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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a poliesterului marcat enzimatic,
polietilentereftalat-hexametilendiamino-peroxidaza, utilizat in studii privind stabilitatea enzimatica
legata covalent la faze solide, necesare in obtinerea de biosenzori de dozare enzimatici.

In prezent, se cunosc metode pentru imobilizarea enzimei pe un suport polimeric
solid [brevet de inventie numar EP 2011/073794, L. Gardossi, P. Spizzo, D. Fattor, L.
Sinigoi, “Method for covalent immobilization of enzymes on functionalized solid
polymeric supports”], in care se utilizeaza amestecuri de faze organice si apoase ce contin
enzima care urmeaza a fi cuplata. Enzimele utilizate sunt lipaze, hidrolaze, oxidoreductaze,
si solventii organici ca hexan, toluen, tert-butanol, ce pot ataca faza solida utilizata si conduc
la scaderea activitatii specifice enzimatice precum si proceduri complexe implicand faze
multiple si timp Tndelungat.

In lucrarea stiintifica “Polyethylene terephthalate membrane as a support for
covalent immobilization of uricase and its application in serum urate determination”
J. Mol. Cat. B: Enzymatic, Elsevier, Amsterdam, Olanda, vol. 62, nr. 1,2010-01-02, pag
27-31, avandu-i ca autori pe K. Phaugat, M. Bhambi, Renu, si C.S. Pundir, se prezinta
imobilizarea covalenta a uricazei pe membrana de polietilentereftalat (PET) prin intermediul
carbodiimidei. In aceasta lucrare, folia de PET este tratatd cu NaOH 10 M, timp de 12...24 h,
si apoi spalata cu o solutie de 50% H,SO,, timp de 2 h. Dupa spalare, folia este tratata cu
tampon NaOH-glicina 0,05M, iar ulterior, pe folia astfel tratata este cuplata uricaza.

in articolul stiintific P. K. Nakane, A. Kawaoi ”Peroxidase-Labeled Antibody A New
Method of Conjugation®, The Journal of Histochemistry and Cytochemistry, 1974, Vol.
22, Nr. 12, pp.1084-1091, se prezintda o metoda de conjugare a peroxidazei din hrean cu
proteine. Metoda presupune blocarea gruparilor a- si e-amino si a gruparilor hidroxil, ramase
libere in molecula peroxidazei, cu 2,4-dinitrofluorbenzen (FDNB) in prezenta de bicarbonat
de sodiu si etanol, urmata de dializé si de oxidarea peroxidazei cu NalO,, cu formarea
aldehid-peroxidazei, care ulterior poate fi cuplata la un anticorp, iar conjugatul obtinut poate
fi stabilizat cu NaBH,. Metoda descrisa este complexa, consumatoare de timp, iar produsii
de oxidare pot afecta pe termen lung activitatea enzimei. in plus, articolul nu mentioneaza
obtinerea derivatilor hexametilendiamin-peroxidaza care sunt utilizati la cuplajul covalent pe
suprafata PET.

Lucrarea stiintifica L.P. Budnikova, A. N. Eryomin “Synthesis and Properties of
Horseradish Peroxidase Copolymers”, Applied Biochemistry and Microbiology, 2006,
Vol. 42, Nr. 2, pp. 127-133 prezinta copolimerizarea peroxidazei prin oxidarea peroxidazei
cu periodat de sodiu cu obtinerea peroxidazei oxidate, care apoi este copolimerizata cu per-
oxidaza, in prezenta de solutie tampon, pH=9, si hexametilendiamina, iar copolimerul obtinut
este ulterior redus cu borohidrura de sodiu. Articolul nu mentioneaza obtinerea derivatilor
hexametilendiamin-peroxidaza care sunt utilizati la cuplajul covalent pe suprafata PET.

Din literatura se mai cunoaste ca gruparile carboxilice se pot activa concomitent cu
reactia de cuplare, de exemplu reactia concomitenta cu 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil )-carbo-
diimida (EDC) si N-hidroxisuccinimida [B. Palsson si colab. “Principles and Applications
in Engineering Series.Tissue Engineering”, cap 9, pp. 9-5-9-6, ed. CRC Press, New
York, 2003, e-Book-PDF ISBN: 13:978-0-203-01142-3].

Problema tehnica pe care igi propune sa o rezolve inventia este aceea de a imobiliza
peroxidaza pe un suport solid folosind mai putine etape de procedeu, intr-un timp mai redus
si fara a altera activitatea enzimatica specifica a peroxidazei native.

Procedeul conform inventiei de obtinere a produsului polietilentereftalat-hexametilen-
diamino-peroxidaza consta in aceea ca:

- se trateaza chimic benzi transparente de poliester polietilentereftalat de dimensiuni
0,5 cm x 5 cm, prin imersie in solutie de NaOH 2 M, la temperatura de 50°C, timp de 30 min,
in vederea scindarii gruparilor esterice de la suprafata polietilentereftalatului, urmat de
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spalare cu apa distilata si uscare, apoi benzile suntimersate intr-o solutie de 100 mg 1-etil-3-
-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida si 25 mg N-hidroxisuccinimida in 10 ml dimetilfor-
mamida, timp de 3 h, la temperatura camerei, pentru activarea gruparilor carboxil libere de
la suprafata polietilentereftalatului;

- se obtine un derivat enzimatic prin dizolvarea a 5 mg peroxidaza in 1 ml de tampon
fosfat 10 mM, la pH 7,2, apoi se adauga 0,5 ml solutie de 30 mg/ml NalO, in apa distilata,
timp de 30 min, pentru oxidarea carbohidratilor din structura enzimei, cu obtinerea de bis-
-aldehida, urmat de purificare pe Sephadex G25, eluent fiind tampon fosfat 10 mM pH 7,2,
apoi 3 ml de eluat enzimatic rezultat sunt combinati cu 1 ml solutie de 1 mg/ml hexametilen-
diamina in tampon carbonat 50 mM, pH 9,6, si sunt lasati sa reactioneze 3 h, pentru forma-
rea unui derivat de peroxidaza de tip baza Schiff, dupa care solutia care contine derivatul de
peroxidaza este purificata prin cromatografie pe Sephadex G25, apoi 3 ml din eluatul care
contine derivatul de peroxidaza sunt combinati cu o solutie de 1 mg/ml borohidrura de sodiu
in apa distilata, pentru reducerea bazei Schiff, cu obtinerea derivatului peroxidaza-hexa-
metilendiamina, care este purificat pe Sephadex G25;

- se introduc benzile de polietilentereftalat activate in eluatul derivatului peroxidaza-
hexametilendiamina pentru cuplajul covalent, reactie desfasurata pe perioadade 12hla4°C,
iar apoi produsul polietilentereftalat-hexametilendiamino-peroxidaza este depozitat la -20°C
in vederea utilizarii.

Prin procedeul conform inventiei se obtine poliesterul marcat enzimatic polietilentere-
ftalat-hexametilendiamino-peroxidaza, intr-un timp mult mai scurt, de aproximativ 3...5 h, fata
de procedeele similare de imobilizare a altor enzime pe suport PET prezentate in stadiul
tehnicii. Totodata, produsul rezultat prin procedeul conform inventiei prezinta o activitate
enzimatica specifica nealterata comparativ cu enzima nativa.

Procedeul conform inventiei consta in aceea ca benzi transparente de poliester, poli-
etilentereftalat (PET), de dimensiuni 0,5 cm x 5 cm, sunt tratate prin imersie in solutie de
hidroxid de sodiu 2 M, la temperatura de 50°C, pentru scindarea gruparilor esterice de la
suprafata polimerului, timp de 30 min, urmat de spalare cu apa distilata si uscare, apoi
benzile sunt imersate intr-o solutie de 100 mg 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida
si 25 mg N-hidroxisuccinimida in 10 ml dimetilformamida, timp de 3 h, pentru activarea gru-
parilor carboxil libere existente la suprafata polimerului. Benzile de poliester astfel tratate au
fost utilizate la cuplajul covalent cu derivatul enzimatic. Pentru obtinerea derivatului enzi-
matic, initial s-au dizolvat 5 mg peroxidaza in 1 ml de tampon fosfat 10 mM, la pH 7,2, la care
apoi s-a adaugat 0,5 ml solutie de 30 mg/ml NalO, in apa distilata, timp de 30 min, pentru
oxidarea carbohidratilor din structura enzimei, cu obtinerea de bisaldehida, urmat de indepar-
tarea agentului oxidant prin cromatografie pe coloana de Sephadex G25. Eluatul enzimatic,
3 ml, a fost apoi combinat cu 1 ml solutie de 1 mg/ml hexametilendiaming, in tampon
carbonat 50 mM la pH 9,6, reactia de obtinere a bazei Schiff avand loc pe durata a 3 h, apoi
produsul obtinut s-a purificat pe Sephadex G25, eluent tampon fosfat 10 mM, pH 7,2. Eluatul
enzimatic, 3 ml, a fost apoi tratat cu o solutie de 1 mg/ml NaBH, in vederea reducerii bazei
Schiff si formarii derivatului hexametilendiamino-peroxidaza, pe durata de 3 h, apoi a fost
purificat prin cromatografie pe Sephadex G25. in eluatul derivatului enzimatic s-au introdus
benzile de PET activate. Reactia de obtinere a derivatului enzimatic hexametilendiamin-
peroxidaza se desfasoara pe o durata de 3 h la temperatura camerei, apoi in amestecul cu
derivat enzimatic se introduc benzile de PET activate. Reactia de cuplare a derivatului
enzimatic la faza solida s-a desfasurat timp de 12 h la temperatura de 4°C. Produsul obtinut,
polietilentereftalat-hexametilendiamino-peroxidaza, a fost depozitat la -20°C, in vederea
utilizarii in studii necesare in obtinerea de biosenzori de dozare enzimatici.
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Procedeul de obtinere a produsului polietilentereftalat- hexametilendiamino-peroxi-
daza consta in 6 etape:

E1: Activarea chimica a poliesterului polietilentereftalat (PET)

Benzi de polietilentereftalat de dimensiuni (0,5 cm x 5 cm) sunt imersate intr-o solutie
de NaOH 2 M, la temperatura de 50°C, timp de 30 min, urmata de spélare cu apa si uscare.

E2: Activarea gruparilor carboxil de la suprafata polimerului, formate prin tratament
chimic la etapa E1

Benzile de polietilentereftalat de la etapa E1 sunt imersate intr-o solutie de 100 mg
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida si 25 mg N-hidroxisuccinimida in 10 ml dimetilfor-
mamida timp de 3 h pentru activarea gruparilor carboxi libere de la suprafata polimerului.

E3: Oxidarea carbohidratilor din structura peroxidazei

5 mg peroxidaza se dizolva in 1 ml de tampon fosfat 10 mM pH 7,2, apoi se adauga
0,5 ml solutie de 30 mg/ml NalQ, in apa distilata timp de 30 min in vederea oxidarii carbohi-
dratilor enzimei si obtinerea de bisaldehide. Amestecul se cromatografiaza pe Sephadex
G25 pentru indepartarea agentului oxidant, iar eluatul enzimatic, 3 ml, se utilizeaza la
obtinerea derivatului.

E4: Obtinerea bazei Schiff

Peste eluatul enzimatic rezultat prin cromatografie in etapa E3, 3 ml, se adauga o
solutie de 1 mg/ml hexametilendiamina in tampon carbonat 50 mM pH 9,6. Reactia de
obtinere a bazei Schiff se desfagoara timp de 3 h la temperatura camerei.

ES: Obtinerea derivatului peroxidaza-hexametilendiamina

Baza Schiff formata este cromatografiata pe Sephadex G25 cu eluent tamponul fosfat
10 mM pH 7,2. Eluatul ce contine derivatul enzimatic, 3 ml, este tratat cu 1 ml solutie de
borohidrura de sodiu 1 mg/ml in vederea reducerii bazei Schiff, iar produsul final hexa-
metilendiamina-peroxidaza a fost cromatografiat pe Sephadex G25.

E6: Obtinerea polietilentereftalat-hexametilendiamino-peroxidazei

Benzile activate de poliester din etapa E2 sunt imersate in solutia de derivat
enzimatic, iar reactia de cuplare la faza solida (suprafata polimerului) se desfagoara timp de
12 h la 4°C. Benzile se depoziteaza la -20°C in vederea utilizarii in studii necesare in
obtinerea de biosenzori de dozare enzimatici.

Procedeul conform inventiei prezinta avantajul ca enzima nu este in contact direct
cu solventii organici care pot scadea activitatea enzimatica specifica sau o pot denatura
partial in obtinerea derivatului enzimatic ce urmeaza a fi cuplat covalent la faza solida. Alte
avantaje sunt etapele simple de obtinere a produsului final, care nu implica proceduri com-
plexe care sa necesite un numar mare de etape de lucru, si durata mica de obtinere a pro-
dusului final.

Se prezinta mai jos un exemplu de aplicare a procedeului conform inventiei pentru
obtinerea polietilentereftalat-hexametilendiamino-peroxidazei. Potrivit inventiei, benzitrans-
parente de poliester, polietilentereftalat (PET) de dimensiuni (0,5 cm x 5 cm) sunt tratate
chimic prin imersie in solutie de NaOH 2 M la temperatura de 50°C timp de 30 min, in
vederea scindarii gruparilor esterice de la suprafata polimerului, urmand spalarea cu apa
distilatad si uscarea lor, dupa care sunt imersate intr-o solutie de 100 mg 1-etil-3-(3-
-dimetilaminopropil)-carbodiimida si 25 mg N-hidroxisuccinimida in 10 ml dimetilformamida
timp de 3 h la temperatura camerei, pentru activarea gruparilor carboxi libere de la suprafata
polimerului; acestea sunt utilizate la cuplajul covalent cu derivatul enzimatic obtinut prin
dizolvarea a 5 mg peroxidaza in 1 ml de tampon fosfat 10 mM pH 7,2 apoi se adauga 0,5 ml
solutie de 30 mg/ml NalQ, in apa distilata timp de 30 min pentru oxidarea carbohidratilor din
structura enzimei cu obtinerea de bisaldehida, urmata de purificare pe Sephadex G 25,
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eluent fiind tampon fosfat 10 mM pH 7,2, iar eluatul enzimatic, 3 ml, este combinat cu 1 ml
solutie de 1 mg/ml hexametilendiamina in tampon carbonat 50 mM pH 9,6, reactia de
obtinere a bazei Schiff formate se desfagsoara pe durata a 3 h, apoi produsul este purificat
prin cromatografie pe Sephadex G25, iar eluatul enzimatic, 3 ml, este combinat cu o solutie
de 1 mg/ml borohidrura de sodiu (NaBH,) in apa distilata, pentru reducerea bazei Schiff si
obtinererea derivatului hexametilendiamino-peroxidaza, ce este purificat pe Sephadex G25,
iar in eluatul derivatului enzimatic sunt introduse benzile de poliester activate pentru cuplajul
covalent, reactie desfasuratd pe perioada de 12 h la 4°C, iar produsul polietilen-
tereftalat-hexametilendiamino-peroxidaza este depozitat la -20°C in vederea utilizarii.
Reactiile de obtinere a polietilentereftalat-hexametilendiamino-peroxidazei sunt:
E1: Activarea chimica a suprafetei poliesterului polietilentereftalat (PET)

/}_Ii_ = ——If-OH
ﬁﬁ@——ﬁ—(){“ﬁ;—(—ﬂr()}ﬁ- r‘r M ?{ @

Temp. 50°C |
~o-cH cH0H
Polietilentereftalat (PET)

Jfaza solida

E2: Activarea gruparilor carboxi de la suprafata polimerului, formate prin tratament
chimic la etapa E1

£y OLofr
Jaza / / -OH Jaza / j_ \ A’I 0-
solida 4 R-N=C=N-R' whdu
(PET) /| Je "
/[ (carbodiimida) /,/|
~l-0-CHyCH yOH ~-0-CHyCHyOH

Complex activat PET cu carbodiimida

whda

>\ OH ﬁuu/” Jf O—I{ o-a\/

//I

(N-hidroxisuccinimida) ////I -0-CH -CH »OH

Complex activat PET cu succinimida

E3. Oxidarea carbohidratilor din structura peroxidazei

H OH f{ ﬁ)
R IS

carbohidrat periodat de sodiu

bis aldehida
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E4. Obtinerea bazei Schiff

+ NH~(CH y,-NH, _
)' /{>" - <?f_|/0

(hexametilendiamina)

bis aldehida baza Schiff

ES. Obtinerea derivatului peroxidaza-hexametilendiamina

H_N—(Cl{)) 6-NH2

{borohidrura de sodiu)

baza Schiff

T‘H +NH-(CH,)~NH,
\?—’—l/o
derivat peroxidaza-hexametilendiaminag

E6: Obtinerea polietilentereftalatului-hexametilendiamino-peroxidazei

oH T‘HZ'NH'(CHZ)ENHZ Saza /‘ﬁ ( j O-
m |< 2{| o sulm‘rf
+
/I
/ 0-CH»CH»OH
derivat peroxidaza-hexametilendiamina Complex activat PET cu succinimida

aza solida)
(PET)

HO-CH »CH 01

polietilentereftalat-hexametilendiamino-peroxidaza
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In continuare, se prezinta o serie de date experimentale privind activitatea enzimatica
a markerului enzimatic acid 2,4-diclorofenoxiacetic-hexametilendiamin-peroxidaza, care sunt
in legatura cu fig. 1 si 2.

Fig. 1, cinetica de reactie enzimatica. Conditii de reactie: enzima PRH 10 ng/ml (PRH
peroxidase from horseradish, type VI-A, 1550 unitati/mg solid) in tampon fosfat 10 mM pH
7,2 si substratul enzimatic 50 ul TMB 2,5 mg/ml in amestec acid acetic:apa 1:10 (v/v), 50 ul
H,O, 3%. Reactia de oxidare a fost stopata prin separarea cromatografica pe Sephadex G25
a enzimei PRH de oxidant (NalO,)

Fig. 2, calculul timpului de injumatatire al activitatii enzimatice a PRH obtinut din
cinetica de reactie la 2 min.

Cantitati egale de enzima peroxidaza (PRH peroxidase from horseradish, type VI-A,
1550 unitati/mg solid) au fost puse in reactie cu oxidantul NalO, 30 mg/ml in tampon fosfat
10 mM pH 7,2. Reactia de oxidare a fost opritd prin separarea componentilor reactiei
(enzima oxidata, respectiv oxidantul NalO,) prin cromatografie pe coloana de Sephadex G25,
(30 x 1) cm eluent tampon fosfat 10 mM, pH 7,2. Timpii de oxidare ai enzimei PRH alesi au
fost 3 min, 30 min, 60 min, 6 h si 24 h. Eluatul care contine enzima oxidata a fost colectat,
iar activitatea specifica enzimatica a fost comparata fata de martor (enzima fara oxidant).
Rezultatele analizei sunt redate in graficul de mai jos.

Tabelul 1
Scaderea activitatii enzimatice a PRH in timp, in prezenta oxidantului NalO,, unde A,
este activitatea PRH oxidata proportionalé cu densitatea opticd a PRH méasuraté la
lungimea de undé de 450 nm (maximul de absorbtie al substratului TMB-
tetrametilbenzidina oxidat de H,O, in prezenta PRH) la 2 min gi A,, este activitatea PRH
neoxidaté proportionald cu densitatea opticd a PRH masurata la lungimea de undé de
450 nm la 2 min

Timp de oxidare AJAy (%)
3 min 98,20
30 min 85,40
60 min 70,80
6 h 49,35
24 h 13,26
Concluzie:

La 30 min, activitatea enzimatica in procesul de oxidare al PRH, in comparatie cu cea
de la 3 min, este 85,4% fata de 98,2%, deci intervalul de timp de oxidare este optim pentru
obtinerea markerului enzimatic acid 2,4-diclorofenoxiacetic-hexametilendiamin-peroxidaza.
Activitatea enzimatica la 24 h duce la o scadere de 84,94% fata de cea de la 3 min,
rezultand, in final, daca s-ar aplica procedura de oxidare la 24 h, un produs cu activitate
enzimatica specifica de 8,49 ori mai mica, ceea ce ar rezulta la scaderea sensibilitatii de
analiza prin folosirea produsului final acid 2,4-diclorofenoxiacetic-hexametilendiamin-
peroxidaza in sisteme de dozare.

Din datele experimentale de cinetica enzimatica obtinute, activitatea enzimei in
procesul de oxidare a fost reprezentata considerand modelul:

In2

T2
A=A, e

toxi dare
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unde:

A, - activitatea enzimatica a probei oxidate, proportionala cu densitatea optica a
probei martor la lungimea de unda de 450 nm;

A, - activitatea enzimatica a martorului, enzima PRH neoxidata proportionala cu
densitatea optica a probei oxidate la lungimea de unda de 450 nm,;

T, - timpul mediu de oxidare care reduce activitatea enzimei la 50% fata de martor
(enzima neoxidata) - timp de injumatatire al activitatii enzimatice;

t.xdare - impul de oxidare, in cazul de fata de 3 min, 30 min, 60 min, 6 h si 24 h.

Tabelul 2
Datele experimentale utilizate la calculul timpului de injuméatétire al activitatii
enzimatice a PRH

Timp de oxidare Ap/AM 2,303log(AM/AP)
3 min 0,9858 0,014
30 min 0,8540 0,158
60 min 0,7081 0,345
6 h 0,4935 0,706
24 h 0,1325 2,021

Din fig. 2, rezulta ca T,,,, timpul mediu de oxidare care reduce activitatea enzimei la
50% fata de martor (enzima neoxidata), este 8,78 h.
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Revendicare

Procedeu de obtinere a polietilentereftalat-hexametilendiamino-peroxidaza, caracte-
rizat prin aceea ca:

- se trateaza chimic benzi transparente de poliester polietilentereftalat de dimensiuni
0,5 cm x 5 cm, prin imersie in solutie de NaOH 2 M, la temperatura de 50°C, timp de 30 min,
in vederea scindarii gruparilor esterice de la suprafata polietilentereftalatului, urmat de
spalare cu apa distilata si uscare, apoi benzile suntimersate intr-o solutie de 100 mg 1-etil-3-
-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida si 25 mg N-hidroxisuccinimida in 10 ml dimetilfor-
mamida, timp de 3 h, la temperatura camerei, pentru activarea gruparilor carboxil libere de
la suprafata polietilentereftalatului;

- se obtine un derivat enzimatic prin dizolvarea a 5 mg peroxidaza in 1 ml de tampon
fosfat 10 mM, la pH 7,2, apoi se adauga 0,5 ml solutie de 30 mg/ml NalO, in apa distilata,
timp de 30 min, pentru oxidarea carbohidratilor din structura enzimei, cu obtinerea de
bisaldehida, urmat de purificare pe Sephadex G25, eluent fiind tampon fosfat 10 mM pH 7,2,
apoi 3 ml de eluat enzimatic rezultat sunt combinati cu 1 ml solutie de 1 mg/ml hexametilen-
diamina in tampon carbonat 50 mM, pH 9,6, si sunt lasati sa reactioneze 3 h, pentru
formarea unui derivat de peroxidaza de tip baza Schiff, dupa care solutia care contine
derivatul de peroxidaza este purificata prin cromatografie pe Sephadex G25, apoi 3 ml din
eluatul care contine derivatul de peroxidaza sunt combinati cu o solutie de 1 mg/ml boro-
hidrura de sodiu in apa distilata, pentru reducerea bazei Schiff, cu obtinerea derivatului per-
oxidaza-hexametilendiamina, care este purificat pe Sephadex G25;

- se introduc benzile de polietilentereftalat activate in eluatul derivatului peroxidaza-
hexametilendiamina pentru cuplajul covalent, reactie desfasurata pe perioadade 12hla4°C,
apoi produsul polietilentereftalat-hexametilendiamino-peroxidaza este depozitat la -20°C in
vederea utilizarii.
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