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0biinerea Si caracterizarea unci iipaze bactr:rienc aclive la temporatt.!ri scezute

OBIECTIVELE $TIINTIFICE ALE TEZEI DE DOCTOMT

Enzimele care hidrolizeazi lipidele gi derivalii acestora sunt denumitc generic -

iipaze.

Oamenii de gtiinli au realizat performanla reproducerii proceseior nafurale de

sintsz5 ti dagradare in vitro cu scopr]i oblinerii unor produse laurfale. prin reaclii

specifice care decurg in condilii moderate de temperaturi gi pH, cu consum redus de

energie gi cu vitezi sporitd, protejend, in acela$i timp, mediul inconjuritor.

Datoriti faptului cI sunt capabile sI catalizeze reaclii pentru o gami Iargi de

compugi, iipazeie au captat rapid atenlia cercetitorilor gi a mariior producitori pentru

utilizare in aplicalii clasice gi moderne, al circr numir este in creytere. Costurile

sclzute, stabilitatea buni gi activitatea ridicatd sunt motivele pentru care lipazeie active

la temperaturi scazute cAgtigd din ce in ce mai mult teren de 20 de ;ini incoace.

Din p5cate, numlrul lipazelor actirre la temperaturi scezute 9i informaliile

referitoare la caracteristicile acestora este prea mic pentru a reflecta potentialul extrem

cle mare al acestor remarcabili biocataiizatori.

Teza de doctorat Oblinerea Si carae'terizarea unei lipaze bacteriene active la

temperaturi scizute aduce conilibulii la dezvoitarea cunoagterii iil domeniu prin

oillinerea ti studiul unui preparat lipazic nou, ale cirui proprieteli sunt interesante atat

in cercetarea fundamental5, dar are gi numeroase valenle aplicatii/e noi, legate in primul

rAnd de costnri de produclie gi grad de bioconveisie a subiratut:ilor lipidice,

Studiile realizate pe parcursul stagiului doctoral au:riz":.t urrndtcarclc cb:e,-:i;::

Izolarea gi seleclia unei tulpini cle bacterii psihratroL, actlv producitcare

de lipaze active la iemperaturi scizute.

0kltinerea gi purificarea lipazei bacteriene,

Caracterizarea lipazei bacteriene din punct de vedere al cornpoi-iamentuiui

cataliiic gi al proprielStiior bicchiniice gi coreialea aiijsiora cu posiirile

apiicafii indusiriaie.

Siudiui genomic al tulpinii de bacterir pioci.ucdtoare de iipaze astive la

iempsratu!:i scizute, in vederea secvenlierii gerrei codificatoare a liir:::r!i!

studiate gi aprecielea gradului de noutate a enzir:rei cbtinute,,

*

$



0i;qifirrea;i cata.terizarea Llnci lipaze bacirLricne aciiv. la lenli-ri:ralilri scizrile

'Ie::a rie daclo]-at a fcst elabclati in peri.;iida 2Ctl8 - 2C1i in cadiul t]iilversit;"iii

Dundrea de jos dir: Galali, Facultaieq de $tiinfa 9i ingineria Alimentelor, Centrui integrat

d* le;'r:tare gi icrmare Platforma Bioaliment; Univ:,rsriarea W:igeninge:r, 0landa,

,4lageiiingen UI{ licad. and Bici;ased Research; Universitatea Pclitehnica, 'i'imigoai-a,

i:;.cli;atta rie Chimie Inclustriai5 ;i Ingineria IVIediului"

STRIJC'I'"r.lRA ]'EZEI DE D0CTCRAT

Teza de di:ctnrat are 1o3 pagini gi esr;e alceuit5 din dou5 parfi: o oarte de studiu

,.i*i ilmentar int:.itu.iat Trlaci!glicerol acilkidrulazele de crigine itacteriani; Lipaze.le active

ja zensr-;eraturi scdzul.e gi care conline irei capitole; ti pariea de studiu experimental

des&:;iurati pe patru capiiole, Lucrarea contine 45 iiguri gi grafice 9i i4 tabeie'

I, STUDIU DOCUMENTAR

Studiul dgcumentar esie inritulat Triacilglicerd acilhidroiazele de arigine

bactriand; Lipazele active ia ternperaturi scdzufe, Aceasti prim5 parte a tezei preztntA

stacliql actual al cun,:a6terii in riorneniul iipazelor, plasAnd accentui pe lipazele actirre la

temperaturi scizute. Studiui docuraentar skucturat in trei capiioie 9i prezinti, porr:ind

dc ia prezentarea unor noliuni generale asupra Iipazclor, stuctura lipazelor, a

adaptirilor la temperaturi scazute ale hidroiazeior lipolitiee sintetizate de

microorganisme psihrotrofe gi stategiilol de imbunltSfire a performanlelor acestor

cataiizatori concluzicnAnd cu domeniile de utilizare gi avantajeie foiosirii acestora in

procesele industriale.

ii, STUDIU EXPERIMENTAL

Studiul experimental cuprinde rezultatele in,restigaliilor realizate pe parcursul

cercetirii incadrate de programui doctoral, Aceasti parte cuprinde patru capitole dupd

cum urmeazS:

CAPIT0LUL 4, Izolarea;i selecfia producdtarului de lipaze active la temperaturi

scdzute, prezintd strategia de izolare gi selecgie a tulpinilor cie bacterii psihrotrofe,

producltoare de Iipaze active Ia temperaturi scizute, Principalele stategii adoptate in

acesti etapl de lucru au constat in seleclia unui ecosistem caracterizat de temperaturi
iI
i



Ob!i]ierea ti caracrerizarea ulei 
]i-paze 

ballelienc active ia temperaturi scdzutc

scizute in regim permanent, imbogS;irea culturilor psihrotrofe 1n laborator gi izolarea

producdtorilor de lipaze prin utilizarea unor metode de seleclie prin culti'rare, in

condilii selective, in pldci Petri pe mediu agarizat ti in sistem submers. Tot in acest

capitol este prezentat modul de identificare a tuipinilor selectionate, inalt proCucitoare

de lipaze, in numir de trei, 9i influenga condiliilor de cultivare in mediu lichid, in sistem

discontinuu, asupra randamentului de sintezi a lipazelor.

CAPII'OLUL 5, intitulat lzolarea Si purificarea lipazei Pf-MPId prezinti etapele

de purificare a lipazei studiate. Preparatul partial purificat a fost caracterizat din punct

de vedere a stabilit5lii gi au fost determinate condiliile optime de activitate evidenliind

importanla proprietefilor identificate pentru diferite aplicalii industriale.

CAPITOLUL 6, Comportamentul catalitic al lipazei in solvent organic descrie

modul de determinare a seiectivititii lipazei fa!5 de diferite specii chimice lin6nd cont

de caracteristici ale structurii acestora, Sunt prezentate metode de determinare a

selectivitilii lipazei fald de alcooli primari gi secundari in reaclii de lransesteriflcare gi

efectul lungimii catenei de carbon a acizilor gragi asupra activitAlii de esterificare. Tot in

acest capitol este prezentati specificitatea pozilionali a enzimei in reaclii asupra unui

triacilglicerol,

CAPIT0LUL 7, intitulat Analiza genomicd camparativd a genei lipPf-MPll

prezinti analiza genelor care codifici sinteza lipazelor in ADN-ul romozomal al tulpinii

seleclionate studiate Pseudomonas fluorescensMPT\. Analiza a inclus in primi fazi gi

tulpina Pseudomonas fluorescens Pf-01, al cirei genom a fost complet secvenliat, gi

ulterior genele altor lipaze omoloage, toate extrase din baze de date genice. Este

prezentat algoritmul de identificare gi secvenliere a genelor lipPf-MPLI gi nivelul de

noutate al acestora.

REZULTATE EXPERIMENTALE

4. Izolarea gi seleclia producXtorului de lipaze active ia temperatud scazute

Materiale gi metode

Tulpinile de bacterii psihrotrofe au fost izolate din probe de sol prelevate din

Munfii Bucegi, mai exact V..Ariul Omu, Probeie de sol au fost supuse imbogilirii intr-un

mediu nutritiv, in regim submers timp de 15 zile. Culturile imbogSlite au fost folosite la



ilbl:intre:: li c;iia-ci,:r'izarea iilei iipaze hacleriene a-ciirrr ]a rerii)rr,j.i.Lrri scll:.riic

ir,.; .:;,rc;:',rnu.i :de[i;ir agarizat suFlimentat cu Tryeen 80, in piici Petrj. Ccloniile de

'cr:rl.trrii care s-a,,I dezyoli3i ia 4 oC au fost supuse seiecfiei caiitative prin cultivarea pe

rJr.--*iir ilulriliv agarizat suplimeirtal cu ulei de mlsline gi R.hodamina B. F'ormarea

hal::r;lui de hid:"rlizE, de culoaie portocaliu fluorescent, din jurul coloniilor a servit

11;-cf:'. ,:ritctiu de selecfie a pi'aducitorilor de lipa::e. Tulpinilr: de bacierli care au

irel i.:jjte,t acti!'ilat.e iipclitieX pranunlatl au fost seleclionaie pentru evaluai-ea

,.:,r; r : i.,.,'iivi a po leIlfiilului iipolitic.

MeCiui sterii a iost inoculat cu cultur* starter gi termostatat 72 h la 15 "C, la

lilt-) ipin, in agitatcer.: :rbitale cu termostat (LifeCare, China). Periociic, au fbst

preievate probe de iirhid cultural pentru a deterrnina dinamica de muitiplicare gi

acti-,'itaiea. iipazicE extraceluiari. Lichidul cultr.tral fir5 biomasa celulari a fost

considerat preparat Iipolitic brut gi a fost foiosit pentru determinarea activitSlii

hidroiitice (enzime extracrlulare),

Tulpinile supuse selecliei calitative au fost analizate tn vederea caracterizirii

taxonomice cu testele API 2ONE (bictd6rieux, Fraxra).

Misurarea activitdlii lipolitice s-a realizat prin metoda titrimetrice de dozare a

acizilor gra$i eliberati in urma hidrolizei trigliceridelor din uleiul de misline.

A fost de asemenea utilizatd metoda spectrofotometrici, suhstratul folosit fiind

esterul pnitrofenil laurat (pNPL) conforrn metodei descrisl de Winkier gi Stuckman

(1979) cu unele modiflc6ri (Figura 4.1). DupX inilierea reacliei, cre$terea absorbanlei a

fost urmlriti continuu cu aiutorul sistemuiui de analizd TMSPC-B ai

spectrofotometrului Shimadzu (Shimadzu Scientific Instruments, SUA), la o lungime de

undi de 410 nm.

Activitatea proteolitice a fosi determinati spectrofotcmetric prin metoda

azocazeinei.

Conlinutul de proteine din probele analizate a fost determinat prin metoda

3:::aic:d (Figura 4,2), Instrumentul de citire a absorbanlei probelor a fost un

.:: --::- '.ronetru peniru plicule de microtitrare Safire (Tecan AG, Elvefia).

i::..::?i:. de crettere a stabilititii enzimei lipolitice a constatin separarea lipazei

:: -: -:. -- -.:.:::ic:'. S-a realizat o precipitare cu sulfat de amoniu (NH+)zSO+ (Merck).

P:.:: -.'-: :'-::.::.or din preparatul enzimatic brut s-a realizat prin cregterea

cc:.--:----:--: '-:...= --21 -/:(m/v),la4"C, l'racliunileproteicedializateaufbsttestate

ni-.- :



Ob!inerca gi caracterizarea unci lipaze bacteriene active la tetrrperaturi scfizute
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Figura 4,1 Curba etalon pentru p-nitrofenoi
determinati in intervalul de concer,tralie rie
0,1 - 0,5 mM, la 20 'C, pH7,2

Figura 4.2 Cur'na- etalon pentru
determinarea continutului de proteine prin
metoda Bradford. Proteina standard folosit5
a fost albumina serice bovind in don:eniul
de concentratie de f),i - 7,4 mg/mL

E

E

a
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Rezultate qi discufii

Organ.ismul produc5ton izolare. seleclie. caracteristic!

Virful Omu este al unsprezecelea ca altituriine ?n RomAnia, cu inllqime: Cr

2505 m, clima caracteristici acestei zone fiind una de tip alpin. Temperatura medie

anual5 pe Virful Omu se situeazd in intervaiul 0 - 2 "C, iar rnaxima anuala nu depise;te

de obicei 20'C,

Etapeie de izoiare qi seleclie s-au finalizat cu obtrinerea a 36 tulpini de bacterii cu

activitate lipolitice. Utllizarea Rhodaminei B a perrnis identificarea a trei tulpini cu

activitale lipazictr pronrlniati codificate Iv151, &{P11 gi IdP3. Tuipinile seieclicnate au

prezentat morfolog!a celularl specific, baciliior Crarn-ncgaiivi, strict aercbi, cr-i

ciimensiunile ceiu.leior de aproximativ 1,,5 * 2,5 pm {Figura 4.3-).

S-a remarcat in timpul cultivlrii prcduccrea unui pigment galben-l,erzui de ci;tre

cele trei tulpici seieclionate, fluorescent in lumini U\i (Figura 4.4) care cr.respLinCe

descrierii sider*foriior produti de pseudomolade.

Testul API?CNE 9i o serie de caracteristici irorfoioqice al: tuipiniior t{6,i, foIir1r

qi l'{P3 (Tabelu! .1.1) au perrnis identificarea acestora ca aparlinAnri speciei

Pse u d o m o n as li u ores ce i'] s.



iliJtiir*rca gi caLec.cr:i?are? ui:ei lipa;c Lracieii*ii* act!:le la r,ernperatuli sc:zurc

Tabelui 4.i. Caraeieristiii mcrfolagice ale tulpinilrr prodariitoare de lipaze izolate din
probe de sol (Vf. Ornu, Mtii, Bucegi, RornAnia)
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in sol, specia P, fluorescens face parte din populalia microbiani care este de
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OI"i!incrca gi caractelizarea unei lipaze bacterionc activ* 1a tcmpcratt"lri scizlrtc

plantelor sub forme de biofilm $i intreline o relatie de protocooperare cu acestea (Duijff

et ai. 1-997).

Specia P. fluoresc'ens este cunoscuti ca fiind producdtor de lipaze ( Kojima et al.

2003, Luo et al. 2006).

Figura 4,3 Aspectul microscopic al
bacteriilor seleclionate ca producitori
de lipaie. Imaginea este amplificati de
100x, iar scara este indicati in partea
inferioari a figurii.

Figura 4,4 Aspectul cultural al coloniilor
de bacterii studiate (stAnga) qi

producerea de siderefori indicati de
fluorescenla nlediului cie cuituri cu
conlinut lirnitat de fier in vecinitatea
caloniilor (dreapta)

Detei-minarea cre$!erii celulare ti determinarea activitatiijiBs:t.tiqe

Curtreie de cregtere gi activiiilile lipoiitice determinate peniru ceie trei tuiirini

studiate sunt prezentate in Figura 4.5.

Actlvitatea lipazelor a putut fi evirientiatd in studiul de ia;5 ciLipi 24 ii l;e ia

inoculare. Valorile ntaxime aie actirritililor de hidroiizi aie lipazcior sinietizate de

culturile d.e P. lluarescens riezvoltate in sisiem submers s-au inregistrar la 35 h penriiu

iulpiniie M61 9i MP3, gi la 48 h pentru tulpina^ MP11. Dripl aceste inrervaie, p::cfih-rrile

de activitaie iipolitice au prezentat o depreciere rapidi. i/aioarea ri,a:<imi a ?:.r,:',iiatii

lipolitice (LU) determinate a fost de 44tLn/m1,, in cazul tulpinii ir4pi1, cea. mai r.ii.a

Iipoiiz5 fiin,J inregistrail tn cazui rulpinii MP3 (72 r-\i iml-').

Studiul a continuat exciusiv cu luipina P. lluorescensMPll tiind net supeii.rari

din punct Ce veeierc ai activitS.lii lipazicc.
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Figura 4,5 Curbele de cregtere ti valorile activitdlilor lipolitice pentru culturile
seleclionate de Pseudomonas llaorescens, tulpinile M61 (a), Mp11 (b) gi Mp3 (c)

Lipaza activi la temperaturi scizute: dinamica de multiplicare ii cuantificarea

acrivitetii linazelor

cinetica de dezvoltare a tulpinii in funclie de temperature este prezentata,

pentru cele trei valori de temperatur5 in Figura 4.6. Activitatea lipolitic5 la temperatura

optime de dezvoltare (20'c) nu a fost detectati. Sinteza iipazei s-a observat cand

cultivarea s-a desf5gurat la 15 "C.

in cazul cultiverii bacteriei la temperatura de 15 .C, activitatea lipazicd ln

extractul cultural a fost detectatd, dupa 24 h de cregtere, cind cultura se afla in iaza

tardird a fazei exponenfiale de multiplicare. Profilul de activitate tipoliticS a fost similar
qt cd al cioeticii de cregtere microbian5, dar a inregistrat o reducere semniflcativi dup5

"r1

:.1

!t
"lE rrlol

nr]

-04



3"os

.14

0Lr!inerea gi caracterizarea Llnei lipazc bactericne active la tempcraturi scazutc

46 h de cultivare. Reducerea activitilii lipolitice in lichidul cultural se datoreazl unei

proteolize avansate (FE A,7). Sinteza enzimelor proteolitice o procede pe cea a

lipazelor, cele doui enzime extracelulare acfionAnd tn paralel, duc6nd Ia inactivarea

preparatului lipolitic.

1.0

15

z0 40 60

Timpdemllivare (hl

Figura 4,6 Cinetica de cregtere a tulpinii Figura 4,7 Viteza de cre$tere a culturii
Pseudomonas fluorescensMPLL in funclie bacteriene (o) corelati cu biosinteza de
de temperatura de cultivare: 4 "C (o), lipaze (A) gi proteaze (o)

15 "C (+),20'C (o)

P, tluorescens este bun producitor de proteaze, sinteza acestor enzime fiind de

multe ori asociati cu sinteza lipazelor in special ln produsele alimentare, provocAnd

alterarea prematurh a acestora (Rajmohan et al. 2002).

Stabilitatea preparatului lipolitic a fost influengati de temperatura de pistrare

(Figura 4"8). O temperaturi de refrigerare a avut un efect pozitiv asupra stabilitelii

preparatului enzimatic, lncetinind inactivarea totald a preparatului lipolitic, care s-a

inregistrat dupd 60 h. Extractul enzimativ brut menlinut la temperatura camerei (20 'C)

nu a prezentat activitate lipoliticd dupi 35 h de pisffare. Preparatele lipolitice pestrate

ia - 20 'C au prezentat stabilitate bun[ in timp, cu exceplia unei inactivdri moderate

cauzate, probabil, de o labiiitate a enzimei la valoarea scizuti a temperaturii de

pistrare.

Pentru a reduce cAt mai mult inactivarea lipazelor, inci din timpul multiplic5rii

celulare, s-aprocedat la reducerea temperaturii de cultivare de ia 15 .C Ia 4 "C, dupi ce

cultura a intrat in faza stalionari de cregtere.

in cazul utilizirii unor temperaturi de cultivare de L5 "C gi 4 'C respectiv, cultura

a 
.intrat 

in faza skilionare in jurul intervalului de cultivare de 24 h. 0 reducere a

temperaturii de creEtere nu ar fi afectat semnificativ dezvoltarea microorginismului

c102030{i!
tmDdeilltiEE {hl

L3



0blinerea gi caracterizarea unei Iipaze bactoricnc active la tempcraturi scizute

intrucAt rulpina seleclionatd Pf-MP11 crette chiar 9i la temperaturi de 0 "C, iar

produccrca lipazei este, in mod clar, condilionati de un regim termic redus.

F'raclionarea proteinelor din preparatul extracelular brut s-a realizat la satura;ii

de sare de 2A o/o,4A o/o gi respectiv 60 %0. Activitilile hidrolitice determinate reflect5 o

buni separare a lipazelor de enzimele proteolitice (Figura 4.9).

Precipitarea cu sulfat de amoniu a perrnis o buni separare a lipazelor care au

precipitat la o saturalie de 40 o/0, pe c6nd proteazele s-au regdsit in ftacliunea proteici

care a precipital la o concentralie de 60 o/a (mlv) (NI-l+)zSO,!,

a'"
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Figura4.Slnfluenlaacfiuniihidroliticea Figura 4'9 Fraclionarea enzimelor din
proteazelor asupra stabilitdlii lipazelor preparatul enzimatic brut prin precipitare
din preparatul enzimatic brut in funclie cu sulfat de amoniu. Activitatea enzimatici
de timp gi temperatura de pistrare din preparatul enzimatic brut a fost

consideratl ca fiind 100 %o pentru fiecare
tip de enzimi

S-a apreciat ci dupi un timp de cultivare de 46 h, intr-un regim de temperaturi

tS 'C/24 h + 4 'C124 h, aproximativ 50 7o din totalul de proteine sintetizate

(A,a mg/mL) de tulpina bacteriani seleclionati se regesesc in preparatul lipazic brut.

Concluzii parliale

Din probele de sol colectate din Munlii Bucegi, VArful Omu, s-au izolat 36 de

tulpini de bacterii psihrotrofe.

Utilizarea mediului agarizat Rhodamina B - ulei mlsline a permis seleclionarea

rapidi a trei tulpini de bacterii cu potenlial lipolitic ridicat.



obii*lfel $i cllacterizalla unei iipazc bactcriene active ia remperaturi scizutc

Cele trei tulpini seleclionate au fost caracterizate din punct de vedere morfologic
gi biochimic utilizend sistemul Apl 2ONE gi s,a stabilit cd acestea aparlin speciei

Pseudomonas ll uorescens.

Pe baza curbelor de cregtere gi profiluri de activitate lipoligce ffasate ln urma
cultivdrii bacteriilor seleclionate in sistem submers, discontinuu, la 15 "c gi 100 rpm,

tulpina P. lluorescens MP11 (Pf-MP11) a fost selecgionati ca producxtor de lipaze cu

potenfial ridicat de sintezd a acestor enzime,

Tulpina Pf-MP11 seleclionati ca fiind producrtor de enzime lipolitice a fost

cultivat5 in sistem submers pentru determinarea dinamicii de multiplicare corelatd cu

sinteza de lipaze gi proteaze. in studiu s-a remarcat influenla semnificativi pe care o au

enzimele proteolitice din preparatul enzimatic brut asupra stabilitdlii lipazeior

extracelulare.

in vederea limitirii proteolizei asupra iipazei produse de pf,Mp11, s-a studiat

corelalia intre temperatura de cregtere a culturii bacteriene gi sinteza de lipaze, gi s-a

stabilit un regim optim de cultivare pentru pf-Mp11 timp de 24 orelatemperatura de

15 "c, pini c6nd, cultura intrd in faza stalionari, urmatr de o coborare a temperaturii la
4 'c pdni la 46 - 48 h cultivare. Aceasti. modificare nu a afectat viteza de crettere a

culturii de Pf-MP11,

Proteinele solubile sintetizate gi eliberate in lichidul cultural, a ciror
concenlrarie s-a situat, aproximativ, in )urul valorii de 0,4 mg/mL,au fost separate prin

fraclionare cu sulfat de amoniu. La o saturalie d.e 4a o/o sare s-a realizat cea mai bund

separare a enzimelor lipolitice de proteaze, a cdror acliune hidrolitic; a alrrt un efect

negativ major asupra stabilitalii preparatului enzimatic brut,

5. Izolarea gi purificarea lipazei sintetizati de tulpina selegionati

Pseudomonas fluorescensMPll (pf-Mp11)

Materiale qi metode

Pentru purificarea preparatului enzimatic s-a folosit coloana preasamblati

superdex 200 GL 10/300 (GE Healthcare), care permite separarea proteinelor cu mase

rnoleculare lntre 10 - 500 kDa. Procesul cromatografic a fost controlat cu un sisterr:

Akta Explorer dotat cu colector,de fracliuni (GE Healthcare, ule. Absorbanla a fost

15



Obtincrija $i cat:acterizarea lutei lipaze bactr;i'ien0 actil.,e l* te;nperatrlri scizllts

r:rrt:it:.rrirat* r'n sistern ccntiliuu ia 280 ;rm iar fracliunile eiuate de 0,ll rnl au iost

f(iii ijlald penrlu anllizi.

{lolaana Suferd-ex 200 CL a fost caii';:iati cu proteine stanCard ,{GEl Healthcare}

jr,l,;i cr"iin urmeazer catalazd (232 kDa), aldolazi i15B kDa), albumini serici hovini

(3SA) (56 kDa), ovalbumini (45 kDa) pi a-lactaibumini (14,4 kDa) (Figura 5,1).

V.ll;mui mr:r-t (Vo) a ibst determinat cu Dexiral Blue a clrui masi rnoleculari este de

iil{i0O l:Da. Pe baza ecua}iei dreptei de regresie (Figui"a 5.2) s-a estimat masa

E-i,:ircr.ilale a iipazei studiate in stare nativi.

votum (,Ll 1-0 1'2 14 1'6 1'8 2'0

lgu

Figura 5.1 Crcmatograma de exciudere
moleculari pentru etalonarea coloanei
Superdex 200 GL. Figura indicd absorbanta
proteinelor utilizate ale ciror semnale de
detecXie sunt indicate Dex - Dextran BIue, Cat -
catalazl, Ald -" aldolazi, BSA - albuminl serici
bovin5, Ova - ovalbumin;, s - lact-c-
lactalbuminS.

Figura 5.2 Dreapia de regresie a

coeficientului de distribulie Ka

realizatd. pentru coloana
Superdex 200 GL 9i pentru un
domeniu de masi moleculari de
74,4-234kDa

Probele eluate in urma cromatografiei de excludere in gel au fost testate pentru

activitate lipazicd. in plus, pe parcursul etapelor de oblinere a preparatului lipazic pur

s-au coiectat probe care au iost supuse electroforezei denaturante in gel de poliacril

amidl cu minigeluri Novex@ Bis-Tris (lnvitrogen)"

Influenla pH-ului mediului de reaclie asupra activitetii hidrolitice a LipPf-MP11a

fost evaluati pentru intervalul de pH 4,0 - 12,0 cu solulii tanrpon 50 mfuI, dupi cum

urmeazi: tampon fosfat pentru pH 4,0 - 6,0; tampon Tris,HCl pentru uH 6,5 * 9,0 9i

tampon glicini - NaOH pentru pH 9,5 - 12,0. Soluliile au fost aditivate cu 0,11 a/o (m/v)

\l\l
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Obfinerea Si clllcterizil_ei Inei iipaze bacteriene active la temperaturi scdzutc

gume arabicA Si 0,23 % (m/v) deoxicolat de sodiu, pentru stabilizarea amestecului de

reaclie,

Influenla temperaturii asupra activitdlii lipazice, pentru reaclii de hidrolizd, a

fost determinati in intervalul de temperatur; 0 - 60'C. in studiu a fost inclusX, in scop

comparativ, o lipazi comerciald sintetizati de o tulpind mezofili de Pseudomonas

lluorescen-s (Sigma).

S-a studiat efectul lungimii catenei de carLron asupra activitdfii de hidrolizi a

Iipazei Pf-MP11 asupra unor esteri etilici (C4:0, CB:0, C1B:1) 9i vinilici (C4:0, C10:0,

C12:0, C1B:0). Acti'ritatea lipazicd a fost determinati prin metoda pH-stat ajutorul

pH-metrului Metrohm (Metrohm AG, Elvefia). in studiu au mai fost folosili gi esteri

nitrofenolici ai acizilor grati saturali, in care gruparea acil a fost acidul tetranoic (C4:0),

acidul octanoic (CB:0), acidul decanoic (C10:0), acidul dodecanoic (C12:0), acidul

tetradecanoic (C14:0), acidul hexadecanoic (C16:0) 9i acidul octadecanoic (C1B:0).

Afinitatea enzimei la substrat in funclie de lungimea catenei de carbon a grupirii

acil a fost apreciat; cu ajutorul parametrilor cinetici Michaelis-Menten.

Rezultate gi discufii

Separarea lipazei prin cromatografie de.elcludere molecularl

Pentru identificarea lipazei din extractul cultural, un volum de 200 pL a fost

supus separlrii pe coloana de excludere molecularS. Profilul de elulie a speciilor

proteice din extractul cultural a fost comparat cu profilul de activitate a fracliunilor

colectate (Figura 5.3),

Activitatea lipoliticA s-a regdsit intr-un interval mare de elulie, ceea ce denoti o

purificare ineficienti intrucit fracliuniie colectate corespund unor proteine cu mase

moleculare intre 55 - 250 kDa,

Existenla a doud. peak-uri de activitate in cromatograma de excludere moleculari

ar putea fi explicat prin formularea a doui ipoteze ti anume, tulpina Pf-MP11

sintetizeazi doui lipaze extracelulare, sau lipaza sintetizati prezintd o tendinli de

aglomerare, generAnd o formS polimericd capabilS si igi pistreze activitatea catalificS.

Ivlajoritatea tulpinilor de P. fluorescens studiate, pAni acum, codifici o singurl

lipaz5. Totugi, existenla unei tulpini de P. tluorescens capabiie si sintetizeze doud lipaze

extracelulare a fost rapoi.tati ahterior (Dieckelmann et -af;lgjE; -hrr et _a\.:19.94), 
-ln prczcnt nu se

. n:b ' ' ' t .

,to, l.i,
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Ob!inerca ti caracterizare.a urei llpaze bactericne actiye la temperaturi sclzute

cunosc lipaze cu masa molecdara > 200 kDa, iar clasificdri ale enzimelor lipolitice

mentioneazi Iipaze cu mase moleculare de pAni la 65 kDa (Arpigny giJaeger 1999).

vohm(nll 
25 30

Figura 5,3 Cromatograma de fraclionare a preparatului Iipazic brut prin excludere in
gel, in imagine sunt ilustrate absorbanla (-) misurati la 280 nm $i activitatea lipolitici
(A) a fracgiunilor colectate, in partea superioari a graficului sunt indicate volumele de
elulie corespunzetoarc diferitelor rnase moleculare gi volumul mort (Vo)

0 concentratie d.e 40 0/o (m/v) sulfat de amoniu a permis separarea lipazelor din

Iichidul cultural. Preparatul lipazic parlial purificat a fost supus de asemenea

cromatografiei de excludere moleculari pe coloana Superdex 200 GL. Analiza

I?acfiunilor cu actiyitate lipolitici a scos la iveald faptul cI lipaza a eluat in mare parte in

volumul mort. Activitate lipolitice a fost cle asemenea detectati gi in fracliunile eluate

uiterior primului p ea k (F igur a 5.4).
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Figura 5.4 Cromatograma de fraclionare a preparatului lipazic parlial purificat prin
excludere ln gel. Imaginea ilustreazd absorbanla (-) mdsurati la 280 nm ti activitatea
lipolitici (a) a fracgiunilor colectate. in partea superioari a graficului sunt indicate
rclu:nele de elulie pentru diferite mase moleculare gi volumul mort (Vo)
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Ob$nerea gi caracterizarea unei iipaze-b:cteri,6ne active la lemperaturi sclzuto

Analiza cromatograficd a lipazei parfial purificate a intirit teoria tendinlei de

aglomerare a lipazei, cu formarea agregatelor proteice cu masi moleculard mare,

Aglomerarea proteinelor ln timpui precipitirii nu este un fenomen neobignuit gi a fost

semnaiat, rareori insd, gi pentru proteine cu caracter hidrofob cum sunt si lipazele (Liou

et al. 1998). La concentralil proteice foarte mari, interacliunile hidrofobe

intermoleculare ale lipazelor suni favorizate gi se produce aglomerarea acestora.

Purificarea lipazei s-a realizat printr-un procedeu carg a constat in doui etape de

separare. Gradul de purificare al lipazei Pf-MP11 (Tabelui 5.2) a atins o valoare de

aproximativ 4,4, iar activitatea lipolifice a scizut in timpul formirii agregatelor ca

urrnare a denaturirii enzimatice.

Tabelul 5,2 Purificarea lipazei sintetizatd de tulpina Pseudomonas lluorescensMPll

'Etapar
Acti:ritate
sg4iiace.

(!q*e;
Gracl de
purificare

Lichid cultural

Precipitare cu sulfat de amoniu
400/o (m/v)

Cromatografie de excludere
molecular5

152,0 460;0 3;0

a Conlinutxl total de proteine a fost determinat prin metoda Bradford. Volumul inilial de lichid cultural
a fost de 450 mL.

b Acfivitatea total; a fost determinati prin metoda spectrofotometrici ds monitorizare a hidrolizei
pnitrofenil lauratului, Unitilile de activitate lipazicl au fost exprimate ca pmoli depnitrofenol eliberali
pe minut.

" Activitatea specificl a fost exprimatA in pmoli de ;rnitrofenol elibera;i pe minut per mg proteine
totale,

Determina.rea masei moleculare a lipazei LipPf-MP1l-

Probe de preparat enzimatic din diferite etape ale procesului de purificare au

fost analizate prin SDS-PAGE pentru determinarea puritilii gi a masei moleculare a

lipazei (Figura 5.5).

intrucAt, in timpul cromatografiei de excludere moleculard, lipaza a fost in cea

mai mare parte eluati in volumul mort, s-a considerat ci rezultatul electroforezei in gel

de poliacril amidi a confirmat agregarea macromoleculari a proteinei.

1,0

56,7 445,0 7,8 2,6

0,4 4,8 13.3 4,4



0b!incrca gi caractcrizarea unci lipazc bactericnc activc la tcmpcratrri scf,zule
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Figura 5.5 Analiza SDS-PAGE a enzimei
LipPf-MP11 in timpul purificirii. Linia 1,
amestecul proteic standard; Linia 2, lichidul
cultural lipsit de biomasl celulari a tulpinii
P. lluorescens MP11; Linia 3, fracliunile
lipolitice active oblinute dupi precipitarea
cu sulfat de amoniu; Linia 4, iracliunea
lipazicl cea mai acdve, oblinutE dupi
separarea prin cromatografie de excludere
moleculare

Supernatantul cultural a constat

intr-un amestec d.e proteine, dinffe cai'e

cea mai abundentd a avut o masS

moleculard de 49 kDa. DupI

precipitarea cu sulfat de amoniu

aceaste proteina a fost complet

indeplrtatd din prepara! iar ponderea

majoritard a aparlinut, de data aceasta,

unor proteine cu masele moleculare de

aproximativ 37 kDa pi respectiv 40 kDa,

Ultima etapi de purificare, gi anume

cromatografia de excludere moleculare,

s-a finalizat cu oblinerea unui preparat

lipazic pur, care a apdrut in gelul de

elecffoforezi ca o bandS proteicl

sigulari de aproximativ 37 kDa.

Determinarea masei moleculare a lipazei native nu a fost posibili din cauza

tendinlei de aglomerare a moleculelor lipazice, fenomen favorizat, in special, in timpul

precipitlrii cu sulfat de amoniu.

Lipazele au fost clasificate ln opt familii, in funclie de secvenlele aminoacizilor

lor pi de unele caracteristici biologice fundamentale (Arpigny gi |aeger 1999). Lipazele

din P. lluorescens sunt incluse in subfamiliile L1, L2 gi L3 gi sunt d.enumite lipaze

autentice. O lipazd autenticd este definitH ca fiind o carboxil-esteiazd. care caralizeazd

hidroliza pi sinteza acilglicerolilor cu catend }ungi, trioleilglicerolul fiind substratul

standard, Masele lor moleculare se afli intre 30 - 32 kDa pentru cele din prima

subfamilie, in jurul valorii de 33 kDa pentru a doua subfamilie ti sunt eeva mai mari,

intre 50 kDa gi 65 kDa, ln cazui celei de-a treia subfamilie.

Lipaza Pf-MP11 are o masi moleculari diferitl fald de cele menlionate anterior

gi nu a putut fi incadrati din acest punct de vedere in una dintre subfamiliile cunoscute.

Enzima LipPf-MP11 ar putea fl o lipazi noui care ar necesita o clasificare diferiti fa!5 de
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cele cunoscute. Elucidarea secvenlei aminoacizilor ar furniza informalii cu privire [a

masa moleculari realS a lipazei, gi ar ajuta la clasificarea acesteia.

Evaluarea influenlei pH-ului gi a temperaturii asupra activitilii.lipazei Pf-MP11

S-a observat ci pH-ul are o influengi semnificativi asupra activitilii hidrolitice a

lipazei, Enzima a fost activd ln special la pH mai mare de 6,5 gi a manifestat un maxim de

activitate la pH 8,5, lipaza Pf-MP1"1 fiind astfel o iipazi alcalini (Figura 5.6). Lipazele

sintetizate de P. fluorescens sunt in general active la pH alcalin (Kojima et al. 1994), o

caracteristici care le face adecvate uzului in formulele detergenlilor.

A fost studiat efectul temperaturii asupra vitezei de hidrolizl a pnitrofenil

lauratului cu preparatul lipolitic Pf-MP11 in intervalul de temperaturi 0 - 70 "C. in

experiment a fost inclusl gi o lipazi comerciali din P. fluorescens (Figura 5.7),

intre cele doui enzime testate existe o diferenli maiori din punct de vedere al

profilul termic de activitate lipoliticr, Lipaza Pf-MP1.1 a avut activitate maximl la

temperatura de 40 "C, a pistrat 50 % din activitatea sa maximi la 20 "C gi mai mult de

'J.5 o/o la temperatura de 0 "C, La temperaturi mai mari decAt temperatura opfimi,

activitatea lipazei Pf-MP11 a sclzut drastic pini la inactivarea completi la 60'C. in

contrast cu aceste date, Iipaza comerciald a avrrt o activitate optimi la temperatura de

60 "C dar a relinut mai pulin de 2A o/o din activitatea maximl la 20 'C, in timp ce la 0 oC

nu a manifestat activitate hidrolitici relevanti. Activitatea reziduali mare la

temperaturi sc5zute face ca enzima LipFf-MP11 sd poati fi numitl enziml activd la

temperaturi scizute.

S-a aritat, in lucririle publicate pdni acum, ci lipazele acfioneazi optim intr-un

interval mare de temperature, multe dintre ele avdnd temperatura optimi de activitate

lntre 35 * 45 "C (Kim et al. 2010, Rashid et al. 2001).

Termostabilitatea enzimei a fost determinati prin menfinerea lipazei )a diferite

temperaturi gi s-a determinat activitatea reziduali la 40 "C. Dupi o ori, enzima a plstrat

100 %, 100 % qi respectiv 10 % din activitatea sa iniliali 9ii.00 0/0, B0 % pi 0 % dupi

24 h d.e termostatare la 20 oC, 40 "C gi 60 oC respectiv. Preparatul lipoliric oblinut dupi

precipitarea cu sulfat de amoniu a fost p6strat la temperatura de 4 'C, lipaza fiind stabil5

chiar 9i dupd 12 luni.
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Figura 5,6 Efecrul pH-ului asupra
activitilii lipazei Pf-MP11. Activitatea
optime a lipazei la pH 8,5 a fost
consideratd ca 100 o/o
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Figura 5,7 Efectul temperaturii asupra
activitdlii lipazice a Pf-MP11 (A) ti a

lipazei comerciale din Pseudomonas
lluorescens (r). Pentru liecare enzimi
activitatea maximl a fost considerati ca

100 %

Evaluarea influenlei lungimii catenei de carbon a.acizilor gragi asupra agtivitilii

lipolitice $i cinetica reacliilor de hidfolizi a unor esteri ai llni

S-a determinat influenla lungimii catenei de carbon a restului acil asupra

activitilii hidrolitice a enzimei LipPf-MP11. Tiposelectivitatea oferd un avantaj enzimei

in apiicalii precum modificarea grisimilol mai exact hidroliza esterilor in vederea

oblinerii unor acizi gragi, sau a unor gliceride pa$ial hidrolizate, imbogdlirea unor

amestecuri oleice cu acizi gr.agi mononesaturafi ti polinesatura!i.

0 serie de esteri au fost testali iar rezultate sunt prezentate in Figura 5.8.

Activitatea lipazei Pf-MP11 a fost influengati de mdrimea grupirii acil, aceasta

prezentand o valoare maximi pentru esterul yinilic al acidului decanoic.

intrucAt datele prezentate nu au fost suficiente ln aprecierea influenlei pe care o

are lungimea radicalului acil asupra activitdlii lipazice, a fost testati o serie de esteri ai

pniffofenolului. in experiment a fost consideratl relalia enzimS-substrat, variind

concentralia celui din urmi (Figura 5.9).

Enzimele lipolitice, in general sunt selective fali de acizii gragi cu catenl lungd gi

derivalii acestora, Existi insi date referitoare la lipaze sintetizate de tulpini de

Pseudomonas spp. gi P. t|uorescens selective fali de esteri ai acizilor gragi cu caten{

scurti (Utsugi et al. 2009).
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Figura 5,8 Influenla lungimii catenei de
carbon a gruperii acil asupra activitilii
hidrolitice a lipazei Pf-MP11. Activitatea
cptimi fali de vinil decanoat a fost
considerati ca 100 o/o

Figura 5.9 Cinetica reacliilor de hidrolizi a

preparatului lipazic Pf-MP11 pentru
esterii Anitrofenolului. Figura ilustreazi
relalia dintre iteza de reaclie 9i
concentralia esterilor acizilor gragi
saturali

In cazul a doud dintre reacliile studiate, s-a inregistrat inhibilie prin exces de

substrat. Vitezele de reaclie au inceput sI scadi pentru reaqiile de hidrolizd ale

7lnitrofenil ciprilatului gi 7z-nitrofenil caproatului Ia concentralii ale substratului

superioare valorilor de 2 mM gi 4 mM respectiv.

Inhibifia prin exces de substrat este un fenomen a cirui influenld este bine

indicatd de curba modelului cinetic Michaelis-Menten ajustatd datelor obtinute

experimental (Parkin 2003). Parametrii cinetici ai reacliilor prezentate au fost

aproximali cu ajutorul programului SigmaPlot (Systat Software Inc.) (Tabel 5,3).

Tabelul 5.3 Evaluarea selectivit5lii lipazei Pf-MP11 falI de lungimea catenei de carbon a
radicalului acil in reaclia de hidrolizi a unor esteri ai pnitrofenolului

acid caprilic

acid caproic

;icid lauric

acid miristic

acid palmitic

0,5 - 12,5 5,76].'-].
0,x'- 10,9 20,7

0,1 - 10,0 77,7

0,5 - 10,0 L6,9

0,5 * 12,5 4,6

0.1 - 5,0 4,41,

4,9

O.Lg7 Inhibilic prin exces' de substrat

0.199 Inhibilie prin exces' de substrat

0,23

0,95

0,65
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in ultimul timp, lipazele sunt folosite in reaclii in situ, fiind incluse direct in

alimente, sub forml de aditivi,.Activitatea catalitica a acestor enzime determine

Ibrmarea unor compugi cu efect benefic asupra texturii, aromei gi calitdfii, in general, a

produsului finit.

Selectivitatea lipazelor fali de acizii gragi cu caten5 medie poate fi utilizati in

sisteme mono sau bi-enzimatice pentru imbogalirea uleiurilor in gliceride ale acizilor

DHA gi EPA (Shimada et al. 1995), pentru imbunetelirea aromei branzeturilor

(tlernSndez et al. 2005) ti producerea de monoacilgliceroli, in vederea obginerii unor

compu;i cu proprietili emulsionante sau chiar de conservare (Doleialovii et al. 2010).

Principalele fracliuni din uleiurile de cocos gi palmier sunt ffigliceride ale

acizilor caprilic ti caproic. O lipazi selective fald de CB:0 9i C10:0 ar reprezenta un

cataiizator apreciat in procesele care implicl modificarea grisimilor vegetale, anterior

menlionate, in aplicalii precum oblinerea de acizi gragi liberi, qi a produselor de tip

captrinl (Tenore 9i Galante 2005).

Aplica;il ale lipazelor, care implicd obginerea produselor mai sus menlionate, ar

beneficia de pe urma unei lipaze cu selectivitate hidrolitice fa!5 de esteri ai acizilor

caprilic gi caproic.

Concluzii par,tiale

S-a oblinut un preparat lipolitic parlial purificat prin precipitarea cu sulfat de

amoniu cu stabilitate buni in timp, chiar gi dupi 12 luni.

Separarea prin cromatografie de excludere moleculari a permis purificarea

lipazei Pf-MP1L la un grad de purificare de 4,4.

in timpul precipitirii lipaza a manifestat o tendinld de aglomerare confirmatd de

cromatografia de filtrare in gel gi electroforeza SDS-PAGE. Aceastd proprietate

reprezinti o particularitate a lipazei Pf-MP11 care o diferen\iaz\ de maioritatea

lipazelor descrise in literatura de specialitate gi ar putea constitui, poate, un avantaj in

proceduri de imobiiizare gi cregterea stabilitalii enzimei.

Masa molecularl a lipazei Pf-MP11 a fost apreciatf, prin electroforezi

denaturanti in gel de poliacril amidd ca fiind de aproximativ 37 kDa.

I

!

I

I

I Denumirea rrigliceridelor randomizate cu conlinut ridicat de acid caprilic (CB:0) gi caproic (C10:0)
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Lipaza Pf-MPlL este o ripazi activh tn intervalul de temperaturh 0 - 55 "c cu o

temperaturd optimi de acliune la 40 "C, in condilii alcaline,

Prepararul lipolitic pf-Mp11 prezinti in reacliile de hidrolizr specificitate
aparenti fa16 de esterii acizilor gragi saturali cu catend de lungime medie (cg:0, c10:0).

caracteristicile lipazei, cunoscute pand in acest moment al studiului, indici faptul
cd preparatui lipolitic pf-Mp11 ar putea fi folosit in procesele de modificare ale

grisimilor din alimente, cu scopul oblinerii unui efect emulsifiant mai bun in aluaturi
sau imbunitSlirii aromei brAnzeturilor gi cremelor.

Stabilitatea ti activitatea lipazei Pf-MP11 la temperaturi scizute o face adecvatl
utilizirii in procese cu consum redus de energie in vederea diminudrii costurilor de

produclie crescAndu{e astfel eficienla economici.

6. Comportamentul catalitic al lipazei ln solvent organic

Materiale yi metode

Lleterminarea specificitdlii lipazei fafi de alcoolii primari sau secundari s-a

realizat prin reaclia de transesterificare a acestora cu acetatul de vinil. preparatul

enzimatic a fost in prealabil liofilizat pentru indephrtarea apei, absenfa acesteia fiind o

condilie esentiali pentru reactiile vizate, in vederea inleturrrii, pe cat posibil, a erorilor,
probele au fost cAntarite,

Amestecurile de reaclie au fost analizate prin gaz cromatografie.

in experiment a fost folositr, pentru comparafie, gi lipaza comercialb Amano AK

(Amano)' Alcoolii primari utilizali pentru determinarea speciflcitdlii celor doud lipaze

au fost: l-butanol, 1-pentanol, 1-hexanol, L-heptanol, 1-octanol.

Alcoolii secundari folosili in experiment au fost alegi din seria c4 * c9, iar
calibrarea metodei s-a realizat cu esterii acestora.

Determinarea conlinutului de apa din sistemul reactiv a fost realizati prin titrare
Karl Fischer, Ia timpul zero, inainte de adiugarea acetatului de vinil in reacfie.

Influenla lungimii catenei de carbon a acizilor gragi asupra activit5lii catalitice a

enzimei LipPf-MP11 a fost studiati pentru reactia de esterificare a pentanolului cu acizii

gragi din seria c4:0 - c1B:0, in plus, au fost folosili qi acidul oleic (c1B:1), acidul
ricinoleic (c1B:1"'oH) gi acidul linoleic (c1B:2). Metoda a fost etalonari cu 1-pentanol.

?

I

25
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Specificitatea de pozilie a lipazei Pf-MP1l" pentru legiturile esterice ale

trigliceridelor a fost determinati cu substraturile standardi trioleinl, 1.3-dioleini,

1-oieil-rac-monoglicerol gi acid oleic. Trioleina gi 1,3-dioleina au fost folosite ca

substraturi de hidrolizi pentru lipaza Pf-MP11, Produgli de reaclie au fost separali prin

cromatografie in strat sublire (TLC) folosind plici de silica gel pe suport de aluminiu

Silica Gcl 60 (Merk).

Rezultate 9i disculii

Reacliile de transesterificare a acetatului de vinil cu alcooli primari

in ciuda diferenlelor mici intre rezultatele oblinute pentru reaclia de

transesterificare a acetatului de vinil cu alcoolii primari s-a putut aprecia activitatea

lipazei Pf-MPi,1 in funclie de gruparea alcoolici (Figura 6.1). Lipaza a manifestat o

afinitate catalitici maximi pentru 1-pentanol.

Utillzarea unei cantitlfi mai mare de enzimi Ia acelaqi amestec de reaclie a

condus la cregterea semnificative a randamentului de catalizd in primele 4 h de reaclie,

dupd care a urmat o scldere brusci a cantitilii de produs de transesterificare pini la

24 h de reaclie (l'igura 6.2). Diminuarea randamentului de produs in primele ore de

reaclie este cauzati de hidroliza compusului nou format.

7n

6
E

.l r.z

5

$ o.B

E

E ",a -'
E

0.0

Figura 6.1 Influenla lungimii catenei de carbon a alcoolilor primari asupra activitdlii de
:::.s:s:e:ificare a lipazei Pf'MP11 in reacgia acetatului de vinil fu o serie de alcooli
::.:--::':,

erplicarea acestui fenomen pot fi Iuate in considerare doud situatii gi

E -n '- :::::.-: de api ridicat ln preparatul enzimatic, comparativ cu valorile mici

rEEr.r- r. --; -, :::i:-i.- de transesterificare, sau (2) posibilitatea existenlei unor urme

,r"*t "nC .""rn .^.r"t ,r"n

E T= I'?j enzimatic folosit, fapt care, ar fi determinat inilierea,



. 0biincroa $i caractcrizarca unci ripaze bacteriene activc la temperaluri scdzute

catalizei enzimatice a reacliei de esteriflcare a alcoolului cu acizii gragi contaminanfi,in
paralel cu reaclia de transesterificare. in urma esterificdrii are loc formarea apei ca
subprodus de reaclie, ap5 a cdrei prezenli gi acumulare sistematici in mediul de reaclie
determini lipaza si catalizeze hidroliza esterului format in timpul reacfiei principare, qi

anu,ne, reaclia de transesterificare a alcoolilor primari cu acetatul de vinil.
Prin titrarea Karl Fischer conlinutul apei din amestecul de reaclie a fost apreciat

ca fiind de aproximativ a,2 o/o (m/v), utilizarea sitelor molecularri a scizut remarcabil
activitatea lipazei prin diminuarea conlinutului de api. Reacliile de interesterificare
catalizate de lipaze decurg in prezenla apei ln sistem rn raport de 0,04 - 71,0 o/o (m/v),
cele mai multe insi decurg optim la o valoare a conlinuturui de api mai mici de 1 %
(Malcata1992).

rhp (h)

Figura 6,2 Evolugia randamentului in esteri acetici sintetizali in reaclia de
transesterificare a acetatului de vinil cu alcooli primari sub acflunea catalitice a lipazei
Pf-MPL1

ulterior, analiza TLC a preparatului enzimatic, a confirmat prezenla acizilor gragi

in preparatul lipazic pf-Mpl1, Acest lucru interette teoria existenlei a doui reaclii
secundare, catalizate in paralel cu reaclia primarr de transesterificare a acetatului de
vinil cu alcoolii primari.

Rur.!iil" d" t.rnr"rt".ifi.r." 
" 
r."t"tulri d" uinil ,u ,1.ooli ,".und".i

Determinarea activitSlii catalitice a lipazelor asupra alcoolilor secundari a avut
ca prim obiectiv studiul selectivitdlii stoechiometrice. Stereoselecfivitatea esre

importanti pentru biosinteza unor intermediari enantiomerici in procesul de ob!inere a
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unor substante cu utilizare, in special, in industria produselor farmaceutice (Cai et al.

2006) 9i tn agrochimie (Ye et al, 2010).

Utilizarea in paralel a unei lipaze comcrciale din P. tluorescens (Amano AK), a

permis compararea profilului catalitic al celor doui enzime pentru acest tip de reaclie,

Lipaza Amano AK a fost intens studiatS, astfel ca, in prezent este bine cunoscut

caracterul ,?* stereoselectiv al acesteia (Machado et al. 201.1").

Comparativ cu activitatea de transesterificare a acetatului de vinil cu alcoolii

primari, actiyitatea catalitice a lipazei in transesterificarea alcoolilor secundari prezinte

o vitezl redusa (< 50 %) cauzati de preferinla enzimei penffu structurile mai pulin

ramificate. Lipaza Pf-MP11 a manifestat in reacliile de transesterificare a alcoolilor

secundari activitaie ridicati pentru z-pentanol (Figura 6.3). Comparativ cu aceasta,

lipaza AK a aclionat selectiv asupra aicoolilor 2-butanol, 2'pentanol gi 2-nonanol,

Selectivitatea cea mai mare a manifestat-o fali de 2-butanol (Figura 6.4).
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Figura 6,4 Influenla lungimii catenei de
carbon a compusului alcooiic asupra
activitilii lipazei Amano AK in reaclia de
ffansesterificare a acetatului de vinil cu
alcooii secundari

Lipaza AK catalizeazi reaclia de transesterificare a acetatului de vinil cu alcoolii

secundari favorizAnd sinteza formei (R) a noului ester (Figura 6.5).
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Figura 6.3 Influenla lungimii catenei de
carbon a compusului alcoolic asupra
activiterii lipazei Pf-MP11 in reaclia de
transesteriflcare a acetatului de vinil cu
alcooli secundari
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Figura 6,5 Gas cromatogramele reacliilor de transesterificare a acetatului de vinil cu
2-pentanol catahzate de lipaza Amano AK dupa 2 h gi respectiv 48 h. in irnagine sunt
indicate denumirile speciilor chimice separate corespunzdtoare ftecdnst peak

Lipaza Pf-MP11 a prezentat selectivitate .R pentru alcoolii secundari dar a fost

stereospecificd in reaclia de transesterificare a acetatului de vinil cu 2-pentanol (Figura

5.6), cu 2-hexanol (Figura 6.7) gi cu 2-heptanol (Figura 6.8).
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Figura 6.6 Gaz cromatogramele reacfiiior de transesterificare a acetatului de vinil cu
2-pentanol catalizate delipaza Pf-MP11 dup6 2 gi respectiv 48 h. ln imagine sunt indicate
denumirile speciilor chimice separate corespunzdtoare ftec*ai peak
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Figura 6.7 Gaz cromatogramele reacliilor de transesterificare a acetatBlui de vinil cu
2-hexanol catalizate delipaza Pf-MPll dup6 2 qi respectiv 48 h. in imagine sunt indicate
denumirile speciilor chimice separate corespunz6toare fiecfuui peak
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Figura 6.8 6az cromatogramele reaciiilor de transesterificare
2-heptanol catalizate de ltpaza Pf-MP1 1 dup6 2 9i respectiv 4g h.
denumirile speciilor chimice separate corespunz6toare fieeitrui peak

6

a acetatului de vinil cu
in imagine sunt indicate

se remarcr in cromatograme absenta enantiomerului (J) gi se poate afirma ci,
cel puln pentru condiliile de reaclie folosite in studiul de fa!i, lipaza pf-Mpl]. prezintl
specificitate fali de enantiomerii (,{) ai acetatului de pentil, acetatului de hexil gi
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acetatului de heptil, pentru care excesul enantiomeric (ee) a fost de 99 % pe tot
parcursul duratei rea4iei, la un grad de conversie al substratului echivalent cu

producerea ambilor enantiomeri (fl qi (R)\n cazul celorlalte reaclii de transesterificare.

Ca qi in cazul reacliilor de transesterificare cu alcoolii primari, transesteiificarea

alcoolii secundari a fost insotitd de reaclii secundare remarcate prin hidroliza esterului nou

lbrmat.

in general, specificitatea absoluti a unei enzime este un deziderat pentru

aplicafiile lndustriale, implementarea proceselor care folosesc acest tip de

biocatalizatori prezintd avantaje semnificative in ceea ce privegte raportul randament

de sintezd * costuri de produclie. Se eyitd, in acest fei, obginerea subproduselor de

reaclie gi, cel mai important, sunt elimlnate din schema de produclie proceedele de

separare neavantajoase din punct de vedere economic.

Trebuie insi relinut ci de multe ori, specificitatea unei enzime poate fi

controlate sau influenlate de condiliile de reaclie, de substatul utilizat sau de prezenla

altor computi cu capacitate de amplificare sau de inhibitie a activitefli enzimatice vizate.

ModificAnd parametrii anterior menfionali se poate imbunStSli randamentul de produs.

Influenla lungimii catenei de carbon a acizilor grati asupra activitilii de

esterificare a lioazei Pf-MP11

Alegerea alcoolului ti a solventului folosili in aceastd reaclie reprezintd

rezultatul unor studii efectuate anterior gi ale ciror rezultate sunt pa4ial prezentate

mai sus. Importania acestui experiment se reg5segte in eventualele aplicatii care ar

putea rezulta din utilizarea unei lipaze cu specificitate fati de un anumit acid gras sau

fali de derivalii acestuia.

Enzima a manifestat o preferinli fali de acizii gragi cu cateni medie, mai exact

fagi de acizii decanoic, dodecanoic ai tetradecanoic (Figura 6.9).

Gradul de nesaturare al unui acid gras diminueazd gradul de ramificare a

catenei de carbon a acidului gras, acesta putAnd accesa mai ugor cavitatea situsului

catalitic al enzimei. in acest mod pare sE fi fost influenlat5 gi acfivitatea lipazei Pf-MP11,

care a catalizat preferenlial reacliile de esterilicare ale acidului oleic, ricinoleic pi

acidului linoleic fali de acidul gras saturat cu 18 atomi de carbon.

Caracteristicile catalitice determinate pentru lipaza Pf-MP11., cum ar fi
preferinfa lipazei fald de acizii gragi cu cateni medie gi lungi indici faptul ci lipaza

31
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poate fi folosit5 in producerea de esteri de aromi (acizii decanoic gi dodecanoic au

importan!5 comerciald ridicati pentru oblinerea esterilor cu arome de citrice, pin,

violete 9i ceard) 5i/sau producerea de grlsimi structurate (esterii ai glicerolului cu acizii

dodecanoic gi tetradecanoic sunt principalii constituenli in untul de cacao gi echivalenlii

acestuia) (Fitch-Haumann 1984).

d:' cf cr6 rlt

Figura 6,9 Influenla lungimii catenei de carbon a acizilor gragi, Si a gradului de saturare
al acestora, asupra activitdgii lipazei Pf-MP1L

Regiospecificitalealipazei Pf-MP1 1

Lipaza Pf-MP11 nu a prezentat regiospecificitate, ea fiind capabild si aclioneze

asupra oricirei legituri esterice a trioleinei. Astfel, aceasti enzimd a hidrolizat trioleina

eliberAnd monoaciigliceroli, diacilgliceroli gi acizi grapi. Enzima a hidrolizat legiturile

esterice ale dioleinei in poziliile sr-1 gi sr3 gi a cataiizat esterificarea dioleinei in

oozi!.a sn-Z (Figura 6.10).

Aceste caracteristici catalitice ale lipazei pot fi ulilizate pentru controlul

::oducerii compugilor intennediari in hidroliza trigliceridelor sau in sinteza esterilor

:::Z:,Oi- gfa;i,

Lipazele sintetizate de P. fluorescens sunt fie nespecifice, fie aclioneazi

::=-:e::ial fatr de pozifiile srz-1,3 ale unei trigliceride. cu toate acestea, Matori gi

:--,;.:::atcrii (1991) au remarcat in studiile lor faptul cd regiospecificitatea lipazici

:,:::- :-. roCificati in funclie de condiliile de reaclie.
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Concluzii par.tiale

Rezultatele reacliilor de esterificare gi lransesterificare catalizate de preparatui

enzimatic parliai purificat obfinut cu tulpina seleclionati P. lluorescens MP11 in

yerlerea caracterizirii specificitilii catalitice a enzimei au evidenliat preferinla enzimei

fald de alcoolii primari in detrimentul celor secundari, aceasta fiind selectivi fald de

1-propanoi.

Lipaza Pf-MP11 nu a prezeniat specificitate pozilionalX, aclionAnd asupra

tuturor legaturilor esterice ale trioleinei.

Enzima a manifestat selectivitate in reacliile de esterificare a 1-pentanolului cu

acizii gragi satrJrali pi a esterificat preferenlial acizii cu catenh medie cu un maxim de

activitate in cazul acidului tetradecanoic.

Preparatul lipolitic Pf'MP11, oblinut in condiliile acestui studiu, con;ine urme

de acizi gragi, prezenla acestor contaminanli afectAnd reaclia de transesterificare, prin

declangarea unor reac$i seeundare, a ciror efect majcr a fost hidroiiza produsului

primar al reacliei.

Conlinutul de apd din amestecul de reaclie a avut un el'ect important asupra

functionalitSlii lipazei Pf-MP11 in condiliile de reaclie utilizate.

;d*

, i.*

,.
23a

Irigura 6,10 Analiza prin 'l'LC a

rezultatuiui reacliilor catalizate de

lipaza Pf-MF11 in vederea
determinarii regicspecificit[lii. Linia
1, arnesiecui rie lipide standarC;
Linia 2, hidroiiza triotreinei; Linia 3,

hidroiiza 1,3 * dioleinei; Linia 4,

estcrificarea digliceridei i,3
dioieini cu acid cleic. TAG * giiceril
trioleat; 1,3 - DAG * i,3-dioleina; FA

- acic oleic; 1 - MAG * 1-olecii-
monooleat.
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7. Analiza genomice comparativi a genei.llppf-MP11

Materiale ti metode

Ca material de lucru s-a folositADN-ul genomic izolat din p, fluorescensMp'1,']_.

Esclterichia colilAPtl (lnvitrogen) a lost folosit ca organisms de propagare a pCRII

(lnvitrogen) folosit ca vector de clonare. Secventierea a fost realizati de firma BaseClear

(0landa).

Oligonucleotidele primer au fost create pe baza zonelor de omologie a

secvenlelor genelor responsabile de sinteza lipazelor (lip) sintetizate de tulpini de

P. fluorescens, Peniru analizi, secvenlele genelor omoloage au fost desc;rcate in format

FASTA din baza de date UniProtKB gi comparate prin metoda Clustal W folosind

programul Lasergene - DNAStar (DNASTAR, Inc. SUA). Secvenlele oligonucleotidelor

primer folosite in studiu sunt prezentate in Tabeiul 7.1.

Tabelul 7.1 mer utilizate ln studiu
l,i,.r,r'.Pjnulf.IiEea

ATGGGTRTM T'IYGACTATA.AAMCC'IC

: 
EGCAAAGG{AACGACACGATCCGCGAC

CACAACCTGGATAACGG CT'ITGC

CCCACTGTTGTCGCGGATCGTGTC

C6GTACGGCGGAATCCAACGCG

GGG'I'GTTCT'TGCCCCAGCCGCC

CAGTTTCMCGATCACTACGCCTC

CGACGGCAAC6ACCTGATCCAC

CGCTTATCAGCACAACGCCTTCG

CCGGGCAACCTTCTACCCCGAG

CACCATGGGTGTGTACGACTACAAAACTTC

CTGCYGAYGGRRATCGTGATCGCC

CACCATGCGRCTGI'TMGATTACAAAAATG

CCTCTCGCCTTCA{CTTTCACGTTCCCCCC

LipFWl

IipRVl

Lip-FW1-S

Lip-RV1-S

Lip-FW1-L

Lip-RV1-L

AHK-FW

AHK-RV

GHPU-FW

.. 
GHPU-RV

Lip-64FW

Lip-64RV

Lip-58FW

Lip-58RV

a Codurile nucleotidelor: R: A sau G; Mr A sau C; Y: C sau I'

Prima reaclie de polimerizare in lan! (PCR) a permis arnplificarea unui fragment din

secvenla lintd. Programul PCR utilizat in ac:asti eiijire este i:reeentat il Tabelul 7.2.
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Tabelul 7,2 Etapele qi parametrii reacliei de polimerizare
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Denaturare:inigiall

Denaturare

Atagarea
Elongare print'edloria ADN:

ul man'ila

Elongarea
propriu-zisa

Elongare finali

30

4min

30s

30s

45s

10 rnin

Pentru oblinerea regiunilor adiacente necunoscute ale zonei amplificate din

gena codificatoare a lipazei Pf-MP11, s-a utilizat tehnica PCR invers (iPCR). Astfel,

pentru fiecare capet al secvenlei cunoscute (gena de interes), s-a selectat cAte un set de

primeri, pentru reaclia de PCR folosindu-se un primer antisens de la un cap;t ti
primerul sens de ia capitul opus al fragmentului de ADN dublu catenar secvenlia!

elongarea avAnd loc de la acest fragment spre exterior (Figura 7,4),

t-t----..
.:. r 1-!t :

. . 
.. . .. dlgesng

j; i "' ADN.ului
smnE

x

tlw sst pfimeri

I iig{E{ unilrcl(tlllrtr *
; &a$lenElrr resrdctiout!

-//'// \\

Clwte ll+crrnlicrr

Figura 7.4 Reprezentarea schematizate a metodei de polimerizare inversd (ipCR).
Figura a fost adaptati Ia studiul lipazei Pf-MP11 gi ilustreazd clivarea ADN-ului genomic,
izolat din tulpina seleclionati, cu endonucleaze de restriclie, modul de selecgie al
primerilor utilizafi in iPCR gi felul in care este elongat fragmentul de interes circularizat
cu oblinerea finali a secvenlelor de ADN necunoscute
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Enzimele folosite au fost EcoRI, BamHI, Bglll gi Xbal alese aleatoriu, dar care

nu clivau ln interiorul primului amplicon oblinut.

Programul PCR folosit la reacgia de polimerizare inyerse este prezentat in

Tabelul 7.3.

Prezenla fragmentului de interes in produsul de PCR nou ohlinut a fost

verificati cu metoda de hibridizare Southern hloXing(Southern 1975).

Tabelul 7,3 Etapele gi parametrii reacliei de polimerizare inversi

Denaturare inirialS

,\mplificarea ini!iale

Elongarea
ampliconilor

Elonare final5

De,qaturare

Ataqarea primerilor
la ADN-ul matrill
Amnlifcale.a
propflu-zrsa

Denaturare

Atagqrua pr,,nerrlo1,, .'

IaAoNru:l qr?tdIi ,

Elongare

94

94

50

6B

94

50

68

72

45s

15s

30s

4 min

15s

30s

4 min

*5 s/ciclu

10 min

Rezultate gi discufii

Amnlificarea oartiali a eenei -lrbPI-MP11

Prin alinierea unor gene codificatoare de iipaze, aie clror secvenle sunt

cunoscute (Figura 7,5) s-a realizat clasificarea acestora in patru grupuri pe baza

maselor lor moleculare: 64 kDa, 50 kDa, 35 kDa si 33 kDa.

Secvenlele celor patru grupuri aliniate au prezentat omologie ridicati, S-au

remarcat insi diferenle semnificative in cazul lipazelor cu masele moleculare de 35 kDa

gi 65 kDa. Pentru acestea au fost create cAte un set de primeri degenerafi.

Primul amplicon oblinut a avut lungimea de aproximativ 1100 pb (Figura 7.6),

Ampliconii oblinuli in studiu au fost ligafi la vectorul pCRII, clonat in celule de E. coh

TOPL0 9i secvenliat. Secven;a oblinutl a fost utilizati pentru selectarea a doue seturi de
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primeri poitr',": reaciia inr.ers5 a polimerazei. Reaclia rie ocii

la cbpinerea unui fragment cu lungimea de aproximativ 1500

tlertza

pb.

irc" I-l dd, j

;em" {

*sx 
I

l@l
JffiI

Jrow i
lqm ll"*' i

l*- I

]*i

-ffi. I

re invers; a condus

- 50kDu

.35kDa

ssH*6R*t

Substtulti ale a$imciztlortr 100 rclduurt

Figura 7.5 Analiza filogenetici pentru secvenlele lipazelor produse de Pseudomonas
fluorescens. Aliniamentul secvenlelor s-a realizat prin metoda clustal w folosind
programul Lasergene DNAStar. Secvenfele au fost preluate din baza de date Uniprot, in
dreapta figurii sunt indicate gruprrile de lipaze gi masele moleculare corespunz5toare
fiecirui grup.

I

- 64kDi

3000 pb -+

1000 pt) +

s00 pb +

Figura 7.5 Electrofcreza in gel de a9aroze a ampliconilor rezultali cu primerii Lip-FW1.-S
gi Lip RVL. Linia l-, amestecui ADN standard ladderGeneRuler; Liniile Z gi 3, produsul de
PCR (1100 pb).

:lmpliconul cu lungimea de 1,5 kpb a fost verificat prin metoda de hibridizare

Southern, iar semnalul chemiluminiscent a confirmat prezenfa ln fragmentul nou-

format a secvenlei iniliale (Figura 7.7).
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til4

Figura 7,7 Analiza hibridizarii southern pentru ampliconul rezultat ln urma reacliei ce

po"li*".irr.. inversd a fragmentelor de ADN genomic, extras din tulpina s5lbaticd
'Pseudomonas 

fluorescens MP11. Irigu.u ilustreazi eiectrcforeza in gel de agaroza a

protufo. utilizate in test (stAnga) 9i rezultatul hibridizirii (dreapta): I-inia 1, amestecul

ADN standarci ladder GeneRuier; Liniile 2,2', ADN-ul genomic bacterian din Pf-MP11-;

Liniile 3,3,, ADN-ul genomic bacterian din Pf-MP11 dupS clivarea acestuia cu

endonucleazele de restriclie; Liniile 4,4" ampliconui rezultat in urma reacliei de

polimerizare inversd cu prirnerii AHK-FW ti GHPU-RV2. Proba de hil:ridizare utilizatd a

iost fragmentul Lip-FW1-+Lip'RV1-S ( -1100 pb)

Fragmentele au fost ccmparate prin aliniere. Cei doi ampiiconi ail prezentat o

suprapunere de numai 348 baze azotate in harta genicS a alinierii fragrnentelor

secvenlionate, care a totalizat 2388baze, ln urma analizei comparative de tip Blash cei

doi ampliconi au prezentat cel mai inalt grad de bmolcgie cu sevenla nucleotidicl a

genomului bacteriei Pseudotnonas lluorescensPf-01 (silby et al. 2009) (Figura 7.8)'

in harta genici a Pf-01 se remarci prezenla a doui gene lipazice aldturate, de

L702 pb Si'1,867 pb respectiv. Aceste secvenie impreund cu zonele adiacente au fost

descircate de pe UniProt KB 9i aliniate pentru comparalie cu fragrnentele lipPf-N4P11

secventriate. Rezultatui a inciicat cd ampliconii Pf-MP11 sunt fragmente din doui regiuni

subsecvente in genomul bacterian Pf-MP11, care codilici sinteza a doud lipaze"

2 Fragmentul cu iungimea de aproxmativ 800 pb este un subprodus ai iragmenirllLi Aiiii-F/y'+C1{PU

rezuitat in urma eiectroforezei'i:r ge\ Ce agavozi-



{ll:i; 'i. i ra ,i i:arritc',oi ii:alca $uei iipaz{i b;tcteii.J::e a(:iiv* In lc}xperiiil rri sci:(to

t--.------"-i
a-----"-t

ts-,
ts--+

4---------{
++

l----"---,.i
."". ----." I

Figura 7,8 Conrpararea see/enlelor arnpliconilor Pf-MPtl, cu secvenla genomica a

tulpinii Pf-01"..rlceasta din urmi cuprinde secvenleie celor doui lipaze ale ceror ntast
moleculare ccrespr:nd vaiorilor 5B kla (Pf-O1-) pi 64 kDa (AY623009)

anaiiza acestora

Pentru cele eloui secvenle, care ccdificS parlial genele lipazelor Pf-MP11, s-a

realizat o i-rouI analizi fiiogenetici. Rezultatul acesteia a confirmat apartenenia

lipazelor Pf-MP11 la grupuri de gene codificatoare ale rrnor lipaze cu masele mcleculare

de 58 kDa gi 54 kila respectiv (Figura 7.9).

l,lFa?c 64 k0n

,il7 ?

Srbstitu!il alc aninoaozilor la 1 00 rczd{!rj

Figura 7,9 Analiza filogenetici pentru secventele de nucleotide ale genelor codificatoare
ale lipazelor. Aliniamentul sewenlelor s-a realizat prin metoda Clustal W, folosind
programul Lasergene DNAStar. Sewenlele au fost preiuate din baza de date UniProt KB.

in dreapta figurii sunt indicate masele molecuiare corespunz5toare grupurilor de

apartenen!; a!e lipazelor Pf-MP11 (Consensus-64 kd/58 kd)
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Ulterior acestei analize fiiogenetice, pe baza omologiei secvenlelor aliniate, a fost

creat un nou set de prirneri degenenerali corespunzatori genelor codificatoare ale

lipazelor de 58 kDa 5i 64 kDa. Amplificarea fragmentului lintd a fost realizatl prin

utilizarea tehnicii to u ch d o wn P CR.

Fragmentul oblinut cu primerii Lip-S8FW gi Lip-SBRV cu o lungime de

aprcximativ 1800 pb (Figura 7,10) a fost clonat ti sef,venliat.

Secvenra genici corespunzXtoare lipazei de 64 I<Da nu a putut fi amplificati cu

ajutorul primerilor special creali. Gena lpPf-MP71-64 a fost ulierior secvenfionatl Ce

citre BaseClear, direct din ADN-ul genomic al tulpinii Pf-MP11 utilizind metoda Sanger

(Sangsr et al. '1.977). Acestora ii s-au pus la dispozilie tulpina de tip s5lbatlc

Pseudomonas lluarescens MP11 gi o oligonucleotidi primer pentru amplificare.

Fragmentele secvenliate au fost aliniate ti arralizate. Pentru fiecare contiguu s-au gdsit

cadre de citire (prezenfa codonilor START gi STOP) care au'indicat secvenlierea

cornpleti a genelor lipazice. Ulterior s-au realizat alinieri de tip Blast pentt'u obyinerea

celor doui aliniamente comparative ale lipazelor LipPf-MP11-58 9i LipPf-MP11-64

(Figurile 7.L7 9i 7.12).

3{lG0pb +

1000pb +

5{i0 P}t ---.+

Figura 7.1"0 Eiectrofci:eza in gel de agarcrz} a ainpiiconilor rezuitali cu primerii
degenerali Lip-58FW/F.V. Linia i, amestecul ADN standard jadderGene\\trler; Liniile 2

gi 3. produsul de PCR (1750 pb)

Cele dou5. lipaze codificate de tuipina P. fluarescensMFil- s'".1:1t prcteine ab clror

strurtili'i primare sunt formate din 561 qi 610 reauduuri cie s..nirioacizi. F,{asele

mcle;ulai'e caleuiaie ale cclor doui lipaze sunt 59 kila ;i 64,5 kUa respectil

caracteristici care 1e': l.:ermis incaiirarea in subfamilia i.3 a iipazelor.

t
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Figura 7.11 Aliniamentul comparativ al secvenlei de aminoacizi a lipazei cu masa
moleculare aproximati ca fiind de 58 kDa sintetizati de P. fluorescenr MP11 cu alte
lipaze produse de tulpini de P" fluorescens. Secven;ele complete ale aminoacizilor
lipazelor din P. fluorescens MP17 (QsB kDa), o bacterie neculrivati (e6XCI3),
P" fluarescens Pf-01 (Q3KCS9), Pseudomonas sp. lip35 (B1PF33) au fost aliniate
adlugAndu-se spalii acolo unde a fost nevoie pentru obgine gradul maxim de identitate,
Aminoacizii identici, in anumite pozilii ale secvenlelor analizate, sunt marcate cu
asterix. Numerele (stinga) se referi la poziliile aminoacizilor
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Figura 7.12 Aliniamentul comparativ al secvenlei de aminoacizi a lipazei de 64 kDa
sintetizati de P. Iluorescens MP11 cu alte lipaze sintetizate de tulpini de Pseudornonas
spp. Secvenlele complete ale aminoacizilor Iipazelor din P. lluorescens MP11 (Q6a kDa),
Pseudomonassp.T323 (Q2KTB 3), Pseudomonassp, UB48 (Q9EVD B), P. fluorescensPf-
01 (Q3KCS B), P. tluorescens 852 (Q6GX9 3) au fost aiiniate addugAndu-se spafii acolo
unde a fost nevoie pentru obline gradul maxim de ideniitate, Aminoacizii identici, in
anumite pozilii ale secvenlelor anaiizate, sunt marcate cu asterix. Numerele (stinga) se
referi Ia poziliile aminoacizilor
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Secvenla rrucleotidici a genei care codific; sinteza lipazei c1t masa moiecularl de

64 kila prezinii la cap5tul 3' o omologie foarte mic6 cu secvenlele considerate tn analiza

filugeneticS, in funclie cie ca-re au fosi aleqi primerii pentru reaclia PCR. explicAndu-se in

acest f€l imposibilitatea de ainplificare a geirei lipPf-MP7l-64 cu oligonucleotidele

primer seleclionzte, ;i anume t,:p-6 FIV/RV.

Concluzii partia!e

Procedeele de izolare gi amplificare a genei lipazci Pf-MP11 din genomul tulpinii

producltoare au perrnis identificarea a doui gene codiftcatoare de lipaze, adiacente.

Cele rloui gene au fost amplificate, cionate gi secvenliate, iar secvenlele

nucleotidice rezultate au corespuns unor cadre de citire deschise de 1683 pb gi 1830 pb,

corespunzitoare unor iipaze cu masele molecuiare de aproximativ 59 kDa ti respectiv

64,5 kDa.

Aliniamentul de ttp Blast a prezentat o omologie a lipazelor Pf-MP11 de maxim

BB % cu secvenie din hazele de date existente 9i diferenle semnificative, ceea ce denoti

probabilitatea ca lipazele Pf-MP11 si fie lipaze noi, care sI nu mai fi fost studiate gi

caracterizate.

COT{CLUZII FINALE

Studiile inciuse tn teza de doctorat intituiatl 2blinerea fi carafferizarea unei

lipaze bacteriene active la temp€raturi scdzute contribuie la o mai bunl cunoagtere a

unor particularitili ale enzinrelor din categoria acilhidroiazelor legate de izolarea gi

seleclia bacteriilor activ producitoare de lipaze, condiliile de producere gi purificare.

Aceste eiemente ajuix la intelegerea comportamentului catalitic Ai a structurii acestor

enzime prin expunerea rezultatelor oblinute in urma efectuirii cercetirilor asupra unei

noi lipaze active Ia temperaturi scizute, cercetiri care evidenliazd elemente originale cu

impact in cercetarea fundamentali gi aplicati'r5 a lipazelor, gi in general a hidrolazelor

obginute din surse psihrotrofe.

Pe baza conciuziilor parliale prezentate la firralul fieclrui capitol din cadrul

studiului experimental, este reliefatd sumativ o serie de concluzii generale, dupl cum

urmeazd:
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Din probe de sol prelevate din zone montane autohtone, caracterizate de un

climat alpin (M!ii. Bucegi, RomAnia) au fost izolare gi seleclionate 36 tulpini de

bactelii prihrotrofe, dintre care trei tulpini codificate Mp11, Mp3 qi M51 s-au

dovedit a fi activ producltoare de enzime lipolitice. Cele trei tulpini seleclionate

au fost caracterizate din punct de vedere morfologic gi biochimic ai clasificate in

genul Pseudomonas.

Tulpina sele$ionati Pseadomonas lluorescens Mp11 (pf-Mpj.1), cu cel mai

ridicat potenlial de sintezi a enzimelor lipolitice active ia temperaturi scdzute,

este o bacterie psihrotrofE izolatl din sol prelevat de pe VArful Omu (-2500 m),

Munlii Bucegi, RomAnia.

Producerea enzimelor lipolitice cu tulpina Pf-MP11 in sistem submers este

condiflonati de temperatura de cultivare, sinteza acestora liind favorizatd la

temperaturi de cultivare mai mici decit temperatura optime de cregtere a

tulpinii producitoare (20 "C), gi a fost inhibati de producerea simuitani a

proteazelor, a clror acliune a influen;at negativ stabilitatea gi funcfionalitatea

lipazelor in extractele enzimatice brute,

Lipazele au fost separate din extractul cultural prin precipitare cu sulfat de

amoniu gi purificate prin cromatografie de excludere molecularl, obfinAndu-se

un grad de purificare de 4,4. in timpul precipitdrii, enzimele lipolitice au

manifestat o tendin!5 de agiomerare formAnC agregate proteice cu mase

moleculate variate cu valori de sute de kDa. in ciuda unei uqoare inactiviri

cauzate de aglomerarea lipazelcr, preparatul lipolitrc a prezentat stabilitatc

ridicati la temperatura de 4 "C timp de pdni ta L2 iuni.

Preparatul lipoiitic Pf-MP11 este activ la temperaturi cuprinse intre 0 - 55 "C, la

pH alcalin si prezinti activitate maximi la tenrperatura de 40 oC gi pH 8,5,

Lipaza catalizeazd preferenlial reaclii ale aicoolilor prlmari fald de aicoolii

secundari, iar viteza maximi. de reaclie s-a irrregistrat in reacliile de

transesterifi care a pentanolului.

Preparatul lipolitic Pf-MP]"1 nu prezinii regioselectivitate, dar manifestd o

tendinli stereospecifica t'afh de enantiomerii Fai unor esteri acetici. Enzima qi-a

schimi:at selectivitatea fapi de lungimea catenei de carbon a acizilor gragi in

funclie de mediul cie reaciie. Aceasta a catalizat preferenfiai esterii acizi]r:y



0b;inerea si ca|actsrizaiea ul:ei iipazc ha,rtericn* aclive 1a temreiai!-iii s{:Azute

dr:caiicic. dodecanoic ai tetr'adecanoic in ,-hexa;: iii esterii asizil.or ocalcic,

decancic ,t! dodecan+ic itfi solurie a*oas5.,

Q Sturiiiie de secventiere a genei codificatoare a lipazei studiate au evidenliat

existenl.a, irr genomul tuipinii Pseu,ioxionas fluorescens Mp11, a doui gene

succesitre ale c5ror secvenle nucleotidice transpuse in aminocizi ccrespuncl unoi
iipaze cu masele moleculare de 59 kDa ;i respectiv 64,5 kDa. Analza.

cornparaiivh a seftrenleior celor daur enzrrne a srrgerat faptu_l ci enzimele

t,ipPf-MP1i. sunt lipaze nci, care au fost prima dati studiate in cadrul acester

lucriri,

in final, se apreciazX cI teza cle doctcrat contribuie la o mai bur:d inielegere a

acestui tip ce enzime prin identificarea a doud iipaze bacteriene noi, dintre care cel

pulin una este activa la temperatu,ri scizute, gi al ciror studiu preliminar a evidenliat

potenlialul pe care il pot avea ceie doub enzime in industrie. Din acest'motiv, este

imperativi aprofundarea cunoagterii celor doui enzime, atet la nivel molecular, ?n

relaflile substrat-mecanism de acliune gi condilii de reaclie'selectivitate cataliticS, cat;i
la nivel aplicativ in vederea exploatirii comportamentuiui catalitic in sisteme de reactie

complexe pentru ob!inerea unor beneficii tehnologice gi economice.

CONTRIBUTII LA DEZVOLTAREA CUNO$TERII iN DOMENiU $I PERSPECTIVE

Teza de doctorat intitulatd Oblinerea Si caracterizarea,unei lipaze bacteriene

active la temperaturi scdzufe reprezinti un studiu de biotehnologie care urmeazl cursul

clasic pe care il presupune oblinerea gi caracterizarea unei noi enzime active la

temperaturi scezute, av-and ca sursd de izolare scluri din biotopul aipin autohton

respectiv vf. 0rnu gi aduce elemente de noutate pentru dezvoltarea cunoatterii ln toate

domeniile pe care le abordeazi, prin particularithgile catalitice ale enzimei studiate gi

aplicafiile practice in care aceasta ar putea fi folositi.

Contribu;iile originale ale iezei de doctorat pot fi sintetizate dupi cum urmeazi:
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S-au avut in vedere studiul microorganismelor psihrofile ca agenli producetori

de enzime, o abordare moderni in acord cu cercetdrile realizate in acest

domeniu, la nivel internafional, corelat cu numirul rnodest de studii, ale ciror

tatoniri in RomXnia au fost recent realizate.

Trei tuipini de bacterii identificate ca apar.tinAnd speciei Pseudomonas

fluorescens au fost izolate din soluri prelevate din zona Munlilor Carpa;i din

arealul romAnesc, au fost seleclionate ca tulpini psihrotrofe producltoare de

enzime active la temperaturi scdzute. Se atrage astfel atenlia asupra poten!ialului

ridicat al hiotopurilor de pe teritoriul RomAniei, ca surse de izolare a

microorganismelor adaptate la frig.

A fost studiat un preparat lipolitic activ la temperaturi scazute din pespectiva

oblinerii ti caracterizerii proprietSlilor catalitice, studiul reliefAnd tendinla de

aglomerare a lipazelor in anumite condilii de purificare, Formarea agregatelor

proteice cu mase moleculare foarte mari reprezintH un subiect de noutate in

studiul lipazelor, la nivel internalional, fiind prezentate un numdr foarte mic de

descoperiri in acest sens,

Studiui genomic al tulpinii seleclionate P. fluorescensMPll (Pf-MP11) a permis

identificarea gi secvenlierea a doud gene codiflcatoare de lipaze, situate adiacent

in ADN-ul genomic. Secvenlele celor doui enzime nu sunt cunoscute ceea ce

denotl ci enzimele codificate in genomul tulpinii Pf-MP11 sunt noi, gi nu au mai

fost studiate ia nivel internalional. In plus, lipazele care au prezentat omologie

ridicati cu lipazele Pf-MP11 nu au fost caracterizate din punct de vedere catalitic,

of-erind celor anterior menlionate avantaiul lnteietilii,

linAnd cont de cele mai sus prezentate, se recomandi ca stategii viitoare:

Continuarea studiilor de caracterizare a tulpinii Pf-MP11 in vederea stabilirii

potenlialului de sintezA a altsr enzime cu interes economic deosebit,

0ptimizarea metodei de oblinere a preparatului lipolitic Pf-MP1L cu un grad de

purificare ridicatl in vederea eliminirii complete a substanlelor de contaminare

gi utilizarea acestuia in procese de simulare a aplicaliilor industriale;

Clonarea gi exprimarea celor doui gene /lpPf-MP11 in vederea caracterizerii

lipazelor codificate de acestea qi atribuirea uneia dintre cele doud, propriedlile
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termo-catai;lic€ gi ripo- sau stereospi..,cifice ale preparatului iipolitic pf-Mpl1

stuCiat;

DISEMINAREA REZULTATELOR CERCETARII

Rezultarele cercet'irilor desf5gurate in cadrul tezei de doctorat au fost prezentate

perrtru diseminare in doud articole (unul publicat gi unul in curs de publicare) gi doui
comuiriclri ia manifestrri gtiintifice reprezentative pentru domeniul abcrda! dupi cum

urmeazi:

A. Publicalie in revisti cotati ISI:

svetlat,a Laura Leonov. Lambertus van den Brcefu ]an springer, Francis p6ter,
Gabriela Bahrim, carmen Boeriu, 201j., Identification of a cold-ictiveJipase from
soil isolate Pseudomonas lluorescensMPlT, in recenzie la Biotechnologlt Letters

B. Publicalie in revisti indexati in baze de date internafionale:

svetlaEa Laura Leonov, 20 10, Screening fcr novel cold-active lipases from wild
type bacteria isolates, Innovative Romanian Food Biotecltnology,6 (3) LZ-12

C. Comuniciri gtiinlifice semnificative suslinute ia conferinfe din lare ,i
sffeinetate:

S.L. Leonov, LA.M. van den Broell J. Springer, G, Bahrim, C.G. Boeriu. The
characterization of a novei cold-active Iipase from a soil isolate identified as
Pseudomonas tluorescens, 2010, International conference on chemistry and
Chemical Engineering, Timisoara, RomAnia

SJ"-Lesasy, L.A.M. van den Broe\ j. Springer, G. Bahrim, C.G. Boeriu, 201-0,
Purification and characterizaiion ofan extracellular coid-active lipase from a soil
isolate identified as Pseudomonas fiuorescens, Netherlands Biotechnology
Congress-13, Ede, Olanda

O parte a rezultatelor obFnute in cadrul acestor cercetdri nu au fost publicate

datoritr necesitSlii aprofundirii studiilor, in special a celcr de biologie molecularr. De

indat6 ce acestea vor fi finalizate, rezultateie vor fi publicate, rezultand cel pugin o

lucrare intr-o revisti cotati ISi.
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