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Rezumat

Lucrarea prezintd rezultatele studiului de evidentiere a conditiilor optime de izolare a
enzimelor lipolitice din lichidul cultural (LC) al micromicetei Aspergillus niger CNMN
FD 01, cultivate in prezenta a 10 mg/l nano-oxid TiO, cu dimensiunea 40 nm. A fost
stabilit ca raportul LC:etanol de 96 % de 1:3, pH-ul mediului de reactie 7,0 si durata
de contact LC:etanol de 2 ore asigurd obtinerea preparatelor lipolitice cu activitate
enzimaticd mai Tnaltd cu 50 % fata de preparatele-martor obtinute standard. Parametrii
evidentiati de izolare a lipazelor prezinta rentabilitate din punct de vedere al resurselor
materiale utilizate si al timpului investit.
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Introducere

Lipazele (triacilglicerol acilhidrolazele EC 3.1.1.3) fac parte din familia hidrolazelor
si catalizeaza hidroliza triacilglicerolului pana la glicerol si acizi grasi. In plus,
lipazele catalizeaza sinteza, hidroliza si transesterificarea esterilor si poseda proprietati
enantioselective [17].

In natura enzimele lipolitice sunt omniprezente si sunt disponibile din diferite surse
animale, vegetale si microbiene. Lipazele microbiene au utilizare industriald directa
datorita capacitatii lor de a ramane active in solventi organici, la temperaturi ridicate si
pH extrem [13]. De asemenea, ele poseda proprietati enzimatice versatile si specifice
de substrat. Lipazele sunt utilizate la prelucrarea produselor alimentare, pieilor, fibrelor
textile, fabricarea detergentilor, hartiei, sinteza substantelor chimice, producerea
preparatelor farmaceutice, cosmetice, a biocombustibililor etc. [3]. Lipazele se aplica
la biodegradarea deseurilor grase [12] si poliuretanului [18].

Producatori importanti de lipaze sunt fungii miceliali din genurile Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus, Candida, Mucor [14, 19].

Sunt cunoscute un sir de metode de izolare si purificare a enzimelor, inclusiv
lipolitice, printre care: fractionarea cu solventi organici, salifierea, dializa, gel-filtrarea,
cromatografia de schimb ionic, cromatografia de afinitate, focusarea isoelectrica,
electroforeza etc., utilizarea carora depinde de viitoarele aplicari ale enzimelor
[1, 16]. De asemenea, deosebim purificarea preparativa, care se aplica in cazul obtinerii
unor cantitati industriale de enzime, si purificarea analitica, efectuata la scara relativ
mica in laborator, in scop teoretic, investigativ. Practic, fiecare tehnicd de separare,
purificare a enzimelor necesita selectare si optimizare pentru fiecare produs in parte,
fiind dependenta de proprietatile acestuia si de gradul de purificare scontat.

O metoda traditionald de separare a enzimelor din solutie este fractionarea cu
solventi organici (alcool etilic, alcool izopropilic, acetona). Desi mai putin aplicata in
ultimul timp din cauza pericolului de denaturare a enzimelor, aceastd metoda are un
sir de avantaje practice comparativ cu alte tehnici cunoscute, in special randamentul
sporit de enzime obtinute [9]. Acetona nu este recomandata pentru izolarea enzimelor
destinate industriei alimentare sau medicinii datorita toxicitatii sale. In aceste scopuri
cel mai utilizat este alcoolul etilic [8, 10]. Acesta asigura o puritate relativ inaltd a
produsului si poate fi usor inldturat din preparatul finit prin liofilizare. lar potentialul
pericol de denaturare a proteinelor poate fi evitat prin utilizarea solutiilor cu temperatura
mai joasd de 0 °C [15].

Cercetarile recente efectuate in laboratorul Enzimologie al Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie au evidentiat nano-dioxidul TiO, ca potential stimulator
al biosintezei enzimatice la micromicetele Aspergillus niger CNMN FD 01, Rhizopus
arrhizus CNMN FD 03, Trichoderma koningii CNMN FD 15 [2, 22, 23].

Scopulinvestigatiilora constatin selectarea strategiei de izolare a lipazelor sintetizate
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de tulpina Aspergillus niger CNMN FD 01 la cultivare in prezenta nanoparticulelor
TiO, ca factor stimulator.
Materiale si metode

Obiect de studiu a servit tulpina de fungi miceliali Aspergillus niger CNMN FD
01 cu semnificatie biotehnologica, distinsa prin capacitate Tnalta si stabild de sinteza a
lipazelor exocelulare [7]. Cultura se pastreaza in Colectia Nationala de Microorganisme
Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie.

Cultivarea submersa a tulpinii a fost efectuata in baloane Erlenmeyer cu capacitate
de 0,5 L cu 100 ml mediu nutritiv, pe agitatoare cu viteza de rotatie 180-200 rot./
min., la temperatura de 28-30 °C. Durata de cultivare a constituit 5 zile — perioada
de acumulare maximala a lipazelor la cultura data [4]. Mediul lichid de fermentare a
fost insamantat cu inocul cu densitatea 2-3 x 10 spori/ml, obtinut prin spalarea cu apa
distilata sterila a culturii de 14 zile, crescuta pe coloane oblice de malt-agar. Cantitatea
inoculului in fiecare balon a constituit 10 % v/v.

In calitate de mediu-martor a fost utilizat mediul cu componenta (g/l): faina de soia
- 35,0; KH,PO, - 5,0; (NH,),SO, - 1,0; pH 7,0-7,2.

In calitate de medii optimizate a fost utilizat mediul de baza suplimentat cu
nanoparticulele TiO, cu dimensiunea 40 nm, in concentrafie de 10 mg/1. Nanoparticulele
au fost introduse in mediul de cultivare concomitent cu materialul de inoculare.
Nanomaterialele au fost sintetizate in cadrul Institutului de Inginerie Electronica si
Nanotehnologii ,,D. Ghitu”. Valorile pH-ului mediului de cultivare au fost determinate
cu utilizarea pH-metrului InoLab.pH-720 WTW Germania (2001).

Izolarea lipazelor din lichidul cultural (LC) al micromicetei 4. niger CNMN FD
01, separat de miceliu prin filtrare, a fost efectuata prin sedimentarea cu alcool etilic
de 96% racit la -15°C. Rapoartele LC:etanol de 96% au fost de 1:1, 1:2, 1:3, 1:4,
1:5. Valorile pH-ului de sedimentare au fost 4,0, 6,0, 7,0 si 9,0. Durata de contact
dintre lichidul cultural si alcoolul etilic de 96% a fost de 1, 2 si 3 ore. Modificarile in
conditiile de izolare a enzimelor au fost efectuate pentru determinarea valorilor optime
de recuperare maxima a lipazelor.

Sedimentul a fost separat din mediul de reactie prin centrifugare timp de 20 min.
la 6000 rpm.

Cantitatea precipitatului, in g/l, a fost determinatd gravimetric dupd uscare la
temperatura camerei (20-22 °C).

Activitatea lipolitica a fost dozata prin metoda modificata Otto-Yamad, dupa gradul
de hidroliza a uleiului de masline in solutie de alcool polivinlic pana la acidul oleinic.
O unitate de activitate lipolitica a fost considerata cantitatea de enzime (cantitatea de
preparat enzimatic) care determind formarea 1 pmol acid oleinic din emulsia de 40 %
ulei de masline in alcool polivinilic in conditiile unui pH de 7,2 si temperaturii de 37
°C 1n decurs de 1 ora [20].

Experimentele au fost efectuate in trei repetdri, datele prezentate fiind media
aritmetica a determinarilor, calculatd conform p<0,05 [21].

Rezultate si discutii
Cercetdrile anterioare efectuate in cadrul laboratorului Enzimologie al IMB de
evidentiere a unor strategii eficiente de obtinere a preparatelor enzimatice in baza
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fungilor miceliali au elucidat necesitatea selectarii si optimizarii conditiilor de separare
a enzimelor.

Pentru obtinerea preparatului enzimatic cu activitate B-glucozidazica din tulpina
Aspergillus niger CNMN FD 10 a fost elaborat un procedeu de izolare a 3-glucozidazelor
din lichidul cultural al micromicetei ce include acidifierea mediului de reactie pana la
pH-ul 3,0, tratarea cu alcool etilic rectificat racit pana la temperatura de -10, -12°C,
in raport optim de 1:2, urmat de centrifugarea preparatului. Procedeul propus a
asigurat obtinerea unui preparat enzimatic partial purificat, cu nivel inalt al activitatii
B-glucozidazelor, de cel putin 1525 u/g [6]. Pentru producatorul Fusarium gibbosum
CNMN FD 12 a fost evidentiata o strategie de recuperare a proteazelor din lichidul
cultural al tulpinii prin precipitare cu alcool etilic in raportul optim stabilit de 1:4.
pH-ul mediului de sedimentare de 4,0-5,0 a fost selectat preferential pentru separarea
proteazelor acide si pH-ul 6,0-8,0 — pentru separarea proteazelor neutre [5].

In acelasi context, pentru obtinerea preparatelor enzimatice cu activitate lipolitica,
au fost investigate diferite rapoarte ale lichidului cultural si etanol 96 %, diferite valori
ale pH-ului mediului de reactie si influenta duratei de contact lichid cultural:etanol.

Toate rapoartele de lichid cultural si etanol studiate au asigurat obtinerea unor
preparate enzimatice ce au manifestat activitate lipolitica (Tabelul 1). Cea mai inalta
activitate lipolitica a fost observata pentru raportul LC:etanol de 1:3, iar cea mai sporita
productivitate de enzime a fost inregistrata pentru raportul de 1:4. Activitatea lipolitica
a preparatelor obtinute la cultivarea micromicetei in prezenta nanoparticulelor de
TiO, a variat semnificativ, fiind cu 50,0 % mai inaltd decat in preparatele obtinute la
cultivarea standard a tulpinii 4. niger CNMN FD 01. Cantitatea de enzime in variantele
experimentale, extrase din lichidul cultural cu etanol in raport LC:etanol de 1:4, se
majoreaza cu 16,45 % fatd de varianta martor. S-a observat o diferentd intre raportul
LC: etanol care a demonstrat cea mai inaltd activitate lipolitica i cel care a extras cea mai
inalta cantitate de preparat enzimatic atat in probele martor, cat si in cele experimentale.
Activitatea lipazelor in variantele optimizate, inregistratd pentru raportul LC:etanol
de 1:4, care a indicat cea mai semnificativd productivitate de preparat, a ramas totusi
mai inaltd cu 25,0% decat cea mai inalta activitate lipoliticd demonstrata de variantele
martor la raportul LC:etanol de 1:3. Cele mai scazute rezultate au fost observate pentru
raportul 1:1 al LC si etanolului.

Tabelul 1. Cantitatea si activitatea lipoliticd a preparatelor enzimatice obtinute din
lichidul cultural al A. niger CNMN FD 01 la varierea raportului lichid cultural:etanol.

Varianta martor Varianta experimentala cu TiO,
Raportul Activitatea Productivitatea, Activitatea Productivitatea,
LC: etanol o e o S
lipolitica, u/g g/l lipolitica, u/g g/l
1:1 312500 3,60 400000 4,20
1:2 437000 4,58 625000 4,84
1:3 500000 5,04 750000 5,50
1:4 437000 6,08 625000 7,08
1:5 400000 6,00 562500 6,90

Indicele pH-ului de sedimentare a influentat semnificativ activitatea lipolitica
si randamentul peparatelor obtinute (Tabelul 2). A fost observat ca pH-ul mediului
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de reactie evident acid 4,0 si bazic 9,0 a redus activitatea enzimatica a preparatelor
obtinute. Cele mai ridicate valori ale activitatii lipolitice au fost stabilite pentru
pH-ul slab acid 6,0 si neutru 7,0. Si in acest caz variantele optimizate cu nano-TiO,
au prezentat rezultate mai sporite fatd de preparatele obtinute la cultivarea clasica a
A. niger CNMN FD 01. Activitatea lipazelor in preparatele enzimatice experimentale,
obtinute prin sedimentare cu etanol 96 % la pH 7,0 a fost cu 50,0 % mai inalta decat
activitatea lipolitica a preparatelor martor obtinute in aceleasi conditii ale pH-ului.

Tabelul 2. Cantitatea si activitatea lipoliticd a preparatelor enzimatice obtinute din
lichidul cultural al micromicetei A. niger CNMN FD 01 cu diferit indice pH.

Varianta martor Varianta experimentali cu TiO,
pH Activitatea Productivitatea, Activitatea Productivitatea,
lipolitica, u/g g/l lipolitica, u/g g/l
4,0 275000 4,38 325000 5,06
6,0 475000 4,90 725000 5,41
7,0 500000 5,42 750000 5,76
9,0 250000 7,20 312000 7,58

Cantitate maximala de preparat enzimatic a fost obtinutda la pH-ul bazic 9,0, al
solutiei de extractie, indiferent de metoda de cultivare utilizata, care a scazut odata cu
reducerea pH-ului de sedimentare, cele mai reduse valori inregistrandu-se la pH-ul acid
4,0. Cantitatea preparatelor experimentale obtinute a ramas practic nemodificata, in
limita erorii de determinare (diferenta de 5,27 % la pH 9,0), sau ceva mai 1nalt (cu cea
mai semnificativa diferentd de 15,52 % la pH 4,0) decat cantitatea preparatelor martor.
Pentru pH-ul 7,0 cantitatea preparatelor in varianta expirementala a fost cu 31,59 %
mai scazuta decat cantitatea aceluiasi tip de preparat obtinut la pH-ul 9,0. Activitatea
lipolitica a fost, insa, de 2,4 ori mai 1nalta la pH-ul neutru 7,0 decat cea determinata la
pH-ul de sedimentare 9,0.

Durata de contact dintre lichid cultural si etanol, de asemenea, a exercitat influenta
asupra activitatii lipolitice si cantitdtii preparatelor obtinute (Tabelul 3). Durata de
contact de 1 ord a pezentat cele mai reduse valori. Prelungirea duratei de contact la 2
ore a favorizat atat sporirea activitatii enzimatice, cat si a randamentelor de preparat,
indiferent de tipul cultivarii utilizat. Rezultatele obtinute la reactionarea LC:etanol de
3 ore au fost identice cu cele obtinute pentru durata de contact de 2 ore. Recomandam
pentru aplicarea 1n practicd a duratei de reactionare LC:etanol de 2 ore, care respecta
principiul economiei resurselor si avantajului comparativ [11].

Tabelul 3. Cantitatea si activitatea lipolitici a preparatelor enzimatice obtinute din
lichidul cultural al A. niger CNMN FD 01 la varierea duratei de contact LC:etanol.

Durata de Varianta martor Varianta experimentala cu TiO,
contact, ore ‘Act‘i\iitfltea Productivitatea, .Act.i\titfltea Productivitatea,
lipolitica, u/g g/l lipolitica, u/g g/l
1 312000 3,60 400000 4,20
2 500000 5,04 750000 5,50
3 500000 5,06 750000 5,50
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Preparatele experimentale, obtinute prin cultivarea tulpinii 4. niger CNMN FD 01
in pezenfa nanoparticulelor TiO, au manifestat activitate lipolitica cu 50,0 % mai inalta
decat cele martor pe fundalul majorarii cu 9,13 % a cantitatii lor

Rezultatele obtinute confirma studiile precedente in care a fost evaluatd actiunea
stimulatoare a nano-oxizilor metalici, §i, in special, a nano-oxidului TiO, asupra
capacitatii de biosinteza a lipazelor la producatorul A. niger CNMN FD 01 [2, 4].

Rezumand rezultatele expuse, putem mentiona ca conditiile de recuperare a
lipazelor din lichidul cultural al micromicetei care au prezentat cele mai Tnalte valori ale
activitatii lipolitice nu Intotdeauna corespund cu conditiile in care au fost obtinute cele
mai semnificative valori ale randamentului de preparat. Importanta covarsitoare poseda
indicele de activitate enzimatica care exprima de fapt functionalitatea preparatului si
gradul mai inalt de puritate.

Concluzii

Conditiile optime de izolare a enzimelor lipolitice din lichidul cultural (LC) al
micromicetei Aspergillus niger CNMN FD 01 cultivata in prezenta a 10 mg/l nano-
oxid TiO, cu dimensiunea 40 nm sunt:

— raportul LC:etanol 1:3;

—  pH-ul mediului de reactie 7,0;

— durata de contact LC:etanol 2 ore.

Parametrii evidentiati determind obtinerea preparatelor lipolitice cu activitate
enzimatica mai Tnaltd cu 50 % decat activitatea lipoliticd determinata in preparatele-
martor, obtinute standard.
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