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ABREVIERI, DENUMIRI DIVERSE

AEC =aminoetilcelulozi
Amberlit =rlgini sintetice, schimbitoare de ioni bazice (IRC) si acide (IRA) — Rohm
and Haas Company, Philadelphia, Pennsylvania, USA

BAEE =esterul etilic al N-benzoilargininei
BSA =gerum albumind bovini
CMC =carboximetil-celulozi
DCC =diciclohexilcarbodiimida: C4H;;N=C=NC4H,,
DEAE =dietilaminoetil (-Sephadex, -Sepharozi, -celulozi etc.)
Ditioeritrol  _ CH,SH

H-é—OH

HO-C-H
CH,8H

EDC =]-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida:

C,Hs-N=C=N-(CH,);-N(CH,),
EDTA =acid etilendiamino-tetraacetic:

H,-N(CH,COOH),
H,-N(CH,COOH),

Fenazin-mc;tosulfat A =metilsulfat de S-metil-fenaziniu:

N
Ctﬁ]@ CH,SO;
CH,

MTT =bromuré de 3(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazoliniu:
Cc”s A &cn,
Hs
PVA =alcool polivinilic

Sephadex =gel perlat de dextran, reticulat cu epiclorhidrind (Pharmacia Fine
Chemicals Inc.)

Scpharozd  =gel perlat de agaroza, de concentrajii diferite: 2B, 4B, 6B etc. (Pharmacia
Fine Chemicals Inc.)
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TLL =eslerul etilic al tirozinei
TRIS =trihidroximetilamino-metan: (HOCH,),-C-NH,
Vionit CS =régind schimbdtoare de ioni acida (colpolimer stiren-divinilbenzen cu grade

diferite de sulfonare)
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CUVANT INAINTE

Biocatalizatorii imobilizaji reprezintd un domeniu modern al Biochimiei, atat in
cercetare cat §i aplicativ, chiar la scard industriald. Astfel, in industria alimentard §i cea
farmaceuticd, procedeele biochimice inlocuiesc treptat metodele chimice, energofage,
poluante §i costisitoare. Biosensorii cu enzime imobilizate cunosc de asemenea o raspandire
din ce in ce mai mare in industrie §i in medicini. '

De suporturile solide insolubile, naturale §i sintetice, pot fi asociate prin diverse tipuri
de interactii (legituri covalente, ionice, adsobiic fizicd elc.) enzime, celule active, celule
moarte etc.

In aceasti carte de lucrdri practice sunt tratate in special enzimele imobilizate.

Fafd de enzimele libere, utilizarea enzimelor imobilizate prezintd avantaje substantiale,
cum sunt: enzimele imobilizate pot fi folosite de repetate pot fi folosite de repetate ori
pentru aceeagi reacfie in timp ce enzimele libere — doar o singurd datd; separarea §i
purificarea produgilor de reacjie sunt mai ugoare §i mai economice; siabilitatea crescutd a
enzimelor dupd imobilizare; posibilitatea efectudrii unor reactii multisecventiale si chiar a
unor cicluri metabolice complete; reducerea dimensiunilor instalajiilor gi a poludrii
mediului, sciderea costurilor de produciie etc.

Pentru o prezentare coerentd, materialul cuprins in lucrare a fost sistematizat in
concordanfd cu problematica propusd, legatd de activitatea de laborator a studentilor
bichimisti care frecventeazi cursurile de aprofundare (masterat) din Facultatea de Chimie.

In acelagi timp, cartea poate fi utila §i in pregitirea practicd a celor care vor s3 se
inijieze, dar §i ca material documentar pentru cei care lucreaza in problemele de profil.

Extinderea continud a procedeelor biotehnologice, analitice §i de cercetare bazate pe
biocatalizatori imobilizafi, ne-a determinat s intocmim aceastd carte de lucrari practice,
avand in vedere cdi pand acum la noi in {ard nu s-a mai publicat un astfel de material.

Ne exprimdm cu anticipajie recunogtinja pentru cei care ne vor oferi sugestii,
observalii sau critici menite a imbunitafi conjinutul prezentei lucriri, in vederea unei
eventuale edifii ulterioare.

Autorii
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BIOCATALIZATORI IMOBILIZATI IN SINTEZA UNOR
SUBSTANTE BIOACTIVE

LTIPURI DE SUPORTURI PENTRU IMOBILIZAREA BIOCATALIZATORIL.OR
Biocatalizatorii imobilizati pe suporturi insolubile se folosesc astdzi pe scard larga intr-
o serie de domenii ca: fabricarea medicamentelor de sintezd gi de semisintez3, industria
alimentar3, cosmetici, determindri biochimice §i analitice, terapie medicald, imunologie,
epurarea apelor, aerului i solului etc. Trecerea de la utilizarea enzimelor native (solubile) la
aductii obfinuti prin fixarea acestora pe suporturi §i introdugi in bioreactoare a reprezentat o
adevirat} revolujie in planul dezvoltérii bioindustriei, mai economicd §i mult mai pufin
poluant# in comparatie cu industria chimic tradifionali.
Avantajele utilizirii imobilizatelor (aducfilor, agregatelor) de enzime sunt multiple, in
comparafie cu procedeele bazate pe enzime native (libere, solubile):

-separarea §i purificarea enzimelor din sursele naturale este un proces laborios §i
costisitor (mai ales in cazul enzimelor intracelulare). De aceea, procesele bazate pe enzimele
solubile prezintd dezavantajul major al unei unice utilizari, la sfarsitul reactiei enzima fiind
indepértat3;

-dacd produsul de reactie nu este bine purificat, urme de enzima pot declanga reaciii
imunologice in cazul in care compusul este folosit pentru objinerea sau condifionarea
materialelor fiziologic-active (medicamente, cosmetice, alimente etc.);

-procesele bazate pe enzime solubile sunt discontinui;

-preful de cost al produsilor objinuii astfel este ridicat.

Dacd insd enzima este imobilizatd prin legéturi fizice sau chimice (covalente) pe un
suport insolubil in mediul de reacjie, imobilizatul ob{inut prezinta avantaje deosebite ca:

-posibilitatea utiliziirii aceleiagi cantitidfi de enzimi pentru un numir mare (de
ordinul zecilor sau sutelor de ori) de reactii de acelasi ip;

-posibilitatea regenerdrii suportului §i reactivarii enzimei;

-eliminarea etapelor intermediare de izolare i purificare a produgilor de reacjie,
ceea ce face ca procesul sd devind continuu §i s3 poatd fi automatizat, randamentele fiind
ridicate;

-puritatca inaltd a produsilor de reacfie;

-posibilitatea de a se lucra nu numai cu enzime purificate dar i cu celule, culturi
celulare viabile, organite celulare sau extracte celulare brute imobilizate;

-scdderea prejului de fabricajie al unor compugi cu acfiune biologics, de importanja
vitala;
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-posibilitatea realizarii unor reaciii multisecveniiale, necesitand un numar mare dc
enzime §i coenzime co-imobilizate a permis reproducerea pe scard industriald, in industria
alimentara, a unor cicluri metabolice complete ca fermentatiile.

Unele dintre cele mai accesibile i mai des utilizate suporturi pentru imobilizares
biocatalizatorilor (enzime, organite celulare, celule, extracte celulare etc.) sunt cele de tip
polihidroxilic, atdt naturale (polizaharide ca: amidon, amidon modificat, celuloza, celulozi
modificata, dextrani de tip Sephadex, alginat, k-carageenan, chitosan etc.) cat §i celc
sintetice (alcool polivinilic, polihidroxialchil-acrilafi §i —metacrilafi etc.).

Aceste materiale pot fi folosite atat pentru imobilizarea fizici a biocatalizatorilr
(adsorbiie, includere in geluri, encapsulare, fixare pe membrane semipermeabile etc.) cat yi
pentru imobilizarea chimica prin legéturi covalente enzima-suport.

Suporturile cu structurd polihidroxilici sunt preferate altor materiale (cdrbunc,
ceramic3, aluming, silice, nylon, colagen etc.), deoarece sunt ugor de functionalizat (actival)
prin diverse melode care urmdiresc introducerea pe suprafaja lor a unor grupe reactive
(imidocarbonat, halogen reactiv, duble legituri activate etc.), capabile de a fixa covalent
proteinele.

in plus, aceste suporturi sunt poroase, usor de transformat in geluri stabile, insolubile
in apd §i pot fi condifionate intr-o mare varietate de forme: particule sferice (perle),
microcapsule, fire si fibre, membrane, plici, tuburi, discur etc., cu care se poate lucra atit in
instalafii de laborator cat si in bioreactoare industriale. Pe de altd parte, dac3 suporturile
_polihidroxilice naturale (in special amidonul §i amidonul modificat) sunt sensibile la
acjiunea microorganismelor, acest dezavantaj este absent in cazul polimerilor sintetici, mult
mai pufin biodegradabili in conditiile de lucru si de stocare.

Nu existd metode universale de imobilizare penti'u fiecare tip de biocatalizatori,
alegerea suporturilor §i metodelor de fixare ficindu-se in urma unor determindri empirice.
Se aleg acele procedee pentru care activitatea biocataliticd a aductilor suport-enzima
(“activitate remanentd”) este cit mai apropiatd de cea a enzimei native (considerala
convetional a fi 100%) in condiii similare (substrat, tip de reactie, parametri de lucru ectc.).

La alegerea suporturilor $i metodelor de imobilizare se iau in calcul:

-stabilitatea aductilor la varialii de pl, temperaturd, salinitate, timp si in general in
"condifiile in care urmecaza si fic utilizaji;

-posibilitatea de regenerare a suportului i de reactivare a enzimei dupa un numdr de
reacii clectuate cu aductul;

-factorii economici (accesibilitatea i costul suportului, reactivilor §i metodelor de
_imobilizare, stabilitate operajional in timp a aduciilor, dimensiunile instalaiilor etc.).

Polizaharidele rdman cele mai atractive suporturi din punct de vedere economic, al
accesibilitdii 1 al biocompatibilitaii lor, fiind prelerate altor materiale.
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Pentru a asigura suporturilor forma sferica, perlatd (care oferﬁw suprafajd maximi de
contact suport-enzim3 §i ulterior aduct-substrat), dimensiuni ale particulelor i o porozitate
satisficatoare care si reducd la minim efectele impiedicdrii difuziei externe (Nernst) si
interne ale substratului §i produsului de reactie la i de la centrii activi ai biocatalizatorului,
materialele suport se supun mai intai operatici de perlare.

Particulelor perfect sferice §i insolubile astfel obginute pot fi utilizate atat in instalatiile
de laborator cat §i in bioreactoare de tip coloand (cu pat compact sau fluidizat), de tip
“batch” (vas cu agitare) ca §i in cromatografia de afinitate (afind), pentru purificarea sau
izolarea unor compusi biologic-activi (enzime §i alte proteine, inhibitori enzimatici,
anticorpi §i antigene etc.).

in cele ce urmeazi se vor descrie cateva exemple de perlare §i activare a suporturilor
polihidroxilice.

.1.Perlarea agaro lcool olivinilic
Pentru objinerea unor particule sferice de gel-suport se utilizeaz& metoda precipitarii
prin schimbarea solventului:

A.Obtinerea unui gel perlat de agarozi 6% (de tip Sepharozi 6B)

Materiale necesare:
-agarozi 18g;
-toluen 450ml;
-CCl, 150ml;

-emulgator de tip “apd in ulei” (stearat de calciu, o sare de amoniu cuaternar etc.
1-2g sau nonilfenol polietoxilat cu 4 moli de etilenoxid 3-4ml);
-eter etilic 500ml.
Mod de lucru:
Intr-un balon de 750ml previzut cu agitator mecanic (ancord) se dizolva, la cald, pe
baie de api §i sub o buni agitare, 18g agarozi in 300ml ap distilata (*“faza apoasa™).
Separat, intr-un balon de 1000ml cu trei géturi, prevézut cu agitator mecanic si
reﬁ’igcrént ascendent, se omugenizeaza prin agitare 450ml toluen §i 150ml tetraclorura de
carbon. Amestecul obfinut se inc3lzegte pe o baie de apd, pan la 50-55°C (*“faza organica”).
“Faza apoasd” se riiceste sub agitare la 50°C, dupi care se adaugi in jet continuu la
“faza organicd” incalzitd. Pentru stabilizarea emulsiei formate se adaugi la aceasta din urma
1-2g stearat de calciu sau alt emulgator solid dizolvat intr-o cantitate minima de amestec
toluen-CCl, (3:1 v/v) sau 3-4ml emulgator lichid.
Dupd 2-3 minute de agitare, emulsia se riiceste intr-o baic de apa cu gheajs, sub
agilare, pana la solidificarea perlelor de gel (5-8 minute).
3.
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Agitarea emulsiei nu trebuie sa fie nici prea energicé, nici prea indelungat pentru a nu
provoca spargerea perlelor i objinerea unor particule de dimensiuni foarte mici care se pot
tasa (compacta) ugor in reactoarele-coloand. Din acelagi motiv nu se vor utiliza agitatoare cu
lame care pot tdia perlele de agaroza.

Gelul perlat se separd prin filtrare pe o palnie cu mas3 filtrantd §i se spalad pe palnie de
5 ori cu cdte 100ml eter etilic (pentru indepértarea “fazei organice”) gi apoi cu 200-300ml
apd distilat3. Resturile de ecer etilic se indeparteazii prin incélzirea moderatd a suportului
perlat, intr-un exicator, la vid, la 30-37°C. Gelul perlat se examineazi la microscop. Se
plstreazil in ap3 distilata.

B.Cemnerea selectivy a gelului perlat de agaroza

Perlele de gel obtinute dupd procedeul descris anterior nu au toate acelagi diametru.
Pentru a le separa in funcjic de mérimea lor, se poate proceda (grosier) la plasarea perlelor
intr-un cilindru gradat, urmat de decantiri succesive, la anumite intervale de timp necesare
sedimentdrii lor.

O metodd mai eficace este sortarea prin cernere pe site metalice cu ochiuri de marimi
diferite. In tabelul nr.1 este indicatd o baterie de patru site cu ochiuri de diverse dimensiuni
medii.

Tabelul nr.1
Baterie de site pentru sortarea a 370ml de gel perlat de agarozd
Sita nr Dimensiunile ochiurilor sitei ml agaroza
) mm mesh ‘perlatd obfinuti
1 0,8 10-20 2,1
2 0,5 20-35 325
3 0,31 35-50 29
4 0,16 50-100 13

Cernerea se incepe de la sita cu ochiurile cele mai mari, antrenand perlele de gel cu un
jet de apd (nu prea puternic) de la robinet, urmand apoi cemerea pe celelate site, cu ochiuri
de dimensiuni descrescatoare.

Observatie; in mod similar se¢ pot objine gelurile perlate de agarozd 2%, reducand
proporiional cantitafile de materii prime folosite.

1.2.Reticularca suporturilor polihidroxilice (agarozd, amidon, alcool

poliyinilic etc,)

Reticularca macromoleculelor lineare de suport are ca scop transformarea lor intr-o
specie moleculard cu structurd tridimensionald, insolubild in apid chiar la cald si cu o
rezisten}d mecanicd marita.

_4 -
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Biocatalizatori imobilizafi in simteza unor substange bioactive

Agentii de reticulare sunt in general corhpusi di- sau polifunctionali, capabili s3 lege
incrucisat doud sau mai multe lanjuri macromoleculare lineare.

Un agent bifunctional foarte reactiv §i accesibil din punct de vedere economic este
epiclorhidrina  CH, - CH - CH,Cl , care reacfioneazi simultan (1a pH slab alcalin) cu

\o/

grupele — OH aflate pe doud molecule paralele de agaroza (figura nr.1).

Dupd cum se observi din figura nr.1, agaroza, alcatuits din resturi de 3, 6 — anhidro —
L - galactozi gi D — galactozii, reacfioneazii cu epiclorhidrina prin intermediul grupelor —
OH primare din moleculd, conducéand la un reticulat insolubil in api la fierbere §i cu bune

proprietji reologice.

Figura nr.1
Reticularea agarozei cu epiclorhidrind

- -
0 CH,OH CH,OH
HO H 0
gg o H HON!  [HO (OH)
H H, /O H
ﬁ}{ H(H)
 OH -
i 1
+c1-c&_12-c\}({)-;u2
]
: v
o
0
HO A H
H
- ’ H,
H
H,
EHOH
§Hz
o H20 0 H,
- HOy'| H H
H Hz l_'z -

Mecanismul schijat in figura nr.2 este valabil pentru reticularea tuturor suporturilor
polihidroxilice.
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Figura nr.2
Mecanismul reticuldrii suporturilor polihidroxilice cu epiclorhidrind

~

a—OH + CHZ-CH-CH-Cl—ba—O- CHZ-CE-CHZ-CIJ_ﬁ%f»%—O-CHrq({)-}‘I I,
\0/ H -y
O-CH,-CH-CH, + HO—§ — a—O—CHz-C -CH2-0—§

ro-ciir i -

Materiale necesare:

-gel perlat depus de agarozi 100ml;

-NaOH 5N 40ml;

-epiclorhidrinad 3ml (0,38 moli) — 3,54g;
Mod de lucru:

Varianta A

Intr-un pahar Berzelius plasat pe o baie de gheald, se introduc 100m1 gel perlat, depus,
de agarozi (cu dimensiunea medie a particulelor de 35-50 mesh), tras la tromp3 in prealabil,
pentru indepdrtarea apei.

Peste gel, se adauga treptat, prin omogenizare cu o baghetsi, 40ml NaOH 5N, astfel ca

. temperatura amestecului de reactie s3 nu depiseascd 2-3°C. '

Dup3 o omogenizare de ~ 30 min. se adaugl treptat, in picaturi §i sub agitare, 3ml
epiclorhidrind.

Dup4 terminarea ad#ugdrii, se lasd amestecul pe baia de gheajd timp de 30 minute, sub
agitare ocazionald. Apoi, paharul acoperit cu o sticld de ceas se plascazi pe o baie de ap 4 §i
se incdlzeste la 45-50°C, sub agitare, timp de 60 minute. Pentru definitivarea reactiei, se
continud incélzirea incd 120 minute la 80-85°C.

Dupi trecerea acestui timp, amestecul de reactie se suspendd in 800-1000ml apd
distilata §i se lasa in repaus 24 de ore.

in mod similar se reticuleazi §i amidonul granulat.

A doua zi, se decanteaz supernatantul §i se spald particulele de gel cu api distilata, la
trompd, pe o palnie cu masd filtrantd, pand la reactia neutrd a apei de spilare.

Varianta B

Pentru a cvidenfia influenfa cantitijii de agent de reticularc asupra gradului de
agregare a gelului-suport, cantitatea inifiald de gel perlat depus si tratat cu NaOH SN la rcce
timp de 30 min. (ca in varianta A), s¢ imparte in trei parii cgale, folosind trei cprubete
gradate.
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Se continud apoi modul de lucru ca la varianta A, addugand in cele trei eprubete
cantitd{i crescitoare de epiclorhidrini (1, 2, 3 ml). Dup# prelucrarea reticulatelor in modul
descris la varianta A, acestea se lasi in repaus timp de cateva zile, pentru a se observa
modul diferit de gonflare a gelului, prin citirea volumului ocupat de acesta in fiecare dintre
eprubete. _

Reticularea gelurilor-suport nu trebuie sd fie prea avansati, gradul inalt de agregare
conducdnd la refele tridimensionale foarte stranse, in interstifiille c#rora accesul
biocatalizatorilor si al substratelor voluminoase fiind redus drastic.

LYDeterminares unor parametri caracteristici al gelurilor-suporturi

Atit pentru utilizarea lor in laborator cét §i in bioreactoare, gelurile perlate trebuie s3

indeplineascd o serie de condifii specifice, legate de: capacitatea de a refine apa,
posibilitatea de gonflare, de compactare etc.

1.3.1.Determinarea umiditatii suportului

Suporturile macromoleculare modificate sau nu, care confin grupe nucleofile ca — NH,
sau “COQOH, capabile sa refind apa prin intermediul legaturilor de hidrogen sunt in general
polizaharide modificate, cu caracter de schimbitori de ioni. Cunoagterea continutului in
umiditate al acestor suporturi este importanti pcntfu operarea corecfiilor necesare in cazul
dozérii grupelor - COOH si — NH, libere, capabile s3 lege moleculele de proteine.

Mod de lucru:

Sc cantéiregte aprox. 1g suport care se usucé pe o sticld de ceas in etuva, 10 ore, la
60°C. Conjinutul in umiditate este dat de relatia:

%umiditate = 9— -100, in care:
a

a= cantitatea de suport luati pentru detcreminare (in g),
b= cantitatea de suport dupa uscare (in g).

1.3.2.Determinarea capacitafil dc imblbare

Suporturile insolubile pot refinc apa prin legituri de hidrogen, capacitatea lor de
imbibarc fiind lcgata de tipul gi numirul de grupe hidrofile (- OH, - COOH, - NH, etc.) de
pe suprafala.

Cum majoritatea reactiilor enzimatice au loc in mediu apos, capacitatca de imbibare a
suportului este un parametru important pentru proiectarca instalatiilor in care se lucrcazt cu
#semenca suporturi.

Practic, capacitatea de imbibare reprezintd cantitatea de apa rejinutd de Ig suport
uscat.

R
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Mod de lucru:

intr-un pahar Berzelius de 100ml se introduc: 1g suport uscat peste noapte (vezi
determinarea de la paragraful 1.3.1.) §i S0ml apa distilata.

Dupi o edere de 24 de ore la temperatura camerei, produsul se trece cantitativ intr-un
cartug filtrant tarat §i se centrifugheazi 30 min. la o turafie mic, dupi care se cantiregle
cartusul cu gelul centrifugat.

intr-o alta variants, gelul se filtreaz3 la tromp# pe o palnie cu mas3 filtrantd tarata.

Diferenfa de greutate dintre cartugul filtrant cu gel (sau palnie filtrantd cu gel) §i
cartusul sau palnia goale reprezinti masa (b) a suportului imbibat cu apé.

Capacitatea de imbibare (“Water regain”) se determind prin relajia:

Water regain (g) = b-a, in care:
a= 1g suport luat in lueru, '
b= masa suportului imbibat (in g).

1.3.3.Volumul de umflare (gonflare)

Mod de lucru:

Intr-un pahar Berzelius se introduce 1g suport uscat in prealabil (ca la paragraful
1.3.1.) peste care se toarnd 50ml api distilatd. Dupd un repaus de 24 ore la temperatura
camerei, se transferd gelul gonflat intr-un cilindru gradat. Se las3 si se sedimenteze timp de
o ord, dupi care se citeste volumul ocupat de suportul imbibat.

1.3.4.Viteza de curgere prin coloana

Viteza de curgere liniar8i a unui volum dat de apd printr-un pat de gel-suport este un
parametru deosebit de important la proieciarea biorectoarelor cu pat compact, de tip
coloani, la care se cere o alimentare continu3 cu solufie de substrat, astfel incat reacjia
enzimatici si decurgi cu o vitezi satisfac#toare.

O traversare prea rapidi a patului de biocatalizator imobilizat de cltre solujia
substratului face ca reactia enzimatici s# decurg incomplet, parte din substrat rdméanand
nereactionat. Pe de altd parte, factorii difuzionali legaji de forma, mérimea §i porozitatea
imobilizatului pot determina o compactare a gelului, ceea ce duce la incetinirea §i chiar
stoparea scurgerii solufiei de substrat prin coloana-reactor, producéndu-se intreruperea
reacjiei. |

Mod de lucru:

Intr-o coloana de sticld cu diametrul de lcm si lungimea de aprox.7Scm, -inchisa la
partca inferioar cu o fritd de sticld sau cu un dop din vat3 minerald, se introduce o cantitate
de suport gonflat (ca la paragraful 1.3.3.), corespunzitoare formérii unui pat de gel de 10cm
inéll{jime.

-8-
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Se aplicdl la partea superioard a coloanei un strat de apd distilatd de 50cm inalfime,
masurandu-se debitul de scurgere (volumul apei scurse) la intervale egale de timp (1,5 sau
10 min.), in functie de viteza cu care apa traverseazd patul de gel. Rezultatele se vor trece
intr-un tabel cu urmitoarele coloane: tipul de suport; timpul de scurgere; volumul de
scurgere la intervale de timp; volumul total de ap3 distilaté scurs.

Un gel-suport cu proprietdi satisfic#itoare trebuie si prezinte o vitezd de scurgere de
cel putin 0,3-1ml/min. ‘

Obscrvatii:

1)Pentru a se face o comparajie intre proprietdfile aceluiagi gel perlat sau granulat, se
pot face determindri in paralel, cu doud coloane. Comparafia va fi intotdeauna in {avoarea
gelului perlat, 1a care posibilitatea tasdrii (compactérii) este mult mai micd.

2)Gelurile pentru care viteza de scurgere este nesatisfacitoare (mult mai mic3 sau mult
mai mare decat 0,3-1ml/min.) pot fi reticulate cu epiclorhidrind (vezi paragraful 1.2.).
Suporturile reticulate §i gonflate vor fi apoi din nou supuse determindrii dupd modul de
lucru descris.

Rezultatele pot aréita, in unele cazuri (agaroza, DEAE-Sephadex etc.) o imbunitéfire
substanfiald a vitezei de scurgere care devine satisficitoare. In alte cazuri (chitin),
reticularea nu conduce la o modificare semnificativa a acestui parametru.

in fine, alte suporturi reticulate (CMC, alcool polivinilic etc.) nu se mai taseazi in
coloand, dar vitezele de scurgere rdman in afara limitelor admise.

L4.Activarea suporturilor polihidroxilice

Pentru imobilizarea biocatalizatorilor prin legare covalentd de suport este necesars o
preactivare a suporturilor polihidroxilice (polizaharide, alcool polivinilic, sticld poroasa
etc.), in care grupele — OH nu sunt suficient de reactive pentru a reactiona direct cu grupele
funcfionale libere din moleculele proteinelor.

Etapa de preactivare se bazeaz pe posibilitatea grupelor — OH de a se transforma, in
urma unor reactii chimice, in grupe cu reactivitate crescutd (imidocarbonat, duble legdturi
activate, halogen reactiv etc.) capabile de a reacfiona cu proteinele fie direct, fie prin
intermediul unui brag lateral (“spacer™).

Spacerul are rolul de a reduce impiedicarile sterice care pot apdrea in imediata
vecindtate a suportului (mai ales in cazul substratelor si produgilor macromoleculari) ca si
de a evita cfectele unor interaclii clectrostatice nedorite ale unor grupe polare din
microvecinatatea enzimei (ixatd direct pe suport.

Astiel, in lipsa unui “spacer” care si indeparteze enzima de suprafaja suportului pot
gpare interaciii nedorite, mai ales la enzimele active fajd de substrate macromoleculare
(proteaze, amilaze, nucleaze ete.).
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IDe asecmenea, dacd imobilizatul urmeaza sd fie utilizat in cromatografia afind, este de
preferat ca biocatalizatorul s3 fie legal la o oarecare distanid de suprafaja suportului, mai
ales cand tehnica cromatograficd urmareste izolarea unor parteneri afini cu masd moleculard
mare (acizi nucleici, inhibitori naturali ai enzimelor etc.), in aceste cazuri factorul steric
fiind esenjial.

Rezumand, etapele principale ale imobilizirii biocatalizatorilor pe un suport
polihidroxilic vor fi:

a)perlarea suportului;

b)reticularea suportului;

c)activarea grupelor — OH;

d)introducerea unui “spacer” cu o grupd reactivd liberd (etapd nu intotdeauna
obligatorie);

e)imobilizarea covalentd a c¢nzimei in urma reacfiei dintre grupele reactive ale
suportului activat §i grupele libere din moleculele biocatalizatorului (- NH,, - OH alcool sau
fenolic, - COOH, - SH, nuclee aromatice sau heterociclice).

In umele cazuri este necesari §i o preactivare a biocatalizatorului, care precede
etapa e).

I.4.1.Activarea agarozei cu bromcian
Suporturile polihidroxilice reacfioneazd cu bromcianul cu formarea grupei
imidocarbonat (1) care poate lega cu usurin{a biocatalizatorii cu un continut ridicat de grupe
— NH, (enzime, membrane celulare etc.).

O—CONH,
OH

_ carbonat (inactiv)
OH BN O0—C=N H,0 (
OH

OH o
N
% O/L—NH

imidocarbonal activ (1)

O parte din suport sufera o reticulare:

a—Oll + N=(‘—()_E — a—()—lcl‘.—()—E (2)
NI

Atat imidocarbonatul (1) cat §i reticulatul (2) reacfioneaza cu grupele - NI, libere ale
biocatalizatorului, conducand la acelagi imobilizat (3):

- lo-
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E=enzima

Proprietdile aductului (3) depind atét de condifiile reacfiei de cuplare cu enzima, cat si
de rearanjirile moleculare care pot surveni in cazul stocérii indelungate a imobilizatului.

Un grad mai avansat de legare (prin mai multe puncte) intre enzimi si suport conduce
la cregterea stabilitdii operationale a aductului in comparajie cu cel cu un singur punct de
legaturs. De aceea, un gel de imidocarbonat inalt substituit va putea fi folosit la imobilizarea
enzimelor cu activitate scdzuti.

A.Activarea agarozei (gel 6%)

Materiale si aparaturd necesare:
-gel depus de agarozd perlatd §i reticulatd (6%) cu dimensiuni ale particulelor de

35-50 mesh 30ml;
-BrCN 0,5g;
-NaOH 2N;

-NaHCO, 0,1N;
-pH-metru cu electrod mixt standardizat.

Mod de lucru:

30ml gel depus de agarozi perlatd (6%) i reticulatd, se suspenda in 25ml api distilata,
sub agitare magnetic3, intr-un pahar Berzelius de 100mli.

Separat se pregéteste o solufie format din 0,5g BrCN in 20ml ap3 distilata (Atenie!
Se va lucra intr-o niga cu tiraj bun, BrCN fiind foarte toxic).

Solutia de BrCN se adaugi, sub agitare, la suspensia de agarozi. Agitarea se continua
8-10min., ajustand pt-ul mediului de reactie cu NaOIl 2N, la 10-11, prin titrare
potenfiometrica. Gelul format se filtreaza la trompd gi se spald pe palnie cu 500ml ap ricit2
cu gheald.

Produsul obfinut se foloseyte imediat la imobilizarea enzimelor sau pentru introducerea
de brage laterale (“spacer™).

Observafie: In tocul agarozei perlate si reticulate se poate folosi alcoolul polivinilic
perlat g1 reticulat cu epiclohidring, modul de lucru fiind acelasi.

1
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B.Activarea Sepharozei 4B cu BrCN
in functie de scopurile in care urmeaza a fi folosit imobilizatul, se alege una dintre

urmitoarele variante.

Varianta 1°

Materiale §i aparaturd necesare:
-Sepharozi 4B perlat3 (gel depus);
-NaOH 2M;
-BrCN;
-NaHCO, 0,1M;
-pH-metru cu electrod mixt standardizat.

Mod de lucru:

O cantitate de Sepharoz3 4B perlatﬁ (gel depus) se suspendd in apé distilata (astfel ca
gelul format sa corespundd unei concentrafii de 20mg Sepharoz4/ml ap#) si se lasd in repaus
25h. Dupi scurgerea acestui timp, se transferd gelul umectat intr-un vas de reacjie (pahar
Berzelius), prevazut cu agitator magnetic, un electrod mixt de pH cufundat in masa gelului
si conectat la un pH-metru §i o biuretd de titrare umpluté cu solutie de NaOH 2M.

Se incepe agitarea §i se adug treptat, prin picurare, o solufie formati dintr-o cantitate
de BrCN egald (in greutate) cu cea de gel inifial luat in lucru (Sepharoza 4B perlat3)
dizolvat in apa distilat3, astfel ca solujia sd aib& o concentrafie de 25mg BrCN/ml api.

Se ajusteazd pH-ul la 11 prin titrare cu NaOH 2M, timp de 10 min. Gelul activat se
filtreazi la pfesiunc redusi i se spald pe palnie, in ordine, cu: 200ml ap# distilat3 rece §i cu
100ml solutjie NaHCO, 0,1M riciti.

Gelul astfel activat se utilizeazd pentru imobilizarea inhibitorului de tripsin3 din fasole
soia, sau pentru co-imobilizarea enzimelor: malat-dehidrogenaz3, citrat-sintetazi gi lactat-
dehidrogenaza.

Varianta 2°

Se utilizeaz3 pentru objinerea unui gel activat, cu grad inalt de substitutie.

Materiale necesare:

-Sepharozi 4B perlatd (gel depus);

-tampon fosfat de potasiu 2M (pH=12,1) §i 5M (pH=12,1);
-BrCN;

-acetonitril.

Mod de lucru:

Sepharoza 4B este spalatd cu un tampon fosfat de potasiu 2M (pH=12,1) si filtrata la
trompd, pe o palnie cu masi filtranta.

Apoi, la ficcare 10g gel sc adaugi cale 10ml tampon-fosfat de potasiu 5M (pH=12,1)
§i cate 20ml apa distilata. Sc agita intr-un pahar Berzelius previzut cu agilare magnetica.

S12-
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La suspensia astfel format4 se adaugd in picaturi, sub agitare moderatd, o solutie
apoasdi de BrCN (100mg/ml apd distilat#). Cantitatea de BrCN este egald cu cea de gel
inijial luat in lucru (Sepharozi 4B perlata).

in cazul in care BrCN comercial este greu solubil in ap3, se poate dizolva in acetonitril
(2g BrCN/ml acetonitril). Adiugarea solujiei de BrCN dureazd 2 min., timp in care
temperatura amestecului de reacfic se mentine la 5-10°C prin récire exterioard, intr-o baie de
apd cu gheata.

Dupd terminarea adiugirii, se continu# agitarea la rece incd 10 min., pentru
definitivarea reactiei.

Gelul activat se filtreazi la presiune redusd pe o palnie cu masé filtrants.gi se spald pe
palnie cu apd distilatd rece. Se folosegte imediat pentru imobilizare; se poate pistra la
frigider céteva zile, dar este de preferat s fie utilizat imediat.

Pentru obfinerea unui gel cu grad mare de activare se lucreaz in acelagi fel, utilizand
cantitd}i mai mari de BrCN (20mg BrCN/ml ap3).

Preparatele comerciale se agaroza activaté pot fi péstrate la rece (in frigider) in stare
uscatd, fiind stabile perioade mai mari de timp.

L4.1.1.Introducere de brate amino-terminale pe suporturile hidroxilice
activate cu BrCN
In scopul fixarii pe macromoleculele de suport polihidroxilic activat cu BrCN a unui
“spacer” c¢u grupe NH, terminale, reactive, se folosesc diaminele alifatice ca: 1,4-
tetrametilen-diamind (putresceina) §i 1,5-pentametilen-diamina (cadaverina):

0 )
2};0>C=NH + HyN~(CH,),-NH, ——» 3:0>C=N-(CH2),,-NH2
n=4,5 (C))

Derivatul (4) astfel obfinut va putea fi folosit la imobilizarea enzimelor fie direct, prin
intermediul grupelor -COOH libere ale biocatalizatorului (5), fie prin co-reticularea mixta

cu gluturaldehidd intre suportul activat cu grupe -NH, terminale i enzimele cu grupe —~NH,
libere (6):

0
ON oy e . DCC (0N : ¢
%:o S C=N-(Cll), NI, + HooC—(T) €€, o) €= N-CHy), NI <—E)
7 (5)
DCC diciclohexilearbodiimidd (Cll,, - N = (' =N - (Cl )
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HO

CHO
§:g>c=r~1-(cnz)n-r~m2 +(in)3 + HN—E) —

O\ . .
— j:o > C=N+(CH,),-N=CH-(CH,);-CH=N ~E
(6)
Reticulare cu formare de grupe azometin (baze Schiff).

a)Reactia cu putresceind

Materiale necesare: |
-gel depus de agarozi (sau alcool polivinilic) reticulat cu epiclorhidrind gi activat
cu BrCN 25ml;

-putresceind 1g (1,14ml);
-HCIl 6N;
-NaCl 0,5M;
-glutaraldehida (Atentie! toxic#).
Mod de lucru:

Intr-o capsuld taratd gi plasatd intr-o nig4 cu tiraj bun, se introduc 25ml gel depus de

agaroza sau de alcool polivinilic reticulat cu epiclorhidrind i activat cu BrCN gi se trateazi
cu o solutie formata prin dizolvarea a 1g putresceind in 15ml apa distilatd. Se ajusteazéi pH-
ul solutiei cu HCI 6N la 9,5-10,5 si se agitd amestecul, pentru omogenizare, cu o baghet# de
sticld. Se acoperd capsula §i se lasd in repaus 12 ore la temperatura camerei, dup# care
produsul format se filtreazd la presiune redusd pe o pélnie Buchner gi se spald pe palnie,
alternativ, cu ap# distilatd §i cu o solujie de NaCl 0,5M, pén# la indepértarea completd a
putresceinei nereacfionate (reacfie negativél cu céteva picituri de glutaraldehidd a apei de
spélare. Lipsa aminei se depisteaz# prin disparifia culorii galbene a bazei Schiff formata cu
glutaraldehida).

in gelul astfel obfinut se determina cantitatea de grupe ~NH, introduse (vez pag.16).

b

b)Condensarea cu cadaverind

Materlale necesare:
-gel depus de Sepharoza 4B perlata si activatd cu BrCN 1g;
-cadaveriné 1,5g (1,63ml);
-HCl 6N;
-NaCl 0,5N:

-glutaraldehidy;
-tampon-foslat de potasiu 0,1M (pl1=6,9);
-reactiv Schitt.

S 14 -
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Mod de lucru:

Intr-o capsula plasatii intr-o nigd cu tiraj bun se introduce 1g gel depus de Sepharozi
4B perlatd §i activatd cu BrCN, care se trateazii, prin amestecare cu o baghetd, cu 1,5g
cadaverind dizolvat8 intr-o cantitate minimé de ap distilat.

Se ajusteazi pH-ul mediului la 8,5 cu o solugie de HCI 6N, sub agitare cu bagheta. Se
acoperd cﬁpsula gi se lasdl In repaus 12 ore la temperatura camerei. Produsul reactiei se
filtreazdl la presiune redusd si se spald pe pdlnie, alternativ, cu apd distilati §i cu o solutie
apoasd de NaCl 0,5N, pAni la reacfia negativa a apei de spilare cu reactiv Schiff.

Gelul se transferdl apoi intr-un pahar in care se adaugd 20ml solutie tampon-fosfat de
potasiu 0,1 M (pH=6,9), care contine 4% (in volume) glutaraldehidd. Se agitd amestecul de
reacfie timp de 4 ore la temperatura camerei (aprox. 25°C). Gelul condensat se filtreazi la
presiune redusid ¢i se spald bine cu apd distilatd pentru indep#rtarea glutaraldehidei
nereacfionate (roaotie negativd cu reactiv Schiff a apei de spilare sau reactic Fehling
negativd).

In urma acestei condensiri, una dintre cele dous grupe CHO ale glutaraldehidei a
recfionat cu grupa —NH, de pe suportul activat (formand o azometin& sau bazi Schiff), cea
de a doua grupii CHO rdménAnd liber#l pentru fixarea enzimelor (pag.14).

Gelul aoctivat aestfel obfinut se foloseste la co-imobilizarea unor enzime
multisecventiale (malat dehidrogenaza- citrat sintetaza-lactat dehidrogenaza).

Observatii: ~

1)Reactia Schiff este caracteristicd aldehidelor gi constd in recolorarea reactivului
Schiff (solutie de fucsind decoloratd cu SO,) la contactul cu grupa — CHO.

Se refaoce structura chinoidicll a fucsinei, proba colordndu-se in rogu-violet:

H,N H,N
! -©=NH 2H,80, C—@—NHOSQ 2R-CH

¢ /
H,N‘©/ H,N‘©/ SO,H

Fucsindl (colorati) Reactiv Schiff (incolor)
H H,
R-CH-OSO-NH
i gH
— NHOSO-CH-R
D O/
o
NH

Colorat (rogu-violet)
in funcjie de reaclionabilitatea aldchidelor testate, colorajia apare la temperatura
camerel imediat sau dupé un repaus de 5-15 min.
-15-

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



Biacatalizatori imobilizafi in simeza unor substange bioactive

Reactivul Schiff se prepari astfel: se dizolva 0,2g fucsind in 200ml apd distilata gi s¢
adaugi 2g bisulfit de sodiu in 2ml HCI concentrat. Decolorarea solutiei de fucsiné sc poate
face §i prin barbotarea SO, (se evitd excesul de SO, care micgoreazd sensibilitalca

reactivului). .

Reactivul se prepard cu citeva zile inainte de intrebuintare; se pasireaza la intuneric,
intr-o sticld bruni bine inchisa.

Identificarea aldehidelor

Intr-o eprubeti se toarn# 1ml reactiv Schiff, peste care se adaugd 1-2ml solujie de
aldehidd in etanol sau apd. La incepul amestecul se¢ coloreazid in rosu-albdstrui; prin
adiugarea a 0,5ml HCI conc. culoarea vireazi la albastru-violet.

2)Modul de prepararea a reactivului Fehling gi reactia Fehling sunt descrise la pag.37.

c)Determinarea confinutului in grupe -NH, dintr-un suport
Dozarea grupelor -NH, din suporturile activate sau nu (chitosan, DEAE-celuloza,
DEAE-Sephadex, suporturi polihidroxilice activate cu diamine alifatice etc.) este foarte
importantd, de numérul acestora depinzand atét natura cat §i cantitatea de enzima utilizata in
etapa imobilizarii.
Se folosesc in general doud metode:
-titrarea cu HCl (aplicabild in toate cazurile);

-determinarea confinutului in azot al suportului (dacd suportul nu a fost activat in
prealabil cu BrCN).

Titrarea potentiometrics

Materiale §i aparaturd necesare:

-gel depus de suport cu grupe NH, 10ml;
-NaOH 0,5N 50ml;
-Na(Cl 1M;

-IIC1 0,1N;

-pH-metru cu electrod mixt standardizat.

Mod de lucru:

Intr-un pahar Berzelius de 150-200ml se introduc 10ml gel depus de agarozd sau
alcool polivinilic activat, cu braje —~NH, terminale, sau alte suporturi cu grupe NH, libere,
ca: chitosan sau schimbdtori de ioni cationici (AE-celuloza, DEAE-celulozi, DEAE-
Scphadex, DEAE-Sepharoza etc.) si 50ml solujie NaOH 0,5N. Se amestecd bine cu o
baghetd, dupd care s filtreaza gelul la presiune redusa si sc spal pe palnie cu api distilatd
pand la pH ncutru. Gelul astfel neutralizat se trece cantitativ intr-un vas de titrare prevazut
cu agitator magnctic, in care se introduc §i 25ml solujic NaCl M. Se titreaza cu HCI 0,1N
pand la pl1=3,0 (sc utilizeaza un pll-metru cu clectrod mixt).

-16-
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Se traseaz3 o curbi de titrare potenjiometicd asemandtoare cu cea din figura nr.3:
Figura nr.3
Curba titrdrii potentiometrice a unui gel de DEAE-Sephadex

{ 1
¥

1 t
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Q (93903848

35 ml HCl 0,119

B.t-
N

(V]
(P%)
o

Continutul in grupe NH, se exprima in pmoli/ml gel. In cazul exemplificat in figura
nr.3, acesta este de 280 pmoli/ml gel.

I4.1.2.Introducerea de brate carboxi-terminale pe suporturile polihidroxilice
activate

Reactivul uzual pentru introducerea unui “spacer” cu grupa —COOH terminald este
acidul e-aminocaproic: '

O\ O\, .
o /C=NH+H2N-(CH2)5-COOH —> %:0 /(,=N-((JHZ)5-COOH
(N
Suportui activat asfel (7) poate fixa enzimele, fie prin condensare directs in prezenja

unei carbodiimide (8), fie prin activare intermediari la azid3 (9), urmatd de cuplarea cu
enzima (10):

0
O\ : ‘ ON e onvenin L
2:0 > C=N-(CH,)5-COOH + ;N —(E) XL j:o > C=N-(CH)5-C-NH—(E)

(%)

17 -

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




Biocatalizatori imobilizafi in sinteza unor substanie bioactive

OH/H! .
C=N-(Cl1,)s- _coon SO 3: C=N-(CH,)5-COOCH; —»

(7
O\ 0
HN-NH, i C=N-(CH,)s- C:NH - 1NO,, o S C=NA(Cl)y (‘fN
2
)
azida

0

0 j:o y,
\ _ . ‘é N\ =N- ~{ -
/c—N-(cnz)S-c.\N] + HX~E) —» o CNACIL)s dx —®)

(10)
X=-0-;-S-; -NH etc.

a)Introducerea “spacer’ -ului -COOH

Materiale necesare:
-gel depus de agarozi perlatd sau alcool polivinilic perlat, reticulat §i activat cu

BrCN 25ml;

-acid g-aminocaproic 2g;

-NaHCO, 0,1N;

-NaCl 0,5M. i
Mod de lucru:

intr-o capsuld taratd se introduc 25ml gel depus de agarozd sau PVA (alcool
polivinilic) perlat, reticulat cu epiclohidrina si activat cu BrCN, peste care se’ adaugd o
solujie formata din 2g acid e-aminocaproic in 15-20ml NaHCO,; 0,IN. Se omogenizeaza
bine amestecul cu o baghetd, se acoperd capsula §i se lasd in repaus peste noaple, la
temperatura camerei, pentru definitivarea reacjiei (1a niga).

Dupa aprox. 12 ore de repaus, produsul de reactie se filtreazd pe o palnie Buchner §i se

spald alternativ, pe palnie, cu api distilatd §i NaCl 0,5M, pand la indepirtarea lotald a
acidului nereacjionat (pH neutru in apa de spalare).

b)Determinarea conjinutului in grupe “CQOH prin titrare potenfiometricd
Metoda este aplicatd pentru dozarea grupclor ~COOIl nu numai din suporturile
activate cu grupe carboxil terminale utilizate la [ixarea enzimelor prin legaiuri covalente,
dar §i la schimbdtorii de ioni anionici pentru imobilizarca biocatalizatorilor prin legaturi
toniee, dipolare (exemplu: CMC).

(hE
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Materiale §i aparaturd necesare:
-gel depus de agarozi sau PVA activat cu braje laterale previzute cu grupd COOH

terminald (objinut dupa metoda descrisa anterior) sau CMC 10ml;
-HC1 0,1N 50ml;
-NaCl 1M;
-NaOH 0,1N;
-pH-metru cu electrod mixt standardizat.
Mod de lucru:

intr-un pahar Berzelius de 150ml se introduc 10ml gel de analizat i se amestecd cu
50ml HCI 0,1N, prin agitare cu o bagheta. Gelul neutralizat se filtreaza la presiune redusa,
pe o pélnie cu masi filtrantd §i se spald cu apd distilatd pani la pH neutru, dupd care se
transferd cantitativ in vasul de titrare §i se amesteca prin agitare magneticd cu 25ml solutie
NaCl 1M. Se introduce electrodul mixt in masa de reacfie si se titreazd cu NaOH 0,1N sub
agitare magnetic3, pani la pH=10,0. Citirile se trec intr-un sistem de coordonate ca in figura
nr.4.

Figura nr.4
Curba titrdrii potentiometrice a unui gel de CMC
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Din curba de titrare potenjiometrica (fig.4) se observi ci, in cazul dat, con{inutul in
grupe —~COOH al unui gel de CMC este de 36pmoli/ml gel.

1.4.2.Activarea suporturilor polihidroxilice cu p-chinona
Suporturile macromoleculare polihidroxilice se pot funcjionaliza prin introducerea de
grupe vinilice activate, datorita veeindtdyii unor substituen(i cu efect -1 (>(‘:() sau>S( ), ).
Astlel de agenti de activare pot fi:
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~divinilcetona: CH,=CH-C-CH=CH, \

-p-chinone ca benzochinona:

0)
-divinilsulfona: CH2_=CH-§-CH=CH2etc.
o)

Benzochinona, un agent de activare foarte reactiv si relativ accesibil, reacjioneaza cu
suporturile avand grupe OH pe suprafajd, conducand la activarea acestora (11). Suportul
astfel activat va putea fixa ulterior enzima prin intermediul celei de a doua grupe vinilice
(ciclic8), reactive (12).

o
o0 o — o3

X=-NH, -O-, -S-

1.4.2.1.Actlvarea Sepharozei 6B

Metoda poate fi aplicatd unui gel de agarozi perlatd 6%, reticulat sau nereticulat,
deoarece benzochinona (agent bifunctional) are gi un efect de reticulare partiald a suportului.

Materiale necesare:
-gel de Sepharoz#i 6B, perlat, reticulat sau nereticulat 100ml;
-tampon fosfat de sodiu 0,1M (pH=8);
-benzochinon# 10,8g;
-etanol;

-NaCl IM.
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Mod de lucru:
Pc o palnic cu mas3 filtrantd, se spald la presiune redusd 100ml gel depus de

Sepharozi 6B, cu un volum egal de tampon fosfat de sodiu pli=8, de concentrajie 0,1M,
conjinand 20% etanol. Gelul astfel spélat se filtreaza §i se suspendd intr-o solutie formata
din 10,8g benzochinon in 100ml tampon fosfat 0,1M (pH=8). Se agiti cu o baghet4, timp
de o or4, la temperatura camerei. Gelul activat se filtreazd la presiune redusd §i se spald pe
palnie Biichner, in ordine, cu: etanol 20%; apd distilatd; NaCl 1M; apa distilatd i in final cu
tamponul fosfat utilizat la cuplare. Sepharoza astfel activatd se utilizeazd imediat pentru

imobilizarea a-chimotripsinei (pag.5).

1.4.2.2.Activarea amidonului

Materiale necesare:

-amidon granulat si reticulat cu epiclorhidrini (pag.6) 5¢g;
-tampon fosfat de sodiu 0,1M, pH=8 (care conjine 20% etanol);
-p-benzochinona 2,7g;
-etanol 20%,;

-NaCl 1M;

-tampon fosfat de sodiu 0,1M, pH=8 (fira etanol).

Mod de lucru:

5g de amidon granulat gi reticulat cu epiclorhidrina se acoperad (pentru gonflare) cu un
strat de tampon fosfat de sodiu 0,1M, pl1=8 (care conjine 20% etanol).

Dupa imbibare, se filtreazd suportul pe o pélnie Biichner, se spald cu tamponul de
gonflare §i se reia cu un volum minim din acelagi tampon (cat si se acopere stratul de
suport).

Se adaugd 2,7g p-benzochinond §i se omogenizeazi cu o baghetd, timp de o ord, la
temperatura camerei. Gelul astfel activat se filtreaz3d pe o palnie Biichner §i se spala, in
ordine, cu:

-etanol 20%;

-Na(Cl 1M;

-apa distilata;

-tampon fosfat 0,1M, pH=8 (far etanol).

Se usucd la temperatura camerei §i se¢ utilizeaza imediat.

1.4.3.Activarea suporturilor polihidroxilice prin metoda izocianatilor
Principiul gencral al acestei metode est bazat pe reacjia Ugi (cu patru componente) si
s¢ folosegte atdt la imobilizarea unor proteine cu grupe libere -COOILL pe un suport polimer
funciionalizat cu grupe -NI11, cat §i pentru fixarca proteinelor cu grupe NI, libere pe un
suport funclionalizat cu grupe -COOLL
21 -
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in cazul suporturilor macromoleculare polihidroxilice este necesara o preactivare a lor
cu introducerea unei grupe NH,, de obicei prin intermediul p-fenilen-diaminei (13).

(13)

Urmeaza reacjia Ugi, prin care se pot imobiliza enzime cu grupe ~COOH libere (14):

+Ht +
2~~~NH2 + CHy-CHO <= NH=CH-CH; + H,0
%awﬂm =CH-CH; + R-N=C+(E)}-C00- ~—=

bazi Schiff izonitril

CH,
CH .
. /0 L (,H\g
NH— C\H transpozitie N < “NHR
SC=N-R co—~E)
(E)-co-0

Obtinerea p-fenilendiarnino-agarozei

(14)

Materiale necesare:

-gel perlat de agarozi 4%, reticulat cu epiclorhidrin gi activat cu BrCN 25;;;
-NaHCO, 0,1M;

-p-fenilendiamina 0,5g;

-tampon borat de sodiu 0,1M (in NaCl 1M), pH= 8,5;

-acetat de sodiu 0,1M (in NaCl 1M), pH=4,5;

-tampon acetat de sodiu 0,1M, pH= 4.5;

-azida de sodiu (NaN,).

Mod de lucru:

Intr-un balon cu trei gturi, prevazut cu agitator mecanic §i doua tuburi de sticld
(pentru introducerea §i evacuarea azotului), ca in figura nr.5, se introduc 25g gel perlat,
reticulat §i actival de agarozi 4% si o solujie de 0,5g p-fenilendiamind in 50ml NallCO,
0,1M.

Sc porneste agitarea moderatd. Prin amestecul format se barboteaza timp de 15 min. un
curent de azot, dupd care se lasa reachia sa continue la intuneric, in vasul inchis, timp de
16h, la temperatura camerei.
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Figura nr.5
Instalatia pentru obfinereu p-fenilendiaminagarozei

Aminopolimerul obfinut se filtreazi la presiune redus §i se spald pe pélnie in ordine
cu:

-tampon borat de sodiu 0,1M, pH= 8,5 (in NaCl 1M);
-acetat de sodiu 0,1M, pH= 4,5 (in NaCl 1M);
-tampon acetat de sodiu 0,1M, pH= 4,5.

Produsul se pistreazéi la rece in ultimul tampon, addugand pentru stabilizare 0,02%
azidd de sodiu (raportat la greutatea aminopolimerului filtrat). Acest suport activat se
utilizeazd pentru cuplarea pepsinei, in reacjie lucrdndu-se cu acetaldehidd gi
ciclohexilizocianat (pag.56).

L4.4.Activarea polizaharidelor prin oxidare cu NalO,

Amidonul §i agaroza se pot activa prin oxidare parjiald cu NalO,. Se objin “amidonul
dialdehidic” (15) sau “oxi-agaroza”, care conjin grupe ~CHO capabile de a imobiliza
enzimele ce posed# atat grupe NH, cat i COOH, prin reactia Ugi (16).

Aceastd metodd este utilizatd pentru imobilizarea f-amilazei.

H,OH. H,0H
O n O H
- H H H H/ .
H H
NalO,| [0}
H,0H H,OH

H Oy
1

CHO ClO “HO CHIO (15)
"amidon dialdchidic"
-23 .
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coon
avwcl 10+ H,N —(E) —» %CH:,\T” () —RN=C___
dlé\ltﬂihdl(()llllc
oxoagarozi /C(/)
— a—u{ NH—@——L> a—CH\ NHR
L-N-R N—~E)
4:00—@ 0
(16)
Obtinerea oxoagarozei
Materiale necesare:
-gel de agarozi 2%, perlat §i reticulat cu epiclorhidrina 100g;
-metaperiodat de sodiu 2g.

Mod de lucru:

intr-un pahar Berzelius de 400ml se introduc 100g gel agarozi 2% perlat si reticulat yi
200ml ap# in care s-au dizolvat 2g metaperiodat de sodiu. Suspensia formata se agild cu o
baghetd si se plaseazd pe o baie de ap#, aducéndu-se treptat temperatura amestecului de
reactie la 45°C (in cca 20 min.). Se continull agitarea blandé la aceastli temperaturd timp de
100 min.

Oxoagaroza formatd se filtreaz3i la presiune redusa §i se spald de cdteva ori pe palnia
Buchner cu apa distilatd.

Se folosegte imediat la imobilizarea f-amilazei (pag.57).

1.4.5.Activarea suporturilor polihidroxilice prin transformare in hexil-eteri
Metoda se bazeazd pe reacjia dintre grupele OH ale suporturilor polihidroxilice gi
bromura de hexil (17).
Hexileterii rezultali sunt utilizaji pentru imobilizarea fizica a proteinelor care conjin
grupe functionale capabile de a forma leg#turi de hidrogen cu acegtia (-OH. -NH,, -COOH).

2‘*()” + Br(Cll,)5-CHy ——» 2‘()-((.:“2)5-(3”3

Hexileter al
polizaharidului

(17)
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Sinteza hexil-agarozei

Materiale necesare:

-gel depus de agarozi 6%, perlat §i reticulat cu epiclorhidrind sau
nereticulat 200ml;

-NaOH 5M; -

-NaBH,;

-bromuri de n-hexil 50ml;

-HCl conc.;

-ctanol.

Mod de lucru:

intr-un balon de 11, previzut cu agitator mecanic i refrigerent ascendent, se introduc
200ml gel depus de agaroz# 6%, perlat, reticulat sau nereticulat. Se adaugé 200ml solujie
NaOH 5M, continand 0,5% NaBH,. Se incepe agitarea §i se introduc in balon 50ml bromur3
de n-hexil.

Se formeaz4 o suspensie, care se incilzegte 35 ore la 100°C, prin agitare blandi.

Dupd terminarea reactiei, se riceste confinutul balonului pe o baie de gheajd si se
neutralizeazi cu HCI conc.

Gelul format se filtreaz la presiune redusé, pe o palnie cu masa filtrantd i se spald pe
palnie, succesiv, cu: apd distilatd, etanol, ap# distilaté si final cu solufia tampon din care
urmeaz4 a se imobiliza enzima.

Pe acest suport se imobilizeazi fizic f-amilaza.

1.4.6.Activarea agarozel prin introducerea grupel disulfurd
Suporturile polihidroxilice pot deveni mult mai reactive prin inlocuirea unor grupe —
OII cu grupe —SH:

" 1)Na,$,0
(CS[ZCI'zlﬁé&l'e)

a""" OH 2)[H](reduceré)’ SH (18)

mercaptogel

Mercaptogelul astfel objinut este activat printr-o reacjie de dublu schimb cu o
disulfura:

avwsn + X-§-8-X —» S-S-X + X-SH
disulfura(19)
a suportului
Aceeayi reacpie de dublu schimb este utilizatd apoi in sens invers, pentru imobilizarca
unor enzime bogate in resturi de cisteinil:

25
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%Ms-s-x + (B)y-sH — %s-s-@ +X-SH

Metoda esle atractivi, reacjiile decurgénd cu usurin{3 la pH acid. Cea mai utilizata este

a-piridinil-disulfura 20 ( X=@ ):

N N

Prepararea disulfurii de a-piridil-agaroz3

A.Reticularea agarozei 6%

Materlale necesare:

-gel perlat de agarozi 6% 30g;
-NaOH 5N;

-epiclorhidrini;

-tampon fosfat de sodiu 0,5M, pH=6,25.

Mod de lucru:

30g gel de agaroza 6%, spilat cu apé distilat3 i tras la tromp4, se suspendd sub agitare
moderatd in 24ml solujie NaOH 5N, intr-un pahar Berzelius. La aceastd suspensie urmeaza
a se adiuga in picéturi, sub agitare, o cantitate de epiclorhidrind, calculatd in funcjie de
gradul de substitujie cu grupe SH al mercaptogelului §i anume:

-pentru objinerea unui mercaptogel cu aprox. 50 umoli grupe SH/g produs uscat, se
vor adiuga 0,75ml epiclorhidrini;

-pentru un mercaptogel cu grad de substitujie de 700 umoli grupe SH/g produs uscat,
se vor adduga 4,5ml epiclohidrina.

Timpul de addugarc a epiclorhidrinei este de 15 min. Dup# terminarea addugdurii se
acoperdt paharul cu o sticld de ceas §i se ridicd temperatura amestecului la 60°C prin plasarea
vasului de recactie pe o baie dc apd, menfinandu-se astfel, sub agitare, timp de 2 ore.
Reticulatul objinut se filtreazi la trompd i se spald alternativ cu api distilati gi cu o solujie
tampon fosfat de sodiu 0,5M, pénd la plH=6,25. Se usucd prin filtrare la lrompﬂ §i se
foloseste in continuare. Sc poatce pastra in solujia tampon-fosfat.
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B.Oblinerea mercaptogelului
Materlale necesare:

-gel reticulat (A);

-tampon fosfat de sodiu 0,5M pH=6,25;
-Na,$,0; 2M;

-NaHCO,;

-ditioeritrol;

-EDTA 1mM;

-NaCl 1M;

-tampon acetat de sodiu 0,01M, pH=4.

Mod de lucru:

Gelul reticulat la punctul A se introduce intr-un vas prevazut cu agitator mecanic §i se
suspendd in 30ml tampn fosfat de sodiu 0,5M pH=6,25, dupi care se adaug 30ml solujie de
liofosfat de sodiu 2M. Se continu#i agitarea moderat4, timp de 6h, la temperatura camerei.

Alchiltiosulfatul obtinut se filtreazi la trompd gi se spalé cu ap# distilats, dupdl care se
aduce la un volum de 60ml prin suspendare in NaHCO, 0,1M.

Alchiltiosulfatul gelului se reduce prin addugarea sub agitare a unei solufii de
ditioeritol in EDTA apos 1mM, astfel incat concentrajia sa s& fie de 8mg/ml. Din aceastd
solujie se iau:

-4ml, in cazul objinerii unui mercaptogel cu grad redus de substitutie cu grupc -SH;

-50ml solufie de ditioeritrol pentru obtinerea unui mercaptogel cu grad ridicat de
substitufie cu grupe —SH.

Mercaptogelul obfinut se filtreazd la trompd §i se spald pe palnie cu 300ml solujie de
NalCQO, 0,1M in NaCl 1M, care contine ImM EDTA si final cu o solutie d¢e EDTA 1mM.
Gelul se pastreaza in solujie tampon (dezaeratd) de acetat de sodiu 0,01M, pH=4 (care
confine ImM EDTA).

C.Oblinerea 2-piridin-agaro-disulfurii

s O, , O QL =

SH
mercaplor- 2.piridin- 2-piridin-
HYEATOZA disulfura agaro-disulfura

Materiale necesare:

-gel de mercaptoagarozét cu confinut de 50pmoli grupe SH/g produs uscat (vezi A, B);

-acetond;
-2-piridin-disulfura 10mg:
-DTA ITmM.

Ay
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Mod de lucru:

Gelul de mercaptoagarozi cu conjinut de aprox. 50 umoli grupe SH/g produs uscal
(punctul A) objinut anterior (punctul B) si p#strai in solujie tampon (B), se filtreazd la
trompi §i se spald in ordine cu 50m! ap# distilatd §i 50ml solufie apoasd de acetond 50%
(v/v). Dupa spilare §i filtrare, gelul se suspendd prin agitare in 10ml solujie apoasd de
acetondl 50%.

Separat, se dizolvi 100mg 2-piridindisulfurd intr-o cantitate minima de aceton apoasa
50% si se adaugi treptat, sub agitare, la suspensia de gel de mercaptoagaroza, timp de 30
min.

2-piridin-agaro-disulfura obfinuti se filtreazi la presiune redusi gi se spald cu acetona
apoasd 50% i cu solujie EDTA 1mM. Se separa prin filtrare la trompa.

1.4.7.Activarea suporturilor polihidroxilice cu bisoxirani
Suporturile polihidroxilice (agarozi, amidon, dextrani, alcool polivinilic etc.) pot fi
activate cu 1,4-butandiol-diglicidileter:

2>0H+CH2-CH-CH-CH2—> avO—CHz- H - CH - CH,
~No” No” EH ~No”
Grupa epoxi terminald din gelul astfel activat poate lega enzimele prin intermediul
grupelor reactive de pe catenele polipeptidice ale acestora:

a—O-CHz - EH- (3{0-/CH2 + Hx—@—>a-o-cr12 - EH- EH- CH, - X—(E)
H H OH

X=8§,0,NH

Activarea agarozei 2% cu 1.4-butandiol-diglicidileter

Materiale necesare:

-gel de agaroz3 2% perlat 10g;
-NaOH 2,5M;

-NaBH, 20mg;
-1,4-butandiol-diglicidileter 1ml;
-acetona.

Mod de lucru:

Intr-un pahar Berzelius de 100ml se introduc 10g gel de agarozi 2% perlat, spilat si
uscat prin filtrare la tromp3 si Sml solutie NaOH 2,5M. Se pomeste agitarea; la suspensia
formatd se adaugd, sub agitare, 20mg NaBH, §i apoi, in picituri, Iml 1,4-butandiol-
diglicidileter.
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Se continud agitarea timp de 6 ore la temperatura camerei, dupa care gelul activat se
separd prin filtrare pe o pélnie cu mas3 filtrantd §i se spald pe palnie cu apd distilatd, la
presiune redusd, pani la reactia neutrd a apei de spélare, apoi cu 50ml acetond si la urmé cu
apd distilata.

Gelul de agarozi activat se pistreazi la frigider, in ap3 distilata.

Conjinutul mediu in grupe oxiranice (determinat prin litrare cu Na,S,0;) este de
100-120 pmoli/g produs uscat.

Se utilizeaza la imobilizarea chimotripsinei (pag.51).

L5.0btinerea unor celuloze modificate

Celulozele modificate (activate) au fost printre primele suporturi utilizate la
imobilizarea proteinelor.

Astfel, CMC (carboximetil-celuloza) sau DEAE-celuloza (dietilaminoetil-celuloza)
sunt schimbdtori de ioni utilizaji frecvent la imobilizarea fizicd a biocatalizatorilor (enzime,
celule viabile, celule moarte etc.) prin legéturi ionice.

Ca §i alte polizaharide, celuloza se poate activa §i prin introducere de grupe
imidocarbonat (cu BrCN) sau de halogen reactiv (cu s-triclortriazindl). s-Triclortriazina
(clorura de cianuril) este un reactiv mult utilizat pentru functionalizarea celulozei dar gi a
agarului, agarozei sau Sephadexului. Cei trei atomi de clor din molecula sa sunt deosebit de
reactivi.

In urma fix4rii pe suportul polihidroxilic, in restul de s-triazinil mai rdméan doi atomi

X X

| ]

Jron+ O —= 4o 1O, 2@y O @
E X=NH,S,0

Fiind agent polifuncfional, s-triclortriazina va reticula partial suportul:

X X

N

X : ?
4010, +HoN—- (*NQi o, NN
O—§ ah O—E M()*N)\%

de halogen reactivi, care pot lega enzima:

Pentru a restrange reticularea, este de preferat ca unul din atomii de clor sa fie
substituit cu grupa NH,, mult mai pufin reactiva:

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



Biocatalizatori imobilizati in sinteza unor substanie hiuach ve

b b

2-amino-4,6-diclor-s-triazina-
Urmeazi apoi funcjionalizarea suportului §i imobilizarea enzimei:

NH NH,
N_ NH

A A
1 2 N—~N N~N
4o+ QNV%DY EG BV O/ JRLOLLIIF IS (O] (i
1

I.5.1.Prepararea 2-amino-4,6-diclor-s-triazinei
Materiale §i aparaturd necesare:
-clorur de cianuril 184g;
-toluen;
-dioxan;
-acetond;
-amoniac apos (d = 0,88);
-butelie de azot lichefiat;
-rotavapor (evaporator rotativ);
-instalajie de distilare la presiune redusd (lrompa).
Mod de lucru:
Atentie! Deoarece clorura de cianuril este extrem de toxicd, se va lucra intr-o niga cu
tiraj bun. ,
Intr-un balon cu 4 gaturi, previzut cu agitator mecanic, termometru introdus in masa
de reacjie, tub de barbotare §i tub de evacuare a gazelor (figura nr.6) se plascaza o solujie
formats din 184g cloruri de cianuril in 200ml toluen gi 1000ml dioxan. Se pornegte agilarea
§i se rdceste amestecul de reacjie la 5°C, plasand balonul pe o baie de gheald. Sc¢ incepe
barbotarea unui curent de gaz generat prin trecerea azolului printr-o solufjic caldd de
amoniac (d = 0,88) i uscare printr-o coloani umpluta cu NaOIH anhidru.

11Nl
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Figura nr.6
Instalatie pentru prepararea 2-amino-4,6-diclor-s-triazinei

evaciare
= oJaz¢

amoniac
solutie (d=0,58)

Se agitd amestecul de reacgie la 5°C, pand la aparifia unei suspensii solide de NH,Cl,
care se filtreazd la trompd §i se spald pe palnia Biichner cu 50-100ml amestec benzen-
dioxan (1:5 v/v). Filtratele reunite se evapord la sec, la presiune redusé, intr-un evaporator
rotativ. Reziduul solid se dizolvi intr-un volum minim de amestec api-acetond (1:1 v/v),
dupl care acetona se distild la presiune redusa. |

Precipitatul format se filtreaz#i la tromp# §i se recristalizeaz3 rapid (in max. 10 min.,
pentru evitarea hidrolizei) dintr-un volum minim de api distilata.

Randament este de aprox. 90%.

L.5.2.Prepararea aniinoclor-s-triazinil-derivatilor celulozei si celulozelor
modificate
Materiale necesare:
-celulozd sau celulozd modificatd (CMC, DEAE-celulozi etc.) 10g;
-acetond;
-2-amino-4,6-diclor-s-triazina lg;
-Na,CO, 15%;
-HCI 1M;
-HCl conc.;
-tampon fosfat 0,05M (pH=7).
Mod de lucru:
intr-un balon cu trei gaturi, prevdzul cu agitator mecanic, refrigerent de reflux,
termometru suspendat prin refrigerent i palnie de picurare, se introduc 10g substan{a uscati
(celuloza, celulozd modidficatd) §i o solujie formatd din 1g 2-amino-4,6-diclor-s-triazind in
S0ml amestec apa-acetond (1:1 v/v).
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Sc agitd amestecul pe baic de apa la 50°C (in masa de reacjie) timp de 5 min., dupi
care s¢ adaugd prin palnia de picurare, 20ml solujie apoasd 15% de Na,CO, i1 apoi 12ml
HCI M.

Amestecul se agitd incd 5 min. la 50°C, dupd care se ajusteazd rapid pH-ul la 7 cu
HCl conc.

Produsul solid format se filtreaza la vid si se spald de trei ori pe palnia Biichner cu cate
200m| amestec acetond-apa (1:1 v/v), iar final cu o solufie tampon fosfat 0,05M (pl1=7). Se
pastreazi la frigider, la 2°C. Se utilizeaza pentru imobilizarea enzimelor (pag.52).

1.6.Metode de activare a dextranilor

Dextranii comerciali, reticulaji, cunoscufi sub denumirea genericd Sephadex, avand
diferite dimensiuni §i porozitdji ale particulelor de gel, sunt superiori in multe privinje
celulozei $i amidonului, in calitatea lor de suporturi pentru imobilizarea enzimelor.

S-a observat astfel cd, in comparafie cu imobilizatele celulozice, enzimele fixate pe
Sephadex prezintd o activitate remanentd mult mai mare.

Aceasta se explicd prin structura parfial microcristalind a celulozei, din care cauzi sunt
afectafi centrii activi ai moleculelor enzimelor. Pe de altd parte, Sephadexul este mai
rezistent la atacul microorganismelor decat amidonul. '

Fiind suporturi polihidrohilice, dextranii pot fi activaji prin metodele generale utilizate
pentru acestea.

1.6.1.Activarea dextranilor cu BrCN
Materiale §i aparaturd necesare:
-Dextran T-40 5g;

-BrCN 0,25g:

-NaOH 1M;

-pH-metru cu electrod mixt standardizat.
Mod de lucru:

intr-un pahar Berzelius prevdzul cu agitare magnetic se introduc 5g Dextran T-40
(Pharmacia, Sucdia), care s¢ dizolva prin agitare la 20°C in 50ml api distilatd. La aceasta
solujie sc adaugd o solujic formati prin dizolvarca a 0,25g BrCN in 5ml ap3, menfinandu-se
pli-ul la 10,8 prin titrare cu NaOIl M.

Dupa aprox. 5 min. s¢ consuma toatd cantitatea de BrCN. Gelul activat in acest fel se
separd prin filtrare la presiune redusd, se spald cu pujing apa distilata si se loloseste imediat
pentru imobilizarca NAD' si NADP' preactivaii.
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1.6.2.Activarea Sephadexului G-200 cu BrCN

Aceastd variectate de Sephadex se poate folosi, dupd activare, pentru imobilizarea
a- §i B-ripsinei, a chimotripsinei, a carboxipeptidazei etc.

Materiale necesare:

-Sephadex G-200 uscat;

-NaOH 2M;

-BrCN;

-solutii tampon diverse, in funcfie de enzima care urmeaza a fi imobilizata.

Mod de lucru:

O cantitate de Sephadex G-200 uscat (corespunzitoare unei concentrafii de 20mg
gel/ml ap#) se suspenda prin agitare, timp de 24h, in cantitatea de apa respectiva.

Dupi 24h, gelul depus se decanteazd si se transferd intr-un vas prevdzut cu agitator
magnetic, un electrod mixt de pH scufundat in masa gelului §i conectat la un pH-metru §i o
biuret# (suspendats deasupra masei de reacfie) umplutd cu NaOH 2M.

Se incepe agitarea si se adaugd o cantitate de BrCN (egal3 cu cantitatea de suport luatd
inifial in lucru), sub formd de solufie apoasd de concentrajie 25mg BrCN/ml api. Se
ajusteazd permanent pH-ul la 10, prin titrare cu NaOH 2M, timp de 6 min. (un pH ridicat
produce o reticulare prea avansatd, suportul nemaifiind accesibil unor molecule
voluminoase ca cele de enzime §i alte proteine).

Gelul activat se filtreazd 1a presiune redusi i se spald pe palnie, in ordine cu: 200ml
apd distilat3 §i cu cate 100ml solutii ricite in prealabil, care se aleg in functie de enzima ce
urmeaz3 a fi imobilizat3, astfel:

a)pentru a- i A-tripsind si chimotripsinad NaBO,: HCI 0,1M, CaCl, 0,02M, pH=8,5;

b)pentru carboxipeptidazd: NaHCO, 0,1M si ZnCl, InM.

Observatie: Dacd suportul activat urmeazi a fi folosit la imobilizarea chimotripsinei, in
clapa anterioard, de activare cu BrCN, se va lucra la pH=9,8 sau 10,3 (prin titrare
potenjiometrica).

1.6.3.Activarea Sephadexului G-50 cu BrCN
Acest suport se utilizeaz la co-imobilizarea a trei enzime multisecventiale: malat
dehidrogenaza, citrat sintetaza, lactat dehidrogenaza.
Materiale necesare:
-Sephadex G-50 100mg;
-solutic apoasa de BrCN;
-NaOIl 4M;
-Nal1CO, 0,1M.
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Mod de lucru:

100mg Sephadex G-50 se activeazi cu BrCN la pH=11, dupd modul de lucru indicat la
paragraful 1.6.2., lucrandu-se cu 4ml solujie de BrCN, corespunzand unui raport de 25mg
BrCN/ml apé. »

Reactia de activare la pH="1 are loc timp de 8 min., dup# care gelul activat se filtreaza
la presiune redus# pe o palnie cu mas# filtrantd gi se spald cu 200ml solujie NaHCO,; 1M,
ricitd in prealabil.

1.6.4.Activarea Sephadexului 200 cu BrCN
Materiale sl aparaturd necesare:

-Sephadex 200 (uscat);

-NaOH 2M;

-BrCN; )

-soluie 0,1M NaBO,-HCI;

-tampon 0,02M CaCl,, pH=8,5;

-NaHCO; 0,1M;

-ZnCl, 1mM;

-pH-metru ou electrod mixt standardizat.

Mod de lucru: .

Sephadexul 200 se disperseazi in apdl distilatd, sub agitare magneticd, timp de 24h. Se
folosesc 20mg Sephadex/ml ap#. Dispersia se introduce intr-un balon echipat cu agitator
magnetic, un electrod de pH standardizat gi scufundat in masa dispersiei §i o biuretd de
titrare cu NaOH 2M.

Separat, se céntdregte o cantitate de BrCN egald cu greutatea Sephadexului luat in
lucru i se dizolvd in apd (25mg/ml). Solutia stfel objinut#l se adaug# treptat la Sephadex, se
ajusteazd pH-ul la 10 §i se mentine astfel, sub agitare, timp de 6min.

(Atentiel Dacl se lucreazéi la pH mai mare, cu addugare manuald de NaOH sau se
activeazi gelul cu BrCN solid, rezultd un grad de reticulare avansat, imobilizatul fiind
impenetrabil pentru substrate cu mase moleculare mari.)

Intrucat acest suport activat poate fi utilizat pentru imobilizarea a mai multor enzime,
gelul activat gi separat prin filtrare la presiune redus# se va spila in funcjie de acestes, §i
anume: . | .

-pentru chimotripsind, a- §i ftripsind, in ordine cu: solutie 0,1M NaBO,-HCIl; tampon
CaCl, 0,02M, pH=8,5;

-pentru carboxipeptidazs, in ordine cu: solutie 0,1M de NaHCO, si solujie 1mM
ZnCl,.

Se péstreaza la frigider (+4°C) in tampon sau apa distilata.
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IL METODE DE IMOBILIZARE A UNOR BIOCATALIZATORI
In acest capitol vor fi descrise citeva metode ugor accesibile pentru imobilizarea pe
suporturi a unor enzime (chimotripsina, tripsina, papaina, invertaza, fosfalaza alcaling,
peroxidaza, ureaza), dar §i a unor celule (Saccharomyces cerevisiae, Streptomyces simplex),
atdt prin metode fizice cat §i chimice.

I1.1.Imobilizarea invertazei

Invertaza purd ca si cea din drojdie se utilizeazd in industria produselor zaharoase
pentru obfinerea zahdrului invertit, cu solubilitate crescutd, cu proprietdfi edulcorante
superioare zaharozei §i care prezintd avantajul de a nu cristaliza cu timpul in produsele de
cofetérie (gemuri, ciocolatd, siropuri, lichioruri etc.).

De asemenea, invertaza este folosit# §i pentru hidroliza unor trizaharide ca: genjianoza
sau rafinoza formatd ca subprodus in procesul de fabricare a zaharului din sfecla gi care
impiedic3 cristalizarea acestuia, stahioza, dar nu si a polizaharidelor ca amidonul §i inulina.

IL1.1.Imobilizarea invertazel pe ciarbune activ
Aceasta este 0 metodd fizicd de imobilizare prin adsorbjie pe particulele fine de
cdrbune. Determinarea activitifii invertazei se bazeazd pe rcactia de scindare a zaharozei in
D-glucozd i D-fructozd; zahirul invertit dd o reacfie de culoare cu un reactiv specific
(acidul dinitrosalicilic). Dozarea se face spectrofotometric:

H,0OH H,OH H,0H
2 o) 2 0 Invertaza 2 0O HZ%H
(B-fructozidazi)
H H +
" HoH 7~ uodt vou noy HYen,on
H H H,0 H H

| D-glucoza D-fructoza

N
zahdr invertit

A.Construirea curbei etalon pentru dozarea activititii invertazei
Mecloda se bazeazd pe reaclia de culoare a zaharului invertit cu acidul dinitrosalicilic.

Intensitatea culorii se masoara cu un spectrofotometru, la A=540nm.

Materiale necesare:

I°Reactiv cu acid dinitrosalicilic (DNS): Acest reactiv se prepard astfel: S5g acid
dinitrosalicilic s¢ omogenizeazi in mojar cu cileva piclturi de apa distilat, dupd care se
adaugd treptat 100ml solutic NaOH 1n, pand la objinerca unei paste omogenc. La accasti
pastd se adaugd treptat, prin omogenizare, 250ml apd i 150g tartrat de Na yi K. '

-3S.
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Se transferd cantitativ amestecul intr-un balon cotat de 500ml §i se aduce la semn cu
apdl distilata. Se pastreazi intr-o sticld inchisé la culoare.

2°Solutie zaharozd 0,25M in tampon acetat 0,2M (pf=4,5).

3°Solutie de zahdr invertit 0,0025M (amestec in pérji egale din solufii 0,0025M de
D-glucozi §i D-fructoz3).

4°Solutie tampon de acid acetic-acetat de sodiu 0,02M (pH=4,5). Se objine prin
diluarea tamponului acid acetic-acetat 0,2M (pH=4,5).

Trasarea curbei etalon
in 6 eprubete se pipeteazi probele indicate in tabelul nr.2:

Tabelul nr.2
Probe pentru trasarea curbei etalon folosita la dozarea activitdtii invertazei
Proba nr. ml zahdr invertit ml apa n moli zahr invertit |
1 0 1,0 0
2 0,1 0,9 250
3 0,2 0,8 : 500
4 0,3 0,7 750 N
5 0,4 0,6 1000
6 1,0 0 2500

in fiecare dintre cele 6 eprubete se mai pipeteazi §i cate 1ml solutie zaharoza 0,25M in
tampon acetat, pH=4,5 (reactiv 2°) si cate 2ml reactiv DNS (reactiv 1°).

Probele se incubeazd 5 min. pe o baie de api la fierbere. Dupd ricire, se dilueazi cu
apd distilatd la 10ml §i se colorimetrizeazi fajd de apa la 540nm. Se traseazd o curba etalon
ca in figura nr.7:

Figura nr.7
Curbd etalon pentru dozarea activitdtii invertazei

D.O. 4
la A =540nm

0 CEL L. nmoli
_ Lnzima I'nzima zahdr invertit
imobilizatd hbera

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



Bivcatalizatori imobilizafi in sinteza unor substanje bioactive

B.Iimobilizarea invertazel

Materiale necesare:

-cdrbune activ 2g;

-inverlazi;

-solujic tampon acetat 0,2M (pl1=4,5);

-reactiv Fehling:
eFehling I: se dizolva 7g CuSO, in 100m] apd;
eFchling 1I: s¢ dizolva 35y sare Seignette (tartrat dublu de Na §i K) §1 10,4g
NaOH in 100m! apa.

Mod de lucru:

In 4 eprubete de centrifugare sc introduc cate 0,5g cdrbune activ, peste care se pun
cantitdfi crescatoare dintr-o solujic de invertazd (Smg enzimd/ml ap# distilatd), conform
tabelului nr.3: )

Tabelul nr.3
Imobilizarea pe cdrbune uctiv a unor cantitdfi crescdtoare de invertazd

Proba nr. Cantitatea de solujie de invertaza (ml)
1 0,5
2 1 ]
3 _ 1,5
4 1,8

Se adauga apoi in fiecare proba cate 0,5ml solujie tampon acetat 0,2M (pH=4,5) si céte
5ml ap4 distilat.

Continutul eprubetelor se agitd cu baghcta timp de 20 min. la 25°C, dupd care sc
centrifugheazd 10 min. Se decanteazd supernatantul care conjine enzimi neimobilizata,
depistatd cu ajutorul reacyiei Fehling.

Imobilizatul se reia cu Sml tampon acetat g1 Sml apd distilatd, se agitd cnergic §i sc
centrifugheazd incd 10 min. Se repetd operajia de decantare, spéilare cu apa si centrifugare,
pand la indcpdriarca totald a enzimei neimobilizate (reacjic Fehling negativd in apa de
spélare).

Preparatele de enzimd imobilizatd se pastreaza la rece, in frigider (+4°C) in céle 5,5ml
tampon acctat.

Obscrvatic: Reuctia Fehling (caracteristicd grupei CHO) are rolul de a pune in
eviden}d prezenja invertazei in apele de spilare ale aducilor.

Intr-o ¢prubeta se introdue 5-6ml solujic apoasd de zaharozi 10%, peste care se adauga
I-2ml din proba de analizat (apa de spilare). S¢ agitd eprubeta §i in caz de nevoie se
incalzeste in mdnd (la temperatura corpului) timp de 10-15 min., dupi care se riceste.
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Se neutralizeazi apoi proba cu NaOH 10% sau cu Na,CO, 10% (ad&ugate cu atenjice,
in picituri) fajd de turnesol, dupd care se efectucazi testul Fehling.

Pentru aceasta, se prepard reactivul Fehling prin amestecarea in volume cgale a
reactivilor Fehling 1 si Fehling II, dupd care se incdlzeste la fierbere. Se adauga caleva
picituri din proba de analizat pregatitd dupd cum am ardtat mai sus, dupa care se mai fierbe
amestecul format incd doud minute. Apare un precipitat rogu-ciradmiziu de oxid cupros, care
indicd prezenia glucidei reducitoare (glucoza).

2Cu2* + R-CHO + 20H- —— 2Cu* + R-COOH + H,O
glucoza acid gluconic

Reactia negativd in apa de spdlare corespunde abseniei invertazei capabile de a
hidroliza zaharoza cu formarea glucozei.

C.Determinarea activitfifii invertazei imobilizate

Aceastd determinare se face in funcfie de pH.
Materiale necesare:
-solufjie de substrat (reactiv 2°, pag.36);
-solufie de enzimd liberd (E.L.) in tampon acetat, pH=4,5 (contine 1mg enzima);
-reactiv DNS (1°, pag.35);
-enzima imobilizat¥.
Mod de lucru:
ePentru enzima libera:

Se incubd timp. de 15 min. pe o baie de api la fierbere un amestec format din Iml
solufie substrat §i 1ml solufie enzima liberd in tampon acetat 0,25M, pH=4,6. Se procedeaza
la fel pentru enzima liberd in tampon acetat 0,25M, pH=3,6. In ambele cazuri se stopeazd
reactia cu cate 2ml reactiv DNS.

Se fine 5 min. pe baia de api la fierbere, se ricegte, se dilueaza cu apa distilata la 10ml
y1 se colorimetreaz la 540nm.

ePentru probele cu enzimi imobilizati:

Se fac cate doudl determindri, la pH=3,6 si pli=4,6.

In dous eprubete se pipeteazd céte: 1mi solutie substrat (zaharoza); 0,25m! imobilizal
depus; 0,5ml soluie tampon acetat 0,25M cu pH=3,6 si respectiv pti=4,6.

Se incubd cele doud probe timp de 15 min. pe baie de ap la fierbere, dupa care se
filtreaz4. Din filtrate se iau cate 0,5ml, peste care s¢ pun: 1,5ml solujic tampon acctat 0,25M
cu pl1=3,6 i respectiv pl1=4,6 si cate 2ml reactiv DNS.

Sc {in eprubetele pe baia de apd la fierbere, 5 min. Sc ricese, se dilueazd cu apd la
[Oml gi sc colorimetreaza la 540nm [a)a de curba ctalon (pag.36).

iN
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Observatii:

1)in urma incubdrii, probele capati o coloralie rogie-viginie inchisd, in comparatie cu
martorul (galben-portocaliu). Pentru a se putea face citirile la spectrofotometru, se dilueaza
la 1/5.

2)in paralel se lucreaza §i doud probe martor (la pH=3,6 si 4,6), modul de lucru fiind
asemanitor cu cel de la probele cu enzima solubild §i enzimi imobilizatd, doar cd reacfia
enzimatic este stopati la timpul zero, prin introducerea reactivului dinitrosalicilic inaintea
preparatului enzimatic.

3)Calculul rezultatelor:

-Pentru enzima liberd (E.L.), activitatea enzimatic3 (4E) se calculeazi dupi relatia:
AE(n moli zahir invertit format/ml enzimd/1 min/37°C)=n moli zahar invertit .y -

. 1
-n moli zahar invertit ;.. 5

-Pentru enzima imobilizata (E.1.):
. : . 4
AE=n moli zahdr invertit ., - n moli zahar invertit ,qo,- Ts
#)In calcularea rezultatelor se va lua in calcul §i factorul de diluie al probelor cu
enzima liberd §i imobilizata.

IL.1.2.Imobilizarea invertazei prin legare ionicd pe un suport-schimbitor
de ioni
in acest tip de imobilizare, intre grupele libere fixate lateral pe catenele poliamidice ale
proteinei §i grupele din molecula suportului se stabilesc legéturi ionice.
Ca suporturi se folosesc atat polizaharide modificate (CMC, DEAE-celulozi etc.) cat
§i schimbditori de anioni sau cationi sintetici (r3sini de tip Vionit sau Amberlit).
Metoda care va fi descrisa poate fi folositd pentru imobilizarea invertazei atat pe CMC
cat §si pe DEAE-celuloza.
Materiale necesare:
-CMC sau DEAE-celuloza 1g;
-solufii tampon acetat 0,2M (pH=3,6 si pH=4,6);
-invertazi 2mg;
-NaCl 5N;
-reactiv Fehling.
Mod de lucru:
in dous cprubcte gradate se pun cite 0,5¢ CMC sau DEAF, care se suspendd prin
agitare cu o bagheta in cate S5ml solutie tampon acetat 0,2M de pl1=3,6 si respectiv 4.6.
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Peste suspensiile formate se pipeteazi cate 1 ml solufie invertazi in apa distilatd (Img
enzimd/Iml). Continutul eprubetelor se agitd timp de 30 min. la 25°C (eventual prin
incilzire in mand).

Dupi expirarea timpului de reacfie, gelurile obfinute se filtreaza la presiune redusd pe
o palnie cu mas3 filtrantd §i se spald pe palnie cu o solujie apoasd de NaCl 5N, pand la
indepartarea totali a enzimei neimobilizate (reacfie Fehling negativi in solutia de spélare).

Preparatele obfinute se pistreazi la frigider (+4°C) in ap distilatd sau in NaCl 5N. Se
determin3 activitatea enzimei imobilizate in funcjie de cele doud pH-uri, dupd procedeul
descris anterior.

I1.1.3.Imobilizarea invertazei prin reticulare

Reticularea este o metodd chimicd de imobilizare, prin care enzimele sunt
insolubilizate prin reactia cu un reactiv di- sau polifuncfional.

in acest procedeu suportul poate lipsi, insolubilizarea biocatalizatorului fiind rezultatul
unei reacfii de condensare intermolecular# cu agentul de reticulare.

in alte procedee, se poate co-reticula enzima pe un suport printr-o reacfic de
condensare simultani a acestora cu reactivul difunctional.

Unul dintre agentii de reticulare cel mai utilizat, care prezintd i avantajul introducerii
unui “spacer” este glutaraldehida, care se condenseazi cu grupele NH, libere ale
biocatalizatorului, cu formare de azometine (baze Schiff) de forma (21):

(E)~NH; + OHC-(CHy)s-CHO + H;N~(E) 75> (B)—NH=CH-(CH)-CH=N1(E)
1)

Ca si celelalte metode de imobilizare chimic3, care decurg in condifii stresante pentru
celulele viabile, reticularea nu se aplic3 in cazul lor.

“In schimb, poate fi folosita cu succes in cazul enzimelor ca si al celulelor mearte, care
au confinut crescut de lisina.

in functie de scopul in care urmeazi a fi folosit imobilizatul, se pot aplica mai multe
variante:

-reticularea in absenfa suportului;

-co-reticulare enzimi-suport insolubil ca: particule de gel (perle), folii de celofan, fibre
de nylon actvat etc.;

-co-reticulare enzima-proteind auxiliard (bogatd in grupe NH,), atunci cand enzima
conjine prea pujine resturi de lisini etc.

O reticulare prea avansatd poate distorsiona ireversibil structura terfiard a enzimelt,
producand denaturarea sa, sau poate conduce la rctelé macromoleculare tridimensionale
prea stranse, ingreunand accesul moleculelor de substrat la centrii activi ai enzimei, aductul
fiind greu dispersabil.
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11.1.3.1.Corecticularea invertazei cu BSA (serum albumina bovina)

Materiale necesare:
-invertaza 100mg;
-BSA 75g;

-glutaraldehida (Atentie! TOXICAY);
-rcactiv Fehling.

Mod de lucru:

Un amestec format din 100mg invertazid si 75mg BSA se trateazd, intr-un pahar
Berzelius, sub agitare magneticd, cu 1ml solujie apoasd 1% de glutaraldehida, la
temperatura camerei. (Dac3 amestecul este prea vascos, se poate omogeniza cu o bagheta.)

Dupid omogenizare, amestecul de reacfie se intinde pe o foaie de plastic plasatd pe
fundul unui vas Pétri. Pentru maturare, gelul se lasd timp de cateva zile la frigider (+4°C).

Se formeaz3 o membrand solidd, care se desprinde de pe folia de plastic i se spald cu
api distilatd intr-o eprubetd, pand la indepdrtarea totald a enzimei neimobilizate (reacjie
Fehling negativi in apa de spélare).

Determinarea activit3fii enzimei imobilizate se face dupd metoda descrisd anterior, la
doua pH-uri diferite (3,6 i 4,6).

IL.1.3.2.Coreticularea invertazei cu gelatina
Pentru evitarea unei reticuldri prea avansate a enzimei, aceasta se co-reticuleaza cu
hidrolizatul de colagen prin intermediul glutaraldehidei. In acest caz, gelatina joac rol de
proteind auxiliara.
Se obtin imobilizate in form# de filme (membrane), care pot fi folosite atat in reactoare
cu membrani de ultrafiltrare, cat §i in bioreactoare cu pat compact sau in procedeul “batch”.
Materiale necesare:
-invertazi 100mg;
-gelatind (solujie apoasd 10%);
-solujie 25% de glutaraldehida 0,1ml;
-reactiv Fehling.
Mod de lucru:
intr-un pahar Berzelius se dizolva 100mg invertazd intr-un volum minim de solujie
apoasd de gelatind 10%, la 30°C, pe o baie de apa (Atentie! Se va nota cantitatea in m! de
solujic de gelatind adiugatd, pentru a se¢ evalua conjinutul in mg enzim¥/ml solujic.). Se
adaugd, sub agitare cu o baghetd, 0,Iml solujic apoasd 25% de aldchida glutarica. Se
omogeniZeazd bine amestecul de reaclic si se toarna pe o folie de plastic aplicatd pe fundul
unui vas Pétri. Se acoperd vasul si se congeleazd reticulatul timp de 4-12 ore, dupa care sc
aduce treptat la lemperatura camerei.
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Se desprinde membrana de reticulat §i sc spald cu apd distilatd, penru indepartarca
glutaraldehidei nereacfionate (reacfie Fehling negativa in apa de spalare).

Determinarea activitdjii enzimei imobilizate la pH=3,6 §i pH=4,6 se face contorm
metodei descrise mai inainte (pag.38).

I1.1.4.Interpretarea §i compararea variatiei activitifii enzimatice a invertazei
imobilizate prin metodele descrise
Dupi imobilizarea invertazei prin cele palru variante descrise anterior (paragrafele
I11.1., I1.1.2. si I11.1.3.) si determinarea activitdfii enzimatice a imobilizatelor la doud pH-uri
diferite (3,6 si 4,5) se va intocmi un tabel comparativ cu urmétoarele rubrici:

Tabelul nr.4
Nr AFE (activitatea Activitatea remanenta
c ﬂ° Preparat enzimatic enzimaticd a invertazei) | pentru imobilizate (%)
] pH=3,6 pH=4,6 pH=3,6 pH=4,6
1 | Enzima libera 100 100
5 Enzima adsorbiti pe cirbune
activ
3 Invertaza legatd ionic pe
CMC sau pe DEAE-celulozé
4 Enzima coreticulatd cu BSA
si glutaraldehidd
5 Enzima coreticulatd cu

gelatind §i glutaraldehida

Din datele inregistrate, considerand c# activilatea enzimei libere este de 100%, se va
aprecia:

a)care dintre metodele de imobilizare conduce la un agregat cu activitate reziduald mai
mare $i

b)care este pH-ul optim de reactie pentru enzima liber3 si enzima imobilizata.

1L.2.Mectode de imobilizare a ureazei

Ureaza catalizeazd descompunerca hidrolitica a ureei, avand o specificitate absolut de
substrat:
NI,

. = urcaza
(:r(\l)” I “2() > (‘()‘_) *2N”}
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Imobilizatele de urcazi se utilizeazd in special la construcfia sensorilor enzimatici
pentru dozarea ureei in lichidele biologice ca si in dispozitivele extracorporale (de dializa)

pentru indepdrtarea ureei din sange.

IL.2.1.Imobilizarea ureazei pe gelatina
Metoda este aseminitoare cu cea descrisd la invertazi (paragraful 11.1.3.2.), constand
in coreticularea cu aldehida glutarica.
Materiale necesare:
-ureaza 100mg;
-solutie apoasd de gelatind 10%;
-glutaraldéhida-solu;ie apoasd 25% 0,1ml;
-reactiv Fehling.
Mod de lucru:
intr-un pahar Berzelius se dizolvd prin agitare cu o baghetd 100mg ureazi intr-o
cantitate minima de solutie de gelatina 10%, la 30-40°C (se va nota cu precizie volumul de
solujie de gelatind utilizat, pentru a se determina continutul in mg enzima/ml solufie) pe o
baie de api. In solutia astfel obfinuta se adaug 0,1ml solutie apoasi 25% de glutaraldehidi.
Dupa o bund omogenizare, amestecul de reacjie se toarnd pe o folie de plastic plasati
pe fundul unui vas Pétri. Se acoperd vasul §i se congeleazi 4-12 ore. Gelul congelat se
aduce treptat la temperatura camerei, se desprinde §i se spald cu api distilati, pan3 la
indepdrtarea totald a aldehidei in exces (reacjie Fehling negativd in apa de spilare). Se
pastreaz la frigider, sub api distilata.

11.2.2.Imobilizarea ureazei prin coreticulare cu glutaraldehida pe BSA
Metoda se aseamini cu cea descrisi la imobilizarea invertazei (11.1.3.1.)

Materiale necesare:
-ureaza 100mg;
-BSA 75mg;

-solujie apoasi 1% de glutaraldehida Iml;
-reactiv Fehling.
Mod de lucru:
Intr-un pahar Berzelius se introduc 100mg ureazi §i 75mg BSA, peste care se adauga
Iml solujic apoasd 1% de glutaraldehidd. Amestecul format se omogenizeaza bine prin
ameslecare cu o baghetd la temperatura camerei, dupa care sc toarnd pe o folie de plastic
plasatd pe fundul unui vas Pétri. Se acoperd vasul §i se pastreazi in frigider (la max. +4°C),
pana la formarca unei membrane (7-10 zile). Se desprinde membrana de pe folie §i se spala
cu apd disulatd pand la indepdrtarca lotald a aldehidei nercaclionate (reacfic Fehling

negativa in apa de spélare). Se pastreaza la (rigider, in apa distilata.
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11.2.3.Imobilizarea ureazel pe colagen

Colagenul, proteind inertd §i biocompatibild, dar fard valoare alimentard, estc nn
suport convenabil pentru imobilizarea biocatalizatorilor (enzime, culturi de celule, celule
deshidratate etc.).

Datorit4 elasticitafii ridicate a colagenului, imobilizatelor obfinute li se pot da diverse
forme (membrane, filme, filamente etc.), pretandu-se la utiliziri multiple, de la bioreactoar:
la biosensori. Se pot aplica toate cele trei metode de imobilizare caracteristice (complexarca
macromoleculard, co-reticularea cu glutaraldehidd sau electrodepunerea), in funcfic dv
natura biocatalizatorilor ca si de scopul final in care urmeaz4 a fi folosit imobilizatul.

Metoda cea mai simpla este complexarea macromoleculard care constd in includerea
enzimelor in colagen, urmatd de objinerea membranei, sau in impregnarea membranclor
preformate de colagen cu solutii de enzime. Procedeul, pur fizic, se bazeazd pe formarca
unor interacjii proteind-proteind §i este aplicabil §i culturilor de celule, nefiind nociv pentin
acestea.

Co-reticularea enzimi-colagen in prezenfa unui agent difuncfional (de obicel
glutaraldehidd), desi conferd imobilizatelor o stabilitate mai mare, este distructivd pentru
celulele vii, fiind folositd in special pentru imobilizarea enzimelor.

Se preteazd imobilizdrii pe colagen enzime ca: ureaza, inveriaza, catalaza,
[F-galactozidoza, glucozoxidaza etc.

Un parametru caracteristic enzimelor imobilizate pe colagen este ‘“‘capacitatca de
incdrcare” prin care se injelege activitatea enzimatic3 a enzimei imobilizate raportata la |g
de complex enzim#-colagen. )

in tabelul nr.5 sunt indicate citeva valori ale “capacitdlii de incdrcare” pentru o seric
de membrane de tip enzimé-colagen.

Tabelul nr.5
“Capaciltdtile de incdrcare’ ale unor membrane de tip colugen-enzimd

Nr. Activilatea specifici a “Capacitatea de ncircare” a
ot Enzima enzimei libere (U/mg complexului colagen-enzima
proteind) (U/g complex)
| | Catalaza 3000 7140
2 | pGalactozidaza 50 3500
3 | Lisosim 8500 2500
4 | Papaina - 12,7 - 600
5 | Glucozoxidaza | 18 [ a5
6 | Invertaza 0 T T k0
7 | Asparaginaza | 300 200
8 | Urcaza 10 250

A
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11.2.3.1.Co-reticularea ureazei cu colagenul
Materiale si aparaturd necesare:

-colagen 2g;
-acid acetic glacial;

-NaOH 0,1N;

-ureazi 200mg;

-glutaraldehida (solufie apoasd 25%) 0,2ml;
-reactiv Fehling;
-pH-metru cu electrod mixt standardizat.

Mod de lucru:

2g colagen se omogenizeaz3 bine cu o cantitate minimé de acid acetic glacial, pand la
formarea unei paste semifluide, dup2 care se neutralizeazd (printr-o biuretd) cu o solufie
apoasi de NaOH 0,1N la pH=6, sub agitare, in prezenfa unui pH-metru. Amestecul astfel
obfinut se dilueazi cu apd distilatd, intr-un balon cotat, panid la o concentratie finald (in
colagen) de 1% (ﬂnﬂ.@. se vor nota volumele de acid acetic §i de solujie de NaOH 0,1N
folosite pentru a se putea deduce volumul de apé necesar diludrii).

Dispersia de colagen astfel formaté se introduce intr-un pahar Berzelius §i se adaugé
200mg ureazd. Se omogenizeaz# amestecul, dupd care se adaugi treptat,sub agitare, 0,2ml
solujie 25% de glutaraldehidd. Amestecul format se toarnd in strat uniform pe o folie de
plastic sau de aluminiu plasatd pe fundul unui vas Pétri.

Se acoperd gi se lasd la frigider pentru formarea unei membrane (7-10 zile).

Membrana formati se desprinde de pe folie §i se spald de repetate ori cu api distilat,
pani cand apa de spilare nu mai prezinta reacfia Fehling. Membrana se pistreazi in frigider,
sub un strat de apé distilata.

Observatie: In varianta complexirii macromoleculare, enzima se adugi direct: la
dispersia de colagen, se agitd amestecul §i se trage sub forma de membrani. Deoarece in
dispersie colagenul macromolecular existd in starea sa nativd microfibrilard, el poate
participa la interacfii cu moleculele enzimei, aceste interactii fiind facilitate de etapa
ulterioard de uscare a membranei, care apropie razele moleculare ale celor doul proteine.

Ca procedeu, la dispersia de colagen obfinutd in modul descris mai sus se adaugi
cantitatea doritd de enzima (sub form# de solufie intr-un volum minim de ap3 distilat).
Raportul cantitativ enzimé/colagen poate varia intre 0,1-0,3 (in greutate, fajd de produsii
uscafi). Amestecul se omogenizeaz3 bine, dup3 care se transform3 in membrand, iar aceasta
se prelucreaza prin metoda descris3 anterior.
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11.2.3.2.Determinarea cantitatii de enzima legata pe colagen
in cazul imobilizatelor pe colagen, cantitatea de enzimd legald nu poate fi determinata
prin metodele uzuale de analizi a proteinelor, aparand interferenje cu suportul, si ¢l ©
proteind.
Cum ins3 majoritatea enzimelor contin cantiti{i aprcciabile de triptofan §i cisteima,
aminoacizi absenji in colagen, s¢ folosesc doud metode de anahza: determimine
triptofanului §i (sau) a cisteinei.

A.Determinarea enzimei legate prin analiza triptofanului

Metoda se bazeazi pe reacjia de culoare a triptofanului cu reactivul cu p-dimcti-
aminobenzaldehid3, determindrile fiind spectrofotometrice (in raport cu o curbd ctaton
trasatd anterior).

Materiale necesare:
-NaOH IN Iml;
-H,80, 21,4N 9ml;
- p-dimetil-aminobenzaldehida 30mg;

-NaNQ, 0,04% (solujie proaspét preparatd) 0,1ml;
-membrana colagen-enzima (objinutd prin complexare macromoleculard) 20-30mg
(produs uscat).

Mod de lucru:

Cantitatea de membrand luatd in probi se taie mérunt gi se dizolvd in 1ml NaOll
solugie IN. La amestecul format se adaugi, pe rand, in mici porjiuni, sub agitare §i ricire
exterioard cu gheafd: 9ml H,SO, solujie 21,4N si 30mg p-dimetil-aminobenzaldehida.
Amestecul se lasd apoi in repaus timp de o or4, la intuneric.

Dupd trecerea acestui timp, se adaugi in amestec, sub agitare, 0,1ml solujie apoasd de
NaNO, 0,04%,; apare o colorajie albastri.

Dupd 30 min. se citeste absorbania amestecului la 600nm, folosind un
spectrofotometru. In paralel se citeste si absorbanfa pentru o proba martor, care se objine
prin procedeul descris mai sus, dar {#ra p-dimetil-aminobenzaldehida.

Curba etalon se construieste utilizand 9-10 concentralii diferite de enzima solubild (cu
care se lucrcazd in modul descris mai inainte pentru membrana de imobilizat), pe care se
interpolcaza proba.

Observalii:

DMembranele “albe™ de colagen (care nu conjin enzima) nu prezinta o absorbanga
detectabila.

2)in cazul membrancelor objinute prin coreticulare cu glutaraldchida, modut do ucrn

este asemdndtor, dar se va aplica o inversiune in ctapele determindrit $1 anum:
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-proba de¢ membrand se¢ incubeazd in 9ml H,SO, 21,4N la intuneric, panid la

dizolvare completd. Acest stadiu este preliminar tratdrii cu solujia de NaOH 1N;

-t continuare, se adaugy solujia de NaOIT IN si apoi p-dimetil-aminobenzaldehida.
Se lucreaza apoi mai departe contform procedeului descris pentru membrane obfinute

prin complexare macromoleculard.

B.Determinarea enzimei legate prin analiza cisleinei
Metoda reprezintd o modificare a procedeului Roston, in care cisteina, tratatd cu o

cantitate cchimoleculard de noradrenocrom conduce la un produs specific stabil, de culoare
galbend, care se¢ determind colorimetric. Alfi compugi care confin grupe —SH nu
reacjioneaza in conditiile respective.

Materiale necesare:

-norepinefrini 400mg;
-acid ascorbic 7,6mM Iml;
-fericianurd de potasiu 7,6mM Iml;

-NaHSO, 1,9mM;

-tampon fosfat de sodiu 0,1M, pH=7,5;

-probs de membrani colagen-enzima.
Mod de lucru;

4]

1°Prepararea reactivului:
Pentru formarea noradenocromului, se procedeazi astfel: la un amestec format din 2ml

(400mg) norepinefrind, S5ml tampon fosfat de sodiu 0,1M, pH=7,5,51 15ml apa distilatd se
adugd 1ml solufie apoasd de fericianurd de potasiu 7,6mM. Se agiti pentru o buna
omogenizare; formarea noradenocromului este completd dupg 2 min., cand apare o colorajie
galben-roz. Colorajia galbens, datoratd excesului de fericianurd, se indeparteaza prin
addugarea a Iml solujie apoasd de acid ascorbic 7,6mM. Ridmane colorajia roz specifica
noradeoocromului.

Stabilitatea acestui reacliv este un factor critic al metodei. Cum pentru fiecare test cu
proba dc analizat (conjinand cisteind) ce va fi descris in continuare se utilizeazi aprox.
0,13m! reacuv (corespunzénd la aprox. 2mg norepinefrind), se recomand3 ca intre doui
determindri reactivul si se pastreze in frigider.

Colorajia galbend, datoratd excesului de lericianurd, trebuie indepartatd atent gi
complet prin tratare cu acis ascorbic. e aceea, s¢ recomanda ca la prepararea reactivului cu
noradetiocrom sd se lucreze intr-un vas Erlenmeyer de 50ml, cu agitare mecanicd, pentru
asigurdrea umii contact intim sl sabstanjelor folosite.
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2°Testele cu probele de analizat:

ePentru determinarea cisteinei din enzima liberd, se va folosi o solujie proaspata
formata prin dizolvarea enzimei in 10ml ap3 distilati (aprox. 10°*M enzima), iar din aceasta
solutie se iau pentru un test 2ml.

Cei 2ml probd de analizat se trateazd cu 0,13ml reactiv cu noradenocrom. Sc¢ agila
amestecul, se observd aparijia colorajiei galbene formatd in urma reacjiei cisteinet cu
noradenocromul. Colorajia atinge un maxim al intensit#{ii dupd 7 min., rfdmanéand stabila
alte 8 min. In perioada de stabilitate a culorii, dupa 10 min. de la amestecarea probei de
analizat cu reactivul, se adaugd cateva picaturi de solujie apoasd de NaHSO,; 1,9mM i s¢
agitd amestecul. Dupi 0,5-1 min. de la addugarea bisulfitului se mésoaré absorbanja probei
la 415nm, cu ajutorul unui colorimetru. Folosind probe cu concentrafii crescdtoare de
enzimi liberd, se observa o crestere liniard §i rapidd a absorbaniei cu concentrajia cisteinei
din probd, pani la atingerea unui palier corespunzand unei concentratii de 3-10°M enzimi
in probele testate.

Atentie! Testul este foarte sensibil la variagiile de pH ale mediului.

ePentru determinarea cisteinei dintr-o membrand enzimi-colagen, enzima i
suportul se vor hidroliza in prealabil la aminoacizii componenti.

Hidroliza se realizeazd acoperind cu o solutie apoasd de NaOH 10M membrana
obfinutd prin imobilizare, fin maruniitd. Amestecul se incubd 96 ore la 4°C, cu agitare
ocazionala. Se objine o solutie limpede, al carei pH se corecteaza la 7,5 prin titrare cu HCI
10M (obligatoriu cu ajutorul unui pH-metru).

Din solufia rezultatd se iau pentru analizd 5Sml. Modul de determinare a cisleinei din
probd este identic cu cel descris anterior, pentru probele de enzim4 libera.

Cantitalea de enzimd refinutd prin imobilizare pe colagen se deduce in raport cu o
curbd etalon trasald anterior cu probe de solujii apoase de enzimi liberd, de concentralii

cuprinse intre 10 ¢i 3-10* enzima.

lI.2.4.Determinarea activitifii ureazei imobilizate in functie de concentragia
substratului
Metoda se aplicd pentru toate imobilizatele a cdror objinere a fost descrisi anterior
(paragrafele I1.2.1., 11.2.2. 5i 11.2.3.) si constd in dozarca colorimetrica a NH, pus in libertate
prin hidroliza enzimatica a urcei.
Reactivi necesari:
-solujic tampon fosfat 0,6M, pll=7;
-reactiv Nessler (vezi anexa);
-standard: 2,643g sullat de amoniu dizolvat in 500ml apa distilata (conjine 0pmoli
NI/l

AN
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-substrat: soluii de uree 1-6% in tampon fosfat 0,6M, pH=7;
-HCl IN.

Mod de lucru:

in 5 eprubete se pipeteazi cite 1ml solutie substrat de concentrafii crescande: 1%, 2%,
3%, 4% §i 6%.

Se introduce membrana'de enzim3 imobilizatd in prima eprubetd. Reacfia are loc prin
agitarea eprubetei la temperatura camerei, timp de 5 min. Dupd expirarea acestui imp se
scoate imobilizatul (care se spald de 2-3 ori cu ap# distilatd inainte de a-1 introduce in
urmitoarea eprubet3 cu solujie de substrat), apoi se adaugi la probd 1ml HCl 1N.

Din amestecul de reactie se iau 1-3ml peste care se adaugd 7-8ml apa distilata §i 1ml
reactiv Nessler. Se agitd i se citeste absorbanfa la A=480nm.

In paralel, se efectueazi o proba martor, lucrand cu 1ml solutie standard (in loc de
solufie de substrat) i fird enzima.

Se fac determindri similare §i pentru celelalte probe, cu concentrafii crescute de
substrat.

Calculul activit#tii enzimatice (AE) se face dupi relatia:

_ A goprobd/minx dilu jie x 80
A ggstandard x mg enzima/ml’
unde: A q=absorbania cititd la 480nm.

Se alcituieste un tabel de tipul urmétor:

Tabelul nr.6
Proba nr. | Concentratia solutiei de substrat (%) A4s0nm Activitate enzimaticd
1 1
2 2
3 3
4 4
h) 6

Se va trasa §i graficul variafiei activitdfii enzimatice in functic de concentratia
substratului,
Anexa:
Reactiv Nessler
a)Substante necesare:
-IgCl, 6g;
-K1 12,4g;
-KOIl 20g.
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b)Prepararea reactivului:

Se dizolva 6g HgCl, in 50ml apa distilat3 §i se incilzeste solufia pe baie de apa la
80°C, dupi care se adaugi o solufie formati din 7,4g KI in 50ml apa.

Se omogenizeazd §i se riceste amestecul, dupd care se filtreaza la trompd, pentru
separarea Hgl, precipitatd, care se spald de cateva ori pe palnia Bichner cu apd, pentru
indepirtarea urmelor de KI adsorbitd.

Urmeazi dizolvarea Hgl, §i trecerea sa in complex mercuric. Pentru aceasta, se ia
precipitatul de Hgl, cu o solugie formati prin dizolvarea a 5g Kl intr-o cantitate minima de
apa distilat3 §i se introduce totul intr-un balon cotat de 100ml, la care se adauga 20g KOIl
dizolvat intr-un volum minim de apa.

Se riceste solujia formatd §i se aduce la 100ml cu apd distilatd. Dupd depunerca
precipitatului solid format ca o opalescenii, se sifoneazi supernatatantul intr-un flacon de
culoare inchis3, care se pastreaza la intuneric.

I1.2.5.Aprecieri comparative
Dupa imobilizarea ureazei prin cele trei metode descrise (paragrafele 11.2.1., 11.2.2. i
I1.2.3.), se va intocmi un tabelcomparativ:

Tabelul nr.7
Variatia activitdfii enzimatice a ureazei imobilizate, in functie de
concentratia substratului

Metoda de imobilizare | Concentrajia solujiei de substrat (%) | Activitate enzimatica |
1
: 2 7
Co-reticulare cu R
gelatind 3 ]
4 —_—
6 - —
1 - —_—
Co-reti 2
o-reticulare cu 3
BSA —
4
6
1
Includere in g ]
colagen
g 4
6

RS a2 aceetin . ~ " . 211 1 ' 113
Pe baza acestui tabel, se vor trage concluzii asupra metodei de imobilizare care
conduce la objinerea aductului cu cea mai ridicatd activitate enzimatica.

-50-

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



Biocatalizatori imobilizafi in sirteza unor substarge bioactive

11.3.Mctode de imobilizare a chimotripsinei
Chimotripsina, 0 endopeptidazd obfinutd prin activarea chimotripsinogenului din
pancreasul de porc, are aplicaii multiple in special in scindarea amestecurilor racemice ale
unor csleri aromalici optic activi, ca §i in sinteza unor peptide (aspartam, glutation), in

reaciia plasteinelor etc.

Cele mai utilizate metode de imobilizare pe suporturi a chimotripsinei sunt cele
chimice, de legare covalenld pe suporturi preactivate (in special pe cele cu structurd
polihidroxilicd) si prin reticulare cu reactivi polifuncjionali.

11.3.1.Imobilizarea chimotripsinei pe agaroza si agaroza activata
11.3.1.1.Imobilizarea pe gel de agaroza 2% activat cu oxirani
Gelul de agarozi 2% a fost perlat si activat cu 1,4-butandiol-diglicidileter (pag.28).
Materiale necesare:
-gel oxiranic de agaroza 2%, perlat i activat;
-NaHCO, 0,5M;
-a-chimotripsing;
-tampon borat de sodiu 0,1M, pH=8,5 (in NaCl IM);
-tampon acetat de sodiu 0,1M, pH=4,1 (in NaCl I1M),
-tampon accta de sodiu 0,01M, pH=4,1.
Mod de lucru:
10g gel de agarozd 2%, perlat, uscat §i activat cu 1,4-butandiol-diglicidileter (pag. ),
depus si filtrat, se suspendd sub agitare magneticd in 25ml NaHCO, 0,5M, iar in suspensia
agitatd s¢ adaugd 50mg chimotripsind. Reacjia decurge timp de 5 ore, sub agitare, la
temperatura camerel.
Imobilizatul oblinut se scpard prin filtrare la presiuine redusa gi se spald pe palnia
Biichner, in ordine, ¢u urmitoarele solujii:
-tampon borat de sodiu 0,1M, pl1=8,5 (in NaCl 1M),
-tampon acetat de sodiu 0,1M, plI=4,1 (in NaCl 1M);
-tampon acetat de sodiu 0,01M, pli=4,1.
Imobilizatul s¢ pastreaza in ultimul tampon, la 4°C. Confinutul in ¢enzimi al aductului
este de aprox. 50mg proteind/g produs uscalt.
Activilatea enzimaticd a aductului, determinata fajd de o solugie 0,01M de ester etilic
4l N-acetil-L-tirozinei in KCl 0,05M este optima la plI=9,3 i reprezintd 20% din cea a
enzimer native, fafd de acclagi substrat, la pt1=7.9.

11.3.1.2.Imobllizare pe Sepharozi 6B activata cu p-benzochinona
Ca suport se foloseyte un gel perlat (reticulat sau nu), de Sepharozi 613, preactivali cu
benzochinona (pag.20).
!
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Materiale necesare:
-chimotripsina 150mg;
-gel depus §i activat de Sepharozi 6B 10ml;
-tampon fosfat de sodiu pH=8 (0,1M);
-glicini lg;

-tampon acetat de sodiu 1M, pH=4 (0,01M);
-NaHCO, 0,1M, pH=8,5;
-KCI IM.
Mod de lucru:
Intr-un flacon de 150m! se omogenizeazi sub agitare magnetici un amestec format din
150mg chimotripsind si 10ml gel depus, activat, de Sepharozi 6B in 20ml tampon fosfat de
sodiu 0,1M, pH=8. Reacfia dureazi 24 ore la temperatura camerei, cu agitare ocazionala.
Pentru indepirtarea excesului de grupe chinonice se adaugd in amestecul de reaclic 1g
glicind §i se mai las3 incd 24 ore la temperatura camerei, agitand ocazional. Gelul formal se
filtreaz3 la presiune redusi si se spald pe palnie, in ordine, cu urmétoarele solufii:
-acelat de sodiu 1M, pH=4;
-NaHCO, 0,1M, pH=8,5;
-KCl 1M,

si in final cu ap3 distilata.

Imobilizatul se pistreazi la frigider (+4°C), in apd distilatd; aductul conjine aprox.
100mg enzima/g material uscat.

Fajd de esterul etilic al N-acetil-L-tirozinei (ca substrat), activilatea enzimaticd
remanent# a imobilizatului este de 78% (din activitatea enzimei native).

Prin acelagi procedeu se poate imobiliza gi ribonucleaza, activitatea sa remanentd fiind
de 97% fajd de 2,3-difosfatul citidinei ca substrat.

1L.3.2.Imobilizarea chimotripsinei pe celuloze modificate cu s-triazine
Materiale necesare:
-celuloza activatd sub formé# de derivat amino-clor-s-triazinic (pag.31), uscatd prin
filtrare la tromp4;
-NaOII 0,1N;
-tampon fosfat 0,05M, plI=8;
-tampon fosfat 0,05M, pt1=8 in NaCl 1M;
-tampon fosfat 0,05M, plI=7.
Mod de lucru:
Pentru a se asigura o legare cat mai puternicd a enzimei, s¢ va lucra cu un raport
enzimd-suport uscat corespunzand unei solugii de enzima in tampon de concentrajie Sg/l i
10-50g suport.

.52,
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O suspensie de celulozi activatd sub forma de derivat amino-clor-s-triazinic in tampon
fosfat 0,05M, pH=7 se ajusteazi, sub agitare magneticd, cu NaOH 0,1N la pl=8.

La aceasti suspensie se adaugd sub agitare solutia de chimotripsind in tampon fosfat
0,05M, pH=8. Se¢ continui agitarea bland4 la 20°C, timp de 18 ore. Imobilizatul se filtreazi
la trompa i se spali pe palnia Bichner, in ordine cu:

-tampon fosfat 0,05M, pH=8;
-tampon fosfat 0,05M, pH=8 in NaCl 1M;
-tampon fosfat 0,05M, plI=8.

Enzima imobilizat3 se stocheaz3 in ultimul tampon, la +2°C.

Observatii:

1)Dacd se utilizeazd ca suport CMC activat sub formd de derivat amino-1-clor-
triazinic, randamentul imobilizdrii enzimei este de 48%, iar activitatea remanentd a
imobilizatului este de 46%.

2)Dcterminarea activitdfii chimotripsinei imobilizate se face fajd de esterul etilic al
N-acetil-L-tirozinei ca substrat (pag.55).

I1.3.3.Imobilizarea chimotripsinel prin reticulare cu glutaraldehida
Chimotripsina poate fi reticulatd direct cu aldehida glutaric3, sau co-reticulatd cu un
suport insolubil activat cu grupe —-NH,.

I1.3.3.1.Reticularea directa

Materiale necesare:

-a-chimotripsind pulbere 500mg;
-tampon acetat 0,2M, pH=6, sau
-tampon fosfat 0,1M, pH=6,8;

-solujie apoasi 2,5% de glutaraldehidy;
-lisind sau etanolamind.

Mod de lucru:

Varianta A

500mg chimotripsina s¢ dizolva in Sml solujie tampon acetat 0,2M, pH=6 (sau tampon
fosfat 0,1M, pl1=6,8).

Peste solufia astfel formatd s adauga, in picituri, sub agitare magnetica, 2ml solufie
#poasd 2,5% de glutaraldehidd. Reticulatele cu cele mai inalte activitdfi enzimatice se obfin
cu concentrajin de 0,3-0,6% de glutaraldehid3 in amestecul de reacjic.

Amestecul de reacie se agitd 1-3 ore la temperatura camerei. Se observa, dupa 10-30
min., aparijia unui gel.
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Dupi epuizarea timpului de reactie, gelul objinut se {iltreazi, se dispeseaza prin agitarc
energicd in api distilatd §i se spald la presiune redusd, pe palnia Bichner pand la
indepirtarea totald a aldehidei glutamice nereactionate §i a enzimei nereticulate (ambele sc
depisteazi in apa de spilare la A=280nm)._ >

Varianta B

Gelul obfinut prin reticulare dupd metoda descrisi la varianta A, se introduce intr-o
seringi metalic3 i se disperseaza sub agitare in apa distilatd, prin picurare cu ajutorul acului
seringii. Dispersia obfinutd se centrifugheazd timp de 15 min,, iar gelul decantat se
resuspenda in apd.

Operalia de centrifugare si spalare cu api distilat¥ se repetd pand ce supernatantul (apa
de spilare) nu mai prezinté absorbfie la 280nm.

Imobilizatul objinut fie pe calea A, fie pe calea B, se suspendd peste noapte in 20ml
solugie de lisin3 (sau de etanolamind) 0,1M in tamponul utilizat la reticulare (acetat 0,2M,
pH=6 sau fosfat 0,1M, pH=6,8), dupi care se spald cu api distilatd, prin filtrare la presiune
redusa sau respectiv, prin centrifugare.

Aductul se pistreaza la frigider, in apa distilata.

Metoda de imobilizare poate fi folositd §i la tripsind (tabelul nr.8), dar este indicatd
pentru chimotripsini, cand se obfin imobilizate cu activitate remanentd mult mai mare, in
special la pH=5.

Tabelul nr.8
Activitatea enzimaticd a chimotripsinei si a tripsinei bovine reticulate
cu glutaraldehida
Enzima pH-ul Activitatea enzimatici a | Activitatea enzimei { Activilatea
reticuldrii enzimei libere (U.I./mg) | imobilizate (U.l./mg) | remanenti
5 42
Tripsind 8 19
7 42 7.4 17,6
5 243
Chimotripsini 138 56,8
7 243 106 43,6

1L3.3.2.Co-reticularea chimotripsinei cu aminoetilceluloza (AEC) i
glutaraldehidia
Acesta este un cxemplu de reticulare a enzimei in prezenfa unui-suport insolubil,
activat cu grupe NH, (AEC).
Materiale necesare:
-ALEC 10g;
-NaOIll 0,5M;
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-tampon fosfat 0,05M, pH=7;
-glutaraldehida;
-NaCl 1M in tamponul fosfat.

Mod de lucru:
inainte de reticulare, aminoetilceluloza se spald prin dispersare in NaOH 0,5M (20m!

solujie NaOH/g AEC uscatd). Se filtreaza la presiune redusa si se spald pe pélnie cu apa
distilatsi, pana la reacfia neutrd a apei de spilare. .

10g AEC spilata gi uscatd prin filtrare la presiune redus3 se disperscazi sub agitare
magneiicd intr-o solufie de tampon fosfat 0,05M, pH=7, aducandu-se la un volum total de
240ml cu tamponul.

In dispcréia astfel formatd se adaugi treptat §i sub agitare, 20ml solujie apoasi de
glutaraldehidd 25% (greutate/volum). Se agitd amestecul de reactie 2 ore la temperatura
camerci, dup3 care se filtreazdl la presiune redusd si se spald pe pélnie, de 5 ori, cu cate
100ml tampon, pentru indepértarea aldehidei nereactionate.

Gelul-suport filtrat dupé spélare se resuspendd in aprox. 100ml solujie tampon fosfat
0,05M, pH=7, iar in dispersic se adaug, sub agitare moderatd, o cantitate de enzimi
corespunzand unui raport de 100mg chimotripsind/g AEC reticulatd cu glutaraldehida,
dizolvaid intr-o cantitate minimé& de apa distilatd Se aduce volumul total al amestecului de
reactie la 200ml cu solutie tampon fosfat §i se continud agitarea la temperatura camerei, 2
ore. )

Dupa' terminarea reacfiei, se filtreaza reticulatul la presiune redusé §i se spald repetat
cu o solugie de NaCl 1M in tamponul fosfat utilizat la reticulare, pana la indepirtarea totald
a enzimei neimobilizate (absenja maximului de absorbtie la 280nm in solutia de spilare).

Imobilizatul filtrat se pastreazi la frigider, in apa distilata.

Prin aceeagi metodd se pot co-reticula pe AEC tripsina §i f-galactozidaza. Imobilizatul
cu tripsind are o activitate enzimaticd remanents de 75%.

I1.3.4.Determinarea activitafii chimotripsinei libere si imobilizate

Metoda se bazeaz#i pe saponificarea enzimaticd a esterului etilic al clorhidratului
tirozinei (TEE-HCI) 1a pH=6,25, la 25°C. Ionii H" rezultati sunt titrati potentiometric.

Materiale §i aparaturd necesare:

- TEE-HCI 6,1425g;

-NaCl 14,6125g;

-NaOH 1IN si 0,02N;

-a-chimotripsina liberd sau imobilizata;

-pli-metru cu electrod mixt standardizat;

-cronometru. '
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Mod de lucru:

a)Prcgétirea substratului

intr-un balon cotat de 1000ml se dizolva 6,1425g ester (TEE-HCI) i 14,6125g Na('l in
500ml api distilati. Se adaugd 25ml NaOH 1N, se agitd $i se completeaza la semn cu api
distilata.

b)Hidroliza enzimatic3 a substratului

Intr-un vas de reacfie de 100-150ml, cu pereli dubli, se pipeteazi 40ml solufic de
substrat TEE-HCI si se termostateazi la 25°C10,10. Dupé echilibrarea temperaturii din vas,
se ajusteazd solujia la pH=6,25 prin titrare cu NaOH 0,1N;, sub agitare magnetica.

Se adaugd 1ml solujie apoasi de a-chimotripsind 0,05% (sau o . cantilate
corespunzitoare de imobilizat care confine echivalentul in greutate de a-chimotripsind). Se
continud agitarea §i se pune imediat in funcjiune un cronometru..

PH-ul amestecului de reacfie se corecteazi la 6,2510,10 prin titrare cu NaOH 0,02N.
‘Se fac trei determindri, luandu-se media lor. |

Activitatea enzimatica a chimotripsinei se exprim prin formula:

U/mg = !é(—j , In care:

V= valoarea medie a numdérului de ml de NaOH 0,02N consumali la titrare in
decurs de un minut; -

C= 0,02 (concentralia in milimoli de ioni COO" neutralizati de 1ml NaOH 0,02N);

G= cantitatea in mg de chimotripsina luati in lucru.

O bund activitate enzimatica se inscrie in intervalul 0,036-0,044 U/mg.

11.4.Imobilizarea pepsinei pe agaroza aminata .

p-Fenildiamino-agaroza obfinutd in modul descris la pag.22, poale reacfiona cu
enzimele in prezenta izocianajilor (“reactia celor patru componente™).

in cazul pepsinei, aceasla se lcagi de suport prin intermediul grupelor -COOH libere
din resturile de @-aminoacizi dicarboxilici din lanjul polipeptidic.

Materiale necesare: ,

-p-fenildiaminoagarozi 10g;

-acetaldehida 250ul; .
-pepsind 250mg;
-ciclohexilizocianat 250ql:

-1CT IN;

-tampon citrat de sodiu 0,1M (in NaCl 1M), pll=4;
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-tampon citrat de sodiu 0,01M, pH=4;
-tampon acetal de sodiu 0,1M (in NaCl IM), pH=5 4.
Mod de lucru:
intr-un flacon se suspenda 10g p-fenildiamino-agarozi uscatd in 40ml apd distilatd,
sub agitérc magneticd moderatd. La aceastd suspensic se adaugd 250ul acetaldehida,
continuand agitarea inca 15min. La sfargitul acestei perioade de timp se adaugi la amestecul
de reacjie 250mg pepsind dublu recristalizatd, amestecatd in prealabil cu 250ul
ciclohexilizocianat. Se continui agitarea §i se menjine pH-ul amestecului la 5,6-6,0 (prin
titrare cu HCI 1N), timp de 6 ore. '
Produsul de reactie se filtreazi la presiune redusd §i se spald pe palnia Biichner, in
ordine, cu:
-tampon citrat de sodiu 0,1M (in NaCl 1M), pH=4;
-tampon acetat de sodiu 0,1M (in NaCl 1M), pH=5,4 si
-tampon citrat de sodiu 0,01M, pH=4.
Imobilizatul de pepsind se plstreazi la frigider (la +4°C) in ultimul tampon, la care se
adaugi §i 0,02% azida de sodiu.
Aductul obtinut confine in medie 150-190mg pepsind/g produs uscat.
Activitatea proteolitici a _pepsinei imobilizate se determind prin metoda Anson

(pag.67).

I1.S.Imobillzarea S-amilazei pe oxoagaroza, cu ciclohexilizocianat
Reaciia celor patru componente poate fi aplicati i la imobilizarea unor enzime pe un

gel perlat si reticulat de agaroz 2% (pag.6), oxidat parfial la oxoagarozi cu metaperiodat de
sodiu (pag.24).

Materiale necesare: -
-0Xo0agaroza 10g;
-tampon acetat de sodiu 0,4M, pH=6,5;
-framilaza 100g;
-ciclohexilizocianat 200pul;
-tampon acetat de sodiu 0,01M in NaCl 0,5M, pH=4,8;
-amidon;

-acetat de sodiu 0,01M, pH=4,8;
-accetat de sodiu 0,01M.
Mod de lucru:
10g oxoagarozd uscatd (obfinutd prin oxidarca agarozei 2% perlate si rc(icul'ulc) se
suspendd prin agitare magneticd moderatd in 20ml tampon acetat de sodiu 0,4M, pl1=6.5.

s7
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La dispersia formatd se adaugd 100mg A-amilazi dizolvatd in 5ml apd distilatd i
amestecat3 cu 200pul ciclohexilizocianat. _

Amestecul de reacfie se agitd usor la temperatura camerci, timp de 6 ore, dupd care se
filtreazi imobilizatul la presiune redusd §i se spald pe palnia Biichner, in ordine, cu
urmétoarele solujii:

-acetat de sodiu 0,4M, pH=6,5;

- acetat de sodiu 0,01M in NaCl 0,5M, pH=4,8;

-acetat de sodiu 0,01M, pH=4,8, la care s-a adiugat 0,5% amidon;
-acetat de sodiu 0,01M.

Activitatea remanentd a enzimei din imobilizat fajd de o suspensie apoasd 0,5% d¢
amidon la pH=4,8 este de aprox.40%.

Aductul obtinut astfel poate fi folosit in instalafiile de zaharificare a amidonului, avand
o stabilitate operafionald superioari enzimei native. Astfél, s-a observat cd in timp cc f-
amilaza activd incubatd cu suspensia de amidon 0,5% la 60°C isi diminueaz3 dramatic
activitatea dupd 25 de zile, imobilizatul isi pastreazi o activitate de 95% in aceeasi périvadi

de timp.

11.6.Imobilizarea amilo-1,6-glucozidazei pe gel de mercaptoa aroza activat

Se lucreaza cu doud coloane legate in tandém, ca in figura nr.8.

eReactia care are loc in coloana A:

/SH /i /S SH

Agaroza + :1 ——» Agaroza ¢
\SH garozang A gy
mercaptoagarozd enzimid rémane in trece in

coloana A coloana B

eReactia care are loc in coloana B:

. S-S—(jC S-S
/SH ./ N /
+ Agarozi —— Agarozi + 2
sl N @ N
S-§ J S-S NI ™S

Agarozo-2-piridin- Imobilizat al enzimei, 2-tiopiridina
isulfura rdmane in coloana 13 (sc¢ elucazi din coloana B3)

@ cnzima (mmlo-1 6-glucozidaza)
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Figura nr.8
Sistem de coloane pentru imobilizarea amilo-1,6-glucozidazei

Coloani "reducétoare”, umplutd
cu mercaptoagaroza

Coloand "adsorbatoare”, umplutd inigial cu
agarozo-2-pirdin-disulfurd

Materiale necesare:
-gel depus de mercaptoagarozi " 17ml;
-gel depus de agarozo-2-pridin-disulfuré 3,2ml;
-amilo-1,6-glucozidazi 41,4mg;

-solujie de NaHCO; 1M, in EDTA 1mM,;
-tampon acetat de sodiu 1M, pH=4,8;
-amidon;

-tampon acetat de sodiu 0,01M, pH=4,8;
-EDTA.

Mod de lucru: ]

Se utilizeaz douli coloane din sticld, cu lungimea de 25-30 cm §i diametrul de aprox.
lem, previizute la bazi cu frite pe care se ageazii un strat subtire de vatd minerald (figura
nr.8).

Coloana A se incarcd cu 17ml gel depus de mercaptoagarozi (confindnd 700pmoli
Sii/g gel uscat), iar coloana B - cu 3,2ml gel depus de agarozo-2-piridin-disul furs.
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in coloana A se adaugd 2ml solujie formatd prin dizolvarea a 41,4mg amilo-1,6-
glucozidaza in 6ml solujic NaHCO, 0,IM (in EDTA ImM).
Solufia de enzima este urmatd in ordine de:
-20ml solutie de NaHCO, IM (in EDTA 1mM);
-tampon acetat de sodiu 1M, pH=4,8;
-30ml acetat de sodiu, conjinand 1% amidon;
-30ml acetat de sodiu 0,01M, pH=4,8.
ATENTIE!
Pentru ca reactiile s3 decurgi cantitativ, este obligatoriu ca solutiile sa se adauge cu un
debit de alimentare al coloanei A de aprox.10ml/oré.
La sfargitul experimentului, enzima imobilizatd va rdimane in coloana B, care este gata

pentru a fi folosita.

IL.7.Imoblilizarea unor biocatalizatori prin encapsulare
Microencapsularea este o metodd fizici de imobilizare a enzimelor, celulelor sau

organitelor celulare, ca gi a extractelor celulare brute, a unor solufii de enzime in hemolizate
de globule rosii etc.

Biocatalizatorii se includ astfel in celule artificiale, de dimensiuni foarte mici, cu
membrane semipermeabile sintetice sau naturale.

in funcfie de metoda de encapsulare utilizat4, se pot objine microcapsule de marimi
variabile, cu diametre cuprinse intre 50um §i lmm, cu aplicabilitate multipld in terapia
medicald, de.la implant#ri intracorporale (aplicajii locale sau injecluri) pentru tratamentul
unor deficienje enzimatice sau dereglari metabolice ale organismuiui, pan la dispozitivele
extracorporale de dializa.

Metoda generald de encapsulare consté in dispersarea solujiei sau a suspensiei apoase
de bicatalizator intr-un solvent nemiscibil cu apa, in prezenja unui stabilizator de emulsii
(emulgator).

Membrana semipermeabild, sintetica, a microcelulei poate fi preformatd sau se poate
forma “in situ” prin copolimerizarea unor monomeri (acrilici, vinilici, uretanici etc.) sau
prin policondensare (membrane de tip nylon), in emulsia care confine catalizatorul de
imobilizat.

Encapsularea este in ullimd instan{d o variantd a includerii enzimelor in geluri
polimere, dar prezintd fuld de accasta din urma avantajul retenjiei in microcapsule a unor
cantitji mult mai mari de biocatalizatori.

Membranele sintetice cele mai utilizate sunt cele poliamidice, de tip nylon, ca nylon
GlO:
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NILN-(CH,)e-NH, + nCICO{(CH,)-COCl  —HCI + ...HIN-(CH,)-NH-COA(CH,)s-CO...
Nylon 610
O serie de enzime ca: ureaza, fosfataza alcaliha, catalaza, anhidraza carbonici etc. se
pot microencapsula pe aceastd cale, folosind “metoda picaturilor”.

Metoda generald de encapsulare in membrane de nylon
. Materiale necesare:
-solutie de hemoglobind 10%: 1g hemoglobind dializatd se dizolvd in 10ml apa
distilat3, dupd care se filtreazi pe o hartic Wattman 42. Se pot folosi §i hemolizate proaspete
* de globule rogii, con{indnd 10g hemoglobind/100ml;
-solutie (suspensie) de biocatalizator: enzima (sau un amestec de enzime

multisecventiale), extractul celular, celulele sau amestecurile de enzime §i alte materiale
(coenzime, hormoni etc.) se dizolvd sau se suspendi prin agitare magneticd moderati in
solufia de hemoglobind (10g/100ml). Solutiile sau suspensiile obtinute trebuic s3 aibd o
concentrafie de 10% in solufia de hemoglobina;

-solugia alcalind de hexametilendiamind (stoc 1): 4,4g 1,6- hexametilendiamina,
1,6g NaHCO; si 6,6g Na,COS se dizolvi in apd distilatd, intr-un balon cotat, pana la un
volum total de 100ml. Solutia objinuta se filireazi §i se pasireazd in frigider, la +4°C, se
poate folosi dup# 24ore;

-solutie stoc 2: se prepard prin amestecarea a 40ml cloroform cu 160ml ciclohexan;

~clorura de sebacil 0,018M: se objine ad#ugand 0,4ml clorura de sebacil la solufia
stoc 2, cu doud minute inainte de utilizare (Atentie! Sticla de clorurd de sebacil odati
deschisé, confinutul se deterioteaz rapid);

- -emulgator de tip apa in ulei: se folosesc 50ml Tween 20, sau nonilfenol etoxilat cu

4 moli de etilenoxid (NF 40), sau alt emulgator de tip api in ulei.

Mod de lucru:

Encapsularea se efctueazi intr-un flacon de sticli de 150ml, previzut cu agitator
magnetic, cu mégnet de 4cm lungime. .

Clorura de sebacil dizolvati in sold;ia stoc 2, impreund cu emulgatorul, se plaseazi in
flaconul de sticld. In caz ci se lucreaza cu enzime sau alte materiale de encapsulat in absenta
hemoglobinei, se amestec3 materialul respectiv, direct, cu 3ml solutie alcalin stoc 1.

In cazul in care se foloseste hemoglobina, enzima (sau .alt material de encapsulat) se
adaugd la un amestec format din 1,5ml solutie stoc 1 §i 1,5ml s"olutie de hemoglobind 10%.

Deci, in ambele cazuri, enzimele sau alte materiale ce urmeazi a fi encapsulate se
utilizeaza in faza apoasd, in solufia stoc 1.

3ml din accastd fazi apoasd (ce conjine substanja de encapsulat) s¢ plaseazi intr-o
seringd de sticld (Atentie! Plasticul poate fi atacat de hexametilendiamind), nreviizuty cu un
ac de ofel, care se alege in functie de diametrul microcapsulelor ce urmeaza a se objine.
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Sub agitare magnetici, se picurd confinutul seringii in solufia organicd a cloruri de
sebacil, prin plasarea acului la aprox. 1cm apropiere de suprafata acesteia.

Dupi terminarea ad¥ugirii continutului seringii se mai agitd moderat incd 5 min,,
pentru definitivarea reacjiei. Microcapsulele cu membrand semipermeabild de nylon se
separd prin decantarea supernatantului. Urmele de solven{i din microcapsule se indepirteaza
prin evaporare la presiune redusd, intr-un exicator (Atentie! Urmele de solventi organici pot
degrada membrana microcapsulelor). Microcapsulele obfinute se pastreaza in frigider, intr-o
solutie apoasa de NaCl.

I1.8.Metode de imobilizare a tripsinei
Tripsina poate fi imobilizatd atat fizic cat si covalent. Datorild caracteristicilor

structurale ale acestei enzime utilizate la conversia unor substrate cu molecule mari, se
folosesc mai ales metoda legérii ionice, cea a imobilizarii covalente pe suporturi preactivate,
ca §i metoda coreticuldrii enzimei cu suportul.

IL.8.1.Imobilizarea prin coreticulare cu glutaraldehida pe aminoetilceluloza
(AECQ)
Coreticularea care are loc in acest caz este o reacfie in doui etape:

%‘““'NHZ + OHC-(CH,);-CHO —> 2‘*~N=CH-(CHZ)3-CHO $i
AEC etapa 13 .

%A~N=CH-(CH2)3-CHO + H,N _—»aMN=CH—(CH2)3-CH=NH @3@

clapa a 2°

Materiale necesare:
-AEC 10g;
-tripsind;
-NaOH 0,5M;
-tampon fosfat 0,05M, pH=7;
-glutaraldehidi;
-solugic NaCl IM.
Mod de lucru:
AEC comerciald se pretrateazi prin spalare cu o solufie de NaOIl 0,5M - (20ml
solujie/g ALXC uscat) si apoi cu api distilata, prin spdlan repetate pe o palnie Bi aner la
presiune redusd, pand ce apa de spalare prezinta un pil neutru
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Eiapa 1* (activarea AEC)

intr-un flacon gradat de 500ml, previzut cu agitare magnetic3 se introduc 10g AEC
pretratatd, suspendatd intr-o solugie tampon fosfat 0,05M, pH=7, pani la un volum total de
240ml. Se incepe agitarea §i se adaugd 20ml solujie apoasd de glutaraldehidd (25%
greutate/volum). Se continud agitarea timp de 2 ore la temperatura camerei. Suportul
celulozic activat se filtreazi la presiune redusa §i se spald pe palnia Biichner de 5 ori cu cate
100ml solujie tampon fosfat 0,05M, pH=7, pentru findepirtarea glutaraldehidei
nereactionate.

Etapa 2* (fixarea enzimei)

AEC activata, spalatj si filtratd se suspend3, in flaconul gradat, in 20ml solujie tampon
fosfat, la care se adaug sub agitare solufia sau suspensia enzimei obfinut3 dintr-o cantitate
de enzim# corespunzand unui raport de 100mg tripsind/g AEC modificatd, intr-un volum
minim de tampon fosfat.

Volumnl total al amestecului de reactie se aduce la 200ml cu tamponul fosfat 0,05M,
pH=7. Dupi o agitare blanda timp de 2 ore la temperatura camerei, se filtreazd imobilizatul
la presiune redusd i se spald de cateva ori cu tamponul fosfat continand un volum egal de
NaCl 1M, pentru indepértarea enzimei nelmoblllzate

O imobilizare optim# a enzimei se realizeaza cu o concentrajie de cel putin 1% yi cel
mult 10% greutate/volum de glutaraldehid&/AEC luati in reactie.

Activitatea enzimaticd remanentd a imobilizatului de tripsind este de 75%, iar
confinutul in enzim al aductului este de aprox. 70mg/g material uscat; din enzima supusi
imobilizdrii, este refinuti o cantitate de 63%.

Se observa o cregtere a stabilitdfii termice a enzimei imobilizate, ca §i o deplasare a
pH-ului optim de reactie a acesteia.

I11.8.2.Imobllizarea tripsinel prin legare covalenti pe alcool polivinilic reticulat

Aceastd metod3 se utilizeaz3 mai ales in cazul in care imobilizatul urmeazi a fi folosit
ca suport afin pentru izolarea unor inhibitori naturali ai tripsinei, prin cromatografie de
afinitate. Deoarece atat tripsina cét gi inhibitorii s#i naturali sau alte substrate specifice sunt
moleculc voluminoase, se recomandd ca enzima si nu fie legati direct be suprafata
suportului, pentru a se evita impiedicirile sterice, care limiteaz3 drastic difuzia substratului
la centrii activi ai enzimei.

De aceea, alcoolul polivinilic (PVA) activat cu BrCN va fi cuplat cu -acid &
aminocaproic, pentru introducerea unui “spacer” cu grupe -COOH terminale:

0 -C-NH-(CH,)s-COOH
Ol

("N“ + HN=(Cl,)5-COOI ——»
PVA activat Acid g-aminocaproic
cu BrCN (pag.11)
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Ktapa propriu-zisd de imobilizare constd in cuplarea suportului astfel activat cu
grupele -NH, libere din molecula tripsinei, in prezenja unei carbodiimide ca EDC:

aWVO-E-NH-(CHZ)S-COOH + (_<N'CZH5

N-(CH,);-N(CHjy),
EDC
+N-C;H H,N

LEonti-ony)-co-0C ]
— av»'o NH-(CH,)s-C N\ N-(CH,);-N(CH;),

HN-C,H

—_ ava-E-NH-(CHZ)s-CO-NH + &0

HN-(CH,);-N(CHj3),
uree disubstituitd

Produsul secundar al reacjiei (ureea disubstituitd) este solubil in apd, fiind indepértal
prin spélare.
Materiale necesare: .
-gel perlat de PVA reticulat cu epiclorhidrind (pag.4), activat cu BrCN (pag.11) si
functionalizat cu catene carboxi-terminale (pag.18)  2Uml;

-tripsind 40mg;
-EDC 200mg;
-HCI 0,1N;
-NaCl 0,5M.

Mod de lucru:

10ml gel perlat de PVA reticulat cu epiclorhidring, activat cu BrCN i funcjionalizal
cu grupe -COOH terminale se introduc intr-o capsuld, impreund cu 20ml solujie apoasi
conjindnd 40mg tripsind §i 200mg EDC. Se agitid amestecul cu o baghetd §i se aduce la
pH=4,0-6,0, prin ajustare cu céateva picituri de HCl 0,1N. Se acoperd capsula gi sc lasd
amestecul de reacjie peste noapte, in frigider, la +3-+4°C.

A doua zi se filtreaza imobilizatul la presiune redusd §i se spald pe palnia Biichner,
alternativ, cu apd distilata §i o solujie de NaCl 0,5M, pentru indepértarca impuritajilor.

Imobilizatul astfel objinut conjine 0,32mg protein¥/ml gel, avand o activitlate
proteolitici remanenta de 75% §i o activitate esterazici remanentd de 92% (faja de BALE-
esterul etilic al N-benzoilargininei).

I1.8.3.Determinarea activititii proteolitice a tripsinei imobllizate
Principiul general de determinare a activitaii proteolitice a tripsinei consta in aceeca ¢
proteinele nedegradate de tripsind dintr-o proba de substrat se precipitd cu acid tricloracetic
5%. In filtrat, s¢ determing pmlcinclc digerate, folosind reactivul Folin-Ciocalteu. Mcetoda
Kunitz utilizeaza ca substrat cazeina, iar metoda Anson-hemoglobina.

O
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Determindrile se fac colorimetric, masurand intensitatea culorii din filtratul cu proteine
degradate, tratat cu reactiv. Activitatea enzimaticd se estimeazd fajd de o curbd-etalon

trasald anterior.

A.Metoda Kunitz

O unitate de activitate proteoliticd (1UP) reprezint3 cantitatea de enzima (in g sau mi)
care digerdl o solufie de caseind 2%, cu o vitezi care sd permitd obfinerea intr-un minut a
unei cantitifi de produs solubil in CCl;COOH, care prezintd aceiagi colorafie cu reactivul
Folin-Ciocélteu, pe care o dd 1umol de tirozin.

Materiale necesare:

-substrat: solufie de cazeinti 2%;

-gel perlat de tripsin#l imobilizatd, depus 0,5ml;
-solutie de CCl,COOH 5%;

-solutie de Na,CO; 0,5M;

-reactiv Folin-Ciocalteu (diluat la 1/2).

Acest reactiv se obfine astfel:

Intr-un balon cu fund rotund, de 21, previizut cu refrigerent de reflux se introduc, in
ordine: 100g Na,WO,-2H,0 si 25g Na,MoO,-:2H,0, care se dizolvd in aprox. 700ml ap3
distilatd. La solufie se adaugd 50ml H;PO, 85% si 100ml HCl conc. §i se refluxeazi
amestecul pe baie de aer, timp de 10ore. Dupi terminarea refluxdrii, se adauga la amestec
150g LiSO, dizolvat partial in 50ml api §i céteva picéturi de brom.

Se flerbe amestecul 15 min. fir# refrigerent, se aduce la temperatura camerei prin
ricire, se toarnd in 1000ml ap# distilatd §i se filtreazd. Filtratul de culoare galbend se
pastreazé intr-o sticld brundi, etangd, la frigider (+4°C). Atenjie! Reactivul se oxideaza ugor,
culoarea sa virénd spre verde.

Inainte de intrebuintare, se dilueazi o parte reactiv + 10 parfi apa distilata.

Mod de lucru:

Intr-o eprubeti se introduc 2ml solutie de cazeini 2% s§i se termostateazi timp de 10
min. la 30°C. Se adaugl apoi in eprubetd 0,5ml gel perlat de tripsind imobilizatd §i se
pornegte cronometrul. Se plaseazi eprubeta pe o baie de api §i se agitd timp de 10 min., la
37°C.

Dupé scurgerea acestui timp, reacjia se stopeazé cu 4ml solutie CCl;COOH. Se agit §i
se mai lasd incd 20 min. pe baia de apa. .

Confinutul eprubetei se filtreaz intr-o altd eprubetd (uscati) si se ia din filtrat 1ml,
peste care se adaugd Sml solujie Na,CO,; 0,5M. Se adaugi apoi repede, sub agitare, 1ml
reactiv Folin-Ciocalteu. Se lasd 20 min. pentru apari{ia culorii albastre §i se colorimetreazi
la 670nm.

In paralel, se lucreaza in acelagi mod o probd martor, in care solujia de acid
tricloracctic se adaugd inaintea preparatului enzimatic.
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Curba etalon:
Pentru trasarea curbei etalon se foloseste o solujie stoc de tirozind ImM, din care sc

iau urmitoarele diluii (diluarea se face cu apd distilata):
Tabelul nr.9
Probe pentru trasarea curbei etalon in metoda Kuniiz

Solutie stoc (ml) Volum final (ml) Concentrafia finala in tirozin2 (;,Lmoli/ml)m
1 50 0,02 '
2 50 0,04
3 50 0,06
4 50 0,08
e 5 50 0,10
6 50 0,12 T
7 50 0,14
8 50 0,16
9 50 0,18 ]
10 50 0,20 o

Din aceste solutii se ia cate 1ml §i se adaugl peste fiecare cate Sml solujie Na,(O,
0,5M si imediat cate 1ml reactiv Folin-Ciocalteu diluat la 1/2. In paralel se lucreazi si o
probd oarbd (a 11%) cu ap4 distilata, in loc de solutie stoc de tirozina.

Cele 11 eprubete se las3 pe baie de apa, 20 min., la 37°C, pentru aparijia culorii, dupi
care se citesc densitdjile optice (D.O.) la 670nm. Se traseazi o curbi etalon de forma:

Figura nr.9
D.O.A

-

0 conc. tirozinel
(nmoli/ml)
Activitatea proteoliticd (A,) se calculcazi conform relafiei:
Ex4axVxdil .
p =——————,incare:
ET x15xv
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Biocatalizatori imobilizafi in sinteza unor substange bioactrve

¥ = volumul balonului in care se prepara solujia de enzima (50ml);
v = volumul probei luate in analizd (0,5ml imobilizat);

15 = durata hidrolizei (in min.);

4 = volumul amestecului de reactie (in ml);

dil. = dilutia (%);
E.T= echivalent de tirozin4;
E = D.O. (densitatea optic3, extinc{ia, absorbanta) misuratd (E= E ,ps~Enapor)-

B.Metoda Anson
Tripsina catalizeaza hidroliza compusilor rezultafi prin denaturarea hemoglobinei cu

uree. Produgii de reacfie rezultaji prin denaturare sunt dizolvafi in acid tricloracetic. in
solufia astfel obfinutd se determind confinutul in tirozind §i triptofan cu reactivul Folin-
Ciocalteu.

Materiale necesare:

1°Solufia de substrat. Se obtine prin dizolvarea unui amestec format din: 2g
hemoglobind, 36g uree §i 8ml NaOH 0,5N in 80ml apa distilatd. Se las# in repaus 60 min. la
temperatura camerei. Se adaugi la solutia de substrat 10ml solutie de acid boric 1M in
NaCl (obtinutd prin dizolvarea a 6,184g acid boric §i 0,292g NaCl in 100ml ap3 distilat#) gi
4,4ml solujie de CaCl, 5%. Se ajusteazd pH-ul amestecului cu HCI1 1N la 7,5, dupa care se
aduce totul la 100ml cu apd distilat3.

2°NaOH solutie 0,5N;

3°Solutie de CC1;COOH 5%,

4°Reactiv Folin-Ciocalteu (pag. ) diluat 1:2;

5°0 solutie de tripsind obfinuta prin dizolvarea a 50mg enzima in 100ml solugie apoasa
HC1 0,01N sau

6°Gel depus de tripsini imobilizata (2,1ml).

Mod de lucru:

Se amestecd 1ml substrat 1° si' 0,2ml solufie tripsind 5% (sau echivalentul a 66mg
tripsind imobilizat3 sub form# de gel depus) (2,1ml), dupi care se incubi amestecul timp de
10min. la 35,5°C. Se stopeazi reactia cu 2ml solujie de acid tricloracetic 3°. Se filtreaz3. Din
filtrat se ia 1ml, care se amestecd cu 2ml solujie NaOH 0,5N (2°) si cu 0,6ml reactiv Folin-
Ciocalteu diluat (4°).

Dupa un repaus de 10 min. (necesar pentru definitivarea reacliei) se citeste extinctia
(densitatea optic3) la 660nm faji de api distilata.

Se lucreazd §i cu o probid martor, in acelagi mod, dar in care solufia de acid
tricloracetic se adaugi inaintea solufiei de enzima.

Se interpoleaza rezultatele pe o curbi etalon.
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Observalii:
a)Trasarea curbei etalon

Materiale necesare:
-solufie standard de L tirozind 1mM (se dizolva 181,19mg L Tyr in 1000ml 11
0,2N);
-solutie HCI 0,2N;

-NaOH 0,5N;
-reactiv Folin-Ciocalteu.
Mod de lucru:
Se pregitesc cinci dilutii diferite de probe standard in HCI 0,2N, ca in tabelul de mai
_ Tabelul nr.10 .
Proba nr. ml solufia standard | ml HCI 0,2N nmoli Tyr
1 0,2 4,8 40
2 0,4 4,6 80
3 0,6 4,4 120 ]
4 0,8 42 160 ]
5 1,0 4,0 200 ]

Din fiecare probd se ia cate 1ml, peste care se adaugd 2ml NaOH 0,5N si 0,6ml reactiv

Folin-Ciocélteu diluat 1:2. Se omogenizeazi prin agitare §i se citesc extincfiile la un
spectrofotometru, la 660nm fajd de apa distilatd. Se traseazi curba-etalon a variajiei
extinctiei (pe ordonatd) in functie de canlitatea de nmoli Tyr/ml (abscisa).

Faji de aceasti curbi se vor citi valorile extincfiilor pentru proba de analizal i pentru

proba martor.

b)Calculul rezultatelor
-Pentru tripsind solubili (liberd), activitatea enzimatica se calculeazi cu relajia:

nmoli —nmoli
AE(n moli Tyr/ml solujie enzim&/min/25°C)= probd . waor g , unde:
5 =factor de transformare pentru 1ml solujie de enzim4;
1/10  =factor de transformare pentru 1 min. de reacjie;

1/3,2 =flactor tpansformare: Iml filtrat/3,2ml amestec de reactie
-Pentru cnzima imobilizata:

martor l -
-—, in care:

y

P nmoli ., —nmoli
10-2.1
2,1=factor de transformare pentru 1l gel depus de enzima imobilizata;

5.1=lactor de transformare: Iml (iltrat/5, lml amestee de reacic.

0ON-
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11.8.4.Dcterminarea cromatografici a activitatii tripsinei imobilizate
Acest procedeu este o adaptare a metodei Kunitz. Prezenia si procentajul resturilor de
aminoacizi dintr-un hidrolizat de cazeina obfinut sub acjiunea tripsinei imobilizate se pun in
evideniai cu ajutorul cromatografiei in strat subtire (CSS).

Materiale necesare:
-solutie de cazeind 2% 2ml;
-gel perlat de tripsind imobilizatd 0,5ml;

-amoniac solufie;
-martori: glicind, alanind, valin3, leucind, izoleucind, fenilalanind, serind, lisind,
treonin4, tirozina, prolind, arginin, cisteind, acid aspartic, acid glutamic;
-acetond;
-metanol;
-acid acetic glacial;
-ninbidring;
-n-butanol;
-placi cromatografice cu silicagel 6, 20x20cm, cu o grosime a stratului adsorbant de
aprox. 0,25mm.
Mod de lucru:
Hidroliza
Se iau 2ml solujie apoasél de cazeind 2%, care se hidrolizeazi in modul descris anterior
(pag.65) cu 0,5ml gel depus, perlat, de tripsind imobilizatd, la 37°C, timp de 10 min. Se
stopeazi reacfia cu 3ml CCl;COOH 5%, iar amestecul se menfine incd 20 min. pe baia de
apd la 37°C, dupi care se filtreazd proba, pentru indepirtarea proteinei nehidrolizate. Se
lucreazé in continuare cu filtratul obtinut, care (daci este cazul) se poate limpezi cu o
picéitué de acid acetic sau de amoniac (solufie).
Reactivul de vizualizare (revelare)
Pentru vizualizare se prepard reactivul cu ninhidrind astfel: la 47,5ml solutiec de
ninhidrind 2% in acetona proaspat distilat3, sec adaugi 2ml apa distilata si 0,5ml acid acetic
glacial.

Acest reactiv se prepara cu puin timp inainte de utilizare.

Cromatografia

Se utilizeazt un vas (tanc cromatografic) din sticld, prevdzul cu capac etang §i captusit
cu hirtie de filtru, in care se decupeazi o fereastra pentru observator.

Pe placa cromatografics se traseazi (paralel cu una din laturi) o linie perfect orizontald
(linia de start), la 1,5-2cm distan{i de margine. Pe aceasti linic se marcheazt cu creionul o
seric de puncte, astfel ca atat distanja dintre doud puncte aldturate, cat si dintre punctele
extreme $1 marginile placii 3 {ie de maximum lem.

NiH
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Din proba de analizat (hidrolizatul proteic) si solugiile de martori in metanol sau
acetond se spoteazid cu o micropipetd sau cu un tub capilar 20-50pul pe locurile dinainte
atribuite.

Developarea se face cu eluent introdus in tancul cromatografic, intr-un strat de 0,5-
lcm grosime. Acest eluent se pregiteste astfel: un amestec de n-butanol-acid acetic-apé
(4:1:1v/v/v) se agitd intr-o palnie de separare, refindndu-se stratul organic (superior).

Dup uscarea perfectd in aer a spoturilor de pe placa cromatograficd, accasta se
introduce in tanc, in pozitie ugor oblic, cu latura corespunzitoare liniei de de start in lichid
(Atentie! Eluentul nu trebuie s ajungi la sau si depigeascd linia de start, pentru a nu spila
probele de analizat).

Se acoperd tancul cu capacul §i se lasd in repaus, pe o suprafatd perfect orizontala.

Cand frontul solventului care urcd prin capilaritate ajunge la o distanjd de 0,5-1cm de
latura supeﬁoari a plicii, aceasta se scoate din tancul cromatografic, se marcheazi cu
creionul frontul i se las3 s# se usuce in aer, pe o suprafafé curaté.

Vizualizarea cromatogramei se face prin pulverizarea uniformi a plécii cu reactivul cu
ninhidrini, urmati de o inc#lzire ugoars a acesteia intr-o etuvi termostatatd la 100°C, pana
la aparitia nuangelor de albastru caracteristice a-aminoacizilor din probele luate in analiza.

Evaluarea calitativa a prezentei divergilor aminoacizi se face prin compararea valorilor
R, ale martorilor cu cele ale aminoacizilor separafi din hidrolizatul de cazein#, ca §i prin
compararea nuanfelor de albastru ale acestora. (R~raportul in mm dintre distanta de la linia
de start si spotul din cromatograma i distaﬁ[a dintre linia de start i frontul solventului).

Evaluarea cantitativd a raporturilor relative dintre divergii aminoacizi din hidrolizatul
proteic se face prin decuparea spoturilor individuale ale aminoacizilor identificafi in
cromatogrami §i eluarea lor, in vase separate, cu cite 3ml metanol. Solutiile objinute se
fotocolorimetreazd in cuve de lcm grosime, fafd de alcool metilic, citind densitatea optic3
(D.0.) la A=509nm.

Pentru fiecare aminoacid sau numai pentru unul dintre ei (de exemplu tirozina) se
traseaza in prealabil o curbd de etalonare a D.O. la 509nm/ug aminoacid dintr-o solujie
standard, pe domeniul de concentrafii de 1-100 ug aminoacid p.a., cromatografiatd in
aceleagi condifii ca §i proba de cercetat.

Rezultatele se exprimé in pg amihoacid,, cu ajutorul lor determinandu-se conjinutul
procentual al aminoacidului respectiv in hidrolizatul de cazeini.

Observatie: Dac#l nu exista plici cromatografice pregitite (comerciale), acestea se pot
obline astfel: pe o placd de sticla spalais, degresati si uscatd, se aplicd un strat Sub;ire de
0,25-0,35mm silicagel G, prin intinderea cu ajutorul dispozitivului special a unei suspensii
omogenc obfinutd prin amestecarca unei parfi (in greutate) de silicagel cu doua par{i apa
distilatd. Daci fluiditatea suspensiei este prea scizuld, se ajusteazi cu pufind apa.
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Placa objinuti se las3 in aer, la temperatura camerei, timp de 30 min., dupa care se
acliveazi in etuvi, la 110°C, timp de 60 min.

11.9.Imobilizarea fosfatazei alcaline
Substratele specifice fosfatazei au mase moleculare mici, din care cauzad enzima poate

fi imobilizat¥ direct pe un suport polihidroxilic activat, fara prezenja unui “spacer”, intrucét
efectele de impiedicare a difuziei substratului la centrii activi ai enzimei sunt reduse.

11.9.1.Imobilizarea fosfatazei alcaline pe alcool polivinilic activat cu BrCN
Materiale necesare:
-gel depus de PVA, perlat, reticulat §i activat cu BrCN 30ml;
-fosfatazi alcalind 100mg;
-solujie NaHCO, 0,1N;
-NaCl 0,5M.
Mod de lucru:
30ml gel depus de PVA, perlat, reticulat si proaspit activat cu BrCN (pag.11) se
trateaza sub agitare intermitentd cu 100mg fosfatazd alcalind dizolvatd in 25ml solujie de
NaHCO;  0,1N, astfel ca pH-ul solufiei s3 fie 8,5-9. Se mai agit3 ocazional incé 2-3 ore,
dupd care se lasi in repaus, peste noapte, la temperatura camerei (aprox. 12 ore). A doua zi,
se filtreazd amestecul de reacfie la trompd §i se spald imobilizatul pe palnia Biichner,
alternativ, cu apd distilatd i solujie de NaCl 0,5M, pand la indepdrtarea totald a enzimei
neimobilizate (lipsa absorbtiei de la 280nm in apa de spalare). Pana la utilizare, imobilizatul
se pistreazd in apd distilatd, la rece (3-5°C).

11.9.2.Determinarea activitifii enzimatice a fosfatazei libere si imobilizate
Ca substrat pentru fosfataza alcalind se utilizeaza fosfatul disodic al p-nitrofenolului

E Fqsfgtaza
ozN@-o 6— -[2Na. 6H204‘?‘““—> @-on + Na, PO,
20

(23)

p-Nitrofenolul (23) rezultat in urma hidrolizei enzimatice se determini cu ajutorul unui
spectrofotometru la 405nm.

(22):

Muteriale necesare:
-p-nitrofenil-fenol fosfat 26,30mg;
-tampon glicocol-NaOll 0,2M, pli=10;
-fosfataza alcalina solubila S5mg sau

74
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-imobilizat de fosfatazi alcalind 0,25ml (gel depus);
-NaOH 0,05N.

Mod de lucru:

Se iau doul eprubete in care se introduc in ordine:

-cate 2ml solujie ImM de p-nitrofenil-fenolfosfat in tampon glicocol-NaOH 0,2M
pH=10 (se prepara dizolvand 26,30mg p-nitrofenil-fenolfosfat in 100ml tampon);

-0,5ml solufie de enzima (5mg fosfatazi alcalini dizolvatd in 10ml tampon) sau:

-0,5ml suspensie de enzima imobilizata (se suspendd 0,25ml gel depus de imobiliza
in 0,25ml tampon).

Cele doui eprubete se incubeazd 30 min. la 37°C, dupd care se stopeazi reacjia prin
addugarea a cate 10ml solufie NaOH 0,05N.

Densitatea opticd a celor doud probe se citeste la 405nm §i se transform cu ajutorul
unei curbe etalon (alcituitd in prealabil cu p-nitrofenol) in umoli de p-nitrofenol eliberat.

inmuljind rezultatele objinute cu 2, in cazul enzimei libere §i cu 4, in cel al enzimc
imobilizate, se obfine activitatea cataliticd per ml proba, la 37°C.

Raportand activitatea enzimaticd la cantitatea de fosfatazi alcalind luati in proba i la
un minut, se obfine activitatea specificd a enzimei (in pmoli p-nitrofenol eliberat/min/img
enzima).

Activitatea remanentd a fosfalazei imobilizate se exprima procentual fa{d de cca a
enzimei libere, consideratd 100%.

Pentru imobilizatul descris, activitatea remanentd specificd a enzimei este de aprox.
35-40%.

Curba etalon raportat8 la p-nitrofenol

Materiale necesare:
-p-nitrofenol;
-tampon glicocol-NaOH 0,2M, pH=10.
Mod de lucru:
Se iau 6 eprubete in care se toarnd cate 1ml solujie tampon glicocol-NaOH 0,2M,
pH=10.
In fiecare dintre eprubete se introduc in ordine crescétoare: 1, 3, 5, 7, 9 si 10 mg
p-nitrofenol. Se agiti eprubetele pentru dizolvarea p-nitrofenolului. Se incubeaza eprubetele
la 37°C, timp de 30 min.

Se citesc D.O. la 405nm fafi de apa distilata §i se traseazi o curbi a variajiei D.O. in
funcfie de cantitatea de p-nitrofenol in mg/ml.
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11.9.3.Determinarea temostabilitifii fosfatazel alcalinc imobilizate
in general, imobilizarea enzimelor conduce la o cregtere a stabilitdii acestora fajd
de factori mecanici sau de: pH, temperaturd, atac microbian, acfiunea metalelor grele §i a
inhibitorilor, la autoproteoliz3 sau la autodigestie (in cazul enzimelor proteolitice).
Termostabilitatea crescuti a fosfatazei alcaline imobilizate este una dintre consecinjele
acestui proces.
Materiale necesare:
-fosfataza alcalindl Smg;
-tampon glicocol-NaOH 0,2M, pH=10;
-gel depus de fosfataza imobilizat 0,25ml;
-p-nitrofenol fosfat;
-NaOH 0,05.
Mod de lucru:
Se pregtesc doud seturi de eprubete: pentru fosfataza alcalind liberd gi imobilizata,
ficcare dintre ele constand din cate 5 eprubete (ca in tabelul nr.11).
Tabelul nr.11
Seturi de probe pentru determinarea termostabilitdfii fosfatazei alcaline
libere si imobilizate

Cant. de fosfatazi Cant. de fosfatazd
Nr. e o . Temperatura
Set . alcalind liberd alcalind imobilizata
eprubetei Q)
(ml) (ml gel depus)
1 0,5 - 37
A 2 0,5 - 45
(cu enziml 3 0,5 -- 55
libera) 4 0,5 - 65
5 0,5 - 80
1’ - 0,5 37
B 2’ - 0,5 45
(cu enzimi 3 - 0,5 55
imobilizata) 4 - 0,5 65
N 5 - 0,5 80

In ficcare set de cprubete se pipeteaza in ordine:

-0,5ml solutic fosfatazi alcalini liber2 (obfinutd prin dizolvarea a Smg enzim# in
10mi tampon glicocol-NaOIl 0,2M, ptI=10), pentru set A §i respectiv

-0,5ml suspensie de fosfatazd imobilizatd (obfinutd din 0,25ml gel depus de
imobilizat gi 0,25ml tampon glicocol-NaOl1 0,2M, pl1=10), pentru set B,
dupd care se incubeaza eprubetele timp de 60 min. la 37°, 45°, 55°, 65° i 80°C'.

A
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Dupd incubare, se aduce temperatura tuturor probelor la 37°C, apoi in liccare din cle se
adaugd cate 2ml solujic de substrat in tampon (solujia sc prepard din 263mg p-
nitrofenolfosfat in 100ml tampon glicocol-NaOH 0,2M, pH=10) si se incubeaza 30 min. la
37°C.

Dupi expirarea acestui timp, se stopeaz# reacfia addugand in fiecare eprubctd cate
10ml NaOH 0,05N si se citesc extinciiile la 405nm, faja de apa distilata.

Calculul activit#jii enzimatice se face dupd cum s-a arétat anterior (pag.72).

Datele obfinute, transformate in procente, se trec intr-un grafic de forma cclui din
figura nr. 10.

Figura nr.10
Variatia activitdtii fosfatazei alcaline libere §i imobilizate cu temperatura

AEA
(%)

o
T(C)
Se observd o crestere a termostabilitdjii fosfatazei dupd imobilizare, astfel incat chiar
la 80°C, activitatea enzimatici remanent3 este de aprox. 35%.

11.10.Imobilizarea glucozoxidazei
Glucozoxidaza catalizeaza specific oxidarea f-D-glucozei la acid D-gluconolactona.

HO-C-H E-H COOH CO
H-C-OH H-C-OH l i H-C-OH H- -()q)
HO-C.H O =—=Ho.(y &lucozoxidazg .. [ . ——>HO— “H
H-C-OH H-C-OH H-C-OH
H-C— | H-C-OH O, H-C-OH H j-ou
H,OH "H,OH "H,OH HLOH

Una dintre cele mai frecvente aplicatii ale acestei enzime este constructia bioscnsorilor
folosifi pentru dozarea glicemici din sange.
Glucozoxidaza poate fi imobilizatd prin impregnarea unor membrane, in prezenfa unui
agent de reticulare (glutaraldchida).
.74.
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Imobilizarca prin impregnarea foilor de celofan

Materiale necesare:
-glucozoxidazi;
-tampon fosfat 0,02M, pH=6,8;
-foi de celofan;
-glutaraldehida;
-f-D-glucozi;
-fenazin-metosulfat;
-MTT;
-glicind.

Mod de lucru:

Se prepari o solutie de glucozoxidazi de concentrajie 6mg/ml (confindnd 78 unitdti de
enzim¥/mg in tampon fosfat 0,02M, pH=6€,8.

3ml din aceast4 solugie acoperd 100 cm? dintr-o folie de celofan cu grosimea de aprox.
30um. Dupd impregnare, folia se usucd in frigider, la +4°C.

Un preparat mai activ se poate objine dupj doud sau trei impregniri §i usciri
succesive.

Dupé uscare, foile se impregneaz#i prin scufundare intr-o solutie de glutaraldehida
2,5% in acelagi tampon. Reticularea este definitivatd prin uscare completd la +4°C.
Membranele obtinute se spald cu apd distilatd, pand la disparifia din apa de spilare a
absorbtiei de 1a 280nm (caracteristicd pentru enzima §i glutaraldehida).

Pentru a testa absorbfia enzimei in apa de spélare se utilizeazi un amestec de glucozi,
fenazinmetosulfat §i MTT care se coloreazi in rogu in prezenga glucozoxidazei.

Acest reactiv se prepard astfel: 300mg glucozi se amestecd printr-o bund omogenizare
cu 20mg MTT si 3mg fenazinmetosulfat. Amestecul objinut ajunge pentru un volum total de
20ml api de spélare.

Reaclia cu apa de spdlare se face utilizand cateva picdturi din aceasta; prezenfa
enzimei determind aparifia unei colorafii rogii. Spélarea continui pani la disparifia reacjiei
de culoare. In prezenia aceluiasi reactiv, membrana se coloreazi rapid §i persistent.

In total, spalarea dureazi 3-4 ore.

Dupd spélare, membrana se scufunda intr-o solujie apoas3 de glicind (10mg Gly/ml,
pentru blocarea glutaraldehidei libere inclusd in membrana insolubild fird a (i participat la
reticulare.

Mcmbrancle objinute pe accastd cale pot [i pastrate cateva luni la +4°C, fara o scadere
nolabild a activitdjii enzimatice a glucozoxidazei.
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I1.11.Imobilizarca_celulelor _de Saccharomyces cerevisiac prin_includere in

gelurl insolubile
Un suport biocompatibil cu structurd de poliuronid este alginatul extras din alge
Pheophyta, care se giseste sub formad de sare de sodiu, miscibild cu apd. Alginatul conjine

resturi de acid D-glucuronic legate fglicozidic 1,4:

COO Na*t

Acest gel este utilizat pe scard larga pentru includerea nu numai a enzimelor §i a
celulelor moarte, dar §i a culturilor de celule, deoarece metoda de imobilizare este blanda yi
nu afecteazi viabilitatea celulelor. In plus, suportul este biocompatibil §i nu conduce la
reactii imunologice. De aceea, imobilizatele in alginat pot fi folosite in bioreactoare pentru
objinerea unor produgi cu actiune biologicd destinafi industriei alimentare, a
medicamentelor, a cosmeticelor etc. Principiul general de includere in gelul de alginat este
precipilarea ionotropd. Pentru aceasta, gelul apos de alginat se injecteazd intr-o solujie
apoasé de CaCl,, impreuni cu celulele.

Printr-o reactie de schimb ionic, precipitd alginatul de calciu insolubil (figura nr.11),
cu structurd tridimensionald, care include in ochiurile refelei materialul de imobilizat
(enzime, celule, extracte celulare brute, organite celulare etc.).

Figuranr.11
Structura gelului insolubil de alginat de calciu

Precipitarea ionotropd a alginatului se poate face i cu ioni de 3a?' §i Sr*'.

in alginatl de calciu sc poate imobiliza drojdia de brutdric proaspdtd sau uscatd,
obfinandu-se un agregat pentru fermentajia alcoolicd a siropurilor de glucoza. Daca se
co-imobilizeaza drojdia cu fglucozidaza, imobilizatul objinut s¢ poate folosi si la scindarea
lactozer din zerul de la [abricarca branzeturilor.
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Biovatalizatori imobilizafi in sinteza unor suhstange bioactive

11.11.1.Imobilizarea celulelor de Saccharomyees cerevisiae in alginat de calciu

Materiale necesare:

-alginat de sodiu g;
-drojdie de brutdrie proaspita, presatd 10g sau
-drojdie de brutdrie uscatd 4g;
-CaCl, 2% 200ml;
-CaCl, 0,5%.

Mod de lucru:

1g alginat de sodiu se ameslecd pand la omogenizare cu 35ml api distilata. Se adauga
10g drojdie de brutdrie proaspitld, presatd, sau 4g drojdie deshidratatd. Se omogenizeazi
bine amestecul care se introduce intr-o seringd fard ac. Confinutul seringii se picurd, sub
agilarc magneticd, in 200ml solujiec de CaCl, 2%. (Pentru o includere cantitativé, in sering
nu trebuie s3 rimand amestec de drojdie §i alginat)

Dup4 terminarea ad&ugirii, se agitd suspensia inc# o ord, la temperalura camerei.

Particulele sferice solidificate de imobilizat se separd prin filtrare la trompd si se
pastreaza la frigider, intr-o solujie de CaCl, 0,5%.

11.11.2.Determinarea activitifli enzimatice a drojdiei libere si incluse in alginat
Activitatea enzimaticd a drojdiei se evalueazd masurand volumul de CO, care se
degajd la fermentarea glucozei, la 30°C.
Se lucreaza intr-un dispozitiv alc#tuit ca in figura nr.12.

Figura nr.12
Dispozitiv experimental pentru determinarea activitdfii enzimatice a drojdiei de
brutdrie libere si imobilizate

B C\

E
* e
c — - -Eo - -_-ﬂVD
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Instatajia este tormata din:
-vasul de reactic A, de 200-250ml, prevazut cu agitare magnetics i un (ub B prin care
Oste evacuat CO, rezultat inurma fermentafici;
.77
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-un cilindru gradat de 100ml (C), in care se misoard volumul de CO, formal,
scufundat in vasul exterior (D), sub nivelul apei din acest vas.

Atentie! La inceputul experieniei, cilindrul gradat C trebuie s fie umplut complet
cu apd.

Ca substrat se foloseste o solutie de glucoza 8% in CaCl, 0,5%.

Mod de lucru:

in vasul de fermentare A (figura nr.12) se introduc 5g drojdie liberd sau imobilizatul
objinut din 5g drojdie proaspitd sau din 4g drojdie uscatd, in 50ml solufie de glucozi 8% in
CaCl, 0,5%. Se termostateazd amestecul din vasul A la 30°C (temperatura exterioard). Se
incepe agitarea magnetic3 gi se noteaza la fiecare 15 min. volumul de CO, care se degaja in
cilindrul gradat C.

Rezultatele objinute se trec intr-un tabel:

Tabelul nr.12
Volumul de CO, rezultat in urma fermentatiei alcoolice cu Saccharomyces cerevisiue
libere si imobilizate

Volumul CO, degajat cu | Volumul CO, degajat
Timpul | Volumul CO, degajat cu 2 GCgd) , degaja

_ L drojdia proaspati cu drojdia uscata
(min.) | drojdia proaspétd (ml) , . , S
imobilizatd (ml) imobilizata (ml)
0 0 0 0 ]
15
30

Observalie: Fermentajia dureaza aprox. 4 ore.

I1.11.3.Co-imobilizarea drojdiei de brutiric §i a S-galactozidazei in gelul de
alginat de calciu

in acest caz se objine un preparat care poate fi folosit atat la scindarca lactozei din zer
cat i la fermentatia alcoolica a D-glucozei rezultate prin scindare.

Se folosese drojdia proaspata de brutarie §i f-galactozidaza reticulatd in prealabil cu
glutaraldehida sau coreticulatd cu BSA.

SR
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a)Reticularca Fpalactozidazei

Materiale necesare:

--galactozidaza 600mg;
-accelon 30ml;
-glutaraldehida 25% 2ml;
-azida de sodiu.

Mod de lucru:

600mg F-galactozidazd purd, izolatd din Aspergillus oryzac se dizolva in 15ml apa
distilati. Solugia objinuta se introduce intr-un vas prevazut cu agitator §i rdcit in exterior pe
o baie cu gheajd. Se incepe agitarea moderati §i se adaugd incet 30ml acetond ricita si apoi,
in picaturi, 2ml solujie apoasi de glutaraldehidd 25%. Amestecul obfinut se mai agitd inca
60 min. 1a 30°C, dupa care se indeparteaza supernatantul prin centrifugare §i decantare.

Reticulatul se spald cu cate 40ml ap# distilatd prin cateva centrifugiri §i decantiri
repelate, dupa care se suspendd in 100ml apd distilatd cu pufind azidd de sodiu (pentru
evitarea atacului microbian).

Activitatea enzimaticd reziduala a f-galactozidazei reticulate astfel este de 35,6%.

O activitate remanentd superioard (pand la aprox.41%) se poate objine coreticuland
[-galactozidaza cu BSA si glutaraldehida (metoda b).

b)Coreticularea f-galactozidazei cu BSA si glutaraldehida

Materiale necesare §i modul de lucru:
Sunt aceleasi ca i in cazul a), cu deosebirea ca la solujia objinutd prin dizolvarea a
600mg F-galactozidazi in 15ml ap4 distilati, se adauga 150mg BSA.

¢)Co-imobilizarea f-galactozidazei reticulate si a drojdici de brutdrie

Se preferd corcticulatul Bgalactozidazei cu BSA, care are o activitate enzimatici
remanentd mai mare.
Materiale necesare:
-corcticulatul obtinut Ia punctul b);

-alginat de sodiu 1g;
~-drojdic proaspata 10g;
-solutit de CaCl, 2% i 0,5%.

Mod de lucru:

Reticulatul de 1a punctul b) se filtreaza la presiune redusd i se spald bine pe filtru, cu
apa distilatd, pentru indepértarea azidei de sodiu.

Gelul spalat gi filrat s¢ amesteed cu g alginat, 10g drojdic de brutarie proaspita si
35ml upa distialld, pand la omogenizarca perfecta.
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Biocatalizatori imobilizafi in sinteza unor substanje bioactive

Amestecul objinut se introduce intr-o serigd fard ac §i se picurd in 200ml solujic CaCl,
2%, sub agitarc. Pentru solidificarea particulelor de imobilizat, amestecul se mai agitd o ora
la temperatura camerei. Imobilizatul objinut se separd prin decantare $i se suspenda intr-o
solujie de CaCl, 0,5%.

Se pastreazi la frigider.

Observatie: Determinarea activitdfii enzimatice a .co-imobilizatului de drojdic s

[S-galactozidazi se face dupad metoda descrisd anterior (pag.77), fajd de glucoza ca substrat.

11.12.1mobilizarea celulelor de Streptomyces simplex pe colagen

Colagenul oferd numeroase ‘avantaje in calitate de suport pentru imobilizarca
enzimelor $i celulelor microbiene. Acest suport, usor accesibil, biocompatibil §i netoxic
poate fi izolat din diferite surse biologice §i condifionat sub diverse forme (filine,
membrane, filamente ctc.), fird a-si pierde structura nativa. In structura sa de triplu helix
ordonat sub form de fibrile, colagenul conjine un numir mare de centri disponibili pentra
cuplarea enzimelor, resturile de aminoacizi din catena polipeptidicd interacfionand cu
enzimele prin intermediul grupelor libere polare §i nepolare. Datoritd moleculelor de
hidroxiprolind refinute prin legéturi de hidrogen pe catena polipeptidica, colagenul are o
capacitate ridicald de imbibare cu apd, factor favorizant pentru includerea moleculelor de
enzime §i a celulelor.

Imobilizarea pe colagen a biocatalizatorilor este simpla, are loc in condijii blande (in
mediu apos, la temperatura camerei), reducandu-se la minim posibilitatea inactivirii
enzimelor si a celulelor, chiar a celor viabile.

in functie de scopul urmarit, colagenul poate fi modificat si chimic; astfel, el sc poate
reticula cu agenti bifuncjionali pentru o imobilizare mai puternici a biocatalizatorilor, sau se
pot modilica sarcinile electrice de pe suprafaja sa, pentru a favoriza lcgarca
biocatalizatorilor prin intermediul grupelor ~-COOH sau —~NH, ale acestora.

Practic, se cunosc trei metode de objinere a membranelor de colagen cu biocatalizatori
imobilizaji:

a)mcetloda impregndrii membranelor preformate;
b)mctoda complexdrii macromoleculare;
¢)metoda clectrodepunerii.

In cazul celulelor se foloscste in special tehnica b) (a complexirii macromoleculare);
pentru o imobilizare optima, raportul (in greutate) colagen/celule deshidratate este de 1/5.

Pentru o rejinere mai buni a celulelor uscate se recurge suplimentar la reticulare.

N6
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Datele de literaturd semnaleazd (aptul ¢d in cazul corcticuldrii biocatalizatorilor cu
glutaraldchidd in prezenja unei prolcihc incrte (BSA), sc formeazd un aduct cu rejele
ridimensionale mai dense, datoritd cregterii numarului de grupe participante la reacjia cu
agentul de reticulare. in cazul colagenului nu este obligatorie prezenia proteinelor inerte.

11.12.1.1mobilizarea celulelor de Stretomyces sp prin coreticulare cu colagen

Materiale necesare:

-celule uscate de Stretomyces sp 2g;

-colagen 10g;

-NaOH 0,1IN;

-glutaraldehida 2g.
Mod de lucru:

Se omogenizeazd un amestec de 2g celule uscate de Stretomyces sp cu 10g colagen,
ajustandu-se pH-ul amestecului la 7,5-8,0, cu NaOH 0,1N.

Amestecul omogen astfel format se introduce intr-o seringl si se extrudeazd in 40ml
solujie apoasd de glularaldehidd 5% (conjine 2g de aldehidd). Acul seringii se alege in
funcjie de diametrul filamentelor de aduct ce urmeazi a fi obfinute.

Se lasd amestecul de reacjie in repaus, o ord, la temperalura camerei, pentru
deflinitivarea reticuldrii. Dupd scurgerea acestui timp se izoleazi preparatul enzimatic prin
decantare §i se spald de céteva ori cu apd distilatd pentru indepirtarea glutaraldehidei
nereacjionate (reacjie Fehling sau Schiff negativa in apa de spilare).

Imobilizatul separat prin decantare se usucd intr-o etuv, la 50-60°C.
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HLUTILIZARLT  ALE  UNOR  BIOCATALIZATORI  LIBERL  $1
IMOBILIZATI

Enzimele ca si alji biocatalizatori (celule, extracte celulare, organite celulare cle.) se
utilizeaza pe scari largd, in special pentru sinteza §i/sau studiul unor substanje bioactive
(vitamine, hormoni, proteine, medicamente, produse cosmetice i alimentare, scruri §i
vaceinuri, imunosupresive etc.), ca si la construirea unor biosensori pentru dozari “in vivo”
si “in vitro”. De asemenea, biocatalizatorii imobilizaji servesc la cercetari diverse in
laboratoarcle de biochimie, chimie sau biochimie clinica.

In concurenta pani la un anumit nivel cu industria chimic3 de sintez3 bazala in special
pe materii prime §i intermediari de provenientd petrochimicd, biotehnologiile cuceresc din
ce in ce mai mult teren, procedeele de biosinteza fiind mai pufin energofage ¢i mult mai
economice (parametri accesibili, inldturarea gigantismului instalafiilor, coroziune minimd,
continuitatea proceselor tehnologice, puritatea inalt3 a produgilor de reacgie, poluare redusa
etc.).

Acesti factori determind o diversificare permanentd a bioindustriilor care folosesc
biocatalizatori imobilizati. In comparatie cu industria produselor farmaceutice, industria
alimentard a cunoscut o dezvoltare superioard, mulie procedee fermentative devenind
procese de rutind in domeniul industrializarii laptelui §i a cdmnii, al produselor zaharoase, al
bauturilor alcoolice etc.

Mai pretentioasd, industria medicamentelor de semisinteza implic3 deseori reacjii intr-
0 singurd etapd sau inir-un numir mic de secvenie, care spre deosebire de fermentajii sau
alte cicluri metabolice complete necesitd fie enzime de inalt3 puritate, fie co-imobilizate de
enzime multisecventiale sau de enzime §i cofactori, cu costuri de productie ridicate.

in cele ce urmeazi vom da cateva exemple de utilizare a biocatalizatorilor in sinteze §1
determindri de laborator ale unor substante bioactive.

111.1.Scindari de amestecuri racemice
in sinteza chimica a unor substanfe cu molecule chirale, conditiile din laborator fiind
achirale, se obfin totdeauna amestecuri racemice §i nu enantiomeri optic puri, racemizarea
acestora (favorizatd termodinamic) producandu-se spontan. Cum numai unul dintre
enantiomerii unui racemic prezinté proprietdti bioactive, este necesars scindarca racemicului
cu objinerea acestuia.

Lnzimele cu cnantiospecificitate sunt utilizate pe scard largd pentru scindarca
racemicilor, din care sc objin produgi bioactivi pentru medicind, industria alimentars,
cosmelticl, industria farmaceutici.
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111.1.1.Scindarca cnantlospecifica a D,L-triptofanului
(0 mectodd de scindare a racemicilor D,L-a-aminoacizilor aromatici sau
heteroaromatici  utilizeazd capacitatea esterazicd a a-chimotripsinei. Pentru aceasta,
aminoacidul racemic este transformat mai intdi in ester inferior (metilic sau etilic), acesta
filnd supus apoi hidrolizei enantiospecifice in prezenfa a-chimotripsinei, cu objinerea L-

aminoacidului optic pur (25):

R-C [-COOR' -2-chimotripsina RN ﬁ;::I-ICOOH + R~ f‘? 80R
N 112;0 M 2s) T 26
D,L (24) L D
(solubil in apd, insolubil (insolubil in ap4, solubil
in solvenyi organici) in solvenyi organici)
T racemizare, recirculare

Produsii de reactie se separd pe baza diferenjei de solubilitate.

Metoda are totugi o aplicabilitate restransd doar la cdfiva a-aminoacizi, deoarece in
prezenja chimotripsinei esterii a-aminoacizilor se pot polimeriza; in plus, enantiomerii [ ai
esterilor rezultafi din reactie sunt de obicei inhibitori ai enzimei.

Iixcepiie fac substrate ca: esterul metilic al D, L-triptofanului, esterii DL-fenilalaninei,
esterul etilic al D, L-tirozinei.

a)Obtinerea clorhidratului esterului metilic al D, L-triptofanului (27)

Qj-cnz-cu-coon CH,OH/SOCT, CHy-CH-COOCH,
N i, - N NH, HCl

H H
DIL-triptofan DL (27)

Materiale necesare:

-D,L-triptofan 20,4g (0,1 moli);

-CIL,OHl absolut 30ml;

-SOCl, 11,9g (0,1 moli) - 7,9ml.
Mod de lucru:

20,4g D.L4riptofan sc suspendd prin agitare in 30ml metanol absolut. Se raceste
suspensia sub agitare la 0°C, pe 0 baic cu amestec ricitor.

La suspensia formatd se adaugd treptat, sub racire i agitare, 7,9ml SOCl,, timp de
20 min. (Atenjie! Se va lucra intr-o nisa cu tiraj bun.).

Dupd terminarea adaugdrii, se scoate vasul din amestecul racitor st sc lasd reachia sd se

defintiveze Ta temperatura camerei, pana la omogenizarea amestecului (aprox. 50-60 min.).

R3-
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Se evapord metanolul pe baie de apd. Reziduul se rdcegte puternic §i se agitd pentru
inijicrea cristalizdrii. Rezulta clorhidratul esterului metilic al D,L-triptofanului, cu
p.t.=216°C (27).

b)Descompunerea clorhidratului esterului

CH,-CH-COOCH,  K.CO iUCHZ-CH-COOCH3
C T | LS 155/ N |
N NH,HCI “HCI N NH,
H

H
DL

(28) DL

Materiale necesare:

~-clorhidratul esterului (de la punctul a);
-K,CO, sau Na,CO; 30% in apd distilat;
-KOH anhidru.

Mod de lucru:

Clorhidratul metil-esterului D, L-triptofanului se amestecd cu 20g gheajd pisata, dupa
care se aduce la pH=7.5 cu o solutie de K,CO, sau Na,CO, 30%, addugatd in picéturi, sub
agitare continud §i rdcire exterioard pe o baie cu amestec racitor (apé si gheaid).

Dupd neutralizare §i topirea ghetii din baia de ricire, esterul metilic al /),[-
triptofanului (28) se¢ extrage de 3 ori cu cate 20ml eter etilic. Extractele eterice reunite se
spald cu 25ml apé distilatd, dupd care se usuc# timp de o ord pe KOH anhidru.

Se evapord eterul etilic pe o baie de apd, la 40°C. Reziduul uleios, slab-gilbui,
cristalizeaza dupd un repaus de cateva zile in frigider. Se recristealizeazi (la nevoice) din eter
etilic-eter de petrol (1:1 v/v).

P.t.=71-73°C.

Observatie: Pentru scindare in antipozi, se poate utiliza §i metilesterul uleios.

¢)Scindarea enantiospecificd a esterului metilic al D,/ -triptofanului

i

Q‘:jI—CHz -CH-COOCH; _g-chimotripsini . m(“ =€ \(()( I
(29) L
€O0C
N
: N I,

(30) 13

RN
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Materiale §i aparaturd necesare:

-pH-metru cu clectrod mixt standardizat cu un tampon la pH=7;
-biurets de titrare cu aprox. 10ml NaOH IN;

-a-chimotripsind imobilizata prin reticulare (pag.53);

-metil ester al D,L-triptofanului (28)  4,04g (20 mmoli);
-1CI conc.;

-Na,SO, anhidru;

-metanol;

-etanol.

Mod de lucru:

Intr-un pahar Berzelius de 250ml prevdzut cu agitare magneticd, se introduce un
amestec de 4,04g (20 mmoli) ester metilic al 1), L-triptofanului $i 15m! metanol. Se incepe
agitarca §i sc¢ adaugd rapid 100ml apd distilatd. Se aranjeaza electrodul mixt in masa de
reacjie, deasipra cdreia se suspendd biureta cu NaOll IN.

La solujia metanolicd agitatd se adaugd o solujie formatd din 15mg a-chimotripsind in
2ml apd, sub agitare. Se spald rapid eprubeta in care a fost solujia de enzima cu incd 2ml apé
distilaté, care se adaugd de asemenea la amestecul de reactie.

in cazul utilizirii a-chimotripsinei imobilizate, se adaugi in amestecul Je reaciie
imobilizatul filtrat in prealabil, objinut prin reticularea a 20mg a-chimotripsind.

Se controleaza pll-ul solutiei in permanentd, menfinandu-1 la valoarea 7 (pll-ul optim
al a-chimotripsinet), prin titrare cu mici cantitdji de NaOIl 1N (Atenjie! Adaugarea unei
cantitdyi prea mari de NaOIl poate duce la denaturarea chimotripsinei la pH>8,5, in prezenia
metanolului).

Dupd 2 ore se stopeazi reactia prin ajustarea rapidd a pH-ului la 12 si apoi, cu HCI
cone., se aduce la plI=6. Se¢ evitd prelungirea timpului de reactie, care duce la sciderca
cnantiospecificitdjii enzimei [(se poate hidroliza §i esterul metilic al D-triptofanului (30)]. |

Amestecul de reacjie se evapord la un volum de 20ml (la trompd, pe baie de api sau
mtr-un curent de aer cald).

Reziduul se pastreazi peste noapte la 0°C, dupd care se [iltreazd la presiune redusa
esterul metilic al D-triptofanului (30).

Alentie! Se pastreaza liltratul apos, care conjine L-triptofan (29).

Cristalele de ester al D-triptofanului se spald pe pélnia, Biichner cu pufini api rece.
Filtratul apos se reunegte cu primul filtrat. Lsterul metilic al D-triptofanului se usucd in acr.

Fasele apoase reunite, rimase dupd separarca esterului metilic al D-triptofanului se
actdateaza cu HCL cone,, la pH=1; se riceste pe o baic cu gheala.

[-Triptofanul cristalizat (la nevoie, dupd cvaporarca la jumatate din volum a fazei
apouse acidulate) se separd prin filtrare la trompd, se spald cu pujing apa rece yi sc usuca la
ey
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Se recristalizeaza dintr-un amestec api-etanol 1/1 (v/v).

[a]Z) = +5.2£0,5 (2% in HCI IN)

Observalii:

1)Experienia poate fi considerata terminatd dupa etapa descrisd mai sus.

2)Se poate obtine yi D-triptofanul refluxand esterul metilic al acestuia cu HCI 20%.

timp de 5 ore.
3)Pentru D-Trp: [a ]}y = —5£1° (2% in HCI IN)
II1.1.2.Scindarea DL-tirozinei
Principiul metodei, etapele §i modul de lucru sunt asemindtoare cu cele descrise

pentru D, L-triptofan.

a)Obtinerea clorhidratului esterului metilic al D, L-tirozinei (32)

O—@CHZ-?H coon S9Ch,, uo_@u I CH-CO CH,O1l

NH, NH, HCl
D,L 310 D,L
— Ho—@cnz-(rH COOCH,;
NH, HCI -
D,L (32)
Materiale necesare:
-D,L-lirozind 18,1g (0,1 moli);
-CH,OH abs. 30ml;
-S0Cl, 11,9g (0,1 moli); 7,9ml.

Mod de lucru:

18,1g DL-Tyr se suspend3 prin agitare in 30ml metanol absolut. Se riceste suspensia
la 0°C cu ajutorul unei bai cu amestec ricitor.

Se adaugd, sub agitare, in picéturi, timp de 20 min., 7,9ml SOCI, (Atenjie! Sc¢ va lucra
intr-o nigd cu tiraj bun.). Dupa terminarea addugarii SOCl,, amestecul de reacjic s¢ scoate
din baia de ricire gi se agild la temperatura camerei pani la transformarca masci cristaline
intr-un ulei dens. Metanolul se evapord pe o baic de apd, iar reziduul se ricegte puternic sub
agitare, pentru a cristaliza. Pentru o cristalizare complet3 s¢ lasd peste noaple in Irigider, la
0°C.
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Biocatalizatori imobilizafi in sinteca unor substanfe bioactive

b)Descompunerea clorhidratului esteruiui metilic al D, L-tirozinei

i ]()—@—(TIIZ—([TH-CO()CII3——ISZ(—OJ»llO—@—CHZ-?H-C()OCHJ

NEH, HCI NEH,
D,L D,L (33)
Materiule necesare:
~¢lorhidrat al D. L-tirozinatului de metil 23,15g (0,1moli);
-K,CO;, 27g (0,2 moli);
-eter elilic.
Mod de lucru:

23,15g clorhidrat al D.L-tirozinatului de metil se trateaza cu 27g K,CO, sub formi de

solujie apoasd 30%, récitd in prealabil §i addugatd treptat, sub agitare; amestecul de reacjie

se menjine la —2-0°C, prin récire exterioari.

Solutia apoasd formatd se extrage de 4 ori cu cate 50ml eter etilic. Extractele eterice

reunite se spald de cateva ori cu apa distilata si se usucd o ord pe KOH. Se distila eterul pe

baic de apa.

Reziduul uleios cristalizeaza prin agitare §i ricire. In caz de nevoie, se lasd peste

noapte in repaus, la 0°C, in frigider.

c)Hidroliza enantiospecifici a esterului metilic al D, L-lirozinei

-chi Ipsind CH -H
}1()@ -CH-COOCI |, -&-chimotripsind @ 2 "t
CHZ? 113—/73—'110 EH\CO()II N
H,O 2

NH, )
L (34)
solubil in apd

.C insolubil in eter
+ HO-@CHz\ ...»COOCH;
~n

NH,
D (39)
insolubil in apa

solubil in eter

b

Se utilizeazd a-chimotripsind solubild sau imobilizat3 prin reticulare.
Materiale i aparaturd necesard:
-pH-metru cu electrod mixt, standardizat cu un tampon la pl=7;
-biureta de titrare cu NaOH IN;

-ester metilic al DL Tyr 3,9¢ (20 mmoli);

-metanol 15ml;

-NaOIl IN;

-a-chimotripsina solubila I5mg  sau  cchivalentul  in  @-chimotripsina

reticulatd (reticulat objinut din 20mg enzima);
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-LICH conce.;
-CILCl,.

Mod de lucru:

intr-un pahar Berzelius de 250ml prevazut cu agitare magneticd, se introduce o solujic
formati din 3,9g cster metilic al D,L Tyr in 15ml metanol.

Se incepe agilarea gi se adauga rapid 100ml apa distilatd. Se aranjeazi clectrodul mixl
in masa de reaclie, deasupra cdreia se suspenda o biuretd cu solujie apoasd de NaOll IN,
pentru ajustarza pH-ului. La solujia agitatd se adaugd 15mg a-chimotripsind dizolvald in
2ml apa distilati (eprubeta in care a fost solufia de enzima se spald rapid cu 2ml apa distilatd
care se adaugi de asemenea la amestecul de reaclie).

Pentru varianta cu enzim3 imobilizatd, se adaugi reticulatul depus objinut din 20mg
a-~chimotripsind.

Se controleazi pH-ul masei de reaciie in pertnanenjd, menjinandu-l la valoarea 7, prin
titrare cu NaOH 1IN (Atenjie! Nu se va adduga dintr-o datd o cantitale mare de NaOll,
deoarece la pI1>8,5 enzima se denatureazd).

Dupid 2 ore se stopeazd reacjia prin ajustarea pH-ului la 12, dupd care s¢ aduce la
pH=6 cu [1CI conc.

Amestecul de reaclie se evapord la un volum de aprox. 20ml (la trompd, pe baic de apd
sau in curent de are cald). Reziduul obfinut se pastreaza peste noapte in frigider la 0°C, dupd
care se filtreazi la presiune redusd, cristalele de ester metilic al D Tyr (35).

Atentie! Se pastreaza {iltratul apos, care congine L-Tyr (34).

Cristalele de ester metilic al D Tyr se spald pe pélnia Biichner cu pujind api rece,
filtratul apos reunindu-se cu primul. Esterul metilic al D Tyr se usucd in aer, dupd carce se
recristalizeaza din heptan-acetat de etil 1:1 (v/v).

Filtratele apoase reunile se extrag de doud ori cu cate 15ml eter etilic. Din cxtractele
eterice reunite se mai obfine dupa evaporare o cantilate micd de ester melilic al D-Tyr.

Faza apoasd r3masd dupi separarea esterului metilic al D-Tyr se aciduleaza cu [l
conc. la pH=1 si se riceste puternic pe o baie de gheala.

In caz ci L-Tyr nu cristalizeaz, se evapor solujia apoasd la 1/3 din volumul wjial gi
s¢ riceste puternic.

L-Tirozina cristalizatd sec filtreaz3 la presiune redusd, se spald cu pujind apa rece i se
usuca in acr. Sc poalce recristaliza dintr-o cantitate minima de api distilata.

[a]}y =103 +1° (2% in HC1 5N).

Obscrvatic: Experienfa poate {i consideratd incheiatd dupd obfinerca /-Tyvr 31 a
csterulun metilic al N-Tyr.

sterul -Tyr s¢ poate supune saponificrii prin fierbere cu HCIH 20%, timp de 5 ore.

Pentra D-Tyr: [a])) = +10£05° (2% in 11CT 5N).
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111.1.3.Scindarea D, L-fenilalaninei

I'sterii D, L-fenilalaninet nu pot [i scinaap direct prin saponificare cnantiospecificd in
mediu apos cu chimotripsina din pancreasul de pore, deoarcee n aceste condijii esterii 1)-
Phe rezultali ca produsi secundari sunt inhibitort puternici ai enzimei.

De aceea, a-chimotripsina este utilizatd in fazd apoasd, doar pentru hidroliza
enantiospecificd a esterilor N-acilafi ai 1), L-Phe.

In schimb, intr-un sistem bifazic apad-solvent organic ncmiscibil cu apa exista
posibilitatca obtinerii cu randament inalt a L-Phe din esterul metilic al ), L-Phe, deoarcce
esterul [)-Phe rezullat din reactie trece in faza organicd, cvitandu-se astfcl contactul cu
enzima st deci inhibarea acesteia.

In ccle ce urmeaza va fi descrisa scindarea D, [-Phe in mediu apos.

Sc¢ foloseste ca substrat esterul metilic al N-acctil- D, L-fenilalaninei (36). Licuajia de
bilun} pentru scindarea enzimatica a acestui racemic ceste urmatoarea:

Colls-CHy-CH-COOCIH, —7-';”'““‘“0‘“ $I08 o (4 Hs-Clly~ . o
\ 3
NHCOCL, | H

H-O NHCOCT]
DL (36) 2 L 3D
solubil in apa
n (‘6115-CH2\C—’COOCH3 insolubil in clorurd de metilen
[ ~H
NHCOCH,;
D (38)

insolubil in apd
solubil 1n cloruré de metilen

1°Sinteza esterului metilic al N-acetil-D,L-fenilalaninei (36)
Metoda A
Aceasld metodd constd in N-acetilarea D,L-Phe si esterificarea ulterioard a D,/[-Phe
N-acetilate.
a)Acetilarca D, L-fenilalaninei

Materiale necesare:

- D.L-Phe 5g;
-NaOH IN;
-anhidrida acetica 3,1g (30,2 mmoli) - 1,72ml;
-1ICI conc.
Mod de lucru:

Intru-n Nacon Lrlenmeyer de 100ml se dizolva 5g 1), 1-Phe in 6 Iml NaOIl IN.
Se¢ adaugd rapid 1,72ml anhidridd acetica, se astupd Naconul cu un dop §i se agila
viguros timp de 10 min. la temperatura camerei.
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Rezuld un amestee limpede, care se aciduleaza cu HCl cone. (in prezenfa de rosu de
Congo), se riceste intr-o baie de gheald si se filtreazd cristalele de N-acetil-D, L-femlalaning
pe o palnie Biichner, la presiune redusd. Se spald cu putind apa ricitd pe gheald. Dacd csie
necesar, se recristalizeaza dintr-un volum minim de apd distilata.

P.t.=151-153°C.

b)Esterilicarea N-acetil-D, L-fenilalaninei [obtinerea compusului (36)]

Materiale necesare:

-N-acetil D,L-Phe 4g (19mmoli);

-metanol absolut 30ml;

-S0Cl, 2,26g (19mmoli) — aprox. 1,4ml;
-dicloretan 35ml;

-Na,CQO, 5%;

-NaCl;

-Na,SO, (MgSO0,) anh.;
-cter de petrol sau hexan;
-heptan;

-acetat de etil.

Mod de lucru:

intr-un flacon Erlenmeyer cu dop rodat se dizolva 4g N-acetil D,L-Phe in 30ml
metanol absolut §i se adaugd o cantitate echimoleculara (1,4ml) SOCI,. Se astupa flaconul gi
se¢ lasd sd stea cateva ore la temperatura camerei, sub agitare ocazionala.

Dupa scurgerea timpului de reacjie se evapora metanolul pe baie de ap4, iar reziduul se
dizolvd in 35ml dicloretan. Solujia organicd se spald alternativ cu Na,CO; 5% yi solujie
salind (NaCl 20-25%), pana ce solufia salind de spalare prezinti reacjie neutrd (pe indicator
universal de pH). Faza organica se separd, se usucd timp de cateva ore pe MgSO, anh. sau
Na,SO, anh,, se filtreazi, $i se evapori la sec, pe baie de apa.

Reziduul, la inceput sub forma unui ulei, cristalizeaza prin agitare §i racire energica pe
un amestec ricitor (gheajd si NaCl). In caz ci nu se produce cristalizarea, se adauga pujin
hexan sau eter de petrol §i se agitd viguros cu o baghetd, menjinandu-se pe amestecul
racitor.

Cristalele objinute, de ester metilic al N-acetil D,L-Phe, se separd prin filtrare la
presiunc redusd §i se pot recristaliza intr-un amestec de heptan-acetat de etil (1:1 v/v).

P.t.=64,5-66°C.

Metoda I3
Acest procedeu inverseazd ctapele de oblinere a substratului (36), comparativ cu

metoda A.
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a)listerificarca ), L-fenilalaninei

Materiale necesare:

-D,L-Phe 5¢g (30,2 mmoli);
-metanol anhidru 30ml;
-SOCl, 3,6g (30,2 mmoli) — 2,2ml;
-cter ctilic.
Mod de lucru:

Intr-un flacon Erlenmeyer de 50ml se iritroduc 5g D.L-Phe, peste care se adaugd 30ml
metanol anhidru. '

Se riceste amestecul, sub agitare, intr-o baie de ricire, pand la 0°C. La suspensia astfel
formatd se adaugd, sub agitare, un echivalent molar de SOCI, (2,2ml), menfinand
lemepratura amestecului de reacie in jur de 0°C. Dupa terminarea ad3ugdrii, se scoale vasul
din baia de ricire §i se lasd s# se definitiveze reacfia la temperatura camerei, cu agitare
ocazionald.

Reaclia este completd alunci cand amestecul devine omogen. Se evapord metanolul pe
baic de apé, se rdceste reziduul uleios, la care se adaugd pujin eter etilic. Se agitd puternic
sub ricire energicd, pentru inifierea cristalizarii.

Produsul de reacjie cristalin se separd prin filtrare la tromp3. Rezulld clorhidratul
esterului metilic al D, L-Phe, cu p.t.=157,5-158,5°C (randament = 85%).

b)Acelilarea esterului metilic al D L-fenilalaninei [oblinerea substratului (36)}

Materiale necesare:
~clorhidrat al esterului metilic al D,L-Phe;
-benzen;
-trictilamin;
~-clorurd de acetil;
-heptan;
-acclat de eil;
-¢ter de petrol.

Mod de lucru:

Intr-un vas Erlenmeyer se introduce clorhidratul esterului metilic al 1), L-Phe objinut la
punctul a), peste care se adaugd 25-30ml benzen §i un echivalent molar de trietilamina.
Suspensia fornatd se agitd timp de 15 min. Se ricegte amestecul la 0°C, se mai adaugi inca
i echivalent de trictilamind gi apoi 1,1 echivalenii molari de clorurd de acetil.

Dupd addugare, se lasd amestecul sa revind la temperatura camerei, apoi sc filireaza la
presiune redusd pentru indepartarea clorhidratului solid al trietilaminer. Filtratul se cvapora
lu see, pe baia de apa.
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Se obfine un produs uleios, care cristalizeaza prin rdcire puternica (§i, eventual, prin
adiugare de pulin eter de petrol). Se filireaza esterul metilic al N-acetil-D,L-Phe, la presiune
redusi. Se poale recristaliza din heptan-acetat de etil (1:1 v/v).

P.t.=64,5-66°C.

2°Hidroliza enzimatici enantiospecifica a esterului metilic al N-acetil D.I-
fenilalaninei (36)
Material» si aparaturd necesare:
-pH-metru cu electrod mixt, standardizat cu un tampon cu pH=7;
-biureld pentru titrare, cu NaOH IN;

-ester metilic al N-acetil D,L-Phe 4,42¢g (20 mmoli);
-metanol 15ml;
-a-chimotripsind 15mg sau echivalentul in a-chimotripsina

imobilizata (objinut prin reticularea a 20mg chimotripsind);
-NaOH IN;
-HCI conc.;
-heptan;
-acetat de etil;
-clorurd de meltilen;
-Na,S0, anh.
Mod de lucru:
intr-un pahar Berzelius de 250ml, previzut cu agilator magnetic, se introduce o solujic
formata din 4,42g ester metilic al N-acetil D,L-Phe in 15ml metanol. Se incepe agitarea i sc
adauga rapid 100ml api distilatd. Se aranjeazi electrodul mixt in masa de reacfie deasupra
careia se suspendd biureta cu NaOH 1IN, pentru o titrare de pH. La solujia metanolici
agilatd se adauga o solujie objinutd din 15mg a-chimotripsind in 2ml apd. Se spald rapid
eprubeta in care a fost solufia de enzima cu 2ml apa distilat3, care se adauga de asemenca la
ameslecul de reactie. Dacd se lucreazd cu enzima imobilizatd, se folseste aductul objinut
prin rcticularea a 20mg a-chimotripsind (pag.53), imobilizatul (filtrat in prealabil),
addugandu-sc sub agitarc la solufia substratului. Se controleazd in permanen|d pli-ul
amestecului de reacjie, menfinandu-se la valoarea 7, prin ajustare cu mici cantilali de
NaOIl IN.
Durata reacfiei este de doud ore, in urma sa rezultand un amestec din produsii (37) §i
(38). Dupd (crminarcea reaclici, se¢ aduce ptl-ul la 12 cu NaOI1 IN i apoi se ajusteaza la 6
cu HCT cone., adaugat in picaturi.
Amestecul de reacgie rezultat se evapord fa un volum final de 15-20ml (la trompa, pe

bare de apil sau in curent de acer cald).
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Reziduul sc lasi peste noapte la 0°C, dupd care se filtrcaza cristalele de ester metilic al
N-acelil-D-Phe (38), care sc spald pe palnia Biichner cu pufind apd. Esterul metilic al
N-acctil-D-Phe (38) se usucd in aer. P.t.=73-75°C.

Se recristalizeaza din heplan-acetat de etil (1:1 v/v), ridicindu-se punctul de topire la

88-89°C. [0(]25 =-16° (4% in etanol). Dupi a doua recristalizarea se imbunatajesc atat p.L.

(90-91°C) cat si [a]5 =-18,5°.

Filtratele apoase reunile, care conjin N-acetil-L-Phe (37) se extrag de doud ori cu céte
15ml ClL,Cl,. Extractele organice reunite se spald cu pufind apd (nu se aruncd fazele
apoase!) si se usucl pe Na,SO, anh. Dupd evaporarea pe baie de apd la sec a fazei organice,
se mai separd o mica cantitate de compus (38) (ester metilic al N-acetil-1)-Phe).

Fazele apoase rezullate de la filtrarea, extracjia §i spdlarea compusului (38) se reunesc
si s¢ aciduleazd cu HCl conc. la pH=1. Se rdcesle putemnic pe o baie de gheald, cand
precipitd compusul (37) (N-acetil-L-Phe). Dacd nu are loc cristalizarea, se concentreazi faza
apoasd acidulat3 la 1/2-1/3 din volum i se rdceste puternic.

Se filtreazi precipitatul de N-acetil-L-Phe, se spald pe palnia Buchner cu pufind api
rdcitd cu gheaid §i se usucd in aer. P.T.=170-172°C.

Dupd o primd recristalizare dintr-o cantitate minimd de apd, p.t.=174-175°C, iar
[«]}) =+40° (4% in etanol). Dup4 a doua recristalizare: [a]5 = +47°.

Observalii:

-Experienga poate fi considerata terminatd in acest moment.

-Pentru a se obline D §i_L Phe, se refluxeazi compusii (37) si (38) cu HCl 20%, timp
de 5 ore.

D-Phe: se recristalizeaza din apé.

[y =+335+0,5° (2% in apa)

L-Phe: se recristalizeaza din apa.

[]p) = -3241° (2% in apa)

111.2.0btinerea acidului 6-aminopenicilanic
Acidul  6-aminopenicilanic (6-APA) este un intermediar prejios in semisinteza
penicilinelor §i a cefalosporinelor. El se poale objine prin hidroliza enzimaticd a

penicilinelor de fermentatie.

Pentru aceasta, ca substrat s¢ poate folosi penicilina V (39):

L03.
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S \
. . . CH
Cyl15-O-Cl1,-CO-NII-Cl l‘( ISCH; a-chimotripsind
(yé—N COOH ;

(39) H,0
Penicilina V

S 1
HQN-CH{ o ‘
. ] T+ Cgls-0-ClH-COOH

o=t—N COOH (41)
6-APA (40)

Materiale si aparaturd necesare:
-TRIS (trihidroximetilen-metilamin&) 2,4g;
-CaCly;
-HCI IN;
-¢tanol;
-sare dv potasiu a penicilinei V 5¢ (0,013 moli);
-chimotripsind A 10mg (sau echivalentul sau in
chimotripsind imobilizala, objinut prin reticularea a ]4mg enzimai),
- -eter etilic;
-Na,SO, anh ;
-pH-metru cu electrod mixt standardizat.

Mod de lucru:

2,4g TRIS se aduc la 150ml cu ap# distilatd §i se introduc intr-un vas de rcacfie,
previzut cu agitarc magneticd. Pentru aclivare, se adaugd 55ml solujie de CaCl, 5%. Se
incepe agitarea (magnetic3 ) §i se ajusteazd pH-ul amestecului la 8,1 cu HCI IN, in prezenja
unui electrod mixt legat de un pH-metru.

Din aceastd solujie tamponatd se refin 150ml, la care se adaugd 5g sare de potasiu a
penicilinei V.

Solutia substratului in tampon se¢ plaseazd apoi intr-un flacon prevdzut cu agitator
mecanic §i clectrod mixt de pH introdus in masa de reacjie. Se adauga, sub agitare, 10mg
chimotripsind A (sau echivalentul in enzima retieulatd) si se termostateazi la 37°C.. Reacjia
dureazi 2 ore la aceastd temperaturd.

Dupd scurgerea timpului indicat, reaciia se stopeaza prin denaturarea enzimei cu 3-4ml
ctanol, iar plI-ul amestecului se ajusteaza cu HCI IN la 7. Precipits 6-APA (40).

Pentru indepdrtarea resturilor de acid [enoxiacetic (41) s¢ dizolvd 6-APA brut intr-o
cantitatc minma de cter etile §i se spald intr-o palnic de separare cu cateva porfiuni de apa
distilatd. Sc separd stratul organic g1 s¢ usuca pe Na,SO, anh.

Dupd uscare, se liltreazd solupa ctericd gi se lolilizeazd la presiune redusd, intr-un
cvaporalor rotativ. Se obfin aprox. 2,7g 6-APA, cu p.0.=208°C.,
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111.3.1z0larea inhibitorului natural al tripsinei prin cromatografic afina

Inhibitorul natural al tripsinei se izoleazd din extract de cartofi, folosind ca suporl alin
(faz stajionard) tripsina imobilizatd.

Mectoda este selectiva, eficientd, rapidd §i simpld §i se bazcazd pc specilicilalea
interacliilor biomoleculare, fiind un exemplu de izolare a unei substanie biologic active cu

enzime imobilizate.

111.3.1.0btinerea extractului de cartofi cu confinut in inhibitor al tripsinei

Tuberculii de cartofi conjin inhibitori ai unor proteaze implicate in metabolismul
proteic ca: a-chimotripsina, tripsina, carboxipeptidazele A gi B. Acesti inhibitori protejeaza
tuberculii fajd de atacul microorganismelor §i fungilor.

Extractul brut de inhibitor proteic din cartofi este deci un amestec, din care se pot izola
componentele prin cromatografie afind (utilizdnd ca liganzi enzimele specifice).

Materiale si aparaturd necesare:

-tuberculi de cartofi 1200g;
-ditionit de sodiu-solujie 0,7%;
-HCI 6N;

-omogenizator Potter;

-(NH,),S0,.

Mod de lucru:

1200g tuberculi de cartofi spalaji se marunjesc §i se umecteazi cu o solutie de ditionat
de sodiu 0,7%. Amestecul se omogenizeazd cu ditionat intr-un omogenizator de tip Potter.
Omogenizatul objinut se filtreaza la trompa §i se preseazd pe palnia Biichner cu ajutorul
unui dop de sticla.

Filtratul s¢ aduce la pH=3,0 cu ajutorul unei solujii apoase de HCl 6N. Amestecul
acidulat se centrifugheazi la 4000 rpm, timp de 30 min.

Pentru purificarea parfiald a extractului, s¢ decantcaza supernatantul limpede §i se
plascazd pe o baie de gheajd, dup care se satureaza prin addugare de (NH,),S0,, pani la o
saturafie de 70%. Se agitd timp de o ord, dupi care se separd precipitatul prin centrifugare la
4000rpm, timp de 30 min. §i se filtreaza la trompa. Precipitatul se spald pe palnia Biichner
cu o solujic de (NIH,),SO, 70%, pentru indepartarca completd a ditionitului. Precipitatul
astfel spalat se dizolvd in 100ml apa distilat, sub agitare timp de o ori.

Solugia cste supusd unui tratament termic la 80°C timp de 5 mun., pentru precipitarea
proteinclor, dupd care se filtreazi pe palnia Biichner.

Rezulid un filtrat limpede care conjine inhibitor de tripsina.
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Biocatalizatori imobilizafi in sinteza unor substang b a1

111.3.2.1z0larca inhibitorului tripsinei prin cromatografie afina

Cromatografia alind, o vanantd a cromatografici se adsorbjie, se bazeazd pe accloy
principiu genceral: purificarea sau extraclia unei substanfe dintr-o solujic se lace pnn
interacjiile specilice, reversibile, dintre [aza stajionard (adsorbentul) gi substanfele de izoba
sau de purificat. [‘tapa urmatoare constd in elujia (desorbjia) compusilor rejinuji specthic pe
(aza stajionard.

Faza stapionard (adsorbentul) cste formatd in cazul cromatograliei afine cu cnzin
imobilizate dintr-un suport poros pe care a fost imobilizatd in prealabil enzima (Ligandul
propriu-zis).

Enzimele se leagd de suport prin legduri covalente, de obicei la capdtul unui “spacer”
pentru a se evita eleclele sterice g1 electrostatice nedorite, care pot impiedica diluzia
substratului sau inhibitorului specilic la centri activi ai biocatalizatorului. fn esena. clapele
cromatograliei aline pot fi schematizate in figura nr.13.

Figura nr.13

Ftapele cromatografiei afine

“epacer” Q (f-. ",
o~

lizand O )
SUport Q g/ \]

) /

- WV
Faza ataticnara
cadearbent

Fefenerare spalare

%/\N\N + O eluare %’\N\/’O

In acest mod, trecand un amestee conjinand diverse proteine printr-o coloana umpluta
cu un adsorhent specific doar uneia dintre ele, aceasta va (i refinutd, in timp de restel
proteinclor gi alte substanje din amestecul respectiv se indepdrtecazd din coloana piin
spalarc.

Ca suporturi se poate folosi o gama largd de substanje  organice (poh. ahatide
poliactilamidd.  polihidroximet)acrilaji cte.)  sau anorganice  (sticld,  ccramwed i)
preactivate in prealabil prin fixarca pe suprafaja lor o unor grupe reactive, capatale de a
torma fegdturt covalente cu grupele libere din moleeulcl: enzimelor,

Q0
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Biocatalizatori imobilizaff in sinteza unor substanfe bioactive

Suporturile trebuic sd fie poroase, rigide, uniforme c¢a dimensiuni, de forma sfericd
(perlatd), neflexibile (pentru evitarea compactdrii in coloand) gi inerte chimic in conditiile in
care s¢ utilizeaza.

Materiale §i aparaturd necesare:

-gel enzimatic perlat, conjinand 4,8mg tripsind/ml gel 1,5ml;
-tampon TRIS-HCI 0,2M, pH=7.8;

-extract de cartofi;

-KC1 0,5M in HCI 0,1N;

-NaOIH 1N;

~(NI1,),50,;

-pli-metru cu electrod mixt standardizat.

Mod de lucru:

15ml gel enzimatic perlat, conjindnd 4,8mg tripsind/ml gel se suspendd prin agitare
intr-o soluji tampon TRIS-HCl 0,2M, pH=7,8, dupd carc se incarcd intr-o coloani
cromatografica (patul de gel 1,4x10c¢m).

in coloan se introduc 6ml extract de cartofi (cu concentrajie proteica 12,5mg/ml, carc
conjine inhibitorul natural al tripsinei (vezi observagie).

in continuare, pe la partea superioari a coloanei se aplici tamponul (TRIS-I1Cl 0,2M,
p1=7,8), pani la indepértarea tuturor componentelor din extractul de cartofi nerejinute pe
coloana (lipsa extincgiei la 280nm). Dupé spalare, se aplicd eluentul format dintr-o solujie
de KCI 0,5M in HCI 0,1N, care deplaseaza inhibitorul de pe suportul afin. Se recolteazi
probe de cate 3ml, care se citesc la 280nm, trasand un grafic al D.O. in funcjie de numarul
fracpitlor (1, 2, 3 .... etc.). Fracfiunile proteice acide se neutralizeazd cu NaOIH 0,IN la
pl1=7 (prin titrare cu ajutorul unui pH-metru).

Dupid neutralizare, in fracfiunile culese s¢ determind activilatea inhibitorului asupra
tripsinel, dupd metoda descrisa in continuare.

in general, Smg inhibitor eluat din coloana cromatografica corespunde unei capacitili
de legare a adsorbentului de 0,33mg inhibitor/ml gel.

Obscrvatie: Pentru cregterea concentrajiei proteice in extractul de cartoli supus
cromatogralici afine, acesta se trateazd in prealabil cu sulfat de amoniu 80%, proteinele
precipitate i separate prin centrifugare reluandu-se cu un volum minim de tampon TRIS-
el

111.3.3.Determinarea activitatil inhibitorului tripsinei izolat prin cromatografic
afina
Pentru evaluarca acliunii inbibitorului cluat din coloana cromatogralicd, se determing
activitatea tnipsinel folosind ca substrat cazeina, in absenja i prezenja inhibitorului. Se
[olosese cate 0,5ml gel depus de tripsind imobilizatd pentru ficcare determinare.
_l)7_
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Se lucreazd cu fracjiunile cluate din coloand, plus o probd in care se va lucra in absengs
inhibitorului. Se iau in fucru cate 0,1ml! din fiecare [racjie cluald.

Materiale necesare:

-fracjiunile cluate pe coloand;
-tripsind;

-tampon TRIS-HC1 0,2M, pH=7.8;
-CCLCOOH 5%;

-cazcind.

Mod de lucru:

Se iau, in eprubete diferite. cate 0,1ml din fracfiunile eluate pe coloand, plus o
eprubeld in care se va lucra in absenta inhibitorului.

in ficcare dintre ele se introduc cate 0,1ml solufie tripsind 0,05% in tampon TRIS 1|
0,2M, ptI=7,8. Probele se incubeazi 30 min. la 37°C, dupd care reacfia este stopata
adiugand in fiecare dintre ele cate 3ml solugie 5% de CCl;COOH.

Dupi 25-30 min. se filtreazd cazeina nedigerald. in filtratele care confin proteincle
digerate se face determinarea colorimetricd conform modului descris anterior (pag 05)
Aclivitatea enzimaticd se va exprima in umoli tirozind/min./mg proteind.

Aclivitatea inhibiloare se exprima in unitd{i de inhibijie/ml probd (Ul/ml); unitate: de
inhibifie este cantitatea de inhibitor care produce scdderea activitdfii enzimatice cu lpunol
tirozin&/min. U.L. se exprima prin relatia:

Ul.=A B,Iincare:

A= activitatea proteoliticd a tripsinei in proba fard inhibitor,

B= activilatea tripsinei in fracjiunile eluate din coloani (in prezenta inhibitorului).

Se va trasa pentru probele cu inhibitor o curbd a variajiei U.IL. in functie de numdarul
probei.

111.4.Dozarea activitatii unor enzime cu ajutorul substratelor cromogenc
Substratele cromogene specifice sunt utilizate pe scard largd pentru determinarca

acuivitdjii unor enzime, metodele de dozare fiind accesibile, rapide. sensibile $1 uyor
reproductibile.

Un substrat cromogen se objine in general prin imobilizarea unui colorant o1ganic
(azoic, antrachinonic, triazinic ete.) pe un suport macromolecular msolubil (ccluloza,
amidon, colagen, clastind, cazeind cte.). lmobilizatul astfel obfinut se hidrolizeaszd cu o
enzima specilicd suportului (celuloza, amilaza, colagenaza, elastazd ete ). In urma scindanii
enzimatice are loe eliberarca in soluie a colorantului, care poate i dozat spectuototometiic,

estimandu-se astlel achivitatea biocataliticd a enzimet.

0N
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Biocatalizatori imobilizafi in sinteza unor substanfe bioactive

Legdturile stabilite intre suport $i colorant pot i covalente sau necovalente, ca $i
legdturi mixte, mecanismul formdrii acestora neliind complet elucidat. Se pare cd o mare
parte a colorantului este rejinutd prin adsorbiic.

Metodele utilizate pentru dozarea enzimelor cu ajutorul substratelor cromogene
cuprind in general mai mulie elape:

-objinerea substratului cromogen in urma fixarii colorantului pe suport;

-incubarea substratului cromogen cu solujia enzimei, un anumit timp, la o anumita
temperaturd; are loc scindarea substratului cu formarea unor fragmente colorate, solubile;

-indepértarea din mediul de reactie, prin filtrare sau centrifugare, a substratului
nedigerat gi a fragmentelor insolubile;

-colorimetrarea supernatantului la o lungime de undd corespunzitoare absorbtiei
maxime a colorantului respectiv;

-transformarea absorbanjelor in unit#fi industriale de exprimare a activitilii catalitice a
enzimei.

Substratul cromogen poate fi utilizat in sistem “batch” (vas cu agitare) sau intr-o

coloand cu pat compact.

Delerminarea activitdtii enzimatice a a-amilazei

Ca substrat cromogen specific se utilizeazd amidonul granulat, reticulat cu
epiclorhidrind (pag.6), activat cu p-benzochinond (pag.21) si cuplat cu un colorant reactiv.

In tabelul nr.13 sunt indicafi cijiva coloran{i utilizafi pentru objinerea acestor
substrate, ca gi absorbiiile lor caracteristice din spectrele electronice.
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Tabelul nr.13
Coloran{i reactivi utilizafi pentru obfinerea substratelor cromogene

specifice a-amilazei

Nr.

ort Tipuri de coloranti Structura coloranjilor Ayax (MIN)
0 i 2 3.
I | Coloranti triazinici
X
N
PN
-Rosu B 5A 1 NH‘ i“ N _@ 560
SO;Na SO;Na
Cl
N@q
-Rogu M 3A H H QH N=N—© 530
Q.
soxa " ’
Cl
N@N
SO, N
-Rogu MB ({\ on Sy 540
00|
SO,Na O,Na
Cl
N@i
OH
-Violet M 3R d N o NzN—@ 550
Q.
soxa " G,
Il | Coloranti antrachinonici -
NH,
-Aminoantrachinon
O NIl
SO Na

-Acid bromaminic

Br
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Biocatalizatori imobilizafi in sinteza wunor substanfe bioactive

Substratele cromogene objinute pe aceastd cale sunt stabile si pot fi utihzate atat in

coloane ¢at si in sistemul “batch”.

111.4.1.Metoda generala de obtinere a substratelor cromogene pentru dozarea
a-amilazei
Se folosegte amidon granulat, reticulat cu epiclorhidrind gi activat cu p-benzochinona,
care s¢ amestecd cu o cantitale corespunzitoare de tampon fosfat 0,1M, pl1=8, in care a fost
dizolval colorantul. Se agitd la temperatura camerei, 12-15 ore, dupd care se filtreazd pe
palnia Bichner pentru indepértarea colorantului nerefinut. Dupd spilarea cu apd a
substratului cromogen (pand cand apa de spdlare rdmaéne incolord), se spald cu pujind
acetond, pentru indepdrtarea apei. Se usucd in aer.
Materiale necesare:
-amidon reticulat cu epiclorhidrind si activat cu p-benzochinond  1g;
-solutie 1% de uree in Na,CO; 1%;
-colorant (tabelul nr. 13) 0,4g;
-acetond.
Mod de lucru:
intr-un pahar Berzelius de 100ml se introduce un amestec format din 1g amidon
reticulat §i activat 1 30ml solujie de uree 1% in Na,CO, 1%, care se agitd Limp de 5 min. pe
baia de apd la 75-80°C. La acest amestec se adaugd sub agitare 0,4g colorant. Se continui
agilarca incd o ord la 75-80°C si apoi 15-20 min. la 100°C.
Amestecul de reacjie se riceste i se filtreaza substratul cromogen rezultat pe o palnie
I3tichner, la presiune redus3. Sc spald pe palnie cu apa distilald pentru indepirtarea totald a
colorantului nerejinut §i apoi cu pufind acetond. Se usucl in aer.

111.4.2.Determinarca activitatii enzimatice u a-amilazei
Pentru estimarea activitdjii enzimatice a a-amilazei fajd de substratele cromogene

objinute pe baza coloraniilor specificali in tabelul nr.13, se folosesc doud metode:

-mctoda colorimetrics, bazatd pe misurarea extincjiei colorantului trecut in solujie
in urma scindarii amidonului;

-metoda gel-difuzici radiale, carc se bazcazd pe acelagi principiu, masurandu-se
razele zonclor de difuzice ale colorantului intr-un gel de agaroza sau de alcool polivinilic
(PVA).

BIp
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111.4.2.1.Mctoda colorimetrica

A.Scindarea substratelor cromogene cu g-amilaza

Mauateriale necesare:
-substral cromogen-uscal;
-a-amilazi;
-tampon [os[at 0,05mM, pIH=6,9;
-1 0,5M;
-NaOl1l 0,5N.
Mod de lucru:
1°Pentru substratele de coloranli antrachinonict

Se amestecd in cateva eprubete cite 75mg substrat cromogen cu Smi tampon {os!al
0,05mM, pH=6.9, pentru gonflare. Dupa gonflare, se adaugd in fiecare eprubetd cate hut
solujie de a-amilazid de diverse concentralii (0,05-0,20mg/ml).

Se incubeazid amestecurile timp de 15 min. la 37°C, dupd care se stopeaza reacila
adaugand in fiecare eprubetd cate 1ml HCI 0,5M. Se centrilugheazd amestecurile de reaciic
5 min. la turajie joasad (2000g), iar supernatantul se colorimetreazd fajd de apd distilata la
lungimea de undi corespunzatoare colorantului utilizat la objinerea substratului cromogen.

Se traseazd o curbd a variajici D.O./min in funcjie de concentrajia a-amilazei utilizate
in probele inijiale (mg/ml).

2°Pentru substrate pe bazd de colorani triazinici

Se lucreazi in paralel cu mai multe eprubete, ca la punctul 1°, folosind diverse
concentralii ale solujiei de a-amilazd, cuprinse intre 0,25 si Img/ml; pentru stoparea reaciic
se introduc in fiecare probd cate 2ml NaO1l 0,5N.

Dupd centrifugare, se colorimetreaz supernatantele la A corespunzitoare maxunului
de absorbgie al colorantului utilizat pentru objinerea substratului cromogen (tabelul nr.13).
Se trascaza curba dependeniei [D.0. de concentrajia enzimei din probele studiate.

3°Translormarea in unitali intermationale (U.L.) a activitiitit a-amilazei

Sc utilizeazd o metodd de determinare a activitdfii a-amilazice fajd de amidon,
trasndu-sc cate o curbd a dependeniei D.O. fata de diferitele concentratii de enzima luala in
proba. Pentru a se putea lace o comparajic cal mai precisa, se vor folosi aceleagi concentrafii
de enzimd ca gi cele luate in lucru pentru substratele cromogence.

Dintre metodele indicate in literaturd, am ales metoda Hostettler i colab.

Principiul metodei:

Sub acfiunca hidrolazicd a a-amilazer, amidonul este scindat in fragimente ma nne
(ohigozahanide reducitoare): prezenja grupelor semiacetahice libere dinaceste ragimente se

evidenpazi cureactival cu actd 3.5-dintrosalicihie

-0
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Materiale necesare:

Itampon acid acctic-acetat de sodiu 0,016mM, plI=6 in NaCl mM;
2)solutic de amidon 1% in tamponul 1);

3)reactiv cu acid 3,5-dinitrosalicilic (pag.35);

4)solujii de a-amilaza.

Sc lucreazd cu solufii apoase de a-amilazd avand concentragiile identice cu cele
utilizate in cazul substratelor cromogene §i anume:

-pentru substratele pe baza de coloran{i antrachinonici — cu solufii de enzima cu
concentralii cuprinse intre 0,05-0,20mg/ml;

-pentru substratele pe baz3 de coloranii triazinici — cu solufii de enzimd de concentrajii
cuprinse intre 0,25-1mg/ml.

Mod de lucru general:

Se amestecd 1ml soluie tampon 1) cu Iml solugie substrat 2) si 1ml solujie enzimd in
apa distilati. Se incubd proba timp de 10 min. la 25°C, apoi se stopeazd reacijia cu 2ml
reactiv 3) cu acid dinitrosalicilic (DNS). Se incuba din nou, 5 min., pe baia de apd la
fierbere. Proba se riceste §i se aduce la un volum final de 20ml cu apd distilata.
Determinirile se fac in paralel cu o probd martor (pentru momentul zero) preparatd ca §i
proba de analizat, in care solufia de enzimi se introduce dupd reactivul DNS.

Se colorimetreaza martorul §i proba de analizat, faji de apa distilata, la 546nm. Daci
diferenja D.O. proba - D.O. martor este peste 1,5, se dilueazi solujia de enzima.

Se traseazi curba dependentei D.O. de concentratiile de enzima luate in probe.

Se determin3 AD.O. faja de curbele corespunzitoare, obfinute cu ajutorul substratului
cromogen. Activitatea enzimatic se va exprima prin relafia:

AE.=y-AD.O. min~'-mi~!, in care:

x= coeficientul de corecjie pentru substratul cromogen utilizat (tabel nr.14);

AD.O./min= diferenja dintre extincjiile rezultate pentru fiecare substrat cromogen §i

pentru (iccare concentrajic de enzimi faji de metoda Hostettler de determinare a

aclivilajii g-amilazei, pentru aceleagi concentrafii de enzima.

Tabelul nr.14

Valori ale coeficienfilor de corecfie . pentru diverse substrate cromogene de amidon

Nr. crt. | Substrat cromogen pe baza colorantului %
1 Galben auriu M 2R 9,30
2 Albastru MV 38,00
3 Violet M 3R 50,00
4 Rogu MB o - 5036
5 |RosuM3A ' ‘ ' 66.60
6 |RosuBsSA - 200,00 o
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111.4.2.2.Determinarea activitatii a-amilazei prin metoda gel-difuzici radiale

Principiul metodei constd in difuzia colorantului eliberat intr-un gel de agaroza sau de
PVA, in urma scindarii substratului cromogen cu @-amilaza. Se milsoara razele zonelor de
difuzie, care depind de cantitatea de enzima luatd in proba.

Materiale necesare:

-agar 1% (in apa distilata) 100ml;
-substrat cromogen lg;
-a-amilazi: solutii apoase de concentrafii cuprinse intre:
-0,05-0,20mg/ml pentru colorantii antrachinonici;
-0,25-1mg/ml pentru coloraniii triazinici §i pentru amidonul necolorat;
-placi de sticld (8x8 cm);
-micropipete;
-solujie de iod 0,1N (Lugol).

Mod de lucru:

La 100ml solutie de agar 1% sau de PVA 1,5% incilzitd pe baia dc apd la 60-70°C s¢
adaugi lg substrat cromogen in stare [in pulverizald g1 s¢ omogenizeazd cu o bughetd.
Amestecul omogen se intinde pe plédci de sticld de 8x8 c¢m, binc degresate gi spalate in
prealabil. Pe fiecare placi se toarnd aprox. 20ml amesice, astlel incat la rdcire si rezulic un
strat de gel de aprox. 3mm grosime. In centrul fiecarei placi se practicd un godeu cu @
aprox.3,5mm, in carc se pipeteazd 30ul solujic de a-amilazd de concentrajia
corespunzdloare. Se lasd si decurgd difuzia in atmosferd umedd, la temperatura camerei,
timp de 20 ore.

Se citegte diametrul zonei de difuzie (in mm).

Pentru construirea unei curbe etalon se procedeazda in acelagi mod, [olosind
concentrafii de a-amilazi cuprinse intre 0,03-lmg/ml. Sc¢ trascazd o curbd a variafier
diametrului zonei de difuzie (in mm) in funclie de log concentrajici de a-amilaza (in
mg/ml).

Pentru vizualizarea zonelor de difuzie se folosegte o solujie Lugol, in care se sculunda
plécile uscate.

Solufia Lugol (de iod in iodurd de potasiu) se prepard asfel: in 100ml apa se dizolvd
10g iodurd de potasiu. La solujia objinutd se introduc 5g iod i se agita pana lu dJizolvare
completa,

Se pastreazd in sticle bune.

-104-
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ANEXA NR.1

SOoLuUTNn

. .. Modul de exprimare
Tipul solufiei .
a concentrafiei

Definitie

IMASA/MASA
Procentuali de - Grame de substan{d dizolvatd in 100g
‘ Masi % _ :
masi (%) solujie
) Moli, respectiv atomi-gram de subslanji
Molald (m) Moli/1000g solvent | .
dizolvat3 in 1000g solvent
ILMASA/VOLUM
Moli/L; Moli, respectiv atomi-gram de substanji
Molarad (M) . . N :
Atomi-gram/L dizolvata intr-un L de solufie
Normals (N) E/L AEchivalen;i-gram. de substanfi dizolvatd
intr-un L de solujie
Procentuald Masi % Grame de substan{i dizolvatad in 100 mL
volumetrica (%) (volum solutie) de solutie

HILVOLUM/YOLUM

Procentuali 1
rocentuald in Vol (%)
volume (%)

Mililitri de substantd dizolvatid in 100mL
de solugie

\

*)Concentrafia unei solujii ce confine mai multe substanje dizolvate (A, B, C ...) se

poate exprima §i prin fracjii molare.

Ny

Exemplu: Xp =

n, +ng +n¢c +...0

unde x, este fracfia molard a substaniei A, iar n,, ng, Nc,... reprezints, respectiv, numirul de

moli din substanijele A, B, C, ...

Suma fractiilor molare este egald cu unitatea:

XatXpg+Xxc+...=1

-1085-
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ANEFXA NR22

Prefixe pentru multipli yi subdiviziuni in sistcmul internagional de unitagi

Multipli Prefix Simbol | Subdiviziuni Prefix Simbol
10! deca Tda J 107 deci d
10° hecto h 1072 centi ¢
T kilo [_ S BT mili | m
108 mega M 108 micro :t—"
10° | giga % R T nano | n |
07 | e [T e e [ ]

10713 fento \
j ——————— B 10°1® ato | a
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Filtre utilizate in spectrofotometrie

Biocatalizatori imobilizafi in sinteza unor substanje bioactive

ANEXA NR.J3

Lungimea de undd A(nm) Culoarea filtrului Culoarea observata
400 Violet Galben-verzui
425 Albastru-indigo Galben
450 Albastru Oranj
490 Verde-albastru Rosu
510 Verde Purpuriu
530 Galben-verde Violet
550 Galben Albastru-indigo
590 Oranj Albastru
640 Rosu Verde-albistrui
730 Rosu inchis Verde ]
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Biocatalizatori imobilizafi in simteza unor substante hiocu tiy «

ANEXA NR.4

Transformarea transmisiel in extincfle (absorbantd, densitate optica)

(dupd formula £ =2 - logT)

Transmisie% 0,0 0,2 0,4 0,6 08
0 - 2,699 2,398 2,222 2,097
] 2,000 1,921 1,854 1,796 1,745
2 1,699 1,658 1,620 1,585 1,553
3 1,523 1,495 1,469 1,444 1,420
4 1,398 1,377 1,357 1,337 1,319
5 1,301 1,284 1,268 1,252 1,237
6 1,222 1,208 1,194 1,180 1,168
7 1,155 1,143 1,131 1,119 1,108
8 1,097 1,086 1,076 1,066 1,055
9 1,046 1,036 1,027 1,018 1,009
10 1,0000 0,9914 0,9830 0,9747 0,9660
11 0,9586 0,9508 0,9431 0,9356 0,9281
12 0,9208 0,9137 0,9066 0,8996 0,8928
13 0,8861 0,8794 0,8729 0,8665 0,8601
14 0,8539 0,8477 0,8416 0,8356 0,8297
15 0,8239 0,8182 0,8125 0,8069 0,8013
16 © 10,7959 0,7905 0,7852 0,7799 0,7747
17 0,7696 0,7645 0,7594 0,7545 0,7496
18 0,7447 0,7399 0,7352 0,7305 0,7258
19 0,7212 0,7167 0,7122 0,7077 0,7033
20 0,6990 0,6946 0,6904 0,6861 0,6819
21 0,6768 0,6737 0,6696 0,6655 0,6615
22 0,6576 0,6536 0,6498 0,6459 0,6421
23 (0,6383 0,6345 0,6308 0,6271 0,6234
24 0,6 198 0,6162 0,6126 0,6091 0,6056
25 0,6021 0,5986 0,5952 0,5918 0,5884
26 0,5850 0,5817 0,5784 0,5751 0,5719
27 0,5686 0,5654 0,5622 0,5591 0,5560
28 0,5528 0,5498 0,5467 0,5436 0,5406
29 0,5376 0,5346 0,5317 0,5287 0,5258
30 0,5228 0,5200 0,5171 0,5143 05114
31 0,5086 0,5058 0,5031 0,5003 0,4976
32 0,4949 0,4921] 0,4895 0,4868 0,4841
33 0,4815 0,4789 0,4763 0,4737 0,4711
34 0,4685 0,4660) 0,4634 0,4609 0,4584
35 0.4559 ().4535 04510 0.,4486 0.44061
36 0.4437 04413 00,4389 0.4365 00,4342
37 04318 0.4295 04271 1.4248 04225
I8 0.4202 04179 0.4157 0.4134 04112
iy (0. 4089 0.4067 00,4045 04023 04001 ;
40 01,3979 ().39S58 00,3936
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Biocatalizatori imobilizafi in simteza unor substante bioactive

(continuare ANEXA NR.4)

Transmisie % 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
4] 0,3872 0,3851 0,3830 0,3809 0,3788
42 0,3768 0,3747 0,3726 0,3706 0,3685
43 0,3665 0,3645 0,3625 0,3605 0,3585
44 0,3565 0,3546 0,3526 0,3507 0,3487
45 0,3468 0,3449 0,3429 0,3410 0,3391
46 0,3372 0,3354 0,3335 0,3316 0,3298
47 0,3279 0,3260 0,3242 0,3224 0,3206
48 0,3188 0,3170 0,3152 0,3134 0,3116
49 0,3098 0,3080 0,3063 0,3045 0,3028
50 0,3010 0,2993 0,2975 0,2959 0,2941
51 0,2924 0,2907 0,2890 0,2873 0,2857
52 0,2840 0,2823 0,2807 0,2790 0,2774
53 0,2757 0,2741 0,2725 0,2708 0,2692
54 0,2676 0,2660 0,2644 0,2628 0,2412
55 0,2596 0,2581 0,2565 0,2549 0,2534
56 0,2518 0,2503 0,2487 0,2472 - 0,2457
57 0,2441 0,2426 0,2411 0,2396 0,2381
58 0,2366 0,2351 0,2336 0,2321 0,2306

59 0,2291 0,2277 0,2262 0,2248 0,2233
60 0,2219 0,2204 0,2190 0,2175 0,2161
61 0,2147 0,2132 0,2118 0,2104 0,2090
62 0,2076 0,2062 0,2048 0,2034 0,2020
63 0,2007 0,1993 0,1979 0,1965 0,1952
64 0,1938 0,1925 0,1911 0,1898 0,1884
65 0,1871 0,1857 0,1844 0,1831 0,1818
66 0,1805 0,1791 0,1778 0,1765 0,1752
67 0,1739 0,1726 0,1713 0,1701 0,1688
68 0,1675 0,1662 0,1649 0,1637 0,1624
69 0,1612 0,1599 0,1586 0,1574 0,1562
70 0,1549 0,1537 0,1524 0,1512 0,1500
71 0,1487 0,14705 0,1463 0,1451 0,1439
72 0,1427 0,1415 0,1403 0,1391 0,1379
73 0,1367 0,1355 0,1343 0,1331 0,1319
74 0,1308 0,1296 0,1284 0,1273 0,1261
75 0,1249 0,1238 0,1226 0,1215 0,1203
76 0,1192 0,1180 0,1169 0,1158 0,1146
77 0,1135 0,1124 01113 0,1102 0,1090
78 0,1079 0,1068 0,1057 0,1046 0,1035
79 0,1024 0,1013 0,1002 0,0991] 0,0980
RO 0,0969 0.0958 0,0948 0,0937 0,026
¥l 0,0915 0,004 0,0894 0, 0883 0,0872
X2 0.0862 00851 0.0841 0.0830 0,0820
83 0.0809 0.0799 0,078% 0.077% 0,0767
54 0.0757 0,0747 0,0736 0,0720 0.0710
X3 0,0706 0,0696 0. OORS 00675 0.0665

oy,
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Biocatalizatori imobilizafi in sinteza unor substasife hioui tive

(continuare ANEXA NR.4)

Transmisic % 0,0 0,2 0,4 0,6 08

86 0,0655 0,0645 0,0635 0,0625 0,0615
87 0,0605 0,0595 0,0585 0,0575 0,0565
88 0,0555 0,0545 0,0535 0,0526 0,0516
89 0,0506 0,0496 0,0487 0,0477 0,0467
90 0,0458 0,0448 0,0438 0,0429 0,0419
91 0,0410 0,0400 0,0391 0,0381 0,0371
92 0,0362 0,0353 0,0343 0,0334 0,0325
93 0,0315 0,0306 0,0296 0,0287 0,0278
94 0,0269 0,0260 0,0250 0,0241 0,0232
95 0,0223 0,02140 0,0204 0,0195 0,0186
96 0,0177 0,0168 0,0159 0,0150 0,0141
97 0,0132 0,0123 0,0114 0,0106 0,0097
98 0,0088 0,0079 0,0070 0,0061 0,0052
99 0,0044 0,0035 0,0026 0,0017 0,0009
100 0,0000
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Biocatalizatori imobilizap in sinteza unor substanfe bioactive

ANEXA NR.S
Unitati si subdiviziuni
1.L.ungime
| Denumire Simbol nm pm mm cm dm m
Angstréom A 10" 10* 107 10°® 10° 107"
Nanometru | nm 1 103 10° 107 10° | 10°
(milimicron) | (mp)
Micrometru | pm 10° ! 10° 10 10° 10
__(micron) (1)
_ Milimetru mm 10° 10° 1 10" 107 10°
Cenlimetru | -cm 107 10* 10 1 10" 107
_Decimetru dm 10° 10° 10° 10 1 10
| Metru m 10° 10° 10° 10 10 I
2.Mas
Denumire Simbol fg pg ng Mg mg g kg
Femtogram fg 1 10° 10 10° 102 1 10" | 10™
Picogram P8 10° 1 10° 10 10° | 102 | 101
Nanogram ng 10° 10° 1 107 10 10° | 10"
Microgram Hg 9 6 3 -3 " -9
(gama) ) 10 " 10 10 1 10 10 10
" Miligram mg 107 [ 10° | 10° | _10° [ 107 [ 10°
~ Gram g 10 10" 10° 108 10° 1 10”
~ Kilogram kg 10" 10" 10" 10° 106 10° 1
' ‘ o 3.Volum
Denumire Simbol pl ml |
Microlitru a
(-lom" | M ! "_'TL""_”B_'—— 10
Mililtru | 1 3 o
Clem) | ™oy
Decihitru ‘? di " 10 B 1 --_—_lm ]
St 0adm') . ( 10
Lira 1 | 1' Lo | . !
( Wdm'y | ! ( | 1o !
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AMESTECURI RACITOARE

Biocatalizatori imobilizafi in sinteza unor suhstante hioactive

ANEXA NR.6

Nr. Raportul Temperatura
Componente . o
crt. (in greutate) | amestecului (°CY)
1 | Apala 15°C — NH,Cl 10:3 0
2 | Apd - CaCl, 7TH,0O 2:5 -12
3 [ Apila 13,2°C — NaNO, 7,5:10 5.3 '
4 | Apa - Na,CO;-10H,0 ~ NI,NO, 1:1:1 22
5 | Gheajad — NaCl 3:1 21
6 | Gheata — KCI 10:3 -11
7 | Gheaja - KCI 1:1 30
8 | Gheaja - NII,CI 4:1 -15
9 | Gheata — NaCl - NH,Cl 5:2:1 25
3:5 39
10 | Gheatd — CaCl,-6H,0 2:3 -49
7:10 -55
11 | Gheajat — etanol 73:77 30
12 | Gheala — solutie 11,80, 65,5% I:1 -37
13| HCI cone. — Na,SO,-10H,0 21:60 2
10:16 -22
14 | CO, solid - etanol - 72
15 | CO, solid - acetona - 86
16 | CO, solid - cloroform -- a1
17 | CO, solid - dietil eter - ]

-90
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Indicatori acide-bazici

Biocatalzatori imobiltzafi in sinteza unor subsiarije bioactive

ANEXA NR.7

Nr. | Denumire Denumire Domgmpl Schimbarea culgp 1 cu cresterea Solugia de indicator
n uzuala chimic de viraj valorii pH
! ert. (pH) form3 acida formi bazici conc. % | solventul folosit
| - -
1 | Rosu de crezol o-crezol-sulfoftalein 0.2-1.8 T30 galben 0,1 Etanol 20%
! 7,2-8,8 galben rosu
r ! . . o 1,2-2,8 rosu ‘galben o
| 2 ! Albastru de timol Timol-sulfoftaleini 8.0-9.6 galben albasiry 0,1 Etanol 20%
' 3 | Tropeolin 00 Acid difenilamino-azobenzen | 4, rosu galben 1,0 | Apa distilata
p-sulfonic
4 | Albastru de bromfenol | Tetrabromfenol- sulfoftaleini 3,0-4,6 galben albastru (violet) 0,1 Apa distilata
Acid bifenil-4,4’-(2-azo-1- o Tiens
| 5 | Rosu de Congo naftilamino-4-sulfonic) 3,0-5,0 albastru rosu 0,1 Apaz distilata
| : . Dimetilamino-azobenzen-p- -
|
| 6 | Metiloranj sulfonat de sodiu 3,144 rosu galben 0,1 Apa distilatd
.7 i Albastru de bromcrezol 4,0-56 galben albastru 0,1 Etanol 20%
f T . X " N N
" 8 | Rosu de metil Acid p-dimetilamino- 4,2-6,3 rosu galben 0,2 | Etanol 60%
: | azobenzen-o-carboxilic v
.9 ! Albastru de bromtimol | Dibromtimol- sulfoftaleina 6,0-7,6 galben albastru 0,1 Etanol 20%
10 i Rosu de fenol Fenol- sulfoftaleina 6,8-8,4 galben Tosu 0,1 Etanol 20%
11 . Tropeolin 000 glcilfg;;naﬁol-azobenzcn-p- 7,6-8,9 galben rosu 0,1 Ap4 distilata
12 | Fenoftaleina Di-p-hidroxifenil-ftalidi 8,3-10,0 incolor rosu 1,0 Etanol 60%
13 | Timolftaleini Ditimol-ftalida 9,3-10,6 incolor albastru 0,1 Etanol
14 | Tropeolin 0 Acid rezorcin-azobenzen-p- 11,1-12,7 galben oranj 0,1 Api distilata
A sulfonic
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Biocatalizatori imobilizafi in sinteza iasor suhstanfe bioaciive

ANEXA NR.8

SOLUTII TAMPON

1)Tampon fosfat dupa Siérensen 66,7mM (isotonic)
A.Solutie de fosfat monopotasic 66,7mM: 9,08g KH,PO, uscat in prealabil o ori la
110°C se dizolv3 in apid distilatid lipsitdi de CO,, intr-un balon cotat de 1000ml si se

completeaza la semn cu acelagi solvent.

B.Solutie de fosfat disodic 66,7mM: 9,479g Na,HPO, anhidru, incéizit in prealabil I-
2 ore la 110°C, se dizolva in api distilat3 lipsitd de CO, si se completeazd la 1000ml, intr-un
balon cotat.

Pentru objinerea unei solutii tampon la o valoare pH doritd, pe domeniul 5,0-8,2, se
amestecd volumul din solutiile A §i B in proporiiile corespunzitoare, menjionate in tabel.

pH A (ml) B (ml) pH A (ml) B (ml)
5,0 98,8 1,2 6,8 50,8 49,2
5,2 98,0 2,0 7,0 39,2 60,8
54 96,7 3,3 7,2 28,5 71,5
5,6 94,8 5,2 7,4 19,6 80,4
5,8 91,9 8,1 . 1,6 13,2 86,8
6,0 87,7 12,3 7.8 8,6 91,4
6,2 81,5 18,5 8,0 55 945
6,4 73,2 26,8 8,2 3,3 96,7
6,6 62,7 37,3 -- - -

2)Tampon fosfat pH = 5,7-8.0
A.Solutie fosfat monosodic 0,2M: 27,6g fosfat monosodic (NaH,PO,-H,0) se dizolvi
in apd distilatd, intr-un balon cotat de 1000ml §i apoi se completeazi la semn cu api
distilaté.
B.Solutie fosfat disodic 0,2M: 28,39g fosfat disodic anhidru (Na,HPO,) sau 53,62g
fosfat disodic cristalizat (Na,}HPO,-7H,0) se dizolva in apa distilata, intr-un balon cotat de
1000ml i se completeazi la semn, Lot cu api distilata.

Pentru a obfine solutia tampon cu un pH dorit, se amestecd volume din solutiile A i B
conform tabelului de mai jos. '

114
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Biocatalizatori imobilizafi in sinteza wnor substante bioactive

pll A (ml) B (ml) pll A (ml) 13 (ml)
57 93,5 6,5 6,9 45,0 55,0
5.8 92,0 8,0 7,0 39,0 61,0
5,9 90,0 10,0 7,1 33,0 67,0
6,0 87,7 12,3 7,2 28,0 72,0
6,1 85,0 15,0 7,3 23,0 77,0
6,2 81,5 18,5 7.4 19,0 81,0
6,3 715 22,5 7,5 16,0 84,0
6,4 73,5 26,5 7,6 13,0 87,0
6,5 68,5 31,5 7,7 10,5 90,5
6,6 62,5 37,5 7.8 8,5 91,5
6,7 56,5 43,5 7.9 7,0 93,0
6,8 51,0 49,0 8,0 53 94,7

3)Tampon acid acetic-acetat de sodiu, pH=3:6-5,6

A.Solutie de acid acetic 0,2M: 11,55ml acid acetic glacial se introduc intr-un balon
cotal de 1000ml si se completeazd la semn cu apd distilata.

B.Solutie de acetat de sodiu 0,2M: 16,41g acetat de sodiu anhidru (CH,COONa) sau
27,22g acetat de sodiu cristalizat (CH;COONa-3H,0) se dizolvd in apd distilald §i se
completeazi la un volum total de 1000ml cu api distilata.

Pentru obtinerea unei solutii tampon cu un anumit pll, se amesteca din solugiile A §i B

volumele mentionate in tabelul de mai jos §i se completeazd cu apd distilatd la un volum
total de 100ml.

pH A (ml) B (ml) pH A (ml) B (ml)
3,6 46,3 3,7 4.8 20,0 30,0
38 44,0 6,0 5,0 14,8 35,2
4,0 41,0 9,0 52 10,5 39,5
4,2 36,8 13,2 54 8.8 41,2
4,4 30,5 19,5 56 4,8 45,2

| 46 25,5 24,5

4)lTampon CH,COONa-HCI (tampon Walponc) pH=0,65-5,2
A.Soluﬂc 0,IM acetat de sodiu: 82,04g acetat de sodiu anhidru (CHLCOONa) sc
dizolva intr-o cantitate corespunzatoare de apd distilata gi se completeaza cu exactitate Ja un
volum total de 1000, intr-un balon cotat, cu apd distilata.
B.Acid clorhidric 1M, venficat (prin titrare).
Ps-
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Biocatalizatori imobilizafi in sinteza unor substante hicu tive

Pentru obtinerca unei astfel de solufii, cu un anumit pll, se amesteca 100ml solupie A,
cu volumul corespondent din solupia B3, trecut in tabelul de mai jos, §1 se completeaza cu apa

distilata pand la 500ml, imr-un balon coiat.

ptI | A (ml) | B(ml) | Ap# distilata (ml) | pll | A (ml) | B (ml) | Apa distilath (mi)
0.65] 100 | 200 200 3290 | 100 | 95,0 305,0
091{ 100 | 160 240 3,50 | 100 | 92,5 307,5
1,00 100 | 140 260 3,79 | 100 | 85,0 315,0
124 100 | 130 270 3,95 | 100 | 80,0 320,0
42| 100 | 120 280 419 | 100 | 70,0 330,0
1,71 100 | 110 290 458 | 100 | 500 - 350,0
1,99 | 100 | 105 295 476 | 100 .| 40,0 360,0
232| 100 | 102 298 492 | 100 | 30,0 370,0
2,72 100 99,5 300,5 520 | 100 | 20,0 380,0
3,09 100 97,0 303,0 - - - -

S)Tampon carbonat de sodiu-bicarbonat, pH=9,2-10,7
A.Solugie carbonat de sodiu 0,2M: 21,2g carbonat de sodiu anhidru (Na,CO;)

introduse intr-un balon cotat de 1000ml se dizolvd intr-o cantitale convenabili de api

distilatd §i se completeaza la semn cu acelagi solvent.

B.Solutle de bicarbonat de sodiu 0,2M: 16,8g bicarbonat de sodiu pur (NaliCQ,)
continute intr-un balon cotat de 1000ml, se dizolva in apa bidistilala i se completeaza la
semn, cu apd bidistilata.

Pentru objinerea oricdrei solufii cu un pH dorit, se amestecd solutiile A si B in
volumele corespunzitoare menjionate in tabelul de mai jos si se dilueazi cu api distilatd
pand la un volum total de 200ml.

pll A (ml) B (ml) pH A (ml) B (ml)
9,2 4,0 46,0 10,0 27,5 22,5
9,3 7,5 42,5 10,1 30,0 20,0
9.4 9,5 40,5 10,2 33,0 17,0
9,5 13,0 37.0 10,3 35,5 14,5
9,6 16,0 34,0 10,4 38.5 1.5
9,7 19,5 30,5 10,5 40,5 9.5
9.8 22,0 28,0 10,6 42,5 7.5
9.Y 25,0 25,0 10,7 45,0 5.0

Lhen
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Biocatalizatori imobilizafi in sinteza unor substanye bioactive

6)Tampon glicocol-NaOH, pH=8,6-10.6
A.Solutle de glicocol 0,2M: 15,01g glicocol pur se dizolvd intr-un balon cotat de

1000ml, intr-un volum convenabil de apa distilata §i se completeazd la semn cu apd distilata.
B.Solutle de hidroxid de sodiu 0,2M: 8g NaOH conjinut intr-un balon cotat de
1000ml se dizolva §i se completeazi apoi la semn, cu apd distilata.
Pentru oblinerea oricirei soluiii corespunzand unei valori pH din domeniul precizat, se
realizeaza amestecurile din solutiile A, B sib apa distilatd, cuprinse in tabelul urmator.

pH | A (ml) | B (ml) | Apadistilati (m)) [ pH | A (ml) | B (ml) | Ap distilata (ml)
86 | 50,0 4,0 146,0 98 [ 50,0 | 27,2 122,8

88 | 50,0 6,0 144,0 100 | 50,0 | 32,0 118,0

9,0 | 50,0 8,8 141,2 10,2 | 50,0 | 386 111,4
92 | 500 | 12,0 138,0 10,4 | 50,0 | 42,6 107,4

94 | 500 | 168 133,2 10,6 | 50,0 | 45,5 104,5

96 | 50,0 | 22,4 127,6 - - - -

‘ampon glicocol-HC), pH=2,2-3,6 (1a 25°C
A.Solutgie de glicocol 0,2M: 15,01g glicocol se dizolva intr-o cantitate convenabild de
apa distilatd, confinutl intr-un balon cotat de 1000ml §i se aduce la semn cu apa distilaté.
B.Solutle de acid clorhidric 0,2M, preparatd dup3 metode uzuale.
Pentru objinerea solufiilor avand valorile pH dorite, se amesteca cantitéfile din solutiile
A i B, addugandu-se apd distilatd pand la un volum total al solugiei, de 200ml, la balon

colat.
pli | A(ml) | B(ml) | Apaddistilati(ml) | pH | A (ml) | B (ml) | Apa distilati (ml)
2,2 50,0 | 44,0 106,0 3,0 50,0 11,4 138,6 '
2,4 50,0 324 117,6 3,2 50,0 8,2 141,8
2,6 50,0 242 125,8 34 50,0 6,4 143,6
2.8 50,0 16,8 133,2 3,6 50,0 5,0 145,0

8)'ampon glicocol-NaOH-NaCl, pH=8.4-12.8 (la 25°C)
A.Solutie glicocol $i NaCl 0,1M, raportata la ambele substange: 7,505g glicocol si
3858 NaCl, ambele in stare purd, se introduc intr-un balon cotat de 1000ml si sc

completeazd la semn cu apd distilatad, agitand pand la dizolvare completa.
B.Solutic NaOH 0,1M: 0,4g NaOIl se dizolva intr-o cantitate convenabila de apa

distlatd, inte-un balon cotat de de 1000mI 1 se completeazd fa semn, cu apd distllata,

17-

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



Biocatalizatori imobilizafi in sinteza unor substanie 11-xu 5.

Pentru a se objime solujii tampon cu un plI dorit, sc amestecd volume din soluiile A s

13 in proportiile mentionate in tabelul de mai jos.

pH A (ml) B (ml) pH “A (ml) B (ml)
8.4 95,0 5,0 11,1 50,0 50,0
8,7 90,0 10,0 11,4 49,0 51,0
9,1 80,0 20,0 11,8 45,0 55,0
9,5 70,0 30,0 122 | 400 60,0
9.9 60,0 40,0 12,4 | 30,0 70,0
10,3 55,0 45.0 12,6 20,0 80,0
10,8 51,0 49,0 12,8 10,0 90,0

9)YT'ampon acid citric-fosfat disodic, pH=2,6-7,0
A.Solugie de acid citric 0,1M: 19,21g acid citric se dizolvd in apad distilatd s ¢

completeazi la 1000ml cu acelasi sovent.
B.Solutie de fosfat disodic 0,2M: 53,65g NaQI-IP(),‘-?HzO sau 71,7g Na, I IPO,-1211,0)
se dizolva in apa distilala gi se completeaza la un volum total de 1000ml cu apa distilata.
Pentru obtinerea solutiilor tampon cu pH dorit se amestecd solufiile A, 13 s1 apé
distilaia, conform tabelului de mai jos.

pH [ A(ml) [ B(ml) | Apadistilati(ml) | pH [ A (ml) [ B (ml) | Apa distilata (m!)
2,6 | 44,6 54 50 50 | 243 | 25.7 s0 |
2,8 | 422 7.8 50 52 | 233 | 267 50
3,0 | 398 | 102 50 54 | 22 | 278 | 50
32| 377 | 123 50 56 | 210 | 290 50
34 | 359 | 14, 50 58 | 197 | 303 50
3,6 | 33,9 | 161 50 6,0 | 179 | 321 50
38 | 323 | 177 50 62 | 169 | 33, 50
40 | 307 | 193 50 6.4 | 154 | 346 50
42 | 294 | 206 50 66 | 136 | 364 50
44 | 218 | 222 50 6.8 91 | 409 50
46 | 26,7 | 233 50 7.0 6,5 | 435 50
48 | 252 | 248 50 - - - -

1M Tampon acid citric-citrat de sodiu 0,05M, pH=3,0-6,2
A.21,02g (0,1M) acid citric monohidrat se dizolva si se aduce la scrn cu apa distilata,
ntr-un balon cotat de 1000ml, 1a 23°C.

B.2941g (0N cittat tnisodic dibidrat se dizolva in api bidistilata, intr-un balon colat
de 1000ml g1 se aduce la semn cu acelagi solvent, la 23°C
18
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Pentru objinerea solugiilor cu un anumit pH, se amestecd volumele corespunzdtoare din
solufiilc A §i B, din tabelul de mai jos, intr-un balon cotat de 100ml i se aduce la semn, cu
apa distilata.

pll | A (ml) | B (ml) | Apé distilatd (ml) | pH [ A (ml) | B (ml) | Apa distilatd (ml)
3,0 | 46,5 3,5 50,0 46 | 255 | 245 50,0
3,2 | 437 6,3 50,0 48 | 23,0 | 27,0 50,0
34 | 400 | 100 50,0 50 | 205 | 295 50,0
36 | 370 | 13,0 50,0 52 | 180 | 320 50,0
38 | 350 | 150 50,0 54 | 160 | 340 50,0
4,0 | 330 | 170 50,0 56 | 13,7 | 363 50,0
42 | 31,5 | 185 50,0 58 | 11,8 | 382 50,0
44 | 280 | 220 50,0 6,0 95 | 40,5 50,0
- - - - 6,2 72 | 42,8 50,0

11)Tampon acid boric-borax =7,6-9,2

A.Solutie 0,2M acid boric: 12,36g acid boric se dizolvd in api bidistilata, intr-un
balon cotat de 1000ml si se completeazi la semn cu acelasi solvent.

B.-Solutie de borax (tetraborat de sodiu Na,B,0,-10H,0) 0,05M: 19,07g borax se
dizolvd in ap3 bidistilats §i se completeazi la 1000ml, cu apa bidistilats, intr-un balon cotat.

Solugiile tampon cu pH dorit, se realizeazd amestecand intr-un balon cotat 50ml solugie
A cu volumele corespunzitoare din solujia B si apa bidistilatd, pand la 200ml, conform
tabelului de mai jos.

p [ A(m!l) [ B(ml) | Apadistilati (ml) [ pH | A (ml) | B (ml) | Apa distilats (ml)
76 | 50,0 2,0 148,0 87 | 500 | 22,5 127,5
78 | 50,0 3,1 146,9 88 | 50,0 | 30,0 120,0
8,0 | 50,0 4,9 145,1 89 | 50,0 | 425 107,5
8,2 | 50,0 73 142,7 90 | 50,0 | 590 91,0
84 | 500 | 11,5 138,5 91 | 50,0 | 83,0 67,0
86 | 500 | 175 132,5 92 | 50,0 | 115,0 35,0

12)'ampon borax-hidroxid de sodiu, pH=9,28-10,1
A.Solutic de borax 0,08M: 19,05g borax sc¢ dizolvd in apa distilata si se completeazi
pana la 1000ml.
B.Solutle de hidroxid de sodiu 0,2M: 8¢ NaOIl sc dizolva in apa distilala si se
completeazd pana la un volum total de 1000ml.

-1
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Soluiile tampon cu pl1 pe intervalul menjionat se obtin luand in amestec solufinle A, B
¢i apd distilatd, conform tabelului de mai jos.

pll | A(ml) | B(ml) | Apadistilatd (ml) | pH | A (ml) | B (ml) | Apa distilata ()
928 50 0,0 150,0 9,7 50 29,0 121,0
935 50 7,0 143,0 9.8 50 34,0 116,0
940 | 50 11,0 139.0 9,9 50 38,6 111,4
950 50 17,6 1324 10,0 50 43,0 107,0
9,60 | 50 23,0 127,0 10,1 50 46,0 104,0

13)Tampon TRIS-HCL, pH=7.2-9.0
A.Solugie TRIS 0,2M: 24,2g TRIS* se solubilizeazi in apa bidistilatd intr-un balon
cotat de 1000ml §i se completeaza la semn.
B.Solutie HCI 0,2M: preparatd dupd metode uzuale.
Pentru obtinerea solufiilor tampon cu pll dorit, se amestecd 50ml solujie A, cu

volumele corespunzitoare din solutia B si apé bidistilati, cuprinse in tabelul de mai jos.

pH | A (ml) | B (ml) | Apadistilats (ml) | pH | A (mi) | B (ml) | Ap4 distilats (ml)
72 | 50,0 | 442 105,8 82 | 500 | 219 128,1
74 | 50,0 | 414 108,6 84 | 500 | 16,5 133,5
76 | 50,0 | 384 111,6 86 | 50,0 | 1272 137.8
78 | 50,0 | 325 117,5 88 | 50,0 8,1 141,9
80 | 500 | 26,8 123,2 90 | 50,0 5,0 145,0 |

¥ Trihidroximetilaminometan (HOCH,),C-NH,

14)Tampon TRIS-acid malei¢c, pH=5.08-8.45

A.Solutie de acid maleic 0,1M: 116g acid maleic se dizolvd in api distilata yi se
completeaza la 1000ml, intr-un balon cotat.

B.Solutie trihidroximetilaminometan 0,1M: 121g trihidroximetilaminometan sc¢
dizolvd in apd distilatd, intr-un balon cotat de 1000ml si se completeazi la semn, cu api
distilata.

C.Solutic de NaOH 0,5M: 20g NaOll se dizolv4 intr-o cantitate convenabild de apd si
s¢ completeaza la 1000ml, intr-un balon cotat.

Pentru oblinerea solutiilor tampon cu pll dorit se amestecs solugiile A, B, C si apd
distilatd, conform raportului volumetric din tabelul care urmeaza.

10
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pH | A(ml) | B@ml) | C (ml) ""‘:l‘:l’;‘*"‘ pl | A(ml) | B(ml) | C(ml) A’ﬁ(;‘;’m
5.08] 5 5 1 39 | 68 | 5 5 9 31
53| 5 5 2 8 | 7201 5 5 10 30
552 5 5 3 37 | 750 s 5 11 29
570 S 5 4 36 | 775 S 5 12 28
588( 5 5 5 35 1797 s 5 13 27
605| 5 5 6 34 | 815 | 5 5 14 26
627 5 5 7 33 |83 | s 5 15 25
650| 5 5 8 32 | 845 | s 5 16 24

15)Tampon veronal-veronal sodic*, pH=7,0-8.9
A.Solutie veronal (acid dietilbarbituric) 0,04M: 7,36g veronal se dizolvd in apa
bidistilata la cald si apoi se completeaza la 1000ml.
B.Solutie veronal sodic (dietilbarbiturat de sodiu) 0,04M: 8,24g veronal sodic sc
dizolva in ap bidistilatd si se completeazi la un volum Lotal al solutiei de 1000ml.
Pentru prepararea solugiilor tampon cu valori pH pe domeniul indicat se amestecd A i

B in proportiile corespunzitoare din tabelul urmator.

pH A (ml) B (ml) pH A (ml) B (ml)
7,0 90,0 10,0 8,0 50,0 50,0
7,1 87,5 12,5 8,1 42,5 57,5
72 84,5 15,5 8,2 35,0 65,0
7,3 81,0 19,0 8,3 28,0 72,0
7.4 77,5 22,5 8,4 23,5 76,5
7,5 74,0 26,0 8,5 20,0 80,0
7,6 70,0 30,0 8,6 17,0 83,0
7,7 65,5 34,5 8,7 14,5 85,5
7.8 60,5 39,5 8,8 12,0 88,0
7,9 55,5 44,5 8,9 10,0 90,0

®Valorile pH din tabel corespund pentru temperatura de 25°C. Pentru determinarea
valorilor pll la 37°C, se scad 0,1 unitay.

16) ampon ftalat-acid clorhidric, pH=2,2-3.8
A.Solufie ftalat acid de potasiu 0,2M: 40,85 Nalat acid de potasiu se dizolva in apa

distlatd g1 se aduce La un volum final de 1000ml.

B.Solugice de acid clorhidric 0,2M: preparat dupa metode uzuale.

121
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Se¢ amestecd solujiile A si 13 in volumele indicate in tabel §i se completeaza la 200ml
cu apa distilata.

pli A (ml) B (ml) pH A (ml) B (mml)
2,2 50,0 46,7 3,2 50,0 14,7
2,4 50,0 39,6 34 50,0 9,9
2,6 50,0 33,0 3,6 50,0 6,0
3,0 50,0 20,3 3.8 50,0 2,6
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