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Introducere generala

Biocataliza joaca un rol important in industria modernad indeosebi in domenii precum chimia
organicd si farmaceutica. Utilizarea biocatalizatorilor are drept scop imbunatatirea conditiilor in care
se desfisoara numeroase reactii, in special gasirea unor conditii compatibile cu mediul inconjurétor.

Enzimele sunt biocatalizatori de mare importanta. Produse si modificate de catre natura sunt
de probabil subestimate si inca slab exploatate. In ultimele decenii s-au depus numeroase eforturi
pentru a descoperi biocatalizatori eficace in diverse domenii (Arpigny and Jaeger, 1999). Acest
fenomen s-a materializat n tot acest timp in numeroase publicatii care descriu purificarea si
caracterizarea de noi surse naturale de biocatalizatori.

In ultimii ani tot mai multe enzime de provenienti termofild, cu precidere cele hidrolitice, au
castigat din ce in ce mai mare atentie in randul cercetétorilor atat din domeniul microbiologiei cét si al
chimiei. Exista o continud cautare de noi microorganisme de acest tip si enzimele lor, pentru simplul
fapt cad acestea au proprietati speciale, dorite in biocataliza. Acestea sunt testate si caracterizate in
vederea descoperirii de noi utilizdri sau in scopul utilizarii lor in procese vechi, in detrimentul
catalizatorilor chimici.

Teza de fatd se rezuma la izolarea si caracterizarea unei noi surse indigene de biocatalizatori.
Gena esterazei/lipazei din Anoxybacillus flavithermus a fost de asemenea clonata in Escherichia coli,
purificata si caracterizatd. Importanta enzimei in reactii de biocataliza a fost pusa in evidenta in cadrul

unor reactii selective.



Capitolul 1.

Primul capitol a fost axat pe studiul de literaturd ce a avut in vedere date generale despre
enzime hidrolitice precum lipazele si esterazele, metode de detective si de purificare a acestora in stare
nativa sau recombinatd. Ultima parte a acestei introduceri a fost dedicate microorganismelor termofile

si a enzimelor respective.

Capitol 2. Izolarea, identificarea si caracterizarea unei tulpini bacteriene, sursa unei

enzime hidrolitice termostabile

In capitolul 2 am descris izolarea si caracterizarea unei tulpini indigene de A4. flavithermus. De
asemenea am verificat capacitatea microorganismului de a secreta o enzima cu activitate lipolitica prin
reactia de hidroliza a unui substrat specific lipazelor, pNPP, in functie de temperatura, variatie de pH,

timp de crestere bacteriand si inductori ai enzimei.

Rezultate

Probele de apa din locatiile alese au fost transportate de la fiecare locatie In recipiente
termostatate sterile si cultivate pe mediu LB-agar. De pe cele 4 placi obtinute, cate una pentru fiecare
zond, cate o colonie a fost apoi crescutd in mediu LB-lichid. Activitatea lipoliticd a fost urmarita
utilizdnd p-nitrofenil palmitat drept substrat, iar proba enzimaticad in aceastd etapd a constat din
supernatantul celular.

Colonia izolatd din proba din izvorul termal din Tasnad a prezentat cea mai mare activitate
lipolitica extracelulara, astfel ca acesta a fost aleasa pentru experimentele ulterioare. Caracteristicile
morfologice si biochimice ale tulpinii bacteriene izolate au fost evaluate concomitent cu determinarea
genetica a bacteriei.

Analiza geneticad a indicat izolarea unei tulpini de Anoxybacillus flavithermus (identitate
maxima obtinutd fatd de Anoxybacillus flavithermus AE3). Ulterior, tulpina a fost depusa la Colectia
Nationalda de Microorganisme Agricole si Industriale din Budapesta, Ungaria, avand numarul de acces
NCAIM B 02482.

Principalele caracteristici (morfologice, fiziologice si biochimice) ale noii tulpini izolate sunt

enumerate in tabelul 1.

Tabelul 1. Rezultatele testelor de caracterizare ale tulpinii izolate. + Indicd o reactie pozitiva, - reactie

negativa, + / - un rezultat slab.

Morfologie Biochimie

Forma celulara bastonase Hidroliza:

Marime (medie) lungimi 4.0-5.0 pm, Gelatina +




latime >0.5 pm

Endospori + Amidon -
pozitie terminali Uree -
forma elipsoidali/cilindrici Producerea de catalaza -

Motilitate +/- Producerea/formarea de:

Colonii circulare, galbene, S )

convexe, ®1-3 mm

Coloratie Gram variabila Compusi indolici -

Chemotip-Gram pozitiv Acetoina -

Biochimie Fiziologie

Crestere pe: Crestere anaeroba +/-
NaCl 0.5-3% + Domeniul de pH 5.5-8.5

5% - Domeniul de temperatura (°C) | 37-70
Mediu cu ou +/-

Agar cu sange -

Bulion de carne -

Utilizare:

D-Glucoza +

Manitol -

Inozitol -

D-Sorbitol -

L- Ramnose -

D- Zaharoza +

D- Melibioza +

Amigdalind -

L- Arabinoza +

Citrat -

Productia carboxil-esterazei a fost monitorizata variind temperature si pH-ul pe o anume
duratd a cresterii bacteriei Anoxybacillus flavithermus T1. Secretia maxima de enzimd a fost
inregistratd la o temperatura de 60°C, la pH 8 si in urma a 16 h de crestere celulard. De asemenea, s-a
incercat indecerea secretiei enzimatice prin suplimentarea mediului de culturd cu diferite uleiuri
comerciale in concentratie de 1,5%: ulei de floarea soarelui, ulei de masline sau ulei de palmier. Cel

mai bun rezultat a fost inregistrat in cazul adaugérii in mediu a uleiului de floarea soarelui.



Capitolul 3. Purificarea carboxil-esterazei nativa

Al treilea capitol descrie purificarea partiala a Est/Lip nativd din A. flavithermus T1 prin
metode clasice, precum utilizarea precipitérii cu sulfat de amoniu, a precipitarii cu acetond ca metode
de purificare grosiera si cromatografia de schimbatori de anioni si hidrofoba, in vederea purificarii
fine. De asemenea am utilizat o noua procedurd bazatd pe precipitarea specifica a lipazelor, utilizata

anterior de catre Gorokhova et al. (2002) doar ca o metoda de imobilizare si activare a lipazelor.

Rezultate

Rezultatele experimentale au ardtat faptul ca prin precipitare cu sulfat de amoniu enzima a
pierdut o mare parte din activitate. Precipitarea cu acetond, preferabild atat din punct de vedere al
timpului cat si a activitatii obtinute s-a dovedit a fi o alternativd buni. In urma trecerii probelor
obtinute in etapa de precipitare pe cromatografia de schimbatori de anioni sau hidrofoba activitatea
enzimaticd nu a fost recuperatd deloc (precipitat cu sulfat de amoniu) sau intr-o micd masura
(precipitat cu acetond). Analiza fractiilor pe gel de electroforeza in conditii denaturante a ardtat un
grad mare de contaminare a fractiilor obtinute in urma cromatografiei.

Metoda utilizata pentru precipitarea specificd a Est/Lip in cazul nostru s-a dovedit a nu fi
specifica pentru enzima de interes. In schimb potrivit analizelor MS, proteina precipitatd majoritar prin
aceastd metoda a fost o glicoproteine din stratul-S membranar.

Impedimentele ivite in etapele de purificare a enzimei hidrolitice prin metodele clasice sau
prin precipitare specificd ne-a determinat sa continudm cu caracterizarea acesteia in stare partial
purificata. Astfel, preparatul enzimatic brut (precipitatul cu acetond) este caracterizat de o temperatura
optima Tnalta (fig. 1) si o stabilitate ridicata la temperaturi de pana la 98°C. pH-ul optim este de 7,8
(fig. 2), enzima fiind stabila la valori de pH din gama alcalind (7.4-9.0), pastrand cel putin 70% din

activitatea sa dupa o incubare de 30 min. In afara acestui interval, activitatea sa scade rapid.
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Preparatul enzimatic obtinut prin precipitare cu acetond a aratat o usoara crestere a activitatii
atunci cand a fost incubati in prezentd de 1 mM Ba®", Mn®" si Fe'" timp de 30 sau 45 de minute la
60°C. Toti ceilalti cationi (Ca>", Mg®*, Co*", Cu®", Zn*", Hg*", Sn>") insi par si nu aiba nici un efect
sau prezinta un efect inhibitor moderat asupra carboxil-esterazei.

Printre solventii organici utilizati pentru a verifica stabilitatea carboxil-esterazei, acetona si
izopropanolul au dus la o crestere a activitatii enzimatice chiar si dupa o incubare de 15h la 60°C. Cu
toate acestea, acetatul de etil, metanolul, etanolul si acetonitrilul au demonstrat un efect inhibitor
puternic asupra activitatii preparatului enzimatic brut.

In urma incubarii timp de 30 minute si la o temperaturd de 60°C in prezenti de 1 mM
detergenti/modulatori enzima nu a fost inhibatd sau activatd semnificativ. EDTA a inhibat Est/Lip cu
un procent de 12%, iar SDS-ul a dus la o crestere a activitatii cu mai mult de 50%.

In vederea stabilirii specificitatii de substrat a preparatului enzimatic brut s-au folosit esteri ai
PNP iar activititile obtinute sunt prezentate mai departe, exprimate in U/mL * 10°: pNP-acetat: 34.3;
PpNP-propionate: 35.5; pNP-butirat: 9.0; pNP-metil butirat (substrat chiral): 10.0; pNP-palmitat: 35.9 si
pNP-oleat: 39.4.

Capitolul 4. Clonarea si caracterizarea unei Est/Lip termofile provenind de la

Anoxybacillus flavithermus T1

Impedimentele survenite in cadrul experimentelor de purificare a enzimei in stare native ne-a
determinat sd clondm gena enzimei, avand avantajul cunoasterii secventei acesteia din genomul deja
secventat al tulpinii 4. flavithermus W1 (Saw et al., 2008).

In cel de-al patrulea capitol al tezei de fata am descris clonarea moleculari a genei carboxil-
esterazei din A. flavithermus si exprimarea acesteia in Escherichia coli BL21 DE3. Purificarea si

caracterizarea detaliatd a Est/Lip recombinante sunt, de asemenea, prezentate.

Rezultate

Bazéandu-ne pe secventa genomului de la 4. flavithermus am creat secventele primerilor pentru
a clona gena enzimei de interes. In vederea clonidrii genei am folosit polimeraza MyTaq, iar
multiplicare plasmidica sau exprimarea carboxil-esterazei au fost realizate cu ajutorul vectorului pET
20b (+) introdus ulterior in E. coli X1 Blue sau E. coli BL21 DE3.

Est/Lip a fost purificata din spatiul periplasmic utilizand un procedeu in doua etape indicat de
producatorul Novagen. Acest procedeu implica destabilizarea membranard si cromatografia de

afinitate pe baza de Ni-agaroza. Etapele purificérii au fost analizate pe SDS-PAGE (fig. 3).
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Figura 3. Gel denaturant SDS-PAGE in vederea analizarii etapelor de purificare a Est/Lip. MW:
marker de masd moleculard; banda 1: extract de celule, 5 h inducere cu IPTG; banda 2: fractia

periplasmica; banda 3: enzima purificatd In urma trecerii pe cromatografie de afinitate pe baza de Ni*

Am analizat de asemenea structura tridimensionald a modelului Est/Lip din tulpina A.
flavithermus T1, pe baza similaritati ridicate cu Est 30 din Geobacillus stearothermophilus (Liu et al.,
2004; Montoro-Garcia et al., 2009), a carui structura cristalina a fost deja determinata. Astfel s-a aratat
ca partea centrald a enzimei este compusa din sapte foi B-pliate, cu prima foaie B-pliatd de la capatul
N-terminal in pozitie antiparaleld cu restul. Lidul este reprezentat ca o regiune distinctd de domeniul
de baza, elicoidala fiind alcatuit din doua a-helixuri si un 3,o-helix (fig. 4).

Astfel, proteina prezintd structura specifica carboxylester-hidrolazelor formata din a-helixuri
si foi P-pliate. Prin comparatie cu carboxil-esteraza din Geobacillus stearothermophilus mai sus

mentionatd am propus drept amino acizi catalitici urmatorii: Ser 93, Asp 192 si His 222.

His222

27
Ser93
232
27
30

Asp192

Figura 4. Diagrama structurii tridimensionale a Est/Lip. Lidul este marcat in partea de sus a structurii.
Modelele-bat albastre reprezinta amino-acizi catalitici, detaliati in partea dreapta: 4. flavithermus T1 Est/ Lip (in

gri) si de G. stearothermophilus Est30 (in negru).

Caracteristicile enzimei recombinata purificata diferd intr-o anumita masurd de enzima partial

purificatd. Est/Lip recombinatd are temperatura optimd de 60°C, atunci cand activitatea a fost



masuratd cu pNPA si 65°C atunci cand pNPP a fost utilizat drept substrat. La temperatura de 60°C
Est/Lip a avut un timp de injumatatire de aproximativ 5 ore. pH-ul optim este mai degraba un interval
de valori de pH-ului: 6.5 - 8.

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

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

Testarea efectului unor detergent asupra enzimei s-a realizat in prezentd de docdecil-sulfat de
sodium (SDS), etilen-diamino tetraacetic (EDTA), Triton X-100 si B-mercaptoetanol (bME). SDS in
concentratii de 1-10-100 pM si Triton X-100 in concentratii de 0.01-0.5% au exercitat un efect usor
inhibitor asupra Est/Lip in probele neincubate. Cu toate acestea, prezenta unei concentratii scazute a
ambilor detergentii (1 uM SDS, respectiv 0.01-0.05% Triton X-100), au avut un efect mai pronuntat
de stabilizare termicd. O concentratie de 1 mM B-ME nu a afectat activitatea si a Tmbunatatit usor
termostabilitatea enzimei. Atunci cand este asociatd cu incubare prelungitd la 60°C, concentratia de
100 mM B-ME duce la o inactivare completd a enzimei.

Am testat din nou specificitatea Est/Lip, iar rezultatele au aritat o diferentd mare fatd de
extractul enzymatic brut: pNP - acetat: 61.3 £ 1.5; pNP - propionat: 84.1 = 3.4; pNP-butirat: 167.1 +
2.7; pNP-metil butirat (substrat chirald): 149.1 £+ 32.6; pNP-caprate: 73.6 £+ 2.9; pNP-palmitat: 1.4
+ 0.3; pNP-oleat: 3.2 + 04; trioleina: 14.3. Activitatile sunt exprimate in U/mg.

Parametrii cinetici au fost calculati pentru enzima purificata si tabelul de mai jos rezuma rezultatele.

Tabel 2. Parametri cinetici pentru Est/Lip din 4. flavithermus T1 masurati fata de pNPA and pNPP.
Datele au fost analizate cu ajutorul ecuatiei Hill, in OriginPro 6.1

Vmax I<M kcat kcal/ I<M

Substrate (numol min’l) (M) (min'l) (HM'1 min'l) N
pPNPA 82.89 £ 1.56 34.14 £1.37 7.34 0.21 1.96+0.16
pNPP 1.44 +0.08 23.48 + 3.88 0.12 0.0052 1.85+£0.32

Capitolul 5. Optimizarea expresiei si purificarii Est/Lip

Clonarea moleculard si exprimarea proteinelor in microorganisme heterologe a devenit in

ultimii ani o tehnica larg raspandita. Optimizarea randamentului si a purificarii si eficienta costurilor a



transformat aceastd metoda intr-un mod convenabil de a obtine proteine dorite cu un grad inalt de
puritate. Exprimarea proteinelor heterologe in organismele gazda poate sd devind o povarda pentru
celula (Han si Lee, 20006). IPTG (izopropil S-D-1-tiogalactopiranozida), un derivat al lactozei, frecvent
utilizat pentru inducerea exprimadrii proteinelor recombinate, este de asemenea toxic pentru
microorganismul gazda, fiind imposibil de metabolizat (Farmer ef al., 2002; Yan ef al., 2004).

In acest capitol descriem optimizarea procesului de exprimare a Es/Lip clonati, cu scopul de a
identifica un set de conditii experimentale, care sd permitd exprimarea optima a Est/Lip recombinate.
Parametri investigati au fost natura inductorului, concentratia de IPTG, precum si influenta
temperaturii si a timpului de inductie. De asemenea, cdteva metode in vederea destabilizérii

membranei au fost testate In vederea unei recuperari mai eficiente a enzimei din spatiul periplasmic.

Rezultate

Rezultatele aratd ca un randament ridicat al exprimarii proteice poate fi atins in cazul in care
inducerea se efectueaza la 37°C, utilizand 5 IPTG mM si permitand o crestere celulara de 8h dupa
inductie. Cu toate acestea, rezultate aproape similare au fost obtinute si in cazul in care inductia a fost
efectuata la 30°C, cu o concentratie de IPTG mult mai mica (0,4 mm) si dupa doar 1 ora de inductie.
Avand 1n vedere aspect legate de costuri si de timp-eficacitate, parametri din urma ar putea fi o

alternativa satisfacatoare si cea mai buna optiune practica.

Cresterea celulelor si exprimarea enzimei au Inregistrat valori mai bune in cazul adaugarii n
cultura gazda unei concentratii de 10 mM lactoza in comparatie cu 0.1 IPTG mM (fig. 5 si 6). Testele
de activitate si analiza cu ajutorul electroforezei au confirmat o exprimare mai eficientd in cazul
folosirii lactozei. In concordanti cu rezultatele anterioare, cel mai bun randament a fost atins la 8 ore

dupa inductie.
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Destabilizarea membranara

Cea mai mare activitate exprimata de Est/Lip in fractia periplasmica a fost recuperatd in urma
tratamentului inghet-dezghet. Rezultate similare au fost inregistrate prin utilizarea protocolului
standard de soc osmotic cu ajutorul solutiei tampon Tris-zaharoza-EDTA-MgSO,. Utilizarea de
solventi precum DMSO si cloroform ca agenti destabilizatori de membrana a dus la o recuperare mai

mica atat a enzimei cat si a activitatii, dar cu valori incé satisfacatoare (tabelul 3).

Tabelul 3. Recuperarea activitdtii Est/Lip din fractiunea periplasmica utilizand diverse metode

destabilizare membranara

Activitate (U/mL)

Metoda Concentratie

’ +dev.st
Soc osmotic/EDTA/MgSO, 1 mM/5 mM 1.36 £0.26
DMSO 1% 1.19+£0.01
Cloroform 1% 1.00 £0.12
Inghet-dezghet (5 cicluri) - 1.47 + 0.06

Capitolul 6. Aplicatii ale Est/Lip recombinata de la A.flavithermus T1 in reactii de

biocataliza

Genul Anoxybacillus, amintit Tn 1982 de catre Heinen, a fost descris doar recent. Printre
speciile de Anoxybacillus deja cunoscute existd enzime descrise ca detindnd un rol important in
biotransformari.

Ibrahim si Ahmed (2007) au purificat o celulazd de interes biotehnologic din Anoxybacillus
Sflavithermus. O esteraza care actioneazd precum o poli-hidroxialcanoat (PHA)-depolimeraza a fost
raportatd a fi secretatd de catre 4. gonensis G2 (Colak et al., 2005). O lipazd termostabild din 4.
kamchatkensis a fost descris mai recent (Olusesan et al., 2009), care a pastrat mai mult de 50% din
activitatea dupd 30 de minute la 80°C. Carboxil-esteraza partial purificat de la A. gonensis A4 (Faiz et
al., 2007) si Est/Lip de la Anoxybacillus sp.PDF1 nu au fost utilizate pand 1n prezent in

biotransformari.

Rezultate

Est/Lip a aratat enantioselectivitate Tnaltd fatd de cateva substraturi din cele alese.
Rezultatele aratd ca enzima noastra poate fi utilizatd in reactii de hidroliza blanda. Termostabilitatea
enzimei poate fi exploatatd prin metode evolutie dirijatd in viitoare experimente. Scopul este de a

obtine o enzima mai activa din punct de vedere biocatalitic (Reetz, 2004).



Concluzii generale

In concluzie, noua tulpina de Anoxybacillus flavithermus izolati reprezinti o sursa locala de
enzime hidrolitice termostabile, care prezinta o buna activitate esterolitica/lipolitica.

Extractul enzimatic brut (precipitatul cu acetone) prezintd temperatura optima de lucru inalta
(70°C), termostabilitate buna, toleranta la solvent organici si o specificitate de substrat scazuta. Toate
aceste caracteristici aratd faptul cd acest complex enzimatic poate fi utilizat im aplicatii
biotehnologice. Purificare enzimei native a intdmpinat dificultati, probabil datoritd tendintei de
agregare, fenomen care a dus la o recuperare scazutd atat a activitatii cat si a enzimei.

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

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

In cazul optimizarii exprimarii Est/Lip recombinati parametri optimi s-au dovedit a fi
temperatura de 30°C, 0.4 mM concentratie IPTG si o ord de la inductie. De asemenea, lactoza este o
alternativa preferabila IPTG-ului, atit din punctul de vedere al costului cat si al toxicitatii scazute.
Purificarea Est/Lip din spatiul periplasmic a fost mai eficienta utilizdind socul osmotic si destabilizarea
membranei prin cicluri repetate de inghet-dezghet. Utilizarea solventilor precum DSMO si cloroform
au interferat cu activitatea enzimatica chiar daca recuperarea Est/Lip a fost comparabild cu cea prin
celelalte doud metode amintite.

Utilizarea enzimei recombinate in vederea stabilirii importantei in biocataliza a dus la rezultate
care indica o selectivitate crescuta la temperaturi moderate (45-50°C), inclusiv 1n reactii cu substraturi
voluminoase.

Noutatea prezentei teze o constituie izolarea unei bacterii termofile de pe teritoriul tarii noastre
si clonarea si caracterizarea Est/Lip. De asemenea, am semnalat pentru prima data utilizarea enzimei

in reactii de biocataliza cu rezultate bune.
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