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PREFATA

In contextul actual al transformarilor globale, ocrotirea sanatitii si protectia
mediului inconjurator constituie prioritati majore ale societatii moderne.
Dezvoltarea industriald intensa, desi beneficd economic, a generat multiple
provociri ecologice si de sanitate publica. In acest sens, biotehnologiile moderne
au devenit un instrument esential in gasirea unor solutii sustenabile, avand
implicatii economice, sociale si ecologice profunde. Tot mai multe tari investesc
resurse considerabile in cercetarea si aplicarea biotehnologiilor pentru a aborda
probleme din domeniile farmaceutic, medical, agricol si de mediu. Biotehnologiile
moderne contribuie la crearea de noi tipuri de microorganisme, utilizate in
procesele de producere, de depoluare a mediului si de solutionare a diferitor
probleme de sanatate si de mediu: realizarea proceselor industriale prietenoase
mediului; obtinerea produselor alimentare, farmaceutice si cosmetice prin procese
biotehnologice; tratarea apelor reziduale si bioremediere; monitorizarea mediului;
agricultura etc.

Biotehnologia se concentreaza pe utilizarea microorganismelor si a
enzimelor in scopul obtinerii unor produse de interes practic, intr-un mod prietenos
cu mediul. Printre produsele obtinute prin biotehnologie se numara antibioticele
(peniciline, cefalosporine, aminoacid- si peptido-antibiotice, tetracicline,
macrolide), proteine recombinante, vitamine (vitaminele B, C, D), arome de
interes cosmetic (vanilina, eugenol, 2-feniletanol, y-decalactona), polifenoli,
terpene si carotinoide de interes cosmetic (cum ar fi acidul hialuronic, acidul
kojic, (E/Z)-resveratrolul, acidul elagic, galic si ferulic etc.).

Disciplina ,,Biotehnologia substantelor medicamentoase si cosmetice”
urmareste sa dezvolte competente privind: biosinteza substantelor medicamentoase
si cosmetice; selectarea si valorificarea complexd a materiei prime $i a
coproduselor (stabilirea consecutivitatii operatiilor si procesul tehnologic);
selectarea si utilizarea echipamentelor specifice proceselor biotehnologice; etapele
de prebiosinteza, biosinteza, izolare, purificare, utilizarea eficienta a energiei §i a
bioreactoarelor; masurile de protectie a mediului ambiant; aplicarea metodelor
fizico-chimice de analiza spectrala (IR, UV) si cromatografice (HPLC) Tn scopul
stabilirii identitatii si puritatii produsului finit.

Materialul prezentat in lucrare este structurat in baza curriculumului
disciplinei la programul de studii Tehnologia produselor cosmetice si medicinale,
Ciclul I, licenta, Facultatea de Chimie si Tehnologie Chimica, Departamentul
Chimie Industrialda si Ecologica ,,Acad. Gh. Duca”. Lucrarea include aspecte



teoretice si aplicative, oferind o viziune integratd asupra proceselor biotehnologice
utilizate in industrie, alaturi de exemple practice, metode de analiza si studii de caz.

Pentru studenti, aceasta lucrare ofera nu doar cunostinte teoretice solide, ci
si abilitati aplicabile in industrie, necesare in laboratoarcle de cercetare, in
sectoarele de productie farmaceutica si cosmetica, precum si in institutiile de
control si evaluare a calitatii. Formarea unor astfel de competente sporeste
considerabil sansele de integrare pe piata muncii nationald si internationald, in
domenii cu cerere crescanda de specialisti.

Speram ca lucrarea de fatd le va deschide noi perspective, 1i va inspira in
aprofundarea cunostintelor biotehnologice si va contribui la formarea lor
profesionald ca viitori specialisti Intr-un domeniu aflat in plina expansiune.

Autorii



1. BIOTEHNOLOGIA: ISTORIC, PROCESE SI PRODUSE
BIOTEHNOLOGICE

1.1. Aparitia si dezvoltarea biotehnologiei

1.2. Aplicatii ale biotehnologiei in industria farmaceutica si cosmetica

1.3. Etapele unui proces biotehnologic

1.4. Procesul de crestere a microorganismelor

1.5. Influenta factorilor de mediu asupra cresterii microorganismelor

Abilitati
Studentul:

- analizeaza etapele-cheie ale evolutiei biotehnologiei si impactul lor;

- defineste si utilizeaza concepte fundamentale in contexte aplicative;

- identifica si clasifica substante biotehnologice, explicaind importanta
acestora;

- evalueazd avantajele si limitele obtinerii pe cale biotehnologica a
substantelor medicamentoase si cosmetice fata de alte metode;

- descrie si explica etapele principale ale unui proces biotehnologic,
incluzand controlul factorilor operationali;

- compara si interpreteaza procesele biochimice de baza din metabolismul
aerob si anaerob, corelandu-le cu aplicatiile in biosinteza industriala,

- modeleazad si analizeazd curba de crestere a microorganismelor, aplicand
cunostintele la optimizarea proceselor biotehnologice;

- explica structura si functia principalilor biocatalizatori utilizati in
biotehnologie;

- evalueazd influenta factorilor de mediu asupra dezvoltarii
microorganismelor si propune solutii pentru optimizarea conditiilor de
cultura.

1.1. Aparitia si dezvoltarea biotehnologiei

Termenul ,,biotehnologie” a fost introdus pentru prima data in anul 1919 de
citre Karoly Ereky, un inginer agronom si om de stiintd maghiar. In viziunea lui,
biotehnologia reprezentd ,,toate acele aplicatii tehnologice in care materia prima
este transformati in produse utile cu ajutorul organismelor vii” (K. Ereky,
1919). Aceasta definitie timpurie punea accentul pe rolul transformator al
organismelor vii in procesele tehnologice si avea o orientare predominant practica,
in special in agricultura si n industria alimentara.

In anii 1960, termenul ,.biotehnologie” a inceput sa fie utilizat in contextul
cercetdrilor legate de producerea unui produs sau serviciu care implica organisme
vii si procese biologice. In prezent, majoritatea cercetitorilor definesc

10



biotehnologia ca o disciplina stiintifica noui bazata pe biologie al carei scop
este utilizarea in tehnicad a microorganismelor sau a produselor derivate de la
acestea, a culturilor de celule vegetale si animale pentru producerea de
substante utile in agriculturd, industria alimentaria, farmaceutica etc. in
folosul activitatii umane.

De mentionat ca, de-a lungul istoriei, omenirea a folosit microorganisme n
producerea bauturilor alcoolice, fermentarea aluatului si in producerea lactatelor
fermentate. Dar abia la mijlocul secolului al XIX-lea omul de stiinta francez Louis
Pasteur a dovedit stiintific relatia dintre activitatea microorganismelor si procesele
de fermentare.

Pe parcursul secolului XX, odata cu progresul geneticii, microbiologiei si a
ingineriei biochimice, conceptul de biotehnologie s-a extins si s-a rafinat.
Definitiile actuale reflecta complexitatea si multidisciplinaritatea domeniului.

O definitie modernd, acceptatd pe scard largd, este cea propusda de
Organizatia pentru Cooperare si Dezvoltare Economica (OCDE):
»Biotehnologia este aplicarea principiilor stiintifice si ingineresti asupra
proceselor biologice, organismelor, celulelor sau componentelor acestora,
pentru a dezvolta produse si servicii utile”.

Uniunea Europeand defineste biotehnologia intr-un mod asemanator,
accentuand aplicabilitatea 1n diverse domenii: ,utilizarea stiintifica a
organismelor vii sau a partilor acestora pentru a produce bunuri si servicii”.

Astfel, biotehnologia a evoluat de la un concept simplu, centrat pe
utilizarea practica a organismelor, la un domeniu stiintific complex, cu aplicatii in
medicina, agricultura, industrie, mediu si cosmetica, reflectand progresele
extraordinare ale stiintelor vietii si ale tehnologiilor de varf.

In esenti, scopul principal al biotehnologiei este obtinerea de produse sau
servicii utile activitatii umane, cu ajutorul organismelor vii (de exemplu
microorganisme) sau enzimelor (molecule proteice cu functie catalitica). Procesul
de baza in biotehnologie este ,,procesul biochimic”, dupa cum procesul de baza in
tehnologia chimica este ,,procesul chimic”. Tn tabelul A.1.1 sunt prezentate tipuri
de produse comerciale obtinute pe cale biotehnologica utilizand diferite tipuri de
microorganisme.

1.2. Aplicatii ale biotehnologiei in industria farmaceutica si cosmetica

Dezvoltarea biotehnologiei moderne este determinatda in primul rdnd de
descoperirile recente din domeniul biologiei moleculare, dar si de problemele
societdtii contemporane, precum criza energetica, epuizarea rezervelor de resurse
de pe planeti, probleme ecologice si de bioremediere. In acest sens, aceste
biotehnologii pot fi clasificate:

11



1) in functie de tipul de celule cu care se lucreaza, se deosebesc biotehnologii
microbiene, vegetale si animale.

2) in functie de domeniul de aplicare a produsului obtinut pe cale
biotehnologica, se deosebesc:

e Diotehnologii industriale: farmaceutice, cosmetice, alimentare si de

depoluare;

e Dbiotehnologii agricole: vegetale si in zootehnie;

e Dbiotehnologii medical-veterinare.

Obiectul biotehnologiilor farmaceutice si cosmetice este obtinerea cu
ajutorul microorganismelor sau al enzimelor a unor produse de biosinteza si
eventual modificarea lor prin semisinteza.

Tn categoria biotehnologiilor farmaceutice intra:

e producerea biomasei proteice;

e biosinteza antibioticelor;

e producerea acizilor organici;

e producerea aminoacizilor, enzimelor, probioticelor, hormonilor,
vitaminelor, polizaharidelor.

In functie de gradul de puritate, produsele obtinute pot fi utilizate atat
pentru consumul uman, cat si animal.

Extinderea spectrului substantelor obtinute pe cale biothenologica se poate
efectua prin intermediul ingineriei genetice. Tn acest caz microorganismele
(bacteriile sau fungii) native sunt modificate genetic (microorganisme modificate
genetic). Acest fapt presupune modificarea prin tehnici adaptate, a ADN-ului nativ
al unui microorganism, cu segmente de ADN ce contine informatia genetica despre
biosinteza produsului terapeutic. Astfel, se obtine insulina si interferonul uman cu
ajutorul bacteriilor si drojdiilor modificate genetic. Medicamentele si cosmeticele
astfel obtinute sunt mai putin costisitoare, prezintd o toxicitate redusd si o
biocompatibilitate inalta.

In industria farmaceutica sunt comune proteinele terapeutice si antibioticele
produse prin tehnologii genetice si fermentatre microbiana. De exemplu, insulina
umana recombinanta este fabricatd prin cultivarea ADN-ului uman in bacterii E.
coli (sau drojdii S. cerevisiae) modificate genetic, iar interferonii recombinanti (a,
B, 7) se obtin tot in E. coli (cu IFNp-1a glicozilat produs in linii celulare CHO).
Eritropoietina (EPO), fiind o glicoproteind complexa, este produsa in culturi de
celule mamifere (CHO). Antibioticele (penicilina, streptomicina etc.) se obtin prin
fermentare microbiana folosind fungi si bacterii (Penicillium, Streptomyces etc.).
Vaccinurile de ultima generatie pe baza de ARN mesager (eX., vaccinurile COVID-
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19 Pfizer-BioNTech/Moderna) sunt sintetizate in vitro prin transcriptie ARN rapida
si scalabila.

In cosmetice, ingredientele active sunt de asemenea obtinute biotehnologic.
Acidul hialuronic pentru creme si seruri este produs prin fermentare bacteriand (de
ex., Streptococcus zooepidemicus). Colagenul recombinant (de tip 11l uman) este
produs de microorganisme modificate (de ex., drojdii Pichia pastoris).
Antioxidantii naturali (polifenoli, vitamine) sunt obtinuti prin procese
biotehnologice: fie extrasi din culturi celulare, fie prin Dbiosinteza
microbiana/bioconversie (de ex., drojdii/bacterii).

Biotehnologia modernd joacd un rol esential in transformarea industriei
farmaceutice si cosmetice, oferind solutii inovatoare care raspund cerintelor actuale
de eficienta, siguranta si sustenabilitate. Datoritd progreselor in ingineria genetica,
fermentarea industriald si cultura celulard, este posibila producerea unor
ingrediente active de 1nalta puritate, cu aplicabilitate precisa si controlata. Procesele
biotehnologice utilizeazad materii prime regenerabile (glucoza, apa), reducand
consumul de resurse naturale si impactul asupra mediului. Prin optimizarea
microorganismelor si conditiilor de cultura se obtin cantitati mari de produs cu
consum energetic si de resurse mai redus. Produsele obtinute biotehnologic au o
puritate 1naltd si contin mai putine reziduuri chimice sau contaminanti, reducand
efectele adverse. Controlul strict al procesului biologic asigurd standarde ridicate
de calitate si sigurantd, esentiale pentru utilizarea medicala si dermatologica.
Biotehnologia permite dezvoltarea de tratamente si produse adaptate profilului
genetic al pacientului sau nevoilor individuale ale pielii.

1.3. Etapele unui proces biotehnologic

Procesul biotehnologic cuprinde mai multe etape:

a) Selectarea microorganismelor si ameliorarea performantelor acestora

In naturi dezvoltarea microorganismelor este influentatd de conditiile
specifice ale mediului din care a fost prelevati proba. In biotehnologie se utilizeaza
o cultura pura de microorganisme; prin urmare, este importanta identificarea
conditiilor de dezvoltare ale acestora in scopul obtinerii produsului de interes. La
selectarea microorganismelor se utilizeaza mai multe metode: metoda Lister,
metoda Linder, metoda Koch, metoda Naumov etc. Pentru cresterea productivitatii
se utilizeaza culturi pure de inaltd performantd rezultate prin selectii repetate a
celor mai bune tulpini si obtinere prin procedee de mutasinteza a mutantilor Tnalt
productivi. Mutantii sunt indivizi care difera de populatia speciei prin unul sau mai
multe caractere ce se transmit ereditar. Noile caractere apar datoritd modificarilor
genetice care se produc, de reguld, din cauza socurilor termice, pasteurizarii sau
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carentei din mediu a unor principii utile dezvoltarii normale. Calitati urmarite la
mutanti: productivitate inalta, rezistenta la diversi agenti patogeni, la diferite valori
de pH, asimilarea unor medii nutritive ieftine, termosensibilitate etc.

b) Pregdtirea mediilor de cultura

Microorganismele  necesita  conditii  fizice (temperaturda, agitare,
vascozitate), chimice (compozitia mediului de culturd) si biologice (sterilizarea
mediului) optime pentru cresterea si biosinteza produsului de interes. Tn acest scop,
mediile de cultura sunt constituite din suporturi nutritive sterilizate care permit
dezvoltarea unui microorganism in afara nisei ecologice naturale. Biomasa este
formata din 73—-86% apa, restul fiind substanta uscata (C, N, O, H, P, S, K, Mg, Fe,
Mn, Zn, Na, Ca, ClI, Si).

Mediile de culturd se clasifica in functie de:

e consistenta — medii lichide, solide, semisolide;

e compozitie — medii naturale (care contin elemente nutritive, de origine
vegetala sau animald) si medii sintetice (care contin numai compusi cu
structurd chimica cunoscuta care pot fi dozati);

e tipul de metabolism al microorganismelor cultivate — medii pentru
microorganisme aerobe sau anaerobe;

o scopul i frecventa utilizarii — medii de uz curent, medii utilizate in special
pentru izolarea microorganismelor la nivel de laborator (elective, selective,
de imbogdtire, de conservare, de identificare);

e faza de biosinteza la care este utilizat mediul de cultura — medii de
laborator, pilot sau medii de cultura industriala;

e destinatia finald a culturii dezvoltate — mediile pot fi utilizate pentru cultura
inocul sau pentru cultura de regim, numite si medii de fermentare sau medii
de biosinteza.
in biotehnologie se utilizeaza in mod curent mediile naturale ce contin

subproduse agroalimentare, cum ar fi: melasa, srotul de floarea-soarelui, de soia,
fadina de porumb, taratea de grau, extractul de porumb. Aceste medii contin In
general substante nutritive necesare dezvoltarii microorganismelor, la care se
adauga de obicei cantitati mici de saruri minerale.

Mediile naturale sunt in general mai ieftine, dar prezintd dezavantajul
variabilitdtii compozitiei, ceea ce nu permite o standardizare si, prin urmare, 0O
reproducere a procesului de biosinteza cu un randament constant. Spre deosebire de
mediile naturale, mediile sintetice au o compozitie constanta.

Un mediu de culturd utilizat pentru dezvoltarea microorganismelor trebuie
sa contina:
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- sursa de carbon (in general glucide — glucoza, amidon, lactoza, zaharoza

etc.);

- sursa de azot care poate fi organic (aminoacizi, proteine, uree) sau

anorganic (NHs, (NH4),SO, etc. );

- sursa de fosfor (H3POg4, (NH4)3PO4, KH,PO, etc.);

- oligoelemente: K (KCl sau K;HPQO,); Mg (MgS0O,); Fe (FeCls);

- factori de crestere: aminoacizi, proteine, vitamine si coenzime.

Compozitia mediului nutritiv pentru un microorganism se stabileste n
laborator, prin cultivarea acestuia, alegandu-se astfel, in functie de scopul urmarit,
mediul optim de cultivare. Uneori, pentru cresterea randamentului in faza de
biosinteza a produsului de interes in mediu se adauga precursori, substante care au
fragmente structurale ale moleculei produsului de biosinteza.

In procesele de biosinteza, sursa principala de energie o constituie sursa de
carbon (glucidele). In procesele catabolice, prin oxidarea biochimica a glucozei se
elibereazd o cantitate mare de energie, din care o parte este inmagazinatd in
compusii macroergici (substante chimice de tipul ATP care prin hidroliza
elibereaza energie), iar excesul este eliberat sub forma de caldura, preluata cu
ajutorul schimbatoarelor de caldura ale bioreactoarelor.

Mediile de culturd utilizate in productia de enzime trebuie sd contina
elementele esentiale: carbon, azot, oxigen, sulf, fosfor, magneziu, calciu si
oligoelemente (in cantitati foarte mici): fier, cupru, cobalt, zinc, mangan, molibden,
care sunt necesare decurgerii metabolismului. De cele mai multe ori este necesara
utilizarea unui mediu de producere a enzimei cat mai ieftin si reproductibil pentru
0 perioada cat mai lungi de timp. In acest sens, se recurge la utilizarea unor
substraturi ieftine si accesibile in conjunctura economica respectiva. Substituirea
unui component din compozitia mediului nutritiv conduce la variatii in
randamentul de producere al enzimei. Astfel, influenta diferitelor componente ale
mediului de culturd asupra biosintezei unei enzime se determind prin studii de
cercetare vizand cresterea celulara si reglarea metabolica impusa tehnogen.

Sursa de carbon utilizatd in compozitia mediilor de culturd este suplinitd in
mod obisnuit de glucide de o anumita puritate sau de un produs de origine naturala
contindnd un amestec de glucide. Astfel, melasa de sfecld sau de trestie este
folosita in multe cazuri drept sursd de zaharoza. Alte surse de carbon utilizate in
productia de enzime: siropul de glucoza, amidonul de porumb sau de cartofi,
hidrolizatul de amidon de cereale (grau, orez, porumb) sunt in mod frecvent
folosite ca surse de glucoza, zerul — ca sursa de lactoza.

Sursa de azot poate fi de origine anorganica, cum ar fi: amoniacul, sarurile de
amoniu sau amestecuri complexe de tipul extractului de drojdie, de porumb,
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peptona, faind de soia etc. Fosforul, sulful si cationii esentiali sunt, in general,
supliniti de sarurile anorganice. Uneori se adaugd elemente specifice in cantitati
mici, dar de obicei acestea sunt asigurate de apa sau de alte componente ale
mediului.

Deoarece fenomenele de spumare sunt frecvent intalnite in cazul culturilor
aerate, este necesara adaugarea in mediile de cultura a agentilor de antispumare,
uleiuri sau grasimi animale cu puncte de topire scazute (ulei de floarea-soarelui si
soia) sau utilizarea spargatoarelor de spuma mecanice.

c) Sterilizarea

Sterilizarea este necesarda pentru asigurarea omogenitdtii populatiei
culturilor intensive (prezenta unui singur tip de microorganisme). Se sterilizeaza
aparatajul, mediul de cultura, aerul si se foloseste o cultura pura. Procedeele de
sterilizare utilizate sunt de natura fizica, mecanica, chimica si sunt alese in functie
de materialul de sterilizat. Sterilizarea termica este metoda cea mai utilizatd la nivel
industrial: la temperaturi peste 60°C incep sa se distruga formele termolabile, iar la
160°C sunt distrusi si cei mai rezistenti spori bacterieni.

d) Fermentarea

Fermentarea cuprinde totalitatea proceselor biochimice prin care
microorganismele produc energie, elaboreaza metabolitii (care reprezinta, de
reguld, scopul biosintezei) si se multiplica.

e) Separarea si purificarea

Tnainte de a fi purificate, produsele organice de interes obtinute pe cale
biotehnologicd sunt in prealabil izolate din lichidul de culturd (dacd sunt
extracelulare) sau din biomasa (daca sunt intracelulare) utilizind metode de
separare general valabile pentru toate produsele de biosinteza.

Prelucrarea primara a mediilor de biosinteza se face prin filtrare, centrifugare,
decantare, concentrare a fazei lichide, dezagregare a celulelor (pentru produsele
intracelulare), extractie, uscare, atomizare. Pot fi aplicate si procedee specifice:
precipitarea cu solventi sau cu sdruri anorganice, purificarea si concentrarea prin
ultrafiltrare.

Echipamentele industriale implicate sunt complexe si specifice. Schema de
flux variaza de la un produs la altul.

Dificultatile provin din faptul ca produsele farmaceutice obtinute, in general,
prin biosintezd sunt sensibile la actiunea temperaturii, variatia pH-ului, actiunea
substantelor chimice. Pentru a selecta o metoda de separare corespunzatoare a
produselor biosintetizate, este necesar sa se cunoasca proprietatile fizico-chimice
ale acestora, si anume:

- solubilitatea in apd sau in solutii diluate ale sarurilor; in solventi organici
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polari (metanol, etanol, acetond) si putin polari (cloroform, hidrocarburi);

- stabilitatea in solutie (influenta pH-ului, temperaturii; a solutiilor tampon,
solventilor organici) si stabilitatea in stare solida (influenta temperaturii,
umiditatii);

- proprietdtile fizice: dializabilitatea prin membrane, adsorbtia pe suprafetele
solide, migrarea n camp electric, sedimentarea in ultracentrifuga;

- proprietdtile chimice: stabilitatea fatd de diverse enzime si substante
chimice.

Pentru separarea produsului din mediile de biosintezd se aplica, in general,
urmatoarele metode: extractia cu solventi organici, separarea pe schimbatori de
ioni, cromatografia, adsorbtia.

Cel mai des utilizate operatii chimice si aplicate industrial in biotehnologia
enzimelor sunt: filtrarea, concentrarea, dezagregarea celulara si atomizarea.

f) Filtrarea

Filtrarea mediilor de sinteza poate impune probleme tehnice determinate de
compozitia complexa a mediilor si de caracteristicile biomasei (bacterii, fungi)
formate in cursul procesului de biosinteza. De obicei, se utilizeaza una dintre
urmatoarele metode de filtrare:

- pe materialul filtrant (panza de filtru, hartie) se aplica un strat subtire de
material adjuvant (prin filtrarea unei suspensii apoase de adjuvant). Prin
patul filtrant astfel format se executd operatia de filtrare;

- adjuvantul se amestecd cu suspensia de filtrat; se executd filtrarea,
recirculand primele portiuni de filtrat pana la limpezirea totala a acestuia;

- raclarea permanentd a stratului de adjuvant, cu ajutorul unor cutite
speciale, astfel incat stratul de adjuvant de filtrare este mentinut la o
valoare optimd, iar viteza de filtrare este mentinutd constantd. Aceasta
variantd este aplicatd in cazul filtrelor rotative.

O varianta a operatiei de filtrare frecvent utilizatd in biotehnologie este
filtrarea sterilizantd. La prelucrarea suspensiilor se face mai intdi o prefiltrare
grosiera urmatd de filtrarea sterilizantd propriu-zisa. Filtrarea sterilizanta are loc
prin mai multe placi de filtru (din acetat de celuloza, azbest sau polimeri sintetici)
cu diametru redus al porilor (de 0,22 pm), care retin majoritatea bacteriilor.

Uscarea prin atomizare a mediilor de fermentare cu activitate enzimatica se
foloseste pentru materialele care in faza initiala sunt lichide (solutii, suspensii,
paste subtiri). In uscatoarele de pulverizare, mediile lichide sunt pulverizate n
particule de dimensiuni foarte mici (intre 2 si 200 pm), de unde si denumirea
metodei de atomizare. Uscarea are loc foarte repede, materialul nu are timp sa se
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incdlzeasca peste limita admisibila si temperatura mediului lui este apropiatd de
temperatura de evaporare a lichidului. Produsul uscat se obtine sub forma de
pulbere si nu este necesara o maruntire ulterioara.

Pentru recuperarea produselor farmaceutice formate intracelular este necesara
distrugerea membranelor celulare. Aceasta operatie se realizeaza prin procedee de
dezagregare.

In functie de natura agentului de dezagregare utilizat, procedeele de
dezagregare a celulelor se clasifica in:

- procedee mecanice: dezagregarea celulelor in mori coloidale sau in mori
vibratoare. Cresterea tempertaurii este evitata prin circulatia unui agent de racire
prin mantaua aparatului;

- procedee fizice nemecanice: decomprimarea rapida, prin inghetare lenta,
(datoritd cresterii volumului apei la trecerea in stare solidd) sau prin soc osmotic.
Dezintegrarea celulelor microbiene se poate efectua si prin actiunea vibratiilor
ultrasonice cu frecvente de cca 20000 Hz;

- procedee chimice: distrugerea componentelor lipoproteice ale membranei
celulare si eliberarea in faza lichida a produselor de interes se poate efectua prin
actiunea asupra membranelor a detergentilor cationici sau anionici sau a solventilor
organici;

- procedee enzimatice: lezarea celulelor bacteriene poate fi indusa prin
actiunea enzimelor care scindeaza selectiv legaturile a-1,4- dintre moleculele de
N-acetilglucozamina si acidul N-acetilmuramic ale pereteului celular.

Concentrarea mediilor de biosinteza

Mediile de biosinteza sunt concentrate prin operatii specifice industriei
chimice, insd cu atentie sporitd la protejarea componentelor biologice, datorita

Concentrarea prin ultrafiltrare. Ultrafiltrarea este un proces de separare a
componentelor unei solutii bazat pe diferentele de dimensiuni moleculare, utilizand
o membrand semipermeabila. Ultrafiltrarea este un procedeu de separare si
purificare a substantelor biologic active care prezinta urmatoarele avantaje:

- efectuarea concentrarii la temperaturi scazute reducand fenomenele de

autodigerare si pierderea activitatii biologice a produselor de interes;

- nu necesitd modificari de faza (evaporari, condensari);

- nu utilizeaza substante chimice;

- se pot purifica solutii prin indepartarea unor componente cu volum

molecular inferior produsului de interes.
In procesul de elaborare a unei tehnologii de obtinere a unui produs, o
atentie deosebita se acorda proceselor de ultrafiltrare, care urmaresc stabilirea
18



ege v,

purificarea produselor biologic active. Ultrafiltrarea este frecvent utilizata in
concentrarea si purificarea enzimelor de origine microbiand. De exemplu, in
procesul de izolare si purificare a enzimelor, una dintre etape o constituie
demineralizarea solutiei enzimatice. Aceastd operatie are loc in paralel cu
concentrarea prin ultrafiltrare, intrucat ionii anorganici, avand volum mic, trec prin
membrana de ultrafiltrare. Aplicarea metodei de concentrare prin ultrafiltrarea
solutiilor enzimatice exclude operatia de dializa, frecvent utilizata intr-un flux de
purificare.

1.4. Procesul de crestere a microorganismelor

Viteza de multiplicare a microorganismelor este exceptional de mare.
Durata de viata a unei generatii este tipica pentru fiecare specie si poate varia la
aceeasi specie in functie de conditiile de mediu.

Procesul multiplicarii populatiilor bacteriene este bine cunoscut. Acesta
cuprinde mai multe faze (Fig. 1.1.).

logN

N - numiérul de bacterii
—— numirul de celule viabile

12 /ﬁ/t/»_\\-—'— numirul total de celule

G

[} 8 12 18 timp (ore)

Figura 1.1. Curba de crestere a unei populatii bacteriene (Gh. Zarnea)

unde: 4 — insamdntare; A-B — faza latentd sau 1ag; B-C — faza de accelerare a ritmului
de crestere; C— faza de multiplicare logaritmica sau log; D-E — faze de incetinire a
ritmului de crestere; E-F — faza stationard; F-G — faza intermediara de declin; G-H —
faza de declin.

Faza lag sau latenta este cuprinsa intre momentul introducerii germenului in
mediul de cultura (inoculare) si momentul in care celulele acestuia incep sa se
divida. In aceasta fazi, numarul microorganismelor din inocul riméane neschimbat
sau chiar scade temporar. Cultura nu este vizibila macroscopic. Aceasta faza
dureaza in medie cateva ore. Faza latenta apare ca o perioada de adaptare la noile
conditii de cultivare. In aceastd perioadi are loc adaptarea metabolismului prin
sinteza enzimelor necesare pentru recunoasterea substratului. Durata perioadei de
latenta variazd in functie de noile conditii de mediu pe care microorganismele le
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gasesc la transvazare. Cu cat conditiile noi (mediu nutritiv, temperatura, pH,
aeratie) sunt mai apropiate de cele anterioare, cu atdt perioada de lag este mai
scurtd.

Faza de multiplicare exponentiala sau de crestere logaritmica este
precedatd de o perioada scurta (aproximativ 2—-3 ore) de accelerare a ritmului de
crestere, in care multiplicarea se produce cu o vitezd progresivd. Dupa aceastd
perioada, diviziunile sunt bine sincronizate, astfel incat numarul celulelor viabile se
dubleaza, la intervale regulate dupa o progresie geometrica 2, 20 21 22 23 o

Faza de incetinire a cresterii corespunde perioadei in care, ca urmare a
epuizarii treptate a nutrientilor, reducerii concentratiei in oxigen si acumularii
compusilor de catabolism ce pot avea efect inhibitor asupra celulelor, cresterea ia
toate valorile intermediare intre cresterea cu o ratd maxima si 0.

Faza stationard de crestere este atunci cand se stabileste un echilibru Intre
numarul de celule care se formeaza si cel al celulelor autolizate. Chiar daca
cantitatea de biomasa ramane constanta, compozitia celulelor se schimba. Datorita
lezarii unor celule se elibereaza noi substraturi care vor servi drept nutrienti pentru
celulele vii. In cazul in care este necesard mentinerea purititii culturii de
microorganise, faza stationara de crestere poate fi extinsa, prin modificarea unor
factori care scad viteza metabolismului celular. Aceastd fazi poate dura de la
cateva ore pana la cateva zile, in functie de sensibilitatea microorganismelor la
conditiile de mediu.

Faza de declin corespunde unei scaderi progresive a numarului de celule vii
din cauza decesului unui numar important de celule. Faza de declin a celulelor are
loc ca urmare a:

- lipsei surselor de nutritie si energie;
- denaturarii componentelor celulare in prezenta substantelor acumulate

(alcooli, acizi etc.);

- procentului de celule autolizate.
Celulele din aceasta fazd sunt batrane si apar fenomene de involutie: celulele mici,
sferice, deformate, gigante sau ramificate, care se coloreaza slab sau dezvolta
afinitate fatd de colorantii acizi.

1.5. Influenta factorilor de mediu asupra cresterii microorganismelor

Cresterea microorganismelor Intr-un bioreactor este influentata de o serie de
factori de mediu, dintre care cei mai importanti sunt:
- concentratia substratului;
- calitatea si cantitatea inoculului,
- temperatura;
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- pH-ul mediului de biosinteza,

- viteza de agitare;

- concentratia oxigenului dizolvat (pentru bioprocesele aerobe);
- suspendarea particulelor.

Concentratia substratului. Marirea concentratiei de substrat in mediul de
culturd poate duce la sporirea numarului de celule microbiene pana la o anumita
limita, cand procesul de multiplicare este inhibat.

Mecanismele prin care are loc inhibitia sunt:

reactie chimica cu una sau mai multe componente celulare;
adsorbtia sau complexarea unor enzime sau coenzime;
interventia in reactiile biochimice (modificarea metabolismului);
interventia in disocierea complexelor enzimatice (inhibitia enzimatica);

- modificarea parametrilor fizico-chimici ai mediului de biosinteza (pH, tarie
ionicd, constantd dielectrica, capacitate de solvatare);

- interventia Tn functiile de control celular.

Din cauza acestor fenomene concentratiile mari ale substratului inhiba

dezvoltarea microorganismelor; procesul de inhibitie poate fi total. Din acest
motiv, pentru un proces biotehnologic se determind concentratia optima a

substratului atat Tn momentul initial, cat si pe parcursul procesului de biosinteza.
De exemplu, pentru foarte multe bacterii concentratia de 10-15% a sursei de
carbon (glucoza, zaharoza) este inhibitoare, concentratiile optime ale sursei de
carbon fiind pana la 10%. Acesta este motivul pentru care in solutiile foarte
concentrate de zahar (de ex., dulceturi, siropuri) microorganismele in general nu se
dezvolta, de aceea aceste produse pot fi conservate pe o lunga perioada de timp.

Calitatea si cantitatea inoculului. In majoritatea cazurilor, volumul
inoculului ocupa 1intre 3 si 10% din volumul total al culturii. Pentru fiecare proces
tehnologic se stabileste asa-numitul ,,raport optim de inoculare” care defineste
dimensiunile optime ale inoculului.

In scopul obtinerii unei productivititi maxime in produsul de interes, in
timpul procesului de biosinteza se extrag probe din cultura aflatd intr-un anumit
stadiu de dezvoltare si se determind parametrii specifici (numarul de germeni pe
unitatea de volum sau continutul lor in biomasa uscata raportat la unitatea de
volum). Efectele determinate de marimea si varsta inoculului sunt specifice pentru
diferite microorganisme.

De exemplu, la bacterii, cantitatea inoculului influenteaza etapele ulterioare
de dezvoltare a culturii si metabolismul acesteia si, prin urmare, capacitatea de
biosinteza a produsului de interes. Cand se utilizeaza o cantitate mare de inocul, se

micsoreaza faza lag datorita formarii si acumuldrii unor metaboliti intermediari
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esentiali care pot difuza n celule si in mediul de culturd mai rapid decét in cazul
utilizarii unui inocul mic. Uneori insa cantitatile mari de inocul determina aparitia
unii produsi metabolici intermediari. S-a observat ca, in cazul bacteriilor, pentru
initierea dezvoltdrii unui inocul este necesara prezenta in mediul de culturd a unei
concentratii critice de metale grele. De exemplu, pentru un inocul de Bacillus
subtilis este necesara prezenta in mediul de cultura a unei concentratii minime de
mangan, in vederea initierii dezvoltarii. Aceste cercetari subliniaza importanta
ionilor metalelor grele pentru faza lag la bacterii.

Tn cazul levurilor, cantitatea de inocul poate influenta de asemenea durata
fazei lag sau etapele ulterioare de dezvoltare, similar cu cele descrise Tn cazul
bacteriilor.

In cazul fungilor, importanta standardizrii inoculului vegetativ este
determinanta. Pentru obtinerea unui ritm rapid de dezvoltare este necesar sa se
utilizeze un inocul sub forma de suspensie de spori. De asemenea, poate sa apara
fenomenul de autoinhibitie sau autostimulare a germindrii sporilor datorita
prezentei unor substante produse in timpul germindrii sau in fazele ulterioare. Tn
cazul fungilor, cantitatea de inocul influenteazd marimea si forma miceliului,
precum si randamentul Tn metaboliti. Raportul de inoculare trebuie sa fie stabilit
astfel Incat cantitatea de miceliu ce se va forma sa nu fie prea mare in detrimentul
secretiei metabolitului de interes. O dezvoltare abundentd a masei miceliene
conduce n acelasi timp la un consum mare de sursa de carbon, cultura fiind astfel
ineficienta.

Temperatura. Temperatura mediului in care are loc procesul de biosinteza
este un factor extrem de important pentru dezvoltarea si activitatea
microorganismelor. Temperatura este un factor care actioneazd in mod direct
asupra microorganismelor; diferenta dintre temperatura mediului inconjurator si
cea din interiorul celulei trebuie sa fie nuld. Pentru un proces de biosinteza
industrial, temperatura este consideratd unul dintre parametrii fizici cei mai
importanti, iar efectele acesteia sunt folosite Tn optimizarea procesului.

Variatiile temperaturii influenteazd randamentul de transformare a
substratului in produsul dorit, preferintele nutritive ale microorganismului si
compozitia biomasei obtinute, precum si viteza de crestere microbiana. In functie
de domeniul de temperatura in care microorganismele ating viteza maxima de
Crestere, acestea se clasifica in: criofile, mezofile si termofile. Microorganismele
industriale sunt in general mezofile; ele prezintd o vitezd maxima de crestere in
intervalul 25-35°C.
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Temperatura  mediului  de  biosintezd  influenteazd  cresterea
microorganismelor prin actiunea asupra proceselor metabolice ce determina
compozitia biomasei 1n proteine, lipide, ARN etc. Membrana celularad se adapteaza
la variatiile termice in anumite intervale prin modificarea organizarii straturilor
lipidice.

Efectul pH-ului asupra cresterii microorganismelor. Valoarea pH-ului
este un parametru important in procesele de biosinteza. Influenta pH-ului asupra
dezvoltarii culturilor microbiene poate fi evidentiata prin:

- viteza net specifica de crestere a microorganismelor care atinge valoarea
maxima la pH optim pentru dezvoltare. De exemplu, pentru anumite specii de
drojdii domeniul optim de pH se situeaza intre valorile de pH 4 si 5. Exista Tnsa si
specii de drojdii care cresc la valori de pH spre 2 sau, dimpotriva, la valori ridicate
ale pH-ului de aproximativ 8 (de ex., drojdiile din genul Rhodotorula folosite
pentru biosinteza fenilalaninei). Cultivarea microorganismelor la valori scazute ale
pH-ului (3 — 4) prezinta avantajul unui risc mai scazut de contaminare, ceea ce este
apreciat in mod deosebit Tn cazul unei cultivari industriale;

- randamentul de conversie a substratului la produsul de interes. Formarea
produsului de interes in procesul de biosinteza poate sa fie legatd de un domeniu
foarte ngust de pH. In timpul dezvoltarii unei culturi microbiene, pH-ul poate varia
in raport cu valoarea optima, Ceea ce poate avea consecinte nefaste asupra
procesului de biosintezd. Variatia pH-ului poate fi determinata fie de consumul
unui nutrient (sursa de carbon sau de azot), fie de producerea unui acid organic de
catre microorganism. Pentru ajustarea pH-ului la valoarea optimd se adauga
selectiv diverse substante chimice (acizi — HCI, H,SO4, H3PO4, baze — NaOH,
KOH sau amoniac gazos, solutii ale sarurilor — KH,PO,4, NaHPO, s.a.) in functie de
mai multi factori: de necesarul in ionii de Na si K* al microorganismului; de
caracteristicile microorganismului (ionul CI” s nu inhibe cresterea), de compozitia
chimicd a mediului (addugarea de acid sulfuric ar putea conduce la formarea unor
saruri greu solubile), precum si de materialul de constructie a vaselor de reactie si a
bioreactoarelor (probleme de coroziune);

- efectul de disociere a acizilor si bazelor. pH-ul actioneaza asupra
caracteristicilor suprafetei celulei, modificand proprietatile acesteia de aderare la
diferite materiale (sticla, metale), precum si cele de floculare.

Concentratia oxigenului dizolvat. In culturile aerobe, este esential si se
realizeze dizolvarea in mediu a cantitatii de oxigen necesare microorganismului n
orice moment al fermentirii. In cazul in care procesul de biosinteza se desfasoara in
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laborator in baloane cu agitare, aerarea depinde de viteza de rotatie a agitatorului
si de volumul baloanelor Erlenmayer.

Eficienta aerarii unui mediu de cultura este definitd de concentratia de
oxigen dizolvat. Alegerea parametrilor sistemului de aerare este determinatd de
necesitatea furnizarii unei cantitati de oxigen suficiente pentru a asigura o valoare
maxima a activitatii metabolice in reactoarele de biosinteza. Pentru decurgerea unui
proces in conditii optime, se efectueaza calcule privind necesarul de oxigen al
microorganismului si viteza de barbotare a acestuia.

Necesarul de oxigen al culturii este influentat de tipul sursei de carbon
folosit Tn procesul de biosinteza. De exemplu, la fungii din genul Penicillium
necesarul de oxigen este dublu la utilizarea glucozei ca sursd de carbon fatd de
zaharoza.

Alti factori care influenteaza transferul de O, sunt:

- agentii tensioactivi din mediul de cultura care determina o micsorare a
coeficientilor de transfer de masa;

- densitatea celulara: la concentratii ridicate vascozitatea mediului creste, iar
eficienta sistemului de aerare scade, bulele au tendinta sa circule prin canale
preferentiale, cu rezistenta redusa la Tnaintare;

- sistemul de agitare al bioreactorului influenteaza concentratia oxigenului
dizolvat: o agitare optima a mediului de cultura conduce la o dispersie eficienta a
bulelor de aer si, deci, la marirea coeficientului de transfer al oxigenului;

- echipamentul de aerare utilizat influenteaza dispersia bulelor de aer.

intrebiri pentru autoevaluare

1. Descrieti etapele de dezvoltare ale biotehnologiei si principalele domenii de
utilizare.

2. Descrieti principalele etape ale evolutiei biotehnologiei ca stiintd si
descoperirile semnificative care au marcat dezvoltarea acesteia.

3. Prezentati exemple de produse biotehnologice utilizate n industria
farmaceutica si cosmetica si explicati importanta acestora.

4. Evaluati avantajele obtinerii pe cale biotehnologicd a substantelor
medicamentoase si cosmetice fata de alte metode.

5. Propuneti si explicati etapele generale ale unui proces biotehnologic
incluzand controlul factorilor operationali.

6. Modelati si analizati curba de crestere a microorganismelor.

7. Evaluati influenta factorilor de mediu asupra dezvoltarii microorganismelor
si propuneti solutii pentru optimizarea conditiilor de cultura.
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8.

9.

Propuneti metode de optimizare a productivitatii Tntr-un proces
biotehnologic.

Argumentati importanta selectarii unui anumit microorganism pentru
fiecare proces biotehnologic si influenta acestuia asupra productivitatii
produsului final.

10. Propuneti metode si echipamente de sterilizare si conditionare a mediului

pentru a sustine cresterea optima a microorganismelor in timpul unui proces
biotehnologic.
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2. BIOTEHNOLOGIA PENICILINELOR NATURALE

1. Antibiotice: istoric, clasificarea, structura si mecanismele de actiune

2. Peniciline: clasificarea, structura chimicd, mecanismul de actiune si
proprietatile biologice

3. Structura si nomenclatura penicilinelor naturale

Biosinteza penicilinelor naturale

5. Biotehnologia penicilinelor naturale: materii  prime, etape de
prefermentare, fermentare, izolare, purificare si conditionare

&

Abilitati
Studentul:
- relateaza despre istoria descoperirii antibioticelor;
- prezintd structura si mecanismele de actiune a antibioticelor;
- enumera tipurile de peniciline naturale;
- explica mecanismul biochimic care determina rezistenta microorganismelor
la antibiotice;
- scrie reactiile de biosinteza a penicilinelor naturale;
- relateaza despre materiile prime si principalele echipamente folosite in
fermentarea, separarea si purificarea penicilinelor naturale;
- descrie etapele si parametrii tehnici ai unui proces biotehnologic de
biosinteza a penicilinelor naturale;
- elaboreaza scheme tehnologice de producere industriala, separare si
purificare a penicilinelor naturale;
- propune metode de conditionare a penicilinelor naturale in scopul
ameliorarii proprietatilor biologic active.

2.1. Antibiotice: istoric, clasificarea, structura si mecanismele de actiune

Antibioticele, la momentul actual, reprezinta cele mai importante produse
comerciale obtinute prin biosinteza si sunt substante chimice produse de
microorganisme, care distrug sau inhiba cresterea altor microorganisme.

Tn 1921, ca urmare a studiilor din timpul carierei sale militare, Alexander
Fleming descopera o enzima natural antiseptica, pe care a numit-0 lizozim. Aceasta
substantd exista in tesuturi si secretii naturale, precum mucus, lacrimi si albusul de
ou, dar care nu a avut un efect important asupra germenilor patogeni. Intr-o
dimineatd din septembrie 1928, cand Alexander Fleming se fintorcea dintr-o
vacantd, a gasit in laboratorul sau placi cu culturi vechi de stafilococi, contaminate
cu alte specii microbiene. In timp ce ficea decontaminarea acestor plici, a observat
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o inhibitie a cresterii in jurul unei ciuperci (mucegai). Acest fapt i-a atras atentia
deoarece cercetdrile sale anterioare erau axate pe descoperirea unor agenti
antibacterieni. Fleming a identificat ciuperca Penicillium notatum, iar extractul
obtinut din aceasta 1-a numit penicilina. Aceasta substanta activa, nou descoperita,
a fost eficace chiar si atunci cand a fost diluata de 800 de ori. In 1929 publica
aceasta descoperire in ,,British Journal of Experimental Pathology“. Cu toate
acestea, abia in 1940 Chain, Florey si Abraham, la Oxford, prin liofilizare, au reusit
sa izoleze penicilina din mediul de cultura (Penicillium notatum) si sa o introduca
in terapia antiinfectioasa. Pentru aceastd descoperire, care a revolutionat stiintele
medicale, Tn 1944 Alexander Fleming a fost innobilat cu titlul de ,,Sir*, iar in 1945
Fleming, Florey si Chain devin laureati ai Premiului Nobel pentru Fiziologie si
Medicina.

Anii 1940-1960 sunt anii de glorie, cand au fost descoperite cele mai multe
dintre antibioticele utilizate in prezent. Tn deceniile 1980—1990, cercetirile genetice
s-au concentrat pe descifrarea genomului bacterian si pe identificarea tintelor
moleculare specifice din celula bacteriand asupra cirora actioneaza antibioticele. In
prezent sunt cunoscute numeroase clase de agenti antimicrobieni, clasificate pe
baza mecanismelor lor de actiune.

Aminoglicozidele au fost descoperite cu peste 75 de ani in urma. La
Tnceputul anilor 1940 a fost descoperita prima aminoglicozida — streptomicina — din
Streptomyces griseus. In 1949 si 1957 neomicina si, respectiv, kanamicina au fost
izolate din alte specii de Streptomyces, iar in anii 1960 a fost descoperita
gentamicina — din Micromonospora purpurea. Primii derivati semisintetici au fost
obtinuti si caracterizati in anii 1970 (netilmicina — derivatd din sisomicind — si
amikacina — derivata din kanamicind).

p-Lactaminele. Tn ultimii 35 de ani au fost dezvoltate noi antibiotice p-
lactamice. Familia p-lactaminelor include peniciline si derivati, cefalosporine,
carbapeneme, monobactame, inhibitori ai p-lactamazei. In ceea ce priveste
penicilina care este unul dintre cele mai vechi antibiotice, este important de a
semnala ca aceasta inca este activd fatd de multe bacterii; este Tn continuare
antibioticul de selectie pentru infectiile cauzate de Streptococcus pyogenes
(streptococul S-hemolitic de grup A), pana in momentul actual nefiind detectata
nicio tulpind de SGA rezistenta la penicilina.

Dintre glicopeptide, vancomicina a fost izolata ca produs de fermentare
dintr-o bacterie din sol, Streptomyces orientalis, care prezinta activitate
antimicrobiana, fiind introdusa in terapia antimicrobiand la sfarsitul anilor 1950.
Aproape 35 de ani mai tarziu a urmat un alt antibiotic glicopeptidic, teicoplanina.
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Din clasa macrolidelor, eritromicina A a fost descoperita la inceputul
anilor 1950. Principala componentd structurald a acestei molecule este un inel
lactonic legat prin legaturi glicozidice de structuri zaharidice si/sau
aminozaharidice. Pentru a depasi limitarile eritromicinei, cum ar fi instabilitatea
chimica, absorbtia slaba si gustul amar, au fost dezvoltate si alte macrolide, care au
inelul lactonic cu 14, 15 si 16 atomi de carbon, cum ar fi claritromicina si
azitromicina.

Dintre tetracicline, clortetraciclina a fost prima izolata in 1948 din
Streptomyces aureofaciens. In deceniile urmitoare au mai fost izolate
oxitetraciclina si tetraciclina din alte specii de Streptomyces; de asemenea, au fost
dezvoltate tetracicline semisintetice: doxiciclina, minociclina. Tetraciclinele au
constituit primul grup major de antibiotice la care s-a utilizat termenul ,,antibiotice
cu spectru larg*. Datorita spectrului larg de activitate, sigurantei relative si costului
redus, tetraciclinele au fost utilizate pe scara larga in toata lumea, ocupand locul
doi in consumul mondial dupa penicilina.

Clasificarea antibioticelor
1. 1In functie de actiunea lor, antibioticele sunt de doua tipuri:

bactericide — omoara bacteriile, interferand formarea peretelui celular al
bacteriei, sau cu formarea continutului celular al acesteia. Exemple de antibiotice
bactericide: penicilina, fluorochinolonele, metronidazolul, nitrofurantoina,
cotrimoxazolul,

bacteriostatice — stopeaza multiplicarea bacteriilor farda sa le omoare,
interferand cu sinteza proteica bacteriana, replicarea ADN-ului sau alte aspecte ale
metabolismului celulei bacteriene. Exemple de antibiotice bacteriostatice:
tetraciclinele, sulfonamidele, trimetoprimul, cloramfenicolul, macrolidele si
lincozamidele.

2. In functie de spectrul de activitate, acestea sunt:

antibiotice cu spectru larg, sunt active atat fatd de microorganismele gram-
pozitive, cat si fata de cele gram-negative; de obicei, sunt indicate in cazul
infectiilor polimicrobiene, de exemplu in infectiile abdominale cu germeni
anaerobi. Exemple de antibiotice cu spectru larg: tetracicline, fenicoli,
fluorochinolone, cefalosporine de generatia a 3-a si a 4-a;

antibiotice cu spectru redus (ingust), au activitate limitata si sunt utilizate
numai fatd de o anumitd specie bacteriand; de exemplu, intr-o infectie cutanata
stafilococica. Exemple de antibiotice cu spectru 1ingust: glicopeptidele si
bacitracina sunt eficiente doar impotriva bacteriilor gram-pozitive; polimixinele
sunt eficiente numai fata de bacteriile gram-negative; aminoglicozidele si
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sulfonamidele sunt eficiente numai fata de microorganismele aerobe, iar
nitroimidazolii sunt in general eficienti numai pentru bacteriile anaerobe.

3. 1n functie de modul de actiune asupra bacteriilor sau actiunea fiziologica,

antibioticele inhiba:

- formarea peretelui bacterian;

- formarea membranei citoplasmatice;

- sinteza proteica;

- replicarea acizilor nucleici;

- diferite procese metabolice.
Structura generala a unor clase de antibiotice este prezentata in tabelul A.2.1.

Mecanisme de actiune a antibioticelor

Diferite antibiotice actioneaza in mod diferit, in functie de natura structurii
acestora si de gradul de afinitate fata de anumite situsuri-tinta din celula bacteriana.
Astfel, antibioticele pot actiona impotriva agentilor bacterieni prin diverse
mecanisme, precum:

Inhibitia sintezei peretelui bacterian este foarte importantd pentru viata
agentilor bacterieni. Un antibiotic care tinteste peretele celulei bacteriene poate sa
distrugd sau sa inhibe bacteria. Exemple de astfel de antibiotice: S-lactaminele
(penicilinele, cefalosporinele), glicopeptidele (vancomicina), de naturd fosfonica
(fosfomicina).

Inhibitia sintezei membranei celulare. Membranele celulare sunt bariere
importante, care separa si reglementeaza fluxul intra- si extracelular al substantelor.
O fintrerupere sau deteriorare a acestei structuri reduce viabilitatea celulei
bacteriene. Membranele celulare sunt prezente atét la celulele procariote, cat si la
cele eucariote. Actiunea acestor antibiotice este putin selectiva, putdnd fi toxice
pentru mamifere daca se utilizeaza pe cale sistemica. Prin urmare, utilizarea clinica
este limitata la aplicatii topice. Exemple: gramicidine (gramicidinele A, B si C) si
polimixine (polimixina B si colistin).

Inhibitia sintezei proteice. Enzimele si structurile celulare sunt compuse din
proteine. Sinteza proteinelor este un proces esential pentru multiplicarea si
supravietuirea tuturor celulelor bacteriene. Cateva tipuri de agenti antimicrobieni
inhiba sinteza proteinelor bacteriene, prin legarea la subunitatea 30S sau 50S a
ribozomilor intracelulari. Acest fapt blocheaza metabolismul bacterian ce
determina moartea sau inhibitia cresterii si multiplicarii bacteriene. Exemple:
aminoglicozide, macrolide, lincozamide, streptogramine (MLS), cloramfenicol,
tetracicline, trimetoprim/sulfametoxazol.
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Inhibitia sintezei acizilor nucleici. ADN-ul si ARN-ul sunt cheia pentru
replicarea tuturor formelor vii, inclusiv a bacteriilor. Unele antibiotice actioneaza
prin legarea la substantele implicate in procesele de sintezd a ADN-ului si ARN-
ului, interferdnd cu procese normale celulare si astfel compromit multiplicarea si
supravietuirea bacteriand. Exemple: fluorochinolone, metronidazol si rifampicina.

Inhibitori ai altor procese metabolice. Alte antibiotice interfera procesele
celulare esentiale vizand supravietuirea agentilor bacterieni patogeni. De exemplu,
sulfonamidele si trimetoprimul intrerup formarea acidului folic, care este o etapa
necesard in producerea de catre bacterie a precursorilor importanti pentru sinteza
ADN-ului. Sulfonamidele se leagd la dihidropteroat-sintetaza, iar trimetoprimul
inhiba dihidrofolat-reductaza; aceste enzime sunt esentiale pentru producerea
acidului folic.

2.2.  Peniciline: clasificarea, structura chimicid, mecanisme de actiune si
proprietatile biologice

Penicilinele sunt antibiotice naturale sau de semisinteza, avand comun
nucleul de baza, acidul 6-aminopenicilanic (Fig. 2.1), un acid monobazic format
dintr-un inel tiazolic si unul p-lactamic. Penicilinele au la baza un sistem
heterociclic numit penam format prin condensarea unui ciclu azetidin-2-onic (-
lactamic) cu un ciclu tiazolidinic (Fig. 2.2). Penicilinele sunt inhibitoare ale
sintezei peretelui bacterian si fac parte din grupa chimioterapicelor antibacteriene

f-lactamice.

Atomii de carbon 2, 5, 6 sunt asimetrici, avand HoN
configuratiile absolute [2S, 5R, 6R]. Prezenta celor trei S
atomi de carbon asimetrici face ca penicilinele sa fie j;N‘/
substante optic active. © COOH

Clasificarea penicilinelor

1. Peniciline naturale (Tab. A.2.2): benzilpenicilina  Figura 2.1. Formula de
(penicilina G); procainpenicilina (penicilina G~ Structura a acidului 6-
procainica); benzatinpenicilina (penicilina G aminopenicilanic
benzatinica); fenoximetilpenicilina (penicilina V) etc.

2. Peniciline de semisinteza:

- Cu spectru ingust de actiune: izoxazolilpeniciline (oxacilina, cloxacilina,
dicloxacilina, meticilina, nafcilina).

- Cu spectru larg de actiune: aminopeniciline (ampicilina, amoxicilina),
carboxipeniciline (carbenicilina, ticarcilina), ureidopeniciline (piperacilina,
mezocilina, azlocilina), amidinopeniciline (furazlocilina).
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Pe langa clasificarea structurala a penicilinelor, o importantd foarte mare
pentru practica clinica o reprezinta clasificareca farmacologica a acestora. Fiecare
element structural specific penicilinelor contribuie atat la actiunea terapeutica, cat
si la stabilitatea chimica si/sau enzimaticd a moleculei, absorbtie etc. (Fig. A.2.1).

Mecanismele de actiune a penicilinelor privind inhibitia sintezei peretelui
bacterian pot avea loc prin legarea covalenta la receptori specifici (penicilinele
leaga proteinele prin inhibitia transpeptidazei sau prin activarea autolizinelor).
Principalul mecanism de actiune a antibioticelor f-lactamice se refera la blocarea
biosintezei stratului peptidoglicanic. Peptidoglicanul este un heteropolimer format
din polizaharide unite prin peptide (Fig. 2.2). Lantul de polizaharide este format din

aCIdul N-acetilmuramic (NAM) si N-acetilglucozamina (NAG) (Fig. 2.3).
%% o NAM NAG

ﬁ CH2 -OH CH»-OH
H3C CH HN
NAG NAM Oligopeptide Peptlda
Figura 2.2. Structura Figura 2.3. Structura polizaharidei
peptidoglicanului formate din acidul N-acetilmuramic

(NAM) si N-acetilglucozamina (NAG)

Legaturile dintre polizaharide sunt de tip f-1—4. Lanturile de polizaharide
sunt conectate prin fragmente peptidice formate din 3 pand la 5 fragmente de
aminoacizi, stabilite prin intermediul NAM (Fig. A.2.2). Grosimea stratului
peptidoglicanic la G(+) este cuprins intre 20 si 80 nm, iar la G(-) intre 7 si 8 nm.

Biosinteza peptidoglicanului decurge in cinci etape. Antibioticele f-
lactamice blocheaza biosinteza peptidoglicanului la etapele 4 si 5. Schematic acest
proces este redat in figura 2.4.
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T- p Etapele 1-3 - reticularea stratului
1 :i :i :i % peptidoglicanic
DD : Tn biosinteza stratului peptidoglicanic
-transpeptidaza o ) ] ]
? — participa mai multe enzime. Una din ele,
2 ;i ,j— K DD-transpeptidaza, catalizeazi
—— reticularea  fragmentelor peptidice
(transpeptidarea). Acest fapt are loc
3 3 ' prin eliminarea unui fragment de
o =k W i ‘ i alanina (D- sau L-) si legarea a cinci
<A fragmente de glicina de restul ramas de
. T T S alanina, care sunt ulterior conectate la un
4 i i i 6. - fragment de lizina din peptida invecin.até.
Etapele 4 si 5 — blocarea procesului de
_— = = ‘i biosinteza a peptidoglicanului de catre
5 i $ p-lactame
° — p-Lactamele sunt similare structural
L sau D Alanina . .
@  AciduDclutamic fragmentului D-alanil-alanina
@ Liizina (substrat), care participa in
e transpeptidare, de aceea concureaza cu
G acesta pentru a se lega de enzima. Astfel,
Peniciling p-lactamele  se leagd de  DD-

transpeptidaze (numite si antibiotice
care leaga proteinele) si astfel blocheaza
activitatea acestora. Acest fapt determina
distrugerea stratului peptidoglicanic si
moartea celulara (liza celulara).
Figura 2.4. Mecanismul de blocare a biosintezei peptidoglicanului
de catre p-lactame

2.3. Structura si nomenclatura penicilinelor naturale

Penicilinele naturale, ca si cele de semisintezd, au structura generala
prezentata in figura 2.5 (a), unde ciclul tiazolidin p-lactamic contine trei atomi de
carbon asimetrici (*), figura 2.5 (b), ale caror configuratii absolute sunt: C, — (S),
Cs - (R), Cs¢ — (R), care asigurd activitatea antibiotica propriu-zisa. Ciclul
pentaatomic de tiazolidina tinde spre planeitate, iar cateva unghiuri caracteristice
sunt dupﬁ cum urmeaza: C5S4C3 —95,2% C,N,C7 — 125°; S4C5CG —119,7°.

Conform sistemului international TUPAC, penicilinele sunt considerate ca
derivati ai bicicloheptanului, in care atomii de carbon din pozitiile 1 si 4 sunt
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substituiti prin azot (azo) si respectiv sulf (tia). Astfel, penicilinele sunt amide ale
acidului  (3S, 5R, 6R)-6-amino-3,3-dimetil-7-0xo0-4-tia-1-aza-bicicloheptan-2-
carboxilic. Pentru fiecare dintre peniciline, prefixul 6-amino este nlocuit cu
numele restului corespunzator.

Penicilinele naturale sunt produse de Penicilium notatum/crysogenum. Ele
difera dupa tipul radicalului R (Fig. 2.5 (a)) si sunt notate cu litere ale alfabetului
latin sau cu cifre romane.

Radicalul acil R a) R\ b)
= /°
N S Ciclul Tiazolidinic HN\H H_S
Ciclul B-lactamic *Cfi—*cl:s 4\30/0H3
) N Nz e,
© COOH 0 AN Coon

Figura 2.5. Formula generala de structura a penicilinelor (a)
si centrele de chiralitate (b)

Clasificarea penicilinelor naturale in functie de radicalul acil si denumirea
acestora sunt prezentate in tabelul A.2.2.

In scopul simplificarii nomenclaturii penicilinelor, acestea au fost denumite
amide ale acidului 6-amino penicilanic, pentru care in literatura in limba romana se
utilizeaza cel mai frecvent abrevierea acid 6-AP (in unele cazuri abrevierea folosita
este 6-APA, care provine din denumirea in limba engleza: 6-aminopenicillanic
acid). Denumirea Comuna Internationala (D.C.l.) a penicilinelor  prevede
abrevierea acidul 6-AP, care include un prefix corespunzator structurii chimice si
un sufix ,,cilina”.

2.4.  Biosinteza penicilinelor naturale

O tulpind de microorganisme produce multe antibiotice cu structura
similard, insd cu activitate biologica diferita. Dar in procesul de biosinteza dirijata,
prin adaugarea de diferiti precursori chimici: Ai, Az, As, ... Ap., pot fi obtinute
antibiotice de interes, ca in exemplul din figura 2.6.

Din totalitatea penicilinelor naturale, utilitate practica au penicilinele G si
V, obtinute industrial, in scopul comercializarii sau ca materie prima pentru
obtinerea acidului 6-APA, care este folosit la obtinerea penicilinelor semisintetice.
Mecanismul de biosinteza dirijatd a penicilinelor G (Fig. A.2.3) si V (Fig. A.2.4),
decurge in trei etape consecutive.

Initial are loc condensarea acizilor L-aminoadipic si L-cisteina cu formarea
N-(L-aminoadipinoil)-L-cisteinei, care ulterior condenseaza cu L-valina cu
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formarea tripeptidei J-(L-2-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina. Ambele reactii sunt
catalizate de enzima J-(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valin-sintetaza (ACVS),
peptida non-ribozomala.

Acid fenoxoacetic

O/YO N\
COOH

o Penicillium notatum

Acid fenilacetic

Aproape exclusiv Penicilina V Aproape exclusiv Penicilina G

Figura 2.6. Biosinteza dirijata a penicilinei G sau V, din Penicillium notatum,
prin adaugarea unui precursor chimic corespunzitor

A doua etapd a biosintezei penicilinei G este ciclizarea oxidativa a
tripeptidei intr-o molecula biciclica, denumita izopenicilina N. Reactia are loc in
prezenta enzimei izopenicilin N-sintetaza (IPNS).

Izopenicilina N este un intermediar care nu prezinta activitate antibiotica, de
aceea este convertita ulterior in penicilina G sau V prin adaugarea precursorilor
chimici: acidul fenilacetic (Fig. A.2.3) si acidul fenoxiacetic (Fig. A.2.4)
corespunzator. In aceastd reactie de transamidare catalizatd de izopenicilin N-N-
aciltransferaza are loc substituirea fragmentului a-aminoadipil din izopenicilina N
prin fragmentul aciloil corespunzator.

2.5. Biotehnologia penicilinelor naturale: materii prime, etape de
prefermentare, fermentare, izolare, purificare si conditionare

1. Selectarea microorganismelor si determinarea compozitiei mediului nutritiv

Mediul nutritiv asigurd conditiile pentru dezvoltarea microorganismelor si
producerea antibioticelor. Compozitia mediului de cultura difera in functie de
etapele procesului biotehnologic si de tipul microorganismului implicat in
biosinteza.

Mediul nutritiv contine: sursa de carbon, surse de constitutie, factori activi,
regulatori ai pH-ului, precursori, oligoelemente etc.

a) In calitate de sursi de carbon pot fi zaharidele brute sau zaharidele de
puritate inalta:

- zaharoza, glucoza, lactoza de diferita puritate;

- amidonul din porumb sau din cartofi;

- melasa din sfecla de zahar;

- unele microorganisme au nevoie de molecule proteice ca sursa nutritiva.
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b) In calitate de surse de constitutic servesc aminoacizii si polipeptidele
introduse sub forma de concentrate de peptona sau in forma bruta: faina de
soia, mazare, porumb.

c) Dintre principalii factori activi sunt azotul si fosforul.

Ca sursa de N se foloseste: (NH4)2SO4, NHsNO3, (NH4)3PO4
Ca sursa de P se foloseste: K3POy, (NH4)3PO4.

d) Oligoelementele sunt o clasa de nutrienti constituitd din elemente minerale
pure necesare vietii In cantitdti foarte mici. Se adauga la etapa de
fermentare sub forma de saruri solubile de Mn, Mg, Co, Zn 1n concentratii
de ordinul pg/L. Extractul de porumb este important deoarece are un
continut inalt de N si P, de aminoacizi si vitamine.

2. Pregatirea mediului nutritiv

a) Initial se introduce apa in fiecare vas pentru pregitirea mediului: inoculator,
intermediar si fermentatorul de regim (Fig. A.2.5).

b) Apa introdusa se incélzeste la temperatura de 50-60°C.

c) Se dozeaza extractul de porumb din rezervor (in acest caz principala sursa
de aminoacizi) si se fierbe timp de 40-60 min.

d) Amestecul se raceste pana la 50-60°C si se dozeaza restul componentelor in
ordinea: CaCOs, NH4NO3;, Na,SO4, MgSO4, MnSO,4; KH,PO4, ZnSOy,
lactoza si glucoza. Lactoza si glucoza se adaugd doar in vasele pentru
pregatirea mediului pentru fermentorul intermediar si fermentorul de regim.
In anumite cazuri glucoza si lactoza se dizolva si se sterilizeazi separat,

pentru a evita formarea bazelor Schiff (azometine) prin condensarea hidratilor de
carbon cu aminoacizii si/sau moleculele proteice (Fig. A.2.6).

3. Sterilizarea mediului nutritiv

A treia etapd in procesul de biosinteza a penicilinelor este sterilizarea
mediului nutritiv, care se face cu abur direct, de aceea din cantitatea de apa care se
adauga pentru prepararea mediului se scade cantitatea de apa acumulatd din
condensarea aburului in timpul sterilizarii.

Astfel, tinand cont de bilantul de materiale (a) si de bilantul termic (b) se
poate calcula cantitatea de abur ce condenseaza la sterilizare:

G- Cp(ts—t;)) =D 1+ D-Cpa(ty—ts) (2.2
G _ GCyta=t)
Gl N T+Cpa(ta—ts) (23)

unde: G — cantitatea totala a mediului ce trebuie obtinuta pentru
fermentare, kg;
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G; — cantitatea de mediu care se prepara pentru Sterilizare, kg;

D — cantitatea de abur care condenseaza la sterilizare, kg;

Cp — caldura specifica a mediului, kJ -kg’l-"C;

Cpa — céldura specifica a apei, 4,19 kJ -kg’l-OC;

r — caldura latenta de vaporizare, 2258 kJ/kg (P = 1,013 bar si

t = 99,6°C);

ta, ts, ti — temperatura aburului, temperatura de sterilizare si
temperatura initiala,’C.

Tn cazul vasului cu mediu pentru fermentatorul inoculator (a), sterilizarea
mediului are loc direct in fermentatorul inoculator A (Fig. A.2.5). Conservarea
proprietatilor aseptice ale culturilor monocelulare unice impune luarea unor masuri
riguroase atat in etapa de inoculare, cét si in faza de transvazare dintr-un bioreactor
in altul mai mare, pentru cresterca biomasei microbiene. Pentru insamantarea
aseptica a materialului de inoculare sunt cunoscute cateva tehnici, dintre care:

- inocularea sub protectia unei flacari;

- inocularea cu ajutorul unei instalatii concepute pentru acest scop.

Tn primul caz flacira trebuie sa asigure sterilizarea zonei capacului Tn care
se gaseste gura de inoculare, iar in timpul introducerii suspensiei de microorganism
flacdra trebuie sa asigure securitatea impotriva unei eventuale infestari.

Sterilizarea mediului de culturd in fermentatorul inoculator (A) se face cu
ajutorul aburului direct la temperatura de 120-125°C, timp de 10-12 minute. De
mentionat cd raportul dintre cantitatea de mediu supus sterilizdrii §i cantitatea de
abur direct utilizat pentru incdlzire trebuie sa fie de aproximativ 10.

Pentru transvazarea biomasei microbiene dintr-un bioreactor in altul se
poate folosi fie un racord flexibil si o pompa peristaltica, fie transvazarea cu aer
steril sub presiune. In prealabil se resterilizeaza toate traseele de trecere a biomasei,
prin care se trece abur de 125-130°C, timp de 20-25 minute. Tn cazul vaselor cu
mediu pentru fermentatoarele intermediar B si de regim C, sterilizarea se face in
instalatia de sterilizare continua (Fig. A.2.7). Aceasta este alcatuita din coloane de
sterilizare (1), zona de mentinere termica (2) si unitate de racire (3), mediul nutritiv
pregatit se incélzeste la 120-125°C, timp de 10-12 min, apoi se raceste pana la 60-
65°C. Coloana de sterilizare este conceputda din doua tevi concentrice, prin teava
interioara fiind introdus aburul, mediul de culturd circuland prin spatiul dintre cele
doui tevi. Incilzirea mediului se face prin barbotarea aburului prin intermediul
fantelor practicate pe teava interioara, acesta fiind dirijat tangential si uniform cu
ajutorul unui snec montat pe exteriorul tevii. Mediul stationeazd 1n coloana
4-6 secunde, dupa care patrunde in zona de mentinere termicd, unde ramane

10-12 minute pentru perfectarea procesului de sterilizare. In final, mediul este ricit,
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intr-un schimbator de caldura tip teava in teava, la 60-65°C, temperatura la care
este introdus in fermentator. Sterilizarea are ca scop distrugerea totald a oricaror
microorganisme (bacterii, fungi etc.). Totusi, sterilizarea nu se poate efectua la
temperaturi foarte inalte, deoarece exista riscul descompunerii mediului nutritiv.

4. Fermentarea

Fermentarea are loc in 3 etape: inoculator, intermediar si de regim (Fig.
A.2.5) care corespund unele etape de dezvoltare a microorganismelor. Principalii
factori ce influenteaza fermentarea biochimica sunt:
- conformatia genetica a microorganismului;
- compozitia echilibratd a mediului de cultura;
- dozarea corecta a raportului glucoza (sursa de energie pentru cresterea
microorganismelor) si lactoza (sursa de energie pentru producerea penicilinei);
- dozarea corecta a precursorilor (acidului fenilacetic, pentru producerea penicilinei
G; acidului fenoxiacetic, pentru producerea penicilinei V);
- Substantele minerale;
- necesarul de oxigen;
- pH-ul stabil la valorile 6,7-7,0.

Valorile parametrilor procesului de fermenatre, care trebuie mentinuti, sunt
prezentate in tabelul 2.1.

Tabelul 2.1. Parametrii procesului de fermentare

Etapade | Temperatura, | Viteza de Debit aer Presiunea, Durata
fermentare OC agitare, L-L? Atm procesului,
rpm (mediu)-min™ ore
Inoculator 261 270 1,0 1,2-1,3 30-40
Intermediar 26+1 170 1-1,2 1,2-1,3 20-40
Regim 26+1 120 0,6-1,0 1,2-1,3 90-120
Inocularea. Pentru producerea penicilinelor naturale se foloseste

Penicillium chrysogenum, o ciuperca filamentoasa cu forma tipica speciei
Penicillium. Adaptararea inoculului dureaza 30-40 de ore. Compozitia mediului de
inoculare variaza in functie de proces. Una dintre cele mai reusite compozitii
pentru acesti fungi este: hidrati de carbon (0,5-2,0%), sursa de azot (0,2-1,0%),
CaCoOs3 (0-1%), K,>HPO, (0-1%), MgSO4, Na,SO4, MnSO,, ZnS0O,4, FeSO4 (07
0,5%), agar Oxoid (30%), care este un amestec de polizaharide extrase din alegele
rosii numite agarofite. Deoarece specia Penicillium chrysogenum include
microorganisme aerobe, in procesul de inoculare se admite aer steril, sterilizat prin
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dou filtre cu care este echipat fiecare bioreactor (Fig. A.2.8) cu un debitde 1 L-L™
(mediu)-min™, iar pentru asigurarea oxigenului in tot volumul mediului de culturd
are loc agitarea continua cu o viteza de 270 rpm.

Filtrul de aer individual este plasat la intrare in fermentator, figura A.2.8
(A). Acest tip de filtre este confectionat din fibre disc cu membrana (filtre absolute,
filtre milipori), redate schematic in figura A.2.8 (B). Membranele folosite sunt
microporoase cu dimensiuni ale porilor 0,2 p. Sterilizarea filtrului se face cu abur
direct introdus pe directia fluxului de aer. Daca membrana filtrului este formata
dintr-un material hidrofob, umiditatea aerului nu deranjeaza procesul de filtrare,
respectiv de sterilizare, ceea ce permite utilizarea lor si ca filtre de iesire.

Filtrul de aer general (Fig. A.2.8 (C)) este alcatuit din material fibros si este
amplasat in apropiere de bioreactor (Fig. A.2.8 (A). Carcasa filtrelor poate sa
includa unul sau mai multe elemente de filtrare. Filtrarea se realizeaza fie printr-0
membrand, fie prin trei straturi de fibre infasurate in jurul unei tevi poroase.
Avantajele acestor filtre sunt: suprafata mare de filtrare, posibilitatea sterilizarii
unor debite mari de aer intr-un timp scurt, durata lunga de functionare, intretinere
simpla si schimbarea rapida a elementelor de filtrare (10-12 minute).

Tn procesul de sterilizare a aerului se monitorizeazi urmatorii parametri:
temperatura punctului de roud a aerului comprimat (temperatura la care apa din aer
condenseaza); temperatura aerului dupd filtrul individual; temperatura aerului la
iesirea din barbotator.

Variatia parametrilor de biosinteza in procesul de producere a penicilinelor
in timp este prezentatd in figura A.2.9.

n fermentitorul inoculator cu capacitatea de sute de litri (Fig. A.2.10) are
loc adaptarea microorganismelor la noile conditii de dezvoltare.

Cresterea biomasei in fermentatorul intermediar (B). La aceasta etapa
are loc acumularea masei celulare prin inmultirea exponentiala a
microorganismelor, capacitatea fermentatorului intermediar este de 1000-2000 L.
Etapa de crestere exponentiala a microrganismelor dureaza 20-40 de ore.
Compozitia mediului pentru acest proces este urmatoarea: extract de porumb (5-
8%), CaCO; (0-1,6%), K;HPO,4 (0-1%), MgSOg4, NaySO4, MNSO4, ZnSO4, FeSO4
(0-0,5%), lactoza si glucoza (5-8%), ulei de floarea-soarelui alimentar (0-0,5%), Tn
calitate de antispumant. Tn fermentatorul intermediar se transvazeazi continutul
inoculului (cu aer steril sub presiune, prin traseele sterilizate Tn prealabil, pentru a
evita infectarea mediului de culturd) (Fig. A.2.11). La fel, in fermentatorul
intermediar se dozeaza, 1n cantitati mici, precursorii chimici: acidul fenilacetic,
pentru producerea penicilinei G si acidul fenoxiacetic, pentru producerea

penicilinei V. Tn aceastd etapd, partial, ca rezultat al distributiei varstelor
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microorganismelor, incepe producerea penicilinei. In procesul de acumulare a
biomasei se introduce aer steril cu un debit de 1,0-1,2 L-L™* (mediu)-min™. Pentru
asigurarea oxigenului in tot volumul mediului de cultura acesta se agita cu o viteza
inferioara etapei de inoculare, de 170 rpm, Tn scopul de a se evita distrugerea
biomasei.

Fermentarea in fermentatorul de regim (C). Tn fermentatorul de regim se
trece continutul fermentatorului intermediar (cu aer steril sub presiune, prin traseele
sterilizate n prealabil, pentru a evita infectarea mediului de cultura) (Fig. A.2.12).
La aceasta etapa are loc terminarea procesului de crestere a microorganismelor si
producerea penicilinelor. Capacitatea fermentatorului de regim este de 50.000-
100.000 L. Procesul de fermentare dureaza 90-120 de ore. Compozitia mediului
pentru acest proces este urmatoarea: extract de porumb (5-9%), CaCO; (0,1%),
K,HPO, (0-0,5%), MgSO,, Na;SO4, MnSO,4 ZnSO,4, FeSO,4 (0-1%), lactoza si
glucoza (5-10%), ulei de floarea-soarelui alimentar in calitate de antispumant (0,3-
0,8%), acidul fenil acetic/fenoxiacetic (0,3-0,6%). Tn procesul de fermentare se
introduce aer steril cu un debit de 0,6-1,0 L-L™ (mediu)-min™, iar pentru asigurarea
oxigenului 1n tot volumul mediului de culturd are loc agitarea continud cu o viteza
inferioara etapei de inoculare, de 120 rpm, pentru a evita distrugerea biomasei si a
penicilinei produse. Pe tot parcursul procesului de biosinteza a penicilinelor pH-ul
se mentine in intervalul 6,7-7,0, iar temperatura n intervalul 25-27°C.

Procesul de fermentare se considerd terminat atunci cdnd Concentratia
zaharului scade pana la 0,2-0,6%, iar concentratia penilicinei este de 1,0-1,8%.

Procesul de biosinteza este aerob, alimentarea cu O, este fundamentala
pentru a asigura viteza maximd de crestere a masei celulare si producerea
penicilinei. Transferul O, prin pelicula de lichid aflata la suprafata bulei este
descrisa de ecuatia (2.4), Tn timp ce ecuatia (2.5) descrie transferul de masa al O,
prin pelicula de lichid de la suprafata microorganismului (Fig. A.2.13):

7, = kja(C, — C) (2.4)
r, = kia'(C - Cp) (25)
r,=1,=k,a(C,—C)=k,a'(C—C) (2.6)

unde: r, — viteza de transfer al O, din aer spre mediul de cultura, mmol Oy/h; 17, —
viteza de transfer al O, din mediul de culturd spre celuld, mmol Oy/h; k;, k;—
coeficientii de transfer prin difuzie in filmul de lichid de la suprafata bulei,
respectiv celulei, m-h']; a,a’'— suprafata de contact dintre bulele de aer si lichid,
respectiv dintre celule si lichid, m*/m’; C,C,— concentratia momentand si de
echilibru a O, dizolvat, mmol 02~L']; C; — concentratia ipotetica a O, la suprafata
celulei, mmol O, L.
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Cocficientul de transfer de masa, k;, in aparatele de agitare poate fi
determinat din ec. (2.7)-(2.10); aceste ecuatii matematice sunt folosite pentru
determinarea cantitatii de oxigen transferat din faza gazoasa in faza lichida:

Sh = Re®- ScY (2.7)

b _ (u0) " (2.8)
D u pD '

k= 031(50)75 (K2) 3 2.9)

. Laa(58) % p02 _ (vs) 0,5

oy o (2.10)
unde: Sh — numarul Sherwood; Re — numarul Reynolds; Sc — numarul Schmidt; D —
coeficientul de difuzie moleculard a gazului; p — densitatea fazei lichide, kg/ ms: n—
turatia agitatorului, rpm; d — diametrul agitatorului, m; o — tensiunea superficiala a
lichidului; & — suprafata de contact dintre bulele de aer si lichid, m*/m?; vy — Viteza
finala a aerului in fermentator, m-s‘l; Vg — viteza aerului la iesirea din barbotator,
m-st: V,, V — volumul de aer, respectiv de mediu, m3: P, P — puterea consumata la
agitarea masei aerate si neaerate, kW; u — viscozitatea cinetica a mediului, m?/s.

Cantitatea oxigenului transferat poate fi determinata folosind coeficientul de
absorbtie volumetric, Ky, ecuatiile (2.11)-(2.16), pentru:

. o~ 0,95

Agitator cu turbina K, = 0,0635 (P_‘;) 067 (2.11)
Fa 5 0,074—2 — = » <90 2.12
1% ! m3 lichid Us m/s (2.12)

0,53
K, = 0,038 (”7) - p067 (2.13)
Py kw
7 < 0,044W = v < 21Vm/s (214)
P =P (1-1,26-2) pentru (-2 < 0,035)  (2.15)
Va Va

P, = P (0,62 — 1,852 pentru (2 > 0,035) (2.16)

Acumularea biomasei (cresterea viscozitdtii mediului) determina scaderea
coeficientului de transfer de masa. Pentru a solutiona aceasta problema se mareste
viteza de agitare. Intensitatea agitarii se caracterizeaza prin timpul de agitare,
definit ca timpul necesar pentru a egala concentratia n toatd masa de lichid in
fermentator.
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5. Separarea si purificarea penicilinelor

O schema generala a prelucrarii in aval de bioreactor este prezentatd in
figura A.2.14. Pentru fiecare tip de produs (extracelular sau intracelular) exista mai
multe metode de prelucrare. Alegerea unei metode de prelucrare si selectare a
operatiei (operatiilor) unitare corespunzatoare se face tinandu-se cont de
proprietatile produsului, impuritdtilor, microorganismelor, celulelor sau tesuturilor
producatoare. Procesul tehnologic de separare va consta in alegerea succesiunii
operatiilor In conformitate cu cele 5 reguli euristice prezentate anterior, pe baza
schemei din figura A.2.14. Majoritatea bioproceselor, in special in cazul obtinerii
produselor de mic tonaj si de valoare ridicata, sunt concepute pentru a fi conduse in
regim discontinuu. Bioprocesele continue de bioseparare sunt utilizate Tn cazul
produselor de valoare relativ redusa, fabricate in cantitati considerabile: etanol,
butanol, acizi organici etc.

Recuperarea primard reprezintd prima etapa a procesului de prelucrare in
aval de bioreactor, etapa in care are loc o purificare preliminara si o reducere a
volumului de material supus prelucrarii. Asa cum reiese din figura A.2.14, alegerea
caii care va fi urmatd depinde de localizarea intracelulara sau extracelulard a
produsului de interes.

Tn cazul produselor extracelulare, prima etapa in procesul de separare o
reprezintd indepartarea biomasei. Aceastd etapa se realizeaza utilizdnd una sau mai
multe dintre urmatoarele operatii unitare: filtrarea Tn filtre rotative cu vid,
centrifugarea in centrifuge cu discuri sau centrifuge cu decantor, filtrarea prin filtre
presd, ultrafiltrarea, flotatia etc. Intrucat fiecare operatie unitard prezinti avantaje si
dezavantaje pentru diverse produse si microorganisme, e dificil de selectat operatia
optima pentru un sistem dat.

Filtrarea solutiilor native

Reiesind din faptul cd penicilinele naturale sunt metaboliti extracelulari ai
Penicillium notatum, acestea se gasesc in solutie si pentru separarea solutiei native
(solutie in care se contine penicilina de interes) de biomasa, de reguld, se foloseste
metoda de filtrare. Filtrarea solutiei rezultata din procesul de fermentare urméareste
separarea miceliului, iar solutia rezultatd se raceste pana la 3-5°C, dupd care se
depoziteaza in rezervorul de asteptare, de unde este trimisa la extractie.

Printre metodele de separare si purificare utilizate in biotehnologii,
metodele de extractie lichid — lichid (L-L) sunt utilizate frecvent, deoarece aceste
metode sunt bine cunoscute si testate industrial cu succes in alte aplicatii, sunt
adesea ieftine, se scaleaza cu succes in unitati cu functionare continua.
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Extractia L-L este utilizata in special pentru separarea din mediul de cultura
a unor metaboliti (alcooli, acizi carboxilici, aminoacizi, antibiotice), pentru
prepararea unor produse farmaceutice izolate din compusi naturali sau obtinute prin
sinteza partialda (sulfamide, fenobarbital, antihistaminice, cortizon, estrogeni,
alcaloizi), pentru rafinarea grasimilor vegetale si animale (procedeul Solexol de
extractie cu propan, extractia cu furfural), pentru extractia proteinelor din peste,
extractia vitaminelor A si D din uleiul de ficat de peste, extractia vitaminei E din
uleiurile vegetale. Pe masura ce scara de operare se mareste, extractia L-L devine
din ce in ce mai atractiva datorita, pe de o parte, faptului ca problemele referitoare
la transpunerea la scara sunt cunoscute si multe dintre ele rezolvate, iar, pe de alta
parte, datorita costurilor de investitii si exploatare mult mai scazute comparativ cu
alte metode de bioseparare, cum ar fi cromatografia lichida.

Un solvent ideal trebuie sa fie selectiv, nemiscibil cu materia prima, ieftin si
usor de recuperat, netoxic, neinflamabil si necoroziv. El nu trebuie sa reactioneze
ireversibil cu solutul. Viscozitatea acestuia trebuic sa fie scazuta: astfel
consumurile energetice pentru vehiculare vor fi mai reduse si, in plus, o valoare
mica a viscozitatii influenteaza favorabil coeficientii de transfer de caldura si de
masd. O diferentd de densitate cat mai mare intre solvent §i materia prima
amelioreaza dispersia si mareste viteza de deplasare a picaturilor, favorizand astfel
transferul de masa. Tensiunea superficiala trebuie sa aiba o valoare optima: la
valori prea mari, desi se usureaza separarea fazelor se Ingreuneaza dispersia, in
timp ce la valori prea mici exista pericolul formarii unor emulsii stabile intre solut
si solvent, emulsii greu de separat.

Solventii utilizati in bioprocese trebuie in plus sa nu denatureze
biomoleculele extrase (peptide, proteine etc.). Ca regula generala, cu cat
biomoleculele sunt mai mari, cu atat mai complexa este structura lor spatiala si cu
atat mai mare este riscul de denaturare. Drept urmare, peptidele mari si proteinele
nu se supun extractiei cu solven{i organici, ele separandu-se prin extractie In
sisteme apoase bifazice.

Penicilinele G si V (care sunt de interes industrial) se separa prin extractie
L-L, la un pH al fazei apoase corespunzator formei nedisociate a antibioticului.
Studiile cu un solvent organic releva faptul ca:

- in solventul organic trec doar moleculele de penicilina acid nedisociate, prin
urmare este necesar un mediu puternic acid;
- intre moleculele de penicilinad in mediul acid nu au loc asociatii moleculare;
- in solvent organic penicilinele nu disociaza.
Extractia se face cu acetat de butil sau izobutil, iar solventul epuizat se

regenereaza si Se foloseste pentru o noua extractie. Deoarece procesul de extractie
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impune un pH puternic acid, la care penicilinele degradeaza, pentru a reduce la
minim procentul de degradare a penicilinei se folosesc extractoare orizontale
(Podbielniak, Fig. A.2.15 (A)) si verticale (Luwesta, Fig. A.2.15 (B)).

Extractorul Podbielniak este primul extractor centrifugal folosit la scara
industriala (1950). Acesta este dotat cu o coloana cu talere perforate infasurata in
jurul unui arbore cilindric care se roteste cu 2000-5000 rpm (Fig. A.2.16).

Campul de forte centrifuge duce la reducerea inaltimii echivalente a unei
trepte teoretice (IETT), precum si a timpului de contact intre faze. Datorita
campului de forte centrifugal si diferentei de densitate are loc o curgere radiala, in
contracurent, a celor doud faze. Productivitatea acestor extractoare este de 2,5-10,0
m?>/ora, dar poate ajunge si pana la 98 m>/ora.

Avantaje: timpul de contact al fazelor este scurt; permit prelucrarea unor
amestecuri avand o diferentd micad de densitate Intre faze si care emulsioneaza usor;
necesita un spatiu redus pentru amplasare.

Dezavantajele principale: cost ridicat; intretinere mai pretentioasa decat la
alte categorii de extractoare.

Extractorul Luwesta (Fig. A.2.17)

Avantaje: productivitate ridicata (1,25-120,00 m%/ora intr-o singura treapta);
timp de contact scurt (cateva secunde); consum redus de solvent.

Dezavantaje: cost ridicat; intretinere mai pretentioasa; aparitia la periferia
cilindrului rotativ a unor presiuni locale de peste 10 MPa, cu efecte directe asupra
numadrului de trepte de contact necesare.

Aceste extractoare pot amesteca fazele, efectua transferul de masa si separa
fazele in cateva secunde. Timpul de contact scurt si o temperatura redusa (0-5°C)
asigurd un randament de 70-75% in faza de extractie.

Penicilinele naturale sunt antibiotice slab acide, (pK scazut), de aceea pH-ul
utilizat in extractie trebuie scazut pana sub valoarea pK, pentru a obtine antibioticul
in forma acida nedisociatd. Coeficientii de distributie ai penicilinei G in sisteme
apa — solvent organic la 0°C sunt prezentati in tabelul A.2.3.

Deoarece la nivel industrial in calitate de solvent de extractie in mare parte
se foloseste acetatul de butil, Tn tabelul A.2.4 sunt prezentate gradele de extractie in
acesta a unor peniciline si precursori de biosinteza.

Daca extractia antibioticelor se face cu un solvent nepolar, cum este acetatul
de butil, gradul de extractie va fi maxim numai daca antibioticele se gdsesc in
solutia apoasa supusa extractiei sub forma nedisociata. In faza apoasa, penicilinele
disociaza datoritd gruparii carboxil. La mnivel industrial, pentru extractia
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penicilinelor naturale se foloseste acetatul de butil. Acidularea solutiei native se
face cu solutie de acid sulfuric (Fig. A.2.18).

Coeficientii de repartitie caracterizeaza distributia penicilinei in faza apoasa
si Tn cea organica. Pentru calculul coeficientilor de repartitie se folosesc constantele

de disociere, care se determina conform ecuatiilor (2.17)-(2.20):
_ [RCOO™][H*]

Kaq = [RCOOH] (217)

K, =% 'C[f’ 'l (2.18)

Ko =2 (2.19)
Cs

K=¢ (2.20)

unde: C; — concentratia penicilinei disociate in faza apoasa; C, — concentratia
penicilinei nedisociate in faza apoasd; C; — concentratia penicilinei 1n faza
organica; C, — concentratia totald a penicilinei in faza apoasa; K — coeficientul total
de repartitie; K, — coeficientul de repartitie a penicilinei nedisociate.

La determinarea valorii optime a pH-ului pentru extractia penicilinelor G si

V in acetatul de butil se calculeaza coeficientul total de repartitie:
— Ko
"~ 1+10PH-Pka (2.21)

Daca: Ko = 47, coeficientul de repartitie a penicilinei in apa; pKa (penicilina G) =
2,75; pKa (penicilina V) = 2,70.

Ca urmare, pentru a exista in stare nedisociata, pH-ul fazei apoase din care se
realizeaza extractia < 2,7.

Daca pH = 2, atunci coeficientul de repartitie a penicilinei G este:

47
Daca pH = 5, atunci coeficientul de repartitie a penicilinei G este:
47
K=——1=1448 (2.23)

Din ecuatiile (2.18)—(2.19) rezulta ca, pentru a obtine un grad de extractie
maxim, valoarea pH trebuie sa fie < 2. Totusi, intr-un mediu puternic acid viteza de
dezactivare a penicilinelor este foarte mare, la pH = 1,5 si temperatura de 35°C
timpul de inactivare a penicilinei G este de aproximativ 4 minute. Prin urmare, pH-
ul utilizat In procesul de extractie reprezintd un compromis intre stabilitatea
penicilinei si valoarea gradului de extractie, respectiv a coeficientului de repartitie.
Pentru a minimiza timpul de expunere a penicilinei la pH scazut, contactarea fazei
apoase cu solventul de extractie se efectueaza inainte de acidulare. Amestecul
format din lichidul de fermentare si solvent este apoi amestecat cu o solutie de
H,SO, (4-6%) utilizand amestecatoare in-line, caracterizate prin eficienta ridicata.
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Pentru a preveni degradarea penicilinelor, extractia se desfdsoard la temperaturi
scazute (0-3°C) in extractoare care asigurd un timp scurt de contact intre faze, cum
sunt extractoarele Podbielniak si Luwesta. Dupa separarea fazelor, pentru
stabilizarea produsului, urmele de acid din faza organica sunt neutralizate prin
adaugarea unei solutii apoase de fosfat de potasiu, carbonat sau acetat de sodiu sau
potasiu, pani la un pH 6. In aceasti etapa, penicilina este reextrasa si stabilizatd sub
forma de sare in solutie apoasa.

Purificarea poate include o noua extractie la un pH de 2,0-2,5, urmata de
neutralizare cu fosfat de potasiu de 2%, pana la un pH 6. Solventul epuizat este
recirculat in procesul de extractie, Impreuna cu solventul recuperat din rafinat prin
distilare. Separarea si purificarea penicilinelor naturale, obtinute ca rezultat al
procesului de fermentare, decurge in mai multe etape si se face ca in exemplul
prezentat in figura A.2.19.

Initial, Tn extractor solutia nativa (solutia obtinuta dupa filtrarea biomasei)
se aciduleaza cu acid sulfuric de 4,0-6,0%, pana la valoarea pH 2,0-2,5 si se
extrage cu acetat de butil, care se dozeaza cu ajutorul dozatorului in raportul
volumic 1intre solutia apoasa si acetatul de butil de 3:1. Extractia se face ntr-un
extractor de tip Luwesta sau Podbielniak, timp de 2-3 minute, pentru a evita
descompunerea penicilinelor. TIn etapa a 2-a are loc neutralizarea solutiei de
penicilinad cu solutie apoasa de hidrogenofosfat de potasiu (4,0%), pana la un pH
7,0-7,2. La etapa a treia, solutia apoasa bazica se aciduleaza din nou cu acid
sulfuric (4,0-5,0%), pana la pH-ul 2,0-2,5 si din nou Se extrage cu acetat de bultil;
raportul intre solutia apoasa si acetatul de butil este de 3:1, care dupa 2-3 minute se
neutralizaeza cu solutie apoasa de hidrogenofosfat de potasiu (4,0%), pana la un
pH 7,0-7,2. Pentru a reduce costurile ridicate in procesul de extractie se recomanda
reciclarea sau recircularea materialelor auxiliare. Ca rezultat al procesului de
extractie se obtine o solutie cu concentratia penicilinei de 134-150 mg/mL. Tn
aceste condifii, extractia reactivd apare ca o solutie fiabila de separare a
penicilinelor si a antibioticelor f-lactamice in general.

La extractia cu Amberlite LA-2 (Aqrg), gradul de extractie a penicilinelor G
si V este de 97-98% chiar si la valori ale pH-ului 5 in faza apoasa (Fig. A.2.20). La
acest pH, timpul de semiinactivare a penicilinei G este de 92 ore, pericolul
degradarii chimice fiind practic indepartat. La extractia reactiva, la interfata, se
stabileste urmatorul echilibru intre penicilina din faza apoasa si amina din faza
organica (ec. (2.24)):

P —COOpq + Hiyg) + Aorg € P — COOH + Agyg (2.24)
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Din cauza structurii voluminoase pe care o au, atdt penicilinele, cat si
extractantul, Tn complexul rezultat din ec. (2.24) ¢cle se vor gasi in raport molar de
1:1. Extractia reactiva a penicilinelor cu amine este influentata de valoarea pH-ului
fazei apoase inifiale, concentratia inifiala a extractantului, concentratia initiald a
antibioticului, timpul de contact, raportul volumic [aq]:[org]. Gradul de extractie
depinde de structura antibioticului extras, in special de solubilitatea acestuia
(Tab. A.2.5).

Reextractia se realizeaza 1n solutii apoase de carbonat sau fosfat de sodiu
sau potasiu. La reextractia cu carbonat de sodiu, de ex., are loc urmatorul proces:

2P — COOH * Agrg + NayCOs 4 & P — COO™Na* (qq) + Aorg + CO, + H,0 (2.25)

In general, reextractia decurge cu randamente mari si fara degradarea
antibioticelor la pH neutru. La reextractia penicilinei G, la valori pH de 7,2 — 7,5,
pierderile totale de antibiotic, atat in etapa de extractie reactiva cu Amberlite LA-2,
cat si In etapa de reextractie, nu depasesc 0,3%. Un agent de extractie mai
performant este DITDA (di-izo-tridecilamina) in butanol. Gradul de extractie a
penicilinei G este de 95% (la pH = 5), iar gradul de reextractie (la pH de 8,5) este
aproape 100%. Tn plus, DITDA este de 20 de ori mai ieftin decat Amberlite LA-2.
Intrucat acesti extractanti aminici sunt toxici pentru celule, ei nu pot fi utilizati
pentru extractia in Situ.

La extractia reactiva a antibioticelor cu saruri cuaternare de amoniu, la
interfatd are loc o reactie de schimb ionic:

NR}Clyrg + P — COOjgq © P — COO™NR s g1 + Cligg) (2.26)

Reextractia se poate realiza cu o solutie apoasa de acid clorhidric:

P — COO‘NRZ[Org] + HCljgq) © NR{Clg s+ P — COOpgq + H[‘;q] (2.27)
Sarurile cuaternare de amoniu sunt extractanti mai eficienti pentru
antibiotice decat aminele secundare sau terfiare. La extractia unor compusi cu
structura tiazolidin-g-lactamica (acid clavulanic, penicilinda V, amoxicilina, acid
fenoxiacetic), eficienta extractiei creste in ordinea extractantilor: Amberlite LA-2
clorhidrat < Alamine 336 clorhidrat << Aliquat 336 si in ordinea solventilor: 1-

butanol < tributilfosfat < hexan < dietileter < diclormetan < acetat de butil.

Procesul de cristalizare a penicilinelor si purificarea cristalelor
Ulterior, pentru obtinerea cristalelor de penicilina, solutia obtinuta in etapa
anterioara se raceste la temperatura (-10)-(-12)°C, in vasul de inghetare. Solutia
inghetata este supusa procesului de filtrare a apei sub presiune, prin filtrul Druck,
utilizat In mod obisnuit pentru a separa solidele de lichide. Aceastd metoda
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amelioreaza procesul de filtrare prin aplicarea presiunii pentru a prepulsa fluidul
prin mediul filtrant. In etapa urmitoare solutia de penicilini in acetatul de butil se
trateazd cu solutie alcoolica de acetat de sodiu sau potasiu, pentru a precipita
penicilina sub formad de penicilind sodica. Penicilina precipitatd se supune
procesului de filtrare, pe filtrul Nuce, pentru separarea cristalelor formate. n etapa
finald cristalele de penicilind se supun procesului de spilare cu solutie de
cloroform-butanol si apoi se refiltreaza pe filtrul Nuce. Solutiile de cloroform si
butanol sunt recuperate si refolosite in alte procese. Cristalele pure se supun
procesului de uscare la temperatura de 35-40°C si la presiunea de 100-200 bari.

Activitatea penicilinelor

Activitatea penicilinelor se exprima in unitati internationale (U.L) si este
influentata de structura moleculei (Tab. A.2.6). O unitate de penicilina G sodica
corespunde activitatii a 0,5988 pg din standardul international, ceea ce inseamna ca
1 mg din aceastd penicilind contine 1670 U.I. Activitatea antimicrobiana se
instaleaza relativ rapid, cu mare intensitate, dupa 30-60 de minute. Penicilina este
un antibiotic cu toxicitate redusa; organismul poate suporta administrarea unei
cantitati foarte mari, pani la 50 milioane U.L/zi. In unele cazuri pot aparea
tulburari fie din cauza intolerantei locale (de obicei temporare), fie din cauza
fenomenelor alergice cauzate de impuritatile proteice. Aceste inconveniente pot fi
evitate. Penicilinele pot fi degradate la actiunea alcoolilor, oxidantilor, solutiilor
acide sau bazice, diferitor metale.

Benzilpenicilina sub forma de sare de Na sau K se administreaza
intramuscular, deoarece aceste saruri disponibilizeaza un nivel Tnalt al
antibioticului in sange. Dat fiind faptul ca penicilina se elimina rapid si masiv prin
rinichi, pentru a se mentine concentratia biodisponibila in jur de 0,03 U.I./mL este
necesara fie administrarea la anumite intervale de timp, fie ameliorarea
proprietatilor acesteia. Prin conditionare se obtin diferite forme de peniciline
naturale cu actiune prelungita si care prezinta un risc redus de intolerantd Tn cazul
persoanelor sensibile la aceste antibiotice.

De exemplu, ameliorarea penicilinei G cu obtinerea benzatin penicilinei G,
denumiri comerciale: Moldamin, Tardocillin, Bicillin.

Benzatin  penicilina G este sarea penicilinei G cu NN’-
dibenziletilendiamina. Aceastd forma se solubilizeaza foarte greu in organism si se
administreaza o data la 5-6 zile, inclusiv oral, deoarece nu este dezactivata de sucul
gastric. Benzatin penicilina G se obtine la interactiunea penicilinei G cu acetatul de
benzatina in prezenta solutiei de citrat de sodiu si a unei substante tensioactive
(STA), conform reactiei prezentate in figura A.2.21.
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Cristalele de benzatin penicilina G se filtreaza, se usucd, iar apoi se
,,micronizeaza” cu un jet de aer sub presiune pana la dimensiunea 5-50 microni,
deoarece cristalele prea mari nu trec prin seringd, iar cele prea mici formeaza o
suspensie vascoasa.

Un alt exemplu de ameliorare a penicilinei G este obtinerea procain
penicilinei G, denumiri comerciale: Efitard, Bipenicillin etc.

Procain penicilina G are un timp de actiune de 12-24 ore. Pentru a asigura o
actiune rapida si de lungda durata, procainpenicilina G se conditioneazd cu o
anumita cantitate de penicilind sodica. Procain penicilina oferd o biodisponibilitate
diferita, prin concentratie plasmatica mai scazuta si timp de retentie mai indelungat,
ceea ce o face adecvata formularii pentru administrare sistemica.

Procain penicilina G se obtine la interactiunea penicilinei G cu clorhidratul
de procaina 1n prezenta solutiei tampon citrat, care stabilizeaza penicilina, $i a unei
substante tensioactive (STA), conform reactiei prezentate in figura A.2.22.
Precipitatul de procain penicilina G se filtreaza si se usuca in vid.

Obtinerea clemizol penicilinei G, denumirile comerciale: Anapenil,
Megacilina, Belocilina. Clemizol penicilina G are o actiune de lunga durata si un
efect sinergetic, deoarece clemizolul confera penicilinei G proprietati antifungice.
Clemizolul are si proprietati antihistaminice, deci creste toleranta penicilinei G
pentru persoanele sensibile la penicilina. Pentru un efect imediat se conditioneaza
n amestec cu penicilind G sodica. Clemizol penicilina se obtine prin combinarea
penicilinei G cu 1-(p-clorobenzil)-2-(pirolidin-1-ilmetil)benzimidazol, conform
reactiei prezentate in figura A.2.23.

Spectrul de actiune a penicilinelor

e Sunt active fata de bacteriile G(+), precum: streptococi, pneumococi,
stafilococi, gonococi, meningococci;

e Mai sunt sensibile: Bacillus anthracis, Clostridium sp.,
Corynebacterium diphteriae, Listeria monocytogenes, Mycobacterium
tuberculosis, M. leprae, Neisseria sp. si spirochete, precum Treponema
pallidum, Leptospira;

e Bacterii G(-), precum: Pasteurella sp. si unele tulpini de Haemophilus
influenzae;

e Sunt active fatd de protozoare;

e Bacteriile G(-) relevante clinic, precum si unii enterococi sunt in general
rezistente: Enterobacteriaceae (Escherichia coli, specii de Salmonella,
Shigella, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Citrobacter), Pseudomonas
sp., Acinetobacter sp. etc.
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intrebari pentru autoevaluare

1.

2.
3.
4

10.

11.

Clasificati antibioticele si explicati importanta lor in medicina moderna.
Explicati mecanismul de actiune a penicilinelor asupra bacteriilor.

Scrieti ecuatiile de biosinteza a penicilinelor G si V.

Evaluati influenta parametrilor de mediu (pH, temperatura, oxigen dizolvat)
asupra randamentului biosintezei penicilinelor naturale.

Explicati mecanismele de rezistentd a bacteriilor la peniciline si propuneti
solutii biotehnologice inovative pentru combaterea acestora.

Analizati rationamentul acidularii solutiei native in procesul de extractie a
penicilinei si corelati-1 cu proprietatile fizico-chimice ale compusului.
Proiectati o schema tehnologica de obtinere a penicilinelor naturale,
incluzand etapele de fermentare, extractie si purificare.

Justificati importanta mentinerii conditiilor optime de fermentare in
procesele de productie biotehnologica a penicilinelor.

Comparati si evaluati metodele de separare si purificare a penicilinelor
naturale 1n functie de eficienta, cost si protejarea substantei active.
Identificati principalele echipamente utilizate in procesul de biosinteza,
extractie, filtrare si purificare a penicilinelor, explicAnd principiul de
functionare si aplicabilitatea acestora.

Propuneti metode de conditionare a penicilinelor naturale in scopul
ameliorarii proprietdtilor antibacteriene.
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3. BIOTEHNOLOGIA PENICILINELOR DE SEMISINTEZA

3.1.  Peniciline de semisinteza: structura si mecanismele de actiune

3.2.  Biotehnologia acidului 6-aminopenicilanic (6-APA)

3.3. Biotehnologia penicilinelor de semisinteza: materii prime, ctape de
prefermentare, fermentare, izolare si purificare

Abilitati
Studentul:
- clasifica penicilinele de semisinteza in functie de tipul agentului de acilare;
- argumenteaza avantajul penicilinelor de semisinteza in raport cu al celor
naturale;
- relateazd despre mecanismul general de biosintezad a penicilinelor de
semisinteza;
- scrie ecuatiile de biosinteza a 6-APA si a penicilinelor semisintetice;
- elaboreaza scheme tehnologice de producere industriala a 6-APA si a
penicilinelor de semisinteza;
- aplica metode fizice, chimice si fizico-chimice pentru izolarea si purificarea
6-APA si a penicilinelor de semisinteza;
- relateaza despre tipurile de utilaje si echipamente utilizate in biotehnologia
penicilinelor semisintetice.

3.1. Peniciline de semisintezi: structura si mecanismele de actiune

Deoarece majoritatea penicilinelor de biosintezd sunt usor inactivate de
penicilinaza, au labilitate termica mare si nu actioneaza asupra bacteriilor G(-), s-a
pus problema obtinerii unor derivati ce nu prezintd aceste dezavantaje. Penicilinele
ideale ar trebui sa prezinte: Spectru antibacterian larg; stabilitate Tn mediu acid,
stabilitate la penicilinaza; toxicitate redusa.

Daca procesul de biosinteza se desfasoara fard modificarea catenei laterale,
sunt produse penicilinele naturale. Obtinerea antibioticelor de semisintezd se
bazeaza pe principiul utilizarii moleculei native, de la care se obtin forme derivate,
prin metode de sintezd chimica. Moleculele rezultate sunt asemanatoare celor
naturale, dar modificarea moleculara are repercusiuni asupra valorii terapeutice.
Cele mai importante peniciline de semisinteza sunt ampicilina, amoxacilina,
oxacilina si meticilina, ale caror formule de structura sunt prezentate n tabelul 3.1.
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Tabelul 3.1. Formulele de structura a principalilor reprezentati ai
penicilinelor semisintetice

Ampicilina Amoxicilina
OH
H,N
o) H,N
o)
HN\_I/S CH,§
HN
N \ S CH,
/ CH, |
o) —N
OH o/ CH;
o)
OH
o)
Oxacilina Meticilina
CH,
d
N
7/
ol
H
= " N
e N H,c—0 \_,/S CH,
3 \_,/S CH, (e
Vi CH, 0
0 OH
OH o)

)

Spectrul de actiune si reprezentanti ai penicilinelor semisintetice

Penicilinele semisintetice sunt o clasd de antibiotice derivate din
penicilinele naturale (cum ar fi penicilina G sau penicilina V) prin modificarea
chimicd a structurii lor pentru a le spori spectrul de actiune, stabilitatea si
proprietdtile farmacocinetice. Spectrul de actiune al penicilinelor semisintetice
variaza in functie de modificarile specifice ale moleculei de penicilina.

1. Aminopenicilinele. Reprezentanti ai acestei clase sunt: amoxicilind,
ampicilia, epicilind, bacampicilina, ciclacilina, talampicilind, pivampicilina,

hetacilina etc.
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Antibioticele semisintetice din acest grup, avand in calitate de reprezentanti
principali ampicilina si amoxicilina, au un spectru larg de actiune comparativ cu
penicilinele naturale. Spectrul de actiune cuprinde bacterii G(+) si bacterii G(-)
(unele tulpini de Haemophilus influenzae, Escherihia coli, Salmonella, Shigella,
Proteus mirabilis). Pivampicilina, bacampicilina si talampicilina sunt esteri ai
ampicilinei care prin hidroliza elibereaza ampicilina in organism.

Spectrul de actiune:

Aminopenicilinele sunt eficiente impotriva multor bacterii G(+), inclusiv
Streptococcus spp., Enterococcus spp. si Staphylococcus spp. care nu produc
penicilinaza. La fel au o activitate sporitd impotriva unor bacterii G(-), cum ar fi
Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Salmonella spp. si Shigella spp. Sunt
eficiente si impotriva unor bacterii anaerobe si a anumitor spirochete.

2. Peniciline izoxazolilpeniciline (antistafilococice, peniciline rezistente la
penicilinaza). Reprezentanti ai acestei clase sunt: meticilina, cloxacilind,
flucloxacilina, oxacilina, dicloxacilina, nafcilina etc.

Au acelasi spectru de actiune ca penicilinele naturale, cu unica deosebire ca
actioneazi si asupra stafilococului penicilinazo-pozitiv. Tn molecula penicilinelor
antistafilococice sunt prezente catene laterale voluminoase care fac ca preparatele
sa fie rezistente la S-lactamaza stafilococica. In ultimii ani s-au dezvoltat tulpini de
stafilococ (mai ales Staphilococcus epidermidis) rezistente la meticilina. Rezistenta
se explicd prin incapacitatea antibioticului de a ajunge la locul de actiune sau prin
lipsa receptorilor specifici la nivelul membranei citoplasmatice bacteriene.

3. Peniciline cu spectru extins (peniciline antiseudomonale). Reprezentanti
ai acestei clase sunt: ticarcilina, piperacilina, azlocilind, carbenicilind, carfecilind,
carindacilina, ticarcilina etc.

Similar benzilpenicilinei, sunt active fata de majoritatea bacteriilor G(+). La
concentratii relativ mari sunt active si fata de tulpinile unor bacterii G(-), inhiba
majoritatea tulpinilor de Pseudomonas si bacilul piocianic.

Spectrul de actiune:

Aceste antibiotice sunt eficiente impotriva bacteriilor G(+), asemanatoare
cu aminopenicilinele, dar cu un spectru mai larg impotriva bacteriilor G(-), precum:
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., Proteus spp. si Klebsiella spp.

4. Combinatii de inhibitori de f-lactamaze. Unele antibiotice se utilizeaza
adesea in combinatie cu inhibitori ai S-lactamazelor (de exemplu, ticarcilina-
clavulanat, piperacilina-tazobactam). Reprezentanti ai acestei clase sunt:
amoxicilind-clavulanat, ampicilina-sulbactam, piperacilina-tazobactam etc.
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Spectrul de actiune:

Aceste antibiotice au activitate sporitd impotriva bacteriilor G(+)
producatoare de pS-lactamaze. La fel au un spectru larg de actiune impotriva
bacteriilor G(-), inclusiv cele producatoare de p-lactamaze. Totodata, au o
activitate ameliorata impotriva bacteriilor anaerobe.

Intelegerea spectrului specific de actiune al fiecarei clase ajuta la selectarea
antibioticului potrivit pentru tratarea infectiilor.

Farmacocinetica. Majoritatea penicilinelor se absorb rapid si complet la
administrarea parenterald. Administrarea intramusculara a dozelor mari poate
provoca O actiune iritantd locald, fiind preferabild uneori calea intravenoasa de
administrare. Absorbtia penicilinelor la administrarea orala este diferita, fiind
influentatd de stabilitatea la acidul clorhidric si de capacitatea de legare de
proteinele alimentare. Pentru a reduce gradul de legare de proteinele alimentare
acestea se administreaza inainte de masa sau cel putin peste o ord dupa mese.

Penicilinele se distribuie larg in tesuturile si lichidele organismului, inclusiv
lichidul pleural, pericardic, intraarticular, intraabdominal, plamani, oase, vezica
biliara, rinichi. Penicilinele penetreaza bariera placentara, trec in laptele matern.

Majoritatea penicilinelor (cu exceptia nafcilinei, oxacilinei, amoxicilinei) se
metabolizeaza in proportie de pana la 30% in ficat.

Eliminarea penicilinelor se face preponderent pe cale renala (prin filtratie
glomerulard si secretie tubulard). Unele peniciline se elimina in concentratii mari
cu bila (nafcilina, ampicilina, mezlocilina, benzilpenicilina, piperacilina,
pivmecilinamul). Nafcilina se elimina in proportie de 80% cu bila si doar 20% cu
urina. Insuficienta renala putin modificd concentratia plasmatica a nafcilinei.
Penicilinele se elimind de asemenea si cu saliva, iar in laptele matern ating
concentratii de 3-15% din cea plasmatica.

Cele mai importante modificari chimice ale moleculei native sunt:

- dezacilarea penicilinelor naturale in scopul obtinerii acidului 6-
aminopenicilanic (6-APA);

- acilarea gruparii 6’-NH; din 6-APA si obtinerea penicilinelor semisintetice;

- esterificarea grupei 3-carboxil a penicilinei.

In cele mai frecvente cazuri penicilinele de semisintezd se obtin prin
acilarea a 6-APA obtinut la hidroliza biochimica sau chimicd a penicilinelor
naturale. Agentii de acilare sunt diferiti de cei ai penicilinei naturale. In cazul in
care biosinteza penicilinei G si hidroliza enzimatica a acesteia are loc in cadrul
aceluiasi proces tehnologic, procesul de biosintezd a penicilinelor semisintetice se
numeste integrat (Fig. 3.1).
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Penicilinele de semisinteza sunt mai active decat cele naturale, cu un
spectru mai larg de actiune, acidorezistente, penicilin-acilazo rezistente (la care
agentii patogeni sa nu dezvolte rezistenta sau instalarea rezistentei sa fie mai lenta)
si toxicitate redusa (usor tolerate, reactii adverse minore).

3.2. Biotehnologia acidului 6-aminopenicilanic (6-APA)

Hidroliza enzimatica a penicilinei G la acidul 6-APA poate fi efectuata:

a) cu ajutorul culturilor de Escherichia coli sau Nocardia;
b) cu ajutorul enzimei penicilin-acilaza imobilizata.
Hidroliza enzimatica cu utilizarea Escherichia coli presupune 3 etape:

1. Obtinerea culturii Escherichia coli si separarea ei de mediul de cultura.

2. Hidroliza penicilinei G cu obtinerea si separarea 6-APA.

3. Concentrarea solutiei si cristalizarea 6-APA.

Activitatea penicilin-acilazei a fost evidentiatd la o varietate de bacterii,
actinomicete, micromicete si drojdii. Industrial sunt utilizate tulpini producatoare
de E. coli si Bacillus megaterium, iar enzima este imobilizatd. Productia 6-APA
constituie una dintre primele aplicatii comerciale de succes ale enzimelor
imobilizate. Deoarece costul 6-APA are un impact direct asupra costului penicilinei
semisintetice, se urmareste imbunatatirea tehnologiilor de productie a 6-APA, prin:

- echilibrarea reactiei si limitarea acumularii produsilor finali;

- limitarea inhibitiei de catre produsii secundari (acidul fenilacetic);

- formarea de saruri prin ajustarea pH-ului;

- 1mbunatatirea tehnicilor de separare si purificare, dificila din cauza
similaritatii produsilor de bioconversie.

Reducerea numdrului de operatii tehnologice, scaderea cantitativd a
deseurilor si imbunatatirea randamentului de obtinere a 6-APA se pot efectua prin
realizarea fermentarii in bireactoare eficiente, continue, automatizate si prin
imbunitatirea performantelor extractiei. In acest sens se utilizeaza tehnici de
separare cu ajutorul acetatului de butil la pH scazut, precum si al filtrelor de
carbune activ Tn purificare. Ampicilina si amoxicilina sunt molecule cu caracter
amfoter, deoarece contin, analog aminoacizilor, o functiune amino si o functiune
carboxil. Aceste imbunatatiri conduc la o eficientd a procesului de 90% si la un
cost aproximativ de 20 $/kg de penicilind, comparativ cu metoda conventionala a
carei eficienta este de 70%, iar costul penicilinei de aproximativ 350 $/kg.

Producerea acidului 6-APA folosind Escherichia coli

Hidroliza enzimatica a penicilinei G la acidul 6-APA cu ajutorul culturii de
Escherichia coli decurge dupa mecanismul prezentat Tn figura 3.2.
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Pentru obtinerea 6-APA prin hidroliza enzimaticd a penicilinei G, in
prezenta Escherichia coli, la etapa initiala are loc procesul de obtinere a biomaseli
de E. coli, care decurge in 3 etape: inocularea, cresterea si inmultirea biomasei in
fermentatorul intermediar si obtinerea masei microbiene mature in fermentatorul de
regim. Masa microbiand obtinutd se separd prin centrifugare si se suspendd in
solutia apoasa de penicilina G. Schema tehnologica de producere a acidului 6-APA
din penicilina G este prezentata in figura 3.3.

Inoculator

Fermentator
intermediar

COOH

Ferment ator
de regim

L

l o Centrifugare

Concentrare si

cristalizare

]
Solutie
apoasi

E. Coli

]

Recirculare

Extractie cu
acetatde butil

Figura 3.3. Schema tehnologica de producere a acidului
6-APA din penicilina G

Tabelul 3.2. Parametrii optimi pentru cresterea si inmultirea culturii

bacteriene de E. coli
Parametrii pH | Gradul |Viteza de |Concentratia| Timpul, |Temperatura,°C
de agitare, 6-APA, ore

aerare, rpm mg/mL

L/min
Fermentator 8 1,0 210 3,05 18-20 30+1
pentru inocul
F. intermediar | 8 1,0 140 3,10 18-20 30+1
F. de regim 8 1,0-1,2 110 4,10 20 30+1

In a doua etapi are loc hidroliza enzimatici a penicilinei G, cu obtinerea
acidului 6-APA, care se desfisoara timp de 4 ore, la temperatura de 30-35°C.
Ulterior, masa microbiana se separd prin centrifugare si se recirculd in bioproces.
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Iar din solutia apoasa se extrage penicilina G, nereactionata, cu ajutorul acetatului
de butil, la pH 2,0-2,5 (procesul de extractie este descris anterior, la obtinerea
penicilinelor naturale) si la fel se recircula in bioproces.

In etapa a treia solutia apoasa cu 6-APA, obtinutd dupa extractia penicilinei
G nereactionate, se concentreaza in vid la 40°C si 35 torr (1 torr = 133 Pa), se
aciduleaza cu HCI concentrat, iar cristalele de 6-APA se filtreaza si se pastreaza la
5°C 1n scopul utilizarii.

Producerea acidului 6-APA folosind enzime imobilizate

Actualmente, pentru hidroliza penicilinei G se folosesc enzime precum
pencilinamidaza imobilizatd prin legaturi covalente pe dextran, polimetacrilat si
triacetat de celuloza. Penicilinamidaza poate fi inclusa in gel poliacrilamidic, apoi
folositd in procesul de hidrolizd enzimatica a penicilinei G, la 6-APA, conform
reactiei prezentate in figura 3.4.

Penicilinamidaza imobilizata "5\/‘:
— W

n gel poliacrilamidic (
%\ S

HN s ‘ < (0]
AT Hidroliza enzimatica .
1) OH
(0]

Penicilina G 6-APA Acidul fenilacetic
Figura 3.4. Obtinerea 6-APA prin hidroliza enzimatici a penicilinei G, in
prezenta penicilinamidazei imobilizate Tn gel poliacrilamidic

(0]

Prin acest procedeu, hidroliza enzimatica a penicilinei G la 6-APA decurge
cu randamente de 82-98%, iar puritatea acesteia este de 95-98%.

3.3. Biotehnologia penicilinelor de semisintezi: materii prime, etape de
prefermentare, fermentare, izolare si purificare

La nivel mondial sunt cunoscute doua tehnologii principale de obtinere a
penicilinelor semisintetice: tehnologia separatd (initiald) si tehnologia integrata
(actuala). Schema tehnologicd de obtinere a penicilinelor semisintetice prin
tehnologia initiala este prezentata in figura 3.5.

Initial se obtine clorura acida in reactorul (0) (Fig. 3.5). Pentru aceasta, in
reactorul (0) se dozeaza clorura de tionil (SOCIy), cu ajutorul dozatorului (1), si
solventul, cu ajutorul dozatorului (2), si se incélzeste pana la fierbere. Daca
clorurarea se efectueaza in solvent organic, procesul dureaza 2 ore 30 min - 3 ore,
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iar daca SOCI; este folosit si in calitate de solvent, atunci procesul dureaza mai
putin, de la 1 ora 10 min pana la 1 ord 30 min. Procesul decurge conform reactiei:

R 0] R (0]
Y esoc, —— T waieso,

OH of (3.1)

Dupa terminarea reactiei solventul si SOCI; se distileaza. Clorura de tionil se
separd, la presiune normala, prin condensatorul (3), apoi se trece si se pastreaza in
rezervorul (4).

d ‘ "] 1 - dozator de SOClI,:
S 2 - dozator de solvent;

6]
i
| |

ﬁg‘lle

’8 (9] 0 - reactor de clorurare:
1

3 - condensator;
—6-APA 4 - rezervor cu SOCI,;
o I[il 5 - rezervor clorurd acida;
‘ il 6 - dozator clorura acida;
1 7- dozator de trietilamina;
2] 8 - dozator de apa;

9 9 - dozator de acetat de
] butil;
> 10 - reactor de condensare:

o ?1 1 - turn de uscare;

2 - aparat de precipitare;

P ’: 3l

4 - yscator;
5 - decantor.
Figura 3.5. Etapele tehnologice de obtinere a penicilinelor semisintetice prin

tehnologia initiala

Clorura acidulata se distileaza la presiune redusa, se dizolva in acetona sau
diclorometan si se depoziteaza in rezervorul (5). Procesul de condensare are loc in
reactorul de condensare (10), in care se introduce solventul din dozatorul (9) si
acidul 6-APA si se agitd pana la omogenizare. Ulterior, cu ajutorul dozatorului (7)
se adaugd trietilamina in scopul protejarii grupei carboxil din acidul 6-APA si
NaHCOsg, pentru legarea acidului HCI format in reactie. Ulterior, masa obtinuta se
raceste pana la -15°C, dupa care se adaugd, in portiuni mici, solutia de clorura acida
dizolvata in acetond, timp de 1 orda 30 min. Reactia de condensare propriu-zisa
decurge timp de 30-40 min la temperatura de 0-20°C. Dupa terminarea reactiei de
condensare, masa obtinuta se raceste si se aciduleaza pana la pH-ul 2,0-2,5, pentru
separarea penicilinei acide care se extrage cu acetatul de butil. Stratul organic se
readuce n reactorul (10), se spala cu apa care apoi se separa.
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Faza organica se usuca pe sulfat de sodiu anhidru, in turnul de uscare (1),
dupa care se trateaza cu acetat de sodiu sau potasiu pentru separarea penicilinei sub
forma de sare in aparatul de precipitare (2). Cristalele se filtreaza cu ajutorul
filtrului (3) si se usuca in uscatorul cu strat fix (4) sub vid slab si la 50-60°C.

Dezavantajele acestui proces:

- conversia chimica a penicilinei G 1n peniciline semisintetice se soldeaza cu
multe deseuri, 10-100 kg per kg de penicilina semisintetica;

- procesul presupune utilizarea solventilor halogenati toxici (diclorometan) si
consum de energie pentru a mentine temperatura joasa la acilarea 6-APA cu
clorurile acide (-15°C).

Tehnologia integratd (actuala) de producere a amoxicilinei

Amoxicilina este 0 penicilina semisintetica, care apartine familiei de
antibiotice p-lactamice, o clasa de produse farmaceutice utilizate la scard largad in
tratarea infectiilor respiratorii si ale tractului urinar si este inclusd in ,Lista
medicamentelor esentiale” a Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS).

Tehnologia integratd pentru productia de amoxicilind implica o combinatie
perfectd de procese de fermentare, sinteza chimica si purificare. Fiecare etapa este
controlatata cu atentie pentru a asigura productia de amoxicilina de inalta calitate,
in corespundere cu standardele farmaceutice. Progresele in biotehnologie si
ingineria bioproceselor continud sa optimizeze aceasta tehnologie, facand
amoxicilina disponibild la scara larga si la preturi accesibile.

Biosinteza integratd a amoxicilinei include producerea enzimaticd a
penicilinei G, un precursor care este supus hidrolizei enzimatice cu obtinerea
acidului 6-APA. Acest compus este ulterior supus procesului de condensare
enzimatica cu esterul metilic (HPGM) al 4-hidroxifenilglicinei sau cu amida
acestuia, conform reactiilor prezentate n figura 3.6.

Tehnologia de obtinere a amoxicilinei prin procesul integrat implica trei
etape principale: 1) producerea penicilinei G prin procesul de fermentare cu
Penicillium chrysogenum (descris anterior); 2) hidroliza enzimatica a penicilinei G
cu obtinerea acidului 6-APA; 3) acilarea 6-APA cu HPGM si obtinerea
amoxicilinei, care decurg 1n acelasi proces tehnologic, conform schemei
tehnologice prezentate in figura A.3.1.
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Figura 3.6. Biosinteza amoxicilinei Tn procesul tehnologic integrat

Procesul integrat de producere semisintetica a amoxicilinei incepe cu
producerea penicilinei G prin procesul de fermentare cu ajutorul Penicillium
chrysogenum (etapele au fost descrise anterior). Ulterior are loc filtrarea biomasei
si separarea solutiei native. Solutia nativa ce contine penicilina G dupa acidulare
este supusa procesului de extractie cu acetatul de butil. Extractia in mediu acid
mareste randamentul de extractie. Ulterior, purificarea solutiei native se efectueaza
prin tratare cu carbune activ, pe suprafata caruia se adsoarbe o parte semnificativa
din impuritatile prezente in solutie. Carbunele activ cu impuritati adsorbite se
separd prin filtrare. Solutia purificata se trateazd cu acetat de K sau Na, pentru
cristalizarea penicilinei G. Cristalele obtinute se separa prin filtrare, se spala cu
amestec de cloroform si butanol, din nou se filtreaza si se usuca cu aer fierbinte.

In etapa urmitoare are loc hidroliza enzimatici a penicilinei G la 6-APA,
care decurge conform reactiei prezentate in figura 3.4, in prezenta penicilin acilazei
si conform procedeului descris mai sus. Amestecul ce contine 6-APA se
concentreaza sub vid si se aciduleaza cu HCI concentrat, in scopul obtinerii
cristalelor. Cristalele 6-APA se filtreaza si se spala cu solvent si se usuca cu aer
fierbinte.

In ultima etapi are loc acilarea chimici sau enzimatici a 6-APA cu
componente de acilare si formarea penicilinelor semisintetice. Acilarea 6-APA are
loc cu esterul metilic al 4-hidroxifenilglicinei (HPGM) sau cu amida acestuia Tn
prezenta unui catalizator chimic sau a unei enzime. In calitate de catalizatori
chimici de obicei se folosesc diciclohexilcarbodiimida (DCC) sau N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC). Acesti catalizatori faciliteazd formarea
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legaturii amidice dintre 6-APA si HPGM, rezultand astfel amoxicilina, conform
reactiei prezentate in figura 3.6.

Reactia este adesea efectuatd intr-un amestec de solventi apos-organici
pentru a mentine solubilitatea atat a reactantilor, cat si a produselor de reactie. De
obicei, in calitate de solventi se folosesc acetona, acetonitrilul sau un amestec de
apa si acesti solventi. Pentru a optimiza viteza reactiei si randamentul procesului,
temperatura trebuie mentinuta in intervalul 20-30°C, iar pH-ul acestei reactii de
acilare se mentine riguros in intervalul 6-7 prin folosirea solutiilor tampon.

Amestecul 6-APA si HPGM este agitat si mentinut la temperatura si pH-ul
optim. Catalizatorul activeaza gruparea carboxil a HPGM fatd de gruparea amind a
6-APA si astfel faciliteaza formarea legaturii amidice.

Dupa terminarea reactiei, amestecul este procesat pentru a indeparta
catalizatorul si orice produs secundar. Ulterior, amestecul de reactic este racit
pentru a induce cristalizarea amoxicilinei. Alegerea solventului si a vitezei de racire
sunt esentiale pentru a obtine cristale de inaltd puritate. Pentru cristalizarea
amoxicilinei, acetatul de etil este considerat unul dintre cei mai buni solventi
datorita profilului sdu optim de solubilitate, capacitatii de a produce cristale de
inaltd puritate, usurintei de indepartare si stabilitatii chimice. Urmand un proces de
cristalizare controlat cu acetat de etil, producatorii pot realiza o purificare eficienta
a amoxicilinei. Astfel, solutia de amoxicilina brutd este amestecata cu acetat de etil
(ester etilic al acidului acetic) la temperatura de 50-60°C, pentru a forma o solutie
saturatd. Solutia obtinutd se raceste lent pand la temperatura camerei sau la o
temperaturd inferioard acesteia. Racirea controlatd este cruciald pentru formarea
treptata a cristalelor de amoxicilind. Pe masura ce solutia se raceste, amoxicilina va
incepe sa se nucleeze (este inceputul formarii unei noi faze termodinamice, in cazul
dat — solidificarea) si sa se formeze cristale. Racirea lentd are ca rezultat formarea
cristalelor mai mari si mai pure. Ulterior, cristalele solide de amoxicilina se separa
de solvent prin filtrare. Pentru o separare mai eficienta este recomandata filtrarea in
vid. Apoi cristalele de amoxicilina se spala cu o cantitate mica de acetat de etil
rece, pentru a indepdrta orice impuritati reziduale. Cristalele spdlate se usuca sub
vid sau intr-un desicator pentru a indeparta urmele de solvent. Amoxicilina pura
este ambalata si depozitata pentru utilizarea ulteriora.

Dupa cum s-a mentionat anterior, acilarea 6-APA cu HPGM pentru
obtinerea amoxicilinei poate decurge si in prezenta unui biocatalizator. Utilizarea
unei enzime in calitate de catalizator oferd mai multe avantaje, inclusiv conditii de
reactie blande, specificitate ridicata si mai putine produse secundare; procesul este
eficient si prietenos mediului ambiant. n calitate de biocatalizator, Tn acest proces
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de obicei se foloseste enzima penicilin acilaza (cunoscuta si sub denumirea de
penicilin amidaza sau penicilin G acilaza).

Pentru acilarea enzimatica a 6-APA cu HPGM, se adauga o solutie tampon,

pentru mentinerea pH-ului in intervalul 7,0-7,5, care este optim pentru activitatea
enzimatica, iar la solutia obtinutd se adaugd penicilin acilaza. Aceasta enzima
catalizeaza formarea legaturii amidice dintre 6-APA si HPGM, ca rezultat se obtine
Amoxicilina. Reactia decurge la o temperaturda moderata, de obicei in jur de 25-
30°C, temperatura optimad pentru activitatea enzimaticad. Odatd ce reactia este
completa, enzima este indepartata prin filtrare sau centrifugare. Cristalizarea si
purificarea amoxicilinei se face ca in cazul anterior.

Avantajele acilarii enzimatice sunt:

procesul enzimatic functioneaza in conditii blande (pH neutru, temperatura
moderatd), astfel se reduce riscul de degradare a compusilor sensibili;
specificitatea ridicatd a penicilin acilazei asigurd acilarea selectiva,
rezultind mai putine produse secundare si randamente mai mari n
amoxiciling,

procesul enzimatic este mai prietenos mediului inconjurator in comparatie
cu cataliza chimicd, deoarece genereazd mai putine deseuri toxice si
exclude necesitatea utilizarii unor reactivi toxici;

consum de energie mai redus datorita conditiilor de reactie blande.

Prin controlul riguros al conditiilor de reactie si al etapelor ulterioare de

cristalizare si purificare se obtine amoxicilina de puritate Tnalta.

intrebiri pentru autoevaluare

1.

Analizati comparativ structura chimicd si mecanismele de actiune a
penicilinelor naturale si semisintetice.

Argumentati avantajele utilizarii penicilinelor semisintetice comparativ cu
cele naturale, integrand criterii de eficienta terapeutica, stabilitate si spectru
de actiune.

Scrieti si interpretati reactiile de biosinteza a acidului 6-aminopenicilanic
(6-APA) si a principalelor peniciline semisintetice, evidentiind rolul
fiecdrui precursor biochimic.

Elaborati o schemd biotehnologica detaliatd de producere a 6-APA,
indicand principalele etape de proces, conditiile tehnologice si
echipamentele necesare.

Proiectati o schema tehnologica comparativa a metodelor traditionale si
integrate de obtinere a penicilinelor semisintetice, cu accent pe impactul

tehnologic, ecologic si economic.
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Argumentati avantajele tehnologice, economice si ecologice ale utilizarii
biotehnologiei integrate Tn producerea penicilinelor semisintetice, incluzand
aspecte legate de sustenabilitate si reducerea consumului de solventi.
Descrieti si evaluati metodele fizice, chimice si fizico-chimice utilizate
pentru izolarea si purificarea 6-APA, evidentiind aplicabilitatea fiecarei
metode Tn context industrial.

Analizati metodele moderne de izolare si purificare a penicilinelor
semisintetice, justificind alegerea celor mai eficiente tehnici in functie de
caracteristicile produsului si cerintele de reglementare.

Discutati parametrii optimi (pH, temperatura, timp de reactie, concentratii)
in procesul biotehnologic de obtinere a 6-APA si amoxicilinei si impactul
acestora asupra randamentului si calitatii produsului final.
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4. BIOTEHNOLOGIA CEFALOSPORINELOR

1. Cefalosporine: clasificarea, structura chimica si mecanisme de actiune
2. Biosinteza cefalosporinelor naturale
3. Biotehnologia cefalosporinelor naturale: materii prime, etape de
prefermentare, fermentare, izolare si purificare
4. Biosinteza cefalosporinelor semisintetice. Obtinerea si spectrul de actiune
Abilitati
Studentul:

clasifica cefalosporinele naturale si cele de semisinteza;

explica mecanismul de actiune a cefalosporinelor asupra peretilor celulari
bacterieni, coreland cu spectrul lor antibacterian;

explicd mecanismele de rezistentd dezvoltate de bacterii impotriva
cefalosporinelor si impactul acestora asupra eficientei terapeutice;
estimeaza activitatea biologica a cefalosporinelor naturale in comparatie cu
cele de semisinteza;

scrie ecuatiile reactiilor de biosinteza a cefalosporinelor naturale si a celor
de semisinteza;

propune si descrie etapele si parametrii tehnici ai unui proces biotehnologic
de producere a cefalosporinelor;

aplicd metode fizice (filtrare, centrifugare), chimice (precipitare, extractie)
si fizico-chimice (dializa, cromatografie) pentru izolarea, purificarea si
conditionarea cefalosporinelor;

integreaza reglementarile de calitate (GMP, GLP) si de siguranta in analiza
proceselor de productie a cefalosporinelor;

aplica principiile inovarii tehnologice in propunerea de solutii sustenabile
pentru procesele de biosinteza si formulare a cefalosporinelor.

4.1. Cefalosporine: clasificarea, structura chimica si mecanisme de actiune

Cefalosporinele (sau cefemele) sunt antibiotice care fac parte din familia

antibioticelor p-lactamice, care au structura chimicd asemanatoare cu cea a
peniclinelor. Nucleul de baza este acidul 7-aminocefalosporanic (7-ACA) ce consta
dintr-un ciclu g-lactamic condensat cu un ciclu dihidrotiazinic (Fig. 4.1).
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Ciclul p-lactamic
R\”/N l s ¥

COOH

Ciclul dihidrotiazinic

Acid 7-aminocefalosporanic (7-ACA)
Figura 4.1. Formula generala de structura a cefalosporinelor

Cefalosporinele (CF) au fost descoperite de biologul Giuseppe Brotzu la
Institutul din Cagliari, Sardinia. Tn anul 1945, Brotzu a izolat o ciuperca
microscopica numita Cephalosporium acremonium al cérei filtrat de cultura avea
proprietati antistafilococice. Acest microorganism a fost trimis la Oxford n 1948,
unde dupd mai multe cercetari, in 1953, a fost izolatd si purificata CF si
determinata structura acesteia de catre Abraham si Newton in 1961. Cefalosporina
C a reprezentat modelul structural care a stat la baza prospectarii cefalosporinelor
de semisinteza. Astfel, in 1964 a fost obtinuta cefalotina, prima CF semisintetica.
Cefalosporinele sunt foarte utilizate Tn terapia medicald, avand o mare importanta
in tratarea multor infectii grave. Actualmente, mai mult de 50 CF semisintetice sunt
de uz medical. Din comercializarea acestora se obtin 9 miliarde de dolari americani
anual.

Termenul ,.cefalosporine” (CF) se refera la peste 50 de antibiotice
semisintetice derivate de la cefalosporina C (CFC). CFC nu manifesta proprietati
antibacteriene puternice, prin urmare nu este de interes medical. CF diferda dupa
tipul radicalilor R din pozitiile C; si/sau C3 (Fig. 4.2).

A" b)
H
HOOC D R N é
DER R
0 N3 4z 3 R
(0]
COOH COOH

Figura 4.2. Formula de structura a cefalosporinei C (a) si formula generala de
structura a cefalosporinelor semisintetice (b)
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Mecanismul de actiune a cefalosporinelor
Cefalosporinele au actiune bactericidd. Analog penicilinelor actioneaza
asupra unor proteine receptoare specifice, prin blocarea formarii legaturilor
transversale ale polimerului peptidoglicanic din structura peretelui celulelor
bacteriene activand, astfel, autoliza acestuia. Acest mecanism include:
- Inhibarea sintezei peretelui celular
Legarea de proteinele care leaga penicilinele (PLP): Cefalosporinele isi
exercitd efectul antibacterian prin legarea de PLP, care sunt enzime implicate in
sinteza peretelui celular bacterian. PBP-urile sunt esentiale pentru legarea
incrucisatd a lanturilor de peptidoglicani care ofera rigiditate si rezistentd peretelui
celular bacterian.
- Inhibarea reticularii peptidoglicanilor
Prin legarea la PLP, cefalosporinele inhiba etapa finald de transpeptidare a
sintezei peptidoglicanilor. Acest fapt blocheaza formarea legaturilor intercatenare
ale stratului peptidoglicanic, formandu-se un perete celular non-functional.
- Liza si moartea celulara
Inhibarea sintezei peptidoglicanilor declanseaza activarea enzimelor
autolitice in celula bacteriand. Aceste enzime degradeaza peptidoglicanul existent,
slabind si mai mult peretele celular. Integritatea peretelui celular compromis duce
la instabilitate osmotica, determinand umflarea celulei bacteriene si, in cele din
urma, explodarea (liza celulard) din cauza diferentei presiunii osmotice din
interiorul si exteriorul celulei.
Clasificarea cefalosporinelor
Cefalosporinele sunt clasificate in cinci generatii in functie de anumite
criterii biologice si clinice, precum spectrul lor de actiune si stabilitatea fata de -
lactamazele produse de bacterii.
Prima generatie: eficiente in primul rand impotriva bacteriilor G(+) si a
unor bacterii G(-).
stabilitate imbunatatita a f-lactamazei.
A treia generatie: spectru larg de activitate, in special impotriva bacteriilor
G(-), cu o rezistenta mai buna la S-lactamaze.
A patra generatie: spectru extins de activitate cu rezistenta crescuta la f-
lactamaze.
A cincea generatie: active Tmpotriva Staphylococcus aureus rezistent la
meticilina (MRSA) si activitate larga G(+) si G(-).
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Cefalosporinele sunt utilizate la scara larga in practica clinica datorita
eficacitdtii, spectrului larg de actiune si toxicitatii scdzute. Ele sunt administrate
pentru tratarea infectiilor tractului respirator, urinar, ale pielii si a Septicemiei.

Majoritatea cefalosporinelor sunt ineficiente fata de stafilococii rezistenti la
meticilina si fata de enterococi.

Generatia 1 include cefalosporinele clasice, cum ar fi cefaloridina,
cefalotina, cefazolina, cefalexina, ceftrizina, cefapirina, cefadroxil, cefradina s.a.
Spectrul de actiune cuprinde o buna parte din cocii G(+), inclusiv pneumococul,
streptococul (hemolitic, piogen, viridans), stafilococul auriu, tulpinile penicilinazo-
pozitive, cocii G(-) — meningococul, gonococul. Dintre bacilii G(+) sunt sensibili
Cl. perfringens si bacilul difteric. Eficacitatea fatd de bacilii G(-) este in general
mica. Relativ sensibili sunt Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis.

Cefalosporinele din generatia a 2°

Este o grupa heterogend de preparate cu particularititi individuale de
activitate farmacocinetica si toxicitate. Dintre acestea fac parte: cefamadolul,
cefaclorul, cefuroxima si cefoxitina.

Aceste antibiotice au un efect mai slab fata de bacteriile G(+), insa un efect
mai inalt fatd de enterobacterii si o rezistentd mai inaltd fata de f-lactamaze, in
special fati de cele produse de bacteriile G(-). In general, sunt active fati de
aceleasi microorganisme ca preparatele din generatia 1, dar actioneaza asupra unui
numar mai mare de bacterii G(-). La cefalosporinele de generatia a II-a sunt
sensibile Enterobacter, Klebsiella, inclusiv tulpinile rezistente la cefalotina,
tulpinile indol pozitive de Proteus. Cefamandolul, cefuroxima, cefonicidul,
cefaclorul sunt active fata de H. influenzae, B. fragilis, unele tulpini Serratia, dar
inactive fata de Serratia, B. Fragilis, Haemophilus influenzae, enterococi si
Pseudomonas aeruginosa.

Cefalosporinele din generatia a 3°

Din aceastd generatie fac parte: cefatoxima, ceftriaxona, cefixima si
cefoperazona. Sunt rezistente la p-lactaze. Spectrul de actiune a acestor preparate
este extins pentru microorganismele G(-). Preparatele din aceasta generatic de
cefalosporine au o activitate inalta fatd de Haemophilus influenzae, Enterobacter
(inclusiv tulpinile polirezistente), Klebsiella pneumoniae, Branhamella catarrhalis,
Proteus vulgaris, Citobacter, Serratia, Providencia.

Activitatea asupra Bacilului piocianic si Bacteroides fragilis este moderata
(cu exceptia ceftizoximei, care prezintd o activitate inalta fata de B. fragilis).
Activitatea asupra microorganismelor anaerobe este similara cefalosporinelor din
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generatia [. Ceftazidima §i cefoperazona sunt active fatd de Pseudomonas
aeruginosa, insa alte preparate au actiune moderata doar asupra unor tulpini.

Cefalosporinele din generatia a 4°

Din aceastd generatie fac parte: cefepima si cefpiroma.

Cefepima este principala cefalosporind din generatia a 4°. Are un spectru
antibacterian larg si bacteriile, de reguld, in special producatoare de fS-lactamaze,
nu dezvolta rezistenta la acest antibiotic. Spre deosebire de cefalosporinele din
generatia a 3% antibioticul patrunde mai repede prin membrana unor bacterii G(-),
datoritd sarcinii pozitive a moleculei, care usureaza trecerea prin canalele
membranei. Are afinitate superioara fata de proteinele membranare receptoare.

Spectrul antibacterian include bacili G(+) si G(-). Enterobacteriaceele sunt
foarte sensibile la actiunea preparatului, atat cele care nu produc g-lactamaze (E.
coli, Proteus mirabilis), cat si cele care secreta p-lactamaze (Enterobacter,
Citrobacter, Serratia marcescens, Morganella morganii, Proteus). Antibioticul are
0 activitate mare fata de Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoae, este activ
fata de stafilococul auriu, sensibil la meticilind si fata de streptococi (in afara
enterococului). Antibioticul de asemenea este activ fatd de Pseudomonas si alte
bacterii G(-) care au dezvoltat rezistenti la cefalosporinele din generatia a 3°.
Majoritatea enterococilor si Listeria monocitogenes sunt rezistente. Activitatea fata
de Bacteroides fragilis si alti anaerobi este mica sau nula.

Cefpiroma este o cefalosporind de generatia a 4* cu un spectru antibacterian
similar cefotaximei. Este mai activd in comparatie cu cefotaxima fatd de
streptococi, enterococi, bacteriacee, Pseudomonas aeruginosa. Este rezistenta la
actiunea multor f-lactamaze.

Cefalosporinele din generatia a 5°

Din aceastd generatie fac parte: ceftarolina, ceftobiprolul (zeftera),
fosamilul (zinforo), ceftolozanul, cefditorenul.

Aceasta generatie de cefalosporine are efecte mai puternice asupra
bacteriilor G(+) decat cele patru generatii anterioare, in special asupra
Staphylococcus aureus rezistenta la meticilina, la vancomicind, pneumonie
Streptococcus rezistenta la penicilind si la unele bacterii anaerobe. Efectul asupra
bacteriilor G(-) este similar cefalosporinelor din generatia a 4°.

Ceftarolina, sub forma de promedicament (fosamil), este activa fata de
bacterii cu rezistentd multipla (S. aureus, H. influensae, streptococi, enterobacterii).
Utilizata Tn tratarea infectiilor dermice si ale tesuturilor moi, pneumoniilor
extraspitalicesti si in tratamentul pneumoniilor nosocomiale, infectiilor cauzate de
S. aureus vancomicin-rezistent, infectiilor sistemului nervos central.
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Ceftolozanul este similar cefalosporinelor din generatia a 3% dar are o
activitate mai importanta fatd de P. aeruginosa, rezistenta la ceftazidim.
Combinatia ceftolozan+tazobactam este activa fatd de microorganismele ce produc
[S-lactamaze cu spectru larg, cu exceptia metalo-f-lactamazelor.

4.2. Biosinteza cefalosporinelor naturale

Dintre CF naturale interes industrial prezinta CFC, care are activitate
antibacteriana foarte slaba, dar este pe larg folosita la obtinerea acidului 7-
aminocefalosporanic (7-ACA) — principalul precursor 1n biosinteza CF
semisintetice. Procesul de fermentare are loc sub actiunea Acremonium
chrysogenum. Prin intermediul ingineriei genetice se obtin culturi care produc CFC
in cantitati mari. Mecanismul de biosinteza a CFC are loc prin mai multe etape si
este prezentat in figura A.4.1.

Tn prima etapi de biosintezd a CFC sunt implicati trei aminoacizi de baza
acidul L-a-aminoadipic (a-AAA), L-cisteina (L-Cys) si L-valina (L-Val), care sunt
activati initial de ATP pentru a forma intermediari aminoacil-AMP. Aceasta
activare este necesard pentru formarea legaturii peptidice. Ulterior aminoacizii
activati sunt adaugati secvential la un domeniu de tiolare din cadrul enzimei ACV
(5-amino-5-carboxipentanoil)-L-cisteinil-D-valin sintaza), formand un lant peptidic
in crestere. Initial reactioneaza acidul L-a-aminoadipic, apoi L-cisteina si in final L-
valina.

In prima etapa acizii a-AAA, L-Cys si L-Val condenseazi cu formarea
tripeptidei 5-(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina. Aceasta reactie este catalizata
de enzima 5-amino-5-carboxipentanoil)-L-cisteinil-D-valin sintaza (ACV).

In a doua etapa ACV ciclizeaza, sulfura de cisteinil formeaza o legituri cu
a-aminoadipil carbonilul, rezultand inelul g-lactamic. Aceastd reactie si reactia
urmatoare sunt catalizate de izopenicilin N sintaza. Oxigenul activat faciliteaza
reactia de ciclizare, avand functia de cofactor.

In a treia etapa restul de valini formeazi o legiturd cu azotul cisteinil,
rezultdnd inelul tiazolidinic. Produsul final al reactiilor 2 si 3 (Fig. A.4.1) este
izopenicilina N, compus care contine si inelul g-lactamic, si inelul tiazolidinic.

n a patra etapa are loc conversia izopenicilinei N la penicilina N printr-o
reactie de epimerizare, modificind stereochimia lantului lateral aminoadipoil.
Aceasta etapa este catalizata de izopenicilina N epimeraza.

In a cincea etapa penicilina N suferd o extindere a inelului tiazolidinic cu
formarea deacetoxicefalosporinei C (DAOC). Aceastd reactie este catalizata de
enzima expandaza. DAOC este hidroxilata in continuare la deacetilcefalosporina C

(DAC), reactia este catalizata de hidroxilaza.
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in cele din urma, in ultima etapa, DAC este acetilatd la grupa 7-amino cu
formarea cefalosporinei C. Aceasta etapa este catalizata de DAC acetiltransferaza.

Initial sursa de carbon se consumd pentru cresterea si Inmultirea
microorganismelor, iar ulterior pentru producerea CFC.

Tn etapele de producere a CFC este necesar un echilibru intre glucoza
metabolizatd rapid si hidratii de carbon care se vor metaboliza in timp.
Concentratia glucozei trebuie mentinuta constantd, la o valoare mai mica de 5g/L.
La valori Tnalte glucoza interfereaza cu alte procese metabolice, inclusiv blocheaza
enzima expandaza care catalizeazd etapa a 5-a de biosintezd: transformarea
penicilinei N in deacetoxicefalosporina C. In calitate de sursi de carbon
metabolizata in timp serveste uleiul de soia in concentratie de pani la 1%. In faza
de producere a CFC, pH-ul se mentine in intervalul 6-7 prin adaugare de amoniac.
Temperatura bioreactiei constituie 24-28°C.

Procesul de biosinteza este aerob. Daca concentratia O, scade, atunci se
blocheazd activitatea expandazei si, ca rezultat, se acumuleazd penicilina N.
Reducerea presiunii O, (pO,) de la 40% la 35% diminueaza producerea CFC de la
7,2 9/L la 1,1 g/L, iar concentratia penicilinei N creste de 1a 2,6 g/L la 7,7 g/L.

O alta problema in biosinteza CFC este acumularea deacetilcefalosporinei
C, antibiotic inutil, prezenta cdruia presupune costuri suplimentare la purificare.
Aceastd problema este rezolvata prin stimularea sau expresia genei responsabile de
acilare, etapa a 7-a.

4.3. Biotehnologia cefalosporinelor naturale: materii prime, etape de
prefermentare, fermentare, izolare si purificare

Selectarea microorganismelor si determinarea compozitiei mediului
nutritiv

Mediul nutritiv contine extract de porumb — sursd de azot si fosfor, ulei de
soia, faind din seminte de bumbac, fainad de arahide — sursd de proteine. Compozitia
mediului nutritiv variaza in functie de cultura microorganismelor folosite in proces.

Unele microorganisme au nevoie de metionind pentru a produce CFC
(mediul 1), altele de sulfati (mediul 2) (Tab. A.4.1). In calitate de sursi de carbon
este folosita glucoza, hidratii de carbon obtinuti prin hidroliza amidonului sau
uleiul de soia (care se metabolizeaza in timp).

In cazul microorganismelor dependente de Met, acest aminoacid induce
activitatea a patru enzime implicate in biosinteza CFC: ACV sintetaza, izopenicilin
N sintaza, izopenicilin N epimeraza si DAOC sintaza (expandaza). De aceea este
foarte importanta mentinerea continutului optim de metionind pe parcursul
intregului proces de producere a CFC.
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Cefalosporinele naturale au o activitate antimicrobiana foarte mica si nu
prezinta interes farmaceutic. Dintre toate cefalosporinele naturale, interes industrial
prezinta CFC, care la fel are activitate antimicrobiand mica, dar este pe larg folosita
in calitate de precursor, in producerea 7-ACA sau CF semisintetice in proces
integrat. Schema tehnologica de producere a CFC este prezentata in figura A.4.2.

Initial, cultura de microorganisme (Acremonium chysogenum, modificate
genetic pentru producerea CFC 1n cantitdti cat mai mari) este inoculatd intr-un
recipient (30 mL) cu mediu de agar (hidrat de carbon cu putere de gelifiere foarte
mare) timp de 72 de ore, la temperatura de 25-28°C. Apoi inoculul se trece intr-un
recipient mai mare cu volumul de 1,0-1,5 L, timp de 70-90 de ore la temperatura de
28°C. Ulterior, cultura de microorganisme se inoculeaza in fermentatorul inoculator
cu capacitatea de 1-2 m®, unde microorganismele cresc si se inmultesc, timp de 85-
96 de ore la temperatura de 28°C. Mediul de cultura, recipientele, precum si aerul
sunt in prealabil sterilizate, pentru a evita infectarea microorganismelor, decesul
acestora si obtinerea produselor nedorite. Procesele de sterilizare sunt detaliat
descrise In Compartimentul 1. In urmaitoarea etapi microorganismele sunt
transferate Tn fermentatorul intermediar cu capacitatea de 20 m*, timp de 45-50 de
ore, la temperatura de 28°C. In final, microorganismele sunt transferate in
fermentatorul de regim cu capacitatea de 100 m® unde are loc procesul de
producere a CFC, care durcaza 144-150 de ore, la temperatura de 25-29°C.
Procesul de fermentare in fermentatorul de regim dureaza in total 6-7 zile, timp in
care se monitorizeaza temperatura, pH-ul, pO,, concentratia hidratilor de carbon, a
amoniacului, fosfatilor, sulfului, precum si concentratia CFC.

Urmatoarea etapa in procesul de producere a CFC este purificarea acesteia.
Durata purificarii constituie in jur de 20 de ore. Dupa fermentare, biomasa se
separd prin filtrare. In urmitoarea etapa are loc purificarea cromatografica pe doua
coloane (mecanismul este prezentat in figura A.4.3.). Prima coloana este umpluta
cu Diaion™ HP20 (faza stationara, adsorbant sintetic cu matrice de
polistiren/divinilbenzen), operatd la pH 5,5-6,0. Pe aceasta coloana se separa
substantele hidrofobe colorate, retinerea CFC este minima, mai putin de 3%. De
reguli, se separd 360 g CFC per litru fazi stationard. In a 2-a coloani care contine
Sepabeads SP700 (faza stationara, adsorbant sintetic cu o suprafata de adsorbtie de
1200 m?/g), la pH=6, se separa CFC de deacetoxicefalosprina C (DAOC) si
deactilcefalosporina C (DAC). Dupa ajustarea pH-ului la 2,8-3,0, percolatul din
captator este incarcat in coloand. Elutia CFC separatdi de DAC si DAOC se
realizeaza printr-0 schimbare a pH-ului la 6. Randamentul este de 52 g CFC per
litru de rasina. Ulterior, prin 2 coloane de schimbatori de ioni, cationica si anionica,

CFC se izoleaza sub formad de sdruri de potasiu sau de sodiu. Purificarea cu
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schimbatori de ioni Se face pentru a indeparta culoarea ramasa. Coloana
,,decolorant” este umpluta cu un schimbator de anioni, de ex., Diaion DAC11,
echilibrat sub forma de acetat. Percolatul CFC din adsorbant este trecut prin
coloand. Rasina elibereaza progresiv CFC 1nainte ca impuritatile colorate sa
patrunda. Este avantajos un sistem cu trei coloane de ioniti. In prima coloani CFC
este inlocuitd cu impuritatile colorate. CFC eliberata inlocuieste acetatul in a doua
coloand, in timp ce a treia coloani este regenerati la forma acetici. In mod
obisnuit, se aplica 90 g CFC per litru de rasind distribuite in trei coloane. Un
schimbator de cationi, precum Diaion WK40, poate fi instalat pentru a elimina
potentiala contaminare cu metale care ar putea interfera cu conversia enzimatica a
CFC in 7-ACA. De obicei, se pot aplica aproximativ 180 g CFC (la pH 6) per litru
de rasina. Ulterior CFC se purifica prin osmoza inversa, filtrarea prin membrane
semipermeabile, conform schemei din figura A.4.4.

Filtrarea prin osmoza inversa decurge sub presiune, prin membrane
semipermeabile. Astfel, ionii si moleculele mici (inclusiv impuritatile) trec in
solutie, in timp ce moleculele de CFC, fiind mai mari, se retin pe membrana.

In etapa urmitoare CFC este cristalizati, uscati si depozitata in vederea
manipuldrilor chimice ulterioare sau este utilizatd direct in solutie in sinteza
acidului 7-ACA prin hidroliza enzimatica.

Cristalizarea CFC

Pentru a initia procesul de cristalizare solutia este racitd treptat. Uneori Se
adauga cristale mici de CFC pentru a induce formarea cristalelor mai mari. Pentru a
micsora solubilitatea CFC 1n solutie, se adaugd acetond sau etanol. Solutia este
lasatd sa stea fara agitare pentru o anumitd perioadd, favorizind astfel cresterea
cristalelor de dimensiunea necesara. Dupa formarea cristalelor, acestea sunt
separate de solutie folosind tehnici de filtrare, precum filtrarea Tn vid sau
centrifugarea. Cristalele obtinute sunt spalate cu solvent rece pentru a indeparta
orice impuritdti aderente. De obicei, solventul de spalare este acelasi ca solventul
de cristalizare, dar racit pentru a preveni dizolvarea cristalelor.

Uscarea CFC

Cristalele spalate sunt uscate pentru a indeparta solventul rezidual. Acest
lucru poate fi realizat folosind metoda de uscare in vid. Ulterior se realizeaza
inghetarea cristalelor si apoi sublimarea ghetii sub presiune scazuta. Ca alternativa,
cristalele se usuca in uscator, cu un flux de aer, la temperatura de 35-40°C.

Puritatea si calitatea CFC cristalizate sunt verificate utilizdnd tehnici
analitice, cum ar fi cromatografia de lichide de inalta performanta (HPLC),
spectrometria de masa (SM) si spectroscopia de rezonanta magnetica nucleara
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(RMN). Daca este necesar, se continua purificarea CFC prin recristalizare pana se
atinge nivelul de puritate necesar. Cristalele purificate sunt ambalate si depozitate
pana la utilizarea ulterioara. Productivitatea CFC ajunge pana la 24-28 g/L.

4.4. Biosinteza cefalosporinelor semisintetice. Obtinerea si spectrul de actiune

Acilarea 7-ACA la atomul C; poate fi efectuata chimic sau enzimatic, iar
sinteza cefalosporinelor substituite la atomul C; se efectueaza doar chimic.

In UE acidul 7-ACA se obtine exclusiv prin fermentare, obtinerea CFC si
hidroliza enzimatica a acesteia. Cefalosporinele semisintetice pot fi obtinute prin
diverse metode — atét chimice, cat si biochimice. Mecanismul general de obtinere a
7-ACA este prezentat in figura A.4.5.

Producerea CF semisintetice implica cateva etape principale:

- producerea fermentativda a CFC;

- izolarea si purificarea CFC;

- hidroliza chimica sau enzimatica a CFC pana la 7-ACA sau 7-ADCA
(acidul 7-aminodezacetoxicefalosporanic);

- acilarea chimica sau enzimatica a 7-ACA / 7-ADCA 1in pozitia Cj3 si/sau Cy;
- separarea, purificarea si controlul calitdtii CF semisintetice obtinute.

Metode de obtinere a precursorilor utilizati in producerea CF
semisintetice

Dupéd cum s-a mentionat anterior, principalul precursor in obtinerea CF
semisintetice este 7-ACA, care poate fi obtinut prin conversia chimica (Fig. A.4.6)
sau enzimatica (Fig. A.4.7) a CFC.

Transformarea chimica a CFC in 7-ACA are loc in mai multe etape
(Fig. A.4.6). Initial, grupele carboxil ale CFC sunt blocate prin reactia cu clorura de
trimetilsilil, astfel incat acestea sa nu interactioneze in transformarile chimice
ulterioare. Tratarea acestui intermediar cu clorura de fosfor (V) transforma legatura
peptidicd intr-o functiune cloroiminica. Ulterior, prin interactiune cu alcoolul
propilic, are loc substituirea atomului de clor printr-un fragment propoxid cu
formarea iminoeterului corespunzator. in etapa finala, prin hidroliza bazica acesta
se transforma in 7-ACA.

Acest proces este dificil, energivor (are loc la temperaturi joase) si extrem
de poluant (utilizarea solventilor organici, producerea deseurilor chimice toxice si a
apei poluate cu fosfati).

Anual sunt produse aproximativ 3000 de tone de 7-ACA din CFC, dintre
care 0 parte importantd este produsd prin hidroliza chimica (China, Japonia,
Coreea), iar restul prin metoda enzimatica, obligatorie in UE. Procesarea chimica a
CFC reprezinti calea traditionali citre intermediarul 7-ACA. Tn timp ce
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randamentele si calitatea produsului pe cale chimicd sunt excelente, un dezavantaj
major este necesitatea in solventi organici si producerea de deseuri chimice toxice.

Producerea a 1 kg de 7-ACA din 2,4 kg CFC prin aceasta metoda genereaza
9 kg de deseuri: 2,4 kg Zn sau Na, 0,8 kg clorura de trimetilsilil ((CH3)3SiCl), 0,8
kg dimetilanilind (C¢HsN(CHs)2, 2,7 kg diclormetan (CI,.CH>), 1,2 kg clorura de
fosfor (V) (PCls), 1,5 kg alcool propilic (C3HsO) si 2,0 kg solutie hidroxid de
amoniu (NH;OH), propil glutamat etc.

Conversia enzimaticd a CFC la 7-ACA

Desi existd mai multe metode de hidrolizd enzimatica, la nivel industrial
este utilizatd doar una. Conform acestei metode, conversia CFC la 7-ACA decurge
in doud etape cu un randament similar celui din productia chimica.

Initial CFC sufera o dezaminare oxidativa in prezenta enzimei D-aminoacid
oxidaza (DAO) cu formarea KA-7-ACA  (acidul  cetoadipoil-7-
aminocefalosporanic). In urmitoarea etapa peroxidul format induce o decarboxilare
oxidativa spontana la GL-7-ACA (acidul glutaril-7-aminocefalosporanic). Pentru a
asigura o conversie cantitativa la GL-7-ACA, dupa adaugarea DAO se mai adauga
cantititi mici de peroxid de hidrogen. In etapa finalda GL-7-ACA este hidrolizat la
7-ACA in prezenta de GAC (glutaril acilaza). Industrial fiecare etapa se efectucaza
in reactoare separate. Procesul industrial de hidroliza enzimatica dureaza 6 ore.

Deseurile rezultate prin metoda enzimatica au fost reduse esential, pana la
1%. Prin urmare, in comparatie cu procesul chimic, aceastd metoda enzimatica este
mai durabila din punct de vedere ecologic si mai atractivd din punct de vedere
economic. Enzimele folosite in calitate de biocatalizatori pot fi reciclate de la 100
pand 600 de cicluri de reactie. De asemenea, conditiile de reactie sunt blande, in
special temperatura si pH-ul. Cu toate acestea, obtinerea acestor enzime necesita
procese de fermentare bacteriana in bioreactoare separate. Ceea ce conduce la
cresterea costurilor de productie pentru 7-ACA si, respectiv, a ingredientelor
farmaceutice active (cefalosporine).

Existd doua grupe principale de cefalosporine. Primul grup deriva din
penicilind (G sau V), mecanismul este prezentat in figura A.4.8. Majoritatea
produselor care au activitate orald intrinseca sunt obtinute din penicilind, in special
cele din prima generatie. Precursorul principal utilizat in producerea CF
semisintetice, din penicilinele naturale, este 7-ADCA.

Al doilea grup de CF semisintetice sunt obtinute din cefalosporina C. In
acest caz, in calitate de precursor este 7-ACA, iar CF semisintetice sunt obtinute
prin diverse metode chimice sau enzimatice, prin acilarea chimica sau enzimatica a
7-ACA, 1n pozitia C; si/sau Cs; reactia generala este prezentata in figura A.4.9.
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Dupa cum s-a mentionat anterior, 7-ACA poate fi obtinut si pe cale
chimica, una dintre metodele cunoscute este cea cu utilizarea tiazolidinei, n
calitate de precursor. Tn cazul dat are loc conversia CFC in 7-ACA, reactie in care
se formeaza ca intermediar tiazolidina. Aceasta implica scindarea selectiva a
lantului lateral, ciclurile p-lactamic si tiazolidinic fiind conservate. Acilarea
ulterioarda a 7-ACA in pozitiile C3 si C; decurge similar cazurilor anterioare.
Reactia este prezentata in figura A.4.10.

Conversia 7-ACA, in special inserarea unui nou lant lateral la pozitia Cv,
frecvent se efectueaza intr-un proces enzimatic, usor catalizat de penicilina G
amidaza (PGA). Inserarea lanturilor laterale la pozitia C3, adesea tioli, poate fi
realizatd exclusiv pe cale chimica. Inlaturarea catenei laterale 7-amino adipoil si
inserarea unui alt fragment in pozitia C; pot fi efectuate prin sinteza chimica.
Ambele metode sunt intr-o competitie puternica. In timp ce anumite piete, in mod
traditional din Orientul Indepartat (China, Japonia si Coreea), favorizeaza ciile
chimice si sunt partial dispuse sa plateascd un pret Superior pentru aceasta,
producadtorii europeni sunt mai predispusi sd foloseasca procesele enzimatice.
Acest lucru poate fi determinat partial de preocuparile si reglementarile de mediu
care cresc semnificativ costurile de productie.

Schema generala de obtinere a CF semisintetice este prezentatd in figura
A.4.2. Procesul general cuprinde urmatoarele etape principale:

- obtinerea CFC in proces de fermentare, cu utilizarea fungilor Acremonium
chrysogenum;

- purificarea solutiei native de CFC;

- hidroliza enzimatica a CFC cu obtinerea 7-ACA,;

- precipitarea si izolarea 7-ACA de puritate corespunzdtoare (aproximativ
98%) pentru utilizare ulterioara la obtinerea CF semisintetice;

- acilarea chimica sau/si enzimatica a 7-ACA, 1n pozitiile C; si/sau Cs.

Primele trei etape au fost descrise detaliat anterior. Penultima etapa,
producerea CF semisintetice, poate fi efectuatd fie prin metode chimice, fie prin
acilarea enzimatica in prezenta enzimei PGA (peniciln G-amidaza), preferatd in
Europa. Dupa acilarea enzimatica in pozitia C7, functionalizarea in pozitia C3 se
efectueaza exclusiv chimic.

Sinteza chimica traditionald necesitd ca gruparea carboxilica a nucleului f-
lactamic sa fie protejata prin trimetilsililare, deoarece pentru activare sunt utilizate
cloruri acide. De exemplu, clorura de D-fenilglicil se formeaza in solventi organici
halogenati din D-fenilglicina si PCls, care se formeaza in situ din PCl; si Cl,. Desi
randamentele sunt cantitative, solventii si reactivii auxiliari utilizati genereaza pana

la 40 kg de deseuri nebiodegradabile la obtinerea a 1 kg de cefalexina.
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In special, problemele legate de poluarea mediului ambiant si costurile
asociate acestei probleme au dus la dezvoltarea unor metode alternative enzimatice
viabile din punct de vedere economic si ecologic pentru derivatizarea 7-ACA in
pozitia C;. Aceste conversii foarte selective sunt efectuate in general in mediu apos
si la temperatura camerei.

PGA, utilizata in hidroliza cefalosporinei C, reprezintd, de asemenea, un
instrument valoros in sinteza cefalosporinelor semisintetice. Totusi, la pH acid —
necesar pentru mentinerea formei sale disociate — activitatea PGA este redusa.
ofera conditii mai favorabile reactiei.

Dupa cum s-a mentionat anterior, sinteza unei cefalosporine biologic active
necesiti in majoritatea cazurilor derivatizarea ambelor pozitii Cz si C7. Tn cazul
cand se foloseste acilarea prin sinteza chimica clasicd, initial 7-ACA se acileaza in
pozitia Cs, iar apoi in pozitia C7. In schimb, in sinteza biocatalitici combinati cu
cea chimica are loc derivatizarea 7-ACA mai intai in pozitia C7, apoi in pozitia Cs.

Sinteza unor CF semisintetice

In lume sunt cunoscute numeroase metode de transformare chimici a
acidului 7-ACA, doua dintre ele sunt cele mai utilizate, si anume: functionalizarea
in pozitia C; si/sau Cs. Acilarea se poate efectua cu cloruri acide sau cu acizi in
prezenta DCC (diciclohexilcarbodiimidei). Ecuatia reactiei generale de substitutie
este prezentata in figura A.4.11.

Obtinerea si spectrul de actiune a unor CF din generatia 1

CF din aceastd clasa reprezintd o alternativa de tratament al infectiilor
provocate de staphylococci in cazul pacientilor care nu tolereaza penicilinele.
Cefratrizina, cefalexina, cefradroxilul si cefradina se administreazd de reguld pe
cale orala.

In industrie cefalexina, cefradroxilul si cefradina se obtin prin mai multe
etape din penicilinele naturale. Exemple de CF de generatia 1 sunt prezentate in
figura 4.3.
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Figura 4.3. Formulele de structura a unor CF din generatia 1

Cefalotina, CF din generatia 1, se obtine prin interactiunea cloranhidridei
acidului 2-(tien-2-il)acetic cu 7-ACA in prezenta hidrogenocarbonatului de sodiu.
Se administreazé sub forma de sare. Ecuatia reactiei este prezentata in figura 4.4.
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Figura 4.4. Reactia de obtinere a cefalotinei

Obtinerea cefalotinei include functionalizarea chimica directa a 7-ACA in
pozitia C;, cu cloranhidrida acidului 2-(tien-2-il)acetic. Astfel, cloranhidrida
acidului 2-tienilacetic, in prezenta hidrogenocarbonatului de sodiu, interactioneaza
Cu gruparea amina a 7-ACA, forménd cefalotina. Formarea HCI pe durata
procesului poate conduce la degradarea cefalotinei, de aceea reactia de acilare se
realizeaza in prezenta NaHCOs, care il neutralizeaza pana la sare, CO> si H,O.

Cefalotina este activa fata de bacteriile G(+) (staphylococci, streptococci,
pneumococci, diphtheria bacilli) si G(-) (meningococci, gonococci, salmonella).
Este activa si fata de culturile de Staphylococci producatoare de p-lactamaze.
Cefalotina nu este activa fata de enterococci: bacterii G(+) care provoaca infectii
urinare, intestinale, septicemie sau sepsis. Pseudomonas aeruginosa, Mycobecteria
tuberculosis, Listeria spp. sunt rezistente la cefalotina.

Cefalotina este utilizata pentru tratarea infectiilor cailor respiratorii
inferioare, urinare, dermice, ale tesuturilor moi, oaselor si articulatiilor, sepsisului,
precum si 1n prevenirea infectiilor in timpul interventiilor chirurgicale etc.
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Cefazolina, CF din generatia 1, se obtine in doua etape.

Initial are loc reactia dintre 7-ACA si cloranhidrida acidului tetrazolil acetic
in prezenta trietilaminei (pentru neutralizarea HCI). Alternativ aceasta etapa poate
fi efectuata in prezenta enzimei penicilin G-amidaza (PGA).

In etapa urmatoare intermediarul obtinut in prima etapa interactioneaza cu
2-mercapto-5-metil-tiadiazolul, ca rezultat are loc substituirea grupei acetil prin
mercaptotiadiazol si formarea cefazolinei (Fig. 4.5).
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Figura 4.5. Sinteza cefazolinei din 7-ACA (acilare chimici si/sau biochimica)
Cefazolina are acelasi spectru de actiune ca Cefalotina si este utilizata in
tratarea acelorasi infectii. La cefazolind sunt rezistente urmatoarele bacterii:
Enterobacter, Klebsiella, Providencia, B. fragilis.
Analogi comerciali: cefacidal, cefazol, cefamezin, cefazil, zolin etc.

Cefapirina, CF din generatia 1, se obtine prin acilarea acidului 7-ACA cu
cloranhidrida acidului 4-piridiltioacetic in prezenta trietilaminei (EtzN), figura 4.6.

Acidul 4-piridiltioacetic se obtine prin reactia 4-cloropiridinei cu acidul
mercaptoacetic in prezenta unei baze. Acidul 4-piridilacetic se transformad in
cloranhidrida prin reactia cu clorura de fosfor (V). Spectrul de actiune a cefaprinei
este practic identic cu cel al cefalotinei.

Analogi comerciali: bristocef, cefatrexyl, cefadil etc.
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Figura 4.6. Sinteza cefapirinei din 7-ACA (acilare chimica)

Cefalexina, CF din generatia 1, poate fi consideratda un analog al
ampicilinei. Sinteza cefalexinei implica protejarea grupei amino din fenilglicind cu
cloroformiat de benzil (CFBz) si activarea grupei carboxil cu cloroformiat de
izobutil (CFIb). La fiecare etapa se foloseste trietilamina ca acceptor care leaga
acidul clorhidric. Acest intermediar, prin interactiune cu 7-ACA, urmata de doua
hidrogenri selective, formeaza cefalexina. In prima etapa are loc deblocarea grupei
amino, iar in a doua — reducerea grupei acetil (Fig. 4.7).
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Figura 4.7. Sinteza cefalexinei din 7-ACA (acilare chimica)
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Cefalexina are un spectru larg de actiune fiind activa fata de bacteriile G(+)
(Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae) si
G(-) (Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, E. coli, Klebsiella
pneumoniae). Totodatd, este rezistenta fata de f-lactamazele produse de
Staphylococci. Este activa doar fata de unele enterobacterii, fiind degradata de f-
lactamazele celorlalte enterobacterii.

Enterococcus faecalis G(+), Pseudomonas aeruginosa G(-), Bacteroides
fragilis (G-), Mycobacteria tuberculosis sunt rezistente la cefalexina.

Cefalexina este utilizatd pentru tratarea infectiilor respiratorii, atat la nivelul
cailor respiratorii superioare, cat si al celor inferioare, infectiilor tractului urinar,
pielii, testurilor moi.

Analogi comerciali: ceporexin, oracef, ceflex, cefazal.

Cefadroxilul, CF din generatia 1, este analogul cefradinei, difera prin
prezenta grupei hidroxil din pozitia para a inelului fenilic al fenilglicinei. Sinteza
cefadroxilului este similara cefradinei, fiind prezentata in figura 4.8.
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Figura 4.8. Sinteza cefadroxilului din 7-ADCA (acilare chimica)
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Cefadroxilul are un spectru larg de actiune. Este activ atat fata de bacteriile
G(+), cat si fata de cele G(-).

Analogi comerciali: bidocef, cefadril, duracef, ultracef etc.

Cefradina, CF din generatia 1, se obtine prin mai multe etape din
fenilglicina. Prin reducerea cu litiu in prezentd de amoniac, fenilglicina formeaza
1,4-ciclohexadienilglicind. Protejarea grupei amino se face cu acetoacetat de metil,
iar grupa carboxil se activeaza cu cloroformiat de etil. Intermediarul
interactioneaza cu 7-ADCA. Initial se formeaza cefradina cu grupa amino protejata,
care ulterior hidrolizeaza la cefradina propriu-zisa. Reactiile de sinteza a cefradinei

sunt prezentate n figura 4.9.
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Figura 4.9. Sinteza cefradlnel din 7-ADCA (acilare chimica)

Spectrul de actiune a cefradinei este identic cu cel al cefalexinei.

Analogi comerciali: velosef, sefril, cefro etc

Obtinerea si spectrul de actiune a unor CF din generatia a 2°

Din generatia a 2% de cefalosporine fac parte: cefuroxima, cefamadolulul,
cefonicidul, ceforanida, cefoxitina, cefotetan, cefaclor.

Aceste cefalosporine sunt mai active fatd de bacteriile G(+) decat cele din
prima generatie. Chiar dacd sunt rezistente la actiunea f-lactamazelor, aceste
cefalosporine nu prezinta o activitate sporita fata de P. aeruginosa.

Din bacteriile G(-) fatd de care aceste cefalosporine sunt active se numara:
E. colli, unele specii Klebsiella, Proteus si Neisseria gonorrhoea.

Principalii reprezentanti ai generatiei a 2° folositi pe larg in tratarea
infectiilor bacteriene, sunt cefuroxima si cefamadolul, formulele de structura a
acestora fiind prezentate in figura 4.10.
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Figura 4.10. Formulele de structura a cefuroximei si a cefamadolului

Cefuroxima, CF din generatia a 2%, se obtine prin reactia cloranhidridei cu
acidul 7-amino-3-aminocarboniloximetil-3-cefem-4-carboxilic. Acest acid difera de
7-ACA si 7-ADCA si se izoleaza din Streptomyces lactamdurans. Ecuatia reactiei
de sinteza a cefuroximei este prezentata in figura 4.11.

Cloranhidrida acidului sin-2-metoxiamino-2-(2-furil)acetic se obtine prin
mai multe etape din 2-acetilfuran. Initial are loc oxidarea 2-acetilfuranului la acidul
2-furilglioxalic, care prin interactiune cu metoxiamina formeaza acidul Sin-2-
metoxiamino-2-(2-furil)acetic, care la tratare cu clorura de fosfor (V) se transforma
in cloranhidrida.

Cefuroxima are proprietati bactericide si este rezistentd la actiunea S-
lactamazelor. Are o activitate inalta in raport cu bacteriile G(-): Hemophilial
bacilli, intestinal bacilli, Salmonella, Shigella, Enterobacteria si Gonococci. La fel
este activd fatd de bacteriile G(+), precum Staphylococci si Streptococci.
Cefuroxima este inactiva fatd de multe tipuri de Pseudomonas, majoritatea
Enterococcilor, multe tulpini de Enterobacter cloacae.
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Figura 4.11. Sinteza cefuroximei din acidul
7-amino-3-aminocarboniloximetil-3-cefem-4-carboxilic (acilare chimica)
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Cefuroxima este utilizatd in tratarea infectiilor abdominale si ginecologice,
sepsisului, meningitelor, endocarditelor, infectiilor sistemului urinar si respirator,
infectiilor osoase, articulatiilor, pielii si tesuturilor moi.

Analogi comerciali: ceftin, zinacef, curoxim, kefox etc.

Cefamadolul, CF din generatia a 2°, este obtinut din acidul 7-ACA. Grupa
amino din 7-ACA se protejeaza prin formilare in prezenta anhidridei acetice.
Intermediarul formilat prin interactiune cu 1-metil-1,2,3,4-tetrazol-5-tiolul
formeaza un produs de substitutie in pozitia C3. Dupa eliberarea grupei amino se
efectueaza reactia cu 5-fenil-1,3-dioxolan-2,4-diona (anhidrida obtinuta din acidul
mandelic (2-fenil-2-hidroxiacetic) si fosgen (COCly,)) (Fig. 4.12).
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Figura 4.12. Sinteza cefamadolului din 7-ACA (acilare chimici)

Cefamadolul are aceleasi proprietati ca si cefuroxima.
Analogi comerciali: mandoxef, kefadol, kefandol etc.

Obtinerea si spectrul de actiune a unor CF din generatia a 3°

Principalii reprezentanti ai generatiei a 3% de cefalosporine sunt cefotaxima,
ceftazidima si ceftriaxona (Fig. 4.13). Aceste cefalosporine sunt rezistente la
actiunea f-lactamazelor si au un spectru mai larg fata de bacteriile G(+).

Reprezentantii acestei grupe sunt mai activi fata de E. coli si unele tulpini
Proteus enterobacter, dar au actiune moderata fatda de staphylococci. Sunt utilizate

in tratarea meningitelor si gonoreei cauzate de bacteriile G(-) rezistente.
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Figura 4.13. Formulele de structuri a unor CF din generatia a 3

Cefotaxima, CF din generatia a 3%, este sintetizatd prin acilarea 7-ACA cu
acidul 2-(2-amino-4-tiazolil)-2-metoxiiminoacetic, in care gruparea amino este
protejatd cu o grupare tritil. Dupa Indepartarea protectiei tritil din produsul
rezultat, cu acid formic diluat, se formeaza cefotaxima (Fig. 4.14).

Esterul etilic al acidului 2-(2-amino-4-tiazolil)-2-metoxiiminoacetic,
necesar pentru aceasta sinteza, este sintetizat din acetilacetatul de etil. La nitrozarea
acetilacetatului de etil cu nitrit de sodiu in prezenta acidului clorhidric se formeaza
esterul izonitroacetoacetic. Ulterior are loc metilarea gruparii hidroxil, a produsului
obtinut, cu sulfatul de dimetil in prezenta carbonatului de potasiu, rezultind 2-
(metoxiimino)acetoacetat de etil. In etapa urmatoare are loc bromurarea produsului
rezultat, in prezenta clorurii de metilen si a acidului p-toluensulfonic, rezultand
esterul 4-bromo-2-metoxiiminoacetoacetic. Produsul rezultat interactioneza cu
tioureea si se obtine esterul etilic al acidului 2-(2-amino-4-tiazolil)-2-
metoxiiminoacetic. Reactiondnd cu trifenilclormetanul in prezenta trietilaminei
(care leagd HCI rezultat in reactie) rezultd o protectie tritil a grupdrii amino,
formand esterul etilic al acidului 2-(2-tritilamino-4-tiazolil)-2-metoxiiminoacetic,
care este hidrolizat la acid cu hidroxid de sodiu. Acidul 2-(2-amino-4-tiazolil)-2-
metoxiiminoacetic rezultat este utilizat pentru acilarea 7-ACA in prezenta DDC,
forméndu-se cefotaxima tritilatd. Prin indepartarea protectiei tritil, cu ajutorul
acidului formic diluat, din produsul sintetizat se formeaza cefotaxima.

Cefotaxima are un spectru larg de actiune antibacteriald. Are o activitate
inalta fata de bacteriile G(-) (E. coli, Citrobacter, Proteus mirabilis), inclusiv fata
de unele tulpini de Pseudomonas, H. influenzae rezistente la actiunea altor
antibiotice.

Cefotaxima este mai putin activa fatd de Streptococci, Pneumococci,
Meningococci si Gonococci. Este rezistentd la majoritatea f-lactamazelor produse
de bacteriile G(+) si G(-).

87



O (0]

M NaNO + HCI1 o i (CH;0),50,
—_— _—
Et NaCl -H,0 H,C OEt -(CH;0)SO,H HSCMOB

oH ocH,
o o NH, H,N
N o
Br Br —
—2> \ﬁ | OEt L _ (C(,HS)?,C-CI
-HBr S -HBr, -H,0 OEt -HCI
OCH, N|
~
OCH,

—_— >
“pon -H,0

“SOCH, ocH,
OCH3
(CsHs)z
E——— \</ HCOOH
—_—_—
\'( Hy -HCOOC(C¢Hy),
COOH
_OCH,
— M/ﬂ m
Cefotaxlmd COOH

Figura 4.14. Sinteza cefotaximei din 7-ACA (acilare chimica)

Cefotaxima este utilizatd in tratarea infectiilor abdominale, sepsisului,
infectiilor cailor respiratorii inferioare, tractului urinar, infectiilor osoase,
articulatiilor, pielii, tesuturilor moi etc.

Analogi comerciali: claforan, zarivis etc.

Obtinerea si spectrul de actiune a unor CF din generatia a 4°

Generatia a 4* de cefalosporine are un spectru larg de actiune. Aceste
cefalosporine sunt active fata de bacteriile G(+) si G(-), aerobe si anaerobe. Spre
deosebire de generatia a 3% acestea sunt mai active fatdi de P. aeruginosa si
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S. aures, inclusiv fatd de unele tulpini rezistente la meticilind. Principalii
reprezentanti ai generatiei a 4° sunt cefpiroma si cefepima (Fig. 4.15).
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Figura 4.15. Formulele de structuri a unor CF din generatia a 4°

Cefpiroma, CF din generatia a 4°, este sintetizatd in doud etape. Ecuatiile
reactiilor de sinteza sunt prezentate in figura 4.16.
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Figura 4.16. Sinteza cefpiromei din 7-ACA (acilare chimica)

In prima etapd 7-ACA interactioneaza cu 2-(ciclopent-1-en-1-il)piridina si
formeaza 7-ACP  (acidul  3-(etil-ciclopentenilpiridin)-7-amino-8-oxo-5-tia-1-
azabiciclo-2-en-2-carboxilic). Initial are loc protejarea grupelor 7-amino si 2-
carboxil. In acest scop poate fi folositd iodura de trimetilsilil. Ulterior, in reactie se
adauga 2-(ciclopent-1-en-1-il)piridina, in N,N-dimetilformamida (in calitate de
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solvent). Tn etapa a doua 7-ACP interactioneazi cu acidul 2-(2-aminotiazol-4-il)-2-
metoxiiminoacetic cu formarea cefpiromei.

Cefpiroma are un spectru larg de actiune similar cefotaximei, insa este mai
activa fata de staphylococci, enterococci si unele enterobacterii.

Analogi comerciali: cefrom, cedixen.

Reprezentanti si spectrul de actiune a unor CF din generatia a 5°

Principalii reprezentanti ai generatiei a 5% de cefalosporine sunt ceftarolina
si ceftobiprolul (Fig. 4.17). Acestea au efecte mai pronuntate asupra bacteriilor
G(+) decat cele patru generatii anterioare, in special asupra Staphylococcus aureus
si Streptococcus pneumoniae. Efectul asupra bacteriilor G(-) este similar cu al
cefalosporinelor din a 4* generatie.
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Figura 4.17. Formulele de structuri a unor CF din generatia a 5

Ceftarolina, CF din generatia a 5% este un nou antibiotic cu spectru larg,
utilizat pentru tratamentul S. pneumoniae rezistent la penicilina si cefalosporina,
Staphylococcus aureus rezistent la meticilind si S. aureus rezistent la vancomicina.
De asemenea, prezintd activitate impotriva mai multor bacterii G(-), dar este
inactiva fatd de bacteriile producatoare de f-lactamaze. Ceftarolina este folosita
pentru tratarea pneumoniei. Acest medicament prezintd activitate prin formarea
unei asocieri cu proteinele care leaga penicilina. De asemenea, posedad afinitate
inalta fata de S. aureus rezistente la meticilind. In singe, ceftarolina fosamil
(promedicament) este rapid transformata in ceftarolina (o forma activa) cu ajutorul

enzimelor fosfataza.
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Ceftobiprolul, CF din generatia a 5% vandut printre altele sub numele de
marca Zevtera, este un antibacterian utilizat pentru tratamentul pneumoniei
contractate fie in spital, fie in comunitate. Similar altor cefalosporine, ceftobiprolul
isi exercita activitatea antibacteriana prin legarea de proteine si inhibarea activitatii
transpeptidazei acestora, esentiald pentru sinteza peretilor celulelor bacteriene.
Ceftobiprolul are afinitate mare asupra tulpinilor de Staphylococcus aureus
rezistente la meticilina, fatd de Streptococcus pneumoniae (rezistent la penicilind)
si Enterococcus faecalis.

Ceftobiprolul este, de asemenea, activ Tmpotriva agentilor patogeni G(-),
inclusiv Citrobacter spp., E. coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp., S. marcescens
si P. aeruginosa. Enterobacteriile sunt susceptibile la ceftobiprol. Ceftobiprolul
inhiba, de asemenea, H. influenzae si M. catarrhalis, inclusiv cele producatoare de
fS-lactamaze. Inhiba activitatea P. mirabilis, Providencia spp., M. morganii,
Vibrionaceae spp. si N. gonorrhoeae.

De asemenea, este activ Tmpotriva bacteriilor G(+) anaerobe, inclusiv
Propionibacterium acnes, Peptostreptococcus anaerobius, Clostridium inocuum,
Finegoldia magna etc.

Ca si majoritatea cefalosporinelor, ceftobiprolul este inactiv fata de speciile
din grupul Bacteroides fragilis, Prevotella bivia sau tulpinile de Prevotella
melaninogenica.

Analogi comerciali: zeftera, stelara.

Mecanisme de rezistenta la cefalosporine

Cefalosporinele sunt adesea grupul preferat de antibiotice datorita spectrului
lor larg antibacterian si efectelor secundare minore in raport cu alte antibiotice.
Sunt medicamente extrem de eficiente si indispensabile utilizate impotriva
numeroaselor boli infectioase la oameni si animale. Cu toate acestea, utilizarea
excesiva si utilizarea incorecta a cefalosporinelor pentru profilaxie, tratament sau
productia de alimente au contribuit Tn mod semnificativ la aparitia multor agenti
patogeni rezistenti la medicamente.

Existd trei mecanisme primare care provoacd rezistentd la antibiotice
Tmpotriva cefalosporinelor:

1) Bacteriile produc enzime care inactiveaza antibioticul (de ex., S-lactamazele).
Acesta este cel mai comun si esential mecanism de rezistenta a bacteriilor
G(-). p-Lactamazele sunt enzime bacteriene care pot scinda inelul S-lactamic
prin hidroliza.

2) Rezistenta apare si din modificarile PBP, proteina tintd a cefalosporinelor.
Bacteriile isi modifica PBP-urile fie prin generarea de variante mutante cu
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afinitate semnificativ mai scazutd pentru agentii f-lactamici, fie prin
dezvoltarea unui nou PBP care nu se leaga de structura f-lactamica.

3) Pentru bacteriile G(-) rezistenta poate aparea din cauza permeabilitatii scazute
a membranei antibioticelor. Modificarile structurale sau cantitative ale porinei,
proteina abacteriand a membranei exterioare care transportdi molecule
hidrofile, pot inhiba pétrunderea cefalosporinelor. Aceste modificari ale
porinei rezultd in principal din mutatii punctuale sau din expresia genici. in
plus, pompa de eflux contribuie la rezistenta la antibiotice prin inhibarea
difuziei medicamentului. Sistemul de eflux alimentat de energie elimina
antibioticele din spatiul periplasmatic al bacteriilor G(-).

Antibioticele semisintetice pg-lactamice, inclusiv cefalosporinele, sunt
medicamente comercializate intens la nivel modial. Aceasta este o clasa de
antibiotice preferatd de clinicieni datoritd spectrului lor larg de actiune, activitatii
antimicrobiene Tnalte, toxicitatii scazute si stabilitatii fata de hidroliza.

Tn programele farmacologice ale diferitelor companii continua dezvoltarea
si obtinerea unor noi cefalosporine semisintetice. Actualmente continud
eficientizarea proceselor tehnologice de obtinere a CF semisintetice si un mare
accent se pune pe biologia moleculara, cu scopul ameliorarii genetice a tulpinilor
de microorganisme folosite n biosinteza CFC, hidroliza enzimatica a acesteia la 7-
ACA si acilarea enzimatica a 7-ACA. Utilizarea metodelor biotehnologice
nepoluante fatd de mediul ambiant in obtinerea CF semisintetice a inceput in
Europa si continuad sd se extinda 1n toata lumea.

intreiri pentru autoevaluare

1. Clasificati cefalosporinele in functie de generatii si analizati diferentele
structurale si functionale dintre acestea.

2. EXplicati mecanismul de actiune a cefalosporinelor asupra bacteriilor si
identificati particularitatile fata de alte antibiotice S-lactamice.

3. Analizati mecanismele de rezistentd a bacteriilor fata de cefalosporine si
corelati-le cu utilizarea excesiva sau incorectd a acestor antibiotice.

4. Propuneti schema de reactii in biosinteza cefalosporinelor naturale,
comentand asupra enzimelor implicate si a conditiilor de biosinteza.

5. Prezentati o compozitie optimizatd a mediului nutritiv si identificati
materiile prime adecvate pentru obtinerea cefalosporinelor de semisinteza.

6. Propuneti un flux tehnologic general Tn producerea cefalosporinelor
semisintetice.

7. Descrieti si analizati etapele tehnologice implicate in producerea

cefalosporinelor prin tehnologie integratda. Comparati cu metodele clasice.
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10.

Identificati metode moderne de izolare si purificare a CFC. Analizati
eficienta acestora in raport cu cerintele de calitate.

Propuneti metode eficiente de izolare si purificare a cefalosporinelor
semisintetice, tindnd cont de standardele farmaceutice internationale.
Analizati factorii critici ce influenteazd randamentul si puritatea
cefalosporinelor si propuneti strategii de optimizare a procesului.

BIBLIOGRAFIE

1.

10.

11.

LIN, X., KUCK, U. Cephalosporins as key lead generation beta-lactam antibiotics.
In:  Appl. Microbiol. Biotechnol.,, 2022, 106(24), pp. 8007-8020.
https://doi.org/10.1007/s00253-022-12272-8.

LIN, X., LAMBERTZ, J.,, DAHLMANN, T.A., NOWACZYK, M.M., KONIG,
B., KUCK, U. A straightforward approach to synthesize 7-aminocephalosporanic
acid in vivo in the cephalosporin ¢ producer acremonium chrysogenum. In: J.
fungi, 2022, 8(5). https://doi.org/10.3390/jof8050450.

SINCLAIR, M. Cephalosporin biosynthesis. In: Nat. Biotechnol., 2000, 18, 814.
https://doi.org/10.1038/78385.

LIN, X., KUCK, U. Cephalosporins as key lead generation beta-lactam antibiotics.
In:  Appl. Microbiol.  Biotechnol., 2022, 106, pp. 8007-8020.
https://doi.org/10.1007/s00253-022-12272-8.

CRUZ, AJ.G., PAN, T., GIORDANO, R.C., ARAUJO, M.L.G. C., HOKKA,
C.0O. Cephalosporin C production by immobilized Cephalosporium acremonium
cells in a repeated batch tower bioreactor. In: Biotechnology and Bioengineering,
2003, 85(1), pp. 96-102. https://doi.org/10.1002/bit.10877.

TAN, Q., QIU, J., LUO, X., ZHANG, Y., LIU, Y., CHEN, Y., LIAO, W. Progress
in One-pot Bioconversion of Cephalosporin C to 7-Aminocephalosporanic Acid.
In:  Current Pharmaceutical Biotechnology, 2018, 19(1), pp. 30-42.
https://doi.org/10.2174/1389201019666180509093956.

MILLER, L.M., HERMAN, R., GYULEV, I., KRAUSS, T.F., THOMAS, G.H.,
DUHME-KLAIR, A.K. Synthesis and biochemical evaluation of cephalosporin
analogues equipped with chemical tethers. In: RSC Advances, 2020, 10(60), pp.
36485-36494. https://doi.org/10.1039/d0ra04893c.

SCHMITT, E.K., HOFF, B., KUCK, U. Regulation of Cephalosporin
Biosynthesis. In: Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology, 2004, 88,
pp. 1-43. https://doi.org/10.1007/b99256.

HU, Y., ZHU, B. Study on genetic engineering of Acremonium chrysogenum, the
cephalosporin C producer. In: Synthetic and Systems Biotechnology, 2016, 1(3),
pp. 43-149. https://doi.org/10.1016/j.synbio.2016.09.

TAN, Q., QIU, J., LUO, X,, ZHANG, Y., LIU, Y., CHEN, Y., LIAO, W. Progress
in One-pot Bioconversion of Cephalosporin C to 7-Aminocephalosporanic Acid.
In:  Current Pharmaceutical Biotechnology, 2018, 19(1), pp. 30-42.
https://doi.org/10.2174/1389201019666180509093956.

LIU, L., CHEN, Z., LIU, W., KE, X., TIAN, X., CHU, J. Cephalosporin C
biosynthesis and fermentation in Acremonium chrysogenum. In: Applied

93


https://doi.org/10.1007/s00253-022-12272-8
https://doi.org/10.3390/jof8050450
https://doi.org/10.1038/78385
https://doi.org/10.1007/s00253-022-12272-8
https://doi.org/10.1002/bit.10877
https://doi.org/10.2174/1389201019666180509093956
https://doi.org/10.1039/d0ra04893c
https://doi.org/10.1007/b99256
https://doi.org/10.1016/j.synbio.2016.09
https://doi.org/10.2174/1389201019666180509093956

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Microbiology  and Biotechnology, 2022 106, pp. 6413-6426.
https://doi.org/10.1007/s00253-022-12181-w.

ZAFIRA, I. Z., NANDONG, J. Optimal feeding strategy of Cephalosporin C
fermentation. In: 10P Conference Series: Materials Science and Engineering,
2019, 495, 012107. https://doi.org/10.1088/1757-899x/495/1/012107.

RHEE, D.K., LEE, S.B., RHEE, J.S., RYU, D.D. Y., HOSPODKA, J. Enzymatic
biosynthesis of cephalexin. In: Biotechnology and Bioengineering, 1980, 22(6),
pp. 1237-1247. https://doi.org/10.1002/bit.260220610.

FAN, Y., LI, Y. LIU, Q. Efficient Enzymatic Synthesis of Cephalexin in
Suspension  Agueous Solution System. In: Biotechnology and Applied
Biochemistry, 2021, 68(1), pp. 136-147. https://doi.org/10.1002/bab.1903.
BAHAMONDES, C., WILSON, L., AGUIRRE, C., ILLANES, A. Comparative
study of the enzymatic synthesis of cephalexin at high substrate concentration in
aqueous and organic media using statistical model. In: Biotechnology and
Bioprocess Engineering, 2012, 17(4), pp. 711-721.
https://doi.org/10.1007/s12257-011-0674-6.

VIDAILLAC, C., RYBAK, M.J. Ceftobiprole: First Cephalosporin with Activity
Against Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus. In: Pharmacotherapy, 2009,
29(5), pp. 511-525. https://doi.org/1010.1592/phco.29.5.511.

HUGHES, D.L. Patent Review of Manufacturing Routes to Fifth-Generation
Cephalosporin Drugs. Part 2, Ceftaroline Fosamil and Ceftobiprole Medocaril. In:
Organic Process Research & Development, 2017, 21(6), pp. 800-815.
https://doi.org/10.1021/acs.oprd.7b00143.

VARDANYAN, R.S., HRUBY, V.J. Antibiotics. In: Synthesis of Essential Drugs,
2006, pp. 425-498. https://doi.org/10.1016/b978-044452166-8/50032-7.

DUAN, X., LU, Y., HAN, J.,, CHEN, L., ZHENG, P. One-Pot Synthesis of
Cefpirome Sulfate from GCLE. In: Synthetic Communications, 2011, 41(5), pp.
629-636. https://doi.org/10.1080/00397911003629499.

STAN, C., DRAGAN, M., DIACONU, E., STEFANACHE, A. Possibilities to
acylate 7-aminocephalosporanic acid to obtain some cephalosporins. In: Revista
medico-chirurgicala a Societdtii de Medici si Naturalisti din lasi, 2014, 118(1),
pp. 244-249. ISSN: 0300-8738.

BACINSCHI N., GUTU, I. Strategii de obtinere a antibioticelor noi. In: Sandtate
Publica, Economie si Management in Medicina, 2018, nr. 4(78), pp. 68-78. ISSN
1729-8687.

GAURAYV, K. KUNDU, K. KUNDU, S. Microbial Production of 7-
Aminocepahlosporanic Acid and New Generation Cephalosporins (Cephalothin)
by Different Processing Strategies. In: Artificial Cells, Blood Substitutes, and
Biotechnology, 2007, 35(4), pp. 345-358.
https://doi.org/10.1080/10731190701460218.

YE, L., ZHANG, J., XIAO, W., LIU, S. Efficacy and mechanism of actions of
natural antimicrobial drugs. In: Pharmacology & Therapeutics, 2020, 107671.
https://doi.org/10.1016/j.pharmthera.2020.10767.

GUPTA, A., PANDEY, A.K. Antibacterial lead compounds and their targets for
drug development. In: Phytochemicals as Lead Compounds for New Drug
Discovery, 2020, pp. 275-292. https://doi.org/10.1016/b978-0-12-817890-
4.00018-4.

94


https://doi.org/10.1007/s00253-022-12181-w
https://doi.org/10.1088/1757-899x/495/1/012107
https://doi.org/10.1002/bit.260220610
https://doi.org/10.1002/bab.1903
https://doi.org/10.1007/s12257-011-0674-6
https://doi.org/1010.1592/phco.29.5.511
https://doi.org/10.1021/acs.oprd.7b00143
https://doi.org/10.1016/b978-044452166-8/50032-7
https://doi.org/10.1080/00397911003629499
https://doi.org/10.1080/10731190701460218
https://doi.org/10.1016/j.pharmthera.2020.10767
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-817890-4.00018-4
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-817890-4.00018-4

5. BIOTEHNOLOGIA AMINOACID- SI PEPTIDO-ANTIBIOTICELOR

5.1. Aminoacid- si peptido-antibiotice: clasificare, structura, proprietati
chimice, utilizare farmaceutica

5.2. Biosinteza aminoacid-antibioticelor pe exemplul D-cicloserinei. Procesul
biotehnologic de producere a D-cicloserinei

5.3. Caracteristicile generale si structurale ale peptido-antibioticelor

5.4. Biosinteza si  biotehnologia  gramicidinelor, polimixinelor  si
bacitracinelor: materii prime, etape de prefermentare, fermentare, izolare
si purificare

Abilitati
Studentul:
- clasifica aminoacid- si peptido-antibioticele;
- explica mecanismul de actiune si mecanismele de rezistentd la aminoacid-
si peptido-antibiotice;
- claboreaza diagramele fluxului de fabricatie a D-cicloserinei, polimixinei
B, bacitracinei A si a gramicidinei S;
- argumenteaza toxicitatea aminoacid- si peptido-antibioticelor;
- elaboreaza schema generald de biosintezd a unor aminoacid- si peptido-
antibiotice;
- descrie etapele si parametrii tehnici ai proceselor biotehnologice de
producere a D-cicloserinei, polimixinei B, bacitracinei A si gramicidinei S;
- aplica metode fizice, chimice si fizico-chimice pentru izolarea si
purificarea aminoacid- si peptido-antibioticelor.

5.1. Aminoacid- si peptido-antibiotice: clasificare, structura, proprietati
chimice, utilizare farmaceutica

Clasificarea aminoacid- si peptido-antibioticelor

Aminoacid si peptido-antibioticele sunt un grup divers de agenti
antimicrobieni, care pot fi clasificate in functie de structurd, mecanismul de actiune
sau aminoacizii specifici pe care 1i contin.

1. Aminoacid-antibioticele

Aceste antibiotice sunt derivate din aminoacizi specifici sau contin
fragmente din aminoacizi.

Exemple: cicloserina — este un derivat al serinei care inhiba formarea
peretelui celular prin blocarea alanin racemazei si a D-alanin ligazei; azaserina —
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un compus diazoic, derivat al serinei, cu proprietati antibiotice si antineoplazice,
care inhiba glutamin-amidotransferazele, enzime esentiale in biosinteza purinelor si
Tn metabolismul glutaminei.

2. Peptido-antibioticele

Peptido-antibioticele sunt compuse din secvente de aminoacizi care
formeaza peptide liniare sau ciclice.

a) Peptido-antibioticele liniare au o secventa liniara de aminoacizi.

Exemple: gramicidina — formeaza canale ionice in membranele bacteriene,
perturband echilibrul ionic si induc moartea celulelor; polimixina B — se ataseaza
de componenta lipidica a lipopolizaharidelor din membrana exterioara a bacteriilor
G(-), crescand permeabilitatea membranei si rezultand moartea celulelor.

b) Peptido-antibioticele ciclice au o structura ciclica formata dintr-un
schelet peptidic.

Exemple: vancomicina — blocheaza sinteza peretelui celular prin legarea la
terminatia D-alanil-D-alanind a precursorilor peretelui celular; daptomicina —
afecteazd potentialul membranei bacteriene prin insertia in membrana celulara in
prezenta calciului, provocand depolarizare rapida si distrugerea celulei.

c) Glicopeptido-antibioticele sunt antibiotice peptidice care contin
fragmente de hidrati de carbon.

Exemple: teicoplanina — la fel ca vancomicina, blocheaza sinteza peretelui
celular prin legarea la precursorii peptidoglicanilor.

d) Antibiotice lipopeptidice, aceste peptide au un fragment lipidic care
favorizeaza interactiunea acestora cu membranele bacteriene.

Exemple: daptomicina — o lipopeptida ciclicd care perturba membranele
celulare bacteriene.

3. Peptide antimicrobiene bogate in prolina (PAMPro)

Aceste peptide sunt caracterizate printr-o abundenta de reziduuri de prolina
si au adesea mecanisme de actiune unice.

Exemple: Bac7 — inhiba sinteza proteinelor bacteriene prin legarea la
ribozom; oncocina — de asemenea vizeaza ribozomii bacterieni, impiedicand
translatia AND-ului.

4. Peptide amfipatice

Aceste peptide contin atdt regiuni hidrofile, cat si hidrofobe, ceea ce le
permite sd interactioneze cu membranele microbiene si sd le perturbe functia
biologica.

Exemple: magainina — se gaseste in pielea broastelor si perturba
membranele bacteriene; cecropine — se gasesc in insecte si, de asemenea, perturba
membranele bacteriene.

96



5. Peptido-antibiotice non-ribozomale

Acestea sunt sintetizate de sintetaze peptidice non-ribozomale (SPNR) si
contin adesea fragmente de aminoacizi.

Exemple: surfactina — o lipopeptida ciclica cu proprietdti tensioactive
puternice, produsa de specii de Bacillus; tirocidina — o decapeptida ciclica produsa
de Bacillus brevis, care formeaza pori in membranele bacteriene.

Aceste antibiotice utilizeazd diferite mecanisme pentru a viza si distruge
bacteriile, facandu-le medicamente esentiale in combaterea infectiilor.

5.2. Biosinteza aminoacid-antibioticelor pe exemplul D-cicloserinei. Procesul
biotehnologic de producere a D-cicloserinei

D-cicloserina, cunoscuta si sub numele de D-4-amino-3-izoxazolidinona,
este un antibiotic ciclic utilizat in principal in tratamentul tuberculozei, care deriva
din aminoacidul D-Serina (Fig. 5.1). Acesta este produs de Streptomyces
orchidaceus, insa poate fi obtinut si prin sinteza chimica. Biosinteza D-cicloserinei
implica mai multe etape enzimatice pornind de la precursorii metabolici de baza.

OH
(o] (o]
NH,
NH
HN\ 2
OH o
D-serina D-cicloserina

Figura 5.1. Formulele de structura a aminoacizilor D-serina si D-cicloserina

Este utilizata Tn tratarea turberculozei, fiind comercializata sub denumirea
de Seromycin. Fiind similara D-alaninei, D-cicloserina blocheaza in
Mycobacterium tuberculosis enzima alanin-racemaza care catalizeaza conversia L-
alaninei Tn D-alanina, component vital in formarea peptidoglicanului (Fig. A.5.1).
In acelasi timp, D-cicloserina blocheazi si enzima care catalizeazi formarea
legaturii peptidice in D-Ala-D-Ala, in cazul cand acesti aminoacizi sunt prezenti.
D-cicloserina se administreaza in combinatie cu rifampicina, un alt antibiotic.

D-Cicloserina este produsa de anumite tulpini ale bacteriilor Streptomyces
(de exemplu, Streptomyces orchidaceus si Streptomyces garyphalus). Calea de
biosintezd implicad conversia L-serinei In D-cicloserind printr-0 serie de reactii
enzimatice (Fig. A.5.2).

Dupa cum este prezentat in figura A.5.2, D-cicloserina se obtine din L-
serin in patru etape. In prima etapi are loc conversia L-serinei in O-acetil-L-serina.
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Aceasta reactie este catalizata de enzima Serin acetiltransferaza. Tn etapa a doua O-
acetil-L-serina este transformatd in O-acetilhidroxilamina. Aceasta etapa implica
enzima serin transacetilaza. in etapa a treia are loc ciclizarea spontani a O-
acetilhidroxilaminei, formandu-se L-cicloserina. Tn etapa finald L-cicloserina sub
actiunea D-serin deaminazei este transformata n D-cicloserina.

Aceastd cale de biosinteza evidentiaza complexitatea si specificitatea
reactiilor catalizate de enzime in producerea D-cicloserinei, un antibiotic valoros,
folosit Tn tratamentul tuberculozei.

Procesul biotehnologic de producere a D-cicloserinei

Se pregiteste mediul nutritiv pentru inocularea microorganismelor
Streptomyces orchidaceus. Mediul contine in mod obisnuit surse de carbon, surse
de azot, saruri si alti nutrienti necesari pentru cresterea bacteriilor si producerea
metabolitilor secundari (D-cicloserina) (Tab. A.5.1).

Mediul nutritiv pentru inoculare are compozitia prezentata in tabelul A.5.1,
se pregateste din materiale de puritate Tnalta, sterilizate in prealabil si se inoculeaza
n bioreactorul de inoculare (1) (Fig. A.5.3), la temperatura de 30°C, timp de 24 de
ore. Mediul nutritiv pentru procesul de fermentare se pregateste in fermentatorul
(2), cu compozitia prezentatd in tabelul A.5.1. Continutul acestuia se sterilizeaza cu
abur timp de 15 minute la 121°C. Ulterior se adauga 0,48% uree sterila si impreuna
cu cultura de Streptomyces orchidaceus (din Inoculator) se inoculeazd in
fermentatorul (2). Procesul de fermentare are loc la temperatura de 30°C, pH 6,5 —
7,5, timp de 86 de ore. Deoarece bacteriile sunt aerobe, Tn timpul procesului de
fermentare mediul este aerat cu 22 m® de aer steril per minut si agitat continuu
pentru a dispersa aerul adaugat in tot volumul mediului de fermentare. Dupa 86 de
ore mediul contine aproximativ 2,6 g/L de cicloserina.

La finalul procesului de fermentare, solutia nativa se pompeaza cu ajutorul
pompei (3) si se separa de biomasa prin filtrul cu tambur rotativ (4). Solutia nativa
filtrata se colecteaza in rezervorul (5). Ulterior se pompeaza in rezervorul (6), unde
se adaugd 1% carbune activ (CA), pentru inlaturarea impuritatilor colorante.
Solutia decoloratd se filtreaza prin filtrul (7) si se colecteaza in rezervorul (8).
Pentru precipitarea D-cicloserinei, solutia decoloratd se pompeaza in rezervorul
(11), echipat cu agitator cu palete. Se ajusteaza pH-ul amestecului la valoarea 3,0,
cu acid azotic, dozat din vasul (9), iar apoi se adauga AgNO3 din dozatorul (10).
Amestecul obtinut este agitat bine timp de 30 de minute. Acest amestec este
ulterior trecut prin filtrul (12) si filtratul este colectat in vasul de precipitare (14),
unde pentru precipitarea sarii de argint a cicloserinei se ajusteaza pH-ul la valoarea
6,8, cu ajutorul solutiei de NaOH, din dozatorul (13). Cicloserina, sub forma de
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sare de argint precipitata, este apoi uscata in uscatorul (15). Cristalele obtinute se
colecteaza in rezervorul (16), se adauga apa deionizata, din dozatorul (18)
rezultand o suspensie. La aceasta suspensie se adauga HCI, din dozatorul (17)
pentru a precipita AgCl; astfel, D-cicloserina trece in solutia apoasa, in forma
solubila. Pentru indepartarea AgCl, suspensia este filtrata (19). Precipitatul (AgCl)
este colectat in vasul (20), iar solutia ce contine D-cicloserina este colectata in
rezervorul (21). Pentru a indeparta resturile de argint, prin solutia filtratda se
barboteaza H,S, din dozatorul (22). Precipitatul de Ag,S separat prin filtrul (23)
este colectat in vasul (24). Solutia de D-cicloserina se colecteaza in rezervorul (26)
si se precipitd cu alcool izopropilic rece, din dozatorul (25). Cristalele de D-
cicloserina sunt uscate in uscatorul (28), la temperatura de 40°C. Cristalele uscate si
purificate sunt stocate pentru utilizarea ulterioara.

5.3. Caracteristicile generale si structurale ale peptido-antibioticelor

Peptido-antibioticele sunt formate din 10-50 aminoacizi. Predomina
aminoacizii hidrofobi si cei cu proprietiti bazice (Lys, Arg, His). Aceste
particularitdti structurale determina o afinitate inaltd fata de membranele
citoplasmatice.

Peptido-antibioticele pot fi clasificate dupad mecanismul de biosinteza:
obtinute cu participarea ribozomilor si cele obtinute fara participarea ribozomilor
(Tab. A.5.2).

Biosinteza peptido-antibioticelor cu participarea ribozomilor incepe cu
formarea liniard a peptidelor, care ulterior suferd schimbari posttranslationale:
epimerizari (schimbarea configuratiei atomilor de carbon asimetrici din L Tn D) sau
formarea legaturilor tioeterice, R-S-R.

Caracteristica generali a peptido-antibioticelor obtinute prin
biosinteza non-ribozomala:

- contin aminoacizi D;

- aminoacizii pot fi N-metilati sau N-formilati, pot fi glicozilati, acilati,
halogenati, hidroxilati;

- pot contine aminoacizi ciclici, se formeaza heterocicluri de tip oxazolinic
sau tiazolinic.

Gramicidinele reprezinta un amestec din sase pentadecapeptide liniare
produse de speciile Bacillus brevis, bacterie aeroba G(+). Gramicidinele prezinta o
activitate antibacteriana semnificativa fata de toate bacteriile G(+). Aceste peptide
au primul si ultimul aminoacid N-modificat si difera dupa tipul aminoacidului din
pozitia 11 (Trp, Phe sau Tyr) (Fig. A.5.4).
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Cea mai frecvent intalnita este gramicidina A care contine in pozitia 11
aminoacidul Trp (triptofan) (Fig. A.5.4). Primul aminoacid, Val, este N-formilat si
ultimul aminoacid, (Trp), este amidat, cu etanolamina. Majoritatea aminoacizilor
au configuratia D.

Gramicidinele se folosesc pentru aplicare dermica locala, tratarea plagilor,
arsurilor, tratarea infectiilor orale si nazale.

Structura gramicidinelor formata din aminoacizi alifatici si aromatici este
hidrofoba si neutra. Chiralitatea particulara a acestor peptide il face pe primul
aminoacid mai putin susceptibil la degradarea proteoliticd, ceea ce constituie un
avantaj in terapiile conventionale cu peptide. Datorita stereochimiei, toate lanturile
laterale hidrofobe ale primului aminoacid sunt pozitionate pe o parte a helixului in
interiorul hidrofob al membranei cu dublu strat lipidic.

Gramicidina D reprezinta un amestec de gramicidina A, B si C (Fig. A.5.5),
in proportie de 80, 6 si 14% corespunzator, fiecare formata din 15 aminoacizi.
Toate trei pentadecapeptide sunt produse de biosinteza ale Bacillus brevis.

Moleculele de gramicidina A, B si C formeaza in spatiu un dublu helix sau
helix. Moleculele de dublu helix pot fi formate de aceeasi moleculd de gramicidina
(A-A) sau de molecule diferite (A-B).

Dublu helix-ul poate fi antiparalel (doua peptide antiparalele), paralel sau
un helix-dimer, doua molecule helicoidale conectate (Fig. A.5.6). Aceste arhitecturi
moleculare sunt stabilizate prin legaturi de hidrogen.

Molecula de tip helix-dimer poate penetra biomembranele (membrana
celulelor si organitelor celulare) si astfel functioneaza ca un canal ionic (ionofor),
canale prin care pot trece, conform difuziei, ionii de K*, Na* si molecule organice
de dimensiuni mici.

Trecerea necontrolatd a ionilor perturbeaza permeabilitatea biomembranelor
si deregleazd mecanismele celulare, inducand astfel apoptoza celulara.
Gramicidinele au o afinitate inalta fata de bacteriile G(+).

Dupa 1incorporare in  biomembrane, gramicidinele pertubeaza
permeabilitatea acestora si astfel:

- favorizeazi eliminarea extracelulari a ionilor de K* si a aminoacizilor;

- perturba potentialul membranar;

- inhiba procesul de respiratie celulara (nu are loc sinteza ATP-ului);

- inhiba sinteza AND-ului, ARN-ului si a proteinelor ce determind apoptoza
celulara.

Gramicidina D este activa fatd de P. aeruginosa, Streptococcus
pneumoniae, Streptpcoccus agalactiae etc., fiind utilizatd local sub forma de

cremd, in concentratie netoxica pentru celulele umane. Bacteriile sunt distruse la
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concentratii inferioare celor la care sunt sensibile celulele umane. Se administreaza
n amestec cu alte polipetide-antibiotice, frecvent Polimixina B. In unele formulari
se utilizeaza si cu anestezice locale, precum lidocaina.

5.4. Biosinteza si biotehnologia gramicidinelor, polimixinelor si bacitracinelor:
materii prime, etape de prefermentare, fermentare, izolare si purificare

Biotehnologia gramicidinei S

Gramicidina S este un antibiotic eficient impotriva unor bacterii G(+) si
G(-), precum si impotriva unor fungi.

Este un derivat al gramicidinei, produs de bacteria G(+) Brevibacillus
brevis. Gramicidina S, spre deosebire de celelalte gramicidine, discutate anterior,
este o ciclodecapeptida, construitd din doud pentapeptide identice unite cap coada,
formal notata ca ciclo(-Val-Orn-Leu-D-Phe-Pro-),; formula de structura este
prezentatd in figura 5.2. Adica formeaza o structura ciclica compusa din cinci
aminoacizi diferiti, fiecare folosit de doua ori in cadrul structurii. La fel utilizeaza
doi aminoacizi neobisnuiti In compozitia peptidelor: ornitina, precum si
stereoizomerul atipic al fenilalaninei. Este sintetizat de gramicidin S sintetaza.

D-Phe
Orn NH,
0O $
NH 0
Leu HN
NH Leu
o N
N (0]
HaN—" Orn

D-Phe

Figura 5.2. Formula de structura a gramicidinei S

Gramicidina S este produsa prin metoda fermentarii. Metoda consta in cinci
etape: tratarea tulpinii productive de Bacillus brevis, pregatirea mediului
inoculator, cultivarea inoculului in bioreactorul inoculator, asigurarea biosintezei
gramicidinei S in fermentator, separarea si purificarea produsului.

Principalii parametri ai procesului de inoculare sunt urmatorii: bacteriile
Bacillus brevis se inoculeaza intr-un mediu de agar-agar sterilizat in prealabil.
Compozitia mediului pentru procesul de inoculare include citrat de sodiu, clorura
de amoniu, dihidrogenofosfat de potasiu, acid D- si L-lactic intr-un raport de 1:1,
pulbere de cazeind si agent antispumant Struktol J 647. Parametrii optimi pentru
procesul de inoculare sunt un pH cuprins intre 5,5 si 7,5 si un mediu steril. Procesul
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de inoculare dureaza aproximativ 48 de ore. Dupa cresterea si Inmultirea
bacteriilor, inoculul este transferat in fermentator, unde are loc procesul de
fermentare si producerea gramicidinei S.

Ca surse de nutrienti se adauga glicerol, solutii de sulfat de amoniu si
amidon din porumb. Procesul de fermentare dureaza intre 48 si 120 de ore.
Deoarece microorganismele sunt aerobe, in timpul procesului de fermentare are loc
aerarea cu aer steril si agitarea la 220 rpm.

Dupa terminarea procesului de fermentare, biomasa rezultata este separata
prin ultrafiltrare. Deoarece gramicidina S este un metabolit extracelular, aceasta se
regaseste in faza lichidd a mediului de culturd, iar produsul poate fi izolat fara
necesitatea unei etape de extractie din biomasa. Mediul de cultura este supus unei
filtrari succesive pentru indepartarea impuritatilor si concentrarea produsului activ.

Purificarea gramicidinei S se realizeaza prin extractie cu etanol, ajustand
pH-ul la 3,0-4,0 cu acid clorhidric diluat (HCl:etanol 1:1). Extractia se efectucaza
in mod repetat, indepartand extractele prin purjare cu azot. Dupa separarea
etanolului, solutia rezultatd este uscati sub vid la aproximativ 47°C. Tn continuare,
produsul este supus unei etape de decolorare cu carbune activ, urmata de filtrare pe
un filtru presd si clatire cu etanol pentru a reduce pierderile de produs prin
adsorbtia pe carbune.

Extractul obtinut este transferat Intr-un cristalizator, unde este diluat cu apa
deionizata, iar apoi se adaugd solutie concentratd de clorurd de sodiu si se
incdlzeste la o temperatura cuprinsd intre 55 si 65°C. Dupa limpezire, solutia este
racita treptat pana la 5°C. Cristalele formate sunt separate prin centrifugare si
uscate sub vid la o temperaturd de cel mult 65°C. Ulterior, produsul este macinat,
cernut prin site cu ochiuri de 400 si 200 mm si ambalat in pungi de polietilend
plasate n recipiente de aluminiu.

Polimixinele reprezinta un amestec de polipeptide produse de bacteriile din
sol, Bacillus polymyxa si B. circulans. Sunt cunoscute cinci polimixine — A, B, C,
D si E, care difera dupa numarul aminoacizilor din molecula. Caracteristic pentru
aceste molecule este prezenta a 4-5 fragmente ale aminoacidului a,y-
diaminobutiric, ale treoninei, un acid gras ramificat in pozitia Cg. Toate
polimixinele, cu exceptia polimixinei C, contin leucina.

Aceste particularitati structurale confera moleculelor sarcind pozitiva, la
disociere Tn mediu, ceea ce favorizeaza interactiunea cu fosfolipidele membranare.
Toate polimixinele au activitate biologica similara. Sunt utilizate clinic doar
polimixinele B si E (Fig. A.5.7).
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Polimixinele B si E (colistine) sunt utilizate pentru tratarea infectiilor
cauzate de bacteriile G(-) rezistente la actiunea altor antibiotice. Polimixina B si
polimixina E au o secventd primara aproape identica, cu o diferentd majora
prezenta la pozitia 6, unde D-Phe (D-fenilalanina) in polimixina B este inlocuita cu
D-Leu (D-leucind) in polimixina E. Bucla heptapeptidica intramoleculara ciclica
este legatd intre gruparea amind a lantului lateral de pe restul de acid
diaminobutiric (Dab) la pozitia 4 si gruparea carboxil a reziduului L-Thr (L-
treonind) C-terminal la pozitia 10. Prin urmare, secventa decapeptidica include trei
regiuni, si anume: o bucld heptapeptidica, un lant tripeptidic si un lant de acizi
grasi. Polimixina are, de asemenea, alte caracteristici structurale remarcabile,
inclusiv reziduuri cationice (L-a-y-Dab), care pot fi deprotonate la un pH 7,4, si
doua domenii hidrofobe (lantul de acid gras N-terminal si segmentul D-Phe6-L-
Leu7 la polimixina B sau segmentul D-Leu6-L-Leu7 la polimixina E). Prezenta
gruparilor lipofile si hidrofile confera proprietiti amfipatice (amfifil). Tn plus,
molecula de polimixinad este pliatd pentru a forma doud fete distincte pentru
domeniile polare si hidrofobe, conferind astfel amfipaticitate structurala care este
esentiald pentru activitatea antibacteriana a acesteia.

Aceste polimixine sunt utilizate pentru tratarea colitelor, enterocolitelor,
dizenteriei, sepsisului, pneumoniei, infectiilor tractului urinar cauzate de P.
aeruginosa, atunci cand alte antibiotice sunt ineficiente. Sunt utilizate sub forma de
unguente in tratarea unor forme de eczemad, hidradenitd supurativa, arsurilor si altor
afectiuni dermice.

Polimixina B se aplica topic in tratarea infectiilor oculare, vezicii urinare,
sepsisului. Polimixina E este frecvent utilizatd in tratarea diareii la copii.
Polimixinele sunt utilizate In combinatie cu alte antibiotice. Administrarea
parenterala a acestora este limitata din cauza neuro- si nefrotoxicitdtii acestora.

Polimixinele la pH-ul fiziologic sunt substante cationice care reactioneaza
cu fosfolipidele membranare. Acest fapt perturba permeabilitatea membranara,
facilitdind eliminarea extracelulard a ionilor de K* si a altor substante, ceea ce
explica activitatea bactericida a polimixinelor.

Polimixinele au efect bactericid exclusiv asupra bacteriilor aerobe G(-)
(precum P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter, Salmonella etc.). Nu
au activitate biologica asupra coccilor aerobi (staphylo-, strepto-, pneumo-, gono-
si meningococci) si asupra bacteriilor G(+).

Mecanisme de actiune a polimixinelor

Forma disociata a polimexinei B, fiind cationicd, reactioneaza cu grupa
fosfat a lipidelor din membrana externa a bacteriilor G(-). Ca rezultat are loc

substituirea ionilor de calciu si de magneziu si inlaturarea acestora din membrana.
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Acest fapt destabilizeaza lipopolizaharidele membranare (LPM), mareste
permeabilitatea membranei celulare, produce liza membranei interne care intr-un
final determina apoptoza celulara (Fig. A.5.8 si A.5.9).

Tn general, polimixinele distrug bacteriile prin diverse mecanisme, cele mai
importante fiind prezentate succinct in tabelul A.5.3.

Biosinteza polimixinei E (colistina)

Biosinteza polimixinei E (colistind) necesita utilizarea a trei componenti de
baza: treonina, leucina si acidul 2,4-diaminobutiric. Initial are loc biosinteza formei
liniare care ulterior ciclizeaza. Schema de biosintezd a polimixinei E este
prezentata in figura A.5.10. Biosinteza peptidelor non-ribozomale, inclusiv a
polimixinei E, incepe cu activarea aminoacizilor specifici. Activarea aminoacizilor
are loc prin adenilare (A), atasarea unei grupe de adenozin monofosfat (AMP),
formand intermediari aminoacil-adenozin monofosfat. Acest proces decurge in
prezenta sintetazelor peptidice non-ribozomale (SPNR). Aminoacizii activati sunt
transferati din domeniile A la proteinele purtatoare de peptidil (PCP) prin legaturi
de tioester. PCP-urile transporta lantul de peptide in crestere catre diferite centre
catalitice din cadrul liniei de asamblare SPNR. O etapa importantd in biosinteza
polimixinei E este epimerizarea (E) D-leucinei in L-leucina in pozitii specifice,
ameliorandu-i proprietatile antibacteriene. Epimerizarea aminoacizilor in biosinteza
polimixinei E are un rol critic in determinarea structurii tridimensionale si a
bioactivitatii acesteia. Prin domeniile de condensare (domeniile C) se catalizeaza
formarea de legaturi peptidice intre aminoacizii activati atasati la PCP, ceea ce
duce la cresterea lantului peptidic.

Biotehnologia de producere a polimixinelor, pe exemplul polimixinei B

Polimixina B din comert constd dintr-un amestec cu continut variat de By,
B, si Bs, constituentul major fiind B; (peste 70%). Pentru producerea industriala a
polimixinelor se folosesc bacteriile G(+) Bacillus polymyxa. Schema tehnologica
de producere a polimixinei B este prezentata in figura A.5.11. Initial, se pregateste
mediul nutritiv pentru inocularea bacteriilor in bioreactorul pentru inoculare (1).
Compozitia mediului nutritiv este prezentata in tabelul A.5.4. Mediul nutritiv
pregatit se sterilizeaza prin autoclavare, se raceste pana la 30°C, se ajusteaza pH-ul
la valoarea 7,0, ulterior se adauga cultura de bacterii. Inoculul se incubeaza in
bioreactorul pentru inoculare (1), echipat cu un agitator mecanic, timp de 24 de ore
la 27°C si 240 rpm. Deoarece bacteriile Bacillus polymyxa sunt aerobe, in toata
perioada de adaptare, Tn bioreactorul de inoculare se admite 1 L de aer steril/ 1 L de
mediu de cultura aer / minut. Aerul este sterilizat prin filtrele amplasate la intrarea
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n bioreactorul de inoculare. Ulterior, inoculul se transfera in fermentatorul (2), in
care Tn prealabil este adaugat mediul nutritiv, cu compozitia prezentata in tabelul
A.5.4, care este sterilizat cu abur la 130°C, timp de 15 minute. pH-ul mediului se
ajusteaza la 7,0, temperatura de fermentare este de 30°C. Procesul de fermentare
dureaza 68-72 de ore si in fementator se barboteaza aer cu un debit de 0,8 me
aer/m* mediu/min si se agitd continuu cu viteza de 180 rpm. Ca rezultat se obtine
1,8-2,8 g/L polimixina B.

In timpul procesului de fermentare concentratia glucozei se mentine in
intervalul de la 0,5 péna la 2,5 g/L, iar concentratia ionilor de amoniu se mentine n
intervalul de la 0,3 pana la 0,6 g/L. Continutul de oxigen dizolvat se mentine peste
30% in timpul fermentarii. Ca sursa de aminoacizi in mediul de fermentare se poate
folosi faina de soia, fdina de grau, tardta de gréu, extractul de porumb etc.
Fermentarea se considera terminata atunci cand nu se mai consuma glucoza.

Dupa terminarea procesului de fermentare, solutia nativd, care contine
amestec de polimixine B cu concentratia de 1,2-1,8 g/L, se pompeaza spre separare
cu ajutorul pompei (3) si se separa de biomasa cu ajutorul filtrului cu tambur
rotativ (4). Solutia nativa filtrata se pompeaza in rezervorul (5), echipat cu agitator
cu palete si se ajusteaza pH-ul amestecului la valoarea 3,0, cu acid sulfuric, dozat
din vasul (6). Dupa ajustarea pH-ului la solutie se adauga 1% carbune activ (CA)
pentru decolorarea solutiei si dupa o ora de amestecare suspensia se filtreaza cu
ajutorul filtrului (7). Solutia decolorata se percoleaza printr-o coloana (8) umpluta
cu adsorbant neionogen AMBERLITE® XAD-4 (polimer stiren-divinilbenzen
macroreticular reticulat). Dupd trecerea solutiei coloana este spdlatd cu apa
deionizata, din vasul (9). Apoi polimixina B este eluatd de pe coloana cu solutie de
izopropanol de 60% (10). Eluatul se colecteaza in rezervorul (11), unde se
ajusteaza pH-ul la 10,8 cu ajutorul solutiei de NaOH, din dozatorul (12). Ca
rezultat are loc precipitarea polimixinei sub formd de baza, care este separata prin
filtrare (13). Precipitatul este colectat in rezervorul (14), unde se spala cu apa
deionizata fierbinte (70°C), dozata din vasul (15), pana cand pH-ul devine 7,8. La
amestecul obtinut se adaugd solutie de acid sulfuric (10%) cu ajutorul dozatorului
(16), pentru formarea solutiei de sulfat de polimixina B. La amestecul dat se
adauga 0,5% CA, pentru decolorare.

Suspensia se filtreaza printr-un filtru cu membrana cu dimensiunea porilor
de 0,22 um (17) si sulfatul de polimixina B se recupereaza prin liofilizare in
liofilizatorul (18). Produsul obtinut se ambaleaza si se depoziteaza.

Bacitracinele sunt polipeptide izolate din bacteriile B. licheniformis. Sunt
produse de Bacillus subtilis. Au fost izolate zece bacitracine A, A, B, C, D, E, Fy,
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F2, F3 si G. Bacitracina de uz clinic reprezinta un amestec de polipeptide care
contin in cantitate mai mare bacitracina A (Fig. 5.3).

Bacitracina A este un medicament bactericid care inhiba formarea catenelor
peptidoglicanice, componente majore ale peretului celular. Majoritatea bacteriilor
G(+) sunt sensibile la acest medicament, inclusiv Staphylococcii si C. difficile,
gratie lipsei membranei externe a peretelui celular. Bacitracina nu are efect asupra
bacteriilor G(-). Este utilizata extern pentru tratarea infectiilor purulente oculare si
dermice. Administrarea intramusculard este rard din cauza nefrotoxicitatii.

Administrarea intramusculara este indicata copiilor infectati cu pneumonie cauzata
de Staphylococci rezistenti la alte antibiotice.
o OH

Figura 5.3. Formula de structuri a bacitracinei A

Bacitracinele actioneazd prin inhibarea sintezei peptidoglicanului,
component esential al peretelui celular bacterian, blocand reciclarea purtatorului
lipidic Css-izoprenil pirofosfat (bactoprenol). Prin legarea de aceasta moleculd,
bacitracina blocheaza defosforilarea acesteia, esentiala pentru transportul
precursorilor de peptidoglican.

Aceasta inhibare duce la perturbarea sintezei peretelui celular, slibirea
structurii bacteriene si, in final, moartea celulei prin liza osmotica. Bacitracina este
utilizatd in special in aplicatii topice pentru tratarea infectiilor bacteriene provocate
de bacteriile G(+).

Biotehnologia bacitracinelor pe exemplul bacitracinei A

Bacitracina, initial izolata din Bacillus licheniformis si B. subtilis, este un
complex de antibiotice ciclopeptidice cu spectru larg de actiune care cuprinde
diversi aminoacizi, inclusiv L-histidina (L-His), L-asparagina (L-Asn), L-lizina (L-
Lys), D-ornitind (D-Orn), acid D-aspartic (D-Asp), D-fenilalanina (D-Phe), acid D-
glutamic (D-Glu), L-cisteina (L-Cys), L-leucina (L-Leu), L-izoleucina (L-Ile) si
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L-valind (L-Val). Bacitracina contine mai mult de zece componente (inclusiv
bacitracina A, B, By, B3, D1, Dy, Dg3), care difera prin unul sau doi aminoacizi
constituenti, dintre care bacitracina A prezintd cea mai puternica activitate
biologica. Bacitracina are un spectru antimicrobian larg, viteza de excretie rapida,
absorbtie scazuta in organismele animalelor, dezvolta greu rezistenta si franeaza
sinteza peretelui celular al majoritatii bacteriilor G(+). Astfel, bacitracina este
aplicata pe larg in furajele animaliere si in industria medicala timp de peste 50 de
ani. In 2017, piata globald a produselor cu bacitracini a ajuns la 312 milioane de
dolari, iar bacitracina acidului metilen salicilic detine cea mai mare cota de
producere. Desi industrializarea bacitracinei este largd, costurile ridicate,
randamentele scazute si producerea deseurilor impiedica aplicatiile ulterioare ale
acesteia. Actualmente au fost dezvoltate diferite metode pentru imbunatatirea
microorganismelor Bacillus si optimizarea proceselor de fermentare a bacitracinei.

Mediul pentru producerea bacitracinei contine 4,5% amidon de porumb,
10% faina de soia, 0,6% CaCOs3 si 0,1% (NH4),SO4 si pH-ul neutru.

Amidonul de porumb si fdina de soia sunt materii prime utilizate in mod
obisnuit pentru productia microbiana de antibiotice. Amidonul de porumb este o
polizaharidd care nu este susceptibilda sd traverseze membranele celulare.
Microorganismele secreta in general a-amilaze in mediul extracelular pentru
degradarea amidonului, iar maltodextrinele si maltoza rezultate sunt importate prin
sistemele de transport ABC sau sistemul fosfotransferazelor. Cercetdtorii au
optimizat modul de utilizare a amidonului din B. licheniformis, prin intarirea
transportului transmembranar al hidrolizatelor enzimatice de amidon si promovarea
degradarii acestora la nivel metabolic central, sporind astfel productia de
bacitracind in mediul de fermentare cu continut scazut de amidon de porumb.

Faina de soia degresatd contine cantitati mari de proteine (=45%) si are o
diversitate mare de aminoacizi, fiind astfel o resursd importanta de precursori in
sinteza bacitracinei. Subtilisin este o proteazd industriald importanta in B.
licheniformis, care are un rol esential in degradarea si utilizarea fainii de soia.

Disponibilitatea unei cantitati suficiente de aminoacizi, care au rolul de
precursori in sinteza bacitracinei, este o cerintd importantd, dar capacitatile de
sintezd a aminoacizilor de catre B. licheniformis sunt destul de mici; in plus,
compozitia aminoacizilor din faina de soia diferd de cea a bacitracinei, ceea ce
limiteaza productia de bacitracind. Adaugarea exogena a aminoacizilor L-Cys, L-
lle, L-Leu, L-Lys, L-Asp, L-Orn si S-adenozilmetionina (SAM), care sunt
precursori ai bacitracinei, mareste randamentul de biosinteza a acesteia.

Pentru a satisface cerintele de productie comerciald si pentru a reduce
costurile de fermentare, mai multe produse secundare agricole au fost utilizate ca
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materii prime pentru productia biochimica industriala, cum ar fi fdina de soia, faina
de bumbac si faina de rapitd. Aceste materii prime sunt bogate in aminoacizi,
vitamine si sdruri anorganice si sunt resurse tipice de azot utilizate de
microorganisme pentru producerea antibioticelor. O combinatie de 7% fdina de
soia cu 2% faina de rapita este o combinatie economica optima pentru producerea
de bacitracina. Tn plus, s-a dovedit ci suplimentarea cu lactoza este mai buni decat
suplimentarea cu glucoza in mentinerea sintezei bacitracinei, in timpul fermentarii.
Adaugarea exogena a 515 mg/L KNOj3 si a 45 mg/L Orn creste randamentul de
bacitracind. Suplimentarea cu 0,30 mg/L MnCl, creste activitatea acetoin
reductazei si eficienta oxidarii NADH, care contribuie la cresterea celulelor si la
sinteza bacitracinei. Tn general, oligozaharidele sunt elicitori biotici (elicitorii
biotici — compusi de origine biologica care stimuleaza orice tip de apdarare prin
declansarea metabolismului secundar pentru a proteja) n sinteza antibioticelor si
enzimelor. Totodata, adaugarea de oligoguluronat si a oligozaharidelor manan
sporeste semnificativ randamentul de biosinteza a bacitracinei. Schema biosintezei,
transportului si retelei de reglare a bacitracinei A este prezentata in figura A.5.12.

Pregatirea inoculului pentru productia de bacitracina

Compozitia mediului nutritiv este prezentati in tabelul A.5.5. Tnainte de
inoculare, pentru asigurarea sterilitatii mediul nutritiv se autoclaveaza la 121°C
timp de 15 minute. Ulterior in mediul nutritiv, steril, se inoculeazi cultura de
bacterii B. licheniformis si se incubeaza in bioreactorul (1), echipat cu un agitator
mecanic, la 36 + 0,5°C timp de 24 ore, agitat la viteza de 150 rpm, pH-ul 7.

Dupa 24 de ore inoculul se trece in fermentatorul (2), in care este pregatit
mediul de fermentare. Schema tehnologica de producere, separare si purificare a
bacitracinelor este prezentata in figura A.5.13. Mediul nutritiv in prealabil se
sterilizeaza cu abur la 125°C, timp de 15 minute. Producerea bacitracinei de catre
B. licheniformis este influentatd de substratul solid. Tn calitate de substrat la
producerea bacitracinei pot fi folosite tarate de grau, coji de orez, floarea-soarelui,
faina de soia si seminte de bumbac. Totusi, frecvent este folosita faina de soia care
este o sursa bogata in proteine si azot, iar producerea bacitracinei este dependenta
de excesul de azot. Compozitia mediului nutritiv pentru procesul de fermentare este
prezentatd in tabelul A.5.5. Tn procesul de fermentare a bacitracinei continutul
oxigenului dizolvat trebuie mentinut la 20%, care se asigura prin barbotarea aerului
steril. Concentratiile mai mici de oxigen Tn mediul de fermentare micsoreaza
considerabil producerea bacitracinei. Concentratiile mai mari de 20% de O,
micsoreaza rata de absorbtie a carbohidratilor si rata de crestere a B. licheniformis.
Viteza optima de agitare, pentru asigurarea cu oxygen a intregului volum de

biomasa, este de 400 rpm. Temperatura optima in procesul de fermentare este de
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35°C, iar valoarea optima a pH-ului este 7,0. Atat valorile ridicate, cat si cele
scazute ale pH-ului inhibd sinteza bacitracinei. Procesul de fermentare la
producerea bacitracinei de catre B. licheniformis dureaza 48 de ore. Dupa 48 de ore
de la Tnceputul procesului de fermentare randamentul de producere scade, din cauza
efectului inhibitor al bacitracinei asupra Bacillus licheniformis, precum si din cauza
epuizarii nutrientilor din mediu. In plus, odatid cu depisirea acestei perioade de
fermentare incepe dezaminarea oxidativa a inelului de tiazolina in cetotiozol din
bacitracina.

Separarea si purificarea bacitracinelor

Existd numeroase metode de separare si purificare a bacitracinelor, una
dintre acestea este descrisa In continuare. Dupa ce procesul de fermentare a luat
sfarsit, solutia nativa se separd de biomasa prin filtrare cu ajutorul filtrului cu
tambur rotativ (4), unde se pompeaza cu ajutorul pompei (3). Solutia nativa se
colecteaza in rezervorul (5). Solutia nativa limpede se trece printr-o coloand cu
adsorbant (6) cu proprietati zeolitice (bentonita, caolin, silicat de magneziu,
diatomit etc.). Tnainte de utilizare, adsorbantul trebuie preconditionat, prin spalarea
succesiva cu o solutie alcalina (cum ar fi hidroxidul de sodiu, calciu sau amoniu),
apoi cu un acid (cum ar fi acetic, clorhidric sau sulfuric) si in final cu apa.
Concentratia solutiilor utilizate nu este fundamentald, dar este eficientd utilizarea
solutiilor diluate. Unele materiale zeolitice (de ex., bentonita) au proprietiti
adsorbante foarte bune, dar este extrem de dificil de filtrat. Aceasta dificultate
poate fi depasitd prin utilizarea unui amestec de bentonitd si a unui auxiliar de
filtrare, cum ar fi diatomitul calcinat. Acest amestec pastreaza proprietatile
excelente de adsorbtie ale bentonitei si depdseste dificultatea de separare a
bentonitei de solutia nativa.

Dupa trecerea solutiei native prin adsorbant bacitracina, impreund cu unele
impuritati, este adsorbitd si retinutd pe adsorbant. Impuritatile adsorbite se
indeparteazd din adsorbant prin spalarea lui succesivd cu apd deionizatd din
dozatorul (7), apoi cu solutie de clorura de fier (10%) din dozatorul (8) si in final
cu apa pana cand apa de spalare este lipsita de ionii de fier. Aceasta etapa de
spalare nu este esentiald, deoarece bacitracina adsorbitd a atins deja puritatea
necesara la aceastd etapd. Cu toate acestea, etapa de spalare elimina unele
impuritati si creste puritatea produsului final.

Ulterior bacitracina adsorbita este eluatd de pe adsorbant prin spdlarea
coloanei cu o solutie de baza, din dozatorul (9), precum hidroxidul de amoniu,
sodiu, calciu sau bariu. Solutiile de hidroxid de calciu si bariu sunt preferabile,
deoarece cationii pot fi indepartati usor din solutie prin precipitare sub forma de
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oxalat. Eluatul obtinut se colecteaza in rezervorul (10) si se neutralizeaza cu un
acid, cum ar fi cel clorhidric, sulfuric, acetic, citric, oxalic etc. Alegerea acidului se
face In dependenta de tipul de baza utilizat anterior si de necesitatea obtinerii n
final a bacitracinei lipsite de orice saruri. Astfel, daca s-a folosit hidroxidul de
calciu ca eluant, atunci se utilizeaza acidul oxalic (1,5-2,0%), dozat din vasul (11),
pentru neutralizarea solutiei si precipitarea oxalatului de calciu. Acesta se separa
prin filtrare cu ajutorul filtrului (12) si se colecteaza in rezervorul (13). Solutia
apoasa de bacitracind se colecteaza in rezervorul (14). Apoi eluantul neutralizat
este concentrat in vid la temperatura de 60°C in uscatorul (15) si ulterior liofilizat
pentru a recupera bacitracina in liofilizatorul (16). Randamentul de recuperare al
bacitracinei prin aceasta metoda este de 75-80%.

Mecanisme de rezistenta bacteriana la bacitracine

Rezistenta bacteriand la bacitracine se poate dezvolta prin mai multe
mecanisme. Aceste mecanisme implica in general modificari in sinteza peretelui
celular bacterian, modificari ale accesului si activitatii antibioticului. Principalele
mecanisme de rezistenta sunt succinct prezentate in tabelul A.5.6.

Printre antibiotice glicopeptidice obtinute pe cale biotehnologica mai
pot fi enumerate: vancomicina, tirocidinele etc.

Vancomicina a fost izolatd pentru prima data in 1956 din culturile
Streptomyces orientalis, actualmente Nocardia orientalis; formula de structura a
acesteia este prezentata in figura 5.4.

Vancomicina este un antibiotic glicopeptidic activ Tmpotriva bacteriilor
G(+). Actioneaza prin inhibarea sintezei peretelui celular bacterian, legandu-se de
portiunea acil-D-ala-D-ala a peptidoglicanului si blocheaza formarea legaturilor
incrucisate necesare stabilitatii peretelui celular. Aceasta duce la acumularea de
precursori ai peptidoglicanului, activarea enzimelor degradative si, in final, la
distrugerea bacteriei prin lizd osmotica.

Vancomicina nu este eficienta impotriva bacteriilor G(-) din cauza
dimensiunii mari a moleculei, care nu poate traversa membrana lor externa.
Administratd intravenos, este utilizata pentru infectii severe cauzate de bacterii
G(+) rezistente la alte antibiotice, precum sepsisul, endocardita, pneumonia si
meningita. Administrarea orald este rezervata tratamentului infectiilor cu
Clostridioides difficile, deoarece nu este absorbita sistemic.

Este considerata antibiotic de prima linie impotriva Staphylococcus aureus
si Staphylococcus epidermidis rezistenti la meticilind, avand ca analog comercial
Vancocin.
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OH
Figura 5.4. Structura chimica a vancomicinei

Dizaharida compusa din vancozamind si glucoza atasata la pozitia para a grupei fenil a
(2-/a-4-L-epi-vancozaminil]-$-1-D-glucozil)-D-fenilglicinei - fragmentul 4. De asemenea,
sunt prezentate fragmentul 1-N-metil-D-leucing; fragmentul 2-m-cloro-p-hidroxi-D-
tirozind, fragmentul 3-asparagina; fragmentul 5-p-hidroxi-D-fenilglicina, fragmentul 6-m-
cloro-p-hidroxi-D-tirozina si fragmentul 7-m,m-dihidroxi-L-fenilglicina. Liniile negre,
punctate, evidentiaza grupele care formeaza legaturi cu substratul D-Ala-D-Ala din
peptidoglican.

Mecanismul de rezistenta la vancomicina

Utilizarea pe scard larga a vancomicinei a dus, in mod previzibil, la aparitia
si raspandirea rapida a rezistentei la vancomicine intre diferite bacterii G(+).
Rezistenta enterococilor la vancomicind se bazeaza pe modificarea aminoacizilor
terminali D-Ala-D-Ala ai subunitatilor monomerului dipeptidic in D-Ala-D-Lac
sau D-Ala-D-Ser. Aceasta modificare permite formarea peretelui peptidoglicanului,
dar limiteaza legarea vancomicinei.

Aceste mutatii confera fenotipuri rezistente in diferite grade la vancomicina.
Acest fapt se explica prin afinitatea de legare a vancomicinei de D-Ala-D-Lac, care
este de 1000 de ori mai redusd din cauza pierderii unei singure legaturi de
hydrogen, in comparatie cu afinitatea sa modesta (de 6 ori) mai redusa pentru D-
Ala-D-Ser din cauza impiedicarii sterice de catre gruparea hidroxil D-Ser.

Tirocidina este un amestec de decapeptide ciclice produse de bacteria
Brevibacillus brevis prezentd in sol. Poate fi formata din 4 secvente diferite de
aminoacizi, astfel se cunosc 4 forme de tirocidind A-D; formula de structura a
acestora este prezentatda in figura 5.5. Tirocidina A este un amestec de antibiotic,
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fiind cunoscuta pentru activitatea sa antibacteriana puternica, in special Tmpotriva
bacteriilor G(+).

Tirocidina A este compusa din zece aminoacizi, formand o peptida ciclica.
Secventa primara de aminoacizi a tirocidinei A include: D-fenilalanind, L-prolind,
L-fenilalanina, D-fenilalanind, L-asparagind, D-glutamina, L-tirozind, L-valina,
Ornitidina, L-leucind. Lantul peptidic formeaza o structurd ciclicd, care contribuie
la stabilitatea si bioactivitatea biologica.

Tirocidina A este un antibiotic care actioneaza prin perturbarea membranei
celulare bacteriene, crescand permeabilitatea acesteia si provocand eliminarea
ionilor esentiali, ceea ce duce la moartea celulelor. Este eficientd impotriva
bacteriilor G(+), precum Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae si
Bacillus subtilis, dar are o activitate limitata impotriva bacteriilor G(-) din cauza
membranei externe.

Phe®
D-Phe’
Forma tirocidinei in functie de
pozitia aminoacizilor
Tirocidina 3 4 7
A L-Phe | D-Phe | L-Tyr
B L-Trp | D-Phe | L-Tyr
Cc L-Trp | D-Trp | L-Tyr
D L-Trp | D-Trp | L-Trp

Figura 5.5. Formula de structura a tirocidinei A si formele tirocidinei B, C si
D in functie de aminoacizii din pozitiile 3, 4 si 7

Din cauza toxicitatii sistemice, inclusiv efectelor hemolitice si citotoxice,
utilizarea tirocidinei este restrictionata la aplicatii topice sub forma de unguente si
creme pentru infectile superficiale. Pentru un efect terapeutic mai important este
combinata cu alte antibiotice. Tirocidina A este produsa de Bacillus brevis prin
biosinteza non-ribozomala.

Mecanismul de rezistenta

Bacteriile sunt putin rezistente la actiunea tirocidinei A, fiind astfel un
medicament important in tratarea infectiilor rezistente la alte antibiotice.

Analogi comerciali: trachisan (78-80% tirocidine si 20-30% gramicidine);
tirotricina (78-80% tirocidine si 20-30% gramicidine) etc.
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intrebari petru autoevaluare

1.

10.

Clasificati aminoacid- si peptido-antibioticele explicand diferentele
structurale si functionale dintre clase si relevanta lor terapeutica actuala.
Identificati si reprezentati formulele de structura a principalilor aminoacid-
si peptido-antibiotice.

Analizati comparativ mecanismele de actiune biologicd ale aminoacid- si
peptido-antibioticelor, coreland structura chimicd cu activitatea
antibacteriana si specificitatea fata de tinta biologica.

Propuneti mecanismele generale de biosinteza a aminoacid-antibioticelor,
evidentiind etapele critice si posibilele puncte de optimizare biotehnologica.
Elaborati scheme detaliate pentru biosinteza polimixinelor, gramicidinelor
si bacitracinelor, analizdnd potentialele inovatii tehnologice sau interventii
genetice ce pot imbunatati productivitatea.

Proiectati un proces biotehnologic complet pentru producerea D-
cicloserinei, incluzand etapele de cultivare, extractie, separare si purificare.
Explicati rolul fiecarei etape in asigurarea calitatii produsului final.
Descrieti procesul integrat de obtinere a gramicidinelor, cu accent pe
gramicidina S, si evaluati critic metodele actuale de purificare si
caracterizare utilizate in industrie.

Analizati avantajele producerii biotehnologice a polimixinelor, din punct de
vedere economic, ecologic si al eficientei terapeutice. Comentati asupra
provocdrilor legate de toxicitate si reglementare.

Propuneti schema tehnologica detaliatd pentru biosinteza si purificarea
polimixinei B, explicand rolul controlului parametrilor de proces si al
metodelor moderne de monitorizare a calitatii.

Descrieti procesul biotehnologic de producere a bacitracinelor si
argumentati importanta controlului factorilor de mediu (pH, temperatura,
compozitia mediului) asupra randamentului si puritatii produsului.
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6. BIOTEHNOLOGIA AMINOGLICOZIDELOR

1. Aminoglicozide: clasificare, structurd, proprietati chimice si utilizare
farmaceuticd. Mecanismele de actiune biologicd a aminoglicozidelor si
dezvoltarea rezistentei la aminoglicozide

2. Biosinteza aminoglicozidelor, pe exemplul streptomicinei

3. Procesul biotehnologic de producere a aminoglicozidelor, pe exemplul
streptomicinei

Abilitati

Studentul:

- clasifica aminoglicozidele;

- explicd mecanismul de actiune si mecanismele de rezistentd la aminoglicozide;

- prezinta formulele de structura a aminoglicozidelor;

- elaboreaza fluxul tehnologic de producere a streptomicinei;

- elaboreaza schema generala de biosinteza a aminoglicozidelor;

- descrie etapele si parametrii tehnici ai proceselor biotehnologice de producere a
streptomicinei;

- aplica metode fizice, chimice si fizico-chimice pentru izolarea si purificarea
aminoglicozidelor.

6.1. Aminoglicozide: clasificare, structuri, proprietati chimice si utilizare
farmaceutica. Mecanismele de actiune biologici a aminoglicozidelor si
dezvoltarea rezistentei la aminoglicozide

Aminoglicozidele sunt antibiotice formate din doud sau mai multe
aminoglucide legate prin legaturi glicozidice cu un aminoalcool ciclic.
Aminoalcoolul ciclic poate fi de tip streptidini regasit in streptomicind sau 2-
deoxistreptamind, regasit In alte aminoglicozide (Fig. 6.1). Antibioticele ce contin
2-deoxistreptamina se diferentiaza dupa numarul si tipul glucidelor care se leaga de
aminoalcool (ciclitol): neomicinele contin trei fragmente de glucide legate de
aminoalcool, kanamicinele si gentamicinele, fiecare au cite doud fragmente de
glucide legate de aminoalcool. Kanamicinele si gentamicinele diferd dupa tipul
aminohexozelor.

Aminoglicozidele sunt cel de-al doilea tip de antibiotice de origine naturala
descoperite si utilizate dupa f-lactame. Streptomicina, prima aminoglicozida, a fost
identificata de Waksman si colab., in Streptomyces griseus. Tn 1949, acelasi grup
de cercetatori au identificat neomicina Tn Streptomyces fradiae, cu activitate
superioara impotriva bacteriilor G(-) aerobe. Neomicina este relativ toxica pentru
om, de aceea utilizarea acesteia este limitata. Ulterior a fost izolata gentamicina,
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utilizata in special in cazul infectiilor cauzate de Pseudomonas aeruginosa. In
scopul reducerii rezistentei bacteriilor la aminoglicozidele naturale, au fost obtinute
de asemenea antibiotice semisintetice, precum amikacina, isepamicina si
netilmicina. Streptomicina a fost primul medicament cu o eficientd inalta n
tratamentul tuberculozei provocate de bacilul Koch. Pentru aceste descoperiri lui
Waksman i s-a acordat Premiul Nobel.

Aminoglicozide
|
v J
Streptidina 2-Deoxistreptamina
! |
Streptomicina v !
3 glucide 2 glucide
! !
Neomicina Kanamicina

Gentamicina

Difera prin tipul glucidei (aminohexoza)
Figura 6.1. Clasificarea aminoglicozidelor in functie de structura chimica

Cele mai utilizate aminoglicozide sunt: streptomicina, gentamicina,
kanamicina, neomicina, amikacina, tobramicina, sisomicina si netilmicina.

Unii autori clasifica aminoglicozidele in generatii: generafia 1 — care
cuprinde streptomicina, kanamicina si neomicina; generatia a 2° — gentamicina,
tobramicina, sisomicina si generatia a 3* — amicacina, netilmicina, isepamicina.

Aminoglicozidele sunt clasificate pe scard largd in patru subclase in baza
fragmentului aminociclitol: (1) fara deoxistreptamina (ex., streptomicina care are
un inel de streptidind); (2) un inel de deoxistreptamind monosubstituit (ex.,
apramicind); (3) un inel de deoxistreptamina 4,5-di-substituit (ex., neomicina,
ribostamicind); (4) un inel de deoxistreptamina 4,6-disubstituit (ex., gentamicina,
amikacind, tobramicina si plazomicina). Structura de baza poate contine grupe
amino si hidroxil care influenteaza direct mecanismele de rezistenta a bacteriilor la
aminoglicozide.

Structura comuna a aminoglicozidelor include un aminociclitol, de care se
leagd 2 (sau In mod exceptional 3) glucide (Fig. 6.2). Aceste inele pot avea
substituenti, dintre cel mai des intalnite fiind grupele hidroxil si amino.

Aminoglicozidele naturale pot fi clasificate in functie de natura
aminociclitolului sau de tipul glucidelor constituente (Fig. A.6.1).

* Ciclitol = streptidina — streptomicina,
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* Ciclitol = deoxistreptamina,
* glucide legate in pozitiile 4 si 6:
a) kanamicinele A si B, amikacina (semisintetica, derivata din kanamicina
A), tobramicina, dibekacina;
b) gentamicina (gentamicina comerciala este un amestec de trei componente
ale gentamicinei C (C1,C1,,C») in proportie de aproximativ 30:30:40);
C) gentamicina B (necomercializatd), isepamicina (semisintetica);
d) sisomicina, netilmicina (semisintetica, diferita de alte aminoglicozide dupa
tipul glucidei),
* glucide legate in pozitiile 4 si 5 — neomicina.

Utilizarea farmaceutica a aminoglicozidelor

Aminoglicozidele sunt molecule policationice la pH-ul fiziologic, ceea ce
seminifica ca se leagd de molecule anionice, cum ar fi ADN si ARN. Sunt
molecule polare, respectiv, bine solubile in apa. Au caracter bazic, formand saruri
cu acizii. La administrarea oralda sunt foarte slab absorbite, de aceea sunt
administrate parenteral. Deoarece aminoglicozidele sunt rapid degradate de sucul
gastric, se prefera administrarea injectabila a acestora. Ele pot trece prin bariera
placentara, dar nu trec prin bariera cerebrala. De aceea in tratrea meningitelor,
pentru obtinerea unui efect terapeutic, aminoglicozidele se administreaza direct in
SNC. Aminoglicozidele sunt antibiotice cu proprietati bactericide puternice, cu
spectru larg de actiune, administrate in principal pentru tratrea infectiilor cauzate de
bacteriile aerobe, G(-). Tn asociere cu alte clase de antibiotice, actioneazi impotriva
unor microorganisme G(+). Aminoglicozidele sunt deosebit de efective impotriva
Enterobacteriaceae, inclusiv Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae si K.
oxytoca, Enterobacter cloacae si E. aerogenes, Providencia spp., Proteus spp.,
Mor ganella spp., Serratia spp. Sunt active Tmpotriva Yersinia pestis si Francisella
tularensis, agentii care provoaca ciuma si, respectiv, tularemia. Au o activitate
bund impotriva Staphylococcus aureus, inclusiv impotriva celor rezistente la
meticilind si vancomicina, P. aeruginosa si intr-un anumit grad Tmpotriva
Acinetobacter baumannii. Multe Mycobacterium spp. sunt rezistente la
aminoglicozide, inclusiv Mycobacterium tuberculosis, M. fortuitum, M. chelonae si
M. avium. Pentru absorbtia aminoglicozidelor in celule bacteriene este necesar
transportul activ de electroni, de aceea ele nu sunt active in mod inerent Timpotriva
bacteriilor anaerobe. De asemenea, aminoglicozidele nu sunt active impotriva
majoritatii Burkholderia spp., Stenotrophomonas spp., Streptococcus spp. si
Enterococcus spp. Formulele de structurd a unor aminoglicozide sunt prezentate n
figura 6.2.
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Figura 6.2. Formulele de structura a unor aminoglicozide
Mecanismul de actiune a aminoglicozidelor se desfasoara in general in trei

etape (Fig. A.6.2). Aminoglicozidele sunt protonate la pH-ul fiziologic si exista sub
forma de policationi. Administrarea aminoglicozidelor impreuna cu f-lactame
inhiba biosinteza stratului peptidoglicanic, facilitand penetrarea peretelui celular.

120



Bacteriile dezvolta mecanisme de rezistentd fatd de aminoglicozide
(Fig. A.6.3): mutatii la nivelul ribozomilor, metilarea subunitatii 30S, pompe de
eflux, inactivarea enzimatica a aminoglicozidelor.

Inactivarea enzimatica a aminoglicozidelor. Unele enzime modifica chimic
aminoglicozidele, ceea ce diminueaza substantial afinitatea lor fatd de subunitatile
16S. Aceste enzime se clasifica in trei clase: acetiltransferaze (Fig. A.6.4),
fosfotransferaze si nucleotidiltransferaze sau adenoziltransferaze. Inactivarea
kanamicinei A de aceste enzime este reprezentatd 1in figura A.6.5.
Acetiltransferazele acetileaza grupele amino C; si Cz ale fragmentului
deoxistreptaminic si Cy- si C¢ ale fragmentului 2,6-dideoxi-2,6-diaminoglucozidic.
Fosfotransferazele microorganismelor patogene fosforileaza in special pozitia Cs..
Adenoziltransferazele similar celorlalte enzime rectioneaza selectiv cu grupele
hidroxil ale aminoglicozidelor. Kanamicina A poate fi adenilatd in pozitia Cs a
fragmentului 6-deoxi-6-aminoglucozidic, iar streptomicina in pozitia C; a
fragmentului N-metilglucozaminic si Cga fragmentului streptidinic.

6.2. Biosinteza aminoglicozidelor, pe exemplul streptomicinei

Streptomicina este obtinutd prin reactia precursorilor: streptidin-6-fosfatul
(8), CDP-N-metil-L-glucozamina (14) si dTDP-L-dihidrostreptoza (19) (Fig. 6.3)
(CDP = citidindifosfat, dTDP = deoxitimidindifosfat). Acesti precursori se
formeaza prin trei cai metabolice distincte avand ca punct de plecare glucozo-6-
fosfatul. Biosinteza streptidin-6-fosfatului (8) implicad mai multe etape. Tn prima
etapa are loc conversia (8) la myo-inozitol (3). Initial are loc oxidarea aldehidei
(1a) la (1b) in prezenta NAD", care prin reciclizare trece in (1c) (Fig. 6.4).
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Figura 6.4. Biosinteza myo-inozitolului
Prin reducerea 1c se formeaza myo-inozitol-1-fosfat (2) care ulterior
hidrolizeaza la myo-inozitol (3). In prezenta NAD", myo-inozitolul este oxidat la
scyllo-inozoza (4), care prin transaminare cu L-glutamina (GIn) formeaza scyllo-
inozamina (5) si, ca produs secundar, acidul a-cetoglutaric (KGAM). Reactia de
transaminare este reprezentata in figura 6.5.

OH COOH OH COOH
H,N NH, ¢}
oo RS
OH o OH 0
OH H,N OH H,N
4 Gin 5 KGAM

Figura 6.5. Biosinteza scyllo-inozaminei

In urmatoarea etapa scyllo-inozamina este fosforilatd cu ATP in pozitia Ca.
Se formeaza scyllo-inozamina-4-fosfatul (6). Prin amidinare succesiva, in prezenta
argininei (Arg), intermediarul 6 se transforma in amidino-scyllo-inozamina-4-fosfat
(7) (Fig. 6.6). Se observa ca in aceastd reactic de amidinotransferare arginina,
agentul de amidinare, se transforma in ornitind (Orn).

H2N>:
NH
NH
OH HN OH /U\ H,N
NH, HN NH,
AR L
OP; H,N OP, H,N
OH (0} OH (e}
HO HO
6 Arg 7 Orn

Figura 6.6. Biosinteza amidino-scyllo-inozamina-4-fosfatului
Amidino-scyllo-inozamina-4-fosfatul (7) ulterior trece in streptidina-6-
fosfat (8), primul precursor final de biosinteza al streptomicinei.
Biosinteza precursorului 14, CDP-N-metil-L-glucozaminei, este initiata
de izomerizarea glucozei-6-fosfat (1) n glucoza-1-fosfat (9) (Fig. 6.7).
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Acest intermediar este glicozilat prin reactia cu CTP (citidintrifosfat) la
dinucleotida 10, CDP-D-glucoza (Fig. 6.8). Prin reactii de oxidare (11),
transaminare (12), metilare (13) si izomerizare (14), intermediarul 10 se
transforma in CDP-N-metil-L-glucozamina (14) (Fig. 6.9).
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-z.:i[
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NH,
0
OH 0 9 | ~N
0 0-P—0-P-0 o
OH OH OH \@
OH
10

Figura 6.8. Biosinteza CDP-D-glucozei

Biosinteza precursorului 19, dTDP-L-dihidrostreptozei, are loc in mai
multe etape, la fel din glucoza-1-fosfat (Fig. 6.9). Initial are loc esterificarea
glucozei-1-fosfat cu dTTP, se obtine glicozida dTDP-D-glucoza, 15. In prezenta
NAD" are loc oxidarea hidroxilului C, cu formarea intermediarului 15a. Acest
derivat se deshidrateaza in pozitia Cg si alchena obtinuta, 15b, este ulterior redusa
la 4-ceto-6-deoxi-dTDP-D-glucoza, 16. In urmitoarea etapa are loc schimbarea
configuratiei atomilor de carbon, C3 si Cs; astfel, se formeaza dTDP-4-ceto-L-
ramnoza, 17, care ulterior este redusd la dTDP-L-ramnoza, 18. Prin izomerizare
intermediarul 18 se transforma in dTDP-L-dihidrostreptoza, 19 (Fig. 6.10).

Biosinteza streptomicinei este initiatd de reactia dintre precursorii 8 si 19.
Astfel, se formeaza O-1,4-a-L-dihidrostreptozil-(streptidin-6-il)fosfatul, 20 (Fig.
6.11). In urmatoarea etapi acest intermediar reactioneazi cu precursorul 14 cu
formarea dihidrostreptomicinei-6-fosfat, 21, oxidate ulterior de NAD" la
streptomicina-6-fosfat, 22. In acest caz are loc oxidarea grupei -CH,OH din
fragmentul dihidrostreptozilic la aldehida, -CH=0. In etapa finala are loc hidroliza
grupei fosfat din 22 si formarea streptomicinei.
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6.3. Procesul biotehnologic de producere a aminoglicozidelor, pe exemplul
streptomicinei

Producerea biotehnologica a streptomicinei este efectuatd In prezenta
bacteriilor Streptomices grizeus (bacterie G(+), aerobd) (Fig. A.6.6). Dupa
obtinerea inoculului (1) (Fig. A.6.7) acesta este transferat in fermentatorul (150 m?®)
(2), unde procesul dureaza 70-120 de ore. In timpul procesului de fermentare se
adaugd mediul nutritiv care contine in calitate de sursa de carbon — glucoza,
amidon, maltoza sau dextrine, de sursa de azot — faina de soia, extract de carne,
saruri de amoniu, minerale — 1-3 g/L clorura de sodiu (la fel pot fi folositi sulfati,
fosfati sau alte cloruri) si microelemente (magneziu, calciu, potasiu, sodiu). In
calitate de stimulatori de crestere, la producerea streptomicinei se folosesc L-
naftalina, acidul acetic si acidul fenilacetic. In plus, pentru accelerarea procesului
de producere a streptomicinei se mai pot folosi prolina, uleiurile, acizii grasi si unii
antioxidanti. Pentru producerea streptomicinei nu sunt necesari precursori.
Metabolismul este aerob, viteza de oxigenare constituie 0,5 — 1,0 vvm (volum gaz
per volum de bioamestec per minut), pH-ul solutiei 6,6-8,0, temperatura procesului
de fermentare se mentine in intervalul 28-30°C. Compozitia mediului nutritiv
pentru procesul de inoculare si fermentare la producerea streptomicinei, In prezenta
culturilor de Streptomices grizeus, este prezentati in tabelul A.6.2. Tn rezultatul
fermentarii streptomicina se obtine in concentratie de 1,2-2,4 g/L de mediu.

Dupa terminarea procesului de fermentare, inainte de filtrare, mediul de
culturd se trateaza cu acid oxalic pana la pH-ul 3 si se incalzeste la temperatura de
70-75°C, timp de 30 min, pentru a coagula substantele proteice. La acest amestec
se adaugd pamant de infuzorii (faciliteaza filtrarea) si se filtreaza prin filtru cu
tambur rotativ (3). Din solutie, streptomicina este retinuta in coloanele (5) (pline
cu cationit cu grupe functionale carboxilat de sodiu). Viteza de trecere a solutiei de
streptomicina este de 800-1200 L/h. Schimbul de cationi are loc ca in ecuatiile:

Streptomicina — NH, + H,0 = Streptomicina — NH; OH~ (6.1)
Cationit — COONa + Streptomicina — NH OH™ = Cationit —
COO~ streptomicind — NH + NaOH (6.2)

Coloana saturata cu streptomicind se scoate din circuit si se spala cu apa
distilata, apoi streptomicina se elueaza de pe coloana cu solutie de acid sulfuric
(5%) adaugat cu un debit de 70 L/ora. Solutia acida de sulfat de streptomicinad este
trecutd prin prima coloana (6) ce contine anionit de tip R-NH,, unde se retine
excesul de acid sulfuric, apoi prin a doua coloana (6) cu cationit sulfonic R-SO3H,
unde se retin cationii Ca?*, Mg*, Fe?* si unele baze organice. Solutia de
streptomicind astfel separata ajunge in vasul colector (7), unde este decoloratd cu
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carbune activ (CA) (8) apoi filtrata la presiune redusa (9) si purificata pe o coloana
de anionit, RNH>, unde se retin anionii. Din vasul colector (11), solutia de sulfat de
streptomicind se concentreazd sub vid in compartimentul (12) la 40 mmHg si
temperatura de 35°C, pana la aproximativ 0,028%. Solutia care a fost concentrati
este purificata cu CA (13) apoi filtrata (14), se adauga antioxidanti, stabilizatori de
pH, substante antibacteriene si se usuca prin atomizare (18). Separarea aerului de
pulberea de sulfat de streptomicina are loc in ciclonul (19).

Reprezentanti ai aminoglicozidelor

Streptomicina (Fig. 6.12) este izolata din culturile de actinomicete
Streptomyces griseus (bacterie G(+), aerobad). Streptomicina a fost primul
medicament utilizat Tn tratarea tuberculozei cauzate de Mycobacterium
tuberculosis. Din cauza proprietatilor nefrotoxice, caracteristice aminoglicozidelor,
aceasta a fost substituitd prin izoniazida si rifampicind, uneori D-cicloserina.
Streptomicina are un spectru larg de actiune antibacteriana. Este activa fata de
bacteriile G(+) si G(-), precum staphylococci, streptococci, pneumococci,
gonococci, meningococci etc. Streptomicina este utilizata in tratarea multor
maladii, precum endocardite, meningite, infectii ale tractului urinar, infectii
gastrice etc.

Analogi comerciali: streptan, streptocol, streptomicina sulfat.

Neomicina este un complex de antibiotice (A, B, C, D, E si F) fiind produsa
de actinomicetele Streptomyces fradiae. Neomicina A nu are proprietdti antibiotice.
Spre deosebire de neomicina A, neomicina B (Fig. 6.12), contine suplimentar doua
glucide si poseda activitate antibacteriand. Neomicina C se deosebeste de
neomicina B prin pozitia grupei aminometil. Analog steptomicinei, neomicina
prezintd un spectru larg de actiune antibacteriand. Este activa fatd de bacteriile
G(+) si G(-) (staphylococci, pneumococci, gonococci, meningococci etc.).

Neomicina este administrata sub forma de sulfat in tratarea comei hepatice,
disfunctiilor neurologice care apar ca rezultat al disfunctiei ficatului. In combinatie
cu sulfatul de polimixina B si hidrocortizona, neomicina, sub forma de solutie
injectabila, se foloseste in tratarea infectiilor bacteriene ale canalului auditiv extern.
La fel in combinatie cu sulfatul de polimixina B si dexametazona, neomicina Se
utilizeaza n tratarea infectiilor oculare si este disponibila pentru uz local dermic.

Analogi comerciali: framycetin, soframycin, tautomycin etc.

Paromomicina (Fig. 6.12) este izolatd din actinomicetele Streptomyces
rimosus. Acest antibiotic are aceeasi utilizare ca si neomicina. Suplimentar este
recomandata pentru formele severe si cronice provocate de amibele gastrice,
protozoarele parazitare de tipul Entamoeba histolytica, care infecteaza in special
intestinul gros.
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Figura 6.12. Principalii reprezentanti ai aminoglicozidelor obtinuti pe cale
biotehnologica

Analogi comerciali: Aminosidina, Catenulin, Crestomycin, Hidroximicin,
Monomicin etc. Alti analogi comerciali ai aminoglicozidelor: Gentamicina —
Gentamcicine, Gentamcicine Shifa, Gentaxyn, GentaCare, Genwell-D,
Gentamicine sulfat, Genta-Ject etc.; Kanamicina — Kanamicin, Kanamix,
Kanamicina MDKR etc.; Amikacina — Miacin, Amikacin, Biocacin, Amikacin
sulfat, Merkacin, Amicacina Teva etc.; Toleramicina — Nebcin, Brulamicin etc.;
Netilmicina — Netromycin, Nettacin, Cenet, NetilDex, Nettavisc, XanterNet etc.

Efectele secundare si adverse ale aminoglicozidelor

Cele mai importante efecte adverse ale aminoglicozidelor sunt
nefrotoxicitatea si ototoxicitatea lor. La acestea se adauga efectul pseudocurarizant
(blocaj neuromuscular). Nefrotoxicitatea reversibilad apare la 8-26% dintre pacientii
care au primit aminoglicozide mai mult de 5-6 zile. Dozele mai mari si varsta
inaintatd cresc riscul de nefrotoxicitate. Principalul motiv pentru care
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aminoglicozidele sunt nefrotoxice este acumularea lor in celulele epiteliale ale
tubilor renali proximali. Acumularea se face in vacuolele endozomale, lizozomale
si in aparatul Golgi.

Aminoglicozidele cresc acumularea lipidelor polare in lizozomii celulelor
tubilor proximali. Ele inhiba o serie de enzime tubulare renale, cum ar fi ATP-aza,
fosfolipaza, sfingomielinaza etc. Aminoglicozidele eliberate din lizozomi au
diferite efecte adverse intracelulare ce conduc la dereglari grave ale functiei celulei
tubulare si in final la moartea acesteia. Ele inhibd transportul Ca®*, respiratia
celulara si pot forma complexe foarte oxidante cu Fe (Fe Il — gentamicina) care pot
duce la moartea celulelor.

intrebari pentru autoevaluare

1. Clasificati aminoglicozidele si prezentati principalele caracteristici
structurale, explicand relevanta lor in medicina moderna.

2. Reprezentati formulele de structurd a principalelor aminoglicozide si
analizati corelatia dintre structura chimica si activitatea biologica.

3. Explicati mecanismele de actiune a aminoglicozidelor asupra bacteriilor,
evidentiind impactul asupra sintezei proteice.

4. Prezentati si explicati mecanismul de rezistentd a bacteriilor la
aminoglicozide.

5. Descrieti si explicati mecanismul de biosintezd a aminoglicozidelor, pe
exemplul streptomicinei, integrand ecuatiile corespunzatoare si aspectele de
reglementare asociate.

6. Identificati materiile prime utilizate n producerea biotehnologicd a
aminoglicozidelor si evaluati rolul acestora In obtinerea unui proces
sustenabil si eficient.

7. Propuneti  fluxul tehnologic ~de producere biotehnologica a
aminoglicozidelor.

8. Descrieti etapele si parametrii tehnici Tn producerea aminoglicozidelor si
analizati factorii critici care influenteaza randamentul.

9. Argumentati importanta respectdrii conditiilor de mediu (compozitia
mediului nutritiv, pH, temperatura, oxigen, viteza de agitare) in producerea
biotehnologicad a aminoglicozidelor.

10. Propuneti si evaluati metode de separare si purificare a aminoglicozidelor,
incluzand analiza critica a avantajelor si limitarilor fiecarei metode.

11. Elaborati strategii de optimizare a procesului biotehnologic de producere a
aminoglicozidelor, incluzand utilizarea inovatiilor tehnologice, respectarea

reglementdrilor de calitate si colaborarea interdisciplinara.
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7. BIOTEHNOLOGIA MACROLIDELOR

1. Macrolide: clasificare, structurd, proprietati chimice, utilizare farmaceutica

2. Mecanismele de actiune biologica a macrolidelor. Dezvoltarea rezistentei
la macrolide

3. Caile metabolice de biosinteza a macrolidelor

Procesul biotehnologic de producere, separare si purificare a macrolidelor

5. Macrolidele polienice

&

Abilitati

Studentul:

- clasifica si caracterizeaza macrolidele pe baza structurii chimice si a spectrului
de actiune;

- explica mecanismele de actiune si mecanismele de rezistenta la macrolide;

- reprezintd formulele de structura a unor macrolide;

- claboreaza si descrie schema generala de biosinteza a macrolidelor;

- descrie si evalueaza etapele si parametrii tehnici ai proceselor biotehnologice de
producere a macrolidelor naturale si semisintetice, argumentand rolul
inovatiilor tehnologice si al digitalizarii;

- aplica si compara metode fizice, chimice si fizico-chimice pentru izolarea,
purificarea si conditionarea macrolidelor.

7.1. Macrolide: clasificare, structuri, proprietiti chimice, utilizare
farmaceutica

Macrolidele sunt antibiotice care contin un macrociclu de tip lactona
substituit (Fig. 7.1). Prima macrolida a fost izolata, in 1950, dintr-o tulpind de
Streptomyces si a fost numitd pikromicind datoritd gustului sdu amar (pikro
inseamnd amar). Principala caracteristica chimica a pikromicinei care este comuna
tuturor macrolidelor, izolate ulterior, este prezenta unui inel lactonic macrociclic
din care derivad denumirea macrolidei. Macrolidele sunt clasificate in functie de
dimensiunea inelului lactonic macrociclic ca fiind macrolide ciclice cu 12, 14, 15
sau 16 atomi. Majoritatea macrolidelor contin aminoglucide si/sau fragmente de
hidrat de carbon neutru legate de inelul lactonic printr-o legatura glicozidica.
Prezenta fragmentelor dimetil amino la resturile de glucide confera caracter bazic
macrolidelor si, respectiv, proprietatea de a forma saruri.

Metimicina produsa de Streptomyces sp. este principalul reprezentant al
macrolidelor cu 12 atomi de carbon. Eritromicina este cel mai cunoscut
reprezentant al grupului cu 14 atomi de carbon si a fost izolatd din Streptomyces
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erythraeus sau Arthrobacter sp. Oleandomicina, lankamicina si pikromicina sunt,
de asemenea, reprezentanti importanti ai acestui grup.

Figura 7.1. Tipuri de macrocicluri din compozitia macrolidelor:
lactonic (A), chetolidic (B) si azalidinic (C)

Ultimul grup cuprinde macrolidele cu 16 atomi de carbon, cele mai
importante fiind tilozina, carbomicina si nidamicina. Clasificarea antibioticelor
macrolide in functie de marimea ciclului lactonic macrociclic este prezentatad in
figura 7.2. Tn plus, fatd de dimensiunea inelului de lactond, macrolidele variaza
dupa numarul si tipul fragmentelor de zaharida din ciclul lactonic. Macrolidele pot
fi clasificate in trei generatii (Tab. A.7.1).

Antibiotice din clasa macrolidelor

14 atomi in 15 atomi in 16 atomi in
macrociclul macrociclul macrociclul
| |
\ | ‘ [ |
Naturale Semisintetice Semisintetice Naturale Semisintetice
. S . .. : T Carbomicina; ..
Eritromicina; Telitromicina; t Azitromicina; INFRbr Tt Tilmicozina;
Oleandomicina; Cetromicina; Tulatromicina Spiramicina; — Miocamicina;
N . . . £
Elcrormc_:n_'la; Claritromicina; Tilozina: Rochitamicina
ancamicina 1 icina; I
R9}1_1tr0n1_1c_1na, Josamicina;
Diritromicina; 4 .
Fluritromicina Midecamicina;
Chitazamicina

Figura 7.2. Clasificarea antibioticelor macrolide in functie
de marimea ciclului lactonic

Etromicina si Claritromicina contin un macrociclu lactonic constituit din 14
atomi de carbon. In pozitiile 2, 4, 6, 8, 10 si 12 sunt pozitionate sase grupe metil,
iar in pozitia 13 0 grupa etil. In cazul claritromicinei, grupa hidroxil din pozitia Cg
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este eterificatd cu 0 grupd metil. Ambele antibiotice contin un carbonil Co.
Macrocilul azitromicinei contine 15 atomi fiind extins cu un atom de azot metilat,
grupa carbonil fiind transformatd in metilen. Macrolidele contin 1n pozitiile Cs si
Cs doud fragmente de deoxiglucide. Diferentele sunt prezentate in figura 7.3.

Macrociclu lactonic Eritromicina Claritromicina Azitromicina

Figura 7.3. Structura macrociclului lactonic al unor macrolide

Proprietati fizico-chimice ale macrolidelor

Macrolidele sunt molecule insolubile in apa si solubile in alcool etilic. Tn
forma solida, reprezinta o pudra cristalind de culoare alb-galbuie. Sunt stabile in
solutie apoasa la temperatura camerei. Sunt stabile la pH neutru si instabile 1n
mediu acid si catalizeaza formarea cetalului ciclic intern, astfel inactivandu-se.

Spectrul de actiune antibacteriand a macrolidelor

7.2. Mecanismele de actiune biologica a macrolidelor. Dezvoltarea rezistentei
la macrolide

Macrolidele sunt antibiotice cu spectru larg, active impotriva bacteriilor
G(+) si G(-), inclusiv stafilococi, streptococi, mycoplasma, chlamydia, shigella si
salmonella. Comparativ cu eritromicina, claritromicina este mai activa, iar
azitromicina este mai stabild in mediu acid si eficientd impotriva unor bacterii
anaerobe. Telitromicina si cetromicina au un spectru mai larg de actiune. Cu toate
acestea, cetromicina este inca in faza testarilor clinice.

Eritromicina este bacteriostaticd, dar poate avea efect bactericid la
concentratii specifice. Este eficientd impotriva bacteriilor G(+) (stafilococi,
streptococi, pneumococi) si a unor G(-) (gonococi, brucelle, hemofile). Este
utilizatd in tratamentul pneumoniei, difteriei, enteritelor, sinusitelor si otitelor.
Deoarece este inactivatd in mediul acid (Fig. A.7.1), se administreaza sub forma de
saruri mai stabile (estolat, stearat, etilsuccinat) sau parenteral ca lactobionat. Se
metabolizeaza hepatic si difuzeaza bine in fluidele organismului, dar limitat in
meninge.

Claritromicina este mai stabild in mediul gastric, fiind activa si impotriva
Mycobacterium leprae si Toxoplasma gondii. Are o buna absorbtie tisulara, iar
metabolitul sau principal, 14-hidroxiclaritromicina, are proprietati antibacteriene.
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Azitromicina, prototipul azalidelor, are o eliminare crescutd prin salivd, atinge
concentratii ridicate in gingii si se elibereaza lent din tesuturi, permitand
administrarea unei singure doze zilnice. Nu este inactivata de enzimele dependente
de citocromul Pyso.

Macrolidele mai noi (azitromicina, claritromicina, roxitromicina) sunt
eficiente Tmpotriva Campylobacter pylori si Haemophilus influenzae.

Macrolidele blocheaza procesul de biosinteza proteica (Fig. A.7.2), prin
legarea de subunitatea 50S a ribozomilor bacterieni, la nivelul compartimentului
peptidil (Fig. A.7.2A). Acest fapt interfereaza procesul de translocatie, deplasarea
ribosomului spre urmatorul codon si, in final, elongarea proteica. Astfel, sinteza
proteinelor dependente de ARN este suprimata, iar cresterea bacteriand este
inhibata. Macrolidele nu se leaga de ribosomii mamiferelor, ceea ce explica
toxicitatea selectiva a acestora. Actualmente macrolidele sunt considerate cele mai
inofensive antibiotice. Acestea reprezinta o alternativa in tratamentul pacientilor
care prezintd reactii alergice fatd de peniciline. Macrolidele pot fi bacteriostatice
sau bactericide in functie de concentratie, sensibilitate si viteza de crestere a
microorganismelor. Activitatea antibacteriana a macrolidelor depinde de pH-ul
mediului. Activitatea antibacteriana inalta este observata in mediu neutru si bazic.
Eritromicina este inactivatd in mediul acid al sucului gastric. Structura chimica a
chetolidelor le confera o afinitate mai importanta fatda de ARN-ul ribozomal decét
celelalte macrolide. Ca rezultat, telitromicina are o potenta crescuta, un risc mai
scazut de inducere a rezistentei bacteriene si o activitate crescutd Tmpotriva
microorganismelor rezistente la celelalte macrolide.

Antibioticele macrolide prezinta de asemenea o activitate antiinflamatoare.
Ele previn producerea de mediatori proinflamatori si citokine, precum si inhiba
migrarea neutrofilelor catre locurile de inflamare. Roxitromicina are proprietati
antiinflamatoare mai puternice decat claritromicina si azitromicina.

Totodata, macrolidele pot preveni formarea biofilmului bacterian, reduc
formarea radicalilor liberi, favorizeaza apoptoza neutrofilelor, micsoreaza secretia
mucusului, imbunatatesc sau reduc activarea sistemului imunitar.

Rezistenta bacteriilor la eritromicind poate fi explicatd prin mai multe
mecanisme (Fig. A.7.2B): rezistenta cromozomica, plasmidica, prin eflux si
permeabilitatea membranara joasa. Rezistenta cromozomiald este mai rard si se
explica prin biosinteza ribosomilor cu afinitate joasa fatd de macrolide. Rezistenta
plasmidica presupune doud mecanisme: producerea de esteraze si metilarea
subunitatii ribosomale 50S. In primul caz, bacteriile produc eritromicin esteraze,
care hidrolizeaza grupa ester a macrolidei (Fig. A.7.3), ceea ce diminueaza

activitatea acestora. Acest tip de rezistenta a fost descris pentru Escherichia coli si
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Pseudomonas aeruginosa. Metilarea subunitatii ribosomale 50S creeazd un
impediment steric, ceea ce face dificila legarea macrolidei de ribosom. Acest tip de
rezistenta a fost observat la Staphyloccoci si Streptoccoci. Inlaturarea macrolidelor
prin eflux este mai frecvent observata la Streptococcus pyogens, S. pneumoniae, S.
aures. Bacteriile G(-) Enterobacteriaceae prezinta o permeabilitate membranara
externd joasd fatd de eritromicind; prin urmare, ele nu sunt sensibile la acest
antibiotic.

7.3. Caile metabolice de biosinteza a macrolidelor

Biosinteza macrolidelor naturale

Macrolidele se formeaza prin condensareca propionil-SCoA cu S-
metilmalonil-SCoA in mai multe etape (Fig. A.7.4). Procesul de policondensare a
acestor doi precursori are loc in prezenta enzimei carboxilaza. Propionil-SCoA se
formeaza fie din f-oxidarea acizilor grasi, fie direct din acidul propionic prezent in
bioamestec. S-metilmalonil-SCoA rezulta in doua etape de biosinteza din succinil-
SCoA format in cadrul ciclului Krebs. Initial are loc izomerizarea succinil-SCoA in
stereoizomerul R-metilmalonil-SCoA in prezenta enzimei mutaza. Schimbarea
configuratiei atomului de carbon si formarea izomerului S-metimalonil-SCoA este
catalizatd de epimeraza.

Initial, prin condensarea propionil-SCoA cu S-metilmalonil-ScoA, se
formeaza 2-metil-3-oxopentil-SCoA (Fig. A.7.5). Acest precursor, prin condensare
succesiva, formeaza o policetond ce contine 15 atomi de carbon. Ulterior, toate
grupele ceto, cu exceptia carbonilului Co, sunt reduse in prezenta nicotinamid
adenin dinucleotid fosfatului (NADPH). Hidroxicetona formata in urmatoarea
etapa ciclizeaza prin eliminarea unei molecule de HSCoA, in deoxieritronolida B,
un ciclu lactonic (ester ciclic) ce contine 14 atomi de carbon. Tn procesul de
esterificare participa hidroxilul marginal, C13. Odata formata, deoxieritronolida B
initial este hidroxilata enzimatic in pozitia Cs cu formarea eritronolidei B (Fig.
A.7.6). In urmitoarele etape are loc eterificarea enzimatici succesiva a grupelor
hidroxil C3 si Cs cu L-micarozd si D-dezozamina cu formarea L-micarozil-
eritronolidei B si a eritromicinei D. Eritromicina D se transforma in eritromicina C
prin hidroxilarea enzimatici a atomului de carbon Cy,. In etapa finald, prin
metilarea hidroxilului Cs din fragmentul micarozilic, se formeaza eritromicina A.
Alchilarea are loc in prezenta adenozil-L-metioninei. Ecuatiile proceselor de
eterificare si alchilare sunt prezentate in figura A.7.7.
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7.4. Procesul biotehnologic de producere, separare si purificare a macrolidelor

Procesul biotehnologic de producere a macrolidelor consta din urmatoarele
etape: cresterea biomasei (inocul), fermentarea, separarea si purificarea. Separarea
si purificarea pot varia in functie de proces.

Initial se prepara inoculul de bacteria Saccharopolyspora erythreus, o
specie de tip actinomycete (Fig. A.7.8) in bioreactorul (1), care este ulterior
transferat in fermentatorul cu capacitatea mai mare de 120 m® (2). Procesul de
fermentare este aerob si are loc la temperatura de 30-33°C. Mediul de fermentare
contine amidon de porumb, dextrine, glucoza, faina de soia, NaCl, (NH4),SO,.
Carbonatul de calciu se adaugi pentru mentinerea pH-ului in intervalul 6,8-7,0. Tn
timpul procesului de fermentare se barboteaza aer si se adaugd, la anumite intervale
de timp, mediu nutritiv care contine si 0,2-0,5% acid propanoic, precursor de
biosinteza. Procesul dureaza 70-120 de ore. Concentratia eritromicinei ajunge pana
la 10 g/L dupa 72 de ore de fermentare. In timpul procesului se monitorizeaza
concentratia glucozei.

Dupa terminarea procesului de fermentare bioamestecul se trateaza cu
bromura de cetil-piridina si electroliti (NaCl, CaCl,) pentru a precipita proteinele
solubile (pH 9,6). Miceliul si proteinele coagulate se pompeaza cu pompa (3), se
filtreaza in (4) si filtratul se depoziteaza in unitatea (5). In urmatoarea etapi, la un
pH 9-10, eritromicina se extrage (6) cu acetat de butil. Din fazele organice,
eritromicina se extrage rapid in extractoare centrifugale (7) cu solutie apoasa de
KH,PO, la pH 4. Fractiile apoase se alcalinizeaza (pH 10) si se extrag imediat (8)
la temperatura 0-10 °C cu diclorometan. Tn unitatea (9) fractiile organice se evapora
la temperatura 30-40 °C si presiunea 0,4 atm. Prin racirea concentratului organic la
temperatura de (-10) °C, eritromicina cristalizata se filtreaza (10).

Pe altd cale (Fig. A.7.8A) dupa extractia cu solutie apoasd de KH,POQy,
eritromicina poate fi precipitata prin alcalinizarea solutiei la un pH 11 (11), filtrata
(10) si recristalizata (12) din amestec de acetona-apa sau eter de petrol. Un alt
proces (Fig. A.7.8B) implica purificarea cromatografica (13) dupa extractia cu
acetat de butil (6), urmata de recristalizare si filtrarea eritromicinei (12).

Producerea macrolidelor de semisintezd

Claritromicina, sinonim biaxin, este un analog semisintetic al eritromicinei
A, in care grupa hidroxil din pozitia Cg a fost substituita prin grupa metoxi.
Claritromicina, spre deosebire de eritromicina, prezintd o absorbtie mai mare si un
grad de iritare mai mic al tractului gastrointestinal. Claritromicina este de 2-4 ori
mai activa decat eritromicina fatd de unii streptococci si staphylococci.
Claritromicina este utilizatd pentru tratarea bronsitelor, pneumoniei, infectiilor
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dermice si sexuale. In cazul pacientilor care prezinti o hipersensibilitate la
peniciline, claritromicina reprezintd un medicament alternativ in tratarea otitelor
acute cauzate de H. influenzae, M. catarrhalis sau S. pneumoniae. Claritromicina
se obtine prin mai multe etape de sinteza din eritromicina A. Randamentul global
constituie 30%: din 3 kg de eritromicind A se obtine 1 kg de claritromicina.

Azitromicina este un antibiotic de semisinteza. Este de 2-4 ori mai putin
activa decat eritromicina fata de unii streptococci si staphylococci. Totusi, spre
deosebire de celelalte macrolide, azitromicina este mai activa fata de unele bacterii
anaerobe. Azitromicina este utilizatd in tratarea bronsitelor de origine bacteriana,
pneumoniei, afectiunilor dermice si infectiilor sexual transmisibile. Analog
comercial: zithromax. Azitromicina este indicatd in tratarea infectiilor pulmonare
cronice sau acute provocate de Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis sau
de Streptococcus pneumoniae, precum si in tratarea infectiilor dermice provocate
de Staphylococcus aures, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, a
uretritelor cauzate de Chlamydia trachomatis sau de Neisseria gonorrhoeae.
Azitromicina de uz pediatric este utilizata n tratarea otitelor, pneumoniei,
faringitelor. Analog claritromicinei, azitromicina se obtine prin mai multe etape de
sintezd din eritromicina A (Fig. A.7.9). Initial se obtine derivatul hidroxilaminic
prin condensarea eritromicinei A cu hidroxilamina. In prezenta clorurii de tozil,
acest derivat, prin transpozitie Beckmann, se transforma in amida corespunzatoare,
care ulterior este redusa pe un catalizator de Pd-C. Amina obtinuta este metilata cu
aldehida formica si acid formic (reactia Eschweiler-Clarke). Randamentul global
de sinteza constituie 40%: din 2,5 kg de eritromicina A rezulta 1 kg de
azitromicina.

7.5. Macrolidele polienice

Macrolidele polienice sunt antibiotice produse la fel de bacteriile genului
Streptomyces. Aceste macrolide au ciclul lactonic format din 26-38 atomi de
carbon, 3-7 legaturi duble conjugate (regiunea hidrofoba), mai multe grupe
hidroxil pozitionate in sens contrar legaturilor duble (regiunea hidrofild), un
fragment acetalic hexaatomic substituit si un fragment aminoglucidic, micozamina.
Cele mai reprezentative macrolide polienice sunt natamicina, nistatina si
amfotericina B (Fig. 7.5). Spre deosebire de celelalte antibiotice, aceste macrolide
au proprietdti fungistatice. Nistatina si amfotericina B sunt utilizate in tratarea
infectiilor provocate de fungii patogeni, iar natamicina, numita si piramicinda, este
folosita ca aditiv alimentar in prepararea cascavalului.
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Nistatina

Amfotericina B

Figura 7.5. Formulele de structura a natamicinei, nistatinei
si a amfotericinei B

Mecanismul de actiune a macrolidelor polienice (Fig. A.7.10) implica
interactiunea acestora cu sterolii din membranele celulelor fungice.

Aceste antibiotice prezinta o afinitate mai mare fata de ergosterol, sterol
tipic al membranelor fungilor decat fata de colesterol, caracteristic membranelor
celulelor mamiferelor, fapt ce explicda selectivitatea acestora. Astfel, prin
interactiunea mai multor molecule de macrolide cu ergosterolii se formeaza pori
transmembranari. Macrolidele sunt orientate cu partea hidrofoba spre ergosterolii
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membranari si, cu partea hidrofild, spre interiorul porului. Formarea porului este
asigurata de interactiunile hidrofobe si de legaturi intermoleculare de hidrogen
ergosterol-antibiotic. Acest fapt perturbeazd activitatea membranara, ceea ce
permite eliminarea ionilor (Na*, K*, CI" si H") si deci liza celulard a fungilor.

Polienele actioneazd asupra fungilor prin legarea de ergosterolul din
membrana celulard, ceea ce duce la formarea unor pori care cresc permeabilitatea
membranei si provoaca eliminarea ionilor si a moleculelor esentiale. Aceasta
destabilizare a membranei determina moartea celulei fungice prin liza osmotica.
Descrierea succintd a mecanismelor de actiune a polienelor asupra fungilor este
prezentata in tabelul A.7.2.

Rezistenta fungilor la poliene se poate dezvolta prin modificarea
compozitiei membranei celulare, cum ar fi reducerea continutului de ergosterol sau
inlocuirea acestuia cu steroli alternativi, diminuand astfel afinitatea polienelor
pentru membrand. De asemenea, mecanismele de rezistentd includ activarea
pompelor de eflux si a sistemelor de protectie celulara impotriva stresului oxidativ
indus de poliene. Descrierea succintd a mecanismelor de rezistentd a fungilor la
poliene este prezentata in tabelul A.7.3.

Amfotericina B (Fig. 7.5) este o macrolida produsa de Streptomyces
nodosus. In functie de concentratie, acest antibiotic poate fi fungiostatic sau
fungicid. Amfotericina B nu este foarte selectiva, fiind toxica si pentru celulele
mamiferelor. Cu toate acestea, fiind foarte activa, acest antibiotic este utilizat in
tratarea micozelor sistemice (candidozelor, criptococcozelor, aspergilozelor,
histoplasmozelor, blastomicozelor), candidozelor bucale si digestive.

Nistatina (Fig. 7.5) a fost primul antibiotic antifungic descoperit in anul
1950 ca produs de biosinteza a Streptomyces noursei. Prin administrare orala,
nistatina este utilizatd in tratarea infectiilor digestive provocate de Candida,
Trychosporon, Geotrichum, fiind folosita si in profilaxia chirurgiei digestive. Topic
este utilizata pentru profilaxia si tratarea candidozelor dermice si ale membranelor
mucoase. Tratamentul Tndelungat cu unele antibiotice (peniciline, tetracicline,
levomicetina) poate determina aparitia candidomicozelor, iar nistatina este folosita
pentru profilaxia dezvoltarii acestor infectii.

Natamicina (Fig. 7.5) este un macrolid izolat din culturile Streptomyces
natalensis. Spre deosebire de amfotericina B si nistatina, natamicina are un spectru
mai ingust de actiune. Fiind mai putin toxica decat celelalte macrolide, natamicina
este utilizata in tratarea infectiilor oculare.

Biotehnologia de producere, separare si purificare a nistatinei

Producerea nistatinei, o0 macrolida polienica, antifungica, implica o serie de
procese biotehnologice. Aceste procese includ fermentarea in prezenta
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Streptomyces noursei, separarea si purificarea. Etapele biotehnologice de
producere, separare si purificare a nistatinei sunt prezentate in figura 7.6.

Producerea biotehnologica a nistatinei incepe cu prepararea mediul nutritiv
pentru inoculare, compozitia caruia este prezentata in tabelul 7.1, apoi se ajusteaza
pH-ul la valoarea 7,0-7,2 cu ajutorul solutiei de acid clorhidric. Mediul preparat se
sterilizeaza la 121°C timp de 15-20 min, se raceste, apoi se inoculeaza in inoculator
(1), unde se adauga si cultura de Streptomyces noursei. Cultura de microorganisme
se incubeaza la temperatura de 28°C, agitare continua 150 rpm si aerare 0,9-1,0
vvm timp de 30 de ore, dupa care inoculul se transfera in fermentatorul (2), unde
in prealabil s-a adaugat mediul nutritiv sterilizat. Procesul de fermentare dureaza
intre 5 si 7 zile, sub agitare continud 150 rpm, aerare 1 vvm, pH-ul 7,0-7,2 la
temperatura de 28-30°C. Concentratia glucozei in procesul de fermentare se
mentine intre 1 si 10 g/L, iar saturatia cu O in jur de 40%. Tn timpul fermentirii se
monitorizeaza pH-ul, temperatura, saturatia cu oxigen, concentratia glucozei si
concentratia de nistatind. La finalul procesului de fermentare rezultd 1,8-2,4 ¢
nistatind/L mediu. In urmitoarea etapa are loc separarea solutiei native, in care se
contine nistatina si alti metaboliti, de biomasa. Cu ajutorul pompei (3), mediul se
pompeaza spre filtru cu tambur (4) pentru filtrare. Solutia nativa se colecteaza in
extractorul (5), unde nistatina se extrage cu metanol, care se dozeaza din (6). Fiind
insolubila in apa, nistatina se extrage in faza organicd. Extractul organic cu
nistatind se colecteaza in rezervorul (7), unde este racita la 0-2°C timp de 24 de ore.
Ulterior extractul se filtrezd prin filtrul (8) si se trece in echipamentul de
concentrare in vid (9), unde se indeparteaza solventul la temperatura de sub 45°C.
Reziduul ramas se colecteaza in rezervorul (10). La reziduul obtinut se dozeaza
butanol (11) si solutie de NaCl (12), se raceste la 0-2°C si se lasa timp de 24 de ore.
Se indeparteaza faza apoasd inferioard si faza cu butanol superioara. Materialul
insolubil de la interfatd, care contine cea mai mare parte a nistatinei, se colecteaza
in rezervorul (13) si se spald cu solutie salina 0,85% saturatd cu butanol (14),
pentru a Tndeparta pigmentii inerti si apoi cu solutie salind 0,85% (12) pentru a
indeparta butanolul si pigmentii rdmasi.
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Tabelul 7.1. Compozitia mediului nutritiv in procesul de biosinteza a nistatinei

Mediul Componenti Continut,%

Glucoza 1,000

Triptone 0,500

) K,HPO, 0,200

de inoculare NaCl 0,200
Agar 0,100

FeSO, 0,001

Apa distilata 98,000

Glucoza 2,000

Zaharoza 1,000

Extract de drojdie 1,000

Peptone 1,000

de fermentare Extract de porumb 1,000
Extract de malt 0,500

(NH,),SO, 0,500

K,HPO, 0,100

CaCO; 0,100

MgSQO, - 7H,O 0,050

CaCO; 0,020

Apa distilata 92,730

Reziduul spalat se trece prin filtrul cu membrana (15) si se colecteaza in
rezervorul (16), unde se dizolva cu putin metanol (6) la temperatura de pana la
55°C. Extractul limpezit se filtreaza prin filtrul (17), se colecteaza in rezervorul
(18) si se reprecipita cu acetat de etil dozat din (19). Se raceste la 0-2°C si se lasa
pentru precipitare completa timp de 24 de ore. Precipitatul obtinut se filtreaza prin
filtrul (20), se colecteaza in rezervorul (21) si se usuca cu eter (22). Produsul uscat
reprezintd nistatina, care este de culoare galbuie.

intrebiri pentru autoevaluare

1. Clasificati macrolidele n baza structurii lor chimice.

Prezentati aplicatiile clinice ale macrolidelor in domeniul farmaceutic.
Explicati mecanismul de actiune biologica a macrolidelor.

Explicati dezvoltarea rezistentei microorganismelor la macrolide.

Scrieti si explicati mecanismul de biosinteza a macrolidelor.

Descrieti procesul biotehnologic de producere a macrolidelor, materiile

o ks wN

prime si conditiile de fermentare.
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8. BIOTEHNOLOGIA TETRACICLINELOR

1. Structura, clasificarea si activitatea biologica a tetraciclinelor

2. Mecanismul de actiune si de dezvoltare a rezistentei la tetracicline
3. Biosinteza tetraciclinelor
4. Procesul biotehnologic de producere, separare si purificare a tetraciclinelor
5. Producerea tehnologica a tetraciclinelor de semisinteza
Abilitati
Studentul:

- clasifica tetraciclinele 1n functie de generatia acestora;

- explica mecanismul general de actiune a tetraciclinelor;

- explicd mecanismele de dezvoltare a rezistentei la tetracicline;

- prezintd mecanismul general de biosinteza a tetraciclinelor;

- descrie etapele si parametrii tehnici ai unui proces biotehnologic de biosinteza a
unor tetracicline;

- elaboreaza fluxul tehnologic de producere biotehnologica a unor tetracicline.

8.1. Structura, clasificarea si activitatea biologica a tetraciclinelor

Tetraciclinele sunt antibiotice cu structura tetraciclicd care derivd de la
naftacen-carboxamida. Nucleul tetraciclinic este constituit din patru inele
benzenice condensate. Aceste inele sunt etichetate ca inele A, B, C si D, de care
sunt atasate diferite grupe functionale care pot varia in functie de tetraciclina (Tab.
A.8.1). Formula generala a tetraciclinelor este prezentata in figura 8.1.

R, R, R; R, N(CH,;),
L 6a 2 5a 2 43 2 OH
9 T0a X 112723 2
10 11 12 1
OH O OH O

Formula generala a
tetraciclinelor

Naftacen

Figura 8.1. Formula de structura a naftacenului si formula generala de
structura a tetraciclinelor

Diferenta in activitatea biologicd se explica prin tipul substituentilor
prezenti in fragmentul naftacenic. Primul antibiotic din aceastd serie a fost
clorotetraciclina izolata din culturile Streptomyces aureofaciens si care este
utilizata clinic din 1948. Tetraciclinele au un spectru similar de actiune biologica.
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Alte tetracicline descoperite mai tarziu sunt la fel produse naturale, izolate din
speciile de microorganisme Streptomyces sau derivate obtinute pe cale semi-
sintetica (de exemplu, metaciclind, doxiciclina si minociclina). Cu toate ca primele
tetracicline au avut un succes considerabil, totusi au fost solicitati alti analogi cu o
solubilitate mai mare 1n apa pentru a imbunatati absorbtia orala. Aceste abordari au
condus la dezvoltarea compusilor semisintetici, de exemplu a rolitetraciclinei si a
limeciclinei. In acelasi timp, a fost descoperitd o altid grupa de tetracicline semi-
sintetice numite glicilcicline, de exemplu: 9-(N,N-dimetil glicilamido)-6-dimetil-6-
deoxitetraciclina, 9-(N,N-dimetil  glicilamido)-minociclina si  9-terz-(butil
glicilamido)-minociclina. Tetraciclina a declansat dezvoltarea multor antibiotice
modificate chimic si astfel s-a dovedit a fi una dintre cele mai remarcabile
descoperiri facute in domeniul antibioticelor.

Similar altor antibiotice, tetraciclinele sunt molecule chirale. Atomii de
carbon asimetrici sunt localizati obligatoriu in pozitiile C4, Caa si C124 i, In functie
de tipul tetraciclinei, in pozitiile Cs si Cg (Fig. 8.2).

R1Rz Rz Ry NH(CHj),
g < 3 OH

OH
OH O OH O O

Figura 8.2. Formula generali a tetraciclinelor cu indicarea
atomilor de carbon asimetrici

Tetraciclinele care au activitate antibiotica au o grupare dimetilamina la Cy4
n inelul A. Modificarea in zona periferica superioard, in special la pozitiile C7 pana
la Cy ale inelului D, a condus la obtinerea tetraciclinelor semisintetice, cum ar fi
minociclina si doxiciclina. Bioactivitatea, selectivitatea fata de tinta biologicd si
actiunea antibacteriand, impotriva bacteriilor G(+) si G(-), depinde in mare masura
de modificarile in gruparile de zonele periferice inferioare si superioare ale
scheletului tetraciclinei. O tetraciclind activdi care demonstreazd activitate
antibacteriana trebuie sd aiba inelul naftacen DCBA 1in inelul A, o grupare carbonil
C, si amido exociclica. Prezenta unei grupari amino in pozitia C4 si a tautomerilor
cetoenolici in pozitiile C; si Cs ale inelului A este necesara pentru ca tetraciclina sa
actioneze ca inhibitor al sintezei proteinelor. Prezenta gruparii amino in pozitia Cy
este esentiald pentru activitatea antibiotica. Activitatea antibacteriand impotriva
bacteriilor G(-) poate fi diminuatd prin epimerizarea izomerului 4S natural al
gruparii C4-dimetilamino n izomerul 4R. De asemenea, necesitd o substructura
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Cio-fenol si Cq3-Cy, ceto-enol in combinatie cu o grupare 12a-OH (Fig. 8.2) in
regiunea perifericd inferioard. Unele modificari cauzeaza pierderea puterii
antibacteriene, cum ar fi modificarea grupei amida din pozitia C,. Prin modificarea
chimica a pozitiilor Cs - Cg se obtin diferiti derivati ai tetraciclinelor cu activitéti
antibacteriene variate. Modificarea grupelor R;, Ry, R3 ofera o selectivitate mai
inalta a compusilor cu activitate antifungica, dar un efect neinsemnat pentru
compusii ce prezintd proprietati antibacteriene. Inelul D este cel mai flexibil pentru
a fi modificat, prezentand activitate antibacteriana. Modificarile grupei functionale
in pozitia R4 sunt necesare pentru a obtine o specificitate bacteriand naltd si o
schimbare profunda a farmacocineticii. In mod conventional, tetraciclinele sunt
clasificate in trei generatii (Tab. A.8.2).

Prima generatie include tetraciclinele de biosinteza si de semisinteza
obtinute in perioada anilor 1948-1963. Toate tetraciclinele din aceasta clasa, cu
exceptia rolitetraciclinei si limeciclinei, diferd dupa tipul substituentilor in inelul
naftacenic. Celelalte difera prin functionalizarea grupei carboxamidice. Aceste
tetracicline se caracterizeaza printr-o absorbtie scazuta dupa administrarea orala.

A doua generatie include tetracicline de semisinteza, doxiciclina si
minociclina, descoperite in perioada anilor 1965-1972. Aceste antibiotice prezinta
o absorbtie superioara in comparatie cu prima generatie si pot fi de asemenea
administrate intravenos.

A treia generatie include la fel tetracicline de semisinteza, tigeciclina si
amadaciclina, care deriva formal de la minociclina prin functionalizarea in pozitia
Cy cu tert-butil-glicilamida si neopentil-amino-metil, corespunzator. Tigeciclina are
un spectrul mai larg de actiune decat tetraciclinele din prima si din a doua generatii,
fiind disponibild si in forme injectabile. Amadaciclina a trecut ultima fazd a
cercetarilor clinice; cu toate acestea, inca nu a fost acceptatd ca medicament
antibacterian in toate tarile. Tetraciclinele din aceastd generatie sunt active fata de
bacteriile rezistente la actiunea celorlalte tetracicline, staphylococci rezistenti la
meticilind, enterococci rezistenti la vancomicina, S. pneumoniae rezistente la
penicilina.

8.2. Mecanismul de actiune si de dezvoltare a rezistentei la tetracicline

Tetraciclinele, analog macrolidelor, exercita actiune antibiotica prin
blocarea proceselor de biosinteza proteica. Totusi, spre deosebire de macrolide,
tetraciclinele se leaga reversibil de subunitatea 30S a ribozomilor bacterieni. Tn
aceste conditii, aminoacil-ARNt nu se poate lega de subunitatea 30S atasata la
ARNM, ceea ce blocheaza biosinteza proteica (Fig. A.8.1A). Tetraciclinele ajung in
celula bacteriana prin difuzie sau prin porine in majoritatea cazurilor sub forma de
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complecsi (TMG(+)) cu ionii de Mg®*, care ulterior blocheaza biosinteza proteica
prin legarea de subunitatea ribozomala 30S. Acest tip de transport este prezent doar
la procariote, asigurdnd acumularea preferentiala a tetraciclinelor in celulele
bacteriene. Acest fapt explica toxicitatea specifica a tetraciclinelor active fata de
bacteriile G(+), G(-) aerobe si anaerobe. Bacteriile pot dezvolta rezistenta fata de
tetracicline prin mai multe mecanisme descrise in tabelul A.8.3 si in figura A.8.1B.

In prezenta unor enzime produse de bacterii are loc degradarea chimici a
tetraciclinelor, rezultdnd derivati inactivi. Una dintre aceste reactii ar fi hidroxilarea
tetraciclinelor in pozitia C11, (Fig. 8.3.).

HO CH,OH N(CH;) HO CH,OH N(CH,)
OH Enzime OH
O‘O‘ O“U
o|-| OH
OH O OH o OH O

Figura 8.3. Reactia de hidroxilare a tetraciclinelor in pozitia C114, pe exemplul
oxitetraciclinei (sub actiunea tetraciclin destructazelor)

8.3. Biosinteza tetraciclinelor

Tetracicline de biosintezd

Tetraciclinele de biosinteza sunt antibiotice naturale produse de
microorganisme din genul Streptomyces prin cdi metabolice secundare. Printre
acestea se numara: clorotetracilcina, demeclociclina, oxitetraciclina, tetraciclina
(Fig. 8.4).

Clorotetraciclina (aureomicina) este un antibiotic obtinut prin biosinteza
de catre actinomicetele Streptomyces aureofaciens. Acest antibiotic are o actiune
bacteriostaticd si este eficient impotriva bacteriilor G(+) (de exemplu,
Staphylococcus spp., inclusiv cele producatoare de p-lactamaze, Streptococcus
spp., Pneumococcus spp.), bacteriilor G(-) (de exemplu, Neisseria gonorrhoeae,
enterobacterii, Klebsiella, Salmonella, Shigella), precum si impotriva Mycoplasma,
Chlamydia si Spirochaeta.

Totusi, anumite bacterii, precum Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp. si
Serratia spp., sunt rezistente la clorotetraciclina. Clorotetraciclina este utilizata
pentru tratamentul diverselor infectii, inclusiv pneumonie, bronsitd, angind,
colecistita, endocardita, infectii intestinale, sifilis, gonoree, prostatita etc.

Analogi ai clorotetraciclinei: aureomycin, biomycin, xanthomycin.

Demeclociclina este un antibiotic obtinut dintr-o culturd de Streptomyces
aureofaciens modificata genetic. Se diferentiaza de clorotetraciclind si de alte
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tetracicline prin absenta grupei metil din pozitia Ces. Aceasta modificare confera
demeclociclinei o stabilitate mai mare in conditii acide si alcaline, comparativ cu
tetraciclinele care prezinta gruparea metilata in pozitia Cg. Spectrul de actiune a
demeclociclinei este similar celorlalte tetracicline, fiind eficienta impotriva unui
spectru larg de bacterii G(+) si G(-).

Analogi: ledermycin, biotetricin, decyclin, declomycin.

Oxitetraciclina este un antibiotic obtinut prin biosintezd de catre
actinomicetele Streptomyces rimosus. Acesta are un spectru de actiune similar cu
cel al clorotetraciclinei, fiind eficient impotriva unui spectru larg de bacterii G(+) si
G(-), inclusiv Mycoplasma pneumoniae, Pasteurella pestis, Escherichia coli,
Haemophilus influenzae, Diplococcus pneumoniae, Helicobacter pylori si altele.
Ogxitetraciclina este utilizatd in tratamentul diverselor infectii bacteriene, precum si
in formele severe de acnee agravate de bacteria Cutibacterium acnes.

Analogi: acromycin, bicyclin, cyclopar, sarcocyclin etc.

Tetraciclina poate fi obtinuta atat prin biosinteza utilizand Streptomyces
viridifaciens si Streptomyces aureofaciens, cat si semisintetic, prin hidrogenarea
clorotetraciclinei pe un catalizator de Pd-C. Este utilizatd in tratamentul febrei
stdncoase de munte (Rocky Mountain Fever), o infectie bacteriana transmisa de
capuse, febrei tifoide si febrei Q (provocata de bacteria Coxiella burnetii, care se
gaseste la bovine, ovine si caprine). Tetraciclina este folosita, de asemenea, in
tratarea infectiilor cdilor respiratorii superioare provocate de bacterii tipice, precum
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae si Moraxella catarrhalis, dar
si a celor atipice, precum Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae si
Legionella pneumophila. De asemenea, poate fi utilizata in tratamentul acneei.

Analogi: tetramycin.

Biosinteza tetraciclinelor

Biosinteza tetraciclinelor implici mai multe etape (Fig. 8.4-8.5). In prima
etapd, acetil-CoA, obtinuta prin glicoliza, este carboxilatad, formand malonil-SCoA,
care ulterior este transformata in amid-malonil-SCoA in prezenta acidului glutamic
(Fig. 8.4). Alternativ, amid-malonil-SCoA poate fi obtinutd si din asparagina,
printr-un proces in doua etape. Un intermediar important, policetona 3 (policetida),
se formeaza prin condensarea succesiva a unei molecule de amid-malonil-SCoA cu
opt molecule de malonil-SCoA. Malonil-SCoA este sensibila la ionii de fosfat
anorganic, care la concentratii Thalte inhiba procesul de biosinteza.
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Prin sapte etape succesive, policetona 3 se transforma 1in 6-
metilpretetramida (Fig. 8.5). Mecanismele detaliate ale acestor transformari nu sunt
pe deplin elucidate.

Din 6-metilpretetramida, prin doua oxidari succesive (etapele 8 si 9) in
prezenta NADPH, se formeaza 4-de(dimetilamino)-4-oxoanhidrotetraciclina.

Acest precursor, in etapa a 10-a, este aminat in pozitia 4, rezultind 4-
dimetilamino-4-oxoanhidrotetraciclina. Alchilarea gruparii amino din pozitia 4 se
realizeaza cu ajutorul S-adenozil-L-metioninei (AdoMet sau AdoCHj3) (etapa a 11-
a), generand anhidrotetraciclina si adenozil-L-homocisteina (AdoHcys). Prin doua
oxidari succesive (etapele 12 si 13) si enolizare (etapa 14), anhidrotetraciclina se
transforma 1n oxitetraciclina. Un alt intermediar de sintezd, b5a,1la-
dehidrotetraciclina, generat in etapa a 12-a, la fel din anhidrotetraciclina,
formeaza tetraciclina in prezenta coenzimei 420. Tn etapa a 13-a are loc enolizarea
gruparii carbonil din pozitia Cyp, formandu-se tetraciclina. Prin reactia tetraciclinei
cu ionii de clor, in prezenta oxigenului si a flavin-adenin dinucleotidei, etapa a
14-a, se formeaza clorotetraciclina, cu atomul de clor in pozitia C; a ciclului
naftacenic.

Anhidrotetraciclina se formeaza ca rezultat al interactiunii 4-amino-4-
de(dimetilamino)anhidrotetraciclinei cu doua molecule de adenozil-L-metionina
(Fig. 8.6).

H,N
CH N \N)
CH, NH, O e A\
OH _OJ\./\/S:LCH 4N N
H : 2 _0
NH, * 2 NHg+
OH
OH OH O 0] (0] OH OH
4-Amino-4-de(dimetilamino)anhidrotetraciclina Adenozil-L-metionina
l H,N
H,C. .CH N \N>
CH, N7 o N 7
- S. N
OH o’u\/\/ CH, N
N 0]
NH, +2 NHg
OH
OH OH O O O OH OH
Anhidrotetraciclina Adenozil-L-homocisteina

Figura 8.6. Alchilarea 4-amino-4-de(dimetilamino)anhidrotetraciclinei
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8.4. Procesul biotehnologic de producere, separare si purificare a
tetraciclinelor

Procesul biotehnologic de producere a tetraciclinelor se bazeazd pe
biosinteza acestor antibiotice de catre actinomicete, in special Streptomyces spp.
Aceste microorganisme sunt susceptibile sa produca tetracicline printr-un proces
complex care implica numeroase etape enzimatice si metabolice. Principalele etape
ale procesului de producere a tetraciclinelor sunt: selectia tulpinilor de
Streptomyces, inocularea, fermentarea, izolarea si purificarea.

Selectia tulpinilor de Streptomyces

Cele mai utilizate tulpini de bacterii pentru producerea tetraciclinelor sunt
Streptomyces aureofaciens, Streptomyces rimosus si Streptomyces viridifaciens.
Aceste tulpini sunt selectate pentru abilitatea lor de a sintetiza tetraciclinele in
cantitati mari. Tulpinile pot fi modificate genetic pentru a imbunatati randamentele
de productie sau pentru obtinerea unor noi antibiotice mai active in raport cu
tetraciclinele clasice.

Inocularea

Pentru producerea tetraciclinelor se folosesc streptomicete, bacterii G(+),
precum Streptomyces rimosus (Fig. A. 8.2a) pentru producerea oxitetraciclinei si
Streptomyces aureofaciens (Fig. A. 8.2b) pentru obtinerea clorotetraciclinei.

Prepararea inoculului dureaza 24-30 de ore, timp n care bacteria atinge o
densitate celulara si o viabilitate necesara pentru a fi transferata in bioreactoarele de
productie. Compozitia mediului nutritiv variazd in functie de proces. Una dintre
cele mai eficiente compozitii pentru aceste bacterii este prezentata in tabelul A.8.4.
Agarul Oxoid este un amestec de polizaharide extrase din algele rosii numite
agarofite. Mediul de inoculare este formulat pentru a asigura o crestere rapida si
sandatoasa a bacteriilor Streptomyces, pregatindu-l pentru transferul in mediul de
fermentare. Mediul de fermentare contine surse de carbon si azot mai complexe
pentru stimularea productiei de tetracicline.

Fermentarea

Biosinteza tetraciclinelor este un proces aerob realizat in conditii strict
controlate, Tn bioreactoare industriale de dimensiuni mari cuprinse intre 80 m* si
150 ms. Schema tehnologica de producere a tetraciclinelor, pe exemplul
oxitetraciclinei, este prezentatd in figura 8.7. Parametrii proceselor de fermentare
pentru diferite tetracicline sunt prezentati in tabelul 8.1. Tn timpul biosintezei pH-ul
variaza intre 5,8 si 7,0, iar temperatura este de 27,0-28,0°C. Fermentarea dureaza
de obicei intre 5 si1 7 zile, in functie de conditiile si de randamentul scontat.
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Figura 8.7. Schema tehnologici de producere a oxitetraciclinei
1 — bioreactor pentru inoculare; 2 — fermentator; 3 — filtru cu tambur; 4 — dozator de
saruri cuaternare; 5 — extractor; 6 — filtru; 7 — aparat pentru presare; 8 — cuptor; 9 —
extractor; 10 — filtru; 11 — rezervor pentru depozitarea filtratului; 12 — filtru; 13 — pompa;
13 — rotovapor; 14 — rezervor pentru cristalizarea oxitetraciclinei

Tabelul 8.1. Parametrii optimi in procesul de fermentare la producerea
tretraciclinelor

Tetracicline pH T,°C | Viteza de agitare, vwwm Durata, ore
Tetraciclina 6,5-6,8 27,0 0,7-1,0 120,0
Clorotetraciclina 7,0 28,0 1,0 60,0-65,0

Oxitetraciclina 7,0 28,0 0,3-1,5 96,0

Compozitia mediului nutritiv pentru procesul de fermentare este prezentat
n tabelul A.8.4. Frecvent, ca sursa de carbon este utilizata zaharoza, care in
timpul procesului de fermentare este hidrolizatd enzimatic in glucoza si fructoza.
Glucoza inhiba procesul de biosinteza, de aceea continutul acesteia este strict
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monitorizat. Datorita capacitatii streptomicetelor de a produce a-amilaze, amidonul
poate fi folosit, de asemenea, ca sursi de carbon. In sinteza oxitetraciclinei pot fi
utilizati si acizii grasi, gliceridele si glicerolul, care sunt metabolizati la acetil-CoA,
un precursor esential in biosinteza tetraciclinelor.

Sursa de azot este reprezentata de sarurile de amoniu, addugate initial sau
pe parcursul procesului de fermentare. Hidroxidul de amoniu, addugat in timpul
fermentarii, serveste atat ca sursa de azot, cat si ca agent de neutralizare pentru
mentinerea unui pH constant. In unele procese, carbonatul de calciu poate fi folosit
ca agent de neutralizare. O altd sursd de azot este concentratul de porumb, care
contine aminoacizi, sau faina de soia, sursa de proteine. Pentru hidroliza
proteinelor, actinomicetele secreta in bioamestec de endo- si exoproteaze.

Microelementele. Ionii fosfat (PO4+*") sunt necesari pentru cresterea
streptomicetelor. In concentratii mari acesti ioni blocheaza procesul de biosinteza.
Cationii metalelor bivalente (Ca*, Mg* si Sr**) formeazd complecsi cu
tetraciclinele, ceea ce reduce concentratia tetraciclinelor solubile in mediu si,
implicit, toxicitatea acestora fati de streptomicete. In acelasi timp, formarea
complecsilor insolubili deplaseaza echilibrul de biosintezd spre formarea
tetraciclinelor. Ionii de clor sunt necesari pentru biosinteza clorotetraciclinei. Daca
biosinteza vizeaza alte tetracicline, concentratia ionilor de clor trebuie limitata (Fig.
A.8.3).

Stimulatori. In biosinteza clorotetraciclinei si a tetraciclinei produse de S.
aureofaciens poate fi utilizat benziltiocianatul (Fig. A.8.4), o substantd care
stimuleazd biosinteza acestor antibiotice. De asemenea, in biosinteza tuturor
tetraciclinelor, pretetramida, un precursor sintetic, poate fi utilizatd pentru a creste
randamentul in tetracicline. Octadecanolul este folosit ca antispumant.

Izolarea clorhidratului de oxitetraciclina

Dupa fermentare are loc filtrarea bioamestecului cu ajutorul filtrului tambur
(unitatea 3), iar solutia apoasa rezultata este depozitata in reactorul 5. Dupa filtrare,
presare si uscare in filtrul-uscédtor miceliul rezidual este utilizat ca ingredient pentru
furaje.

Din solutia apoasd oxitetraciclina este precipitatd sub formd de saruri
cuaternare de amoniu (Fig. 8.8), adaugate din dozatorul (4). Sarurile de
oxitetraciclind sunt filtrate cu ajutorul filtrului (6) si transferate in reactorul (9),
unde, prin addugarea acidului clorhidric, se formeaza clorhidratul de
oxitetraciclind. Acesta este extras ulterior cu un solvent organic, de obicei n-
butanol. Dupa presare (7) si uscare in uscator (8) biomasa reziduala este utilizata ca
ingredient pentru furaje. Solutia organica din reactorul (9) este filtrata succesiv prin
filtrele (10) si (12). Depozitarea filtratului dupa prima filtrare se face in
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rezervorul (11). Filtrele contin kieselgur sau celitda (material poros obtinut din
fosilele algelor diatomee si format in principal din silicati). Solventul organic este
indepartat prin evaporare la presiune redusa (14) si reutilizat In proces.
Concentratul este spalat, iar oxitetraciclina este cristalizatd sub forma de
cristalohidrat (15).

Figura 8.8. Reactiile schematice de izolare a oxitetraciclinei cu saruri
cuaternare si precipitarea sub forma de clorhidrat cu HCI

Prin alte procedee, oxitetraciclina, dupa filtrare, poate fi izolatd prin
adsorbtie si eluare cu n-butanol sau precipitatd sub forma de complecsi ai ionilor
metalelor alcalino-pamantoase.

Izolarea clortetraciclinei

Clortetraciclina poate fi izolatd prin mai multe metode:

1. Separarea bioamestecului, extractia cu acetat de n-butil si purificarea prin
cromatografie de schimb ionic (metode utilizate Tn procesele mai recente).

2. Adsorbtia pe carbune activ la un pH de 4,5-5,0, urmata de spalare pentru
indepartarea colorantilor. Clortetraciclina se elueaza cu metanol, etanol sau
acetona.

3. Filtrarea bioamestecului si precipitarea clortetraciclinei din mediul filtrat
prin formarea de complecsi insolubili cu ionii Ca**, Mg*" sau Ba?*". Prin
acidulare cu acid clorhidric diluat are loc distrugerea complecsilor si
eliberarea clortetraciclinei, care se extrage ulterior cu n-butanol. Fractiile
organice sunt apoi concentrate la presiune redusa.

Izolarea tetraciclinei
Tetraciclina poate fi izolata prin mai multe metode:

1. Dupa filtrarea bioamestecului, tetraciclina este extrasa cu n-butanol sau cu
metil-izobutilcetona la un pH de 8,5. Din extractele organice concentrate
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tetraciclina se precipiti prin adiugarea de heptan. In etapa finala,
precipitatul se extrage cu hidroxid de amoniu si se purifica cromatografic pe
o coloana de tip Florisil (silicat de magneziu), utilizand ca eluent un acid
diluat.

2. Tetraciclina, analog oxitetraciclinei, poate fi izolatd prin precipitare cu
sdruri cuaternare de amoniu la un pH 10,0. In aceastd metoda, initial are loc
precipitarea proteinelor (produse secundare) din bioamestec la un pH de
1,5. Pentru a evita degradarea tetraciclinei, proteinele precipitate si biomasa
se filtreaza rapid la temperatura de 10-15°C. Filtratul este tratat cu hidroxid
de amoniu (pH 7,7), ceea ce duce la precipitarea complexului tetraciclinei
cu ionii de Ca?', insolubil in apa (Fig. 8.9). Ionii de calciu, sub forma de
CaCO:s, se adaugi in procesul de fermentare pentru mentinerea pH-ului. Tn
etapa urmatoare, suspensia complexului de calciu este tratata cu acid oxalic,
iar oxalatul de calciu format se separa. Din solutia filtrata, tetraciclina se
precipitd la un pH de 4. In etapa finala, precipitatul se extrage cu metanol si
acetat de butil, extractele organice se concentreazd, iar clorhidratul de
tetraciclind se precipitd prin adaugarea de acid clorhidric concentrat.

H,C OH N(CH,),

O“‘ 3
H.C OH A NH, CaC,0,
OH OH OI O O O
0‘90 “ sco.
Ca

OH 0 OH'O e o N(CHo):
O : O‘Q‘ y
- “O
N(CH,),HO CH, OH O OH O
H,C OH *NH(CHs,), Extractie MeOH/AcBu

OH ¢
NH, cl Concentrare

OH O OHO

Figura 8.9. Schema reactiilor de izolare a tetraciclinei

8.5. Producerea tehnologica a tetraciclinelor de semisinteza

Spre deosebire de tetraciclinele obtinute prin biosintezd, tetraciclinele de
semisinteza prezintd o absorbtie mai ridicata (datorita lipofilicitatii mai mari), pot fi
administrate sub forma injectabila si au un spectru mai larg de actiune, inclusiv
impotriva bacteriilor rezistente la unele tetracicline si peniciline naturale.
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Doxiciclina poate fi obtinuta prin doua metode:

1. Reducerea grupei hidroxil tertiare a oxitetraciclinei (Fig. 8.10). In aceasta
metoda Se porneste de la oxitetraciclina care contine o grupa hidroxil (-OH)
tertiara la pozitia Cg. Reducerea acestei grupe hidroxil se face cu hidrogen
molecular (Hz) in prezenta unui catalizator de rodiu pe suport de carbon
activ (Rh-C). Prin aceasta reactie oxitetraciclina se transforma intr-un
derivat mai putin polar, care are o lipofilicitate mai mare, caracteristica
pentru doxiciclind. Doxiciclina obtinutd are o activitate antibacteriand
similard cu oxitetraciclina, dar cu o biodisponibilitate mai mare datoritd
caracteristicilor sale chimice Tmbunatatite.

HsC OH OH N(CHy), CH; OH N(CHy),

OH OH
O‘Q‘ O‘Q‘
OH O OH'O OH O OH' O

Figura 8.10. Smteza doxiciclinei prin reducerea grupel

hidroxil tertiare din pozitia Cs
2. Metoda cu N-clorosuccinimida (Fig. 8.11). Oxitetraciclina este tratatd cu N-
clorosuccinimida (NCS), un agent de clorurare. Aceasta introduce o grupare
cloro in molecula de oxitetraciclind, formand acetalul clorurat (compusul 1).
In prezenta acidului fluorhidric (HF), acetalul este transformat in derivatul
11a-cloro-6-exometilenic (compusul 2). Acidul fluorhidric este important in
activarea gruparii clorurd si permite formarea unei noi legaturi chimice,
generand un nou compus chimic. Dupa formarea compusului 2, se adauga un
agent reducator care elimind atomul de clor, rezultdnd intermediarul enolizat
(compusul 3). Aceastd etapa este importantd pentru stabilizarea structurii
chimice a moleculei. In urmitoarea etapa, intermediarul enolizat (compusul 3)
este tratat cu tiofenol, urmat de hidrogenare. Hidrogenarea contribuie la

reducerea legéturilor duble si la stabilizarea compusului.

Doxiciclina este utilizatd pentru aceleasi indicatii ca celelalte tetracicline.
Totusi, se remarca printr-o activitate mai mare Tmpotriva anumitor bacterii $i o
tolerabilitate mai buna. Este indicata in tratamentul infectiilor tractului respirator si
urogenital, infectiilor cu transmitere sexuala, dar si in diverse infectii ale pielii si
ale tesuturilor moi. Este utilizata pentru tratamentele de lunga durata in prevenirea
malariei si Th tratamentul diverselor maladiii parazitare.

Analogi: azudoxat, codidoxal, eftapan, vibramycin.
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Figura 8.11. Sinteza doxiciclinei prin tratarea oxitetraciclinei cu
N-clorosuccinimida
Minociclina este un antibiotic tetraciclinic semisintetic, obtinut printr-0
serie de reactii chimice din tetraciclina 6-demetilata, care este produsa prin
fermentare, atunci cand procesul de metilare este blocat. Minociclina se obtine in
sase etape din 6-demetiltetraciclina (Fig. 8.12):

v In prima etapd, tetraciclina este obtinuti prin proces de fermentare a
bacteriilor din genul Streptomyces, precum Streptomyces aureofaciens. Tn
aceastd etapa, bacteriile produc tetraciclina, un antibiotic cu spectru larg,
prin biosinteza. In procesul biosintetic al tetraciclinei existi o etapi in care
gruparile metil sunt adaugate pe anumite pozitii ale moleculei de
tetraciclina. Pentru a obtine 6-demetiltetraciclina, acest proces de metilare
este blocat, iar tetraciclina obtinutd are o grupare metil eliminata din pozitia
Ce a structurii chimice.

v Dupa obtinerea 6-demetiltetraciclinei, minociclina este sintetizatd printr-un
proces chimic de modificare a structurii moleculei. 6-Demetiltetraciclina
sufera o serie de reactii chimice care includ modificarea radicalilor
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functionali. Acestea implicd reintroducerea unor grupari functionale care
modifica Iipofi lia si activitatea biologicad a moleculei.

OH OH
Oogu = O‘QU o
OH OH

OH O OH O OH O OH O
6-demetiltetraciclina 1
N(CH
OH OH
SSoe et O‘Q‘ s
— O,N H,
H,N OH
OH O OH O OH O OH O
2 3
N(CH
OH OH
O‘Q‘ cuonon: O‘Q‘
HN OH
OH O OH O OH O OH O
4 5
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Figura 8.12. Sinteza minociclinei din 6-demetiltetraciclina

v' O etapa esentiala in sinteza minociclinei este introducerea unei grupari
amino in nucleul tetraciclic. Aceasta grupa are un rol important in cresterea
lipofilicitatii moleculei si in potentarea efectului antibacterian, in special
fata de bacteriile rezistente la tetraciclinele naturale.

v' Pentru a imbundtiti activitatea minociclinei, se efectueaza modificari
chimice ale grupelor hidroxil din pozitiile Cg si C7, ceea ce imbunatateste
stabilitatea si eficienta acesteia Impotriva anumitor tulpini de bacterii.
Minociclina este utilizatd in tratamentul unor infectii bacteriene care nu pot

fi tratate eficient cu alte tetracicline, precum infectii respiratorii, ale tractului urinar,
dermice, ale tractului genital si limfatic, oculare. In plus, este eficientd impotriva
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unor bacterii rezistente la alte tetracicline, ceea ce o face utild in tratamentele
infectiilor persistente. Analogi: clinocin, minocyn, vectrin etc.
Metaciclina

Metaciclina este obtinuta din oxitetraciclina printr-un proces chimic (Fig. 8.13).
H,C OH OH N(CH,), H,C O OH N(CH,),
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Figura 8.13. Sinteza metaciclinei din oxitetraciclina

Oxitetraciclina este obtinutd prin fermentare utilizand bacterii din genul
Streptomyces. In procesul de semisinteza, oxitetraciclina este tratati cu trioxid de
piridind, agent de oxidare care favorizeazd modificarea structurii chimice a
moleculei de oxitetraciclina. In aceasti etapa, trioxidul de piridina ataca gruparile
specifice ale oxitetraciclinei, facilitind formarea unui intermediar chimic reactiv,
care va duce la modificarea structurii sale. Dupa oxidarea initiald, intermediarul
reactiv rezultat din tratamentul cu trioxid de piridina este tratat cu acid fluorhidric
(HF). Acidul fluorhidric poate induce formarea unei grupe acetat in molecula de
oxitetraciclind, transformand-o astfel intr-o forma diferitd, mai stabild si cu un
spectru de activitate modificat. Dupa reactia cu acidul fluorhidric, acetatul format
reactioneaza pentru a produce metaciclina, derivatul semisintetic al oxitetraciclinei.
Metaciclina are o lipofilicitate mai importantd decat tetraciclina, ceea ce
favorizeaza absorbtia tisulara si, prin urmare, eficienta terapeutica a acesteia.

Analog altor tetracicline, metaciclina este utilizatd pentru tratamentul unui
spectru larg de infectii bacteriene, inclusiv ale cdilor respiratorii (pneumonii,
brongite), ale tractului urinar (cistite, pielonefrite); ale pielii (acnee, infectii
cutanate bacteriene), gastrointestinale si oculare.

Metaciclina are un profil de tolerabilitate mai bun comparativ cu alte
tetracicline, ceea ce o face optiune favorabila in tratamentele pe termen lung sau in
cazurile Tn care alte tetracicline sunt mai putin tolerate.

Analogi: rondomicina, metamicina etc.
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intrebari pentru autoevaluare

1. Clasificati si prezentati structura chimica generala a tetraciclinelor.

2. Explicati mecanismul de actiune a tetraciclinelor asupra bacteriilor.

3. Explicati mecanismul de dezvoltare a rezistentei bacteriilor la
tetracicline.

4. Prezentati si explicati principalele etape de biosinteza a tetraciclinelor.

5. Descrieti procesul biotehnologic de producere a tetraciclinelor naturale,
materiile prime, conditiile optime de fermentare.

6. Propuneti metode de separare si purificare a tetraciclinelor din
bioamestec.

7. Descrieti mecanismele de biosinteza a tetraciclinelor semisintetice.

Propuneti fluxul tehnologic de producere a tetraciclinelor semisintetice.

9. Argumentati avantajele tetraciclinelor de semisinteza fata de cele
naturale, din punct de vedere farmaceutic.

10. Propuneti metode de optimizare a procesului biotehnologic de obtinere a
tetraciclinelor in scopul cresterii randamentului global si puritatii
produsului finit.

©o
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9. BIOTEHNOLOGIA PROTEINELOR RECOMBINANTE

1. Proteine recombinante: clasificare, structurd, proprietiti, utilizare
farmaceutica si/sau cosmetica

2. Proteine folosite 1n cosmetologie: colagenul, cheratina si cheratina
hidrolizata, toxina botulinum

3. Biotehnologia producerii insulinei: materii prime, etape de prefermentare,
biosinteza, izolare si purificare

Abilitati

Studentul:

- clasifica proteinele dupa structura si proprietatile biologice;

- caracterizeaza proteinele folosite In industria farmaceutica si cosmetica,

- explica diferenta dintre proteinele native si cele recombinante;

- relateazd referitor la structura, biosinteza si proprietatile proteinelor de interes
farmaceutic si/sau cosmetic;

- descrie etapele si parametrii tehnici ai proceselor biotehnologice de biosinteza a
insulinei;

- elaboreazad schema tehnologicd de producere a insulinei;

- argumenteazd importanta producerii insulinei pe cale biotehnologica.

9.1. Proteine recombinante: clasificare, structuri, proprietiti, utilizare
farmaceutica si/sau cosmetica

Proteinele recombinante sunt descoperiri semnificative Th biotehnologia
biomedicala. Ele sunt utilizate nu doar in cercetarea biomedicald, dar si in
tratamentele medicale, sub forma de medicamente. Prima proteind recombinanta
utilizata 1n tratament a fost insulina umana recombinantd, aprobatd in 1982. De
atunci, industria proteinelor recombinante s-a dezvoltat rapid. Pana in prezent,
peste 130 de proteine recombinante au fost aprobate de FDA (Food and Drug
Administration) din SUA pentru uz clinic. La nivel global, mai mult de 170 de
proteine recombinante sunt produse si utilizate in medicind. Proteinele
recombinante utilizate in practica clinica includ hormoni recombinanti, interferoni,
interleukine, factori de crestere, factori de necroza tumorala, factori de coagulare a
sangelui, medicamente trombolitice si enzime. Acestea sunt folosite pentru tratarea
unor boli majore, precum diabetul, nanismul, infarctul miocardic, insuficienta
cardiacd congestiva, accidentul vascular cerebral, scleroza multipld, neutropenia,
trombocitopenia, anemia, hepatita, artrita reumatoida, astmul, boala Crohn, precum
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si in terapii anticancer. Proteinele recombinante sunt proteine obtinute cu ajutorul
microorganismelor modificate genetic, care contin gena sau genele de biosinteza a
acestora. Microorganismele folosite in acest sens sunt bacteriile, drojdiile, celulele
mamiferelor.

Tehnologia de ADN recombinant presupune frecvent inserarea cu ajutorul
enzimelor specifice a genelor de interes in plasmida microorganismului donor,
obtinandu-se astfel plasmide modificate genetic (ADN recombinant). Utilizand
substante chimice specifice, numite promotori, are loc activarea genelor care
asigura biosinteza produsului de interes; schema generald este prezentatd n
figura 9.1.

Fragment

hinl:’nurat
Gena de interes \ (
Celula umana

Combinare
ADN

ADN
recombinat

Cromozom

Plasmida

e

Diviziune

Celula bacteriana

Figura 9.1. Schema generali de obtinere a proteinelor recombinante prin
tehnologia de ADN recombinant

Pana in prezent, proteinele recombinante terapeutice au evoluat in trei
generatii (Tab. A.9.1).

Prima generatie a inclus proteine recombinante cu structuri native, identice
cu cele naturale, fard modificdri structurale sau functionale semnificative.
Proteinele recombinante din prima generatie sunt utilizate pentru a Tnlocui
proteinele endogene in deficiente sau disfunctii biologice (€X., insulind, hormon de
crestere uman, interferon a-2). Aceste proteine au o eficientd terapeuticd mai mica,
cu biodisponibilitate si stabilitate limitata.

In a doua generatie sunt incluse proteine modificate genetic pentru a
imbundtdti proprietdtile lor, cum ar fi farmacocinetica (PK), biodistributia sau
specificitatea, in scopul reducerii efectelor secundare si cresterii eficacitatii.
Aceasta generatie include proteine cu functii noi sau modificate (ex., interferoni cu
rezistentd crescuta la proteoliza, anticorpi monoclonali). Pentru producerea de
proteine optimizate (ex., pegilarea pentru stabilitate sporitd) sunt utilizate
tehnologii avansate.

Iar a treia generatie include proteine cu modificari complexe si multiple,
concepute pentru noi cdi de administrare sau mecanisme de actiune, folosind
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integrarea cu tehnologii emergente, cum ar fi nanomedicinele sau sistemele de
livrare inteligente. Aceastd generatic include proteine de fuziune, proteine cu
activitate multipld si terapii combinate, care au demonstrat sigurantd si eficienta
clinicd imbunatatite semnificativ. Aceste caracteristici reflecta progresul tehnologic
in dezvoltarea proteinelor recombinante, de la simple substitutii ale proteinelor
naturale la terapii inovatoare bazate pe inginerie moleculara.

Structura proteinelor recombinante este similara cu cea a proteinelor
naturale, fiind formatd din aminoacizi legati prin legaturi peptidice. Totusi, in
functie de procesul de productie si scopul terapeutic, aceste proteine pot prezenta
particularitati structurale si functionale. Nivelurile structurale ale proteinelor
recombinante sunt similare celor naturale, fiind clasificate in proteine cu structura
primara, secundara, tertiara si cuaternara.

Structura primara — reprezinta secventa liniard de aminoacizi, determinata
genetic. La proteinele recombinante, secventa este proiectata sa fie identica cu cea
a proteinei native sau sa includa modificari pentru a spori eficienta sau stabilitatea.

Structura secundara — contine aranjamente locale regulate, cum ar fi a-helix
si f-pliata. Este stabilizata prin legaturi de hidrogen intre gruparile functionale ale
catenelor.

Structura tertiard — reprezintd aranjarea tridimensionalda completd a unei
proteine. Proteinele recombinante pot include regiuni modificate (ex.,: adaugarea
de etichete pentru purificare sau modificari ale domeniilor active pentru stabilitate).

Structura cuaternara (optionald) — se refera la asocierea mai multor lanturi
polipeptidice pentru a forma o proteina functionald. Exemple: anticorpi
monoclonali recombinati (IgG), care au o structurd cuaternarda compusd din doua
catene cu masa moleculara mare si doua catene cu masa moleculara mica.

Tipurile de modificari structurale posibile pentru proteine recombinante

Dintre tipurile de modificari structurale posibile pentru proteinele
recombinante fac parte:

- pegilare — adaugarea de molecule de polietilenglicol (PEG) pentru a creste
stabilitatea si timpul de Tnjumatatire.

Exemplu: Pegaspargaza, Pegfilgrastim, Pegloticaza etc.;

- glicozilare — modificare prin adaugarea de fragmente de carbohidrati pentru
a imita proteinele naturale sau pentru a le spori stabilitatea. Exemple:
Eritropoietina  recombinantd, anticorpi monoclonali  (Trastuzumab,
Rituximab, Adalimumab);

- fuzionare — proteinele pot fi create prin fuziunea a doua sau mai multor
domenii functionale diferite. Exemple: Etanercept (fuziune intre receptorul
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TNF si un fragment Fc de imunoglobulind), Belatacept (fuziune fintre
Domeniul Fc si CTLA-4), Romiplostim (fuziune intre domeniul receptorului
de trombopoietina si Fc) etc.;

- mutageneza directionatd — introducerea unor modificari specifice pentru a
imbunatati specificitatea, eficienta sau rezistenta la degradare. Exemple:
Interferon beta-1b, Eritropoietina (EPO) modificata, Factor VIla
recombinant etc.;

- etichete (tags) — adaugarea de secvente scurte de aminoacizi (ex.,: His-tag)
pentru a usura purificarea. Exemple: Insulina Recombinanta, Interferonul
Alfa Recombinant, Proteaza Caspazd Recombinantd, Dornaza Alfa
Recombinanta etc.

Printre factorii care influenteaza structura proteinelor recombinante se numara:
- sistemul de expresie — proteinele produse in bacterii (E. coli) pot fi
nonglicozilate, in timp ce cele produse in celule mamifere (CHO, HEK) pot
avea modificari posttranslationale complexe;
- mediul de productie — pH-ul, temperatura si conditiile de fermentare
afecteaza structura finala;
- tehnologiile utilizate — optimizarea proceselor de pliere, purificare si
formulare contribuie la obtinerea unei structuri corecte si functionale.
Structura proteinelor recombinante este proiectatd pentru a asigura o
functionalitate terapeutica optimd si pentru a minimiza riscurile, cum ar fi
imunogenicitatea sau instabilitatea.

Utilizarea farmaceutica si/sau cosmetica a proteinelor recombinante

Proteinele recombinante sunt esentiale in medicina moderna, avand aplicatii
diverse si impact semnificativ asupra calitdtii vietii pacientilor. Progresele
tehnologice continua sa amelioreze aceste tratamente, sporindu-le eficacitatea si
accesibilitatea.

Printre principalele utilizari farmaceutice ale proteinelor recombinante se
numara cele descriese mai jos.

1. Terapia hormonala

Proteinele recombinante sunt folosite pentru a inlocui sau suplimenta
hormonii naturali deficienti. Insulina recombinanta este utilizatd pentru gestionarea
diabetului zaharat de tip 1 si 2, oferind o alternativa sigura insulinei derivate din
surse animale. Hormonul de crestere uman (hGH) trateaza deficientele de crestere
la copii si adulti, precum si afectiunile de tipul sindromului Turner. Eritropoietina
(EPO) stimuleazd productia de celule rosii, fiind utilizatd in tratarea anemiei
asociate insuficientei renale cronice sau chimioterapiei.
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2. Tratamentul bolilor hematologice

Proteinele recombinante sunt esentiale pentru pacientii cu tulburari de
coagulare. Factorii de coagulare VIII si IX recombinanti sunt utilizati in
tratamentul hemofiliei A si B, reducand riscul infectiilor asociate produselor
derivate din sange.

3. Terapia imunologica si antivirald

Interferonii recombinanti (a-, -, y-) activeaza raspunsul imun, fiind folositi
in tratarea hepatitei B si C, sclerozei multiple si a anumitor forme de cancer.
Interleukinele recombinante, precum IL-2, sunt utilizate Tn imunoterapia cancerului
si a maladiilor autoimune.

4. Tratamentul bolilor oncologice

Proteinele recombinante au un rol central in terapia cancerului. Anticorpii
monoclonali recombinanti (de exemplu, Trastuzumab, Rituximab, Bevacizumab)
sunt folositi in tratarea diferitor tipuri de cancer, inclusiv a cancerului de san,
limfoamelor si tumorilor colorectale.

5. Terapia trombolitica si cardiovasculara

Activatorul tisular de plasminogen (tPA) este utilizat pentru dizolvarea
cheagurilor de sange 1n infarctul miocardic acut si accidentele vasculare cerebrale.
Aceastd clasd de proteine contribuie la reducerea mortalitatii si a dizabilitétilor
severe in cazurile de urgenta.

6. Enzime terapeutice

Enzimele recombinante inlocuiesc functiile deficitare sau ajuta in procese
specifice. a-Dornaza reduce mucusul in fibroza chistica. Pegaspargaza este
utilizatd in tratamentul leucemiei limfoblastice acute.

7. Tratamentul bolilor inflamatorii si autoimune

Inhibitorii TNF (cum ar fi Adalimumab si Etanercept) reduc inflamatia in
artrita reumatoida, boala Crohn si alte boli autoimune.

8. Fertilizare si sandatatea reproducerii

Gonadotropina corionica umand (hCG) stimuleaza ovulatia in tratamentele
de fertilitate si este folosita pentru sustinerea sarcinii In primele stadii.

9. Terapia bolilor rare

Proteinele recombinante sunt vitale pentru tratarea bolilor orfane. Enzimele
recombinante, precum a-glucozidaza (pentru boala Pompe) si idursulfaza (pentru
sindromul Hunter), sunt utilizate pentru afectiuni rare.

10. Aplicatii ale cheratinei recombinante in medicina prin folosirea in
calitate de:

- material bioactiv, ca matrice pentru regenerarea tesuturilor (piele, cartilaje);
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- substituenti cutanati, pentru tratarea arsurilor si ranilor cronice;
- implant, produse biocompatibile si biodegradabile.

Avantajele proteinelor recombinante in farmaceutica sunt numeroase:

- specificitate terapeuticad — actioneaza direct asupra cauzei moleculare a
bolii;

- sigurantd — reduc riscurile de contaminare cu agenti patogeni (ex.,
virusuri) comparativ cu produsele derivate din sénge;

- flexibilitate farmacologica — pot fi optimizate pentru proprietati
farmacocinetice si farmacodinamice superioare;

- reducerea reactiilor adverse — versiunile imbunatatite (ex., PEGilate) reduc
imunogenitatea si frecventa administrarii.

Proteinele recombinante reprezintd tratamente inovatoare care transforma
ingrijirea medicald si imbunatatesc semnificativ calitatea vietii pacientilor.

Utilizarea proteinelor recombinante in industria cosmetica reprezinta o
inovatie semnificativd in domeniul industriei de frumusete si ingrijire personala,
avand un impact notabil asupra eficientei produselor destinate pielii si parului.
Proteinele recombinante sunt utilizate pentru a spori efectele terapeutice ale
cosmeticelor, prin furnizarea de substante biologic active care pot actiona direct
asupra celulelor si tesuturilor.

Principalele utilizari ale proteinelor recombinante in industria cosmetica:

1. Antioxidante si antiimbatranire

Proteinele recombinante pot fi utilizate pentru a combate semnele
imbatranirii pielii. Superoxid dismutaza (SOD) recombinantd, un antioxidant
puternic care protejeazd celulele pielii impotriva stresului oxidativ si previne
deteriorarea cauzata de radicalii liberi. Se adaugd In creme si seruri pentru a
preveni imbatranirea prematura a pielii. Colagenul recombinant, folosit pentru a
stimula productia naturald de colagen in piele, contribuie la fermitatea si
elasticitatea acesteia.

2. Hidrarea si regenerarea pielii

Proteinele recombinante pot ajuta la mentinerea hidratarii pielii si la
regenerarea tesuturilor. Hormonul de crestere uman (hGH) este folosit Tn produse
care stimuleazd regenerarea celulara si cresterea activitdtii celulelor dermale.
Acesta poate contribui la Intinerirea pielii si la imbunatatirea aspectului general al
acesteia. Fibroblast growth factor (FGF) recombinant, proteine care favorizeaza
regenerarea tesuturilor si repararea leziunilor pielii.

3. Reducerea inflamatiilor §i protectia impotriva iritatiilor

Unele proteine recombinante pot avea efecte antiinflamatorii si protejeaza
pielea sensibila. Interferonii recombinanti (ex., interferonul alfa) sunt utilizati in
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creme si lotiuni pentru a reduce inflamatiile si iritatiile pielii, fiind utili Tn tratarea
afectiunilor precum acneea sau rozaceea.

4. Ingrijirea parului

Proteinele recombinante sunt folosite pentru a imbunatati sanatatea parului
si a scalpului. Cheratina recombinanta este folositd in sampoane si balsamuri
pentru a ntari si proteja firul de par, reducand ruperea si promovand un par mai
stralucitor si mai sanatos. Factorii de crestere recombinanti (ex., FGF) pot stimula
cresterea parului si pot preveni caderea acestuia prin revitalizarea foliculilor pilosi.

5. Protectia solara

Unele proteine recombinante au capacitatea de a proteja pielea de efectele
nocive ale radiatiillor UV. Molecule de protectie UV, obtinute prin inginerie
genetica, pot fi folosite in formuldri cosmetice pentru a proteja pielea de radiatiile
ultraviolete si pentru a preveni efectele negative ale expunerii prelungite la soare,
cum ar fi arsurile solare si imbatranirea prematura. Melanocortinele sunt peptide
sau proteine recombinante care stimuleazd productia de melanind Tn piele.
Melanina este un pigment natural care protejeaza pielea de efectele radiatiilor UV.
Melanocortinele pot fi utilizate Tn creme si lotiuni pentru a imbunatati protectia
naturald a pielii Impotriva soarelui. Superoxid dismutaza este o proteind
antioxidanta care poate fi utilizatd pentru a proteja pielea de stresul oxidativ cauzat
de expunerea la UV. Aceasta descompune radicalii liberi produsi in timpul
expunerii la radiatiile UV si ajutd la prevenirea imbatranirii premature a pielii si a
deteriorarii celulare.

6. Ingrijirea unghiilor

Proteinele recombinante pot fi folosite pentru imbunatatirea sanatatii
unghiilor. Colagenul si cheratina recombinanta intdresc unghiile fragede, previn
ruperea si stimuleaza cresterea sandtoasa a acestora.

7. Aplicatii ale cheratinei recombinante in industria cosmetica

Cheratina recombinanta tinde sa fie folosita in diverse domenii, precum
ingrijirea personala, medicina si industria materialelor, oferind solutii mai sigure,
sustenabile si eficiente.

Cheratina este un ingredient esential in industria cosmeticd, oferind
beneficii semnificative pentru ingrijirea parului, pielii si unghiilor. Progresul in
biotehnologie a extins utilizarea cheratinei si a variantelor sale derivate, oferind
optiuni sustenabile si eficiente pentru diverse tipuri de consumatori.

Cheratina recombinantd este folositd ca ingredient in produsele leave-in
(sampoanelor sau mastilor) pentru intarirea si repararea/restabilirea firului de par,
este utilizata pentru reducerea frizului si netezirea parului.
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Este folosita ca ingredient in produsele de Tngrijire a unghiilor (de ex.,
lacuri), astfel imbunatateste rezistenta si aspectul unghiilor.

Este folosita ca ingredient in produsele antiimbatranire, in diferite formulari
pentru piele care refac elasticitatea si stimuleaza regenerarea celulard, In creme si
lotiuni pentru pielea uscata si aspra.

Totodata, cheratina este folosita pentru dezvoltarea materialelor ecologice,
biodegradabile, in industria alimentara, in calitate de suplimente nutritionale,
datoritd aminoacizilor esentiali continuti (metionind, cisteind) etc.

Beneficiile proteinelor recombinante Tn industria cosmetica:

- sigurantd crescutd, proteinele recombinante sunt produse in conditii
controlate, eliminand riscurile asociate cu contaminarea sau reactiile adverse ce pot
aparea in cazul ingredientelor de origine animala sau vegetala;

- eficienta imbunatatita, proteinele recombinante sunt adesea mai pure si
mai eficiente decét versiunile naturale, avand o biodisponibilitate mai mare;

- personalizare, tehnologia de ingineric geneticd permite crearea unor
proteine cu caracteristici specifice, adaptate nevoilor precise ale pielei sau parului.

Proteinele recombinante reprezintd un domeniu promitator in cosmetica
modernd, oferind solutii inovatoare si eficiente pentru ingrijirea pielii si parului,
precum si pentru tratarea diferitelor afectiuni dermatologice. Acestea continud sa
transforme industria cosmetica, avand un impact major asupra dezvoltdrii
produselor de frumusete de inaltd performanta.

Enzimele produse prin biotehnologie sunt, de obicei, mai pure decét cele
extrase din surse naturale, ceea ce le face sigure pentru utilizarea in aplicatii
medicale si industriale. Exemple de enzime digestive si functia acestora sunt
prezentate in Tabelul 9.1.

Tabelul 9.1. Exemple de enzime digestive, functia, indicatiile clinice, sursa
recombinanta si caracteristicile specifice ale acestora

Enzima Functia Indicatii Sursa Caracteristici| Solubilitate
principala clinice recombinanti specifice
Tripsina Hidrolizeaza [Tratamentul [E. coli, drojdii  |[Rezistenta la  [Solubila in apa
proteinele in  |deficientelor proteoliza,
peptide si digestive, stabilitate
aminoacizi productie crescuta
industriala
Chemotripsina  [Hidrolizeazd  [Supliment Sisteme Activitate Moderat
legaturile pentru bacteriene sau |proteolitici  [solubila in apa
peptidice la  |deficiente celule eucariote imbunatatita
reziduurile enzimatice,
aromatice analize
proteice
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Pancreatina Digestia Tratamentul  [Escherichia coli, [Este un Solubila in apa,
(amestec-de- carbohidratilor, [insuficientei ~ [Saccharomyces [amestec de insolubild in
enzime) lipidelor sia |pancreatice  [cerevisiae amilaze, alcool si eter
proteinelor exocrine (ex., proteaze si

fibroza lipaze

chistica,

pancreatita

cronica)

Pepsina Hidrolizeaza [Terapie pentru |Drojdii, Stabilitate in  [Solubila in apa,
proteinele la  |hipoclorhidrie |mamifere medii acide  |insolubila in
pH acid alcool

Amilaza Degradeaza  [Tratamentul  [Bacillus subtilis, [Eficienta Solubila in apa,
carbohidratii in finsuficientei  drojdii crescuta la insolubild in
glucide simple |pancreatice diverse valori [solventi

ale pH-ului organici

Lipaza Hidrolizeazd [Pancreatita,  |Aspergillus Termostabilitate[Solubila in apa
lipidele in acizilinsuficientd  |niger, Candida |crescutd
grasi si glicerol pancreaticd  isp.

Dornaza alfa Descompune [Tratamentul  |Celule ovariene [Specificitate  [Solubila in apa,
IADN-ul din  ffibrozei de hamster ridicatd pentru |insolubild in
mucusul vascoschistice ADN solventi

extracelular  |organici

9.2. Proteine folosite in cosmetologie: colagenul, cheratina si cheratina
hidrolizata, toxina botulinum

Colagenul este o proteind structurald esentiala prezentd in piele, oase,
tendoane si in alte tesuturi conjunctive, fiind responsabild de rezistenta si
elasticitatea acestora. Este cea mai abundentd proteind din organismul uman si are
un rol crucial in mentinerea integritatii structurale a tesuturilor. Colagenul, cea mai
abundenta proteind din matricea extracelulara a celulelor animale, are un rol
esential in asigurarea suportului structural si in reglarea comportamentului celular.
Pana in prezent au fost identificate 29 de tipuri de colagen, dintre care tipurile I, I
si I1I constituie peste 90% din totalul colagenului din corpul uman. Colagenul ofera
rezistenta la tractiune si este 0 componenta principala a pielii, oaselor, cartilajelor
imunogenitdtii scazute, colagenul a fost cercetat pe larg si utilizat ca biomaterial in
domeniul ingineriei tisulare si al medicinei regenerative.

Cu toate acestea, majoritatea colagenului
biomedicale este inca derivat din surse animale, precum pielea, tendoanele si oasele
bovinelor, porcilor etc. Colagenul de origine animala prezinta anumite dezavantaje
inerente. Acesta manifestad variabilitate de la lot la lot In ceea ce priveste cantitatea
si calitatea, poate declansa rdspunsuri imunogene si implica riscul transmiterii de

utilizat pentru aplicatii

virusuri sau prioni de origine animala.
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In ciuda succesului produselor de colagen de origine animald, cum ar fi
Zyderm, dezvoltarea colagenului recombinant are ca obiectiv perfectionarea
sigurantei si eficacitatii tratamentelor pe bazd de colagen. Obtinuti prin tehnici
complexe in vitro, colagenii recombinanti sunt proiectati sa emuleze modificarile
posttranslationale observate 1in colagenii naturali, precum hidroxilarea si
glicozilarea, oferind astfel un grad ridicat de asemanare cu colagenul uman.

Colagenul uman recombinant, produs prin metode biotehnologice, poate
depisi limitarile asociate cu colagenul xenogenic sau alogenic. In ultimele decenii,
cercetarile asupra colagenului recombinant au realizat progrese semnificative in
domeniile recombinarii genetice, exprimarii proteinelor si dezvoltarii materialelor.

Formele de colagen in utilizarile comerciale si biotehnologice:

Colagenul natural este extras din surse animale, cum ar fi pielea bovinelor,
pesti sau porcine. Este folosit in cosmetica, medicina si in industria alimentara.

Colagenul hidrolizat rezulta prin descompunerea colagenului in peptide mai
mici, usor absorbabile. Este utilizat in suplimente alimentare, produse anti-
imbatranire si pentru sanatatea articulatiilor.

Colagenul recombinant este obtinut prin inginerie genetica, folosind
microorganisme precum bacteriile (E. coli) sau drojdiile modificate genetic pentru
a produce colagen uman de tip specific.

Utilizari in cosmetica

Produse antiimbatranire — colagenul este utilizat pentru reducerea ridurilor
si Tmbundtatirea elasticitatii pielii.

Hidratare — colagenul si peptidele de colagen ajuta la mentinerea nivelului
optim de hidratare a pielii.

Produse pentru par si unghii — fortificd structura acestora si stimuleaza
regenerarea.

Terapie injectabila — colagenul injectabil este folosit pentru conturarea fetei
si reducerea semnelor de imbatranire.

Producerea biotehnologicd a colagenului implicd utilizarea organismelor
modificate genetic pentru a sintetiza proteina colagenului in conditii controlate. In
acest scop sunt folosite diferite tipuri de microorganisme.

Escherichia coli (E. coli) este frecvent utilizata ca gazda in biologia
sintetica datoritd faptului ca genomul sau a fost complet secventiat si bine studiat,
ceea ce permite manipularea geneticd convenabild si previzibila. In plus, E. coli
prezintd o cineticd de crestere rapida, poate fi cultivatd in culturi de densitate mare
si este scalabila, fiind deja utilizatda pentru producerea de insulind la scard
industriala.
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Desi organismele procariote, inclusiv E. coli, sintetizeaza colagen bacterian
ce contine secvente repetitive de tip Gly-X-Y, acest colagen diferd semnificativ de
cel uman in ceea ce priveste tipul si distributia aminoacizilor, precum si structura
acestuia. Din cauza lipsei mecanismelor de modificare posttraductionala in
procariote, hidroxiprolina lipseste din colagenul bacterian. Aceastd absenta
limiteaza utilizarea E. coli pentru productia de colagen uman recombinant, intrucat
hidroxilarea este esentiald pentru formarea colagenului nativ stabil termic.

Ca urmare, majoritatea studiilor privind colagenul produs in E. coli se
concentreaza fie pe sectiuni functionale mici ale colagenului uman, fie pe colagen
bacterian asemandtor omului. Cercetdrile privind productia de colagen uman
recombinant in E. coli sunt mai putin avansate comparativ cu cele realizate in
organismele eucariote, ceea ce evoca provocarile si, totodata, oportunitatile
existente n acest domeniu.

Drojdiile sunt frecvent utilizate in biologia sintetica datorita usurintei
manipularii genetice si costurilor relativ scazute de intretinere. Printre cele mai
utilizate specii se numara Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) si Pichia
pastoris (P. pastoris), folosite ca platforme pentru productia de colagen uman
recombinant. Deoarece drojdiile nu dispun de prolil si lisil hidroxilaze native si nu
pot efectua hidroxilari posttranslationale, colagenul produs de acestea este
nehidroxilat si termic instabil la 37°C.

Pentru a remedia aceastd limitare, prolil hidroxilazele umane sunt co-
exprimate cu colagenul uman, permitdnd hidroxilarea prolinei. Expresia
colagenului Tmbunatateste stabilitatea si activitatea prolil hidroxilazelor, ceea ce a
permis obtinerea unui colagen triplu elicoidal de tip III, cu un nivel de hidroxilare
aproape nativ, n P. pastoris. Totusi, hidroxilarea lizinei lipseste, iar randamentul
obtinut (~15 mg/L) este scazut. Studii ulterioare efectuate au raportat imbunatatirea
randamentului de colagen triplu elicoidal pana la 0,6 g/L prin cultivarea P. pastoris
intr-un bioreactor cu aport constant de oxigen.

Colagenii heterotrimerici sunt mai dificil de exprimat decat homotrimerii,
deoarece necesitd gene suplimentare. Cu toate acestea, colagenii heterotrimerici,
precum colagenul de tip I, au aplicatii mai extinse in comparatie cu homotrimerii,
precum colagenul de tip III, subliniind importanta dezvoltarii unor metode eficiente
de sinteza a heterotrimerilor. Pentru aceasta au fost optimizate strategii de clonare
si expresie pentru subunitatile prolil hidroxilazelor, precum si pentru polipeptidele
care formeaza colagenul de tip I (procolagen lal si procolagen 1a2) in P. pastoris.
Acest lucru a permis obtinerea raportului de 2:1 caracteristic colagenului de tip I
intre lanturile procolagen lal si procolagen 102. Rezultate similare au fost obtinute
in S. cerevisiae.
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Saccharomyces cerevisiae a fost de asemenea utilizata pe scara larga pentru
producerea de colagen recombinant. De exemplu, s-au proiectat S. cerevisiae
pentru a produce colagen de tip 111 utilizand prolil hidroxilaze, dar s-a obtinut doar
0,5% hidroxilare a prolinei, un nivel redus in comparatie cu hidroxilarea
colagenului uman nativ. Utilizdnd o strategie de clonare alternativd s-au obtinut
niveluri mai ridicate de hidroxilare a colagenului uman de tip 11l in S. cerevisiae,
desi hidroxilarea a ramas sub nivelul colagenului nativ.

Tn timp ce majoritatea studiilor s-au concentrat pe atingerea gradelor native
de hidroxilare a prolinei, unii cercetatori au descoperit ca regiunile N- si C- nu sunt
necesare pentru formarea unei conformatii triple elicoidale. Indepartarea acestor
regiuni a crescut randamentul colagenului, sugerand ca randamentul poate fi
imbunatatit prin proiecte genetice deliberate.

Biotehnologia vegetald s-a dezvoltat pentru a sustine durabilitatea
aproviziondrii cu alimente, ca raspuns la cresterea populatiei mondiale si la efectele
schimbarilor de mediu asupra randamentului agricol. Dezvoltarea unor instrumente
avansate de inginerie genetica si cererea tot mai mare de biomateriale medicale au
directionat cercetarea spre plante transgenice care pot sa produca biomateriale.

Astfel au fost realizate multiple studii asupra colagenului recombinant de
origine vegetald, cu un accent deosebit pe productia de colagen de tip I utilizdnd
plantele de tutun (Nicotiana tabacum). Desi plantele de tutun poseda prolil
hidroxilaza pentru hidroxilarea prolinei, activitatea acestei enzime este insuficienta
pentru a atinge gradele native umane de hidroxilare. Astfel, a fost necesara
modificarea geneticd a plantelor pentru a exprima prolil hidroxilazele umane. Tn
plus, a fost exprimata lisil hidroxilaza umana in tutun pentru hidroxilarea lizinei.

O diferenta notabila intre transformarea genetica a E. coli si cea a plantelor
este legati de dimensiunea materialului genetic. In timp ce eficienta transformarii
scade n E. coli pe masura ce dimensiunea plasmidei creste, transformarea mediata
de Agrobacterium permite introducerea unor secvente genetice mai lungi in
celulele vegetale. Acest lucru face posibila exprimarea simultand a genelor pentru
procolagenlal, procolagenla2, prolil hidroxilazd si lisil hidroxilaza in aceeasi
celula. Pentru a optimiza acumularea colagenului, au fost utilizate peptidele semnal
pentru a directiona produsul spre compartimente subcelulare specifice, cum ar fi
vacuola vegetala.

Cercetdrile au demonstrat cd are loc hidroxilarea atat a prolinei, cat si a
lizinei la niveluri similare cu cele ale colagenului uman de tip I. De asemenea, s-a
stabilit ca colagenul produs de tutun poate forma fibrile. Mai mult, alinierea
fibrilelor de colagen este esentiald pentru obtinerea proprietatilor mecanice dorite.
Pentru a imita structura colagenului din tendonul uman, fibrilele au fost aliniate

177



prin aplicarea unor forte de forfecare in timpul extrudarii in faza cristalind lichida a
colagenului. Aceasta a reprezentat prima demonstratie a formarii fibrilelor din
colagen recombinant uman de lungime completa.

Pe langa tutun, cercetatorii au utilizat porumbul ca gazda alternativa pentru
producerea de procolagenlal uman recombinant, demonstrand un continut de
hidroxiprolind comparabil cu cel al colagenului uman nativ. Desi tehnologia
asociatd porumbului nu a atins inca acelasi nivel de maturitate ca cea a tutunului,
acest studiu subliniazd potentialul porumbului ca alternativa pentru productia de
colagen recombinant.

Un avantaj semnificativ al colagenului derivat din plante constd in
scalabilitatea acestora. Spre deosebire de productia in celule procariote sau
eucariote, care necesitd bioreactoare complexe si surse de nutrienti costisitoare,
extinderea productiei de colagen in plante se poate realiza simplu prin cresterea
cantitatilor cultivate. Alternativ, plantele pot fi crescute sub forma de culturi
celulare sau calusuri in bioreactoare, daca este necesar.

Bioproductia de colagen recombinant se confruntd incd cu provocari
semnificative, precum randamentul scazut, costurile ridicate si incapacitatea de a
reproduce pe deplin modificarile posttranslationale caracteristice colagenului nativ.
Aceste limitari fac ca produsele actuale sd fie costisitoare si sd nu prezinte
proprietiti biologice optime. In ciuda potentialului acestora, aceste probleme
nerezolvate reduc atractivitatea colagenului recombinant in comparatie cu
colagenul de origine animala, care ramane standardul in industrie.

Ca alternativa, sistemele de expresie fard celule reprezintd o optiune
promitatoare pentru obtinerea productiei si purificdrii la scard largd a colagenului
uman. Recent, aceste sisteme, derivate din celule de mamifere cultivate, au devenit
virale datoritd capacitatii acestora de a realiza glicozilare si alte modificari
posttranslationale. Platformele de sinteza a proteinelor fara celule evolueaza rapid,
trecand de la sinteza rentabila la scard mica la sisteme de productie la scard mare.

Progresele recente in tehnologiile de manipulare a ADN-ului, impreuna cu
scaderea costurilor pentru sinteza ADN-ului, reduc semnificativ durata si costurile
proceselor de cercetare si dezvoltare. Acest lucru ar putea duce la preturi mai
accesibile si la o biomimetizare mai precisa a colagenului recombinant.

De asemenea, este esential ca scalabilitatea sd fie integratd in etapa de
proiectare a constructelor de colagen sintetic. Acest lucru ar permite aplicarea
tehnicilor de biofabricare pentru ca producerea economica la scard largd a
colagenului recombinant sa devina realitate.

Bioproductia ofera un colagen sigur, uniform si de inalta calitate, eliminand
riscurile asociate surselor animale.
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Etapele principale de producere biotehnologica a colagenului sunt:

1. Identificarea si izolarea genelor colagenului — la aceastd etapd se
selecteaza gena umana sau animala responsabild pentru producerea colagenului.
Gena este izolata din ADN-ul original folosind tehnici de biologie moleculara, cum
ar fi PCR (reactia de polimerizare in lant).

2. Inserarea genei in vectori de expresie, cum ar fi un plasmid. Vectorul
contine elemente necesare pentru a permite expresia genei, cum ar fi promotorii.
Ulterior vectorul este introdus in microorganisme, cum ar fi Escherichia coli,
drojdii (Pichia pastoris) sau celule de mamifere, care vor produce colagenul.

3. Transformarea organismelor gazda — vectorii de expresie sunt introdusi in
celulele gazda prin tehnici precum electroporatia sau transductia. Celulele care au
incorporat corect gena colagenului sunt selectate si cultivate.

4. Cultivarea microorganismelor modificate genetic — celulele gazda sunt
cultivate in bioreactoare cu medii nutritive optime. Tn timpul procesului de
fermentare se monitorizeazd temperatura, pH-ul si oxigenul pentru a maximiza
productia de colagen.

5. Recuperarea si purificarea colagenului — la aceasta etapa celulele gazda
sunt lezate pentru a elibera colagenul produs.

Etapele de purificare implica: filtrarea, ultracentrifugarea, cromatografia
(ex., schimb ionic sau gel-filtrare).

La etapa de purificare se elimind contaminantii si se obtine colagen de
calitate farmaceutica sau cosmetica.

6. Maturarea posttranslationala prin hidroxilare si glicozilare. Aceste
modificari sunt esentiale pentru functionalitatea si structura colagenului. Deci,
procolagenul sufera multiple modificari posttraductionale inainte de a se maturiza
n tropocolagen, care ulterior poate fi reticulat pentru a forma fibrile de colagen.
Aceste modificari posttraductionale sunt esentiale pentru asigurarea asocierii
corecte a celor trei molecule de procolagen monocatenar, care pot forma
tropocolagen heterotrimeric sau homotrimeric. Doar tropocolagenul cu stabilitate
termica se poate asocia pentru a forma fibrile de colagen, care se organizeaza
ulterior in fibre de colagen. Un proces crucial in aceastd stabilizare este
hidroxilarea prolinelor la hidroxiprolina, care contribuie semnificativ la mentinerea
stabilitatii termice a triplu-elicei de procolagen. Deficientele in acest proces pot
conduce la afectiuni severe, dintre care cea mai notabila este scorbutul.
Hidroxilarea lizinei la hidroxilizind este esentiala pentru condensarea moleculelor
de colagen in vederea formarii unei fibrile rezistente la tensiune. Hidroxilizina
serveste si ca punct de atasare pentru glicozilare, proces fard de care fibrilele de

colagen nu s-ar forma. Hidroxilarea lizinei si a prolinei este catalizata de enzimele
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lisil-hidroxilaza si prolil-4-hidroxilaza, respectiv necesitand vitamina C ca cofactor.
In absenta acestuia, peptidele de colagen nu pot forma fibre si sunt degradate in
interiorul celulei. Colagenul uman este hidroxilat in proportie de aproximativ
42-54%.

Tn unele cazuri, colagenul este asamblat in structuri fibrilare specifice.

7. Formulare si sterilizare

Colagenul purificat este formulat in produse finale (geluri, solutii, creme,
fiole injectabile etc.), iar pentru utilizare in cosmeticd, medicina sau cercetare este
sterilizat.

Avantajele biotehnologiei colagenului:

- Elimina riscul de contaminare cu patogeni sau alergeni din sursele animale.
- Produce colagen cu specificatii precise si structurd controlata.
- Reduce impactul asupra biodiversitdtii animale.

Aceste modificari subtile au condus la existenta a 28 de tipuri diferite de
colagen, dintre care majoritatea apartin tipurilor I, IT si III.

Colagenul de tip | este cel mai abundent tip de colagen din organismul
uman si reprezintd o componenta structurala fundamentala a tesutului conjunctiv.
Este prezent in piele, oase, tendoane, ligamente si cornee. Este format dintr-o0
structura triplu-elicoidala, alcatuitd din doud lanturi alfa-1 (COL1Al) si un lant
alfa-2 (COL1A2), aranjate intr-o configuratie specifica.

Structura secventiala

La fel ca alte tipuri de colagen, colagenul de tip I urmeaza un model
repetitiv tripeptidic: Gly-X-Y, unde X este frecvent prolina, iar Y este deseori
hidroxiprolina sau hidroxilizina. Structura chimica grafica este prezentata in figura
A9.1.

Un fragment reprezentativ din lantul a-1 al colagenului de tip I si II este
prezentat in ec. (9.1):

Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Gly-Ala-Hyp

(9.1)
Structura completa a lanturilor:
- lanturile a-1 — reprezentat de secvente repetitive mai lungi de tipul Gly-X-Y;
- lanturile a-2 — este similar cu a-1, dar cu usoare variatii de secventa pentru
functionalitate.
Caracteristici ale colagenului de tip I
- structura triplu-helicoidala ofera rezistentd mecanica si elasticitate;
- bogat Tn aminoacizi glicina, prolind si hidroxiprolina, cu o proportie mai
mica de hidroxilizina;
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- cele trei catene polipeptidice (triplu-helix) sunt organizate intr-o spirala
rigida, legata prin legaturi de hidrogen;

- lanturile triplu-helix se autoasambleaza in fibrile mai mari, stabilizate de
legéturi incrucisate covalente.

Rolul Tn organism:

- confera pielii elasticitate si rezistenta la tractiune;

- oferd oaselor un suport organic pentru depunerea sarurilor minerale;

- ofera tendoanelor si ligamentelor rezistenta la intindere si flexibilitate;
- ofera corneei Claritate si structurd pentru transmiterea luminii.

Colagenul de tip Il este o componentd structurald esentiald a cartilajului
hialin si a altor tesuturi conjunctive, fiind implicat in mentinerea elasticitatii si
rezistentei mecanice a articulatiilor. Acest tip de colagen este compus exclusiv din
lanturi a-1 care formeaza o structura triplu-helicoidald caracteristica.

Similar altor tipuri de colagen, colagenul de tip II are o secventa repetitiva
de tip: Gly-X-Y, unde X este adesea prolina (Pro), iar Y este hidroxiprolina (Hyp)
sau hidroxilizina (Hyl).

Caracteristici:

- structura triplu-helicoidala este constituita din trei lanturi a-1 identice. Este
bogat in glicind, prolina si hidroxiprolind, care confera stabilitate structurii;

- spre deosebire de colagenul de tip I, fibrilele de colagen de tip Il sunt mai
fine si sunt optimizate pentru a suporta presiuni constante.

- spre deosebire de colagenul de tip I, fibrilele de colagen de tip Il sunt
dispersate in matricea extracelulara.

Rolul in organism:

- constituie aproximativ 50% din totalul proteinelor cartilajului si 85-90% din
colagenul prezent;

- mentine elasticitatea si rezistenta mecanica;

- contribuie la formarea corpului vitros si a cartilajului elastic din urechea
interna si ochi.

Colagenul de tip Il este un component structural major al tesutului
conjunctiv si este format predominant din fibre reticulare. Secventa lui primara
urmeaza acelasi model repetitiv caracteristic colagenului, avand repetarea
tripeptidica glicina-X-Y, cu X s1 Y fiind predominant prolina si hidroxiprolina.

Caracteristici ale colagenului de tip 111:

- repetitivitatea Gly la fiecare al treilea aminoacid este esentialda pentru
formarea structurii triplu-helicoidale;
- are un continut ridicat de Pro si Hyp care confera rigiditate si stabilitate
elicei triple;
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- formeaza fibre fine si este asociat cu colagenul de tip I, contribuind la
elasticitatea tesutului.

Aplicatii:

Colagenul de tip 1l recombinant este utilizat in regenerarea pielii,
vindecarea ranilor si in alte aplicatii biotehnologice si medicale.

Proteine recombinante — cheratina

Cheratina este o proteina structurala fibroasa, prezenta in mod natural in
par, piele si unghii, fiind esentiald pentru mentinerea integritatii, elasticitatii si
rezistentei acestor structuri. Tn domeniul cosmetic, cheratina este utilizata pentru a
repara, intdri si imbunatati sdndtatea parului si a pielii, fiind un ingredient
important in produsele de ingrijire personala.

Cheratina utilizatd in cosmetica provine in general din surse animale,
precum land, pene sau copite, dar existd si variante sintetice si vegetale obtinute
prin biotehnologii moderne. Este principalul component al cuticulelor de par si al
stratului cornos al epidermei, oferind protectie impotriva agresiunilor mecanice,
chimice si de mediu.

Cheratina are numerose proprietati, precum: reparatoare si protectoare —
ajutd la refacerea cuticulei de par deteriorate, formeaza un strat protector pe firul de
par sau pe piele, reducand pierderile de umiditate, leagd moleculele de apa,
contribuind la mentinerea hidratarii naturale, imbunatateste elasticitatea parului si a
pielii, reducand ruperea si fragilitatea. Deoarece este similard cu proteinele naturale
din corp, cheratina este bine tolerata si eficienta.

Tipuri de cheratina in cosmetice

- Cheratina hidrolizata — este obtinuta prin descompunerea cheratinei n
fragmente mai mici pentru a fi mai usor absorbitd. Este utilizata frecvent in
produse pentru repararea parului deteriorat.

- Cheratina solubila — poate fi dizolvata in apa, fiind mai usor integrata in
formulele cosmetice.

Ideala pentru tratamente leave-in (folosita fara clatire) si seruri pentru par.

- Cheratina nativa — este intacta din punct de vedere structural si este mai
potrivita pentru aplicdri locale, insa are o absorbtie redusa.

- Cheratina vegetalda — alternativd vegana, obtinutd din proteine vegetale
(gréu, soia, orez). Are proprietati similare cu cheratina animald, dar cu
biodisponibilitate usor diferita.

- Cheratina cu aminoacizi adaugati — formulata pentru a include aminoacizi
esentiali (cistind, metionind) pentru regenerarea si intarirea parului.

182



Cheratina recombinanta, similar celei naturale, este o proteina fibroasa, dar
cu anumite particularitati legate de structura chimica, determinate de procesul de
sinteza biotehnologica (Fig. A.9.2).

1. Secventa primara (secventa aminoacizilor)

Secventa de aminoacizi a cheratinei recombinante este similara cheratinei
native, dar poate fi modificatd pentru a Tmbunatdti stabilitatea, solubilitatea sau
eficienta in utilizdrile industriale. Secventa aminoacizilor poate fi obtinuta prin
inginerie geneticd, iar microorganismele (de obicei E. coli, Pichia pastoris) sau
celulele de mamifere sunt modificate genetic pentru a produce cheratina
recombinanta cu o secventa specificd. Secventa repetitiva caracteristica cheratinei
este (a—b—c—d-e-f-g), unde a si d sunt de obicei aminoacizi hidrofobi care
favorizeaza formarea structurii de a-helix si stabilizarea fibrelor de cheratina.

2. Secventa secundara

Cheratina este o proteina a-helix sau f-pilata, in functie de tipul specific de
cheratind. Structura secundarda depinde de secventa aminoacizilor si de
interactiunile chimice dintre acestia. Aranjarea in a-helix este o caracteristica-cheie
a Cheratinei naturale si este esentiala pentru proprietatile sale mecanice, cum ar fi
rezistenta la tractiune si elasticitatea. In cheratina recombinanti, secventele
aminoacizilor pot fi modificate in functic de aplicatiile dorite (de exemplu,
imbunatatirea stabilitdtii termice sau mecanice).

3. Secventa tertiara

Interactiunile hidrofobe dintre aminoacizi sunt cruciale in stabilizarea
structurii tertiare a cheratinei. Aceste interactiuni permit formarea unor straturi
fibroase si contribuie la rigiditatea cheratinei. Puntile disulfidice intre cisteind si
alte grupe tiol contribuie semnificativ la stabilitatea structurald a cheratinei. Aceste
punti covalente sunt importante pentru formarea unor fibre stabile. Tn cheratina
recombinantd, puntile disulfidice pot fi reglate prin conditiile de culturd sau prin
modificarea geneticd a secventei aminoacizilor.

4. Secventa cuaternara

Cheratina se organizeaza in fibre si filamente, care sunt constituite din
subunitdti mai mici. Aceste fibre sunt antrenate in structuri helicoidale sau super-
helicoidale datorita interactiunii intre diverse molecule de cheratini. In cheratina
recombinantd acest aranjament poate fi influentat de procesul de productie, fiind
mai putin stabil in stadiile initiale, dar stabilizat prin tehnici de procesare si conditii
de purificare.

Modificari posttranslationale

Cheratina  recombinanta nu poate efectua toate modificarile

posttranslationale specifice cheratinei naturale (cum ar fi modificarile complexe de
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glicozilare si hidroxilare), ceea ce poate afecta structura finald a proteinei. Unele
procese biotehnologice pot include expresia de enzime specifice pentru a simula
aceste modificari, de exemplu, folosind prolil hidroxilaze pentru a adauga grupuri
hidroxil la prolina, ameliorand stabilitatea cheratinei.

Proprietati chimice specifice

- Cheratina recombinanta poate prezenta un comportament diferit in functie
de pH-ul mediului, fiind o proteina relativ acida sau bazica.

- Cheratina este mai putin solubila 1n solutii apoase decat alte proteine, dar in
forma sa recombinantd solubilitatea poate fi reglatd prin conditiile de
cultura si prin modificari genetice.

Desi cheratina recombinantd isi pastreaza multe dintre caracteristicile
structurale ale cheratinei naturale, exista diferente semnificative in ceea ce priveste
modificarile posttranslationale si stabilitatea structurald, ceea ce face ca cheratina
recombinantd sa aiba, in unele cazuri, o performanta mai scazuta in aplicatiile care
necesitd o cheratind extrem de stabild, cum ar fi in formarea de filamente sau in
utilizarea medicala.

Astfel, cheratina recombinantad este o proteind cu o structurd chimica
similara cu cea a cheratinei naturale, dar cu anumite diferente generate de metodele
de productie si de conditiile de inginerie geneticd, care pot influenta atat
stabilitatea, cat si proprietatile sale functionale. Aceste diferente sunt importante
pentru utilizarile in cosmetica, medicina si Tn alte aplicatii industriale.

Obtinerea cheratinei recombinante include cateva etape principale:

1. Identificarea genei. Izolarea genelor responsabile de sinteza cheratinei in
organismul sursa (uman, animal, pasari). Cel mai frecvent sunt izolate genele
pentru cheratinele de tip I si II, care formeaza filamentele intermediare.

2. Sinteza si clonarea genelor. Gena cheratinei este inseratd intr-un vector
plasmidic, care ulterior este introdus intr-un organism gazda. in calitate de gazda
pot fi: E. coli, pentru expresie rapida si costuri reduse, dar fara modificari
posttranslationale; drojdiile (Pichia pastoris) permit modificari posttranslationale
limitate; celule de mamifere asigura glicozilarea si alte modificari complexe.

3. Fermentarea. Organismele gazda sunt cultivate in bioreactoare, unde in
procesele de fermentare produc cheratina sub forma de proteine solubile sau
incluse n corpuri de incluziune.

4. Purificarea. Dupa terminarea etapei de fermentare solutia nativa este
supusa procesului de purificare. Se utilizeaza tehnici de purificare precum
cromatografia pe coloand sau centrifugarea pentru a separa cheratina recombinanta
de alte proteine.
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Proprietatile cheratinei recombinante:

- rezistentd mecanica ridicata;

- elasticitate, ofera flexibilitate materialelor Tn care este utilizata;

- biocompatibilitate, cheratina recombinantd este sigura pentru utilizarea in
aplicatii cosmetice si medicale;

- Solubilitate ajustabila, prin modificarea conditiilor de productie, cheratina
poate fi obtinuta intr-o forma solubila, utilizabild in formule cosmetice;

- functionalitate chimica diversa, grupele tiolice reactive (cisteind) din
cheratind permit formarea legaturilor disulfurice, contribuind la stabilitatea
proteinelor.

Proteine recombinante — toxina botulinica A (Botox)

Toxina botulinicaA A (cunoscutd sub numele de Botox) este o proteina
neurotoxica produsa de bacteria Clostridium botulinum. Ea este una dintre cele mai
puternice toxine cunoscute si este utilizatd in scopuri terapeutice si cosmetice
datorita capacitdtii sale de a inhiba semnalele nervoase, paralizand temporar
muschii. Forma recombinanta a toxinei botulinice A este utilizata pe scara larga in
medicina estetica, dar si in tratamentele pentru diverse afectiuni neurologice.
Actualmente sunt cunoscute sapte tipuri principale de toxina botulinica, denumite
delaAlaG (A, B, Cy, Cy, D, E, Fsi G). Ocazional pot fi identificate noi tipuri de
toxina. Tipurile A si B sunt cele care pot provoca maladii oamenilor si sunt
utilizate in scopuri comerciale si medicale. Tipurile C—G sunt mai putin frecvente;
tipurile E si F la fel pot provoca maladii oamenilor, iar celelalte tipuri cauzeaza boli
la alte specii de animale.

Structura proteica

- Toxina botulinici de tip A este o proteina cu o masa moleculard de
aproximativ 150 kDa. Aceasta este formata dintr-0 unitate cu masa
moleculara mare (H) si o unitate cu masd moleculard mica (L) conectate
printr-o legatura disulfurica (Fig. A.9.3).

- Unitatea H are rolul de a se lega de receptorii membranelor celulelor
nervoase si de a media intrarea unitdtii usoare (L) in citoplasma.

- Unitatea L este responsabild de activitatea enzimei, care inhiba eliberarea
neurotransmitatorului acetilcolind, cauzand paralizia musculara temporara.
Mecanismul de actiune
Toxina botulinica A actioneaza prin blocarea eliberarii de acetilcolina la

nivelul sinapsei neuromusculare. Acetilcolina este un neurotransmitator necesar in
transmiterea semnalelor nervoase de la neuronii motori catre muschii scheletici.
Fard acetilcolina, muschii nu mai primesc semnalul de contractie si rdman relaxati,
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ceea ce produce efectul de paralizie temporara. Acest mecanism este utilizat atat in
scopuri estetice (pentru reducerea ridurilor), cat si terapeutice (pentru tratarea
spasmelor musculare si altor afectiuni neurologice).

Toxina botulinicd de tip B (Myobloc) este utilizatd 1n cosmeticd si
tratamentele estetice pentru reducerea ridurilor si a semnelor de imbatranire. Desi
este mai putin frecvent utilizatd decét toxina botulinica de tip A (Botox), aceasta
are un mecanism similar de actiune, dar cu unele diferente iIn modul in care
influenteaza activitatea musculard. Toxina botulinicd B se leagd la terminatiile
nervoase motorii, inhiband eliberarea acetilcolinei. Aceasta inhibitie blocheaza
transmiterea semnalului nervos la nivelul muschilor, rezultand intr-o paralizie
temporara a acestora.

Toxina botulinica de tip A si B este produsa prin biotehnologie, printr-un
proces de clonare moleculara a genei care codifica toxina si exprimarea acesteia in
microorganisme, cum ar fi Escherichia coli sau Clostridium botulinum modificate
genetic. Procesul de productie implica purificarea proteinei si asigurarea sigurantei
toxice si eficientei pentru utilizarea umana.

Utilizari ale toxinei botulinice A si B recombinante

Toxina botulinica A are numeroase aplicatii practice, precum:

1. Medicina estetica

Cel mai cunoscut utilizator al toxinei botulinice A este medicina estetica,
pentru tratarea ridurilor faciale, Tn special a celor de pe frunte, intre sprancene si in
colturile ochilor (laba gastei). Injectiile cu toxina botulinica A relaxeaza muschii
care formeaza aceste riduri, oferind un aspect mai neted si mai tandr al pielii.

2. Medicina generala

Toxina botulinica A este utilizata pentru tratamentele de spasm muscular si
distonie, care sunt tulburdri in care muschii se contracta involuntar si pot provoca
dureri si disfunctii. Exemple includ blefarospasmul (spasmul pleoapelor),
spasticitatea cervicala si distonia generalizata.

Toxina botulinica A este aprobatd pentru utilizarea in tratamentul
migrenelor cronice, reducand frecventa si severitatea atacurilor de migrena.

Este utilizatd pentru a trata hiperhidroza axilard, o afectiune caracterizata
prin transpiratie excesiva, prin blocarea semnalelor nervoase care stimuleaza
glandele sudoripare.

In anumite cazuri, toxina botulinici A poate fi utilizati pentru a trata
incontinenta urinard asociatd cu hiperactivitatea vezicii urinare, prin injectarea
toxinei direct Tn muschii vezicii urinare pentru a reduce contractiile involuntare.
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Toxina botulinica B poate fi utilizatd pentru a reduce ridurile faciale,
inclusiv ridurile din jurul ochilor (riduri de expresie) si frunte. Aceasta este utilizata
in mod similar cu Botox, dar actioneaza mai rapid si poate fi o optiune pentru
pacientii care nu reactioneazd la toxina botulinicd de tip A. Desi mai frecvent
tratatd cu toxina A, toxina botulinicd B poate fi utilizata in cazuri de transpiratie
excesiva (hiperhidroza) atunci cand alte optiuni nu sunt eficiente. Poate fi utilizata
pentru a trata anumite asimetrii faciale, inclusiv corectarea miscarilor musculare
necontrolate care pot duce la aspecte inestetice.

Avantajele toxinei botulinice B fatd de A

De obicei, efectele toxinei botulinice B sunt mai reduse in comparatie cu
toxina botulinica A, ceea ce poate fi un avantaj in anumite tratamente estetice care
necesitd ajustdri rapide. Unii pacienti pot dezvolta o rezistenta la toxina botulinica
A, iar toxina botulinica B poate fi utilizata ca alternativa eficienta. Cu toate acestea,
toxina botulinica B este utilizatd mai rar in cosmetica in comparatie cu Botox, dar
poate fi o optiune valoroasa pentru anumite cazuri.

9.3. Biotehnologia producerii insulinei: materii prime, etape de prefermentare,
biosinteza, izolare si purificare

Insulina este un hormon proteic, cu o masa moleculara de 5808 Da, esential
n reglarea metabolismului hidratilor de carbon si al altor substante din organism,
fiind produsa de pancreas, mai exact de celulele g- ale insulelor Langerhans. Rolul
principal al insulinei este de a regla nivelul de glucoza din singe, facilitind
absorbtia acesteia in celule pentru a fi utilizata ca sursd de energie. Un deficit de
insulind sau absenta raspunsurilor celulare adecvate la insulina disponibila poate
duce la diabet zaharat de tip 1 sau 2.

Insulina si glucagonul sunt hormoni produsi de pancreas care regleaza
glicemia (nivelul de glucoza din sange). Insulina stimuleaza polimerizarea glucozei
in glicogen (proces numit glicogeneza), determinand scaderea glicemiei
(hipoglicemie — micsorarea concentratiei de glucoza in sange). De asemenea,
insulina promoveaza absorbtia glucozei in celule si utilizarea acesteia ca sursa de
energie.

Glucagonul catalizeaza reactia opusa, stimuland degradarea glicogenului la
glucoza (proces numit glicogenolizd) si cresterea glicemiei (hiperglicemie —
cresterea concentratiei de glucoza in sange). Glucagonul stimuleaza si productia de
glucozd in ficat prin gluconeogeneza (sinteza de glucoza din precursori non-
carbohidrati).

Insulina este compusa din doua catene polipeptidice (Bicatenara): catena
A, formatd din 21 de aminoacizi, si catena B, formata din 30 de aminoacizi.

187



Insulina prezinta doud punti disulfurice intercatenare si o punte disulfurica la
nivelul catenei A. Glucagonul este monocatenar, contine 29 fragmente de
aminoacizi, aminoacidul N-terminal este histidina si aminoacidul C-terminal este
treonina (Fig. A.9.4).

Proinsulina, precursorul inactiv al insulinei, contine 74 de aminoacizi, are o
masa molecularad de aproximativ 5808 Da si un punct izoelectric de 5,5. Proinsulina
este relativ inactiva din punct de vedere biologic. Dupa scindarea proteolitica a
acesteia Tn doua locuri specifice se formeaza catenele A si B ale insulinei active,
precum si peptida C, care este biologic inactiva.

Conexiunea structurald antiparalela dintre C-terminalul catenei A si N-
terminalul catenei B contribuie la formarea insulinei active. Proinsulina, insulina si
peptida C sunt stocate Tn granulele secretorii ale celulelor A- din insulele
Langerhans si sunt eliberate ca raspuns la stimulii glicemici.

Un pancreas adult sanitos contine aproximativ 200 de unitdti de insulina
stocatd, iar secretia zilnica de insulind in sistemul circulator la persoanele sanatoase
variaza intre 30 si 50 de unitati.

Diabetul zaharat este o afectiune caracterizata prin disfunctii legate de
sinteza, secretia sau de utilizarea incorecta a insulinei de catre organism, ceea ce
induce hiperglicemie in sange si urina.

Diabetul zaharat de tip I este o forma autoimuna a maladiei, Tn care
pancreasul nu mai produce insulind din cauza distrugerii celulelor S- ale insulelor
Langerhans. Aceasta distrugere poate fi cauzata de factori genetici, infectii virale
sau boli autoimune. Tratamentul consta in administrarea de insulina prin injectii
subcutanate sau dispozitive de livrare continud, cum ar fi pompele de insulina.

Diabetul zaharat de tip Il este asociat in principal cu stilul de viata, cum ar
fi obezitatea, dieta nesinitoasi si sedentarismul. In aceastd forma de diabet,
pancreasul produce insulind, dar in cantitdti insuficiente sau organismul devine
rezistent la efectele acesteia. In etapele initiale, tratamentul include modificarea
stilului de viata si utilizarea medicamentelor care stimuleaza producerea de insulina
sau imbunititesc sensibilitatea la insulini. In etapele avansate poate fi necesar
administrarea insulinei.

Tn anul 2012 se estima ci aproximativ 400 de milioane de oameni sufereau
de diabet zaharat la nivel mondial, dintre care mai putin de 10% erau diagnosticati
cu diabet zaharat de tip I.

Inainte de descoperirea insulinei in 1921, pacientii cu diabet zaharat aveau o
speranta de viata redusd. Cea mai eficientd terapie disponibild la acea vreme era o
dietd strictd, cu restrictii severe asupra consumului de carbohidrati. Aceastd

abordare putea prelungi viata pacientilor cu cativa ani, dar nu trata maladia. Din
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pacate, aceste diete extreme, de doar 450 de calorii pe zi, duceau adesea la
infometare severa si la deces.

Tn 1910, Sir Edward Albert Sharpey-Schafer a emis ipoteza ca diabetul
zaharat este cauzat de lipsa unui singur hormon produs de pancreas. Denumirea
,,insulind” provine din cuvantul latin insula, care insecamna ,,insula”, facand referire
la insulele Langerhans, structuri ale pancreasului care secreta acest hormon.

In 1921, Frederick Banting, un tanir chirurg, si colaboratorul siu Charles
Best au reusit sa extraga insulina din pancreasul cainilor. Substanta rezultata era un
,hamol gros si brun”, fard a fi rafinatd, dar avea potentialul de a salva vieti.
Leonard Thompson, un baiat de 14 ani aflat intr-un spital din Toronto, a devenit n
ianuarie 1922 prima persoani care a primit o injectie de insulind. In mai putin de
24 de ore nivelul sau periculos de ridicat al glicemiei a scazut aproape de normal,
marcand un progres remarcabil in tratarea diabetului.

Pentru aceasta descoperire revolutionara, Banting si John Macleod au fost
distinsi Tn 1923 cu Premiul Nobel pentru Medicina. Productia de insulina a devenit
posibila la scara industriala datoritda companiei farmaceutice Eli Lilly, care a
inceput fabricarea acesteia in masa.

De-a lungul deceniilor, cercetatorii au dezvoltat insuline cu actiune
prelungita, iar Novo Nordisk a introdus prima astfel de insulina in 1936. Insulinele
derivate de la bovine si porcine au fost utilizate pe scard largd, salvand milioane de
vieti, dar nu erau ideale, deoarece unele persoane dezvoltau reactii alergice la
aceste preparate.

Progresul ingineriei genetice, inceput odata cu descoperirea clonarii ADN-
ului de catre Stanley Cohen si Herbert Boyer, a permis transferul genelor intre
specii diferite. Aceasta tehnologie a deschis calea pentru producerea proteinelor
recombinante cu utilizari medicinale, inclusiv a insulinei.

In 1978, bacteria Escherichia coli a fost utilizatd pentru a produce prima
insulina sintetica ,,umana” prin modificiri genetice. In 1982, Eli Lilly a lansat pe
piatd prima insulind biosinteticdi umana, sub denumirea comercialda Humulin,
aprobatd de FDA pentru utilizare in tratamentul diabetului zaharat. Tncepand cu
anul 1982 a inceput producerea insulinei folosind Escherichia coli si
Saccharomyces cerevisiae modificate genetic. Tn anul 2010 au fost produse peste
100 tone de insulina.

Insulina utilizata in prezent in terapie:

- Insulina (emp) — obtinuta prin hidroliza enzimatica a insulinei extrase din
pancreasul porcinelor. Este cunoscuta si ca insulind semisintetica.
- Insulina (crb) — produsa prin combinarea chimica a catenelor A si B, care
sunt sintetizate prin biosinteza efectuata de bacterii modificate genetic.
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- Insulina (prb) — obtinuta din proinsulind, un precursor al insulinei, produsa
prin biosinteza realizata de bacterii modificate genetic.

- Insulina (pyr) — produsa dintr-o peptida precursor, obtinuta prin biosinteza
realizata de drojdii modificate genetic.

Analogi comerciali ai insulinei

Insulina Lispro (Humalog) — este o varianta de insulind umana in care
aminoacizii lizind (Lys) si prolind (Pro) sunt repozitionati. In loc de secventa
naturald Pro28-Lys29 din lantul B al insulinei umane, Lispro are secventa
inversata, Lys28-Pro29. Aceastd modificare determind o actiune rapida a insulinei,
facand-o0 utila pentru administrare imediat inainte de masa. Insulina Lispro este
produsa prin fermentare, folosind microorganisme modificate genetic prin
tehnologia ADN-ului recombinant. Actiune rapida, varf de actiune la 30-90 de
minute si o duratd de actiune de 3-5 ore. Indicatie — este utilizata pentru controlul
glicemiei in timpul meselor si pentru a reduce hiperglicemia postprandiala.

Insulina Glargine (Lantus, Toujeo) — acest tip de insulind este obtinuta prin
modificarea genetica a bacteriilor E. coli (tulpina K12). Capatul C-terminal al
catenei B a fost extins cu doud fragmente de arginina (agr31arg32), iar aminoacidul
asparagina (Asn), de la capatul C-terminal al catenei A, a fost inlocuit cu glicina
(gly21). Acest tip de insulind are o actiune prelungita. Aceste modificari structurale
determind un punct izoelectric apropiat de un pH neutru, ceea ce duce la o disociere
intarziata a structurii hexamerice a insulinei dupa injectarea subcutanata. Actiune
prelungita, fara varf semnificativ, cu o durata de actiune de pana la 24 de ore.
Indicatie — este utilizata pentru controlul glicemiei de baza pe termen lung, fiind o
alegere frecventa pentru tratamentul diabetului de tip 1 si de tip 2.

Degludec (Tresiba) — in aceasta insulind, aminoacidul Thr30 din catena B
este substituit cu acid glutamic (Glu) legat printr-o legatura amidica (numita si acid
hexadecanoil, AH). Aceastd modificare structurala face ca insulina degludec sa se
disocieze mult mai lent, avand o actiune prelungitd. Astfel, secventa aminoacidica
a insulinei umane, Lys29Thr30, devine Lys29GluAH (degludec). Are o duratd de
actiune de pana la 42 de ore, fara varf semnificativ, oferind flexibilitate n
administrare. Indicatie — este folosita pentru controlul glicemiei pe termen lung, la
pacientii cu diabet zaharat de tip 1 si de tip 2.

Insulina Aspart (NovoRapid, Fiasp) — insulina cu actiune rapida, in care
aminoacidul Pro este substituit prin Asp in pozitia 28 a catenei B. Actioneaza rapid,
cu varf la 1-3 ore si o durata de actiune de 3-5 ore. Indicatie — folosita pentru
controlul glicemiei la pacientii cu diabet zaharat, in special in timpul meselor.

Insulina Glulisine (Apidra) — este o insulind cu actiune rapida. Aceasta

insulind contine modificari in pozitiile 3 si 29 ale catenei B, care faciliteaza o
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absorbtie rapida. Este caracterizatd printr-o actiune rapida, cu varf la 1-2 ore si o
duratd de actiune de aproximativ 4-5 ore. Indicatie — este folosita pentru controlul
glicemiei postprandiale.

Insulina Detemir (Levemir) — este o insulina cu actiune prelungita, in care a
fost substituit un aminoacid din catena B si atasat un acid gras (acilare) pentru a-i
conferi o duratd lungd de actiune. Se caracterizeaza printr-o actiune lentd si
constantd, cu varf la 6-8 ore si o duratd de actiune de aproximativ 12-24 de ore.
Indicatie — este utilizata pentru controlul glicemiei de baza, oferind un control pe
termen lung al glicemiei.

Insulina NPH (Humulin N, Novolin N) — este o insulind cu actiune
intermediara. Pentru obtinerea acesteia insulina umana este amestecatd cu
protamina, ceea ce permite o eliberare mai lentd si o durata medie de actiune. Se
caracterizeaza printr-o actiune intermediard, cu varf la 4-8 ore si o duratd de actiune
de 12-16 ore. Indicatie — este utilizata pentru controlul glicemiei pe termen mediu,
adesea administratad o data sau de doua ori pe zi.

Materii prime folosite la producerea biotehnologica a insulinei

Insulina poate fi produsd prin diferite procese biotehnologice, care variaza
in functie de tipul microorganismelor utilizate, precum si de metodele de izolare si
purificare. In prezent, cele mai utilizate procese sunt cele care implica E. coli si
Saccharomyces cerevisiae (Fig. A.9.5).

Compozitia mediului nutritiv utilizat in producerea insulinei cu ajutorul
bacteriilor Escherichia coli trebuie optimizat pentru sustinerea cresterii bacteriilor
si producerea eficienta a insulinei. Mediul nutritiv trebuie sa furnizeze surse de
carbon, azot, minerale, vitamine si alti factori de crestere necesari pentru
metabolismul bacterian si sinteza proteicd. Un exemplu de compozitie a unui
mediu de culturd standard utilizat in procesul de fermentare la scara industriald
pentru producerea insulinei cu ajutorul E. coli este prezentat in tabelul 9.2.

Tabelul 9.2. Compozitia mediului nutritiv standard utilizat in procesul de
fermentare la scara industriala pentru producerea insulinei cu ajutorul E. coli

Materia prima | Concentratie, g/L | Rol
Surse de carbon
Glucoza (CsHi20s) 20-30 Sursa principala de carbon pentru
metabolismul bacteriilor
Lactoza 10-20 Uneori  utilizata ca  sursd

suplimentard de carbon, in special
pentru inducerea expresiei genelor

Surse de azot

Peptona 10-15 Sursa  principala de  azot,
aminoacizi §i proteine care sunt
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folosite de bacterii pentru crestere
si productia de insulind

Extract de drojdie 5-10 Surse suplimentare de aminoacizi,
vitamine si minerale

Amoniu (NH4Cl sau 1-3 Surse de azot anorganic pentru

(NH4)2S04) sinteza proteinelor si cresterea
bacteriana

Saruri minerale

Sulfat de magneziu 0,2-0,5 Esential pentru enzimele de

(MgSO0s) metabolism si stabilitatea
membranelor celulare

Fosfat de potasiu 1-3 Stabilizeaza pH-ul mediului si

(K:HPO.) sustine metabolismul energetic

Fosfat de sodiu (NaH2POx) 1-3 Contribuie la mentinerea pH-ului
si  sustinerea  metabolismului
celular

Clorura de sodiu (NaCl) 1-3 Mentine echilibrul osmotic al
mediului de cultura

Vitamine

Vitamina B: (Tiamina) 0,01-0,10 mg/L Cofactor pentru enzimele
implicate n metabolismul
carbonului

Vitamina B: (Riboflavind)

0,01-0,10 mg/L

Cofactor pentru reactiile de oxido-
reducere

Biotina (vitamina H sau 0,01-0,1 mg/L Sustine metabolismul celular

B1)

Alti factori de crestere

Amestec de aminoacizi 1-2 Sustin metabolismul bacteriilor si
(L-arginina, L-glutamina, sinteza proteica

L-leucind)

Inducatori (pentru expresia genetica)

IPTG (lzopropil-s-D- 0,1-1,0 mM Induce expresia genei de insulina
tiogalactopiranozid) in E. coli

Agenti de tamponare

Acetat de sodiu 10-15 Contribuie la mentinerea pH-ului

(CHsCOONa)

optim de crestere a bacteriilor si
exprimarea genelor

Mentinerea pH-UlUi

Acid clorhidric (HCI)

Dupa necesitate, pentru
a regla pH-ul

Reglarea pH-ului in intervalul
optim pentru E. coli (pH 6-7)

Glucoza este principalul substrat energetic, iar lactoza poate fi folosita
pentru inducerea expresiei proteinei de interes (in cazul Tn care insulina este
exprimata sub controlul unui promotor reglat de lactoza). Peptonele si extractul de
drojdie sunt folosite pentru a furniza aminoacizi si proteine necesare bacteriilor.
Sarurile de amoniul (NH4Cl) ofera azot anorganic. Sarurile minerale sunt necesare
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pentru sustinerea activitatii enzimatice si a integritatii celulare. Vitaminele sunt
necesare pentru procesele metabolice ale celulelor. Agentii de inductie sunt utilizati
pentru activarea genelor care codifica insulina, in cazurile in care exista un sistem
de expresie bazat pe inducere.

In timpul procesului de fermentare este important si se mentind un pH
optim pentru cresterea bacteriilor si activitatea enzimatica, care variaza intre 6 si 7.

Producerea insulinei prin intermediul Escherichia coli implicd mai multe
etape biotehnologice, de la introducerea genei care codificd insulina pana la
purificarea si formularea produsului final; un exemplu de flux tehnologic este
prezentat in figura A.9.6.

1. Izolarea genei care codifica insulina

La aceasta etapa se izoleaza secventa geneticd care codificad insulina umana
din ADN-ul uman folosind tehnici de clonare moleculard. Aceasta include
utilizarea de enzime de restrictie pentru a izola ADN-ul in secvente specifice. Gena
care codificd insulina este introdusa intr-un plasmid, un fragment mic de ADN care
poate fi usor manipulat si introdus in E. coli.

2. Clonarea genei in E. coli

Plasmidul care contine gena insulinei este introdus in E. coli printr-un
proces numit transformare. Aceasta presupune tratamente chimice sau electrice
care permit bacteriilor sa absoarba plasmidul. E. coli modificate genetic sunt
cultivate intr-un mediu nutritiv care contine substante necesare pentru cresterea
bacteriilor si exprimarea genei de insulina.

3. Inducerea expresiei proteinei

In aceastd etapd, un compus chimic (de exemplu, IPTG) se adaugi in
cultura bacteriand pentru a activa expresia genei de insulind. Acesta controleaza
momentul in care E. coli incepe sa produca insulina recombinanta. Dupa adaugarea
IPTG-ului, E. coli incepe sa producd insulina in cantitati mari. Proteina produsa
este de obicei exprimatd sub forma de precursor, care necesitd procese suplimentare
pentru a deveni activa.

4. Izolarea §i extragerea insulinei

Dupa ce E. coli a produs insulind, bacteriile sunt supuse unui proces de liza
celulara (descompunere) pentru a elibera proteinele produse, inclusiv insulina.
Insulina este recuperata din suspensie prin diferite metode, inclusiv centrifugare.

5. Refacerea insulinei active

La Inceput, insulina produsa este intr-o forma inactiva, numitd proinsulina.
Aceasta trebuie sa fie procesatd pentru a deveni activa. Procesul include scindarea
legaturilor peptidice care leagd lanturile A si B ale moleculei de insulind si

193



eliminarea peptidului C. Tn mod frecvent, se folosesc enzime ca tripsina sau alte
proteaze pentru a facilita aceasta conversie.

6. Purificarea insulinei

Insulina obtinutd este purificatd prin metode cromatografice care au la baza
separarea proteinelor dupa dimensiune, sarcina, afinitate sau gel de filtrare. Prin
purificarea insulinei are loc inlaturarea diferitor contaminanti, inclusiv proteine.
Gradul de puritate a insulinei este monitorizat riguros, astfel incat acesta sa
corespunda standardelor de calitate prevazute in acest sens.

7. Formularea si ambalarea

Dupa purificare, insulina poate fi formulata sub diferite forme farmaceutice,
cum ar fi solutii sau suspensii pentru injectare. Inainte de a fi ambalati si
distribuita, insulina este supusa unor teste riguroase de siguranta si eficienta. Pentru
utilizarea medicald insulina este ambalata in fiole sau cartuse.

Schema tehnologicd de obtinere a insulinei pe cale biotehnologica prin
intermediul E. coli este prezentata in figura 9.2. Procesul de fermentare are loc in
bioreactoare cu o capacitate de 40-60 m? (de exemplu, reactorul 2, Fig. 9.2),
folosind culturi de E. coli modificate genetic.

Tn cazul folosirii tulpinii E. coli K12, procesul de fermentare se desfasoara
n bioreactor cu capacitatea de 40 m3, timp de 30 de ore, la temperatura de 37,0°C.

Pe parcursul procesului de fermentare se monitorizeaza parametrii pH-ului,
gradul de aerare (pO,), temperatura, continutul de glucoza, gradul de agitare etc.

E. coli utilizatd in biosinteza contine plasmide modificate genetic, care
integreaza genele necesare pentru sinteza insulinei. Expresia genelor implicate in
biosinteza insulinei este activatd de substante chimice specifice, numite promotori.
De exemplu, promotorul lac, derivat din operonul lac al bacteriilor E. coli, este un
promotor inducibil utilizat frecvent in procesele de expresie genetica. Inductorul
utilizat este izopropil $-D-1-tiogalactopiranozida (IPTG), un analog nehidrolizabil
al lactozei, care se leaga de represorul Lacl si inhiba actiunea acestuia, permitand
astfel exprimarea genelor de interes. Este adesea folosit pentru producerea
proteinelor, inclusiv a insulinei.
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Inducerea expresiei genelor de biosinteza a insulinei are loc la o anumita
densitate a biomasei. Procesul de fermentare se desfasoara la o densitate celulara
inalta si la un aport important de oxigen. Aportul de glucoza trebuie adaptat astfel
incat sd nu se formeze acetatul, un produs secundar al biosintezei. O agitare
eficienta asigura indepartarea caldurii care se formeaza in timpul procesului de
fermentare. E. coli K12 modificata genetic poate produce pana la 40% din masa sa
de proinsulina. Intr-un proces care dureazi 30 de ore se obtin 2,5 g de insulini
umana per m* de biomasa. Daca fermentarea are loc intr-un reactor cu capacitatea
de 40 m?, se obtin 100 g de insulind. Procesul de fermentare pentru producerea
insulinei folosind Escherichia coli K12 modificate genetic dureaza de obicei intre
24 si 48 de ore, in functie de conditiile de cultura si de tipul de fermentator utilizat.

Initial E. coli K12 se inoculeaza pentru multiplicare in bioreactorul (1) (Fig.
9.2), intr-un mediu de culturd optimizat, care include surse de carbon (de obicei
glucoza), azot, minerale si alti nutrienti. De asemenea, temperatura este reglata la
aproximativ 37°C, iar oxigenul este monitorizat pentru a asigura o crestere
sandtoasd a bacteriilor si pO; trebuie sa fie intre 30 si 40% din saturatia maxima a
oxigenului. Aceasta etapa dureaza intre 20 si 24 de ore.

Dupa atingerea unei densitati celulare adecvate, inoculul se trece in
biorectarul (2), unde are loc procesul de fermentare, care dureaza 8-12 ore. La
aceasta etapd se adaugd un agent de inductie (de obicei IPTG) pentru a activa
expresia genelor care codifici insulina. In aceastid perioada bacteriile produc
proinsulina. Dupa inducerea expresiei, proinsulina continud sd se acumuleze in
celulele bacteriene sau in mediul de cultura, pana la incheierea procesului de
fermentare.

Prin urmare, intregul proces de fermentare pentru producerea insulinei de
E. coli K12 dureaza aproximativ 30-48 de ore.

La finalul procesului de fermentare bioamestecul este concentrat, apoi
centrifugat in centrifuga (3). Ulterior, celulele separate sunt lezate 1n
omogenizatorul de inalta presiune sub presiune, proces in urma caruia se elibereaza
corpii de incluziune n unitatea (4). Fragmentele celulare se separa de corpii de
incluziune prin centrifugare Tn unitatea (5), iar acestia se solubilizeaza in prezenta
unor agenti de denaturare proteica in unitatea (6). Are loc scindarea legaturilor
disulfurice (-S-S-) si formarea grupelor tiol, conform ecuatiei:

R-S-S- +2[H] — R-SH + HS-R 9.2)

Aceasta proinsulina contine catenele proteice A, B, C si PS. Dintre acestea,
doar catenele A si B sunt specifice insulinei umane. Schematic acest proces este
prezentat in figura A.9.7.
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Restabilirea puntilor disulfurice se face in prezenta O, la un pH de 10,9
(Fig. A.9.8(a)). In urmatoarea etapi, catenele proteice suplimentare sunt eliminate
prin scindare (clivare) enzimatici. In prezenta tripsinei, se scindeazi regiunea C si
PS la nivelul fragmentelor aminoacizilor Lys-Arg si Glu-Arg figura A.9.8(b).

Intermediarul obtinut se concentreaza si se purificd prin cromatografia
ionica in coloana (7). Aceasta permite separarea unor derivati ai insulinei. Dupa
reactia cu tripsina, produsul se trateaza cu carboxipeptidaza B in reactorul (8) sau
(6), care scindeaza fragmentele aminoacizilor bazici terminali, precum Arg sau
Lys, ramasi dupa reactia cu tripsina. Astfel, se obtine insulina umana
(Fig. A.9.8(c)).

Insulina obtinuta dupa clivajul enzimatic cu carboxipeptidaza B se purifica
initial prin cromatografia de schimb ionic in coloana (9), apoi prin cromatografia
de lichide de inalta performanta in faza inversa (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography) in unitatea (10). Dupa ultima purificare, insulina este cristalizata
in rezervorul (11), trecuta prin filtrul (12) si liofilizatd in (13). Tehnica de
liofilizare consti in congelarea insulinei si uscarea acesteia la presiune redusa. in
acest proces, apa congelatd din insulind este sublimatad (gheata trece direct in
vapori) si este aspirata la presiune redusa.

intrebari pentru autoevaluare

1. Clasificati proteinele recombinante in functie de structurd si proprietatile
biologice.

2. Caracterizati proteinele recombinante folosite in industria farmaceutica si
cosmetica.

Explicati diferenta dintre proteinele native si cele recombinante.
4. Prezentati structura, biosinteza si proprietdtile proteinelor recombinante de

w

interes farmaceutic si/sau cosmetic.

5. Descrieti aplicatiile colagenului si ale cheratinei in cosmetologie si
influenta lor asupra sanatatii pielii si a parului.

6. Descrieti etapele de producere a toxinei botulinum.

7. Descrieti etapele, materiile prime si parametrii tehnici ai proceselor
biotehnologice de biosinteza a insulinei recombinante.

8. Propuneti schema tehnologica de producere a insulinei.

9. Propuneti metode de separare si purificare a insulinei recombinante.

10. Argumentati importanta producerii insulinei pe cale biotehnologica.
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10. BIOTEHNOLOGIA VITAMINELOR

10.1. Vitamine: clasificare, structura, proprietati chimice, utilizare farmaceutica
si/sau cosmetica

10.2. Biosinteza vitaminelor B si C

10.3. Biotehnologia vitaminelor C, B, si Bip: materii prime, etape de
prefermentare, fermentare, izolare si purificare

Abilitati

Studentul:

- clasifica vitaminele;

- compara vitaminele dupa structura si proprietatile biologice;

- explica importanta vitaminelor in medicamente si in produsele cosmetice;
prezinta etapele de biosinteza a vitaminelor B si C;

elaboreaza schema tehnologica si explica etapele si parametrii tehnici ai unui
proces biotehnologic de producere a vitaminelor C, B; si Bia.

10.1. Vitamine: clasificare, structura, proprietati chimice, utilizare
farmaceutica si/sau cosmetica

Vitaminele sunt substante chimice complexe, esentiale pentru functionarea
normald a organismului uman. Organismul nu poate sintetiza vitaminele, motiv
pentru care acestea trebuie obtinute din alimentatie. Ele se gasesc in majoritatea
alimentelor de provenienta naturalda si sunt indispensabile pentru cresterea,
mentinerea vitalitatii si starea generald de bine a organismului.

In functie de solubilitate, vitaminele se impart in doua categorii:

- liposolubile (solubile in grasimi): precum vitamina A (inclusiv provitamina A
— carotenul, care se transforma in vitamina A in organism), vitamina D,
vitamina E, vitamina K;

- hidrosolubile (solubile in apa): vitamina C, vitaminele din complexul B etc.
Aceste substante nu sunt distruse in procesul digestiv, fiind absorbite in forma lor
naturald. Datorita acestui fapt, toate vitaminele sunt eficiente atunci cand sunt
administrate pe cale orala.

Clasificarea vitaminelor hidrosolubile, liposolubile si rolul lor in industria
farmaceutica si cosmetica sunt prezentate in tabelul A.10.1.

Vitaminele pot fi bioacumulate Tn organism intr-o anumita masurd. De
exemplu, vitaminele liposolubile sunt bioacumulate in ficat si in tesutul adipos
subcutanat. Vitaminele hidrosolubile practic nu se acumuleaza. Multe dintre
vitamine sunt necesare in cantitdti foarte mici si au un rol esential ca cofactori in
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majoritatea reactiilor chimice din organism. Desi nu sunt surse de energie, ele sunt
esentiale pentru functionarea normala a organismului. Multe reactii celulare sunt
catalizate de enzime, iar fiecare tip de enzima este responsabild pentru desfasurarea
unor reactii chimice specifice. Functionarea unor enzime necesita cofactori, cum ar
fi vitaminele si mineralele. Dacad o vitamind lipseste, functionarea enzimei
respective poate fi afectata, iar reactiile chimice In care este implicatd nu vor putea
fi indeplinite corespunzator. Vitaminele isi exercita efectul in cantitati foarte mici.
Prin urmare, necesarul total zilnic este, de obicei, redus. Cantitatea zilnica de
vitamine necesara unei persoane variaza in functie de rata metabolismului sdu.
Astfel, persoanele care efectueaza munci grele, femeile gravide sau care aldpteaza
si copiii in crestere au nevoie de o cantitate mai mare de vitamine. In general, o
persoand cu un efort obisnuit poate obtine suficiente vitamine dintr-o dieta
echilibrata si variatd. Vitaminele sunt partial distruse si partial eliminate de
organism, dar suplinite cu alimentele.

Din totalitatea vitaminelor pe cale biotehnologica sunt obtinute: B, B7, B2,
Kz, E; formulele de structura sunt prezentate in figura 10.1.

Vitamina B; (Riboflavina) — obtinuta prin fermentare utilizand
microorganisme precum Ashbya gossypii sau bacterii din genul Bacillus.

Vitamina Bj, (Cobalamina) — produsa prin fermentare folosind bacterii
specifice, cum ar fi Pseudomonas denitrificans sau Propionibacterium
freudenreichii. Ciclul corinic legat de un ion central de cobalt.

Vitamina C (Acid ascorbic) — fabricatd printr-un proces biotehnologic
modern bazat pe bacterii precum Gluconobacter oxydans pentru conversia glucozei
n acid 2-keto-L-gulonic (intermediar principal). Vitamina C este o lactona ciclica
cu proprietdti antioxidante.

Vitamina K; (Menachinona) — obtinutd prin fermentare cu ajutorul
bacteriilor din genul Bacillus sau Lactococcus. Este o chinona cu lanturi laterale
poliprenilice (Fig. 10.1), liposolubila, stabila la incélzire, dar sensibila la lumina si
la medii alcaline. Activitatea vitaminei K este legata de carboxilarea dependenta de
vitamina K a proteinelor implicate Tn coagularea sangelui.

Vitamina E (a-tocoferol) — desi Tn mare parte provine din surse naturale,
poate fi produsa biotehnologic folosind microorganisme modificate genetic. o-
tocoferolul este un compus cu un nucleu de cromanol si o liantd isoprenoica (un
lant de 16 atomi de carbon). Este un antioxidant liposolubil, ceea ce inseamna ca se
dizolva 1n grasimi si uleiuri. Contine o grupa fenolica cu proprietati antioxidante,
ce are un rol crucial in protectia impotriva radicalilor liberi.

200



HO

HO OH

Vitamina C (Acidul ascorbic)

H,C N
AN NH
~
H,C lil N 0
"
H—(ID—OH
H—CII—OH
H—(I:—OH
C—OH
H

CH,

-
HO®

Vitamina B, (Cobalamina)
Izoformele Cobalaminei
R = CN (cianocobalamina)
R = OH (hidroxicobalamina)
R = H,0 (aquacobalamina)
R = CH, (metilcobalamina)
R = C1gH13N503 (dezoxiadenozilcobalamina)

O

Vitamina D, (Ergocalciferol)
[0}

N

HN” NH
H H

llmm/\/\ COOH
S

Vitamina B- (Biotina)

Vitamina E (a-tocoferol)

Figura 10.1. Formulele de structura a unor vitamine obtinute biotehnologic
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Vitamina D; — obtinuta prin expunerea ergosterolului din drojdii la radiatii
ultraviolete. Vitamina D5, cunoscuta si sub denumirea de ergocalciferol, este una
dintre formele de vitamina D, esentiala pentru sdnatatea oaselor si a sistemului
imunitar. Vitamina D, este un sterol derivat din ergosterol; structura chimica a
acestuia include un lant de carbon cu patru cicluri de carbon si un grup hidroxil (-
OH) in pozitia 3, precum si 0 grupa metil in pozitia 10. Vitamina D, este sintetizata
de organismele vegetale si fungi, in special sub actiunea luminii ultraviolete. Cele
mai importante surse naturale de vitamina D, sunt ciupercile expuse la lumina UV,
precum Shiitake, Maitake, Champignon etc.

Vitamina B; (Biotina) — fabricatd prin procese de fermentare utilizand
microorganisme precum Escherichia coli sau Bacillus subtilis. Biotina este o
vitamind hidrosolubild din complexul B, cunoscutd si sub denumirea de vitamina
B; sau vitamina H. Este un compus heterociclic format din doua inele principale
(un inel ureido si unul tiofenic) legate printr-un lant lateral de acidul valeric. Este
usor solubild in apa si alcool, insolubild in solventi organici nepolari.

10.2. Biosinteza vitaminelor C si B

Studiile medicale realizate de James Lind si ulterior de Albert Szent-
Gyorgyi au demonstrat ca scorbutul este cauzat de lipsa unui factor nutritiv esential
in dieta umana. Acest factor, identificat ulterior, a fost numit factor antiscorbutic si
este cunoscut astizi sub denumirea de vitamina C (acid ascorbic). In 1928, Albert
Szent-Gyorgyi a izolat acidul ascorbic (AA) din glandele suprarenale, numindu-I
initial acid hexuronic. Iar in 1933 Norman Haworth a dedus si confirmat formula
chimici a acidului ascorbic. Tn anii 1933-1934 nu doar Norman Haworth si
Edmund Hirst, dar si chimistul polonez Tadeus Reichstein au reusit sa obtina acid
ascorbic (AA) in cantitati mari, ceea ce a facut posibil ca AA s devind prima
vitamind produsa pe cale sintetica.

Producerea industriala a vitaminei C (acid ascorbic) se realizeaza prin
metode biotehnologice si chimice integrate. Aceste tehnologii sunt bazate pe
transformarea glucozei sau zaharozei in acid ascorbic prin procese care combina
fermentarea microbiana si reactiile chimice. Cele mai utilizate metode includ
procedeul Reichstein si procesele complet fermentative.

1. Procedeul Reichstein

Aceastd metodd, dezvoltatd in anii 1930, implicA o combinatie de
fermentare microbiana si sintezd chimica. Procedeul Reichstein implicd o
succesiune de reactii chimice, urmate de o etapd biochimica, si este utilizat, partial,
si 1n prezent pentru sinteza acidului ascorbic (AA). Este utilizat pe scara larga
datorita fiabilitatii si puritdtii produsului final.
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Etapele de biosintezd a AA prin metoda Reichstein sunt prezentate in

figura 10.2.

CH=0 CH,OH CH,OH

OH OH @)
HO 2/N| Biokatalizator HO 2(CH;),CO

OH ox1darea OH
OH la C, o -2H,0

CH,OH CH,OH CH,OH

D-Glucoza D-Sorbitol L-Sorboza

H,c. CHa COOH

Yo 0

09 HO
- [O] —_—
Csz/_‘\ CH,OH _2(cH,),co OH
HO

@)
H.C CH, CH,OH
Diacetona L-sorboza Acid 2-cetogulonic
HO
ciclizare (0] o
lactonizare HO
HO OH

Vitamina C (acid ascorbic)
Figura 10.2. Etapele de sinteza integrata a acidului L-ascorbic
prin metoda Reichstein

Tn acest procedeu in calitate de materie prima se foloseste glucoza. In prima
etapa are loc hidrogenarea/reducerea D-glucozei in D-sorbitol. Glucoza este supusa
unei hidrogenari catalitice (in prezenta nichelului Raney) pentru a obtine sorbitol.

In etapa a doua, fermentativa, sorbitolul este transformat in L-sorbozi prin
fermentare microbiana utilizand bacterii din genul Gluconobacter. Aceastd etapa
biotehnologica este esentiala pentru a asigura stereospecificitatea specifica acestei
molecule. In urmitoarea etapd, L-sorboza este acetilatd partial pentru a proteja
anumite grupe hidroxil de oxidare. Ulterior diacetona L-sorboza este oxidata pana
la acid 2-cetogulonic, un precursor-cheie al acidului ascorbic.

In ultima etapa, acidul 2-cetogulonic este supus unei reactii chimice de
ciclizare si lactonizare, rezultate cu formarea acidului L-ascorbic (vitamina C).
Avantajele metodei Reichstein

- Metoda Reichstein a fost una dintre primele metode industriale eficiente de

producere a vitaminei C la scara larga industriala.
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- Metoda ofera un randament global de aproximativ 60%, ceea ce o face
competitiva in producerea acidului L-ascorbic.

- Utilizeazd glucoza ca materie primd, o resursd relativ ieftind si usor
disponibila.

- Este un proces standardizat, utilizat pe scara larga in industria chimica si
farmaceutica.

- Include o etapd microbiologica, ceea ce reduce partial necesitatea unor
reactii chimice complexe.

Dezavantajele metodei Reichstein

-  Metoda implicd mai multe etape chimice, ceea ce creste complexitatea
procesului si costurile operationale.

- Productia genereazd deseuri chimice care necesitd gestionare
corespunzatoare pentru a preveni poluarea mediului.

- Reactiile chimice implicate necesita conditii specifice (catalizator,
temperaturd, presiune), ceea ce determina un consum ridicat de energie.

- Desi eficienta pentru perioada in care a fost dezvoltata, randamentul global
de 60% este considerat moderat in comparatie cu metodele biotehnologice
moderne.

- Metodele moderne, complet biotehnologice, bazate pe ingineria genetica si
biocatalizatori, pot avea un randament mai mare si un impact ecologic mai
redus.

2. Procesul de biosintezd a AA care include 2 etape de fermentare

Aceasta metoda utilizeazd microorganisme modificate genetic pentru a
transforma glucoza in acid L-ascorbic folosind doud etape de fermentare. Ea este
mai ecologicd si mai eficientd din punct de vedere economic. Etapele de biosinteza
a AA prin aceasta metoda sunt prezentate in figura 10.3.

In acest procedeu prima etapa este similari metodei Reichstein: D-glucoza
este supusa unei hidrogenari catalitice (in prezenta nichelului Raney) pentru a
obtine D-sorbitol. In a doua etapa sunt folosite Gluconobacter oxydans pentru a
transforma D-sorbitolul In L-sorbozi. In urmitoarea etapa, L-sorboza este
convertita in acid 2-cetogulonic (2-KGA), prin fermentare in prezenta culturilor de
bacterii K. vulgare si Bacillus spp. (Fig. A.10.1).

Ulterior, 2-KLG se supune procesului de esterificare cu metanol in prezenta
acidului sulfuric. Ca rezultat se formeaza 2-cetogulonatul de metil. Acesta, prin
hidroliza alcalina in prezenta hidrogenocabonatului de sodiu, se transforma ulterior
n sare monosodica a vitaminei C. In ultima etapa sarea obtinuti se trateazi cu acid
sulfuric si se obtine acidul ascorbic. Etapele de biosinteza a vitaminei C prin acest
procedeu sunt prezentate n figura 10.3.
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Figura 10.3. Etapele de sinteza a acidului ascorbic prin metoda
care implica doua etape de fermentare

Avantajele si dezavantajele obtinerii AA prin metoda care implica doua etape de
fermentare in comparatie cu metoda Reichstein sunt prezentate in tabelul A.10.2.

Biosinteza vitaminei B;

Biosinteza vitaminei B, implica convergenta a doua cdi metabolice principale:

- calea purinelor, care utilizeaza o moleculd de GTP (guanozin-trifosfat);

- calea pentozelor, care implica douda molecule de tetruloza-4-fosfat.
Cele doua procese metabolice converg la etapa de sinteza a precursorului 6,7-
dimetil-8-ribitilumazina. Acest precursor este esential n biosinteza riboflavinei,
fiind intermediarul-cheie in formarea inelului izoaloxazinic al vitaminei B,. O
moleculd de GTP interactioneazd cu doud molecule de tetruloza-4-fosfat si
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genereaza o moleculd de vitamina Bj; schematic acest proces este reprezentat in
figura 10.4.

Prima ectapa include transformarea GTP in 2,5-diamino-6(1-D-
ribozilamino)pirimidin-4(3H)-ona-5’-fosfat, prin hidroliza a doua fragmente fostat
si a unui fragment formiat de la atomul Cg al inelului imidazolic. Enzima care
catalizeazi aceasti reactie se numeste GTP ciclohidrolaza II. In a doua etapa, prin
reducerea 2,5-diamino-6(1-D-ribozilamino)pirimidin-4(3H)-on-5’-fosfatului  are
loc deciclizarea cu formarea 2,5-diamino-6(1-D-ribitolamino)pirimidin-4(3H)-on-
5>-fosfatului. Tn etapa a treia, prin hidroliza  2,5-diamino-6(1-D-
ribitolamino)pirimidin-4(3H)-on-5’-fosfatului, se formeaza 5-diamino-6(1-D-
ribitolamino)pirimidin-2,4(3H)-diona. Reactia este reprezentata prin indicarea
intermediarului enolic. Tn etapa a patra, 5-diamino-6(1-D-ribitolamino)pirimidin-
2,4(3H)-diona este hidrolizatd la 5-amino-6-(D-ribitolamino)uracil. Tn etapa a
cincea, 5-amino-6-(D-ribitolamino)uracilul rezultat din calea purinelor (calea
GTP), prin reactia cu 3,4-dihidroxibutan-2-on-4-fosfatul (obtinut prin calea
pentozelor), formeaza 6,7-dimetil-8-D-ribitolumazina. Ecuatiile acestor reactii
chimice sunt prezentate n figura 10.5.

Ecuatia reactiei de condensare a 6,7-dimetil-8-D-ribitolumazinei presupune
7 etape (Fig. 10.6). Ca rezultat, se obtine vitamina B, (riboflavina). Aceasta reactie
de condensare implica un proces enzimatic. Ecuatia reactiei de condensare a 6,7-
dimetil-8-D-ribitolumazinei presupune mai multe etape, Tn care intermediarii
enolici si grupele functionale ale compusilor chimici interactioneaza pentru a forma
structura finala a riboflavinei.
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10.3. Biotehnologia vitaminelor C, B, si Bj,: materii prime, etape de
prefermentare, fermentare, izolare si purificare

Biotehnologia de producere a vitaminei C

In procesul biotehnologic de obtinere a vitaminei C (acid ascorbic), materia
prima principala este D-glucoza sau D-sorbitolul, care sunt utilizate ca surse de
carbon. Compozitia exactd a mediului nutritiv poate varia in functie de
microorganismul utilizat (ex., Gluconobacter oxidans) si de etapa procesului
(fermentare pentru obtinerea acidului 2-ceto-L-gulonic sau conversia acestuia in
acid ascorbic). Un exemplu de compozitie a mediului nutritiv recalculat la un litru
este prezentat in tabelul 10.1.

Tabelul 10.1. Compozitia mediului nutritiv in procesul
de producere a vitaminei C

Concentratie A
Component ’ Rol in proces
P (g/L) o7 I PToeE
Glucozi 50,00-100,00 Substrat principal, sursd de carbon
pentru procesul de fermentare
. Sursa de azot pentru cresterea
Uree sau sulfat de amoniu 2,00-4,00 microorganismelor
. ) Tampon  pH necesar  pentru
Fosfat de potasiu (K;HPO,) 1,00-2,00 stabilitatea mediului
Sulfat de magneziu 0.50-1.00 Cofactor enzimatic pentru cresterea
(MgS0O,-7H,0) ' ' microorganismelor
Cloruri de sodiu (NaCl) 0,50-1,00 Ion. Elecesar pentru functionarea
optima a celulelor
Sursd de fier necesar in sinteza
Sulfat feros (FeSO,-7H,0) 0,01-0,05 enzimelor redox
Extract de drojdie 5,00-10,00 Sursa de vitamine si factori de
crestere
Citrat de sodiu 1,00-2,00 Stabilizator de ioni metalici si
tampon pH
Apa distilata C9rr]pletare Med.1u1'de bazd pentru dizolvarea
panalalL nutrientilor

Tn procesul de producere a vitaminei C prin procesul biotehnologic este
esentiala mentinerea pH-ului optim intre 5,5 si 6,5 si temperatura de 30-35°C
pentru cresterea eficientd a microorganismelor.

Schema biotehnologica de obtinere a vitaminei C prin metoda cu implicarea
a doua etape de fermentare este prezentata in figura 10.7. Solutia de D-glucoza este
injectatd intr-o coloand care contine catalizatorul Ni Renay stationar. Solutia de
glucoza si H este recirculatda continuu pe catalizator pana la definitivarea reactiei.
La anumite intervale de timp, D-sorbitolul este extras si purificat prin coloane
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schimbatoare de ioni. Solutia purificatd este concentratd prin evaporare pana la un
continut de 50-80%. Conversia D-sorbitolului se efectueaza in bioreactoare air-lift.
Conversia se poate efectua cu sau fara adaugare de substrat in timpul fermentarii.

A. Fermentarea firi adiugare de mediu (fermentare Tn lot). Tn acest
caz, concentratia finala de L-sorboza este de 20-25%, timpul de fermentare este de
18-24 de ore, iar productivitatea este de 12-13 g/L/ora. Temperatura este de 32°C,
pH-ul este Tn jur de 7, iar viteza de oxigenare este de 300-500 mmol/L/ora.

Desi acest tip de fermentare este usor de monitorizat, existd unele
dezavantaje, precum necesitatea de a spala, steriliza si inocula bioreactorul dupa
fiecare ciclu, ceea ce reduce eficienta procesului.

B. Fermentarea D-sorbitolului prin adiugare de mediu (fermentare
continua). In concentratii mari, D-sorbitolul blocheaza activitatea Gluconobacter
oxydans. Pentru a rezolva aceasta problema, Tn bioreactorul air-lift se adauga
continuu D-sorbitol. Astfel, se adauga mediu cu o viteza de 0,36 L/ora, ce contine
600 g/L de sorbitol. Acest lucru determina 0 productivitate de 17,7 g/L/ora si o
concentratie de sorbozid de 320 g/L. In etapa finald, bioamestecul se filtreaza,
concentreaza si se sterilizeaza. Conversia L-sorbozei se efectueaza in fermentatorul
air-lift, fara adaugare de mediu in timpul fermentarii. Fermentarea are loc in
prezenta a doua culturi de bacterii K. vulgare si Bacillus spp. Fermentarea se
desfagoara la temperatura de 29°C, iar pH-ul se mentine la 7, prin adaugare de
NaOH. Concentratia initiala de L-sorboza este de 10 g/L, iar apoi, la un anumit
moment, in intervalul 10-30 de ore, se adauga o cantitate mare de L-sorboza
obtinutd in etapa anterioard. Transferul de oxigen (O.) se efectueaza cu o viteza de
100 mmol/L/ora, suficient pentru a asigura cresterea co-culturii si conversia L-
sorbozei. Fermentarea dureaza de obicei 40-65 de ore, iar concentratia finala de 2-
KLG este de 90-110 g/L.

Precursorul 2-KLG se formeaza sub forma de sare sodica, amestecat cu alte
substante, precum proteine, acizi nucleici, aminoacizi §i saruri anorganice.
Bioamestecul se trateaza termic sau se ajusteazd pH-ul astfel incat impuritatile,
precum moleculele proteice, sd precipite. Acestea se separd prin centrifugare.
Ulterior, solutia se purifica prin ultrafiltrare si prin coloane schimbitoare de ioni. In
acest caz, 2-KLG se esterifica cu metanol in prezenta acidului sulfuric, formand 2-
cetogulonatul de metil. Acesta, prin hidroliza alcalind in prezenta bicarbonatului de
sodiu, se transforma in sarea monosodica a vitaminei C, care ulterior tratata cu acid
sulfuric trece n vitamina C.
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Biotehnologia vitaminei B,

Microorganismele producatoare de vitamina B, pot fi clasificate in trei
categorii in functie de concentratia de vitamina B, produsa: 10 mg/L, 600 mg/L si
10 g/L. Curent n biosinteza vitaminei B, se folosesc B. subtilus si A. Gossypii care
produc 10 g/L de vitamina.

Sursa de carbon la producerea vitaminei B, poate fi glucoza sau extractul de
porumb. Glucoza poate fi inlocuitd cu zaharoza sau maltoza. Mediul nutritiv
contine aminoacizi (de exemplu, metionind, glicind), vitamine (biotind, tiamind),
extract de drojdie, peptone si, in anumite cazuri, purine si saruri (de exemplu,
MgSO., K:HPOS).

De regula, sursa de carbon si mediul nutritiv sunt sterilizate separat prin
tratament termic la temperaturi ridicate, utilizand timp scurt de expunere (140-
150°C pentru aproximativ 10 secunde) (Fig. 10.8).

Tn unele cazuri, componentele mediului nutritiv pot fi sterilizate separat. De
exemplu, peptonele si extractul de drojdie pot fi sterilizate distinct de solutia
apoasd de saruri. Aceastd metoda de sterilizare separatd este necesard pentru a
preveni reactiile chimice care pot avea loc intre componentele mediului nutritiv la
temperaturi inalte, cum ar fi procesele de condensare, deshidratare sau izomerizare.
Un exemplu de compozitie a mediului nutritiv, recalculat la un litru, este prezentat
n tabelul 10.2.

Tabelul 10.2. Compozitia mediului nutritiv in procesul de producere a

vitaminei B,

Component Concentratie (g/L) Rolul in proces

Glucozi 50.00-100,00 Substrat principal, sursa de carbon
pentru fermentare

Uree sau sulfat de amoniu 2,00-4,00 Sursd de azot pentru  cresterea
microorganismelor

. i Tampon pH necesar  pentru

Fosfat de potasiu (K,HPO,) 1,00-2,00 stabilitatea mediului

Sulfat de magneziu 0.50-1.00 Cofactor enzimatic pentru cresterea

(MgS0O,-7H,0) ' ' microorganismelor

Cloruri de sodiu (NaCl) 0,50-1,00 lon necesar pentru  functionarea
optima a celulelor

Sulfat feros (FeSO,-7H,0) 0,01-0,05 Sursd de fier necesar In sinteza
enzimelor redox

Extract de drojdie 5,00-10,00 Sursa de vitamine si factori de
crestere

Citrat de sodiu 1,00-2,00 Stabilizator de ioni metalici si
tampon pH

Apa distilata Completare pana la Med-lul-de baza pentru dizolvarea

1L nutrientilor

213




Analog altor procese de fermentare, microorganismele (Ashbya gossypii sau
Bacillus subtilis) sunt cultivate initial in bioreactoare pentru a atinge o anumita
masa celulara, apoi sunt introduse Th fermentatorul de regim; schema tehnologica a
procesului este prezentata in figura 10.8.

Procesul de fermentare cu Ashbya gossypii. Fermentarea este aeroba si
utilizeaza ulei vegetal ca sursa de carbon. Procesul are loc in fermentatoare de mare
capacitate, in conditii strict controlate la o temperaturd de 27-30°C, cu o viteza
minimd de aerare de 1 volum de aer per unitate de volum de bioamestec pe minut
(0,25 vvm), pH-ul initial este de 6,5. Durata procesului de fermentare este de 120—
140 de ore (5-7 zile), iar productivitatea vitaminei B: (riboflavinad) este de
aproximativ 15 g/L. Tehnologiile mai recente permit reducerea duratei procesului
la 3 zile si productivitatea crescutd pana la 20 g/L.

Dupa terminarea procesului de fermentare are loc separarea prin filtrare a
solutiei native, care contine riboflavina ca metabolit extracelulur, de biomasa.
Ulterior in unitatea (2) riboflavina este precipitatd din solutia filtrata prin ajustarea
pH-ului sau adaugarea unor agenti chimici specifici. Astfel are loc concentrarea
riboflavinei si formarea cristalelor. In urmitoarea etapi se separa cristalele de
riboflavina prin decantare, care se colecteaza in unitatea (3). Cristalele obtinute
sunt supuse procesului de uscare cu aer cald Tn unitatea (4). Daca este necesar,
riboflavina poate fi supusa procesului de recristalizare.

Praful stabil si uscat de riboflavind are o culoare galben-portocalie intensa,
datorita structurii sale chimice care include un nucleu izoaloxazinic responsabil de
absorbtia luminii. Aceastd culoare distinctiva face ca riboflavina sa fie identificata
usor si este adesea utilizata si Tn calitate de colorant alimentar (E101). Culoarea ei
devine mai pronuntatd in medii acide si se poate estompa la expunerea prelungita la
lumina sau caldura intensa.

Riboflavina purificata este ambalatd in recipiente etanse, de culoarea
chihlimbarului, protejatd de lumind si umiditate pentru a preveni degradarea.
Produsul este stocat in conditii de temperatura si umiditate controlata.

Aceastd metoda biotehnologica este eficienta si ecologicd, datorita utilizarii
resurselor regenerabile si a capacitatii ridicate de productie a Ashbya gossypii.
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Biotehnologia vitaminei By,

Biosinteza vitaminei B, este una dintre cele mai complexe cai metabolice
cunoscute, dar nu este complet elucidatd. Vitamina B, este produsa exclusiv prin
fermentare. Bacteriile producidtoare de vitamina Bj, includ Pseudomonas
denitrificans si Propionibacterium.

Procesul de producere a vitaminei Bj, in prezenta bacteriilor
Propionibacterium poate implica utilizarea speciilor Propionibacterium shermanii
(ATCC 6707) sau Propionibacterium freudenreichii (ATCC 13673). Schema
tehnologica a acestui proces este prezentata in figura 10.9. Initial bacteriile se
inoculeaza intr-un recipient de 2 L. Compozitia mediului cu volumul de 400 mL
include: triptona — 20 g¢/L, extract de drojdii — 10 g/L, suc de tomate filtrat —
200 mL/L, pH-ul este ajustat la 7,2. Incubarea are loc timp de 2 zile, la 30°C, fara
agitare. Inoculul obtinut este transferat in fermentatorul intermediar cu un volum de
30 L. Volumul mediului constituie 10 L si are urmatoarea compozitie: extract de
porumb — 20 g/L, glucoza — 90 g/L. Valoarea pH-ului se ajusteaza la valoarea 6,5
(prin adaugare de NH4OH), temperatura este de 30°C si fara aerare. Incubarea se
realizeaza timp de 24 de ore.

Fermentarea principald are loc in fermentatorul de regim cu capacitatea de
500 L. Volumul mediului in fermentator este de 340 L, glucoza se sterilizeaza
separat (40 min la 120°C); ulterior in el se inoculeaza 7 L de biomasa obtinuta in
etapa precedenta in fermentatorul intermediar. Compozitia optimd a mediului
nutritiv in fermentatorul de regim, recalculat la un litru, este prezentatd in
tabelul 10.3.

Tabelul 10.3. Compozitia mediului nutritiv in fermentatorul de regim pentru
producerea biotehnologica a vitaminei B1, cu ajutorul Propionibacterium

Componentul Continutul
Glucoza 120,09
Melasa de porumb 80,0 mL
Glicind 5090
NH,NO, 309
Na,MoO, 10,0 mg
Pantotenat de calciu 5,0 mg
CoCl, - 6H,0 10,0 mg
Dimetilbenzimidazol 20,09
Apa panalal0L
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In prezenta oxigenului, biosinteza vitaminei By, are loc cu randamente mici,
de aceea procesul are loc in doua etape. In primele 3 zile fermentarea este
anaeroba, in aceasta perioada bacteriile cresc si produc cobamida si acid propionic
(acid propionic 10% din volumul bioamestecului). Valoarea pH-ului se mentine la
valoarea 7 prin adaugare de NH4OH. In urmitoarele 1-3 zile biosinteza are loc la
agitare si acrare, 2 m® aer/(m* mediu.ord). In aceasta etapi are loc biosinteza 5,6-
dimetilbenzimidazolului (5,6-DBI), o componentd esentialdi a cobalaminei
(vitamina By,). Tn biosinteza vitaminei B1, 5,6-DBI este un precursor-cheie care se
leagd de nucleotidul cobalaminic, formand nucleotidul cobamamidic.
Suplimentarea cu 5,6-DBI in procesul de fermentare accelereaza procesul de
producere a vitaminei B,.

in prezenta oxigenului, biosinteza vitaminei Bj, are loc cu randamente mici,
motiv pentru care procesul se desfagoard in doud etape.

1. Etapa anaeroba

Primele 3 zile ale fermentirii sunt anaerobe. In aceastd perioada bacteriile
cresc si produc cobamida si acid propionic (acidul propionic constituie 10% din
volumul bioamestecului). Valoarea pH-ului se mentine constantd la 7 prin
adaugarea de NH4OH.

2. Etapa aeroba

In urmitoarele 1-3 zile biosinteza se desfisoara cu agitare si aerare, la un
debit de aer de 2 m® aer/(m® mediu-ord). In aceastd etapi se produce 5,6-
dimetilbenzimidazol (5,6-DBI), care este consumat in procesul de sinteza a
vitaminei Bj,. Adaugarea unei cantitati suplimentare de 5,6-DBI in aceastd etapa
creste productivitatea vitaminei By, si reduce timpul necesar fermentarii.

Pe de alta parte, procesul de producere a vitaminei B;, poate avea loc si cu
participarea bacteriilor Pseudomonas denitrificans (MB 2436).

Acest procedeu se desfasoara conform aceleiasi scheme tehnologice
descrise anterior (Fig. 10.9). Totusi, in acest caz, fermentatorul de regim are un
volum de 120 m?. In mediul de fermentare se adaugi suplimentar nitrat de cobalt
(IT) in concentratii de 40—200 mg/L. De asemenea, in mediu se introduce betaina
sau colind, care contribuie la cresterea productivitatii vitaminei B1, prin stimularea
reactiilor de sintezd a acidului aminolevulinic, promovarea reactiilor de metilare si
favorizarea sintezei acidului L-glutamic, glicinei si metioninei. Betaina si colina
influenteaza pozitiv permeabilitatea membranei celulare, facilitind astfel
transportul substantelor. Similar cazului anterior, adaugarea de 5,6-DBI
imbunatateste productivitatea vitaminei Bj,, favorizand ultima etapa a procesului
biosintetic. Tn plus, acidul L-glutamic accelereazi cresterea bacteriilor
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Pseudomonas denitrificans. Compozitia detaliatda a mediului nutritiv, recalculat la
un litru, pentru acest proces este prezentata in tabelul 10.4.
Tabelul 10.4. Compozitia mediului nutritiv in fermentatorul de regim pentru
producerea biotehnologica a vitaminei B1, cu Pseudomonas denitrificans

Componentul Continutul

Melasa din sfecla de zahar 105,00 g
Zaharoza 15,00 g
Bina 3,00 g
(NH4)>S04 250 ¢g
MgSO4 0,20 g
ZnSO0y 0,08 g
5,6-DBI 0,02 g

Apa panala 1,00 L

In procesul de fermentare se utilizeazd melasa din sfecli de zahar, care
contine o cantitate semnificativa de glutamat si betaina. La concentratii ridicate de
betaina are loc inhibarea diviziunii celulare. Prin urmare, betaina este adaugata
continuu n bioreactor, astfel incat concentratia ei sa nu depaseasca 57 g/L.

Tn cazul bacteriilor Pseudomonas, spre deosebire de Propionibacterium,
producerea vitaminei By, are loc in timpul cresterii microorganismelor. Procesul de
fermentare este integral aerob.

Procesul de fermentare poate dura intre 2 si 6 zile. Fermentarea are loc la un
pH de 7 si la o temperaturd de 30°C. Bioamestecul este aerat pe toatd durata
procesului. Cu toate acestea, aerarea prea intensa poate inhiba cresterea
microorganismelor si astfel reduce randamentul in Bjs,.

Productivitatea vitaminei B, poate ajunge la aproximativ 200 mg/L.
Continutul de oxigen dizolvat in mediul de fermentare este de: 8-10% in primele 49
de ore, 2-5% intre 49 si 106 ore, 2% intre 107 si 168 de ore.

Procesarea vitaminei Bj, implica mai multe etape, care pot varia in functie
de unitatea de productie. Cele mai des utilizate etape sunt prezentate in figura 10.9.

Initial, bioamestecul este filtrat, iar biomasa ajunge in unitatea (1), unde are
loc liza celulara la o temperatura de 80-120°C timp de 10-30 minute, la un pH de
6,5-8,5. In solutie se dizolva diferite forme ale vitaminei Bj,. Ulterior, vitaminele
B2 sunt transformate in cianocobalamina (CNB;j,) prin tratare termica, in prezenta
nitritului de sodiu, cu o solutie de 0,1% KCN. Dupa filtrare, solutia de CNBj;
ajunge n unitatea (2), unde este precipitatd prin adaugarea de o-crezol sau acid
tanic. Ulterior, cristalele de CNBj, sunt filtrate. Puritatea vitaminei B, astfel
obtinute este de 80% si poate fi utilizata ca supliment pentru hrana animalelor.
Pentru utilizarea farmaceutica, vitamina B, este purificatd prin extractie, adsorbtie
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si recristalizare. In extractie, cristalele din unitatea (3) sunt dizolvate in tetraclorura
de carbon, iar dupa adaugarea de butanol sunt extrase cu apa. Din fractiile apoase
vitamina B, se extrage repetat cu tetraclorura de carbon sau cu alt solvent organic.
Purificarea cromatografica include purificarea pe coloane cu schimbatori de ioni,
pe coloane cu oxid de aluminiu si adsorbtia impuritétilor hidrofobe pe coloane cu

carbune activ. Dupa purificarea cromatografica, vitamina Bj, este purificatd prin

recristalizari repetate din solventi organici.

Ado-Bj, si Metil-By, sunt izolate direct din bioamestec. Vitaminele Bi;

transformate in timpul extractiei in X-B1, (X = CI', SO4* sau NO3) in coloanele cu
schimbatori de ioni OH™ (Amberlite IRA 400) se transforma in HO-B5.

intrebari pentru autoevaluare

1.

ok~ own

10.

Clasificati vitaminele si descrieti proprietatile chimice principale.

Descrieti rolul farmaceutic si cosmetic al vitaminelor Tn diferite produse.
Prezentati etapele de biosinteza a unor vitamine din grupa B.

Propuneti mecanismele de biosinteza a vitaminei C.

Descrieti compozitia mediului nutritiv si materiile prime utilizate n
producerea biotehnologica a vitaminelor C, B; si Bia.

Propuneti fluxul tehnologic de producere biotehnologica a vitaminelor C,
Bg §1 B12.

Descrieti si explicati etapele de fermentare la producerea biotehnologica a
vitaminelor C, B; si Bia.

Propuneti metode de izolare si purificare a vitaminelor C, B; si By, la scara
industriala.

Explicati diferentele tehnologice dintre producerea biotehnologica a
vitaminelor B, si C.

Propuneti metode de optimizare a etapelor de producere biotehnologica a
vitaminelor C, B, si B1, in scopul cresterii productivitatii acestora.
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11. BIOTEHNOLOGIA AROMELOR COSMETICE

11.1. Arome cosmetice: clasificare, structura, proprietdti si utilizare in industria
cosmetica

11.2. Biosinteza eugenolului, 2-feniletanolului, vanilinei si a y-decalactoneli

11.3. Biotehnologia 2-feniletanolului: materii prime, biosinteza, izolare si
purificare

Abilitati
Studentul:
- enumera substantele parfumerice obtinute pe cale biotehnologica;
- scrie si explica ecuatiile de biosinteza a eugenolului, 2-feniletanolului,
vanilinei si a y-decalactonei;
- elaboreazd schema tehnologicd si descrie etapele si parametrii tehnici ai
procesului biotehnologic de producere a 2-feniletanolului;

11.1. Arome cosmetice: clasificare, structuri, proprietiati si utilizare in
industria cosmetica

Aromele cosmetice obtinute prin procese biotehnologice reprezintd 0
alternativd sustenabila a metodelor traditionale de extractie din plante sau prin
sintezd chimica. Ele sunt folosite pe scard largd in industria parfumurilor,
cosmeticelor si produselor de ingrijire personald datoritd puritatii ridicate si
impactului redus asupra mediului.

Aromele cosmetice de origine biotehnologicd sunt compusi aromatici
produsi prin intermediul microorganismelor (bacterii, drojdii, fungi) sau enzimelor,
utilizdnd materii prime regenerabile, precum glucoza, glicerolul sau uleiurile
esentiale ca substrat.

Dupa compozitia chimicad aromele cosmetice se clasifica in:
- alcooli aromatici (ex., 2-feniletanol)
- esteri (ex., acetat de geranil)
- cetone (ex., ionone)
- terpene (ex., linalool, geraniol).

O clasificare mai detaliata a aromelor cosmetice obtinute pe cale
biotehnologica este prezentata in tabelul A.11.1.

Produsele obtinute prin procese biotehnologice sunt in general foarte pure,
fara contaminanti prezenti in metodele de sintezd chimica. Aromele rezultate au un
profil organoleptic complex si rafinat. Conform legislatiei UE si FDA, aromele
obtinute prin biotehnologie pot fi etichetate drept ,naturale”. Majoritatea
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compusilor sunt usor degradabili, ceea ce reduce impactul asupra mediului. Sunt
utilizate in diverse produse cosmetice (parfumuri, creme, sampoane €etc.).

Biotehnologia aromelor cosmetice reprezintd o directie promititoare pentru
dezvoltarea produselor sustenabile, ecologice si inovative, avand un impact
semnificativ asupra calitdtii produselor cosmetice moderne.

11.2. Biosinteza eugenolului, 2-feniletanolului, vanilinei si a y-decalactonei
Biosinteza eugenolului

Eugenolul este un compus organic, un derivat alilic al guaiacolului. Este un
compus incolor sau slab galbui, aromatic si uleios, si se regdseste in uleiurile
volatile din anumite specii vegetale, precum: cuisoare, scortisoard, busuioc si dafin.
Denumirea compusului provine de la denumirea stiintifica a plantei din care se
obtin cuisoarele, Eugenia caryophyllata (care este in prezent denumita Syzygium
aromaticum).

Eugenolul este utilizat pe scard larga in industria farmaceuticd, cosmetica,
parfumericd si alimentara datoritd proprietatilor sale antimicrobiene, parfumante si
antioxidante.

Biosinteza eugenolului incepe cu aminoacidul L-tirozina (L-Tyr) (Fig.
11.1), care este transformat in acid p-cumaric in prezenta enzimei tirozin amoniac
liaza (TAL). Acidul p-cumaric este ulterior hidroxilat in acid cafeic prin actiunea
enzimei p-cumarat 3-hidroxilaza care necesita oxigen si NADPH.

Acidul cafeic este metilat in prezenta S-adenozil metioninei (SAM),
forménd acid ferulic. Acesta este convertit la acid feruloil-CoA de catre enzima 4-
hidroxicinamoil-CoA ligaza (4CL).

In continuare, acidul feruloil-CoA este redus la aldehidd coniferilica
(aldehida 4-hidroxi 3-metoxicinamica) de catre cinamoil-CoA reductaza (CCR),
care este apoi redusa suplimentar la alcool coniferilic de enzimele cinamil-alcool
dehidrogenaza (CAD) sau sinapil-alcool dehidrogenaza (SAD). Alcoolul coniferilic
este transformat intr-un ester in prezenta acetil-CoA, formand acetat de coniferil. Tn
etapa finala, acetatul de coniferil este convertit in eugenol cu ajutorul enzimei
eugenol sintetaza 1, utilizand NADPH ca donator de electroni.
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Biosinteza 2-feniletanolului

Datoritd mirosului placut de trandafir si proprietatilor sale antibacteriene, 2-
feniletanolul (2-PE) este un compus de mare valoare utilizat pe scarda larga in
industria cosmeticd, alimentara si a aromelor. Actualmente, cea mai mare parte a
productiei mondiale de 2-PE (mai mult de 10.000 de tone pe an) se realizeaza prin
utilizarea metodelor chimice care implicd reactivi toxici, cum ar fi benzenul si
oxidul de stiren, precum si conditiile dure de productie (>300°C) si cantitati mici
prin metode biotehnologice. De aceea, este importanta inlocuirea acestui proces cu
o alternativa biotehnologica. Diverse drojdii de tip salbatic, inclusiv
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus si Yarrowia lipolytica, au
capacitatea de biosinteza a 2-PE. Pana in prezent au fost raportate mai multe cai de
biosinteza pentru productia de 2-PE, inclusiv calea Ehrlich, calea fermentarii cu
precursor, bioconversie enzimatica, biosinteza de novo. Deoarece aceste cai
pornesc de la L-fenilalanina (L-Phe) sau fenilpiruvat (PPA), randamentele ridicate
sunt de obicei obtinute prin biotransformarea L-Phe adaugatd exogen, care
reprezinta o abordare mai eficienta, dar cu un cost ridicat.

Biosinteza 2-feniletanolului (2-PE) din L-fenilalanina (L-Phe) prin calea
Ehrlich (Fig. 11.2) este un proces metabolic specific, intalnit in mai multe
microorganisme, care implicd trei etape principale, precum transaminarea,
decarboxilarea si reducerea intermediarului fenilpiruvat. Acest proces este realizat
in principal de drojdii, precum Saccharomyces cerevisiae, si este valorificat
industrial pentru obtinerea 2-PE utilizat ca aroma sau ingredient in parfumuri.

In prima etapd, L-fenilalanina este transaminati de o aminotransferazi,
generand acidul fenilpiruvic. Tn etapa a doua, acidul fenilpiruvic este decarboxilat
de catre o decarboxilazi, formand aldehida fenilacetica. Tn ultima etapa, aldehida
fenilacetica este redusa la 2-PE de catre o dehidrogenaza, in prezenta NADPH.

Deoarece L-Phe este o materie prima relativ costisitoare, productia directa
de 2-PE din carbohidrati, care este o materie prima ieftind si regenerabild,
reprezinta o alternativa atractiva.
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Figura 11.2. Biosinteza 2-feniletanolului (2-PE) din L-fenilalanina (L-Phe)
prin calea Ehrlich

Biosinteza 2-feniletanolului (2-FE) pe calea biosintezei de novo implica mai
multe etape enzimatice avand ca punct de plecare ciclul shikimat. Aceasta cale
transforma glucoza sau alte surse de carbon n 2-FE (Fig. A.11.1). Tn biosinteza de
novo, glucoza sau alte glucide sunt transformate Tn precursori aromatici prin calea
shikimat, iar acestia sunt ulterior procesati printr-o serie de reactii enzimatice
pentru a produce 2-feniletanolul. Acest proces este important pentru productia
durabild de 2-FE fard a utiliza aminoacidul L-fenilalanina exogen. Initial are loc
formarea acidului corismic (calea shikimatului, Fig. A.11.2), aceasta este calea
principald pentru sinteza precursorilor aromatici. Pentru aceasta, printr-un proces
de glicoliza, glucoza este transformata in fosfoenolpiruvat (PEP) si eritrozo-4-
fosfat. Ulterior, prin condensarea enzimatica PEP si eritrozo-4-fosfat in prezenta
enzimei 3-deoxi-arabinoheptulozat-7-fosfat sintaza (DAHP sintaza), se formeaza
acidul 3-dehidrochinic, care este transformat succesiv in acid corismic. La etapa
urmatoare are loc sinteza acidului fenilpiruvic. Initial are loc transformarea acidului
corismic in acid prefenic, reactie catalizata de enzima corismat mutaza. Ulterior,
acidul prefenic este convertit in acid fenilpiruvic printr-o reactie catalizata de
aromat dehidrogenaza. In etapa finald are loc biosinteza 2-feniletanolului (calea
Ehrlich integrata in biosinteza de novo).
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Enzima aminotransferaza transforma acidul fenilpiruvic in L-fenilalanina.
L-fenilalanina este transformata in acid fenilpiruvic prin reactia catalizata de L-
fenilalanin-amoniac liaza (PAL). Acidul fenilpiruvic este transformat prin
decarboxilare in aldehida fenilacetica sub actiunea fenilpiruvat decarboxilazei. Tn
ultima etapa aldehida fenilacetica este redusa la 2-feniletanol prin fenilacetaldehid-
dehidrogenaza, utilizind NADPH ca sursa de donor de electroni.

Desi sinteza chimicd domina incd productia globalda de 2-PE, metodele
biotehnologice sunt in crestere rapidd, reflectind tendintele sustenabile si
orientarea catre produse naturale.

Biosinteza vanilinei

Vanilina este un compus organic natural extras din boabele de vanilie
apartinand familiei Orchidaceae si este un agent aromatizant popular utilizat pe
scard larga la nivel global. Datoritd aromei caracteristice de boabe de vanilie si a
parfumului puternic cu note lactice, vanilina este un ingredient important in
industria alimentara, a bauturilor, cosmeticelor si a produselor farmaceutice.

Cererea globala de vanilind depaseste 15.000 de tone anual, 1nsd doar
aproximativ 2.000 de tone de vanilind naturald sunt extrase in fiecare an. Tn
consecinta, cea mai mare parte a vanilinei utilizate industrial este sintetizata chimic
din diverse materii prime. Vanilina naturala derivata din pastaile de vanilie are un
cost ridicat, variind intre 1.200 si 4.000 USD per kilogram, in timp ce vanilina
sintetica costa mai putin de 15 USD per kilogram.

Desi metoda chimica de producere a vanilinei are costuri reduse, aceasta
prezinta dezavantaje, precum probleme legate de poluare si lipsa selectivitatii
substratului, care limiteaz atractivitatea acestei metode. In plus, vanilina
sintetizatd este consideratd artificiala si, prin urmare, utilizarea ei este strict
reglementatd in industria alimentara si farmaceutica conform legislatiei UE.

Ca alternativa, productia biotehnologicd de vanilind, considerata ,,identica
cu cea naturald”, prezinta un interes semnificativ. Aceasta implica de obicei metode
precum transformarea microbiand, sinteza enzimaticd, fermentarea directd, toate
utilizand o varietate de materii prime. Tn literatura de specialitate sunt cunoscute
diverse microorganisme care pot sa producd vanilind, precum Saccharomyces
cerevisiae, Corynebacterium glutamicum, Aspergillus niger, Pycnoporus
cinnabarinus, Escherichia coli recombinanta etc.

Una dintre cea mai rentabila metoda este biosinteza de novo (Fig. 11.3), din
surse simple de carbon, cum ar fi glucoza, deoarece aceste surse sunt mult mai
ieftine si mai usor disponibile.
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Biosinteza de novo a vanilinei din surse de carbon simple, precum glucoza,
xiloza si glicerolul, reprezintd o metoda biotehnologicd avansata care implica
ingineria metabolica a microorganismelor, de obicei bacterii precum Escherichia
coli sau drojdii precum Saccharomyces cerevisiae. Aceasta metoda utilizeaza surse
de carbon ieftine si abundente ca substrat pentru producerea vanilinei, prin
reconstructia si optimizarea cdilor metabolice naturale si artificiale.

Metoda data incepe cu reconstructia caii aromatice comune, responsabile
pentru sinteza L-tirozinei (Fig. 11.3, partea violeta), un precursor esential pentru
biosinteza vanilinei. In aceasti etapi, glicoliza si ciclul pentozofosfat furnizeaza
precursorii fosfoenolpiruvat (PEP) si eritroza-4-fosfat (E4P). Acesti precursori sunt
transformati prin condensare in 3-deoxi-D-arabino-heptulozonat-7-fosfat, care
ulterior este convertit in 4-hidroxifenilpiruvat. Acesta ulterior este transformat in L-
tirozina prin activitatea enzimelor specifice.

In etapa urmitoare L-tirozina este transformata in acid ferulic prin reactii
enzimatice (Fig. 11.3, secventa in albastru deschis). Tirozin amoniac-liaza (TAL)
converteste L-tirozina Tn acid p-cumaric. Ulterior acidul p-cumaric este transformat
in acid cafeic sub actiunea 4-cumarat 3-hidroxilazei (C3H). Cafeat
O-metiltransferaza (COMT) metileaza acidul cafeic, generand acid ferulic.

In ultima etapa acidul ferulic este transformat in vanilind prin trei etape
enzimatice (Fig. 11.3, secventa din partea de jos, colorata in negru). Initial,
feruloil-CoA sintetaza (FCS) activeaza acidul ferulic sub forma de feruloil-CoA.
Apoi enoil-CoA hidrataza/aldolaza (ECH) reduce feruloil-CoA la 4-hidroxi-3-
metoxifenil-p-hidroxipropinoil-CoA, iar ulterior la vanilina.

O altd metodda de producere biotehnologica a vanilinei este sinteza
enzimatica. Aceastd metoda implica utilizarea enzimelor specifice pentru a converti
precursorii chimici, precum acidul ferulic, eugenol, izoeugenol etc., in vanilina.
Aceasta este o metoda biotehnologica eficientd si ecologica, fiind o alternativa
importanta a sintezei chimice. Procesul poate fi realizat intr-un bioreactor utilizand
enzime libere sau imobilizate.

Eugenolul, un compus aromatic extras din uleiuri esentiale (eX., cuisoare,
scortisoard), este utilizat ca precursor in sinteza enzimatica a vanilinei. Aceasta
metoda implicda mai multe etape de biotransformare catalizate de enzime care
convertesc eugenolul in vanilina intr-un mod eficient si ecologic (Fig. 11.4).

In prima etapa are loc obtinerea aldehidei coniferalice, pentru aceasta
eugenolul este hidrolizat la alcool coniferilic prin intermediul alcool hidrolazei.
Ulterior, in prezenta coniferil alcool dehidrogenazei, acesta este oxidat la aldehida
coniferilicd prin intermediul unei reactii de dehidrogenare.
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Figura 11.4. Biosinteza enzimatica a vanilinei din eugenol

In etapa a doua, aldehida coniferilici este oxidati la acid ferulic prin
intermediul unei reactii de dehidrogenare, in prezenta coniferil aldehid
dehidrogenazei. In ultima etapa are loc activarea acidului coniferilic prin
intermediul feruloil-CoA sintazei in feruloil-CoA, care este ulterior redus la
vanilind prin intermediul enoil CoA hidratazei/aldolazei.

Metodele enzimatice prezinta avantaje: selectivitate ridicatd (enzimele
implicate catalizeaza reactii specifice, reducand formarea produselor secundare),
proces ecologic (nu necesita utilizarea solventilor toxici), compatibilitate
industrialé (procesul poate fi integrat cu alte fluxuri tehnologice datorita
de dezavantaje. enzime costisitoare (necesHatea unor enzime de inaltd calitate
creste costurile procesului), randament variabil (concentratiile mari de vanilina
inhiba enzimele, iar reactiile incomplete pot reduce eficienta procesului),
necesitatea unui control strict al conditiilor (pH-ul, temperatura si concentratia
substratului trebuie monitorizate pentru a preveni inhibarea reactiei).

Biosinteza y-decalactonei

y-Decalactona (CioH180,) este un ester intramolecular al acidului
4-hidroxidecanoic. Este un lichid uleios, incolor, caracterizat printr-o nota intensa,
cremoasd de piersici, perceptibild chiar si la concentratii foarte scazute —
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aproximativ 88 mg/L in solutii apoase. Aplicatia principald a j~decalactonei consta
in crearea compozitiilor de parfum cu note de piersici, mango, capsuni si ciocolata.

Desi y-decalactona este o componenta naturald a parfumului multor fructe,
extractia sau distilarea acesteia din surse naturale nu este profitabila din cauza
continutului scazut. Prin urmare, productia actuald de y~decalactona se bazeaza in
principal pe metode chimice sau biotehnologice.

Metodele chimice prezintd dezavantaje precum Sinteza in mai multe etape si
lipsa selectivitatii. in schimb, metodele biotehnologice, desi mai putin eficiente,
sunt selective. Aceste metode biotehnologice pentru sinteza j-decalactonei se
bazeaza in principal pe procesele de degradare oxidativa a acizilor grasi, care au loc
n peroxizomii drojdiilor.

Studiile anterioare privind biosinteza y-decalactonei au condus la selectarea
mai multor specii de drojdii care pot sa catalizeze procesele de f-oxidare si de
reducere a legaturilor duble nesaturate din acidul ricinoleic. Dintre
microorganismele care sintetizeaza y-decalactona din acidul ricinoleic sau esterii
sai se disting urmatoarele specii de drojdii: Candida tropicalis, Pichia pastoris,
Sporobolus salmonicolor, Rhodotorula glutinis si Yarrowia lipolytica.

Sinteza biotehnologica a y-decalactonei (GDL) se bazeazd pe
biotransformarea acidului ricinoleic sau a derivatilor sdi In prezenta
microorganismelor. In scopuri economice, se utilizeazi in mod obisnuit uleiul de
ricin (lat. Oleum ricini), obtinut din semintele plantei de ricin (Ricinus communis),
in care acidul ricinoleic constituie aproximativ 80% din trigliceride. Initial uleiul de
ricin este procesat pentru a izola acidul ricinoleic sau esterii acestuia (de ex., esteri
metilici), apoi este introdus in mediul de fermentare, care contine specii de drojdii
ce pot sa oxideze si sa ciclizeze substratul (Fig. 11.5).
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Degradarea lipidelor incepe cu activitatea lipazelor extracelulare, care
hidrolizeaza triacilglicerolii in acizi grasi liberi. Procesul de f-oxidare are loc in
peroxizomii microorganismelor, unde acizii grasi sunt scindati treptat in unitati de
doi atomi de carbon (acetil-CoA).

Acidul ricinoleic trece prin patru cicluri de f-oxidare, in timpul carora sunt
eliminate fragmente a cate doi atomi de carbon. Acest proces decurge sub actiunea
enzimelor: Acil-CoA oxidaza — catalizeaza prima etapa de dehidrogenare a acidului
gras, 2-Enoil-CoA hidrataza — introduce o grupare hidroxil, 3-Hidroxiacil-CoA
dehidrogenaza — oxideaza intermediarii hidroxilici si Cetoacil-CoA tiolaza —
scindeaza lantul acil-CoA pentru a elimina unitatile de acetil-CoA. Dupa patru
cicluri de p-oxidare, lantul acidului ricinoleic este redus la acid 4-hidroxidecanoic,
un precursor al y-decalactonei. Tn mediu acid (pH 2,0) si la incilzire (80-100°C),
printr-o reactie de esterificare si lactonizare intramoleculara, acidul 4-
hidroxidecanoic este transformat in y-decalactona.

Producerea y-decalactonei prin metode biotehnologice are numeroase
avantaje: se obtine un produs ,,identic natural” care se foloseste pe larg in industria
alimentara si cosmeticd, enantiospecific, se evitd multiplele etape chimice si
deseurile toxice. Dintre principalele dezavantaje pot fi enumerate: randamentul
relativ scazut comparativ cu sinteza chimicd, necesitatea unui control strict al
conditiilor de fermentare.

11.3. Biotehnologia 2-feniletanolului: materii prime, biosinteza, izolare si
purificare

2-Feniletanolul (2-FE) este un alcool aromatic, cunoscut pentru mirosul sau
intens, cu note de trandafir. Mirosul placut il face foarte apreciat in diverse sectoare
industriale, inclusiv cosmetice, farmaceutice si in industria alimentard si a
bauturilor. De exemplu, este utilizat ca ingredient in parfumuri, sampoane si
sapunuri. Proprietdtile sale antibacteriene si antifungice il fac un aditiv valoros,
deoarece nu doar conferd un parfum atractiv, dar si protejeazd produsele de
contaminarea microbiand, prevenind astfel deteriorarea acestora.

2-FE are o valoare de piati remarcabila. In 2021, productia anuali globala
de 2-FE a depasit 10.000 de tone. Pe de alta parte, 2-FE se gaseste in mod natural si
este extras, in mod traditional, din uleiurile esentiale ale multor flori, inclusiv
iasomie, zambile, crin si trandafiri. Cu toate acestea, concentratia scazutd de 2-FE
in flori face ca procesul de extractie sa fie costisitor si complex, alaturi de impactul
negativ asupra mediului cauzat de eliminarea deseurilor. Disponibilitatea 2-FE
natural n flori este influentata de fluctuatiile sezoniere si de susceptibilitatea la boli
si daundtori, ceea ce constrange si mai mult furnizarea de 2-FE natural. Acesti
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factori contribuie la cresterea pretului 2-FE natural, care ajunge de obicei la
aproximativ 1000 USD/kg si este susceptibil sd creasca in continuare odatd cu
majorarea cererii.

Tn prezent, cea mai mare parte a 2-FE este produsd prin sinteza chimica,
non-ecologica. Calitatea produsului obtinut prin metoda chimica nu este suficienta,
ceea ce restrange gama de aplicatii a acestuia. Deoarece produsele de fermentare
sunt considerate naturale conform legislatiei europene si americane atunci cand
sunt obtinute din substraturi naturale, metodele biotehnologice, in special
fermentatiile microbiene, reprezinta alternative promititoare pentru producerea 2-
FE natural din plante. Productia de bioproduse cu valoare addugatd prin
fermentarea microorganismelor (fungii, bacterii) este o tendinta importantd in
sectorul biotehnologic. Th mod special, utilizarea subproduselor agroindustriale ca
substraturi In aceste procese biotehnologice atrage un interes considerabil. Pretul
estimat al 2-FE produs prin metoda biotehnologica este de aproximativ 220
USD/Kg, care este de 4-5 ori mai mic decat cel obtinut prin extractia din plante.

2-PE poate fi sintetizat de mai multe specii de drojdii, inclusiv Yarrowia
lipolytica, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Pichia
fermentans, Candida glycerinogenes, Zygosaccharomyces rouxii etc. Y. lipolytica
poate metaboliza o gama largd de substraturi, inclusiv glucoza, fructoza si
glicerolul, dar nu si zaharoza. Unul dintre avantajele majore ale acestei specii este
faptul ca poate atinge densitdti mari de celule fara acumulare de etanol in conditii
aerobe. Tn drojdii, 2-FE poate fi sintetizat prin catabolismul aminoacizilor utilizand
doua cai distincte, precum bioconversia L-Phe prin calea Ehrlich si biosinteza de
novo, pornind de la monozaharide, prin calea shikimatului. Costul ridicat si
disponibilitatea limitatd a L-Phe reprezintd factori restrictivi pentru productia
industriala de 2-FE prin calea Ehrlich. Acest lucru face ca biosinteza de novo sa fie
o alternativa mai economica. Pentru a creste eficienta biosintezei de novo care are
randamente scdzute sunt utilizate strategiile de inginerie genetica, prin
intensificarea fluxurilor metabolice din calea shikimatului.

Reiesind din cele expuse, la nivel industrial, pentru producerea 2-FE prin
biotehnologie este utilizata predominant metoda prin biosinteza de novo. Aceasta
implica utilizarea microorganismelor modificate genetic, precum specii de
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus sau specii de Escherichia
coli, Y. Lipolytica, care pot metaboliza surse simple de carbon (cum ar fi glucoza,
xiloza sau glicerolul) pentru a produce 2-FE prin cdi metabolice specifice. Procesul
de productie al 2-FE este influentat semnificativ de compozitia mediului de cultura
si de conditiile de functionare a reactorului. Acesti factori determind cresterea

microbiana si activarea cdilor metabolice implicate in biosinteza 2-FE, influentand
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astfel productivitatea procesului si relevanta economici a acestuia. In ceea ce
priveste compozitia mediului de culturd, sursele de azot, nutrientii esentiali si
sursele de carbon reprezinta factori critici pentru optimizarea productiei de 2-FE.
De asemenea, parametrii de fermentare, cum ar fi pH-ul, temperatura si aerarea, au
un rol crucial in Imbunatatirea randamentului si stabilitatii procesului. Numeroase
studii au fost efectuate pentru a identifica cele mai atractive din punct de vedere
economic cai de biosinteza, pentru producerea industriala a 2-FE. Pentru aceasta, in
calitate de sursa de carbon in procesul de fermentare sunt folosite numeroase
deseuri agroalimentare, precum melasa, extractul de porumb, coji de orez, fibre de
soia, fibre de orez, cozi de sparanghel, coji de portocald, coji de banana, tescovina
de mar verde, tescovind de mar rosu etc. Compozitia tipica a mediului nutritiv,
recalculata la un litru, la producerea biotehnologica a 2-feniletanolului prin metoda
biosintezei de novo cu Yarrowia lipolytica este prezentata in tabelul 11.1.

Tabelul 11.1. Compozitia mediului nutritiv pentru producerea biotehnologica
a 2-FE prin metoda biosinteza de novo cu Yarrowia lipolytica

Mediu Component Concentratia Rolul in mediu
optima, g/L
Melasa 30,00 sursa de carbon principald
Extract de drojdie 5,00 sursd de vitamine si nutrienti
Uree 1,00 sursd de azot
KH,PO, 2,00 reglator de pH si furnizeaza
fosfati
de MgSO,-7H,0 0,50 cofactor enzimatic
inoculare NaCl 0,10 mentine echilibrul osmotic
Apa pana la un litru mediu pentru dizolvare
Melasa 50,00 sursa principald de carbon
Extract de drojdie 5,00 sursa de aminoacizi, vitamine,
oligoelemente
Uree sau (NH,),SO, 1,50 sursd de azot
KH,PO, !/ K,HPO, 1,00 sursa de fosfor si tampon pH
MgSQO,-7H,0 0,50 sursd de magneziu si sulf
de ZnSO, 0,01 oligoelement
fermentare MnSO, 0,01 oligoelement
FeSO, 0,01 oligoelement
CuS0O, 0,01 oligoelement
NaOH / H3PO, Ajustat la pH reglator de pH
6,00
Vitamine B 0,01 factori de crestere
Apd pana la un litru mediu pentru dizolvare

Mediul utilizat pentru pregatirea inoculului trebuie s sustind cresterea
optima a celulelor si sa asigure o densitate celulard ridicata. Un produs secundar
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important al procesului de rafinare a zaharului este melasa de sfecla de zahar, care
este bogata In zaharoza (=39% din carbohidrati), glucoza (=16%) si fructoza
(=17%), ceea ce o face o sursa de carbon potrivitd pentru cresterea microbiana. Pe
langa carbohidrati, melasa mai contine urme de compusi de azot si micronutrienti,
inclusiv vitamine si minerale, cum ar fi calciu, magneziu, sodiu si potasiu.

Pentru producerea biotehnologica a 2-FE (Fig. 11.6), initial se pregateste
mediul de culturd cu compozitia prezentata in tabelul 11.1. Mediul de inoculare se
pregateste in rezervorul (1), iar mediul pentru fermentare in rezervorul (2). Melasa
care se pastreaza in rezervorul (3) se dozeaza in omogenizatorul (4) cu ajutorul
dozatorului (5), unde se dozeaza si extractul de drojdii cu ajutorul dozatorului (6).
Cu ajutorul solutiilor de H3PO,4 (vasul (8)) si NaOH (vasul (9)) se ajusteaza
valoarea pH-ului la 5,5-6,0, cu ajutorul dozatorului (7). Mediul de inoculare se
sterilizeaza in coloane de sterilizare (10), in flux continuu la temperaturi ridicate
(130-140°C, care se mentin cu ajutorul incalzitorului (11)) timp de 15-30 de
secunde, urmat de racire rapida (=30-40°C, cu ajutorul refrigerentului). Aceasta
metodd minimizeaza deteriorarea componentelor sensibile din mediul de cultura
(de exemplu, vitaminele) si evitd caramelizarea zaharurilor din melasd si
denaturarea proteinelor (din extractul de drojdii). Mediul de inoculare sterilizat este
trecut Tn bioreactorul de inoculare cu agitare mecanica (12), cu volumul de 5 m?,
unde se inoculeaza cultura pura de Y. lipolytica modificata genetic, la temperatura
de 28-30°C, agitare continua de 150-200 rpm si aerare de 1,5-2,0 vvm, pH-ul 5,5-
6,0, timp de 16-24 de ore. Transferul culturii din bioreactorul de inoculare in
bioreactorul de fermentare se face dupd atingerea densitatii celulare 107-10%
CFU/mL. Mediul pentru fermentare (vasul (2)), cu compozitia prezentatd in
tabelul 11.1, este la fel sterilizat in coloanele de sterilizare si se transferd in
bioreactorul de fermentare (13), care are volumul de 50 m®, unde se ajusteazi
automat valoarea pH-ului la 5,5-6,0 pentru a rimane in acest interval pe durata
fermentarii (pentru a mentine activitatea optima a enzimelor implicate). Deoarece
fungii Y. lipolytica sunt microorganisme aerobe, aerarea (1,5-2,0 vvm) si agitarea
(200-400 rpm) se face pe toata durata procesului de fermentare, pentru a preveni
acumularea de etanol Tn bioamestec. Aerul admis in bioreactoare se sterilizeaza
prin doua filtre, cu care sunt echipate fiecare bioreactor.
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Durata fermentarii este in intervalul de 96-120 de ore (4-5 zile). Melasa se
adauga in portii mici, la intervale regulate (ex., fiecare 12 ore), sau prin alimentare
continud la o ratd controlata (din rezervorul (3)). Concentratia totald a zaharurilor
in bioamestec nu trebuie sa depaseasca 50—70 g/L pentru a evita inhibitia osmotica.
2-FE produs prin biosinteza de novo in Y. lipolytica este un metabolit extracelular,
fiind secretat in mediul de fermentare pe masura ce este sintetizat. Aceastd
caracteristica simplifica semnificativ procesul de separare si purificare. Prin aceasta
metoda se obtine 2-FE n concentratii de pana la 2,0-3,0 g/L, concentratiile mai
mari sunt citotoxice pentru majoritatea microorganismelor, inclusiv pentru Y.
lipolytica. Dupa finalizarea fermentarii, solutia nativa este pompatd in filtrul cu
microfiltrare (14) pentru separarea biomasei. Biomasa (miceliul) se colecteaza in
rezervorul filtrul-uscator, unde se usuca, iar ulterior este folositd ca adaos in
furajele animaliere. Solutia limpede cu continut de 2-FE este colectata in
extractorul lichid-lichid (15). In calitate de solvent de extractie a 2-FE este folosit
acetatul de etil, care se dozeaza in extractorul din rezervorul (16).

2-FE are o solubilitate Tnalta in acetatul de etil, astfel se transfera din faza
apoasa in faza organica. Pentru a separa faza organica (acetatul de etil care contine
2-FE) de faza apoasa se foloseste separatorul gravitational (17). Faza organica in
care Tn mare parte se contine actetatul de etil si 2-FE se colecteaza in partea
superioara i se pompeaza cu ajutorul pompei, pentru a mari presiunea, in coloana
de distilare (19). lar faza apoasd este colectatd in partea inferioard in rezervorul
(18), de unde ulterior va fi transportata in statia de tratare a apelor reziduale. 2-FE
este colectat Tn partea de jos a coloanei de distilare (19), sub forma concentrata
(96,6%), in rezervorul (20), iar acetatul de etil se colecteaza in partea superioara a
rezervorului si trece in coloana de distilare (21) pentru recuperarea acestuia din
apa. Acetatul de etil recuperat este reciclat in rezervorul (16), pentru a fi refolosit in
procesul de extractie. Prin aceasta metoda randamentul de recuperare a 2-FE din
solutia nativd este de 99,8%, datoritd selectivitdtii solventului si diferentei mari a
temperaturilor de fierbere dintre acetatul de etil (77,1°C) si 2-FE (219-222°C).

In functie de domeniul utilizarii, 2-FE poate fi supus n continuare
procesului de purificare sau cristalizare. Pentru a obtine 2-FE cu puritate extrem de
ridicata (99,9%), necesara pentru uz farmaceutic sau cosmetica de lux, se folosesc
coloanele cromatografice. Aceastd metoda se bazeazd pe separarca pe baza
diferentelor de polaritate intre 2-FE si alte impuritati utilizind o coloand
cromatografici (cromatografie de lichide de inalta performanta — HPLC). Tn caz de
necesitate se face cristalizarea 2-FE. Pentru aceasta are loc supersaturarea solutiei
de 2-FE si cristalizarea lui la temperaturi scazute.
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Distilarea fractionata combinata cu extractia lichid-lichid este cea mai

practicd si economica pentru cantitati mari. Alegerea metodei depinde de costuri,
volum si de cerintele de puritate ale utilizarii finale.

intrebiri pentru autoevaluare

1.

10.

Clasificati aromele cosmetice si evidentiati rolul si functiile lor in industria
cosmetica.

Prezentati si explicati ecuatiile de biosintezd a eugenolului si a y-
decalactonei.

Prezentati si explicati ecuatiile de biosintezd a 2-feniletanolului si a
vanilinei.

Elaborati si explicati schema de biosinteza a 2-FE.

Elaborati si explicati schema de biosinteza a eugenolului si a vanilinei.
Elaborati si explicati schema tehnologica de producere a 2-FE pe calea
biosintezei de novo.

Descrieti factorii critici in biosinteza 2-FE.

Propuneti metode de izolare si purificare a 2-feniletanolului din solutia
nativa dupa fermentare.

Argumentati avantajele producerii aromelor cosmetice prin procese
biotehnologice.

Propuneti metode pentru cresterea productivitatii aromelor cosmetice prin
procese biotehnologice.
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12. BIOTEHNOLOGIA  POLIFENOLILOR, TERPENELOR SI A
CAROTENOIDELOR DE INTERES COSMETIC

12.1. Polifenoli, terpene si carotenoide: clasificare, structura, proprietati si
utilizare in industria cosmetica
12.2. Biosinteza acidului elagic, galic, ferulic si a resveratrolului
12.3. Biotehnologia acidului elagic: materii prime, etape de prefermentare,
fermentare, izolare si purificare
Abilitati
Studentul:
- clasifica si relateaza despre compusii din clasa polifenolilor, terpenelor si a
carotenoidelor de interes cosmetic;
- scrie ecuatiile reactiilor de biosinteza a acidului elagic, galic, ferulic si a
resveratrolului;
- elaboreaza schema tehnologica si descrie etapele si parametrii tehnici ai
procesului biotehnologic de producere a acidului elagic.

12.1. Polifenoli, terpene si carotenoide: clasificare, structura, proprietati si
utilizare in industria cosmetica

Polifenolii sunt o clasd de compusi organici larg raspanditi in natura.
Acestia se caracterizeaza prin prezenta a cel putin doud grupe hidroxil atasate la
inelele fenolice, fiind implicati in numeroase procese biologice, precum protectia
impotriva radiatiilor UV, atacurilor microbiene sau altor stresori. Acesti compusi
sunt extrem de abundenti in plante si includ o varietate de clase structurale.
Polifenolii pot fi clasificati pe baza structurii lor chimice, care determina
proprietatile si functiile acestora (Tab. A.12.1).

Terpenele (cunoscute si sub denumirea de izoprenoide) reprezintd o grupa
de compusi organici, heterogeni din punct de vedere structural, foarte raspanditi In
naturad. Terpenele pot fi clasificate in functie de numarul de unitati izoprenice din
moleculs, prefixul din denumirea lor indicAnd acest numir. In mod obisnuit,
terpenele contin 2, 3, 4, 5 sau 6 unitati izoprenice (Tab. A.12.2). Tetraterpenele,
formate din 8 unitdti de izopren, constituie o clasd separatd de compusi, cunoscuti
sub denumirea de carotenoizi, in timp ce alte terpene cu mai mult de 6 unitati
izoprenice sunt rare. Grupa terpenelor cuprinde peste 8.000 de terpene si mai mult
de 30.000 de substante inrudite, denumite terpenoide. Majoritatea terpenelor sunt
de origine vegetala, fiind intdlnite mai rar la organismele de origine animali. in
naturd, acestea se gasesc frecvent sub forma de hidrocarburi, alcooli, glicozide,
eteri, aldehide, cetone, esteri si acizi carboxilici. Din punct de vedere biologic, rolul
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terpenelor nu este pe deplin cunoscut, insa acestea sunt componente importante ale
uleiurilor esentiale, feromonilor, substantelor bactericide si ale parfumurilor.

Carotenoidele sunt pigmenti organici de culoare galbena, portocalie si rosie,
care sunt produsi de plante, alge, precum si de diverse bacterii si ciuperci.
Carotenoidele dau culoarea caracteristicd dovleceilor, morcovilor, pastarnacului,
porumbului, rosiilor, somonului, homarului, crevetilor si narciselor etc. Peste 1100
de carotenoide identificate pot fi clasificate in trei grupe (Tab. A.12.3).
Carotenoidele sunt derivate ale tetraterpenelor, ceea ce inseamna ca sunt formate
din 8 unitati izoprenice, adici un total de 40 de atomi de carbon. Tn general,
carotenoidele absorb fotonii de lumina la lungimi de unda intre 400 si 550 de
nanometri (de la lumina violeta pana la verde), ceea ce face ca acesti compusi sa fie
profund colorati in galben, portocaliu sau rosu. Carotenoidele sunt pigmentul
dominant care contribuie la colorarea frunzelor de toamna in aproximativ 15-30%
dintre speciile de arbori, Tnsd multe dintre culorile plantelor, in special rosul si
violetul, se datoreaza polifenolilor.

Compusii naturali, precum polifenolii, terpenele si carotenoidele, sunt
biomolecule esentiale in diverse industrii, In special In farmaceutica si cosmetica,
datorita proprietatilor lor biologice remarcabile. Obtinuti adesea prin biotehnologii
avansate, acesti compusi oferd alternative sustenabile si eficiente la materialele
sintetice. Dezvoltarea biotehnologiilor ofera oportunitati valoroase pentru
producerea acestor compusi cu un impact minim asupra mediului. Clasificarea,
structura, proprietatile si utilizarea in industria cosmetica a unor polifenoli, terpene
si carotenoide obtinute pe cale biotehnologica sunt prezentate in tabelul A.12.4.

12.2. Biosinteza acidului elagic, galic, ferulic si a resveratrolului

Biosinteza acidului elagic

Acidul elagic este un compus fenolic natural cu proprietati antioxidante si
antiinflamatorii remarcabile. Este prezent in diverse plante, deseori in fructe,
seminte si fructe, fiind apreciat pentru beneficiile acestuia in sanatate si n industria
cosmetica. Acidul elagic este un polifenol bioactiv derivat din acidul galic, iar
biosinteza lui incepe de la glucoza pe calea shikimatului, care este o cale
metabolicd esentiala pentru biosinteza compusilor aromatici in plante, fungii si
bacterii.

Biosinteza acidului elagic din glucoza, pe calea shikimatului, implicd mai
multe microorganisme ce pot sa produca intermediari esentiali, cum ar fi acidul
galic si derivatii acestuia. Pentru biosinteza acidului elagic sunt utilizate
urmatoarele microorganisme: bacterii (Escherichia coli (modificate genetic prin
inginerie), Corynebacterium glutamicum, Pseudomonas putida); ciuperci
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filamentoase (Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Trametes versicolor);
actinomicete (Streptomyces sp.); drojdii (Saccharomyces cerevisiae (modificate
genetic)).

In prima etapa glucidele simple, precum glucoza, sunt metabolizate prin
glicoliza si calea pentozofosfatilor pentru a produce fosfoenolpiruvat (PEP) si
eritrozo-4-fosfat (Fig. 12.1), care sunt precursori pentru calea shikimatului.

HO
N ~° . PEPS \ )L
| Glicoliza —_— O:/p_o COOH
H—(l:—OH / HO
HO—C—H Fosfoenolpiruvat
H_T_OH \ o OH
H /
H—?—OH Calea TKT A O—P\—OH
entozofosfatilor H
C—OH P ’ OH
R, OH
D-Glucozia Eritrozo-4-fosfat

Figura 12.1. Ecuatiile reactiilor de obtinere a PEP si a eritroza-4-fosfatului

Tn etapa a doua PEP si eritrozo-4-fosfatul condenseaza si formeaza acid 3-
deoxi-D-arabino-heptulozo-7-fosfat (DAHP) (Fig. 12.2). Acesta este transformat in
acidul 3-dehidrochinic printr-o reactie de ciclizare intramoleculard. Reactia este
catalizatd de enzima 3-dehidrochinat sintaza. Acidul 3-dehidrochinic este
deshidratat, se elimind o moleculd de apa si se formeaza acidul 3-dehidroshikimic,
reactia este catalizata de 3-dehidrochinaza. Acidul 3-dehidroshikimic este redus la
acid shikimic printr-o reactie catalizata de shikimat dehidrogenaza, reactia necesita
NADPH in calitate de donor de electroni. Ulterior acidul shikimic este transformat
in shikimat-3-fosfat printr-o reactie de fosforilare catalizatd de enzima shikimat
kinaza. Reactia utilizeazd ATP ca donor de gruparea fosfat, generand shikimat-3-
fosfat si ADP. Transformarea acidului shikimic in shikimat-3-fosfat este o etapd
esentiald in calea shikimatului, facilitind continuarea biosintezei precursorilor
aromatici. In etapa urmitoare are loc condensarea shikimat-3-fosfatului cu
fosfoenolpiruvat (PEP). Shikimat-3-fosfatul reactioneaza cu fosfoenolpiruvat (PEP)
intr-o reactie de aditie nucleofilica. Enzima 5-enolpiruvilshikimat-3-fosfat sintaza
(EPSP sintaza) catalizeaza atacul nucleofil al gruparii hidroxil de la Cs al shikimat-
3-fosfatului asupra carbonului electrofil al PEP. In aceasti reactie se formeazi o
legatura C—C intre structura shikimatului si gruparea enolpiruvilica.
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Ulterior se formeaza un intermediar, care suferd o rearanjare pentru a
elibera un rest fosfat (Pi). Dupa eliberarea gruparii fosfat din PEP, rdméane un
intermediar instabil care se rearanjeaza printr-un mecanism enzimatic specific. Ca
rezultat se formeaza 5-enolpiruvilshikimat-3-fosfat (EPSP), un precursor-cheie in
sinteza corismatului. Apoi are loc eliberarea fosfatului si formarea acidului
corismic. Reactia datd este catalizatd de corismat sintaza. Enzima determina
eliminarea fosfatului anorganic (Pi) din EPSP, generand un intermediar enolic.
Acest intermediar se rearanjeaza spontan printr-0 tautomerizare, ducand la
formarea unui inel ciclohexadienic conjugat, caracteristic acidului corismic.

In etapa a treia are loc conversia acidului corismic in acid prefenic, reactia
este catalizatd de enzima corismat mutazd. Aceastd enzimd -catalizeazd o
transpozitie Claisen intramoleculard a acidului corismic. Transformarea duce la
rearanjarea moleculara, rezultdnd un compus cu inel ciclohexadienic reorganizat —
acidul prefenic. Ulterior acidul prefenic este convertit Tn acidul 4-hidroxibenzoic
(4-HBA). Acidul prefenic sufera o reactie de decarboxilare oxidativa catalizata de
prefenat dehidrataza. Aceasta elimind o molecula de CO:, transformand acidul
prefenic in acid 4-hidroxifenilpiruvic (4-HPP). Acidul 4-HPP este transformat in
aldehida 4-hidroxifenilacetica printr-0 reactie de transaminare catalizata de enzima
4-hidroxifenilpiruvat dehidrogenaza (4-HPP dehidrogenaza). Ulterior aldehida 4-
hidroxifenilacetica este oxidatd Tn acidul 4-hidroxibenzoic (4-HBA) de catre
aldehid dehidrogenazi. In etapa urmitoare are loc conversia 4-HBA n acid galic.
Pentru aceasta initial are loc hidroxilarea 4-HBA la acid 3,4-dihidroxibenzoic (acid
protocatechuic, PCA). Enzima 4-hidroxibenzoat-3-hidroxilaza (4-HB-3hidroxilaza)
introduce o grupare hidroxil in pozitia meta (C3) a nucleului benzenic, acest proces
necesita NADPH si O,. Ulterior are loc hidroxilarea acidului protocatechuic in
acidul galic, reactia este catalizatd de enzima 3,4-dihidroxibenzoat-5-hidroxilaza
(PCA-5-hidroxilaza), care adauga a treia grupd hidroxil in pozitia para (Cs).
Procesul este de asemenea dependent de NADPH si O».

In ultima etapa biochimica (etapa a patra) are loc conversia acidului galic n
acid elagic. Pentru aceasta initial acidul galic este oxidat de laccaze sau peroxidaze,
generand un radical fenoxidic stabilizat prin rezonanta. Radicalii se cupleaza la
pozitiile Cs si Cs ale celor doud molecule de acid galic, formand un intermediar
hexahidroxidifenic. Ulterior, sub actiunea enzimelor taninaza, intermediarul
dimeric sufera esterificare intramoleculara, formand 0 punte lactonica. Acest
proces transforma intermediarul intr-o structurd biciclica stabild, rezultand acidul
elagic. Mecanismul schematic (simplificat) de obtinere a acidului elagic pe calea
shikimatului este prezentat in figura A.12.1.
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Actualmente, obtinerea biotehnologica a acidului elagic se bazeaza pe
bioconversia elagitaninelor prin procese enzimatice sau fermentative folosind
microorganisme specifice, precum: Aspergillus niger, Penicillium spp., Bacillus
subtilis, Streptomyces spp., Lactobacillus plantarum etc. Elagitaninele sunt
prezente in diverse surse vegetale, cum ar fi: rodia (Punica granatum) — bogata in
punicalagin; nucile (Juglans regia) — contin casuarinin si tellimagrandin; fructe de
zmeurda si mure (Rubus spp.) — contin sanguin H-6; frunze de ceai (Camellia
sinensis) — sursa de taninuri hidrolizabile.

Obtinerea acidului elagic din deseuri vegetale reprezintd o metoda ecologica
si economicd. Cel mai des se folosesc deseuri bogate in elagitanine, precum: coji si
seminte de rodie, coaja de nuca si lemn de stejar, frunze si coaja de castan dulce,
resturi de fructe de mure, zmeurd si capsuni. Aceste deseuri contin elagitanine
(cum ar fi punicalagin, castalagin, vescalagin) care pot fi hidrolizate pentru a obtine
acidul elagic. La etapa initiala are loc extractia elagitaninelor, care se poate face
folosind metode conventionale sau tehnologii avansate: macerare cu solventi
(etanol 50-70%, apa, acetona), extractie asistata de ultrasunete, extractie asistata de
microunde, hidrodistilare cu abur (in special pentru scoarta arborilor).

Elagitaninele extrase se supun hidrolizei prin doud metode principale:

a) hidroliza acida — se utilizeaza HCI 1-2 M la temperaturi de 80-100°C timp de
cateva ore. Aceastd metoda este eficientd, dar poate degrada produsul;

b) hidroliza enzimatica cu taninaze si esteraze produse de unele
microorganisme. Mecanismul biochimic de obtinere a acidului elagic prin
hidroliza punicalaginei este prezentat in figura 12.3.

La etapa initiala are loc hidroliza enzimatica sau fermentativd a
punicalaginei. Taninazele catalizeaza scindarea legaturilor esterice dintre unitatile
HHDP si nucleul glucozidic, eliberand acidul hexahidroxidifenic (acidul HHDP) si
punicalina. Reactia are loc in prezenta apei, fiind catalizatd de enzime microbiene
din Aspergillus niger, Penicillium spp., Bacillus subtilis, Streptomyces spp.

In etapa urmaitoare acidul HHDP fiind instabil suferd mai multe rearanjari
oxidative spontane in solutie apoasa. in conditii acide sau prin actiunea enzimelor
lactonaze, HHDP ciclizeaza cu formarea acidului elagic.

Valorificarea reziduurilor agroindustriale are un sir de avantaje: reduce
cantitatea deseurilor, materia prima este abundentd si ieftind, prin optimizarea
metodelor se obtin randamente ridicate.

247



1su1Beesiund ezijoapiy ulid JISe[d INNPIdE B BZI)UISOIQ IP [NUWISTUBIIIA "€ eIn3Ig

J1ZEP PRV JMIRJIPIXOIPIE LY PIY
0 OH
HO 0 HO
OH
/ 3ZB)ONPaII-OPTXO/BZEUOIOE ] O
HO OH 0
O O 2IRZTUORET HO, oH
0
0 OH o O
0
OH
HO

SMUAFIPIXOIPIYEXaT PO

HO

HO

HO OH

HO

248



Biosinteza acidului galic

Acidul galic (acidul 3,4,5-trihidroxibenzoic) este un compus fenolic cu
aplicatii in industria farmaceutica, cosmetica si alimentard datoritd proprietatilor
sale antioxidante si antimicrobiene. Acesta poate fi obtinut prin metode
biotehnologice folosind microorganisme care transforma substraturi naturale in
acid galic prin procese enzimatice.

Acidul galic poate fi produs direct din glucoza prin inginerie metabolica,
urmand calea shikimatului, In care precursorii aromatici sunt convertiti in acid
galic. Pentru obtinerea acidului galic pe aceastd cale sunt folosite microorganisme
modificate genetic, precum Escherichia coli (tulpini optimizate), Corynebacterium
glutamicum, Pseudomonas putida etc. (Fig. A.12.2).

O altd metoda de biosinteza a acidului galic este bioconversia taninurilor
hidrolizabile utilizand enzime specifice numite taninaze. Aceste enzime catalizeaza
hidroliza legaturilor esterice din taninuri, eliberdnd acidul galic si glucoza.
Taninurile hidrolizabile sunt polimeri naturali compusi din unitéti de acid galic sau
acid elagic legate de un ciclu glucidic (in special glucoza) prin legaturi glicozidice.
Surse bogate in taninuri hidrolizabile sunt extractele din scoarta de stejar, otetar,
ceai verde, castan, rodie, struguri etc. Taninazele sunt poduse de diverse fungii si
bacterii, precum: Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Penicillium chrysogenum,
Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum, Pseudomonas putida etc. Ecuatia
reactiei de biosinteza a acidului galic este prezentata in figura 12.4.

OH

HO OH

HO

OH H,0
Taninaze
HO 0 OH HO
OH © ° OH
OH OH
HO OH OH
HO HO
1,2,3,4,6-Pentagaloilglucoza Acid galic Glucoza

Figura 12.4. Ecuatia reactiei de biosinteza a acidului galic prin hidroliza
enzimatica a 1,2,3,4,6-galoilglucozei in prezenta taninazelor
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Biosinteza acidului ferulic

Acidul ferulic face parte din grupul acizilor fenolici, o subfamilie a clasei
polifenolilor. Acizii fenolici pot fi clasificati in acizi hidroxibenzoici, continutul
carora eSte redus in plante, si acizi hidroxicinamici, care sunt mult mai frecventi si
abundenti in fructe, legume si cereale, precum si in bauturi, cum ar fi cafeaua si
vinul. Acidul ferulic este prezent in fructe (afine, struguri), legume (ardei rosu,
spanac, castraveti, sfecla rosie, rosii, morcovi) si, in special, in taratele de cereale.
Acesta este frecvent asociat cu mono- si dizaharide, glicoproteine, polizaharide din
peretele celular al plantei, carbohidrati insolubili si lignina, avand un rol important
in mentinerea structurii plantei. Forma trans- si esterii acidului ferulic pot reticula
peretele celular, contribuind astfel la rigiditatea acestuia. In plus, acidul ferulic este
esential in sinteza altor metaboliti secundari.

Acidul ferulic are proprietiti antiinflamatoare, antimicrobiene si
antioxidante, fiind utilizat in farmaceutica, cosmetica si n industria alimentara.
Biosinteza acidului ferulic este realizatd de diverse microorganisme, inclusiv
bacterii, fungi si drojdii fie prin fermentare naturald, fie prin inginerie metabolica.
De exemplu, Bacillus subtilis modificat prin inginerie genetica se foloseste 1n
biosinteza acidului ferulic din precursori fenolici; Corynebacterium glutamicum
modificat prin inginerie metabolica se foloseste pentru conversia acidului cafeic in
acid ferulic; Escherichia coli (tulpini modificate genetic) — una dintre cele mai
eficiente platforme biotehnologice pentru productia de acid ferulic prin exprimarea
enzimelor specifice caii fenilpropanoide; alte microorganisme folosite in biosinteza
acidului ferulic sunt: Aspergillus oryzae, Rhizopus oryzae, Aspergillus niger etc.

Biosinteza acidului ferulic are loc in plante si microorganisme prin
intermediul cdii metabolice a acizilor hidroxicinamici (Fig. 12.5). Biosinteza
acidului ferulic Tncepe cu metabolizarea glucozei in acidul 4-hidroxifenilpiruvic
printr-o serie de reactii care sunt parte din calea shikimatului. Acidul 4-
hidroxifenilpiruvic este precursor in biosinteza L-Tyr sau L-Phe. Bioconversia
acidului 4-hidroxifenilpiruvic in L-Tyr este o reactie esentiald in metabolismul
aminoacizilor aromatici, catalizatd de enzima tirozin-aminotransferaza (TAT). Ca
rezultat are loc transferul gruparii amino (-NH:) de la glutamat la acidul 4-
hidroxifenilpiruvic, ceea ce duce la formarea L-tirozinei, iar glutamatul este
convertit in a-cetoglutarat. In etapa urmitoare tirozin-aminoliaza (TAL) catalizeazi
eliminarea gruparii amino din L-tirozina, formand acidul p-cumaric. Ulterior acidul
p-cumaric este hidroxilat generand astfel acidul cafeic.
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Figura 12.5. Mecanismul de biosinteza a acidului ferulic pe calea shikimatului

TyrR — proteina reglatoare; PEPS — fosfoenolpiruvat sintetaza; TKT — transketolaza; for-
DAHPS - fbr-3-deoxi-D-arabino-heptulosonat-7-fosfat sintaza; fbr-CM/PDH — fbr-
chorismat mutazd/prefenat dehidrogenaza; TAT — Tirozin-aminotransferazda, TAL — tirozin
amoniac-liaza; NADPH — Nicotinamid adenin dinucleotid fosfat, forma redusd, NADP" —
Nicotinamid adenin dinucleotid fosfat, forma oxidata;, C3H — p-Cumarat 3-hidroxilaza;,
COMT - Cafeat O-metiltransferaza; SAM — S-adenozilmetionina, SAH -
S-adenozilhomocisteina.
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Aceasta reactie este catalizatd de enzima p-cumarat 3-hidroxilaza (C3H), o
monooxigenaza dependenta de citocrom P450, care catalizeaza adaugarea gruparii
hidroxil in pozitia 3 a inelului aromatic. Electronii necesari pentru desfasurarea
reactiei sunt asigurati de NADPH care ca rezultat se regenereazi pani la NADP”.
Tn ultima etapa cafeat O-metiltransferaza (COMT) transferd o grupare metil din S-
adenozil metionind (SAM), care serveste donor de metil la gruparea hidroxil din
pozitia 3 a acidului cafeic, formand acid ferulic. Astfel, SAM trece in S-adenozil
homocisteind (SAH), care poate fi reciclata in ciclul metilarii.

Biosinteza resveratrolului

Resveratrolul este un antioxidant natural apartinand clasei stilbenilor, care
functioneaza ca fitoalexina produsa de plante ca raspuns la stresul abiotic si biotic.
Acesta este sintetizat pentru a spori rezistenta plantelor la infectiile cauzate de
agenti patogeni si este considerat unul dintre principalii compusi bioactivi implicati
in mecanismele de aparare vegetald. Resveratrolul este un polifenol cu greutate
moleculard micd, prezent In concentratii ridicate in struguri, in special in frunze si
coji, unde se acumuleazd pentru a proteja planta impotriva stresului biotic si
abiotic, inclusiv invaziilor fungice, expunerii la substante chimice si radiatiilor UV.

Extragerea resveratrolului din surse vegetale este o metoda traditionald, insa
aceasta prezintd dezavantaje semnificative, precum: timp indelungat de crestere a
plantelor, costuri ridicate, continut scazut in plante si necesitatea de inductie prin
factori abiotici si biotici pentru a stimula productia de fitoalexine. Sinteza chimica
a resveratrolului este complexa, implica utilizarea de solventi toxici si poate duce la
formarea de produse secundare toxice. Prin urmare, utilizarea microorganismelor
pentru biosinteza resveratrolului prin fermentare reprezintd o strategie
promitatoare.

Multi cercetatori au raportat izolarea si screening-ul ciupercilor endofitice
provenite din Vitis vinifera pentru producerea de resveratrol. Microorganisme
modificate genetic, precum Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli si
Yarrowia lipolytica, sunt microorganisme care ar putea maximiza productia de
resveratrol prin diferite procese de fermentare. Ciupercile endofitice pot reproduce
capacitatea plantelor-gazda de a produce fitochimicale, datoritd relatiei lor
simbiotice cu acestea, oferind o alternativa sustenabila pentru obtinerea
resveratrolului la scara industriald. Fermentarea microbiand utilizand Yarrowia
lipolytica transgenica, Escherichia coli si Saccharomyces cerevisiae prezintd mai
multe avantaje, inclusiv o abordare eco-prietenoasa, o ratd de crestere rapida, un
mediu de culturd simplu si ieftin, usurinta de manipulare genetica si o crestere
sigura si eficienta a productiei de resveratrol. Cu toate acestea, ingineria
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metabolica, prin inserarea unor gene specifice, implica costuri ridicate si un timp
considerabil de optimizare. Alternativ, micodofitele ofera un potential considerabil
pentru biosinteza metabolitilor secundari caracteristici plantelor-gazda. Aceste
micodofite au capacitatea de a produce metaboliti functionali asemanatori celor
sintetizati de plantele-gazdd in simbioza lor cu ciupercile. Mai mult, ciupercile
endofitice au demonstrat capacitatea de a produce cantitati mari de metaboliti
secundari, uneori toxici, dar prezintd o rezistenta ridicata la propriile produse
secundare. Productia de resveratrol de catre ciuperci ar putea fi Tmbunatatitd in
perspectiva prin stimuli indusi de substante chimice, factori fizici si biologici.
Optimizarea genetica a ciupercilor endofite poate ameliora spectrul de producere a
metabolitilor secundari. Progresele in genetica moleculara fungica au ardtat ca, in
conditii de culturd de laborator, multe gene ale microorganismelor sunt
neexprimate din punct de vedere fenotipic.

Descifrarea caii de biosinteza a resveratrolului si a genelor-cheie relevante
in ciupercile endofitice este esentiala pentru controlul eficient al productiei si
pentru depasirea problemelor legate de randamentul scazut si variabil. Biosinteza
resveratrolului in unele microorganisme modificate genetic, precum Escherichia
coli, Saccharomyces cerevisiae si Yarrowia lipolytica, decurge prin biosinteza de
novo. Prin biosinteza de novo, L-Phe sau L-Tyr sunt obtinute din glucoza pe calea
shikimatului, descrisa anterior. In etapa urmatoare L-Phe este supusa procesului de
dezaminare, reactie catalizata de fenilalanina amoniac-liaza (PAL), cu formarea
acidului cinamic (Fig. 12.6). Tn etapa urmitoare acidul cinamic este hidroxilat in
pozitia 4 a nucleului aromatic de cétre cinamat 4-hidroxilaza (C4H), care utilizeaza
ATP si coenzima A pentru a cataliza aceasta reactie. Se formeaza acidul p-cumaric,
un precursor esential in biosinteza resveratrolului. Ulterior acidul p-cumaric este
activat prin legarea la coenzima A (CoA), formand 4-cumaroil-CoA. Aceasta
reactie este catalizatd de 4-cumarat-CoA ligaza (4CL), care adaugd CoA la acidul
p-cumaric, pregatindu-l pentru etapele ulterioare. Acest compus este supus ulterior
procesului de extindere a lantului carbonic, prin condensarea succesiva cu 3
molecule de malonil-CoA. Acest proces este catalizat de enzima stilben sintaza. Se
formeazi un intermediar stilbenoid (policetond) cu un lant carbonic mai lung. Tn
continuare intermediarul policetonic suferd o rearanjare spatiala, favorabild pentru
ciclizare. Aceasta presupune o flexibilitate conformationald a lantului de carbon,
care permite interactiuni intre grupdrile functionale ale moleculei si faciliteaza
ciclizarea In structura finald. Acest proces de rearanjare este esential pentru
ciclizarea ulterioara. Dupa aceasta stilbensintaza catalizeazd ciclizarea
intermediarului printr-o reactie de condensare intramoleculara, in care o grupare

carbonilicd din structura lantului reactioneaza cu o grupare hidroxil pentru a forma
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un inel aromatic. Aceasta duce la formarea unui ciclu benzenic, iar lantul carbonic
devine ciclic.

0 0 o
OH  pyr A oH A oH
NH,
HO

L-Phe Acid cinamic Acid p-cumaric

OH OH
(@] (0]
L p-CCoA 3
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Figura 12.6. Ecuatiile reactiilor de biosinteza a resveratrolului din L-Phe

In etapa finald intermediarul ciclic suferd o decarboxilare, ca rezultat se
elimina o molecula de CO,. Dupa decarboxilare practic concomitent urmeaza etapa
de deshidratare cu formarea resveratrolului.

12.3. Biotehnologia acidului elagic: materii prime, etape de
prefermentare, fermentare, izolare si purificare

Acidul elagic este un metabolit secundar care a generat un interes
semnificativ in ultimii ani datoritd beneficiilor biomedicale ale acestuia. Acesta
este prezent in diverse fructe, precum capsuni, afine, mure, nuci si rodii.

Acidul elagic se obtine din elagitanine atunci cand grupa acidului
hexahidroxidifenic (HHDP) este eliberati prin hidroliza chimica sau enzimatica. In
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acest proces, legatura estericd dintre glucoza si HHDP este scindatd, iar HHDP
sufera o rearanjare moleculara, formand acidul elagic. Hidroliza chimica utilizata
pentru obtinerea acidului elagic implica metode foarte poluante, din cauza
substantelor acide utilizate. In plus, costurile de productie sunt ridicate, iar
randamentul produsului este redus. Din aceste motive, numeroase studii se fac
pentru a obtine acidul elagic printr-un proces biotehnologic.

Producerea biotehnologica a acidului elagic prin fermentare cu Aspergillus
niger, din coaja si semintele rodiilor (Punica granatum), reprezinta o alternativa
ecologica si sustenabila fatd de metodele chimice traditionale, care sunt costisitoare
si poluante. Pentru convertirea elagitaninelor din coaja de rodie 1n acid elagic, sunt
selectate cele mai performante tulpini de Aspergillus niger utilizand cultura solida.

In etapa initiala are loc pregatirea substratului. Deseurile de rodie (coaja si
semintele) sunt colectate si spalate pentru a indeparta impuritatile. Materialul spalat
este uscat la 50—60°C pentru a preveni degradarea polifenolilor. Dupa uscare, coaja
este macinata fin pentru a obtine o pulbere cu particule omogene. Aceasta pulbere
de coaja de rodie este utilizata ca sursd de carbon si elagitanine in procesul de
fermentare.

In urmitoarea etapa are loc pregitirea inoculului (sporilor fungici). Pentru
aceasta se cultiva initial A. niger pe medii solide. Cel mai des se utilizeaza agar
dextroza de cartofi, care favorizeazd cresterea rapidd a fungilor si formarea
sporilor. Mediul solid este autoclavat (121°C, 15 min) si inoculat cu A. niger ((9),
Fig. 12.7) intr-o hota cu flux laminar pentru a preveni contaminarea. Incubarea Se
face in incubatorul (10) la temperatura de 28-30°C timp de 5-7 zile, pana la
formarea unui strat negru de spori maturi. Sporii maturi sunt eliberati prin spalare
cu o solutie sterila de Tween 80 (0,1%), pentru a reduce agregarea lor. Suspensia
sporilor este omogenizatd si se determind concentratia prin hemocitometru,
densitatea inoculului fiind ajustati la 10°-10" spori/mL. Inoculul obtinut este pastrat
la 4°C pana la utilizare.

Dupa pregatirea substratului si a sporilor maturi de Aspergillus niger se
pregateste mediul nutritiv pentru procesul de fermentare (Tab. 12.1), in vasul
pentru pregatirea mediului de fermentare (1) (Fig. 12.7).
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Tabelul 12.1. Compozitia mediului nutritiv pentru bioconversia elagitaninelor
in acid elagic in prezenta Aspergillus niger

Componenti i‘;‘:ic;l;tr;ia Rolul in fermentare
extract apos de coji si 10.00 —50 00 sursa de elagitanine (de ex., punicalagina,
seminte de rodie macinate ’ ’ precursor al acidului elagic)

lucozi/zaharozi 500 — 20.00 sursa de energie pentru cresterea initiala
& ’ ' a fungului
sulfat de amoniu 200 —5.00 sursa de azot anorganic esential pentru
((NH4),S0O,) ’ ’ sinteza enzimelor
extract de droidie 200 — 5.00 sursa de vitamine, aminoacizi $i

) ' ’ oligoelemente

peptone 3,00 -7,00 sursa de azot organic
KH2PO4 1,00 - 3,00 sursa de fosfor si tampon
MgSQ,-7H,0 0,50-1,00 cofactor enzimatic
FeSO,-7H,0 0,01 -0,05 cofactor enzimatic
ZnSO,-7H,0 0,01 -10,05 cofactor enzimatic
CuS0,-5H,0 0,005 -0,02 cofactor enzimatic
MnSO,-H,0 0,005 -0,01 cofactor enzimatic
acid citric 0,50 — 2,00 stabilizator pH

ecting 010 — 0.50 stimuleaza producerea de enzime
P ’ ’ pectinolice pentru degradarea substratului

< . activeaza sinteza celulazelor pentru

celuloza (optional) 0,10-0,50 eliberarea polifenolilor

Extractul apos din pulberea de rodie este pregatit in rezervorul (2), de unde
cu ajutorul dozatorului (3) este trecut Tn omogenizatorul (5), unde se amesteca cu
celelalte componente ale mediului de fermentare (Tab. 12.1). Mediul de fermentare
din vasul (1) este sterilizat prin coloanele de sterilizare (7), prin sterilizare continua
cu temperaturi intre 121 si 130°C timp de 20-30 de minute, pentru a evita
degradarea componentelor sensibile. Coloanele de sterilizare sunt echipate cu
schimbator de caldura, pentru mentinerea temperaturii constante si cu o camera de
racire, pentru a raci mediul sterilizat la temperatura de 50-60°C. Mediul steril este
pompat in fermentatorul (11), unde se dozeaza si inoculul cu densitatea de 10°-10
spori/mL. Procesul de fermentare decurge in fermentatorul (11), in care sunt
mentinti parametrii de fermentare optimi: pH 5,5-6,5, temperatura de 28-32°C,
aerarea 1vvm (volum de aer/volum de mediu/minut) pentru a sustine metabolismul
aerob al fungului, viteza de agitare 100-150 rpm pentru asigurarea dispersiei
oxigenului Tn tot volumul biomasei. Procesul de fermentare dureaza aproximativ 7
zile, timp in care fungul produce enzime tanazice si elagitanaze, care descompun
elagitaninele Tn acid elagic. Pe parcursul fermentdrii, acidul elagic incepe sa
precipite datorita solubilitatii sale reduse in apa. La finalul procesului, mediul
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fermentat contine acid elagic sub forma liberd si in complex cu proteine sau
polizaharide. Procesul de fermentare se considera finalizat atunci cand pH-ul
mediului este stabil timp de 12-24 de ore, in timpul fermentarii pH-ul mediului
scade pana la 3,5-4,5 datorita formarii acizilor organici secundari. La fel se poate
monitoriza continutul de elagitanine din mediu (precursorii acidului elagic).
Fermentarea se poate opri cand acestea sunt aproape complet consumate.
Determinarea continutului total de polifenoli se face prin metoda Folin-Ciocalteu.
Ca rezultat se obtine pana la 10-20 g/L de acid elagic.

Dupa finalizarea procesului de fermentare, lichidul contine atat acid elagic
dizolvat, cat si biomasa fungica (miceliu de Aspergillus niger). Aceasta este
pompata pentru filtrare pe filtre rotative de tip tambur. Lichidul trece printr-o
membrand poroasd a tamburului, iar biomasa solida este captatd pe suprafata
tamburului. Biomasa retinutd este apoi indepartata de pe tambur (de obicei prin
spalare sau prin aplicarea unui jet de apa). Biomasa (miceliul si resturile de rodie)
colectatd pe tambur poate fi folositd pentru alte procese, cum ar fi producerea de
compost, biogaz sau chiar utilizarea in alte aplicatii industriale. Lichidul filtrat,
care contine acidul elagic, este colectat in partea inferioard si este pompat in
rezervorul pentru solutii filtrate. De unde se pompeaza in extractorul (14) pentru
extractia acidului elagic. Solventul (acetat de etil sau etanol 80%) este dozat din
dozatorul (13) in raport de 1:1 sau 1:2 fatd de volumul solutiei de fermentare.
Solutia de fermentare se amesteca bine cu solventul Tn extractorul echipat cu aparat
de amestecare magnetica, pentru a asigura o extractie uniforma. Procesul de
extractie dureaza 2—4 ore la temperatura 30—40°C, pentru a imbunatati eficienta
extractiei. Dupa extractie, solutia se pompeaza in decantorul (15) si se lasa sa se
separe in doua faze. Faza organica (superioard), care contine acidul elagic dizolvat
n solventul organic (acetat de etil sau etanol), se colecteaza in rezervorul (16), iar
faza apoasa (inferioard), care contine restul compusilor hidrosolubili, se colecteaza
in rezervorul (17). Tn unele cazuri poate fi necesar sa se adauge apa pentru a facilita
separarea fazelor. La etapa urmitoare solventul se evapora. In acest sens, solutia de
extractie este supusa unui vid controlat (utilizand o pompa de vid (18)), ceea ce
scade punctul de fierbere al acetatului de etil. Acest lucru permite ca solventul sa se
evapore la o temperaturd mai micd decat la presiune atmosferica, protejand astfel
acidul elagic de descompunere.
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Solutia este incalzita uniform printr-un schimbator de caldura indirect (19)
(adica, folosirea unei surse de caldura care nu intrd direct in contact cu solutia,
evitdnd contaminarea si supraincalzirea) si se mentine la temperatura de 30 - 40°C.
Solutia incalzita intra in evaporatorul (20), unde acetatul de etil se evapora. Vaporii
de solvent se deplaseaza printr-un condensator (21), unde sunt raciti cu ajutorul
unui sistem de circuit de apa rece sau gheata.

Acetatul de etil condensat este recuperat in rezervorul (13) pentru a fi
reutilizat in urmatoarele etape de extractie, reducand astfel costurile si impactul
asupra mediului. Dupd evaporarea acetatului de etil, acidul elagic rdméane sub
forma de pastd concentrata in rezervorul de evaporare. Faza apoasa si alti compusi
solubili sunt indepartati prin filtrare, iar concentratul de acid elagic este obtinut In
rezervorul (22). Concentratul de acid elagic este supus procesului de uscare n
uscatorul cu vid (23), la temperatura de 40-50°C. Randamentul de recuperare a
acidului elagic prin aceastd metoda este de pana la 90%, iar puritatea lui — 85-95%.

Daca este necesar, acidul elagic este supus in continuare procesului de
purificare prin recristalizare. La etapa initiala se alege solventul care trebuie sa
dizolve bine acidul elagic la temperaturi ridicate, dar sa-l solubilizeze foarte putin
la temperaturi scazute. Pentru recristalizarea acidului elagic in calitate de solvent
pot fi folositi: etanol, metanol, acetond, amestecuri etanol-apa sau metanol-apa etc.
Ulterior intr-un reactor cu solventul selectat se adauga acidul elagic. Sistemul este
incalzit treptat la o temperaturd apropiatd de punctul de fierbere a solventului,
amestecand continuu pentru a facilita dizolvarea completd. Daca raman impuritéti
insolubile, solutia se filtreazd la cald pentru a le indeparta. Dupa dizolvarea
completd, solutia este lasatd sd se raceasca lent la temperatura camerei. Racirea
trebuie sd fie controlatd pentru a permite formarea cristalelor mari. Pentru o
cristalizare mai eficientd, solutia se rdceste lent, apoi poate fi plasatd in baie de
gheatd. Cristalele formate sunt separate prin filtrare cu vid. Se spald usor cu un
volum mic de solvent rece pentru a elimina impuritdtile rdmase. Cristalele spalate
sunt uscate in etuva cu vid la 40-50°C. La necesitate, recristalizarea se repeta. Ca
rezultat se obtin cristale fine de acid elagic cu o puritate de 98-99%.

Producerea acidului elagic prin biotehnologie utilizand resturi de rodie sau
alte deseuri agroindustriale este 0 metodd sustenabila si eficienta, avand multiple
beneficii economice, ecologice si tehnologice. Resturile de rodie (coji, membrane
interne, seminte) si alte deseuri agroindustriale (samburi de struguri, coji de nuci,
frunze de ceai, coji de castane) sunt bogate in elagitanine, precursori ai acidului
elagic. Deseurile agroindustriale sunt adesea aruncate sau utilizate ineficient.
Valorificarea lor pentru producerea acidului elagic reduce impactul asupra

mediului. Aceasta metoda transforma un deseu cu valoare mica intr-un produs
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valoros, promovand utilizarea completa a resurselor naturale. Metodele chimice
utilizeaza solventi organici periculosi (metanol, acetond, hexan), care pot lasa
reziduuri toxice in produsul final. Fermentarea biotehnologica elimina aceasta
problema. Totodata, obtinerea produselor biologic active de interes prin procese
bio consumd mai putind energie decdt metodele conventionale de extractie,
reducand emisiile de CO,. Procesele chimice agresive pot afecta structura acidului
elagic, reducand activitatea biologica a acestuia. In schimb, fermentarea permite
conversia naturala a elagitaninurilor, mentinand stabilitatea moleculei. Mai mult ca
atat, deseurile agroindustriale sunt disponibile in cantitati mari si la costuri reduse,
iar fermentarea enzimaticid optimizeaza conversia elagitaninurilor in acid elagic,
obtindnd randamente Tnalte. La fel, fermentarea necesitd mai putine etape de
purificare, ceea ce scade cheltuielile operationale, iar acidul elagic obtinut poate
atinge o puritate de 95-99%, fara reziduuri de solventi toxici. Fermentarea in
bioreactoare permite monitorizarea precisa a parametrilor (pH, temperatura, oxigen
dizolvat) pentru o conversie optima. Exista posibilitatea de optimizare enzimatica a
procesului prin selectarea unei tulpini microbiene (ex., Aspergillus niger,
Trichoderma reesei) care produce enzime specifice, imbunatatind randamentul
conversiei. Acidul elagic obtinut prin proces biotehnologic poate fi certificat
organic, deoarece nu implicad solventi sintetici sau substante chimice toxice. Poate
fi utilizat in cosmetica (antioxidant, antiimbatranire), farmaceutica (antiinflamator,
anticancerigen), suplimente alimentare etc.

intrebari pentru autoevaluare

1. Clasificati si relatati despre compusii de interes cosmetic din clasa

polifenolilor, terpenelor si a carotenoidelor.

Prezentati si explicati mecanismele de biosinteza a acidului elagic.

Prezentati si explicati mecanismele de biosinteza a acidului galic.

Prezentati si explicati mecanismele de biosinteza a resveratrolului.

Descrieti materiile prime si compozitia mediului nutritiv la obtinerea

acidului elagic prin biotehnologie.

6. Elaborati schema tehnologica si descrieti principalele etape in procesul de
producere biotehnologica a acidului elagic.

a bk ownN

7. Propuneti metode de izolare si purificare a acidului elagic din mediul de
fermentare.

8. Propuneti metode de purificare avansatda a acidului elagic obtinut prin
procese biotehnologice.

9. Argumentati avantajele proceselor biotehnologice fatd de extractia

traditionala a diferitor polifenoli, terpene si carotenoide.
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10. Propuneti metode de optimizare a proceselor de producere biotehnologica a

diferitor polifenoli, terpene si carotenoide.
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ANEXE

ANEXA Al

Tabelul A.1.1. Produse obtinute pe cale biotehnologica (la nivel industrial)

Produse de fermentare Tipul de organism utilizat Productie
anuali (in
lume), kg/an
Solventi organici
Etanol (nu pentru bauturi) Saacharomyces cerevisiae 2,0-10%
Acetond/butanol/etanol Clostridium acetobutylicum 2,0-10°
Biomasa
Culturi starter si drojdii pentru Bacterii lactice sau drojdii de 5,0-10°
industria alimentara si agricultura panificatie
Proteine monocelulare Pseudomonas methylotrophus sau 0,5-1,0-108
Candida utilis
Acizi organici
Acid citric Aspergillus niger 2,0-3,0-10°
Acid gluconic Aspergillus niger 5,0-10
Acid lactic Lactobacillus delbrueckii 2,0-10’
Acid itaconic Aspergillus terreus 5,0-10*
Aminoacizi
Acid L-glutamic Corynebacterium glutamicum 3,0-10°
L-lizina Brevibacterium flavum 3,0:10°
L-fenilalanina Corynebacterium glutamicum 2,0-10°
L-arginina Brevibacterium flavum 2,0-10°
Alti aminoacizi Corynebacterium spp. 1,0-10°
Transformari microbiene
Steroizi Rhizopus arrhizus
D-sorbitol la L-sorboza IAcetobacter suboxydans 4,0-10
(in productia de vitamina C)
Polizaharide extracelulare
Xantan Xanthonomas campestris 5,0-10°
Dextran Leuconostoc mesenteroides -
Nucleotide
5’-guanozin monofosfat Brevibacterium ammoniagenes 1,0-10°
Enzime
Proteaze Bacillus spp. 6,0-10°
o-Amilaze Bacillus amyloliquefaciens 4,0-10°
Glucoamilaze IAspergillus niger 4,0-10°
Glucozizomerazi Bacillus coagulans 1,0-10°
Pectinaze Aspergillus niger 1,0-10*
Renina Mucor miehei sau drojdii 1,0-10*
recombinante
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Vitamine Propionibacterium shermanii 1,0-10"
B, Eremothecium ashbyii -
B,
Alcaloizi din Ergot Claviceps paspali 5,0-10°
Pigmenti

-carotenoide Blakeslea trispora 60,0
VVaccinuri Tmpotriva:
- difteriei Corynebacterium diphtheriae
- tetanosului Clostridium tetani <50,0
- pertussisului (tusea convulsiva) Bordetella pertussis
-virusului poliomielitei \Virusuri active atenuate cultivate
-rubeolei etc. in vitro
Proteine terapeutice
Insulina; Hormonul uman de crestere |Bacterii, drojdii sau celule <20,0
Eritropoietina; Factorul VIII-C; mamaliene recombinante
Interferonul-o2 etc.
Insecticide
Spori bacterieni Bacillus thuringienis
Spori de fungi Hirsutella Thompsonii
Antibiotice
Peniciline Penicillinum chrysogenum 3,0-4,0-10’
Cefalosporine Cephalosporium acremonium 1,0-10°
Tetracicline Streptomyces aureofaciens 1,0-10°
Antibiotice macrolide Streptomyces erythreus -
Antibiotice polipeptide Bacillus brevis 2,0-10°
Antibiotice aminoglicozide Streptomyces griseus -
Antibiotice aromatice Penicillium griseofulvum 1,0-10°
Anticorpi monoclonali Celule de tip Hybridoma <20,0
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ANEXA A2

Tabelul A.2.1. Structura generala a unor clase de antibiotice

Peniciline si Cefalosporine

Streptomicine

Tetracicline

OHOHOIC';O (0]

Cloramfenicol

OH OH
Cl
O @]
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Catena laterald determini:
1.Tipurile structurale:
2.Spectrul antimicrobian;
3.Rezistanta la B-lactamaze
4.Stabilitatea in mediu acid

Figura A.2.1.

0]

Ciclul B-lactamic /
Il |H S~ CH,

_IR_

Legatura amidica este
susceptibili la amidaze

| Ciclul tiazolidinic

C—N

0

/

A

N

CH;

|\ Grupare carboxilicii necesari
OH pentru secretie tubulari renala

Legiitura amidica din ciclul B-lactamic este susceptibila
la B-lactamaze si aciditatea stomacali

Lizina din componenta anumitor proteine
reactioneazi cu ciclul B-lactamic

NAG

CH,-OH CH -OH

JFKM SN

L-Ala

L/D-Ala

L-D-Ala

H.C-CH HN—\< 5

H o}

NH
H,C~CH
0=C

H,C-CH
0=C
NH
HC-CH
0=C
OH

penicilinelor

Rolul elementelor structurale in actiunea farmacologici a

H,C-CH L-Ala

H.C D-Glu

O‘I

—NH, L-Lys

oT

H,C-CH L-D-Ala

Figura A.2.2. Structura stratului peptidoglicanic
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Tabelul A.2.2. Clasificarea penicilinelor naturale

HzN\©\IJJJ

Radicalul acil Denumirea Radicalul acil Denumirea
penicilinei penicilinei
©\/ﬂ Penicilina G, ©\ Penicilina V
I e
N AN, Penicilina F XN, | Penicilina O
N M Penicilina I )\/\ Penicilina S
o N s
NN Penicilina D HOOCW% Penicilina M,
NH, W
NN N, | Penicilina K, HOOCW Penicilina N
AV4
NH,
Penicilina X, Penicilina T
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(0] SH
H
enzime N
— 3 HO
—H o}
NH, o)
O OH
Acidul L-aminoadipic Acidul L-cisteina Dipeptida
S
o
H
o SH 7 o N
H H,N I\
N OH NH o}
HO i 2
. enzime o JH
NH, o) -H,0 o
(0] OH
Dipeptida Acidul L-valina Tripeptida OH
S
o 0}
§ N
i S
HO ciclaze, [O] HO
-2H,0
NH, 0 : NH, o N
o NH o
o OH
. _eye O
Izopenicilina N
Tripeptida OH
o} (e}
N
OH
HO S
enzime
—
NH, (0] N
(¢]
OH
| icilina N ©
zopenictiina Acidul fenilacetic
O o)
HN OH
NH, o)

>

Penicilina G

Acidul L-aminoadipic

Figura A.2.3. Ecuatiile reactiilor de biosinteza a penicilinei G
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HO

HO

[0} SH
H
enzime N
— 3 HO
—H (o]
NH, o)
O OH
Acidul L-aminoadipic Acidul L-cisteina Dipeptida
S
o
H
SH 7 o N
H H,N I\
N OH NH o}
i 2
. enzime o Ny
NH, o -H,0
(0] OH ©
Dipeptida Acidul L-valina Tripeptida OH
S
N
ciclaze, [O]
—2H20
NH, o)
o} NH
o
s eye o
Izopenicilina N
Tripeptida OH
o (0]
N
HO s OH
enzime
NH, o) N * © —
(6]
OH
O
Q Izopenicilina N Acidul fenoxiacetic
O/YO o
HN OH

D — + HO
N >< NH, (0]

O
OH

PenicilinaV. Acidul L-aminoadipic

Figura A.2.4. Ecuatiile reactiilor de biosinteza a penicilinei V
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H

COOH
OH COOH
'H20

Figura A.2.6. Mecanismul de formare a bazelor Schiff (azometlne) la
condensarea hidratilor de carbon cu aminoacizii si/sau moleculele proteice

S— )

=

Racitor

Mentinator de
condens api rece

Coloane de
temperatura

sterilizare

Figura A.2.7. Instalatie continua de sterilizare a mediului de culturi la
120 - 125°C

agr

Fermentator A

de regim

JL

0 Filtru de aer individual —_—
=

ST,

aer steril

Filtru de aer general
1 - sita-suport,

n:’ 2 = membrand, aersteril  aer
3 - carcasa 1 — carcasa; 2 —
membrana; 3 —

ventil de aerisire;
4 — garnituri de
etansare

Figura A.2.8. Bioreactorul echipat cu filtre de aer (A); filtrul de aer
individual (B); filtrul de aer general (C)
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pH

pH —

8
1 2000 | Bl ANt met e oo T
2 .
3 ‘- Azotul din 2D
£ e /‘ Ne TF
< 15001 miceliu
3 ns Penicilina
- o 33
= 1000 |-°.
£ g3
= £
= S
£ s00fz Hidrati de carbon
2 Xy, 7 consumati
< = o
= o LZo 2= 1
0 50 100 150
timpul, h

Figura A.2.9. Variatia
parametrilor de biosinteza in
procesul de producere a
penicilinelor

4

ks k.

T e )
o

Fermentator Y
inoculator |,
=
Fermentator
intermediar |
i
(23

Fermentator
de regim

Figura A.2.10. Etapa de inobulare n
procesul de producere a penicilinelor

Figura A.2.11. Etapa lag in procesul
de producere a penicilinelor

Figura A.2.12. Etapa de fermentare in
procesul de producere a penicilinelor

Oxigen
solubil

Penicilina

Microorganism

‘  Aer

» Aer

Figura A.2.13. Mecanismul de transfer de masa al oxigenului in procesul de
biosinteza a penicilinelor
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Produse intracelulare

| BIOREACTOR |

Produse extracelulare

L
mt RECOLTARE CELULE
o | * Centrifugare INDEPARTARE
= | = Microfiltrare EBIOMASA
= | - Ultrafiltrare « Filtrare la vid
(1 = Centrifugare
o ! = Microfiltrare
LI DEZAGREGARE CELULE = Ultrafiltrare
X | . : = Filtre presa
Omogenizare . « Filtre lumanare
* Macinare cu bile .
1 |+ Soc osmotic EXTRACTIA PRODUSULUI * Flotatie
o * Solutii apoase bifazice
2 | * Solventi organici
B INDEPARTARE + Adsorbtie strat expandat
o RESTURI CELULARE + Adsorbtie discontinua
- Centrifugare * Fluide supercritice
« Microfiltrare « Micele inverse
« Filtre la vid « Distilare extractiva
« Filtre presa
Corpi de
3
g § incluziune #» CONCENTRARE
é E L » Ultrafiltrare
0 [ RENATURARE - Evaporare
I S e re— - Osmoza inversa
o= . . * Precipitare
| | Reimpaturire « Cristalizare
QO w » Exiractie
W - - Adsorbtie
x = - Distilare
Se cere puritate ridicata Se cere puritate scazuta
Ll L
14 ] DESHIDRATARE
< :( PURIFICARE FINALA (TNDEPﬂRTARE
O = o SOLVENT)
™ < + Cromatografie Pentru forma solida finala
- 2 . —» + Atomizare
v ol « Diafiltrare « Congelare
= * Electrodializa * Uscare in tavi
o * Electroforeza

Figura A.2.14. Structura generala a prelucrarii biomasei in aval de bioreactor
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(B)

=,

Faza usoara

Figura A.2.16. Constructia extractorului Podbielniak
A — intrare faza usoard, B — iesire faza grea; C — iegire faza usoara, D —
intrare faza grea;, E — zona de contact reglabil; F, G — zone de separare
reglabila; J, H — conducte de alimentare cu lichide; 1 — capac lateral
demontabil; 2 — site perforate concentrice; 3 — suport; 4 — carcasa rotor; 5 —
lagare; 6 —arbore; 7 — etansare; 8 — racorduri pentru curdtire.

Rafinat Solvent

Figura A2
1 — discuri de amestecare; 2 — conuri de separare; 3 — ax central.
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Tabelul A.2.3. Coeficientii de repartitie ai penicilinei G in sisteme
apa — solvent organic la 0°C

Solvent Valoarea coeficientului de distributie K
pH=0 pH=4

Metil-etil-cetona 180 19
Dimetilciclohexan 160 15
Metilciclohexan 80 7
Ciclohexan 62 4
Furfurilacetat 44 4
Metil-i-butil-cetona 33 3

Dimetilftalat 30 2,7

Acetat de amil 20 1,8

Dietiloxalat 20 1,8

Tabelul A.2.4. Gradul de extractie a unor peniciline si precursori de biosinteza
a acestora n acetat de butil

Compus Gradul de extractie,%
pH=2 pH=3 pH=4 pH=5 pH =06
Penicilina 98 95 75 21 10
G
Penicilina 100 100 97 89 39
F
Penicilina 100 100 80 62 12
K
Acid 98 98 96 89 39
fenilacetic
solutie H,SO,

Extractle )j‘/\8<

=0

COOK

ﬂ

R_ _N C,
S
T);l/ .
o N
(0]

COO°

O/\/\

Acetat de butil

Figura A.2.18. Mecanismul de extractie a penicilinelor naturale cu acetat de

butil
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100 =

80

0

40

Gradul de extractie, %

20

o Extractia fizica a
penicilinei G si V

-Or- Extractia reactiva a
penicilinei G

-O- Extractia reactiva a
penicilinei V

3 B

Figura A.2.20. Influenta valorii pH-ului fazei apoase asupra gradului de

extractie a penicilinelor

Tabelul A.2.5. Gradul de extractie reactiva a unor antibiotice g-lactamice cu

trioctilamina in cloroform

Antibiotic Gradul de extractie,%
0,00 M TOA 0,1 MTOA

Benzilpenicilina 92,0 92,1
Cloxacilina 96,8 96,2
Dicloxacilina 98,9 99,1
Ampicilina 23,1 71,3
Meticilina 94,6 98,5
Carbenicilina 84,4 66,8
Amoxicilina 0,5 1,4
Epicilina 22,4 66,8
Bayercilina 98,3 97,6
Fenoximetilpenicilina 98,4 98,3
Clomatacilina 97,8 98.8
Oxacilina 99,0 100,0
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Tabelul A.2.6. Structura si activitatea penicilinelor naturale

Denumirea Structura radicalului Denumirea Activitatea,

penicilinei radicalului U.l./mg
Penicilina F N A, 2-Pentenil 1500
Dehidropenicilina F N 2-Pentil 1670
Penicilina G, |1 ©\ﬂﬂ Benzil 1667
Penicilina X, 111 “Om p-Hidroxi-benzil 900
Penicilina K, IV NN n-Heptil 2300
Penicilina V O\ Fenoximetil 1630

o ™

Penicilina O XN, | Alilmercaptometil -
Penicilina S 3-Clor-2- -

S
C,J\AS/%

buteniltiometil

@/\®
+ (CH,C00),

._'/S

CeH Na30 STA

2CH COONa

O

Figura A.2.21. Ecuatia reactiei de obtinere a benzatin penicilinei G

din penicilina G
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;CMW@ |
° \COO' /,

Figura A.2.22. Ecuatia reactiei de obtinere a procain penicilinei G
din penicilina G

i |

D= oY

Figura A.2.23. Ecuatia reactiei de obtinere a clemizol penicilinei G
din penicilina G

S 4
HIN . . N2 o CeH:Na,0,, STA
\/ -NaCl
N\/ o~ HN
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ANEXA A3
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ANEXA A4
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Tabelul A.4.1. Compozitia mediului nutritiv in procesul de biosinteza a CFC

Componenti Mediul 1, | Mediul 2,
kg/m3 kg/m3

Extract de porumb - 92,50
Faina de arahide 100,00
Faina din seminte de bumbac - 17,50
Ulei de soia - 14,00
Oleat de metil (esterul metilic al acidului 3,00
oleic)
MgSO,-7H,0 2,50 8,00
(NHa4), SO4 - 14,00
Acetat de amoniu 6,00 -
FGSO4'7H20 - 0,1
MgSO,-7H,0O 2,50 0,04
CaSO4-7H,0 2,50 -
CaCoO; 5,00 10,00
Faina de soia - 34,00
D,L-metionina 3,00 -
Uree - 3,00
Amidon - 20,00
Glucoza 11,00 65,00
Desmofen (alcool polivinilic modificat cu 3,00 0,50
stiren acrilonitril)

pH-ul 5,8 - -
Sirop de glucoza 500,00 66,00%
(NH4), SO4 20,00%
Metionina 15,00- -

20,00
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ll ll ) l Filtrare Q—
, - T ‘;..
Filtru dae aer| @

Fermentator
inoculator

()

Fermentator
intermediar

Producerea CFC de catre

Acremonium Chrysogenum. \
e Purificare cromatografic a l
Fermentator de regim 3
aer
Producerea CF Cristalizarea §i Hidroliza enzimatica a CFC Cristalizarea CFC
semisintetice uscarea 7- ACA (optional)

‘Aur ezowrso und e arenry

H“’

Figura A.4.2. Schema tehnologici de producere a CFC prin proces
biotehnologic
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Presiune

 Membrani semipermiabilipentru

Moleculesauioni || g ptantele de dimensiuni mai mici

Figura A.4.4. Mecanismul de filtrare a CFC prin osmozi inversi
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N S
NK S Entindere ciclului Enzime Hz C| R NH
N B 4 NP Sew, Tmar /];I/
© CHj

O
. COOH COOH COOH COOH

Penicilina G 7-ADCA

Figura A.4.8. Mecanismul general de obtinere a CF semisintetice din

penicilina G
c7
NH, o
0]
Hooc? Ao s - RJLNH») s
ln7um
N A0 J;rw)\, CHs -HCI ,]/———Nr\g\,o CHs

o Y '
Cefalosporina C COOH 0 COOH (o] COCH o]

7-ACA

Figura A.4.9. Mecanismul general de obtinere a CF semisintetice din 7-ACA
obtinut prin hidroliza enzimatica a CFC

Cc7
0 o]
>® APy s RJLNH) s
HN_\k = )/__{/ J,—_( Hy -HCl /];N(/ 0.__CH:
Tiazolidi o \g\/ © jr J
iazolidina COOH O COOH COOH (o]
0 7-ACA
/\/“OJ\OH

Figura A.4.10. Mecanismul general de obtinere a CF semisintetice din 7-ACA
obtinut pe cale chimica din tiazolidina
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ANEXA A5

HN

(0]

D-cicloserina *
b o o

L'Ala D -Ala CO00OOOOO000LOOSLOLO0OOOO00000O000LL00000

00000aRh000eaakoeaN00eRaNNRaRR0RRRNNRea0

Figura A.5.1. Mecanismul de actiune a D-cicloserinei asupra bacteriilor, prin
blocarea conversiei L-alaninei in D-alanina

.
HN - H
HO 0 HC S H
+ \H/ CoA Serin acetiltransferaza + CoASH
o (0]
L-Serina
.
H,N H NH,
e © " © S 1 HO (0]
ot .
Y . NH,OH erin transacetilaza + CH,COOH
o o NH,
L-OAS O-Acetilhidroxilamina
O
NH,
H.N HN
HO 0 N, ) ) l
D-Serin dezaminaza NH
_— NH O 2
/
NH, (6]
O-Acetilhidroxilamina L-Cicloserina D-Cicloserina

Figura A.5.2. Mecanismul de biosintezi a D-cicloserinei din L-serina
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Tabelul A.5.1. Compozitia mediului nutritiv in procesul de biosinteza
a D-cicloserinei

Mediul nutritiv Componenti Continut,%

Dextroza 1,000
Gelatina 0,500

Mediul de inoculare NaNOs 0,300
MgSO,4-7H,0 0,050
K;HPO, 0,050
Amidon 5,000
Ko;HPO, 0,050

Mediul de FeSO47H,0 0,002

fermentare ZnSO, 0,002
MnSO, 0,001
Ulei obtinut din untura de 0,400
porc
Uree 0,480
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Descrierea utilajelor din figura A.5.3. Bioreactor de inoculare (1); fermentator (2); pompa (3);
filtru cu tambur (4); vas colectare solutie nativa filtrata (5); vas amestecare solutie nativa cu
carbune activ (CA) (6); filtru cu membrana (7); rezervor solutie nativa decolorata (8); dozator
solutie HNO3 (9); dozator solutie AgNOs (10),; rezervor pentru precipitarea sarii de argint a
cicloserinei (11); filtru cu membrana (12); dozator solutie NaOH (13); vas pentru precipitarea sarii
de argint a cicloserinei (14); uscator (15); rezervor pentru colectarea cristalelor (16); dozator HCI
(17); dozator apa deionizata (18); filtru (19); vas colectare AgCl precipitat (20); vas colectare
solutie de D-cicloserina (21); dozator H,S (23); filtru (23); vas colector Ag,S (24); dozator
izopropanol rece pentru precipitarea D-cicloserinei (25); vas pentru cristalizarea D-cicloserinei
(26); filtru (27); uscator cristale de D-cicloserina (28).

Tabelul A.5.2. Microorganismele folosite Tn biosinteza non-ribozomala a unor
peptido-antibiotice

Gramicidine Bacillus brevis

Polimixine B. polymyxa si B. circulans

Bacitracine B. subtilis

Vancomicine | Streptomyces orientalis (Nocardia orientalis)

0=CH-L-Val'-Gly-L-Ala-D-Leu-L-Ala-D-Val-L-Val-D-Va-L-Trp-D-Leu-L-Trp*!-D-Leu-L-Trp-D-Leu-L-Trp-NHCH,CH,OH

\ \
0 o o 4 0 o 7w o - o / e
NI N R A R R S R I S R _oH
TN TN N e N e N L Y Ny~
o Ho:Hgo A Ho noBwo Ho e
\T::-\NH \\‘l’:-"\NH \\!”-"\N H
Gramicidina A V,/A;( L(l\\/l/ (j
~ NZ -

Bacillus brevis

Figura A.5.4. Formula de structura a gramicidinei A
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Antiparalel Paralel Dimer

Figura A.5.6. Prezentarea grafica a moleculelor de dublu helix ale
gramicidinelor

|
0 o
N Ay NH ) |N| N N’ n\)lu
: H O ’OHH 005 NH o4 37 T H
nMN" M n.u\)L:= HN__~_NH OH
B i H H 1
o ‘S NH 4 HN"S0
NH, NH, HN

R =H, Polimixina B,

Polimixina E
R = CHj, Polimixina B,

B. circulans

Figura A.5.7. Formulele de structuri a polimixinelor B si E

Figura A.5.8. Mecanismul de actiune a polimixinelor

Tabelul A.5.3. Mecanisme de actiune a polimixinelor asupra bacteriilor

Efect asupra bacteriilor

G()

Mecanism Descriere

Polimixinele se leagd selectiv de
lipopolizaharidele membranare (LPM) si
disloca cationii bivalenti (Ca*, Mg*"),
destabilizind membrana  exterioard
(ME). Insertia segmentelor hidrofobe ale
polimixinei slabeste structura
membranei interioare (MI), ducand la
distrugerea acesteia

Liza membranei
bacteriene si moarte
celulara

Liza membranara
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Blocarea NADH
oxidoreductazei
de tip Il

Polimixinele inhiba NADH
oxidoreductaza de tip 1l (NDH-2/NQR),
0 enzimd respiratorie esentiald 1n

transportul electronilor si productia de
ATP

Perturbarea  respiratiei
celulare i deficit de
ATP, ceea ce duce la
moarte celulara

Medierea
contactelor dintre
straturile
periplasmatice ale
MI si ME

Polimixinele se leagd de fosfolipidele
din ME si ML, favorizdnd schimbul de
fosfolipide intre straturi si provocand un
dezechilibru osmotic

Pierderea integritatii
membranei, dezechilibru
osmotic si liza celulara

Stresul oxidativ

Polimixinele induc formarea speciilor
reactive de oxigen (Oz", H202, ‘'OH) prin
reactia Fenton, ceea ce duce la
deteriorarea oxidativdi a ADN-ului,
lipidelor si proteinelor (Fig. A.5.9)

Leziuni oxidative severe,
apoptozd si  moarte
celulara

< Polimixine

||||||||

Membrana 7Y
Interioara /004
Deteriorare
"4 ——
0, i ; N
3 *—9 "
Dy Clasterul
SOD S Fe-S

Deteriorarea
ADN

H,0, @ /Sintezé
reactia Fenton

-
5 .‘?.<==/
At
Deteriorarea | Deteriorarea
lipidelor proteinelor

[ Apoptoza.celularé ]

Figura A.5.9. Mecanismul de actiune a polimixinelor asupra bacteriilor prin

inducerea stresului oxidativ
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Tabelul A.5.4. Compozitia mediului nutritiv in procesul de biosinteza a
polimixinelor

Mediul Componenti Concentratia,
g/L

de (NH,)>SO,4 20,00

inoculare | glucozi 10,00
extract de porumb
K,HPO, 2,60
MgSO,-7H,0 0,05
FeSO,-7H,0 0,01
NaCl 0,05

de glucoza 60,00

fermentare | (NH,),SO, 15,00
peptone 10,00
K,HPO, 2,00
NaCl 1,00
MgSO,-7H,0 0,70
KCI 0,50
MnSQO,-H,0 5,00 mg/L
FeSO,-7H,0O 0,30 mg/L
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bacitracinelor

Tabelul A.5.5. Compozitia mediului nutritiv in procesul de biosinteza a

Mediul Componenti Concentratie,
g/L

de inoculare Peptone 10,00
glucoza 5,00
extract de carne de vita 5,00
NaCl 2,50
MgCl, 0,17

de fermentare tarata de grau / coji de orez / floarea- 45,00
soarelui / faina de soia / seminte de
bumbac
acid citric 1,00
glucoza 0,50
KH,PO, 0,50
K,HPO, 0,50
MgSO,-7H,0 0,20
MnSO,-H,0 0,01
FeSO,-7H,0 0,01

Tabelul A.5.6. Mecanisme de rezistenta a bacteriilor la bacitracine

Mecanism de rezistenta

Descriere

Modificarea locului tinta

Modificari ale moleculei Css-izoprenil pirofosfat
sau ale precursorilor de peptidoglican reduc
legarea si inhibarea bacitracinei

Pompe de eflux

Transport activ al bacitracinei in afara celulei,
reducand concentratia intracelulara

Permeabilitate redusa

Modificari ale peretelui celular sau ale
membranei  exterioare  limiteazd  intrarea
bacitracinei

Productia de enzime de
inactivare a bacitracinei

Enzimele specifice inactiveaza bacitracina prin
hidroliza sau modificare

Modificari ale cailor de
reglare

Modificari ale cdilor care controleaza sinteza
peretelui celular ocolesc inhibarea bacitracinei

Mutatii

Mutatii ale proteinelor membranare scad
afinitatea de legare a bacitracinei
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ANEXA A.6

Aminociclitoli NH
NH
NH, H,N NH
1 2 NH, 1 2 HN NH,
OH ¢ 4 OH 5 4
OH OH
Streptamina 2-Deoxistreptamina Streptidina
HO 6 HO H,N H,N
3—o0 o) o o
48 OH 1 NH, OH OH
OH3 4 OH OH OH OH OH OH OH
NH, OH OH NH,
D-Glucozamina Kanozamina 6-Amino-6-deoxi-D-glucoza 2,6-Diamino-2,6-dideoxi-D-glucoza
HO S
o._ OH o]
4 /O 1 4 1
6CHyT3 2 3 2 OH
OH OH OH OH
L-Streptoza a-D-Riboza

Figura A.6.1. Formulele de structura a aminociclitolilor si derivati ai
glucidelor care intra in compozitia aminoglicozidelor

304



stV 1S gepr ¥ H012P1I021INU 211 I0SOf d]2)UdULED.LY 1D U2Z0APIY 2P 14MIPSI] OS2[1qDIS V) 1S €]
[1x04p1y 8jadnub Jer ‘(uizouenb = 9), .0 18 (uipLin = 1) ..M |9PNO3JINU D UdB0IPIY ap 1iMYSa] IS2[1GDIS 241D dMUIUDIA.AISIXOdP 1N NJUUTDAf
ale € 1§ T ounuv 2jadni3 juns wozoqli ap p3IVa] S 24DI MOV 2]a.Ud)) dUII0Ad 2P DIPUOID DZIJUISOLG DUIULIDIP 2D DI ‘UOPOIUD
-UOpod 11421SPoUNI2.4 vIZ1da.4d vzvajuanifur ‘a1uvd pip ap ad ‘1§ (npudad) g ur ¥ nsniis uip jpydad-)NYy |nJajsued) ‘arebuojs ap |nsasooud
214vd 0 ap ad ‘vzpayd0]q INdNOIGIUE ‘[9SY *() J101dadde [NShIS Ul J0]1WOZOqH © SOE Ba¥eNUN UIP S9] Darpjungns ap p3va] as 2]apizod1jSouiun
‘DInjao Uy ‘ap1zodnounup V] 2JudISIZad JUNS QoAU 2J1142100q 22 P VI1dXd Jdpf 1S "GOV IMNUISIIOGDIdW [NApYD Ul psnpodd (JIF)
213.410U2 @Q:&E&\:w DJ1s200U (PO1IPULSD]O]1D) DUIDIUI DUDAQUIW ULd D2.4202.4] dypuisvjdiiad nijpds ui pup3unlv vu.iajxe vuviquiow pzvaijouad
Nm.hwc 18 Q.QNNQ.Q ngnp [Mp4js pzpazijigvls 2400 PUio]Xo vubviquiaid UIp 9lus|eAlq J0|ajelaw 1luolied alnisqns w_mU_NOo__moc_Em ‘zed 1s99e U] .A-vmu
10[1148198q [e Jejnjed Inje1alad e aulslxe rouniquiduwi ajaprivyvzijododi] 1§ ap1zody3oulun a.4ulp pI1PIS02]2 DIjov4p aundnsaid edels <mE_ id

JO[APIZOJI[SOUTWE € JUNIJIR P [NUISIUBIIA *7°9°'V eIndIq

HOOD

] X @ e e —
H

()
“ SO€ WNYY
19|n|22 |NJOLI3IX] o A oBIa[vv[vollo| | T |
@ J0[IUopod
() o e21nid uposz \ v |00
o Isite
o] [oi%
() (X))
() @25\
) CO==) _ INYY
@ =0 -
@, =0 €y—
euiniwoldans @, 0=0 _
o  [e=S ~O-N°H H
o] [o50 ~9-HO-N%H
@ =0
o [lo=5
” “ “ 1ieguole
o O3 ealedo|g

305



JO[9PIZOdI[SouUlWE BIUNI}IE B[ JO[ILIIIE(Q BIUI)SIZII BI[AXI 3.18I DN LWIYIS J[QWISIUBIIA *€°9°V BIn3I g

| SO€ uIp 59T ig1uNGns easesN | ) | Jonwosoqu nanu e ey | @9
|0S0}1D k@
CINFRET i IE@ /9
epIZ021|SOUIWY rl\\‘! —
OOOOO O v...................6@.....'..'.

0000000000 000000000. 0000000000

o] @ @ o (5

0000000000000000000
BUJR]U| BUBIQWIIA|

0000000 vIvevTOVY000000000000000000(
Jnewse|dlaad nijeds
swesdopndad 1ens /

H
a
000000000000000600000.

90000000000000000000'

+H

BUI91X3 BUBIQUIDIA

Je[n|adesxa |nijieds HN e

306



Tabelul A.6.1. Mecanismele de rezistenti a bacteriilor la aminoglicozide

Mecanism de
rezistenta

Descriere

Exemple de bacterii
rezistente

Mutatii la nivelul
ribosomilor

Modificari genetice la nivelul
genelor care codifica biosinteza
componentelor ribozomale,
reducénd susceptibilitatea
ribozomilor la aminoglicozide

Mycobacterium
tuberculosis (mutatii in
gena ce codifica
subunitatea 16S a unitatii
308 si proteina S12)

Metilarea subunitatii
16S din unitatea 30S

Metilarea nucleotidelor
ribozomale sub actiunea 16S
ARNTr metilazelor, impiedicand
interactiunea aminoglicozidelor
cu ARNr

Metilarea N; a
nucleotidelor G*** —
rezistenta la gentamicina si
amikacind;
Metilarea N, a
nucleotidelor A*® —
rezistenta extinsa la
neomicind si apramicind

Pompe de eflux

Transport activ al
aminoglicozidelor in afara
celulei prin sisteme de eflux
formate din trei componente
proteice: un por Tn membrana
interna, un por in membrana
externd si o componenta
periplasmatica

Frecvent ntalnit
la bacterii G(-)

Inactivarea
enzimatica a
aminoglicozidelor

Enzime codificate de genele
plasmidice sau cromozomale
modifica chimic
aminoglicozidele, reducand
afinitatea acestora pentru
subunitatea 16S a ribozomilor.
- Acetiltransferaze — acetileaza
grupele amino din structura
aminoglicozidelor;

- Fosfotransferaze —
fosforileaza gruparile hidroxil;
- Adenoziltransferaze —
adenileaza anumite pozitii din
structura aminoglicozidelor

Inactivare frecventa a
kanamicinei A si a
streptomicinei
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Figura A.6.6. Micrografia electronica a bacteriilor Streptomices grizeus
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Tabelul A.6.2. Compozitia mediului nutritiv in procesul de biosinteza a
streptomicinei

Mediul Componenti Continutul,%
de Agar-agar 1,500-2,000
inoculare
de Glucoza 20,000
fermentare | Hidrolizat de soia 2,000

NaCl 0,200
(NH4)2SO,4 5,000
KoHPO, 0,200
KNO; 0,200
CaCO; 0,020
FeSO4 0,001
apa 72,374
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ANEXA A7
Tabelul A.7.1. Clasificarea formala a macrolidelor

Generatia |

)

At O .
T:; \ Dezozamina
CH,
OCH

Eritromicina

Micarozi ¥

Generatia a 2°

CH,
(@]
\N
OH
CH, Claritromicina CH, Azitromicina
Generatia a 3°
'S
a W
N

OH OH

Telitromicina Cetromicina
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[

Eritromicina A Hemicetal Didehidro-eritromicina A

Figura A.7.1. Schema de inactivare a macrolidelor, pe exemplul
eritromicinei A, in mediul acid
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Figura A.7.3. Hidroliza macrolidelor sub actiunea esterazelor
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Tabelul A.7.2. Mecanismele de actiune a polienelor asupra fungilor

Mecanism de actiune

Descriere

Legarea de ergosterol

Polienele se leagd de ergosterolul din membrana fungica,
formand agregate care duc la crearea de pori transmembranari,
destabilizand structura membranei.

Perturbarea
integrititii membranei

Formarea porilor determina pierderea ionilor esentiali (K*, Na*)
si a metabolitilor, crescand permeabilitatea membranei si
afectand echilibrul osmotic, ceea ce duce la moartea celulei.

Deteriorarea functiilor
membranei

Polienele afecteaza transportul transmembranar, activitatea
enzimatica si cdile de semnalizare celulard, compromitand
functiile esentiale pentru supravietuirea fungilor.

Toxicitate selectiva

Polienele au o afinitate mai mare pentru ergosterol decat pentru
colesterolul din celulele animale, ceea ce permite o actiune
antifungica eficientd. Totusi, la doze mari, pot interactiona si cu
colesterolul, provocand toxicitate umana.

Tabelul A.7.3.

Mecanismele de rezistenta a fungilor la poliene

Mecanism de rezistenti Descriere

Modificarea ergosterolului

Fungii pot inlocui ergosterolul cu alti steroli (ex., 24-
metilen-dihidrolanosterol), reducand afinitatea de legare a
polienelor. De asemenea, pot scddea cantitatea de
ergosterol din membrana.

Modificari ale compozitiei

membranei celulare

Schimbarile in compozitia lipidicd, inclusiv cresterea
fosfatidilinozitolului sau alterarea fluiditatii membranei,
pot reduce interactiunea polienelor cu ergosterolul.

Mecanisme de eflux
imbunatatite

Unii fungi utilizeazd pompe de eflux din familia
transportoarelor ATP-binding cassette (ABC) pentru a
elimina polienele din celula, reducand astfel concentratia
lor intracelulara.

Scaderea absorbtiei
polienelor

Modificari in peretele celular, permeabilitatea membranei
sau 1n proteinele de transport pot limita absorbtia
polienelor si acumularea lor in celulele fungice.

Mutatii genetice

Mutatiile in genele care codificd enzime implicate in
biosinteza ergosterolului pot altera structura sau sinteza
acestuia, contribuind la rezistenta.
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ANEXA 8

Tabelul A.8.1. Exemple de tetracicline in functie de grupele functionale atasate

de inelele benzenice

Tetracicline Ry R, R; R4
Clorotetraciclina Cl CH3 OH H
Oxitetraciclina H CHs OH OH
Tetraciclina H CHs OH H
Doxiciclina H CHs H OH
Minociclina N(CHs): H H H
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Tabelul A.8.2. Clasificarea formali a tetraciclinelor

I-a generatie

H,C OH

OH O OH O

Tetraciclina Oxitetraciclina Cloroetraciclina
H,C CH
CH 3 ~ ' 3
> OH N(CHj,) H,C OH N
OH OH
‘O‘ OO kD
NH, N\/N
OH OH
OH O OH O OH O OH O (0]
Metaciclina Rolitetraciclina
H,C. . H,C. .CH,
H,C_ OH N
OH OH
‘O‘ 400U
NVNM/COOH
OH
OH O OH O OH O OH O (6] NH,
Demeclorciclina Limeciclina

A ll-a generatie

CH; OH N(CH,), N(CH,),
‘Q‘ § O‘Q‘ §
OH
OH O OH O OH O OH O
Doxiciclina Minociclina

A ll1-a generatie

N(CH,), N(CH;), N(CH,),
OH OH
N\)L O‘Q‘ o DK O‘Q‘
OH
OH O OH O OH O OH O
Tigeciclina Amadaciclina
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Tabelul A.8.3. Mecanismele care explica rezistenta unor bacterii la

tetraciciline

Tipul
mecanismului

Descrierea mecanismului

Pompe de Eflux

Pe aceasta cale bacteriile micsoreaza cantitatea de
tetraciclina intracelulara. Eliminarea tetraciclinei este
cuplata cu intrarea protonilor: la fiecare molecula de
tetraciclina eliminata intra un proton.

Mutatii la Prin mutayii la nivelul robozomilor are loc schimbarea
nivelul ordinii aminoacizilor din zona de legare a tetraciclinelor,
ribozomilor ceea ce determina aparitia rezistentei la aceste antibiotice.
Sinteza In acest caz are loc producerea unor proteine
proteinelor de citoplasmatice specifice care se vor lega cu tetraciclinele,
protectie prevenind astfel legarea tetraciclinelor de ribozomi.
Reducerea Prin schimbari conformationale la nivelul porinelor are loc
permeabilitatii diminuarea permeabilitatii acestora fata de tetracicline.
membranare

Degradarea In prezenta unor enzime produse de bacterii are loc

tetraciclinelor

alterarea chimica a tetraciclinelor. Se obtin
inactivi.

derivati

Figura A.8.2. Imaginea microscopica a tulpinilor de Streptomyces:
a — Streptomyces rimosus, b — Streptomyces aureofaciens
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Tabelul A.8.4. Compozitia mediului nutritiv in procesul de biosinteza a
tetraciclinelor cu Streptomyces

Mediul Componenti Concentratie,
g/L
Agar oxoid 30,00
Zaharoza 3,00
Dextrine 15,00
de Peptona 5,00
inoculare | Extract din carne de vita 1,00
Uree 0,10
Extract de drojdie 2,00
NaCl 0,50
K-HPO. 0,50
FeSO4 0,01
Zn**, Mn?**, Cu** (oligoelemente) 0,01
Apa pana la un litru
de Amidon 30,00
fermentare | Extract de porumb 15,00
Extract de soia 10,00
NaCl (producerea clorotetraciclinei) 10,00
CaCO:s 5,00
MgSO4-7H,0 0,50
FGSO4'7H20 0,01
Zn*", Mn**, Cu** (oligoelemente) 0,01
Ulei de soia (antispumant) 2,00
Apa pand la un litru
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- A loni clorura
— Tetraciclina
. — Clorotetraciclina

O Miceliu
. B

I T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120h
t,h

Concentratia componentilor, u.c.

Figura A.8.3. Variatia ionilor de clor, cloratetraciclinei, tetraciclinei si a
miceliului (Streptomyces rimosus) Tn timpul procesului de fermentare
Odata cu formarea clorotetraciclinei se observa diminuarea continutului ionilor de

clor care se consuma pentru biosinteza antibioticului.

OH OH OH OH NH,

o oy
OH

Benziltiocianat Pretetramida

Figura A.8.4. Formulele de structura a unor stimulatori organici folositi in
biosinteza tetraciclinelor
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ANEXA A9
Tabelul A.9.1. Clasificarea proteinelor recombinante in functie de generatie

Exemple

Aplicatie clinica

Caracteristici

02 -q—) ::
p=2 - . g —
g S specifice > g
s |3 )
+—= << =
) 3] =%
0 |0 ]
Insulina umand Tratamentul diabetului | Structura nativa ~
recombinantd identica proteinei | X
—
. naturale
= Hormonul de crestere Tratamentul Stimuleaza
= . o .
5 uman (hGH) nanismului hipofizar cresterea si 0
g dezvoltarea oaselor |
2 si tesuturilor
5 Eritropoetina Tratamentul anemiei | Creste productia de | _
g asociate insuficientei eritrocite 3
= renale si chimioterapiei
Gonadotropina corionica Tratamentul Structura similara @
umand infertilitatii hormonului natural | S
Factor VIII recombinant | Tratamentul hemofiliei| Rol in cascada |,
= A coagularii >
° s g 3
S . — -
—_ |88 Factor IX recombinant |Tratamentul hemofiliei| Rol in cascada |~
L o o .. [e2)
B coagularii 3
Interferonul a-2a/b | Tratamentul hepatitei B| Activitate antivirala ©
si C, al leucemiei si antiproliferativa | &
—
_ Interferonul y-1b Tratamentul bolii Creste activitatea -
S granulomatoase fagocitard o
. i
e cronice
IS Interferonul S-1a Tratamentul sclerozei | Reduce inflamatia @
multiple si activitatea imuna | &
Interferonul £-1b Tratamentul sclerozei | Reduce inflamatia @
multiple si daunele mielinei | S
© Interleukina-2 (IL-2) | Tratamentul cancerului Stimuleaza
X renal si al melanomului | activitatea celulelor §
5 metastazat T si NK -
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g Activator tisular de Dizolvarea cheagurilor Catalizeaza
= plasminogen (tPA) de sange in infarct descompunerea g
é miocardic sau AVC cheagurilorde | &
P . A —
S fibrina din sange
|_
Tripsina Utilizata in digestia | Structura naturala o
proteica si Ingrijirea P
. i
ranilor
Chimotripsina Tratamentul inflamatiei| Structura naturala o
si imbunatétirea 3
digestiei
o Pepsina Tratamentul Structura naturala | o
E deficientelor digestive 9
S
w Streptokinaza Trombolitic pentru Structurd nativa, |
dizolvarea cheagurilor | fard modificari |3
~ —
de sange
Dornaza a Tratamentul fibrozei Descompune
chistice ADN-ul din mucus, |
facilitand 2
expectoratia
® Filgrastim Tratamentul Stimuleaza
= 2 neutropeniei asociate | formarea celulelor | —
g 8 chimioterapiei albe ®
T O
LL
= Insulina glargina Tratamentul diabetului Proprietati
g (actiune prelungita) farmacocinetice |8
5 optimizate <
T
= Peginterferonul a Tratamentul Stabilizare si
g hepatitei C cresterea timpului =
E de injumatatire prin |
= pegilare
2 Factor VIII cu timp de Tratamentul Biodistributie si
= = Injumdtatire extins hemofiliei A specificitate A
5 & imbunatatite <
© O >
L o
® Interleukina-2 modificata | Tratamentul cancerului|  Specificitate
% crescuta pentru g
5 celulele-tinta Y
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Rituximab Tratamentul Modificat pentru
limfomului non- activitate citotoxica g
Hodgkin si al dependenti de |
leucemiei limfocitare anticorpi -
cronice
— Trastuzumab Tratamentul cancerului| Inhiba receptorul |
= mamar HER2-pozitiv HER2 8
8
s Adalimumab Tratamentul artritei | Blocheaza TNF-a ~
§ reumatoide si al bolii S
% Crohn o
fg’ Bevacizumab Tratamentul cancerului| Blocant VEGF, <
< colorectal, pulmonar si | inhiba angiogeneza | S
al retinopatiei diabetice o
Ranibizumab Tratamentul Inhibitor VEGF,
degenerescentei reduce ©
maculare umede permeabilitatea | &
vasculara
Anticorpi bispecifici | Tratamentul leucemiei | Terapii avansate, | <
(Blinatumomab) limfoblastice acute | eficienta crescuta §
_ Atezolizumab Tratamentul cancerului| Imbunitatirea
S (inhiba PD-L1, eficientei
S utilizeaza sistemul | tratamentului prin | <
g imun pentru strategii de I
E combaterea tumorilor) targetare a
g— imunologiei
fé Durvalumab Tratamentul cancerului | Modificari pentru a
< (inhiba PD-L1, spori eficienta si g
— imbunatateste siguranta in d
= raspunsul imun) tratamentele o
anticancerigene
» Etanercept Tratamentul artritei Noi cai de
; % reumatoide administrare si S
g .5 formulari inovative | 9
[a
Elosulfase o Tratamentul Enzima
2 mucopolizaharidozei | recombinanta care <
IS tip IV (sindromul ajuta la digestia §
w Morquio A) carbohidratilor in

afectiuni rare
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PEG(-)adenozin Tratamentul bolilor |Formulare avansata ©
deaminaza rare (imunodeficientd | cu siguranta sporita | &
SCID) o
'S Tenecteplaza Dizolvarea cheagurilor Specificitate
é E de sange n infarct crescuta pentru S
$ £ miocardic fibrina si siguranta | &
=] imbunatatita
@ Talimogene Terapie oncologica | Combina proteine
ﬁ § laherparepvec (utilizeaza virusuri recombinante si o
E) g modificate genetic |terapii virale pentru §
E % pentru a distruge tratamente de
c celulele tumorale) ultima generatie
Emicizumab Tratamentul hemofiliei|  Anticorp cu o
= A (utilizeaza anticorpul|structurd modificata
3 % pentru a restabili care actioneazd in | ™
E é coagularea sangelui) mod inovativ I
<" asupra factorilor de
coagulare

Figura A.9.1. Structura chimica grafica a colagenului recombinant
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Izoleucina Glicina Acid glutamic Histidina
H O H O H O H O H O H O
T oL D ow L
—N—C|:—C—N—(|:—C—N—C|:—C— —N—(|3—C—N—(|:—C—N—(|)—C—
ch—<|:H <|:H2 H cl:H2 (|:Hz CH,

CH, SH CH, CH,
(|3H (l:—o é N\\ b
3 fr—
| | N
OH CH, H
Cisteina Metionina
o-Kkeratina B-keratina
& _heli = s en w
y y a-helix p——y foaie pilataf
Dimer
P
T~2nm s I-an
7~
Filamente intermediare
T Ty, W
T | BLISZZ o] ||e-4nm
R 7 Yy

Figura A.9.2. Diagrama celor patru secvente structurale ale cheratinei
Secventa primarda a cheratinei, care include cei mai des intdlniti aminoacizi
(aminoacizii sunt configurati in forma L, dar stereochimia nu este prezentata).
Secventa secundard a cheratinelor poate fi fie o a-helix, fie o foaie pilata p,
clasificAndu-le in a-cheratine si, respectiv, [;-Cheratine. Secventa tertiara a
ambelor tipuri de cheratine este heterodimerd. Secventa cuaternard este compusd
din filamente intermediare, care au un diametru de 7 nm pentru a-cheratina si de

3-4 nm pentru f-Cheratina.
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Toxina botulinica A Toxina botulinicia B

Figura A.9.3. Structura chimica grafica a toxinei botulinice

Lantul B
30 aminoaciz i

21 aminoaciz i

Insulina Glucagonul

Figura A.9.4. Structura chimica a insulinei si a glucagonului

336



Figura A.9.5. Micrografia electronica cu scanare colorata a bacteriilor
Escherichia coli (A) si a fungilor Saccharomyces cerevisiae (B)
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ANEXA A.10

Tabelul A.10.1. Clasificarea vitaminelor hidrosolubile, liposolubile si rolul lor
in industria farmaceutica si cosmetica

Clasificarea Rolul in industria Rolul in industria cosmetica
vitaminelor farmaceutica
Vitamine hidrosolubile
Vitamina B, Contribuie la metabolismul | Imbunatiteste textura pielii si
(tiamina) energetic si la functionarea | ajutd la reducerea inflamatiilor.
sistemului nervos.
Vitamina B, Suport pentru metabolismul | Ajuta la mentinerea pielii

(riboflavina)

celular si formarea
hemoglobinei.

sanatoase, reducand semnele de
oboseala si iritatiile cutanate.

Vitamina B; Utilizata pentru reducerea Imbunatiteste aspectul pielii prin
(niacina) colesterolului si prevenirea | reducerea porilor,
bolilor cardiovasculare. hiperpigmentarii si liniilor fine;
hidratant.
Vitamina Bs Promoveaza vindecarea Hidrateaza intens pielea, reduce

(acidul pantotenic)

ranilor si regenerarea
tesuturilor.

iritatiile si sprijina refacerea
barierei cutanate.

Vitamina Bg
(piridoxina)

Trateaza tulburarile
neurologice si regleaza
functiile imunitare.

Ajuta la reglarea secretiei de
sebum, fiind utilizatd in produsele
pentru ten gras si acnee.

Vitamina B (biotina)

Folosita pentru sanatatea
parului, pielii si unghiilor;
previne dermatita
seboreica.

Intareste parul si unghiile,
conferind rezistentd; adesea
inclusa in produsele pentru
cresterea parului.

Vitamina By Esentiala pentru diviziunea | Contribuie la regenerarea celulara

(acidul folic) celulara si prevenirea si la reducerea efectelor negative
anomaliilor congenitale. ale expunerii la UV asupra pielii.

Vitamina By, Sprijind formarea Promoveaza hidratarea si

(cobalamina)

globulelor rosii si mentine
sanatatea sistemului nervos.

regenerarea celulara, fiind
folosita in produsele anti-
imbatranire.

Vitamina C
(acidul ascorbic)

Stimuleaza imunitatea si
sinteza colagenului;
antioxidant principal.

Reduce petele pigmentare,
stimuleaza sinteza colagenului,
protejeaza impotriva stresului
oxidativ i imbunatiteste
luminozitatea pielii.

Vitamine liposolubile

Vitamina A (A; —
retinol si A, —
dehidroretinal)

Folosita 1n tratamente
pentru acnee $i psoriazis;
sustine sanatatea vederii.

Promoveaza regenerarea celulara,
reduce ridurile si stimuleaza
productia de colagen; adesea
folositd in cremele anti-
imbatranire si In seruri.
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Vitamina D (D, -
ergocalciferol si D; —
colecalciferol)

Trateaza afectiuni precum
rahitismul si osteoporoza;
regleaza metabolismul
calciului.

Ajuta la calmarea iritatiilor si la
mentinerea unui ten sanatos;
utilizatd in produse pentru piele
sensibila sau afectatd de afectiuni
dermatologice.

Vitaminele E
(tocoferolii a-, S-, -,
0- si tocotrienolii a-,

-1y~ 0-)

Antioxidanti, protejeaza
celulele de stresul oxidativ;
sustin sanatatea sistemului
cardiovascular.

Hidrateaza pielea, protejeaza
impotriva razelor UV si a
radicalilor liberi; promoveaza
elasticitatea pielii si este utilizata
n produsele antiimbatranire.

Vitaminele K (K; —
filochinona si K, —
menachinona)

Utilizate pentru prevenirea
sangerdrilor si Intarirea
peretilor capilari.

Reduc cearcanele si roseata pielii;
imbunatatesc aspectul pielii prin
reducerea vizibilitatii vaselor de
sange superficiale si a vanatdilor.

L-sorbo

K. vulgare

K. vulgare

L-AA

Induce formareasporilor
si eliberarea metabolifilor.

Bacillus spp.

Furnizeaza nutrienti sau activatori: Bacillus Spp.
aminoacizi,  nuleotide

purinice,

proteine. Stimuleaza cresterea K.

vulgaresi producereade 2-KLG.

Figura A.10.1. Mecanismul schematic de transformare a L-sorbozei in acid
2-cetogulonic (2-KGA), prin fermentare in prezenta bacteriilor K. vulgare si

Bacillus spp.
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Tabelul A.10.2. Avantajele si dezavantajele obtinerii AA prin metoda care

implica doui etape de fermentare in comparatie cu metoda Reichstein

Metoda Reichstein

Sinteza ce implica 2 etape de fermentare

Proces bine stabilit si
optimizat

Randament global pana la 90%

';‘f‘ Procesul este mai rapid Mai economa
S Necesita o infrastructurd mai | Utilizarea microorganismelor reduce numarul
3: simpla de etape si, respectiv, pierderi mai putine si
consum mai mic de energie

Conditiile de reactie necesitd | Mai ecologica

0 monitorizare mai lejera

Implica multe etape chimice | Este in continua optimizare
° Randament global pana la | Etapele biotehnologice sunt influentate de
< 60-70% factori precum pH-ul, temperatura, oxigenarea
S si contaminarea microbiana
c:cs‘ Cantitati mai mari de deseuri, | Integrarea etapelor biotehnologice si chimice
2 respectiv mai putin ecologicd | necesita o infrastructura avansata

Consum mare de energie

Procesul este mai Tndelungat din cauza duratei
fermentarii
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ANEXA A1l

Tabelul A.11.1. Clasificarea, structura chimici, proprietitile si utilizarea in
industria cosmetica a aromelor obtinute pe cale biotehnologica

i/CHQOH

Compusi o Structura chimica Proprietiti | Utilizare
chimicicu | g n
functie de | industria
aroma < cosmetica
O
2-Feniletanol OH miros plicut,| creme,
floral, lotiuni,
_ '% asemél_létor_ sampoane,
8 g trandafirului | parfumuri
= % si sdpunuri
Eugenol /0 P miros de | parfumuri,
cuisoare, lotiuni,
j@/\/ picant  |produse de
HO igiena
dentara
Izo-Eugenol /0 AN miros cald, | parfumuri
condimentat,| orientale
:@N note
HO orientale
Citronelal miros citric, | parfumuri
CHO proaspat | proaspete,
spray-uri
i~ pentru
2 corp
=3
(<5
Linalool = oH miros floral, | parfumuri,
lemnos |produse de
éj ingrijire a
pielii
|
Geraniol miros floral, | parfumuri,
de trandafir | creme
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Citronelol miros floral, produse de
proaspat ingrijire
CH,OH personala,
| parfumuri
Nerol miros floral, | parfumuri,
N citric produse de
lux
CH,OH
Mentol miros produse de
racoritor, igiena
mentolat orala,
creme
Y OH
/\
Farnesol miros dulce, | parfumuri,
N CH;OH lemnos |deodorante
Sclareol miros parfumuri,
lemnos, baze de
balzamic, parfum
note ambrate
N
o
=
(B}
o . T
Ambroxan & miros parfumuri
Ambrox S ambrat, de lux
lemnos, cald
Vetiverol miros parfumuri,
N lemnos, produse
2 pamantiu, | pentru
< o .
o OH profund barbati
[«B}
=
o
(72)
(<5}
(%)
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Patchoulol miros parfumuri
lemnos, pentru
pamantiu | barbati,
baze de
parfum
Vanilini O H miros dulce, | parfumuri,
cald, de creme,
vanilie lotiuni
3 o
= OH
Piperonal g o) N miros floral, | parfumuri,
(heliotropind) | S < D/\O dulce, note | lotiuni de
=]
2 o pudrate corp
=]
Benzaldehidi G O H miros de | parfumuri,
migdale, |produse de
usor dulce igiena
personala
Cumarina @ N miros dulce, | parfumuri,
g = erbacee, fan | produse
g g solare
i~ o) o]
y-Decalactona miros de |parfumuri,
M/ fructe, creme,
o} o piersic lotiuni
y-Nonalactona ® miros dulce, | parfumuri,
S M de cocos | produse
s |0 0 tropicale
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Hediona miros floral, | parfumuri
(Dihidrojasmonat de iasomie | complexe
de metil)

3 /

5 o]

'S

(3}

o=

= o]

(B}

o - -
a-lonona 0 miros de | parfumuri

fructe, |complexe,
X delicat, note | creme
de violete
[-Ionona 0 miros floral, | parfumuri
de fructe | complexe

e AN

()

<

)

[38]

2

(b}

o - -
Indol ] § miros de | parfumuri

‘N % | varza complexe
Compus S e Y
heterociclic =S 2
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ANEXA A.12

Tabelul A.12.1. Clasificarea polifenolilor

Categorie Subclase Exemple si proprietati
Flavonoide Flavone, Flavonoli, Quercetina (antioxidant),
Flavanone, Isoflavone, Apigenina (antiinflamator),
Flavanoli, Antocianidine Cianidina (colorant natural)
Acizi fenolici Acizi hidroxibenzoici, Acizi | Acid galic (antioxidant),
hidroxicinamici Acid ferulic (absorbant UV)
Stilbene Stilbene simple Resveratrol (anti-
imbatranire, antioxidant)
Lignani Secoisolariciresinol, Secoisolariciresinol
Matairesinol (antioxidant, fitohormonal)
Taninuri Taninuri hidrolizabile, Proantocianidine (protectie
Taninuri condensate UV, antioxidant)
Tabelul A.12.2. Clasificarea terpenelor
Categorie Exemple Proprietiti si utilizare
Hemiterpene (Cs) | Dimetilalil pirofosfat, Antioxidante, antimicrobiene,
Metilizobutilketona, aromatizante.

Acidul izovalerianic

Formularea produselor aromatice,
antioxidante si antimicrobiene

Monoterpene (Cyo)

Limonen, Geraniol,
Citral

Aromatizante, antimicrobiene,
revitalizante.
Parfumuri, deodorante, creme hidratante

Sesquiterpene (Cis)

Bisabolol, Farnesol

Calmant, antiinflamator, antimicrobian.
Produse pentru pielea sensibila, creme
calmante

Diterpene (Cy)

Fitol, Retinol (vitamina
A)

Antioxidante, regenerante.
Seruri anti-aging, produse pentru
regenerarea pielii

Triterpene (Cs)

Squalen, Betulin

Hidratante, antioxidante.
Produse de hidratare intensa, lotiuni
pentru pielea uscata

Tetraterpene (Cy)

Astaxantina, Licopen,
Zeaxantina

Antioxidante, fotoprotectoare.
Creme de protectie solara, produse anti-
imbatranire

Politerpene

Cauciuc natural

Elasticitate, rezistenta.
Materiale pentru aplicatii cosmetice
speciale
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Tabelul A.12.3. Clasificarea carotenoidelor

Categorie Exemple Proprietati si utilizare
Caroteni S-Caroten, a-Caroten, | Antioxidante, fotoprotectoare,
(hidrocarburi) Licopen precursoare  ale  vitaminei  A.

Creme antiimbatranire, produse de
protectie solara, suplimente nutritive.
Xantofile Luteind, Zeaxantina, Antioxidante, protectie impotriva

(oxicarotenoide) Astaxantind luminii  albastre, beneficii pentru
sanatatea ochilor.

Produse pentru fngrijirea ochilor,
creme de regenerare, suplimente

alimentare.

Apocarotenoide Aromatizante, antioxidante.

Arome 1n cosmetice, ingrediente

active in produse de Tingrijire
premium.

Crocetina, Safranal

Tabelul A.12.4. Polifenoli, terpene si carotenoide obtinute pe cale
biotehnologica — clasificare, structura, proprietati
si utilizare in industria cosmetica

d @ Structurd Chimica Proprietati | Utilizare in
395 industria
% E cosmetica
o=
O
OH Antioxidant, | produse anti-
anti-aging, | aging, creme
antiinflamator | regeneratoare
g
=K
9 g
g 3 I
a5 Z H
-
©
c
<5
=
S
a
Antioxidant, creme de
o @ antiinflamator, |  protectie
=iy absorbant UV solara,
+—
a g produse
§ > antiinflama-
g toare




Antioxidant, produse
antimicrobian, | pentru pielea
antiinflamator sensibila,
lotiuni
antiseptice
(B
o S
g o
g .5
g §
3 9
g 35
O
| Q Absorbant UV, | seruricu
= % o antioxidant | protectie UV,
= R
85 N OH produse anti-
d 3 aging
q 'g
1 g HO
oH Antioxidant, | creme pentru
- OH reducereg ten, lq'giuni
25 stresului revitalizante
4 g oxidativ
<
q < HO o
4 ©
g O
4 OH
OH
oH 0 Antioxidant, creme
calmant, calmante,
« < antiinflamator produse
=l pentru pielea
g9 HO o] iritata
3T
min
OH
OH
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Antimicrobian, | produse de
- revitalizant, curatare,
a5 aromatizant creme
% = hidratante
g
4 3
>
Cu efect de produse de
S racorire, ingrijire a
= g antimicrobian, parului,
g 0 calmant lotiuni pentru
Q) c .
=l OH p'e,'g‘?r
E sensibila
Antimicrobian, | parfumuri,
° . _-CHO aromatizant, deodorante,
g < = antiinflamator produse
255 pentru piele
2 O E grasi
Fixativ natural, | parfumuri,
e antioxidant creme
Q) —
regenerante
g 8 g
9 <
9 <
<
N—|
= Antiinflamator, | produse
> oH calmant, pentru pielea
g antimicrobian |sensibila,
k- creme
g 8 calmante
Q2
SH=
@
70
Q
v
o o Antioxidant, creme de
2 g S absorbant UV |protectie
4
S Eg ) S Vg e V5 V78 V0 Vg W N solara,
g3 E produse anti-
8 Q5 aging
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Antioxidant, |produse
= WOH AprOteCE.ie Pentru

=i NSNS impotriva ingrijirea

ﬂg =l stresului UV |ochilor,

NS ;;g creme pentru
protectie
solara

d o Antioxidant,  |produse anti-

% & LA~~~ | PrOteCtie aging, creme

g & impotriva pentru pielea

-9 radicalilor maturd

Antioxidant seruri

=i I ..|puternic, premium

E=R= N N antiinflamator |anti-aging,

qd ¢ ~ ~ NN

=N produse

= ;g I pentru

< regenerarea
pielii

Protectie UV, |creme pentru

S . . * | antioxidant protectia

*é % ~ ~ NN pielii,

S g produse

S ;g pentru

N ingrijirea
ochilor

353




a13ed pRY

o}
HO 0
/ HO
) )
0] OH
HOOOD
0

-

7N

INjn1eWIIys eajed ad d13e[d IN[NpIok & BZJUISOI( IP JIjIedY 'T'ZT'V ednbi4

Jes pRY

jyejsoj-L-ozoymydayourqere-rxod(q-¢
HO

HO HO

HO

0

J8JS0J-p-0ZOIILIY

HO 0

yeanaidjoudoysoq

OH
/

O0—d=—0 =
/_ﬂ \ Sdad
OH

HOOD

HO
. M .OH

JIUD[IYSOIPIYIP-€ PPV

HO
HO
HO o
HO, 0
e - - ——
HO
HOo” o OH

JMUIYI0IPIYIP-€ PRV

0
18JS0J--0Z0J)LI] jeanaid jouaojso
HO 0
o _
-—— O _ WO 0—d—0
0—d—0 + I
Il 0
'q O°H HO o)
HO 0
BZOIN[ D)~
H
HO—2
Jo[rjejsojozojuad _
Bde) HO Iolu_ul
HO,,, WOH Io|n_u|
|“_u|oz
\\ HO Ho—o—
BZI[0J1[D
HO o\o/,

354



INjNIeWIIYS ealed ad d1[e3 INNpe € BZ3JuIsolq 3P ey 'Z'Z1'Vv elnbi4

anes pray srozuaqIx0IpIYIP
-b's PRV
HO HO
HO OH  eze[xoIpr-g-yDd OH
7 ‘\ /
OH+ O+ H+
oot AAVN  HIAYN
HO 8]

A0ZUIGIXOIPIY-p POV BOIIE[IUJIXOIPIY-F NANIA[IUAIXOIPIY-F POV

ePIIPIV Ho
HO HO
BZEIXOJIPTT HO HO Ho
-¢-gH-¥ BZBIRIPIYID 0
- -
ezeuLSOIpIYIp ezeusFoparya(g Feuspald - O
M w I - -—
OH+  “O+H+ EPHIPIEY A 00 K "
WdAVN  HIAVN o 0
HO o]
HO HO
HO o S HO (o]
yejsoj-g-yempyspanadoug-g jejso)-g yewp{Iys§ AWRYS PRV ANWD[IYSOIPIYIP-¢ PIY
HO HO n_u HO n_u HO HO
0, Ol__|O\ HO, Ol=|O\ HO OH HO (o]
(8]
0 0 0 -
*HO ' | / m
g — ] —
n HO o j 0 .4 v LdaVN H + HIAVN
' I
HO o] HO o] HO o] HO o]
HO (o]
MUIYIOIPIYIP-§ PIOY
HO 18J50]-£-0Zo[n} dOOUIqBIE-TX0d (- 18J50J-p-0Z0OAI jeanaid [oudoyso,q
HO
HO (o]
HO o o o 0 . _
- | - 0O | HD 0—d—0
V\ J/ O—d—0H o0—d—o0o * __
! avN 0 I 0°H I ©
HO d + 0 'd HO 0 o 5
OH OH HO ou
o]

ruagaad pray JWSLI0d PRV

355



Angela LIS, Vladislav BLONSCHI, Elena BUNDUCHI

BIOTEHNOLOGIA SUBSTANTELOR MEDICAMENTOASE $I
COSMETICE

Note de curs

Redactare — Ariadna Strungaru

Bun de tipar 03.11.2025. Formatul 60X84 1/16.
Coli de tipar 22,0. Coli editoriale 20,0
Comanda 40. Tirajul 20 ex.

Centrul Editorial — Poligrafic al USM
Str. Al. Mateevici, 60, Chisinau, MD-2009
e-mail: editurausm@gmail.com

356



