Nume: Data:

Analogie

Sa presupunem ca sunteti interesat de achizitionarea unui magazin (de
Pizza) si doriti sd investighati cat de productiv este magazinul, fara sa
stie proprietarul actual, temandu-va ca va ridica pretul. Astfel, in loc de
sa mergeti in magazin si sa verificati ceea ce se intampla: sa cereti sa
examinati registrele contabile si a profiturile, va decideti sa observati
magazinul din afara.

De aici puteti observa cat de des ajung camioane cu aluat de pizza,
garnituri de pizza (branza, pepporoni, etc), precum si alte consumabile.
Tot de aici observati, cat de des lucratorii parasesc magazinul pentru a
livra pizza la clienti.

In aceasta analogie, materiile prime pentru pizza sunt reactanti -
SUBSTRAT iar cutiile cu pizza care sunt livrate clientilor sunt produse
finite. Lucratorilor din cadrul magazin care modeleaza aluatul, adauga
topping-uri, coc in cuptoare pizza si in cele din urma impacheteaza in
cutii sunt echivalentul a ENZIMELOR.

Desi noi nu vedem efectiv, lucratorii fac treaba lor. Astfel putem
deduce ca, daca magazinul foloseste cantitati mari de reactanti (aluat si
topping-uri) si / sau produce un numar mare de produse finite (pizza),
atunci lucratorii (enzimele) trebuie sa sa fie foarte activ.



STUDIUL ACTIVITATII CATALAZEI

Catalase

OBIECTIVE

* Evidentierea influentei temperaturii, pH-ul, si a concentratiei
enzimei asupra vitezei de reactie catalizatd de enzime intr-un
experiment controlat.

* Explicarea modului in care factorii de mediu afecteaza viteza
reactiei catalizata.

INTRODUCERE:

Ce s-ar intampla cu celulele noastre, daca intra in contact cu o
substantd chimica otravitoare? Ati putea crede cd vor muri. De fapt,
celulele nu numai ca intra in contact cu substante otravitoare ci chiar
produc substante chimice toxice. Motivul pentru care nu mor, se
datoreaza existentei enzimelor capabile sa descompuna aceste
substante chimice toxice in substante inofensive.

Enzimele sunt proteine (nemodificate in timpul unei reactii)
care accelereaza viteza reactiilor biochimice care s-ar desfasura in
absenta acestora mult mai lent. Exista sute de enzime diferite in fiecare
dintre celulele voastre. Fiecare dintre aceste enzime este responsabila
pentru o reactie speciala, care are loc in celula.
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In acest laborator, veti studia o enzimd care se gaseste in
majoritatea celulelor tesuturilor vii. Numele enzimei este catalaza, ea
accelereaza o reactie care descompune peroxidul de hidrogen, o
substanta chimica toxica, in 2 substante inofensive - apa si oxigen.

2 H,0; ---->2 H,0 + O,

Aceasta reactie este importanta pentru celule, deoarece
peroxidul de hidrogen (H,0,) este un produs secundar al multor reactii
normale celulare. Tn cazul in care celulele nu ar descompune peroxidul
de hidrogen, acestea ar fi otrdvite si ar muri.

In acest laborator, veti studia activitatea catalazei din celulele
hepatice. Vei folosi ficat de pui sau de ficat de vita. Ar putea parea
ciudata ideea de a utiliza celulele moarte pentru a studia functia unor
enzime, insa acest lucru este posibil deoarece atunci cand o celula
moare, enzimele raman intacte si active timp de cateva saptamani, atat
timp cat se pastreaza refrigerat tesutul.

MATERIALE:

solutie de HCI 1 Mcilindru gradat de 10-ml  Tija de amestecare
(in flacon picurator) 40 ml de solutie peroxidFicat proaspet, mere,

solutie NaOH  1Mde hidrogen 3% cartofi

(in flacon picurator) [Foarfece si Penseta Support pentru
7 eprubete eprubete

Pipeta pentru Baie de gheata
masurare Baie de apa

MODUL DE LUCRU

Prima parte

Observarea modului de actiune al catalazei:

1. Introduceti 2 ml de solutie de peroxid de hidrogen 3% 1intr-0
eprubeta curata.



2. Utilizarea foarfecele si penseta si taiati o bucata mica de ficat si
addugati-1 in eprubeti. Impingeti-1 in peroxid de hidrogen cu o tija de
amestecare. Observati bulele de gaz.

» Care este gazul eliberat?
In timpul sedintei de laborator veti estima viteza de reactie (cat de
rapid se degaja bulele in solutie), pe o scara de la 0-5

(0 = nici o reactie, 1 = lent, ..... 5 = foarte repede). Sa presupunem ca
reactia din pasul 2 s-a desfasurat cu o viteza corespunzatoare cifrei "4".
Amintiti-va cele 2 tipuri principale de reactii: endoteme si exoterme: o
reactie care absoarbe cdldura este endoterma, o reactie care cedeaza
caldura este exoterma.

» Cum este temperatura eprubetei in care ati lucrat? Temperatura

a crescut sau a scazut?
» Reactia este exoterma sau endoterma?

Catalaza este epuizata (s-a consumat in reactie) sau se mai poate
reutiliza (se regaseste la sfarsitul reactiei nemodificata?

1. Se toarna faza lichida din prima eprubeta intr-0 a doua eprubeta

(solidul — ficat va ramane in prima eprubeta).

» Presupunand ca reactia este completa in prima eprubeta, din ce este
compus acest lichid?

» Ce credeti ca s-ar intampla daca ati adaugat alte celule hepatice
(ficat de pasare) in acest lichid?

» Testati acesta ipoteza si inregistrati viteza de reactie. Viteza de
reactie este pe o scara de la 0-5 (0-5)

2. Adaugati alti 2 ml din peroxidul de hidrogen peste ficatul ramas
in prima eprubetd .

» Care este viteza de reactie?



» Este catalaza reutilizabila? Explicati modul in care ati ajuns la
aceasta concluzie.

Partea a doua
Ce tesuturi contin catalaza?
Veti testa si alte tesuturi pentru evidentierea prezentei catalazei.

Introduceti cate 2 ml de peroxid de hidrogen, in fiecare dintre cele 3
eprubete curate ramase si apoi adaugati in fiecare dintre ele si
substantele de testare (cartof, mar si ficat). Pe masurd ce adaugati
fiecare substanta in eprubete, inregistrati viteza de reactie (0-5) pentru
fiecare tub.

Substanta Viteza de reactie (0-5)
Cartof
Mar
Ficat
» Care tesuturi contin catalaza?

» Unele dintre probele analizate contin mai multa catalaza decat
altele? Cum va puteti da seama?

Partea a treia
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Care este efectul temperaturii asupra activitdtii catalazei?

1. Puneti o bucatd de ficat in partea de jos a uneieprubete curate si
acoperiti cu o cantitate mica de apa. Plasati aceasta eprubeta intr-0 baie
de apa care fierbe timp de 5 minute.

» Ce se va intampla cu enzima la temperatura de fierbere
f?

2. Scoateti eprubeta din baia de apa fierbinte, lasati-o sd se raceasca,
apoi scoateti faza lichida. Adaugati 2 ml de peroxid de hidrogen.
ATENTIE: Utilizati un suport de eprubete pentru eprubetele fierbinti.

» Care este viteza de reactie la utilizarea ficatului fiert si a
peroxidului de hidrogen?

3. Puneti cantitati egale de ficat in 2 eprubete curate si cate 1 ml H,0,
n alte doua eprubete. Puneti cate un set de eprubete (ficat si peroxid de
hidrogen) intr-o baie de gheata si un alt set intr-o baie de apa calda (nu
fierbinte - 40°C).



Dupa 3 minute, se toarna in fiecare tub de H,O, in tubul corespunzator
(avand aceeasi temparatura) de ficat si observati reactia

»  Care este viteza de reactie pentru ficat rece / peroxid rece?

»  Care este viteza de reactie pentru ficat cald / peroxid cald?

Partea a patra
Care este efectul pH-ului asupra activititii catalazei ?

1. Adaugati cate 2 ml de peroxid de hidrogen la fiecare dintre cele 5
eprubete curate.

Eprubete 1 si 2:

1 - adaugati 4 picaturi de HCI (acid)

2 — adaugati HCI diluat (1 picatura / 3 ml de

apa)

Eprubetele 3-5
3 - adaugati 4 picaturi de NaOH (Baza)

4 — adaugati NaOH diluat (1 picatura / 3 ml
de apa)
5 - se adaugd 3 picaturi de apa (neutru)

Acum, addugati ficat la fiecare dintre eprubete (incearcati sa il adaugati
aproximativ 1n acelasi timp, astfel Tncat sa puteti compara cu usurinta):

» Evaluati viteza de reactie pentru domeniul
Puternic acid

Slab acid



Puternic bazic

Slab bazic

Neutru
* Daca este necesar, puteti ridica scara de evaluare pana la 6.

» Care este pH-ul optim pentru catalaza (estimare)?

ANALIZA DATELOR

Raspunde-ti la urmatoarele intrebari intr-un scurt paragraf. Atasati
analiza datelor la raport.

* descrieti reactia si modul in care masoara viteza de reactie

 descrieit modul in care temperatura si pH-ul afecteazd actiunile
enzimei catalaza, si de ce aceste elemente afecteaza viteza de reactie

» descrieti modul in care ati determinat temperatura si pH-ul optim al
unei enzime, propune-ti un nou experiment



Determinarea activitatii catalazei

Catalaza este o enzimd din clasa oxido-reductazelor, raspandita
in majoritatea microorganismelor aerobe, in celulele animalelor si
plantelor superioare. Este o cromoproteida heminica si contine patru
subunititi heminice intr-o moleculd. Hemul din catalazi contine Fe®'

Reactia  catalizata
este H,O, — > H,0+1/20, urmatoarea:

Este una din cele mai active enzime, un mol de catalaza
transformand 5-10° moli de H,0,, la 0°C timp de 1 minut.

Domeniul de temperaturd la care actioneaza optim este cuprins
intre 0...10°C. Preparatele de catalaza sunt folosite in industria
alimentara pentru distrugere apei oxigenate utilizate la conservarea
laptelui, prin pasteurizare “ la rece”.

Principiul metodei
Extractul enzimatic obtinut dintr-o materie prima de origine
animald, vegetald sau microorganisme este pus sd actioneze asupra
unei anumit cantitati de apa oxigenatd, la temperatura camerei un
anumit timp. Apoi, Tn mediu acid, se titreaza apa oxigenata ramasa
5H,0,+ KMnO, + 3H,50, ——> 50, + K,SO, + 8 H,0 + 2 MnSO,
netransformata cu permanganat de potasiu.
Reactia care are loc este urmatoarea:

Reactivi:
- apa oxigenata 1%;
- acid sulfuric 10%:;
- permanganat de potasiu 0,1N;
- toluen.



Modul de lucru

Se iau 10 g de produs care contine catalaza, bine maruntit sau
mojarat, se trece totul intr-un cilindru gradat de 100 ml cu apa distilata,
se adaugd cateva picdturi de toluen si se aduce la semn; se
omogenizeaza bine si se lasa la temperatura camerei timp de 30 minute
avand grija sa se mai agite de cateva ori. Dupa expirarea timpului, se
filtreaza prin filtru cutat Intr-un vas de sticld curat §i uscat. Din extract
se ilau 1n doud baloane Erlenmeyer curate si uscate cate 20 ml. O
proba se trateaza termic (se fierbe) pentru inactivarea enzimei ( proba
martor). In ambele probe se adaugd 20 ml apa distilatd, 3 ml apa
oxigenatd 1% si se lasd la temperatura camerei timp de 30 minute. Se
adauga apoi in cele doud probe cate 5 ml acid sulfuric 10% si se
titreazd cu permanganat de potasiu 0,1N cantitatea totala de apa
oxigenatd luatd 1n analizd 1n cazul probei martor §i apa oxigenatd
ramasda nedescompusd in cazul probei cu enzima activa. Titrarea
ambelor probe se face pana la culoare roz care persista 30 de secunde.

Modul de calcul

Diferenta dintre cantitatea de permanganat de potasiu 0,1 N
folosita la titrarea probei martor §i a probei in care enzima a activat,
corespunde apei oxigenate descompusa de catalaza din proba de
analizat.

Activitatea catalazei se poate exprima in:
1) Mililitri de permanganat de potasiu 0,1N care corespunde apei
oxigenate descompusa de catalaza dintr-un gram de produs dupa
relatia:

A==V
G
2) Miligrame de apa oxigenata descompusa de catalaza dintr-un gram
de produs:
L7-(Vo=V) 4
G

A =
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Se calculeazad titrul permanganatului de potasiu in raport cu apa
oxigenata:
tevno, 11,0, = H
¢t 1000 =0,0017 g/ml = 1,7 mg/ml
3) Micromoli de apa oxigenata descompusa de catalaza dintr-un gram
de produs ntr-un minut
1 micromol H,0, = 34-10°g
A 0,0017(V,, —V)
34-10°-30-G | in care:

A — activitatea enzimatica;

Vmn — volumul de permanganat de potasiu 0,1 N folosit la titrarea
cantitatii totale de apa oxigenata ( proba martor), ml;

V — volumul de permanganat de potasiu 0,1 N folosit la titrarea
excesului de apa oxigenata ( proba cu enzima activa), ml;

G — cantitatea de produs luata in analiza in g;

D — dilutia efectuata;

30 — timpul cat a actionat enzima.
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Studiul activitatii amilazei

Amilazele (EC 3.2.1)

Multe procese industrial folosesc enzyme amilolitice pentru a
hidroliza amidonul inaintea utilizarii acestuia in procese fermentative
sau alte procese biochimice. Exista mai multe tipuri de enzime
capabile sa hidrolizeze amidonul. Acestea pot ataca atat amidonul
solubil, cat si granulele de amidon aflate in suspensie apoasa. In
functie de utilizarile ulterioare ale hidrolizatului de amidon, se
stabilesc conditii optime de realizare a hidrolizei enzimatice. Aceasta
poate fi partiala sau totala. Gradul de hidroliza care se doreste sa se
obtina dicteaza alegerea unui anumit sistem de enzime amilolitice. Pe
de alta parte, inaintea desemnarii unui sistem de hidroliza potrivit,
este nesesara cunosterea fenomenelor care influenteaza cinetica
procesului de hidroliza desfasurat in prezenta sistemului de enzime
ales. Este cunoscut faptul ca produsii finali rezultati in urma hidrolizei
enzimatice a amidonului inhiba procesul printr-un mechanism atat
competitive dupa unii autori, sau produc inhibitie exponential simpla
dupa alti autori.

Sunt hidrolaze care catalizeaza hidroliza legaturilor o-1,4-
glucan din polizaharide (amidon, glicogen, oligo si polizaharide
inrudite). Fac parte din subgrupa glicozidazelor, enzime ce
catalizeaza hidroliza compusilor in a caror constitutie intra grupari
glicozil. Amilazele apar sub doua forme distincte:

a-amilazele - scindeaza specific legaturi glicozidice situate n
mijlocul lantului polizaharidic care contine mai mult de trei unitati de
D-glucoza a-1,4-legate (endo-amilaze), cu denumirea sistemica a-1,4-
glucan 4-glucanohidrolaza

p-amilazele - actioneaza la capatul nereducator al lantului
polizaharidic scindand resturi de maltoza (exo-amilaze), cu
denumirea sistemica a-1,4-glucan maltohidrolaza
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Substratul: Amidonul nu este o substanta unitara, ci un
amestec de doua tipuri de polizaharide: amiloza si amilopectina.
Amiloza este formata din polizaharide ce contin resturi de glucoza
unite numai prin legaturi 1,4-a-glucozidice cu un grad de
polimerizare intre 100 si 2000. amilopectina spre deosebire de
amiloza este ramificata prin legaturi 1,6-a-glucozidice. a-amilaza
hidrolizeaza amidonul la un procent de 80% zahar reducator si 20%
dextrine.

CHaOH CH.OH CH.OH CHyOH

=]

HO

g oH

Prin folosirea concentratiilor mari de a-amilaza, amiloza este
hidrolizata complet la un amestec de 13% glucoza si 87% maltoza.
Amilopectina Tn aceleasi conditii este hidrolizata complet la un
amestec de 19% glucoza, 72% maltoza si 8-9% izomaltoza, care
contine toate legaturile 1,6-a-glicozidice din ramificatii.

Amilazele din regnul animal apartin a-amilazelor. Pana in
prezent nu s-au identificat B-amilaze le animale. a-amilazele se
gasesc in:

- boabe de cereale germinate. Se presupune ca ele exista si n
cele negerminate sub forma de precursori inactivi care sunt activati in
timpul germinarii prin enzimele proteolitice

- culturi de mucegaiuri de Aspergillus oryzae, Aspergillus niger

- culturi bacteriene de Bacillus subtilis, B. mesentericus, B.
polymyxta si Clostridium acetobutylicum

- animale Tn pancreasul de porc, pancreas sau saliva umana

p-amilazele se gasesc numai Tn plantele superioare, cereale
germinate si negerminate, cartofi dulci, boabe de soia.

13
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Proprietatile amilazelor de diferite origini difera prin conditiile
optime de mediu si prin proprietatile lor fizico-chimice (amilaza
umana este mai activa decét cea de origina suina).

a-amilazele sunt proteine pure fara grupa prostetica. Limitele
de pH la care este stabila se incadreaza in intervalul 4.5-11, cu un
optim de 6,9 ( mai acid la amilazele de origine microbiana: 5.5-5.9).
Activitatea creste cu temperatura pana la 40°C, apoi descreste
[Vasilescu, 1978].

a-Amilazele bacteriene hidrolizeaza partial amidonul, pastrand
configuratia a a atomului anomeric de carbon in produsii de reactie.
Fragmentele de amidon rezultate in urma hidrolizei sunt dextrinele.
Operatia de hidrolizi cu o-amilaze se numeste dextrinizare. In
industrie, aceastd operatie se mai numeste fluidificare, datorita scaderii
vascozitdtii suspensiei de amidon, la sfarsitul operatiei.

Microorganisme producatoare de o -amilaze
In general a-amilazele bacteriene sunt enzime termostabile. Cei mai
importanti producatori de a-amilaza bacteriana sunt speciile din genul
Bacillus si anume B. subtilis si B. amyloliquefaciens. Aceste tulpini
produc a-amilaze cu proprietati similare dar cu reactii imunologice
diferite. Primele preparate comerciale aparute pe piatd contineau
enzime bacteriene produse de aceste specii. Mai tarziu au aparut
preparate enzimatice contindnd enzime cu 1naltd termostabilitate
produse de speciile B. licheniformis si B. stearothermophilus.

Hidroliza enzimatica a amidonului din cereale si cartofi are
aplicatii intinse in fabricarea alcoolului si berii. In ambele aceste
fabricatii se zaharifica intai amidonul din cereale sau cartofi, cu
amilaza din orz incoltit (malt). Temperatura optima a acestei operatii
este 55-65°, iar durata 20 de minute. Se obtin 70-80% maltoza si 20-
30% dextrina. In cazul fabricarii berii, solutia astfel obtinuta se
incalzeste (dupa adaugarea hameiului si filtrarea partilor insolubile) la
80° sau mai sus, distrugandu-se astfel amilaza. Dupa racire se
fermenteaza cu drojdie. Berea rezultata contine deci dextrinele, care
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determina in parte gustul acestei bauturi. La fabricarea alcoolului,
solutia de maltoza si dextrina, rezultata din operatia de zaharificare, se
fermenteaza direct, fara a fi incalzita (si deci amilaza nu se distruge).
Drojdia de bere, adaugata pentru producerea fermentatiei, contine si
enzime de deramificare, care rup legaturile 1,6 din dextrine, punand la
dispozitia amilazei dextrine neramificate, pe care aceasta le
hidrolizeaza cantitativ la maltoza; aceasta este apoi hidrolizata, de a-
glucozida (maltaza) din drojdie, la glucoza. In modul acesta intregul
material este adus intr-o forma fermentabila prin drojdie.

Experienta: Intr-o eprubeta se dizolva la cald, in 5-6 ml. apa, un
varf de spatula de amidon solubil. Separat se dizolva in 2-3 ml. apa, tot
cald, un cristal de iod. Peste solutia rece de amidon se picura solutia de
iod. Apare o coloratie albastra intensa. La incalzire (circa 70°) culoarea
dispare complet; prin racire reapare coloratia initiala albastra.

Principiul metodei:

Amidonul ramas nehidrolizat in urma actiunii enzimei din proba
biologica este dozat colorimetric cu iod.

Reactivi:

1.Substrat tamponat: 13,3 g Na,HPO, si 4,3 g acid benzoic. Se dizolva
in 250 ml. apa distilatd la fierbere. Se adaugd 5 ml suspensie rece
continand 200 mg amidon. Se lasa sa se raceascd. Se aduce la 500 ml
cu apa distilata. Se pastreazi 1a4°C (solutia trebuie sa fie limpede).

2.Solutie stoc iod: 3,56 g KIO; si 45 g KI. Se dizolva in 800 ml apa
distilata. Se adaugad prin picurare 9 ml solutie HCl 12 M agitand
continuu. Se aduce la 1 1 cu apa distilatd. Se pastreazila +4°C timp de
maxim un an.
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3.Solutia de 10d pentru determinari: se face o dilutie din solutia Stoc
1:10 cu apa distilata. Se pastreaza la +4°C maxim 2 luni.

4.Solutia acid clorhidric 1N.

5.Solutie amilazd din comprimat: solutie enzimaticd obtinuta
printriturarea unui comprimat de Mezym forte in mojar §i extractia
produsului fin pulverizat obtinut cu 10 ml tamponat fosfat timp de 30
min. la temperatura camerei, urmata de filtrarea solutiei. Solutia filtrata
se aduce n balon cotat de 100 ml cu ser fiziologic tamponat.

Mod de lucru:

S¢ folosesc baloane cotate de 25 ml.

Reactivi (ml) Probi Martor

Substrat (amidon 37"C) | 2.5 2.5

Preincubare 15 minute la 37°C

Solutie amilaza din comprimat | (.05 | -
Incubare 7.5 minute la 37"C. Ricire pe gheala

Acid clorhiddric 1 N 1 1

Apa distilata 15 15

Solutie 1o0d determindri 2.3 2.5

Solutie amilaza din comprimat - 0.05

Se aduc ambele baloane la cota cu apa distilata
Se citeste absorbanta la 660 nm fatd de apa distilatd

Caleul:

(Av-Ar) A X 4200 = unititi amilazice/dl nroba

Ul, o unitate internationalad de activitate enzimatica fiind cantitateade
enzima care transforma 1
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umol substrat (10° moli) Tn timp de 1 minut, la 25 °C, in conditii
optime de reactie.
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Studiul cinetic al scindarii enzimatice a lipidelor

Lipazele sunt enzime cu raspandire larga care s-au izolat dintr-o
varietate de surse: animale, vegetale si microbiene. Lipazele de diferite
proveniente se deosebesc intre ele sub aspectul proprietatilor si
caracterului actiunii. Lipazele microbiene prezintd un potential urias in
domeniul tehnologiilor alimentare, al stiintelor medicale si in industria
chimica, deoarece:

1)au specificitate larga de substrat;

2)nu necesitd cofactori.

3)sunt stabile in solventi organici,

Tn ultimii ani lipazele au fost intens folosite ca biocatalizatori
pentru o diversitate de reactii ce se desfdsoarda in sistem folosind
solventi organici cum ar fi de exemplu sinteza esterilor si modificarea
lipidelor. Tntr-un sistem apos acesti biocatalizatori sunt capabili si
catalizeze hidroliza triacilglicerolilor cu formare de acizi grasi si
glicerol, compusi foarte importanti in industria chimica. Hidroliza
catalizata de lipazd a trioleinei a fost deasemeni folositd pentru
producerea de mono- si di-gliceride cu utilizare larga in calitate de
emulgatori in industria alimentara si biochimica. Aproximativ 75% din
enzimele produse in Europa, incluzdnd si lipazele au actiune
hidrolitica. Rolul biologic al lipazelor pentru organismele vii:

-asigurd functionarea membranelor;

-participd la metabolismul lipidic;

-participd la procesul de depozitare a grasimilor de rezerva.

Lipazele produse de microorganisme sunt produse de drojdii
(Candida, Torulopsis), mucegaiuri (Rhizopus, Penicillimmi,
Aspergillus, Geotrichum, Mucor), bacterii (Pseudomonas,
Achromobacter, Staphylococcus). Lipazele din microorganisme difera
intre ele prin pH i temperatura optimda de activitate,
durata/temperatura de inactivitare, respectiv stabilitatea termica.
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Lipazele produse de microorganisme hidrolizeaza grasimile si uleiurile
naturale ca si gliceridele sintetice. Concentratii scazute de saruri de Ca,
Na, K,Mg activeaza lipazele, dar metalele grele sunt inhibitori
puternici. Avind in vedere actiunea negativd a lipazelor asupra
caracteristicilor senzoriale ale produselor alimentare, este necesar sa se
1a urmatoarele masuri:

— sa se reduca continutul in apa libera al produsul alimentar
(acolo unde este posibil), pentru a micsora activitatea apei,
deci pentru micsorarea vitezei reactiilor enzimatice;

— sd se pastreze produsele alimentare la temperaturi cat mai
scazute (de refrigerare sau congelare) sau sd se inactiveze
lipazele prin tratament termic ;

— sa se reduca timpul de depozitare al materiilor prime ;

— sd se elimine factorii care concurd la dezvoltarea
microflorei lipolitice.

Grasimile si uleiurile sunt importante componente ale
produselor alimentare. Valorile nutritionale si senzoriale precum si
proprietatile fizice ale trigliceridelor sunt mult influentate de factori ca:
pozitia la care se leaga acizii grasi la molecula de glicerol, de lungimea
lantului moleculei de acid gras si gradul de nesaturare. Lipazele permit
modificarea proprietatilor lipidelor prin modificarea pozitiei legarii
acizilor grasi in molecula de glicerol si inlocuirea unuia sau mai multor
acizi grasi cu altii noi. In acest fel lipidele relativ ieftine pot ajunge la
valori mai ridicate si cu proprietati imbunatatite. Grasimile si uleiurile
se deosebesc, Tn primul rand, prin starea de agregare: solide,semisolide
sau lichide, mai mult sau mai putin vascoase. Ele au origine vegetala
sau animala, fiind constituite Tn special din triacilgliceroli ai acizilor
gragi cu numar par de atomi de carbon. Prin grasimi se inteleg
produsele solide sau semisolide la 20°C, in timp ce uleiurile sunt
lichide. Toate sunt nemiscibile cu apa si au o densitate mai mica decat
aceasta. Proprietatile fizice ale grasimilor si uleiurilor sunt determinate
de lungimea lantului acizilor grasi constituenti si de numarul dublelor
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legaturi din acestia. Acizii grasi saturati cu lant lung prezinta un punct
de topire mai ridicat decat acizii grasi nesaturati, culant scurt. Lipidele
vegetale sunt, de regula, bogate in acizi grasi nesaturati, exclusiv
cunumdr par de atomi de carbon, in care dublele legaturi au
configuratia cis. Cel mai comuni acizi grasi prezenti in gliceride sunt
acidul dodecanoic (lauric), acidul tetradecanoic (miristic), acidul
octadecanoic (stearic), acidul hexadecanoic (palmitic) si acidul oleic.

Grisimi/uleieari | 10:0 | 12:0 ) 14:0 | 160 | 18:0 ) 18:1 | 18:2 | 18:3 | 20:1 | 32:1

Ulei de rapita - - 0.5 9 1 ol 20 9 2 2

Ulet de Moarca- - - - 6 4 28 6l -

soareln

Girdsime de 7 48 7 9 2 7 - - -

COCOS

Ulei din seminte 5 a0 |5 7 2 3 = - =

de palmicr

Ulci de palmier - - 2 42 5 41 ] -

Ulei de soia - - - 1n 3 4] 36 - l
Scop:

Scopul lucrarii consta in determinarea vitezei reactiei enzimatice de
scindare a lipidelor si a influentei unor factori asupra acesteia,
respectiv in stabilirea parametrilor ecuatiei cinetice (ecuatia Michaelis-

Menten).
V-s
T e G

unde: v, — viteza de formare a produsului

V — Viteza maxima a reactiei enzimatice care se atinge cand
Intreaga cantitate de enzima a reactionat cu substratul.

S — concentratia substratului

kym — constanta Michaelis — Menten, reprezinta acea valoare a
concentratiei substratului cand procesul decurge cu Y2 din viteza

maxima.
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Reprezentarea grafica a ecuatiei Michaelis-Menten

Insa utilizarea acestei reprezentari grafice pentru determinarea
vitezei maxime este dificila, din acest motiv se utilizeaza o0 metoda de
liniarizare.

Vs 1 ky 1,1
vp = _ === -
kmCs ~ vp Vv S Vv
Daca se reprezinta 1/v,=f(1/S) se obtine o dreapta a carei panta este

km/V

w

|
Wmax |
|
i

AKm S|

Liniarizarea Lineweaver-Burke
Mod de lucru
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Se prepara 100 ml emulsie apa-ulei si se determina concentratia
initiala (Co;=1ml ulei Cy; = 1.5 ml ulei Coz = 2 ml ulei). Densitate ulei
floarea soarelui = 0.92

Uleiul din floarea soarelui este un amestec de: 95% trigliceride
(formula CxHyOz) si 5% acizi grasi liberi. Este un ulei semisicativ
caracterizat printr-un indice de iod de 132 si o aciditate de 0,05. El nu
contine poluanti periculosi cum sunt: benzen, plumb sau metale grele.
Caracteristicile fizice ale uleiului din floarea soarelui:

- densitatea la 20 grade = 0,92;

- vascozitate (CST) la 20 grade =55 - 61,
- punctul de fuziune = - 16 grade;

- punctul de rupere = - 5 grade;

- PCI (Kcal/kg) = 9032;

Se adauga enzima si impartita in 3 pentru fiecare grupa —
momentul t,.

Se prepara reactivul de culoare: se amesteca acid fosforic cu
solutie de vanilina in proportie 4:1 (4 parti acid fosforic la 1 parte
solutie de vanilina)

Se vor prepara 100 de ml: 80 ml de acid fosforic si 20 ml vanilina.

Se prepara standardul: intr-un balon cotat de 25 ml se adauga

0.15 ml trioleina si se aduce la semn cu cloroform.

Tehnica de lucru:
Solutii sulfurice
Se pipeteaza in 3 eprubete rezistente termic astfel:

Proba (ml) Standard (ml) Martor (ml)
Sol de analizat | 0.1 - -
Sol. Standard - 0.1 -
Apa distilata - - 0.1
Acid  sulfuric | 4 4 4
conc
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Se fierbe pe baia de apa 10 minute, se lasa sa se raceasca. Din solutiile
(solutiile sulfurice) de mai sus se pipeteaza in alte 3 eprubete:

Proba (ml) Standard (ml) Martor(ml)
Sol sulfurice 0.2 0.2 0.2
Reactiv de | 4 4 4
culoare

Se asteapta 30 de minute pentru desfasurarea reactiei.

Se citeste Extinctia probei (Ep) si a standardului (Es) fata de martor la
530 nm.

Ep/Es * N = mg lipide/100 ml proba

N =600

Prelucrarea datelor experimentale.

Timp

Concentratia
lipidelor

Viteza procesului,
%

1/v

1/Cs

Se reprezinta grafic Cs = f (tp) pentru fiecare grupa. Din panta dreptei /
curbei se determina viteza procesului, apoi se reprezinta 1/v = f (1/Cs)
cu datele obtinute de toate cele 3 grupe si se determina V si Ky.
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Determinarea activitatii lipazei

Lipaza face parte din clasa hidrolazelor, grupa esterazelor; ele
catalizeaza descompunerea legaturilor esterice dintre glicerina si acizii
grasi din lipide, dupa schema:

~00C—R CH,~OH
o ' +3H,0 | 2 R-COOH
CH=O0CR, » CH-OH + R,-COOH
I
CHy"00C—R, CH,—OH R+ COOH

Lipazele sunt foarte raspandite in naturi. In organismul animal
ele se gasesc 1n: sucul pancreatic, sdnge, stomac, plamani, rinichi si in
toate tesuturile grase. In regnul vegetal ele se localizeazd mai ale in
seminte. Cantitdfi mari de lipaze contin semintele plantelor oleaginoase
( ricin, soia, floarea-soarelui etc.). Lipazele au fost identificate si la
microorganisme ( Aspergillus niger).

Lipazele de diferite proveniente actioneaza la pH-uri optime
diferite, pH-ul optim al lipazei pancreatice este de 7,5-7,8 al celei
stomacale 1,8-2,5, iar la lipazei vegetale este de 4,7-5,0.

Principiul metodei

Activitatea lipazei se determind prin masurarea cresterii
aciditatii unor lipide ca urmare a actiunii unui preparat enzimatic
obtinut din seminte oleaginoase.

Substratul ideal pentru studiul activitatii lipazei dintr-un
material oarecare sunt lipidele provenite din acelasi material. Totusi, in
calitate de substrat al activitatii lipazei se pot folosi si alte lipide de
diferite proveniente.

Reactivi necesari:
- tampon acetat, pH =4,7;
- ulei rafinat;
- hidroxid de sodiu sau potasiu, solutie 0,01N;
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- fenolftaleina, solutie alcoolica 1%;
- alcool etilic 96%;
- eter de petrol.

Obtinerea preparatului enzimatic

Intr-un vas de sticla prevazut cu dop, se amesteci o parte
seminte de ricin sau soia fin maruntite, cu doud parti eter. Se lasa
pentru extractia uleiului timp de 2-3 ore agitand periodic. Se separa
eterul si se introduc din nou 5 parti eter peste produsul partial degresat.
Se mai extrage proba inca o ord, dupa care se separa eterul si se usuca
produsul degresat, intr-o etuva cu ventilator la temperatura de 30°C.

Semintele degresate contin lipaza activa.

Modul de lucru

Intr-un  mojar se introduc 0,2 g Seminte de ricin sau soia
degresate care se amesteca cu 3 ml ulei rafinat . Se adauga 2 ml solutie
tampon pH= 4,7 si se introduce mojarul intr-un termostat, la 30°C,
timp de 30 minute. Dupd aceasta se trece cantitativ continutul
mojarului ntr-un Erlenmeyer, spaland mojarul cu 15 ml alcool 96%
(vol) si 15 ml eter de petrol. Se titreaza apoi acizii grasi din proba cu
KOH sau NaOH 0,01N in prezenta fenolftaleinei ca indicator.

In paralel se face si o proba martor care diferd de proba de
analizat prin faptul ca nu se mai tine la termostat si se titreaza imediat
cu KOH sau NaOH 0,01N.

Modul de calcul

Activitatea lipazei se exprima prin numarul de micromoli de
acizi grasi reprezentati de acid oleic, ce se formeaza in urma actiunii
unui gram de preparat enzimatic intr-un minut.

(V-V_)-0,00282
_ m

5 , In care:
28210 ¥ -G-t
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V — volumul de hidroxid de sodiu 0,01N folosit la titrarea probei in
care a actionat enzima (corespunzator acizilor grasi eliberati de
enzima si celor existenti in substrat), in ml;

V, — volumul de hidroxid de sodiu 0,01N folosit la titrarea probei
martor (corespunzator acizilor grasi eliberati de enzima si a celor
existenti in substrat), in ml;

0,00282 — titrul hidroxidului de sodiu in raport cu acidul oleic;
282-10° —1 micromol de acid oleic

G - cantitatea de preparat enzimatic luat in analiza, in g sau ml;
tmin — timpul de termostatare in minute.
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Determinarea activitatii invertazei

Invertaza (B-fructozidaza) este o enzima din clasa hidrolazelor,
care catalizeaza hidroliza zaharozei cu formare de glucoza si fructoza
(zahar invertit), atacand legatura glicozidicd din partea moleculei de

fructoza.
CH,OH
CH,OH H ; O H
H o H OH
H OH OH
OH H
OH H OH
+ H,0 o-Glucopiranoza
H OH (@] > +
HOCH, 0 CH,OH H
\ o
H OH
H H OH
L CHZOH H CH,OH
OH H

B-fructofuranoza
Invertaza se gaseste in special in drojdii. Are temperatura

optima de activitate 52°C iar pH-ul 4,5.

Principiul metodei

Metoda se bazeaza pe dozarea glucidelor reducdtoare care se
formeaza ca urmare a actiunii invertazei asupra unei solutii de
zaharoza cu concentratia cunoscuta.

Reactivi
- zaharoza, solutie 2% tamponata la pH 4,5 cu acid acetic;
- acetat de sodiu 0,2 M;
- reactivi pentru determinarea glucidelor reducdtoare prin metoda
Schoorl;
- toluen.
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Obtinerea preparatului enzimatic

Sursa clasica de obtinere a preparatelor de invertaza este drojdia
de bere si drojdia de panificatie. Deoarece invertaza este o enzima
intracelulara care nu difuzeaza prin membrand, pentru extractia ei se
procedeazd astfel: 10 g drojdie se mojareaza cu nisip timp de 10-15
minute pentru a distruge peretii celulari. Se adaugd 30 ml apa distilata
st 0,5 ml toluen in calitate de antiseptic. Amestecul se termostateaza
timp de 2 ore la 35-37°C in vederea autolizei celulelor care nu s-au
distrus prin mojarare. Se mojareaza din nou, se aduce la 100 ml cu apa
distilata si apoi se centrifugheaza intreaga proba la 4000 ture/min, timp
de 20 minute.

Solutia obtinuta confine invertaza activa care se poate pastra 3-4
zile la frigider.

Modul de lucru

Se pipeteaza intr-un balon Erlenmeyer 1 ml preparat enzimatic
de invertaza. In alt balon se pipeteaza 1 ml preparat enzimatic supus in
prealabil fierberii pentru inactivarea enzimei (proba martor). Se adauga
in ambele baloane cate 10 ml solutie de zaharozd 2%, se omogenizeaza
dupa care acestea se termostateaza timp de 30 minute la temperatura de
37°C, pentru desfasurarea reactiei enzimatice.

Dupa trecerea acestui timp, se adauga in ambele baloane céte 9
ml apa (pentru ca volumul final sa fie de 20 ml), se omogenizeaza bine
si se determina glucidele reducatoare prin metoda Schoorl folosind in
acest scop cate 5 ml din fiecare proba.

In proba cu invertazi inactivati se determini glucidele
reducitoare preexistente in sistem (proba martor). In proba cu
invertaza activa se dozeazd glucidele reducdtoare preexistente si
glucidele reducatoare formate in urma actiunii enzimei.

Metoda Schoorl
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In mediul alcalin, la cald, glucidele reducitoare reduc
complexul cuprotartric, format prin amestecarea solutiilor Fehling I s1
Fehling II, pand la oxid cupros (Cu,0), precipitat rosu cardmiziu.
Gruparea aldehidica se oxideaza la carboxil. Solutia de sulfat de cupru
si sarea Seignette, in exces de hidroxid de sodiu, poartd numele de
solutie Fehling. De obicei, aceasta se prepara In momentul
intrebuintarii prinamestecarea a doud solutii de baza, in cantitati egale:

- solutia Fehling I, solutie cuprica: CuSO,4x 5H,0
- solutia Fehling II , solutie bazicd: NaOH + tartrat dublu de Na si K
(sare Seignette).

CuS0O4 + NaOH — Cu(OH)?2 + Na2S804

HO-CH-COOK /0— CH-COOK
Cu(OH); + | — Cu\ + HyO
HO—-CH-COONa O—CH-COONa
Tartrat de sodiu si potasiu Complex cuprotartric
(Sare Seignette) (Albastru inchis)

Complexul cuprotartric format oxideaza functiunea aldehidica a
glucidului reducator (glucoza), el reducandu-se la oxid cupros.
Cantitatea de oxid cupros este proportionald cucantitatea de glucoza
din mediul de reactie.

O—-CH—COOK HO—CH—-COOK
2R—-CH=0+ ZCU\ + 2H20=—> R—COOH +Cu20 + 2 ‘
Aldoza O—CH-COONa Acid organic HO—CH—COONa
Complex cuprotartric Sare Seignette

(albastru inchis)

Tn metoda Schoorl, restul de Cu(OH), care nu a fost redus se
aciduleaza cu H,SO4,transformandu-se din nou in CuSO, si I, care se
titreaza cu tiosulfat de sodiu.
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Cu(OH) 2+ H2504— CuS04+ 2H20

2CuS04q + 2Kl —» K2504 +Cu?2804+ 12

I +2Na»57203 EIm—dml!"*l\IaI + Na2540¢
La titrare, se utilizeaza ca indicator o solutie de amidon care
formeaza cu i1odul un compus colorat in albastru inchis. Dupa titrare,
solutia devine alba.
Reactivi necesari:
- solutie Fehling I: CuSO4x5H,0....... 69,3 g

HoSO4ueinvenene 5 ml
se aduce la 1.000 ml solutie cu apa distilatd
- solutie Fehling I1: tartrat dublu de Na si K........ 346 g
NaOH...........coooiiiiin. 100 g
dupa dizolvare si racire se aduce la 1.000 ml cu apa distilata
- solutie H,SO,4 25%: acid sulfuric concentrat......... 135 ml
apa distilata...................... 700 ml
-solutie KI 20%: iodura de potasiu..................... 200 g
apadistilata......................l 1.000 ml

- solutie amidon 1%

Tntr-un flacon Erlenmeyer de 500 ml, se pipeteaza 10 ml solutie
Fehling I si 10 ml solutie Fehling II, 20 ml apa distilata si 5 ml proba.
Se incélzeste la flacara potrivita, pe o sitd de azbest, astfel incat solutia
sa ajungd la fierbere 1n aproximativ 3 minute, dupa care se mentine la
fierbere 2 minute. Deasupra flaconului se aseazd o palnie se sticld
pentru condensarea vaporilor de apa. Se raceste cu apa curenta, dupa
care adauga 10 ml solutie H,SO, 25% si 10 ml KI 20%.Solutia
obtinutd se titreaza sub agitare cu solutie de tiosulfat de sodiu 0,1N
pana cand solutia devine galbuie. Se adauga cateva picaturi solutie
amidon 1% si se continua titrarea pana ce culoarea solutiei devine alba.
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In paralel se realizeaza un martor folosind 5 ml apa distilata, 10
ml solutie Fehling Isi 10 ml solutie Fehling Il. La martor nu este
necesari fierberea. In continuare se lucreaza identic ca la proba.

Modul de calcul

Se face diferenta intre volumul de tiosulfat de sodiu 0,1 N
folosit la titrarea probei cu enzima inactivata (proba martor) si volumul
folosit la titrarea probei cu enzimi activi. In functie de aceastd
diferentd se ia din tabelul Schoorl cantitatea de zahar invertit (z;, in
mg) care corespunde zaharozei hidrolizate din 5 ml proba luatd in
analiza.

Activitatea invertazei se exprima in:

1) Cantitatea de zahar invertit care rezulta prin hidroliza a 100
g zaharoza de catre 1 ml sau 1 g preparat enzimatic, in
conditiile de lucru date:

A= 100—'Zi~d ,in care:

2-c-t

C- cantitatea de preparat enzimatic, in ml sau g;

Z, — cantitatea de zahar invertit produs de enzima, in g;

d — dilutia;

t — timpul de termostatare, Th minute.

2) Micromoli de zaharoza hidrolizata intr-un minut de 1 ml
preparat enzimatic, sau 1 g drojdie sau altd sursd, in
conditiile de lucru date:

_ 095z
© 342.10°-c-t

c- cantitatea de preparat enzimatic, in ml sau g;

z, — cantitatea de zahar invertit produs de enzima, in g;

d — dilutia;

t — timpul de termostatare, Tn minute;

0,95 — factor de transformare a zaharului invertit in zaharoza;

-d ,in care:

342-10° — 1 micromol zaharoza.
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EVIDENTIEREA MICROORGANISMELOR
PRODUCATOARE DE ENZIME AMILOLITICE

Principalele enzime microbiene care hidrolizeazd amidonul sunt
o-amilaza, B-amilaza si glucoamilaza, enzime extracelulare produse de
bacterii, fungi si de unele levuri. Bacteriile din genul Bacillus (B.
subtillis, B. licheniformis, B. macerans, B. stearothermophillus) sunt
producitoare de amilaze active la 50-60°C, termostabile si folosite
pentru obtinerea amilazelor industriale. Alte specii de Bacillus cum
sunt: B. cereus, B. megaterium, B. polymixa sunt producatoare de 3-
amilazd, enzima zaharogena, care prin hidroliza legaturilor glucozidice
elibereaza molecule de maltoza.

Fungii produc mai ales a-amilaza si glucoamilaza (Aspergillus,
Mucor si Rhizopus), deosebindu-se prin raportul intre aceste doua
enzime sintetizate. Dintre drojdii, cei mai importanti din acest punct de
vedere sunt reprezentantii genurilor Saccharomycopsis, Tricosporon,
Candida.

Principiul metodei: evidentierea enzimelor amilolitice produse
de catre coloniile microbiene poate fi efectuata utilizdnd un mediu de
cultura solidificat, continand amidon. Sub actiunea amilazelor ce
difuzeaza in gelul de agar, amidonul este scindat hidrolitic si, Tn urma
adaosului de solutie Lugol (I, / KIl), zona din jurul coloniilor
producdtoare nu se mai coloreaza in brun. Valoarea raportului intre
diametrul zonei de hidrolizd si diametrul coloniei sau indicele
amilolitic, este o masurd a cantitifii de enzima produsa de
microorganismul testat.

Materiale utilizate:

- cultura microbiana

- placi Petri

- mediul de cultura: - extract de drojdie .............. 4g
- amidon solubil ............... 10g
- K2HPO4 ....................... 1g,



- Mg SO4.7H,0 .............. 05¢g
- agar-agar ................... 20g
- apadistilatad .............. 1000 ml
-1,
- Kl
- ac de inoculare
- termostat
- lampa bactericida
- bec de gaz
- autoclav
Mod de lucru: Mediul se sterilizeaza in autoclav timp de 30
minute, la 120°C, dupa care se toarnd in cutii Petri si se lasd sd se
solidifice. Placile sunt apoi insdmantate prin intepare centrala sau din
dilutii decimale ale microorganismului de testat. Termostatarea se face
timp de 72 ore pentru bacterii si 5 zile pentru mucegaiuri. Pentru
determinarea diametrului zonei de liza a amidonului, peste mediul din
placi se toarnd solutie Lugol si se masoara diametrul coloniei si cel al
zonei ramase necolorate. Se calculeaza indicele amilolitic astfel:

zona de hidroliza a a

colonie

| oA = diametrul zonei de lizd a amidonului/diametrul
coloniei
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EVIDENTIEREA MICROORGANISMELOR
PRODUCATOARE DE ENZIME CELULOZOLITICE

Celuloza este polizaharidul de structurd cu cea mai mare
raspandire in lumea vegetald, putand fi hidrolizatd de enzimele
celulozolitice produse de bacterii si fungi. Hidroliza generala a
celulozei are loc dupa schema:

celuloza

endoglucanaze (C1-
celulaza)

v

lanturi 3 1-4 glucanice (insolubile)

D

ndo 1-4 glucanaze

v

celodextrine; cel-oligoglucide

exo B1-4 glucanaze

v

celobioza
celobiaza
glucoza

Dintre bacteriile care produc enzime celulozolitice fac parte
bacterii cu forme spiralate apartinand genurilor: Cytofaga, Cellvibrio,
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Cellulomonas. Fungii cu activitate celulozoliticd superioara sunt :
Fusarium, Mucor, Trichoderma, Aspergillus, Rhizopus.

Principiul metodei: Tn cazul in care microorganismul testat
produce enzime celulozolitice extracelulare, acestea difuzeazd in
mediul de culturd si produc o clarificare a agarului in jurul coloniilor
active.

Materiale utilizate:

- cultura microbiana (Aspergillius terreus, Rhizophus orizae)
- placi Petri

- ac de inoculare

- mediul de cultura: - celuloza pudra ............ 2,5¢
-peptona..................... 0,5¢
-KoHPO o 0,2g
- MgSO,.7H,0................ 0,2g
-KoCOg. i 0,4g
-CaClyenniiiii 0,02¢g
- FeSO,4.7H,0............... 0,02¢g
-NaCl......oooiiiiii 0,02¢g
-agar-agar.................... 15¢g
- apa distilata................ 1000ml

Autoclavare 20
minute, 121°C
- termostat
- lampa bactericida
- bec de gaz
- autoclav

Mod de lucru: Mediul de culturd se sterilizeaza in flacoane
Erlenmeyer de 500 ml, la 121°C timp de 20 minute, apoi se
repartizeaza cate 15 - 20ml in cutii Petri si se lasa sa se solidifice.
Insimantarea se face fie prin inteparea centrali a suprafetei mediului ,
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fie din dilutii decimale ale culturii de analizat. Termostatarea va avea
loc la 30°C, timp de 5 - 6 zile pentru tulpina fungica sau o durati
corespunzatoare in cazul utilizarii altor tulpini.

Daca microorganismul testat produce enzime cu actiune
celulozolitica, acestea determina clarificarea mediului de cultura in
jurul coloniei datoritd procesului de hidrolizad a celulozei incorporate.
Se va calcula indicele celulozolitic al tulpinii studiate, ca fiind raportul
dintre diametrul zonei de liza si diametrul coloniei:

| ¢ =diametrul zonei de hidroliza a celulozei/diametrul
coloniei
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EVIDENTIEREA MICROORGANISMELOR
PRODUCATOARE DE ENZIME PROTEOLITICE

Proteinele constituie unul din substratele nutritive pentru
microorganisme. Ele nu sunt direct asimilabile, datoritd marimii
moleculei lor si, de aceea, trebuie degradate in peptide cu masd mai
mica si apoi in aminoacizi, cu ajutorul enzimelor extracelulare.
Proteinele continute Tn materia organica nevie, care se acumuleaza in
sol si ape, prin moartea plantelor, animalelor, microorganismelor, pot
fi hidrolizate sub actiunea proteazelor extracelulare produse de catre
bacterii s1 mucegaiuri -agenti ai putrefactiilor (degradarea proteinelor
de origine animald) si ai putrezirii (degradarea proteinelor de origine
vegetald). Spre deosebire de bacterii si mucegaiuri, drojdiile nu pot
folosi proteinele din mediu in procesul de nutritie deoarece ele confin
proteaze intracelulare, care nu se pot elibera Tnh mediul extern decat
prin dezintegrarea invelisurilor celulare sau moarte prin autoliza.

Proteazele sunt produse de un numar de bacterii ale genului
Bacillus, Streptomyces, Proteus, Clostridium, Pseudomonas si de
mucegaiuri din genul Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Mucor.

A. Hidroliza cazeinei

Principiul metodei:  Coloniile producatoare de enzime
proteolitice determina in jurul lor o zona clara de lizd a cazeinei din
mediul de cultura.

Materiale utilizate:

- cutii Petri

- cultura microbiana (Aspergillus sp., sau Bacillus subtilis)

- ac de inoculare

- bec de gaz

- termostat

- autoclav



-agar-agar............... 15¢g
- apa distilata ......... 1000ml

Mod de lucru: Mediul de culturd se repartizeaza cate 200 ml
in flacoane Erlenmeyer de 500 ml sl se sterilizeaza prin autoclavare
la 121°C timp de 20 minute, apoi se toarnd cate 15 - 20 ml in plicile
Petri si se lasa si se solidifice. Insdmantarea plicilor se efectueaza din
cultura de lucru prin intepare centrala sau din dilutii decimale §i se
incubeazi la 30°C, timp de 48 -72 ore. Se misoari diametrul zonei in
care se observa disparitia turbiditatii mediului de culturd ca urmare a
hidrolizei cazeinei, precum si diametrul coloniei si se face raportul
acestora pentru a se determina indicele proteolitic:

Ip = diametrul zonei de hidroliza a cazeinei/diametrul coloniei

B. Hidroliza gelatinei

Principiul metodei: Microorganismele producatoare de
proteaze extracelulare pot hidroliza gelatina din mediul de cultura, care
isi pierde astfel proprietatea de a se solidifica la temperaturi scazute.

Materiale utilizate:

- cultura microbiana (Bacillus subtilis)

- eprubete cu mediul de cultura continand gelatina

- ac de inoculare

- bec de gaz

- termostat

- frigider

- autoclav

- mediul de cultura: - peptona de carne............. S5¢g
- extract de carne............... 3g
-gelatind........................ 120g
- apadistilata .................. 1000ml
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Mod de lucru: Mediul de cultura se repartizeaza cate 10
mililitri in tuburi prevazute cu dop de vata si se sterilizeaza in autoclav,
timp de 20 minute la 121°C. Dupi solidificarea mediului nutritiv
(pastrat peste noapte in apa rece), tuburile se inoculeaza prin intepare
centrald cu tulpina bacteriani cercetati, apoi se incubeaza la 37°C timp
de 48 ore. Dupa acest interval, culturile se plaseaza aproximativ o ora
la +4°C, pentru solidificarea gelatinei Tn cazul Tn care nu a fost
hidrolizata. Daca tulpina a prezentat activitate proteolitica, mediul de
culturd ramane lichid dupa pastrarea in frigider.
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EVIDENTIEREA MICROORGANISMELOR
PRODUCATOARE DE ENZIME LIPOLITICE

Lipidele prezente in materia nevie, de origine vegetald si
animald, care ajung 1n habitaturi naturale, precum si cele continute in
materii prime sau produse alimentare pot suferi transformdri sub
actiunea microorganismelor producatoare de lipaze extracelulare.
Lipidele nu pot fi asimilate decit dupa hidroliza lor in prezenta
enzimelor specifice, numite Tn general lipaze, dar, grupate totusi in
functie de tipul substratului pe care il degradeaza in trei categorii:
esteraze, lipaze si lecitinaze.

Lipazele sunt sintetizate de numeroase microorganisme:
mucegaiuri  (genul  Rhizopus, Mucor, Aspergillus, Fusarium,
Penicillium, Geotrichum s.a.) si levurii ale genului Candida.

Cu microorganisme selectionate se pot obtine preparate
enzimatice cu activitate lipazica ce pot fi utilizate la fabricarea
branzeturilor pentru dezvoltarea aromei, in terapeuticd impreuna cu
lipaza pancreatica pentru Tmbunatatirea digestiei, precum si in industria
detergentilor.

Principiul metodei: Lipazele din grupa esterazelor hidrolizeaza
compusii denumiti “TWEEN”, care sunt esteri ai sorbitolului cu acizii
grasi cu lant lung. In tehnicile calitative cele mai utilizate, acesti esteri
solubili in apa sunt incorporati intr-o geloza nutritiva contindnd CacCls,.
Acizii grasi eliberati sub actiunea lipazelor reactioneaza cu CacCl, si
formeaza saruri insolubile de calciu care provoaca opacifierea mediului
in jurul coloniilor producatoare de esteraze.

Materiale utilizate:

- cultura microbiana cu activitate lipolitica

- cutii Petri

- ac de inoculare

- bec de gaz

- termostat

40



- mediul de cultura: - agar nutritiv

Mod de lucru: se sterilizeaza mediul de cultura in flacoane
Erlenmeyer de 500 ml si, separat, o solutie 1% de Tween 20, 40, 60
sau 80 si o solutie 1% CaCl,, in regim de 121°C / 20 minute. In placile
Petri sterile se introduc cate 2 ml din solutia de Tween si 0,5 ml din
solutia de CaCl,. Peste acestea se toarna rapid 15 - 20 ml din agarul
nutritiv, se omogenizeaza prin rotirea in ambele sensuri a placilor si se
lasd sa se solidifice. Mediul se insdmanteaza prin intepare centrald din
cultura de cercetat §i se termostateazd la temperatura optima de
dezvoltare a microorganismului, timpul necesar. Microorganismele cu
activitate tween-esterazica determina aparitia in jurul coloniilor a
zonelor opace. Se calculeaza indicele lipolitic dupa formula:

Ip = diametrul zonei de hidroliza a esterului/diametrul coloniei
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STUDIUL CINETIC AL SCINDARII LACTOZEI SUB ACTIUNEA B-
GALACTOZIDAZEI

Obiectiv:

- Determinarea experimentald a activitatii f-galactozidazei
- Determinarea parametrilor cinetici Ky si Vi
Introducere

Enzimele sunt un tip specializat de proteine care actioneaza ca si
catalizatori biologici pentru reactiile chimice din organismele vii. Actiunea
enzimelor este esentiald pentru viata, furnizand energie, eliminand deseurile
si permitand organismelor si functioneze. Intelegerea enzimelor este, asadar,
criticd pentru o intelegere deplind a vietii. Galactozidaza (E.C. 3.2.1.23) sau
lactaza este 0 enzima ce permite descompunerea lactozei. Este un tetramer
format din patru lanturi polipeptidice identice (Fig. 1).

Centru activ

Monomer D

Fig. 1. Structura p-galactozidazei.
Colorarea este pe domenii: complementare peptida, portocalie; Domeniul 1, albastru;

Domeniul 2, verde; Domeniul 3, galben; Domeniul 4, cyan; Domeniul 5, rosu. Nuantele mai
deschise si mai intunecate ale unei culori date sunt folosite pentru a distinge in acelasi
domeniu subunitati diferite. Cationii metalici din fiecare dintre cele patru centre active sunt
prezentate sub formi de sfere: Na*, verde; Mg?*, albastru.
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Resturile de aminoacizi, care formeaza centrul activ, se gisesc pe
diferite segmente ale lantului polipeptidic. Cea mai mare parte a centrului
activ se observa in domeniul 3, lantul de aminoacizi fiind completat cu bucle
care provin din primul si al cincilea domeniu al aceluiasi monomer. Pe langa
aceste componente din acelasi monomer, existd o bucld care provine din
domeniul 2 al unui monomer diferit si se extinde in centrul activ vecin. Asa
cum se observa in Fig. 1, Monomerul A participa cu o bucla din Domeniu 2
pentru a finaliza centrul activ al Monomerului D. La fel, o bucla din
Monomerul D completeazi centrul activ al Monomerului A. In mod identic
se formeaza si centrele active din B si C obtinandu-Se un total de patru centre
active functionale, bine separate si care, probabil, actioneazd independent.
Cu toate acestea, deoarece este nevoie de doi monomeri pentru a finaliza un
centru activ, monomerii individuali ai enzimei sunt inactivi.

Lactoza este o glucida care poate fi intalnitd in lapte. Numele de
lactoza provine din latind: lac, lactis — lapte, iar terminatia oza se adauga
glucidelor. Laptele sau produsele lactate contin in procent intre 1,5-8 %
lactoza. Lactoza face parte din categoria dizaharidelor, ea este alcatuita din o
moleculda de D-galactozd si o moleculd de D-glucoza, cele doud molecule
sunt legate in pozitia B-1,4- printr-o legatura glicozidica.

Intoleranta la lactoza reprezintd incapacitatea de a digera cantitdti
semnificative de lactoza si este cauzatd de productia redusd sau scaderea
activitatii lactazei, avand ca efect impiedicarea descompunerii lactozei.
Pentru ca lactoza sa fie absorbitd de intestin in corp, mai intai trebuie sa fie
descompusa in glucoza si galactoza :

CHZOH CH20H o CH,OH CHZOH
’ HD o OH
B Galactozmaza
Lactoza Galactoza Glucoza

Studiul mecanismului reactiilor enzimatice, a proceselor metabolice si
a vitezei de transformare a substratului Tn produs se face prin metoda
cinetica. Actionand in celula vie si fiind proteine, enzimele prezinta unele
proprietati fizico-chimice si functionale care le diferentiaza net de
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catalizatorii chimici. Complexitatea structurii biocatalizatorilor precum i
complexitatea mecanismului intim de reactie fac ca studiul cineticii reactiilor
enzimatice sa fie mult mai dificil comparativ cu cinetica reactiilor chimice in
general.

Studiul cineticii enzimatice, ca si 1n cinetica chimica, se bazeaza pe
masurarea vitezei de reactie in conditii standard (care se asigura in asa fel
incat sa fie cat mai apropiate posibil de conditiile existente in vivo) si in
diferite conditii particulare create intr-un anumit scop. Prin studiul cineticii
enzimatice este explicat modul in care enzimele actioneaza, permitand
determinarea vitezei maxime de reactie a unei enzime si a afinitatii sale
pentru substrat.

Viteza de reactie reprezinta variagia in timp a concentratiei substratului
sau produsului sau a oricarei alte marimi fizice proportionale cu concentratia.
Ecuatia cineticd pentru o reactie enzimatica E+S — P+E, este o expresie
matematica folosita in cinetica enzimatica, pentru a lega viteza de reactie de
concentratiea fiecdrui reactant. Michaelis si Menten au dezvoltat modelul
cinetic al vitezei de formare a produsului in functie de concentratia
susbtratului si a enzimei. Acesti autori considera ca reactia dintre enzima si
substrat se desfisoard in doud etape: in prima etapa are loc interactiunea
substratului cu enzima la nivelul centrului activ al acesteia, ca urmare a
complementaritdtii stereochimice, iar viteza de reactie este dependentd direct
de cantitatea de substrat, in timp ce in a doua etapa are loc formarea
produsului si eliberarea enzimei, care este capabila sa reia ciclul descris de
sistemul de reactie, viteza depinzand de concentratia complexului enzima —
substrat.

Viteza de formare a produsului in procesul enzimatic este:

V-G
= ey + Co
unde: v, — viteza de formare a produsului

V — Viteza maxima a reactiei enzimatice care se atinge cand intreaga
cantitate de enzima a reactionat cu substratul.

Cs — concentratia substratului

Km — constanta Michaelis — Menten, reprezintd acea valoare a
concentratiei substratului cand procesul decurge cu 2 din viteza maxima si
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reprezintd o masurd a afinitafii enzimei pentru substrat (cu cat valoarea lui
Kwm este mai mica, cu atat este mai mare afinitatea enzimei pentru substrat).
Aceasta relatie este denumitd ecuatia Michaelis — Menten si descrie
viteza de formare a produsului intr-un proces enzimatic, reprezentand
modelul ideal pentru viteza proceselor enzimatice in regim stationar, lipsit de
procese secundare de inhibitie. Ecuatia Michaelis - Menten a fost stabilita in
ipoteza cd, in regim stationar, concentratia totald a enzimei este micd in
raport cu cea a substratului. Cresterea concentratiei enzimei din mediul de
reactie peste o anumitd limitd atrage dupa sine anularea ipotezei, iar de aceea
viteza reactiei enzimatice nu va mai fi direct proportionald cu concentratia
enzimei. Cinetica M-M poate fi reprezentata in urmatorul grafic (Fig. 2):
V, -

L)
Km Cs

Fig. 2. Reprezentarea grafica a ecuatiei Michaelis-Menten

Insa utilizarea acestei reprezentari grafice pentru determinarea vitezei
maxime este dificila, din acest motiv se utilizeaza o metoda de liniarizare

(Fig. 3).

v = V-Cs 1 ky 1
P km+Cs T wp VvV C

Daca se reprezinta 1/v,=f(1/Cs) se obtine o dreapta a cdrei panta este
km/V.
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=
-
fg— T panta
] 2L
/*x =
1/Cs

Fig. 3. Liniarizarea Lineweaver-Burke

B-galactozidaza (p-D-galactozid galactohidrolaza, EC 3.2.1.23) din E.
coli catalizeaza fiziologic hidroliza lactozei in glucoza si galactoza. Cu toate
acestea, aceastd enzima are o specificitate de substrat suficient de larga
pentru hidrolizarea B-D-galactozidelor sintetice, cum ar fi o-nitrotrofenil -
D-galactozida (ONPG) la B-D-galactoza si o-nitrofenol (ONP), compus de
culoare galbena care poate fi determinat spectrofotometric la 400 nm.

HO
HO
q HO” Y OH HO
OH

NO,
ONPG Galactoza o-Nitrofenol

Galactoz:daz

Enzima transforma ONPG-ul in oNP si galactoza, la o viteza initial
liniard la inceputul reactiei. Mai tarziu in aceasta curba de progres, viteza
incetineste pe masura ce substratul este utilizat sau produsele se acumuleaza.
Lungimea perioadei initiale a vitezei depinde de conditiile de analiza si poate
varia de la milisecunde la ore. Panta dreptei Cp=f{(t) reprezintd viteza initiala
a procesului (Fig. 4):
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Produs format ——pm

Perioada incipienta a reactiei

Timp ——»

Scop:

Scopul lucrarii consta in determinarea vitezei reactiei enzimatice de
scindare a ONPG (substratul substituent al lactozei, care poate fi analizat
spectrofotometric) si stabilirea parametrilor ecuatiei cinetice (constanta
Michaelis-Menten si viteza maxima).

Modul de lucru

Reactivi:

Se pregatesc urmatoarele solutii:

- Tampon acetat de sodiu / acid acetic 20mM pH 4,5: 0.369 g acetat de
sodiu+0.33 g acid acetic in 100 ml apa distilata

- Solutie Na,CO3 1M (M 106): 10.6 g carbonat de sodiu + 50 ml apa

- Solutia initiala de ONP (ONP M = 139,11) 280 mg /L — aprox 10 ml

- Solutie ONPG (ONPG M = 301,3), solutie de 30 mM ONPG in
tampon acetat: 0.9 g ONPG + 100 ml solutie tampon acetat

Tehnica experimentala:

1. Realizarea curbei etalon:

Din solutia stoc ONP se pregatesc probe pentru un interval de
concentratii standard: 0-280mg/1. Se reprezintd grafic variatia absorbantei in
functie de concentratiec — curba etalon.
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Proba 1 2 3 4 5
Solutia initiala (pI) 0 500 1000 | 1500 | 2000
Tampon acetat (ul) 2000 | 1500 | 1000 | 500 0
Na,CO3 1M (ul) 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
Concentratie ONP (mg/]) 0 70 139 210 280
Absorbanta la 400 nm

2. Determinarea activitatii enzimei

Se pun in contact, la temperatura de 30°C, 100 ml de solutic ONPG in
tampon acetat cu 0.01 g enzima si se preleveaza cate 2 ml din 5 in 5 minute
din momentul punerii in contact a fazelor. Pentru determinarea concentratiei
ONP, peste 2 ml proba se adauga 1 ml Na,CO3 1M. Se citeste absorbanta la
400 nm si, folosind curba etalon, se determina concentratia produsului
(ONP).

Prelucrarea datelor experimentale.

Timp, min 0[{5(10|15|{20|25|30|35|40|45|50|55]...]180

Concentratia
ONP, Cp,
(mmol/l)

Concentratia
ONPG?*, Cs,
(mmol/l)

Viteza)
procesului,
Vp
mmoli/min

vy

1/Cs

* Concentratiile molare ONPG si ONP, tinand cont de faptul ca
volumul solutiei este aceelasi si reactia decurge mol la mol, pot fi
considerate egale la acelasi moment de timp.
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Se reprezinta grafic Cs = f (tp). Folosind curba obtinuta, se determina
viteza procesului — (panta tangentei la curba in fiecare punct — metoda
oglinzii), apoi se reprezintd 1/v = f (1/Cs) si se determind V si K.

Utilizati link-ul: https://www.uniprot.org/uniprot/P00722 pentru a verifica
rezultatele.
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UTILIZAREA PREPARATELOR ENZIMATICE IN OBTINEREA
BRANZETURILOR

Branza - este produsul proaspat sau maturat obtinut prin scurgerca
zerului, dupa coagularea laptelui, a smantanii, a laptelui smantanit, a zarei
sau a amestecului unora sau a tuturor acestor produse.

Valoarea alimentara — branza are valoare nutritiva ridicata ( P, L, SM ):
100 g branza cu pasta tare asigura 38 % din necesarul zilnic de proteine

TEHNOLOGIA FABRICARII BRANZETURILOR

Sunt cunoscute pand in prezent peste 1000 de sortimente de
branzeturi.

Fazele principale in obtinerea branzeturilor:

1. controlul si tratarea laptelui — materie prima (curatire
mecanica, tratare termicd, bactofugare (un procedeu care se bazeaza pe
diferenta de greutate specifica dintre microorganisme si lapte. Bactofugarea
laptelui se realizeaza cu ajutorul unui separator special de inalta precizie,
prevazut cu o toba cu orificii de 0,3 mm, prin care se elimina fractiunea
concentrata de microorganisme. Aceasta poarta denumirea de bactofugat si
reprezinta 2-3% din cantitatea totala de lapte, fiind formata din
microorganisme, inclusiv spori, precum si din anumite fractiuni proteice din
lapte (in cazul laptelui degresat). Bactofugatul poate fi apoi sterilizat la 130-
140°C, timp de 3- 4 sec, iar dupa racire este combinat cu laptele bactofugat,
fara a fi afectate proprietatile tehnologice ale acestuia.), tratare chimica)

2. pregatirea laptelui pt 1Inchegare si 1inchegarea lui
(insamantarea cu culturi lactice — streptococi lactici, lactobacili, iar sortim.
cu mucegai : Penicillium roqueforti sau cammemberti 0,05 — 10 %)

- adaosul de CaCl, 10-30 % la 100 I. Lapte (prin tratament termice
sarurile de calciu trec din forma solubila in forma insolubild — cu influente
negative asupra inchegarii laptelui )

- adaugarea de decoloranti naturali (Balcol, Blego) — produse naturale
de origine vegetala care reduc culoarea galbend in scopul obtinerii unor
branzeturi cu pasta alba

- inchegarea laptelui cu enzime coagulante de origine animald (cheag,
pepsind) sau de nat microbiana (enzime fungice) — sub act acestora, cheagul
elimind usor zerul (prezinta o sincreza buna)
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3. prelucrarea coagulului in scopul eliminarii zerului — favorizat
de aciditatea coagului, de maruntirea lui si de temperatura ridicatd . La
inceput coagulul este moale, apoi se contractd concomitent cu eliminarea
zerului (sinerezd)

- stabilirea consistentei coagulului, modul de prelucrare a coagulului

4. obtinerea casului si prelucrarea lui

5. maturarea branzeturilor

6. depozitarea si ambalarea branzeturilor
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TEHNICA DE COAGULARE A LAPTELUI

Coagularea laptelui se realizeaza in doua moduri:
> Cu ajutorul enzimelor coagulante de origine animala — cheag, pepsina
— sau a unor enzime microbiene (fungice) obtinute din diverse specii
de mucegaiuri
> Cu ajutorul acizilor : acidul lactic, in special, rezultat prin
fermentarea lactozei de catre bacterii lactice, sau prin adaos de acizi
minerali.
Cheagul este o enzima naturala care se obtine din:
- stomac uscat de vitel si miel (nou-nascuti hraniti numai cu lapte), de
porc sau de pui (acest fapt implicand sacrificarea animalelor),
- biosinteza din tulpini de microorganisme care se dezvolta pe tarate de
grau si
- produse vegetale (smochin, ananas, papaya, pepene verde).

Cheagul are capacitatea de a coagula (a inchega) laptele. Proteaza
(enzima coagulanta) din cheag se numeste chimozina. Cheagurile microbiene
obtinute in laboratoare certificate a caror substanta activa este chimozina
sunt cheaguri care confera un grad de siguranta alimentara mai ridicat.

Rolul cheagului nu este numai tehnologic de realizare a coagularii
laptelui, ci si nutritional fiind o enzima proteolitica, realizand
descompunerea unui compus macromolecular (o0 proteina) in compusi mai
mici, usor digerabili de organismul uman. Avind in vedere regulile stricte de
igiena si siguranta alimentara astazi acest cheag care in mod natural este
lichid a fost prelucrat extragindu-se substanta asa zis activa care este
denumita pepsina rezultand un produs sub forma de pulbere care se foloseste
pe 0 scara mai restransa si in general la produsele traditionale gen telemea.

Solutiile de enzime coagulante se introduc in vasele cu laptele pregétit
pentru inchegare, turndndu-se in jet subtire pe toata suprafata. Laptele se
agitd lent si continuu; amestecarea se face atat circular, cat si de jos 1n sus, in
vederea repartizarii solutiei in toatd masa laptelui. Dupa adaugarea solutiei
de enzimi se mentine in miscare intreaga masi de lapte inca 1 — 2 min. Tn
timpul coagularii laptelui, cazanele sau vanele se acoperd cu capace
prevenind astfel racirea la suprafata.

Durata de inchegare depinde de sortimentul de branza, dar si de gradul
de maturare al laptelui. Tn cazul laptelui proaspit, este necesara o durati mai
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mare la coagulare, pentru a permite si dezvoltarea bacteriilor lactice care sa
asigure procesul de acidifiere. Daca laptele este maturat, durata de coagulare
este mai redusd. Urmarind procesul de coagulare, se observa urmatoarele
modificari in masa laptelui:

- la inceput se formeaza fulgi foarte fini - flocoane; aceasta faza de
floculare are loc chiar daca coagularea nu se face normal;

- a doua faza: aglomerarea flacoanelor intr-o masa din ce in ce mai
compactd formind un gel;

- are loc fenomenul de contractare a coagulului si eliminarea zerului
(sinereza), cand coagulul format isi micsoreaza volumul.

Momentul final al coagularii se poate aprecia practic astfel: cu o
presiune usoara a degetului se incearcd separarea coagulului de marginea
vanei. In cazul cand coagulul se desprinde usor de pereti (primul semn al
coagularii), se introduce degetul aratator in masa de coagul indoindu-1 si apoi
scotandu-1 afard. Daca coagulul se rupe in linie dreapta, pe deget nu adera
flocoane de coagul, iar zerul care se elimind la suprafata este limpede si de
culoare galben-verzuie, coagularea laptelui se considera terminata.

In functie de consistenta coagulului si de zerul eliminat, se pot face
aprecieri asupra modulului de comportare a coagulului in fazele urmatoare
de prelucrare si se iau masurile de ordin tehnologic corespunzatoare. Astfel,
daca la timpul prescris de coagulare, coagulul s-a desprins de marginile vanei
si a aparut zerul, inseamna ca procesul de coagulare este depasit si coagulul
trebuie prelucrat rapid cu un grad mai redus de deshidratare a bobului. Daca
insd, la sfarsitul duratei de inchegare, coagulul este mai moale si nu
expulzeaza zer, prelucrarea ulterioara a coagulului se conduce astfel ca in
final, bobul de coagul sd aibd consistenta doritd si deshidratarea sa fie in
limitele tehnologice prescrise.

PRELUCRAREA COAGULULUI

Dupa inchegarea laptelui, coagulul rezultat se prelucreaza in vederea
elimindrii unei cantitd{i mai mari sau mai mici de zer, asigurand in produsul
finit un anumit continut de apa, specific fiecarui sortiment de branza.

MATURAREA BRANZETURILOR
Maturarea este un proces complex, ca rezultat al actiunii atat a
enzimelor existente In lapte si cheag, cat si a enzimelor secretate de
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microorganismele ce se dezvoltd spontan in lapte sau sunt Insdmantate prin
folosirea de culturi pure si maiele.

Tn procesul de maturare pasta de branzi la inceput alba-portelanoasa,
sfaramicioasa si cu gust insipid, devine alba-galbuie, elastica, onctuoasa, cu
gust si aroma specifice fiecarui sortiment. Modificarile care au loc in timpul
maturdrii se desfasoara intr-0 anumitd ordine si se fac pe seama principalelor
componente din lapte: lactoza, substante proteice si grasimi.

Sub raport tehnologic, in procesul de maturare se deosebesc trei faze:

0 Prematurarea (fermentarea preliminard) caracterizatd printr-0
acidifiere a pastei de branza, sub actiunea in special a streptococilor lactici.
In aceasta faza incepe si o slabd descompunere a cazeinei cu formare de
peptone. La branzeturile semitari incepe si actiunea de formare a gaurilor
specifice;

0 Maturarea propriu-zisa (fermentarea principald) determinata
in principal de lactobacili, care actioneaza In mai mica masura ca acidifianti.
In aceastd faza are loc o intensd actiune proteolitica iar substantele proteice
sunt descompuse in polipeptide si aminoacizi, ajungandu-se uneori chiar
pand la formare de amoniac. Incepe de asemenea, producerea substantelor de
aromd. La branzeturile cu pasta tare se formeaza ,,ochiurile” care determina
desenul caracteristic.

0 Maturarea finald (fermentarea finald), in care se continua
actiunea microflorei lactice, dar intervin si celelalte microorganisme
specifice. In aceastd fazi se definitiveaza in principal gustul si aroma
produsului.

Principalele transformari care au loc in timpul maturarii branzeturilor
sunt

Descompunerea lactozei printr-o fermentatie lactica transformandu-se
n acid lactic.

Rolul acidului lactic format la 1inceputul maturarii este foarte
important:

O acidul lactic regleaza dezvoltarea microorganismelor prezente
in branzd: inhibd microflora de putrefactie si producatoare de gaze,
favorizand dezvoltarea microorganismelor consumatoare de acizi;

O acidul lactic influenteaza structura si consistenta pastei:
rezulta o pastd find, moale, de culoare gélbuie, corespunzator cu sortimentul
de branza;
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0 acidul lactic este un component de aroma, direct sau prin
substantele care pot lua nastere din transformarea lactatilor.

Descompunerea grasimii - lipoliza conduce la formarea de glicerind si
aparitia de acizi grasi liberi, care ulterior pot suferi diferite transformari
rezultand produsi cetonici.

Hidroliza grasimii poate avea loc sub actiunea lipazelor prezente in
lapte si faptul ca aceste enzime sunt distruse prin pasteurizare explica de ce
din lapte pasteurizat nu se pot obtine branzeturi cu aroma intensa, ca in cazul
folosirii laptelui nepasteurizat. Descompunerea grasimilor nu este un proces
caracteristic pentru toate branzeturile, la majoritatea avand loc intr-o masura
neinsemnatd. Procesul este insd caracteristic branzeturilor fermentate cu
mucegai (interior sau exterior), unde enzimele secretate de culturile folosite
determind o descompunere inaintatd. Lipoliza nu produce modificari
importante in structura pastei, dar are rol insemnat in formarea gustului si
aromel.

Mod de lucru

1. Laptele crud, proaspat, (500 ml) se pune intr-un recipient de inox si
se incalzeste lent pana in jur de 80 de grade Celsius, apoi se lasa sa se
raceasca pana la o temperatura intre 31 si 36 de grade Celsius.

2. Se adauga cultura de bacterii lactice (se pot pune si 8 ml linguri de
acid acetic 6%, important este sa se creeze un mediu acid in care cheagul sa
poata actiona si 10 ml solutie CaCl, 4%) . Se amesteca bine si se lasa sa
actioneze timp de 5-10 minute, mentinand temperatura laptelui intre 31-36
grade Celsius.

3. Se dilueaza cheagul 6% in 20 de ml. de apa apa plata si se adauga
peste lapte, amestecand 1 minut.

4. Se mentine temperatura laptelui in jur de 31-36 de grade Celsius
timp de 45 de minute — 1 ora, pana cand taind cu un cutit lung prin lapte,
pana la fundul vasului, se obtine o taietura curata, ferma (se pot face cateva
probe, daca laptele nu e destul de inchegat se mai lasa cheagul sa actioneze).
In acest moment, laptele coagulat obtinut se taie in fasii de 2-3 cm. latime,
apoi in altele perpendiculare pe primele, obtinand o retea de patrate la
suprafata.

5. Se aseaza 0 panza pentru strecurat branza intr-un vas, asezat
deasupra unui vas colector. Pentru a grabi putin scurgerea zerului, se poate
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amesteca cu o lingura in laptele coagulat. Apoi se asteapta scurgerea zerului
si se preseaza branza in diverse forme.
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DETERMINAREA PUTERII DE COAGULARE A ENZIMELOR
COAGULANTE. FACTORI CARE INFLUENTEAZA PROCESUL DE
COAGULARE A LAPTELUI

Pentru coagularea laptelui se folosesc diferite preparate ce contin
enzime coagulante de origine animala (cheagul si pepsina) sau enzime de
natura microbiana (enzime fungice).

Una dintre proprietatile importante ale enzimelor coagulante este
capacitatea de coagulare a acestora cuantificata prin asa numita puterea de
coagulare.

Puterea de coagulare se exprima prin cantitatea de lapte, luata in
volume, ce poate fi coagulata de o cantitate de enzima in solutie, masurata in
volume, la temperatura de 35°C, in timp de 40 minute (2400 secunde).

Puterea de coagulare se calculeaza cu formula:

p_ 2400-V
T E

n care:

P este puterea de coagulare; E — volumul de enzima (in solutie), in litri;
V —volumul de lapte coagulat, in litri; T — timpul de coagulare, n secunde.

Timpul de coagulare reprezinta perioada necesara din momentul
introducerii enzimei coagulante in lapte pana la aparitia primelor flocoane de
coagul. Actiunea enzimei coagulante asupra laptelui depinde de o serie de
factori:

e temperatura laptelui, cantitatea de saruri de calciu din
lapte, aciditatea laptelui,
e cantitatea de enzima coagulanta, continutul de
substanta uscata a laptelui, tratamentul
e termic aplicat laptelui.
Lucrarea urmareste studiul influentei temperaturii, a adaosului de
saruri de calciu si a cantitatii de enzima coagulanta adaugata.
Materiale si aparate
Lapte integral, lapte pasteurizat, enzima coagulanta, solutie CaCl, 1%
Pahare Berzeluis, pipete, termometre
Modul de lucru
Se pun cate 50 ml lapte in pahare Berzeluis, se adauga enzima
coagulanta (5 ml solutie 4%) si se urmareste aparitia primelor flocoane
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determinandu-se astfel timpul de coagulare. Se lasa proba de lapte coagulat
pana la Tntarirea coagulului si se apreciaza aspectul acestuia: coagul tare,
ferm, coagul moale, coagul prafos. Determinarea se realizeaza la
temperaturile de 20, 30, 40, 50 si 60 °C, folosindu-se lapte integral, lapte
pasteurizat fara adaos de CaCl, si cu adaos de 1ml solutie 1% CaCl2. La
30°C se determina timpii de coagulare pentru diferite cantitati de enzima: 0,5
ml, 1 ml, 2ml, 5 ml, 8 ml, 10 ml. Rezultatele determinarilor se trec intr-un
tabel.Pe baza rezultatelor experimentale se va stabili doza optima de
coagulant.

Observatie

Doza de CaCl, recomandata in industrie este de 15-20 g /100 | lapte.

Actiunea enzimei coagulante asupra laptelui depinde de o serie de
factori:

Temperatura optima de actiune a cheagului este de 40...41°C; peste si
sub aceasta temperaturd, capacitatea de coagulare a cheagului scade. Astfel,
la 65°C, enzima in solutie este complet distrusa, iar la temperaturi sub 10°C
este putin activa si laptele nu mai coaguleaza.

In practica, temperatura de inchegare a laptelui variazi intre 27 si
36°C. Pentru fiecare sortiment de branza este indicata o anumita temperatura
de coagulare, in functie de care se stabileste si durata de inchegare pentru
obtinerea unui coagul cu caracteristicile dorite. Pentru obtinerea
branzeturilor moi, temperatura de coagulare si pastrare a laptelui este mai
joasa, asigurand o deshidratare redusa a coagulului, respectiv un conginut de
apa mai ridicat in produsul finit. La fabricarea branzeturilor tari, temperatura
de coagulare fiind mai inaltd, provoacd o deshidratare mai inaintata a
coagulului si rezulta branzeturi cu umiditate redusa. Pentru acelasi sortiment
de branza, inchegarea laptelui se poate face la temperatura mai ridicata, daca
laptele a fost insuficient maturat, are o aciditate mai redusa si un continut de
grasime ridicat.

Cresterea aciditatii laptelui peste limitele normale determind scaderea
temperaturii de inchegare cu 0,5 — 1,5°C pentru fiecare grad de aciditate n
plus, procedandu-se invers in cazul unei aciditati mai scazute. Cresterea
aciditatii mareste viteza de coagulare, deoarece in mediu acid efectul
cheagului este mai puternic si cantitatea de saruri de calciu solubile mai
mare. O crestere prea mare a aciditatii laptelui franeaza Insa activitatea
enzimei coagulante, rezultdnd un coagul cu caracteristici necorespunzatoare.
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Cantitatea de saruri de calciu din lapte. Cand sarurile de calciu se
gasesc in cantitati suficiente, coagularea se produce rapid, iar coagulul are
consistenta si structura corespunzatoare. Dacd aceste saruri se gasesc in
cantitati reduse, durata de coagulare se prelungeste.

Cantitatea de enzima coagulantd conditioneaza viteza de coagulare
care, intre anumite limite, este proportionald cu cantitatea de cheag adaugata.
Raportul dintre cantitatea de cheag si timpul de coagulare este un indice fix
si pe acesta se bazeaza determinarea puterii de coagulare a preparatului
enzimatic folosit.

Continutul de substantd uscata al laptelui influenfeaza, de asemenea,
necesarul de cheag. In cazul coagulirii unui lapte cu un continut mare de
substan{a uscata, respectiv de proteine si grasime, este necesar sa se adauge o
cantitate mai mare de cheag fata de cea folositd 1n mod obisnuit, pentru a
obtine coagularea in timpul dorit si o consistentd normald coagulului
Tratamentul termic aplicat laptelui are ca urmare o prelungire a duratei de
inchegare. Aceasta se datoreaza, in principal, precipitarii sarurilor de calciu,
dar si pierderilor de bioxid de carbon care duc la o scadere a aciditagii.

COAGULARE/
SE FACE

PRIN ADAUGAREA
IN LAPTE A
ENZIMELOR:

CHEAG

FUNGIC PEPSINA
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PREGATIREA
LAPTELVI
PENTRU
COAGULARE
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PRODUSE LACTATE ACIDE DIETETICE

Produsele lactate acide dietetice sunt acele produse lactate care se obtin
prin fermentarea lactozei din lapte cu ajutorul culturilor starter de bacterii
lactice.

n realizarea unor produse lactate acide dietetice de calitate se impun
urmatoarele:

- folosirea unor materii prime (lapte de vaca, de oaie, de bivolitd) de
inalta calitate sub aspectul compozitiei, caracteristicilor senzoriale si al
gradului de contaminare;

- respectarea tehnologiei de obtinere atat a culturilor starter de
productie cat si a produselor lactate acide dietetice.

Produsele lactate acide dietetice cuprind diferite sortimente de iaurt,
lapte batut, lapte acidofil si chefirul. La obtinerea produselor lactate acide
dietetice de o egala importantd este atat prepararea culturilor starter de
productie, cat si fabricarea propriu-zisa a produselor.

1.2 PREPARAREA CULTURILOR STARTER DE PRODUCTIE

Prepararea culturilor starter de productie (impropriu denumite maiele)
implica transplantari repetate pe lapte, incepand cu o culturd purd stoc
(inocul) care este preparatd de un laborator specializat si care este livrata
fabricilor sub forma lichida sau uscata.

Culturile pure stoc (inocul) lichide. Aceste culturi sunt mai active, dar
mai greu de transportat si pot fi pastrate la temperaturi joase (1...2°C),
maximum 10 zile. Se livreaza in flacoane de 100 ml, inchise cu dop de
cauciuc sau din material plastic, ambalate Tn cutii de carton. Se prezinta sub
forma unui lichid, putin consistent, alb-gilbui, pani la slab cafeniu. Tn
sezonul cald, pentru a se evita suprafermentarea, se adaugda carbonat de
calciu ca neutralizant, care in combinatie cu acidul lactic pune in libertate
CO0,. Acesta creeaza in interiorul flacoanelor o usoara presiune, imprimand
culturii pure (inocul) un aspect spumos.

Culturile starter uscate (liofilizate). Se livreaza in flacoane ermetic in-
chise, sub vid, sau in atmosferd de CO0,, respectiv de azot si care pot fi
pastrate la 4..5°C, timp de 12 luni. Tn general, cultura liofilizata se
reactiveaza pentru a-i creste vitalitatea. Reactivarea consta in introducerea
continutului fiolei in 200 ml lapte pasteurizat si racit si termostatare la
temperatura indicata.
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Culturile pure stoc (inocul) pot fi culturi singulare (formate din una sau
mai multe tulpini ale aceleiasi specii) si mixte (formate din specii diferite).

Din cultura purad selectionatd (inocul) lichida sau din cea liofilizata,
dupa reactivare, prin pasaje succesive, pot fi obtinute:

- cultura primara (maiaua primara sau maiaua-mama);

- cultura secundara (maiaua secundara);

- cultura tertiara (maiaua tertiard), care poate fi utilizata drept cultura
starter de productie (maiaua de productie).

Cultura primara. Se obtine prin inocularea laptelui pasteurizat si racit
Cu cultura purda (inocul) primita de la laboratorul de specialitate. Felul
culturii, proportia de inoculare, temperatura i durata de termostatare difera
in functie de felul produsului pentru fabricarea caruia se foloseste cultura
respectiva. Imediat dupa termostatare, cultura se raceste rapid si se
depoziteaza la 1...2° C pana a doua zi.

Cultura secundara. Se obtine din cultura primara (a doua zi), dar avand
in vedere ca aceasta cultura secundara reprezinta a doua transplantare
(pasaj), ea se constituie ca un stadiu mai avansat de reactivare a culturii pure
(inocul) si, de aceea, din cultura primara se inoculeaza in laptele destinat
culturii secundare o cantitate de cultura mai mica, iar durata de termostatare
este mai redusa. Aceasta cultura se pastreaza la 1...2° C, timp de 1...2 ore.

Cultura tertiara sau de productie. Se prepara din cultura secundara (a
treia zi), dupd aceeasi tehnica ca si in cazul culturii primare, insd din punct
de vedere cantitativ aceasta cultura trebuie sa satisfaca necesarul productiei,
iar din punct de vedere calitativ trebuie sa prezinte caracteristicile produsului
respectiv de buna calitate (aspect, consistenta, gust, miros s.a.).

Cultura starter tertiara sau de productie se inoculeaza zilnic si tot zilnic
se controleaza chimic, senzorial si microbiologic. La folosirea culturii Starter
de productie trebuie sa se aiba in vedere urmatoarele:

- cultura sa fie purd (s& nu contind decat microorganismele
specifice);

- cultura sa fie activa (sa producd fermentatia specifica in timp
normal §i sa asigure o anumita aciditate);

- cultura sa-si mentind in timp Insusirile initiale;

- cultura sa fie mentinuta 5-6 ore, inainte de folosire, la 1 ...2°C,
pentru a se favoriza acumularea substantelor aromatizante;

- cultura starter de productie sa nu fie mai veche de 48 de ore.
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Fermentatia lactica

Definitie: prin fermentatie lactica se intelege procesul biologic din care
rezulta ca produs principal acidul lactic.

Fermentatia lactica este foarte frecvent intalnita in numeroase produse
si domenii agro-alimentare cu destinatie umana si zootehnica, fiind produsa
in cele mai multe cazuri de bacterii, dar si de drojdii si mucegaiuri.

1. 1. Agenti ai fermentatiei lactice

Bacterii lactice sau fermenti lactici adevarati — fac parte din doua
familii diferite: familia Lactobacillaceae (specii dein genul Lactobacillus) i
din familia Streptococcaceae (specii din genurile Streptococcus §i
Leuconostoc).

In functie de produsii rezultati in urma fermentarii lactozei, bacteriile
lactice se Tmpart in homofermentative si heterofermentative.

a. Bacterii lactice homofermentative — produc in urma actiunii lor
asupra lactozei 90 — 95% acid lactic si cantitati foarte mici de dioxid de
carbon si acid acetic. In functie de temperatura optima de multiplicare se
impart 1n termofile si mezofile.

Cele termofile sunt reprezentate de specii din genurile Lactobacillus si
Streptococcus care:

~ au o temperatura optima de inmultire intre 37 — 45 °C,

~ acidifica puternic laptele, producand cca. 2,7% acid lactic, cand
actioneaza asupra laptelui;

~ au activitate cazeolitica pronuntata.

Principalele specii de bacterii din aceasta subgrupa, care au importanta
pe tehnologia laptelui si a produselor lactate sunt: L.lactis, L.bulgaricus,
L.helveti, L.acidophilus si S.termophilus.

Bacteriile homofermentative mezoflle sunt reprezentate de specii din
genurile Lactobacillus si Streptococcus care:

~ au temperatura optima de inmultire de 20-30°C si nu se dezvolta la
temperaturi mai mari de 40°C;

~ acidifica lent laptele formand cca. 1% acid lactic prin fermentarea
lactozei;

~ au o0 oarecare activitate cazeolitica.

Principalele specii din aceasta subgrupa care au importanta pentru
tehnologia laptelui si produselor lactate sunt: L. casei. L. plantarum, S.lactis,
S.lactis subsp. diacetylactis, S.cremoris.
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b. Bacteriile lactice heterofermentative produc in urma actiunii asupra
lactozei cca. 50% acid lactic, 20-25% dioxid de carbon, 20-25% alcooli
(etanol, manitol) si acid acetic.

Bacteriile din aceasta grupa au o importanta mai redusa pentru
tehnologia produselor lactate, avand utilizari mai limitate.

Ele fac parte din genurile Lactobacillus: Leuconostoc si
Bifidobacterium, sunt mezoflle, de regula usor acidifiante, nu actioneaza
asupra cazeinei sau aceasta actiune este nesemnificativa.

Principalele specii din aceasta grupa care au importanta pentru
tehnologia laptelui si produselor lactate sunt: Bifidobacterium bifidum, L.
desidiosus (caucasicus), L. brevis, Leuc. mesenteroides. Leuc. cremoris
(citrovorum).

Schema tehnologicd de obtinere a culturilor starter de productie
pentru iaurt, lapte batut si lapte acidofil este prezentata in fig. 1.

Conltrolul calitativ al laptelui
Pasteurizarea laptelui

Récirea laptelui la temperatura
de insdmantare

[ ! ]

IAURT LAPTE BATUT LAPTE ACIDOFIL

+
Insdmantare la 45 °C
.cu culturd de laborator
2— 3%

insamantare la 45°C insamantare la 26...28 °C
cu culturd purd de laborator cu culturd de laborator
Cultura 2% 2%
primara
Termostatare |a 40...42°C
pana la coagulare
3—-4 ore

Termostatare la 37..40°C
pana la coagulare
8 ore

Termostatare la 26...28 °C
pana la coagulare

Racire si pastrare la
1...2°C/24 ore

Racire §i pastrare la
1...2°Ci24 ore

Réacire si pastrare la
10...14 °C/24 ore

insémén@re la 45°C Ins&mantare la 26..28°C  Insamantare la 45 °C
cu culturd primara 1- 1,5% cu culturd primard 2—5% cu culturd primard 1%
Cultura 1
secun- | Termostatare la 40...45°C/3 h Termostatare la . Termostatare la
dara ‘ 24..26°C/10—-12h 37..40°C/12-16 h
Réacire i pastrare

{
- la 1..2°C/24 h

insamantare la 45 °C
cu culturd secundard 1%

Cultura
terfiara

(de pro- Termostatare la
duclie) 40..42°C/2—-25h

Racire si pastrare la
1. 2°C/24 h
|

-
Control

Racire i pastraic s

1..2°C/l24 h
insamantare la 26..28 °C
cu culturd secundard 2-5%

Termostatare la
24..26°C/10—-12h

Racire si pastrare la
1..2°C/24 h

Control

Rdcire si pastrare la
10...14°C/24 h

insamaniare 1a 45 °C

cu cullura secundara 1%

Termostatare la
37..40°CM2-16h

Rdécire gi pastrare la
10..14°C/24 h

Control

Fig. 1 Schema tehnologica de obtinere a culturii starter de productie
pentru iaurt, lapte baut si acidofil.
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Tn legiturd cu obtinerea culturilor starter de productie se fac
urmatoarele precizari:

- in unele cazuri, impuse de productie sau de calitatea necorespun-
zatoare a culturii, este necesar sa se mareasca necesarul de pasaje (culturi)
intermediare, in aceleasi condifii ca la cultura secundara, in vederea
corectarii unor defecte. Acest lucru se impune, n principal, la cultura pentru
laurt, in vederea refacerii raporturilor simbiotice dintre microorganisme;

- daca cultura primard prezintd caracteristici foarte bune, ea poate fi
folosita direct la prepararea culturii starter de productie (cazul folosirii
culturilor pure-stoc lichide).

Tabelul 1
Compozitia culturilor starter pentru unele produse lactate acide
dietetice

Produsul Cultura de microorganisme
laurt Sterptococcus thermophilus
Lactobacillus bulcaricus
Lapte acidofil Lactobacillus acidophilus
Lapte baut si sana Streptococcus cremoris

Streptococcus diacetilactis
Streptococcus lactis

Chefir

- Varianta | Steptococcus lactis
Lactobacilus brevis
Leuconostoc
Torula Kefiri

- Varianta 1l Steptococcus lactis

Betabacterium caucasium
Bacterium caucasium
Torula Kefiri

1.2 Controlul calitatii culturilor intermediare sl al culturilor starter de
productie

Calitatea acestor culturi se stabileste avand in vedere urmatoarele
criterii de control:
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- criteriul caracteristicilor senzoriale, care se face dupa coagulare si
pastrare la rece, avand in vedere urmatoarele:

> coagulul sa fie compact, cu slaba eliminare de zer,
neadmitandu-se coagulul neomogen, cu separare mare de zer,
prezenta de flocoane de cazeind, crapaturi, numeroase bule de gaze
s.a.;

> consistenta trebuie sa fie cremoasa;

> gustul si mirosul sa fie bine evidentiate si sa
caracterizeze cultura respectiva;

- criteriul microbiologic, care implica stabilirea proportiei dintre
microorganismele componente, prezenta drojdiilor, mucegaiurilor sau a
bacteriilor de contaminare;

- criteriul chimic, care implica efectuarea urmatoarelor determinari:
aciditate volatila, substante de aroma (diacetil, acetoind).

1.3 CONDITII PE CARE TREBUIE SA LE INDEPLINEASCA
LAPTELE DESTINAT FABRICARII PRODUSELOR LACTATE ACIDE
DIETETICE

Calitatea laptelui folosit la prepararea produselor lactate acide dietetice
determina, in mare masurd, calitatea produselor finite. Rezultd ca trebuie
receptionat numai laptele de prima prospetime, deci cu un grad de
contaminare cat mai redus si cu compozitie normala (se exclude laptele care
contine si colostru, laptele falsificat, laptele provenit de la animale tratate cu
antibiotice, laptele mamitic s.a.).

in cazul laptelui de vaca, acesta trebuie sd corespunda urmatoarelor
cerinte:

- densitatea, minimum, 1,029;

- aciditatea, maximum, 17 - 19° T, pH-ul, 6,4...6,6;

- titrul proteic, minimum, 3,2;

- proba reductazei (durata de decolorare a albastrului de metilen),
minimum, 3 ore.

1.4 IAURTUL

[aurtul este un produs lactat acid dietetic care se fabrica in numeroase
tari, In principal din lapte de vaca, cultura starter de productie avand in
compozitie doua bacterii lactice: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
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si Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, intre care se crecaza relatii
simbiotice, ceea ce conduce la accelerarea procesului de fermentatie si de
formare a substantelor de aroma specifice produsului.

Schema tehnologica de fabricare a iaurtului din lapte de vaca este pre-
zentata 1n fig. 2. Operatiile principale sunt descrise 1n continuare.

Normalizarea. Pentru iaurtul obisnuit, laptele se normalizeaza la 2,8%
grasime; pentru iaurtul slab se foloseste laptele degresat; pentru iaurtul extra,
laptele se normalizeaza la un confinut de grasime care sa asigure in produsul
finit 4% grasime.

Omogenizarea laptelui. Este foarte importanta din urmatoarele motive:

- se mareste numarul de globule de grasime cu diametrul < 2,0 gm
(se formeaza noi globule cu noi membrane la care participd o cantitate mai
mare de cazeina), ceea ce favorizeaza digestia in tractusul intestinal;

- se fragmenteaza micelele de cazeina, obtinandu-se un coagul mai
fin, mai stabil, cu o eliminare mai redusa a zerului;

- se Tmpiedicd separarea grasimii la suprafata produsului finit.
Omogenizarea va conduce la obtinerea unui coagul (gel) care va avea
globulele mici de grasime, fin dispersate in matricea proteica, eliminandu-se
in acest fel efectul de ,,vacuolizare" in matricea proteica, efect care poate
avea loc daca laptele nu este omogenizat si globulele de grasime au
dimensiuni mari;

- se imbunatateste gustul produsului si conservabilitatea acestuia,
deoarece o parte din fosfolipidele membranei globulelor de grasime initiale
trec in plasma si contribuie mai bine la gust, la emulsionarea globulelor de
grasime nou formate si la conservabilitatea produsului;

- produsul finit produce o senzatie de satietate la un consum mai
mare (300 - 400 g).
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Receptie calitativa
gl cantitativi a laptelui
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Curitire
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20-20 min
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Ricire la 45...48 °C
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3
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de desfacere

1...2°Cl24h
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Termostatare la 43...45°C/2,5-3 h

Prericire la 18...20°C

- Rac{re la 2..8°C

Depozitére la 2 8°C

Livrare

Fig. 2 Schema tehnologica de obtinere a iaurtului.

Pasteurizarea laptelui. Pasteurizarea la temperaturi ridicate ( > 85°C),
cu mentinerea laptelui la aceastd temperatura timp de 20 - 30 min, are drept

scop:

- imbunatatirea calitatii igienice a laptelui prin distrugerea sigurd a

microorganismelor - forme vegetative;

- imbunatatirea mediului pentru dezvoltarea bacteriilor lactice
(laptele) prin distrugerea sistemului lactoperoxidazic (inactivarea lactat-
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peroxidazei), eliminarea oxigenului si formarea unor compusi cu actiune
reducatoare (eliberarea de grupari -SH);

- 1mbunatatirea consistenfei iaurtului, deoarece prin Incdizirea
laptelui la temperatura > 85°C si prin mentinerea acestuia la 85...95°C are
loc o denaturare a proteinelor serice si asocierea lor cu k-cazeina micelelor
de cazeind, ceea ce favorizeaza obtinerea unui coagul mai fin, care retine mai
bine zerul (hidratarea proteinelor este mai buna).

Consistenta coagulului se Tmbunatateste si prin cresterea gradului de
hidratare a cazeinei prin trecerea partiala a fosfatilor coloidali in saruri
insolubile. Pasteurizarea si mentinerea in vane se face sub agitare continua.

Concentrarea laptelui. Este practicatd numai in cazul fabricarii
iaurtului extra. Concentrarea se face pana la 15% substantd uscatd (in
produsul finit). La concentrare, volumul initial al laptelui se reduce cu 10-
20%. Prin concentrarea laptelui se asigura stabilizarea structurii proteinelor,
marirea confinutului de grasime raportat la substanta uscata, ceea ce asigura
un produs finit cu o consistentd mai ferma, dar mai cremoasa, fara separare
de zer.

in unele cazuri cresterea continutului de substanta uscata se face prin
adaos de cazeinat/coprecipitat, lapte praf degresat sau lapte concentrat.

Racirea laptelui. Racirea laptelui se practica imediat dupa pasteurizare
sau concentrare, urmarindu-se ca temperatura laptelui sa fie cu pufin
deasupra temperaturii de dezvoltare a culturii starter adaugate. Racirea se
face in aceeasi vana in care s-a facut pasteurizarea sau menginerea laptelui si
dureaza 15-30 min pana se atinge temperatura de 45...48°C.

Insamdntarea (inocularea) laptelui. Se face cu cultura starter de pro-
ductie mentionatd anterior. In acest scop, cultura se omogenizeaza, se
dilueaza cu lapte in raport 1:0,5 si se introduce in laptele destinat productiei
de iaurt, care trebuie sa fie agitat puternic, in vederea repartizarii cat mai
uniforme a culturii; In caz contrar particulele de cultura starter vor constitui
centri de fermentatie puternica determinand aparitia in coagul a golurilor de
fermentare (spatii umplute cu zer). Se adaugad 0,5-2% cultura starter de
productie (cu un exces de 0,1 - 0,2% fata de necesarul stabilit teoretic).

Repartizarea in recipientele de desfacere. Ambalajele folosite (sticla,
plastic, carton parafinat) trebuie sd fie bine igienizate. Repartizarea in
ambalajele de desfacere se face in instalatii automate. Tn tot timpul turnarii,
jaurtul din vana din care se preia trebuie sa fie sub agitare.
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Termostatarea produselor ambalate si introduse in navete se face in
camera termostat, la temperatura de 42...45°C, pentru o durata de 2,5-3 ore.
Respectarea stricta a temperaturii de termostatare este obligatorie deoarece:

- o temperaturd mai mare favorizeaza dezvoltarea lactobacililor,
consecinta fiind obtinerea unui iaurt cu aciditate ridicata, gust acru si aroma
slaba;

- 0 temperaturd mai scazutd favorizeazd dezvoltarea streptococilor,
obti-nandu-se un iaurt cu aroma buna, dar cu aciditate redusa si, deci, fara
gust specific.

Momentul final al intreruperii fermentarii se poate stabili: senzorial,
prin aprecierea coagulului. care nu trebuie sa aiba zer eliminat, iar la
inclinarea recipientului coagulul nu trebuie sia se desprindd de peretii
ambalajului si sa nu elimine zer; chimic, prin determinarea aciditatii titrabile
care la iaurtul de vaca trebuie sa fie 80 - 90°T. Mai precis, punctul final al
termostatarii poate fi determinat potentiometric prin masurarea pH-ului (pH
final = 4,65 - 4,7).

Racirea §i depozitarea produsului. Racirea se realizeaza in doua etape:

- preracire la temperatura de aprox. 20°C, in timp de 2,5-3 ore, cu
scopul de a se realiza intarirea coagulului si prevenirea separarii zerului (se
realizeaza mai bine stabilitatea gelului proteic);

- rdcirea propriu-zisa la temperatura de 2...8°C, caz in care coagulul
devine mai compact, gustul si mirosul sunt mai bine evidentiate. Racirea
propriu-zisa are loc 10-12 ore.

Depozitarea iaurtului la producator trebuie sa se faca la temperatura de
2...4°C si pe o durata cat mai mica, pentru a evita aparifia unor defecte.

Operatiile de termostatare, prerdcire, racire si transport trebuie sa se
facd fara manipulari brutale care ar putea produce spargerea coagulului si
eliminarea zerului.

Caracteristicile produsului finit. Produsul finit trebuie sid corespunda
unor caracteristici senzoriale, chimice si microbiologice. Caracteristicile
senzoriale:

- aspect §i consistenta: coagul compact, omogen, fara bule de gaze si
fara zer eliminat, cu aspect de portelan la rupere (se admite maximum 2% zer
eliminat la iaurtul foarte gras si maximum 5 % la cel gras si slab);

- culoare: alba, cu nuanta galbuie, mai ales cand iaurtul este fabricat
din lapte de vaca;
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- gust si miros: placut, acrisor, aromat.
Caracteristicile fizico - chimice

Caracteristici fizico-chimice Extra Gras Slab
Grasime, % minimum 4 2,8 0,1
Substanta uscata, %, minimum 15 11,3 8,5
Aciditate, ° T 75-145 75-140 75-140
Zer expulzat, % maximum 2 5 5
(sinereza)

Sinereza, exprimata ca % zer liber, s-a obtinut prin cantarirea probei de
chefir inainte si dupa eliminarea zerului prin filtrare n conditii de vacuum.

Caracteristicile microbiologice:

- bacterii patogene - lipsa;

- bacterii coliforme - 5 pentru iaurtul in ambalaje de desfacere si 50
pentru iaurtul in bidoane.
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BRUNIFICAREA ENZIMATICA

Brunificarea enzimatica este una dintre cele mai importante reactii de
culoare care afecteaza fructele, legumele si alimentele marine, reactie
catalizata de polifenoloxidaze. Fenomenul de brunificare enzimatica se poate
observa la mere, banane, cartofi, pere, piersici, struguri albi, frunze de ceai,
boabe decafea, fasolea verde, ciuperci, creveti, homari. Conduce la
modificari de culoare care au loc in prezenta oxigenului si care se datoreaza
actiunii enzimelor polifenoloxidazice asupra substantelor fenolice si
pigmentilor antocianici, aceasta reprezentand o forma de alterare a fructelor.
Brunificarea enzimaticd este una dintre cele mai devastatoare reactii pentru
multe fructe si legume exotice, in particular pentru varietatile tropicale si
subtropicale. S-a estimat ca mai mult de 50% din pierderile inregistrate la
fructe se datoreaza brunificarii enzimatice (Whitaker and Lee, 1995).
Asemenea pierderi au condus la cresterea interesului pentru intelegerea si
controlulenzimelor fenoloxidaze din alimente.

Polifenoloxidaza - PFO

Catalizeaza oxidarea compusilor fenolici (mono si / sau difenolilor) in
prezenta de oxigen pentru a da chinone care polimerizeaza la melanine :

OH OH
OH
+0,+BH, —> +B+H,0
CH, CH,
p—Cresol 4-Methylcatechol
OH 0
OH 0
2 +Q,—»> +2H,0
Catechol o-Benzoquinone
Reamintiti-va:

1. Enzimele sunt proteine globulare
2. Activitatea enzimei este afectata de concentratia substratului,
temperatura, pH.
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3. Activitatea enzimei pot fi inhibata sau promovata de catre alte
substante.

Metode de control utilizate in brunificarea enzimatica la fructe si
legume

1. Eliminarea oxigenului

- cea mai simpla metoda de control a brunificarii enzimatice, prin
imersarea produselor in apa inainte de a fi gatite sau prin adaugarea la
suprafata lor de acizicare sa intarzie procesul de brunificare.

2. Aplicarea de tratamente termice

pentru  adenatura si inactiva enzima. Areca efect distrugerea
microorganismelor si reducerea continutului de zahar oferind produselor o
culoarestralucitoare.

3. Controlul pH-ului

pentru a preveni brunificarea enzimatica se face prin adaugare de acizi
(citric, malic, ascorbic, fosforic). Valorile scazute de pH (3) reduc
brunificarea. Un inhibitor eficient al polifenoloxidazei este acidul ascorbic.
Pentru majoritatea polifenoloxidazelor pH optim este cuprins intre 5-7.

4. Aplicarea de doixid de sulf si sulfiti -
inhibitori puternici ai enzimei .

5. Ultrafiltrarea,
utilizata in industria alimentara pentru eliminarea moleculelor mari de
polifenoloxidaze din vinul alb si din sucurile de fructe.

6. Tratamentul cu dioxid de carbon supercritic (SC-CO2)

are ca efect distrugereamicroorganismelor, fiind aplicat si pentru a
inactiva polifenoloxidaele din homari, creveti si cartofi, inactivare datorata
scaderii pH-ului prin producerea de acid carbonic din dioxid decarbon.

7. Deshidratarea:

pentru a fi activa, polifenoloxidaza are nevoie de multa apa. Astfel,
prindeshidratare se poate obtine doar inactivarea acestei enzime, nu si
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distrugerea ei. Metodele comune de deshidratare sunt: deshidratarea prin
congelare — apa este eliminata prin sublimare, sub vacuum. O alta metoda se
refera la scaderea activitatii apei prin adaugare desubstante chimice de legare
a apei, de exemplu: clorura de sodiu, sucroza, glicerol, etc

Scopul lucrarii:
Evidentierea principalilor factori care pot stopa activitatea
polifenoloxidazei. Extractia si determinarea polifenoloxidazei.

Materii prime
Mar, cartofi, banane - taiate in felii se pun in fiecare dintre
urmatoarele solutii. Brunificarea se observd la 5, 10, 20 s1 40 de minute.

Control (nici o solutie, liber la aer)
Apa

Acid acetic 0,1%

Acid citric 0,1%

Acid ascorbic 0,1%

In tabelul urmator se cuantifica brunificarea la momentele de timp
mentionate. Justificati rezultatele obtinute (0-deloc, 5-maxim).

Fructe/Legume 0 5 10 20 40

Partea a doua:
Obtinerea preparatului brut de polifenoloxidaza din struguri

Obtinerea sucului de prima presa (P1)

Strugurii se storc intr-un storcator casnic. Randamentul in suc este de
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aproximativ 53%, 34% reprezinta pulpa epuizatd si 13% pierderi. Sucul
obtinut se filtreaza prin vata si apoi se centrifugheaza la 3000 rot/min, timp
de 10 min, pentru indepartarea particulelor in suspensie. Dupa centrifugare,
se efectuaza o dilutie de 1:5 a sucului cu apa distilata, iar sucul diluat si
filtrat prin hartie de filtru se supune determinarilor propriu-zise.

Obtinerea sucului dupa a doua presare (P2)
100g pulpa de struguri epuizata, rezultata de la obtinerea sucului P1, se
amesteca cu 200 ml apa potabila, se omogenizeaza cu blenderul 2 min si se
centrifugheaza la 3200 rot/min, timp de 20 minute, la temperatura de 4°C.
Acest suc, numit P2, se diluaza 1:5 cu apa distilata si se filtraza prin hartie de
filtru.

Determinarea activitatii polifenoloxidazei

Determinarea activitatii PFO se efectuaza prin urmarirea coloratiei
dezvoltatd Tn urma actiunii enzimei asupra substratului, in decurs de 30 de
minute, la temperatura camerei, ca extinctie la 470 nm. Pentru a observa si
interferenta altor oxidaze, se efectuaza, in paralel, citirca extinctiei
amestecului de reactie la 410 nm.

Activitatea PPO poate fi determinata si utilizdnd o metoda

spectrofotometrica bazatd pe o viteza initiala de crestere a absorbantei la 410
nm (Soliva colab., 2001).

Solutie tampon fosfat pH =7 (0,1 M, 1,95 ml), 1 ml de 0,1 M catecol
ca substrat si 50 uL din extractul enzimei se pipeteaza intr-un tub de testare
si se omogenizeaza. Apoi amestecul este transferat rapid in cuva de
spectrofotometru si se citeste absorbanta la 410 nm inregistratd in mod
constant la 25 ° C timp de 5 min cu ajutorul spectrofotometru UV-vizibil.
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EVIDENTIEREA ENZIMELE PECTOLITICE

Din vremurile stravechi, enzimele naturale, produse de catre
microorganisme, au fost folosite la fabricarea branzeturilor, painii, vinului,
berii etc.

Actualmente, enzimele sunt utilizate intr-o gama larga in diferite
procese industriale. Pectinazele sunt utilizate Tn procesele de fabricare a
sucului de fructe, legume, cafelei, ceaiului, berii, in industria vinicola, la
tratarea apelor uzate, extragerea uleiului vegetal, albirea hartiei, ca adaos la
hrana animalelor §i pasarilor etc. Extractia sucurilor din fructe se realizeaza

prin presare sau difuzie. Randamentul sucului este mai mare la extractia prin
difuzie, decét la cea prin presare. Sucurile obtinute prin difuzie, insa, au o
aroma mai atenuata si un continut mai ridicat de pectine.

Tratarea enzimaticad cu pectinaze exogene In imbinare cu celulaze
asigurd majorarea eficacitatii preselor, reducerea considerabild a timpului
necesar extractiei si confera sucului aroma si proprietati senzoriale placute.
Enzimele pectinolitice sunt absolut necesare in extractia, clarificarea si
depectinizarea sucurilor de fructe. Clarificarea acestora decurge si sub
actiunea enzimelor pectinolitice din fructe, dar procesul de autoclarificare
este prea lent pentru a fi utilizat la scara industriald. In procesele industriale
sunt utilizate preparate concentrate de enzime pectinolitice produse de
microorganisme, preparate care realizeazd o degradare rapida a polimerilor
pectici.

Enzimele pectolitice sunt enzime care degradeaza zonele liniare si
zonele cu catene laterale (zonele ramificate).

Degradarea zonelor liniare este realizata de trei tipuri de enzime:
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- pectinesterase, care catalizeazd dezesterificarea gruparilor metilice
ale pectinelor cu formare de acizi pectinici si alcool metilic;

- poligalacturonase (endopoligalacturonase si exopoligalacturonase),
enzime ce hidrolizeaza legaturile intre douad resturi de acid galacturonic;

- liaze, care catalizeaza depolimerizarea unui substrat prin reactia de [3-
eliminare (in absenta apei).

Ruperea sau degradarea zonelor ramificate a pectinelor este realizata
de urmatoarele enzime: endo-poligalacturonase, pectin metilesteraze,
pectinase, arabinaze etc.

Tehnologia de obtinere a sucurilor de fructe si legume implica
utilizarea enzimelor. Prin adaosul de enzime pectolitice in pulpa, se
realizeaza: cresterea randamentul in suc la presare; se favorizeaza extractia
pigmentilor si aromelor, iar prin adaosul la suc — se favorizeaza limpezirea si
claritatea lui. Eficacitatea diferitelor preparate comerciale pectolitice poate fi
abordata in conformitate cu: timpul necesar de formare al flocoanelor; viteza
de filtrare a sucului, dupa aplicarea tratamentului enzimatic pentru o anumita
perioada de timp; transparenta sucului. Actiunea enzimelor pectolitice asupra
celor doud componente ale pulpei este diferitd. Actiunea asupra fazei lichide
(sucului) - se manifesta prin reducerea vascozitatii, prin solubilizarca
pectinelor din suc. Iar, actiunca asupra fazei solide - se manifestd prin
scaderea cantitafii de pectina insolubile, prin distrugerea structurii de gel, se
ajunge la cresterea permeabilitatii acestui strat, care elibereaza suc. Tot din
partea solida, nehidratabila, se elibereaza componentele de aroma si culoare.

Scop:

In lucrarea de laborator este vizat studiul enzimelor pectice prin
fermentare in medii solide. Bacillus pumillus. Drept unitate de activitate PL
(UE) a fost definitd cantitatea de enzimd care produce 1 mMol de
galacturonid/ min.

Materiale

Materiale

Pectina (ED% 9,4) din citrice, fenol, ditotreitol (DTT), acid
tiobarbituric (TBA).

O cantitate de 250 pl de solutie enzimatica diluata corespunzator Se
incubeaza in prezenta a 250 pl de substrat: pectind/0,05 M fosfat, pH: 8) pe
durata a 10 minute.
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Se adauga NaOH (1 N, 0,05 ml) la 0,5 ml de proba. Amestecul se agita
scurt. Solutia se incalzeste la 80°C intr-o baie de apa timp de 5 minute si
apoi se raceste. Dupa adaugarea a 0,6 ml de HCI (1 N) pentru acidularea
mediului, solutia se agita si se adauga 0,5 ml de solutie poasa de TBA 0,04
M. Flaconul va fi apoi incalzit la 80°C timp de 5 min intr-o baie de apa, apoi
Solutia se raceste intr-o baie cu gheatd-apa inainte de masurarea absorbanta
la 550 nm. Proba control se prepara prin adaugare de NaCl 1% in loc de
enzimd solutie In amestecul de reactie. O unitate de activitate enzimatica
(UE) a fost definita ca acea cantitate de enzima care produce 1 umol de
galacturonid nesaturat pe minut.

Modul de lucru:

1. Efectul temperaturii va fi investigat in intervalul de
temperaturi 0 - 90°C, inregistrand valorile activititii enzimatice
la fiecare 10 grade. Rezultatele obtinute sunt prezentate in
tabelul urmator:

Temp,°C |0 |10 [20 [30 |40 |50 |60 [70 [80 |90 |100

Activitate |0 |0 0 008 (0.2 |05 (12 |06 |015 |0 0
enzimatica,
UE

Realizati graficul si mentionati care este temperatura optima a acestei
enzime.

2. Influenta pH-ului asupra activitatii pectinliazei, se va studia n
limitele valorilor pH 4 — 11. Rezultatele obtinute sunt
prezentate in tabelul:

pH 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Activitate 0 0 0.2 |03 |0.27 |0.18 |0.05 [0.02 |O
enzimatica,

UE

Realizati graficul si mentionati care este pH-ul optim al acestei enzime.

3. Influenta efectorilor
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In mediul de reactie s-au adaugat urmatorii compusi si s-a determinat
activitatea enzimatica. Rezultatele sunt prezentate in tabelul urmator.

Control 100
CaCl, 10 mM 132.1
MgCl, 10 mM 119.2
Hg(N03)2 10 mM 0
MnCl, 10 mM 0
ZnS0Oq, 10 mM 87.9
CU(NOg)z 10 mM 11.1
FeSO, 10 mM 67.3

Mentionati care sunt activatorii si care sunt inhibitorii din reactie.

Parte experimentala:

Fructele (mar, portocala, morcov si banana) trebuie -curatate,
desdmantate si amestecate timp de 2-3 minute, pana cand se obtine o pulpa
omogena de fructe. Apoi se amesteca 20 g (5 linguri) de material cu 5 ml de
preparat enzimatic (obtinut prin dizolvarea a 2 comprimate/plicuri de
DIGEX sau ALINAN Digestie usoara in 20 ml de apa) timp de 30 de minute.
Pentru comparatie se va pregati si un control in care se va adauga doar 5 ml
de apa. Dupa aceea, sucul va fi filtrat pe un filtru de hartie si se va masura
volumul de suc obtinut si se va compara proba control cu cele in care s-a
adaugat enzima.

A

Coffee
filter

paper
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IMOBILIZAREA ENZIMELOR

Enzimele sunt catalizatori biologici care sunt sintetizati in celulele
organismelor vegetale si animale. Datoritd lor, se poate realiza un numar
mare de procese chimice metabolice in toate organismele vii. Astfel, arderea
glucozei cu obtinerea apei, a bioxidului de carbon si a energiei, se realizeaza
prin intermediul enzimelor in conditii specifice vietii celulare. In absenta
acestora, procesul necesita temperaturi de 180 — 200°C.

De asemenea, hidroliza proteinelor sub actiunea enzimelor specifice
din organism are loc In mediu slab acid si foarte rapid, pe cand, acelasi
proces pe cale chimica, se realizeaza la 37°C, timp de 3 luni si numai Intr-un
mediu puternic acid.

Substanta asupra cireia enzima actioneazi se numeste substrat. In cele
mai multe cazuri legatura dintre substrat si enzima se face prin intermediul
scentrelor active”. Activitatea enzimelor se determind prin masurarea
gradului de transformare a substratului, masurarea concentratiei produsului
de reactie etc.

Termenul ,,enzime imobilizate” se referd la enzime fizic limitate sau
localizate Tntr-o anumita regiune definita de spatiu cu retentie a acticvitatilor
lor catalitice si care pot fi utilizate in mod repetat si continuu. Pe langa
aplicarea n procesele industriale, tehnicile de imobilizare sunt baza pentru a
face o serie de produse biotehnologice cu aplicatii in diagnosticare,
bioafinitate in cromatografie si biosenzori. Initial au fost utilizate doar
enzimele imobilizate singure, dar in anii 1970 s-au dezvoltat mai multe
sisteme complexe, inclusiv reactii a doud enzime cu co-factor de regenerare
si celule vii. Componentele majore ale unui sistem enzimatic imobilizat sunt
enzima, matricea si modul de fixare. Enzimele pot fi fixate pe suportul de
interactiuni variind de la adsorbtiei reversibild fizic si legaturi ionice la
legaturi covalente stabile. Reactiile covalente angajate de obicei dau nastere
la legarea prin amida, eter, Sau legaturi amidice. Ca o consecinta a
imobilizarii enzimelor, unele proprietdti cum ar fi activitatea catalitica sau
stabilitatea termicd se modifica. Aceste efecte au fost demonstrate si
exploatate. Conceptul de stabilizare a fost o importantd forta de conducere
pentru imobilizarea enzimelor. Adevarata stabilizare la nivel molecular a fost
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demonstrata (ex. Proteinele imobilizate prin legarea covalenta in mai multe
puncte).

Utilizarea preparatelor enzimatice imobilizate la transformarea, prin
cataliza eterogend, a diferitelor substraturi, este o practicd curentd datoritad
avantajelor pe care le prezinta:

a) Permite utilizarea repetata a enzimei (cu aceeasi cantitate de
enzima se poate prelucra o cantitate mai mare de substrat);

b) Permite lucrul in instalatii semicontinui si continui, micsorand
volumul instalatiei, permitand automatizarea proceselor;

c) Enzima nu se regaseste in produs (se elimina faza de inactivare
termicd a enzimei);

d) Transformarea substratului se poate opri la momentul dorit
printr-o operatie mecanica,

e) Se pot trata in conditii economice solutii diluate de substrat
(ape reziduale, subproduse etc.);

f) Se pot deplasa in mod controlat spre anumite valori pH-ul
optim si temperatura optima de actiune a enzimei;

g) La utilizarea procedeelor continui scade timpul de contact intre
enzima, substrat, produse (fatd de procedeele discontinui);
scade in acest mod posibilitatea formarii de produse secundare
nedorite.

Cele mai eficiente metode de imobilizare a preparatelor enzimatice
sunt: includerea prin adsorbtie (pe geluri sau pe schimbatori de ioni),
includerea simpla (in geluri), insolubilizarea prin reticularea lantului proteic
sau cuplarea covalenta (pe polimeri naturali sau sintetici).

Componentele de baza ale unui sistem de imobilizare enzimatic sunt
enzima, suportul si modul de interactiune al enzimei cu acesta. Suportul este
de reguld un polimer hidrofil cu greutate moleculara mare. Aceasta are o
importanta contributic la performanta enzimei imobilizate. Suporturile
folosite pentru fixare, pot fi materiale organice (celuloza, agar-agar, amidon,
polimeri ai aminoacizilor sau derivatilor acestora, rasini-fenolformaldehidice
etc.), anorganice (sticld poroasd, silice, alumind etc.), sau organominerale
(silicea sau sticla poroasa modificate cu polimeri organici).
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Proprietatile unui suport ideal includ rezistenta fizicd la comprimare,
caracter hidrofil, rezistentd la atacul microbian, inertie spre enzime,
biocompatibilitate, disponibilitate la costuri reduse.

Caracteristicile fizice ale suporturilor (cum ar fi diametrul mediu al
particulei, rezistenta mecanica si comportamentul la comprimare) va fi de o
imortantd majora pentru performanta sistemelor imobilizate si va determina
tipul de reactor utilizat in conditii tehnice (rezervor agitat, fluidizat). Tn
special, parametri porilor si dimensiunea particulelor determind suprafata
totala, afectand astfel capacitatea de legare a enzimelor. Suporturile
neporoase prezinta cateva limitari de difuzie, dar au o capacitate de incarcare
scazuta.

Nanoparticulele magnetice (MNPs) au castigat popularitate ca
suporturi de imobilizare pentru bio-macromolecule datoritd unicei lor
responsabilitdti magnetice, toxicitate scazutd si suprafetei modificabild
chimic, capacitatea mare de incarcare cu enzime, regenerabilitate buna.
Diverse enzime au fost imobilizate pe suprafete de nanoparticule magnetice
prin intermediul unei verietati de grupari functionale, inclusiv amine,
aldehide, carboxilice, epoxidice, mercaptanice si  capete maleimidice,
imbunatatindu-se semnificativ atit activitatea enzimatica cat si stabilitatea.

Tehnici de imobilizare a enzimelor
A. Procedee fizice de imobilizare
1.Adsorbtia pe suporturi solide

Adsorbtia fizica a enzimei pe un polimer fara a se forma legaturi
covalente cu acesta este cea mai veche metoda de imobilizare. Este o metoda
extrem de usoard: adsorbantul si enzima sunt amestecate un timp, dar
randamentul (enzima legatd pe unitatea de adsorbant) este mica, iar enzima
este partial sau total inactivata .

Adsorbtia se realizeaza in principal prin douad tipuri de mecanisme: in
cel dintii rolul de liant intre suport si enzima apartine fortelor Van der Waals;
in cel de-al doilea unor forte electrostatice coulombiene. Distinctia dintre
cele doud mecanisme nu este netd, dar o prima indicatie o pot furniza timpul
necesar atingerii starii de echilibru si natura adsorbantului.

Legatura suport insolubil- enzima este relativ slaba. Desorbtia
enzimei de pe suport este determinata de o serie de factori cum ar fi
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fluctuatiile de pH, temperatura sau tarie ionica. Substratul enzimei adesea
duce la desorbtia enzimei de pe suportul adsorbant.

Adsorbtia se produce doar superficial, zona interioara a suportului
nefiind utilizatd. Preparatele enzimatice imobilizate Tn acest mod au o
activitate specifica redusa. Marirea suprafetei specifice prin maruntirea
foarte find a suporturilor duce la obtinerea de preparate enzimatice cu
proprietati hidrodinamice slabe, care se colmateaza rapid si nu permit
prelucrarea solutiilor concentrate de substrat, cu vascozitate ridicata.

Daca materialul suport este incarcat electrostatic, vecindtatea
electrica a enzimei se modifica, ducand la modificarea pH-ului optim de
actiune. De cele mai multe ori duce la sporirea stabilitatii termice, a
stabilitatii la depozitare si la actiunea enzimelor proteolitice.

Capacitatea ridicata de adsorbtie nespecificd a proteinelor de catre
celuloza, o problema in cazul folosiri ca suport a acesteia la imobilizarea
enzimelor prin legare covalenta, aici devine un mare avantaj. Astfel s-au
folosit la adsorbtia enzimelor rasini celulozice schimbatoare de ioni
(carboximetilceluloza, DEAE celuloza), cu capacitati mari de adsorbtie (pana
la 15%).

Majoritatea enzimelor avand punctul izoelectric ih domeniul de pH
acid indica o preponderenta in structura lor a gruparilor incarcate negativ; se
utilizeaza deci de preferinta anionitii, de cele mai multe ori in forma R-ClI
sau mediu tamponat pentru prevenirea denaturarii enzimelor.

Pentru a favoriza procesul de cuplare a enzimei de schimbatorul de
ioni se utilizeaza un copolimer de etilend si anhidrida maleica a carui solutie
in acetond se adauga treptat peste preparatul enzimatic brut, la rece, in mediu
tamponat.

2.Includerea n structuri macromoleculare

Enzima poate fi inclusa in reteaua formata de legaturile covalente ale
unui polimer reticulat. Daca gradul de reticulare este mic, atunci ochiurile
retelei sunt mari, iar enzima poate evada din gel fiind antrenata de solutia de
substrat. Daca gradul de reticulare este mare, evaziunea enzimei este
impiedicata, dar accesul substratului la centrii activi este la randul sau
ingreunat. Trebuie gasit deci raportul intre monomer si agentul de reticulare
care sa nu permita pierderea enzimei in mediul de reactie, dar care sa nu
limiteze accesibilitatea la centrii activi ai enzimei. Practic procesul este
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utilizabil doar daca masa moleculara a enzimei este mult mai mare decat a
substratului.

Reteaua tridimensionald a polimerilor reticulati se poate inlocui cu
structuri mai simple de geluri insolubile. Pentru aceasta se utilizeaza frecvent
gelurile de acrilamida reticulate cu N,N'- metilenbisacrilamida. Solubilitatea
in apa a comonomerilor inlaturd dezavantajul utilizarii solventilor organici,
permite lucrul la pH-ul la care enzima are stabilitate maxima, precum si
dispersarea uniforma a moleculelor de enzima in structura gelului, ceea ce
Acrilamida se utilizeaza ca solutie in apa sau tamponul potrivit de
concentratie 40-50%, iar N,N' - metilenbisacrilamida ca solutie 3%.
Oxigenul fiind inhibitor de polimerizare se indeparteaza din sistem fie prin
barbotare de gaz inert fie prin efectuarea polimerizarii in vid. Catalizatori de
polimerizare sunt de obicei polisulfatii si f-dimetilaminopropionitrilul pentru
gelurile cu grad de reticulare scazut, si riboflavina pentru fotopolimerizarea
amestecurilor cu continut ridicat de N,N'- metilenbisacrilamida. Se utilizeaza
si radiopolimerizarea prin iradiere cu radiatii y. Reactia de polimerizare fiind
exotermd, temperatura mediului de reactie se mentine la valori care sa nu
ducd la denaturarea termica a enzmei.

Folosirea amidonului ca suport pentru entrapare se bazeaza pe
proprietatea acestuia de a gelifia si a retine la solidificare enzime solubile.
Preparatele obtinute astfel au proprietati mecanice slabe, pierd cu usurinta
enzima prin eluare cu solutia de substrat si nu pot fi utilizate la rece. O
oarecare imbunatatire a proprietatilor mecanice se obtine prin turnarea
gelului de amidon inca fluid pe o spuma poliuretanica.

O metoda mai rudimentara implica folosirea triacetatului de celuloza,
in matricea neordonatd a careia se poate ingloba enzima, obtindnduse
preparate enzimatice imobilizate cu activitate relativ scazuti. Tn acest scop
triacetatul de celuloza se dizolva intr-un solvent potrivit (dicloretan,
cloroform etc.), imiscibil cu apa. In aceasta solutie se adauga solutia apoasa
de enzima si glicerina ca plastifiant. Prin coagularea emulsiei obtinute pe o
baie de toluen se obtin fire sau granule de preparat imobilizat. Un avantaj al
acestei metode este posibilitatea reutilizarii triacetatului de celuloza, prin
redizolvare, la atingerea unui anumit grad de inactivare in lucru a enzimei
inglobate. Tnlocuirea triacetatului de celuloza cu acetati primari si secundari
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nu determina sporiri semnificative ale activitatii specifice. Metode mai noi
de entrapare folosesc geluri pe baza de substante anorganice, ex. Silice.

3. Microencapsularea preparatelor enzimatice

Microencapsularea preparatelor enzimatice presupune includerea
enzimelor 1n microsfere cu pereti permeabili pentru moleculele de substrat si
produs, cu masa moleculara mica si impermeabili pentru macromoleculele de
enzima.

Microcapsulele se prepara prin:

a) Coacervare: - separarea fazelor in solutia de polimer si
formarea unei membrane semipermeabile datoritd solubilitatii
mai mici a polimerului la suprafata picaturii.

b) Polimerizare interfaciala: - sinteza unui copolimer insolubil in
apd la suprafata picaturii. Un comonomer este partial solubil
atat in faza apoasa cat si in faza organica, iar al doilea
comonomer este solubil numai in faza organicd. Proprietétile
membranei semipermeabile obtinute depind de coeficientul de
partitic al monomerului solubil intre cele doua faze.

Polimeri utilizati in fabricarea microcapsulelor prin coacervare:
e nitratul de celuloza
e polistirenul
e ctilceluloza
e butiro-acetil-celuloza

Microencapsularea se utilizeaza astazi pentru protejarea suplimentara a
enzimelor cuplate la un suport. In acest mod se utilizeazd celuloza
aminoetilata, poli-p-aminostirenul  diazotat, poliacrilamida. Enzima
reactioneaza cu suportul activat chimic, iar produsul obtinut se acopera cu 0
pelicula de alginat de calciu, etil celuloza, carboximetil celuloza, colodiu,
poliacetat de vinil, polivilpirolidona, poliacrilamida, nylon, etc.

B. Procedee chimice de imobilizare

1. Legarea covalenta

Aceasta metoda este una dintre cele mai folosite metode de
imobilizare. Se obtine o enzimd imobilizata legata puternic de suportul
polimeric. Legarea covalentd a unei enzime la un suport insolubil presupune
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obtinerea suportului intr-o formad activd, urmatd de reactia intre aceastd
forma si enzima.

Popularitatea celulozei ca suport este data de avantajele pe care le
prezinta aceasta: este puternic hidrofila, disponibilitate mare, potential ridicat
pentru varii derivari, si usurinta cu care se pot produce polimeri pe baza de
celuloza atat sub forma de pulberi cat si sub forma de membrane.

Pentru legarea enzimei la suport este indicat ca in loc sa construim un
grup reactiv in celuloza (p-aminobenzoil celuloza), sa folosim un ligant
chimic intre celuloza si enzima. Un astfel de ligant trebuie sa fie mic si, o
data ce a reactionat cu celuloza, sd contind 0 grupare activa care sa lege
enzima. O astfel de molecula ligant este triclortriazina care prezintd trei
legaturi active C-Cl care reactioneaza una cu celuloza, una cu enzima, iar cea
de a treia se poate lega de orice alt compus. Convenientul la triclortriazina
este ca natura ionica a complexului suport-enzima depinde de incarcarea
ionica a moleculei ligant, care poate fi anionica, cationica, sau neutra in
functie de compusul legat la cea de a treia legatura C-Cl activa.

Cea mai comund metoda de activare a celulozei astdzi este cea cu
bromcian. Incd nu se cunoaste cu exactitate cum reactioneazi cu celuloza,
dar se pare ca la valori mari ale pH-ului reactioneaza usor cu gruparile
hidroxi ale polizaharidului, iar derivatul va reactiona apoi cu gruparile amino
libere de pe enzima in solutii usor alcaline.

Polizaharidele nu sunt suporturi ideale pentru enzime, acestea prezinta
doua inconveniente importante:

-sunt susceptibile la atacul bacterian
-celuloza prezintd un grad ridicat de absorptie nespecifica
de proteine

In consecinta dupa procesul de preparare enzima imobilizata trebuie
spalata in substante tampon de tarii ionice mari, acest proces putand inactiva
enzimele, mai ales dacad forma lor activa este dimerica sau polimerica.

Pentru a depdsi acest inconvenient s-a cautat un suport polimeric
pentru imobilizarea enzimelor care sa fie hidrofil si rezistent la atacul
microbian. Astfel au aparut rapoarte in care, pentru imobilizarea enzimelor,
s-au folosit ca suport sticla, nailon, variati derivati ai poliacrilamidei.
Numerosi copolimeri acrilici se gasesc astazi sub forma comerciald, care
includ grupari active ca: diazo, aldehide, carboximetil sau hidrocianat.
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Reactivitatea suportului este importanta la obtinerea preparatelor
enzimatice imobilizate prin faptul ca grupdrile cu reactivitate ridicata
reactioneazd neselectiv si rapid, putdnd modifica ireversibil structura
centrului activ al enzimei.

O densitate mare in grupari reactive a suportului determina uneori
pierderi de activitate fie prin limitarea accesului substratului la centrii activi,
fie prin deformarea mecanicd a moleculelor proteice. De asemenea, o
distanta geometrica redusa intre suport si enzima poate determina pierderi de
activitate, de aceea se foloseste frecvent ca reactiv bifunctional
glutaraldehida si nu glioxalul.

Suporturile folosite in prepararea enzimelor imobilizate prin legare
covalenta se pot clasifica astfel:

1.suporturi anorganice

2.suporturi macromoleculare de sinteza

3.suporturi macromoleculare de origine naturala

I11. Alegerea metodei de imobilizare
Alegerea metodei de imobilizare este conditionata de o Serie de factori
care pot limita variantele de procedee aplicabile. Astfel la alegerea unei
tehnici de imobilizare ar trebui, pe cat posibil, sa se ia in considerare
urmatorii factori:

1. enzima trebuie sa fie stabila in conditiile de reactie;

2. daca este posibil gruparile reactive ale suportului sau ale
intermediarilor reactivi sd reactioneze preferential cu grupari
reactive ale enzimei altele decét cele din situsul activ;

3. dacd conditia de mai sus nu poate fi satisfacuta atunci
reactantul de legare al enzimei trebuie sa fie cat mai mare
pentru a nu penetra situsul activ al enzimei. In aceste conditii
un polimer activat cum ar fi celuloza este de preferat unui
reactiv bifunctional cu molecula mica cum este glutaraldehida.

4. Unde este fezabil, situsul activ al enzimei trebuie protejat.
Acest lucru se poate obtine, pentru unele enzime, prin
incorporarea In amestecul de reactie a unei concentratii de
saturatie de substrat, sau cupland la suportul reactiv complexul
reversibil enzima-inhibitor. Unele enzime, de exemplu
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papaina, se pot imobiliza in stare inactiva. O alta posibilitate
de protejare a situsului activ presupune modificarea enzimei
Tnainte de cuplare prin introducere de grupari reactive
departate de centrii activi.

Procesul de spalare folosit pentru a indeparta moleculele
enzimatice libere, nelegate de suport, nu trebuic sa afecteze
enzima. Polimerii celulozici vor adsorbii puternic enzimele,
astfel incat va fi necesara folosirea unor solutii de tarii ionice
mari la spalare, astfel ca folosirea celulozei ca suport pentru
enzime polimerice nu este indicatd deoarece procesul de
spalare poate provoca disocierea acestor enzime.

Pentru enzimele imobilizate ce vor fi folosite la catalizarea
unor reactii chimice in sistem extensiv se va lua in considerare
natura reactiei pe care o vor cataliza inainte de a alege o
metoda de imobilizare. Astfel pentru o reactie de hidroliza a
unui polimer cu greutate moleculara mare, cum ar fi un
polizaharid, nu vom alege o entrapare fizica intr-o matrice de
gel. De asemenea nu vom folosi un polianion drept suport
pentru 0 enzima ce va cataliza conversia unui substrat anionic
intr-un produs cationic, mai ales daca enzima este sensibila la
inhibitia prin produs de reactie.

Proprietatile mecanice, in special stabilitatea mecanica si
forma fizica, a suportului trebuie luatd in calcul. Astfel daca
preparatul enzimatic imobilizat trebuie sa apara sub forma de
membrand, este de la sine inteles ca trebuie sd alegem un
suport care sa poatd fi, la randul lui, format sub forma de
membrana.

Gasirea unei metode de imobilizare care si satisfacd toate aceste

conditii este foarte rard, astfel ca trebuie ajuns la un compromis care sa
satisfaca majoritatea acestor factori limitativi.

IV. Imobilizarea enzimelor pe particule magnetice
Microparticulele magnetice sunt, in general, microparticule alcatuite
din substante cu un caracter magnetic foarte pronuntat (fier, oxizi de fier -

magnetita, diverse ferite), microparticule ce prezintad, in consecintd, un
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moment magnetic mare si cu ajutorul carora se pot transporta in campuri
magnetice diverse entitati nemagnetice, cum ar fi celule, substante biologic
active (anticorpi, antigene, enzime, acizi nucleici, medicamente), agenti
patogeni, xenobiotice etc.

1. Clasificarea particulelor magnetice

Din punct de vedere al dimensiunilor, acestea se clasifica in:

Nanosfere magnetice in cadrul carora dimensiunile particulelor se
incadreaza Tn intervalul 5nm-30nm-100nm. in aceasti clasi se pot
include: magnetolipozomii, feri si ferofluidele magnetice.
Microsfere magnetice a caror dimensiuni variaza larg intre 1pm si
300pm.

Din punctul de vedere al structurii peretelui purtatorilor:

Purtatori magnetici fard invelis in care particulelemagnetice se afla
in suspensie intr-un mediu de transport. Aici se Tincadreaza
ferofluidele magnetice de Fe304, CoFe;Os si FeC. Aceste
ferofluide la randul lor pot fi in functie de tipul mediului de
transport: hidrofile, hidrofobe.
Purtatori magnetici cu invelis, acestia la randul lor pot fi:
a) In functie de numirul de straturi ale peretelui:
- cu perete simplu in care numarul straturilor se reduce la
unul singur
- cu perete dublu in care peretele are iIn componenta sa doar
doua straturi
- cu perete mai complex in care numarul straturilor este
mai mare
b) in functie de comportamentul in mediul biologic:
- cu invelis resorbabil sau biodegradabil, care poate fi in
consecinta digerat de sistemul enzimatic al celulelor vii.
In aceasti categorie se incadreaza  polimerii
biocompatibili: proteine, lipide, dextran, gelatina, PEG,
PEO-PE, PLA, PAA, PVA, acid aspartic, acid glutamic
etc.
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- cu Invelis neresorbabil sau nebiodegradabil, in aceasta
clasd intrdnd polimerii nedegradabili in vivo: stire, PE,
PET, PS.

c¢) in functie de natura lor purtitorii magnetici pot fi:

- sintetici, rezultdnd in urma aplicarii unor tehnici de
sintezd asupra particulelor magnetice active, aici se
incadreaza majoritatea purtdtorilor magnetici.

- naturale, fiind produsi sub forma de magnetozomi in
citosolul unei  bacterii magnetotactice arhaice de pe
fundul oceanelor, Magnetospirilum magnetotacticum.
Acestia sunt eliberati din celulda doar prin efractia
mebranei celulare.

d) O clasd particulara de purtatori  magnetici  sunt
magnetolipozomii care avand dimensiuni care variaza 1n
limite relativ largi in functie de tehnica abordata pentru Sinteza
lor dar si in functie de marimea particulelor de la care se pleaca
pot fi incadrati fie in clasa lichidelor feromagnetice fie in clasa
microparticulelor. De asemenea ei pot fi usor incadrati in clasa
purtatorilor sintetici cu perete biodegradabil.

2. Aplicatii in biotehnologie a purtatorilor magnetici
n biotehnologii atunci trebuie sa precizam ca poate cel mai complex si mai
semnificativ domeniu este cel al tehnologiilor de separare. Tehnicile de
separare magnetica isi pot gasi in acest sens un loc important in cadrul noilor
tehnici de separare de sensibilitate crescuta. Vom aminti pe scurt principalele
aplicatii Tn acest domeniu.

Imobilizarea de amestecuri biologic active si de celule. Amestecurile
biologic active si celulele imobilizate pe purtatori magnetici pot fi inlaturate
din sistem prin simpla aplicare a unui cdmp magnetic, sau ele pot fi astfel
tintite spre o anume destinatie. Amestecurile utilizate in practica sunt:
enzime, anticorpi, receptori, avidina sau streptavidina, lectina, proteina A si
proteina G, inhibitori enzimatici, ADN, ARN, fosfolipide, polizaharide si
celule.
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Izolarea amestecurilor biologic active. Izolarea si separarea de
molecule specifice, organite si celule este una din problemele majore din
cercetarea medicala. Se utilizeaza doua tipuri de strategii:

- una directa in care purtatorii magnetici cu liganzii specifici legati
la suprafata sunt incubati cu solutia ce contine amestecurile
urmarite. Separarea complexului se face magnetic

- si una indirectd 1In care amestecul urmarit sau celulele
interactioneaza mai intdi cu un ligand specific, de regula un
anticorp primar, apoi adaugandu-se in sistem purtatorul magnetic
ce are imobilizat la suprafata un anticorp secundar.

Modificarea amestecurilor biologic active. Enzimele pot fi facute
solubile si active in solventi oOrganici prin modificarea chimica cu
macromolecule amfipatice (ex: polietilenglicol-PEG). Se prepara fie mai
intai conjugatul PEG-enzima si apoi se conjuga cu magnetita fie alternativ,
se prepara mai intdi complexul magnetita-PEG care apoi, intr-o etapa
ulterioara, se conjugd cu enzima. Enzima stabilizatd magnetic disperseaza
atat in solventi organici cat si in solutii apoase. In acelasi mod se modifica si
unii anticorpi precum si unele proteine sangvine.

Detectia si determinarea amestecurilor biologic active, xenobioticelor
si celulelor. Modificarea magneticd a procedurilor standard de analiza
imunologica poate fi cu succes utilizata pentru determinarea unor amestecuri
biologic active, xenobioticelor si celulelor. Tn aceste tehnici anticorpi sau
antigene specifice sunt imobilizate covalent la suprafata purtatorilor
magnetici de dimensiuni reduse. Sistemul de detectie poate utiliza fie
enzime, radioizotopi, substante fluorescente sau chemiluminescenta.

Inlaturarea unor xenobiotice sau celule. Mediul si protejarea acestuia
este un domeniu promitator pentru aplicarea principiilor de separare
magnetica. Astfel dezvoltarea de noi metode de purificare a apei si a apelor
reziduale, inlaturarea diverselor xenobiotice organice a caror potential
carcinogenic si mutagenic le-a fost demonstrat precum si a diverse bacterii
si virusi cu potential infectogen din apa raurilor sunt importante aplicatii ale
purtatorilor magnetici n acest domeniu.

Penicilin — amidaza este o enzima produsa de diverse
microorganisme  (Escherichia coli, Bacillus megatherium, Arthrobacter
viscosus, Streptomyces sp.), producatorul industrial al acesteia fiind
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reprezentat de E. coli. In scopul cresterii stabilittii acesteia, precum si
pentru facilitarea recuperdrii si reutilizarii in cicluri hidrolitice successive,
pentru imobilizarea penicilin — amidazei au fost dezvoltate o serie de
suporturi organice si anorganice (poliacrilamida, agaroza, chitosan, suporturi
epoxi - activate), folosindu-se tehnici de imobilizare precum reticularea,
adsorbtia, entraparea fizica sau legarea covalentd. Dintre acestea, metoda
utilizata pe scara larga pentru imobilizarea penicilin — amidazei o constituie
legarea covalenta de suportul epoxi — activat Eupergit C.

Tehnica experimentala

Experimentele se vor realiza intr-un bioreactor cu volumul util de 4 I,
computerizat §i prevazut cu sistem de monitorizare a parametrilor de
functionare (Biostat A, B. Braun Biotech International). Sistemul de
amestecare consta dintr-un agitator dublu tip elice cu patru palete inclinate
cu diametrul de 64 mm si trei sicane. Agitatorul inferior este amplasat la o
distanta de 64 mm de baza bioreactorului, iar agitatorul superior a fost
montat la o distantd de 32 mm de cel inferior. Viteza de rotatic va fi
menginutd la 250 rpm, evitandu-se formarea unor ‘“cavitati” la suprafata
lichidelor de fermentatie, depunerea fazei solide la baza bioreactorului si liza
mecanica a biocatalizatorilor imobilizati.

Penicilin-amidaza din E. Coli (Fluka) de 180 Ul, imobilizata in
Eupergit C, conform metodei de legare covalenta descrisa de Torres-Bacete
si colaboratorii lor va fi utilizata.

Solutia de substrat este o solutie Penicilinda G sare de K (Merck) cu
concentratia de 80-300 mol/m®. pH-ul solutiei analizate este mentinut fntre 7
s1 9, filnd mentinut la valorile prestabilite cu ajutorul unor solutii tampon, iar
temperatura la care s-a desfasurat procesul enzimatic a variat intre 20 si 40
°C.

Viteza si eficienta procesului enzimatic va fi cuantificata prin
intermediul variatiei concentratiilor Penicilinei G si a acidului 6-
aminopenicilanic din masa de lichid Tn timpul conversiei enzimatice.
Concentratia acestor componenti va fi determinata cu ajutorul cromatografiei
de lichide de nalta performantd (HPLC), prin utilizarea unui sistem Ultimate
3000 Dionex echipat cu o coloana C18 Acclaim 120 (cu lungimea de 150
mm i diametrul de 4,6 mm) si un detector care opereaza la lungimea de
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undad de 220 nm. Faza mobila a fost reprezentatda de un amestec constituit din
28% acetonitril si 72% solutie de 0,64 g/ KH,PO,, cu o variatie a debitului
de 0,7 ml/min, iar temperaturea de lucru a fost de 30 °C.

Sfarsitul procesului enzimatic a fost considerat in momentul in care

gradul de conversie enzimatica a Penicilinei G a atins proportia minima de
90 - 95%.

Se va reprezenta grafic

Influenta pH-ului mediului asupra vitezei de conversie enzimatica a
Penicilinei G

Variatia randamentului hidrolizei Penicilinei G cu temperatura
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Aplicatii numerice

Actiondnd in celula vie si fiind proteine, enzimele prezintd unele

proprietati fizico-chimice si functionale care le delimiteazd net de

catalizatorii chimici. Studiul cineticii enzimatice, ca si in cinetica chimica, se

bazeaza pe masurarea vitezei de reactie in conditii standard (care se asigura

in asa fel incat sa fie cat mai apropiate posibil de conditiile existente in vivo)

si in diferite conditii particulare create intr-un anumit scop.

Influenta concentratiei substratului asupra vitezei reactiilor
enzimatice

Acest aspect al cineticii reactiilor enzimatice a fost studiat de catre L.

Michaelis, M.L. Menten si J.B.S. Haldane. Plecand de la premiza existentei
complexului intermediar enzima-substrat (ES) s-a studiat cinetica pentru
reactiile enzimatice cu un singur substrat:

K+1 K42
E + S ES —_—>» E + P
K-1
n care:
E — enzima;

S — substratul reactiei;

ES — complexul enzima-substrat;

P — produsul de reactie.

Reactiile enzimatice decurg in doud faze:
in prima etapa are loc interactiunea substratului cu enzima la nivelul
situsului catalitic al acesteia ca urmare a complementaritatii
stereochimice a acestora. In aceasti fazi se formeaza complexul
intermediar enzima-substrat (ES- complex Michaelis).
n a doua etapa, acest complex bogat in energie se poate scinda pe calea
inversd (regenerand substratul §i enzima) sau poate realiza
transformarea propriu-zisa a substratului cand se formeaza produsul de
reactie si se regenereaza catalizatorul.
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Ecuatia cineticd pentru aceasta reactie enzimatica, este o expresie
matematica folositd in cinetica enzimatica, pentru a lega viteza de reactie de
concentratiea fiecarui reactant. Desi cazul enzimelor monomerice cu un
singur substrat este relativ rar, cinetica clasica a enzimelor monomerice in
faza stationara cu un singur substrat este modul cel mai simplu de a trata si
a intelege cinetica enzimatica. Cele mai multe enzime au Tnsa mai multe
substaturi dand nastere la produsi diferiti nerespectand comportamentul
clasic.

Ecuatia care reflectd dependenta vitezei reactiilor enzimatice de
concentratia substratului poartd numele de ecuatia Michaelis-Menten,
reprezentdnd modelul ideal pentru viteza proceselor enzimatice in regim
stationar, lipsit de procese secundare de inhibitie. Ecuatia Michaelis -
Menten a fost stabilita in ipoteza ca Cs>>Cg. Cresterea concentratiei enzimei
din mediul de fermentatie peste o anumita limita atrage dupa sine anularea
ipotezei, iar de aceea viteza reactiei enzimatice nu va mai fi direct
proportionala cu concentratia enzimei.

Reprezentarea grafica a acestei ecuatii in sistemul de axe rectangulare,
in care concentratia substratului se trece pe abscisa, iar viteza de reactie pe
axa ordonatelor, se prezintd sub forma de arc de hiperbola:

© Cs
Caracteristicile ecuatiei:
Kwm este acea valoare a concentratiei substratului Cs pentru care reactia
porneste de la jumatate din viteza maxima, V. Constanta Ky este o masura a
afinitatii dintre substrat si centrul activ al enzimei si este intotdeauna aceeasi

pentru fiecare pereche enzima-substrat, in conditii standard de reactie. Pe de
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alta parte, aceeasi enzima izolata din surse biologice diferite, prezinta valori
diferite ale constantei Michaelis. Unitdtile de masurd pentru constanta
Michaelis sunt unitati de concentratie, utilizandu-se in special molaritatea. Tn
cazul in care substratul are o masd moleculard variabila (de exemplu
amidonul pentru amilaze, diferite proteine pentru proteinaze etc.) se poate
exprima valoarea constantei Ky si prin unitati de concentratie procentuala.

Cu cat valoarea constantei Ky este mai mica cu atat afinitatea dintre
enzima si substrat este mai mare. si invers. Caracterizarea oricarei enzime
din punct de vedere structural si functional este incompleta fard determinarea
constantei Ky fata de substratul sau natural, in conditii standard de reactie.

Vmax— viteza maxima de formare a produsului ce corespunde stadiului
in care intreaga cantitate de enzimd formeazd complexul enzima —
substratul;

Contanta vitezei catalitice — K¢y~ numarul de transformari substrat-
produs pe care fiecare centrul activ le catalizeaza in unitatea de timp.

Influenta efectorilor asupra vitezei reactiilor enzimatice

Se numesc efectori sau modulatori, compusii chimici care, adaugati
in mediul de incubare, modifica viteza reactiilor enzimatice. Efectorii care
accelereaza reactiile enzimatice se numesc modulatori pozitivi sau
activatori, iar cei care diminueaza viteza reactiei in mediul careia sunt
adaugati se numesc modulatori negativi sau inhibitori.

In functie de modul lor de actiune, inhibitorii enzimatici se clasifica in
doua grupe principale:

a) inhibitori ireversibili cunoscuti si sub denumirea de otravuri
catalitice, au o importantd mai mica pentru cinetica enzimatica. Acestia se
leagd preponderent prin legaturi puternice, covalente, de anumite resturi de
aminoacizi esentiale pentru activitatea catalitica. In urma interactiunii acestor
inhibitori cu enzimele se formeaza complecsi stabili, inactivi din punct de
vedere catalitic, inhibitorul neputand fi indepartat prin metode fizico-chimice
obisnuite.

b) inhibitorii reversibili sau inhibitorii propriu-zisi diminueaza viteza
reactiilor enzimatice, dar aceasta revine la valoarea ei normala dupa
inldturarea inhibitorului. Addugarea in mediul de incubare a unui inhibitor
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reversibil are repercusiuni asupra valorilor constantelor cinetice Ky si Vmax.
In functie de modificarea acestor parametri, inhibitia reversibila este de mai
multe tipuri:

- inhibifia competitiva cand inhibitorul determind o crestere a valorii
constantei Ky (deci o diminuare a afinitatii dintre enzima si substrat),
parametrul Vyax ramanand constant:

1w A

1 Vmax

-1VENM BhSY 1/Cs

Reprezentarea grafica a functiei Lineweaver-Burk pentru o enzima
inhibatd competitiv

Atunci cand n mediul de reactie exista substante inrudite structural cu
substratul natural al enzimei respective, acestea se pot lega la centrul activ al
enzimei, avand loc urmatoarele reactii:

E+s k+l‘ES k+2‘E+P
N k-l Y k-2
K
E + I +3 El
k-3

Complexul EI nu se scindeazd cu formarea vreunui produs de reactie,
fiind un complex neproductiv.

98



- inhibitia necompetitiva cand are loc o diminuare a valorii lui Vmax
(Km ramane constant):

1V imax

-].K:\.[ 1'Cs

Reprezentarea grafica a functiei Lineweaver-Burk pentru o enzima
inhibata necompetitiv

Acest tip de inhibitie are loc atunci cand intre inhibitor si substrat nu
exista nici o analogie structurald, inhibitorul legandu-se la situsuri specifice,
altele decat situsul catalitic. Deoarece inhibitorul nu concurda cu substratul
pentru centrul activ al enzimei, Ky ramane nemodificat, ceea ce inseamna ca
afinitatea enzimei pentru substratul sau nu se schimba.

- inhibitia incompetitivi Sau anticompetitiva \n care ambii parametri
cinetici isi micsoreaza valoarea intr-un raport constant;

In inhibitia incompetitiva, inhibitorul nu se fixeaza pe enzima libera ci
interactioneaza cu complexul Michaelis, din care cauza are efecte similare
atat asupra lui Vmax cat si a lui Ky:
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1V max

1 Winax

UK

-1VEy

1'Cs

- inhibitia mixtd care este o combinare a doud sau a tuturor celor trei

efecte anterioare.

1. Pentru fiecare set de date reprezentati grafic ecuatia Lineweaver-
Burke si raspundeti la urmatoarele intrebari:

a. Care este tipul de inhibitie?

b. Care sunt valorile pentru Vmax si Ky pentru enzima in lipsa

inhibitorului?

c. Care este valoarea pentru K in cazul acestei enzime?

d. Care este valoarea K, pentru acest inhibitor?

e. Reprezentati ecuatia Michaelis Menten pentru enzima in prezenta si

in absenta inhibitorului.

I. Model
Viteza de reactie, v, (uUM/s pentru 0.001 pM de
Enzima)
Cs, mM Ci=0mM C=2mM
5 1.43 0.53
15 3.33 1.43
25 4.55 2.17
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40 5.71 3.08

55 7.55 4.1
Lineweaver-Burke
2
1.8 y = 8.9688x + c.cs‘f”.
1.6 R2=0 qq.q/u
1.4 /
1.2
21
0.8 y=3.0468x+0.0922
0.6 ‘//./ /Rz_\wM
0.4
0.2 M
0
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
1/Cs
a.
Inhibitie competitiva
b

1/Vmax = 0.1, Vmax = 10uM/s
-1/Kym =-0.033, Ky = m30 mM

C.
Keat = 10 utM/s/0.001 pM= 1¥10" ™
Eficienta: 1*10%/0.03M = 3.33*10° M s

d.
Ki=1mM
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500
1.
Viteza de reactie, v, (uM/s pentru 0.0015 uM de
Enzima)
Cs, mM C=0mM Ci=10 mM
5 2.73 1.82
10 5 3.33
15 6.78 4.52
20 8.57 571
50 15 10
M.
Viteza de reactie, v, (uM/s pentru 0.4 pM de
Enzima)
Cs, mM C=0mM Ci =10 mM
5 0.12 0.10
10 0.17 0.13
20 0.29 0.18
30 0.38 0.21
40 0.44 0.24
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Viteza de reactie, v, (uUM/s pentru 0.003 uM de
Enzima)
Cs, mM Ci=0mM Ci=2mM
25 1 0.25
50 1.5 0.33
75 1.8 0.38
100 2 0.4
V.
Viteza de reactie, v, (uM/s pentru 0.01 uM de
Enzima)
Cs, mM C=0mM Ci=40 mM
1.5 0.21 0.08
2.0 0.25 0.1
3.0 0.28 0.12
4.0 0.33 0.13
8.0 0.44 0.16
16.0 0.40 0.18
VI.
Viteza de reactie, v, (uM/s pentru 0.05 pM de
Enzima)
Cs, mM Ci=0mM Ci=25mM
3 10.4 4.1
5 14.5 6.4
10 22.5 11.3
30 33.8 22.6
90 40.5 33.8
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