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OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE TEZEI DE DOCTORAT

Enzimele care hidrolizeazd Hp:idele si derivatii acestora sunt denumite generic -
lipaze.

Oamenii de stiintd au realizat performanta reproducerii proceselor naturale de
sintezd si degradare /n vitre cu scopul obtineril unor produse naturale, prin reactii
specifice care decurg in conditil moderate de temperaturi si pH, cu consum redus de
energie si cu viteza sporitd, protejand, in acelasi timp, mediul inconjuritor.

Datoritd faptului cd sunt capabile sa catalizeze reactii pentru o gama largd de
compusi, lipazele au captat rapid atentia cercetdtorilor i 2 marilor producitori pentru
utilizare In aplicatii clasice si moderne, al ciror numir este in crestere. Costurile
scdzute, stabilitatea buna si activitatea ridicatd sunt motivele pentru care lipazele active
la temperaturi scizute cdstiga din ce in ce mai mult teren de 20 de ani incoace.

Din pdcate, numdrul lipazelor active la temperaturi scizute si informatiile
referitoare la caracteristicile acestora este prea mic pentru a reflecta potentialul extrem
de mare al acestor remarcabili biocatalizatori.

Teza de doctorat Obfinerea si caracterizarea unei lipaze bacteriene active la
temperaturi scizute aduce contribufii la dezvoltarea cunoasterii in domeniu prin
obtinerea si studiul unui preparat lipazic nou, ale cdrui proprietiti sunt interesante atit
in cercetarea fundamentald, dar are si numeroase valente aplicative noi, legate in primul
rand de costuri de productie i grad de bioconversie a subtraturilor lipidice.

Studiile realizate pe parcursul stagiului doctoral au vizat urmétearele obiective:

¢  lzolarea i selectia unei tulpini de bacterii psihrotrofe, activ producatoare
de lipaze active la temperaturi scizute,

¢  Obtinerea si purificarea lipazei bacteriene.

¢  Caracterizarea lipazei bacteriene din punct de vedere al comportamentulul
catalitic si al proprietifilor biochimice si corelarea acestora cu posibile
aplicatii industriale,

¢  Studiul genomic al tulpinii de bacterii producatoare de lipaze active la

temperaturi scdzute, in vederea secventierii genei codificatoare a lipazii

studiate si aprecierea gradului de noutate a enzimei cbtinute.
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Texza de doctorat a fost elaboratd in perioada 2008 - 2011 in cadrul Universitagii
Dunirea de Jos din Galati, Facultatea de Stiinta si Ingineria Alimentelor, Centrul integrat
de cercetare si formare Platforma Bioaliment; Universitatea Wageningen, Olanda,
Wageningen UR Food and Biobased Research; Universitatea Politehnica, Timisoara,

Focultatea de Chimie Industriala i Ingineria Mediului,

STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Teza de doctorat are 163 pagini si este alcituitd din doud parti: o parte de studiu
documentar intitulat Triacilglicerol acilhidrolazele de origine bacteriand; Lipazele active
la temperaturi scizute si care congine trei capitole; si partea de studiu experimental

desfasurati pe patru capitole. Lucrarea contine 45 figuri si grafice i 14 tabele.

I. STUDIU DOCUMENTAR

Studiul documentar este intitulat Triacilglicerol acilhidrolazele de origine
bacteriand; Lipazele active Ja temperaturi scizute. Aceastd primi parte a tezei prezinta
stadiul actual al cunoagterii in domeniul lipazelor, plasind accentul pe lipazele active la
temperaturi scizute. Studiul documentar structurat in trei capitole §i prezintd, pornind
de la prezentarea unor nofiuni generale asupra lipazelor, stuctura lipazelor, a
adaptirilor la temperaturi scizute ale hidrolazelor lipolitice sintetizate de
microorganisme psihrotrofe si stategiilor de imbunétitire a performantelor acestor
catalizatori concluzionand cu domeniile de utilizare §i évantaiele folosirii acestora in

procesele industriale.

II. STUDIU EXPERIMENTAL

Studiul experimental cuprinde rezultatele investigatiilor realizate pe parcursul
cercetirii incadrate de programul doctoral. Aceastd parte cuprinde patru capitole dupa

cum urmeaza:

CAPITOLUL 4, /zolarea si selectia producdtorului de lipaze active la temperaturi
scizute, prezinti strategia de izolare i selectie a tulpinilor de bacterii psihrotrofe,
producitoare de lipaze active la temperaturi scizute. Principalele stategii adoptate in

acesti etapd de lucru au constat in selectia unui ecosistem caracterizat de temperaturi
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scizute in regim permanent, imbogitirea culturilor psihrotrofe in laborator si izolarea
producdtorilor de lipaze prin utilizarea unor metode de selecfie prin cultivare, in
conditii selective, in placi Petri pe mediu agarizat si in sistem submers. Tot In acest
capitol este prezentat modul de identificare a tulpinilor selectionate, inalt producitoare
de lipaze, in numar de trei, i influenta conditiilor de cultivare in mediu lichid, in sistem

discontinuu, asupra randamentului de sintezd a lipazelor.

CAPITOLUL 5, intitulat /[zolarea si purificarea lipazei Pf~MP11, prezintd etapele
de purificare a lipazei studiate. Preparatul partial purificat a fost caracterizat din punct
de vedere a stabilitdtii si au fost determinate conditiile optime de activitate evidentiind
importanta proprietatilor identificate pentru diferite aplicatii industriale.

CAPITOLUL 6, Comportamentul catalitic al lipazei in solvent organic descrie
modul de determinare a selectivitatii lipazei fatd de diferite specii chimice finand cont
de caracteristici ale structurii acestora. Sunt prezentate metode de determinare a
selectivitétii lipazei fata de alcooli primari si secundari in reactii de transesterificare si
efectul lungimii catenei de carbon a acizilor grasi asupra activitatii de esterificare. Totin
acest capitol este prezentatd specificitatea pozitionald a enzimei in reactii asupra unui
triacilglicerol.

CAPITOLUL 7, intitulat Analiza genomicd comparativi a genei [ipPfFMP11
prezintd analiza genelor care codifici sinteza lipazelor in ADN-ul cromozomal al tulpinii
selectionate studiate Pseudomonas fluorescens MP11. Analiza a inclus In prima fazd si
tulpina Pseudomonas fiuorescens Pf-01, al cirei genom a fost complet secventiat, si
ulterior genele altor lipaze omoloage, toate extrase din baze de date genice. Este
prezentat algoritmul de identificare si secventiere a genelor /[jpPf-MP11 si nivelul de

noutate al acestora.

REZULTATE EXPERIMENTALE
4. Izolarea si selectia producitorului de lipaze active la temperaturi scizute
Materiale si metode

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

Muntii Bucegi, mai exact Varful Omu. Probele de sol au fost supuse imbogatirii intr-un

mediu nutritiv, in regim submers timp de 15 zile. Culturile imbogitite au fost folosite la
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cuidrea unui inediu agarizat suplimentat cu Tween 80, in plici Petri. Coloniile de
bacterii care s-au dezvoltat la 4 “C au fost supuse selectiei calitative prin cultivarea pe
meciu nutritiv agarizat suplimentat cu ulei de mdsline 51 Rhodamina B. Formarea
halzului de hidrolizd, de culoare portocaliu fluorescent, din jurul coloniilor a servit
drept oriteriu de selectie a producitorilor de lipaze. Tulpinile de bacterii care au

maniizstat activitate lipoliticA pronuntatd au fost selectionate pentru evaluarea

vanulaliva a potentialului lipolitic.

Mediul steril 2 fost inoculat cu culturd starter si termostatat 72 h la 15 °C, la
10¢ rpm, in agitatoare orbitale cu termostat (LifeCare, China). Periodic, au fost
prelevate probe de lichid cultural pentru a determina dinamica de multiplicare si
activitatea lipazica extracelulard. Lichidul cultural fard biomasa celulard a fost
considerat preparat lipolitic brut si a fost folosit pentru determinarea activititii
hidrolitice (enzime extracelulare).

Tulpinile supuse selectiei calitative au fost analizate Tn vederea caracterizirii
taxonomice cu testele AP1 20NE (bioMérieux, Franta).

Masurarea activitatii lipolitice s-a realizat prin metoda titrimetrica de dozare a
acizilor grasi eliberati in urma hidrolizei trigliceridelor din uleiul de misline.

A fost de asemenea utilizatd metoda spectrofotometrici, substratul folosit fiind
esterul p-nitrofenil laurat (pNPL) conform metodei descrisd de Winkler si Stuckman
(1979) cu unele modificari (Figura 4.1). Dupi initierea reactiei, cresterea absorbantei a
fost urmarita continuu cu ajutorul sistemului de analizi TMSPC-8 al
spectrofotometrului Shimadzu (Shimadzu Scientific Instruments, SUA), la o lungime de
unda de 410 nm.

Activitatea proteoliticd a fost determinatd spectrofotometric prin metoda
azocazeinei.

Continutul de proteine din probele analizate a fost determinat prin metoda

Bardford (Figura 4.2). Instrumentul de citire a absorbantei probelor a fost un

ul
-
(1]
|

-cirofotometru pentru plicute de microtitrare Safire (Tecan AG, Elvetia).

Precoterez proteinelor din preparatul enzimatic brut s-a realizat prin cresterea

concestrate: de

cu 20 % (m/v), la 4 °C. Fractiunile proteice dializate au fost testate

pentra actstaes bdrolitcs.
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ui producitor; iz electi acteristici

Varful Omu este al unsprezecelea ca altitudine in Roménia, cu Tndlfimea de
2505 m, clima caracteristicd acestei zone fiind una de tip alpin. Temperatura medie
anuald pe Vérful Omu se situeazi in intervalul 0 - 2 °C, iar maxima a2nuald nu depiseste
de obicei 20 °C.

Etapele de izolare si selectie s-au finalizat cu obfinerea a 36 tulpini de bacterii cu
activitate lipoliticd. Utilizarea Rhodaminei B a permis identificarea a trei tulpini cu
activitate lipazicd pronuntatd codificate M61, MP11 si MP3. Tulpinile selectionate au
prezentat morfologia celulard specifici bacililor Gram-negativi, strict aerchi, cu
dimensiunile celulelor de aproximativ 1,5 - 2,5 um (Figura 4.3).

S-a remarcat in timpu! cultivirii producerea unui pigment galben-verzui de ciitre
cele trei tulpini selectionate, fluorescent Tn lumind UV (Figura 4.4) care corespunde
descrierii sideroforilor produsi de pseudomonade.

Testul API20NE si o serie de caracteristici morfologice ale tulpinilor M61, MP11

si MP3 (Tabelul 4.1} au permis identificarea acestora ca apartindnd speciei

Pseudomonas fluorescens.
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Tabelul 4.1, Caracteristici morfologice ale tulpinilor producatoare de lipaze izolate dm
probe de sol (V. Omu, M. Bucegi, Roméniz)
: MP3
! circular circular circular

il cu margini netede cu margini netede cu margini zimtate

- relieful convex convex convex

- supralafa turioasa hucivasa Iucioasd
Morfologia celutara

Sorma bacil bacil bacil

- dimensiune () 1.5-25 18-2 15-2

- aranjare cefilard celole s:!ngniare celule singulare celule singulare
Pigmentt siderofori siderofori siderofori
Celerarca Gram negativa negativi negativi
Motilitate + + b E
Cregterela £ 5°C + ; + 4+
Cresterela 10 °C ++ ++ ++
Cregtereia 20°C i ++ ++
Cregtere 1230 °C + & ud
Hidroliza Tween 80 + + +
NO; . - .
TRP . i 2
Api + : :
ESC x : ] - -
GEL + - -
PNPG - - -
lGL| + + +
|ARA| + + +
|MNE| + + +
IMAN| + + +
INAG| + + +
IMAL| - - -
1GNT| + + t
|cap| + + i
|AD]| - . N 1
|MLT] + + +
[y + 1 -
BAC] - . -
0X + + +

in sol, specia P. fluorescens face parte din populatia microbiand care este de

obicei asociatd cu sistemele radiculare ale plantelor. Bacteria colonizeazi ridicinile

10
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plantelor sub forma de biofilm gi intrefine o relatie de protocooperare cu acestea (Duijff
etal. 1997).
Specia P. fluorescens este cunoscutd ca fiind producitor de lipaze ( Kojima et al.

2003, Luo etal. 2006).

Figura 4.3 Aspectul microscopic al Figura 4.4 Aspectul cultural al coloniilor
bacteriilor selectionate ca producatori de bacterii studiate (stdnga) si
de lipaze. Imaginea este amplificatd de producerea de siderofori indicatd de
100x, iar scara este indicatd in partea fluorescenta mediului de culturd cu
inferioara a figurii. continut limitat de fier In vecinitatea
coloniilor (dreapta)
Determinarea cresterii celulare si determinarea activitatii lipolitice

Curbele de crestere si activitatile lipolitice determinate pentru cele trei tulpini
studiate sunt prezentate in Figura 4.5.

Activitatea lipazelor a putut fi evidentiatd n studiul de fatd dupd 24 h de Ia
inoculare. Valorile maxime ale activitdtilor de hidrolizd ale lipazelor sintetizate de
culturile de £. fluorescens dezvoltate in sistem submers s-au inregistrat la 36 h pentru
tulpinile M61 si MP3, si la 48 h pentru tulpina MP11. Dup aceste intervale, profilurile
de activitate lipoliticd au prezentat o depreciere rapidi. Valoarea maximi a actiitdtii
lipolitice (LU) determinate a fost de 441 LU/mL, in cazu! tulpinii MP11, cea mai micH
lipoliza fiind inregistrata in cazul tulpinii MP3 (72 LU/mL).

Studiul a continuat exclusiv cu tulpina £, fluorescens MP11 fiind net superioari

din punct de vedere al activititii lipazice.
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Figura 4.5 Curbele de crestere si valorile activitifilor lipolitice pentru culturile
selectionate de Pseudomonas fluorescens, tulpinile M61 (a), MP11 (b) si MP3 (c)

Li

activitatii lipazelor

Cinetica de dezvoltare a tulpinii in functie de temperaturd este prezentats,
pentru cele trei valori de temperatura in Figura 4.6. Activitatea lipolitici la temperatura
optimd de dezvoltare (20 °C) nu a fost detectatd. Sinteza lipazei s-a observat ciind
cultivarea s-a desfigurat la 15 °C.

In cazul cultivirii bacteriei la temperatura de 15 °C, activitatea lipazica in
extractul cultural a fost detectatd dupd 24 h de crestere, cind cultura se afla in faza
tardiva a fazel exponentiale de multiplicare. Profilul de activitate lipolitici a fost similar

cucel al cinetici de crestere microbiand, dar a fnregistrat o reducere semnificativa dupi




Obtinerea si caracterizarea unei lipaze bacteriene active la temperaturi scizute

46 h de cultivare. Reducerea activititii lipolitice in lichidul cultural se datoreazi unei
proteolize avansate (Fig 4.7). Sinteza enzimelor proteolitice o procede pe cea a
lipazelor, cele doud enzime extracelulare actionind in paralel, ducind la inactivarea

preparatului lipolitic.
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Figura 4.6 Cinetica de cregtere a tulpinii Figura 4.7 Viteza de crestere a culturii
Pseudomonas fluorescens MP11 in functie bacteriene (o) corelatd cu biosinteza de
de temperatura de cultivare: 4 °C (e), lipaze (A) siproteaze (o)

15°C (), 20 °C ()

F. fluorescens este bun producitor de proteaze, sinteza acestor enzime fiind de
multe ori asociatd cu sinteza lipazelor in special in produsele alimentare, provocand
alterarea prematurd a acestora (Rajmohan et al. 2002).

Stabilitatea preparatului lipolitic a fost influentatd de temperatura de pistrare
(Figura 4.8). O temperaturd de refrigerare a avut un efect pozitiv asupra stabilitatii
preparatului enzimatic, fncetinind inactivarea totald a preparatului lipolitic, care s-a
inregistrat dupd 60 h. Extractul enzimativ brut mentinut la temperatura camerei (20 °C)
nu a prezentat activitate lipolitica dupd 36 h de péstrare. Preparatele lipolitice pastrate
la - 20 °C au prezentat stabilitate buni in timp, cu exceptia unei inactiviri moderate
cauzate, probabil, de o labilitate a enzimei la valoarea scizuti a temperaturii de
pastrare,

Pentru a reduce cdt mai mult inactivarea lipazelor, inci din timpul multiplicirii
celulare, s-aprocedat la reducerea temperaturii de cultivare de la 15 °C la 4 °C, dupi ce
cultura a intrat fn faza stationara de crestere.

In cazul utilizdrii unor temperaturi de cultivare de 15 °C si 4 °C respectiv, cultura
a intrat in faza stationard in jurul intervalului de cultivare de 24 h. O reducere a

temperaturii de crestere nu ar fi afectat semnificativ dezvoltarea microorganismului
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intrucat tulpina selectionatd Pf-MP11 creste chiar si la temperaturi de 0 °C, iar
producer-ea lipazei este, In mod clar, conditionatd de un regim termic redus.
Fractionarea proteinelor din preparatul extracelular l;rut s-a realizat la saturatii
de sare de 20 %, 40 % si respectiv 60 %. Activititile hidrolitice determinate reflecti o
buni separare a lipazelor de enzimele proteolitice (Figura 4.9).
Precipitarea cu sulfat de amoniu a permis o buni separare a lipazelor care au
precipitat la o saturatie de 40 %, pe cind proteazele s-au regisit in fractiunea proteici

care a precipitat la o concentratie de 60 % (m/v) (NH4)2504.
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Figura 4.8 Influenta actiunii hidroliticea  Figura 4.9 Fracfionarea enzimelor din
proteazelor asupra stabilititii lipazelor ~ preparatul enzimatic brut prin precipitare
din preparatul enzimatic brut in funcfie ~ cu sulfat de amoniu. Activitatea enzimaticd
de timp si temperatura de pastrare din preparatul enzimatic brut a fost
consideratd ca fiind 100 % pentru fiecare

tip de enzima
S-a apreciat cd dupd un timp de cultivare de 46 h, intr-un regim de temperatura
15 °C/24 h + 4 °C/24 h, aproximativ 50 % din totalul de proteine sintetizate

(0,4 mg/mL) de tulpina bacteriana selectionati se regisesc in preparatul lipazic brut.

Concluzii partiale
Din probele de sol colectate din Muntii Bucegi, Varful Omu, s-au izolat 36 de
tulpini de bacterii psihrotrofe.

Utilizarea mediului agarizat Rhodamina B - ulei misline a permis selectionarea

rapida a trei tulpini de bacterii cu potential lipolitic ridicat.
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Cele trei tulpini selectionate au fost caracterizate din punct de vedere morfologic
si biochimic utilizdnd sistemul API 20NE si s-a stabilit ¢ acestea apartin speciei
FPseudomonas fluorescens.

Pe baza curbelor de crestere si profiluri de activitate lipolitici trasate in urma
cultivirii bacteriilor selectionate in sistem submers, discontinuu, la 15 °C si 100 rpm,
tulpina P. fluorescens MP11 (Pf-MP11) a fost selectionati ca producitor de lipaze cu
potential ridicat de sintez3 a acestor enzime.

Tulpina Pf-MP11 selectionatd ca fiind producitor de enzime lipolitice a fost
cultivatd in sistem submers pentru determinarea dinamicii de multiplicare corelatd cu
sinteza de lipaze §i proteaze. In studiu s-a remarcat influenta semnificativi pe care o au
enzimele proteolitice din preparatul enzimatic brut asupra stabilititii lipazelor
extracelulare.

in vederea limitirii proteolizei asupra lipazei produse de Pf-MP11, s-a studiat
corelatia intre temperatura de.cre;itere a culturii bacteriene si sinteza de lipaze, si s-a
stabilit un regim optim de cultivare pentru Pf-MP11 timp de 24 ore la temperatura de
15 °C, péna cand, cultura intr in faza stationard, urmati de o coborare a temperaturii la
4 °C pénd la 46 - 48 h cultivare. Aceastd modificare nu a afectat viteza de crestere a
culturii de Pf-MP11,

Proteinele solubile sintetizate si eliberate Tn lichidul cultural, a ciror
concentratie s-a situat, aproximativ, in jurul valorii de 0,4 mg/mL, au fost separate prin
fractionare cu sulfat de amoniu. La o saturatie de 40 % sare s-a realizat cea mai buni
separare a enzimelor lipolitice de proteaze, a ciror actiune hidrolitici a avut un efect

negativ major asupra stabilititii preparatului enzimatic brut.

5. Izolarea si purificarea lipazei sintetizati de tulpina selectionats
Pseudomonas fluorescensMP11 (Pf-MP11)

Materiale si metode

Pentru purificarea preparatului enzimatic s-a folosit coloana preasamblatd
Superdex 200 GL 10/300 (GE Healthcare), care permite separarea proteinelor cu mase
moleculare intre 10 - 600 kDa. Procesul cromatografic a fost controlat cu un sisterm

Akta Explorer dotat cu colector de fractiuni (GE Healthcare, UK). Absorbanta a fost
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meritorizaty in sistem continuu la 280 nm iar fractiunile eluate de 0,3 mL au fost
colectate pentru analiza. i '
Coloana Superdex 200 GL a fost calibratd cu proteine standard (GE Healthcare)
dusd cum urmeazd: catalaza (232 kDa), aldelaza (158 kDa), albumina sericd boving
(B54) (86 kDa), ovalbumind (45 kDa) §i e-lactalbumind (14,4 kDa) (Figura 5.1).
Volumul mort (Vo) a fost determinat cu Dextran Blue a cirui masid moleculari este de
16060 kba, Pe baza ecuatiei dreptei de regresie (Figura 5.2) s-a estimat masa

mcieculard a lipazei studiate in stare nativi,
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Figura 5.1 Cromatograma de excludere Figura 5.2 Dreapta de regresie a
moleculard  pentru  etalonarea  coloanei coeficientului de distributie Ky
Superdex 200 GL. Figura indicd absorbanta realizatd pentru coloana
proteinelor utilizate ale ciror semnale de Superdex 200 GL si pentru un
detectie sunt indicate Dex - Dextran Blue, Cat - domeniu de masa moleculard de
catalaza, Ald ~ aldolaza, BSA - albumind serici 14,4-234 kDa
bovind, Ova - ovalbumini, o - lact-a-
lactalbumina.

Probele eluate in urma cromatografiei de excludere in gel au fost testate pentru
activitate lipazici. In plus, pe parcursul etapelor de obtinere a preparatului lipazic pur
s-au colectat probe care au fost supuse electroforezei denaturante in gel de poliacril
amida cu minigeluri Novex® Bis-Tris (Invitrogen).

Influenta pH-ului mediului de reactie asupra activititii hidrolitice a LipPf-MP11 a
fost evaluatd pentru intervalul de pH 4,0 - 12,0 cu solutii tampon 50 mM, dupd cum
urmeaza: tampon fosfat pentru pH 4,0 - 6,0; tampon Tris-HCl pentru pH 6,5 - 9,0 si
tampon glicind - NaOH pentru pH 9,5 - 12,0. Solutiile au fost aditivate cu 0,11 % (m/v)
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guma arabica si 0,23 % (m/v) deoxicolat de sodiu, pentru stabilizarea amestecului de
reactie.

Influenta temperaturii asupra activititii lipazice, pentru reactii de hidrolizi, a
fost determinatd in intervalul de temperaturi 0 - 60 °C. In studiu a fost inclusi, in scop
comparativ, o lipazd comerciald sintetizatd de o tulpind mezofild de Pseudomonas
fluorescens (Sigma).

S-a studiat efectul lungimii catenei de carbon asupra activitatii de hidroliza a
lipazei Pf-MP11 asupra unor esteri etilici (C4:0, €8:0, C18:1) si vinilici (C4:0, C10:0,
€12:0, C18:0). Activitatea lipazicd a fost determinatd prin metoda pH-stat ajutorul

pH-metrului Metrohm (Metrohm AG, Elvetia). In studiu au mai fost folositi si esteri
f nitrofenolici ai acizilor grasi saturati, in care gruparea acil a fost acidul tetranoic (C4:0),
acidul octanoic (€8:0), acidul decanoic (€10:0), acidul dedecancic (€12:0), acidul

l tetradecanoic (C14:0), acidul hexadecanoic (C16:0) si acidul octadecanoic (C18:0).
Afinitatea enzimei la suEstrat in functie de lungimea catenei de carbon a grupérii

l acil a fost apreciata cu ajutorul parametrilor cinetici Michaelis-Menten.

Rezultate si discutii

Separarea lipazei prin cromato ie udere molecularid

Pentru identificarea lipazei din extractul cultural, un volum de 200 uL a fost
supus separdrii pe coloana de excludere moleculari. Profilul de elutie a speciilor
proteice din extractul cultural a fost comparat cu profilul de activitate a fractiunilor
colectate (Figura 5.3).

Activitatea lipolitica s-a regdsit intr-un interval mare de elutie, ceea ce denoti o
purificare ineficientd intrucat fractiunile colectate corespund unor proteine cu mase

| moleculare intre 55 - 250 kDa.

Existenta a doud peak-uri de activitate in cromatograma de excludere molecular3
ar putea fi explicat prin formularea a doud ipoteze si anume, tulpina Pf-MP11
sintetizeazd doud lipaze extracelulare, sau lipaza sintetizati prezintd o tendinta de
aglomerare, generdnd o forma polimeric3 capabild si isi pastreze activitatea catalitica,

Majoritatea tulpinilor de P. fluorescens studiate, pdni acum, codifici o singura
lipazd. Totusi, existenta unei tulpini de P. fluorescens capabile s3 sintetizeze doud lipaze
extracelulare a fost'raporfaté anterior (Dieckelmann et _at_k‘l‘??‘aﬁinpreztint nu se
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cunosc lipaze cu masa moleculard = 200 kDa, iar clasificiri ale enzimelor lipolitice
mentioneazd lipaze cu mase moleculare de pani la 65 kDa (Arpigny si Jaeger 1999),

4 4
5% &
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leakoa Q3¢

=

120

Absorbanta la 220 mom (mUA)
Activatates ligaicd (LU fml)
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Figura 5.3 Cromatograma de fractionare a preparatului lipazic brut prin excludere in
gel. In imagine sunt ilustrate absorbanta (-) masurati la 280 nm si activitatea lipolitici
(4) a fractiunilor colectate, In partea superioara a graficului sunt indicate volumele de
elutie corespunzitoare diferitelor mase moleculare si volumul mort (Vo)

O concentratie de 40 % (m/v) sulfat de amoniu a permis separarea lipazelor din
lichidul cultural. Preparatul lipazic partial purificat a fost supus de asemenea
cromatografiei de excludere moleculard pe coloana Superdex 200 GL. Analiza
fractiunilor cu activitate lipolitica a scos la iveald faptul c lipaza a eluat in mare parte in
volumul mort. Activitate lipoliticd a fost de asemenea detectatd si In fractiunile eluate

ulterior primului peak (Figura 5.4).
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Figura 5.4 Cromatograma de fractionare a preparatului lipazic partial purificat prin
excludere Tn gel. Imaginea ilustreaza absorbanta (-) misurati la 280 nm si activitatea
lipolitica (A) a fractiunilor colectate. In partea superioard a graficului sunt indicate
volumele de elutie pentru diferite mase moleculare §i volumul mort (Vo)
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Analiza cromatograficd a lipazei parfial purificate a intarit teoria tendintei de
aglomerare a lipazei, cu formarea agregatelor proteice cu masd moleculard mare.
Aglomerarea proteinelor in timpul precipitirii nu este un fenomen neobisnuit si a fost
semnalat, rareori Ins3, si pentru proteine cu caracter hidrofob cum sunt si lipazele (Liou
et al. 1998). La concentratii proteice foarte mari, interactiunile hidrofobe
intermoleculare ale lipazelor sunt favorizate si se produce aglomerarea acestora,

Purificarea lipazei s-a realizat printr-un procedeu care a constat in doud etape de
separare. Gradul de purificare al lipazei PFMP11 (Tabelul 5.2) a atins o valoare de
aproximativ 4,4, iar activitatea lipoliticd a scazut in timpul formarii agregatelor ca

urmare a denaturarii enzimatice.

Tabelul 5.2 Purificarea lipazei sintetizatd de tulpina Pseudomonas fluorescens MP11

Activitate

Sk ol SR caiieoy . Grad de
T i c
“Efapa = Sl purificare
55 (mg
Lichid cu_]tura} 152,0 460,0 3,0 1,0
Precipitare cu sulfat de amoniu
40% (m/v) 56,7 445,0 7.8 2,6
Cromatografie de excludere 04 48 133 44

moleculard

2Continutul total de proteine a fost determinat prin metoda Bradford. Volumul initial de lichid cultural
a fost de 450 mL.

b Activitatea totald a fost determinatd prin metoda spectrofotometrici de moniterizare a hidrolizei
pnitrofenil lauratului, Unitatile de activitate lipazici au fost exprimate ca pmoli de p-nitrofenol eliberati
pe minut.

¢ Activitatea specifici a fost exprimati in pymoli de p-nitrofencl eliberati pe minut per mg proteine
totale.

I i moleculare a lipazei LipPf-MP1

Probe de preparat enzimatic din diferite etape ale procesului de purificare au
fost analizate prin SDS-PAGE pentru determinarea puritdtii si a masei moleculare a
lipazei (Figura 5.5).

Intrucat, in timpul cromatografiei de excludere molecular, lipaza a fost in cea

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

de poliacril amidd a confirmat agregarea macromoleculard a proteinei.
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= W oETE M Supernatantul cultural a constat

e intr-un amestec de proteine, dintre care
:- cea mai ab{mdenté a avut o masi
: moleculard de 49 kDa. Dupi
2 - precipitarea cu sulfat de amoniu
- aceastd proteind a fost complet
e indepartata din preparat, iar ponderea
i &

majoritara a apartinut, de data aceasta,
unor proteine cu masele moleculare de
aproximativ 37 kDa si respectiv 40 kDa.
Ultima etapid de purificare, si anume

Figura 5.5 Analiza SDS-PAGE a enzimei cromatografia de excludere moleculars,
LipPf-MP11 in timpul purificirii. Linia 1,
amestecul proteic standard; Linia 2, lichidul
cultural lipsit de biomasi celulard a tulpinii lipazic pur, care a apdrut in gelul de
P. fluorescens MP11; Linia 3, fractiunile
lipolitice active obfinute dupd precipitarea
cu sulfat de amoniu; Linia 4, fractiunea sigulari de aproximativ 37 kDa.
lipazici cea mai activi, obtinutd dupd

separarea prin cromatografie de excludere

moleculard

s-a finalizat cu obfinerea unui preparat

electroforezi ca o bandd proteicd

Determinarea masei moleculare a lipazei native nu a fost posibild din cauza
tendintei de aglomerare a moleculelor lipazice, fenomen favorizat, in special, tn timpul
precipitarii cu sulfat de amoniu.

Lipazele au fost clasificate in opt familii, In functie de secventele aminoacizilor
lor 5i de unele caracteristici biologice fundamentale (Arpigny si Jaeger 1999). Lipazele
din P. fluorescens sunt incluse in subfamiliile 1.1, 1.2 si 1.3 si sunt denumite /ijpaze
autentice. O lijpazd autenticd este definiti ca fiind o carboxil-esterazi care catalizeazi
hidroliza §i sinteza acilglicerolilor cu catend lung, trioleilglicerolul fiind substratul
standard, Masele lor moleculare se afld intre 30 - 32 kDa pentru cele din prima
subfamilie, in jurul valorii de 33 kDa pentru a doua subfamilie si sunt ceva mai mari,
intre 50 kDa i 65 kDa, in cazul celei de-a treia subfamilie.

Lipaza Pf-MP11 are o masd moleculara diferitd fati de cele mentionate anterior
i nu a putut fi incadratd din acest punct de vedere in una dintre subfamiliile cunoscute.

Enzima LipPf-MP11 ar putea fi o lipazi noud care ar necesita o clasificare diferit3 fata de
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cele cunoscute. Elucidarea secventei aminoacizilor ar furniza informatii cu privire la

masa moleculara reald a lipazei, 5i ar ajuta la clasificarea acesteia.

valuarea in

S-a observat cd pH-ul are o influentd semnificativi asupra activititii hidrolitice a
lipazei, Enzima a fost activa in special la pH mai mare de 6,5 si a manifestat un maxim de
activitate la pH 8,5, lipaza Pf-MP11 fiind astfel o lipazi alcalini (Figura 5.6). Lipazele
sintetizate de P. fluorescens sunt in general active la pH alcalin (Kojima et al. 1994), o
caracteristic care le face adecvate uzului in formulele detergentilor.

A fost studiat efectul temperaturii asupra vitezei de hidrolizd a p-nitrofenil
lauratului cu preparatul lipolitic PEMP11 in intervalul de temperaturd 0 - 70 °C. In
experiment a fost inclusa si o lipaza comerciala din £. fluorescens (Figura 5.7).

intre cele doud enzime testate existi o diferentd majord din punct de vedere al
profilul termic de activitate lipoliticd. Lipaza Pf-MP11 a avut activitate maxima la
temperatura de 40 °C, a pastrat 50 % din activitatea sa maxima la 20 °C si mai mult de
15 % la temperatura de 0 °C. La temperaturi mai mari decit temperatura optima,
activitatea lipazei PF-MP11 a scizut drastic pan3 la inactivarea completi la 60 °C. In
contrast cu aceste date, lipaza comerciald a avut o activitate optim3 la temperatura de
60 °C dar a retinut mai putin de 20 % din activitatea maximd la 20 °C, in timp ce la 0 °C
nu a manifestat activitate hidroliticA relevantd. Activitatea reziduald mare la
temperaturi scizute face ca enzima LipPf-MP11 sd poatd fi numitd enzimd activa la
temperaturi scazute.

S-a ardtat, In lucririle publicate pand acum, cd lipazele actioneazd optim intr-un
interval mare de temperaturd, multe dintre ele avind temperatura optimi de activitate
intre 35 - 45 °C (Kim et al. 2010, Rashid et al, 2001).

Termostabilitatea enzimei a fost determinati prin mentinerea lipazei la diferite
temperaturi si s-a determinat activitatea reziduald la 40 °C. Dupi o ord, enzima a pastrat
100 %, 100 % si respectiv 10 % din activitatea sa initiald si 100 %, 80 % si 0 % dupa
24 h de termostatare la 20 °C, 40 °C si 60 °C respectiv. Preparatul lipolitic obtinut dupi

precipitarea cu sulfat de amoniu a fost pastrat la temperatura de 4 °C, lipaza fiind stabild

chiar si dupa 12 luni.
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Figura 5.6 Efectul pH-ului asupra
activitatii lipazei Pf-MP11. Activitatea
optimd a lipazei la pH 85 a fost
consideratd ca 100 %
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Figura 5.7 Efectul temperaturii asupra

activititii lipazice a Pf-MP11 (A) si a

lipazei comerciale din Pseudomonas

fluorescens (™). Pentru fiecare enzima

activitatea maxima a fost considerati ca
100 %

lipolitice gi cinetica reactiilor de hidroliza a unor esteri ai p-nitrofenolului

S-a determinat influenta lungimii catenei de carbon a restului acil asupra
activitdtii hidrolitice a enzimei LipPf-MP11, Tiposelectivitatea oferd un avantaj enzimei
_In aplicatii precum modificarea grasimilor, mai exact hidroliza esterilor in vederea
obfinerii unor acizi gragi, sau a unor gliceride partial hidrolizate, imbogitirea unor
amestecuri oleice cu acizi grasi mononesaturati si polinesaturati.

0 serie de esteri au fost testati iar rezultate sunt prezentate in Figura 5.8,

Activitatea lipazei Pf-MP11 a fost influentatd de mirimea grupdrii acil, aceasta
prezentand o valoare maximd pentru esterul vinilic al acidului decanoic.

Intrucat datele prezentate nu au fost suficiente in aprecierea influentei pe care o
are lungimea radicalului acil asupra activitatii lipazice, a fost testatd o serie de esteri ai
pnitrofenolului. fn experiment a fost consideratd relatia enziiné-substrat, variind
concentratia celui din urma (Figura 5.9).

Enzimele lipolitice, in general sunt selective fatd de acizii grasi cu catena lungi si
derivatii acestora, Existd insd date referitoare la lipaze sintetizate de tulpini de
Pseudomonas spp. si P. fluorescens selective fatd de esteri ai acizilor grasi cu catend

scurtd (Utsugi etal. 2009).
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Figura 5.8 Influenta lungimii catenei de
carbon a grupdrii acil asupra activitatii
hidrolitice a lipazei Pf-MP11. Activitatea
optimd fatd de vinil decanoat a fost
considerata ca 100 %

Figura 5.9 Cinetica reactiilor de hidroliza a
preparatului lipazic PfMP11 pentru
esterii p-nitrofenolului. Figura ilustreaza
relatia dintre viteza de reactie si
concentratia esterilor acizilor grasi
saturati

in cazul a doud dintre 'reac;iile studiate, s-a inregistrat inhibitie prin exces de

substrat. Vitezele de reactie au Inceput si scadi pentru reactiile de hidrolizi ale

pnitrofenil caprilatului si pnitrofenil caproatului la concentratii ale substratului

superioare valorilor de 2 mM si 4 mM respectiv.

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

indicatd de curba modelului cinetic Michaelis-Menten ajustatd datelor obtinute

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

aproximali cu ajutorul programului SigmaPlot (Systat Software Inc.) (Tabel 5.3).

Tabelul 5.3 Evaluarea selectivititii lipazei Pf-MP11 fatd de lungimea catenei de carbon a
radicalului acil in reactia de hidrolizi a unor esteri ai p-nitrofenolului

acid butiric 05-125 5,76

acid caprilic :

acid caproic 0,1-10,0 17,7

acid lauric 0,5-10,0 16,9

acid miristic 0,5-125 4,6

acid palmitic

01-100 201

; lnhibi;ie prin exces

0,197 de substrat
Inhibitie prin exces

g3 de substrat

0,23

0,95

0,65

0,1-5,0 4,41
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Tn_ ultimul timp, lipazele sunt folosite in reactii /n sity, fiind incluse direct in
alimente, sub formd de aditivi. Activitatea catalitici a acestor enzime determini
formarea unor compusi cu efect benefic asupra text'urii, arorﬁei si calitdtii, in general, a
produsului finit.

Selectivitatea lipazelor fatd de acizii grasi cu catend medie poate fi utilizata Tn
sisteme mono sau bi-enzimatice pentru fmbogdtirea uleiurilor in gliceride ale acizilor
DHA si EPA (Shimada et al. 1995), pentru imbunititirea aromei branzeturilor
(Hernadndez et al. 2005) si producerea de monoacilgliceroli, in vederea obtinerii unor
compusi cu proprietédfi emulsionante sau chiar de conservare (Dolezalova et al. 2010).

Principalele fractiuni din uleiurile de cocos si palmier sunt trigliceride ale
acizilor caprilic si caproic. O lipazd selectivd fatd de C8:0 si C10:0 ar reprezenta un
catalizator apreciat in procesele care implicd modificarea grasimilor vegetale, anterior
mentionate, in aplicatii precum obtinerea de acizi grasi liberi, i a produselor de tip
captrin! (Tenore i Galante 2005).

Aplicatii ale lipazelor, care implicd obtinerea produselor mai sus mentionate, ar
beneficia de pe urma unei lipaze cu selectivitate hidrolitici fatd de esteri ai acizilor

caprilic si caproic.

Concluzii partiale

S-a obtinut un preparat lipolitic partial purificat prin precipitarea cu sulfat de

amoniu cu stabilitate bun In timp, chiar si dup4 12 luni,

Separarea prin cromatografie de excludere moleculard a permis purificarea

lipazei Pf-MP11 la un grad de purificare de 4,4.

in timpul precipitarii lipaza a manifestat o tendint3 de aglomerare confirmati de
cromatografia de filtrare in gel §i electroforeza SDS-PAGE. Aceastd proprietate
reprezintd o particularitate a lipazei Pf-MP11 care o diferentiazi de majoritatea
lipazelor descrise in literatura de specialitate si ar putea constitui, poate, un avantaj in

proceduri de imobilizare si cresterea stabilitatii enzimei.

Masa moleculard a lipazei Pf-MP11 a fost apreciatd prin electroforezd

denaturanta in gel de poliacril amida ca fiind de aproximativ 37 kDa.

! Denumirea trigliceridelor randomizate cu continut ridicat de acid caprilic (C8:0) si caproic (C10:0)
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Lipaza Pf-MP11 este o lipazi activd in intervalul de temperaturd 0 - 55°C cu o

temperatura optima de actiune la 40 °C, in conditii alcaline,

Preparatul lipolitic Pf-MP11 prezinti in reactiile de hidrolizd specificitate

aparentd fatd de esterii acizilor grasi saturati cu cateni de lungime medie (C8:0, C10:0).

Caracteristicile lipazei, cunoscute pand tn acest moment al studiului, indica faptul
cd preparatul lipolitic PF-MP11 ar putea fi folosit in procesele de modificare ale
grasimilor din alimente, cu scopul obtinerii unui efect emulsifiant mai bun in aluaturi

sau imbundtatirii aromei branzeturilor si cremelor.

Stabilitatea si activitatea lipazei Pf-MP11 la temperaturi scizute o face adecvats
utilizarii in procese cu consum redus de energie in vederea diminudrii costurilor de

productie crescandu-le astfel eficienta economici.

6. Comportamentul catalitic al lipazei in solvent organic
Materiale §i metode

Determinarea specificititii lipazei fati de alcoolii primari sau secundari s-a
realizat prin reactia de transesterificare a acestora cu acetatul de vinil. Preparatul
enzimatic a fost in prealabil liofilizat pentru indepartarca apei, absenta acesteia fiind o
conditie esentiald pentru reactiile vizate, In vederea inlaturdrii, pe cat posibil, a erorilor,
probele au fost cAntarite.

Amestecurile de reacie au fost analizate prin gaz cromatografie,

In experiment a fost folositd, pentru comparatie, si lipaza comerciali Amano AK
(Amano). Alcoolii primari utilizati pentru determinarea specificitatii celor doud lipaze
au fost: 1-butanol, 1-pentanol, 1-hexanol, 1-heptanol, 1-octanol.

Alcoolii secundari folositi n experiment au fost alesi din seria C4 - C9, iar
calibrarea metodei s-a realizat cu esterii acestora.

Determinarea continutului de ap din sistemul reactiv a fost realizati prin titrare
Karl Fischer, la timpul zero, inainte de adiugarea acetatului de vinil in reactie.

Influenta lungimii catenei de carbon a acizilor grasi asupra activititii catalitice a
enzimei LipPf-MP11 a fost studiat3 pentru reactia de esterificare a pentanolului cu acizii
grasi din seria C4:0 - C18:0. In plus, au fost folositi si acidul oleic (C18:1), acidul
ricinoleic (C18:1-OH) si acidul linoleic (C18:2). Metoda a fost etalonati cu 1-pentanol.
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Specificitatea de pozitie a lipazei Pf-MP11 pentru legiturile esterice ale
trigliceridelor a fost determinati cu substraturile standard: trioleind, 1,3-diolein3,
1-oleil-racmonoglicerol si acid oleic. Trioleina si 1,3-dioleina au fost folosite ca
substraturi de hidroliza pentru lipaza Pf-MP11. Produsii de reactie au fost separati prin
cromatografie in strat subtire (TLC) folosind plici de silica gel pe suport de aluminiu
Silica Gel 60 (Merk).

Rezultate si discutii
eactiile de tran i a acetatului de vinil Icooli primari

In ciuda diferentelor mici intre rezultatele obtinute pentru reactia de
transesterificare a acetatului de vinil cu alcoolii primari s-a putut aprecia activitatea
lipazei Pf-MP11 in functie de gruparea alcoolicd (Figura 6.1). Lipaza a manifestat o
afinitate cataliticd maxima pentru 1-pentanol.

Utilizarea unei cantitdti mai mare de enzimd la acelasi amestec de reactie a
condus la cresterea semnificativd a randamentului de cataliza in primele 4 h de reactie,
dupa care a urmat o scidere brusca a cantititii de produs de transesterificare pana la
24 h de reactie (Figura 6.2). Diminuarea randamentului de produs in primele ore de

reactie este cauzatd de hidroliza compusului nou format,
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Figurz 6.1 Influenta lungimii catenei'de carbon a alcoolilor primari asupra activititii de

- R

“zmiru explicarea acestul fenomen pot fi luate in considerare doud situatii si
amume D cosunut de apa ridicat in preparatul enzimatic, comparativ cu valorile mici
Immase fe Sow reactiel de transesterificare, sau (2) posibilitatea existengei unor urme

&¢ a== gae » greparztul enzimatic folosit, fapt care, ar fi determinat initierea,
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catalizei enzimatice a reactiei de esterificare a alcoolului cu acizii grasi contaminani, in
paralel cu reactia de transesterificare. In urma esterificirii are loc formarea apei ca
subprodus de reactie, apa a cirei prezentd si acumulare sistematici in mediul de reactie
determina lipaza si catalizeze hidroliza esterului format in timpul reactiei principale, si
anume, reactia de transesterificare a alcoolilor primari cu acetatul de vinil.

Prin titrarea Karl Fischer continutul apei din amestecul de reactie a fost apreciat
ca fiind de aproximativ 0,2 % (m/v). Utilizarea sitelor moleculareé a scizut remarcabil
activitatea lipazel prin diminuarea continutului de apd. Reactiile de interesterificare
catalizate de lipaze decurg in prezenta apei in sistem in raport de 0,04 - 11,0 % (m/v),
cele mai multe insi decurg optim la o valoare a continutului de apa mai mici de 1 %
(Malcata 1992).
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Figura 6.2 Evolutia randamentului in esteri acetici sintetizafi Tn reactia de
transesterificare a acetatului de vinil cu alcooli primari sub actiunea catalitica a lipazei
Pf-MP11

Ulterior, analiza TLC a preparatului enzimatic, a confirmat prezenta acizilor grasi
in preparatul lipazic Pf-MP11, Acest lucru intdreste teoria existentei a doud reactii
secundare, catalizate in paralel cu reactia primari de transesterificare a acetatului de

vinil cu alcoolii primari.

Determinarea activititii catalitice a lipazelor asupra alcoolilor secundari a avut
ca prim obiectiv studiul selectivititii stoechiometrice. Stercoselectivitatea este

importanta pentru biosinteza unor intermediari enantiomerici in procesul de obtinere a
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unor substante cu utilizare, in special, in industria produselor farmaceutice (Cai et al.
2006) si in agrochimie (Ye et al. 2010).

Utilizarea in paralel a unei lipaze comerciale din P fuorescens (Amano AK), a
permis compararea profilului catalitic al celor doud enzime pentru acest tip de reactie,
Lipaza Amano AK a fost intens studiatd, astfel cd, In prezent este bine cunoscut
caracterul K- stereoselectiv al acesteia (Machado et al. 2011).

Comparativ cu activitatea de transesterificare a acetatului de vinil cu alcoolii
primari, activitatea catalitici a lipazei in transesterificarea alcoolilor secundari prezinti
0 vitezd redusd (< 50 %) cauzatd de preferinta enzimei pentru structurile mai putin
ramificate. Lipaza Pf-MP11 a manifestat in reactiile de transesterificare a alcoolilor
secundari activitate ridicatd pentru 2-pentanol (Figura 6.3). Comparativ cu aceasta,
lipaza AK a actionat selectiv asupra alcoolilor 2-butanal, 2-pentanol si 2-nonanol.

Selectivitatea cea mai mare a manifestat-o fatd de 2-butanol (Figura 6.4).
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Figura 6.3 Influenta lungimii catenei de Figura 6.4 Influenta lungimii catenei de
carbon a compusului alcoolic asupra carbon a compusului alcoolic asupra
activitatii lipazei PF-MP11 in reactia de activititii lipazei Amano AK in reactia de
transesterificare a acetatului de vinil cu transesterificare a acetatului de vinil cu
alcooli secundari alcooli secundari

Lipaza AK catalizeaza reactia de transesterificare a acetatului de vinil cu alcoolii

secundari favorizand sinteza formei (R) a noului ester (Figura 6.5).
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Figura 6.5 Gas cromatogramele reactiilor de transesterificare a acetatului de vinil cu
2-pentanol catalizate de lipaza Amano AK dupd 2 h si respectiv 48 h. In imagine sunt
indicate denumirile speciilor chimice separate corespunzitoare fiecarui peak

Lipaza Pf-MP11 a prezentat selectivitate R pentru alcoolii secundari dar a fost
stereospecifica in reactia de transesterificare a acetatului de vinil cu 2-pentanol (Figura
6.6), cu 2-hexanol (Figura 6.7) i cu 2-heptanol (Figura 6.8).
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Figura 6.6 Gaz cromatogramele reactiilor de transesterificare a_ acetatului de vinil cu
2-pentanol catalizate de lipaza Pf-MP11 dupa 2 si respectiv 48 h. In imagine sunt indicate
denumirile speciilor chimice separate corespunzatoare fiecirui peak



Obtinerea si caracterizarea unei lipaze bacteriene active la temperaturi scizute

WV 030 =z
’ H
-
— 2k
025 E 5 B
20
015 - =
£
3
=
019 E
. |
M
005 M L
.00 + LL— N— t

2 3 4 5 &
Timp de eluare {min)

Figura 6.7 Gaz cromatogramele reactiilor de transesterificare a acetatului de vinil cu
2-hexanol catalizate de lipaza Pf-MP11 dupa 2 si respectiv 48 h. In imagine sunt indicate
denumirile speciilor chimice separate corespunzitoare fiecirui peak
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Figura 6.8 Gaz cromatogramele reacfiilor de transesterificare a_acetatului de vinil cu
2-heptanol catalizate de lipaza Pf-MP11 dupi 2 si respectiv 48 h. In-imagine sunt indicate
denumirile speciilor chimice separate corespunzitoare fiecrui peak

Se remarcd in cromatograme absenta enantiomerului (5) si se poate afirma ¢,
cel putin pentru conditiile de reactie folosite in studiul de fat3, lipaza Pf-MP11 prezinta

specificitate fafd de enantiomerii (R) ai acetatului de pentil, acetatului de hexil si
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acetatului de heptil, pentru care excesul enantiomeric (ee) a fost de 99 % pe tot
parcursul duratei reactiei, la un grad de conversie al substratului echivalent cu
producerea ambilor enantiomeri (5) si (R)in cazul celorlalte reactii de transesterificare.

Ca si in cazul reactiilor de transesterificare cu alcoolii primari, transesterificarea
alcoolii secundari a fost Insotitd de reactii secundare remarcate prin hidroliza esterului nou
format.

in general, specificitatea absolutid a unei enzime este un deziderat pentru
aplicatiile industriale, implementarea proceselor care folosesc acest tip de

biocatalizatori prezintd avantaje semnificative in ceea ce priveste raportul randament

de sintezd - costuri de productie. Se evitd, in acest fel, obtinerea subproduselor de

reactie §i, cel mai important, sunt eliminate din schema de productie proceedele de

——

separare neavantajoase din punct de vedere economic.

Trebuie insd retinut, cd de multe ori, specificitatea unei enzime poate fi
controlatd sau influentatd de condisiile de reactie, de substratul utilizat sau de prezenta
altor compusi cu capacitate de amplificare sau de inhibitie a activitatii enzimatice vizate.

Modificdnd parametrii anterior mentionati se poate imbunatati randamentul de produs.

esti

Alegerea alcoolului §i a solventului folositi in aceastd reactie reprezintd

rezultatul unor studii efectuate anterior si ale cdror rezultate sunt partial prezentate
mai sus. Importanta acestui experiment se regdseste in eventualele aplicatii care ar
putea rezulta din utilizarea unei lipaze cu specificitate fatd de un anumit acid gras sau
fatd de derivatii acestuia.

Enzima a manifestat o preferintd fatd de acizii grasi cu cateni medie, mai exact
fatd de acizii decanoic, dodecanoic si tetradecanoic (Figura 6.9).

Gradul de nesaturare al unui acid gras diminueazi gradul de ramificare a
catenei de carbon a acidului gras, acesta putind accesa mai usor cavitatea situsului
catalitic al enzimei. In acest mod pare s fi fost influentati si activitatea lipazei P-MP11,
care a catalizat preferential reactiile de esterificare ale acidului oleic, ricinoleic si
acidului linoleic faa de acidul gras saturat cu 18 atomi de carbon.

Caracteristicile catalitice determinate pentru lipaza PF-MP11, cum ar fi
preferinta lipazei fatd de acizii grasi cu catend medie si lungd indicd faptul c3 lipaza
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poate fi folositd Tn producerea de esteri de aromd (acizii decanoic si dodecanoic au
importan{d comerciald ridicatd pentru obfinerea esterilor cu arome de citrice, pin,
violete si ceard) si/sau producerea de grasimi structurate (esterii ai glicerolului cu acizii
dodecanoic si tetradecanoic sunt principalii constituenti in untul de cacao si echivalentii

acestuia) (Fitch-Haumann 1984).

Activitate de esterificare {LU/mg)

Figura 6.9 Influenta lungimii catenei de carbon a acizilor grasi, si a gradului de saturare
al acestora, asupra activitatii lipazei Pf-MP11

Regiospecificitatea lipazei Pf-

Lipaza Pf-MP11 nu a prezentat regiospecificitate, ea fiind capabil si actioneze
asupra oricarei legdturi esterice a trioleinei. Astfel, aceastdi enzim3 a hidrolizat trioleina
eliberand monoacilgliceroli, diacilgliceroli §i acizi gragi. Enzima a hidrolizat legiturile
esterice ale dioleinei in pozitiile sn-1 si sn-3 si a catalizat esterificarea dioleinei in
pozitia sn-2 (Figura 6.10).

Aceste caracteristici catalitice ale lipazei pot fi utilizate pentru controlul
producerii compugilor intermediari in hidroliza trigliceridelor sau in sinteza esterilor
acizilor grasi.

Lipazele sintetizate de P. fuorescens sunt fie nespecifice, fie actioneazi
preferential fatd de pozitiile sn-1,3 ale unei trigliceride. Cu toate acestea, Matori si
colzboratorii (1991) au remarcat in studiile lor faptul c3 regiospecificitatea lipazica

pozte i modificatd in functie de conditiile de reactie.
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To Figura 6.10 Analiza prin TLC a

rezultatului reactiilor catalizate de
lipaza  PfMP11 in  vederea
determinarii regiospecificitdtii. Linia
1, amestecul de lipide standard;
Linia 2, hidroliza trioleinei; Linia 3,
hidroliza 1,3 - dioleinei; Linia 4,
esterificarea  digliceridei 1,3 -
dioleini cu acid oleic. TAG - gliceril
trioleat; 1,3 - DAG - 1,3-dioleina; FA
- acid oleic; 1 - MAG - 1-oleoil-
monooleat.
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Concluzii partiale

Rezultatele reactiilor de esterificare si transesterificare catalizate de preparatul
enzimatic partial purificat obtinut cu tulpina selectionatd . Auorescens MP11 in
vederea caracterizdrii specificititii catalitice a enzimei au evidentiat preferinta enzimei
fats de alcoolii primari in detrimentul celor secundari, aceasta fiind selectiva fatd de
1-propanol.

Lipaza Pf-MP11 nu a prezentat specificitate pozitionald, actiondnd asupra
tuturor legaturilor esterice ale trioleinei,

Enzima a manifestat selectivitate in reactiile de esterificare a 1-pentanolului cu
acizii grasi saturati $i a esterificat preferential acizii cu catend medie cu un maxim de
activitate in cazul acidului tetradecanoic.

Preparatul lipolitic Pf-MP11, obtinut in conditiile acestui studiu, conjine urme
de acizi gragi, prezenta acestor contaminanti afectdnd reactia de transesterificare, prin
declangarea unor reactii secundare, a cdror efect major a fost hidroliza produsului

primar al reactiei.

Continutul de apd din amestecul de reactie a avut un efect important asupra

functionalitatii lipazei P-MP11 in conditiile de reactie utilizate.
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7. Analiza genomica comparativi a genei /jpPf-MP11

Materiale §i metode

Ca material de lucru s-a folosit ADN-ul genomic izolat din 2. Aluorescens MP11.
Escherichia coli TOP10 (Invitrogen) a fost folosit ca organisms de propagare a pCRII
(Invitrogen) folosit ca vector de clonare. Secventierea a fost realizati de firma BaseClear
(Olanda).

Oligonucleotidele primer au fost create pe baza zonelor de omologie a
secvengelor genelor responsabile de sinteza lipazelor (/ip) sintetizate de tulpini de
F. fluorescens. Pentru analizd, secventele genelor omoloage au fost descircate in format
FASTA din baza de date UniProtKB §i comparate prin metoda Clustal W folosind
programul Lasergene - DNAStar (DNASTAR, Inc. SUA). Secventele oligonucleotidelor

primer folosite in studiu sunt prezentate in Tabelul 7.1.

Tabelul 7.1 Dligcnucleotidel_e rimer utilizate in studiu

. Denumirea primerului- Seventi (5-3)
LipFW1 ATGGGTRTMTTYGACTATAAAAACCTC
LipRV1 GGCAAAGGCAACGACACGATCCGCGAC
Lip-FW1- CACAACCTGGATAACGGCTTTGC
Lip-RV1-§ CCCACTGTT L.:J CGCGGATCGTGTC
Lip-FW1-L CGGTACGGCGGAATCCAAGGCG
Lip-RV1-L GGGTGTTGTTGCCCGAGCCGCC
AHK-FW CAGTTTCAACGATCACTACGCCTC
AHK-RV CGACGGCAACGACCTGATCCAG
GHPU-FW CGGTTATCAGCACAACGGCTTCG
GHPU-RV CCGGGGAACCTTCTACGGCGAG
Lip-64FW CACCATGGGTGTGTACGACTACAAAACTTC
Lip-64RV : GTGCYGAYGGRRATCGTGATCGCC
Lip-58FW : CACCATGGGRCTGTTMGATTACAAAAATG
Lip-58RV CCTGTCGGCTTCAAGTTTCACGTTCGCCLG

A Codurile nucleotidelor: R: Asau G; M: Asau C; Y: Csau T

Prima reactie de polimerizare in lan{ (PCR) a permis amplificarea unui fragment din

secventa tinta. Programul PCR utilizat in aczasta etapd este prezentat in Tabelul 7.2,
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Tabelul 7.2 Etapele si parametrii reactiei de polimerizare

Denaturare initiald 1 R 94 ' 4 min

Denaturare 94 30s
Atagarea
Elongare primerilor la ADN- 30 52 30s
ul matritd
Elongarea 72 45s
propriu-zisi
Ell:_mgareiﬁn_al.i £ _ g 72 10 min

Pentru obtinerea regiunilor adiacente necunoscute ale zonei amplificate din
gena codificatoare a lipazei Pf-MP11, s-a utilizat tehnica PCR invers (iPCR). Astfel,
pentru fiecare capit al secventei cunoscute (gena de interes), s-a selectat cate un set de
primeri, pentru reactia de PCR folosindu-se un primer antisens de la un capit si
primerul sens de la capitul opus al fragmentului de ADN dublu catenar secventiat,
elongarea avind loc de la acest fragment spre exterior (Figura 7.4).

| Tigarea unimoleculard a
v fragmentelor restrictionate

e a4 1m creane set primeri _,7/’/\
g . 3 pritit

Clogre i secvenfiers

Figura 7.4 Reprezentarea schematizati a metodei de polimerizare inversid (iPCR).
Figura a fost adaptata la studiul lipazei Pf-MP11 si ilustreazi clivarea ADN-ului genomic,
izolat din tulpina selectionat3, cu endonucleaze de restrictie, modul de selectie al
primerilor utilizati in iPCR si felul in care este elongat fragmentul de interes circularizat
cu obtinerea finald a secventelor de ADN necunoscute
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Enzimele folosite au fost EcoRl, BamHI, Bgl/ 1l si Xba | alese aleatoriu, dar care
nu clivau in interiorul primului amplicon obtinut.

Programul PCR folosit la reactia de polimerizare inversd este prezentat in
Tabelul 7.3.

Prezenta fragmentului de interes n produsul de PCR nou obtinut a fost

verificatd cu metoda de hibridizare Southern blotting (Southern 1975).

Tabelul 7.3 Etapele si parametrii reactiei de polimerizare inversa

. Temperatura  Durata
Denaturare initiald 1 94 455
Denaturare , 94 155
5 : Atagarea primerilor
i 30
Amplificarea initiald la ADN-ul matrigs 10 50 5
Amp!i.fica}'ea 68 4 min
propriu-zisa
Denaturare 94 15s
Elongarea Atasarea primerilor
o - arvrialye 30
ampliconilor la ADN-ul matrita fad 20 : 3
4 min
Elongare 68 +5 8/ciclu
Elonare finald 1 / 72 10 min
Rezultate gi discutii

Amplificarea partiald a genei JjpPf-MP11

Prin alinierea unor gene codificatoare de lipaze, ale ciror secvente 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.

Secventele celor patru grupuri aliniate au prezentat omologie ridicati. S-au
remarcat insd diferente semnificative in cazul lipazelor cu masele moleculare de 35 kDa
§i 65 kDa. Pentru acestea au fost create cite un set de primeri degenerafi.

Primul amplicon obtinut a avut lungimea de aproximativ 1100 pb (Figura 7.6).

Ampliconii obtinuti in studiu au fost.ligal:i la vectorul pCRII, clonat in celule de £ coli

TOP10 si secventiat. Secventa obtinuti a fost utilizati pentru selectarea a doud seturi de
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primeri pentru reacfia inversa a polimerazel. Reactia de polimerizare inversi a condus

la obtinerea unui fragment cu lungimea de aproximativ 1500 pb.
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Figura 7.5 Analiza filogeneticd pentru secventele lipazelor produse de Pseudomonas
fluorescens. Aliniamentul secventelor s-a realizat prin metoda Clustal W folosind
programul Lasergene DNAStar. Secventele au fost preluate din baza de date UniProt. in
dreapta figurii sunt indicate grupdrile de lipaze si masele moleculare corespunzitoare
fiecarui grup.
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Figura 7.6 Electroforeza in gel de agarozi a ampliconilor rezultati cu primerii Lip-FW1-§
51 Lip RV1, Linia 1, amestecul ADN standard /adder GeneRuler; Liniile 2 si 3, produsul de
PCR (1100 pb).

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

Southern, iar semnalul chemiluminiscent a confirmat prezenta in fragmentul nou-

format a secventei initiale (Figura 7.7).
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1 2 3 4 A

Figura 7.7 Analiza hibridizdrii Southern pentru ampliconul rezultat in urma reactiei de
polimerizare inversd a fragmentelor de ADN genomic, extras din tulpina salbaticd
Pseudomonas fluorescens MP11. Figura ilustreazd electroforeza in gel de agaroza a
probelor utilizate in test (stdnga) si rezultatul hibridizarii (dreapta): Linia 1, amestecul
ADN standard fadder GeneRuler; Liniile 2,2, ADN-ul genomic bacterian din P-MP11;
Liniile 3,3', ADN-ul genomic bacterian din Pf-MP11 dupd clivarea acestuia cu
endonucleazele de restrictie; Liniile 4,4, ampliconul rezultat in urma reactiei de
polimerizare inversd cu primerii AHK-FW si GHPU-RVZ Proba de hibridizare utilizati a
fost fragmentul Lip-FW1-Lip-RV1-§ ( ~1100 pb)

Fragmentele au fost comparate prin aliniere. Cei doi ampiiconi au prezentat o
suprapunere de numai 348 baze azotate in harta genicd a alinierii fragmentelor
secventionate, care a totalizat 2388 baze. in urma analizei comparative de tip Blast, cei
doi ampliconi au prezentat cel mai inalt grad de omologie cu seventa nucleotidica a
genomului bacteriei Pseudomonas fluorescens P01 (Silby et al. 2009) (Figura 7.8},

in harta genicd a Pf-01 se remarcd prezenta a doud gene lipazice aldturate, de
1702 pb si 1867 pb respectiv. Aceste secvenfe impreund cu zonele adiacente au fost
descircate de pe UniProt KB si aliniate pentru comparatie cu fragmentele [pPE-MP11
secventiate. Rezultatul a indicat cd ampliconii P-MP11 sunt fragmente din doud regiuni

subsecvente in genomul bacterian Pf-MP11, care codifici sinteza a doui lipaze.

? fragmentul cu lungimea de aproxmativ 800 pb este un subprodus al fragmentitiul ARK-FW-GHPU
rezultat in urma electroforezei in gel de agarozi
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Figura 7.8 Compararea secvenfelor ampliconilor Pf-MP11 cu secventa genomica a
tulpinii Pf-01. Aceasta din urmd cuprinde secventele celor doua lipaze ale caror mase
moleculare corespund valorilor 58 kDa (Pf-01) si 64 kDa (AY623009)

Determinarea secv i ifi i lpinii P-MP11
analiza acestora

Pentru cele dou# secvente, care codifici partial genele lipazelor Pf-MP11, s-a
realizat o noui analizd filogeneticd. Rezultatul acesteia a confirmat apartenenia

lipazelor Pf-MP11 la grupuri de gene codificatoare ale unor lipaze cu masele moleculare

de 58 kDa si 64 kDa respectiv (Figura 7.9).
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Figura 7.9 Analiza filogenetici pentru secventele de nucleotide ale genelor codificatoare
ale lipazelor. Aliniamentul secventelor s-a realizat prin metoda Clustal W, folosind
programul Lasergene DNAStar. Secventele au fost preluate din baza de date UniProt KB.
In dreapta figurii sunt indicate masele moleculare corespunzitoare grupurilor de
apartenenta ale lipazelor PE-MP11 (Consensus-64 kd/58 kd)
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Ulterior acestei analize filogenetice, pe baza omologiei secventelor aliniate, a fost
creat un nou set de primeri degenenerati corespunzitori genelor codificatoare ale
lipazelor de 58 kDa si 64 kDa. Amplificarea fragmentului tintd a fost realizata prin
utilizarea tehnicii fouchdown PCR.

Fragmentul obtinut cu primerii Lip-58FW si Lip-58RV cu o lungime de
aproximativ 1800 pb (Figura 7.10) a fost clonat si secventiat.

Secventa genicd corespunzitoare lipazei de 64 kDa nu a putut fi amplificatd cu
ajutorul primerilor special creati. Gena /JpPf-MP11-64 a fost ulterior secventionata de
catre BaseClear, direct din ADN-ul genomic al tulpinii Pf-MP11 utilizind metoda Sanger
(Sanger et al. 1977). Acestora li s-au pus la dispozitie tulpina de tip salbatic
Pseudomonas fuorescens MP11 si o oligonucleotidd primer pentru amplificare.
Fragmentele secventiate au fost aliniate i analizate. Pentru fiecare contiguu s-au gasit
cadre de citire (prezenta codonilor START si STOP) care au indicat secventierea
completd a genelor lipazice. Ulterior s-au realizat alinieri de tip Blast peniru obfinerea
celor doud aliniamente comparative ale lipazelor LipPf-MP11-58 si LipPf-MP11-64
(Figurile 7.11 51 7.12).

Figura 7.10 Eiectroforeza in gel de agarozd a ampliconilor rezultafi cu primerii
degenerati Lip-58FW/RV. Linia 1, amestecul ADN standard /adder GeneRuler; Liniile 2
si 3, produsul de PCR (1750 pb)

Cele doui lipaze codificate de tulpina £, Avorescens MP11 sunt proteine ale ¢iror
structuri primare sunt formate din 561 gl 610 rezuduuri de aminoacizi. Masele
moleculare calculate ale celor doud lipaze sunt 59 kDa si 64,5 kUa respectiv,

caracteristica care le-a permis incadrarea in subfamilia 1.3 a lipazelor.
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Figura 7.11 Aliniamentul comparativ al secventei de aminoacizi a lipazei cu masa
moleculard aproximatd ca fiind de 58 kDa sintetizati de P. Auorescens MP11 cu alte
lipaze produse de tulpini de P. fluorescens. Secventele complete ale aminoacizilor
lipazelor din P. fluorescens MP11 (Q58 kDa), o bacterie necultivati (Q6XCI3),
P, fluorescens Pf-01 (Q3KCS9), Pseudomonas sp. lip35 (B1PF33) au fost aliniate
addugéndu-se spatii acolo unde a fost nevoie pentru obtine gradul maxim de identitate.
Aminoacizii identici, in anumite pozitii ale secventelor analizate, sunt marcate cu
asterix. Numerele (stdnga) se referd la pozitiile aminoacizilor
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Figura 7.12 Aliniamentul comparativ al secventei de aminoacizi a lipazei de 64 kDa
sintetizatd de P. fluorescens MP11 cu alte lipaze sintetizate de tulpini de Pseudomonas
spp. Secventele complete ale aminoacizilor lipazelor din £. fluorescens MP11 (Q64 kDa),
Pseudomonas sp. 7323 (Q2KTB 3), Pseudomonas sp. UB48 (Q9EVD 8), P. fluorescens Pf-
01 (Q3KCS 8), P. fluorescens B52 (Q6GX9 3) au fost aliniate addugandu-se spatii acolo
unde a fost nevoie pentru obfine gradul maxim de identitate. Aminoacizii identici, in
anumite pozitii ale secventelor analizate, sunt marcate cu asterix, Numerele (stinga) se
refera la pozitiile aminoacizilor
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Secvenia nucleotidici a genei care codifica sinteza lipazei cu masa moleculard de
64 kDa prezintd la capitul 3' o omologie foarte micd cu secventele considerate fu analiza
filogeneticd, in functie de care au fost alesi primerii pentru reactia PCR. explicdndu-se in
acest fel imposibilitatea de amplificare a genei /ipPf-MP11-64 cu oligonucleotidele

primer selectionate, sl anume Lip-64FW/RV.

Concluzii partiale

Pracedeele de izolare si amplificare a genei lipazei Pf-MP11 din genomul tulpinii

producitoare au permis identificarea a doua gene codificatoare de lipaze, adiacente.

Cele doud gene au fost amplificate, clonate si secventiate, iar secventele
nucleotidice rezultate au corespuns unor cadre de citire deschise de 1683 pb si 1830 pb,
corespunzitoare unor lipaze cu masele moleculare de aproximativ 59 kDa si respectiv
64,5 kDa.

Aliniamentul de tip Blast a prezentat o omelogie a lipazelor PMP11 de maxim
88 % cu secvente din bazele de date existente si diferente semnificative, ceea ce denoti
probabilitatea ca lipazele Pf-MP11 'sa fie lipaze noi, care s3 nu mai fi fost studiate si

caracterizate.

CONCLUZII FINALE

Studiile incluse in teza de doctorat intitulatd Obtinerea si caracterizarea unel
lipaze bacteriene active la temperaturi scdzute contribuie la o mai buna cunoagtere a
unor particularitdti ale enzimelur din categoria acilhidrolazelor legate de izolarea si
selectia bacteriilor activ producdtoare de lipaze, conditiile de producere si purificare.
Aceste elemente ajutd la intelegerea comportamentului catalitic §i a structurii acestor
enzime prin expunerea rezultatelor obtinute in urma efectudrii cercetarilor asupra unei
noi lipaze active la temperaturi scizute, cercetiri care evidentiazi elemente originale cu
impact in cercetarea fundamentala si aplicativa a lipazelor, si In general a hidrolazelor
obtinute din surse psihrotrofe.

Pe baza concluziilor partiale prezentate la finalul fiecdrui capitol din cadrul
studiului experimental, este reliefatd sumativ o serie de concluzii generale, dupd cum

urmeazi;
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Din probe de sol prelevate din zone montane autohtone, caracterizate de un
climat alpin (Mii. Bucegi, Roméania) au fost izolate si selectionate 36 tulpini de
bacterii prihrotrofe, dintre care trei tulpini codificate MP11, MP3 si M61 s-au
dovedit a fi activ producétoare de enzime lipolitice. Cele trei tulpini selectionate
au fost caracterizate din punct de vedere morfologic si biochimic si clasificate in

genul Pseudomonas.

Tulpina selectionatd Pseudomonas fuorescens MP11 (PE-MP11), cu cel mai
ridicat potential de sinteza a enzimelor lipolitice active la temperaturi scizute,
este o bacterie psihrotrofd izolatd din sol prelevat de pe Varful Omu (~2500 m),
Muntii Bucegi, Roménia.

Producerea enzimelor lipolitice cu tulpina Pf-MP11 in sistem submers este
conditionatd de temperatura de cultivare, sinteza acestora fiind favorizati la
temperaturi de cultivare mai mici decdt temperatura optimi de crestere a
tulpinii producdtoare (20 °C), si a fost inhibatd de producerea simultani a
proteazelor, a ciror actiune a influentat negativ stabilitatea si functionalitatea

lipazelor Tn extractele enzimatice brute,

Lipazele au fost separate din extractul cultural prin precipitare cu sulfat de
amoniu si purificate prin cromatografie de excludere moleculari, obtinindu-se
un grad de purificare de 4,4. In timpul precipitirii, enzimele lipolitice au
manifestat o tendin{d de aglomerare formand agregate proteice cu mase
moleculate variate cu valori de sute de kDa. In ciuda unei ugoare inactivari
cauzate de aglomerarea lipazelor, preparatul lipolitic a prezentat stabilitate

ridicatd la temperatura de 4 °C timp de péni la 12 luni.

Preparatul lipolitic Pf-MP11 este activ la temperaturi cuprinse intre 0 - 55 °C, la

pH alcalin si prezintd activitate maximi la temperatura de 40 °C si pH 8,5,

Lipaza catalizeazd preferential reactii ale alcecolilor primari fati de alcoolii
secundari, iar viteza maxim de reactie s-a inregistrat in reactiile de

transesterificare a pentanolului.

Preparatul lipolitic P&-MP11 nu prezinti regioselectivitate, dar manifesti o
tendin{d stereospecifica fatd de enantiomerii £ ai unor esteri acetici. Enzima si-a
schimbat selectivitatea fatd de lungimea catenei de carbon a acizilor grasi in

functie de mediul de reactic. Aceasta a catalizat preferential esterii acizilor
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decanoic, dodecanoic si tetradecanoic fn m-hexan si esterii acizilor ocanoic,

decanoic §i dodecanoic In solufie apoasi,

¢ Studiile de secventiere a genei codificatoare a lipazei studiate au evidentiat
existenta, I genomul tulpinii Pseudomonas fAuorescens MP11, a doud gene
succesive ale cdror secvenfe nucleotidice transpuse in aminocizi corespund unor
lipaze cu masele moleculare de 59 kDa si respectiv 64,5 kDa. Analize
comparativd a secventelor celor doud enzime a sugerat faptul ¢i enzimele
LipPf-MP11 sunt lipaze noi, care au fost prima dati studiate in cadrul acestei

lucrari,

In final, se apreciazi c teza de doctorat contribuie la o mai buni infelegere a
acestui tip de enzime prin identificarea a dou3 lipaze bacteriene noi, dintre care cel
pufin una este activa la temperaturi scazute, si al ciror studiu preliminar a evidentiat
potentialul pe care il pot avea cele doudl enzime in industrie. Din acest-motiv, este
Imperativd aprofundarea cunoasterii celor dousi enzime, atat la nivel molecular, in
relatiile substrat-mecanism de actiune si condigii de reactie-selectivitate catalitics, cat si
la nivel aplicativ in vederea exploatarii comportamentului catalitic in sisteme de reactie

complexe pentru obtinerea unor beneficii tehnologice si economice.

CONTRIBUTII LA DEZVOLTAREA CUNOSTERII IN DOMENIU §! PERSPECTIVE

Teza de doctorat intitulatd Obfinerca si caracterizarea unei lipaze bacteriene
active la temperaturi scazute reprezintd un studiu de biotehno]céie care urmeazd cursul
clasic pe care 1l presupune obfinerea si caracterizarea unei noi enzime active la
temperaturi scazute, avind ca sursd de izolare scluri din biotopul alpin autohton
respectiv VE. Omu si aduce elemente de noutate pentru dezvoltarea cuncasterii in toate
domeniile pe care le abordeaz3, prin particularititile catalitice ale enzimei studiate si

aplicatiile practice Tn care aceasta ar putea fi folosita.

Contributiile originale ale tezei de doctorat pot fi sintetizate dupa cum urmeazi:
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S-au avut in vedere studiul microorganismelor psihrofile ca agenti producdtori
de enzime, o abordare modernd fn acord cu cercetdrile realizate in acest
domeniu, la nivel international, corelat cu numarul modest de studii, ale cdror
tatondri in Roménia au fost recent realizate.

Trei tulpini de bacterii identificate ca apartindnd speciei Pseudomonas
fluorescens au fost izolate din soluri prelevate din zona Muntilor Carpati din
arealul roméanesc, au fost selectionate ca tulpini psihrotrofe producdtoare de
enzime active la temperaturi scazute. Se atrage astfel atenfia asupra potentialului
ridicat al biotopurilor de pe teritoriul Romdniei, ca surse de izolare a

microorganismelor adaptate la frig.

A fost studiat un preparat lipolitic activ la temperaturi scdzute din pespectiva
obtinerii si caracterizirii proprietatilor catalitice, studiul reliefdnd tendinta de
aglomerare a lipazelor in anumite conditii de purificare. Formarea agregatelor
proteice cu mase moleculare foarte mari reprezintd un subiect de noutate in
studiul lipazelor, la nivel international, fiind prezentate un numir foarte mic de

descoperiri in acest sens,

Studiul genomic al tulpinii selectionate P. Auorescens MP11 (Pf-MP11) a permis
identificarea si secventierea a doud gene codificatoare de lipaze, situate adiacent
in ADN-ul genomic. Secventele celor doud enzime nu sunt cunoscute ceea ce
denoti cd enzimele codificate In genomul tulpinii Pf-MP11 sunt noi, si nu au mai
Fos'lc studiate la nivel international. In plus, lipazele care au prezentat omologie
ridicatd cu lipazele Pf-MP11 nu au fost caracterizate din punct de vedere catalitic,

oferind celor anterior mentionate avantajul intdietitii.
Tindnd cont de cele mai sus prezentate, se recomanda ca stategii viitoare:

Continuarea studiilor de caracterizare a tulpinii Pf-MP11 in vederea stabilirii
potentialului de sintezd a altor enzime cu interes economic deosebit.

Optimizarea metodei de obtinere a preparatului lipolitic PEMP11 cu un grad de
purificare ridicatd in vederea elimindrii complete a substantelor de contaminare

si utilizarea acestuia in procese de simulare a aplicatiilor industriale;

Clonarea si exprimarea celor doud gene /ipPf-MP11 in vederea caracterizarii

lipazelor codificate de acestea si atribuirea uneia dintre cele doud, proprietitile
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termo-catalitice si tipe- sau stereospecifice ale preparatului lipolitic PEMP11

studiat;

DISEMINAREA REZULTATELOR CERCETARII

Rezultatele cercetdrilor desfagurate in cadrul tezei de doctorat au fost prezentate
pentru diseminare in doud articole (unul publicat §i unul i curs de publicare) si doud
comuiticdri la manifestdri gtiingifice reprezentative pentru domeniul abordat, dupi cum

urmeazi:

A. Publicafie in revisti cotati ISI:

Svetlana Laura Leonov, Lambertus van den Breek, Jan Springer, Francis Péter,
Gabriela Bahrim, Carmen Boeriu, 2011, Identification of a cold-active lipase from

soil isolate Pseudomonas fluorescens MP11, In recenzie la Biotechnology Letters

B. Publicatie in revistd indexata in baze de date internationale:

Svetlana Laura Leonov, 2010, Screening for novel cold-active lipases from wild
type bacteria isolates, /nnovative Romanian Food Bictechnology, 6 (3) 12-17

C. Comunicdri stiintifice semnificative sustinute la conferinte din tara si

strainatate:

S.L. Leonov, LAM. van den Broek, |. Springer, G. Bahrim, C.G. Boeriu. The
characterization of a novel cold-active lipase from a soil isolate identified as
Pseudomanas fluorescens, 2010, International Conference on Chemistry and
Chemical Engineering, Timisoara, Romania

S.L. Leonov, LAM. van den Broek, |. Springer, G. Bahrim, C.G. Boeriu, 2010,
Purification and characterization of an extracellular cold-active lipase from a soil
isolate identified as Pseudomonas fluorescens, Netherlands Biotechnology
Congress-13, Ede, Olanda

0 parte a rezultatelor obtinute in cadrul acestor cercetiri nu au fost publicate
datorita necesitatii aprofundarii studiilor, in special a celor de biologie moleculari. De

indatd ce acestea vor fi finalizate, rezultatele vor fi publicate, rezultdnd cel putin o

lucrare intr-o revista cotati ISI.
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