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REZUMAT

Enzimele sunt catalizatori biochimici specifici vietii ce asigurd desfasurarea proceselor metabolice (catabolism si
anabolism) la nivel celular §i care isi mentin potentialul catalitic dupa extractia din organismul viu — aceastd
caracteristica fiind exploatatd in scopuri economice diverse (industrie, medicina, mediu, agriculturd). Procesele
enzimatice industriale concurd in termeni de eficienta cu sinteza chimica complexd, decurgand cu o selectivitate §i o
specificitate ridicatd, producdnd mai putine produse secundare, diminudand consumul de energie si generdand mai
putind poluare a mediului. Cu toate acestea, enzimele au o aplicare inca limitata datorita costurilor mari de izolare, de
controlabilitatii dificile, si specificitatii mari de substrat. Multe din aceste inconveniente pot fi indepartate printr-0
imobilizare eficienta a enzimelor pe suporti potriviti mediului de reactie, sau/si printr-o optimizare a conditiilor de
lucru si a modului de operare al reactorului enzimatic selectat. In acest fel, reactiile enzimatice devin alternative
valoroase pentru obtinerea unei game largi de produse din industria alimentara si farmaceuticd, fiind folosite in egald
mdsurd in diverse aplicatii cum ar fi testele medicale, sau senzori biologici. In acest context, tematica tezei privind
obtinerea fructozei de inalta puritate prin aplicarea unui nou procedeu enzimatic in doud trepte (denumit si *Cetus’),
este de mare interes pentru industria zaharidelor.

Prezenta lucrare isi propune sa studieze experimental §i teoretic cinetica si mecanismul celor doud etape a procesului
,Cetus’, asa cum sunt reprezentate mai jos:

fHaon ek HOCH, o OH
OH 0 P20x N OH 0 ALRreductaza HO
OH i (()Zitalazé OH ;HNQEPH Lk
OH (chatjlzzsa / P20x) = 100 0 t=25°C OH
D-glucoza t=30°C 2-ceto D-glucoza D- fructoza

Procesul include doud reactii enzimatice, studiate separat, dupa cum urmeaza.

o D-glucoza este oxidata regiospecific la pozitia C2-piranozica sub actiunea piranoz-oxidazei (P20x) la 2-ceto-
glucoza. Pentru evaluarea activitatii enzimatice a P2Ox comerciale (Sigma Aldrich) in prezenta catalazei si
a cineticii de reactie s-a elaborat un plan experimental complex, realizat in sistem discontinuu, cu
respectarea conditiior optime de pH = 6.5 §i oxigenare, cu varierea concentratiei de enzima libera si
catalazd (0 - 300 U U™ catalazd / P20x), pentru doud temperaturi diferite (25 °C si 30°C) la care activitatea
P20x si a catalazei este maximd. In urma acestor determindri a fost propus un model cinetic complex ce
include pe langd reactia principala (de tip Ping-Pong-Bi-Bi) si reactiile de inactivare a P2O0x de catre apa
oxigenatd §i de descompunere in-situ a H,0, sub actiunea cataliticd a catalazei (cineticd generalizata de tip
Yano-Koya).

o Ceto-glucoza este redusd la fructoza sub actiunea catalitica a aldoz reductazei (ALR) in prezenta co-enzimei
de nicotin adenin dinucleotid fosfat NAD(P)H. Evaluarea activitatii enzimatice a ALR (forma
comercializata de ATGEN), precum si determinarea cineticii de reactie realizatd pe baza unui plan
experimental complex condus in sistem discontinuu, cu mentinerea constantd a conditilor optime de pH = 7
si temperaturd 25°C, varierea concentratiei de enzimd liberd, substrat si cofactor. Pe baza experimentelor,
S-a propus un mecanism de reactie complex, similar modelelor analoge din literaturd propuse pentru
reducerea zaharidelor si ceto-derivatilor (glucozd, galactoza, xilozd, gliceraldehidd) de catre ALR [/
NAD(P)H sau alte aldo-ceto reductaze similare. Experimentele si modelul cinetic confirma modificarile
conformationale ale complexului EeNADP™ pentru a permite eliberarea NADP™ (etapa limitativa de vitezd a
intregului proces reductiv). Rezultatele confirmd de asemenea afinitatea extrem de mare a enzimei ALR fata
de NADPH, complexul ALR"eNADPH fiind cvasi-prezent pe toatd durata reactiei de reducere.
Experimentele realizate subliniaza necesitatea stabilizarii enzimei prin imobilizare, precum §i a regenerarii
continue in-situ a co-factorului.

In concluzie, modelele cinetice propuse pentru cele doud etape enzimatice ale procesului Cetus pot fi utilizate pentru

calcule ingineresti de dezvoltare ulterioarda a procesului de obtinere a fructozei pe cale enzimaticd si pentru

optimizarea reactorului enzimatic.
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ABSTRACT

Enzymes are the catalysts for biochemical processes of life, ensurring development of metabolic processes (catabolism
and anabolism) at the cellular level. They preserve their catalytic potential after separation from the living organisms.
This characteristic is used in various economic applications (industry, medicine, environment, agriculture). The
industrial enzymatic processes compete in efficiency with the complex chemical synthesis, occuring with a high
selectivity and specificity, producing fewer byproducts, consuming less energy, and producing less environmental
pollution. However, enzymes have limited applications, due to the required high costs for purification, and stabilization,
due to their high sensitivity to the operating conditions, low bioprocess reproducibility, difficult controllability, and too
high substrate specificity. Many of these disadvantages can be removed by an efficient immobilization of enzymes on
suitable supports, and / or by optimizing the operating conditions and the operating policy of the selected enzymatic
reactor. Thus, enzymatic reactions become valuable alternatives for obtaining a wide range of food and pharmaceutical
products, being equally used in various applications such as medical tests or biological sensor production. In this
context, the thesis subject to obtain highly pure fructose by employing a new two-step enzymatic process (called 'Cetus'
process) is of great interest for the sugar and sweetener industry.

This paper aims at studying, experimentally and theoretically, the mechanism and kinetics of the two stages of the
process Cetus process, as depicted below:

CHyOH CHy0H

HOCHp o, OH
0] o) 7
OH P20x OH ALD reductase HO
CH,OH
OH +0, oy TNADH 2
+ Catalase t=25C OH
OH  (Catalase/P20x = 100) 0 pH=7
D-glucose t=30°C 2-keto D-glucose D-fructose
pH=6.5

The process includes two enzymatic reactions, studied separately, as follows:

e D-glucose is regiospecifically oxidized at the C2-pyranosic position to 2-keto-glucose under the action of pyranose
oxidase (P20x). To assess the enzymatic activity of commercial P20x (Sigma Aldrich) in the presence of catalase
and to determine the reaction kinetics, a complex experimental plan was design, conducted in a batch system under
optimum pH= 6.5 and oxygenation conditions, with varying concentrations of free enzyme and catalase (0-300 U-1
U catalase / P20x), for two different temperatures (25°C to 30°C) at which P20x and catalase activity is
maximum. Following these experiments, a complex kinetic model was proposed, by including in addition to the
main reaction (of Ping-Pong-Bi-Bi type) also the inactivation reaction of P20x by hydrogen peroxide, and the in-
situ decomposition of H,0, due to the catalytic action of catalase (of a generalized Yano-Koya kinetics).

o Ceto-glucose is reduced at fructose under the catalytic action of Aldose reductase (ALR) in the presence of nicotine
adenine dinucleotide phosphate NAD(P)H as co-enzyme. Evaluation of the ALR enzymatic activity (marketed by
ATGEN) and the study of the reaction kinetics were based on a complex experimental design carried out in a batch
system, by maintaining the optimum condition of constant pH=7 and 25°C, and by varying the concentrations of
free enzyme, substrate, and cofactor. Based on these experiments, a complex reaction mechanism was proposed,
similar to the analogous models from literature used for the reduction of saccharides and keto compounds
(glucose, galactose, xylose, glyceraldehyde) by ALR / NAD(P)H or other similar aldo-keto reductases. Experiments
and kinetic model confirm the conformational changes of the complex EeNADP™ to allow the release of NADP+
(rate-limiting step of the whole reductive process). The results also confirm the extremely high affinity of the ALR
enzyme for NADPH, the complex ALR"eNADPH being all-times present during the reduction reaction. The
developed experiments underline the need to stabilize the enzyme by immobilization, and the in-situ need of a
continuous regeneration of the co-factor.

In conclusion, the proposed kinetic models for the two enzymatic steps of the process Cetus process, can be used for
engineering calculations for further development of the fructose production process by an enzymatic route, and for
optimization of the enzyme reactor.
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INTRODUCERE - OPORTUNITATEA TEMEI SI OBIECTIVELE
STUDIULUI

Evolutia societdtii In ansamblu este strans legatd de dezvoltarea stiintei si tehnicii, de succesele
omului In competitie cu natura, impunand o noud perceptie si abordare a factorilor care afecteaza
sdnatatea umand, in contextul problemelor legate de poluare, conservare si managementul resurselor
naturale. Astfel valorificarea superioara a resurselor naturale, identificarea unor noi surse de materie
prima / intermediari precum si schimbarea atitudinii fatd de mediul ambiant sunt deziderate majore
ale strategiilor politice si sociale la nivel national si international, datorita cresterii demografice si a
ridicarii standardelor de viatd. In 1992, Summit-ul Pimantului de la Rio de Janeiro a atribuit
biotehnologiei un rol important prin lansarea unui nou concept, bazat pe trilogia biodiversitate,
schimbare globala si dezvoltare durabila.

Avand in vedere faptul ca in ansamblu sau biotehnologia reprezinta un domeniu multidisciplinar al
stiintelor naturii, tehnicii, tehnologiei si productiei industriale, progresele inregistrate in domeniul
cercetarilor de geneticd si inginerie genetica, de biologie celulard si moleculard, de biochimie,
biofizicd si microbiologie au favorizat dezvoltarea acestei ramuri tehnologice, care realizeaza
printre cele mai revolutionare concepte si aplicatii industriale, cum ar fi: obtinerea de vaccinuri si
medicamente, produse alimentare si suplimente nutritive, biosinteze de intermediari chimici,
procese enzimatice / biologice de obtinere a energiei, de tratare a poluantilor si deseurilor, etc. in
prezent, aplicarea biotehnologiilor ce implica utilizarea microorganismelor existente in mod natural,
selectionate prin tehnici conventionale sau reprogramate prin tehnici de inginerie genetica, sau
utilizarea componentelor celulare a plantelor si animalelor, cunoaste o crestere exponentiala avand
un impact puternic asupra imbunatatirii calitatii vietii prin crestere economica.

Ca urmare a cercetarilor derulate, zilnic apar noi descoperiri in Enzimologie / Biosinteza enzimatica
cu implicatii majore in medicind si economie, cum ar fi: facilitarea obfinerii unor mari cantitati de
proteine cu diverse aplicatii (hormoni, interferon, enzime) greu de izolat din matricea naturala,
imobilizarea de enzime In scopul optimizarii bioproceselor industriale, imbunatatirea tehnologiilor
fermentative. Un domeniu in care biotehnologia a produs o adevaratd revolutie este tehnologia
enzimaticd, in care s-au dezvoltat numeroase metode de izolare a enzimelor de origine microbiana,
convenabile atit din punct de vedere al randamentului cat si a costurilor de productie, timpul de
fermentatie fiind scurtat, mediul de culturd mai ieftin, iar etapele de purificare mai simple §i mai
eficiente.

Datorita capacitatii enzimelor de a asista catalitic toate transformarile substantelor din structurile
organismelor vi, ele au devenit instrumente cheie in biotehnologie, fiind utilizate atat pentru a
intelege cdile metabolice, cat si pentru a realiza in Vvitro procese de sinteza sau ameliorare a unor
produse. Mecanismele care guverneaza astfel de transformari sunt remarcabil de precise, fiind
formate din cicluri unidirectionale desfasurate cu ajutorul unor pasi discreti de cuplare-decuplare.
Astfel, se pot inlocui lanturi complicate de sinteze chimice succesive prin cateva sinteze enzimatice,
cu selectivitati si randamente mari, cu reducerea drastica a consumului de energie, si de produse
secundare (Wang, 2009; Vasi¢-Racki et al., 2011). Dezavantajul utilizarii limitate a enzimelor
rezida din costul mare de obtinere al lor, stabilitatea redusa Tn mediul de reactie, specificitatea prea
mare de substrat, precum si senzitivitatea ridicatd in raport cu parametrii de operare (temperatura,
pH, stres hidro-mecanic sau chimic). Problemele de stabilitate si dificultatile de separare din mediul
de reactie au fost surmontate prin imobilizarea acestora pe diverse suporturi (celulozd, amidon,
silicagel, carbon, hidrogeluri, cleiuri, polimeri, utilizati ca particule poroase, fibre, folii, etc.).
Astfel, reactiile enzimatice ce prezinta o selectivitate si specificitate foarte mare au devenit cai
atractive pentru obtinerea unei game largi de produse in industria alimentard, farmaceutica, a
detergentilor, textild, sau in cea de biosinteza si de valorificare a deseurilor industriale (Wang,
2009; Liese et al., 2006). Totusi, desi existd puternice similaritai Intre proiectarea si operarea
proceselor chimice si a celor biologice / biochimice, din cele cateva mii de enzime studiate in
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detaliu doar o mica parte sunt folosite In prezent in aplicatii tehnice sau terapeutice (Buchholz &
Kasche, 1997, Liese, 2006).

Enzimele izolate sau imobilizate sunt utilizate in reactoare industriale de mic sau mare tonaj de mai
bine de 50 de ani, fiind competitive in termeni de eficientd in raport cu sintezele chimice clasice.
Procesele biocatalitice produc mai putine reziduuri, consuma mai putind energie, si genereaza o
poluare mai mica a mediului, utilizdnd concentratii mai mici de catalizator si conditii de reactie
mult mai moderate (Moulijn et al., 2001; Gavrilescu & Chisti, 2005). In prezent se investesc
eforturi considerabile 1n ingineria proteinelor, la nivel de proiectare moleculard, precum si in
tratamente fizico-chimice cuplate cu fabricarea de nanostructuri bioactive, cu scopul optimizarii
materialului suport in vederea imbunatatirii eficientei catalitice si a stabilitdtii enzimei. Aceste
eforturi incearcd sa depdseasca actualele dificultiti din industria de biosinteza, respectiv costurile
mari de producere a unor enzime suficient de stabile si de insensibile la impuritati si la variatii mici
ale conditiilor de operare, dificultati care necesitd un control avansat al procesului.

Preparatele enzimatice folosite la scara industriald se axeaza pe metabolismul carbohidratilor sau
hidroliza proteinelor, cele mai utilizate fiind amilazele din Bacillus subtilis (stabile termic),
Aspergillus oryzae sau A. Niger iar cele cu utilizare mai moderata sunt aminoacilaza, streptokinaza,
penicilaza, triacilglicerol lipaza, catalaza, cheratinaza si fosfodiesteraza 1 (Popescu, 2002).
Rezervele de carbohidrati pot servi ca substrat pentru un numar mare de procese chimice,
fermentative si enzimatice. In prezent, doar reactiile de hidroliza si izomerizare sunt utilizate in
conversia enzimatica a carbohidratilor la scara industriala. Exo-enzimele ataca polimerii de la un
capat al moleculei, indepartand secvential una cate una unitatile monomerice, iar pe de alta parte,
endo-enzimele ataca portiuni interioare ale polimerilor, eliberand fragmente de moleculd mai mici.
In linii mari, actiunea endo-enzimelor conduce la solubilizarea macromoleculelor prin reducerea
madrimii lor, in timp ce exo-enzimele produc specii cu mase moleculare mai mici din produsii de
hidroliza ai endo-enzimelor (Najafpour, 2007).

Una din directiile de cercetare moderne ale tehnologiei de biosinteza enzimatica, investigatd si in
lucrarea de fata, este aceea a producerii industriale de monozaharide si derivati ai lor cu utilizare in
industria alimentard (indulcitori) si medicind (medicamente). Dintre acestea, productia industriala
de fructoza, studiata in detaliu in cadrul tezei, este intr-o crestere accentuatd in ultimii ani (ca. 1
milion de tone in 2011; Wikipedia, 2013) datorita tendintei generale de inlocuire a indulcitorilor
clasici (zaharoza) cu cei moderni, mai putin nocivi pentru organism chiar i cand sunt consumati in
mod sistematic.

Implicatiile indulcitorilor de tip mono- si poli-zaharidic in alimentatie si in procesele metabolice
determind in organismul uman, in functie de natura si cantitatea Indulcitorului ingerata, o serie de
modificari metabolice care nu sunt intotdeauana benefice (spre exemplu, zaharoza consumata in
cantitate mare produce tulburiri metabolice cu efecte negative). In scopul elimindrii acestor
neplaceri, s-au extins cercetdrile pentru obtinerea unor indulcitori naturali, ca de exemplu fructoza,
cu putere de indulcire mai ridicata decat a zaharozei si cu efecte benefice asupra stérii de sanatate a
individului.

In prezent multe dintre aceste zaharuri si derivatii lor sunt obtinuti la nivel industrial fie prin
procese de hidrogenare chimica, cu o secventd de reactii complicate conduse n conditii severe cu
multe limitari (materii prime de puritate avansatd, temperaturi si presiuni ridicate, randamente
mici), fie prin procese enzimatice de eficientd moderata. De exemplu, izomerizarea enzimatica a
glucozei la fructoza este limitatd termodinamic la o conversie de ca. 50%, iar operarea la
temperaturi mai mari si cu reciclu este costisitoare necesitand coloane cromatografice mari pentru
separarea glucozei de fructoza. In plus, izomeraza este putin stabild, necesitand ajustarea continui a
pH-ului si eliminarea ionilor de calciu existenti in materia prima (solutie de glucoza) provenita din
hidroliza enzimatica a amidonului. Purificarea fructozei de aldoze alergene este de asemenea o
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problema stringenta pentru acest proces industrial (Liese et al., 2006; Sierks, 1994;. Soetaert, 1999;
Wisselink, 2002)

Sinteza in cantitati din ce in ce mai mari de fructoza este impusa de utilizarea sa ca indulcitor de
substitutie pentru diabetici. Actualmente, diabetul zaharat a devenit o adevaratd pandemie cu o
prevalenta si o incidentd in continud crestere in toate tirile dezvoltate si in multe tari In curs de
dezvoltare, inclusiv in tara noastrd. La nivel mondial sunt inregistrate aproximativ 170 milioane de
persoane cu diabet zaharat, estimdnduse ca pand in 2030 numarul cazurilor de diabetici sd se
dubleze (360 de milioane de persoane). In Europa prevalenta acestei boli este de 7,8 % fiind afectati
aproximativ 48 milioane de adulti, iar in Roménia 3 — 5 % din populatia generala, peste 75 % din
cazuri fiind pacienti cu diabet tip 2 (Stumvoll et al., 2005; Wild et al., 2004 ). Prin urmare, asa cum
rezultd din datele recente ale studiului SEPHAR II, o atentie din ce in ce mai mare este acordatd
gasirii, fabricarii, si utilizarii de indulcitori sintetici, neagresivi, care sa substituie utilizarea
zahdrului si a glucozei in alimente.

Deoarece procesul de metabolizare a fructozei In organismul uman este unul pasiv, fard implicarea
insulinei, iar manitolul (un produs de hidrogenare al fructozei, considerat necariogenic) a primit
valoarea 0 pentru indicele glicemic (75% din cantitatea ingeratd fiind fermentatd de flora intestinala
iar restul fiind absorbita la nivelul intestinului subtire si eliminata prin urind), aceste aspecte confera
atractivitate unor zaharuri si derivatilor lor pentru industria farmaceutica si alimentara, fiind utilizati
ca indulcitori si diuretici, in special in alimentele destinate persoanelor diabetice (Lee et al., 2001).
Cu scopul minimizarii i/ sau elimindrii modificarilor metabolice determinate in organismul uman,
de indulcitorii de tip mono- si polizaharidic utilizati in alimentatie S-au extins cercetdrile pentru
obtinerea unor indulcitori naturali, de tip fructoza, cu putere de indulcire mai ridicatd decat a
zaharozei si cu efecte benefice asupra starii de sanatate a individului.

* % %
In contextul actual al cresterii cererii de indulcitori de sinteza, si al dezavantajelor asociate
proceselor de fabricatie existente a fructozei prin hidrogenare, prin izomerizarea glucozei, sau prin
hidroliza unor polizaharuri (ex. inulina), scopul lucrarii de fatd il constutuie studiul detaliat,
experimental si teoretic, al caracteristicilor cinetice si performantelor unui proces alternativ de
fabricare a fructozei prin doua reactii enzimatice succesive, de oxidare si de reducere, respectiv
procedeul Cetus (Leitner et al., 1998).
Acest procedeu se doreste a fi o alternativa atractiva atit la procedeul chimic cat si la cele
enzimatice aplicate in prezent, deoarece se vor utiliza oxido-reductaze ce catalizeaza reactia de
oxidare regioselectiva la carbonul 2 a glucozei si a altor zaharuri In prezenta oxigenului molecular
cu formare de apd oxigenatd si 2-Cetozaharuri. Produsul de reactie din prima etapd va fi redus
enzimatic conducand la obtinerea de zaharide cu grad mare de puritate, lipsite de saruri ale
metalelor tranzitionale sau zaharide de tip aldoza (alergene), cu o productivitate ridicata.
Prima etapa din procedeul Cetus, respectiv oxidarea enzimatica a D-glucozei este un proces
complex, activitatea enzimei depinzdnd de un numar mare de variabile: concentratia substratului si
a enzimei, stabilitatea enzimei, pH-ul, temperatura, oxigenul introdus in mediul de reactie,
concentratia de apd oxigenatd generatd in reactie, urmele de impuritati, si eficienta amestecarii
lichidului din bioreactor (Artolozaga et al., 1997; Leitner et al., 1998; Treitz et al, 2001). Pe de alta
parte, si al doilea proces enzimatic ce urmareste reducerea enzimaticd a ceto-D-glucozei la fructoza
este la fel de complex, eficienta sa depinzand de concentratia de substrat, de enzima si co-enzima
(NADPH), de stabilitatea acestora, de pH si temperatura, de prezenta impuritatilor, etc. (Maria &
Ene, 2013).

Avand 1n vedere ca un aspect critic in utilizarea eficientd a oxidazei in procesul de bioconversie a
glucozei este reprezentat de mentinerea unei concentratii minimale de oxigen dizolvat in mediul de
reactie, o prima etapa a studiului a avut in vedere evaluarea coeficientului total de transfer masic al
oxigenului in bioreactor, precum si dependenta acestuia de conditiile de operare (Lee et al., 1994;
Ene et al., 2011). Evaluarea cu acuratete a rezistentei transferului de masa in bioreactoarele aerate
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are o importantad cruciald in interpretarea corectd a datelor cinetice enzimatice si in evitarea
controlului difuzional al procesului.

Studiul celor doud procese enzimatice s-a realizat pe baza unui program experimental extins in
vederea studierii influentei parametrilor de proces (timp de reactie, efectul introducerii in sistem a
unor co-enzime in scopul maririi stabilitatii oxidazei, concentratia de substrat si co-enzima,
temperatura, pH-ul). Ceto-glucoza biosintetizata in prima etapd a cercetarii prin oxidarea D-
glucozei a fost apoi redusd enzimatic la fructoza folosind NADPH (regenerabil) ca donor de
protoni. Datele experimentale cinetice, privind ambele procese enzimatice, au oferit posibilitatea
elabordrii unui model cinetic complex al actiunii oxidazei asupra glucozei si a reductazei asupra
ceto-glucozei. Modelul matematic elaborat va permite evaluarea din punct de vedere al ingineriei si
eficientei procesului 1n diverse conditii de operare si predictia conditiilor optime de operare ale
reactorului enzimatic industrial.

Sintetizand, principalele Obiective urmarite a fi atinse in cadrul tezei sunt urmatoarele:

1. Studiul experimental si teoretic al activitatii enzimatice a piranoz-oxidazei (P20x) si a cineticii
procesului de oxidare enzimatica a D-glucozei la 2-ceto-D-glucoza cu importantd in industria
de sinteza a derivatilor de zaharide.

Obiective derivate:

1.1. Evidentierea importantei P20Ox si a fructozei in industria zaharurilor.

1.2. Determinarea experimentald a coeficientului total de transfer termic al oxigenului in
mediul de reactie intr-un bioreactor experimental de laborator.

1.3. Realizarea unui plan experimental de studiu a cineticii procesului de oxidare
enzimatica, si obtinerea curbelor cinetice experimentale ale dinamicii speciilor chimice
in conditii variate de reactie (doudi temperaturi, 25°C si 30°C; variatia raportului initial
Catalaza / P20x);

1.4. Propunerea unui mecanism si a unei scheme de reactii enzimatice pentru procesul de
oxidare a D-glucozei in prezenta P20x si catalazei.

1.5. Propunerea unui model cinetic si identificarea parametrilor acestuia la doud temperaturi
de lucru diferite si la un pH = 6.5 optim.

1.6. Consideratii privind ingineria procesului si predictia pe baza modelului cinetic elaborat
ale conditiilor optime de operare iIn vederea maximizdrii duratei de viatd a enzimei
P20x cu pastrarea unei conversii ridicate.

2. Studiul experimental si teoretic al activitatii enzimatice a aldoz-reductazei (ALR) §i a cineticii
procesului de reducere enzimatica a 2-ceto-D-glucozei la D-fructoza cu importantd in industria
de sinteza a indulcitorilor.

Obiective derivate:

2.1. Evidentierea importantei ALR 1n reactii de reducere in industria zaharurilor pentru
obtinerea de fructoza de Tnalta puritate.

2.2. Realizarea unui plan experimental de studiu a cineticii procesului de reducere
enzimatica, si obtinerea curbelor cinetice experimentale ale dinamicii speciilor chimice
in conditii variate de reactie (variatia concentratiei initiale a substratului, a enzimei
ALR, si a co-enzimei NADPH);

2.3. Propunerea unui mecanism si a unei scheme de reactii enzimatice pentru procesul de
reducere a 2-ceto-D-glucozei in prezenta ALR si NADPH.

2.4. Propunerea unui model cinetic si identificarea parametrilor acestuia in conditiile optime
de temperaturi si pH ale ALR precizate in literaturd (25°C, pH = 7).

2.5. Consideratii privind ingineria procesului si modalitati de imbunatitire a stabilitatii
enzimei si de regenerare a co-enzimei.

Experimentele s-au desfasurat in cadrul Laboratorului de Transfer de Masa al Universitatii

Politehnica Bucuresti (studiul coeficientului de transfer de masa al oxigenului, si al cineticii reactiei

enzimatice de oxidare a D-glucozei), precum si in laboratoarele companiei Biotehnos s.a. (Otopeni,

Romania) (studiul cinetic al reducerii enzimatice a ceto-glucozei, precum si analizele

spectrofotometrice, de activitate enzimatica si volumetrice).
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In sens larg, obiectivele propuse au urmirit dezvoltarea cercetirii stiintifice din domeniul
biotehnologiei prin aplicarea de tehnici experimentale si de calcul avansate in vederea caracterizarii
mai precise si mai detaliate a proceselor enzimatice industriale cu scopul proiectdrii, operarii
optimale, si controlului avansat al acestora.

Rezultatele obtinute, publicate deja in reviste de larga circulatie internationald, isi vor gasi in mod
cert o aplicatie imediata privind studiile de inginerie ale procesului enzimatic Cetus, in vederea:
- determindrii conditiilor optime de operare a fiecarei etape enzimatice in parte
- ridicarea la scard a procesului si proiectarea optimala a reactorului enzimatic (semi-
)continuu utilizat pentru reactia de oxidare a D-glucozei, si pentru cea de reducere a ceto-D-
glucozei la fructoza
- determinarii modalitatii de Tmbunatatire a stabilitatii celor doud enzime prin imobilizare, sau
co-imobilizare Tmpreuna cu catalaza
- determinarii modalitatii si conditiilor optime de regenerare in-Situ a co-enzimei NADP+
- analizei eficientei economice globale a procesului cetus comparativ cu alte tehnologii de
producere industrala a fructozei
- generalizarii rezultatelor prin ,,translatarea” structurii celor doud modele cinetice elaborate si
testarea aplicabilitatii lor si in cazul altor reactii de oxidare si de rucere enzimatice.

CAPITOLUL I
CONSIDERATII TEORETICE PRIVIND CINETICA PROCESELOR
ENZIMATICE

Procesele biologice sunt deosebit de complexe prin natura si rapiditatea lor, implicand un numar
mare de reactii biochimice, catalizate de un numar corespunzdtor de enzime. Fiecare enzima
prezinta un mecanism particular de actiune ceea ce explica varietatea mare a reactiilor biochimice si
ordonarea strictd a acestora In spatiu si In timp la nivel celular. Totalitatea proceselor complexe de
sintezd, de asimilare (cu inmagazinare de energie), de degradare si de dezasimilare (insotitd de
eliberare de energie), pe care le suferd substantele dintr-un organism viu poartd denumirea de
metabolism. Datorita complexitatii deosebite a unui sistem biologic (zeci de mii de compusi si sute
de mii de reactii aflate intr-o interdependentd greu de descifrat), modelarea cinetica structuratd a
tuturor reactiilor enzimatice si de transport metabolic ce se petrec intr-o celuld pe durata unui ciclu
de viatd nu poate fi realizatd in detaliu, ci doar la un nivel aproximativ §i pentru cateva etape
metabolice (Maria, 2005, 2006).

Cataliza este definitd ca fiind procesul de accelerare al reactiilor chimice prin intermediul unor
substante (denumiti catalizatori) care nu suferd modificari chimice permanente in urma acestui
proces. Catalizatorii reactiilor biochimice sunt enzimele - moleculele responsabile de realizarea
celor mai multor reactii chimice din organismele vii. In absenta enzimelor, aceste reactii ar avea loc
cu o viteza de reactie mult prea mica pentru a putea fi realizat procesul metabolic pe durata unui
ciclu celular. Se considera ca rolul enzimelor este acela de a micsora energia de activare a reactiilor
pe care le catalizeaza, altfel, bariera energiei de activare poate fi depasita in absenta catalizatorului
numai la temperaturi foarte ridicate. Similar catalizatorilor chimici, enzimele se supun acelorasi legi
ale catalizei: viteza unei reactii chimice este marita, fara a se consuma in reactie sau a suferi o
modificare chimica; permit realizarea reactiilor la temperaturd fiziologicd datorita scaderii energiei
de activare; subdivizeaza o reactie chimica in multe etape “pasi mici” ceea ce permit aparitia unor
puncte de control prin care fluxul caii metabolice poate fi reglat din punct de vedere al vitezei in
functie de starea metabolicd a organismului, prin actiunea asupra activitatilor enzimelor implicate;
nu afecteaza energia eliberata intr-o reactie; nu modificd echilibrul termodinamic al unei reactii; fac
posibila atingerea rapida a echilibrului in cazul reactiilor chimice (Dumitru,1983; Popescu, 2001 ).
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Din punct de vedere chimic, enzimele cunoscute sunt proteine simple (holoproteine), ale caror
unitati de baza sunt aminoacizii legati intre ei prin legaturi peptidice, sau pot fi constituite dintr-0
parte proteica si una neproteica (heteroproteine). Faptul ca enzimele sunt macromolecule proteice le
confera toate proprietatile fizico-chimice ale acestei clase de biomolecule: solubilitate, proprietati
osmotice si de difuzie, schimburi ionice, denaturare termica si labilitate la anumiti reactivi chimici
(Dumitru,1983). Enzimele poseda structurile caracteristice tuturor proteinelor comportand patru
grade de complexitate: structurd primara, secundara, tertiald si cuaternard. Specific fiecarei
poteinenzime este compozitia §i secventa aminoacizilor ce constituie structura primard precum si
numarul de lanturi polipeptidice. Din structura primara deriva celelalte trei structuri, proprietatile
fizico-chimice, configuratia tridimensionald si proprietitile imunologice ale protein-enzimei. In
cazul proteinenzimelor specificitatea functionald este un cumul de anumite conjuncturi topografice,
realizata prin structura tridimensionala a unuia sau mai multor lanfuri polipeptidice. Devine astfel
eficientd, in mod specific, o anumita zond activa (centru catalitic activ, situs catalitic) care cuprinde
un numdr relativ mic de aminoacizi reprezentdnd uneori o parte restransd din intreaga proteind, prin
care se manifesta continutul informational al acesteia. Centrul activ nu este situat in interiorul unui
singur lant peptidic, acesta putdnd cuprinde grupuri care se dispun in doud sau mai multe lanturi
peptidice, fiind continute intr-un plan care poate sectiona transversal in mai multe puncte un lang
peptidic cu o anumitd aranjare spatiala. Reactivitatea centrului activ depinde astfel nu numai de
existenta situsului de combinare a substratului, dar si de aranjarea spatiala a grupelor de contact,
deci de configuratia intregului edificiu proteic, enzimele manifestand astfel urmatoarele tipuri de
specificitate: de substrat, de reactie si stereochimica (Blanch & Clark, 1997, lordachescu et
al.,1991; Niculita et al., 2006; Oniscu et al., 1978).

Un indicator al capacitatii catalitice este reprezentat de numarul ,,turnover” (,,turnover number”) al
enzimei respective ce este definit ca fiind numarul de molecule de substrat transformate in produs,
per secunda, in conditiile In care enzima este saturatd cu substrat. Capacitatea catalitica a enzimelor
se datoreaza interactiilor moleculare precise ce apar la nivelul centrului activ, care micsoreaza
bariera de energie si favorizeaza formarea starii de tranzitie (Dumitru,1983).

Cataliza enzimatica este superioara catalizei omogene si heterogene concentrand avantajele acestor
doua tipuri de cataliza. Astfel, dispersia moleculard asigura un mare numar de zone de reactie.
Marimea si flexibilitatea lanturilor moleculare asigura: o fixare corectd a reactantilor, posibilitatea
unor actiuni modulate exercitate de efectori alosterici pe suprafetele alosterice regulatoare, altele
decat centrii activi, precum si o intervenfie mai pronuntata a gradelor de libertate interne ale lantului
in cadrul actului catalitic. Dat fiind faptul ca enzimele sunt proteine, proprietatile lor sunt puternic
influentate de mai multi factori de mediu (temperatura, presiune, pH, solventi chaotropici, tenside,
agenti oxidanti, ioni de metale grele, agenti de chelare, impuritti care blocheaza siturile active ale
enzimelor). Dintre acestia, temperatura §i prezenta unor reactivi chimici pot contribui in mod
hotarator la inactivarea enzimelor. Perturbatiile activitatii enzimatice datorate reactivilor chimici pot
fi evitate prin inlocuirea lor cu alti reactivi, insa temperatura produce efecte opuse asupra activitatii
enzimatice si a stabilitatii acesteia motiv pentru care este considerata variabila cheie Tn orice proces
biocatalitic (Blanch & Clark, 1997, Iordachescu et al.,1991; Niculita et al., 2006; Oniscu et al.,
1978). Viteza reactiilor catalizate enzimatic este afectatd si de prezenta inhibitorilor, respectiv a
compusilor ce scad eficienta enzimei fara si compromita activitatea enzimei in totalitate. In functie
de interactiile ce au loc intre compusul cu capacitate inhibitorie si enzima, inhibitorii sunt clasificati
in douad mari clase: covalenti (reactioneaza covalent cu enzima scazandu-i eficacitatea, mai sunt
cunoscuti sub denumirea de inactivatori ) si Non - covalenti. Procesul de inhibitie poate fi reversibil
(atunci cand la indepartarea inhibitorului din sistem se revine la activitatea enzimatica initiala, iar
procesul de inhibitie se caracterizeaza prin atingerea unei stari de echilibru dinamic) sau ireversibil
(cand procesul de inhibitie este treptat si total). In functie de tipul de inhibitie provocati enzimelor,
inhibitorii sunt la randul lor de doua tipuri: inhibitori ireversibili (descresc concentratia enzimei
active cu descresterea concentratiei complexului ES) si inhibitori reversibili. Atunci cand
concentratia unui inhibitor scade, activitatea enzimei este regenerata (Dumitru,1983)..
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Unele specii chimice pot stimula o reactie enzimatica, modificand fie afinitatea enzimei fatd de
substrat (1/Ky,), fie viteza maxima de reactie. Cei mai intalniti sunt cationii metalici (Na*, K, Rb",

+ 2+ 2+ 2+ 2+ 3+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 3+ : s A
Cs’, Mg, Ca™, Zn“", Cd*", Cr*", Cu~", Mn“", Fe*", Co“", Ni“" Al°") cu volum mic (raza ionica in
domeniul 0,78 +1.03 A) a ciror actiune este una specifici. Se cunosc cazuri de antagonisme ionice
cand Na® actioneaza ca inhibitor al actiunii K*, iar Ca’" ca inhibitor al actiunii Mg®*
(Dumitru,1983).

Aplicabilitatea catalizatorilor naturali, respectiv enzimele, In procesele industriale este adeseori
limitatd sau chiar imposibild datorita faptului ca enzimele sunt adaptate la conditiile naturale si nu
la cele industriale. Astfel stabilitatea in vitro a enzimelor si a proteinelor reprezinta un punct critic
in dezvoltarea unei biotehnologii deoarece atat conservarea, cat si stabilitatea operationala afecteaza
randamentul si calitatea produsilor comerciali obtinuti cu ajutorul enzimelor. Stabilitatea in conditii
de pastrare (,,shelf-life”) se refera la mentinerea capacitatii catalitice a enzimei pe perioada dintre
obtinere si momentul utilizarii, in timp ce stabilitatea In operare (,,half-life”, ti;;) caracterizeaza
durata de utilizare a enzimei in biosinteze. In prezent, folosirea enzimelor libere (suspendate) in
biosinteze industriale (in reactoare discontinue Sau semi-continue) reprezinta o alternativd atunci
cand enzimele prezintd o activitate mare dar si o viteza de dezactivare pronuntatd, sau atunci cand
enzima este ieftind in raport cu produsul iar produsul poate fi usor separat sau contaminarea sa cu
enzima nu este importantd. Din contra, utilizarea enzimelor imobilizate prezintd avantajul unei
usoare separari a produsului (cu un continut mai mic de impuritati alergenice), o pierdere mai mica
de enzima, o stabilitate mai mare a acesteia (si posibilitate de stocare si reciclare), o protectie
ridicatd a enzimei fatd de agenti de stres din mediu (chimici, fizico-mecanici, biologici), si un
control mai bun al procesului (Maria, 2007,2012). Imobilizarea enzimei pe diferite tipuri de suport
(pudra, gel, folii, fibre, matrici mezoporoase, etc.) se poate realiza pe o larga varietate de materiale
(alumina, alumino-silicati, material ceramic, clei, geluri, carbune, polimeri, etc.) modificati (prin
functionalizare, condensare, co-polimerizare, cristalizare, legaturi covalente) in scopul cresterii
stabilitatii enzimei fara afectarea activitatii sale (Ghose et al., 1971, 1972, 1976; Illanes, 2008;
Maria & Ene, 2013). Totusi, imobilizarea enzimelor este costisitoare si poate sd conduca la o
scadere apreciabild a activitatii sale datoritd intercatiilor matrice-enzima (care schimba structura
enzimei) si a rezistentei introduse de transportul difuzional prin suport. in plus, atunci cand viteza
de dezactivare a enzimei este foarte mare, utilizarea reactoarelor in strat fix cu enzima imobilizata
devine prea costisitoare si inoperabild, necesitand regenerari / inlocuiri frecvente ale granulelor de
suport-enzima.

CAPITOLUL Il
PROCESE ENZIMATICE iN INDUSTRIA ZAHARIDELOR

Enzimele au o aplicabilitate din ce in ce mai mare atat la nivel industrial cat si in uz casnic,
procesele bazate pe cataliza enzimatica inlocuind o serie de procese chimice clasice datorita
conditiilor blande de reactie si a impactului redus asupra mediului inconjurator. Aceasta piata este
in extindere, valorand aprox. 1,5 miliarde USD in 2000, noi aplicatii ale acestora fiind descoperite
constant asa cum se observd din rapoartele anuale ale producatorilor de enzime (Nielsen &
Villadsen, 2003). Cea mai veche datare referitoare la enzime se regaseste in textele antice, o data cu
obtinerea branzeturilor, a produselor de panificatie si a bauturilor alcoolice si pentru fragezirea
produselor din carne. In 1886 Brown a descoperit ci prin oxidarea propanolului si a glucozei cu
Bacterium xylinum poate obtine acid propionic si fructoza. In 1984, Novozyme a obtinut prima
enzima din organisme modificate genetic utilizata in industria amidonului, comercializata n prezent
sub numele de Maltogenase. In mod traditional, productia industriali de polioli se realizeaz prin
hidrogenarea zaharurilor pe catalizatori de nichel la temperaturi si presiune ridicate (120-160°C,
20-75 atm; Makkee et al., 1985). O alternativa atractiva, sunt procesele de biosinteza ce oferda o
tehnologie ecologica si posibilitatea obtinerii unor produse mai sigure printr-o puritate ridicata
(review Ghoreishi & Shahrestani, 2009). Cu toate acestea, costurile asociate preparatelor enzimatice
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si regenerarii cofactorului pentru sinteza in vitro a poliolilor contribuie la perceptia generald ca
utilizarea de culturi celulare este mai atractiva pentru a produce acesti compusi din materii prime
brute. In prezent, tindndu-se cont de efectele pozitive in procesele metabolice ale fructozei (cel mai
important monoglucid cu structura cetozica) pe plan mondial cercetarile s-au orientat in doua
directii:

e Producerea siropurilor de glucoza - fructoza (izosiropurile GFS) din materiile prime cu
continut mare de amidon, urmate de izomerizarea enzimatica a glucozei in prezenta de saruri (Maria
et al., 2012). Procedeul prezinta insd multe dezavantaje: limitare termodinamica la o conversie de
ca. 50%; operarea la temperaturi mai mari si cu reciclu este costisitoare necesitind coloane
cromatografice mari pentru separarea glucozei de fructoza; izomeraza este putin stabild, necesitand
ajustarea continua a pH-ului si eliminarea ionilor de calciu existenti in materia prima (solutie de
glucoza) provenitd din hidroliza enzimatica a amidonului; purificarea fructozei de aldoze alergene
este de asemenea o problema stringentd pentru acest proces industrial (Liese et al., 2006; Sierks,
1994;. Soetaert, 1999; Wisselink, 2002)

e Obtinerea siropurilor de fructoza din materiile prime vegetale cu continut ridicat de inulina
(un polimer natural al fructozei cu cateva molecule terminale de glucoza), urmata de hidroliza
inulinei la fructoza. Desi procedeul prezintd unele certe avantaje (materie primd accesibila si
regenerabild, randamente de peste 95% datorate continutului mare de fructoza al inulinei), exista
insd si numeroase inconveniente inca nesolutionate satisfacator (probleme de purificare a
produsului, procedeu costisitor si inca necompetitiv din cauza instabilitatii hidrolazei)(Roberfroid,
2005; Rocha et al., 2006; Ricca et al., 2007; Diaz et al., 2006).

In prezent, firma Cetus propune un procedeu alternativ de obtinere a fructozei de mare puritate din
glucoza prin reducerea 2-ceto-D-glucozei (produsul din reactia de oxidare a glucozei cu piranoz
oxidaza) la fructoza sub actiunea catalitica a aldoz reductazei NAD(P)H-dependenta la 25 oc, pH =
7, Cu regenerarea (externa sau interna in-situ) a agentului reducator (Leitner et al., 1998; Chenault &
Whitesides, 1987; Slatner, 1998; Ghoreishi & Shahrestani, 2009).

CAPITOLUL I
SECTIUNEA EXPERIMENTALA

In aceasta sectiune vor fi prezentate / caracterizate in detaliu preparatele enzimatice, reactivii,
echipamentele utilizate si metodele analitice dezvoltate cu scopul realizdrii programului
experimental si a obiectivelor din cadrul tezei.

111.1. REACTIVI SI ENZIME - Toti reactivii au fost utilizati in starea in care au fost furnizati de
catre producator (Sigma, ATGEN), fara aplicarea unor procese suplimentare de purificare.

111.3. ECHIPAMENTE - Reactia de oxidare a glucozei utilizand un catalizator enzimatic P20x a
fost realizatd intr-un bioreactor de laborator (Laboratorul de Transfer de Masa al Universitatii
Politehnica din Bucuresti), cu volumul de lucru de 2 L (Biostat A Plus, Sartorius) prezentat in figura
I11.3. - 1., fiind dotat cu control computerizat si inregistrator pentru temperatura, pH, si concentratia
de oxigen dizolvat (DO)( Figura 111.3. - 1.).

Reactia de reducere a kDG utilizand ALR drept catalizator a fost realizatd direct in cuva
spectrofotometricd din Quartz SUPRASIL cu drum optic de 10 mm plasatd in spectrofotometrul
UV/VIS Lambda 25, prevazut cu o unitate PTP6 pentru controlul computerizat de temperatura si
agitare a probelor cu urmitoarele performante: intervalul de temperaturd 0-100°C, rezolutia la
afisare 0.1°C, stabilitate + 0.01°C, viteza de agitare — pana la 1800rpm. Volumul de reactie a fost
1.8 — 2.5 ml, cuvele fiind inchise pentru a preantampina evaporarea solventului pe durata reactiei.
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Figura I11.3. - 1. Schema bioreactorului tip Batch. (1 - dispozitiv de evacuare; 2 - senzor de temperatura, 3 -
electrod de pH; 4 - amestecitor; 5 — electrod de oxigen; 6 - vasul de reactie; 7 — suport; 8 — suport pentru
sticlele cu reactivi; 9 - tub de prelevare a probelor; 10 - deflectoare; 11 —vasul de reactie; 12 - barbotor; 13 -
suport; 14 — agitator cu sase discuri tip impeller)

Acelasi spectrofotometru UV/VIS Lambda 25 (Biotehnos s.a., Otopeni) a fost utilizat si in cadrul
studiilor de evaluare a activitatii enzimatice reziduala a P20x (piranox-oxidaza), ALR (aldoz-
reductaza), si CAT (catalaza) precum si in cele de dozare cantitativa a kDG (ceto-glucoza) si a
fructozei. Inregistrarea semnalului fluorescent din reactia de dozare a glucozei ramasa
netransformata in reactia cu P20x s-a realizat cu spectrofluorimetrul LS 50, Perkin-Elmer ce are in
dotare ca sursa de lumina o lampa de xenon, cu posibilitatea de termostatare si agitare a probelor.

111.4. METODE ANALITICE - Evaluarea conversiei glucozei (DG) a fost realizata, aplicand
metoda dezvoltatd de De Luca et al. (2007), avand la baza modificarile spectrului emisiei de
fluorescentd a glucozoxidazei (oxigen-l-oxidoreductaza, GOD) in prezenta substratului sdu
specific.

Activitatea P20x a fost monitorizatd pe baza vitezei de consum a oxigenului observatd pe toata
durata reactiei de oxidare a glucozei (Maria et al. 2012).

Concentratia de ceto-D-glucoza (KDG) ramasa netransformatad in reactia cu ALR s-a determinat
printr-o metoda colorimetrica a carui principiu se bazeaza pe diferenta vitezei de reducere a clorurii
de 2,3,5-trifeniltetrazolium (TTC) in prezenta zaharurilor la trifenilformazan.

Concentratia H,O, formata pe parcursul reactiei de conversie a glucozei sub actiunea catalitica a
P20x a fost cuantificata prin spectrometrie de absorbtie UV-Vis. Metoda a presupus monitorizarea
absorbantei probelor prelevate din bioreactor la A = 240 nm (coeficientul de extinctie molara a apei
oxigenate este €40 = 0.00394 + 0.0002mM-1 mm-1).

Activitatea reziduald a catalazei in probele prelevate din bioreactor la intervale diferite de timp a
fost determinata conform protocolului descris de Bergmayer.

Evaluarea activitatii reziduale a ALR in probele prelevate pe parcursul reactiei de reducere a kDG-
ului s-a realizat respectand indicatiile producatorului preparatului enzimatic (ATGEN).

.....

inchis pentru evitarea evaporarii solventului), descompunerea NADPH-ului a putut fi urmarita on-

line prin scaderea absorbantei la lungimea de unda de 340 nm (e340 = 6.2 £0.3 - 10°1 - mol™ . Cm'l)
(Ryle, 1985).
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Principiul metodei de dozare a concentratiei de fructoza rezultata din reactia de reducere a kDG-ului
a avut la bazd proprietatea carbohidratilor de a forma in mediu acid furfural care, ulterior
reactioneaza cu rezorcinolul pentru a forma un compus rosu.

CAPITOLUL IV
DETERMINAREA EXPERIMENTALA A COEFICIENTULUI TOTAL DE
TRANSFER MASIC AL OXIGENULUI

Fiecare dintre etapele unei biotehnologii (pregatirea mediului de reactie, sterilizarea, biosinteza,
separarea si purificarea produsului util) au o importantd majord asupra performantei tehnologiei
respective, nsa rolul determinant revine bioreactorului, implicit conditiilor in care se realizeaza
biosinteza. Datorita faptului ca agitarea mecanica a mediului de reactie din bioreactor influenteaza
in mod direct transportul oxigenului din faza gazoasa in cea lichida, urmata de consumul oxigenului
de catre celula microbiana sau in reactia enzimaticd de oxidare, una dintre preocuparile majore
pentru eficientizarea reactiilor enzimatice de oxidare sau a bioproceselor este transferul de masa al
oxigenului.

Evaluarea activitatii microorganismelor sau a enzimelor (oxidaze) pe parcursul procesului
biotehnologic poate fi monitorizata pe baza consumului de oxigen dizolvat. O limitare in furnizarea
cu oxigen datorita rezistentei la transferul de masa sau un consum cu o viteza mai mare decat cea de
transport poate determina o scidere a vitezei reactiei enzimatice globale sau a cresterii celulare. In
consecinta, un control riguros al concentratiei oxigenului dizolvat in faza lichida este imperios
necesar pentru orice tip de bioreactor ce functioneaza in conditii de aerare, cantitatea de oxigen
dizolvat (DO) fiind continuu masuratd cu ajutorul unui oxigenometru. Deoarece solubilitatea
oxigenului in apa nu este foarte mare (cca. 9 mg / L la 20°C), viteza globala de consum biologic
este dependentd de un numar mare de factori, cei mai importanti fiind coeficientul de difuzie,
temperatura, coeficientul de transfer de masa gaz-lichid K| a, si viteza reactiei enzimatice / de

crestere microbiana.

Transferul de masd al oxigenului poate fi descris si analizat prin intermediul coeficientului
volumetric de transfer de masa individual, k;a, sau total, K a (parametrul cel mai important care
intervine in proiectarea si operarea sistemului de amestecare - aerare al unui bioreactor). Un numar
mare de factori influenteaza valoarea coeficientului de transfer de masa K| a, a carui evaluare
precisd este dificila datoritd dependentei puternice de proprietatile fazei lichide, agitare,
solubilitatea gazului, conditiilor de operare (temperatura), vitezei de aerare, volumul si geometria
vasului de reactie, deflectoarele, tensiunea superficiala a lichidului, etc (Gourich et al., 2006).

**k*

Obiectivul urmarit in cadrul acestui capitol este acela de evaluare experimentald a coeficientul
K a aplicind o proceduri simpli si rapidi. In studiul prezent procedura aplicati este una
neinvaziva, constand in indepartarea partiala a oxigenului din faza lichidd prin barbotare de azot
pana cand se inregistreazi o scidere semnificativa a concentratiei de oxigen dizolvat. In urmatoarea
etapa, lichidul este re-aerat pana la saturatie utilizand aer comprimat introdus prin barbotorul
circular, monitorizindu-se cresterea concentratiei de oxigen dizolvat. Estimarea rapidd a
coeficientului K| a poate fi realizata si fara indepartarea completd a oxigenului din lichid (adica
0% oxigen in apd), lipsa primei portiuni din curba de aerare avand o importantd minora in astfel de
determinari (Figura IV. - 2.).
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Figura IV. - 2. Curba de dezaerare si de re-aerare a apei distilate la 30°C, N, = 200 rpm, 1.4 L min™
(barbotare azot: 0 — 20 minute, barbotare aer: 45 — 70 minute)

DO, mg - L-!
[ T S L U L N ¢ I =

Experimentele au fost realizate, in absenta reactiei, la 30°C, intr-un volum total de 1 litru apa
distilata, prin verificarea vitezelor de aerare in intervalul 0.4 - 1.4 L min (adica viteza superficiala
a gazului 0.5-1.7 x 10 m s™) in conditii diferite de agitare obtinute prin variatia turatiei agitatorului
in intervalul 200 - 400 rpm. Dupa dezaerarea lichidului prin barbotarea azotului, fiecare curba de re-
aerare (a concentratiei de oxigen) inregistrata in timp a fost folosita pentru evaluarea coeficientului
volumetric de transfer masic (Figurile 1V.3. - IV.4., curbele -O- ). Repetarea experimentelor in
diferite conditii de operare permite corelarea coeficientului de transfer masic cu debitul de aerare si
cu viteza de agitare, permitand alegerea conditiilor optime de operare. O astfel de procedura este
usor de implementat, nu necesita echipamente speciale si, in plus, azotul nu modifica caracteristicile
fazei lichide, experimentele putand fi efectuate inainte de inceperea studiului sistematic al
procesului biochimic/biologic.

Utilizand un distribuitor de gaze in bioreactor, concentratia de saturatie CT_ la 30°C depinde de
calitatea apei distilate, fiind in jur de 7.40 - 7.95 mg L™ (pentru H= 845.13 atm mol™ L)
(Jorgensen, 1979; Wikipedia, 2013). Utilizand valorile inregistrate pentru ¢ (t) din figurile 1V.3. -
IV.4., coeficientul K a a fost evaluat ca medie a valorilor estimate pentru intreaga curba cinetica
de aerare 1n conditiile specificate de aerare si agitare. Rezultatele obtinute sunt in limitele K| a =
0.0006 — 0.0102 s™, fiind in concordantd cu datele din literatura: K a= 0.020 s pentru un
bioreactor mic (volum 10 mL, 25°C, barbotare de oxigen pur; Treitz et al., 2001; Maria, 2005,
2007); K a=0.001-0.040 st in prezenta unor agregate micelare a biomasei fungice in faza lichida
(volum 4 L, 21°C, debit de aer, N, = 200-600 rpm, viteza superficiali a gazului 1 - 5 x 10° ms™ ;
(Galaction et al., 2005); K| a=0.007-0.044 s in prezenta in faza lichida a unor surfactanti (volum
1.7 L, doua faze lichide de dispersie; Gomes et al., 2007); K a= 0.001-0.004 st (volum 1 L ;
Najafpour, 2007).
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Figura. IV. - 3. Curbele cinetice de oxigenare a apei la 30°C in conditii experimentale (-O-) si calculate
(linie). Curbele corespund: (a) N, = 200 rpm, debit de aerare de (1)= 1.4 L min, (2)= 0.6 L min™, (3)= 0.4 L
min™si (b) N, = 300 rpm, debit de aerare (1)= 1.0 L min, (2)= 0.6 L min™, (3)= 0.4 L min™* N, = 300 rpm
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Figura IV. - 4. Curbele cinetice de oxigenare a apei la 30°C in conditii experimentale (-O-) si calculate
(linie). Curbele corespund la N, =400 rpm (a) si N, = 500 rpm (b) si unor debite de aerare de: (1)=1.0 L
min?, (2)= 0.6 L min?, (3)=0.4 L min™.

Curbele de aerare c| (t) calculate utilizdind K| a estimat sunt reprezentate in figurile IV. -3 —IV. -
4 (linie continud), fiind in concordanta satisfacatoare cu curbele experimentale realizate in conditii
diferite de aerare si agitare. Pentru a corela K| a calculat cu conditiile de operare, in literaturd au
fost propuse o multitudine de relatii empirice, inclunzand influenta unui numar mare de factori:
proprietatile fizice ale fazei lichide, conditiile de agitare, solubilitatea gazului, temperatura,
indltimea agitatorului, viteza de aerare, volumul bioreactorului (Moser, 1988; Najafpour, 2007;
Jorgensen, 1979; Tchobanoglous & Burton, 1991; Galaction et al., 2005). Pe parcursul acestui
experiment, marea majoritate a parametrilor constructivi/operationali sunt mentinuti constanti
(temperatura, volumul lichidului, adancimea agitatorului si turatia). Prin urmare, a fost propusa o

corelatie simpla, in forma: K| a="byN Qlu 82 , unde N, = turatia agitatorului, in rpm; U ¢ = viteza
superficiald a gazului, in m s™; k=[bg,bq1,by ]= coeficientul de corelatie empirica. Aplicand

procedura clasica a regresiei liniare cu estimatorul celor mai mici patrate, se obtine un estimat al
parametrilor modelului prezentat in Tabelul IV. - 1. Abaterea standard a erorii (,,zgomot”)

experimentale este oy~ 0.1; unitatea K a este s™; N, este exprimat in rotatii/minut (rpm); U g

A -1
Se exXprimamms .

Tabel IV. - 1. Adecvanta modelului de corelatie logaritmic:

y=In(K_a)=In(b,) +b, In(N,) +b, In(U,) (Eneetal., 2011).

Testul de adecvantdi Valorile testului Valori critice Concluzii
R (nota a) 0.89 ca. 0.90 Ok
S (nota b) 0.35908 Medie Yexp = y=6.17 Ok (ca. 5% din Y )
adecvat
;(2 (nota c) 15.593 ;(Z(n — p;0.95)=16.919
Interval de 95% . .. ~2
Parametrul Estimat incredere (r:g; 52) Mamif]zt;ofr)ela’t e A J e Concluzii
(nota d) (nota g)
In(b,) -9.9712 +1.5713 14.355 1 1.86x 10° Semnificativ
by 1.8270 +0.20112 20.550 | -0.67 1 1.25x 10* | Semnificativ
bo 0.95531 +0.16430 13.153 0.67 010 1 8.45x 10° Semnificativ

Rezultatele testelor prezentate in Tabelul IV. - 1. indica un model adecvat (in forma logaritmica), cu
un coeficient de corelatie multipla de aproximativ 0.90, abaterea standard a predictiei modelului in
jur de 5% din valorile observate, si o valoare XZ satisfacatoare a testului de adecvanta pentru un
nivel de incredere de 95%.

19



Studii privind cinetica unor procese enzimatice de oxido-reducere cu importanta in industria zaharidelor

Reziduuri y (exp-model)

05

Reziduuri y (exp-model)

%

|

b

i

x2

-6

Reziduuri y (exp-model)

T

i o T
0] i & 2 % 0] %
05 .
5 5.5 8 65905
x1
- 1
= -5 [+]
o 05
N 6 o)
[ Q =}
o 0
g
8 y
8 ) 4 08
Observate y

f o
SIL;

Observate y

4

Figura IV. - 5. Diagrama reziduurilor (O) pentru modelul de corelatie
y=In(K_a)=In(b,) +b, In(N,) +b, In(U, ) .(stanga-sus): Reziduuri [In( K_a)(exp.) -

In( K_a)(model)] vs. x1=In(N,); (dreapta-sus): Reziduuri [In( K a)(exp.) - In( K a)(model)] vs.

x2=In(Uy); (stanga-jos) y=In(K a) calculat vs. y.observat; (dreapta-jos) Reziduuri [In( K a)(exp.) -

In( K a)(model)] vs. y. observat.

Diagrama reziduurilor prezentata in Figura IV. - 5. confirmd adecvanta satisfacatoare a modelului
de corelatie propus. Astfel, reziduurile obtinute (intre model si experiment) sunt alternativ pozitive
si negative, de valori mici, in timp ce reprezentarea grafica a valorilor prezise in functie de cele
observate indicd o dispunere alternantd in vecindtatea diagonalei graficului, adicd o eroare
experimentald independenta si nesistematica.
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Figura IV. - 6. Valorile K a evaluate experimental (puncte) comparativ cu cele prezise de modelul de

corelatie (linii) in variantele: a) variabilei logaritmate y = In(K| @) ; b) in variabile initiale K| a. Graficele

corespund conditiilor : N, = 200 rpm (O,—), N, = 300 rpm (X,---), N, =400 rpm ([,— e —=#), si N, = 500
rpm (V,eee),

Graficul modelului logaritmic y =In(Ka) in functie de viteza superficiald a gazului Uy din Figura

IV. - 6. (stinga) evidentiazd o concordanta satisfacatoare cu datele experimentale. Asa cum era de
asteptat, reziduurile in termeni absoluti sunt cu toate acestea mai mari decat cele in termeni de
variabild logaritmata (Figura IV. - 6. — dreapta).
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CAPITOLUL V
CONTRIBUTII PRIVIND STUDIUL CINETICII OXIDARII ENZIMATICE A
D-GLUCOZEI FOLOSIND PIRANOZ OXIDAZA (P20x)

In cadrul acestui capitol, principalul obiectiv urmarit este acela de a studia experimental si teoretic
cinetica procesului de oxidare enzimatica a D-glucozei (DG) la 2-ceto-D-glucoza (kDG), in absenta
/ prezenta catalazei. In acest scop s-a dezvoltat un plan experimental de studiu a procesului
enzimatic in diverse conditii de reactie, ceea ce a permis obtinerea curbelor cinetice experimentale
ale dinamicii speciilor chimice implicate in proces (DG, P20x, kDG, oxigen dizolvat, H,0,) in
conditii variate de reactie, respectiv la doud temperaturi diferite 25°C si 30°C, pH optim 6.5 , si cu
variatia raportului initial Catalaza / P20x. Pe baza acestor experimente, s-a propus un model cinetic
al procesului bazat pe un mecanism de reactie ce considerd o reactie principald si doud reactii
secundare. Experimentele au utilizat P20x comercialda de la Sigma-Aldrich, recombinata prin
expresia genei codoare din Coriolus sp. in E. coli. Modelul cinetic propus include reactia principalad
(de tip Ping-Pong-Bi-Bi), inactivarea P20x de catre H,O, rezultatd din reactie, precum si
descompunerea in-situ a H,O, de catre catalaza (cu o cinetica de tip Yano-Koya generalizatd).
Studiile de literaturd privind activitatea P20x sugereaza modificari minore ale constantelor
vitezelor de reactie in conditiile enzimelor imobilizate (Huwig et al., 1994). Studiul de fatd a
evidentiat faptul cad prezenta catalazei diminueaza in mod drastic dezactivarea P20x dar conduce si
la o descrestere considerabila a vitezei reactiei principale. Modelul cinetic astfel obtinut poate fi
utilizat in calcule ingineresti de proiectare si operare optimald a reactorului enzimatic industrial,
fiind usor adaptabil fiecarui tip de enzima P20Ox utilizata.

**k*

Piranoz 2 oxidaza (P20x) este o oxidoreductaza ce catalizeaza reactia de oxidare regioselectiva a
glucozei precum si a altor zaharuri la carbonul C-2, in prezenta oxigenului molecular, cu formare de
apa oxigenata si 2-cetozaharuri. Desi preferinta cataliticd a P20x pentru oxidarea glucidelor la C-2
a fost dovedita, studii recente au evidentiat atacul enzimei pentru anumite zaharuri la carbonul C-3,
conducand astfel la formarea de 3-ceto si 2,3 — diceto derivati. In natura aceasta enzimai are o larga
raspandire, putand fi purificata si izolata dintr-o serie de microorganisme incluzand Phanerochaete
chrysosporium (Artolozaga et al., 1997), Phlebiopsis (Peniophora) gigantea (Danneel et all. 1993;
Treitz et al.,, 2001); Trametes versicolor, Coriolus hirsutus, Coriolus versicolor (Machida &
Nakanishi, 1984), Tricholoma matsutake (Takakura & Kuwata, 2003), etc.

Forma oxidatd a enzimei EFAD preia 4 hidrogeni din D-glucoza pentru a forma enzima redusa

EFADH4 si 2-ceto-D-glucozi. In etapa urmitoare, enzima redusi este reoxidati cu oxigen
molecular dupa schema din Figura V.1. - 1.

OHO
OH
OH
a-D-glucoza H202

Plranoz 2-oxidaza

CHZOH
OH)2
H(OH),
p-D-glucoza

Figura V.1. - 1. Reactia de oxidare a glucozei catalizata de PZOX. Atat o - cat si [3 D- glucoza este oxidata de
P20x in pozitia C-2 cu obtinere de D-glucozona (care se gaseste in solutie apoasa sub forma a patru izomeri
a, b, ¢, si d in proportie de 46, 26, 18 si 10%)(adaptare dupa Artolozaga et al., 1997).

D-Glucozona ﬂ

In ultimii ani au fost studiate un numar mare de substraturi pentru P20x, inclusiv oxidarea selectiva
la C-2 a diferitelor zaharide (3-deoxi-D-glucoza, 6-deoxi-D-glucoza, L(-)-sorboza, D(+)-xiloza, D-
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aloza, D-galactoza, maltoza, manoza, sucroza, lactoza, a- si B-D(+)-glucoza, etc), observandu-se

astfel cd P20x manifesta activitate enzimatica diferitd functie de substratul oxidat (Treitz et al.,
2001; Giffhorn, 2000).

Solutiile apoase omogene de P20x prezinta o culoare gilbuie si un spectru de absorptie caracteristic
flavoproteinelor, cu maxime de absorbtie la lungimi de unda de 276, 373 si 456 nm. Considerand
coeficientul molar de absorbtie pentru molecula de flavin adenin dinucleotida (FAD) liberd la A =
460 nm fiind egal cu € = 11,3 mM™cm™ (Swoboda and Massey, 1965), prin calcul s-a determinat
faptul ca o moleculda de P20x leaga covalent 3,7 molecule de FAD (fiecare monomer avand in
structura cate o moleculd FAD) (Artolozaga et al., 1997).

Mecanismul reactiei enzimatice catalizata de P20x este de tip Ping-Pong-Bi-Bi, intalnit in mod
uzual la oxidoreductazele FAD dependente si consta dintr-0 reactie ce are pe jumadtate caracter
reducator - substratul aldo-piranozic reduce co-factorul FAD cu formare de FADH; si 2-cetoaldoza
(oxidarea zaharozei la pozitia C-2) — si pe jumatate un caracter oxidativ in care are loc re-oxidarea
FADH, de catre un electron acceptor. Daca se utilizeaza ca acceptor de electroni oxigenul dizolvat
(DO), in timpul acestei reactii se formeaza un intermediar C-4a-hidroperoxiflavin (review Spadiut
et al., 2009). Oxidarea glucozei catalizatd de P20x se desfasoarda in prezenta unor acceptori de
electroni cum ar fi: oxigenul molecular, 1,4-benzochinona, acid 1,2-naftochinon-4-sulfonic;
complecsi de ioni metalici si radicali (2,6-dicloroindofenol, radicalul cationic ABTS) (Spadiut et al.,
2009, Wohlfahrt et al., 2004; Leitner et al., 2001, Leskovac et al., 2005). Daca se noteaza cu “ox”
compusul utilizat drept acceptor de electron, expresia vitezei de oxidare a DG cu P20x printr-un
mecanism de tip Ping-Pong-Bi-Bi este (Segel, 1993; Wohlfahrt et al., 2004; Leskovac et al., 2005):

_ VmCDG Cox
Kpe Kox + Kpg Cox + KoxCpe +Cpe Cox

(unde ¢ = concentratia speciei j).

Mecanismul intrisec implica in fapt opt pasi elementari, constantele vitezelor corespunzatoare fiind
asociate cu constantele aparente v,, Kpg, si Kgx (Wohlfahrt et al., 2004). Estimarea separata a

acestor constante intrinseci este laborioasa, fiind necesarda realizarea experimentelor in conditii
departe de echilibru pentru determinarea dinamicii intermediarilor de reactie (Wohlfahrt et al.,
2004, Leskovac et al., 2005).

Activitatea si stabilitatea enzimei este puternic influentatd de conditiille de mediu, repectiv
temperatura si pH (Tabel V.2. - 1.). De exemplu, P20x din Phanerochaete chrysosporium dupa o
saptdmana de depozitare la 4°C 1si pastreazd mai mult de 85% din activitate la pH 4 - 11. De
asemenea P20x ramane 100% activa la 60°C, 65% la 70°C, si 35% la 75°C pentru aproximativ 2 h
in solutie tampon 50 mM Tris-HCI pH = 8 (Artolozaga et al., 1997). Radicalii OH* produsi prin
descompunerea peroxidului de hidrogen au de asemenea un rol extrem de important in procesul de
inhibitie a enzimei, deoarece acestia reactioneaza aproape instantaneu cu diferiti aminoacizi, dar in
mod special cu tirozina si metionina. Studii recente au aratat faptul ca procesul este accelerat de
prezenta unor inpuritati de fier (reactia Fenton; vezi Treitz et al., 2001) sau alti agenti ce accelereaza
formarea radicalilor OH®, proces ce pare a fi destul de selectiv avand in vedere cd oxidarea a fost
observata doar la un singur fragment proteolitic masurat prin MALDI-TOF-MS. Un alt factor critic
in utilizarea eficientd a P20x ca si biocatalizator este cel al transferului masic de oxigen de la
interfata gaz-lichid in lichid. Presupunind ca enzima manifestd activitate cataliticd maxima, atunci
in conditiile experimentale aproximativ 0,5 mM/minut oxigen vor fi consumati, ceea ce indica
necesitatea suplimentarii cu oxigen a mediului de reactie in vederea evitarii epuizdrii sale mult prea
rapide.
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V.3. EXPERIMENTE PRIVIND OXIDAREA D-GLUCOZEI IN ABSENTA SI PREZENTA
CATALAZEI

Pentru studierea experimentald a cineticii reactiei enzimatice de oxidare a D-glucozei sub actiunea
catalitica a P20x in solutie apoasa, s-a utilizat un reactor discontinuu, cu senzor de masurare a
oxigenului in mediul lichid (vezi schita reactorului, Figura II1.3. — 1.) in conditii de oxigenare
optime (utilizdnd aer comprimant introdus printr-un distribuitor de gaze circular, cu debitul de
aerare 1 L min™, turatia agitatorului 300 rpm; vezi capitolul IV). Determinarea experimentald a
coeficientului total de transfer masic al oxigenului s-a realizat in absenta catalazei sau utilizand
diferite cantitati de catalaza in domeniul 0 - 80.4 U mL™ (adica 0-300 U U™ Catalaza / P20x ).

Experimentele cu enzima liberd au fost realizate utilizind 100 mM glucoza, 10 mM tampon fosfat,
pH=6.5, la 25 si 30°C. Pentru declansarea reactiei s-a injectat in reactor o cantitate de:

o 0.25UmL™P20x.

o 0.25U mL™P20x si intre 0 - 80.4 U mL™ catalaza.

Curba DO a fost inregistrata cu ajutorul unui electrod de oxigen. Pe durata reactiei au fost prelevate
cantititi mici de proba (1 mL proba, alicotat in vialuri si imediat stocate la -70°C), fiind analizate
separat in vederea determindrii concentratiei de glucoza, concentratiei de H,O,, activitatii reziduale
a P20x si a concentratiei de ceto-glucoza. Evolutia concentratiei principalelor specii implicate in
proces vor fi utilizate ulterior pentru estimarea constantelor cinetice de reactie.Experimentele cu un
raport Catalaza/P20x mai mare de 300 nu prezinta interes atata timp cat viteza reactiei principale
scade foarte mult cu concentratia catalazei in mediul de reactie, ficand procesul inoperant
industrial.

V.4. MODELAREA CINETICII OXIDARII D-GLUCOZEI IN PREZENTA CATALAZEI LA
30°C

Modelul cinetic propus pentru conversia D-glucozei la 2-ceto-D-glucoza se bazeaza pe trei reactii

principale (Figura V.4. - 1.): oxidarea glucozei cu oxigen dizolvat in lichid in prezenta P20x;

reactia de inactivare a P20x cu H,0O; produsd in procesul de oxidare a DG; descompunerea
peroxidului de hidrogen in prezenta catalazei si a urmelor de Fe.

ommmmmmmmmeeeee 1 ommm——e————aa Catalase >---

! .
D-glucose + O, ——=—~ s D-glucosone + H202

e T Gtz

P20x + H0, ¥ > P20xox
Fe-traces ]

pommms==- 1 P TTTTTT "'E

i ol ®o t
H > ¥ HO +0.50, E
a

Figura V.4.-1. Etapele procesului de oxidare a glucozei utilizand P20x si catalaza. Sagetile intrerupte,

perpendiculare pe calea de reactie indica actiunea de activare, reprimare sau de inhibare a reactiei; ®/ ©
indica actiunea pozitiva sau negativa asupra vitezei de reactie

Plecand de la stoichiometria celor trei reactii ale procesului enzimatic, respectiv:

CoH190g +YouOp — 2% 5 Ca HygOg + H20,

(apa)

Ypoox P20X + H,0y — U™, poOxox (forma inactivati a P20x)

(apa)
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catalazi

—
(ap2)

H,0, H,0+0.50,

modelul cinetic propus pentru cele trei reactii (oxidare, dezavtivare P20x, si descompunere apa
oxigenatd) este urmatorul (Maria, Ene, Jipa, 2012)

HmCp20xCDGCDO
KpcCpo + KpoCps +CpGCpo
rg =KdCp20xCH,0,

, (mecanism Ping-Pong-Bi-Bi; Wohlfahrt et al., 2004)

Four =

B KcCeatal CH,0,
a n
H20;

, (inhibitie de substrat incompetitiva de tip Yano-Koya; Schiigerl & Bellgardt,
1+ KOH C

1985)
unde DG = D-glucoza; kDG = 2-ceto-D-glucoza, Catal. = catalaza; DO = oxigenul dizolvat.

Pentru reactorul experimental izoterm operat discontinuu si cu amestecare foarte buna s-a adoptat
un model matematic de reactor discontinuu ideal (cu amestecare perfecta, fara gradienti de masa sau
termici). Ecutiile diferentiale de bilant a speciilor din reactor includ explicit si termenul dilutiei [D
= d In(V)/dt] introdus de apa rezultata din descompunerea H,O, , respectiv:

depo * . depg .
e koxia(€po —€po )~ Yoxfour +0.51c =D ¢po; o —Tour —DCpG
deypg . depo . dCH,0,
g four ~DCoci — o * =—Ypoxfd — D Cpox; gt our ~fa ~fc ~Dchj0,
d[H,0], M *
C:j—\t/=DV;incare: D=\%Z—\tl _dl d2t Ir W My=18gmol™; p,=996gL" cppo=0.2484
Pw

mM (30°C); Kgyj@ =0.01-0.02 s (Treitz et al., 2001; Ene et al., 2011).

Constantele cinetice ale expresiilor vitezelor de reactie au fost estimate pe baza a trei seturi
experimentale incluzand profilul in timp al concentratiilor de DG, DO, H,0O,, si P20x (i) in absenta
catalazei, sau (i1) cu adaos initial intr-un raport Catalazd/P20x = 100 U U, sau (111) cu adaos initial
intr-un raport Catalaza/P20x = 300 U U™ (Figura V.4. — 2.+ V 4. - 4).

10 ;
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Figura V.4. - 2. Dinamica concentratiilor speciilor si a vitezei de reactie a DG (rDG) pentru oxidarea
glucozei cu P20x in absenta catalazei. Conditii de reactie: 100 mM glucoza, 0.25 U mL ™ P20x, 10 mM
tampon fosfat, pH = 6.5; temperatura 30 °C. Predictiile modelului sunt reprezentate cu linie continua iar
datele experimentale cu puncte.
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Figura V.4. - 3. Dinamica concentratiilor speciilor si a vitezei de reactie a DG (rDG) pentru oxidarea
glucozei cu P20x in prezenta a 25U mL™ catalazi (raport Catalazi / P20x = 100/1 U U™). Conditii de
reactie: 100 mM glucoza, 0.25 U mL ™" P20x, 10 mM tampon fosfat, pH = 6.5; temperatura 30 °C.
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Figura V.4. - 4. Dinamica concentratiilor speciilor si a vitezei de reactie a DG (rDG) pentru oxidarea
glucozei cu P20x in prezenta a 80,4U mL™ catalazi (raport Catalazi / P20x = 300/1 U U™). Conditii de
reactie: 100 mM glucoza, 0.25 U mL ™" P20x, 10 mM tampon fosfat, pH = 6.5; temperatura 30 oC.

Identificarea parametrilor modelului s-a facut prin aplicarea unei proceduri de regresie neliniard
folosind ca functie obiectiv criteriul celor mai mici patrate ponderate, datorita abaterii standard
experimentale diferitd de la o specie observata la alta (Maria, 2008).

. . ) 2
332/ = (Jepe —€pe ||§/UI%G + Jepo _CDO”§ /UEZ)O + HCHzoz ~CH,0; Hz /0a202)+
lep20x _6P20x||§ I oBox) ! (Nm=Dp),

Tabel V.4. - 1. Parametrii cinetici estimati pentru oxidarea D-glucozei utilizind P20x si catalaza (la 30°C,
pH=6.5; P20x din Coriolus sp recombinati.; [DG], = 100 mM; [P20x], = 0.25 U mL™)

Parameterul Fara Catal Catal Corelatiile propuse

Catalazi  ——— =100 =300
HRE T p20x P20x
Hmo .
Hm :—1 K cm -
+KmC
Hmo i 0.98778 0.36966 0.04970 ™ catal
[mMMs™ (UmL™) ] Hmo =9.8778-10" , mM st (UmL™)
Ky =2.0973.10°%, mM®m o, = 2.0756
Kpg . (mM) 0.51905
Kpo (mM) 14,545
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_ K
d — ’
- 1+ K, coe
kg . [s* (UML) 14204100 6o781.10*  1.1528.10° ¢ eaal e
Kgo =1.4204.10°, s (U mL™)
Kg =3.7033-10%, mM%, oy =1.8295
k _ kCO
c— ac !
1+ K.C
ke  [sTUmMLY 8310°®  55560.10° 1.04107 ¢~ catal
Keo =8.3000-10°, st (UmL™™
K¢ =7.094410", mM%, o, =6.3255
KOH , (MM™) 0.58
n 2.5765
Ypoox » (UmL* mM™) 0.01019
Koxi@ , (s 0.02 ® 0.01 Ene et al. (2011)
Sy . () 1.76 2.01 2.22

(2) calculate prin extrapolare
(b) aproximat din teste in-vitro realizate separat (Ene et al., 2011).

Tabel V.4. - 2. Teste de semnificatie a constantelor modelului cinetic de oxidare a D-glucozei, cu un rapor
catalaza / P20x = 100 (t-test calculat cu eroarea standard experimentald minimi de & = 0.1 (mM, or U mL"
1); pentru detalii vezi Anexa lucririi lui Treitz et al. (2001)).

Parametru Estimat t-test® 11520 Matricea de intercorelasie® Valoare
i'9 literatura
Kpo . (mM) 14.545 22.2 1.0 1 0.11-0.48
Kpg . (mM) 0.519 0.004 3.2 010 1 0.4-5.0
[mMstUumL?? 0.369 19.4 8.1.10° 095 040 1 3
Hm, [ ( )71 (0.95.5) 02.58)
kg . [sT(UmLY)  607810° 2838 1510° 026 025 034 1 -
Ypoox » (UmL" mM 0.010 23.4 2.4.10° -0.07 -0.65 -0.28 -0.84 1 -
1
)
Ke o [sT(UmLY ] 5.556-10" 25.3 45107 -0.97 0.05 -0.88 -0.21 -0.03 1 -
Kon » (mM™) 0.58 111 1.0-10% 097 0.04 -0.88 -0.17 -0.07 099 1 -
n 2.576 42.0 31.10° 080 027 083 076 -053 -0.74 -0.73 1 -

V.5. MODELAREA CINETICII OXIDARII D-GLUCOZEI IN PREZENTA CATALAZEI LA
25°C SI CONSIDERATII PRIVIND INGINERIA PROCESULUI

Avand 1n vedere faptul ca temperatura optima de actiune pentru catalaza libera, izolatd din ficatul
de bou, este de 25°C (Brenda, 2011), iar cea a P20Ox recombinata din Coriolus sp. este de 35°C (la
pH-uri optime), experimentele au fost extinse la temperatura de 25°C, ludndu-se in calcul si faptul
ca temperaturile proceselor industriale cat mai apropiate de cele ambientale sunt in general
favorizate din punct de vedere economic. Determindrile cinetice precum si re-identificarea
constantelor vitezelor de reactie la aceastd temperaturd au permis localizarea regiunii de operare
cele mai favorabile din punct de vedere al eficientei procesului (conversie si viteza de oxidare mare,
respectiv o inactivare mai redusa a enzimei).

Studiul cinetic la doua temperaturi diferite a fost motivat si de interferentele multiple si complexe

dintre reactiile enzimatice prin intermediul intermediarilor ce nu au fost inclusi in model dar care
fac ca cele doua enzime sa influenteze procesul uneori in directii opuse.
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Constantele vitezelor de reactie au fost estimate pe baza profilului curbei inregistrate pentru fiecare
specie chimica existentd in mediul de reactie (DG, kDG, DO, H;0,, si P20x) 1n trei situatii: n
absenta catalazei sau cu un adaos initial Catalaza / P20x de 100 U U™ sau 300 U U™, Concentratia
de H,0; nu a fost luata in calcul in etapele urmatoare deoarece prezenta in mediul de reactic a
catalazei (foarte activa la 250C) a provocat reducerea rapida a HyO; atingandu-se astfel concentratii
foarte mici (sub 0.1mM) a céror dozare se realizeaza cu o acuratete scazuta.

Parametrii modelului estimat la 25°C, sunt prezentati in Tabelul V.5. — 1. comparativ cu cei de la
30°C. Constanta de saturatic a catalazei s-a mentinut constantd, similard situatiei de la 30°C, ca
urmare a lipsei determinarilor de H,O» in estimare.

Tabelul V.5. — 1. Valorile constantelor cinetice pentru oxidarea D-glucozei utilizand P20x si catalaza la
25°C si 30°C, pH=6.5, [DG], = 100 mM; [P20x], = 0.25 U mL™). (Maria et al., 2012).

Parameteri

Tempe Fara Catalaza _ Catalaza _ Valori in
1 Ay -1 25 0.661 0.541 0.618 1
Hm » [MM s (UML) 7] 30 0.988 0.369 0.049 0.06-349 (s")
25 0.987
Kpg » (MM) 30 059 0.4-7.6
25 5.943
KDO (mM) 30 14545 0.1-0.5
. e 25 4.69-10™ 0.337 0.929
kg ,[st(UmL?Y?
d [ )] 30 1.4210° 6.07-10 1.15.10
1 a1 25 - 7.37-10* 6.37-10™ 10°CD _
kC ! [s (U mL ) ] 30 _ 55510—5 (10-7)(d) 100 (62)
Koy » (MM™) 25-30 - 0.58
n 25-30 - 2.58
vpoox » (UmLTmM™) 25-30 0.01019
Koyi@ » (s 25-30 0.02@ 0.01
sy ® () 25 2.2 3.4 3.7 (pentru 4 specii)
yo o 30 1.8 2.0 2.2 (pentru 4 specii)

Tabelul V.5. — 2. Consideratii privind conditiile optime de reactie pentru conversia DG (x) si predictia activitatii
reziduale a P20x pentru procesul de oxidare a D-glucozei la 25°C si 30°C, la pH=6.5, [DG], = 100 mM; [P20x],
=0.25 U mL™, si raportul initial Ctalaza / P20x = 0 - 300.

Activitate reziduald P20x

Timpul pana la

Raport initial  la 24 h / activitate initiald obtinerea Timpul total pentru inactivarea
Temperatura catalaza / din Trametes conversiei de P20x (ore) [P20x]/[P20x], ~ 10™*
P20x multicolor 20% din DG
(Leitner, 1998). (ore)
0 0 0 1.96 20.7 (x=0.54)
25°C 100 0.02 0.20 3.45 2626 (x = 0.74)
300 0.14 0.50 3.16 2171 (x = 0.76)
0 0 - 3.00 21.2 (x=0.34)
30°C 100 0.15 - 5.26 916 (x=1)
300 0.64 - 35.0 142 (x = 0.33)

Predictiile modelului sunt evidentiate in Figurile V.5. - 1. + V.5, — 3. (linie continud) comparativ cu
datele experimentale si de predectiile modelului la 30°C (linie intrerupta).

27



Studii privind cinetica unor procese enzimatice de oxido-reducere cu importanta in industria zaharidelor

10 <
= s S g 04
[S O g T 3
= © 0 0 7 e Tr-~--d =02}
%
8 8
= &0 . . . . . &
0 50 100 150 200 250 300 =
50 ! : . 40
= =
E E
— - —— 4 -~
- PR i o 20
g | o0 2 o2 3]
2 | e [ il
= Qe 1 1 L L E 0 =
0 50 100 150 200 250 300
= 04 T T T ]
=
E
= 02 E
o T
o )
— 0 L L L L L T -0.01 L L L L L
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
time / min time / min

Figura V.5. - 1. Dinamica concentratiilor speciilor si a vitezei de reactie a DG(r(DG)) pentru oxidarea
glucozei cu aer si P20x in absenta catalazei. Conditii de reactie: 100 mM glucoza, 0.25 U mL ™ P20x, 10
mM tampon fosfat, pH = 6.5; temperatura 25°C. Predictiile modelului sunt reprezentate cu linie continua

(—) pentru 25°C si intrerupta (-----) pentru 30°C; valorile experimentale inregistrate la 25°C sunt

reprezentate cu ,0’
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Figura V.5. - 2. Dinamica concentratiilor speciilor si a vitezei de reactie a DG(r(DG)) pentru oxidarea
glucozei cu aer si P20x in prezenta catalazei (Catalaza / P20x = 100 U U™). Conditii de reactie: 100 mM
glucozi, 0.25 U mL ™ P20x, 10 mM tampon fosfat, pH = 6.5; temperatura 25°C. Predictiile modelului sunt

reprezentate cu linie continui(—) pentru 25°C si intrerupta (-----) pentru 30°C; valorile experimentale

inregistrate la 25°C sunt reprezentate cu ,0’
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Figura V.5. - 3. Dinamica concentratiilor speciilor si a vitezei de reactie a DG(r(DG)) pentru oxidarea
glucozei cu aer si P20x in prezenta catalazei (Catalazi / P20x = 300 U U™). Conditii de reactie: 100 mM
glucoza, 0.25 U mL ™' P20x, 10 mM tampon fosfat, pH = 6.5; temperatura 25°C. Predictiile modelului sunt

reprezentate cu linie continui (—) pentru 25°C si intrerupta (-----) pentru 30°C; valorile experimentale

inregistrate la 25°C sunt reprezentate cu ,0’

28



a)

Studii privind cinetica unor procese enzimatice de oxido-reducere cu importanta in industria zaharidelor

CAPITOLUL VI
CONTRIBUTII PRIVIND STUDIUL CINETICII REDUCERII ENZIMATICE
A CETO-D-GLUCOZEI FOLOSIND ALDOZREDUCTAZA (ALR)

A doua etapa enzimatica a procedeului Cetus studiat in cadrul tezei este reducerea ceto-glucozei,
obtinute anterior prin oxidarea D-glucozei, la fructoza in prezenta aldozreductazei (ALR) si a unui
donor de electroni respectiv co-factorul NADPH.

Obiectivul acestui capitol este acela de a studia experimental si teoretic mecanismul si cinetica
reducerii 2-ceto-glucozei (kDG) la fructoza, in conditii optime de activitate a ALR si pentru conditii
foarte variate de operare sub aspectul concentratiei initiale de substrat, cofactor, sau enzimai. In
acest scop a fost elaborat un program experimental extins, in care au fost variate pe rand
concentratiile initiale ale speciilor cheie (kDG, ALR, NADPH), domeniul de timp de reactie
investigat fiind unul suficient de larg (peste 4600 min) pentru a putea fi obtinute concluzii
pertinente. Conditiile de lucru izoterme optime pentru ALR au fost cele recomandate de BRENDA
(2013), respectiv temperatura de 25°C si pHoptim = 7. Prin mdsurdtori spectro-fotometrice si de
activitate enzimatica s-au masurat curbele cinetice experimentale ale speciilor importante implicate
in proces (kDG, NADPH, ALR, fructoza) pentru cantitati diferite de enzima si reactanti introdusi in
mediul de reactie. Experimentele au utilizat ALR comercializatd de ATGEN, recombinata prin
expresia genei codoare umane in E. coli. Pe baza masuratorilor cinetice efectuate intr-un domeniu
de conditii de reactie suficient de larg, precum si pe baza informatiilor de literatura privind
mecanismele de reactie pentru procese reductive enzimatice similare, s-a procedat la elaborarea
unei scheme plauzibile de reactie si a unui model cinetic atasat. Constantele vitezelor de reactie,
estimate pe baza masuratorilor cinetice au indicat o adecvanta bund a modelului cinetic si o calitate
satisfacatoare a parametrilor sdi. Rezultatele obtinute au fost confruntate cu date similare din
literatura de specialitate, respectiv procese enzimatice de reducere a monozaharidelor si derivatilor
acestora catalizate de ALR.
**k*k

In ce priveste enzima implicata, aldoz-reductaza (EC 1.1.1.21, aldehid reductaza, ALR) este
studiata atent de decenii datorita aplicatiilor sale medicale: implicarea ALR in metabolismul
glucozei (conversia glucozei la sorbitol; reducerea galactozei la galactitol), dezvoltarea cataractei la
diabetici (provoaca leziuni oculare datoritd acumuldrii de sorbitol); producerea de leziuni
miocardice ischemice. ALR (alditol:NADP" oxidoreductazi, EC 1.1.1.21.) membra a superfamiliei
aldo/ceto reductazelor (AKR), este o proteind micd, cu masa moleculara de aproximativ 36 kDa, cei
aproximativ 315 aminoacizi din structura sa fiind distribuiti de-a lungul celor trei domenii ce leaga
cofactorul fard a respecta motivul Rossmann (Figura VI.1. - 1.). Prin analiza cristalografica a
proteinei s-a constatat cd, desi enzima prezinta multiple forme, molecula contine un motiv structural
de tip lanturi (B/a)s, cofactorul legandu-se in partea inferioara a situsului activ, hidrofob, ce se afla
pozitionat in centrul moleculei. Ca membru a acestei superfamilii, ALR catalizeazd reducerea
nespecificd (in prezentd de NADPH) a unui numar mare de substraturi carbonilice (alifatici si
aromatici) la alcoolii corespunzdtori acestora, prezentand un potential ridicat pentru aplicatiile
industriale, in special ca alternativa la productia de polioli utilizati drept indulcitori sintetici
(sorbitol, manitol, xilitol, eritriol, arabitol si ribitol).

¢ unitafi p—o—p @ :)?é’; )
T W
\@5 ‘

| TER R

c)
Figura VI.1. - 1.. Structura secundari a proteinei - lanturi faf (a); Motivul Michael Rossman (b); Structura
complexului ALR — NADP" - inhibitor in tampon citrat (c) (adaptare dupa Wikipedia, 2013)

29



Studii privind cinetica unor procese enzimatice de oxido-reducere cu importanta in industria zaharidelor

Aceastd enzima urmeaza un mecanism ordonat in care NADPH-ul este legat primul la situsul
catalitic si eliberat ultimul. Hidrogenul din zona pro-R a NADPH-ului este transferat la carbonilul
substratului cu protonarea concomitentd a oxigenului de citre enzima ce actioneazd ca un acid.
Pentru o buna functionare a ALR, aldehid reductazei si 3-a-hidroxisteroid dehidrogenazei, o serie
de studii au evidentiat necesitatea conservarii a patru aminoacizi (Asp-43, Tyr-48, Lys-77 si His-
110) din structura protein-enzimei, implicati in formarea unei retele de legaturi de hidrogen cu
inelul nicotinamidic.

O serie de studii au sugerat faptul cd ALR are o selectivitate si specificitate scdzuta pentru glucoza
(substrat endogen; constanta Michaelis-Menten Ky = 70 mM), zaharid ocazional biotransformat,
enzima fiind specializatd pentru reducerea cataliticd a unui numar mare de aldehide biogene,
hidrofile sau hidrofobe, rezultate in urma procesului de peroxidare lipidica, din catabolismul
catecolaminelor si serotoninei. Protein-enzima ALR izolata din drojdii a manifestat o variabilitate
mare structurald si functionald (Yokoyama et.al, 1995) astfel ca, in timp ce multe tulpini produc un
sigur tip de ALR care poate fi NADPH / NADH dependente, exista cateva organisme, cum ar fi
Pachysolen tannophilus, ce produc doua ALR cu specificitate diferita pentru coenzima (Verduyn et.
al, 1985). In mod particular, modelarea reactiei de reducere a aldo-ceto derivatilor zaharidici
catalizatd de ALR presupune atingerea rapidd a mai multor stdri intermediare de cvasi echilibru,
implicdind un numar mare de specii intermediare dificil de masurat (intermediari instabili,
moleculele proteice mari care leaga substratul sau produsii de reactie). Doughty & Conrad (1982)
au propus un mecanism mult mai elaborat de evaluare a comportamentului cinetic al ALR izolata
din doua surse diferite (cristalin de bou si cristalin de sobolan) ce implica o ordine aleatorie a legarii
substratului (gliceraldehidd) si eliberarea produsului (reactii Bi-Bi) cu formarea suplimentara a unui
complex intermediar. Utilizarea glucozei ca si substrat a evidentiat faptul ca inainte de a reactiona
aldehida, NADPH-ul se cupleaza la enzima extrem de rapid, in mai putin de cateva secunde, cu
formarea unui complex stabil. Experimentele in care s-a utilizat drept substrat D-glucoza si
NADPH, derulate cu scopul stabilirii mecanismului de reactie, au reliefat tipul de inhibitie produs
de NADP" (inhibitie competitiva fatd de NADPH si necompetitiva fatd de D-glucozi) si sorbitol
(inhibitie necompetitivd atit cu D-glucoza cit si cu NADP"). Modele similare de inhibitie cu al
sorbitolului au fost inregistrate si in conditile experimentale de saturare cu D-glucoza (Halder et al.,
1984). Leitner et al. (1998) a evidentiat ca in cazul reducerii kDG la fructoza inhibitia cu substrat nu
se manifestd la concentratii de sub 100 mM, iar cea cu produsul fructoza pentru concentratii de sub
500 mM.

Chiar dacd ALR este activa in raport cu ambele co-enzime NADPH si NADH, totusi ALR este de
preferat a fi utilizatd impreund cu NADPH, viteza de reactie fiind de ca. 2-ori mai mare fatd de cea
utilizdnd NAD(H), datorita unei legaturi mai bune cu forma fosforilatd de NADPH (Neuhauser et
al., 1997; Ryle & Tipton, 1985). In ciuda instabilitatii lor si a costului foarte mare, NADPH rimane

ege e, "

reactii redox conduse in-Situ sau in sisteme regenerative separate (Chenault & Whitesides, 1987).

VI.3. EXPERIMENTE PRIVIND REDUCEREA ENZIMATICA A CETO-GLUCOZEI LA
FRUCTOZA

Experimentele cu enzima libera au fost efectuate intr-un vas de reactie mic, respectiv o cuva
spectrofotometrica (de ca. 5 mL; celule de precizie Hellma facute din Quartz SUPRASIL, de 10
mm grosime), umplute cu un volum de lichid de reactie de 1.8-2.5 mL, si echipate cu un sistem on-
line de inregistrare a temperaturii. Cuvele mili-reactorului au fost inchise etans pentru a preveni
vaporizarea solventului, si au fost plasate intr-un spectrofotometru UV/VIS Lambda 25 cu sistem de
amestecare §i termostatare automat, si cu o unitate de control PTP-6 a temperaturii avand
urmitoarele performante: domeniu de temperaturd 0-100°C, cu rezolutie de citire de 0.1°C si o
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stabilitate a citirii de +0.01°C, viteza de incilzire / ricire cu temperatura programata de 10°C min™;
agitator cu viteza de 1800 rpm. Reactia a fost condusa la 25°C si pH = 7 in 10 mM tampon fosfat,
cu modificarea conditiilor initiale pentru:

e substrat (kDG) = 15-35 mM;

e cofactor (NADPH) = 6-35 mM;

e enzimi (ALR) = 0.0026-0.0060 U mL™.

Sistemul de agitare (un agitator magnetic introdus in cuva spectrofotometricd) asigura O
omogenizare satisfacatoare a continutului bioreactorului, tamponul fosfat reusind sa mentina pH-ul
solutiei cvasi-constant pe durata reactiei. Insd, ca urmare a consumului H" din mediu de citre
reactia principala (Tabel V1.4.-1.) la sfarsitul reactiei a fost masurata o usoara crestere a pH-ului la
7.4. Influenta acestei usoare cresteri de pH asupra activitatii enzimei se considerd a fi neglijabila
deoarece intervalul optim de activitate pentru ALR umana este cuprins intre pH = 7 — 8 (Brenda,
2013; Grimshaw et al. 1995).

Cu scopul de a confirma pe de o parte formarea reversibila a complexului ALR*NADPH, ce
favorizeaza mentinerea unui nivel foarte scazut al NADPH 1in reactor, si pe de altd parte pentru a
caracteriza procesul de dezactivare a enzimei, evolutia reducerii kDG a fost monitorizatd continuu
pe o perioada lunga de timp (peste 4600 min) chiar daca concentratia NADPH-ului a scazut rapid
incd de la inceputul reactiei. Pe toatd perioada deruldrii unui experiment, la intervale diferite de
timp, au fost prelevate mici esantioane din bioreactor si analizate pentru determinarea concentratiei
de kDG, fructoza si activitatea reziduala a ALR. Esantioanele divizate in aliquote au fost imediat
depozitate la -70°C pana in momentul realizdrii testelor specifice (fiecare proba fiind analizata in
duplicat). Abaterea standard a erorii experimentale determinate din experimente duplicate (uneori
triplicate) a rezultat ca fiind: oypg = op = onappy = 1.5 MM, si oa g = 10* U mL™).

Experimentele la concentratii initiale scazute ale substratului si cofactorului nu au fost realizate,
nefiind de interes din punct de vedere al ingineriei procesului datoritd conversiilor mici inregistrate.

V1.4. MODELAREA CINETICII REDUCERII CETO-GLUCOZEI LA FRUCTOZA SI
CONSIDERATII PRIVIND PERFORMANTELE PROCESULUI

In capitolul de fatd se urmireste ca, pe baza datelor experimentale cinetice misurate in conditii
variate de reactie, sa se elaboreze un model cinetic al procesului complex de reducere a kDG la
fructoza in prezenta de ALR si NADPH bazat pe un mecanism de reactie propus.

In ceea ce priveste mecanismul reactiei de reducere a aldo-ceto derivatilor catalizate de ALR, acesta
este unul complex, implicand un numar semnificativ de intermediari (pana la 6; Grimshaw et al.,
1995), si molecule mari ce leaga substratul, produsii, enzima si co-factorul sau (NADPH), dificil de
masurat in regim dinamic de reactie. In literatura au fost studiate diferite aspecte ale acestei reactii
complexe, si au fost propuse mai multe modele cinetice matematice, identitatea reziduului care
doneaza protonul ramanand controversata (Blakeley et al., 2008). Rezultate recente de cercetare,
sugereaza cd h-ALR umana se dovedeste a fi un catalizator eficient si capabil sa reactioneze in mod
nespecific cu diferite substraturi (prin utilizarea unui proton distal donor din perechea Asp-43—Lys-
77 ce declanseaza lantul de reactii si cedarea protonului final de la Tyr-48; Blakeley et al., 2008). Pe
scurt (vezi Figura V1.4 — 1.), reactia debuteaza printr-o cuplare foarte rapida, de cateva secunde
(Grimshaw et al., 1995), a ALR de NADPH, conducand la un complex destul de stabil. Totusi,
prezenta substratului conduce la formarea unei succesiuni de intermediari pe baza unei succesiuni
de reactii reversibile Bi-Bi (Kubiseski et al., 1992; Lindstad et al., 1995; Grimshaw et al., 1990;
Petrash, 2004). Cele mai multe din modelele cinetice propuse presupun cd lantul de reactii
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reversibile atinge rapid starea de cvasi-echilibru, schimbarea de conformatie ceruta de eliminarea
NADP" din ultima reactie reprezentand etapa lentd pentru intregul proces. Pentru a estima numdrul
mare de constante de reactie, de estimabilitate redusa (conducand prin inlocuirea lor cu grupari de
constante; Lindstad et al., 1995; Grimshaw et al., 1995), s-au formulat diferite ipoteze
simplificatoare cum ar fi inhibitia non-competitivd a substratului si a NADPH (Halder & Crabbe,
1984), sau s-a omis complet formarea complexului instabil enzima-cofactor-substrat (adica
mecanismul cinetic Theorell-Chance in care disocierea coplexului enzima-coenzima-produs este
etapa lenta a procesului; Petrash, 2004; Lindstad, 1995).

In studiul de fata s-a adoptat prin similitudine acelasi ‘nucleu’ al mecanismului de actiune al ALR
asupra NADPH si kDG, respectiv o succesiune de reactii reversibile de tip Bi-Bi ce ajung rapid la
echilibru, conducand la o cvasi-stationaritate a complexurilor intermediare formate intre h-ALR,
NADPH si substrat (prezentata in Flgura VI04.-1)).

A+E —> Ein (inactiv)

AN L

(E*A zgmmmmz=(EA) + S __--. (EAS) (EA+ )4+ P
(mactrv) -r p

Figura V1.4. — 1. Mecanismul de reactie propus pentru reducerea enzimaticd a kDG utilizand NADPH si
ALR libera. Notatii: E = aldoz reductaza (ALR); A = cofactor (NADPH); A" = NADP"; S = substrat (kDG);
P = produs (fructoza); Ein = forma inactiva a enzimei (Maria & Ene, 2013).

Studiul prezent va verifica validitatea schemei de reactii reversibile de tip Bi-Bi succesiv in cazul
kDG, caracteristicile reactiilor secundare, semnificatia constantelor de viteza estimate si utilizarea
predictiilor modelului in obtinerea unor concluzii de interes practic pentru imbunatatirea ulterioara a
procesului studiat. Plecand de la secventa de reactie propusa in Figura VI.4. - 1. si de la ipotezele de
cvasi-stationaritate ale intermediarilor, s-a dedus o expresie cinetica de tip hiperbolic pentru reactia
globala (Tabel VI.4. - 1.) prin asumarea echilibrelor rapide pentru toate etapele elementare ale
lantului principal si prin eliminarea din ecuatia vitezei a speciilor intermediare neobservabile (Segel
et al., 1993). Bilantul masic al speciilor include secventa de reactii secundare de legare reversibila a
NADPH-ului la enzima (constantele vitezelor kg si k_q) si de dezactivare ireversibilda a enzimei.

Pentru a nu complica prea mult modelul cinetic, s-a adoptat un model de ordinul I pentru
inactivarea ALR (k; - constanta de dezactivare).

Pentru a simula experimentele efectuate, s-a adoptat un model ideal pentru reactorul discontinuu
(izoterm, amestecare perfecta) incluzand ecuatiile de bilant masic prezentate in Tabelul VI.4.-1.
Constantele de vitezd au fost estimate prin ajustarea predictiilor modelului astfel Incat sa se
potriveasca cu profilul experimental al curbelor de concentratie functie de timp pentru kDG,
fructoza, NADPH liber si ALR activa (liberd). Seturile de date utilizate provin de la patru teste in
care s-au variat conditiile initiale de reactie astfel:

[kDG] / [NADPH] / [ALR] = 35/ 35/ 0.0057 (mM/mM/U mL™)

[kDG] / [NADPH] / [ALR] = 35/ 35/ 0.00257 (mM/mM/U mL™),

[kDG] / [NADPH] / [ALR] = 35/ 6/ 0.0055 (mM/mM/U mL™),

[kDG] / [NADPH] / [ALR] = 15/ 35/ 0.006 (mM/mM/U mL™.

Drept estimator al constantelor cinetice s-a folosit criteriul celor mai mici patrate ponderate, care se
bazeaza pe minimizarea dispersiei erorii relative a modelului in raport cu experimentele:

. . m 12
k = arg Mln(s)z,);s)z, =( _leCj_CjHZ/GjZ)/ (Nm-p),
J:
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unde: j = kDG, NADPH, fructoza, ALR; N = numarul punctelor experimentale (39 timpi de
reactie); m = numarul variabilelor observabile (4 ); p =numarul parametrilor modelului (9); ‘“*’ =
valori estimate.

Tabel VI1.4. - 1. Cinetica si modelul reactorului discontinuu propuse pentru reducerea enzimatica a kDG
utilizind NADPH si ALR suspendati. Notatii: E = ALR (enzimi); A = NADPH; A" = NADP"; S = kDG
(substrat); P = fructoza (produs).

Reactii generale:

C,H,,0, (S) + NADPH(A) + H* ARELT 5 CH,,0, (P)+NADP (A"

(tampon fosfat)

kd
y NADPH+ ALR ” (ALR e NADPHy)

%
k_d

ALR (E) —— inactiva ALR (Ein)

Ecuatia vitezelor (vezi schema din figura V1.4. - 1.):

[A] 1 [A"][P]
Ko[E¢t ][ S —
pLEI ][KRKA KegKap  [S] ] _ o
rp = , (mecanism succesiv Bi-Bi)

1JF[A]JF[A][S]Jr['°~+]
Ka KrKa  Kpp

_ - a1 _peret-k . o LEILAT kg
rg =kg[AI[E] ; r-g =k_g[E Al; i =ki[E]; Kp = Al I

_[EAIIST _ker.\  _[EATIIP] _Kkp .\ _[EI[A"] _ ke

[EAS] k= 07 [EAS] kp' AT [Eat] K

Bilantul masic: Parametri de operare:
+
—d—S = d—P = di =Ip ;d—A =—Ip—Yyry+Yyrg volumul total de reactie = 1.8-2.5 mL
dt dt dt dt 10 mM tampon fosfat
dE ~d(E A) pH=7;t=25C
ar g + I.d =i T dt =Ig—I4 [kDG] = 0-35 mM; [NADPH] = 0-35 mM
initial [ALR] = 0.0026-0.0060 U mL™
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Figura V1.4. — 2 . Dinamica concentratiei speciilor observabile (kDG, Fructoza, NADPH liber, ALR
reziduald) in reactia de reducere enzimaticd a kDG utilizand ALR suspendata si NADPH. Predictia
modelului este reprezentata prin linie continua iar valorile experimentale prin ,0’respectiv ,0’Conditiile
initiale de reactie: a) 35 mM kDG, 35 mM NADPH, 0.0057 U mL™ ALR, 10 mM tampon fosfat, pH = 7;
25°C; b) 35 mM kDG, 35 mM NADPH, 0.00257 U mL™ ALR, 10 mM tampon fosfat, pH = 7; 25°C.
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Figura V1.4. - 3. Dinamica concentratiei speciilor observabile (kDG, Fructoza, NADPH liber, ALR
reziduald) in reactia de reducere enzimaticd a kDG utilizand ALR suspendatd si NADPH. Predictia
modelului este reprezentata prin linie continua iar valorile experimentale prin ,0° respectiv ,®’.Conditiile
initiale de reactie: a) 35 mM kDG, 6 mM NADPH, 0.0055 U mL™ ALR, 10 mM tampon fosfat, pH = 7;
25°C; b) 15 mM kDG, 35 mM NADPH, 0.006 U mL™ ALR, 10 mM tampon fosfat, pH = 7; 25°C.

Table VI1.4. - 2. Parametrii cinetici estimati, teste de adecvanta ale modelului cinetic, teste de semnificatie a

parametrilor estimati, si datele de literatura pentru procesul de reducere enzimatica a kDG utilizand NADPH

si ALR suspendata (parametrii cinetici pentru 25°C, pH=7; ALR). t-test calculat cu eroarea standard
experimentald minimi de & = 0.024, vezi anexa lui Treitz et al. (2001)

Estimat : (@) ﬁ“] /5‘2 .
Parametrul (£ 95% CI)® t-test (ordonate™® Valori raportate
11-36 (min™) (substrat: glicolaldehida®™™"" ¢!
Kp, mMmin® (390 + 1.20)-10° 63 (1) L 3199 sau gliceraldehida """ 1992: A R
(U/mL) (289-1560 min™) ' de origine animal3)
9300 min™ (pentru xiloz reductaza)"®"P-20%
10 — 2740 (diferite substraturi si d
Ka, MM 50.58+23.85 4.1 (") 1 ALR) diferite substraturi si surse de
0.2-150 (diferite substraturi)"2e" 1954
Kr, MM 1.15+0.21 10.9 (V) 1 1.06 (substrat - xiloza; ALR de origine
umané)Grlmshaw,lg%
446-528 (xiloz reductaza) V" 2%
Keq, MM 1637 + 417 7.7V 1.6 200 (substrat - xilozd; ALR de origine
umané)Gnmshaw,lQQS
1.9:10° — 8.3-107 (gliceraldehida) <Uiseski: 1992
Kap, MM 0.99 +£0.40 4.8 (V) 4.8 3-10° (substrat - xilozd; ALR de origine
umané)Gnmshaw,mQS
kg, mM™ min” (2,66 +0.14)-10°  37.7 () 9.7 7.2:10° (ALR de origine umang)®"™*"™" 1%
K_g , min™ 672 + 35 37.7 (V) 1.6:10° 10" (ALR de origine umani)®"ms"a"19%
, mM
({J L) (L78+001)10° 2219(vf  1110° -
ki, min™ (7.01+0.01)-10° 8162(v)  3.510% -
Sy ©.0 1.04 remarci:@ adecvanta: 47 —test trecut

Pentru solutionare s-a utilizat algoritmul adaptativ aleatoriu de optimizare a lui Maria (2003)
implementat in Matlab™. Cautarea solutiei a avut ca punct de plecare parametrii cinetici teoretici,
generati aleatoriu in cadrul domeniului de variatie prezentat in Tabelul V1.4. - 2. (ultima coloand) cu
exceptia constantei de dezactivare kj a carei aproximatie s-a realizat pe baza graficului dinamicii

concentratiei ALR determinat experimental.
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CONCLUZII GENERALE

Prezenta teza de doctorat prezinta rezultatele unor cercetari ample, experimentale si teoretice,
privind mecanismul de reactie si cinetica procesului Cetus de obtinere a fructozei prin doud etape
enzimatice succesive (oxidarea glucozei urmata de reducerea ceto-glucozei). Procesul investigat se
doreste a fi o alternativa valoroasa la tehnologiile existente de producere industriala a fructozei prin
biosintezd, caracterizandu-se prin conversii si selectivitdti foarte mari (peste 99%), si prin obtinerea
unui produs de puritate avansata, lipsit de aldoze alergene sau saruri folosite drept catalizatori.

Cercetarea fiind structuratd pe mai multe paliere, atat sub aspect teoretic cat si experimental, si al
relevantei din punct de vedere al eficientei procesului, fiecare etapa a studiului este insotitd de
concluzii pertinente privind ingineria procesului, dupa cum urmeaza.

1) Cercetarea bibliografica efectuata in cadrul tezei (Cap. I, Il) a evidentiat urmatoarele aspecte
legate de folosirea unor enzime in industria monozaharidelor:

Atat piranoz-oxidaza (P20x), cat si aldoz-reductaza (ALR) sunt din ce in ce mai mult
folosite 1n industria zaharurilor pentru fabricarea unui numar insemnat de derivati (“zaharuri
rare”), cum ar fi pentru cazul P20x: D-fructoza (si apoi D-manitol), acid 2-ceto-D-gluconic
(si apoi acid ascorbic), acid 2-deoxi-3-ceto-gluconic (si apoi tiamina), D-sorbitol,
diaminosorbitol, diaminomanitol, 2-ceto-D-galactoza (si apoi D-tagatoza), etc., sau pentru
cazul ALR productia de polioli utilizati drept indulcitori sintetici de tipul sorbitol, manitol,
xilitol, eritriol, arabitol si ribitol.

Consumul de indulcitori de biosintezd este in crestere la nivel mondial, necesitand
imbunatatirea tehnologiilor existente de fabricare in vederea reducerii produselor secundare
si impuritatilor, scaderii pretului enzimelor si cresterii stabilitdtii acestora, obtinerii de
indulcitori cat mai bine tolerati de organism si cu minim de efecte secundare.

Consumul de fructoza este si el in crestere, tehnologiile existente aviand avantaje si
dezavantaje, respectiv: I) izomerizarea glucozei provenita de la hidroliza amidonului este
limitata termodinamic (conversia de echilibru este de ca. 50%), reactia decurge la
temperaturd ridicatd (50-60°C), necesitd o puritate ridicatd a glucozei pentru a preveni
dezactivarea izomerazei, necesita costuri mari de operare si de investitie datoritd necesitatii
separdrii fructozei de glucoza in coloane cromatografice mari, iar procentul de produsi
secundari si alergenici nu este neglijabil (ca. 2%); i1) hidroliza inulinei necesita temperaturi
semnificative (50-60°C), randamentul este de ca. 95% rezultind un procent important de
impuritati, procedeul este costisitor si Tncd necompetitiv din cauza instabilitatii hidrolazei,
iii) hidroliza enzimatica a zaharozei necesita temperaturi medii (55-65°C), conduce la multe
produse secundare, iar invertaza este foarte senzitiva fiind puternic inhibata de prezenta in
mediul de reactie a ionilor metalelor grele.

Procedeul enzimatic Cetus in doua trepte, studiat in detaliu in cadrul tezei, se dovedeste a fi
unul promititor, prin folosirea unor temperaturi mici de reactie (25-30°C), prin obtinerea
unor conversii si selectivitati foarte mari (peste 99.5%), prin obtinerea de produsi secundari
in cantitate foarte mica, prin lipsa de aldoze alergene, si prin posibilitatea de diminuare a
dezactivarii P20x prin folosirea de catalaza.

Lipsa datelor cinetice si a unui model cinetic consistent pentru cele doud procese enzimatice
Cetus in literatura de specialitate justificad pe deplin oportunitatea studiului de fatd, acesta
constituindu-se intr-o etapa esentiala pentru studiile ingineresti ulterioare de ridicare la scara
a procesului, de optimizare a conditiilor de operare, si de directionare a cercetdrilor in
vederea gasirii modalitatii celei mai bune de stabilizare a enzimei prin imobilizare.

2) In prezenta lucrare au fost studiate experimental si teoretic cele doud etape enzimatice ale
procedeului Cetus, respectiv oxidarea D-glucozei la ceto-D-glucoza in prezenta de P20x si catalaza,
si reducerea ulterioara a ceto-D-glucozei la fructoza in prezentd de ALR si co-factorul NADPH.
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Studiul a permis elaborarea de modele cinetice consistente pe baza carora s-au putut efectua

ege v,

imbundtétire a performantelor celor doua procese.

3) In vederea separdrii contributiei transportului oxigenului la evaluarea vitezei aparente a
procesului de oxidare a glucozei, s-a procedat la efectuarea de experimente separate, in absenta
reactiei, pentru determinarea coeficientului total de transfer masic gaz-lichid al oxigenului KLA
(Capitolul IV). Rezultatele au permis nu numai identificarea regimului optim hidrodinamic (turatie
agitator, debit de aerare) necesar realizdrii unui transfer bun al oxigenului si evitarea controlului
difuzional al procesului, dar si obtinerea unei corelatii a coeficientului de transfer KLA cu
principalii parametrii de operare ai bioreactorului.

4) Una dintre principalele contributii ale tezei se refera la studiul experimental si teoretic al cineticii
oxidarii enzimatice a D-glucozei folosind piranoz-oxidaza (P20x) (Capitolul V). Rezultatele au
condus la urmatorele concluzii:
i. Mecanismul de reactie propus, desi simplificat, este unul satisfacator, fiind confirmat prin
verificarea modelului cinetic atasat in raport cu date experimentale culese in conditii variate
de operare. Schema de reactii include reactia principala de oxidare de tip Ping-Pong-Bi-Bi, o
reactie de dezactivare a P20x de ordinul unu in raport cu apa oxigenata, si o reactie de
descompunere a apei oxigenate rezultate dupa o cinetica de tip Yano-Koya.

Ii. Modelul cinetic este unul adecvat, robust, si cu o capacitate predictiva satisfacatoare conform
testelor statistice. Modelul a fost validat pentru doud temperaturi diferite (25°C si 30°C) si la
rapoarte catalaza / P20x de 0 - 300 U/U.

iii. Experimentele si modelul cinetic confirma efectul favorabil al prezentei catalazei in mediul de
reactie, ceea ce conduce la scaderea inactivarii P20x. Astfel, s-a identificat ca un raport de catalaza /
P20x = 100 U U™ scade viteza de inactivare de 4.5 ori comparativ cu sistemul fara catalaza, si
de 34 de ori pentru un raport catalazi / P20x = 300 U U™ (la 30°C).

iv. Experimentele si modelul cinetic au aratat insa ca viteza de oxidare a glucozei este drastic diminuata
de prezenta catalazei (de la 1,8 ori pentru un raport catalazd/P20x = 100 U ut pand la 12,2 ori
pentru raportul catalaza/P20x = 300 U U'l). In plus, timpul de reactie necesar pentru obtinerea unei
conversii impuse creste aproximativ cu acelasi ordin de marime CU care viteza de reactie scade.

V. Sciderea temperaturii de reactie la 25°C, desi favorabild energetic, nu este la fel de favorabila in ce
priveste inactivarea P20x, desi reactia principald de oxidare este mai putin inhibata. Activitatea mult
mai intensd a catalazei la aceastd temperatura conduce la o concentratie mai mare a intermediarilor
oxidativi formati in procesul de descompunere a HyO, (concentratia H,O; fiind una scazuta,
in jurul valorii de 0.1 mM comparativ cu 5 mM de la 30°C) ceea ce conduce la o inactivare
mai accentuatd a P20x.

Vi. Modelul cinetic a permis identificarea conditiilor optime de operare pentru procesul de oxidare a D-
glucozei ca fiind cel la 30°C, pH = 6.5, si un raport Catalaza / P20x = 100 U/U, ce oferi o
conversie totala Tn ca. 91 h. Utilizarea unei cantititi mari de catalaza nu este recomandata
datorita reducerii prea mari a vitezei reactiei principale.

vii. O concluzie importanta a studiului este aceea ca in sistemele de reactie multi-enzimatice,
evaluarea separata a caracteristicilor si activitatii fiecarei enzime in parte nu este suficienta
pentru emiterea de concluzii pertinente privind conditiile optime de operare atita timp cat
intre reactii au loc interferente multiple. Modelul cinetic astfel elaborat poate fi util pentru
evaluarea globala a procesului enzimatic in conditii variate de operare.

viii. Modelul cinetic este util si in cazul utilizarii de enzima stabilizatd/imobilizata, structura sa
ramanand neschimbata, fiind insd necesara re-estimarea constantelor cinetice si introducerea
unor termeni suplimentari in ecuatiile de bilant masic ale reactorului eterogen.

5) O alta contributie majord a tezei se referd la studiul experimental si teoretic al celei de a doua
etapa a procesului Cetus, respectiv studiul cineticii reducerii enzimatice a ceto-D-glucozei folosind
aldoz reductaza (ALR) si nicotin adenin dinucleotid fosfatul (NADPH) ca si donor de electroni
(Capitolul V). Rezultatele au condus la urmatorele concluzii:
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Mecanismul de reactie propus, desi unul complex, este confirmat atat prin comparatie cu
studii similare din literatura privind modele cinetice de actiune a aldo-ceto-reductazelor, cat
si prin verificarea modelului cinetic in raport cu datele experimentale culese In conditii
variate de operare. Schema de reactii include o etapa reversibila de formare a unui complex
stabil ALR*NADPH, urmata de reactii succesive reversibile Bi-Bi de legare a substratului,
de re-aranjare conformationald, de reducere a cetoglucozei, si de eliberare a produsului si
co-factorului epuizat NADP+. Schema este completata si cu o reactic de inactivare
ireversibila a ALR, pusa in evidentd experimental.

Modelul cinetic este unul adecvat, robust, si cu o capacitate predictiva foarte buna conform
testelor statistice. Modelul a fost validat pentru temperatura de 25°C si pH=7 pentru rapoarte
variate de alimentare cu substrat, ALR, si NADPH, intr-o plaja larga de valori (kDG =0 -
35 mM; NADPH =0 - 35 mM; ALR =0.002 - 0.006 U/mL).

Experimentele si modelul cinetic confirmd afinitatea ridicata a ALR pentru NADPH ce
conduce la formarea rapida si reversibila a complexului ALR*NADPH in diferite forme
(observatie sustinuta si de datele de literaturd). O mica parte din acest complex participa la
cuplarea substratului in vederea reducerii acestuia la fructoza prin transferul intern a unui
electron in cadrul complexului ALR*NADPHkDG.

Pe parcursul etapelor succesive ale reactiei Bi-Bi, enzima suferd o serie de rearanjari
conformationale, pasul cel mai lent fiind confirmat pentru etapa ALR’*NADP' <«
ALR*NADP" , izomerizarea enzimei realizandu-se cu scopul de a elibera NADP". Totodat,
pe domeniul experimental analizat nu au fost observate efecte inhibitorii semnificative
induse de catre substrat sau produsii de reactie.

In ciuda dezactivarii rapide a enzimei, experimentele indica prezenta unei cantitdti mici de
ALR activa pe parcursul reactiei in pofida descompunerii lente a complexului cvasi-
stationar (ALR"*NADPH). In consecintd dezvoltarea ulterioard a procesului pare si fie
conditionata de cresterea stabilitatii enzimei prin imobilizare. Pe de altd parte, concentratia
mica n mediul de reactie a NADPH-ului (forma activad) datorita afinitatii sale foarte mari
fata de ALR, indica in mod cert necesitatea unei continue regenerari in-situ a NADP+ prin
utilizarea unei reactii redox paralele.

Modelul cinetic poate fi utilizat si in situatia folosirii de enzima si NADPH co-imobilizate,
necesitand insa re-estimarea parametrilor cinetici si includerea de termeni suplimentari de
transfer de masa inter-fazic in ecuatiile de bilant masic ale reactorului eterogen. In acest fel,
modelul poate fi folosit si n etapa ulterioard de proiectare si operare optimald a procesului.
Sub aceastd formd, modelul poate fi util si studiului altor procese enzimatice de reducere
catalizate de reductaze din aceeasi familie a aldo-ceto-reductazelor.

Concluziile si contributiile personale ce rezulta din intreaga activitate de cercetare doctorald si
prezentate in teza de doctorat demonstreaza ca obiectivul general al activitatii doctorale - studiul
detaliat, experimental si teoretic, al caracteristicilor cinetice si performantelor unui proces alternativ
de fabricare a fructozei prin doua reactii enzimatice succesive, de oxidare si de reducere, respectiv
procedeul Cetus, a fost atins, rezultatele fiind deja publicate in reviste de specialitate de larga
circulatie internationala (Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic; Chemical & Biochemical
Engineering Quarterly; Revista de Chimie), precum si in volumele unor conferinte internationale de
prestigiu publicate In numere speciale ale revistelor New Biotechnology, si Romanian Journal of
Biochemistry.
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CONTRIBUTIH ORIGINALE

In literatura de specialitate existd putine studii cinetice sistematice privind procesul enzimatic Cetus
de obtinere a fructozei din glucoza, si practic nici o evaluare la nivel ingineresc a influentei
conditiilor de reactie asupra eficientei procesului. In acest context, studiul de fatd se remarca printr-
un grad foarte mare de originalitate, pe mai multe planuri, abordand si solutionand in detaliu la
nivel experimental si teoretic, o serie de aspecte esentiale legate de dinamica si performanta
procesului.

In acest sens, contributiile originale aduse in cadrul acestei teze constau in urmatoarele:

1) Studiul experimental al oxidarii enzimatice a D-glucozei la ceto-glucoza, prin abordarea
unor aspecte ne-investigate in literatura de specialitate, respectiv studiul experimental al influentei
temperaturii (25 - 30°C) combinate cu influenta raportului de enzime catalazi / P20x (0 — 300 U U
') asupra vitezei reactiei principale si a dezactivarii piranoz-oxidazei.

2) Studiul experimental al celei de a doua etape a procesului Cetus, respectiv reducerea
enzimaticad a ceto-glucozei la fructoza in prezentd de aldoz-reductaza (ALR) si nicotin adenin
dinucleotid fosfat (NADPH) ca si donor de electroni. Sunt abordate aspecte inca neinvestigate in
literatura privind influenta concentratiei initiale de substrat (15 - 35 mM kDG), enzima (0.002 -
0.006 U mL™) si co-factor (6 - 35 mM) asupra vitezei reactiei principale, a dezactivarii ALR, si a
formarii complexului enzima-NADPH.

3) Contributiile originale includ si unele aspecte legate de adaptarea metodelor analitice
specifice, cu un grad mare de repetabilitate si reproductibilitate pentru dozarea glucozei ramase
neoxidata, si a cetoglucozei in amestec cu glucoza sau cu fructoza, avand in vedere faptul ca acesti
trei compusi au comportamente chimice destul de asemanitoare. In acest sens, alegerea metodelor
de dozare a acestor compusi a fost facuta prin incercari repetate astfel incat rezultatele analizelor sa
nu fie eronate (fals pozitive / fals negative). Pentru dozarea glucozei ramase neoxidatd in amestecul
de reactie ce contine si cetoglucoza a fost preferatd o reactie enzimatica specifica cu glucozoxidaza
(glucoza fiind substratul specific pentru aceastd enzima), iar pentru cetoglucoza s-a optat sa se
adapteze o reactie de reducere cu clorura de 2,3,5-trifeniltetrazolium (cele doua zaharuri avand
viteze de reactie diferite).

4) Propunerea unei scheme de reactie pentru procesul de oxidare a D-glucozei in prezentda de
P20x si catalazd, si a unui model cinetic original, identificat in raport cu datele experimentale.
Modelul teoretic considera o cinetica de tip Ping-Pong-Bi-Bi pentru reactia principala de oxidare, o
dezactivare a P20x de ordin unu in raport cu apa oxigenata, si o cinetica de tip Yano-Koya pentru
descompunerea apei oxigenate de catre catalaza.

5) Pe baza modelului cinetic al oxidarii D-glucozei se fac primele evaluari globale de eficienta
a procesului, necesare in calcule ingineresti ulterioare de ridicare la scara si proiectare a instalatiei
industriale. Astfel, se pune in evidenta efectul multiplu al prezentei catalazei in mediul de reactie,
cat si al variatiei temperaturii, asupra reactiilor din proces, respectiv:

- Pe de o0 parte prezenta catalazei contribuie la incetinirea procesului de dezactivare a P20x
si la prelungirea duratei de activitate a oxidazei;

- Pe de alta parte, catalaza conduce la o inhibitie a reactiei principale de oxidare, Intr-un
grad cu atat mai pronuntat cu cét este in cantitate mai mare;

- Temperatura are un efect complex In ce priveste activitatea celor doud enzime care se
influenteaza prin intermediarii de reactie; combinatia acestora duce la o dezactivare mai
lentd a P20x la temperatura de 30°C fati de 25°C cand, paradoxal, catalaza este mai
activa.

38



Studii privind cinetica unor procese enzimatice de oxido-reducere cu importanta in industria zaharidelor

- Desi conversia si selectivitatea procesului sunt foarte mari (peste 99.5%), din punct de
vedere al aspectului ingineresc eficienta procesului este aici dictatd de modularea vitezei
de dezactivare a oxidazei prin intermediul aditiei de catalaza si al temperaturii, ceea ce
face ca durata de reactie si consumul de enzima sa fie principalii idicatori de eficienta.

- Prin simulari repetate cu ajutorul modelului cinetic elaborat s-au putut prezice conditiile
optime de operare ale reactiei de oxidare, respectiv temperatura de 30°C, pH = 6.5, si un
raport initial Catalaza / P20x de ca. 100 U Ut

- Determindri experimentale proprii, in absenta reactiei, a coeficientului total de transfer
masic gaz-lichid al oxigenului in bioreactor, precum si corelarea acestuia cu gradul de
amestecare si de aerare a pus in evidentd necesitatea intensificari oxigenarii masei de
reactie in scopul evitarii ca aceasta sa devina etapa limitativa a intregului proces.

6) Propunerea unei scheme complexe de reactie a procesului de reducere a ceto-D-glucozei la
fructoza in prezentd de ALR si nicotin adenin dinucleotid fosfat (NADPH), la 25°C si pH = 7,
precum si a unui model cinetic original, identificat in raport cu datele experimentale. Modelul
teoretic considera o schema de reactii succesive reversibile de tip Bi-Bi, similare cu cele propuse in
literatura pentru cazul altor reactii de reducere catalizate de aldo-ceto-ruductaze, schema completata
si cu reactii de cuplare reversibild a enzimei de co-factor si de dezactivare a ALR.

7) Pe baza modelului cinetic propus pentru reducerea ceto-glucozei la fructoza se fac primele
evaludri ale etapei lente a procesului, a vitezei de dezactivare a enzimei si a tariei afinitatii NADPH
de ALR, elemente esentiale de eficientd globald a procesului necesare in calcule de proiectare
ingineresti ulterioare. Astfel, se pun in evidentd mai multe caracteristici cinetice ale lantului de
reactii dupa cum urmeaza:

- Se confirmi prin calcul informatile de literatura care indicd faptul ci eliberarea NADP*
printr-o rearanjare conformationald secundard din complexul ALRsNADP" reprezinti
etapa limitativa de viteza.

- Se demonstreaza afinitatea foarte mare a NADPH de enzima ALR, ceea ce duce la
formarea reversibila a unui complex initial (ALR*HADPH), cvasi-stabil, care include
cea mai mare parte a NADPH. Prezenta insa a substratului in mediul de reactie tinde
continuu sa descompund complexul si sa puna in libertate 1n mod continuu enzima libera
si NADPH pe durate lungi de reactie (peste 1500 minute).

- Se dovedeste experimental si prin simulare cd inactivarea ireversibila a ALR are loc foarte
rapid (timpul de Injumatatire de ca. 10 min), compensata partial de eliberarea continua a
ALR in forma activa din complexul format initial cu cofactorul NADPH.

- Analiza cineticd sugereaza ca principalele modalitati de eficientizare a procesului reductiv
ce trebuiesc abordate in studiile viitoare trebuie sa urmareasca pe de o parte stabilizarea
enzimei prin imobilizare, iar pe de altd parte cresterea nivelului de NADPH activ in
mediu printr-o regenerare continui in-situ a NADP" epuizat folosind o reactie redox
paralela.

In final, trebuie subliniat ci toate contributiile originale ale tezei au constituit deja obiectul a patru
publicatii in reviste cu factor de impact mediu si mare, contribuind astfel la demersul stiintific de
clarificare a mecanismului si dinamicii procesului de transformare enzimatica a glucozei la
fructoza, cu implicatii majore in ce priveste analizele preliminare si ulterioare de evaluare a
eficientei procedeului Cetus de obtinere a fructozei.
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