RAPORT STIINTIFIC SI TEHNIC AL PROIECTULUI
DEZVOLTAREA UNOR BIOCATALIZATORI NOI PENTRU OBTINEREA ECONOMICA A UNOR
SINTONI CHIRALI (SYNBIOCAT), COD PN-1I-PT-PCCA-2011-3.1-1268, contract 124/2012

ETAPA I. IZOLARE SI CARACTERIZARE ENZIME
Obiectiv 1. 1zolarea enzimelor
Obiectiv 2. Determinarea activitatii enzimatice

Rezumatul etapei

Eforturile depuse in ultimele decenii pentru descoperirea unor biocatalizatori eficicenti in diverse domenii® s-au
materializat intr-un numar impresionant de publicatii care descriu purificarea si caracterizarea acestor noi surse naturale de
biocatalizatori. O atentie deosebita s-a acordat in acest context enzimelor de provenientd termofila, cu preciddere celor
hidrolitice, care pot avea proprietiti biocatalitice speciale (activitate si selectivitate inalta in conditii extreme de temperatura
si chiar pH).

Cea mai importanta contributie stiintifica care poate fi raportata in aceasta etapa o reprezinta obtinerea unui nou
preparat enzimatic cu actiune hidrolitica (esterazica/ lipazica) din Anoxybacillus flavithermus, izolata din apele termale din
NV Romaniei. Au fost parcurse in acest scop urmatoarele etape:

1. lzolarea, identificarea si caracterizarea unei tulpini bacteriene, sursa unei enzime hidrolitice termostabile

2. Purificarea enzimei native

3. Clonarea si caracterizarea Est/Lip termostabild din Anoxybacillus flavithermus T1

4. Optimizarea exprimarii si a purificarii proteice

5. Testarea potentialului aplicativ al Est/Lip recombinata dinA.flavithermus T1 in biotransformari selective
In plus, pentru determinarea activitatii enzimei studiate si a altor enzime cu actiune hidrolazica similara, a fost efectuat un
studiu detaliat al metodei general utilizate, respectiv hidroliza esterilorlor cu p-nitrofenol (pNPA- acetat de p-nitrofenol,
pNPP- propionate de p-nitrofenil).

Obiectiv 1. Izolarea enzimelor

1. IZOLAREA, IDENTIFICAREA SI CARACTERIZAREA UNEI TULPINI BACTERIENE,

SURSA UNEI ENZIME HIDROLITICE TERMOSTABILE
Au fost selectate patru izvoare de ape termale:

e Tasnad (72°C) din Satu-Mare

e Andrid (90°C) din Satu-Mare

e Sicuieni (80-84°C) din Bihor

e Marghita (70°C) din Bihor

Probele de apa din locatiile alese au fost transportate de la fiecare locatie in recipiente termostatate sterile si cultivate pe
mediu LB-agar. De pe cele 4 placi obtinute, cite una pentru fiecare zona a fost apoi crescuta cate o colonie Th mediu LB-
lichid. Activitatea lipolitica a fost urmarita utilizand p-nitrofenil palmitat drept substrat, iar preparatul enzimatic din aceasta
etapa a fost supernatantul celular (Tabelul 1).

Colonia izolata din proba din izvorul termal din Tasnad a prezentat cea mai mare activitate lipolitica extracelulara,
astfel acesta a fost ales pentru experimentele ulterioare. Caracteristicile morfologice si biochimice ale tulpinii bacteriene
izolate au fost evaluate concomitent cu determinarea geneticd a bacteriei. Analiza genetici a indicat o tulpina de
Anoxybacillus flavithermus (identitate maxima obtinutd fata de Anoxybacillus flavithermus AE3). Ulterior, tulpina complet
caracterizata a fost depusa la Colectia Nationalda de Microorganisme Agricole si Industriale din Budapesta, Ungaria, avand
numarul de acces NCAIM B 02482.

Tabelul 1. Activitatea lipolitica a supernatantului celular pentru cele 4 culturi testate

Sursa Activitatea*10° (U/mL)
Tdsnad 227
Andrid 75
Sacuieni 210
Marghita 219

Productia carboxi-esterazei de catre Anoxybacillus flavithermus T1 a fost monitorizata prin modificarea temperaturii si pH-
ului in etapa de crestere. Se observa in Fig. 1A ca temperatura favorizeaza dinamica biomasei si, indiferent de temperatura,
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cresterea este maxima la pH 8.0. Secretia maxima de enzima (Fig. 1B) a fost inregistrata la o temperatura de 60°C, la pH 8
dupa 16 h de crestere celulara.
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Fig. 1. Influenta pH-ului si temperaturii asupra cresterii celulare si a Fig. 2. Variatia in timp a cresterii celulare ()
productiei de enzima. A. Efectul pH-ului asupra cresterii celulare la diferite  si a activitatii hidrolazice extracelulare (m)
temperaturi: o 40°C; m 45°C; o 50°C; A 55°C; A 60°C; B. Cresterea

celulara () si productia de hidrolaza (=) la pH 8.0, la diferite temperaturi

Durata optima a procesului s-a determinat prin monitorizarea in timp a cresterii celulare si a activitatii hidrolazice in
conditiile optime determinate (pH 8.0 si 60 °C). Se observa in Fig. 2 ca densitatea celulara maxima se atinge dupa 24 ore, dar
activitatea hidrolazica extracelulara maxima se obtine la 16 ore, dupa care ea scade semnificativ.

De asemenea, s-a incercat favorizarea producerii de enzima prin suplimentarea mediului de culturd cu diferite uleiuri
comerciale Tn concentratie de 1,5%: ulei de floarea soarelui, ulei de masline sau ulei de palmier. Cel mai bun rezultat a fost
inregistrat in cazul addugarii in mediu a uleiului de floarea soarelui. Cresterea concentratiei acestuia, studiata in intervalul
0.25% la 3% ,nu a determinat imbunatatirea activitatii hidrolazice a supernatantului celular.

Tabelul 2. Efectul adaosului de uleiuri vegetale (1.5% vol) in mediul LB standard asupra cresterii si activitatii hidrolazice

Mediu ODsoo Activitate x10° (U/mL)
Control (mediu LB fara adaos de ulei) 1.56 2.25
Ulei de floarea soarelui 1.65 16.10
Ulei de masline 1.61 8.29
Ulei de parmier 1.43 13.71

2. PURIFICAREA ENZIMEI NATIVE
S-a realizat in continuare purificarea enzimei (Est/Lip) native din A. flavithermus T1 in etapele clasice: precipitare
cu sulfat de amoniu si acetona (purificarea grosiera) si cromatografie de schimb ionic si hidrofoba (purificarea avansata). Ca
o0 contributie originala, s-a introdus in protocolul de purificare o etapa de precipitare specifica a lipazelor, utilizata anterior de
citre Gorokhova® doar ca metoda de imobilizare si activare a lipazelor.

A. PURIFICAREA GROSIERA A ENZIMEI
Prin centrifugarea unei culturi de 22-24 ore (7,000 rpm, 20 min) s-a obtinut supernatantul care, dupa filtrare pe o
membrane de 0.45 pum a permis obtinerea unei solutii libere de cellule utilizata in continuare.
1. Precipitarea cu sulfat de amoniu
In solutia de enzma se adauga sub agitare la 4°C sulfat de amoniu pana la o saturatie de 30%. Precipitatul separate
prin centruifugare la 14.000 timp de 15 min se resuspenda intampon Tris 50 mM pH 8. Procedura se repeta pana la
saturatii de 40%, respectiv 70%.
Dupa resuspendarea produsului solid, solutia se supune dializei peste noapte fata de 50 mM Tris—HCI (pH 8.0) la
4°C.
2. Precipitarea cu acetona
In solutia bruta de enzima obtinuta se adauga la rece in picaturi 1, 4 sau 9 volume de acetona racita sub agitare
continua. Dupa perfectarea precipitarii la -20°C sau la 4°C se izoleaza precipitatul prin centrifugare (14.000 rpm, 15
min, 0°C), se usuca produsul la temperatura camerei 60 min si se resuspenda in solutie 50 mM Tris-HCI, pH 8.0.
Activitatea hidrolazica a solutiilor obtinute se determina la 60°C cu pNPP, timp de 5 (pentru solutiile obtinute prin
precipitare) respectiv 60 min (in cazul supernatantului brut, mai putin activ). Se observa (Fig. 3) ca utilizarea unei saturatii de



50% in sulfat de amoniu permite obtinerea celei mai active solutii. Chiar si in aceste conditii, activitatea este insa extrem de
scazuta iar termostabilitatea preparatului enzimatic redusa.
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In cazul precipitarii cu acetona cel mai activ s-a dovedit a fi produsul obtinut la utilizarea unui raport volumetric de
4:1, dupa 2 ore racier la -20°C. Rezultate asemanatoare au dat si produsul obtinut similar cu un raport 6:1. Cresterea
concentratiei de acetone si a duratei de perfectare a precipitarii nu au permis imbunatatiri ale activitatii, deci sunt costuri
suplimentare inutile (Tabelul 3). O comparatie a activitatii preparatelor enzimatice obtinute arata (Tabelul 4) calitatea
superioara a produsului obtinut prin precipitare cu acetona.
Tabelul 4. Activitatea hidrolazica a preparatelor enzimatice (metoda pNPP)

Preparat Extract celular brut Precipitare cu sulfat de amoniu Precipitare cu acetona

Activitate (U/mL) 0.12 0.032 0.252

B. PURIFICAREA CROMATOGRAFICA A ENZIMEI BRUTE

A. Cromatografia de schimb anionic

Fiecare din precipitatele obtinute anterior se resuspenda si dupa filtrare pe 0o membrana de 0.22 um se cromatografiaza pe
o coloana de schimb anionic (HiLoad 16/10 Sepharose High Performance), echilibrata in prealabil cu solutie tampon 50 mM
Tris-HCI, pH 8.0. Eluarea proteinei se realizeaza cu amestec de 50 mM Tris-HCI si 100 mM NaCl pH 8.0, gradient liniar.
Pentru analiza fractiilor se impune eliminarea prealabila a sarurilor prin dializa (in solutie 50 mM Tris-HCI, pH 8.0), pentru a
elimina orice interferente posibile. Determinarea activitatii enzimatice s-a realizat cu pNPA.
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Fig. 4. Diagrama de elutie pe coloana de schimb anionic Fig. 5. Separarea proteinelor din fractiile
absorbanta la 280 nm cu activitate enzimatica: C3, C5, C8, C11,
m activitatea enzimatica a fractiei (determinate cu pNPA) D10 comparativ cu pudra acetonica inainte
cresterea concentratiei sarii in eluent de purificarea cromatografica (AC)

Analiza SDS-PAGE a fractiilor cu activitate enzimatica semnificativa a evidentiat existenta unui amestec complex de
proteine in fiecare din ele. Tinand cont si de nivelul redus al activitatii, s-a concluzionat ca aceasta varianta de purificare nu
corespunde scopului urmarit.



B. Cromatografia hidrofoba

Pudra acetonica obtinuta se resuspenda in tampon Tris-HCI 50 mM, pH 8 si se amesteca cu o solutie de sulfat de amoniu
pana la o concentratie finala de 1.6 mM. Separarea se face pe o coloana hidrofoba (cu fenil-sefaroza), echilibrata in prealabil
cu aceeasi solutie tampon iar eluarea cusolutie Tris-HCI 50 mM, pH 8.0. In fiecare fractie separata s-a determinat activitatea
enzimatica si s-a analizat prin SDS-PAGE.
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C. PURIFICAREA ENZIMEI CU AGENTI SPECIFICI DE PRECIPITARE

Gorokhova a descris in literatura® faptul ca precipitarea unor compusi hidrofobi (N-cetilamina- CeNH, sau N-
cetilacetamida- CeA in amestec apa-acetona in prezenta unor lipaze poate conduce si la coprecipitarea enzimei. Pe baza
acestei observatii a fost efectuat un studiu comparativ folosind CeNH, sau CeA ca si coprecipitant.

Solutia obtinuta din 20 mg agent de coprecipitare dizolvata in 700 pL acetona fierbinte (40-50°C) s-a adaugat in 10
mL solutie acetonica de precipitat acetonic brut care contine 0.08-0.1 mg proteina totala /mL. Dupa evaporarea acetonei
amestecul a fot mentinut la 4°C timp de 24 ore. Faza solida separata (care contin proteina coprecipitata de-a lungul
compusului hidrofob se separa prin centrifugare (8,000 rpm, 20 min) si apoi se resuspenda in Tris-HCI 50 mM, pH 8.0.
Activitatea enzimatica se determina cu pNPP. Puritatea supernatantului si a coprecipitatului obtinut se determina
electroforetic prin SDS-PAGE.
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Fig. 8. Analiza proteinelor dupa coprecipitare cu cetil Fig. 9. Separarea SDS-PAGE preparativa
amina prin metoda SDS-PAGE.

Se observa (Fig. 8) ca utilizarea coprecipitarii nu este selectiva, un numar mare de proteine fiind de asemenea precipitate
in prezenta aminei hidrofobe. Activitatea enzimatica determinata nu a condus la rezultate reproductibile si interpretabile,
probabil datorita interferentelor cu agentii de coprecipitare. Din gelul rezultat au fost utilizate benzile de intensitate maxima
si cele specifice enzimei studiate (evidentiate in chenar in Fig. 8). Analiza a aratat insa ca toate proteinele analizate sunt
oligomeri ai stratului S, o glicoproteina care imbraca celula bacteriana la foarte multe specii.

D. PURIFICAREA PRIN SDS-PAGE PREPARATIV
S-a realizat si o separare preparativa (Fig. 9). Gelul rezultat a fost impartit in 6 benzi. Cele mai active s-au dovedit a fi benzile
compusilor cu mase moleculare mari (banda 1 si 2 in Fig. 9), dar nu numai (Banda 4 si 6 in Fig. 9). Acest lucru poate fi



explicat atat prin existenta unor agregate cu diferite mase moleculare (cu activitate scazuta), cat si prin prezenta mai multor
enzime hidrolitice cu activitati diferite la hidroliza esterilor pNP.

Tabelul 5. Activitatea problor obtinute prin SDS-PAGE preparativ

_ Activitate*10° (U/mL)
Substrat (solutie stoc 5 mM)/Banda
1 2 3 4 5 6
pNPA 14,9 0,8 1,01 3,19 0,2 1,9
pNPP 0,87 2,19 1,3 14 14 3,2

E. CARACTERIZAREA BIOCHIMICA A PUDREI ACETONICE
Impedimentele ivite in etapele de purificare a enzimei hidrolitice prin metodele clasice sau prin precipitare specificd ne-au
determinat sa realizam caracterizarea acesteia in stare partial
purificatd. Astfel, preparatul enzimatic brut obtinut dupa precipitare cu acetona (pudra acetonica) este caracterizat de o
temperatura optima inalta, circa 70°C (Fig. 10) si o stabilitate ridicata la temperaturi de pana la 98°C unde isi pastreaza peste
70% din activitatea sa dupa o incubare de 30 min. in afara acestui interval, activitatea sa scade rapid (Fig. 11).
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pH-ul optim este de 7.8 (Fig. 12), enzima fiind stabild in domeniul slab alcalin (7.4-9.0), unde isi pastreaza circa 70% din
activitatea maxima dupa 30 minute.
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Fig. 12. Dependenta activitatii lipolitice a preparatului Fig. 13. Stabilitatea preparatului enzimatic la diferite
enzimatic de pH la 60°C valori ale pH-ului la 60°C

Influenta cationilor
a fost studiata prin determinarea activitatii reziduale a enzimei dupa 30 respectiv 45 minute de preincubare la 60°C cu solutii
ale clorurilor unor cationi, in concentratie finala de 1 mM (Fig. 14). Se observa ca ionii de Ba®*, Mn?*, Fe** si Cu?* determina
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intensificarea activitatii hidrolazice, in timp ce toti ceilalti ioni testate nu modifica sau determina scaderea acesteia, actionand
ca inhibitori. Interesant de semnalat este faptul ca Hg?* determina o scadere de doar 50% a activitatii, desi toxicitatea sa
pentru majoritatea enzimelor este cunoscuta.”
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Solventii organici

Stabilitatea mare a carboxiesterazelor in solvent organici este binecunscuta. Acest lucru a fost demonstrat si pentru
pudra acetonica a enzimei studiate. Mai mult chiar, anumiti solventi (acetona, izopropanolul) au activat enzima chiar si la
concentratii mari (50%) dupa un tratament de 15 ore la 30 °C. In schimb acetatul de etil, metanolul, etanolul si acetonitrilul
au avut un efect inhibitor de la moderat la puternic (Fig. 15).

Efectul modulatorilor

A fost studiat si efectul detergentilor si a altor compusi care pot adecta structura si functia enzimei studiate.
Activitatea reziduala a fost determinata dupa incubarea timp de 30 min la 60°C in prezenta: Triton X-100, Tween-80, Nay-
EDTA, B-mercaptoetanol (B-ME), dodecil-sulfat de sodiu (SDS) si glicina (1 mM concentratia finala). Detergentii nu au
influentat sensibilactivitatea enzimatica, EDTA a inhibat Est/Lip cu un procent de 12%, iar SDS-ul a dus la o crestere a
activitatii cu mai mult de 50% (Fig. 16).

Selectivitatea de substrat

Pentru stabilirea specificitatii de substrat a precipitatului acetonic brut au fost efectuate testele standard de activitate
enzimatica pe urmatoarele substraturi: acetat, metoxiacetat, propionat, butanoat, metilbutanoat, palmitat si oleat de p-
nitrofenil, monitorizand eliberarea pNP timp de 5 minute.

Tabelul 6. Selectivitatea de substrat a enzimei cu activitate lipolitica/esterazica

Acetat Propanoat Butanoat | Metilbutanoat* Palmitat Oleat

34.3 35.5 9.0 10.0 35.9 39.4

*substrat chiral

Faptul ca enzima prezinta activitate similara pnetru mai multe tipuri de esteri ai acizilor carboxilici, atat cu catena
hidrocarbonata scurta/medie cat si lunga, sugereaza prezenta in preparat a mai multor enzime hidrolitice cu proprietati
diferite.

3. CLONAREA SI CARACTERIZAREA EST/LIP TERMOSTABILA DIN ANOXY-
BACILLUS FLAVITHERMUS T1

Impedimentele survenite in cadrul experimentelor de purificare a enzimei native ne-au determinat sa realizam clonarea
genei enzimei studiate, folosind secventa determinata in prealabil a enzimei din genomul deja secventat al tulpinii A.
flavithermus W1°. Aceasta etapa a fost realizata in colaborare cu colectivul Prof. Dr. Vertesi de la centrul de cercetari in
stiintele naturii al Academiei Maghiare de Stiinte din Budapesta, Ungaria.

In prima etapa au fost create secventele primerilor pentru a clona gena enzimei de interes, cu ajutorul polimerazei
MyTagq, iar apoi s-a realizat multiplicarea plasmidicd sau exprimarea carboxil-esterazei cu ajutorul vectorului pET 20b (+)
care a fost introdus ulterior in E. coli XL1 Blue sau E. coli BL21 DE3.

Est/Lip a fost purificatd din spatiul periplasmic utilizand un procedeu in doud etape indicat de producatorul
Novagen. Acest procedeu implicd destabilizarea membranara si cromatografia de afinitate pe baza de Ni-agaroza. Fractiile
obtinute au fost analizate pe SDS-PAGE. Tabloul comparativ al fiecarei etape de purificare poate fi urmarit calitativ in Fig.
17.
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Fig. 19. Aminoacizii
situsului catalitic

Analiza structurii tridimensionale a modelului Est/Lip izolata din tulpina A.flavithermus T1 s-a facut pe baza similaritati
acesteia cu Est 30 din Geobacillus stearothermophilus a cirui structurd cristalini a fost determinati.® Astfel s-a aritat ci
partea centrald a enzimei este compusa din sapte foi B-pliate, cu prima foaie B-pliatd de la capatul N-terminal Tn pozitie
antiparaleld cu restul. Lidul este reprezentat ca o regiune distinctd de domeniul de baza, elicoidala fiind alcatuit din doua a-
helixuri si un 310-helix (Fig. 18). Astfel, proteina prezintd structura specifica carboxiester-hidrolazelor, fiind formata din o-
helixuri si foi B-pliate. Prin comparatie cu carboxi-esteraza din Geobacillus stearothermophilus mai sus mentionatd am
propus drept amino acizi catalitici urmatorii: Ser 93, Asp 192 si His 222 (Fig. 19).

Caracteristicile enzimei recombinate purificata difera intr-o anumita masura de enzima partial purificata.

Est/Lip recombinata are temperatura optimad de 60°C, atunci cand activitatea a fost determinata cu pNPA si 65°C
atunci cand pNPP a fost utilizat drept substrat.

La 60°C Est/Lip a avut un timp de injumatatire de aproximativ 5 ore.

pH-ul optim este mai degraba un interval de valori de pH-ului: 6.5 - 8.

Toti ioni metalici testati au inhibat Est/Lip. Metalele din grupele I si Il au avut un efect inhibitor limitat, cu exceptia
magneziului, care a determinat o scidere de activitate cu aproximativ 70%. Dintre metalele de tranzitie, Co** a
exercitat cel mai puternic efect inhibitor inactivand enzima complet iar in prezenta de Fe**, Cu?* si a Hg*" Est/Lip a
retinut aproximativ 10% din activitatea initiala.

Enzima si-a pastrat o mare parte din activitate (peste 60%) in prezentd de 10% metanol si 10% DMSO. Cresterea
concentratiilor de metanol a dus insa la inactivarea Est/Lip pure. DMSO s-a dovedit mai compatibil cu Est/Lip,
permitand pastrarea unor valori relativ mari de activitate pand la o concentratie a acestui solvent de pana la 30%.
Acetonitrilul, de asemenea, pare a fi relativ bine tolerat de enziméa aceasta pastrand mai mult de 10% activitate la
20% concentratie solvent.

Vmax KM kcat kcat/ KM 100
Substrat ol min) M)  (mind) @M minY) N 3 B
34.14 3 At
pNPA 82.89 £ 1.56 7.34 0.21 1.96+0.16 g
+1.37 x
23.28 £
pNPP 1.44 +£0.08 +239 0.12 0.0052 1.85+0.32 5
— 2 L SO
Fig. 20. Parametri cinetici pentru Est/Lip din A. flavithermus T1 fata de ) i ko 280 250 o a0 %o
pNPA and pNPP PNPA concentration (M)

e Testarea efectului unor detergenti asupra enzimei s-a realizat in prezenta de docdecil-sulfat de sodiu (SDS), etilen-

diaminotetraacetatului de sodiu (EDTA), Triton X-100 si -mercaptoetanol (bME). SDS in concentratii de 1-10-100
uM si Triton X-100 in concentratii de 0.01-0.5% au exercitat un efect usor inhibitor asupra Est/Lip in probele
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neincubate. Cu toate acestea, prezenta unei concentratii scazute a ambilor detergentii (1 pM SDS, respectiv 0.01-
0.05% Triton X-100), au avut un efect mai pronuntat de stabilizare termica. O concentratie de ] mM B-MEnuaa
fectat activitatea si a imbunatatit usor termostabilitatea enzimei. Atunci cand este asociatd cu incubare prelungita la
60°C, concentratia de 100 mM B-ME determina inactivarea completa a enzimei.

e La testarea specificitatii ESt/Lip, s-a observat o diferentd mare fatd de extractul enzimatic brut, obtinandu-se
urmatoarele valori ale activitatii (U/mg): pNP - acetat: 61.3 £ 1.5; pNP - propionat: 84.1 + 3.4; pNP-butirat: 167.1
2.7, pNP-metil butirat (substrat chirali): 149.1 + 32.6; pNP-caprate: 73.6 + 2.9; pNP-palmitat: 1.4 £ 0.3; pNP-
oleat: 3.2 + 0.4; trioleina: 14.3.

Au fost determinati si parametrii cinetici ai enzimei purificate (Fig. 20).

4. Optimizarea exprimarii si a purificarii proteice

Clonarea si exprimarea proteinelor permite obtinerea lor cu randamente superioare, simplificarea operatiilor de
purificare si in consecinta reducerea costurilor totale, asa cum s-a demonstrate si in cazul enzimei studiate de noi anterior’. In
cazul proteinelor heteroloage, cele mai utilizate organisme sunt Escherichia coli si Pichia pastoris®. Principalul dezavantaj al
acestor proceduri este efectul toxic pe care atat plasmida care contine gena dorita cat si proteina biosintetizata il pot produce
asupra celulei gazda. E posibil de asemenea ca derivatii lactozei cu IPTG-ul folosit pentru inductia exprimarii proteinei sa
prezinte toxicitate pentru cellule.

Principalul dezavantaj este exprimarea proteinelor intr-o forma inactiva sau formarea unor agregate proteice
intracelulare, hidrofobe, greu de eliberat ulterior”. Daca proteina este intracelulara exista si posibilitatea ca aceasta sa fie
asociata cu acizii nucleici. De aceea, varianta conducerii proteinelor in spatial periplasmatic poate fi o solutie pentru
eliminarea acestor dezavantaje si in plus procedura de purificare se simplifica®.

Pentru purificarea fractiilor periplasmatice este necesara mai intai destabilizarea membranelor. AU fost testate mai
multe metode: in camp electrostatic, prin soc osmotic, congelari si decongelari repetate sau mecanic™.

Exprimarea depinde si de vectorul utilizat pentru incorporarea genei proteinei de interes. Acesta trebuie sa contina un
promotor suficient de puternic pentru a favoriza exprimarea in concentratii mari, dar in acelasi timp sa poata fi usor de
dezactivat pentru ca proteina produsa sa nu afecteze cresterea celulei gazda.

In ciuda acestor limitari, exprimarea proteinelor heteroloage in celule gazda este o metoda des utilizata care asigura
procedure simplificate si reproductibile, comparativ cu proteinele native.

Mai intai s-a realizat exprimarea in E. coli si purificarea unei hidrolaze de 25 kDa, cu activitate esterazica si lipazica
(Est/Lip), dintr-o tulpina termofila de Anoxybacillus flavithermus T1. Pe scurt, gena Est/Lip a fost introdusa intr-un vector
pPET-20b(+) care contine si pelB leader, care favorizeaza transferul enzimei in spatiul periplasmatic.

Optimizarea procesului de exprimare a urmarit determimarea conditiilor experimentale referitor la: natura
inductorului, concentratia IPTG (isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside), temperatura si durata inductiei, metodele de
destabilizare membranara utilizate.

Obtinerea culturilor: Celulele de E. coli BL DE 21 care contin plasmida cu gena hidrolazei din A. flavithermus au fost
multiplicate in 5 mL mediu LB timp de 12 ore la 37°C si 200 rpm. 100 pL din precultura obtinuta au fost inoculate in 50 mL
mediu LB steril care contine 100 pg/mL ampicilina. Pentru cuantificarea cresterii celulare s-a determinat densitatea optica a
solutiei la 600 nm (OD).

A. Efectul concentratiei de IPTG, a duratei si temperaturii de inductie
Toate experimentele au fost realizate in duplicat iar pentru analiza rezultatelor au fost utilizate valorile medii obtinute.

Dupa ce culturile au atins densitatea optica 0.6 s-au adaugat diferite volume solutie stoc de IPTG 100 mM, astfel incat
s-au obtinut concentratii de 0.1 mM, 0.4 mM, 1 mM si 5 mM. In timpul cresterii la 37 si 30°C a fost monitorizata activitatea
hidrolazica. Astfel, la interval bine determinate de timp (inainte de inductie si dupa 1, 4, 8, 20 si 24 ore) s-au prelevat cate 1
mL din fiecare cultura si s-a determinat OD si activitatea. O alta proba de 1 mL a fost centrifugata si apoi utilizata pentru
analiza prin SDS-PAGE.

Se observa (Fig. 21A) ca in culturile induse la 30°C apare deja dupa 8 ore de la inductie o scadere semnificativa a
viabilitatii celulelor, asociata cu acumularea produsului exprimat. In acelasi timp si in concordanta cu aceasta, cea mai inalta
activitate enzimatica se manifesta in general dupa 4 ore de la inductie (Fig. 21B).
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In cazul inductiei realizate la 37°C IPTG inhiba cresterea celulara indiferent de concentratie (Fig. 22A). Efectele
toxice sunt vizibile deja dupa 4 ore de la inductie. Aceeasi scadere brusca a viabilitatii a fost observata si in acest caz dupa 20
ore, cauzata probabil de exprimarea altor proteine, unele cunoscute pentru efectul negative pe care il au asupra cresterii
celulare.

Aceasta diferenta de timp (8 ore la 30°C, comparativ cu 20 ore la 37°C) poate fi cdeterminata de viteza redusa de
replicare la 30°C, cand celulele sunt mai vulnerabile la efectele toxice combinate ale IPTG si ale proteinelor heteroloage. La
37°C, maximul de activiatte se inregistreaza dupa 8 ore de la inductie indifferent de concentratia IPTG, activitate maxima
fiind inregistrata la concentratia maxima a IPTG (5 mM), in ciuda numarului redus de celule viabile (Fig. 21B).

In ultima etapa a inductiei se observa la ambele temperaturi o tendinta de reluare a cresterii. Fenomenul, descries deja
in literatura poate fi explicat prin faptul ca anumite celule isi pierd capacitatea de a produce proteina si prin aceasta efectul
inhibitor datorat plasmidei inserate este limitat, iar cresterea poate fi reluata®.

Rezultatele obtinute la ambele temperaturi (Fig. 21-22) arata ca IPTG poate fi folosit cu success ca inductor pe un
domeniu larg de concentratii. In timp ce pentru lipazele si esterazele din diferite specii de Bacillus si Geobacillus literatura
prezinta ca optime concentratii de la 0.1 mM la 0.5 mM® si 1 mM™, pentru carboxiesterazele din Anoxybacillus sp. a fost
determinata ca optima o concentratie de 1 mM IPTG™.

Datele obtinute la analiza SDS-PAGE sunt in concordanta cu cele deja relatate. Astfel in cazul inductiei la 30°C (Fig.
23a-dA), banda Est/Lip 25 kDa este vizibila in primele 4 ore si poate fi observata chiar si la 8 ore. Dupa aceea apar alte
protein, in timp ce banda urmarita dispare. In absenta inductiei, banda caracteristica proteinei utile apare abia dupa 20 ore.

Pentru culturile induse la 37°C, cea mai intensa banda specifica proteinei induse apare, asa cum ne asteptam, dupa 4 si
8 ore (Fig. 23a-d, B). Probele prelevate inainte sau dupa prezinta o banda estomptata caracteristica Est/Lip.

Atat temperatura cat si durata influenteaza exprimarea proteinei si este necesara determinarea combinatiei optime.
Desi celulele de E. coli se dezvolta optim la 37°C, o productie sporita de protein exprimate necesita uneori temperaturi mai
scazute. Aﬁtfel 0 viteza de crestere redusa poate favoriza exprimarea si in acelasi timp limiteaza formarea agregatelor proteice
in citosoli

In scopul obtinerii de informatii suplimentare referitoare la exprimarea proteinei in prima ora dupa inductie, s-a
realizat un experiment paralel la 30°C, la o concentratie a IPTG de 0.1 mM. La fiecare 30 minute, timp de 4 ore, au fost
prelevate cate 500 pL suspensie celulara care a fost utilizata atat pentru determinarea activitati hidrolazice, cat si pentru
analiza SDS-PAGE.
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Se observa (Fig. 24A) ca in timp ce cresterea stagneaza dupa 2.5 ore, activitatea hidrolazica datorata proteinei Est/Lip
produsa creste continuu pana la finalul perioadei monitorizate.
Forma curbei care reprezinta activitatea sugereaza ca exprimarea proteinei tinta nu este liniara, ci mai degraba
oscilatorie. Cu toate acestea, analiza electroforetica nu a evidentiat modificari esentiale ale intensitatii benzii caracteristice
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Au fost realizate in mod similar culturi paralele in prezenta IPTG (0.1 mM concentratie finala) si respectiv lactozei (10
mM concentratie finala deoarece este unsubstrat pentru E. coli). Au fost prelevate cate 1 mL suspensie dupa 4 si 8 ore pentru
determinarea activitati hidrolazice si pentru analiza SDS-PAGE (dupa prealabila centrifugare).
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Fig. 25. Rezultatele obtinute dupa inductia cu IPTG 0.1 mM sau lactoza 10 mM

10



Asa cum era e asteptat, in prezenta lactozei (10 mM) cresterea celulara a fost mai eficienta lactose, comparative cu 0.1
mM IPTG (Fig. 25A). Mai mult decat atat, atat activitatea enzimatica (Fig. 25B) cat si gradul de exprimare evidentiat prin
electroforeza (Fig. 25C) au fost superioare la inductia cu lactoza. Cele mai bune rezultate s-au obtinut la 8 ore de la inductia
cu lactoza.

Cateva observatii se impugn pe baza rezultatelor obtinute. Desi IPTG se utilizeaza in general pentru inducerea
exprimarii unor protein recombinate, acesta nu poate fi metabolizat de celule si indeplineste un rol pur functional, in acelasi
timp determina si o oarecare toxicitate indusa celulelor’’. Lactoza in schimb intra in metabolismul celulei de E. coli, astfel
disponibilitatea ei de regulator al operonului lac scade’® si astfel este greu de determinat o concentratie optima a lactozei la
utilizarea sac a inductor. Literatura prezinta valori diferite, de la 11 mM® pana la 146 mM sau chiar 292 mM®. Este de aceea
posibil ca la concentratie mai mare ale lactozei se vor obtine randamente mai mari. Vor fi efectuate studii si in etapa
urmatoare.

C. Studiul destabilizarii membranare

In scopul eliberarii enzimei in spatiul periplasmatic a fost utilizat protocolul NOVAGEN standard (NOVAGEN,
2003), care foloseste un pentru liza prin soc osmotic un tampon ce contine Tris 30 mM/zaharoza 20% (pH 8), EDTA 1 mM si
MgSQO, 5 mM.

Au fost testate si alte metode de destabilizare a membranelor celulare. In acest scop celulele izolate din 50 mL din
culurile paralele obtinute ca mai sus au fost resuspendate in 20 ml tampon Tris 50 mM, pH 8. In probe s-a adaugat fie
dimetilsulfoxid (DMSO) fie cloroform pana la o concetratie finala de 1% iar amestecurile au fost agitate magnetic la
temperature camerei timp de 20 min (Fig. 26).

O proba similar obtinuta a fost de 5 ori congelata respectiv dezghetata. Dupa fiecare ciclu probele au fost centrifugate
la 20 min la 8000 rpm iar supernatantul s-a introdus la dializa in tampon Tris (50 mM, pH 8) peste noapte. Dupa o
concentrare de 5 ori, din cate 20 pl solutie obtinuta s-a determinat activitatea hidrolazica, respectiv s-a efectuat o analiza
SDS-PAGE. Si aceste experimente au fost efectuate in duplicat.

Cea mai mare activitate a Est/Lip exprimata in fractia periplasmica s-a obtinut la destabilizarea membranara prin
congelare-dezghetare repetata, urmata indeaproape de socul osmotic cu tamponul recomandat standard, in timp ce utilizarea
DMSO si a cloroformului a dus la un grad de recuperare mai redus dar totusi satisfacator (Tabelul 7).

Tabelul 7. Recuperarea activitatii Est/Lip din fractia periplasmatica dupa utilizarea unor metode de destabilizare membranara
a celulelor

Soc osmotic (EDTA/MgSO,) 1 mM/5 mM 1.36 £ 0.26
DMSO 1% 1.19+0.01
Cloroform 1% 1.00£0.12
Congelare-Dezghetare (5 cicluri) - 1.47 +0.06

Tratamentul optim s-a demosntrat a fi repetarea congelarii-decongelarii care in plus este usor de realizat, nu exista
riscul interferentei cu alte protein proprii si nu necesita etape ulterioare de dializa sau pregatiri ulterioare ale probelor. In fine,
dar nu in ultimul rand, utilizarea acestui tratament protejeaza enzima de efectul pe care sarurile sau solventii il pot avea
asupra ei.

Mw 1 2 3 4
1200 /g

85 | .

o [

®
25

20 [

Fig. 26. Electroforeza fractiilor periplasmatice cu hidrolaza Est/Lip dupa aplicarea unor tratamente de destabilizare
membranara: 1: soc osmotic (Tris 50 mM, sucrose 20%, pH 8)/EDTA 1 mM/MgSQO,45 mM; 2: 1% DMSO; 3: 1% cloroform;
4: 5 cicluri de congelare-dezghetare
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Concluzii

A fost obtinut un randament mare pentru exprimarea enzimei tinta in celule de E. coli la 37°C, dupa 8 ore in cazul
utilizarii IPTG (5 mM) ca inductor. Rezultate similare s-au obtinut la 30°C si IPTG (0.4 mM) dupa o singura ora. Aceasta
este pana la momentul actual varianta optima.

Testarea lactozei (10 mM) ca inductor a demonstrat inalta eficienta a acesteia. Pe langa faptul ca este ieftina si
netoxica, eficienta mare ca inductor demonstrata prin studiile preliminare efectuate impun continuarea experimentelor pentru
determinarea concentratiei optime.

In ceea ce priveste izolarea unei enzime active, ca metoda de destabilizare membranara poate fi folosit atat socul
osmotic cu un tampon ce contine zaharoza si EDTA/MgSQ, cat si metoda congelarii/decongelarii repetata de 5 ori. Solventii
organici, eficienti pentru permeabilizarea membranara, au un efect inhibitor asupra enzimei.

5. APLICATII ALE ENZIMEI RECOMBINATE DIN A. FLAVITHERMUS T1 IN

BIOTRANSFORMARI

Desi genul studiat de noi, Anoxybacillus, a fost descris doar recent, au fost deja izolate cateva enzime si potentialul
lor biosintetic a fost semnalat in literatura.

Ibrahim si Ahmed au purificat o celulaza din Anoxybacillus flavithermus? in timp ce alti cercetatori au comunicat
izolarea unei depolimeraze care actioneaza asupra polihidroxialcanoatilor din A. gonensis G2%2. Recent a fost semnalata® si o
lipaza termostabila izolata din A. kamchatkensis care pastreaza 50% din activitatea sa dupa incalzire timp de 30 minute la
80°C. In biotransformari au fost deja utilizate o carboxiesteraza partial purificata izolata din A. gonensis A4* si o hidrolaza
combinata Est/Lip din Anoxybacillus sp.

Primele teste catalitice asupra enzimei recombinate izolata au avut ca si obiectiv procese de rezolutie cinetica ale
catorva compusi organici cu importanta practice: feniletanolul 1, compus antiseptic si antimicrobian utilizat si in parfumerie;
o si p-hidroxi acizii si esterii lor 2,3,8-12, utilizati ca precursori pentru sinteza unor medicamente cum ar fi taxolul, un
medicament citostatic, flupxetinul, medicament antidepresiv, pravastatinul si atorvastatinul, doi agenti cu activitate
anticolesterolica moderni, sau ibuprofenul 4-7, medicament antiinflamator cu structura nesteroidica intens utilizat la ora
actuala (Fig. 27).

O

©/K/COOCZH5 CsH7 /k/g)\com C9H19
COOC;Hs
COOC,Hs QA
R= Me 4
Et 5
3 Bu 6
cl Oct 7
009H11

COOC,Hs COOC,Hs 009H19
COOC,Hs §I>_<;
AN

Fig. 27. Substraturi utilizate la testarea potentialului blocatalltlc aI enzimei recombinate purlflcata

Reactiile au fost realizate pana acum doar la scara analitica. Amestecul de reactie, alcatuit din 2.5 mg substrat, 500
pL solutie de enzima (~100 pg/mL enzima in tampon Tris 50 mM, pH 8) a fost pastrat peste noapte la 45°C, sub agitare la
200 rpm. In final au fost prelevate cate 10 pL proba, fiecare proba a fost diluata la 500 puL cu amestec hexan: izopropanol
(5:1, viv), su dupa uscare-filtrare a fost analizata prin cromatografie chirala pe coloanele HPLC adecvate in conditiile din
tabelul 8. A fost utilizat un sistem cromatografic Agilent 1200 prevazut cu detector DAD.

Enzima testata a prezentat activitate hidrolitica doar in cateva cazuri (Tabelul 9). S-a constatat in cateva cazuri (1, 3,

11) (S)-enantioselectivitatea acestei enzime (ee<30). Substraturile 4-8 si 12 nu au fost hidrolizate in conditiile utilizate si
necesita studii suplimentare.
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Tabelul 8. Conditiile separarii cromatografice chirale cu HPLC ale compusilor testati

Eluent
Substrat Nume Coloana n-hexane: IPA
(1) Acetat de 1-feniletil Ic? 98:2
OJ-H° 95:5
) 3-hidroxi-3-fenil propanoat de etil IA/IB 95:5
(tandem)
(3) 3-butoxi-4-(4-clorofenil)butanoat de etil 1A 96:4
(4)-(7)  2-(4-izobutilfenil)propanoat de (4) metil; (5) etil; IB? 100:0?
(6) n-butil; (7) n-octil IB-reverse phase”  99:0.9 (:0.1 acid acetic)"
(8) (etoxicarbonil)(4-metoxifenil) decanoat de metil IA/AS-H (tandem) 96:4
9) 3-(furan-2-il)-3-hidroxypropanoat de etil 1A 95:5
(10) 3-hidroxi-3-(tiofen-2-il)propanoat de etil IB 90:10
(11) decanoat de 1-(benzofuran-3-il)-3-etox-3-oxopropil  1C* 90:10
IA° 90:10
(12) 2-(2-bromo-1-(undeciloxi)etil)-7-etil-benzofuran Welk 99:1
2 pentru substrat; ® pentru produsi
Tabelul 9. Enantioselectivitatea proceselor de hidroliza enzimatica studiate
ees e, c . oo
Substrat %) %) %) E Configuratia
1 40.9 99.9 29.03 >200 (S)
3 4.87 99.9 4.65 >200 (S)
11 14.9 99.9 13.10 >200 (S)

* configuratia enantiomerului mai reactiv determinata pe baza datelor din literatura

Obiectiv 2. Determinarea activitatii enzimatice

Profilul de ph al enzimei recombinate termoactiva cu activitate lipazica/esterazica

Obiectiv: identificarea corecta a domeniului de pH al unei enzime prezinta atat importanta teoretica cat si aplicativa.
Hidroliza esterilor p-nitropfenolului pentru determinarea spectrofotometrica a activitatii enzimatice a lipazelor si esterazelor
este limitata la domeniul bazic, care nu este optim petru toate enzimele. Dupa demonstrarea unor asemenea situatii am propus
strategii care sa permita utilizarea metodei si in domeniul acid.

Una din cele mai utilizate metode de determinare a activitatii lipolitice in vitro are la baza monitorizarea
soectrofotometrica a p-nitrofenolului (la 405-410 nm) eliberat la hidroliza esterilor (Fig. 28), comercial disponibili la preturi
accesibile sau usor de sintetizat.

Metoda prezinta totusi anumite limitari si este strict dependenta de pH deoarece p-nitrofenolul poate disocia
eliberand un proton si anionul p-nitrofenoxidic (p-nitrofenolat)A, stabilizat prin conjugare. A fost efectuat din acest motiv un
studiu sistematic al metodei alese pentru determinarea activitatii lipolitice.?

O\H/R OH
HO__R
Ox 0 I+ O /©/
N & N

Fig. 28. Hidroliza esterilor si ionizarea p-NP

Astfel, in domeniul acid este prezenta specia incolora, p-nitrofenolul, cu maxim de absorbtie la 317 nm, in timp ce
odata cu trecerea spre domeniul neutru al pH-ului echilibrul se deplaseaza spre formarea fenolatului, solutia se coloreaza spre
galben, maximul de absorbtie de la 317 nm dispare si este inlocuit de un maxim de absorbtie la 405-410 nm. Chiar si acest
maxim de absorbtie se comporta insa diferit: astfel, la pH= 7 absorbanta este de 3 ori mai mare decat la pH= 6.
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Fig. 29. Spectrul UV-VIS al amestecului p-nitrofenol/p- Fig. 30. Curba de titrare a p-NP la 317 nm si 410
nitrofenolate la diferite pH-uri (in solutie 0.05 mM, la 60°C, nm;cele doua puncte de inflexiune apar la 6.68+0.01
cu spectrofotometru Cary® 50 UV-Vis -Varian Inc., si6.65%0.03, ceea ce permite determinarea aciditatii
Awstralia, cu celule termostatate). la 60° C: pK.°C of 6.67+0.03.

S-au determinat cele doua puncte izosbestice, la care valoarea absorbantei nu depinde de pH, la 268 si respectiv 348 nm.
In figura 29 se observa ca aceste caracteristici sunt pastrate si la 60°C, temperatura optima a multor lipaze termostabile.

S-a demonstrat astfel ca determinarea simpla a absorbantei p-nitrofenolului la 405-410 nm nu poate fi utilizata fara a
se avea in vedere si valoarea pH-ului.

Fojan® si Bornscheuer?” au demonstrat deja ca esterazele prezinta un potential negative la anumite valori ale pH-
ului, dependent de pH-ul optim, situate de obicei in jur de 6. In tabeul 10 sunt prezentate doar cateva exemple in acest sens
din literatura de specialitate.

Tabel 10. Exemple de esteraze cu profil cunoscut al pH-ului prezentate in literature (activitatea enzimatica determinate prin
metoda studiata)

Enzima Sursa 2 [nm] & pH (domeniu)optim Ref.
Esteraza termostabila G. thermoleovorans 410 - 9.5 (7.5-9.5) ®
Esteraza termostabila Geobacillus sp. 400 - 9.5; 10 (7-12) 29
;sr;e.rs/zﬁ termostabila, 405 i 9 (7-10) 30
Esteraza termostabila B. kaustophilus 405 16,980 M*cm™ 8 s
Esteraza termostabila A. gonensis 405 - 5.5, 7.5 %
Esteraza termostabila ;flr‘;i_‘éolbame"”m nodosum 420 0.016 uM™: 8.5 (7.5-9.5) 3
Esteraza psihofila Salinisphaera sp. P7-4 410 - 8-9 (7.5-10) 3
Esteraza psihofila Acinetobacter venetianus V28 405 - 9 (8-10) %

A fost studiata enzima recombinata cu activitate carboxiesterazica (Est/Lip) izolata din Anoxybacillus flavithermus
T1. Profilul de activitate a fost determinat cu acetat de p-nitrofenil (pNPA).

Amestecul de reactie: 900 pL tampon, 90 puL enzima si 10 pL solutie stoc 5 mM pNPA in izopropanol. Dupa

preincubarea enzimei cu tampon timp de 3 minute la temperature dorita se adauga Solutia preincalzita a substratului

si se determina viteza initiala (timp de 0.3 min) ca fiind AA/min. S-a utilizat un spectrofotometru Cary® 50 UV-Vis

(Varian Inc., Australia) cu celulele termostatate. Au fost effectuate determinari la 410 nm si la 348 nm, fata de

Solutia de enzima ca si blanc. Concentratiile pNP s-au determinat dintr-o curba de calibrare trasat in prealabil.
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Toate experimentele asau efectuat in duplicat. S-a definit unitatea de activitate ca acea cantitate de enzima care elibereaza in
conditiile date intr-un minut 1 pmol pNP.

Cand monitorizarea pNP s-a realizat la 410 nm, cea mai activa s-a dovedit proba efectuata in domeniul slab bazic, cu
un maxim la pH 8.5. Rezultatul este greu de acceptat si surprinzator pentru o carboziesteraza microbiana termostabila (pentru
comparatie vezi datele din Tabelul 10). Monitorizand insa reactia la 348 nm se obtine un alt profil al pH-ului, cu activitate
maxima la pH 6.5 Fig. 31B). Acest rezultat este in concordanta cu studiile anterioare?®? si cu prezenta unui rest de histidina
(cu un pK,~ 6.5) in situsul catalitic®.
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Fig. 31. Profilul de pH (variatia activitatii enzimatice relative cu pH-ul) al enzimei recombinate (Est/Lip) din A. flavithermus
determinat prin metoda cu p-NP. A: monitorizare la 410 nm; B: monitorizare la 348 nm.

Diferentele care apar sunt datorate faptului ca speciile monitorizate sunt diferite: astfel la 410 nm este monitorizat
doar p-nitrofenolatul, in tomp ce maximul de la 348 nm reprezinta chiar punctul izosbestic, care nu depinde de pH.
Pentru eliminarea acestor liminari exista mai multe posibilitati.

1. Monitorizarea reactiei de eliberare a p-NP la punctele izosbestice®”, cum s-a aratat deja; se impune totusi evitarea
absorbtiei la 268 nm, apropiata de 280 nm caracteristica tuturor proteinelor, astfel incat singura posibilitate ramane
punctcul de la 348 nm, unde enzima testate absoarbe liniar in domeniul 0-100 pM.

2. Determinarea prealabila a coeficientului de extinctie molara al p-NP la 405-410 nm la fiecare valoare a pH-ului si
utilizarea ecuatiei Lambert-Beer pentru determinarea concentratiei.®® O abordare similara se poate utilize si pentru
domeniul cid, cand pH<6.5 si se poate monitoriza forma acida a p-NP care absoarbe la 317 nm.

ce=A-g1- 171
3. Alti cercetatori au sugerat® utilizarea pH-ului optim al reactiei, care se situeaza in domeniul acid. Astfel s-a
sugerat® conducerea analizei in solutie HCI 3N, urmata de corectarea pH-ului la 8.5 si monitorizarea absorbantei la
410 nm. Aceasta abordare este insa limitata datorita volumelor mici la care se realzieaza determinarile de activiatte,
care fac dificila utilizarea unui electrod de pH si in plus apare riscul hidrolizei chimice si interferente greu de
controlat.
In concluzie, daca activitatea hidrolazelor (lipase, esterase, fosfataze, glicozidaze, etc) care scindeaza esterii p-NP trebuie
efectuata la diferite valori ale pH-ului, trebuie sa avem in vedere faptul ca monitorizarea p-NP la 410 nm poate adduce erori
si trebuie abordata una din cele 3 metodologii prezentate mai sus.xIn plus, la investigarea unei enzime termostabile,
determinarea trebuie efectuata la temperatura ridicata, care afecteaza si reactia de disociere a p-NP, astfel incat este
obligatorie trasarea unor curbe de calibrare la temperature utilizata. In acest caz solutia de enzima poate fi preincubata la
temperatura de lucru, cand hidroliza chimica are loc cu viteza superioara, de aceea e necesar un studiu prealabil al acestui
process in absenta enzimei, la temperatura de interes.

In fine, trebuie avuta in vedere si stabilitatea la temperatura a solutiilor tampon utilizate la determinarea activitatii
unor enzime termostabile, cunoscuta fiind instabilitatea unor solutii tampon.**

CONCLUZII

Tulpina de Anoxybacillus flavithermus izolata reprezinta o sursa locald de enzime hidrolitice termostabile, care
prezintad o buna activitate esteroliticd/lipolitica. Extractul enzimatic brut (precipitatul cu acetona) prezinta temperatura optima
de lucru nalta (70°C), termostabilitate buna, toleranta la solvent organici si o specificitate de substrat scazuta. Toate aceste
caracteristici arata faptul ca acest complex enzimatic poate fi utilizat Tm aplicatii biotehnologice. La purificarea enzimei
native au fost intimpinate dificultati, probabil datorita tendintei de agregare, fenomen care a dus la o recuperare scizuta atit a
activitatii cat si a enzimei.

Clonarea Est/Lip din Anoxybacillus flavithermus T1 a fost realizatd cu succes in colaborare cu colectivul prof.
Vertesi de la Institutul de Enzimologie din Budapesta, Ungaria. Enzima a fost introdusa in E.coli BL21 DE3 in vederea
exprimdrii si caracterizarii. Exprimarea a fost realizatd cu success desi gazda este un microorganism mezofil, in timp ce
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enzima are provenienta termofila. Testatd in conditii asemandtoare cu cele utilizate in cazul enzimei partial purificata, enzima
recombinatd a inregistrat modificari de activitate si Stabilitate. Temperatura optima a enzimei recombinate este 60-65°C. La
60°C si pH 8 timpul de injumatatire al enzimei a fost de aproximativ 5 ore. Enzima tolereaza, desi in concentratii mici (30%)
solventi organici precum acetonitril si DMSO. Analiza specificitatii de substrat a ardtat o preferinta pentru pNP esterificat cu
acid butiric (C4), un substrat specific esterazelor.

Diferentele dintre complexul enzimatic obtinut prin precipitare cu acetona si cea recombinatd purificatd sunt o
confirmare a necesitatii puritatii enzimei pentru o caracterizare corectd a acesteia. Totusi, stabilitatea termicd a fost pierduta
prin purificare, fata de Est/Lip partial purificata.

in cazul optimizarii exprimarii Est/Lip recombinati parametri optimi s-au dovedit a fi temperatura de 30°C, 0.4 mM
concentratie IPTG si o ord de la inductie. De asemenea, lactoza este o alternativa preferabild IPTG-ului, atat din punctul de
vedere al costului cat si al toxicitatii scizute.

Purificarea Est/Lip din spatiul periplasmic a fost mai eficienta utilizdnd socul osmotic si destabilizarea membranei
prin cicluri repetate de Tnghet-dezghet. Utilizarea solventilor precum DSMO si cloroform au interferat cu activitatea
enzimatica chiar dacd recuperarea Est/Lip a fost comparabili cu cea prin celelalte doud metode amintite.

Studiile preliminare privin posibilitatea utilizarii enzimei recombinate in procese biocatalitice a condus la rezultate
care indicd o selectivitate crescuta la temperaturi moderate (45-50°C), inclusiv fata de substraturile voluminoase.

Determinarea activitatii enzimatice: S-au preparat solutii stoc de substrat (acetat de p-nitrofenol (pNPA) in izopropanol) de
concentratie 5 mM.
Pentru monitorizarea p-nitrofenolului (pNP) eliberat sub actiunea solutiei de enzima (la 410 nm) s-a folosit un
spectrofotometru UV-VIS Cary® 50 (Varian Inc., Australia) cu celule termostatate. A fost determinata activitatea
enzimatica la 60°C, in tampon pH 8.0, Tris-HCI 50 mM astfel:
Amestecul de reactie care contine 900 pL tampon si 90 pL proba biologica testate s-a termostatat 5 min la
temperatura dorita. Adaugarea solutiei preincalzite a substratului (10 pL) a fost considerat momentul 0 al
detrminarii. Viteza initiala (primele 0.3 minute) a fost utilizata pentru determinarea variatiei absorbantei probei la
410 nm in unitatea de timp (min).
Au fost realizate teste enzimatice paralele si pentru culturile lipsite de inductie, care au fost considerate probe martor
in toate celalte cazuri, activitatea hidrolazica a acestora fiind ulterior scazuta in toate cazurile, fiind astfel
normalizata activitatea datorata prezentei mediului de cultura si a enzimei produsa in absenta inductorului.
O unitate de activitate a fost definite ca acea cantitate de enzima care elibereaza in conditiile date 1 umol pNP intr-un minut.
Analiza SDS-PAGE: Electroforeza SDS-PAGE a fost realizata intr-un sistem discontinuu vertical pe minigel (Scie-Plas
TV100 YK, Marea Britanie); vizualizarea s-a efectuat cu Coomassie Brilliant Blue R-250.

CONCLUZII GENERALE

Obiectivele acestei etape au fost atinse in totalitate.
1. A fost identificata o sursa noua de enzime termofile.

2. Din sursa izolata a fost izolata in stare partial purificata o hidrolaza cu activitate esterazica/lipazica, care a fost
caracterizata.

3. In vederea purificarii avansate, enzima a fost clonata, exprimata in E. coli si apoi purificata prin metodele cunoscute.
Exprimarea enzimei recombinate a fost optimizata. La unele din protocoalele de purificare au fost efectuate studii
amanuntite, care au permis imbunatatirea randamentelor de izolare a produsului urmarit.

4. Enzima recombinata a fost caracterizata si testate in procese de rezolutie enzimatica cinetica pe clase de compusi cu

importanta farmaceutica.
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INDICATORI DE REZULTAT

I. Indicatori generali

Po0 oW

0 enzima recombinata termofila

un protocol de clonare/exprimare/producere a enzimei termofile recombinate

studii de optimizare a procesului de exprimare

protocol de purificare partiala a enzimei

2 articole stiintifice publicate/acceptate spre publicare in reviste cotate ISI (factor de
impact cumulat: 2.737; RIS cumulat: 1.40196):

i. Chis, L.M., Hriscu, M., Chirila, F., Lupan, I., Tosa, M., Irimie, F.D. (2012)
Recombinant Anoxybacillus flavithermus tl1 esterase/lipase: optimization of
expression and recovery, Environ. Eng. Manag. J., 1(11), 1915-1922 (factor de
impact 1.004).

ii. Hriscu, M., Chis, L., Tosa, M., Irimie, F.D., pH-Profiling of thermoactive lipases
and esterases: caveats and further notes, Eur. J. Lipid Sci. Technol. acceptat spre
publicare, 2012 (factor de impact 1.733; scor relativ de influenta 1.40196).

Numarul mediu de pozitii echivalente cu norma intreaga pe proiect 3, din care:

1. Cercetatori cu experienta 1.7

2. Postdoctorat: 0.05 (Miclean Mirela, Levei Erika)

3. Doctoranzi: 0.15 (Naghi Mara)

4. Studenti master: 0.5 (Moisa Madalina, Dima Norbert)

5. Tehnicieni 0.6 (\Varga Ibolya, Bodea loan)
Valoarea investitiilor in echipamente pentru proiecte: 299.519,22 lei
Numar retele de cercetare sustinute: 1 (Centrul de cercetare: Biotransformarea
substraturilor organice din cadrul Facultatii de chimie si inginerie chimica, Universitatea
Babes-bolyai Cluj Napoca)

Il. Indicatori specifici (DC6 Biotehnologii)

1. Au fost puse bazele obtinerii unor biocatalizatori selectivi pentru
producerea eficienta de medicamente.

2. Pe baza rezultatelor obtinute in aceasta etapa vor fi elaborate in etapele
viitoare tehnologii competitive in sinteza de medicamente si produse
(enzime, intermediari si medicamente) care vor putea fi comercializate ca
produse finite in conditii de competitivitate economica.

Director proiect,
COnf. Dr. Ing. Monica lana TOSA
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