţii 

până la cea a oligome­

rului imobilizat; re­

oonstituirea proprie­

tlţilor formei oligo-

mere. 

Aotivitate nesohimba­

tă daol subunităţile 

acţionează independent, 

proprietăţile revenind 

la oele ale formei o­

li20mere. 
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Tabelul Nr. 16 (oontinuare) 

2 

Inaotive în afar11 .le 

ihteraoţiile eubuni-

tare 

InAc.tive datorită 

mod1f1cl1ri1 rastului 

esenţial în cursul 

imobilizării 

3 

Aotirttate aparentl 

Nu apare nioi o aoti Ti• 

tate 

•se poate detennina numai daoă imobilizarea este renraibill 

oi modifiol1r1le ~atorate imobilizării pot fi înlăturata ulterior. 

a) Continutul în proteină 

Conţinutul în proteină el oligomerului imobilizat se oompa­

rl ou oel al subunitl1ţii imobilizate obţinute ulterior din aoeata. 

Ia acest scop aductul se hidrolizează ou HCl 6N şi sa analizeamă 

aminoaoizii rezultaţi. 

Randamentul ouplării cu suportul depinde fn primul rând de 

natura ·proteinei, de oantitatea de BrCN utilizQtă la activarea 

suportului, oa oi de pH. Astfel se observi în oamul aldolaui 

(+.etramer) din muşohiul de iepure ol preparatul ou oel mai tnalt 

oonţinut da monomer imobilizat este obţinut la pH • B,O, ou o oaa­

titate de BrCN (mg/ml Sepharoză) de 5,0. Pentru transaldola•a (di­

mer) din drojdie, oonţinutul optim de monomer imobilizat se atiqe 

la pH • 8,5 şi 5,0 mg BrCN/ml Sepharozl. 

b) Stabili tata 

In oazul î~ care subunit!ţile imobilimate sunt aotive, ao••­

tea vor avea proprietăţi distincte !aţi de· ale oligumerului i■o­

bilizat. 
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ITtllizÂnd un Rgent de denaturare ca u:reeA l!le pot dP.oeebi 

form~l~ monomere do cele ollgom6ie ele a•eieaBşi enRlme. 

Când o en'i.:i.mq exiatA sub forml oligomer~. interanţHle pa 

au buni tH tea de l!luprafnţţ oontri buie la stabilitate a. e truoturli în 

ansamblul ei. Aşad~r, pentru iaaotivarao oligomerulut este naoa­

ear~ o oentitate mai mare de uree d~oit pentru monomer. Inet~bi­

litA.teo n1are a monomerului se poate explica prin pol!libili tatea de 

a lega mai uşor u?eea pe suprafaţa sa. Tnaot1varea este influen­

ţat~ de asemenea de natura enzimei, oa ~1 de pH. 

o) Interaotii speoi!ioe ou subunit!ti solubile generate 

_.J.n aitu1t 

Monomer.ii imobilizaţi au o abilitate speoitlc~ de a lega 

subunităţile din soluţie, aşa oum subunit!ţile disociata dintr-o 

en~iml!I prin denatu.rare, tind eh refaol.i aeooieren î.n soluţie, dup!i 

îndeplrterea agectului de denaturare (de exeraplu, olor~idret de 

guanidinlO. 

Rezulte.tale experimentale ua ar!!ltat o~ fieoer~ di1J monomerii 

i nobilizaţi tind al lege Rtât&a euhuni tăţi oâte oorespund struo­

t\1.ri:l c ... aternsr1:1 orig:l.nare a enzimei. 

d) lnteraotii ou subt1nităt1 .eolu-:>ile inact1Yate 1 la eitusul 

aotiv 

Este posibil oa subunităţile imobilizate ou se dozactivaze 

in urma leg~rii de suport prin resturile de aminoao1z1 din situ­

eul .activ. Acest luoru este improbabil dacl se 11tilizeaz!i p11n­

tru cuplare Sepheroza activatl ou BrCl!r; deoareoe legarea are loo 

relativ neapeoilio, ou unul sau mai m~lte resturi de liain, de pe 

suprafaţa proteinelor. Orioum, aooastl posibilitate poate fi pre­

dominant! în experienţele tn oare se utilizead subuni tl1ti solu.­

bile oare pot fi inaotivate prerlzibil, prin mo1ifioaree aitueu­

lui activ. Daol adăugarea unor aubunitlţi inactive, reaotivate 
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(prin renaturarea enzimei denaturate ou uree) la subunitlţile in­

activate imobilizate duce la o creştere a interaoţiilor dintri 

ele, se poate trage oonoluzia oă Aubunit!ţile imobiliz&te au de­

venit inactivE prin modifioarea unei 6 ruplri esenţiale din situa 

in urma cuplării cu Sepharoza. In acest fel a-au pus în evidentl 

monomerii inactivi, imobilizaţi ai glioogen-fos!orilazei. 

III.1.2. Investigarea structu.rii terţiare a pfoteinelo~ 

Structura terţiară, tridimansionall • proteinelor eete deter­

adnată de existenta unor leg!turi speoitioe (ionice, van der Waal•• 

punţi de hidrogen, punţi disul!urioe) dintre str,1oturile polipep­

tidice secundare •. 

Activitatea enzimatic! este direct legat! de aoeat tip de . 
structur~. Astfel, s-a observat oă denaturarea oompletl a molecu­

lei de ribonuoleaz~ A prin scindare reduotivl ou ruperea punţilor 

dia1.1l i'urioe din structura sa terţi.ară în pre zenţ! de uree 811, 

e9te însoţit~ de anularea aotivit!ţii sale enzimati~e. Daol agen­

t11l reduoltor vi ureea ae în.ieplrtoat.11, p:roteina redual, inaoti..,-1, 

aufer! o oxidare spontani in soluţia la pH slub aloalin, tn aer, 

ou reapariţia aotivitlţii euzimatioe şi a struoturii oriatalogra­

tioe uaUve. 

Rezultate similare a-au ob~1.nut oi ou alte p1'Qte1ne oe oontiD 

punţi 4isulfurioe (lizozimul din albuoul de ou, fostatasa di.D. 

Bsoheriohia 0011, Tam-amilaza A eto.). 

s-au înt&mpin4t tnsl greutlţi la tnoeroarea d~ reoxidare• 

unor proteaze denatu.rate pr1.n reduoere (tripsina, ohimotripsina, 

pepaina). s-a observat astfel ol prin aotivarea proteolitici a 

zimogenilor, proteazele rezultate nu au tn mod obJigatoriu 

at:ruotura terţiar~ !ormatl prin reoxidarea enzimelor denatu.rate 
reduotiv. 
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Ambele proteine pancreatice, chimotripsina şi insulina exietl 

aub forma unui lanţ. proteinic multiplu î~ starea lor biologici 

· funoţional~, oa rezultat al ecind~rii proteolitioe a precursori­

lor ou lanţ simplu. 

Lanţurile reduse de inaulinl na•• pot oombina pentru a oon­

duoa la moleoule funoţionale în condiţiile optime pentru reoxida­

rea grupelor -SB la leglturi -s-s-, pe o&nd proi.naulina danatura­

tl raduotiv •• poate reoxida ou rB!ldament bWl la asemenea struc­

turi. 

ci..- CbiJDotripaina denaturatl, dupl diluare într-un mediu oe 

conţine f-meroaptoetanol ei o enziml oa oatalizeazl oohimbul 

dintre grupele -SB 11 -s-s-, ivi reoaplitl aoUTitatea foarte repede. 

In mod analog ou oazul inauli~~i şi proinouluinei a-a pus 

probiema daol zimogenul denaturat reductiT, ohimotripsinogenul A, 

oonţine în seoTenta sa primari o informaţie, oare explici reapa­

riţia aotirttlţii anzimatioe prin oxidarea ea spontan~. 

Pentru a demonstra acaasti ipotezl, ohimot:ripaincgenul A 

a-a denaturat reduotiT ou. f.-aaroaptoetanol tn uree 811, obtinm­

du••• o proteinl oe conţine 10 grupe SB per lanţ polipeptidio. 

Soluţia diluat! a ohimotripainogenului redus a-a expus la aer 

dupl îndeplrtarea agentului denaturant• prin gel-filtrare HU dialid 

aau prin diluare. Probe luate din timp în timp a-au tratat ou 

tripainl vi s-a detel'minat activitatea oni~otr1pe1n1oA. Maximul 

de aotiTitate reouperatl a fost de 1,4~. Prin oontraat, denatura­

reamn4a&i.t1YI a ohimotripsinogenului în condiţii similare eate 

complet reveraibill, reouperân4u-se aotivitatee ohimotripsinicl 

(prin activare ou tripainl) de 1~. 

Imobilidnd ohimotripainogenul prin legare oovalentţ pe un 

suport inaolubil, a-a observat ol dupl denaturarea reductivi a 

zimogenului U1'1118tl de oxidare, activitatea enzimatici ae 
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reoupereazl in bună parte. 

Aoeste observaţii aratl ci zimogenul neimobilizat, denaturat 

reduotiT şi apoi reoxidat ·oapltl o structuri terţiul nespeoifiol, 

ou recuperarea doar a 1,4% din aotiYltatea ob.imotri.psiDiol. 

In sohi~b. zimogenul imobilizat şi tratat identio t,1 noa­

piti activitatea enzimatici, deoarece imobilizarea tmpie41ol apa• 

ri.ţia unor structuri terţiare nespeoifioe, efeotela de llior·onoi­

dtata ale suportului nea!eotlnd interacţiile struoturala din 

lanţul polipeptidic. 

Pentru aceste determinlri a fost aloe oa suport sti~l• (perle) 

aotivată cu gruplri succinamidopropilioa şi oara••• condensat ou 

ob.imotripsinogen A in prezenţa unei oarbodiimide, obţinbdu-se un 

aduct de formar 

?i ~ ~ • 
(atioll)-CH2-CH2-CB2-NH-C-CH2-CH2-c-s-CH2-C-(Im-ohimotripainogen). 

Dup.!l imobili zaro, s-e. folosit ca agent reducltor f-meroapto­

etanol, în soluţiQ tB111pon (pH•B,6) în prezenţ~ de uree. Aductul 

auport-ohimotripsi11ogen A a fost folosit pentru umplerea unei oo­

loan.e, peste ca:re D-a treout soluţia reduoltoare, tn atmosferl de 

B2, la _temperatura camerei. Sfârşitul reducerii•• determini prin 

titrarea grupelor -SH ale proteinei imobilizata. 

Reoxidarea ohimotripsinogenului imobilizat, denaturat reduo-

11v, s-e tlout în aer, prin spălarea ooloanei ou o aolu,ie tampon 

ou pB • 8,6, 24 ore, la temperatura oe.merei, iar activarea ou o 

soluţie tamponată (pH • 7,8) de tripsinl, timp de 2 ore. Aotirl~ 

tatee ohimotripsinioă e preparatului se determi.DI fatl de 41veree 

substrete. 

Se observ! (în comparaţie cu aotivitatea zimogenului legat 

pe suport şi nedenatu::.,t reductiv), o reouperare a aotirltlţii 

esterolitice de 76-80% faţă de esterul p-nitrotenolio al 
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NH-Cbz 

şi de 5Jj foţl de esterul etilic al N-benzoil-L-tirozinei: 

HO-©CH.2-r-cooc~5 
NH-coc6H5 

Reactivarea prin oxidarea tn aer are oa rezultat o aotirita­

te ep8cifiol faţl de oazeinl de JO:C taţi de euzima imobilizatl, 

nedenaturat~ reductiv. 

In oonoluzie, imobilizarea chimotripsinogenulu.1 A a permis 

studierea p~oblemelor legate dt regenerarea structurii terţian,_ 

eaenţiaU pentru &a1:1Titaha biooato.liticll a enaimelcr. 

II,I • .l.J. Metode de inT'estigarfl a modifldrilor 

oonformationale ale proteazelor imobilizaţe 

Tehnica imobilizlrii enzimelor a pel'lllie investigarea modifi­

oirilor oontormaţionale reversibile ale proteinelor, determinate 

de agenţi fizici (luminA, clldlll'l), toarte importante pentru ■1■-

t.a,ele b1.olo,:ioe, dat fiindcl aoti vi tatea f1ziologioll aste legatl 

4e diferite atruoturi oonformaţionale posibile. 

Kodifiolrile oonfo:rmaţiona~• reversibila ale proteinelor 

imobilizate au fost_ investigate din doul punote de vedere, 

a) Studiul înaamnltlţii lor funcţionale ( ■eoaniamul moditt­

olrilor oon.formaţionale, relaţia dintre atruotura ~erţia.rl şi ao­

tirltatea biologiol, importanţa acestor modifiolri tn reglarea 

p:rooeaelor biol_oa;ioe). Aoeate studii trebuie el ia în 0011aiderare 
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,1 posibilele perturbllri ale parametrilor proteinelor ,1 enzimelor 

oa rezultat al imobilizării. 

b) Studu.l :1.mportantei lor aplicative (oare dintre oonforma­

ţ11le aotive sau inactive ale enzime~ sunt mai mult sau mai putu 

stabilizate prin imobilizare, tn cora,paraţie ou enmimele libere). 

Aceste studii au folosit oa model proteazele. 

Pentru investigatii se pot folosii 

- metode statice de determinare a conformaţiilor (atu411 4• 

echilibru a unor sisteme complexe binara sau ternare de proteul 

ou moleoule m.1.oi sau mari. spectroscopia de fluorescenţi. BBS eto) 

care oferă in!ormatii asupra proteiJJ.elor legate, în condiţii ■ta­

tice, dar nu oi asupra proprietătilor enzimatice ale aduoţilora 

- metode oi!letice, cere măsoar~ viteza unei reaoţii catali­

zate de enzimele imobilizate• ~l denaturata în comparaţie ou •o•a a 

enzimelor libere, valorile K~ upuronte fiind mult modifioate prin 

imobilizare (vol.I, png. 22e}. 

Ca suporturi se :Coloeeeo cL'.vorse varietlţi de Sephade.J: aoti­

vat ou BrCN; s-au tăout studii ale modi!iolrilor aduse de Tari­

aţia temperaturii asupra a~tivithţii tripsinei oi ohimotripainei. 

Un domeniu atractiv îl constituie oi hemoproteinele (Ilio-
n 

globina, hemoglobina,oitoorom:11) care preziAtl absorbţii în 

apeotrale eleotronjoe (UV şi VIS), astfel tnoât modi.tioar•• oon­

rormaţiei acestor proteine imobilizate poate ti urmlritl apeotro­

fotometrio. 

III.2. Aplicatii_in Cbimiu Analitioă 

Speoifi~itatea enzimelor, oa şi proprietatea lor de a oata­

liza reacţii ale unor ooncentraţii joaoe de substrate, le-au 

!lout ~tractive pentru Chirrăa Analitică. 
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Reaoţiiţe oatalizate de enzime se pot folosi în scopuri 

analitioe pentru dozarea de substrate, ·~otivatori sau inhibitori. 

Totuşi, utilizarea enzimelor pune şi probleme speoi!ioe, oare le 

limiteazl aplioabilitatea (instabilitatea, oratul ridioet al ae­

parlrii şi puri!iolrii eto.). 

Instabilitatea enzimelor este un faotor oe poate fi minima­

lizat prin modi!ioarea condiţiilor de lucru. Procesele analitice 

continue sau semioontinue neoesitl mari oantitlţi de enzimei 

daci însl se !oloseso enzime imobilizate, se pot realiza aseme­

nea metode de analizl. Ca şi enzimele native, solubile, biocata­

lizatorii imobilizaţi pot !1 folosiţi în condiţii asemln!toare 

pentru dete:radnarea şi doZ11.rea unor aubstrate, a inhibitorilor 

sau a activitlţilor enzimatice • 

.§.!a.sori enzimatici 

Sensorii enzimatici reprezintl o aplioaţie importentl a bio­

oatalizatorilor în potenţiometrie. 

Te:rmenul de .electrod enzimatic" a fost introdus de oltre 

Updike şi Hioks (1967), oare au .acoperit un electrod polarogra­

fia de oxigen ou un strat de glucozox~~ inolual fizio într-un 

gel de poliaorilamidl. Dispozitivul a fost folosit la mlsurarea 

desoreşterii presiunii oxigenului, oa~e indiol conţinutul în glu­

cozl 41n s&nge, şi plasml, termenul de rlapwia al sens,orului !1in4 

de •1.1b Wl ~nui. 

Termenul (mai oorect) de .sene?r enzimatio" se referi la o 

oombinaţie între un electrod ion-seleâtiv şi o enziml, liber! 

sau imobilizatl fizic (prin includere) sau ohirnio. 

II~.2.1. Variante oonstruotive ale sensorilor enzimatici 

Principiul constructiv al unui asemenea sens.or este foarte 

aimplua se alege o ensiml oua prezintl o mare speoitioitat• aau 
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selectiYitate tn raport ou compusul (substratul) oe ~easl a 

!1 analizat. Aceaet~ enzimlt es t e apoi imobilizat~ (insolubili11atl) 

pe un suport, dup~ oare este depusl pe un electrod ion-selectiv, 

oare Ta mlsura fie produsul de reaoţ! .e (llH3 din uree sau acidul 

dintr-o pen1o1linl), fie r eactantul consumat (oxigenul pentru 

oxidarea glucozei sau a acidului urle). In fig. nr. 25 sunt repn­

centate do~ variante constructive pent ru obţinerea senoorilor 

anzilDBtioi ou enzime incluse fizi c ( A) sau ou enzime solubile 

•au imobilizate ohimio (B). 

Pig. nr, 25 

Sohelll8 unor sensori enzimatici 

A) supl'IUllţll ~o-eictiv6 

a el«110dului 

BJ 

pil.azâ de nylon 

in~le de 
ca ·uc 

mlilllh1w 
de dializă 

$tr..t de J 

&U.imA 
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Tipul A (fig. nr. 25. ae foloseşte pentru enzime inoluse 

fizio pe suprafaţa unor polimeri sintetioi. Suprafata aleotro­

aotivl a eleotrodului ae aooperl ou o plnzl de nylon (ou grosi• 

mede apronmativ 90fm), oare se fixeazl ou un inel de oauoiuo 

pe oorpul eleotrodului. 

A4uotul enziml-suport se preparl sub torml de gel, ameete­

o&nd 0,1 g enzi~ (de puritate 10-15 wiitlţi/mg) ou 1,0 ml eo­

luţie 4e gel preparat din• 1,15 g B,I'-metilenbisaorilamidl + 

6,06 g aorilamidl + 5,5 g persl.llfat de potasiu+ 5,5 mg ribofla­

vinl în 50 ml apl. 

Gelul omogen astfel obţinut se pulverizeaz5. în strat subţi­

re, peste pânza de nylon, în aşa fel înoit interstiţiile aoesteia 

sl fie acoperita. l ml din aoest amestec se poate folosi pentru . 
a aooperi şaoe electrozi. Eleotrodul se plaseazl apoi într-o 

oelull spllatl ou azot vi rloitl la 0-5°C ou ajutorul unei ll&D­

tale de api. 

In tot oursul polimeridrii se circul! prin aelull azot, 

pentru îndeplrtarea oxigenului (inhibitor de polimeriZt,.re). 

Pentru oa polimerizarea al fie oompletl, se iradiezi elaotrodul 

timp da 1 ori, ou un proieotor Weetinghause de 150 w. Dupl poli­

merizare stratul enzimatio sa tntlreşta. Sa apliol deasupra o 

mambranl de dializl (oelofan ou grosimea de 20- JO am) oara sa I . 

fixeazl pe oorpul eleotrodullli ou al doilea inel de C&ll.Oiuo. 

Sensorul obţinut sa lasl pesta noapte tntr-o soluţie tampon 

pelltru îmbibarea at:ratului anzimaUo oi pentru eliminarea bule­

lor de aer. Intre doal 4ate:rminlri .. sen,iorul H pllet:reazl în 

■oluţie tampon. 

Tipul B (fig. nr. 25,) este IUl electrod ou membranl de dia­

lid, oare poate fi folosit fie pentru enzime libere, fie iao­

bilizate fisio (prin includere) sau ohimio. 
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Sozima liberl aau în prealabil imobilicatl se uauol 11 •• 

tranaforml tn pulbere. Se poate aplioa direot pulberea pe supra­

faţa electrodului1 o altl 'nriantl foloae1te un gel enci-.tio 

apos pul't'arizat sau aplioat în etrat subţire, ou spatula, pe 

eleotrod, dupl oare•• aooperl ou o membranl de 41al1d (oelofan) 

astcu:ratl ou un inel de oauaiao. Bleotrodul obţinut•• plaaoasl 

pe•t• noapte într-o soluţie tampon. Intre dou! Îlltrebuinţlri, •• 

plstreasl de uemenea tn aoluţie tampon. 

Se ounoaşte 11 tipul C de aensor enzimatic, care•• bauaza 

pe pol1Mrigarea 41reotl pe un eleotrod cu membranl de difuzie 

a saselor. Asemenea dispozitive se pot obţine plasând direot 

enlliu pe supl'Bfaţa eleot:rodului, prin legare fiziol (pe eleot:ro-

4ul de atioll) sau ohimiol ou fo?'lll8re de legituri covalente 

eleotrod-ensial. De e::icemplu, Wl electrod de BR3 ae poate obtine 

prin plasarea a 0,1 ml soluţie de ureazl (0,5,t.{) pa aupl'Bfaţa 

anei membre.ne de 4ifuc1o a gazului. Membrana se lael •~ atea 12 

ore la 4°c pentru evaporarea solventului, dupl oare ae adaugi o 

soluţie da glutaral4ehidl (2,5% în tampon !oe!at, pH • 6,2). Are 

loo o retioulare a enzimei pe suprafaţa eleotrodulu.1. 

Dupl un repaos de 1,5 ora la 4°C, membrana ae epall ou api 

pentru a îndeplrta enzima liberi 01 tamponul. 

Dintre oele trei tipuri desoriae, oel mai fraovent ee folo­

••ote tipul (A) de eensor enzimatio, pentru oar• enzimele imobi­

lizate o.bimio prezintl o mare te:rmoetabilitate. Tipul (B) de 

membranl este uşor de obţinut, dar neoesit~ un timp mai îndelWl­

gat de pregltire. Are o stabilitate ~arl.mA de J-4 elptlm&ni, la 

50-100 determinlri succesive. Tipul (C) de ~2n8or este mai 

puţin utilizat. In oazul R~nsori:Lor de tip (.A) şi (B), stratul 

eo-dma tio poate !i. uşor înlocuit după de zac t1 vare, păstrând 

electrodul, în timp oe în cazul tipului (C) electrodul rlmADe 
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blooat prin legarea direotl ou enzima. 

Aşadar, un sen&or enzimatio implioÎ o enziml ouplatl ou un 

eleotrod ion-seleotiv4 In oele oe 111'meazl se vor faoe unele oon­

sideraţii generale asupra oelor doul oomponente ale senorilui. 

In.2.1.1. Electrozi ion-seleotiv1 

Una dintre dete:rminlrile analitioe oele 11&1 freovente este 

oea a pH-ului. Un dispozitiv banal pentru aoest aoop este format 

dintr-un eleotrod de sticli. seleotiv pentru a+, un elgotrod de 

re!erinţl şi un pH-metru. 

Se ounoso şi ela.:trozi seleotivi pentru alţi ioni sau epaoii 

moleoulare, a olror aplicabilitate analitiol generell este de 

10-1-1015 K şi chiu ~entru copoentraţii mai mioi. Deoareoe rla­

punsul electrozilor ion--selecti vi este logari tmio, pre oi da m!­

su.ritorilor este constant~ în tot intervalul de aplicabilitate. 

In tabelul Wr. 17 sunt indioaţi cei mai importanţi eleotrozi 

oomeroiali. 

'l'abelul Br. 17 

Electrozi comeroial1 uzuali 

Cationi Anioni GazG 

1 2 ) 

~ G, S, z.• :Brom s co2 
Hidrogen G Clor s, L m, 
Cadmiu s Cian s :rrn2 

Caloiu L P'luoroborat L S02 

Cupl'll s Hidrox:l.d G H2S 

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



- 121 -. 

Tabelul nr. 17 (oontinuare) 

1 2 .3 

Ioni divalenţi L Iod s BCN 

Plumb s Azotat I, HP 

Ioni 111on0Talenţi G Perolorat I, 02 

Potasiu G, s, L Sulfuri s 

.Arcint a, s Tiooianat s 

Sodiu o,. L 

Rubi4itt L 

• G • sticli; 9 • membrane eoli4es L • membrane liohide 

Cu exoepţia eleotrodului de p- în monocriatal ,1 a eleotro-. 
zilor de atioll, toţi oeilalţi eleotrozi pot ti preparaţi ou 

uturinţl, cu m.ini■wa d.e U■p fi etort. 

Un elaotro4 ion-seleotlT poate ti 4et1Dit oa un diapozitiv 

oaze 4enoltl un potenţial de eleotrod proporţional ou logaritmul 

aotintlţii Wl\11 ion tn aoluţie. Temenul .apeoitio• in4iol fap­

tul ol eleotrodul oo:respua.de etriot uoui aingu,:o ion. 

Daci rlapunllUl eleotrodului nu eate legat de un singur ion 

oi de mai mulţi, temeaal ooreot este "ion-seleotiT". 

In general, pentru oonetrui:rea aensorilor enzi-tioi pot 

ti f oloai ţi 1 

a) Eleotrozi de atioll (pentru ionul H+ ,1 oationi ■onova­

lenţi) 

b) Eleotrozi de gaz (pentru& NB3, co2 sau o2 oonawaaţi aau 

degajaţi într-o reaoţie) 

o) Eleotrozi solizi cu membrane solid-lichid (pentru, N~, 

s2-, CN-, 1-). 

d) Electrozi de platinl (pentru determinarea o2 , BB3 aau co2) 
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III,2.1.2. Alege~ea biooetolizetorului ei a metqdei 

de imobilizare 

Pentru obţinerea sensorilor enzimatioi ae preferi doulî 

dintre metodele de imobilizare a enzimelor, 

a) Legarea oovalentl pe suport prin intermediul unor gru-~ 

plri reaotive insolubilizante. 

Principalul dezavantaj al metodei este pooibilita'tea 

bloolrii ireversibile a unei părţi a situsului reactiv al enzi­

mei, ou solderea oorespunzătoara a aotivitlţii sale biocatalitioo. 

Metoda imobilizării ohimioe se va folosi în oazul substretelor ,:u 

maal moleculari mare (proteine). 

b) Includerea fiziol a enzimelor într-un su~ort inert, oa 

am.,.4onul sau gelu.rile polimere'sintetioe (mai alee pe bazh do 

poliorllamidl). 

Aoeastl metodă prezintl avantajul unei preparări mai 

qoare tn comparaţie ou metodele ohimioe (exceptând retioularea 

ou glutaraldehida). In oazul includerii se vor obţine in general 

molecule mari, pe oând in oezul imobilizării oovalente se obţin 

molecule de toate mlrimile. Metoda lnoluderii în geluri este fo-• 

looitl pentru subatrate ou molecule mioi (oe urea8). 

In oeea oa priveşte stabilitatea operaţională a preparate­

lor, ee observi ol enzimele imobilizate ohimio pot fi !oloa.1.te 

la câteva m.11 da 4aterm1Alr1 auooesive, pe când oele imobilizate 

fizio da la u aută la oâteva sute de determinări. 

III-2.1.). Enzima ca reaotiv analitio 

Enzimele pot prezenta o apeoifioitate de substrat şi de 

~•soţie diferit!. 

Un exemplu de speo1f1oitate a enzimei pentru un enw:oa 

substrat este luoiferaza, oare oatalizeazl oxidarea 1uclfo· ·i ,ei 
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la orlluoi!erinăs 

Luoi!erină lucifera:z:ă) o:x:iluoi.terinl 
1,1g2+, 'ATP · 

(luminiacenţl . . verde) 

Modificând ohimio substratul (luai.terina) nu ae mai obael'TI 

apariţia luminisoenţei verzi, ceea oe denotl oă luciferaza oata­

lizeaz.11 numei conversia luciferinei. 

Alt exemplu de spaci!ioi tata este. ,gl.ucozoxidaza, oare oatali­

zeazl oxidarea ~-D-glucozeiz 

r-D-Gluoozlgluc~idaza, acid D-gluocnio 
02 

tJ::i studiu complet !lout asupra a 60 zaharur.l oxidabile .,1 a 

unor derivaţi ai aoestora a arătat ol nwuai 2-dezox:1-D-gluooza 

se oxidează ou o vi tezi!. comparabilii cu oca a f-D-glucozei~ 

o(.-D-Glucoza este oxidată tn proporţie de EJUb 1~ în comparaţie 

ou anomerul f . 
O sp~ci!ioitat~ absolută de substrat o prezintl ureaca. oare 

catalizează doar hidroliza ureei. 

Pentru const~ucţ!a sensorilor enzimatici oomerciali a• .to­

lcae~t• un nwdr relativ redus de enzime imobilizate, pri.Dtre 

OIIÎ2-e mai ales, catalaza, chimotripaina, gluco zaddaza,. papaina, 

tripsina, ribonuoleaza, ureaza. 

Condiţiile generale pe care trebuie al le tn4eplineuo&. 

enzimele pentru a fi !olosite la obţinerea unor ••11ec:ri ensilla­

tici sunt, 

- sl aibl specificitate pentru substanţele oar• trebuie 

analizate; 

- sl !ie izolate intr-o stare de puritate analitiol (se 

utilizeazl o ·sursl oomeroial~ sau aa isoleazl ,1 •• puri.tiol b 

laborator); 
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·I 

mai uşor realizubill; 

- a! se plaae~a fieoa~e enzim! imobilizată pe un eleotrod 

oorespunz~tor reaoţiei oar~ are loo. 

III.2„2. Example de uUl1zar• a sens.odlor enzimaUOi 

III.2.2.1. S~nsori 1 pentru. gluoozl 

Dup~ cum am alllinti t mai au.a (pag.116) primul sensor enBima­

tto a fost folorrl.t în 1967 de B.J.Updioke ti G.P.Hicks, oare au 

acoperit un electrod de oxigen polaros~afio ou un polimer gela­

tiroe de poliaorilamidl având inolusl fizic gluoozorldazs. Acest 

nensor a foet folosit la studiul reaoţiei de oxidare a gluco­

zat, 

DesoreQter~a proaiunii o2 este eohivalentl ou oonţinutul 

1A gluood. al probei de aângo sau plaaml. Bi au glsit ol relat,ia 

lineari dintre oonoeDtraţia glucozei şi oonew:aul 4• 0%1.gen se ' 

plaseazl sub valoarea KM a en~1me1. 

W1111CJBs, Doig şi Xorosi ut111zeazl chinona oa ncoeptor de 

hidrogen în locul oxigenului pentru tan electrod oe ae:rnşte la 

4ozarea glucozei din eângei 

glu co zoxidsză Gluoozl +chinonă+ a
2
o ➔ aoid gluuonio + 

+ hidroohinonl (1) 

Hidroohinonl ..n+ chinonl + 2 a4' + 2e- (2) 

(B • 0,4 V faţl de electrodul stand.81'4 de oalomel) 

Otilizândglu~ozoxidaz4 inolual într-un strat poros sau gali• 

tioat (aooperit ou o membrul de dialid) depu pe 1111. eleojro4 
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Ju platinl, ae poate determina glucoza monitorizând eleotroo:d.­

darea hidroohinonei. 

Un eensor. simplu şi ou rlspans rapid pentru glaoosl, a 

fost oonstruit de Ou.ilbault ~1 Lubl'llllo.aeneorul eate fol'lllat 

dintr-un strat metalic (Pt sau Pt pe stioll) acoperit ou UD 

!ilru subţire de glucozoxitiad imobilizatl, protejat de un ■trat 

de oelofan. Aplicând un potenţial ooreot, ourentul produ e■te 

p~oporţ;ional ou conoentraţ;ia gluoozei. Ti11pul 4• deterainare 

•~r~e de sub 12 secunde. Sensorul . rlmâne operaţional timp de 

un an, dacii este păstrat la temperatura oameni. 

In fig. nr. ?6 este schematizat 1111 aaemenea senoor . easi­

ma~io pentru detel'lainarea glucozei. 

Fig. nr, ::?6 

llod de funoţ;iona2·1:1 e. unui senso!" 

Pt pentru dozarea glucozei 

en:imatio ou oato4 de 

O vurilllltl oonstruotivă a sens,ni lor ou membr&lle degl!i1<3.?.­

oxidază 1mob1lizatl într-un film de polimer a fost propusl tn 

L990 de Almeida, Wingard şi lialm.ros. Se pot folosi electrozi 
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oonfeoţionaţi din stioll şi aooperiţi ou UD strat de orom (ou 

groaimea de 100 Î) sau de aur (ou grosimea de 2000 i). 
GlucozoxidRza. se imobilizeazl tn filme de poli-m-fenilen­

diaminl, formate prin eleotropolimerizarea potenţiostatiol a 

monomerului. pe suprafaţa stiolei aooperitl ou aur, agitind mo­

derat soluţia deglucoz.ax:1.daz! ~•zoz:igenatl în tampon fosfat. 

Potenţialul de electrod•• menţine la +0,622 V[Cfaţl de Ag/AgCl 

(l K ECl) - eleotrod de refe:rinţl~ timp de 15 minute. 

Dupl eleotropolime:r1.zare, filmele se ollteao prill int:roda­

cere într-o soluţie tampon fosfat (pH-6) şi agitare blbdl, 15 

minute, pentru îndeplrtarea enziaei nelegate şi a monomerului 

nereacţionat. ~ilmele astfel obţinute se plst:read în tampon fos­

fat (pH•6), la 25°c. Se observi ol aotivitatea enzimei imobili­

zate orevte ou oreşterea oonoentraţiei enzimei din soluţia utili­

catl la eleotropolimerizare. 

:Nagy, von Storp şi Guilbault descriu UD sensor . pentru 

gluoozl bazat pe w:i electrod ou membranl de iod. 

Cluoozl + O gluoozo:x:idază.) aoid gluoonio ~ B O (3) 
2 2 2 

B O + 21- + ~ peroxi4azţ. 2 H O + I (4) 
2 2 2 2 

Determinarea gluoozei.se faoe ou un substrat staţionar ui 

ou un debit oontuuu de gluoozl. Proba de sfi.n8e se trateaz! tn 

prealabil, pentru a se tndeplrta agenţii de reduoere oompetitivl 

(aoid aaoorbio, aoid urio, aoid tirazinlo). 

III.2.2.2. Sensori -~ enzima1:1oi de pH 
o 

In 1973 Bil■aon, Aterlund oi llosbaoh au propus utilizarea 

unui eleotrod de ■tioli ob1şnu1 t pent.ru ioni de hiuogen la 
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prepar1:1r~a sen,,0nlo1· . enzimat1o1 de pH. pri..D depunerea pe 

olcot:rod. u unui strat de enzim! inolusl în gel de pol1aor1luidl 

oau e. ....0.1.,.i .i tra·i; lichid protejat de o me11abrau.l de oalo.fan. Se 

măsoarl astfel c&.C1titatea de aoid glu~onio resul.tatl 41.n oxida­

~ea glucJzel. variaţia pH-ulu1 .fiind aproape lineari la oonoen­

traţi1 de 10~4 -10-3 K în gluoozl. 

Pe acest principiu se oonstruieao şi sensorii .. pentru 

u:ree şi panioilinl. 

Pentru determinarea gluoozei ae poate utiliza şi un eleotro4 

de sticlă (electrod de pH) ouglucoz.oxidază şi oatalazl_, aoeaata 

din urmă catalizând descompunerea apei oxigenate rezultate 41.n 

oxidarea glucozei (reacţia J. pag.126); 

H O catalază) H O + l/2 0 2 2 2 2 

Pentru obţinerea sensorului . se impregneazl ou un amestec 

de ~lucoz9:xidr.ză şi catalază Îll apă o membranl de .filtrare care 

se tratează apoi cu glutaraldehidă. 

, Dupl- spălare 1 membraaa ou enzimele imobilizate ae Wlfoul 

pe bulbul · __ electrodului de atioll şi ae aaigurl ou un 1.Del de 

oauciuo., dupl oare se 1.D.troduoe într-o soluţie tampon 0.1 • 

Ra2so4 cu pH ~ 6.9. 

III.2.2.J. Sensori ;_ pentru uree 

In 1969 şi 1970 Guilbault şi llon'li.-1-vo·au prepant aensori · 

pentru nreo prin inoluderea .tiziol a \U'eazei tn ge:W. de poliaoril­

a.add!, dup! oare membrana obţinutl a-a aplicat pe suprafaţa anui 

electrod de ontion monovalent şi a-a aooperit ou an fila 4• oe­

lofan. 
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Ureea dituzeazl în stratul de urează şi ee fol'l!lea~ ionul 
,, 

BH+ care aste determinat da eleotrod. -iensorul 4 aYtfel obţinut 

r11 ~11/ine . operaţional timp da J săptlmân.i tă~ă u-şi diminua 

aotirlta-tea vi are un rlepuna peot:ru un interval de oonoentraţii 

de 5.lo-5 - 1,6 10-1 M, în timp de 35 11eOUDde. 

Inconvenientul. aoeatei metode este poaibil1tatea ionilor 

r- şi wa+ de a interfera tn oursul determinlrilor. De aceea, 

Guibault şi Hrabankon au.utilizat un eleotroc! de B~ neaooperit 

ca oleotrod de referi.Dţl faţă de eJ9otrodul de w: aooperit on 

meuibl'Mlla suport-enziml şi au adlugat o rlşinl ao.bi.mbKtoare de · 

ioni. Se obţine un Densor :. ue mare precizie vi aourateţe, 1o­

losi t pentru dozarea UNei din sânge vi urină. 

Pentru a v.lri selectivitatea deterrninlrii ureei, se poate 

!01osi şi un eleotrod ion-eeleotiv pentru NB! bazat pe cauoiuo 

a111oonio (inert). Coeficientul de selectivitate pentru aoest 

eleotrod este de 6.5 pentru ma; taţi de C 91 de 7.5.102 pentru 

~ taţi de Ba•. 

FoloaiQd u.reau legat~ obimio de un gel poliaor111o, 

Ouilbault, :Sagy şi XU6n au construit un sistem format din tN:1 

electrozi, oare diminueazl mult.efectul de i.D.terferenţl ou alţi . . . . 
or.tioni monovalenţi. Senaorul enzimatic este stabil patru luni 

la 4°c Qi dl rezultate bUDe (oomparabile ou oele obţinute prin 

metodele speotrototomet1'ioe)o 

Tot în scopul mlri1'ii selaot~vitlţii aoastui tip de aensor, 

Ant&t, Granell1 şi Jagner au ~eticulat . u:reaza direct pe supra­

faţa unui eleot1'0d de atioll.Orion pentru amoniao gazos, ou a~u­

torul glutualde.bidei.Cantitlţi aldioiente de BHJ s~ foneasl î.JI 

urma reaoţ1e1 oe~. loo ln stratul enzimaUo la _pB sub 7-8, 
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tim~~l do r~spunn fiind cte 2-4 minute în prezenţa unor oonoen-
+ + traţ11 ~nalte de ioni Na _şi K. 

Col m,.,,i bUII _r0nso:- 1 total lipsit de a.t'eote de ir.ter!eren­

ţl so po&te obţine dintr-un strat .t'in da ureazl i~ob111zatl ohi­

mio pa ac:!d poliacri.lio depus pa un eleotrod ou perforaţii pentru 

aer. UrooB difuzează în gel, iar NR) format difuzeazl la 81,lpra­

!aţa electrodului perforat, oare-l mlsoarl.Sensorul poate fi 

!olosit continuu timo de o lun! (pentru cel puţin 500 probe) la 

d.eterm.iuarea u::13e1 dln ecr-.tl so.ngain. Durata determinlrii este 

de 2-4 mil'.lute la pH „ 8,5. N11 inter!ereazl absolut de loo ou 

alţi oo~ponenţi ai aâr...i:;elui (Na+, 1+, w4, ao1d aaoorbio eto.). 

Mo,i";.i~.::b. şi col<l.bora torii eu deaoris un sensor ou u.reazl 

pentru determinu.rea pH-ulu.i şi '.\ tăriei ionice în soluţie. Urea-
• 

za es·te inolusă fi:z.io şi ouµ..i.o.tă ou un electrod de :Jtioll. Ti:ia-

pul de :?.'-!_isp,.:ns asta do ·· .. 10 minuto. Sensor,.i.l . poate t1 păstrat 

la ternperatu.ra carLcn·~i 2-3 &'l.pt~wli. 

O al tă varia.o.tă a unui riensor pentru uree folos~.;te un 

electrod de co2 pentru a măsura produsul secundar al reaot;iei 

uee-u.rează (Hco3). 
UtjliWJJd un sensor de uree, preparat prin oombinarea unui 

etrat de urează aooporită ou o membran.l de dialid ou un eleotrod 

de co2 , se obţill ou.ue rezultate pentru dozarea tanor oonoentraţ11 

de 10-4- 10-l H uree, cu un timp de rlepuns de 1-3 minute oi ou 

Wl slah efeot al aoidulu.t eoetio, Na+ şi t' oare nu interte:reasl. 

Sensori ~ pentru aminoao1z1 

Sensonil pentru co2 construit de Guilbault şi Shu poate ti 

utilizat pentru doze.rea tirozinei, daol se foloseşte t1roz1n-de­

oarborlln:z.a imobilizatl po o membra.ni de d1al1zl. 
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S~nsorii . enzimatici pentru ~-aminoacizi au ~oat studiat~ 
•' 

şi perfecţionaţi de Guilbault şi Hrabankova, oare ~u plaEat Ull 

strat de L-aminoaoid- o::d.dază pe un electrod pentru ca tioni mono• 

valenţi, pentru a determina ionul~ format pri n oxidarea enzi• 

inatio~ a aminoacizilor (fig. nr. 27.). Aceşti sensori . sunt sta­

bili două e~ptămâ.ni, au un timp de determina.re de 1- 2 minute . 

Fig, nr. 27 

· sensor - cu L-aminoaoidoxidază şi membran~ de celofnn 

r~~ 
ekctr,d in:crn ---1--+--f j 

ck I c:'.:r.it:i r l 

soluţie de -...--it-1'~ 

rt:ferint! 

mmibran! / 
cation-ţelec;tivâ 

l 

Q 
~ 

·l u 
-----------------

/ 

soluţie de t,n:t.irnă 
(Sb.U enrimă iwob:IÎT •S.1 
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Astfel, pentru L-fonilalaninl a-au preparat doul Tariante 

de aonaori enzimnticl: 

Un tip de sensor foloeeşte dou! atratUl"i de enzime(I-amino­

noid-oxidazn şi peroxidaza din hresn)inoluae ta doul atraturi. 

de gel de poliaorilamldi şi depuse pe un eleotrod ion-aeleotiT, 

oe.re rMspunde la eo~derea aotirltlţii ionului I- de la auprafaţa 

aleotrodului, datorit! orld!rii sale engimatioe ulterioare, 

L-Fenilalanin! L-aminoacidoxidtz\ s
2
o

2 (5) 

(6) 

Alt sonsor eata bazat pe un eleotrod ion-aeleot1T de ueai~ 

din cuuoiuo·s1liconio, acoperit ou L-aminoaoidoxidaal inolud 

în gal pol14cr1lio. 

Subotratul di!uz~8Z~ în stratul de gel unde a:re loo reaoţia 

+ ou elinu.nare de NH4• 

Se pot determina L-leuolna ~1 L-metionina ln oonoentraţii 

do 10-4 - 10-) M. 

Un aensor enzimatio pontru 1-aminoaoisi a foat obţinut 11 

prin depW1eraa pe un electrod de Pt a unui atrat de L-aminoaoid­

oxidazl cupl&t~ ohimio pe un suport (fig. nr. 21). Se detel'llinl 

~o2 format din reaoţie1 

L-aminoao1d ~ o2 + B20--+ R-COCOOB + BBJ + B2o2 
o( -cetoao1d 

In aoest tel s-au dozat, oleteina, leuoina, tirosiDa, fenil­

alanina, triptofanul şi metionina. 

D-aminoaoizii se pot determina o~ ajutorul unor senaOr1 · 

opeo1!1o1, oare folosesc D-aminoaoid-oudazele. 
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Ionul l'IB4 se dozeazl ou ajutorul unui eleotrod de cationir 

+ HCOj 

StabilitateB acestor sensori poate fi menţinut! 21 de 

zile daol sunt plstrati într-o soluţie tamponat! de flavin-

-adenin-dinuoleotidl (~AD) oare se leagl la situsul aotiy al 

enzimei, protejându-l. Asemenea ·sensori se folosesc pentru 

detert!l.inarea D-fenilalaninei, D-alaninei, D-valinei, D-m•tioninei, 

D-leucinei, D-norleuoinei şi D-izoleuoinei. 

Pentru aaparagină se utilizeazl UD :sensor ou asparagina~. 

nefiină necesar UD cofaotor. 

III.2.2.5 •. Sensori pentru alcooli 

Alcool-oxidaza oato!izează oxidarea alcoolilor alifatici 

inferiorii 

H2o2 rezultatl din reaoţie se poate determ1.na amperomatrio 

ou Wl electrod de platiul aaemănltor cu oel descris mai sus pen­

tru gluoozl. Met·da a fost aplicat! pentru daterm1.narea alcoolu­

lui etilic din sânge. Metanolul produce o 1nterrerenţtt puteruLo~, 

alcooloxi.daza reacţionând mai rapid ou acesta deoit ou etanolul. 

Un sensor ou înaltă seleotivi.tate, descris de .. Guibault şi 

Baujo mlsoar~ descreşterea concentraţiei de oxigen din soluţie. 
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III.2.2.6. .Seasori: pentru aoid Ul'io 

Un sensor ou rlspuns rapid pentru aoidul Ul'io sa prepa:rl 

prin plasarea unui strat de u.rioazl raUoulatl ou glutualdehicll 

pe un eleotrod de Pt Beokman; stratul ensimatio este pretejat ou 

o membrană de dializ.i. Se ~sosrl deaorevtoNa oonoentraţiei de 

o2 din soluţiei 

Aoid uric+ O uricaz1l,. alantoinl 
2 

Curentul inregistrat este proporţional ou oantitatea de 

ncid urio pe~tru conoentraţii da 10-5 - 10-1 •• Tiap de rlsptma 

• JO seounde. 

III.2.2.7. Sensori pentru acid laotio 

Willi~s, Doig şi Korcsi nu folosit terioianu.ra ca ~ooeplo~ 

de hidrogen pentru daterminarea acidului laotio. ou un senşb~ 

bazat pe următoarele ecuaţii: 

(9) 

Se foloseşte un electrod de Pt aooperit ou DA •trat pona. 

sau gelificat de lactatdehidrogoDazl oi o -~~rllDI cle tialtd. 

Durata determinlr11 ~•t• 4• 3-10 minute. Peatnol aoeaatl 

enzim! are o valoare KM solzutl (K" • 1,2.10•l ■), eate neoeead. 

diluarea probei cu ferioiu\U'l tampo-tl. Se obţine o variaţie 

11.niarl a curentului mlsu.rat pent:ru oonoentra,11 de 10-4-10-l • 

acid laotio. 
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III.2.2.a. Sensori. pentru amigdalin~ 

Un sensor enzimatic speci!io pentru dozarea omigdalinei 

este oompus dintr-un electrod solid pentru ionul CIi- peste oare 

se depune un strat de gel de poliaorilamid~ ou 0-gluoozidazM 

inclual fizicz 

Durata determinării este de 10 minute pentru oonoentr,ţii 

de substrat de 10-2 - 10-3 K şi de )O minute pvntru conoentraţii 

de 10-4- 10-5 M la pR ~ 10.4, la oare enzima are o activitate 

redusl. 

O modificare oare permite o îmbunătăţire a sensibilitlţii 

meiodei foloseşte UD. sensor_ pr~p~rat prin pulverizarea enzimei 

direct pa suprafeţele membranei -:de polimer 

rirea acesteia ou o membran~ de diQliză. 

· ur.aatl de aoi:-pe-

Enzima nefiind imobilizat~ stabilitatea sensorului este mai 

rnică. dar durata determin!rii se reduce la 1-2 minute pentru 

concentraţii de 10-1- 10-3 M şi la 6 minute pentru concentraţii 

de amigdalină mai miei (lo-4M). 

III.2.2.9. Sensori pentru penioilin~ 

Primul design al unui biosensor pentru penicilină aparţine 

lui Pa.pariello., Mukherji şi Shearer (1973). Sensorul a fost 

r,repara t prin imobilizarea penioilin-f -lactama zei ( penicilina­

zei) întx-o membrană subţire do gel de poliacriamid~ aplicată 

în jurul unui electrod de sticlă pentru ioni H+. Se măsoară 

creşterea concentraţiei inioni H+ rez1tltati prin formarea acidu­

lui 6-arninopenicilar.rlo: 
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Penioilina I!.~11

0
1~J..1!.nBzA ~ eoid 6-am:1.nopenioilonio 

l/ 

DurRte determin!rii eete de <JO seounde pentru o oonoentrR­

~:1.e de 5 10-2 - 10-4w ampioilinA aodioA. Reproductibilitetea 

sensorului este reduaK. 

Moabaoh oi oolRboratorii propun pentru penioilinA un sen,sor 

obţinut prin includerea penioilinazei într-un strat liohid prote­

jat ou o membranl de oelofan ei aplicat pe un electrod de etioll 

(de :a+). Tlria ionio!i 8'!il oontrolea~ tn „oluţie tampon-toetat 

(pH• 6,8), oonţin&nd RaCl. :':f"Jn<1orul . poate r!mine operational 

t1■p de J alptlmâni. 

Aoest model de gensor a !oat imbun!t~ţit ulterior, prin 

plaaarea unei membrane între stratul enzimatic ei eleotrodul de 

gUoll. 

Ill.2.J. Senso::-i . cu nubetrate pentru dozarea. e!lzimelor 

Senaorii pentru dozarea en~imelor folcseso eubatrate "iMo­

biliaate• • .Asemenea aena-,:,ri prezint!l do11X rnari dezavantaje, 

- eubatratul se foloaeşte doar pentru o singurii determinare; 

- enzi1111& neoonsumatl din aoluţie, continui să eoţionoee 

asupra aubatratulu.1. 

J.G.Montalvo a pus primul la punot Wl !ler;so-r pentru 

u..reazA. obţinut prin trecerea continuA a substratului de uree 

aolubill peate un eleotrod selectiv pentru oationul NH; şi 
pl'intr-o membranl de dializă. Ureea d1!uzenz! prin rnernbrl\ll1l :Ji 

eata hidrolizRtă de ureR:t,t\ af1at:î lntr-o soluţie apoasĂ diluatl. 

Ionul llH: traversează în sens invers membrane spre electrod. 

In alte studii e-a propus un ~~nR0r pentru dozarea colin­
esterazei din ser, prin cuplarea unui electt"od de pH ou o 
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membranl subţire formatl dintr-un polimer ou masl moleoularl 

aolzutl • . Sensorul ·. utilizeazl doul straturi subţiri de soluţii, 

oare formeezl o oelul~ mioroeleotroohimiol. 

Unul din straturi conţine serul de analizat iar al doilea 

substratul de acetilcolină în prezenţa unui tampon ou masl moleou­

larl mare. 

Un dispozitiv mai practic cu substrat pentru colinesterază 

a fost realizat de Gibson şi Guilbault (1974) oare au plasat 

ocetilcolina pe un electrod de pH acoperit cu o pânză de nylon 

permeabilă pentru enzim~. Enzima difuzează la stratul de acetil­

colin1 cnre se transformă in acid acetic: 

Acetilcollnl Coline steraz5> Acid acetic+ Colină 

III. 2.4. Tendinţe şi'orientRri inutilizarea 

biosensorilor in biochimie 

~ajoritatea dispozitivelor cu biosensori pot fi clasificate 

in dou~ categorii, 1n ~~ncţie de scopurile în care swit folosite: .. 
- pentru identificarea unor structuri moleculare şi 

- pentru transformarea rezultatului analizei intr-Wl semnal 

măsurabil (traducţie). 

:.:ateriale biologice ca: enzime, aatioorpi, portiuni de 

ţesuturi sau grupe de celule şi mai reoent bioreceptori se utili­

zează ca elemente de legare (liganzi) pentru moleculele analizate. 

Legarea selectivă a compuşilor de-analizat de către liganzii 

biologici se bazează pe selectivitatea acestora dia urmă. 

Elementul de traducţie nu include de obicei materiale bio­

logice, dar utilizează conversia reacţiei selective a compusului 
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analizat în modifioăr1 chimice sau fizice, transpuse într-un 

semnal proporţional ou intensitatea aceetorB. 

Cele două elemente care caracterizează asemenea biosen~ori 

ew1t sumarizate in tabelul nr. 18. 

Tabelul Nr. 18 

Elementele principale ale biosen~~rilor 

Y.ateriale biologice pentru identificarea unor structuri 

moleculare 

Er..zirae 

Anticorpi 

Receptori . 
Orgmi.ite celulare 

Fragmente de ţesuturi 

Tre.ductori 

:dec t rc,ohin'Lici 

Optici 

Termici 

Piezoelectrici 

Majoritatea tipurilor de biosen$ori enzimatici bazaţi pe 

traducţie electrochimic"i şi o parte din biosl!niorii optici ou 

enzime, 1rnticorpi aau lecitină au cunoscut o mare desvolta1·e şi 

aplicare i:n practică. Tendinţele actuale 11ropun utili:;-.area re­

ceptorilor de proteine ~a liganzi biologici pentru oonotrucţia 

biosen!t:.irJ.lor. 
In tabelul nr. 19 sunt Emmarizate p:rlncipulele tipuri de 
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blosensori folosiţi astăzi pe cale largă • 
.,-

Tabelul Nr. 19 

Principalela tipuri de biosensori 

Tipul Traductor bazat pe, 

Cu ir.altă sensibilitate Fluorescenţă 

(pentru concentraţii Luminiscenţă 

de ~ 10-12- 10-lO M) Electrochimic/Electronio · 

Electrochimio/Electrio Amperometric Piezoeleotrio 

Potenţiometrio oare de fază 

Conducti •ri tate frecventă) 

(modifi-

sau de 

Capac:J,tanţă Tranzistor ou efect de 

oâmp 

Optic Absorbanţă (VIS ee.u UV) 

Tehnici cu fibre optice 

Fluorescenţă sau lurninisoenţti 

trermic Tarmi3tori (diferenţe de temperatură 

de ~ 10-5 grade) 

Tendinţele actuale sunt de extindere pen'.ru metodele bazate 

pe traductor! de tip omperometrio, eleotrio (efectul de oâmp), 

piezoelectric şi fibre optice combinate ou tehnicile de fluores­

cenţii. 

III.2.4.l. Tipuri moderne de traduotori 

A. Una din tendinţele utilizate foarte mult se bazează pe 

înalta selectivitate şi senzitivitate ale eensorilor enzimatioi 
amperometrioi. Este cel mai frecvent mod de tradqoţie. 
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Cele mai eficiente răma.n tehnici le bazate pe transferul de 

E' lec troni cu ajutorul oxido re d11ctazelor care pe:rmi t utilizarea· 

unor t.1•u11sportori de hidrogen solubili. In această categorie se 

i nsoriu cu succe s bioseniorii au g l ucc zoxid.ază . 

In 1988 , cercetările de labor at or au ară tat o d:'Lrni nuare a 

l!i te:;;ei de transfer a electror1ilor pentru gluco zox i claza i mobili­

zată, in prezenţa unei săi·i a norganice bună conducătoare- tetra­

cianochino-dimeta.'1 ('.:'CNQ) pe un elect rod metalic, propunându-se 

ast fel un no u suport, conduclto r de electroni; pentru ~nziml. 

s-a constatst că efectul TCN Q es t e determinat de acţiunea ss 

asupra rr.ediato:rului (tranflportorul de hi dr ogen, co!ecto:rul). 

s-s anticipat astfel ideea utili~ării c a s uport pentru imobili­

~aree enzimei a unor polim~ri c onducă tori do electroni ca poli­

pirol sau polianilină cere ar putea încetini viteza transfe:tului 

de electroni. Dacă co!actorul este ş i e l imobili zat, diminuarea 

vitezei de transfer a electronilor de la substrat la electrod 

via cofactor, decurge prin acelaşi mecani sm ca ş i i n cazul in 

ca:re cofac-torul es'te folosi t :'.n s olltţie. 

In acest fel se pot conot r ui bioseniori cu enzime şi cc­

factori co-imobilizaţi, deosebi t de eficienţi. 

B. O al tă cale modernă de construcţie a 411or bioseusori 

extrem de sensibili se bazea zl pe t ranzistorii cu ~!ect de câmp 

in care o enzimă sau o altă pro t eină modulează potenţjalul ssu 

o altl variabilă a tranzisto r ului. 

Problemele puse de utilizarea acestei metode sunt legate de 

mărimea (nivelul) măsurătorii şi de dificQltatea de a se atinge 

un grad 1nalt al re p:roductibilită ţii m~sură torilor. 

Dispozit i vele de acest tip cu e nzime s au enzime-anticorpi 

ee utilizea ză doar o singură dati . Fi e care dispozitiv cu enz~ml 

s nu cu antico1p treb ie te st8t şi calibrat 1'. n -preulabil; metoda 

• 
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nu poate fi ext i nsl datorită costului ridicat şi al reproductibi­

lităţii reduse. Ea ee aplică mai ales in soo~uri clinice, pentru 

cazuri critice şi de urgenţă. 

c. Efectul piezoelect ric reprezintă altă cale de conversie 

a re_acţiei selective a compusului de Rnf.\lize.t tntr-un semnal , 

fiind cea de a treia tendinţă modernă de utilizare a biosensorilor. 

In ncest scop, compusul biologic (substratul) este imobilizat pe 

un cristal de cuarţ oare este apoi stimulat electric pentru a se 

produce oscilaţia cristalului. O modificare a masei materialului 

imobil izat pe cristal (tn urma unor reacţii) determină deplasări 

m:ci :rnrnhile ale frecvenţ ei de oscilaţie. Mărimea deplas!!i.rii frec­

venţei depinde de concentraţia analizatului din soluţia testată. 

~n dispo zitiv modificat, ou sensi bi litate or~scută, oare se 

poa ~e folosi pentru analizarea•unor probe de gaz sau lichid se 

bazeaz3 pe conversia semnalului intr-unul acustic. Totuşi dispo­

zitivele rămân prohibitive deoarece se folosesc doar pentru o 

singură determinare, nefiind regenerabile. 

D. :.!etodele care utilizează fibrele optice operează dupl 

prinoipivl reflectanţei interne combinată cu detecţia tn fluores­

cenţă. Un asemenea blosensor optic are o sensibilitate de 

6.10-12~ pentru feritina din ser. 

O metodă ou o înaltă sensibilit~te, oare nu se poate atinge 

ou dispo~itivele bazate pe relaţia dintre reacţia chimic! (bio­

catalizat~) a analizatului şi răspunsurile traduotorilar folo­

seşte neuroreoeptorii. 

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

subtipurile de neuroreoeptori. Neuroreoeptorii sunt proteine 
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din membranele celulare, extinse atât în spaţiile intra- c ~t şi 

extracelulare. Ei aGţione azi în transmiterea com,mlcnrii de la 

ce lui~ la celul 5. Impulsuiile necesare (ca şi alte semnale) se 

petrec printr-o transmisie endogen; la terminaţia celulei. 

?ransmiţ~torii diruzeazl impulsul din punctul de lansare, 

la ce lule le invecinate prin sinapsă. Legarea transmiţătorului 

chimic de centrii receptori urmiitori de pe partea extracelulară 

a membranei celulei trimite un r.\esaj prin membrana celularii 

pentru a iniţia sau dim1.nua acţiunea semnalului celular. In 

acest fel are loc comunicarea celular!. 

aeceptorii din membran\ au configuraţia unor canele ce 

conţin 1-5 subuniHţi, !focare subunitate având dimensiuni 

cuprinse 111tre 5::J. •J _j J 9i IGO.OJO dnltoni. O subunitate este 

formată din tr-un singur lanţ rlc aminoacizi care traversează ' mern­

brana într-o e.numi t :-. ;x- rioad'"i de timp. 

I n figura nr. 28 este schen:a ti7.ot un neuron receptor coli­

nergic nicotinic (ace t i lcol!n1 ). 

Reprezentarea scheme.tică e unui receptor colinergic 

nicotinio (ucet1lcolin8 ) 

,-, 

7,0 ..:lUi, 

' I 

- ----y\, · 

~;r,,'\ 
- 1 

I ~, 
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Din fig. nr.28' se obsP.rvă oă receptorul conţine în total 

5 subu.ni tăti ( d-, f.-{: J) cu o prez~nţă d~blă e subunitătilor o( • 

Centrul de legare a acetilcolinei este localizat pe subunităţile 

~; astfel, deschiderea canalului necesită două molecule de 

acetiloolină, câte una pentru fiC?care subunitate o(. Fiecare sub­

w1i tate este un lan~ singular ce conţine rv 500 aminoacizi. 

Tabelul nr. 20 

1·.:.pul <le receptor Subtipt:ri Transmiţătorul Ionii din canalu 

normal receptorului 

p(-A drene r~ic ~· oe„ 
' 

noradrenalinl. -
-

P-,\drenerg1.c P1 noradrenalină -
~2 ad renal inii -

Colinere;ic nicotinic aceUlcolină Na + K+ • 
muscnrină 

i'.12 acetilcolină Na + K+ "'l sau • 

Acia B;CJJ;lll·· /\ . B GABA ci-

0.1111.no :iu t I r1...:: 

( G.A.:3,',) 

Calciu L, N, T - ca2+ 
-
Glicină - glicin·ă ci-

-

Dopumin~i Dl' D2 dopamina 

0pioid /i· '2· K,'l; va~iaţi 

f, "· 
Serotonină 5-HT1;5-HT2 5-HT:ll: 

5-HT1 

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



' 

- 14) -
7abelul nr. 20 (continuare) 

- . 

'i.':: 1m: de receptor :~ubtipuri Transrni ţătoru.l I O!ii l. din c,in:1-

n:>rmal lul rece ptoruL; i. 

.'\deno;;ină "1. ;.,2 ..\denozin1i 

Sodiu l·{a + K+ - - ' 

it/5-HT .,. 5-hidroxi tr:ipta:ri.ină 

Legarea transmi~.'îtorului cu parten extracelulară are loc 

pe două căi: 

1) cu ajutorul unui ion motalic din canalul receptorului şi 

2) ?rin activurea s3u ir~ihHrea enzimelor mem~rauei care 

generează compuşi mesageri secundari. 

~esagerii secw1dari controlează modificările ionilor de 

calciu intracelulari sa:..i activarea ori inhibarea enzimelor-cheie 

intracelulare, fostorilate, din l.nele procese iutrucelulare. 

O astfel de enzi:rui-cheie este adeuilat-oicloza • 

.;;nbele mecnnisme sunt adaptabile la traducţiile i:.n semnale 

ale biosen,orilor. 

Sursele de neuroreceptori sunt divorae: celule de :·orpeda 

Cali:Cornica (ce conţin neuroreceptori similari cu cei umani 

pentru subtipul oolinergic nicotinic (acetilcolină)]. cortex:ttl 

de vite cornute (care conţine receptori proteinici GABA), celule 

de drojdie [ce conţin trei din cele patru subunităţi ale recep­

toru.lui nicotinic(acetilcolin~)J ouculoviruşi (viruşi ai inseote­

lor. ce oonţin subunitiţi ale receptorului GABA de tip A) etc. 

Heuroreceptorii specifici se incorporeazl în biosensori 

dupţ imobilizare. 

Receptorul se poate imobiliza prin adsorb~ie pe un suport 
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sau prin reticulare cu glutaraldehidă şi se cuplează ou un 

electrod ion-selectiv; se obţin bfosonsori pentru varianta 

constructivă ou tranzistori cu efect de câmp, iar potenţialele 

se determină prin referire la un electrod similar, oare nu oonţine 

receptorul. Un asemenea biosensor s-a construit cu receptor nico­

tinic (acetilcolină). 

Stabilitatea este problema majoră a utilizlrii neuroreoep­

torilor ca elemente ale biosen$crilor, deoarece aceştia devin 

instabili. în timp prin îndepărtarea lor din vecinătatea naturali 

a membranelor de lipide. O alternativă ar putea fi biosensorii 

cu fragmente de ţesuturi sau cu părţi anatomice specifice pentru 

organisme inferioare. In asemenea cazuri inel selectivitatea 

sen:.irului este sP.rios perturbată datorită degradabilităţii en­

zimatice şi microbiene a acestor materiale biologice. 

III.). Aplicaţii în cromatografia de afinitate 

Cro~ato~rafis de afinitate (afină) reprezintă o variantă a 

cror~atogr~fiei de adsorbţie, in care purificarea unor substanţe 

ca ~1 izolarea componentelor unui amestec are loc pe baza inte­

rac~iel specifice, reversibile dintre faza staţionar! (lignnd) 

~i componen~ii a~esteculul de separat. Dup5 adsorbţie, compuşii 

reţinu~! pe faza staţionar~ se desorb prin eluare. Metode este 

folositi pentru purificarea şi izolarea substanţelor biologia 

active,d~torită marii lor afinităţi faţă de moleculele specifice. 

Interacţiile au loc în faza stAţionar3, Aolidq, adsorbţia 

fiind de n~tură pur fizică (prin legături de hidrogen, ionice, 

forţe hidrofobe, forţe van der Waals eto). 

}'iecare adsorbent cromatografic se caracterizeaz~ prin 

anumiţi centri activi care pot interacţiona ou substanţa de 
analizat. 
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Cantitatea de substanţă adsorbită (q) in funoţie de concen-

traţia ea (o) se ponte exprima prin izoterma de e.daorbţie 

Langmuir, pentru care: 

în care: q ~ cantitatea de solut adsorbit (x) pe unitatea de 

masă de adeorbent (m); 

c "' concentraţia de echilibru a salutului; 

constante 

Dac~ salutul este în concentraţie ou!icient de mic~ 

(k2 c <<l), ecw1ţia devine expresia unei izoterme line,ue de 

adsorbţie: 
q = k1c 

Deci cantitatea adsorbit~ Bste direct proporţionali o~ 

oonoentra~ie solutului. 

La concentraţii foarte mari de eolut (k2c >> 1) reln~ia 

devine: 11 
q „ 

iar cantitatea adsorbit~ (q) tinde cfitre o valoare limit~ 

(fig. nr. 29) cnre reprezints. cantitatea moxi.m1:\ de :::iolut ce so 

poate adsorbi per unitate de l'IUleă de adsorbant (capacitatea ad­

sc-rbentului). 

Cu cât adsorbţia este moi puternică, izoterma tinde s~ 

niM o curburli mai puţin pronunţat!!., curbura depinzând de numlirul 

de centri· de pe e.daorbont, capabili de a lega moleculele salu­

tului. 
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Fig. Nr.~ 

Izoterma de adsorbţie Langmuir 

0-

;.:i 

-f: 
5 ,/" ~I ,/ .. 
~//' 

Cor..centJapc (c) 

Tehnica cromatografiei afine este bazatil pe specifioitatea 

biologici a unui ligand de a interacţiona ou alte molecule prin 

legituri necovalente, reversibile. 

Termenul de „ligand" se referit la un substrat, produs, in­

hibitor, enzimil, coenzi~v, efector alosteric care interaoţioneazil 

specific şi reversibil cu o protein~ sau ou altă macromoleculil 

ce trebuie seplirată sau purificatl. 

Astfel, enzimele au o mare specificitate în tendinţa lor 

de a lega substrate, produşi, coenzime, inhibitori, modulatori 

alosterici etc. Hormonii formează ocmplexe de înalt~ ~finitate 

şi specificitate cu proteine şi ou receptorii celulari, genele 

interacţionează ou acizii nuoleioi, antioorp:U se ouplead. cu 

ent!genii complementari, leotinele din plante se leagă specific 

de suprafaţa celulelor antigenelor,.eritrooitelor, limfocitelor 

sau a unor polizaharide etc. 

Principiul general al cromatografiei afine (fig.r.r. JO) se 

bazează pe legarea (imobilizarea) covalentă a ligandului pe un 

suport insolubil, oare va fi folosit oa adsorbant (faza e::.Sţiona­

ră oromatografio!). 
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Fig. Nr. 30 

Principiul cromato~rafie i afine 

w C) 

+ u adsorbţie , 

o ~) 
Fazll statională 

(adsorbent) I·~-~ î regenerare 

1~ + u eluare ~ 
Astfel, de exemplu, un amestec conţinând diverse proteine 

se trece printr-o coloană umplut~ cu adsorbent speoi!ic ce 

conţine un ligand cu afinitate pentru una din ele, ce va !i re­

ţinută. Restul moleculelor (proteine inerte) se indepKrtează 

prin spălare. 

Proteina adsorbitl speoifio se elueazl, utilizând de exemplu 

un solvent Qare solubilizeazl moleculele reţinute, re~năTându-se 

adsorbentul. 

Tehnica cromstogratiei afine poate folosi şi la purificarea 

şi separarea unor structuri biologice eupramoleculare (celule, 

viruşi, organite celulare), sau pentru concentrarea unor soluţii 

diluate de proteine. 
In tabelul nr. 21 sunt indicate aplicaţiile generale ale 
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oromatografiei afine. 

Tabelul nr. 21 

Aplioatii ale cromatografiei de afinitate 

Enzime 

6.ntioorpi 

Purificarea proteinelor Proteine de leglturlt. tran•por1: 

şi receptoare 

Proteine repreaoare 

Tehnici de separare Celule şi Virufi 

Acizi nuoleioi i:,i nuoleotide 

· complementare 

Izoenzime 

Proteine denaturate i:,i modifioa• 

te ohimio şi proteine ainte1:ioe 

obţinute din proteine naturale 

Proteine mutante 

Peptide ou afinitate oaraoterie 

tiol 

Concentrarea soluţiilor diluate de proteine 
·-

Inveetf8area etapelor o1Jietioe şi a meoaniemelor de legare 

Determinarea oonetantelor de disociere i:,ţ de echilibru 

De o deoaebitl importanţi au.n1: ÎD ultimul timp metodele oroma--

1:ografiei afine bazatl pe enzime aau alte proteine·oa liganzi de 

tnaltl apeoifioitate pentru aubatrate maoromoleoulare naturale ,1 

de aemiaintez.l. inhibitori eto. 
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Pentru obţinerea unor suporturi afine {adsorbenţi) ou 

enzime oa liganzi, se utilizeazl metodele de imobilizare fiziol 11 

ohimiol pe suporturi organice şi anorganice, naturale oi sintetice, 

oare au fost tratate în volumul I. 

III.3.1. Suporturi 

In general, ca şi în oazul altor utilizlri ale enzimelor imo­

bilizate, suporturile pentru cromatografia afini trebuie al înde­

plineaacl mai multe oondiţii1 

- să aibl o reţea de pori liberi pe suprafaţl, oare sl paniitl 

accesul uniform al maoromoleculelor de proteine& 

- particulele de gel să !ie rigide, aferioe, uniforme oa di­

mensiuni. In oazul unor soluto uu molecule volWILinoase (oa prote­

inele), ou vitezl m.iol de difuzie, un gel ou particule mari Ta 

t.nt&rzia atinge:rea echilibrului de difuzie. Totuşi, un gel ou par­

tiou.le mari YB opune o rezlstenţl mai miel la trecerea lichidului 

(solvent+ solut), viteza de scurgere prin patul adsorbant fiind 

mai mare. 

Forma de perle (atariol) a gelului.-auport oooterl aoeatuia o 

rigiditate mai mare,partioulale nefiind defo?'lllate de presiunea 

hidroUnamiol generatl de scurgerea lichidului prin suport. 

Perlele flexibile, uşor deformabile, tind sl se compaotiseze, 

o:reaoind rezistenţa la scurgere a soluţiei oi liadtind Titeu de 

sourgere1 

- gelul-suport trebu.1..e al fie chimic inert tn oondiţiile în 

care este folosit. Suportul care reacţioneaz! ou enzimele sau ou 

alte proteine din mediul de reacţie, le poate denatura. Pentru a 

se restrânge la maximum efectul de schimb de ioni, este esenţial 

ca suportul să ai~ UD conţinut ac&zut de gruplri ionice, mai 
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ales cMd se luoreazl la tlrie ioniol mi.ol; 

- gelul-suport trebuie să fie'fizio (mai alea meoanio) ,1 

chimic stabil în condiţiile de imobilizare a ligandului, de adsorb­

ţie, spălare şi eluţie a macromoleoulelor oe se separi. De aseme­

nea, gelul-suport trebuie el aibl mare stabilitate în timp (luni 

sau chiar ani), el fie nebiodegradabil şi el nu impunl restrioţii 

severe de stabilitate în condiţiile de pH oi temperatu.rl în C&N 

u.rmeazl a fi folosit adsorbantul; 

- gelul-supor~ trebuie el fie capabil de activare {tunoţiona:. 

lizare) ou gruplri reactive care sl reţinA liganzii pe suprafaţa 

supori..il11i. 

III. J.1.1. Polizaharide 

a) Celuloza 

Folosirea celulo~~i est& limitatl de structura sa tibroa­

sA neur.i!o~1, care impiediol accesul unor molecule msri. In 

schimb, modificând chim.ic regiunile amorfe ale celulozei se pot 

obţine rc.acrowolecule acceptabile pentru oromatografia atinl. ,, 

In 1953. Lerman a folosit primul un derivat !enilazofenolio 

al celulozei pentru pt!ri!ioarea t1roz1naze1 din _cţuperoi. 

Ulterior, derlvnti1 celulozei s-au utilizat pentru separarea 

vi caracterizarea DNA şi RNA legate d~ proteine, din nuoleotide. 

UtilizaJ'ea celulozei nu oferi posibilitAţi vaste pentra 

oromatogra!ia afini, fibrele sale oompaotându-se uşor şi neoeai­

tând coloane de mari dimensiuni. Totodatl, heterogenitatea celu­

lozei !ace oa adsorbţia pe asemenea preparate el !ia nespeoifiol. 

b) Dextran1 reticulati 

Se utilizeazA mai alee SephadeXl11 (dextran - polimer0(-1,6-

gluoozidio-) retioulat ou epiolorhidrlnl. Datorltl oonţiD.utului 
ridicat de grupe OH, aoest suport este puternic hidrofil, se 
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gon!leaz~ în apl1 Qi în soluţii de eleotroliţi. lmbibarea şi uaoa­

r&a perlalor de Sephadex sunt procese reversibile, proprietlţile 

oromato?,ra.fice ale suportului rlm.ânrnd nemodifioate dupl repetate 

oioluri de uscnre-tmbibare. Este foarte stabil ohimio dar se alte­

re~z~ la 110°c şi la acţiunea prelungită a oxidanţilor şi are un 

grad redus de porozitate. 

Va.rietiiţile de Sephadex utilizate mai mult tn nromatogra!ia 

a!lnă sunt: Sephadex G-10 (ou masa :noleoular! sub 700) şi G-200 

(ou on~a moleculară 5.000-800.000). 

Un dextr~n cu grad înalt de reticulare va fi ineficient 

p9ntru purificarea enzirnclor şi altor proteine cu moleoule mari 

yrin orom~tografie nfin~. Datorit~ porozit~ţii reduse a partiou­

lelor de gel, organitele celula.:::e, celulele oau fragmentele de 

rnambran8 nu pot penetra porii enportului. In aceste oe.zuri,"pe 

eufrafnţn perlelor de ~el se ataşeaz~ grup~ri ce pot interacţiona 

ou complexele eupramoJ.eculare din spaţiul înconjurltor. Astfel, 

~- şl T-limf~citclc se pot separa pe o ooloană ou un imunoBdsor­

bent. conţinâ.c.d anti-globulină ataşatl pe Sephadex G-2000 

(Schloss~ şi Undson, 1973). Celulele adsorbita se recuperaazl 

prin digestia complexului cu dextranază. 

c) .Ae;aroza 

Gelurile de agaroză retioulatl ounoso o paletl largi de 

utillzări în cromatografia a!inl, pentru ol se pot oombina ou 

compuşi cu masă moleculară foarte mare, au_proprietlţ1 meoanioe 

exc~lente şi sunt sta.bile în condiţiile operaţionale. 

Agnroza se poate extrage din egarop~otinl (improprie pentru 

cromatografia afini deoarece conţine grupe libere sulfat şi oar­

boxilat)prin aoetilare, ertraoţie ou cloroform şi preoipitare 

fractionatl cu polietilengliool (PEG) sau ou olortll'l de oetilpi­

ridiniu. 
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Lanţurile J lneare de sgarod, ou stabilitate meoaniol, 

termiol oi ohimiclJl „oii z;1 ~!, se re tiouleazl ( de exemplu ou epiolor­

hidrinl>. Pentru ol .1,u ae preteazl la uaoare şi n!mbibare, între 

doul uUlizlri supo1·tul se phtread. în atare umedl (îmbibaU) t1 

se protejeazl ou un baoterioatatio (azidl de sodiu, butanol, to­

luen eto). Nu se foloseşte la temperaturi de aub o0 c şi de peate 

40°c şi nioi în afara intervalului de pH • 4-9. 

Cu toate limitele, suporturile de ag!lrozl reUculatl ou atruo­

tura lor neoompaotatl permit aooesul unor molecule 111&ria în plua 

gelul este neutru eleotrio şi puternio hidrofil, ut1li11abil 

pentru substanţe bioohind.oe sensibile. 

Comercial se foloseso varietlţi perlate de agarozl retiouletl 

pentru oromatogra!ie afini. Astfel variantele oomeroiale de 

Sepharozl (Pharmaoia Pine Chemidala-Suedia) reprezintl qaroal 

retioulatl on o porozitate nemodifioatl feţi de oea a gelului ini­

ţial, dar cu stabilitate chimiol şi termiol mai mioK. 

De exeaplu, Sepharoza CL ee obţine prin t~atarua agarozoi ou 

2,3-dibrompropanol tn condiţii putemio aloellne. 

III.J.1.2. lolţme1-i şintetţoi 

Se !olos9s0 rentru o:romstografia atinl toate varietlţil• d• 

polimeri s!ntetiol poliao~llioi (hidrofobi ~1 hidrofili), poliv1-

nilio1 sau polia.m1d1o1 de tip nylon amintiţi în vol. I. 

a) Poliaor:Uamtda 

Gelul de poliaorilamidll retioulatl ou BIS (sub formll. de pre­

parate comeroiale de tip Bio-Ffad, Bio-Gel I• eto.) se lin-011:all e-ub 

forai perlatl şi usoatl. 

Inainte de ut.ilizal'e &ueatua ae imb:lbli ou ap:li oau ou 11oluţ11. 

tainpon. pentru eliberurea porilor de reeturile de moc.omer1 ne-
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reacţioneţ1. 

Aoeete geluri sunt stabile la influenţa majoritlţii eluerlţi­

lor (inolasiv soluţii de eleotrol1ţi, detergenţi, lU'ee, olorhi­

d.ro.t de guruiidină, ou conoentraţ11 mai mioi de 1~) şi la pH •· 

2-10. Nu ae reoo111Bndl a ee utiliza în prezenţa unor oxidanţi 

(bipooloriţi, H2o2). 

Perlole do poliaorilamidl sunt superioare oelor de polizaha­

ride (ne)modi!ioate, fiind mai poroase, mai inerte ei mai atsbjle. 

b) Gelur11 o de oopol1meri polieorilam.1d!-agt.1r9.!! pre zidi 

avantajelo oelor doi componenţi şi în plus disponibilitatea gru­

p~rilor andd1ca şi -OH pantru activare. 

Astfel, preparatele oomeroiale LKB-Ultragel se prezintl în 

111Ai multe varletriti constituite din poliaorila.m!dK retioulatl 

conţinând în interstiţii gelul de ag~roz~. Dimensiunile partiou­

l@lor variazli i'.ntre 60 şi 140 y-:a; avi.nd rigiditate O"!"esoutl ei 

compreaibilit~te redusă, aceste suporturi pel'lll1t viteze mari de 

ocurgAre hidrodin~mic! e soluţiilor. 

III-.J-l.). Suporturi anore;anioe (aticll, oerandol) 

Sticlele cu pori controlaţi utilizate tn oromatografia afini 

ee obţin din unele vadeUţi de atiolK boroa:U1o1Qul aoUvate 

termio la 700-Boo0 c ui tratate ou aoizi. In ottraul tratuaentului 

term1o se separi doul taze oe se inte:rpltrund1 una bogatl tn ailioe 

oi reziotontl la ao1z1 şi alta formatl în principal din aoid borio 

oi uşor ataoatl1 de aoizi. Paza de aoid borio, aolubill, se tn4e­

plrtează prin filtrare, obţinându-se o atruoturl ou porozitate 

tnalt~, ou pori oe au diamet:tU.l de )0-60 i. O tratue alterioarl 

ou soluţie diluatl de BaOH tndeplrteazl materialul ailioioa din 
lnteriorul porilor, lArindu-le diametrul.Sa pQt obţine mterials cu o 
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indude a:1:1joritatea agentilor biologio aotivi, en:dmo, celule, 

viruşi. 

Materialu! obţin11t este rigid, insolubil şi rezistent la aoti­

unoa. eluenţilor, a prosiunii el v11riaţiilor de temperaturl1, a 

pH-ului şi tl1riei ionice, In plus, sferele de etiolă poroa~I sun~ 

neoompreslbile., rezistente la ataouri microbiene şi uşor steriliza­

bila ter:nio seu ou dezinf~ctanţi. De aceea, ele pot fi folosite 

Ott succes la purificarea enzimelor deeticate st11dii!or olinice 

sau nln vivo". 

Un dezavantaj al acestor suporturi este adsorbţia neepeoifiol 

a proteinelor. Sticla nativă retine (prin adsorbţie fizioţ) majorl­

tE1tea enzimalor (mai ales cale puternic bazice) der ei unele pro­

trine neutre, ca şi unii viruşi. 
I 

Adsorbtla. nespec:Uics sa dat'lrează grupărilor sile.nol (-Si-OH) 
I 

de po sup:rn!nţ,1 sticlei, t~c-\:roatl aatfel negativ. In cazul sticlei 

borosilicioas·J, prezenţa borului pe euprafaţl (acid wwis) ii ml­

reşte capacitatea do adsorbţie fiziol nespocifioă. 

Pentru a se elimina acest neajuns, se folosesc perle dd 

sticlă acoperite ou dextran (Regniar şi oolab., 1974). Aoasta ma­

teriale se pct activa uşor ou BrCN sau prin alte tehnici oaraote­

ristioe polizaharidelor. 

Perle de sticll acoperite ou un antigen se pot folosi pentru 

separarea celulelor imunolimfoida, sau pentru purificarea unor 

enzime. 

Astfel DNA şi RNA-polimeraza clin Bsoheriohia 0011 se purifiol 

pe stioll legatl de DNA, iar f-galaotozidaza pe a~ioll aooperitl 

cu galaotozid. 

Un dezavantaj al suporturilor perlate de stioll aste 
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posibilitatea tnfw,,dlrii porilor, oare aoade Tit••• de aou..rsere 

a eolutiilor prin patul de adeorbeat. In aoeate oazuri ae reooman­

dl oa pa~tioulele al aib( dimensiuni de 40-80 meah sau 80-120 mellll, 

pontru tieoare oaz in parte alegi.ndu-ae partioule ou pori oontro­

laţi. de anumite diam.atre. 

Dimensiunile porilor pot mlri oapaoitatea de funoţionalisar• 

(aotivare) a suportului. Astfel, o atioll ou pori ou diametrul de 

2500 I are o oapaoitate oonaiderabil mai miol de aotiYare·deoât 

oea ou pori ou diametrul de 1750-550 I. 
Partioulela da ouarţ având pori oontrolaţi ou diametre de 

40-)000 2 şi diverse di~ensiuni sunt foarte nziatente la presare, 

pH. temperaturi şi pot se:rvi. la separarea unor oompuşi ou mase mo­

laoulare de ordinul 103-109• 

IU:.).1.4. Alte tipuri de auportu.ri 

-O varietate de suport este etiola ou pori oontroleţi, ou 

suprafaţa aooparitl ou o pelioull hidrofili, neiouiol (polipropi­

lencliool), oare se foate aotiva ou bromoian sau prin alte metode 

utilizate la suporturile de polizaharide. Aoeata ••te un 8Uport 

a:ieionio, inert. 

- Vanetlţi de (oe)polimeri aorilio1 Âidrotili oa Spheroaa.l 

(gel <!eP01ihidrax:1al.diilmete.ct•1lat.) oferi posibil1tlţ1 multiple, le­

gate de variaţia porozitlţii. a nualn.lui de grupln. reaotiT•• a 

~imensiunilor partioulelor afBrioe, pantru un apeotru lars 44 

aplioabilitate, puti.nd !i uoor aotivate ou BrCll. Au efeote 4• 

adsorbţie neepeoitioe. 

- Gelurile de polistiren retioulat ou diviD.ilbeAzen, b14rc­

fobe, au o buni oapaoitate 4• gonflare dar poromitate mai aiol 

deoit oele poliaorilioe ei în plus, ou eteote de adaorbţ1e 

... 
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neapeoif'ioe. 

- Copolimerii vinilioi oa etanl-an1Îidridl1 mal~iol pot lega 

enzimele şi alte proteine prin gruparea -NH2, llts&nd libere gru­

pele -COOH, iar suportul oapltl oaraotar polianionio, 

n 

@-NH2 - ) 

n 

Un asemenea suport de oopolimer vinilic serveşte la prepara-• 

rea imunoadaorbentilor. 

Astfel, un mare numlr de antigeni legaţi de majoritatea pr,1-

teinelor, devin aooesibili daol asemenea proteine legate ee ou­

plenzl pe suport, pe baza af'iniţlţii antigen-antioorp. In aoest 

f'el purif'ioerea antioorpilor din ser se f'aoe treorind serul 

printr-o ooloa.nlt oe oontine antigenii respectivi lmobllizati. 

III.J.2. Metode de imobilizare a enzimelor 

Enzimele folosite tn orornatogratia af'inl se lee.gl de suport 

prin metode ohimioe (oovalente). lletoda de activare (!unoţionali­

zare) a suportului şi resoţia suportului ou eozi1nele au fost tre­

oute 1n rertetl in vol. I, capitolul referitor la imobilizarea 

oovalentl a enzimelor pe suporturi anorganice sau organi,,e, natu­

rale sau aintetioe. 

In oazul suporturilor polihidroxilioe (stioll1, oeram.icA, poll-­

•abaride, polimeri.de tip polih14rox1-(met)acrilaţi), metoda de 

aotivare oea mai bun~· a suportului este tratarea acestuia cu 

BrCll. 

In oazul imobilizlrii proteinelor biologio-aoti ve, aoet,tea 
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vor !i legate de suport printr-un numlr oit mai mio da leglturi 

cc~nlente, pentru a-şi pistra struotura terţiari, oara determini 

aotivitatea lor speoificl~ Condiţiile da luoru vor ţine oont 

întQtdeauna de structura proteinei oe ea imobilizeazl. Astfel o 

proteinl oare are la euprafaţl o mare oantitata de resturi liail 

(cu multe gruplri -NH2) se va lega pe suport printr-un nwalr mare 

dQ puncte dacl pH-ul este )-9,5. In aoest caz se vor folosi 

pH-uri mai joase. 

O concentraţie prea mare de anzie pe suprafaţa adsorbentullli 
,, -~ 

poate duoe la aberaţii daci enzima are sarcini eleotrioe. fiind. 

posibili o interacţie nespeoificl ou unele proteine. 

III.3.3e Metode de lucru în cromatografia afini cu 

enzime i~obilizate 

Materialele adsorbante având oa lignnzi enzime imobilizate 

ee auspend~ în soluţii tampon şi se utilizeaa în coloane. 

Proba de analizat (proteinl aau •xtraot celular) se dialisea­

zl în pree.l.abil, dupl care. dializatul. se trece tn flux oon~tant 

prin coloana ou patul de adsorbent umectat ou soluţie tampon. 

Compusul inert neadsorbit se îndeplrteazl prin epilarea coloanei. 

Jpoi are loo developarea (elua2'ea oompuaului adsorbit). 

Pentru oantitlţi mioi de compuşi oe trebuie purificaţi••• 

separaţi se poate folosi şi prooedeul wbatoh• ou agitare aoderatl, 

în care adsorbantul ou enzima imobilizatl este dispereat tntx--o 

soluţie dil11atl de substrat (oompu■ de puifioat).'Separarea 4e 

oomponentele inerte ale a.nesteoului de analiut se fao~ prin 

decantare, ultrafiltrare sau centrifugare, dupl oare.materialul 

obţinut este ,tntrodus într-o ooloanl oroutog1'afiol pentn 

eluare. 
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III.J.J.l. Paotorii oara influentead det1n,1plrile 

ip oromatogziafia afini 

A. Alegarea tamponului da ao,bilibry trebuie al aaigure pH-\Ll 

optim, tl:ria ioniol, temperatura ,1 oompoziţia ohiaiol neoeaarl 

unei putarnioe 1ntaraoţ1un1 tntra 11gan4ul inaolub111zat oi ooapu­

aul oe se va aepara. 

B. Volumul probai. viteza debitului de alimentare, timp de 

aohilibru 

Daol subst&Dţa da purifioat (izolat) are o afinJ.tata mare 

pentru lig&Ddul imobilizat, volumul probai nu asta un taotor de­

cisiv. Bohilibrul da adaorbţ;la clintn ligandal iaobilisa, oi 

aubatanţa da purifioat aate atins repede la o viţazl redual da 

treoara a fluidului prin ooloanl. 

Hmpul da intaraoţia ligand-subatanţl asta retlaotat tn 

timpul de inoubare. 

c. Efectul ooncentratiai proteinelor inerte 

Cu excepţia util1zlr11 unor vitAze mari do traversare a oo­

loanai (debit 111ara de ali~entare), intaraotia dintre ligand 1t 

substratul oomplamantar asta aproape 1n întregime indapandentl de 

oonoentraţia proteinelor inerte din probi. 

D. Efeotul temperaturii 

Ic general, tăria forţelor de adaorbti• pa galul a!in dea­

o:re1ta ou creşterea temperaturii, de aoeea temperatura se va ţine 

•ub oontrol, eventual aplioindu-sa o ol~aşl e%ter1o&l'I de rloin 

pentru ooloaaa oromatograficl. Temperatura poat• fi un taotor de 

adsorbţie la +4°0 şi de eluţie la 25°0 şi ~.ai auo. 

~. Efectul adsorbent1lor seleot1.,-1 

Un adsorbant selectiv se poate obţine ţinând oont de !Mi 
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mulţi faotori, 

- o ooreotK alegere a suportului, a nBPa~er"-ului şi ligt.n.­

duhd, astfel în<lât interaoţia ligan(l-aubatrat al fia optimii 

- taotori dinamici oa: viteza debitului da alimentare, Yi,eaa 

de scurgere hidrodinNDio! a soluţiei prin ooloana ou adaorbent, 

timpul de atingere a echilibrului adsorbţiei, te.b.nioa de adsorbţie 

Volumul eluantului trebuie reglat ţinând oont da faptul ol 

oonoentraţia moleculelor complementare adsorbitului oravte rapid 

la volume m.ioi. Notind ou Ve volumul de eluţia, aoeata ae poate 

exprima prin relaţia: 

în oare, V
0 

• volumul interstiţial şi 

V • volumul aoluţiei din oare adsorbatul a fost tnd•plr­

tst prin lagai-e afinl ou adsorbantul 

La viteze relativ 1118.ri ale dobitelor de prob! aplicat• pa 

ooloan~ OQhilibrul de afinitate nu aste atins, observându-se o 

emergenţă prematură a adso.?'batu.lui. 

Capooltntea efectivă ft UDUi adeorb3nt se ~oat~ deduce prin 

incubarea unoi 00J1titlţi cunoscute (m) de adaorhent ou un volwa 

dat ds ooluţie de concentraţie C
0

; dupl stabilirea eo.b.ilibrului, 

eo ~~aoar~ oonoentr.aţia C (C
0

• !at!al, oapaoitatea adsorbantului 

(q) ee va exprima prin relaţiai 

q • (C -C)/m. o 

S-a observat ol valoarea oapaoit!ţii e!eotive a adso%b8Dtulu1 

este 0onsiderabil mai m.iol decât oea oaloulatl pe baza oonceDt~a­

ţiei ligandului, datorit! apariţiei unor interacţii o~ moleculele 

oomplementare (rroteinele) din soluţia de pu.ritioat. 

P. Eluarea proteinelor adaorbitt apeoitio 

Dnc! o probl oe oonţine substanţa (proteina) de pu.rifioat 

.. 
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este aplioa tl1 pt1 o ooloană ou un adsorben t se leot, v 1" r· uol<H\na 

este spălată ou soluţia tampon de eohilibru, este puai~il ~ă 

aparl1 mai multe cazuri oe depind de e!eotivitatea ndoorbf.lnt.ului în 

oondiţiile experimentale ( fig. nr. Jl,). 

Fig, nr, 31 

Cazuri de eluare pentru purificarea unei enzime AJl~d 1'1oa 

(----) dintr-un amestec de proteine brute, prin 

oromatografie afină 

I) 

2) 

3) 

__:.__ __ 
4) 

Se himbare S) de . 
eluent 

'' '' 
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Din figura nr. J.l Ha observl oă există mai mul te posibili­

tiiţi :ta eluarea unul ameoteo de proteine tn soopul puri!lolirii 

uno1 enzime specificei 

- enzima specificii este eluat11 împreuni ou protetnele nespe­

oHlce, fie eic.ultan (cazul 1), fie întârziat (onzurile 2 şi)); 

- o aeparere efectivă este ilustrată în oazul 4); 

- echimband eluentul se efeotueazl elutia separată a prote-

ina! specifice, adsorbite (cazul 5}. 

Cozul 1) din fig. nr. 31 corespunde unui suport neactivat 

sou unui adsorbent ineficient (nespecific). 

Eluantul are efect de întârziere (2, )} atu.noi oând adsorben­

tul are o afinitate mai mare pentru proteina specifică, oe se 

dore~te a fi purificată. 

Dacă adsorbentul este ales corect, iar proteina oare se puri­

fică oe adsoarbe p~ternio pe o zonă bine delimitată de pa coloanl 

(4), atunci e~himbând tamponul (sau eluentul) se pot izola perfect 

oele dou.,ţ componente (5). 

Tehnica eluţiei în trepte este utilizatl în mod frecvent. 

Astfel, după ce proteinele inerte (neadsorbite) au fost spălate 

fiinJ îndepărtate din coloanl, se schimbi pH-ul, tlria ionici sau 

temperatura soluţiei-tampon, efeotuându-ae eluţia prin peroolare 

ou noul tampon. 

In tehnica "eluţiei înpuls ~, eluantul se apliol pe ooloanl 

în volum mic vi se spală apoi ou tamponul de eohilibru.. nPulsul" 

eluantului migreazl prin patul cromatografio oa o zonă oompaotl, 

transportând cu el şi proteina eluatl. Apoi, introduoând 1111 nou 

tampon sau alt mediu de eluţie se poate fraoţiona î~tregul volam 

al patului oromatografio •. Aceastl tehnici de eluţie se apliol tn 

situaţii tn oare costul eluantului (de exemplu c ooanziml) aste Wl 
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faotor restrictiv. 

G. Tehnioi de eluţie neapeoi!ioe 

Alegerea eluentul\11 şi a oondi ţiilor de eluţie sunt determi­

nate de 2 costul eluentului, stabilitatea proteinei apecifioe Qi a 

adeorbentului, t~ria interacţiei ligand-proteinli epeoifioli şi 

speoifioitatea adsorbantului. 

Tehnicile de eluţie nespeoitice oonstau tn schimbarea pR-ulu1, 

a tliriei ionice, a oonstantei dieleotrioe a tamponului sau a 

temperaturii aoeetuia. 

In cele mai multe cazuri, modifiosre,a pH-ului este sllfioientl 

pentru deeorbţiu (eluarea) proteinei adsorbite. Stabilitatea sub­

stanţei (proteina) oare se pu:rifiol, al!itu.ri de stabilitatea su­

po.rti.lu.1, restrâng î.n bm1!i măeur! intervalul în oare poah fi mo­

difioatl valoarea pH-ului. 

O altl metodă de eluţie nespecifioli este modltioarea t1.riei 

:ionioe a tamponului. De exemplu, proteinele adsorbite biospacitic 

sunt eluate prin adăugarea unei soluţii de NnCl 0,5 M aau 1 Ula 

soluţia tampon iniţial~. Sa mai poate utili~a ria4c1 0,5 U aau 

Trie.HCI l li. 

O metod~ de reouperare a oomplaxului lignnd-proteinl oonstl 

în aoindarea aeleotivl a legltm'ii suport-ligand. Tehnioa eet• 

aplioabill în aazurila în oare ligandul este fixat de· ■uport prin 

leglturi sensibile (azo, esteri ai alcoolilor, tiol-e■teri. di­

aulfur1). Metoda se foloseşte pentru sisteme ou afinitate înaltl, 

în oare maoromoleoulele oe se purifici se pot denatura irever~ibil 

la Val"iaţii de pH eau î.n prezenţa altor agenţi de denatUl'a:re. 

In acest oaz, complexul l1gand-moleoull apeoitiol se poate detava 

de exemplu p:rin reduoerea grupării -H•N- din a~oagarozl ou 

ditioniţi. 
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H. Tehnioi de elutie speoifioe 

In cazul în oare ligandul de pe adaorbentul afin presintl 

afinitate simulte.nl pentru mai multe maoromoleoulo, eate Aeoesu 

al se oreasol seleotivitatea condiţiilor de luoru. 

Astfel, orioe ligand liber oare este competitiv ou ligandul 

imobilizat pentru o enziml, este potenţial oapabil da a etaotua 

eluţia enzimei adsorbite. De exemplu, concentraţii înalte ale 

aceluia.şi ligand oa şi oel imobilizat pot elua enzima adaorbitl. 

Astfel, în oazul ribonuoleotid-reduotazei s-a glsit ol anu­

mite ooncentraţii proporţionale de d.ATP, A~P vi dAKP pot elua 

enzima din analogii imobilizaţi. 

In general, se pot folosi ooncentraţii de eluen~ ,a 20 ori 

mai mari decât valorile oorespu.nzltoara lui Km din soluţia iniţi­

ali. Daci afinitatea enzimei pentru ligandul imobilizat aat~ 

tnaltl, se utilizoazl oonoentraţii ou ordine superioare de mlrime 

!aţl de valorile KM din soluţiile iniţiale. 

Pentru sisteme ligad-enziml ou afinitate mio~ se utilizeazl 

concentraţii solzute de eluent. 

In majoritatea oazurilor se preferi un eluant (ligand) dife­

rit de .oel imobilizat pe suport, sistemul olplti.nd dubli speoifi­

oitater 

- pentru ligandul imobilizat, 

- pentru ligandnl-elaent. 

Ligandul eluant se alege astfel tnolt al aibl o tnaltl afini­

tate pentru enzima oare trebuia pu.ri~ioatl, dar etruotu.ral al· fia 

deosebit de 11gandul imobilizat. 
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III.J.4. llti!~~~ri Rle cromatografiei afine în 

Eenurarca ei purificarea proteinelor 

Suporturile afine pot fi folosite pentru izolarea şi pu.riti­

oarea enzimelor pe bA:-Ji ~e interacţii ligand {subatrat)-enziml 

dar şi pentru izolarea unor inhibitori prin interacţii enziml 

{ligand) - inhibitor specifio. 

In 1971, Steers şi colab., eu descoperit Wl adsorbent format 
~ 

dintr-un J" -tiogalaoto?.id (ligand) imobilizat pe agarozl printr-un 

"fpeoer", dar interacţia dintre r-galaotozidazl şi adsorbent 

este nespecifică. 

ln 1977, Hamazaki şi Botta au propus utilizarea unui suport 

de poliecrila~idă (Biogel P-300) funoţionalizat cu gruplri hidra­

zidice, pe care e-a imobilizat lnotoza. Adeorbentul afin aatf•l 

obţinut a fost utilizat pentru purificarea P-galaotozidaHi din 

germeni de grâu. 

Uneori enzimele trebuie purificate de impuritlţi1 astfel 

pentru a se obţine o proteazl puri trebuie al se tndeplrteze. 

urmele de zimogen sau de alte enzime. 

De exemplu, majoritatea probelor de tripaiDI oriatalinl 

conţin sub forml de impuritate chimotripaina. Trate&nd tripsiDa 

ou un inhibitor ireversibil de ohimotripainl (L-{l-tosilam1do­

fenil)-etilolo?'111et1lceton!J se reduoe aotirttatea ohi■otr1psine1, 
dar nu pânl la eliminarea sa totali. Ketoda de pu.rifioare avann­

tl se bazeazl pe cromatografia afini şi foloseşte adsorbenţ1 bio­

speoifioi pen~ru tripeiDl şi ohimotripsinl. 

III.).4.1. Strategii de obţinere a adsorbentilor 

apeoifio1 pentru proteaze 
In oele oe urmeazl se vor da oiteva exemple de a4sorbenţi 

speo1fioi a1 unor enzime. 
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A) Se pot utiliza inhibitori de proteine ou masl moleoularl 

tnaltl în oe.litate de liganzi imobilizaţi pe agarozl aotivatl ou 

BrCR. 

Astfel, legarea ovomuooidului de pui (proteinl oapabill de a 

inhiba numai tripsina) pe agaroză.-BrCN are oa rezultat adsorbţia 

afini a tripsinei, la pH slab alcalin (Peinstein, 1970). lluţia 

se faoe prin so~derea pH-ului. 

Adsorbantul poate separa o,; oi r tripsina, dar nu leagl ti·ip■i­
nogenul bovin sau ohimotripsina. 

Se poate folosi şi inhibitorul de tripsinl din fasole soia, 

imobilizat po agaroză, pentru a izola tripsina de ohimotripainl 

(Porath oi Sundberg, 1971). 

Adsorbantul leagă ambele enzime la pH ~. 7,5, dar eolzând 

pH-ul eau aplioând eluarea speoifiol a ohimotripainei ou tripta­

minl vi a tripsinei cu benzamidinl, cele două enzime se pot separa. 

B) Pentru a purifica o enzimă se pot prepara adsorbenţi prin 

imobilizarea pe suporti.ri de oligopeptide a unor liganzi având 

aminoacizi 0omplament2ri specificităţii enzimei. 

De exemplu, imobilizând pe agarozl tripeptida glioll-alanil­

-arginină, se poate adsorbi tripsina la pH • 7,3-5,0. Eluarea se 

fac~ ou soluţie de HCl sau de benzamidinl. 

C) Agaroza cu glioil-glioil-0-benzoil-tirosil-L-argininl imobi­

lizatl, adsoarbe epeoific papaina. 

O alt~ metodă de obţinere a unor adsorbanţi specifici pentru 

tripeină utilizeaz! oa 11ganzi inhibitori cu masă moleoularl mică. 

AF1tfel, meta- şi para-aminobenzamidina: 

imobilizată pe agsroză, adsoarbe 

tripsina le. p!I "'8-5,5 
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Blu.area ee faoe ou o soluţie tampon de benzamidinl. Aoeet ad■or­

bent :reţine şi proteine asemlnitoaro ou tripsina (aorozina, 

- trombiDa, oalioraina} dar nu ohimotripaina ■au ohimotripainogen~l. 

O ol1imotripeinl pll1'l ae obţine ou ajuto:rul unui adaorbent 

format din esterul metilic al f -aminooaproil -D-triptofanului 

imobilimt pe agarozl, ligandul având apeoifioitate totali pontru 

proteaze oilimotripe1nioe. 

Un adaorbent apeoifio pentru E-ohimotripainl este format din 

4-fenilbutilaminl c6H5-{ CH2) 4-RH.2 . imobilizatl pe aaaro.X aoU­

· vatl ou BrCN. Nu adsoarbe tripsina şi nioi ohimotripsinogenul. 

Un ligand speoifio pentru tripsina panoreatiol bortnl este 

aprotinipe imobilizatl pa alcool polivinilio retioulat ou epiolor. 

hidri11l. 

Inversând datele experienţei' se pot prepara imobilizate de 

tripsinl pe aloool polivinilio retioulat pentru purifioarea 

· aprot1nine,;l. din e:z:tl'aotele d.e pllmâni de mamifere. 

III. 4. Aplicatu. medicale ei în imunochirde ale 

enzimelor imobilizate. 

Aria extrem de vastl a aplicabilitlţii biomedioale a enzime­

lor imobilizate inalude utili~ri tn terapia, analizl oliniol, 

medioina preventivi oa şi oeroetlri bioohimioe şi biofizioea de 

aoaea în oele oe urmeazl se vor da doar oiteva exemple de asemenea 

aplioaţii. 

Studii de laborator (pe animale) pentru folosirea ~nzimelor 

imobilizate îo ţe~apeutioa medicali au tnoeput dupl 1957 •. 

III.4.1. Utilizarea .enzim9lor imobilizate win vivo" 

lntroduoerea unei enzime .10 vivo• poate duoe,la reaoţi1 de 
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hipereensibilitBte, imunologice, ca şi la o rapidă inactivare şi 

eliminare a lor. In plus, enzimele solubile sunt instabile la 

temperatura corpului de rJ 37°c. 

Aceste inconveniente sunt îndeplrtate daol se luoreazl. ou 

enzime imobilizate, mai ales sub formă mioroenoapsulatl. 

In general, utilizarea enzimelor în soopl12'1 medicale an douA 

mari direo~ii de dezvoltare: 

- înloouirea unor enzime pierdute(sau inexistente) în orga­

nism, ca urmare a unor dereglări metabolice sau genetice ,1 

- aplioaţii medicale diverse (terapia unor maladii, fabrioa:re 

de seruri ~1 vaccinuri etc). 

Pentru implantări „in vivo", enzimele imobilizate se folosesc 

sub mai multo forme, 

1. Implantarea prin tnjeotare locali (intravenos, intrarte-

rial, intramueou.lar, suboutanat, intraperitoneal). 

2. Pertuzli extracorporale de sânge sau ser sangvin. 

J. Administrare ga3trointestinall (Grală) 

4. Aplicaţii locale (pe rlni sau ţesuturi) 

III.4.1.l. Injectarea locală 

Enzimele imobilizate sub forml de suspensii pot fi implantate 

prin injectare •. Keto·•.a ( oalea) de in3ectare este deoial de oa.atita­

tea totală de enziml injectată şi de afinitatea substratului 

pentru enzima respectivi la centrul 1mplantlri1. 

r•;ohilibrele substratelor se stabilesc mult mai înoet în injeo-_ 

t~rile ouboutanate, decât în oele intravenoase. Reacţii mai rapide 

se obţin şi în injectarea intramusoularl. 

Majoritatea substratelor prezintl soh1mbU2'i rapide în oirou­

leţia sângelui oi în cavitatea peritoneali. 

Partioule mioi, cu dimensiuni de 7-8 ;;-m (oa ala oelulelor 
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roşii din singe) treo prin sistemul lim!atio direot în sistemul 

oirouletor, pe când particulele mai mari ( ) 20 pm), mai alea daol 

sunt rigide, nu trec prin sistemul limfatic, dar pot rămţne în 

cavitatea peritoneală chiar mai multe luni, fiind (ou timpul) 

împresurate de fagocite. 

In cazul enzimelor imobilizate pe ~uport se pune probleia 

biooompatibilităţii materialelor -suport. O biooompatibilitate 

redusl poate faoe :imposibilă _ te starea "in vi vo". 

Nu este posibil~ o generalizare a tipurilor, de materiale şi 

de metode de imobiliza~. fiecare caz în parte neoesit&nd anumite 

condiţii specifice. 

Totuşi, în bună parte enzimele enoapsulate în nylon sau 

oolofiu (nitrat de celuloză) pot fi injectate intraperitoneal 

fărl a produce efecte adverse la'animale. Metoda inJeotlrii intra­

peritoneale a !ost calea principală de estimare ~i testare "iA 

riw" a enzimelor imobilizate la animale. In acest fel au foat 

studiate: ureaza, catalaza, aeparaginaza. 

Administrarea directă în sânge (in~ecţii intravenoase ,1 

intraarteriale), este mult mai difioill deoarece neoeaitl pu-ti­

cule de dimensiuni mult mai mici. In aoeet soop se pot foloai 

enzime imobilizate prin encapsulare în lipozomi. 

rrr~4.1.2. Perfuzii extracorporale 

In dispozitivele de perfuzie extracorporale, enzima aoţionea­

d asupra substratului prezent în aiJ:Jge sau tn aer sangvin, 

într-un aparat exterior. Asemenea dispozitive evitl introduoerea 

de materiale strline în circulaţia singelui. 

In principiu, aceste dispozitive se obţin prin plasarea 
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enzimei imobilizate într-un sistem înohia prin oara o:1roulă 

sângele sau serul sangvin, oare vin în oontaot ou enzima imobili­

zată ~1 apoi se reîntorc în oorp. 

Primul sistem da acest !el a fost obţinut ou ureazl mioro­

ancapaulatl, în scopul îndepărtării ureei din sânge. Si.qele oon­

ţinând mari Ofllltităţi de uree este t:reout printr-un 4iapositiv 

oare conţine ureazl microencapsulată, asociată ou heparină (anti­

coagulant). In fig. nr. 32 este schematizat w.i •••-nea 4isp~zitiv. 

Fig 1 nr,)2 

Dispozitiv extracorporal pentru îndepărtarea ureei ~in 

sânge ou ajutorul ureazei imobilizate 

C!!b:m"' 
activ 

H1NCONH1 
Urc.-,J ,!i:n 
dia.lizat 

Dializa! 

Mirrocaps-Jle 
cu urcul 

Paaent 
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Produşii de reacţie (co2 şi !TH
3

) rlmân sdsorbiţi pe olrbune 
~ 

activ sau pe rlşini, iar sângele purlfioat eate recirculat în oo~ 

Datorită avantajelor pe oare le prezintă enzimele imobili"­

te în dispozitive extracorporale {se evită · introduoerea unor 

substanţe străine în sânge), s-au testat şi aplioat "in vivoft 

enzime fixata pez sticlă, plăcuţe de polimetaorilat, 

tuburi de nylon, spirale de oolagen poros, membrane de dializl, 

fibre eto. 

Astfel, Hyden şi oolab. au realizat un sistem de tratament 

ertraoorporal, c~ plăoi de stioll sablate ou aaparaginază imobili­

zată, care poate controla presiunea s&ngalui şi hemoliza globule­

lor roşii. 

D,zavantajul principal al unui asemenea sistem este oă plă­

cile de stioll au tendinţa de a se acoperi ou ohesguri, chiar ui 

atunci oând pacientul este tratat ou antiouagulante. 

Utilizând plăcute de polimetilmetaorilat cu aeparaginazl 

imobilizatl, se obs~rvă o reducere substanţială a oantitătii de 

L-asparagină din plasa:! şi o activitate imunosupresivă la oameni 

şi oein1. 

Un alt exemplu de utiliza.re a sistemelor de perfuzii extra­

corporale pentru suplinirea unor deficiente enzimatioe ale orga­

nismului este catiuaza mioroenoapsulată introdu8ă.intr-o cameră 

extracorporals de' mici dimensiuni, prin oare se reoi~culă fluidul 

intreperitoneal, în care s-a injectat o oantitate mică de perbarat, 

Se observă scăderea concentraţiei de perborat injectată în oorp. 

III.4.1.). Administrare gastrointestinali 

Ureasa microenoapaulată::lhtrodusă per oral tn intestinele 

animalelor, a fost prim& enziml imobilizatl testatA pe aoeas~K 

oale. 
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TrocereB prin trnctul inteRtinql fiind fnnrte lent! metoda 

este limitat~ la puţinele cazuri în care poate avea loc o echili­

brare rapid~ a sub~tr~telor in aceste condiţii. sau este neoeaarl 

administrarea unui volum mare de soluţie diluată de enziml. 

III.4.1.4. Aplicatii locale 

Aplicarea local~ repetat~ a enzimei solubile pe rllni sau 

ţosuturi nu este de dorit, deoareoe absorbţja ea în sânge poate duoe 

la reacţii imunologica. In acest caz se aplică pansamente ou 

enzim! i~o~ilizat~. De exemplu, se utilizeazl catalaza microenoap­

sulată in tratarea aoatalazemiei u.~ane (în care rezultl leziuni 

locale dato!'ită apei oxigenate produse de bacterii, c~ea ce duce 

la cangrenarea r~nii). Pentru a se evi.ta reacţiile alergice care . 
pot apare prin aplicarea direct! a catalazei solubile, enzima se 

iQobilizeazl prin enoapsulare. Acesta este un exemplu de tratare 

a deficienţelor enzimatico ereditare. 

IlI.4.2. Mocanismul actiun.11 enzi~elor incluse 

În lipOZ(_'mi 

I::i tratamentul .in vivo" al unor deregllrl metabolice ou 

enzime imobilizate se alege un suport netoxic, flrl acţiuno anta­

gonici şi oare sl reţinl agentul terapeutic firi a permite oont,o­

tul s~u direct ou organismul. In plus, suportul trebuie al fie 

uşor manipulabil, al fie biodegradabil şi s! poatl elibera ou 

uşurinţă oon~inutul eilu. 

Suporturi ideale pentru asemenea scopuri s-au dovedit a fi 

lipozomii, bule de lipide formate din dou! sau mai multe straturi 

duble monomoleculara ooncentrioe, da fosfolipide, alte:rn&nd ou 
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straturi npoa.se î.n care pot fi incluse enzimele sau alte materiale 

bioloGic-nctive. 

După inj0ct~rca lor în circulaţia e~ngAlui, enzimele incluae 

în lipozomi îşi păstrează activitatea latentl, iar conţinutul lor 

poate trece prin ţesuturi cn ce.le a.le ficatului şi splin0i. 

Sub acţiunea fosfolip ~zel or~ lipozomii îşi elibereaz~ oonţi­

nut~l (enzi~ole) care poate acţiona looal, sau asupra altor com­

particente celulare. 

O enzi:ci! ir.clusă în lipozomi poate acţiona în dou! moduri 

asupra substratului specific; 

- pr!n eliberarea i~ediată a enzimei din lipozomi; 

- substratul cu masă molecular! mioă poate penetra straturile 

duble le fosfolipidă, întâlnind enzima în spaţiul a~os. 

Ambele căi pot fi aplicate în terapie. 

III.4.2.l. Tratarea deficientelor enzimatice 

Lipsa unor enzime din organism poate duce la acumularea 

substratelor corespunz~toara în diverse ţesuturi. Astfel, insufi­

cienţa organismului în hidrolaze ale zaharurilor poate determina 

acumularea hidraţilor de carbon în ficat sau splină. 

Deficienta ae poate ca.N11cta p~~n iatrodyo•.ro• îa aoooto t•­

suturi a lipozomilor ce pot elibera enzimele respective. 

In fig. nsi. JJ este schiţat modul de aoţiune al lipozomilor. 

ou en~~me imobilizate asupra celulelor. 

Astfel, un lipozom oe conţine molecule de enzime(•) pene­

trează celula prin endocitoză. Vacuola endocitl formatl fuzioneasl 

cu un lizozom ce conţine moleoulele substratului(-). Enzimele 

lizozomiale (+) deafao straturile lipidioe duble ale lipozomului 

şi eliberează enzima inolual care acţionează asupra substratului. 
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l"ig, nr. 3) 

Schema aotiunii enzi~ei imobilizate tn lipozomi aa®ra 

unei oelule 

Atacul substratului da oltre enzimele inoluse în lipozoad nu 

i■pliol neaplrat prezenţa enzimelor lizozoad,&le, ruperea lipozomi­

lor nefiind obligatorie în oazul subatratelor ou masl moleou.larl 

loasl. 

Asemenea aubstrate pot penetra stratu.rile duJ~e tosfolipi­

dioe rimase intacte, pentru a interaoţiona o~ enzima apeoifiol. 

In cazul !enilacetonuriei 11 galaotozomlei, fenilalanina oi 

respeotiv galao~o-1-toafatul pot fi tranafol'lll&ţi în tirozinl oi 

gluoo-1-foafat chiar î.n absenţa oelor doul ensime (fenilalanin­

-hidronlaza şi galaotc-l-foafaturid11-t1'allaferasa). Otilisarea 
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lipozomilor oa "vebiou.le" pentru administrar•a enzimelor oapabile 

de a degrada slJlU de a transforma fenilalanina şi galaoto-1-fosfa­

tu.l tn produşi metabolio-aoceptabili de oătre organism, poate fi 

benefioă datoritl difuziei rapide a substratului din spaţiul extra­

lipozomial (sânge) in spaţiul apos intralipozomial oare oonţin• 

enzima speoifiol. 

111.4.2.2. Terapia neoplasmelor 

Supravieţuirea unor oelule maligne se datoreazl formlrii 

exogene oontimd. a asparaginei; oa rezultat al oontaotulu.1 celu­

lelor canceroase ou celulele normale. 

De aceea in cazul leuoemiilor lilllfooitioe aoute, se poate 

face un tratament ou asparaginază. Problema este oomplioată de . 
aoţiunea imunologioă a enzimei oare este de origine bacteriană, 

oa şi de reacţiile toxice oe pot avea loo (modificarea grăaimilor 

din ficat, pancreatite, depresiuni ale sistemului nervos central). 

Pentru evitarea reacţiilor anafilactice, se utilizează aa­

paragiD.dZB 1.nolusă în lipozomi, enzima fiind astfel izolată de 

imunoglobulinele sangvine prin straturi lipidice duble. Aoeste 

straturi lipidioe sunt penetrate rapid de asparagină. 

ln timp oe adm:i.nistrarea int~•-•-~ • ••dao1 i1be.re (eo­

lubila) duoa la şoo anafilaotio şi aoarte, injeotarea aaparagi­

nazei inclusă în lipozomi :rvduoe aoeat riao. 

Pentru a se elimina neajunsu.rile tratamentului leuoemiei 

limfoblast!oe aoute ou asparaginază a-a propus legarea sa oova­

lentl pe polietilengliool activat. Prin aoeaată modificare a-au 

realizat1 

- reduoerea imunoreaotivitlţii enzimei faţă de antioorpii 

antiasparaginazici; 
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-reduoerea imunogenităţii enzimei, 

-prelungirea timpului de purifioare a sângelui, 

-îmbunătăţirea activităţii antit..unorale; 

-retenţia activităţii enzimstioe. 

Polietilenglioolul (PEG) este un polimer sintetic neimUDogen 

oare nu generează răspunsuri fiziologice adverse, ohiar dupl o 

inJeotare intravenoasă repetată. 

S-a observat oă prill inoluderea asparaginazei în PEG este 

anulată imunoreaotivitatea enzimei, dar moleoulele celor doi oom­

puşi !i.ind interpUru.nse are loo o :reduoere substanţială a acti­

vităţii biocatalizatorului. 

Mateushima şi oolab. au propus modificarea PEG cu masă mole­

oula:ră 500 (PEG1) prin trata~ea cu s-t:riclo:rtriazină. Se obţine 

2,4-bis-(0-metorlpolietilenglicol)-6-oloro-l-triazină (PEa2·aoti-

vat, funcţionalizat cu Cl reaotiv) 

CH3-(oCH2CH2)nOH + Cl~~ 

~l 

oare leagă covalent enzi.ma: 

mo·ooetoxipoli- s-t:riolo:r- 2,4-bis-(0-metorlpoli­

etilengliool)-6-oloro-l­

.S-tnazină (PEG 2 aotivat) 

etilenglicol (PEG1 ) triazină 

@-NH2 

( aspa:raginazl>, 

asparagineză imobilizată pe PEG2 aoti~t 

Reaoţia imunologică a aspa:raginazei astfel imobţlizatl este 

anulată, aduotul având o aotivitate biooatalţtioă apropiată de 
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oea a enzimei native. 
,' 

Kodi!ioarea urioazei ou m.G 2 aotivat oonduoe de asemenea la 

oompleta anulare a imunoreaotivltăţii sale faţă de antioorpii 

antiurioazioi, oonoomitent ou retenţia unei înalte aotiTităţi 

enzimatice. 

Faţă de enzima nativă, asparaginaza imobilizată pe PEG 2 ca­

pătă o mare rezistenţă la digestia ou tripsină, oeea oe expliol 

durata mai mare în timp a aotivităţii sale biooataliUoe în oompa­

raţie cu oea a enzimei native. 

Testările ou aspar11ginază nativă şi imobilizată s-au făcut 

,.in vivo" prin injectarea intraperitonef.\lă a şobolanilor. Creşte­

rea timpului de remanenţ~ în circulaţia sângeluia aeparaginazei 

modificate se atribuie rezistenţei la sistemul retiouloendotelial, 

nsponsabil de eliminarea proteinelor străine organismului. 

Asparaginaza imobilizată este de 100 de ori mai e!ioientl 

în reduoerea oonţinutului de aaparagină din ţesuturi faţă de en­

zima nativă, probabil datorită liposolubilităţii oreaoute a aduo­

tului suport-anzi~. 

Deşi mecanismul aoestei acţiuni n-a fost elucidat în între­

gime, este oert oă aeparoginaza imobilizată eate mult mai eficien­

tă decât oea nativă, fiind recomandată pentru tratuea paoienţilor 

III.4.J. Sisteme enzimatice multiseoventiale J!i 

regenerarea oofaotorilor 

Sistemele enzimatioe multiseovenţiale imobilizate, oa şi sis­

temele ou oo-fectori imobil1zat1 pot !1 folcsite adesea în medioil.!4 

Pentru studiul reacţiilor multiseovenţiale, în trepte, se !o-
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loaeşte metod~ mioroenoapaullrii, prin oare se pot imobiliza uşor 

orioât de multe enzime sau (şi) alţi oompuşi in orioe ooncentraţli. 

Astfel, hexokinaza şi piruvat-Yinaza co-imobilizate în mioro­

oapaule semipermeabile pot servi la regenerarea atât a ATP oât şi 

~ ADP. 

Pentru regenerarea NAD liber sau imobilizat s-a .folosit un 

sistem de enzime microenoapsulate. utilizabil pentru terapia de 

înloou.irea a enzimelor sa~ pentru transplant de organe. 

Astfel, un complex enzimatic microenoapsulat oonţinând 

galaotokinazl şi sistemul regenerator de ATP format din hexokinazl 

şi piruvat-kinad. poate fi folosit pentru conversia galactozei 

la 1-fosfatul-D-galaotozei, pentru a suplini defioienţele în 

galactokinazl. 

III.4.4. Biodegrabilitatea preparatelor de enzime 

imobilizate 

In aoopuri medicale, dupl injeotare, este absolut necesar 

oa aduoţii al devinl operaţionali în organism. De aceea trebuie 

folosi~e membrane uoor biodegradabile, Astfel, acidul polilaotio 

a-a dovedit un suport •xoelent pentru enzime specifice, membrana 

degradându-sa uşor în organism. cu formare de co
2 

şi H2o, produ.şi 

netox:1.oi. 

III.4.5. Utilizftrea enzimelor imobilizate în 

imunochimie 

III.4.5.1. Imunosupresive 

S-a observat oA tratarea animalelor ou L-asparaginaz~. gluta­

minazl sau L-arginin-iminohidrolazl din Eaoheriohia ooli oondnoe 
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la o soldare marcată a rlspunBUlui imunologio. Heaoţia antigen-

-antioorp se diminueazl oonsiderabi1 daol enzimele aunt lnoluae 

tn lipozomi. Un efeot puternio se obţine prin oo-imobilizarea tn 

acelaşi lipozom a asparaginazei şi a antigenului speoifio. 

III.4.5.2. Adj9vanti imunologioi 

Pentru a împiedica reacţia adiţionali a antioorpilor în Ya~­

oinarea experimentali a animalelor ou om.are varietate 4• proteine 

111ajoritataa- de naturi enzimatici, se utilizaazl adjuT&Dţi inoluşi 

în lipozomi. 

Metoda poate fi tolositl şi la oameni. 

S-a observat de exemplu, o! rlapunsul antioorpilor din aer 

faţl de difteria tond inolusl !n lipozomi este ou mult •1 mare . 
declt în cazul în oare antigenul este introdus tn etan liberi. 

Utilizarea lipozomilor oa adjuvanţi nu numai ol reduoe oanti­

tatea de anţigen neoe.sară p6ntru imunizare, dar poate exolu.de şi 

reacţiile alergice periouloase faţă de vaooinul respeotiv. 

III.4.5.3. T&bnioi imuno-enzimatioe pentru 

analize biomedioale 

şi sensibilitate, oare utilizeazl anticorpi, proteine produse 

datoritl răspunsului imunologia al argani■m.ului animal la introdu­

oerea unei proteine strline. 

Antioorpii produşi de oelulele normale tn urma 41vizlrii 

unora dintre ele pot fi oulti..-aţi (olonaţl) pentru a produoe o 

ai.nguri speoie de anticorpi (antioorpi monoolonali)·, tn oantiUţi 

mari. Aoe■t luoru •• realizeasl prin fusionarea u.ne:l. oelule pro­
duoltoan de anUoorpul dorit 01:1 o oelull oanoeroaal (oa llieloaa). 
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Celulele h.ibridornA astfel obţinute au o oapaoitate nelimitat~ de 

divi~are, iar într-un mediu de cultură corespunzător produc oanti­

tăţi mari de anticorpi monoclonali. 

In general, o proteină poate fi determinată pe două cli1 

- o metodă directă constă în precipitarea proteine:tde analizat 

cu anticorpii corespunzători 

- pe cale indirectă, cantităţi mioi de proteine pot fi deter­

minate prin: 

1°) tehnica marcării fluorescente şi radiomarcării, în oare 

se determină gradul de legare a proteinei cu un standard imuno­

logio marcat; 

2°) metoda ELISA cu o enzimă legată de un imunosorbent. 

1<>- Tehnici de r.:arca!"e fl11orescenti1 sau cu izotoui 

Un nutir apreciabil de tehnici imunologice, care utilizeazl 

enzime legate cu antigen sau anticorp marcat, pot fi folosite în 

scopuri anal~tice biomedicale. 

Se disting două direcţii principale de aplicare: 

a) pentru marcarea fluorescentă a anticorpilor sau a antige­

nelor, ace~tia se leagă de enzime marcate ou ooloranţi fluores­

cenţi. In aoast mod se pot detecta prin microscopie eleotronioă 

atât antigenele cât şi anticorpii, în teste oitoohimice apeoitice. 

b) Enzimele 1,-.diomarcate -._ ],sate: de anticorpi i,i antigene 

servesc la determinarea constituenţilor umorali. în procedee can­

titativa da ~adioimunoanaliză. 

PrincipiuL general al metodei constă în determinarea concen­

traţiei necunoscute a unei proteine [PJ mlaurând oât dint:r-o 

cantitate ouuosoută da pl'Oteină radiomaroatl ~ se leagl de o 

cantitate fixl de anticorp anti-P Ul. prezenţa P. Are loc o reacţie 

competitivl,oare aa apreciază prin construirea un.ei curbe standard 
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oare indioă oe oantitate de proteinl pS se leagă de anticorp, 

în prezenţa Wlor cantităţi oresoătoare de lP]. Pe aoeastă oala 

se determină antigenii intraoelulari. 

Cuplarea enzimelor marcate ou proteine de tip antigeD sau 

antioorp se poate faoe prin retioula:re ou glutaraldehidă într-o 

etapă simultan! (se obţin produşi ou utilizare generală) sau ÎD 

două etape (pentru legarea perorldazei de proteine). In tehnica 

imunodifuziei radiale procedeul poate servi la dozarea unor oan­

tităţi de 20-1000 ng proteine/m.l. 

In majoritatea cazurilor, oele mai bune rezultate se obţin 

ou anticorpii legaţi de gluoozoo~dază. De exemplu, pllouţe ou 

gel de agaroză conţinând antiser din mu,ohi de iepure diluat 

(cu aproximativ 0,5% IgG) Qi serum albumină borlJ:ll se foloseao 

în tehnica imwiodifuziei radial•, developarea tăoi.ndu-se prin 

incubare ou gluoozooxidază cuplatl ou antioo:rpul specifio imuno­

globulinelor din muşohiul de iepui-e. Se dozeaz! astfel oonţinu­

tul de IgG din mu.şo~i. 

2„ Testul ELISA 

Este o metodă generală indirectă de determinare a unor can­

tităţi mici de proteine. Etapele aoeatui test sunt prezentate in 

fig.nr., ·34. 

i) se uti11z~az~ un anticorp apeo1f1c proteinei de analizat 

imobilizat pe un suport solid (polistiren) 

2) Soluţia ce conţine proteina de analizat se aplioă pe 

suprafaţa suportului cu anticorp imobilizat, in condiţii în oare 

anticorpul să lege proteina respectivi 

J) Se adaug~ al doilea anticorp speoifio proteinei, legat 

de o enzimă a cărei activitate urmează a fi doter:ninată. 

4) Je spală oomplexul obţinut, pentru îndepărtarea oompueu-
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lui enzimă anticorp nelegat. 

Se analizează complexul antioorp-protein~-enzimă, pentr~ a 

se determina cnnti tatea de proteinl prezentă. 

Fig, nr, 34 

Testul ELISA 

11) Primul ontiooq> lmobili"' 

C;---9 ~p<imul .... _ 

,__~ __ :? _____ ~ _ __. ~solid 

12) lnonbare ou proba do protcioa 

~ ~pro.,;nadomoli"' 

~ Q:2 ~ r--'---~:;__-~.::......,I 

1
3) Adăue,>area celui de-al doilea anticorp, 

legat de ~uima E 

1
4) Spalare şi dete~~ activitaţii 

ennmallce 
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III.5. Aplioat1i ale enzimelor imobilizate în 

sinteza ei semisinteza organică 

Enzimele imobilizata au căpătat o vastă utilizare în obţ1-

IJ1trea w1or compuşi de semiainteză utilizaţi !ie oa produse finite 

(L.-aminoaoizi, ho:rmoni steroizi, eduloo1·anţi sintetici eto.), f:1e 

ca intermediari în obţinerea unor medioamento (vitamine, antibi­

otice eto.) sau în eoopuri legate de oeroetări biochimioe sau 

med:'.oalo (nucleotide, intermediari în glicoliză şi fermentaţia 

alcoolică eto). 

Aplicaţiile tehnologice în industria farmaoeutiol ale enzi­

melor imobilizate au evoluat mult mai lent decât oele din indus­

trie uimentară, din două motive p~incipale, 

- majoritatea procedeelor de imobilizare a enzimelor sunt 

aplioet-ile îc industria t1limentarl în care tennologiile industri­

ale se ._,seemlnă ou procesele degradative naturale, relatiT aimples 

- ·n indus~ria !armaoeutioă majoritatea proceselor sunt 

ointet:ir.e, oomplioate, greu de aplicat. Sunt şi unele procese 

degre.&:ive care interese,s;ză companiile i'armaceutice; totw,i, 

prezen· 1l. şi viitorul enzimelor imobilizate în tehnologia produ­

selor iaedioamentoase este în procesele sintetice oare prin metode 

clasice nupot decurge ou randamente ,coeptabile, sau care necesi-

tă multe etape inte:rmediare da reacţie. 

:1in punctul de vedere al ch:lmistului organician sintetiat 

at~actibilitatea enzimelor tn calitate de catalizatori este lega­

tl du marea lor speoitioitate de substrat şi da reaoţi~. Astfel, 

enzimele pot discerne între formele enantiomere ale UD.ei molecule 

distingând grupele enantiotopioe oa şi moleoulele oe posedl 

oe~i:tri proohi:rali, oeea oe le taoe î.n special atractive pentru 
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ainteza asimetrici. 

Io sinteza organică pe bază de enzime, se disting doul 

tipuri de strategiit 

A). Situaţii în care cataliza unei reacţii speoifiH con­

duce la unul sau mai mulţi produşi bine determinaţi. Majoritatea 

aplioaţiilor industriale ale enzimelor imobilizate fac parte din 

această categorie. Astfel, este cazul unor enzime oa: amilaza, 

acila.za, lactaza, penicilin-amJ4aza, fumaraza, aspartaza, aspa2a­

ginaza, tirozinaza, triptofanaza, glucoizomeraza etc. In toate 

aceste cazuri se pot elabora procese viabile în care factorul 

economic joacă un rol important. Multe din tehnologiile ou aceste 

enzime imobilizate sunt astăzi considerate oa procese de rutinl. 

B). Aplicaţii în cercetările de laborator 

Sintetioienii, în special cei angajaţi în obţinerea unor mo­

lecule biologic-active (inclusiv produşi naturali) şi în studii 

biosintetice şi stereochimice t~ebuie să recurgă la reacţii ste­

reospecifice. Acestea pun probleme legate de utilizarea enzimelor 

în calitate de catalizatori. 

Enzimele acceptate în general în calitate de catalizatori de 

rutină pentru reacţii organice stereospecifice trebuie sl îndepli­

nească mai multe criterii, indiferent dacl sunt enzime libere 

(solubile) sau imobilizate: 

1. Enzimele trebuie să catalizeze o reacţie de interes pre­

parativ general. Sunt oele mai indicate enzimele ou speoitioitate 

largă constituţională şi ou o stereospeoifioitate îngustl. 

2. Preparatele de enzime imobilizate trebuie al !ie relativ 

stabile, deoarece unele reacţii necesitl oiteva zile, mai ales 

dacă substratele sunt deficitare. Reacţiile oe deoU2'g ou viteze 

mioi trebuie anticipate, deoarece daol subst:ratele nu ■u.ut ooNs-
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pun7.Xtonre nRtural sau biochimic enzimelor folosite, produşii 

de reacţie s-ar putea să nu intereseze chimistul organioian. 

3. En:;irr:n trebuie să fi9 accesibilă comercial, iar proca-• 

deele de imobilizare să fie uşoare şi convenabile. 

4. Trebuie să existe date privitoare]~ specificitatea 

mulţumitoare pentru a se putea prevedea potenţialul de reaoţie al 

unor substrate. Chimistul poate studia mersul şi viteza reacţiei 

utilizând un reaoti·v- chiitlo, pentru. a se obţine informaţii asupra 

liulitelor ~etodei aplicate, astfel încât calea enzimatioă sl con­

ducă la rezultate similara. 

5. Ducă preţul unoi enzime sau coenzime est9 ridicat, 

atunci trebuie să se lucreze în condiţii de reacţie blânde, ou o 

înal;ă ste,:eo- sau regiospocificitate, fiind justificabil în acest 

fel şi un sistem costisitor. 

6. Procedeul experimental trebuie să fie convenabil şi acoe­

sibil. 

Numai un număr mic de enzime îndeplinesc conoomitent toate 

aceste criterii. 

Chimistul organioian va alege enzima şi procedeul cel lal81 

convenabil pentru fieoare sinteză în parte. Toate datele experi­

mentale se vor studi.a mai întâi cu enzima solubilă şi abia apoi 

ou enzima imobilizată, în aceleaşi condi.ţii de reacţie. Pr!.n com­

pararea avantajelor şi dezavantajelor utilizării biooatalizatoru­

lui imobilizat se pot trage conclu~ii asupra aplicabilităţii în 

sinteza organică a preparatului respectiv. 

III.5.1. Obţinere de enantiomeri optic puri 

oe - L -aminoacizii• ccm.pcnente de bază ale proteinelor vegeta­

la şi animale, sunt substanţe valoroase atât pentru. 0ercetare9 
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de laborator, oât şi pentru utilizarea lor ca aditivi alimentari, 

in terapeuticl, farmacie etc. 

- Aminoacizii se pot obţine pe oale enzilll8tiol prin trei 

prooedee principale: prin scindarea racemicilor obţinuţi în sin­

teza organică, prin sinteza asimetrică şi prin hidroliza prote­

inelor. 

III.5.1.1. Scindarea amestecurilor racemioe 

In procedeele de sinteză de laborator sau industriale, oare 

deou.rg în condiţii aohirale, moleculele ohirale se obţin sub torml 

de amestecuri racemice (amestecuri în păxţi egale din enantiome­

:ru.l dextrogir şi oel levogir)o Daoarece cei doi ena.:itio~eri com­

ponenţi ai reoemicului nu se pot deosebi prin proprietlţile lor 

ohimice şi fizice, singurul criteriu de diferenţiere este s~nsul 

rotaţiei specifice ( [a.:l 20 ) in lumină polarizată • . • D 

Una dintre metodele clasice de scindare ( dedublare) a u.o.ui 

amestec raoemio Ln cei Coi enantiomeri este metoda biochimică ce 

foloseşte enzime ou ene.ntiospeoi!ioitate de substrat. 

In cozul oe-aminoacizilor se poate utiliza o L-aminoacid~ 

aoilază.; procedeul este folosit în biotehnologie pentru obţinerea 

L-metioninei, L-valinei, L-fenilalaninei şi L-triptofanu.lui1 

R COOK 
\/ 

CH 
I 
NHCOCHJ 

DL 

î 

H20/L-aminoacidaailaza 

-j, 
CH

3
-COOi{ 

H 
R,ycooH 

NH2 

L 

racemizare, recirculare 

+ 

COOH 
RVH 

\ 
NHCOCHJ 

D 

Ca aursă de enzimă se foloseşte Aspergillus oryzae. Enzima 
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imobilizată poate fi introdusă intr-un reaotor coloană (Chibat~) 

sau intr-un reactor cu membrană de ultrafiltrare (prodedeul ger­

man). 

L-Aminoacidul ee separă de D-aminoacidul N-acilat prin oria­

talizare fracţionată, iar cel din urmă se raoem.izează şi se :re­

ciroulă până la hidroliza Lntregii oanti tăţi de L-aminoaoid 00.1-

ţinut in amestecul racemic. 

In fig. nr. 35 este reprezentată sohema unui prooes continuu 

de separare de L-aminoacizi dintr-un racemic de aminoacid N-acat1-

lat (Chibata şi colab., 1976). 

Descrierea schematic~ a unui propes continuu ~e formare şi 

separare a L-aminoacizilor dintr-un raoemio de N-aoet11-

aminoacid, cu aminoacidaoilazi imobilizatl 

r · . 
I 

_J_ ... -... C 

3 

. -;...---, .' ' 
l._ 

! d l 
I I 
Ir-"-· J 

. ·; 

o­
r,, 

I 
_._J._ ~ 

b 

---r--•-,·' 
__ Ll.., 
:_ __ 1_.~-

l.-,ulUl\l •,1(:!li 

cr:.ct::Jin 

a „ rezervor de N-ace til-DL- ex-aminoacid 

b =- filtru; 

c,f ~ achimbătoare de căldură 

d „ coloana cu enzimă imobilizată 

e: curent de L-aminoacid 

g "' curent de t-acetil-DL-aminoacid 
h ~ cristalizor; i = separator; 
j , curent de ecetil-D-aminoacid; k a tanc de racemizare 
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In calitate de L-aminoacid-aoilaze ae mai pot folosi carboxi­

~eptidazele izolate din riniohi sau pancreas de porc.Metoda poate 

fi extinsă şi la izolarea·unor L-am:1.noaoizi din hldrolizatele de 

proteine. 

Cele mai bune rezultate le dau preparatele obţinute prin 

imobilizarea L-aminoacid-acilazei pe: 

- DEAE- Sephadex (prin legare ionică); 

- gel de poliaorilamidă (includere); 

- iodacetiloeluloză (legare covalentă) 

s-a observat că imobilizatul pe DEAE-Sephadex prezintă cea 

mai bună termostabilitate. 

Alegerea finală a preparatului pentru obţinerea unei coloane 

industriale ou erizimă imobilizată are la bază trei criterii prin­

cipale: 

- activitatea şi stabilitatea enzimei i~obilizote; 

- uşuriLţa şi costul imobilizării 

- poaibilitateo reLenerării coloanei 

Enzima imobilizată pe DEAE-Sephadex îndeplineşte toate aces­

te condiţii pentru aplicarea sub formă de coloane industriale. 

In plu~ suportul este foarte stabil; după oinei ani de utiliza.re 

scăderea oapaoităţii de legare a enzimei este nesemnificativă. 

Se lucrează cu enzimă de origine miorobiani. 

Folosind un reactor-coloanl ou umplutură de 1000 l DEAE­

Sephadax-L-aminoacidaoilază are loo o dezacilare a izomerului L 

ou un randament praotio pe 70-90%, în funcţie de natura amino­

acidului. După mai mult de JO de zile de funcţionare oontilluă la 

50°c, coloana prezintă o activitate biooatalitiol remanentl de 

6a~. Timpul de :njumătăţire al coloanei este estimat la 60 zile. 

După JO de zile de funcţionare, coloana se poate_regene:ra în 

întregime prin spălare ou soluţie de enzimă. Preţul de cost scade 
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cu 40% faţă de procedeul de laborator ou enzimă nativă. 

Un alt suport pentru L-am~noacidaoilază il reprezintă perlele 

de sticlă poroasă, alchil-aminată sau aril-aminată. EnzirM izolată 

din AE:pergillus Si1:iplex se leagă covalent mai ales pe derivatul 

alch.11-aminat al sticlei, preparatul obţinut fiind reactiv şi 

stabil. 

Trecând printr-o coloană cu acest preparat un debit mia de 

soluţie 0,1 M de N-acetil-D,L-metionină, izomerul L se dezaoilea­

ză în proporţie de 96%. La debite mari de alimentare ou substrat 

randamentul soade, reacţia începând abia după 40 de zile. 

Fenomenul este atribuit unor limite difuzionale. s-a oaloulat oă 

la viteze reduse ale debitului se pot produce 25 kg L-metionină, 

Oper5~d continuu cu un. litru de agregat enzimatio pe lună, pro­

duotivitate comparabilă cu cea obţinută prin folosirea L-amino­

acidacilazei imobilizată pe DEAE-Sephadex. 

L-Aminoacidacilaza _poate. fi imobilizată şi prin inoludere 

în fibre de triacetat de celuloză. 

Utilizând un reactor ou pat compact, la 45°C se pot obţine 

astfel: L-·~l"iptofa.n, L-fenilale.nină, L-metionină şi L-valină ou 

randamente bune. 

Amestecurile racemice de o<-aminoacizi pot fi dedublate ,1 

prin alte reacţil..enzimatice. Se cunoaşte astfel faptul oă enzime oa 

unele proteaze şi peptidaze hidrolizează enantiospeoifio esterii 

izomerilor L ai aminoacizilor. In majoritatea cazurilor însă 

prezenţa esterului corespunzător stereoizomerului Dare un puter­

nic efect inhibitor pentru aceste enzime, metoda fiind mai puţin 

atractivă. In principiu mai este posibil sl se dedubleze un 

amestec raoemio de aminoacizi utilizând D-aminoacidoxidaza imo­

bilizată care transformă izomerul D într-un cetoaoid lăsând 

izomerul L intact. 
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O altă posibilitate de scindare a o(-amin0acizilor racemici 

foloseşte o esterază: 

R......._,Hr: 
Esterază, 

\ 
COOH 

+ 

DL R1 0H NH2 

1-aminoacid D-ester 

O asemenea hidroliză otereos~ecifică &e poate realiza cu 

subtilisină şi se aplică in cazul DL-fenilalaninei şi DL-tripto­

fanului. 

In general, -eeterazele nu au o aplicabilitate industrială 

prea mare in cazul acestor reacţiio Astfel, utilizarea o( -cJtimo­

tripsinei imobilizate, in mediu apos este puţin avantajoasă 

dsoareoe majoritatea esterilor o(-aminoe.oizilor se polimerizează 

în prezenţa enzimei, iar enantiomerul D al eoterului (unul dintre 

produşii hidrolizei) este inhibitor pentru chimotripsină. Metoda 

se ooate aplica la scindarea unui număr mic de esteri racelllici 

ai oe -amino aci zi lor. 

Dezavantajele enumerate pot fi excluse de.oă se lucrează în 

reactobre ou sistem bifazic apă-solvent nemisoibil ou apa, un 

procedeu biotehnologic relativ recent (pag.90-91). 

O aplicaţie mult mai extinsă o are însă ~-chimotripsina le 

hidroliza enantiospecrfioă a esterilor L-aminoacizilor N-acilaţi 

R, ,.,.cooCH3 
CJt 

I 
NHCOR' 

H 

Rf! COOH + 
+ H 0 ~-chimotripsină~ 

2 
CH OH I. NHCOR' 

t 1) racemizare; 
3 

2)reoirculare 

R ~OOCH3 r-H 
D BHCOR' 

l 
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L este solubil în api şi insolubil în eolventi organici; 

D este insolubil în apă dar solubil în eolventi organici 

L-aminoaoidul N acilat şi enantiomerul D al esterului ne-

hidrolizat se separ.li pe baza .solubilităţii 

solvenţi, la pH ~ 7. 

lor selective în 

Enzima prezintă interes pentru că poate fi imobilizată prin-

tr-o mare varietate de metode, utilizând diferite suporturi oon­

diţionate sub formă de: perla,membrane, .,Hollow-f'iber" eto. 

Astfel se poate lucra cu o<-chimotripsină imobilizată prins 

- adsorbţie pe gel de agaroză (Sepharoză 6B reticulată) 

actiY'atu suplimentar cu bromură de n-hexil; 

- legare covalentă pe: per~e de e.garoză activată ou 1,4-

-butandiol-diglioidil-eter; Spheron (gel de hidroxialcbil-met-

aorilat activat sub fo~mă de APEMA); celuloză mercerizată vi 

activată cu BrCN; DEAE-celuloză şi CM-celuloză activată ou BrCB 

sau cu triclor-s -triazină; geluri de poliaorilamidă perlată 

(Bio-Gel-?-2) activate cu grupe hidrazidioe; 

- reticulare cu glutaraldehidă sau reticulare mixtă enziml­

folia de celofau etc, 

""' lnaLa„t d-= .,.1t.,111JJlU, i:n t1:1.llelul nr. 16 din vol. I variaţia 

activităţii enzimatice a o<.-chimotripsinei imobilizate covalent 

pe dextrani activaţi cu BrCN, faţă de esteru.! etilic al N-acetil­

-L-tiroz1nei (substrat). 

III.5.1.2. Sinteza asimetrică 

In met0dele chimice de sinteză nu se pot obvine deoât race­

m.ici. Utilizand î.nsă enzime e.nantiospecifice se poate realiza 
sinteza unor enantiornerl optic pQri. 
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Si în acest caz enzimele imobilizate s-au folosit mai ales 
J 

la sinteza asimetrioă a unor oe-Ir-aminoacizi ou multiple utili­

zări practice. 

1°. Acidul lr-aspartic este folosit în medicină dar şi oa 

aditi, ~limentar, fiind un precursor al aspartamului. El se obţine 

industrial din acid fumaric şi amoniac printr-o metodă fermenta­

tivă, utilizând aspartaza ca biocatalizator: 

~COOH 
coo~ + ~ aspartaza 

H 

~COOH 
COOH NH2 L 

Principalul dezavantaj în utilizarea industrială a acestei 

metode într-un procedeu 11 batcb." (reactor-tanc cu agita.re) este 

faptul oă trebuie incubat un amestec de substrate şi enzimă solu­

bill. Utilizând însă aspartază imobilizată, se poate efectlia un 

proces continuu de obţinexe a acidului lr-espartic. ~-a obseil""lat 

ol imobilizâ~d aspartaza prin includere în gel de poliacrilamidă 

,:i.u so obţine un a.duct c·.1 o stabilitate enz"l.matică operaţională 

aatis!ăoătoare pentru un proces industrial. In plus mai trebuie 

11 extraaă enzima din Escherichia coli (pentru oă este o enzimă 

intrao~lulară). Aspartaza astfel preparată conţine cantităţi 

aubstanţiale de fumarază oare poate duce la reacţii secundare 

nedorite. Contaminarea ou fumarază dispare la o inollzil"8 uşoar!. 

S-a dovedit oă aspartaza inclusă în geluri de »oliaorilamidă 

este oea mai activă. dar enzima !iind intracelularl are o stabili­

tate operaţional~ scăzutl. 

Toate dezavantajele întâlnite in cazul aspartazei pot fi 

înlăturate daoă se lucrează cu celule de Escheriohia coli imobi­

lizate. 

Inoă din 1973. compania japoneză Tanabe a utilizat celule 
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de Escherichia coli imobilizate prin includere în geluri de poli­

acrilamidă pentru producerea indust:rl.ală a acidului L-aspartio. 

O analizq economică a arătat superioritatea sistemului ou oelule 

imobilizate faţă de procedeul "batoh" ou enzima liber1'," oostul 

producţiei reducându-se ou 60% în primul caz în comparaţie oel 

de al doilea. 

Ulterior s-a constatat oă o creştere a activităţii enzimatice 

a celulelor imobilizate şi o stabilitate operaţionalii .. mai ma:re 

se obţin_ dacă celule le bacteriene se imobilizează în gel de 

08:N}geenan. (folosit, de asemenea oa aditiv alimentar). 

Aspartaza se mai poate imobiliza în porii membranelor sau 

fibrelor semipermeabile de viacoză; materialele obţinute se pot 

folo~i în reactoare nbatch", de tip coloană sau tn reactoare ou 

membrană. 

2°0 Acidul L-glutarnic se poate obţine prin soinde.rea raoe­

micului sintetizat pe oale chimică, prin extracţ:fe cU.n hi.d:rolizate 

de proteine, dar şi prin sinteză asimetrioă. 

Un procedeu fermentativ interesant utilize~ză oelule da 

Carynebacterium glutamicum incluse în gel de poliaorilamidl ou 

glucoză ca unică sursă de carbon. 

O metodă de sinteză a acidului glutamio a !ost pusă la punot 

în 1990 de cercetătorii chinezi, folosindu-se oelule de Coryne­

bacterium glutamioum T6-1J imobilizate în gel de diaoetat de oe­

luloz~ prin metoda·precipitării (pag. 56). 

3°. L-Triptofan se poate obţine printr-o metodă biosinte­

tică utilizând· indol şi piruvat de amoniu: 

©o 
H 

~, ./COON!f.. 
+ C 

li 
o 

H 
~

2

COOH 

~NJ ~ L 
H 
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En:'.imR nec0:1RriJ. r"ncţiei ( triptofonaza) este conţinută în 

Esch0richla coli, necesitând pentra ectivare5-fosfatul piridoxa­

lului. 

Metoda de imobilizare cea mei eficientăJcu o activitate 

remancr.tă de 60% conată in adsorbţia apoenzimei pe Sepharoză­

piridoxnl-fosfat. In absenţ~, coenzimei se observă o desoreştere 

treptat;,;_ a activi tă ţii enzimatice ; L-Triptofanul sau 5-hidroxi­

-L-triptofanul se sintetizează cu randamente bune printr-un pr)-

" oedeu continuu sau discontinua (reactor "batch ). Astfel, un pro-

cedeu contţnuu şi oare utilizează o coloană ou o u~plutură de 

10 ml triptofanază ioobilizetă pe Sepharoz~, poate oonverti 90% 

din indol (0,8 mM ), la 37°C; după 5 zile de funoţionare aotivi­

tutea cn~i~~tică scade cu 5%. 

O altă enzim.ii, triptofansinteza din Escherichie coli, ·puri­

finată parţial, s-a iffiobilizat prin includere în fibre de triaca­

tat de celuloză, reuşindu-se obţinerea L-triptofanului din indol 

şi D,L-sarină atât înt:c-un procedeu 11 batch" cât şi într-unul con­

tinuu. Triptofensintaze este imobilizată pe fibre de acetat de 

oel.lloză. 

. fan H 
qlz-QI NH 11;1Pto - ~-COOH COOH 

t 1 1 -
2
~- o I I + ~H 

N OH COOH .., NR2 HO f 
H : ~ 

Jndol DL-serioa L-triptofan D-serina 

O ooncentreţie prea ridicată de indol conduce la adsorbţia 

acestuia pe fibre şi la scăderea activităţii enzimatice, prin 

mărirea efectelor de împiedicare a difuziei. Procedeul în flux 

oonti~uu foloseşte un reactor-coloanl ou recirculare. Avantajele 

procedeului cu triptotansintaza astfel imobilizatJ constau în 

obtinerea unui aduct relativ stabil su.port-enziml (până la 20 
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zile), posibilitatea reuttl1zlrii D-serioei, dupl raoemizare,oa 

şi uşurio~a ou oare se izolează produşii de reaoţie. 

Celulela de Escheriohia coli se mai pot i~obiliza şi prin 

inoludere in gel de poliacrilamidl, put&ndu-se obţine triptofan 

(sau 5-hidroxitriptofan) din indol (sau 5-hidroxiindol) şi sarinl 

sau piruvat de amoniu.Dupl o inoubare de 24 h la )0°c se obţi.D. 

triptofanul ou randament de 86% şi 5-hidroxitriptofan ou randament 

de 7'2%. 

4°. L-Tirozina 

t, -Tirozinaza are aoţiune oatalitiol analoagă ou oea a tripto­

fanazei, reacţia de biosinteză a L-tirozinei fiind de asemenea re­

versibilă • 

l•-Tirozina se poste sintetiza din fenol şi pirunt de amoniu: 

OH 

lQJ + 

~c COONH,ţ , C ,,,- ~-tirozinaza 

8 
no../o'h .,H 

V::::.I "-f-COOH 

~ 

i·rin aceeaşi reacţie enzimatică se poate obţine L-DO:PA (medi­

cament pentru tratarea boalei Parkinson), utilizând pirocateohi..~ă 

în loo de fenol: 

Cll--C-COONHa 
_j !I 

c) 

L-DOPA 

Pentru aceste ainteze se utilizoază enzima din Esc:heriohia 

intcr:ned.ia, co-imobilizată cu piridoxal-fosfatul prin legare co­

valentă pe Sepharoză aotivată cu BrCN. 
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5°. L-Li::d nn :10 ohţi ne frecvent pe crile fermentntiv?t. \Jnul 

clin 1,rc,ceaele de ece:it tip necenită dou?i enzime (L-v< -amino- E. -

-ouprolactnmhirl.rol 8.Zn dln· Cryptococcus lauren ti i i.d o< -am:tno- f 

caprolactam-racemaza din Achromobacter cyolocrnster): 

L-a -aromo- e -
Hz() ~aprolactamhidrolaza. 

D,L 

a.-ammo- e lac.laro~ 

D 

NH2 H 
+ "-~--~COOH 

NH2 
L-lisina 

:,:a terin primă, D, L- o..-:wi.no- l -ceprolnctm.tu r;e ponte prep'l­

ra uşor d:ln ciclohexan ş1 e~'.tt1 :.m :mbprodus de ln ~1..!.n lezR nylanu­

lui. 

Cele două enzime se co-imobi lizenz:î. prin legare ionicii pe 

DEAE-Sephadex, într-o coloan~ 1 la 42°c. 
I.-lisina se sintetizează cu un :randam,mt de 95~i ntât dJn 

D,L- c:it :;ii din D-0<-amino-E.-cnprolactama. 

In alt procedeu, pentru obţinerea 1-li:Jlnei d.in acid mezo­

-2, 6-riir:vninopirnelio se utilizează din.r-1inor>1.mela t-~lecnrboxi laza 

extrRn~ din Escherichia coli Qi bine puri!icnti, imobllizat§ prin 

includere in poliecrilamid1i: 
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H-C-H 

I 
H-C-UH2 I 

COOH 
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diaminopimelat­
deoarboxilaza 

) 

L 

Utilizând un reactor cu cuvă şi agitare produsul de reacţie 

se formează după 2 h de incubare la 40°C ou randament de 70%. 

Dacă se mai adaugă o enzimă, diaminopimelat-~acemaza (extrasă din 

I.licrobacterium arnrnoniaphilum) inclusă separat în partic\J.le (perle) 

de po1iacrilamidă, se poate converti acidul treo-?,6-diaminopi­

melic la izomerul mezo, prin incubare la 40°c timp de 2 ore. 
, 

Se foloseşte un reactor cu cuvă, cu racemază imobilizată. Handa-

mentul epimerizării este de 46%: 

COOH 
I 

H2H-C-H 
I 

H-C-H 
I 

H-C-H 

H-h-H 
I 

H-C-NH2 I 
COOH 

diamino-pimelat- ~ 

racemaza 

COOH 
I 

H-C-NH2 I 
H-C-H 

I 
H-C-H 

I 
R-C-Jl 
. I 

H-C-!IB2 I 
COOH 

Ina doua etapă, produsul de reacţie se incubează la 50°c, 

timp de 2 ore, cu diaminopimelat-deoarboxilaza imobilizdtă. 

Randamentul în L-lisină poate fi îmbunătăţit utilizând un co-imo­

bilizat al celor două enzime. 
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6°. L-·A12.ninri 

Ca materie prim~ pentru obţinerea L-alaninei se poate fo­

losi nspartat- ~-dcce.rborllaza din Pseudomonns tagnei sau Pseudo-

1:10nas dacwmae. Pentru aceasta celulele microbiene se imobilizea­

z~ prin includere in poliacrilamidă. Aduotul obţinut se ioloseşte 

sub formă de reactor-coloani cu pnt compact. 

Prin coloani se trece continuu o soluţie 1 M de acid D,L- sau 

L-nspartic la J7°c. Din ambele substrnte, L-alanina se izoleaz1 

din eluent cu randamente bune (82;; şi respectiv 92%). Dacă se 

utilizează acidul as~artic rRcemic se poate izola şi acidul 

D-aspartic: 

COOH 
I 
HC-NH2 
I 
CH2 
I 
COOH 

acid D, L-aspartic 

cn ,H ycooH 
NH2 

L-al aci na. 

COOH 

+ ~H, 

NH2 

acid D-aspartic 

Două modele·· de reactoare enz1matice pentru producerea e.lnninei pe 

bază de enzime şi co-enzime co-imobilizate au fost oosorlse la pag. 

274 din val. I. 

7°. L-Citrulina, utilizată în medicină, se poate obţine 

din L-areinină prin acţiunea L-arginin-deimidazei m,icrobiene, 

prezentă în diverse microorganisme. Activitatea acestei enzime 

co poate asocia cu ornitin-trans-carbamilaza, care transformă 

c:i. trulina în orni tină: 

NH H 
Jl.. / COOH O ,H 

/ "-~~ . 'n-dftniclaza /" 0/Y.· COOHIIDÎtin-
R-.2N H - f 7 H N NH b:ans-

NH2 2 carbami-
L 

. . u.n . NH2 laza 
-argmma , ~"i:-' L-citn,lina 
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Il::ic te ria P:1c11domnnn:,; pt1 tida având o A.C-t_; vi tate clP.1•ii dazicu 

înAltu (nu ore activitate transcarbamil~zică) se utilizea7,ă sub 

fermă .inclu:::ic. în Gel c~e polincrilomldn şi !'le ponte folosi 

într-un proces disconti1~uu (r.eactor-cuvă) sau conti:n.:u (reactor­

-coloan~O pentru outineren L-citrulinei. 

Stl].bilitater! unei coloane umplute ou celule de Pseudomonas 

putidn imobilizate este foarte înaltă, având Wl timp de înjumătă­

ţire de 140 zile la J7°C; L-citrulina se obţine ou randament 

foarte bun în efluentul coloanei. 

Activi to.tea enzimatică re~anentă din ad11ctul suport-enzimă 

este de 56;;, desc;:,eşterea activi tă ţii datorându-se probabil res­

tricţiilor difuzionale ale substratului şi produsului de reacţie 

în particulele gelului. 

Acest mod de obţinere continuă a citrulinei este oonsi-

de~at cea mai bună tehnică de fabricare a W1Ui produs comeruial 

print!"-un procedeu microbian. 

In general, procedeele enzimatice continue cu celule micro­

bier.e se utilizează în cazurile în care: 

- enzimele sunt intracelula~e; 

- enzimele pure pre~intă instabilitate atât în cursul imo-

bilizării cât şi după aceea; 

- 1nicroorgnnismele nu conţin şi al te enzime care pot inter­

fera conducând la produşi secundari nedoriţi sau când asemenea 

enzime, ohicr prezente, se inactivează rapid în condiţiile de 
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lucru; 

substratele şi produşii nu au mase moleculnre nori, nepu­

n:°tlldu-se astfel probleme legate de efectele difuzio!1alc. 

III.5.1.3. Obţinere de I,-0(-aminoacizi urin hidroliza 

proteinelor 

Procedeul cel ~ai des nplicat pentru obţinerea 1-aminoocizi­

lor individuali este utilizurec hidrolizatelor proteinice. 

~idroliza proteinelor se face foloaind proteaze gi peptidaze. 

In plus, prin hidroliza parţiali a proteinelor cre~tc digestibi­

litateu acestora. 

cln procedeu ·industriul t,2-znt pe enziue i::iobili2ate folose:;,te 

r-lactoe;lob~inn care se hid:roli::::enz'i apronpe co:ir,let le am.ino­

acizii componenţi, cu pronaz'.i ,;i le:..icinaminopeptid1!z'i, i::1obili::::a­

te separat pe sticlă poronsă. Utiliz:î.nd doar pronP.z1:1 i;;1obilizutii. 

hidroliza are loc nurnei în proporţie de 7~;. Cu pe~tld3te ryi pro­

nazi imobilizate, o suspensie de 0usein~ (4-~i materie aolid~) 

se hidrolizeaz~ tn proporţie de 30~. 

III.5.2. Obţine.,..ce a:-:tibioticelor de scrd.s:in!:ezi 

III.5.2.1. Obt:;_nerea :~cic.:..ilui G-nmi.nooeniciln.nic şi 

a penicilinelo1· 

1,cidul 6-aminop<m_iciJ.2.nic U,-l,l'!,) e:,te m: intermedinr pre­

tioD ~entru fabricarea nntibioticGlor de 3emisintez~. jctivita­

ten o.nti biotic1 a penici lir.e.!.o.r <J,r: le :tnfluenţat1 cl.fl cu tenu hlte-

ral5 fixet1 pe gruparea 

Astfel, acidul 6-n::1icipenic-:l.l::.;,~c ('l) poate fi uU.li:~nt 
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pentru obţinerea penicilinei G (N-fenilacetil-peniciJin~) 1:Va şi_a 
•" 

penicilinei V [ ~. - fenoxi) aoeti,1-pelrlo:lllnă] IVb etc: 

.,,COR 

NinI ~S'f~; 
O" N--l.COOH \ • 

R~H 

hJ~: 
cf' COOH 

y 6-APA 
-·----- -------

Pe cale biochimici fermentativă, hidroliza penicilinelor se 

face cu 6-penicilin-acilază (PD.I), majoritatea procedeelor fiind 

astăzi brevetate. 

Firme italiene au dezvoltaţ metode cu penicilinacilază in­

clusă în fibre de triacetat de celuloză. 

Japonezii au un proccJeu continuu de obţinere e 6-APA cu 

celule de Escherichia coli imobilizate prin includere în poli­

acrilamidă. Enzima se poate izola din rnioroorganisme (Esoheriohia 

coli) şi poate -~f imobiliza.tă şi pe Sephadex-200 activat cu BrCU. 

Intr-un procedeu englez, penioilinacilaza se imobilizeaz~ 

covalent pe o răşină polimetaorilioă, prin reticulare cu glutar­

aldehidă. 

Firme germane folosesc fie penicilinsoilazn din Eacherlcijia 

coli imobilizată c~valent pe un copolimer de aorilamidă-BIS-an-· 

hidridă maleică (pentru obţinerea 6-APA ~in penicilina G) fie 

enzima din Ilovista plumbea inclusă în fibrele de acetat de celu­

loză (pentru penicilina V} 

Se pot folosi atât reactoare ou cuvă şi ou recirculare (pen~:; 

tru neutralizarea acidului RCOOH format în reacţia de hidroliză 

a penioilinelo't'), cât şi reaotoare-ooloană umplute cu fibre. 
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Intr-o otap~ ulterioar3 oe indep~rteazi proteinele din 

6-APA (pentru a evita reacţiile alergenice). 

Procedeele cu celule imobilizete sunt preferabile celor care 

folosesc enzima pură, îndepărtându-se etape de extracţie şi puri­

ficare a biocatalizatorului şi asigur~ndu-se astfel etebilitatea 

sa în timp. 

După izolarea şi purificarea 6-APA, urmeaz~ obţinerea penici­

linelor de semisinteză, prin N-acilare, în prezenta 6-penicilinazei 

(PGA). 

PGA se mai poate folosi Qi în alte scopuri, ca: 

- scindarea racemicilor derivaţilor fenil-acetilati ai ae­

partamului şi carnitinei; 

- reacţii de protecţie ~i deprotecţie în chimia zaharurilor 

şi aminoacizilor; 

- N-aoilarea altor nuc:t;ee antibiotice etc. 

Ca surse microbiene pentru PGA se utilizează Escherichia 

ooli şi Kluyvera citrophila. 

In majoritatea cazurilor în care ee lucrează cu enzima pur~ 

este neceearţ stabilizarea s11 suplimentară; în 1990 s-a descoperit 

un procedeu de stabilizare prin reticularea PGA pe agaroză, cu 

formaldehidă: 

Pent~u a se evi:a legarea enzimei printr-un singur pun~t 

(CH2o fiind un agent de reticulare monofuncţional), ceea ce ar 

conduce la agregate puţin stabile, se foloseşte o cantitate mai 

mare de CH2o, aductul obţinut iniţial tratându-se suplimentar cu 

formaldehid§. Legarea enzimei de supor~ prin mai multe puncte îi 

modifică structura terţiară prin distorsionare, dar sc~dore~ 
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li ~:1ţj_j_ r;al.c termic~. ,\rlnclltl impor't-onzimi:i ar;l;icl obţinut este 

o;,ornţionnl lu pH e2 7-7,5. 

III.').2.2. Sc:r.isi:1teze de ccfalosporlP-P. 

Cofnloaporinele ~e pot ob~ine din peniciline, fie prin Anmi­

sintez?4, chimic:1, fie pe cale fe1•mentotivă. In ambele cazuri Pr.te 

vo::-ln in pri ::1;,11 r5.nd de o llirgiro a c.lclului de cicci ntorni ( ti­

e~olidinic) din molecula penicilinei, ln ciclul de 6 atomi (di­

hid1·oti::zinic). In cursul reacţiei de. lărgire a ciclului de cinci 

ato:ni nre loc şi o dezncilare a grupării amino din ciclul de 

pntr~ uto~l al penicilinelor, obţin~ndu-ae acidul 7-amino-doznne­

toxic~ialosporcnic (VI)-7,\DCA, intermediar în semisinteza oefalo-

7-ADCA 

Din 7-ADCA se obţin apoi: acidul dezacetil-7-aminocefa~ospo­

rcnic (VII) şi apoi acidul 7-aminocefalosporenic (VIII) -7-ACA. 

At,ît compusul (VII) cât şi 7-ADCA (VI) reprezintă la rândul 

lor intermediari pentru: cefalosporina C (IX), cefelo-tina (X), 

cefacetil (XI) şi respectiv: cefalolisina (XII), cefazolina (Y.III), 

cefalexina (XIV): 

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



vn 

VI 
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Nc~o-h.,,..sl 
rN0 CIIPCOCH,1 

COOH 

1171 s 's>--rn,co.h-1 
~~00½-@ 

O COOH 
XII 
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!.Ietoda enzimatică de semisinteză a cefo.lospo:r'inelor prezint! 

avantajul faţă de metodele ohimice_ae acilare prin aceea că nu 

· necesită protejnrea grupărilor reactive. 

Cercetătorii japonezi au propus un procedeu enzimatic de 

obţinere a 7-ADCA din~fenilacetil-7-ADCA ou o enzimă dezacilantă 

din Bacillus megaterium, imobilizată prin adsorbţie pe celit. 

Acest aduct suport-Pnzimă se introduce într-un reactor-coloană. 

Acilaza din Bacillus megaterium astfel imobilizată mai poate !1 

utilizntă atât pentru reacţia inversă (acilarea 7-AC} sau a 

7-ADCA). De exem~lu cefalotina (X) se poate obţine din 7-ACA 

(VIII) 9i acid 2-tiofenacetic, prin trecerea continuă a soluţiei 

de substrat prin coloana umplută cu acilază imobilizată: 

acilază din > :X: 
Bocillus megaterium 

III.5.3. Obtinere de steroide 

Pentru reacţiile steroj_delor, nu este nece~ară utilizarea 

enzimelor pure. Majoritatea acestor enzime necesită cofactori, 

astfel c~ se pot folosi ou succes oelulele microbiene. Aplicarea 

pe acar~ larg~ a metodei enzimatice prPzintA insă inconvenientul 

că in celule există şi alte enzime, c3re pot cataliza şi reacţii 

nedorite. 

Imobilizarea celulelor combin>: avantRjele enzimelor compo­

nente cu cele ale fermentaţiei microbiene. 

In transformările eteroidelor se disting două reacţii im­

portante: dehidrogenarea t:/-2 a 3-cetosteroidelor şi 11- ~ -
hidroxi larea: 
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tl C. lunata 
( 11-{3-hid:roxilazaj 

COHpH 
.. --OH 

Compus Reichstein S Hidrocortizon (cortizol) 

-
Prednisoloo1 

Apmplex „ 
(3-cetostffol-d­
dehidrogenaza) 

Cele două microorg3llisme, Arthrobacter simplex şi 

Curvularin luneta se includ în gel de poliacrilamidă reticulat 

cu BIS. Tehnica imobilizării este simplă, polimerizarea se face 

în perle şi se obţin particule cu o bună capacitate de retenţie 

a activităţii enzimatice (40% pentru A~throbacter simplex pentru 

concentraţii cu u...~ conţinut bacterian de 10% în greutato). 

Efectul de protejare a activităţii enzimatice la un conţinut 

înalt de bacterii este datorat stabilităţii mecanice crescute a 

gelului. 

P~rticulele cbţinute pot fi folosite 1n reactoare-coloană 

ou co~diţia ca debitul de alimentare al coloanei să fie moderat, 

pentru a preveni tasarea rnaterialulu:i.. 

Polimerizarea în perle prezintă însă dezavantajul utilim­

rii solvenţilor organici care pot de~acti-va. cofaotorii prezenţţ 

în microorganisme. Dezavantajul se înlătură folosind drept co­

factor menadionă (2-metil-1,4-naftoohinonă), care suplineşte 

pierderea activităţii 

Arthrobacter simplex. 

L'.11-dehidrogenazice a celulelor de 

Gelul cu Arthrobacter simplex imobili~at este stabil la 

20°c, după 120 de zile activitatea enzimatică scăzând la 80% 
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fnţK de activitnten prcpnrntului pronsp~t. 

Ambele preparnte enzimatice, cu Arthrobactcr sim~lex 

şi cu Curvulnris lunotn incluse î.n geluri sunt capo.bile c'3 a de­

termina completa transformare a substratelor. 

Din compnrnrea eficienţei catalitice a relulelor imobilizate 

şi a enzimelor imobilizate, rezultă o activitate A 1-dehidrogene­

zic:i a J-cetosteroidelor net superioară pentl'u celule. O compor­

tare similară se obseră la activitatea 11- r-hidroxilazică pen­

tru Curvularia lunnta. 

:?:rednisolonul se mai poate obţine şi printr-o A 1 • 2-dehidro­

gcnare cu celule de Corynebacterium aimplex incluse în membrane de 

de r.olagen (pentru obţinerea prednisolonului din hidrocortizon 

intr-w1 :reacto:r-coloa!lu.). 

Celule bacteriene incluse în geluri de poliacrilamidă poi 

transforma: Â 5-J ~-h.idrox:i-; D,. 5-3 r-acetâ>xi- şi 6, 4-J-oeto­

steroidele în ~ 1 •4-3-cetosteroide. 

III.5.4. Sinteze de peptide 

Una dintre cele mai eficiente metode de sinteză a peptidelpr 

foloseşte o ţrotează imobilizată, într-un solvent nemiscibil ou 

apa; datori tă faptului·. c9'. operaţia poate fi continuo, echilibrul 

de reacţie :Se. deplasea-z~ spre formarea peptidei. 

Enzimele utilizate se imobilizează prin adsorbţie pe un 

suport-răşină schimbătoare de ioni (amberlit), urmată de reticu­

lare cu glutaraldehidă sau prin encapsulare. 

De exemplu, un precusror al aspartamului, (es.erul metilic 

al N-benziloxicarbonil-L-aspartil-L-fenilalaninei, XVII) se ob­

ţine din acid N:-benziloxicarbonil-L-aspartic (XV) şi esterul 
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··,etiLt c i:l. T,-fed l qlnninei ( X'rI) dupi'î o 1·encţ:i.c propu::-:~ 1.n 19G9 

d.e Isowa ~i col::bornto:ri i. 

o 
li 

c ,.:-i
5
-cE2-o-c-1::I-C:1-c;r,,-cooc:1:3 + 

u I ~ 

--,. 

cc2:r 

o 
li 

Cr:-r
5

-C]')-0-C-17!:-Cil-C:H,,-CO-!:FI-CII-CH2-c6Ht: 
o .. I ,._ I - .J 

coc:r COOCH J 

xnr 

--+ 

:.:etonele japoneze ele ff!'bric['re a Rce:::tui precursor (X\':::::I) 

ol uspart11,r.ului utilize:1::::i de re,:ul1 dou:i proteaze: 

e) 0(-Chimotripsină cncapsulc.tă t:"'l ~icrocnpsule rcver::ilbilc. 

Sistemul de !"!:' ~rocn.psule se p!·cpor~ prin injectar~n u~ci :::ol ul;.i i 

de l{-benz;Llo:r.ico.rbonilospartot (XV) i:i chimotrlp::::k:i ~n bmJh,n­

-carbon3t într-o soluţie cnre conţint> esterul □Ptilic el 1-fcnil­

alaninoi tntr-u."'1 Rmesteo de :::ol vcn ţi nemisci bi U c,_, n.pn ( he1,tnn 

+ cloroform) şi un ac;er:t tendonctiv ( bronur:: de te trl'decil-td­

metilamoniu). 

b) Se poate folosi şi termoliic.dn:t adaorbi t1 pe schimbiitori 

ele ioni. (..\!!lberli t XAD-7) ~i reticulnt:i cu clutarnl<lehidă. Termo­

lisinn, c.•.-:1nd un nu::i1r ;;ini mic de erupe l',H2 , se foloneso soluţii 

conccntr~te ele enziml ,1 de ~lutoraldehid~. Particulele ob~inute 

AC pot utLliza :per,tru ll"'1pleren unor rec•:.:tonre-ooloane din stiols. 

O olt': veriantă fol::isei;tc termoli:Jin:i Rd:::orb:tt:î pc nr.1berlit 

~i. retloulet?i cu glutarnldehi.d?i, i:ntr-un solvent nemisoib:il cu 

opA (ncetat de etil). :.ductul obţiniit He int'!'.'oduce fie tn rencton­

re-tenc c:1 nGitare, fie ~r. t'enctonre-colonrn• .• Cu :re~ctorul-coloa­

nă ne op~:rccza la 25°c (:pentru 11 c 11il•1 tnunrce), in t:i.mp oa cu 
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reactorul-tanc cu e~it~re se poate lucra la 40°c. Intr-un aseme­

nea reactor randamentul este de 93%, iar enzima nu trebuie stabi­

lizat~ cu CnC1 2, deoarece în condiţiile de lucru ionii ca2+ din 

enzimă nu se pierd. In schimb, în cazul reactorului-coloană (ou 

pnt compact), stabilitatea enzimei imobilizate trebuie asigurată 

prin adnuenre de CaC12 la substrat; în lipsa CaC12 randamentul 

descreşte la 75% după 16':; ore şi apoi la 50%. Totu!;Ji reactorul 

coloană prezintă avantajul posibilităţii de a se opera în flux 

co!1tim.1u. 

III.5.5. Alte sinteze de comnu9i organici 

III.5.5.1. Obtinere de alcooli optic activi 

A. Sinteza asimetrică 

Dehidrogenaza alcoolului extrasă din ficatul de cal are 

proprietatea de 3 cataliza reacţiile de oxidoreducere a unor 

a11bstrete de interes pentru chimistul organician, ca: aldehide, 

cetone mono- şi biciclice, cetone steroide, oa şi alcoolii lor 

corespWlzători, primari şi secundari. 

In laborator se pot astfel efectua atât reacţii de oxidare 

a alcoolilor, cât .;i de reducere a ce-+:onelor, în fiecare caz 

utilizfo,du-se un sistem de coenzime recirculabil. 

a) Reducerea stereospecifică a cetenelor 

Un asemenea exemplu este reducerea stereospecifică a 

(!) trans-2-deoalonei (XVIII) la 2S, 9R, lOR-trans-2-de\Jalol (X::X:), 

izolându-se enantiomerul nereactiv 9S, lOS (XIX). 

Reducerea este enantiotopio specifică pentru grupa carbonil 

a enantiomerului 9R, lOR (XIX): 
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H 

l:t:roH ~ 
n 

2S, op., Tt)R X,'\'. 
(ophc pUl) 

Drept oomz:il:li se utilizenz:1 !JAD+. 

ClS, 1t !, '\lX 
(oplic plil) 

b) Oxidarea ennntiotopic-specific!i a alcool i_l or 

In sinteza asimetric~ nre o mare importanţ~ deosebirea de 

reactivitate dintre două grupări ennntiotopice. 

Astfel, este 1:nposibil a ae realiza altfel decât enzimatic 

transformarea diolului XXI la lnctona XXII, datorită specificită­

ţii totale virtuale per.tru grupa pro-S-hidroxletil: 

Se utilizeaz~ ,. coenzima J!AD+ în prezenţa flavin-mononucle­

otidei (pentru reoxidarea NADH format). 

Se poate lucra atât ou enzima solubilă, cât şi ou cea imobi­

lizat~. Co-imobilizarea enzimei şi a coenzimelor se faoe pe mem­

bra.ne de 11 Hollow-fiber11 din acetat de celuloză ou diametrul 
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l1ir.11rnului de oproximo.tiv 200 pm, pe care acestea se reţin complet, 

cu o bun1 pcrmeabllltute dialitic1 faţl de oubstrete cu masa mo­

lecnlnr~ joa□ li. Pentru cofe.ctori macromoleculari se pot folosi 

,,Hollow-fiber" cu masu. moleculară mai mare, care nu impun rectric­

ţU. tn perrr.eabilitaten □ubstratului; în acest caz însă pnrAmetrii 

cinetici ai roaoţiei enzimatice sunt !ilBi reduşi decât în cazul 

utiliznrii cofactorului solubil, neimobilizat. 

B. Ob~inere de alcooli optic aotivi prin hidroliza 

en~inatic~ enantiosryecific~ 

o<-Chimotripsina este folosită frecvent pentru hidroliza se­

lectiv1 a esterilor în cazul utilizării unor grupe protectoare. 

Astfel, specificitatea enzimei pentru grupele aromatioe 

po1·r.J.tc utilizarea sa 1.n ce.zul compuşilor care conţ1.n grupe• -OH 

sau -mi,., protejate. O ilustre.re a' acestei aplicaţii este hidro-,_ 

liza diesţerilor trepanului: 

~00 

HO 

XXIV OCO(Clf:a)fJfs 

OCO(Clf:a)fJ's 

~-cllimotiipsina 

N"~ 

~ 

(+) 
XKY OH. 
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In compus;1l i,;i ~i~il ( XXII]) CP-le don~ ;~rur,~ri estPri.cc sunt 

foarte esem:mi.itonrP.; totar;i, la hidroliză nlcalin:î datorj_tă fric­

torilor oterici rcncţin nrc loc sclc~tiv in poziţia G, obţin1n­

du-se 6- ~-hidroxiderivntul ( xnv). Pe de al tă parte specifici.ta-
' 

toa aromatici o enzimei face cn hi<lroli7.n l'i n,~ritali7.o.tii G1 co:1d.u-

c~ exclusiv la (+)-Jol-hidroxiderivutul (XXV) • 

In o.fnr:l dG u:teraze oe .n~'. pot folosi ,;ii lipaze. 

La pag. 86 este descrie un reactor cu lipazii pancreatică 

bovin'Î imobiliznt~i ;ie 11 ::011_0\"-'-flber", utili::at la declublnrco unor 

Qllleotecuri racemice de 1;licid:il-outirnţi. 

o(. -Cetoacizii sunt irnport:o.r.ţi pentru te:rc;ilo uremiei cronice. 

Prepararea lor pe cale. c!-1.imic:1 din a-:::inoncizi e~cnţinli cote 

foarte complica tn şi dec uree cu rar,dmnen te rnic L. !Jtili z.1.nd amino-

~ acid -oxidaze se pot ob~ine pc cale en~imatic\1 mujorit~tea 

0(-oetoacizilor. Deoarece inaf costurile oxidazelor comerciale 

sunt foarte ridicate, s-a s~ernt idecn u~iliz:irii unui sistem 

de două enzime format din L-aminoacidoxinazn din Crot3lus ada­

manteus (şarpele cu clopoţei) 91 cetal.aza co-imobilizate pe sti­

olli alchilaminată. Se alege oxidaza, deonrect! ceto-anelo6ii 

triptofanului şi histidinei, care nu pot fi preparnţi prin sin­

tez~ chimică, se obţin sub acţiunea acestei enzime. Prezenţa ca­

talri7,ei m:ireşte stabilitatea şi clec:L activitatea oxidf'.zei, dnto­

ritiî degradării rapide a H2o2 (produs secundar), cu regenerarea 

simultanu a oxigenului utilizabil în reacţia dP oxidareo Se ~e­

duce astfel riscul reacţiei secun1are n cetoacidnlui formnt cu 

H2o2 acumulată din reacţie. 

Din punct de vedere 0inetic, un rP.nctor-cuvii cu agitare 
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apare mai favorabil 4eoât un reactor ou pat oompaot, în al 

doilea caz producându-se inhibarea·enzimoi printr-un oontaot 

pNlungit cu substratul. 

Prepa1'atele enzimatice astfel ob1jinute sunt suficient de ao­

tive vi stabile, pentru un numlr mare de experienţe. 

Acidul 2-ceto-L-gulonio (intermediar ln sinteza vitaminei
0

0' 

se obţine induetri&l pri.l1 oxidarea miorobianl a L-sorbozei prin 

intermediarul L-sorboson;e. · .- , fiind neoesare doul enzime: 

CH20H 
I 

H-C-OH 
I 

HO-C-H 
I 

H-C-OH 
I 
c-o 
~OH 

L-Sorboza 
• 

L-sorbozo- ) 
4ehidrogenaza 

CH20B 
I 

H-C-OH 
I 

HO-C-H 
I 

B-'1-0H 

6-o 
&o 

L--§orbos~J 
oxidaza 

L-Sorbosonl Aoid 2-oeto~ 

-L-gu.lonio 

Celulele de Gluoonobaoter melanogenus iDoluae tn gel de 

f191.1acr1lamidă sunt eficiente pentru etapa transfo:rmlrii L-aorbo­

••i tn L-sorboeonl. Deoanoe tn aoeste oelul• aoti"t'itatea L-■or­

bosonoxf.dazei este :relatiT solzutl, pe ml81U'I .ie L-sorboaona se 

aoumuleazl, se atinge o oonoentnţie oritiol la oare are loc 

dezactivarea L-aorboaonoxidaNi. 

n1.5.5.3. Alti acizi oarbox:llioi 

a) Acidul aoetio 

Un en■plu·dintre aml.te altele pentl'U sinteza acidului 

·aoetio din co2 şi~ este metod.a 3aponezl (oompania Daioel) oan 
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foloseşte Aoetobaoterium simplex tntr-un resotor ou membran! şi 

ou agitare, ou un randament de maxilllUIII 141 g/1/zi. 

b) Aoidul ois-cis-cru.oonio se obţine din acidul benzoio 

(oompania Mitsubishi Kasei) ou Arthrobaoter sp. liber sau imc­

bilizat, într-un reactor ou membranlz 

COOH (Q) A,,hoboc"' !P· , 
HOOC, r=\ 

"=.I L.cooH 

o) Acidul urocanic, un agent-eoran anti UV se obţine din 

L-histidină sub acţiune L-histidin-amoniuliazei m.iorobiene, oon­

ţinutl ta oelule de Achromobacter liquidum, care se inolud tn gel 

de poliaorilamidă: 

Nv~~-
R 

L-hi stid:ina 

L--histidin-amonin­
liaza 

Acid nrocanic 

Inainte de utilizan celulele se trateaz! la 10°c timp de 

)O minute pentru inaotivarea urooanasei oare transformi aoidul 

lU")oan!o tn acid imidazolon-propionio. 

Celulele i11old.J.izate se iat1'0duo lntr-o ooloanl prin oare 

se treoe o solaţie apoad 4• L-h1at14:l.nl (pB "'9) oe oonţine ioni 

4e 11g2+. Se lucrează la 37°c. Din efluent aoidul urooanio se imo­

leazl ou randament de peste 90.C. Ionii 1rg2+ asiglll'I menţinerea 

aoti'ri.tlţ11 enzimatioe (timp de tnjumltlţin • 180 &ile la 37°0). 

d) Sinteze de acizi L-hidroxloarbolCl.lioi 

- Acidul L-malio este utilizat pentru tratarea afecţiunilor 

hepatioe. 

Un procedeu mixt, nipono-finlandez de fabrioare în flm: 
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contin1m a eof.dului. L-:nalio din tuma:rat de amoniu, utilizeazl 

cel ula de Brev i.b~c t< ~·ium emrnoniagenes imobilizate prin inoludare 

în gel de poliacri lamidl. Celulele conţin fumara~: 

Brevihacterinm - --.--- --an 1J11om agenes 

H 
HOOC~COOH 

OH 

Aci:! L-malic 

-Aoidul R (-) m~ndelic este un intermediar valor~s pentru. 

industria farmaoeutioă . Sinteza sa asimetrică se bazeazl pe re­

acţia de reduoera a acidului benzoilformio. 

s .e ştie el reacţiile enzimatice 4e ox:140-reduoere neoesitl 

oofactori ( NADH sau li.t.DPR ).In plus, dehidrogenn_,,;ele sunt mai 

puţin stabile decât alte enzi~e. im ·soopuri industriale, a toat 

4eoi aelllt~gă punerea la punot a unor procedee de stabilizare a 

aoeatror e~zime, dar şi de utilizare a unor preparate ensimatioe 

oare · să ai1igure regenerarea ooff'-ctorilor., 

Un e.stfel de exelllplu îl constituie un procedeu japonez oare 

utilizează doul substnte (benzoilf?miat şi formiat) şi un sis­

tem de doul enz1111e co-imobilizate, plus o ooensim.l nativi (l'lAD+). 

Cele doul enzillle ar..mtz 

·-.d&M~a•• aall'e~a~~ Dit, 1ao1.a•• 4.tn StreptoooooW1 

.taeoslis IPO 12964 oi 

-formiat-dehidrogenad (FDH), aoparatl 41.u Candida boidinil. 

Schema generali a 'transfol'Cllrii Ta .fii 
- - ---· . -- ------- ·OH- ---

~-COOK · BPlt • I 
. ~ ~ · r_u~COOH 

I' ♦ ~ ♦ T~ R· 

~ .2 HCOOH AoidR(-)"""""'6c . 

PDH 
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Cele două enzime se co-imobilizeazl printr-o metodă fiziol 

(inoludere într-un gel insolubil de oopolimeri aorilioi), folo­

sindnmetoda pioăturilor" (n~i vol. 1). 

Astfel, BPR şi PDH se suspendl împreună ou 8% dextrină şi 

lj B.SA într-o oantit&te minimă de tampon fosfat 0,1 K, pH • 7,5. 

Dupl usoere, gelul format se transform! în pulbero. 

Separat, se prepară o soluţie de monomeri eorilioi (poli­

etilengliool~iaorilat, BIS şi 2-hidro::d.etil-aorilat) în metil­

oelosolv saturat ou azot. Soluţia astfel obţinută se amestecă 

ou pulberea de enzime în prezenţe peroxidviui de benzoil (iniţi­

ator de polimerizare), le J5°C în etmosfe~ă de N2• ~elul format 

11• lasl al se. matureze) timp de 5 ore la J5°C după oare se 

transform! în foi subţiri şi se spală bine cu o soluţie tampon 

fosfat 0,l M, pH • 7,5. 

Co-imobilizatul obţinut se foloseşte la umplerea unui reac­

tor-ooloanl prin care se pompează soluţie de substrat. Soluţia 

de substrat conţine benzoil-!ormiat de sodiu, formiat şi NAD+ 

în tampon-olorhidrat de etilendiaadnă 0,05 M, pH • 7,5. Pentru a 

•• aaiglll'& o reducere efioient!i a NAD+ le NADll, concentraţie 

formiatului trebuie al fie de 3 ori mai mare decât cea a benzoil­

formiatului. 

Reactorul, având o ~roductivitate constant! de 90%, este 

funcţional timp de 2 luni. NADH se recaperează din amestecul 

brut de reacţie prin treoerea aceatuie printr-o me!!lbnnă osmotică 

reversibill, oa:re lael al treaol doar R (-) mendelatul, reţinA.nd 

coenzima. 

Un alt p1'ocedeu de obţinere a acidului R (-) mendelio din 

aoid benzoilformio utilizează celule de Streptomyoes faecalis 

oa-imobilizate ou BAD prin enoapaulare. 
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III.5.6. Obtinere de reaotivi pentru sinteze fine 

Enzimele imobiliY.ate pot fi folosite pentru sinteza majori­

tlţii compuşilor biologic aotlvi oa: porfobilinogen, glutation, 

coenzime, compuşi marcaţi izotopio eto. 

III.5.6.1. Sintaza porfobilinogenului 

,.. 
Dehidrataze. aoiciului c) -aminol11vulio oatalizeazl sinteza 

porfobilinogenulu.i pornind de la două molecule de aoid ~-amino­

levulic: 

r O :ll 

CH 
Ol) 
I •· 
C=O 

I 

CI½ 
I 
NH2 

D, L;dnt3Z""< addului 
· -.unino7~vuEc 

Porf,J~•ilinogen 

Pirolul substituit astfel obţinut este preoureorul. porfiri­

nelor, olorofilelor şi vitaminei B12• 

Dehiclrataza acidului b-aminolevulio din ficatul bovin 81"9 

o ro.a~ă moleoularil de 285.000 Da şi este oomptaJI diA 8 subunitlţi, 

fiecare din ele ou o masl de )5.000 Da. 

Substratul fo.r:neazl cu enzima o bazl Sohiff. Enzima ertrasl 

din fioaţul b~vin şi purifioatl se imobilizeazl pe Sopbarozl 4B 

aotiTBtl ou BrCJi, iar aductul obtinut se introduce într-o ooloanl. 

Bu se recomand! procedeul nbatoh" pentru că eAzima este puternic 

1nbibatl de produsul de reacţie. 

se pot folosi şi celule de ~omatium vi.llosum pretratltte ou 

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



- 217 -. 

e·tanol ( pentru inhibare a urogen-sintetazei). 

Produsul de reaoţie poate fi maroat ou izotopi c13c sau 15ii) 
şi transformat tn porfirine şi compu,1 înrudiţi utilizaţi în stu­

dii speotrosoopioe (rezonanţă magnetică nuoleară, spectroscopie 

Ram.an ou laser). 

III.5.6.2. Sinteza 5lut~tionului ( f--L-gluţ~l-L~ 
cisteinil-glioina) 

Numeroase brevete descr::fu s::lnteza glutati~nului din glutamat, 

oisteină, glicină şi ATP,ou glutation-sintetază imobilizată. 

Enzima extrasă din Secoharomyoes oerevisiae şi purificată 

se imobilizează covalent pe un suport activat. Randa~entele tn 

glutation sunt mai mari decât în procedeele cu enzimă liberă. 

-S~lu_t-a~t_i~on----> ~OOC-CH-CH2-cn2-CO-NH-CH-CO-NH-CH2-COOH 
sintetază, ATP I I 

NH2 CH2-sH 
glutation 

Ili,~.6.). Obţinere de cofaotori 

Metode, pintezai chimice române c„ mai aocesi'>iU, pentru 

multe coenzime, obţinerea acestora ţilh bioeintezl neoeritln.4 

sisteme enzimatice complexe. 

De exemplu, sinteza ooenzE>mei A 41.n ao14 pantotenio neoeaitl 

un sistem de 5 enzime. Aoeastl sintez! se poate faoe ou celule de 

Brevibaoterium amrnoniagenes. incluse în gel de poliaorilam14l 
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III.5.6.4. Sinteze de oomnusi radiomarcati 

Compuşii farmaceutici oare conţin izotopi ou viaţi scurtl 

se utilizează în metodele externe de investigare olinioă. Daol 

sintezele chimice sunt relativ lente şi nestereospecifice, oondu­

oâ.nd la racemio1 1sintezele enzimatice sunt rapide şi stereospeci­

fice. 

Un dezavantaj al sintezoi enzimatice este 1mpU1"ifioarea 

prodw;ului de reaoţio ou su,ostanţ_e antigenioe sau pi "':'Ogenioe, du 

se poate tnlltura prin imobilizarea enzimei oare ,A•t• astfel 

scp~rctă de alte proteine. 

In acest fel se pot sintetiza de exemplua 

- 1~-L-slanina c13ii are t 112 „ 10 min.) obţinuta 1n 4 m:lJlu..· 

te cu un sistem de doul enzime imobilizate; 

- acidul 1~-L-glutamic se sintetizeazl tnt:r-o aingu.r! etapl 

trecând o soluţie de 1~ 3 şi oetoglutarat printr-o ooioanl ou 

glutamat-dehidrogenaza imobilizatţ pe perle de silioe aotiYatl 

ou un derivat de ll-hidroxisuooinimid!. Eluatul obţinut se ameste­

că cu pir-ivat şi se trece prin a doua ooloanl oe oonţine treu­

aminazl imobilizat!. 

zzz.,.1. Ut~i~zia.rea eaa1ateior 1mob~11zate pentru 

reactii tn mediu neapos 

III.5.7.1. Metode de modificare a enzimelor 

In unele cazun, tn oare naoţiile enzimatioe trebuie oondu­

ae .fie în solvenţi organioi anhidri.·., .fie tn soluţii bifazioe 

apl-solnnt organic nemisoibil ou aps, este neoesai' oa biooata­

lizatorul sl fie moditioat, făcându-l solubil il:l solvenţi lipo­

.tili. 
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Aceasta se realizează prin fixarea covalentă a unui poli­

etilenglicol (PEG) ou masă sufioient de mare, pe moleoula enzimei. 

Ca urmare rezultă o serie· de oonseoinţes 

- enzimele devin solubile în solTenti organici oas benzen, 

toluen, cuc13>1,1,l-tr:Lolo:retan, t:rtcloroetilenl etoJ 

- unele proprietăţi importante ale enzimelor, oa1 stabili­

tatea, activitatea şi specificitatea pot fi alterate; 

se simplifică studiile speotrosoopice asupra contormati~i 

enzimelor. 

Cel mai des se foloseşte monometil-PE3 ou masa moleoularl 

medie de 5000. 

Se pot folosi mai multe metode pentru legarea oo-nu.entl a 

polimerului PEG. ·pe suprafaţa enzimei, toate implioând reacţia 

grupelor amino din poziţia fa resturilor de lisinl, oare •sta 

preferabil să fie plasate pe suprafaţa moleoulei biooatalizato­

rului. 

Etapale acestui tiv de imobilizare vaT tis 

1) ActiYarea Me-PEG ou olortll'ă de cianuri.le 

\ 
HO 

2) Legarea covalent! a enzimeis 

\ 
HO 

NH-@ 

~ '?~)\) 
PEG-Me PEG-Me 
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O variantl a 1a11todei eata utilisarea unui oopolimer •intetio 

al anhidridei malaioe, oare oonţine gruplri anb.14ridl, reaoti'Ye: 

I ~JOY, I 
o 

I I 

• 

PEG-Me PEG-~ 

Ketil-polietilenglioolul mai poate fi legat 4e ■oleoula 

enzimei prin intel'll4tdiul . unui derint uretanio, obţinut ou un 

oloroformiat reaotiv1 

02N-@-ocoa 

M<-Pl!G-OH ~ 
HCl 

Carbonatul mirt aatfel fol'll&t va fixa enzima_ prin tnloou­

irea grupei reaoUve p-.nitrofeni.l ou grupa -m2 a enzimei, 

o 
li 

...---c____ 
O O-C~4-N02 
I 

PEG-Me 

o 
li 

?_,.,,,c......_NH-@ 
PEG-Me 

uretan 

O al tl varianta pentru tilC&rea enzi•i uU11Masl CI( -Mtil­

- W -oarbon-PBG, aoUTat ou •-h14roz:1-nooiniad411 
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.NH I 

I'EG-Me 

Tehnica de insolubilizare în ap~ a enzimelor poate fi utili-

zată la majoritetea proteinelor, inolusiv hidrolazele (lipan, 

proteaze), enzime redox (dehidrogenaze, orldaze) şi transferase 

(gluoozidaze). 

Activitatea·enzimatică remanentă a preparatelor este în 

general ridioată (50-80%), majo~itatea enzimelor devenind solu­

bile în solvenţi organici după ataşarea a 5-10 lanţuri de 

PBG/moleouU. 

Enzimele modi!ioa~e cu PEG pot fi recuperate din soluţii 4• 

benzen sau toluen pr~n preoipitare ou eter de petrol sau hezan. 

III.5.7.2. Tipuri de reacţii egzimatioe care deoun 

în mediu neapos 

A. Reactii în solvent! organici 

Majoritatea reacţiilo~ enzimatice au loo·tn mediu apo&, 

solvenţii organici producând de regulă denaturarea biocataliza­

torilor. In unele cazuri însă, reaoţiile tn mediu apos prezintl 

dezavantaje oa: 

- dificultatea îndepărtlrii apei din produsele de reaoţie 

{datorită punotului său de fierbere ridioat)i 

- risoul apariţiei unor resoţii seoun~a:..•e nedorite 
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(hidrolizl, raoemiza.re, polimerizare, daaoompunarea produşilor 

da raaoţia) taoilitata de prezenţa apei eto. 

In mediul lor natural, multe enzime aoţioneazl în oondiţii 

hidrofobe, în prezenţa unei membrana, aau legate de ea. 

Din aceste considerente, în unele cazuri în oare praMnţa 

apei poate denatura enzima, se poate luora tnt:r-un •olTent orga­

nic oare al conserve aotivitatea sa biooatalitiol. 

SolTanţii oomplet anhidri. nu pot oonserva aotivitatea en­

zimatici, urmele de apll ftind neoesa:re pentru oata).izl. Probleu 

este oâtl api trebuia a~ conţin! enzima pentru a-şi conserva 

activitatea? 

Astfel, se ştie ol o{-~himotripsina, cu 50 molecule de 

api/moleculă de enzimă rlmâne aotivl, oeea oe e mult mai puţin 

deoit necesar pentru a fol'III& un strat mcnomolecular de api în 

jurul enzimei. Subtilisina sau unele lipaze sa comport! similar 

în prezenţa urmelor de apă. In oazul altor enzime aste naoasarl 

o oantitate mt1.lt mai mare da apA pentru a-şi conserva activitatea 

De exemplu, polifenoloxidaza naoesitl pNzenţa a 3,5.107 molecule 

apă/moleculă enzimă. 

In shtemele biologice, majoritatea apei ()9~) sanevte oa 

solvent (,.'..lpii lil>8ră"), numai o cantitate mici fiind reţinutl 

pe supra!aţa eru;imei CnapA legatl"). 

I'r,;izenţa „n;:,ei legate" este u.n element crucial pent:ru 

utruotu-r>1 şl e.~t~vitatea enzimei. 

De 1:10.::ea, chia.r în cazul catalizei enzimatioe în oolvenţi 

organici poate fi tnloouit~ ou aceştia numai "apa liberl", tld 

a se alte~e condiţiile din mioroveoin!tatea moleculei de enziml. 

B. Reacţii en~tm.atice tn sisteme bitazioe ap~-solvent 

orga.nio nemiscibil ou apa 

AsemeneR eisteme oonstau din doul faze maorosoopice, 
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conţinând faza apoaaţ ou enzima dizolvatl şi o fazi de solTent 

organio nepolar, preferabil lipofil şi ou maal moleoularl ridi­

cat~ (hidrooe.rburi, eteri', enteri etc). Aceste sisteme prezintl 

avantajul dietanţ~rii biooatalizatorului de faza organiol. 

Un exemplu de reacţie oe.re decurge în sisteme bifazice 

api i solvent llpo!il este hidroliza enantiospecificl a racemioi­

lor esterilor :i<-a.minoaoizilor în prezenţa ohimotripsinei: 

R-CH-COOR' 

NH 
2 

DL 

R-CH-CJOH + R-CH-COOR 1 

I I 
NH2 NH2 

L D 

Reacţia de dedublare e lmor racemici ai esterilor ,:,( -amino­

acizilor în mediu apos pre:di1tă o se.rit'! de dezavantaje oa1 · 

- posibilitatea poli~eriz~rii esterilor racemici în prezenţa 

chimotripainei s 

- efectul inhibitor al esterului D-aminoacidului asupra 

enzimei; 

- caracterul nespecific al hidrolizei în mediu apoe. 

Un numlr relativ mio de esteri ai D,L - ~-aminoacizilor 

(asterul metilic al DL-~etioninei sau al DL-treoninei eto) pot 

fi supuşi scindării enantioepeci!ice ou ohimotripsin! în mediu 

apoa. 

In schimb, daol ae luoroază intr-un sistem bitazio api-sol­

vent nemieoibil ou apa ae pot soinda ou bune randamente o serie 

de compuşi ca: esterul etilic al DL-fenilalaninei {în api-toluen), 

esterul metilio al DL-fenilalaninei (în apă-acetat de etil) eto. 

In asemenea caztll'1 faza organică serv~şte oa solvent pentru 

substrat, iar faza apoasă 09 solvent pentru enzimă. Totodatl 

solv~ntul organic nu trebuie să dizolve produsul de reacţie 

(L-o<. -aminoacidul}• 
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De exemplu, în cazul ePterulu1. metilic al D,L-fenilalaninei. 

metoda hidrolizei în sistem bifazic conduce la Wl randament de 

·9s% în L-fenilala!lină. 

o. Reacţii eu enzime suspendate 1n solvenţi organioi 

mono fa.zici 

Prima reacţie enzimatică de acest fel a fost realizatl tn 

1900 de J.H.K~Etle şi A.S.Loevenhardt. Enzimele pot fi transfol'lll8-

te in suspen~ii în solvenţii organici în oare sunt insolubile. 

Din mot:vel~ ~~1tnte mai înainte. pentru ca o enziml sl-şi pla­

treze activit.~tea catalitică este necesar oa moleoula sa sl-şi 

conserv~ "c,-~ legată". De aceea solvenţii organici utilizaţi nu 

trebuie să fie complet anhidri. deoarece pot extrage "apa legatl" 

de pe sup~afnţ~ moleculei enzimei. Reacţiile enzima,ioe ae vor 

petrece ou bune randamente dacă solventul organic va conţine o 

cantitate mioă de apă (sub 2%). Pentru o asigurare în plus, 

solvenţii pot fi ~aturaţi ou apă înainte de efectu.ana reaoţiei. 

In aprec~orPo. compatibilităţii dintre aotivitatea enzimatiol 

şi hidrofobicitntea nolvenţilor se iau în oonside:rares parametrul 

r!e solub:Hi tste H1ldebrandt ( S) • oonstanta dieleotrlol ( Z) şi 

~o~entul de dipol ( p). Cele mai sigure rezultate se obţin uti­

lizf.Ld logaritmul coeficientului. de partiţie (log P) a unui 

~olvent dat între 1-octanol şi api (tabelul nr. 22 şi nr. 2)). 

Consultând aceste tabele se observi din valorile log P o! 

solvenţii organici llliscibili ou apa şi hidrofili (DYP, DIISO. 

acetonă, alcoolii inferiori) sunt inoompatibili, pe oând în 

solvenţii lipofili namisoibili cu apa (aloani, eteri, arene. 

haloalcani) se conserv! o activitate catalitic! înalt! a enzimei, 

deoarece asemenea solvenţi nu au o afinitate pentru apa de pe 

suprafaţa biocatalizatorului.. 
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Tabelul nr. 22 

Compatibilitatea solvenţilor ou aot1Titateaenzimat1ol 

. ' " 

log p Miscibilitate ou apa E!eote asupra aotintl~i 

enzimelor 
. 

-2,5 la O Complet miscibil Se pot utiliza pentru solubili-

zai-ea substratal.a~ lipofile f.n 

concentraţii de pânl la 50J 

(V/V)• tărl a afeota enzima 

O la 2 

I 
Parţial miscibil Utilizlri limitate dato2'1tl 

dezactiv!rii rapide a enzimei 

12 la 4 Slab miscibil Determină o distorsiune slabi . 
a moleculei enzimei; se tolo-

sesc ou precauţie d&oarece 

activitatea nu este prediotibi-

ll 

)4 Nemisoibil Nu determinl distorsiuni ala 

enzimei şi asigw:ol c tnaltl 

retenţie a activitlţii. 

Tabelul nr. 2.3 

Valori ale lui log P pentru solvenţi uzuali 

Solvent log p Solvent log P 
' 

1 2 .3 4 

IDimetilsultoxid (DMSO) -1.) Acetat de ami.l ·. 2.2 

N,H-Dimetilfol'1118111id! 
(DMI!') -1.0 Toluen 2.5 
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Tabelul nr. 23 (continuare) 

1 2 3 4 

Etanol -0,24 Ootanol 2,9 

Aoeton! -0,23 Dibutileter 2,9 

Tetrahidro!ur (THF) 0,49 CC14 ),O 

Acetat de e t il o,68 Ciclohexan ),2 

Acet at de propil 1,2 Hexan - 3,5 

Acetat de bu ~il ,7 Oot&n 4,5 

CHCl 
c.:.::1 

2,0 Dodecan 6,6 

Numai în unele cazuri în care se folosesc substrate polare 

(cc~.uşi p lihidrox:1.liei) ~e po~ lua tn consideraţie ,1 sol~enţii 

miscibili cu epa oa: d.ioxan , Tli.F, J-r.etil-3-pentanol sau piridi­

na. To tuş ş în r:. e t i s ol vcnţi lllS. o-ri tatea enzimelor se dez, ·-

acti vea · ' -; nw,1.'!. enzime ext rem de sta:~ile (oa subtilisin.a) se pot 

folos_ 5. ' ~·:,e mone1> condiţii. 

De .-~ ,, ~e L!" m dl u de solv-anţi organici grupele funcţionale 

al& e»i,.: .• .. 1.. 1. 11 ·. 1,, .:. u:u,at i,::t >WD E>Dl'o~t1• -••at„J. •J. d•oJ. 

activi :.: '. ' ·1i -,,c .i f i 1 1.at .=,.;. · t.t..'lt i.nfluenţate de pH, este neoe­

sar oa î n=-1-· .,!½ ,ic t,faotuare l'G aoţiei enzima solidl sl fie obţi• 

nutl prin l otil i zare sau prin precipitare dintr-un tampon ou 

pH optim. 

Enzima s1t~pend t l în solvenţii organici. se foloseşte sub 

fol'IDI de imobiliza . • Ca aupo :.•-J;uri se utilizeazl mai freovents 

celitul. algini, -;;ul , ailioage · 1 • suporturi organice neionice eto, 

iar ca meto('.si de jlllObilizar adsorbţia pe suprafaţa ~'l:lPortului, 
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oare determină o mai bună distribuţie a biooatalizatorului, sau 

includerea în alginat (pentru lipazele folosite în reacţiile de 

esterificare şi tranaesterifioare). 

Activitatea oatalitiol remaroabill a unor enzime solide tn 

solvenţi organici poate fi explicat! prin proprietlţile speciale 

ale proteinelor. Astfel, în ooutrast ou starea oristalinl denal 

a substanţelor ou mase moleoulare mioi, proteinele solide au 

structuri delicate. Acestea prezintl sutioientl mobilitate, pea• 

t.ru ca unitatea enzimatică să sufere mod1fiolri conformaţionale 

minime în cursul formllrii complexului enzim.1-substrat. 

Suprafaţa totală a enzimelor în stare eolidl este de ordinul 

1.3,106 m2/Kg daoă sunt imobilizate pe ailioe şi de 1/J la 2/) 

din volumul totai dacă sunt imobilizate pe nHollow-tiber" prin 

filare într-un solvent. 

Dacă şi agitarea este sufioientă, substrat\ţl nu nu12111i el va 

avea acces la suprafaţa centrilor aotivi ai enzimei, dar va şi 

penetra în interiorul tiocatalizatorului aflat în stare solid!. 

In locul solvenţilor orge.nioi lipofili se pot folosi şi gaze 

supercritice oa co2 (Tcrit.m 31°C şi Pcrit. ~ 73 bari), oare pi-e­

zintl o solubilitate similari ou oea a hexanului; aceste gaze se 

pot utiliza ca mediu de dispersie sau co-solvent pentru oonversia 

substanţelor organice lipofile. 

Di.ntre enzime, hidrolazele sunt cele care pot servi sub 

fo.l'ld de suspensii în solvenţi lipo!ili sau tn gaze supercritice 

lllll.i alos pentru catalizarea raaoţiilor da: esterificare, trans­

esterificare. aloooliză şi hidroliză. 

Asemenea medii de dispersie prezint! o serie de .avantaje 

ca: toxicitate redusă sau absenţa ei, uşurinţa cu care se înde­

părtează, slaba lor vâscozitate (care asigură o difuzie înaltl a 

substratului la centrii activi ai biocatalizatorului). 
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In mod special în cazul gazelor superol'itioe este posibil 

un control al vitezelor lor de reacţie·, deoarece variaţii mioi ale 

temperaturii sau presiunii modifiol mult solubilitatea la punctul 

critic. 

In conoluz1e 1 pentru a se asigtU"a bunul mers al reacţiilor 

în oazul utilizlrii enzimelor în stare solidl (imobilizatl) în 

medii organice ou conţinut mic de apl, se iau în considerare 

u.t'IMtol'ii faoto:ri: 

- solvenţii hidrofobi sunt mai compatibili deo&t unii dintre 

cei hidrofili (log P pentru solvenţii organici este mai mare 4e 

3 sau 4 ori); 

- atrc,::ul de n&Pl legatl" de pe molecula enzimei poate fi 

conservat, mai ales daoă solvenţii organici se presatureazl ou 

apl; 

- se pot asigura valori ale pH-u1111 din mioroveoinltatea 

enzimei ideatice ou pH-ul optim; 

- sunt necesare agitarea sau sonicarea, pentru a ~ri clifu­

z:1a subst-:-stului ls suprafaţa biocatalizatorului. 

IIT.~.s. Consideratii generale asupra utilizării 

enzimelor imobilizate în sinteza organiol 

Din cele ar~ tate i:l.:,ii i;.oum. reiese ou claritate superiori­

tatea enzimelor imobilizate asupra celor solubile (libe:re) în 

diverso aplicaţii ce priveso sinteza ,1 semisinteza unor oompu.ş1 

organici ou largl aplicabilitate. 

La alegerea unei strategii de urlll8t pentru chimistul orga­

nician ae vor lua în considerare mai multe aspecte. 
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III.5.B.l. Aplioabilitatea metodei alese 

Deşi utilizarea prep~ratelor de enzime imobilizate e■te 

net su~orioarl operării ou enzimele solubile, existl un numlr 

relativ redus de biocatalizatori (proteaze,. esteraze, izomeraze) 

pentru oare s-au pus la punct metode de lucru ou agregate aupori­

-enziml, greutlţ;i întâmpinându-se în speoial în oazul o:z:idoncluo­

tazelor. 

Sintezele organice au.ca aoop ruperea sau foma:rea unor le­

glturi de tip C-X în care X• C, H, N, O, P, S, halogen eto. Dill 

neferioire apeoifioitatea constituţionali reatrânal a enziMlo~ 

exolu.de utilizarea practioă a majoritlţii lor. 

111.5.a.2. Stabilitatea preparatelor de enzime 

imobilizate 

Stabilitatea pe termen lung a preparatelor de enziu illobi­

lizate este de o importanţă majoră pentru reaoţiilO organioe oare 

tn general au o durată mare. Se ct1Doaşte ol icobiliza!ila ._ l• 

o oreştere a stabilităţii enzimelor daol se alege o metodJ. de 

imobilizare adecvată. In special includerea în geluri, enoapaa.­

la.rea şi legarea ohimiol a enzimelor pe sa.port au un efeot faTO­

rabil asupra stabilităţii în timp a enzimelor, în timp oe, de 

exemplu, imobilizarea prin leglturi ionice conduce la preparate 

mai puţin stabile decât cele dintâi. 

Stabilitatea subatratelor şi ocanzimelOl' tn condiţiile de 

reacţie este alt factor important, oare impune alegerea suportu­

lui, a metodei de imobilizare şi a condiţiilor de luo2'U (la spe­

cial pH-ul) pentru care atât oofactorii oit şi aubatratele rea­

peotive tMbuie d prezinte o stabilitate oât mai m&1'e, evitb­

du-se reaoţiile secundare. 
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III.5.B.J.l. Accesibilitatea datelor epeoifice 

Datele privitoare la enzimele imobilizate utilizate tn re­

soţii organice trebuie s! arate o bunl oonoordanţl ou oele ale 

enzimelor libere. Trebuie studiate tn speoial speoifioitatea în 

prezenţa substratelo:: şi inhibitorilor oa şi erectele solvenţi­

lor organici, ale modificărilor. de pH, temperaturi şi oonoentra­

ţie a elootroliţilor. Este 1e aşteptat astfel oa, atât enzimele 

libere cât şi oelo imobilizate să se comporte asemlnător tn oon­

diţiile date pentru a se prevedea mersul şi rezultatul sinteze­

lor organice. 

III.5.B.4. Costuri si accesibilitate oomeroiall 

• 
In multu cazuri costul ridioat al preparatelor oomeroiale 

de enzime imobilizate oa~~ prohibitiv pentru chimistul sinteti­

cian, oare-şi poate prepara singur aductul dacă metoda de imobi­

lizue şi materlalele utilizate (auport,-enzim!, co!aotori eto) 

sunt relativ accesibile economic. Cu cât aductul suport-enziml 

este mai stabil şi mai operaţional în timp, ou atât ooetul imo­

bilizl:rii scade. In cazul oxidoreduetazelor trebuie lcatl tn 

considerare şi uşurinţa de regenerare a oo!aotorului folosit. 

III.5.B.5. Alegerea procedeului experimental 

Enzimele imobilizate prin includere tn fibre sau prin micro~ 

encapsulare neoeeitl în general un echipament sofisticat, greu 

de realizat tn labo%atorul de Chimie Organiol. 

In schimb, enzimele imobilizato pe sau inoluse tn suporturi 

insolubile oare pot !1 utilizate în procedeul "batoh• sau în oo­

loane permit o adaptare mai ~oarl,ou oondiţia oa p%eparatele sl 
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aib! o activitate ridicată şi o btllm stabilitate cb.im.iol şi me­

canică. 

Metoda cea mai atrac'tivă pentru laborntoar-:?le de Chimie 

Organică este utilizarea coloanelor ou preparate enzimatice. 

~entru enzimele hidrolitice asemenea instalaţii sunt termodinamio 

nefavorabile. dar pentru sinteze bazate pe resoţii reTersibile oa 

de exemplu, formarea de esteri optic aotiv1. în cazul o(-chimotriP­

sinei, devin practicabile. Succese notabile s-au obţinut ou ase­

menea instalaţii în sinteza de nucleotide. 

Coloanele nu sunt reoociandabile pentru reaoţii ou oxidore­

ductaze căci implică recuperarea cofactorilor. 

In cazul reacţiilor oe folosesc substrate greu solubile tn 

api, se poate lucra ou rezultate satisfăcătoare în procedeul ou 

coloană, folosind amestec heterogen substrat-enzimă solubili tn 

ap,. 

Un procedeu de rut~ pentru chimistul sintetioian, metoda 

11batch" (tanc cu agitare)în .care se foloseşte enzima imobilizată 

pe un material poros,poate da rezultate mai bune în cazul substra­

telor insolubile în apă. Solubilitatea mai poate fi in!luenţatl 

,1 de µtilizarea unor solv■nţi organ.1.oi sau a oompuşilor tensio­

activi. Dac! substratul conţine gruplri acide sau bazice. solu­

bilitatea sa poate fi modifioatl prin modifioarea pH-ula.1 (ln 

special la substrate bazioe). 

Dintre oele dou! prooedee de laborator Cwbatoh" sau ooloanl) 

•• va alege pentru fieoare sintezl 1n parte aoela oare are un 
.. 
efect favorabil asupra vitezei de reaoţi..a. De exemplu, pentru 

reacţii in mediu apos în prezenţa unor oantitl,i mari 4• ensid 

ce- pot p~oduoe W1eori apum!ri exoe■iTe, sa Ta alege prooe4eul 

wbatoh" tn oare exoesul de biocatalizator ■e poate filtra. 

Cu toate limitele impuse, prooe4eele ou enzima imobiliAta 
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rlmân, pe termen lung. cele Dl.Bi favorabile pentru sinteza orga­

nică. 

III.6. Aplicatii ale biocatalizatorilor imobilizati, 

în industria alime~~~ă 

Aplicaţiile tehnologice ale enzimolor imobilizate 1n indue­

tria alimentară au evoluat mai ra;,id deoii"t în illduetria farmace­

utică, din dod motivez 

-majoritatea procedeelor bazate pe biooatalizatori imobili­

zaţi sunt aplicabile în industria alimentară (fiind similare ou 

procesele naturale degradati~e, relativ simp!u)1 

-procedeele enzimatice sunt mai rapide şi Oohduo la produşi 

mult mai puri ~eoât cei obţinuţi' prin metodele ohimioe. 

In tabelul nr. 24 sunt indicate principalele aplicaţii teh­

nologice bazata,~ reacţii enzimatice. 

Tabelul nr. 24 

Aplica.ii industriale ale procedeelor enzimatice 

Protec.ze 
I 
1 
-11.1.u;;.":;lizs proteinelor 

j (papaină, ficin!,trip­

, sin~.chimotripsină, 

l _________ ....1.. _______________ __.____ 

-Industria brinzeturilor 

(rennină,pepsină) 

-Bere.biuturi di.n malţ 

(pepsină,fioină,bromelaj 
ină eto). 

-rroduee dietetice 

----------
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Tabelul nr. 24 (continuare) 

I 
- 2 

- Hidroliza pectineste­

rilol'. 

3 

Suouri de fruote 

(fi01n!.bromelainl). 

Car bob.id raze - Hidroliza lactozei 

(lactază) 

Obţinerea brânzeturi-­

lor ou scindarea lao.1 

tozei din lapte 

Lipaze 

Bsteraze 

- Hidroliza rafinozei 

( IX-galectozidaza) 

- Hidroliza znh.arozei 

(invertaza.) 

- Converti ·,••·o. gluoozei 

în fructoză (gluco­

izomero.zn) 

i 

Obţinerea ze.t-J'lrului 

din s:i'ecU. 

Prepararea produse­

lor zaharoase 

1 Industria produaelor ! 

zaharoase 

- Hidroli,:,:,_, Rrnidonu1u:!. lnduatria berii şi 

( O{ şi ~ -amilaza) spirtului 

- Hidroliza celulozei Obţinere de gluooză 

(oelulază) nealimentară 

I 
- Hidroliza gumelor şi I Fabricarea zahărului 1 

I 
muoilagiilor (amilaze) ! din sfeclă 

Hidroliza lipidelor 

Obţinere de nucleotide 

(RH-aui.. ml'-aza etc) 

i Industr1.a produselor 
1 

dietetice 

Sinteze de oofactori 
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Tabelul nr. 24 (continuare) 

2 

Catalaza 

Aminoaoilaze 

Penicilin~acldaza 

:, 

Sterilizare sau pasteurizare 

la reoe 

Dedublarea amesteourilor 

racemi.oe 

Antibiotice de semi.sintezl 

In cele ce urmează vor fi prezentate pe scurt prinoipalele 

utilizlri ale enzimelor wobilizate, în 1..D.duatria alimentari 

III.6.lo Hidroliza :proteinelor la peptide ei &minoaoizi 

Industria alimentari este interesatl tn hidroliza proteine­

lor mai ales în scopul solubilizlrii lor şi al creşterii digeati­

bilităţ~i, ou aplicaţii în fabrioarea unor alimente dietetioe 

pentru copii. 

Majoritatea proteinelor pot fi hidrolizat• ou proteaze imo­

bilizate; dezvoltarea unui sistem de hidrolizl a proteinelor pen­

tru industria alimentari are în ndere &Tallt83e majore oaa pro­

oeae oontinue, cost de produoţie solzut, ocat aolzut al echipa­

mentelor, un bun control al procesului oa şi posibilitatea uti­

lizlrii şi a altor enzime declt oele provenite din organiSiUt, 

daci acestea nu impurifică prodwntl. fin.al de reacţie. 

Se pot hid.1-oliza enziaaatio 1n prim.ul r&nd proteinele solubi­

le, dar şi materialele coloidale (extracte de eoia) prin ac!aptarea 

unor reaotoare corespunzltoare. 

Astfel, utilizlnd un ameateo de pronazl ei aminopeptidazl 
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oe pot hidroliza insulina şi lactalbumina, ou randamente apropi­

ate dq 100%, la aminoacizii liberi corespundtori. Ulterior, me­

toda a c!pătat o adaptabilitate comercial! utilizându-se oa sub­

strat caeeina (suspensie ou o concentra.ţie în produs solid de 

4-5%); sa obţin aminoacizi liberi ou randament de peste 80%. 

Reproductibilitatea m~todei este î~~~ă afectată de oontaminaroa 

microbiană la un tinp de reacţie prelur.git, produsul de reaoţie 

având o compoziţie în aminoacizi diferitn în procedeul uu enzi~e 

imobilizste faţă do cel cu cnzioa lib~re (pcptidaz9 sau proteaze), 

In 1990, ceroetăto~ii japonezi au prc~us o metodă de solubi­

lizare a caoeinei cu serin-protcază extra~ă di~ Themomonospora 

!usca YX (bacterie aerobică filamentoasă din oompostUl."i-bllegar­

-tarmogene). Serin-protcezs sec~atată de eoeastă baoterie este o 

enzimă exocelulară relativ uşor de extras şi purificat, având o 

mare stabilitate termică şi cr.i:rl.că. 

Enzima Le poate imobiliza fie pe etiolă alchile~inioă ou 

pori controlaţi (particule de 125-177 p; rm:ri~ea porilor fi::nd 

de aproximativ 500 i), fie pe etiolă acoperită cu Zr02 şi activa­

u. prin 1'"-<:r:iinop:L"opil:-iilanize::::-e şi p11in tratare ulterioară cu 

glutaraldehidă. In acest din urmă imobilizat enz:l.ma este legată 

• de suport prin intermediul grupării NH2 din poziţia i. a restw:1.­

lor de lisină. Cu acest aduct imobilizat pe ,articule de sticli 

acoperite cu Zro2 se urr.ple un reacto~coloanl prevăzut cu manta 

de încălzire. Imobilizarea duco la oreşterea stabilităţii enzi­

mei peste 90°c, autoliza fiind n~semnificativl. 

Lucrând ou o soluţie de oaseinat de sodiu (0,5%) tamponati 

la 6o0 c şi pH = 6-10,7 se obţine un amestec de peptide acide, 

solubile (lrldro:izat proteinic). Metoda este continuă. 

Hidrolizatele obţinute ee pot folosi pantru a3ustarea pH-o.);d 

unor bluturi (suc\U'i), sau pentru fabricarea unar produse 
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dietetice bogate tn proteine, oa şi pentru stimularea fermentati­

ci m.lcrobicne. 

Enzima astfel imobilizată se foloseşte şi la sinteze unor 

p=otcioe, în condiţii în care aoţiunea ea hidrolitiol el devinl 

i::::-evers1bilă. 

~ctodele care foloseso enzime imobilizate pot fi iabun~tl­

ţite dacă substratul este supus unor pretratlri care sl-i dreas­

că afinitatea faţă de enzlmă, scurtindu-se timpul de reacţie şi 

îmbunătăţindu-se astfel costul procedeului. 

Hidroliza proteinelor în condiţii de solubilitate mlritl 

este destul de dificil5, necesitând modifiolri ale parametrilor 

Studii de labor~~or eu arătat o! hidrolita cu proteazl la 

pH neutru (oâ!id prot~inu este în ·stare coloidali) a unu! extraot 

de ~oia cnre e3te co=,:~t i-.~clubil la pH aproximativ 4, poate 

~~ce la solubiliz~r~a a aproape 90% din protein~. 

IIIo6.2. Indt!:"ct!'lalizsrea laptelui 

III.6.2.1. C··:i.gularea laptelui 

P::::-otcezala icobilizate, ca de exemplu oele clin cheagul dQ 

bovine, cheagurile microbiene da şi pepsina pot fi utilizatv 

pent::'1.1 coagularea laptelui. 

Astfel se poate obţine brinz! din lapte amintlnit, utilizând 

pepsina imobilizată. 

Un procedeu industrial foloseşte lapte la 15°c, treout pe o 

coloan! cu pepsinl imobiliza.tl. ProdWJUl. obţinut a-a înollzit 

apoi la 37°c, când coaguleaz! imediat. 

Studii de optimizare au aritat o! \Ul timp lung de ooagulaN 
necesit! debite înalte de alimentare a ooloan.ai. Problema tehniol 
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majoră este legată de timpul de înjmdtJţire mio al aotivitlţii 

enzimei în oondiţiile operationale (aproximativ 72 pre). Relativ 

la acest timp mic de înjumătlţire sunt două aspecte de luat în 

oonsiderare: 

- mai întâi proteinele din lapte pot bloca porii suportului 

pe oare este imobilizată enzima. Pentru refacerea aotivitlţii 

ad~otului suport-enzimă eete neoesară o spllare cu soluţie de 

HCl, oare deplasează aoeste proteine de pe supo:irt; 

- altă cauză a timpului redus de înjumătăţire este şi pH-ul 

la care se operează. Pepsina se denaturează rapid la pH > 4. 

Sistemul laptelui smântânit, datotltă punctului izoelectric al 

caseinei are un pH a 5, ceea ce poate provooa dezactivarea enzi­

mei. 

Studii de laborator au arătat de altfel el la pH • 1-2 tim­

pul de înjumătăţire al .activi tă ţii pepsip.ei cre:;:te la peste JO zile. 

In vederea aplicabilităţii induetriale pontru coagularea 

laptelui se iau în discuţie două faze distincte: 

a) Faza enzimatică primară, în care o enzimă proteolitici 

(cheagul sau pepsina) scindează o legătură fenilala.'lil~~etionil 

din..'( ~easein!, conducând la ~iceli de caseină în stare metaste.­

bill. 

b) In faza următoare. neenzimatică, are loo separarea Ca 

din gelurile do lapte. 

Cum coeficienţii de temperat'IU'~ pentru oele 1ouă etape 

(Ca) şi b)1 sunt 2 şi respectiv 10-12, 008{:.~area laptelui poate 

fi întârziată selectiv într-un reactor enzilll.9.tic prin soiderea 

temperaturii (pentru & inhiba faza neenzimatică şi pentru a de­

finitiva faza enzi!natică). Ul teri or laptele tratat se încălzeşte 

producându-se coagularea. 

Un proces eonti,nuu de fabricare a brânzei devine astfel 
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accesibil şi oferi avantaje faţă de procedeul tradiţional, dis­

continuu, de tip .batch", putând fi industrializat. 

In instalaţiile oare utilizează proteazl, trebuie rezolvate 

o serie de problema t~~intea procesului propriu-zis. 

Dupl studierea unui mare număr de suporturi oare impliol 

tehnici de imobilizare complicate, conducând în multe cazurl la 

aducţi suport-enziml puţin stabili şi ou o activitate enzimatiol 

sclzută. s-su ales un suport ieftin (aluminl), o tehnici simpli 

de imobilizare (adsorbţia) şi o e~ziml relativ activi (pepsina) 

într-un reactor cu pat fluidizat. 

Proteazele, nereco~andabile pentru a fi folosite în stare 

solubilă datorit! unei proteolize excesive, necontrolabile, pot 

fi a~tfel utilizate în stare imobilizat!. 

Alegerea enzimei se face ţinând oont de oapaoitatea ea de 

coagulare a laptelui, dar şi de influenţa sa asupra procesului 

de maturare a brânzei, astfel încât între oele doul faze (ooagu­

larea laptelui şi maturarea) să existe un echilibru. 

III.6.2.2. Prelucrarea laptelui ou hi~liza lactozei 

Studii medicale arat! că un numlr tot mai mare de indivizi 

prezintă intoleranţă la laotoza din lapte, datorită fie unei 

absorbţii deficitare, fie unei deficienţe în lactazl a organis­

mului uman. Pentru oamenii oare suferă de asemenea deficienţe 

apare o intoleranţă la consumul de lapte sub orioe forml, mani­

festată prin diefunoţii gastrointestinale (diaree, tlatulenţă, 

balonare etc). Din punct de vedere geografic asemenea intoleranţe 

se observă mai ales la populaţiile din Asia, Africa, America 
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Latini şi Orientul Mijlociu, ceea oe duce la Ac~de1"8B în aceete 

:re.giuni a. oonaumului de lapte, un element nutri tiv totuşi esen­

ţial. 

Este deoi de inţelee de oe s-au dezvoltat tehnologiile d9 

preparare a unor produse lactate dietetice, în care lactoza sl 

fie parţial sau total acindatl. 

In general, metodele de prelucrare a laptelui în aoeet soop 

eunt p:rooedee chimice, fizice şi enzimatice. 

Tratarea enzimatic~ a laptelui este cea mai oonvenabilA, 

deoarece ee păstrează (dupl hi.droliza lactozei) galactoza şi glu­

coza, componente nutritive ale acestui aliment. 

Piind un aliment, laptele tratat nu trebuie eă conţin! pro­

duşi secundari (apăruţi eventual prin reacţii nedorite de degra­

dare), sl nu !ie afectaţi produşii de hidroliză ai lactozei şi 

sl nu se modifica prop::-ietăţile laptelui. 

La nCentrale del Latte" diJ1 Kilano, Italia,se utilizea?.l 

r-galaotozidez~ inolus.l in fibre, ia:r ca sursă de enzinm dr~jd:la. 

Se luoreazl cu lapte eterilizat şi cu enzima inclusă in fibre de 

triaoetat de celuloză. Fibrele ee introduc intr-un reaotor-ooloa­

nl. ( fig. 36-). 

C~ surse de r-galactozidazl folosesc de obicei drojdii sau 

bacterii (Bsche:ril@l'~a 0011). 
'•\ 

Se preferi drojdiile din mai multe motiver 

~••folosesc celulele active de Sacoharomyoes sp. lucrân­

du-•• DU r-,ale.ctozidaza pură sau parţial purificată extrasl din 

drojdie, 4eurece nu ridioA probleme tox:l.oologioe legate de oon­

taminar•~ ~1orobianl a laptelui: 

- r-galaotozidaza din drojdie are aprox:l.matiT aoeeqi acti­

vitate asupra lactozei pure ca şi a laotozei din lapte, pe oând 

activitatea enzimelor din alte surse (Esoheriohi.a ooli) se 

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



- 240 -

Nduce dramatic tn cazul laptelui, probabil datoritl presenţei 

unor inhibitorii 

- enzima din drojdie are un pH optim al aotivi.tlţii, apropi­

at de cel al laptelui. 

J'ig, pr, J6 

Staţie pilot utilizatl la hidzoliza lactozei din lapte 

cur -galaotozidad imobilizată pe fibre 

A B 

li 
. 
' ' 
' . . 
. 

' . 

2 C 

A-vas pentna lapte sau soluţ.ie de spalare; B-sterili7.Btor, 
C-reactur enzimatic; D-reze1vor 

D 

Totuşi enzima din clrojdie are şi unele dezaT&Dta3e, mai =~ 

ales cel legat de recuperarea ionilor de 11g2+, oofaotor neoeaar 

pentru aotivi.tatef:i. sa. Câ,nd fibrele Ol" oonţin •nldma Til1 în 

contact ou soluţiile apoase, are loo o difuzie dJ.alltiol a compu­

şilor ou masl moleculari mi.ol din mioro-oavitlţile (porii) fibr­

lor. Daci tn soluţia exterioari nu sunt prezen.ţi ioni de 11g2+, 

oan al echilibreze aoeastl pierclere rezultl o dezaotivaM i:re­

nrsibill a enzimei. 

Un alt dezavantaj este stabilitatea termici soizutl a 

r-galaotozidazei din drojdie, dar daci se luorearJl la temperatu-
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ră joas!1 acest inconv~n.tent este înl~turat. 

Se aleg ca suport fibrele de triaoetat de celuloză oare sunt 

fosrte ctabilo în condi.ţiila de luont înlăturându-~e pos1b111ta­

tea (nedorită) de inpurificare a preparatului de lapte ou produşi 

::-czultaţi din scindarea saportului. 

Inainte de fiecare utilizare, fibrele de aduot supo:rt-enzi1nă 

trebuie sptlete cu atenţie. r-Ga.lactozidoza din drojdie inclus~ 

în fibre este stcbilă la 0-25°0; ctim procesul are loc la 4-7°U, 

nu se obsenă o modificare a activităţii enzimaticeo 

Stabilitatea enzimei mai depinde şi de prezenţa ionilor de 

Mg2+ în laptele supus prolucră~ii, ca şi de contaminarea bacte­

riană. Urmele de ioni Mg2+ din laptele de vacă sunt suficiente 

aentru a preveni ~ezactivnrca en~imei. Este necesar să se lucre­

ze în condiţii speciale, pentru a preveni contaminarea microbiană, 

care reduce dramatic cctivitatea enzimei. Lucrâ~d la temperaturi 

joase nu se rezol.vă în totalitete problema contaminării mio::-obiene 

deoarece după câteva zile microorganismele psicrofil.e se pot a­

dapta, prolif~rând. De aceea fibrele cu enzimă imobilizat! trebu­

ie spălate ou atenţie, periodio. La "Centrale del Latte" se fo­

loseşte pentru spălare o sare cuaternară de amoniu (Steramina H) 

ou bune efecte detergente şi antimiorobiene, fără a afeota aoti­

v1.tatea enzimei imobilizate. 

In generel, utilizarea procedeului desoris are oa rezultat o 

bun! conservare a calităţilor organol.eptioe originale ale lapte­

lui. s-a putut pune la punct o instalaţie cu o oapaoitate minimi 

de 8000 1/zi. 

III.6.2.J. Indu:,trle.liM,NR ze:nilui 

In industria brânzeturilor, rezultă mari oantitlţi de zer, 

separat dupl coagularea laptelui; acest subirodua are un conţinut 
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relativ ridicat de lacto?A, din care cauzl s-a pus problema 

utilizării sale pentru obţinerea de glucoză şi galaotoză, priJl 

hidroliza lactozei ou r-galaotozidazl. 

Inainate de prelucrarea propriu-zisl a zerului, este neoe­

sară îndep!rta.rea apei oxigenate folosite la .pasteurizarea" 

laptelui supus ooegulării ( aproximativ 0 1 05% H2o2} şi care ee 

regăseşte în zer. 

Apa o:z::1.genatl poate fi distrusă de oatalaz~, dar costul 

înalt al enzimei limitead utilizarea sa; chiar dacl enzima este 

imobilizată, se observă o dezactivare rapidl a sa în prezenţa 

H2o2• Daoă se utilizeaz! oatalad imobilizati pe membrane de co­

lagen, enzima poate fi reactivată. 

S-a obserYat el în oxidarea oatalizati de lactopero:d.daz! 

a tiocianatu.lui ou H2o2 se fo!:'llleazl un agent antibacterian. 

Cum laptele conţine concentraţii mari de peroxidad ,1 oaa.­

titlţi moderate de tiocianat, adăugSnd H2o2 în lapte, aN loo 

activarea sistemului laotoperoxidazio, rezultatul fiind o .auto­

-pasteurizare•. S-a propus generarea H2o2 din laotod ou ajuto:rul 

unui sistem de două en~ime imobilizate. Astfel, f-galaotosida■a 
şi gluoozoorld.aza se oo-1mobilizead pe particule (perle) por~~ 

se ~1 se utilizeazl într-un reactor ou pat oorapaot, în atratu:d 

alternante. Procedeul prazintl avantajul ol DQ mai neoesj.tl o 

nouă descompunere a excesului de H2o2• 

Lactoza din zer este supus~ hidrolizei ou f-galaotozidazl 

(laotaz!) la monozaharidele componente (glucoza şi galactoza), 

ou valoare alimentară considerabili. 

Ca surse de enziad se pot folosi: Saooharomyoes laotis sau 

Aspergillus niger din drojdii sau bacteria Escheriohia 0011. 

Lactaza separat~ şi purificată poate fi imobilizatM pe o 

mare varietate de suporturi organice (triaoetat de oelulozl, 
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colagen,e,garozl eto) sau anorganice. Se foloseao în speoial pre-
~ . 

paratele de 1--galaotozidazl inoluse in geluri de poliaorilamidil 

aau în fibra de triaoetat·de oelulozl oa şi lactaza imobilizată 

pe stiole horo-silicioase poroasa, cu ajutorul glutaraldehidei. 

Se pot folosi şi celule miorobiene inoluee în geluri de 

pollaor1lamidil. 

Alegerea sursei de enziml depinde de scopul în oare sunt 
utilizate preparatele obţinute. Astfel hidroliza acidă a lacto­

zei ee va face ou enzima din A. n1ger oare are un pH optim~ 4, 

în timp oe pentru substrate ou pH neutru (laptele) am arltat la 

pag.239 că se foloseşte mai ales enzima provenită din drojdie. 

Hidroliza acidl a lactozei din zer, care duce la obţinerea 

unor zaharuri mai solubile şi mai dulci decât laotoza a căpătat 

interes o dat! cu creşterea cererii (şi a preţului) edulcoran­

telor. 

Se utilizead lactaza din A. niger, imobilizată pe silioe 

poroasl, într-un reactor coloan~. Cum activitatea optimă a enzi­

mei se situează la 35°c, reactorul se încălzeşte iniţial la 

aceastil temperaturi; pe m!sură ce reacţia avanseazl şi activita­

tea enzimei soade, temperatura se ridiol treptat până la so0c. 
In aoeste oondiţii, timpul de înjwnltlţire al aotirltăţii enzi­

aei este de 559 zile. 

Se poate lucra şi ou f-galaotozidad imobilizatl pe alwai­

nl, într-un reactor ou pat fluidizat. 

IIIo6.J. Utilizlri tn industria berii 

Preparatele de papainl imobilizatl se folosesc la stocarea 

barii la teaperatu!'B camerei, eTitându-ee tulburarea Uol"ll&r9a 

4e oompleoşi opalesoenţi ai tnninurilor~ proteinelor şi carbohi­

draţilor). 
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Treoând berea peste o ooloenl ou papaină imobilizat!, se 

poate purifica aoest produs de proteinele pe oare le conţine1 

prooedeul este continuu, reduoându-se astfel durate procesului 

de puri fi oare. 

Papaina utilizat! în acest scop se poBte prezente sub fo:rma 

unei mari varietăţi de produse imobilizate: membrane de ool88'eD 

cu papaină, legare covalentă a papainei pe gel de hidroxialohil­

metacrilat (aduct utilizat în reactoare-cuve sau ooloane), imobi­

lizare po fire de bumbao (înfăşurate pe o spirală de oţel). 

De exemplu, pentru acest ultim procedeu de imobilizare se acti­

vează celuloza ou o soluţie de HC104 , după oare se spală ou 

apă. Fibrele de celuloză parţial oxidată sunt plasate într-o co­

loană prin care se trece soluţia de papa.ină. 

In industria berii se mai pot folosi şi enzimele glioolitioe 

imobilizate. Astfel, ,,<-amilaza at.orobiană imobilizată poate t1 

folosită împreună sau în loc de amilazele naturale din malţ, în 

procesul de hidroliză enzimatică a amidonului. 

Pentru ajustarea vâscozităţii berii se poat~ folosi 

f-glucana~ imobilizată ( r-gluoenul intluenţeari vâscozitatea 

berii). 

Pentru hidroliza dextrinelor din be.1'9 la gluoozl se utili­

zează gluooamilaza imobilizată. 

III.6.4. ·Industria vinului ei sucurilor 

O probled asedAltoal."9 ou apariţia opalescenţei la bere 

ae pune şi tn oaBUl. rachiurilor, sucurilor de fructe, vinului. 

Astfel, în rachiul de orez pasteurizat şi stocat, oa şi î.n 

Tillul de orez apare tn mod .frecvent o turbiditate proteinici, 

limpezirea lor tlcându-se prin hidroliz! proteolitici. 
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Pentru rachiul de orez se foloseşte o protează termofilă 

din Penicillium dupontii imobilizat! pe Sepharoză activatl ou· 

BrCN; procesul este contirmu şi automatizat. 

Proteazele imobilizate pot fi utilizate şi pentru limpezirea 

suoului de grape-fruit şi a vin~lui. In acest oaz se foloseso 

pepsina şi acid-proteinazele (izolate din fungi de AspergillT.tS 

awamori şi Aspergillus oryzae) imobilizate pe broma~etil-celulozl 

şi pe suporturi ano~ganice poroase (silicagel, sticlă). In cazul 

sucului de grape-frui t cer<? conţine ioni de Fe2+ şi Fe3.t ( oare 

1.nhibl acid-protein&zele), înainte de limp~zire se trece sucul 

peste o coloană cu schimbători de ioni, pentru îndeplrtarea 

lor. 

III.6.5. Apli~~ţii în industria produaelor zahe.~oase 

Industria zab.iîrului este un u-e consumator de enzima imo­

bilizate, care se utili~ează în principal pent:rur 

- obţln•rea gluoozei prin hidroliza amidonului; 

invertirea zahă::ului; 

-_epimerizarea glucozei la f.ruotoză. 

III.6.5.1. Hidroliza amidonului ei celulozei 

Majoritatea O-glucozei fabricatl industrlPl. sa obţine prin 

hidroliza enzimatic~ a amidonu.lui. 

e..onidcn ~ -amilaza ) dextrine 
(solubilizare) 

glucoamilaza ~ D-gluoozl 
( zaharificare) 

Ca materie primă, din considerente eoonomioe, se alege mai 

ales amidonul din porumb. 

Prima etapl, sclubiliZ&l'8a amidon.ului la de:rtriae fl taoe 
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cu oi.-n.r:rile.7./1 ir.i.c-bili z>1ti'i pic! C?!-celuloză activată cu BrCN. MRta­

rialul obţim1t r;e încarc/1 într-un reactor coloanl. 

A doua r,t~pă, znhari:f'icarea, are loo ou glucoarnilazfl imobi­

lizată covalent sau inclusă în fibre. Se poate folosi de exemplu 

gl~coa.~ilaz..~ i~obili;.etă pe un suport oonstând dintr-un copolimer 

glutar3ldeb.idă-p-fenilend.1amină. 

In literatu:ră 68 găoeso nu.-aeroase referiri la utilizarea 

glucoamilazei iraobilizate pentru. producerea glucozei din amidon 

da porumb. 

Din studiul de laborator al reacţiei de zaharificare a api­

rut ev-~ccn~ă etr~ctivitatea comerciali a preparatelor de enzime 

im,ibiliz::i.teo 

Aztfel, ti~pul necesar de obţinere a siropulul de gluoo~ 

din amidon de portlob este mai mi.o de 60 m.111, faţl de 75 ore pen­

tru procodcolo chimioe. Se obţi11e un sirop limpede, uşor de 

decolorat şi de purificat. 

In cazul gluconmilazei se observi ol timpul de înj\lDl!tlţi­

re al activităţii enzimatice poate oreşte substanţial daol ae 

lucrează la temperaturi joase, fără a fi afeotatl vitAza de 

reacţie. 

In plus luorând ou gluooamilazl parţia:1 purifioatl şi imobi­

lizat~ pe un suport anorganic activat prin silanizan se pont• 

utiliza un reaotor-ooloană ou pat oompaot • la 40-50°c ei pll • 4. 5. 

O instalat.Le pilot de la Universitatea 41.Jl Iowa 

( fig. 37) ars. o baterie de reaotoare-ooloel ou '9.D.ziml imobilisatl 

steril1zate în prealabil şi oare rlm&n operaţionale timp de )O 

de zile. 
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Sistem de baterie de reaotoaN-coloanl pentru !abrioa:rea 
-

gluoozei ou iµµcoamilază 1mob11Lzatl 

Am: don '~olub1~in1" 
+ 

glurn---:mub..:;;. 

SdLic;t,'.tc,r 
li'-" ca..r:ura 

Utilizarea glucoamilazai imobilizat! P~ atioll poroaal ou 

pori controlaţi e.re două deze-vantaje majora: 

- coatul ridicat al suportului şi 

- scinda.rea (solubilizarea) în timp a suportului. 

Acoperind materialul de stioll ou oxizi (SttQ2• tto2• A1203, 

Zro2 eto) se obţin suporturi mult mai durabile, ou multe avantaje 
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economice, dar o~stul suportului depăşeşte valoarea produsului. 

Toate aceste dezavantaje pot fi înllturate reoU2"gându-se la 

ceramicile poroase oa suporturi pentrll imobilizarea covalentl a 

glucoami.lazei. 

Un domeniu atractiv este şi hidroliza enzimatici a oelulo­

zei la D-glucom, celuloza fiind mult mai rlepânditl tn natu.rl 

decât amidonulo Glucoza obţinută pe aceastl cale nu se foloeeot• 

ca edulcorant alimentar, dar poate servi oa sursl de energie 

pentru biosinteza unor proteine sau poate fi oonvertitl în alţi 

compuşi chimici, utilizabili industrial (etanol). 

Celuloza poate fi h~.drolizatl ou oelulaza din Triohodema 

Tiride. un amestec complex de enzime ou activitate h1.drol1tiol 

di!e:::i tă. c,un aceste enzi;ne diferă p.rin proprietlţ.i.le lor, este 

necesară o metodă de imobilizare'oare el nu dezactiveze nioi 

una din ele. De oele mai multe ori se foloseşte oelulazl :I.mobi­

lizată pe colagen perlat, prin reticulare ou gluta:ral.4eh14l.-

Nu se folosesc reaotoare-coloe.nă (substratul coloidal de 

celuloză se poate tasa), oi reactoare ou pat fluidizat, hidroli­

za decurgând cantitativo 

III.6.5.2. Invertirea zahlrului 

Zaharoza se poate hidroliza enzimatic la un ameeteo echi.mo­

lecular de glucoză şi fructoză, mai duloe decât zahl:ru.l şi oare 

împiedioă uscare~ (oristnlizarea) în timp a produselor zaharoase 

(siropuri, du.loeţuri, umpluturi de bomboane eto). 

Hid.rolize. {invertirea) zah~rului se poate faoe cu invertaza 

izolată din drojdia de bere şi inclusă în fibre de triaoetat de 

celuloză sau 1n geluri de poliaorilamidă. 

Daoă 90luţille de zaharozl au o oonoentraţie de sub)~. 
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se pot folosi reactoare-ooloană. In cazul unor soluţii mai oon­

oentrate (30-50%), oreşterea vâscozităţii mioşoreazl mult viteza 

de scurgere prin coloană. In aoest ~az se foloseşte prooedeul 

discontinuu 9 batch". 

III.6.5.3. Epimerizarea D-gluoozei la D-fructozl 

Izomerizarea enzimatică a D-glucozei în D-fructozl are o 

mare importenţă industrială. 

Siropul ou conţinut înalt de fructoză este un produs ocmer­

cial important care poate tnlooui zaharoza. El este format din 

5~ glucoză şi 42% fructozl, restul fiind al te zaharuri. Pre­

zenţa fructozei face oa acest sirop să aibă calităţi edulcorante 

oresoute. 

Un procedeu industrial smerican ,tcomputarizat utilizeazl 

gluooizomeraza imobilizată pe DEAE-oelulo~ prin adsorbţie,.tn. 

reactoare cilindrice, conţinând particule (perle) de suport ou 

enziml aâsorbită superficial. Se luoreazl ou o baterie de re­

aotoaN, la 60°0 şi pH •7-7,5. Subat~atul este un sirop ou con­

ţinut de 73'1, în glucoză Qi 30-5~ materii solide; produsul de 

reaoţh conţine 42% fruotozl. 

Se pot folosi ui celule microbiene (oe oonţin gluooizom.erazl) 

imobilizate. Această variantă este mai avantajoasă decât oea ou 

enzimă pură, deoarece gluooizomeraza este o enziml intracelulari, 

greu de extras şi purificat. Utilizarea celulelor scade preţul 

do cost, mărind• în plus şi stabilitatea operaţionali a enzimei 

aflaU în mediul său natural. 

In plus s-a mai constatat ol wi~l• tipuri de celule pot fi 

uşor !1:z:ate î.ntr-o fază staţionari, printr-UA simplu tratament 

termic. (.autoimobilizare•). 
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Ca substrat se foloseşte siropul de gluoozl obţinut diJl ami-
,.. 

donul de porumb sau de cartofi, tn U2'III& hidrolizei enzimatioe. 

Aoest sirop are proprietăţi edulcorante estimate la 70-75~ 

din oea a zaharozei. 

Prin izomerizarea parţială a glucozei se obţine siropul ou 

conţinut înalt de fructoză, la fel sau mai duloe deoât zahlrul. 

Un procedeu utilizat tn USA, Buro~a, Jsp~nia, Coreea de Sud 

foloseşte glucoizomeraza oonţinutl în Bacillus ooagulans. • 

Se imobilizeazl celulele prin reticula:re ou glutaraldehid!, 

iar masa obţinutl se e1t.rudeazl în folii subsţiri, utiliz~t• în 

reactoare cu pat oompaot. 

Celulele microbiene se mai pot imobiliza şi tn membrane de 

colag•n utilizate sub formă de spirell într-un raa ... tor ou pat 

compact (procedeu SUA ou Bacillus ooagulans). 

In general organismele de tipul Baoillue produo o enziml 

interesant! (D-xiloizomeraza), oare poate izomeriza şi D-glaooza. 

In plus, se pot cultiva în medii uşor accesibile. 

Firma Gist-brocades (Olanda) luoreazl ou gluooizomeraze 

dintr-o tulpini de Aotinoplanes missouriensis~ W.oeliile sunt in­

cluse în gelatină şi reticulate ou glutaraldehidl. Se obţin par­

ticule sferice cu di&!lletral de 1 mm, oare se pot folosi atât tn 

procedeul "batoh• oit şi în reactoare ou flux continuu, ou pat 

compact sau flu1.dizat. 

Se obţiDe un sirop ou un oonţinut da 4~ fruotozl1 se luorea­

zl la 65°0 şi pH • 7-7,5. 

Se ounoso 11 alte procedee de obţinere a siropului ou oonţi­

nut inalt de fructoză: 

- ou gluooizomerazl din tulpini de Streptomyoes adsorbit• 

pe alumin.I ou pori controlaţi; 

- ou o tulpini de Arth:robaoter 11auto1mobil1zat" 11 introdu 
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într-Wl reactor cu pat compact; 

- cu o enzimă din Streptomyoea phaeochromogenea, imobilizatl 

pe un ouport oelulozlo schimbător de ioni. 

Glucoizomeraza se mai poate imobiliza pe: sticlă poroasă, 

r~şini for:naldehidice, prin inclµdere in fibre de celulozl şi în 

nHollow-.fiber". 

Celulale conţinând izomerau activl se pot imobiliza şi prin 

includere în aoetaţi de celuloză sau în geluri de polieorilam:1dl. 

In tabelul nr. 25 sW1t sumarizate câteva exemple de gluooizome­

raze comerciale. 

Tabelul nr. 25 

Exemple de gluooizcmer:o.ze co::ierciele 

Nume 0011.eroial/Pirmă Sursa de enziml Tehnice de imobilizare 

1 2 ) 

llaxazym.e/Gist-broce- Aotinoplanes Inoludere în gelatin!, 

defl (Olanda) missouriensis urmată de reticulare cu 

- dutaraldehidl 

Optisweet/Miles Kali- St:-eptom,-oes Adsorbţia enzimei puri.ti-

Chemie (Oe%'111&111a) rubig:l.Dosus oate pe silioe, urmst~ de 

reticulare cu glutaralde-

hidl 

Spezyme/Pinnsugar Streptomyoes Legarea eleotrostatiol a 

(:rinlanda) rubiginoaus enzimei purifioate pe 

DEAB-oelulozl amasteoatl 

ou polistiren fi tto2 

Sweetzyme/Bovo- Bacillua Retioularea materialului 

li o:rdi sk ( Danemarca) coagu.lans · oelula:r omogenizat ou 
duta:ral.dehidll 
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Tabelul nr. 25 (oontinuare) 

2 :, 

ISweetaae/B agasa StreptOlllJ'Oes Imobilizarea mioeliilor 

-
trata-

(Japonia) phaeohromogenes te termio pe rlşinl aohimbltoa-

re de anioni 

In figura nr. JB este indioatl o aohed tehllologiol generali 

pentru. izomerizarea în flux continuu a siropului de gluoozl b?'llt. 

Fig, nr, J.fl 

Instalaţie de epimerizare a gluoozei 

nLTIUi'.E. 
lJ::!;'IRlfUGAR.i:. 
~-----' 

I l:lEtX,U)RAREA ! 
I 

AL ŢllULUl ClJ H 
CAiUIUl.fl:. I I ~---

sm.lrrrf. Dl'. N.<JH 

l 

~
71 O'.lUlANÂ 

.;_ I DE 

1·JUTAJU, C.'U 
SOIIMEIĂ'tOR. 

DEJOUI 

(_ _ j lWMl::.RiZAU 

Ylill!lll_l,l_llllllf-{2/ 
HLRU SCRIMllAiOR 

Siropul de glucoză obţinut 41n amidon este purifioat pl'in 

filtrare şi deoolorare cu olrbune, dupl oare este evaporat pAnl 

la un oonţinut de 40-45% substanţl solidl. Dupl trecerea prin­

t:P..un sohimbiltor de ioni este introdus tntr-un vas ou agitare tn 

oare se adaugi ioni de 11g2+ şi a:re loo o ajustare a pH-ulu:1 pini 

la 8 1 5. 
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Urmeaz! încălzirea la 65°C printr-un schimbător de clldu.rl 

şi filtrarea, dupl care siropul se treoe prin coloana ce oonţine 

patul do enziml imobilizată, debitul de alimentare al coloanei 

fiind ajustat pentru a so produoe conversia dorită la fl"Uotozl 

(oontrolatl cu un polarimetru automat). Daoă activitatea enzimei 

scade uşor în timp, randB1Dentul oonversiei este menţinut prin 

reducerea debitului de alimentare a reactorului. 

Din coloana de izomerizare, izo-siropul este treout într-un 

vas ou agitare în oare se corectează pH-ul la 4,5, înainte de 

ra!iJl&2'ea cu cărbune activ. Respectând parametrii de luoru, ee 

obţine un sirop ou conţinut inalt de fructoză şi oare nu conţine 

nioi doar urme de D-manoMo 

III.6.6. Alte aplicaţii 

III.6.6.1. Hidroliz8 ra!inozei 

Rafinoza este un trizaharid ( (1(-galactozid} ce.re împiedică 

oristalizaraa zaharozei din melaeele din efecJă de zahăr. Randa­

mentul în zaharozl poate oreşte dacl oe hidrolizeazl rafinoza ou 

o( -galaotozidazl. Creşterea randamentului se datoreazl nu numai 

hidrolizei propriu-zise a rafinozei, dar şi eliminării întârzi­

erii in etapa de crist'lliza:re a zahirul.uio Pentru industria 

zaharozei trebuie folosit un microorganism o&l'e el furnizeze 

0(-galactozidad dar de loe sau foarte puţin~ inv~rtaz~. O bunl 

suiieă de asemenea enzimă este Mortierella vinaoea. c( -Galaoto-

zidaza este produel atunci când în cultură, în condiţii controla­

te, miceliile au o dimensiune constantă (20-30 mesh). Aceste mi­

oelii microbiene autoimobilizate se folosesc în reactoare cu 

flux continuu. Reactorul enzimatic constă într-o baterie de 
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vase desohise în formă de U, fiecare fiind eohipat ou agitator 

şi un filtru la partea inferioară,-pentru îndepărtarea biooata­

lizatorulu.1 din produsul de reaoţie. 

Melasele se tratează oontinuu în reaotor la 4e-52°c ou api 

caldă a~ustându-se pH-ul la 5,0-5,2. ou aoid sulfuric. 

o<-Galaotozidaza are de fapt UD pH optim de 4, dar la pH •5•2 

se previne invertirea zaharozei. Daoi melasele nu oonţin canti 

tiţi mari de ratinoz!, reacţia durează de la 1,5-2,5 ore pini 

le. 4 ore. 

Preparatul enzimstio se foloseşte timp de 25 zile dupl oare 

se înlocuieşte cu unul proasplt. Astfel, )O Kg preparat imobili­

zat folosesc la hidroliza unei tone de rafinozl, daol trizabar:1-

dul -ste conţinut în melase în proporţie de p&nl la 60%. oeea oe 

duce la oreşterea randamentului 'final în zaharozl. 

Intr-un reactor discontinuu (.batoh•) se pot folosi oelule 

de Mortierella vinaoea reticulatl ou glutaraldehidl. LuorAnd la 

50°c, pentru iaai mult de 250 cicluri durând în total) slptlmAzd, 

celulele reticulate îşi menţin 7~ din activitatea enzimetiol 

illiţială, in timp ce oele netratate ou glutaraldehid! au o acti­

vitate remanentă de numai 5~ în. condiţii similare. 

Se pot folosi şi celule autoimobilizate de Absidia liguierii 

supuse ulterior disperslrii în partioule de dimensiuni convena­

bile cu oare se umplu reaotoarele-ooloanA oe funoţioneazl la 

6o0 c. Dupi 30 zile activi. tatea o< -galaotozidazioă scade la BOII · 

în oomparaţie cu cea illiţială. 

OC.-Galactozidaza din Baoillua stearothermophilus ae imobi­

lizează pe nylon, produsul obţinut fiind utilizat într-un reaotor 

cu pat compact. 
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III.6.6. 2. _Obtinere de aoid gluconic 

Glucozooxidaza poate.fi utilizat! tn industria alimentari 

pentru ox:ldana glucozei la acid glunonio. 

Tratând un s1.rop ou conţinut înalt de fru.otozl (obţinut pl'in 

invertirea zab.lzului) ou gluoozooxidază, se obţine un &1Ustec de 

fl'UCtcză şi acid gluconic. uşor de sep81'8t prin cromatografie de 

schimb ionic. In acest fel este posibili obţinrea cunoollitentl 

a fructozei pure şi a acidului. gluoonio. 

Glucozoo:zidaza se poate utiliza şi pentru îndeplrtarea 

glucozei clin UJ2ele produse alimentare (albuş de ou). sau a oxt.­

gonulu:f. din acestea. 

Produeul reacţiei este o b-gluconolactonl instabili, 081'9 

se hidrolizează spontan lo acid gluconic şi H202r 

»-Glucoză glucozooxidază> 
7' 

02 

r li o 
O-glucono-laotonl - 2----.. 

(spoatan) 

H2o2 rezulta·tă. fiind inh:1.bitor pentru enzimă, trebuie î.D.de­

plrtatl ou ajutorul catalazei: 

H_Q catalază„ H O + 
c 2 2 

Co-imobilizând gluoozooxidaza şi catalaza. se obsa:rv-1 ol 

stabilitatea glucozoox::l.dazei creşte daci co-imobilizarea catala­

zei se .tace pe acelaşi suport (pentru. ol sub acţiunea catalazei 

se reface o2 necesar oxidlrii ou glucosoondad). 

O sural foarte convenabili a acestor enzime este jsperglllus 

niger. enzimele putând U purificate tmpreUJ2ă. Cele dcul enmime 

se co-imobilizează pe un copolimer de glutaraldehidl-p-fenilen­

diaminl. Preparatul obţinut se poate folosi atât în reactoare 
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,.batch" cât şi în reactoare-ooloan.11. 

Temperatura optimă de reaoţie ·pentru sistemul celor doul 

enzime co-imobilizate este mai rniol decât pentru amestecul de 

enzima solubile. iar aerarea cu o2 oonduoe la viteze de reaoţie 

mai mari decât cu aer. 

Descreşterea constantei Ky pentru o:rl.darea gluoozei în oazul. 

eistecului co-imobilizat este rezultatul probabil al unei oonven­

traţii crescute de o:J;lgen din proximitatea catalazei. 

III.6.6.J. Consel"VBrea cărnii 

PentTu a îndeplrta mirosul nepllout din oarne, se adaugi 

mono~lutamat de sodiu; efectul creşte considerabil prin adluga­

rea suplimentară a unui amestec echimoleoular de nucleotide ale 

acidului incsinic (Il!P) şi eoidului guanilio (GMP). In aoest soop 

începând din 1973 în Japonia se produo anual 2000-JOOO t ameste­

curi de nucleotide. 

Un procedeu comercial pentru obţinerea IIIP şi GJlP este 

hidroliza enzimatică a RNA izolat din drojdie. Iniţial. RllA se 

hidrolizează ou 5'-fosfo-diesteraza la ribonuoleotidele consti­

tuente, iar in a doua etapl A.IIP este convertit la IIIP prin aoti­

unea 5'-AMP-dezaminazei. Bucleotidele din hidrolizatul astfel 

obţinut se izoleazl prin oromatografie de schimb ionio. 

Un procedeu continuu foloseşte fosfodiesteraza din 

Penicillium sp. şi AMP-dezaminaza din Aspergillus sp. imobilizat• 

separat prin :egare oovalentl pe oeremiol poroasl. Prooednl 

este net superior oelui oare utilizeazl enzimele eolubile tn 

reactor cuv! (procedeu disoontinuu). 
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1, Ţ(~:SVH.:!l.I , DE'l':Uic!IRI DIVER~E 

Ar.,berlite = rl'işin:i schj_mb?itoare de ioni acidă (IRA) sau bazică 

(IRC) 

= p-acetilam.tnofeniletoximetacrilat 

ATP 

Biorad 

BIS 

CM 

DEAE 

CTT 

n) 

CI½=ci- C00-( CH2 ) 2-o-@-NHCOCH) 

= adenozin-trifosfat 

= variet3ţi de geluri celulozice comerciale USA 

= N ,N' -rnetilen-bj_sacrilamidă 

= carbo.>..""imet::l 

= dietilaminoetil 

ECTOLA (epiclorhidrin-trietanolamino)-

-celuloză = amestec de cel~loze a~inate (schimbător de ioni bazid 

EDTA =- acid etilendiA.minotetraacetic 

L-(1-tosilamidofenil)-etilclormetilcetonă 

c6H5-co-Ii-S02-@-cH) 
CH-Cl 
I 
CO-C 2H5 

Me t i1 ce losol v =- CH 3-0-CH2-CP~OH 

NADP 

,(Coen:z.ima II 

NADP+ 

NADPH 

RES 

~ coenzima I (făr?. specificarea formei reduse seu 

oxidate) 

= nicotinamid-adenin dinucleotidi'i (coenzim1i I orldată) 

= nicotinemid-adenin dinucleotidă farmn redusi 

= nicotinamid-adenin-dinucleotid-fosfat 

f~ră specificarea formei reduse sau oxidate) 

= coenzima II forma oxidat~ 

= coenzima II for:na redusă 

= rezonenţ~ electronic1 de spin 
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m clorhidrat al l-tris(hidroxi-etil)aminometanului. 
.--

~ răşini polistirenice (DOVEX 50) sau bazice (DOWEX 1) 

Eucheuma cattonii = specie de alge producătoare de k-carageenan 

FAD 

IMP 

GMP 

~ flavin - adenin - dinucleotida 

~ inosin-monofosfat 

= guanosin-monofosfat 
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