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o = aditivi furajeri

e Necesitatea stabilizarii enzimelor

o enzimelor:
» stabilizarea moleculeil enzimatice
* blocarea moleculel cu retentia activitatii catalitice



Anul ODbilective

2007 1. Documentare in publicatiile de ultima ora in tematica propusa
2. Obtinerea prin legare fizica pe suport anerganic

2008 1. Obtinerea preparatului proteolitic stabilizat prin entrapare in gel de silice si entrapare —
depunere pe suport anorganic

2. Caracterizarea preparatelor proteazice libere si stabilizate
3. Studiul comparativ al stabilitatii proteazelor libere si imobilizate

2009 1. Obtinerea prin legare fizica,
entrapare in gel de silice si entrapare — depunere pe suport anorganic

2. Obtinerea prin legare
fizica, entrapare in gel de silice si entrapare — depunere pe suport anorganic

3. Caracterizarea preparatelor enzimatice libere si stabilizate
2010 1. Testarea proteazelor stabilizate in biotransformari (hidroliza substraturilor lor naturale)

2. Testarea amilazelor si celulalzelor stabilizate in biotransformari (hidroliza substraturilor
lor naturale)



Obiective Activitati Rezultate livrate

pe etapa
1. Documentare in  1.1. Studiul literaturii de specialitate si  Studiu,
publicatiile de selectarea documentatiei referitoare Baza de date
ultimaorain la imobilizarea proteazelor,
tematica amilazelor si celulazelor pe
propusa suporturi anorganice, prin
consultare a Chem. Abstr., Current
Contents, baze de date de pe
internet.
1.2. Consultarea articolelor originale, Studiu,
din revistele existente in dotarea Baza de date

bibliotecii sau prin cerere prin e-
mail, redactarea unor monografii de
literatura privind utilizarea enzimelor
stabilizate in hrana animalelor.



e Studiu privind stabilizarea prin imobilizare a
proteazelor, amilazelor si celulazelor pe suporturi
anorganice si utilizarea lor in hrana animalelor:

* 90 titluri bibliografice studiate

 peste 70% din referintele bibliografice sunt din anii
2002-2007



Obiective

2. Obtinerea
preparatului
proteolitic
stabilizat
prin legare
fizica pe
suport
anorganic

Activitati

2.1. Testarea tulpinilor microbiene din
punct de vedere al activitatii
proteolitice prin realizarea de culturi la
nivel de laborator.

2.2. Testarea suporturilor anorganice in
vederea obtinerii unui produs stabilizat
Cu activitate proteolitica superioara si
randament de imobilizare cat mai bun.

2.3. Optimizarea procesului de imobilizare
prin legare fizica (raportul
enzima/suport, temperatura si timpul
de imobilizare, etc.).

Rezultate livrate
pe etapa

Parametri de
functionare

Parametri de
functionare

Metoda de laborator



Tulpina

Aspergillus oryzae 14 B
Aspergillus oryzae 14 B,
Aspergillus oryzae 19 A

Aspergillus oryzae 19 A,

pH  Activitatea proteolitica (U/100 ml)

5-6,5
5-6,9
5-6,9
6-6,5

24 h
23,70
16,77
26,60
17,93

48 h
29,48
23,70
23,70
17,93

72h
17,93
20,81
0
0



Tulpina pH Timpul de Activitatea proteolitica

cultura
W) (U/100 ml)

Bacillus subtilis USAMVB 8-8,5 48 21,97
Bacillus subtilis 4amy- 6,5 48 32,37

8,5 40 43,92
Bacillus globigi R 55 48 26,59
Bacillus globigi S 55 48 -
Bacillus subtilis Tr 1 7,5 48 48,54
Bacillus subtilis Tr 2 6,5 48 -
Bacillus subtilis Tr 3 6,5 48 19,66
Bacillus subtilis B 52 5,0 40 35,25
Bacillus subtilis B 36 8,5 40 26,57

Bacillus globigi amy+ 6,0 40 38,14



Cultura Continutul in Activitate Activitate

proteina proteolitica proteolitica
MQggsaml-t umol-min-t-ml? specifica
pmol-min-*-mg, *
I 24 h 2,31 0,300 0,13
48 h 2,85 0,310 0,11
Il —48 h 2,53 0,995 0,40

Il —48 h 5,65 1,330 0,24



Nr. Solutie
crt. enzimatica
ml
1. 52
2. 52
5,2
4, 5,2

randamentul de imobilizare = A;-100/A,, unde A, este activitatea totala initiala,
iar A; este activitatea totala din solidele uscate

Cantitatea
de suport

g

0,50
1,00
1,50
1,75

Raport
enzimal/zeolit

U/gzeolit

170,22
85,11

48,63

Activitate
proteolitica
pmol-min-i-g*

1,26
1,61

2,75

(micromol/g.min)
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%

25,47
32,58

55,52

56.74

U/g zeolit

Randament
de
imobilizare
)

0,63
1,90

5,65



Nr. crt. Timpul de Activitate Activitate Randament

agitare proteolitica CIEVE de imobilizare
h pmol-min-t-g* % %
1. 1 3,05 78,52 3,49
3. 3 3,17 81,63 3,57
4, 4 1,19 30,71 1,31
5. 6 1,18 30,42 1,27

randamentul de imobilizare = A;-100/A,, unde A, este activitatea totala initiala,
iar A; este activitatea totala din solidele uscate

teolitica
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Imobilizare sub

suporturi de imobilizare: zeolit, alumina
timp de agitare - trei ore

stabilizare peste noapte

spalare cu acetona racita

uscare la temperatura camerei si in exicator



Suport Cantitate Continutulin Activitate Grad de Randament

g proteina proteolitica Imobilizare de
MQygsa 9t pumol-mint-g1 al proteinei2  imobilizare®
%
Alumina 2,09 1,74 0,09 0,90 6,20

3G, = (P,— P,)/P,, unde P, este cantitatea totala de proteina initiala iar P, este proteina din apele de spalare; "Randamentul de
imobilizare = A;-100/A;, unde A este activitatea totala initiala iar A; este activitatea totala din solidele uscate.



* Imobilizarea in

 Suport de imobilizare:
— alumina
— zeolit (tasare si colmatare a coloanei)
— bentonita (tasare si colmatare a coloanei)

» randamentele de imobilizare mai mari decat in cazul in
care legarea enzimel de suport s-a realizat sub agitare
magnetica



Alumina Volum
ml
g*
Initial 45
Eluatul coloanei 45
Ape de spalare 15
Enzima 9,87*
imobilizata

Continutul in
proteina
MQggg, Ml
MQgsa g™

2,31

1,42
1,77

1L Eise

Activitate Grad de Randament
proteolitica imobilizare de
pmol-min1-ml! al proteinei2 imobilizareP
pmol-min-t-g1* %
0,30 - -
0,15
0,05
0,12* 0,13 8,53

aGl = (Pi — Pa)/Pi, unde Pi este cantitatea totald de proteina initiald iar Pa este proteina din apele de spalare; PRandamentul de
imobilizare = Af-100/Ai, unde Ai este activitatea totala initiala iar Af este activitatea totala din solidele uscate.



Alumina Volum  Continutul in Activitate Grad de Randament de

ml proteina proteolitica imobilizare  imobilizare®
g* Mggsaml?  pmol-mint-mi? al %
Mygsa g pmol-min-i-g1* proteinei®
Initial 30 2,85 0,31 - -
Filtrat 30 1,22 0,10
Ape de spalare 10 2,05 0,18
Solide 9,92* 2,84* 0,13*

aGl = (Pi — Pa)/Pi, unde Pi este cantitatea totalda de proteina initiala iar Pa este proteina din apele de spalare; PRandamentul de
imobilizare = Af-100/Ai, unde Ai este activitatea totala initiala iar Af este activitatea totala din solidele uscate.



Imobilizare sub

suporturi de imobilizare: «Procema SA»
timp de agitare - ore

stabilizare peste noapte -

spalare cu acetona racita

uscare la temperatura camerei si in exicator



Ceramica |

® Procema S.A. - denumirea comerciala PERLiflor

fabricat din materii prime naturale (roca perlitica), utilizat in
horticultura, pomicultura si viticultura

Aspect: produs granular cu structura celulara lipsit de impuritati
Culoare: alb —gris

Densitate in gramada in stare afanata si uscat: 150-250 kg/m?3
Absorbtie de apa: min. 200%

Granulometrie: min. 1,0 mm



Ceramica ll

Aspect: granule ceramice poroase
Culoare: caramizie
Porozitate aparenta: min 75%

Granulometrie: sortul | 4-6 mm, sortul Il 7-10 mm, sortul I
11-16 mm

e Rezistenta la agenti chimici: rezista



Suportul Cantitate = Continutul in Activitate Grad de Randament

g proteina proteolitica imobilizare de
MQgsa 9™ pmol-min-i-g* al proteinei? imobilizare®
%
Ceramica | 58,03 3,80
Ceramica |l 4,40 5,01

aGl = (Pi — Pa)/Pi, unde Pi este cantitatea totald de proteina initiala iar Pa este proteina din apele de spalare; PRandamentul de
imobilizare = Af-100/Ai, unde Ai este activitatea totala initiala iar Af este activitatea totala din solidele uscate.



Obiective

1. Obtinerea
preparatului
proteolitic stabilizat
prin entrapare in
gel de silice si
entrapare —
depunere pe suport
anorganic

Activititi

1.1. Optimizarea procesului de

imobilizarea prin entrapare in gel
de silice in functie de raportul
apa/TEQS, incarcarea cu
enzima, prezenta agentului de
profilare, modul de prelucrare al
gelului.

1.2. Punerea la punct a metodei

combinate de entrapare —
depunere prin utilizarea
variantelor cele mai bune
obtinute prin legare fizica si
entrapare in gel de silice.

Rezultate livrate pe
etapa

Parametri de
functionare

Metoda de laborator

Schema tehnologica

Parametri de
functionare

Metoda de laborator

Schema tehnologica



Si(OR),, EtOH,
H,0, HCI

EtOH, NH,,
Solutie enzimatica tamponata
Precursori —tetraalcoxisilani:

@ -tetraetoxisilan (TEOS)
tetrametoxisilan (TMOS)
Maturare

Spalare
Uscare

RERocEL



raportul stoichiometric r apa/silan

°r

6<r<36
=30

activitate max

incarcarea cu enzima

14,19 < unitati enzimatice totale < 141,85
activitate si randament maxim de imobilizare - 56-114 U,

utilizarea unor agenti formatori de pori

D-glucoza — 0,04 gglucozé/mLsol - 0,16 gglucozé/mLsol
* activitate enzimatica marita comparativ cu a martorului

prelucrarea xerogelului cu enzima imobilizata:

maturare 24 ore la temperatura camerei

spalare

filtrare la vid

uscare la temperatura camerei pana la greutate constanta
mojarare pentru obtinerea unor probe omogene



combinarea avantajelor metodelor de stabilizare prin
adsorbtie fizica si entrapare in gel de silice

minimizarea dezavantajelor celor doua metode
conditii optime de entrapare

suport anorganic de depunere: ceramica



Suport/
Precursor

Ceramica

TEOS

TMOS

Metoda de imobilizare

Adsorbtie fizica

(Glucoza)

Entrapare /
Depunere (Ceramica)

(Glucoza)

Entrapare /
Depunere (Ceramica)

Continutul in
proteina

Mggsa g™
501
8.31

4.77

2.76

5.24
5.00

3.53

Activitatea
proteolitica
pmol-min-t-g?

2.29
0.31
1.24

0.45

0.27
0.71

0.14

Randament de
imobilizare?
%

63.22

7.40

72.33

45.27

17.08

57.33

16.15

Randamentul de imobilizare = A¢- 100/A;, unde A, este activitatea totald initiald iar A este activitatea totala din solidele uscate.



Obiective

Activitati

2. Caracterizarea 2.1. Determinarea si compararea

preparatelor
proteazice
libere si
stabilizate

activitatilor proteolitice a
preparatelor stabilizate prin legare
fizica, entrapare si entrapare
depunere.

2.2. Caracterizarea fizico-chimica si
biochimica a imobilizatelor biologice
(caracteristici structurale, parametri
optimi de actiune (pH, temperatura,
efectori)).

2.3. Studiul cinetic pe substrat model,
cu determinarea parametrilor
cinetici.

Rezultate livrate
pe etapa

Buletin de analiza

Parametri de functionare
Buletin de analiza

Parametri de functionare
Buletin de analiza



Activitate relativa, %

110 4
100 —
90 —
80 —
70
60 —
50
40 —
30 —
20 —

10 +

Enzima libera
Entrapata (TEOS)

Entrapata (TEOS)-Glucoza
Entrapata/depusa (TEOS/Ceramica)

10

12

Activitate relativa, %

110
100

90

[o0)
o
1

70—-
60—-
50
20
30—-
20—-

10 +

Enzima libera
Entrapata (TMOS)

Entrapata (TMOS)-Glucoza
Entrapata/depusa (TMOS/Ceramica)

10

12



Activitate relativa, %
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H,C-COO-C H,-NO, + H.O == H C-COOH + HO-C.H,-NO,

Constante cinetice Ky V a 103 Vmax-‘!03/ Ky
umol.mL1t  pymol.mL*1-min-? min-1
Nativa Michaelis-Menten 0.33 7.99 24.21
Entrapata Michaelis-Menten 0.37 2.54 6.86
(TEOS)
Entrapata Michaelis-Menten 0.39 3.09 7.92
(TEOS-glucose)
Entrapata Michaelis-Menten 0.27 2.07 7.67
(TMOS)
Entrapata Michaelis-Menten 0.15 1.97 13.13

(TMOS-glucose)



) = Nativa
= Nativa

e Entrapata (TMOS)

* Entrapata (TEOS) 4 Entrapata (TMOS-Glucose)

4 Entrapata (TEOS-Glucose)

Liniarizarea Lineweaver-Burke



Obilective

3. Studiul
comparativ al
stabilitatii
proteazelor libere si
Imobilizate

Activitati

3.1. Studiul stabilitatii
Imobilizatelor la
temperatura si pH.

3.2. Studiul stabilitatii
In timp a preparatelor

proteolitice imobilizate.

Rezultate livrate pe
etapa

Parametri de functionare

Parametri de functionare



=
o
o

=S
CU..
=
=
)
(5]
S
(5]
+—
©
=
=
=
(&)
<

(0]
o

o
o

IN
o

N
o

—e— Entrapata (TEOS)
Entrapata (TEOS-glucoza

Entrapata-depusa

20 30 40 50
Timp, minute




Metoda de imobilizare

Entrapare (TEOS)
Entrapare (TEOS - glucoza)

Entrapare/depunere
(TEOS/ceramica)

Entrapare (TMQOS)
Entrapare (TMOS - glucoza)

Entrapare/depunere
(TMOS/ceramica)

Initial
100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

Activitate relativa

O luna

67.10

63.63

50.22

78.17

74.82

38.44

00
Doua luni

63.25
59.44

45.54

69.87
66.66

10.28

Patru luni

32.22



Precursor TEOS

Preparat enzimatic stabilizat prin entrapare

«In absenta glucozei

*pHoptim = 8

toptim = 65°C

estabilitate operationala, 1h, pH 3, t 37°C = 47.90% activitate remanenta

estabilitate in timp = 51,54% activitate remanenta dupa 4 luni pastrare la 4°C
In prezenta glucozei

*pHoptim =10

toptim = 65°C

estabilitate operationala, 1h, pH 3, t 37°C = 27,12% activitate remanenta

sstabilitate in timp = 48,06% activitate remanenta dupa 4 luni pastrare la 4°C

Preparat enzimatic stabilizat prin entrapare-depunere
*pHoptim =7
stoptim = 55°C
sstabilitate operationala, 1h, pH 3, t 37°C = 30,95% activitate remanenta
sstabilitate in timp = 32,22% activitate remanenta dupa 4 luni pastrare la 4°C



Precursor TMOS

1. Preparat enzimatic stabilizat prin entrapare

In absenta glucozei
*pHoptim = 8
toptim = 65°C
sstabilitate in timp = 52,74% activitate remanenta dupa 4 luni pastrare la 4°C

In prezenta glucozei
*pHoptim = 10
toptim = 65°C
estabilitate in timp = 49,23% activitate remanenta dupa 4 luni pastrare la 4°(

2. Preparat enzimatic stabilizat prin entrapare-depunere
*pHoptim =7
stoptim = 65°C
sstabilitate in timp = 0% activitate remanenta dupa 4 luni pastrare la 4°C



Obilective

1. Obtinerea
preparatelor
enzimatice cu
activitate
amilolitica
stabilizate prin
legare fizica,
entrapare in gel
de silice si
entrapare —
depunere pe
suport anorganic

Activitati

1.1. Testarea tulpinilor microbiene
din punct de vedere al activitatii
amilolitice prin realizarea de
culturi la nivel de laborator.

1.2. Optimizarea procesului de
iImobilizare a amilazelor prin
legare fizica, entrapare si
entrapare-depunere, bazat pe
cele mai bune rezultate obtinute
la imobilizarea proteazelor.

Rezultate livrate
pe etapa

Parametri de functionare
Metoda de laborator
Schema tehnologica

Parametri de functionare
Metoda de laborator
Schema tehnologica



Tulpina bacteriana pH Durata de Activitate Continut

fermentatie amilazica proteine
h pumol-mint-mL?1 mgg,-mL
Bacillus subtilis 222 8 72 0.92 1.89
Bacillus subtilis SML amy+ 8 72 0.94 2.28
Bacillus subtilis 3218 8 72 2.03 2.34
Bacillus globigi CMIT 1.44 8 72 2.36 2.46



Medii de cultura Durata de Activitatea Continut in

fermentatie amilazica proteine
h umol-mint-mL! mgg,-mL™*
| (amidon 2% ) 72 5.54 1.85
72 2.86 7.32

Il (amidon 1%)

Il (srot de soia, faina de porumb) 48 5.98 2.50



Bacillus amiloliquefaciens

fermentation kinetics

—=— Glucoamylase activity, umol-min™-mL’

—e— Amylase activity, mg-min™-mL™

4 Protein content, mg,,.mL"

10

T ; T ; T ; T ; T ; 1
20 30 40 50 60 70

Fermentation time, hours

1




Tetrakis(2-hydroxyethyl) orthosilicat (THEOS)

Continut in Activitate Randament de
Amilaza de B. amyloliquefaciens proteine amilazica imobilizare?
Mggsa-mL? pmol-min-t-mL1 %
MOgsa 9 pmol-min--g?
Preparat Mediu de cultura® 3.38 10.54 -
g A IELE Enzima c 278.36 1196.00 :
liber
Preparat Adsorbtie fizica 1.70 5.92 38.52
enzimatic
imobilizatc  ENntrapare TMOS 3.29 0.20 2.73
TEOS 4.35 0.25 3.46
3.56
TBOS 3.78 0.21 2.91
Entrapare/Depunere 2.21 4.80 19.16

(TEOS/Ceramica)

aRandamentul de imobilizare =A¢100/As-unde A; este activitatea totald initiald iar A este activitatea totald din solidele uscate, Plichid, °solid



Relative activity, %

100 - f -
80 - Q
60 \

40 /
I / Free amylase
20 - N /_ —e— Physical bonded
: A= / Entrapped/deposited - TEOS/Ceramics
o4 *—° —v— Entrapped - THEOS
2 3 4 5 7 3



Relative activity, %

Free amylase
—e— Physical bonded
Entrapped/deposited - TEOS/Ceramics
1104 —v— Entrapped - THEOS

100 —
90 —
80 —
-

60

50

40

A

r— T T T T T T T T T T* T ™ T * 1T
20 30 ) 50 60 70 80 90 100

Temperature, °c



Relative activity, %

Free amylase
—e— Physical bonded
110 = Entrapped/deposited - TEOS/Ceramics
] —v— Entrapped - THEOS

100 +x

90 d
80 !
70-
60 y
50 -
40-

30
20
10 +

0 T I T I T I T I T
0 10 20 30 40 50 60

Time, minute




Obiective Activitati Rezultate livrate pe

etapa

2. Obtinerea 2.1. Testarea tulpinilor microbiene Parametri de
preparatelor din punct de vedere al activitatii  functionare
enzimatice cu celulozolitice prin realizarea de  Metoda de laborator
activitate culturi la nivel de laborator. Schema tehnologica
celulozolitica
stabilizate prin
legare fizica, 2.2. Optimizarea procesului de Parametri de
entrapare in gel de iImobilizare a celulazelor prin functionare
silice si entrapare legare fizica, entrapare si Metoda de laborator
— depunere pe entrapare-depunere, bazat pe Schema tehnologica

suport anorganic cele mai bune rezultate obtinute
la imobilizarea proteazelor.



Obiective

3. Caracterizarea
preparatelor
enzimatice libere si
stabilizate

Activitati

3.1. Determinarea Si
comparare activitatilor
amilolitice si celulozolitice a
preparatelor imobilizate prin
legare fizica, entrapare si
entrapare depunere.

3.2. Caracterizarea
preparatelor imobilizate
(caracteristici structurale,
parametri optimi de
actiune). Determinarea
stabilitatii acestora.

Rezultate livrate pe
etapa

Parametri de functionare
Buletin de analiza

Parametri de functionare
Buletin de analiza



Tehnologia sol-gel (precursori alcoxisilani):
» geluri de silice biocompatibile
- legatura dintre lumea vie si nevie
 Imobilizarea diferitelor biospecii active

Enzimele entrapate in matrici sol-gel raman biocatalitic active
Cresterea stabilitatii enzimatice la variatia factorilor de mediu

Atat preparatul enzimatic nativ cat si cel imobilizat urmeaza o
cinetica Michaelis — Menten

Viteza de reactie este influentata de limitarile difuzionale
Impuse de matricea de silice

Matricile compozite obf{inute din precursori alcoxisilanici
reprezinta gazde bune pentru imobilizarea biomoleculelor si
utilizarea lor ulterioara in biotransformari



An

2007

2008

2009

2010

TOTAL

Numar de articole
acceptate spre
publicare in reviste
indexate ISI

Numar de articole
acceptate spre
publicare in reviste
indexate in baze de
date internationale

0

Numar cereri de
brevete nationale
depuse

Numar cereri de
brevete
internationale
depuse



Stabilization of microbial enzymatic preparations used in
feed industry, Dragomirescu Monica, Vintila T., Vintila Daniela,
Preda Gabriela, Lucrari StiintificeZootehnie si Biotehnologii, vol.
41, 69, 2008

Microbial enzymatic preparations entrapped in silica gels,
Dragomirescu Monica, Vintila T., Vlad-Oros Beatrice, Preda
Gabriela, International Conference on Chemistry and Chemical
Engineering, Timisoara, 28-30 Mai 2008

Entrapment of microbial proteases in hybrid organic-
Inorganic silica-gels, Dragomirescu Monica, Vintila T., Preda
Gabriela, INTERNATIONAL CONGRESS ON BIOCATALYSIS,
Hamburg August 31 - September 4, 275, 2008



Sol-Gel Entrapment of Bacillus licheniformis CMIT 1.33
Proteases, Dragomirescu Monica, Vintila T., Preda Gabriela,
International Enzyme Engineering Symposium IEES’08 Kusadasi,
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Nr.
crt.

Structura
personalului

Cercetatori cu
experienta

Cercetatori in formare

TOTAL

Valoare
salariu brut
(inclusiv ch.

angajator)
-lei-

10.974

1.026

(20[0]0)

Nr. de
persoane

Nr. ore
lucrate

155

23

178

Echivalent
norma
intreaga

0.46

0.07

0.53



Ngeig®

Structura
personalului

Cercetatori cu
experienta

Cercetatori In
formare

TOTAL

Valoare
salariu brut
(inclusiv ch.

angajator)
-lei-

42.263

7.737

50.000

Nr. de
persoane

Nr. ore
lucrate

610

176

786

Echivalent
norma
intreaga

0.45

0.13

0.58



e Realizare fermentatii microbiene (proteaze, amilaze)
Preparare medii de cultura

Urmarire cultura in timpul fermentatiel

Urmarire pH

Determinarea activitatii enzimatice

Determinarea continutului in proteine

e Imobilizarea prin adsorbtie fizica, entrapare si
entrapare-depunere a preparatelor enzimatice

e Caracterizarea preparatelor enzimatice stabilizate



e Sensibilitatea mai mare a amilazelor comparativ cu cea a proteazelor
In tehnologia de entrapare prin metoda sol-gel — utilizarea unui alt
precursor (THEOS) pentru obtinerea de rezultate competitive

e Necesitatea concentrarii enzimei din mediul de cultura — liofilizare

e Sumele mari de bani ce trebuiesc sustinute de Universitate pana la
decontare fac ca aceasta sa fie in pericol de incapacitate de plata
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