RAPORT STIINTIFIC 2015

Platforma Magne-Chip pentru biotransformarea analogilor de fenilalanina
utilizand fenilalanin amoniac liazia imobilizata covalent pe nanoparticule

magnetice
in cele analitice. Tn cazul fenilalaninamoniacliazei (PAL) imobilizata pe nanoparticole
magnetice (MNPs), nanoparticulele magnetice se pot deplasa in sistemele microfluidice
impreuna cu lichidul sau pot fi ancorate in pozitii predefinite, astfel incat debitul de fluid Tn
sistem sa poate fi ales liber fata de biocatalizator. Se creeaza astfel 0 oportunitate unica pentru

dezvoltarea microsistemelor modulare cu posibilitatea variatiei flexibile a biocatalizatorului.

Magne-Chip este o platforma microfluidicd care cuprinde actuatorii (ex. Pompe, valve,
termostat) si senzorii necesari (ex. senzor de presiune), o unitatea de control si un chip
microfluidic care contine un mumar de camere de reactie de ordinul microlitrilor. Camerele sunt
adresabile selectiv de un camp magnetic directionat care face posibil acumularea de MNP, de la

o suspensie de MNP selectata anterior, in camera respectiva.

Unul din obiective a fost studierea proprietatilor si parametrilor de setare a unui sistem Magne-
Chip in biotransformari cu enzima PAL, folosind substratul natural L-fenilalanina (L-1a) si cinci
aminoacizi nenaturali (rac-1b-f), inclusiv acidul D, L-2-amino-3-(4-bromofenol)propanoic (rac-

1b), care nu a mai fost testat ca si substrat pentru PCPAL neimobilizat.

A fost analizata experimental fiabilitatea si reproductibilitatea experimetelor efectuate cu
platforma Magne-Chip pe substratul natural fenilalanina, fiind obtinute astfel bazele studiilor
ulterioare a biotransformarii in chip cu MNP derivatizat cu PAL (MNPs) actionand pe
subsstraturi nenaturale (rac-1b-f, in Schema 1). Tn primul rand s-a studiat si s-a optimizat debitul
si concentratia folosind L-fenilalanina ca si substrat. Apoi s-a determinat activitatea biocatalitica
a biotransformarii in chip a fiecarui aminoacid nenatural in parte, comparandu-se cu activitatea

biocatalitica a L-fenilalaninei.
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Schema 1-Eliminarea de amoniac din aminoacizi diferiti (1a-f) catalizata de PAL imobilizat pe MNP

La umplerea chipului, suspensia de MNP s-a condus prin chip prin aplicarea unei presiuni de aer
(0.2-0.3 bar) asupra fiolei suspensiei conectata la racordul de intrare al Magne-Chipului printr-un
tub de PTFE, in timp ce temparatura chipului s-a pastrat la 25 °C. In timpul procesului de
umplere MNPs acestea s-au acumulat in celulele de reactie cu ajutorul unor magneti. Odata cu
umplerea unei celule (Figura 1), magnetul celulei din amonte s-a amplasat sub celula. Procedura
s-a repetat pana la umplerea numarului de celule dorite. Fiecare celela de Magne-Chip poate
capta cca. 250 pg de PAL-MNPs.

Efectuarea experimentelor cu parametri variabili in Magne-Chip
Odata cu umplerea Magne-Chipului cu PAL-MNPs, dozarea lichidului ce curge prin chip poate
fi controlata intr-o maniera programata. Din moment ce biocatalizatorii MNPs sunt reutilizabili,
chipul poate fi reinitializat prin spalare dupa fiecare experiment de biotransformare. Acest fapt a
permis schimbarea substratului sau schimbarea parametrilor de lucru pentru fiecare ciclu, fara a

Tnlocui biocatalizatorul din sistem.

Manipularea fluidului in timpul experimentelor
O siringd (“siringa de substrat™) s-a umplut prin valva de comutare (Figur 1, pozitiile S-A, S-B,
...S-F) cu substratul adecvat din stocurile de substrat A-F. Odata ce siringa ce contine substratul

(volum de 1 mL) era complet incarcat valva s-a comutat pe pozitia S-l. Substratul, solutia



tampon de spalare sau um amestec al acestora s-a condus prin chip la un debit determinat.
Presiunea interioara a circuitelor de fluid s-a monitorizat continuu. Chipul s-a mentinut la o

temperatura constanta in timpul masuratorilor.

Efectuarea experimentelor cu parametri multipli in Magne-Chip
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Figura 1 — Diagrama schematica a sistemului de control a fluidelror

Experimetele cu Magne-Chip au implicat patru etape: 1) umplerea chipului cu MNPs, 2)

calibrarea absorbantei, 3) cicluri de experimente, 4) curatarea chipului

Experimente

Fiecare experiment implicd o etapa de reactie si o etapa de reinitializare.



Etapa de reactie — (Figura 2, teng -tstartn+1): DOzarea substratului a inceput conform uneia dintre
urmatoarele variante (datele Tabel 3, Schimarea parametrilor). A fost monitorizata continuu
valoarea absorbantei la lungimea de unda selectata anterior. Ciclul s-a terminat cand timpul
desemnat s-a scurs sau procesul a atins conditia de stare stationara in cel putin pentru Atseat min =

10 min.

Variantaa) S-a inceput dozarea substratului (primul ciclu) sau a continuat la un debit
neschimbat
Varianta b) S-a Tnceput dozarea substratului (primul ciclu) sau a continuat in timp ce
debitul se poate schimba de la un ciclu la altul.
Varianta ¢) Dozarea substratului si a solutiei de spalare s-a efectuat paralel la un raport
desemnat rezultat dintr-o dilutie predefinita a substratului la racordul de intrare a chipului
Varianta d) Substratul ramas s-a drenat prin valva de by-pass.
Etapa de reinitializare — (Figura 2, teng -tstan+1) DoOzarea substratului s-a oprit in timp ce
solutia de spalare s-a condus prin sistem la un debit prestabilit. Ciclul s-a terminat dupa timpul
prestabilit, sau sau procesul a atins conditia de stare stationara in cel putin pentru Atsatmin = 10
min.
Etapa de reactie si etapa de reinitiere constituie un ciclu. Ciclurile se repatd de mai multe ori,

potrivit secventei de masurare predefinita.
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Figura 2 — Graficul absorbantei in timp la un ciclu a masuratorilor cu parametri mulipli in chip la o anumita

lungime de unda.



1.1 Evaluarea fiabilitatii masuratorilor

1.1.1 Consideratii generale asupra masurdtorilor in Magne-Chip

Masuratorile efectuate n sistem pot fi considerate fiabile daca indeplinesc urmatoarele conditii:

e produsul reactiei enzimatice poate fi masurat selectiv in UV-VIS

e produsul si substratul pot fi complet indepartate in etapa de spalare

e activitatea enzimatica a biocatalizatorului ramane neschimbata in timpul masuratorilor

e cantitatea de MNP in reactoarele magnetice ramane neschimbata in timpul masuratorilor
Pentru a testa indeplinirea conditiilor, s-a efectuat dupd fiecare experiment o masurdtoare de

control.

1.1.2 Verificarea optica a camerei de reactie

In timpul masuratorii chipul s-a inspectat optic cu un microscop dotat si cu o camera cu viteza de
capturarea imaginii ridicata. S-a stocat ca si referinta perspectiva de plan a chipului (Pre)
Tnaintea evaluarii secventei de masurare. La sfarsitul pasului i a secventei de masurare,
perspectiva de plan a chipului s-a setat din nou (Pseq,i) si s-a comparat cu referintd, dupa cum
urmeaza:

Puirr(j, k) = Pres G k), Prer(ji k) = Pseq,i(UJ, k) <0
AT T00,  Prep( k) = Pooqi(G k) = 0

unde (j,k) sunt coordonatele pixelilor din imaginea planului, astfel schimbarile fata de referinta
sunt aratate cu pixeli albi. Numarul total al pixelilor albi se defineste ca scorul diferentei de
celule (cell difference score SC), folosit ca si marker pentru a descrie schimbdrile in

aranjamentul stratului de MNP.

1.1.3 Analiza CFD a celulei de reactie

S-a analizat modelul 3D al unei singure celule de reactie. Intr-un volum dat conditia celulei
poroase s-a aplicat pentru a modela spatiul ocupat de MNPs. Scaderea de presiune s-a masurat la
7 debite in intervalul 10 pL min™ - 80 pL min™ cu si fira MNPs in camere, rezultand caderi de

presiune specifice de 0.086 kPa uL™* min™ si 0.059 kPa uL* min™.
Fiind curgere laminard in canale, presiunea este proportionala cu viteza:

gradp = —uDv



unde W este viscozitatea dinamica a fluidului, p este presiunea masuratd iar vV este viteza la
intrare. D reprezintd rezistenta viscoasa a materiei poroase (stratul de MNPs). Presupunand

parametrii din baza de date a software-ului, s-a aflat cd D=2.071x10* m™.

Rezultatele CFD sunt prezentate pentru doud cazuri relevante in Figura 3c si d. In primul caz
stratul de nanoparticule umple n totalitate camera, iar in al doilea caz stratul de MNP este partial

distrus datorita prezentei bulelor de aer.

Erori in stratul de MNP detectate de inspectia vizuala
Stratul de MNP poate fi deterioarat in reactoarele magnetice datorita fortelor de antrenare interne
la debite ridicate si a bulelor de aer formate in timpul reactiei sau a bulelor de aer nedorite

provenite din surse externe, care pot intra in interiorul chipului in timpul masuratorilor.

Inspectia vizuald a camerei ofera o masurare continud a schimbarilor majore in structura stratului
de MNP. S-a caracterizat aranjarea actuald a stratului prinn comparatie cu imaginea initiala (de

referintd) (SC-scor de diferentd). Efectul bulelor de aer se poate observa in Figura 3.

In practica, valori ale SC sub 2000 in general indici schimbari neglijabile. Valori ale SC>3000
pot indica schimbadri structurale majore ale stratului de MNP, de exemplu trecerea completd a
unei bule (Figura 3b). Tn general bulele de aer nu se sparg la intrarea in canal, ci se deplaseazi pe
0 parte a peretelui camerei. Simuldrile numerice au aratat ca profilul vitezei devine asimetric
datoritd trecerii bulelor, iar debitul global prin stratul poros de MNP scade semnificativ (28.6 pL
min™ in comparatie cu 20.7 uL min™). In plus, bulele pot deplasa particule, scizand astfel masa
biocatalizatorului. Astfel, activitatea biocatalitica a celulei scade, iar masuratorile devin

nefiabile.

Evaluarea fiabilitatii masurdtorilor

Evaluarea fiabilitatii masuratorilor se bazeaza in general pe urmatorii parametri:

1) SC — Peste SC > 4000 masuratoarea S-a respins
2) Masura de control — Peste o eroare de 5% masuratoarea s-a respins.

Tn tabelul 1 sunt sumarizate evaluarile fiabilitatii masuritorilor.
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Figura 3 — Dispozitiv Magne-Chip cu patru microcamere incircate cu MNPs. Imagini SEM al stratului de MNP

(dreapta). a)-f): Efectul bulelor de aer a) fotografie Thainte de trecere b) imaginea diferentiala (scor de diferenta

SC=5073), dupa trecere C)viteza calculata a debitului inainte si d) dupa trecere, e) profilul vitezei in sectiunea de

mijloc al camerei inainte si f) dupa trecere

Tabel 1 — Sumarul evaluarii fiabilitatii masuratorilor

Experiment % Eroare din SC SC maxim Evaluare
masuratoarea de medie
control (%)
Umpleri multiple, incarcare ) )
cu MNP 3.1 Acceptat
Parametru unic ciclic 14 1322 1609 Acceptat
(incercarea 1)
Parametru unic ciclic 32.0 4158 5742 Respins
(incercarea 2)
Optimizare debit 3.2 196 338 Acceptat

Screening de substrat 15 1691 2000 Acceptat




1.2 Reproductibilitatea masuréatorilor individuale

1.2.1 Omogenitatea suspensiei si efectul umplerii camerelor cu MNP

Biotransformarea L-fenilalaninei (L-la) la acid (E)-cinamic (2a) mediatd de suspensia de
biocatalizator MNP (Schema 1) s-a realizat in sistem batch in trei cazuri independente, rezultand
Ug= 2.91+0.08 pmol g™ min™ ceea ce demonstreaza omogenitaea corespunzitoare a suspensiei
de MNP.

O camera a Magne-Chipului s-a umplut prin aplicarea unui cdmp magnetic a unui magnet
permanent mic, cu aceeasi suspensie de MNP si aceeasi reactie s-a efectuat in curgere continua si
s-a monitorizat prin UV-VIS on-line. Magnetul camerei s-a deconectat ulterior, iar MNP-ul s-a
colectat in urmatoarea camerd. Experimentul s-a repetat de trei ori, rezultand
Ug= 8.01+0.14 pmol g min™.

Rezultatele sugereaza ca nici omogenitatea suspensiei de MNP nici procedura de umplere a

.....

semnificativa dintre valorile Ug sugereaza o reactie mai eficienta in Magne-Chip.

Productivitatea biocatalizatorului MNP in chip a depasit de mai mult de trei ordini de marime
productivitaea reactiei batch (8.82 g L h™vs. 3.13mg L™ h).

Reinitializarea chipului si reutilizarea biocatalizatorului in mdsurdtori ciclice

Magne-Chipul s-a umplut cu biocatalizatorul MNP, iar biotransformarea L-fenilalaninei la acidul
(E) cinamic s-a efectuat in 7 cicluri consecutive, in timp ce chipul s-a reinitializat intre pasi prin
eliminarea completa a substratului si a produsului prin spalare. Graficul de absorbanta din Figura
4 aratda schimbarea concentratiei acidului cinamic, masurata la lungimea de unda de 290nm. Se
poate observa ca cipul s-a reinitializat cu succes in fiecare ciclu in timpul experimetului, iar

reactia s-a repetat de 7 ori urmand aceeasi cinetica.

S-a calculat pentru fiecare ciclu cantitatea de produs format. In Figura 5 sunt prezentate
rezultatele a doua experimente independente. La prima incercare (Figura 5, coloane albastre)
stratul de MNP a ramas stabil in timpul experimetelor, rezultdnd o cantitate medie de produs de
P=0.12+1.5% pmol. SC= 1322 (1609 max) reflectd, deasemenea, schimbari neglijabile 1n stratul
de MNP. Totusi, valoarea semnificativ marita SC= 4158 (5742 max) de la a doua Tncercare

(Figura 5, coloane rosii) indica deteriorarea stratului de MNP datorita bulelor.



Rezultatele sugereaza o reproductibilitate excelenta in cazul reinitializarii periodice a chipului.
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Figura 4 — Graficul de timp a schimbarii periodice a absorbantei in timpul masuratorilor ciclice. (incercarea 1, strat
stabil). Chipul este reinitializat intre etapele reactiei prin indepartarea completa substratului si a produsului prin

spalare. Ultima masuratoare reprezintd control in fiecare experiment.
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Figura 5- Cantitatea de produs P pe ciclu de reactie in timpul masuratorilor ciclice cu parametri nemodificati.

Determinarea debitului optim pentru biotransformarea cu L-1a
Magne-Chipul s-a umplut cu biocatalizatorul MNP iar biotransformarile L-1a la 2a s-au realizat
la debite diferite Tn 7 cicluri consecutive, in timp ce chipul s-a reinitializat la sfarsitul fiecarui
ciclu, fiind apoi stabilit un nou debit de substrat. Cel mai mic debit ales a fost de 3.6 uL min™
care s-a mdrit in ciclurile urmitoare pana la 28.6 uL min™ (Figura 6). Diferentele intre activitatea
biocatalitica specifica (Ug) a masuratorilor de referinta si de control au fost de doar 3%, ceea ce

arata ca nici cel mai mare debit nu determina schimbari ireversibile ale activitatii enzimatice.
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Figura 6 — Dependenta de debit a vitezei de ractie in Magne-Chip la transformarea L-Phe in acid (E)-cinamic acid
mediata de MNP-PAL.

S-a calculat pentru fiecare ciclu viteza de reactie. Prin cresterea debitului a crescut si viteza de

rectie, pana s-a ajuns la saturatie la cca. 25 pL min™,

Determinarea concentratiei de substrat de saturatie pentru L-1a

Magne-Chipul s-a umplut cu biocatalizatorul MNP iar biotransformarile L-1a la 2a s-au realizat
la concentratii diferite de L-1a, in 10 cicluri consecutive, in timp ce chipul s-a reinitializat la
sfarsitul fiecarei ciclu si s-a stabilit 0 noua concentratie de substrat (Figura 7). S-a constatat ca

reactia urmeaza o cinetica de ordinul inti pana la [S]= 3 mM, si se satureaza la [S]= 20 mM.
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Figura 7 — Dependenta vitezei de reactie de concentratia de substrat in Magne-Chip la transformarea L-1a la 2a

catalizatd de MNPs . Valoarea saturatiei s-a atins la 20 mM

Screening-ul de substrat cu biocatalizatorul MNP Tn sistemul Magne-Chip
Experimentele de screening s-a realizat cu substratul natural (L-1a), patru analoguri de

fenilalanind cunoscuti ca si substrat pentru PcPAL (rac-lc-f) si un npu substrat, 4-



bromofenilalanina (rac-1b), care nu s-a mai testat pentru PcPAL (Schema 1). Tn primul rand s-au

determinat coeficientii de extinctie (Tabelul 2) pentru produsii de eliminare (2a-f, Schema 1), la

lungimile de unda selectate (Figura 8).
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Figura 8 — Spectrele de absorbtie ale L-1a si rac-1b-f (linii verzi) si ale acizilor acrilici corespunzatori 2a-f (linii

mov punctate). Coeficientii de extinctie s-au determinat la lungimile de unda indicate de liniile albastre.

Tabel 2 — Coeficientii de extinctie pentru acizii acrilici investigati 2a-f

Acid Lungime de  Coedicient Coeficient
acrilic  undd (nm) de de
extinctie regresie
(Mlem?)  liniara
2a 200 8800 0.991
2b 300 10200 0.998
2c 300 7919 0.988
2d 280 14721 0.993
2e 280 9172 0.991
2f 280 15327 0.998




Experimentele screeningului de substrat s-au realizat cu incarcare de chip unic, folosind solutiile
cu substraturi diferite. In prima etapd s-a masurat eliminarea amoniacului din rac-la. Acest
exemplu s-a ales ca si referinta pentru compararea cu celelate reactii de eliminare cu substraturi
analoage ale PAL. Surprinzator, la debite mari, activitati biocatalitice Tn Magne-Chip sunt mai
ridicate Tn cazul substraturilor neneturale (rac-1b,c,e,f), comparativ cu substratul natural L-1a
(Figura 9).
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Figura 9 — Comparatia activitatii biocatalitice a enzimei PCPAL imobilizate pe MNPs folosind ca si
substraturi L-1a si rac-1b-f in sistem Magne-Chip ([S]= 20 mM, debit: 48.6 uL min™).

Este de remarcat faptul cd toate cele 4 substraturi nenaturale care au aratat activitate biocatalitica
(Ug) mai mare decét L-fenilalanina contin mai multe fragmente aromatice electron atragatoare
decét gruparea fenil. Aceasta deviatie semnificativa in randul productivitatii, observata cu
PcPAL, s-ar putea datora contributiei reduse a reactiei inverse la viteza reactiei directe in sistem

de curgere continuad la debite mari.

Metode

Immobilizarea PcCPAL pe MNPs
Intr-o solutie tampon TRIS (3 mL, 0.1 M, pH 8.8) s-au adaugat epoxi-MNPs [MagneCat-
250GP14 (nanoparticule magnetice functionalizate cu grupari epoxi cu un diametru mediu de

250nm) 108 mg] si s-au dispersat prin ultrasonare (35 kHz, 20 min). Suspensia de MNP s-a



adaugat la o solutie de PcPAL (3 mg mL™, in solutie tampon TRIS: 4 mL, 0.1 M, pH 8.8) iar
amestecul de reactie s-a agitat timp de 24 h (25 °C, 450 rpm). Nanoparticulele invelite cu PAL
s-au fixat pe fundul balonului cu un magnet iar supernatantul s-a decantat. Preparatul de MNP
s-a spalat cu solutie tampon TRIS (3 x 4mL, 0.1 M, pH8.8) si cu etanol (4 mL).
Biocatalizatorul obtinut s-a uscat la temperatura camerei timp de 2 ore. Dupd imobilizare in

supernatant s-a determinat o cantitate neglijabila de proteind, determinata prin metoda Bradford.

Sistem microfluidic cu patru celule de microreactoare magnetice (Magne-Chip)
Reactia cu biocatalizatorul MNP s-a realizat intr-un microchip compus din patru camere de cate
1.1 pL. Chipurile sunt realizate din PDMS (polidimetilsiloxan, Sylgard 184, Daw Corning Ltd,
Germany) legate pe un suport de sticlda. Dimensiunile microcanalelor: latime 300 pum si inaltime
110 pm; dimensiunile celuleli de reactie: volum de 1.1 pl, diametru of 3.6 mm, inaltime

110 pm.

Chipul s-a fixat pe un suport microfluidic de chip (Fluidic Connect Pro, Micronit Inc, The
Netherlands).

Sistemul este operat de software-ul pFLU Studio (dezvoltat pentru platforma Magne-Chip), care
controloeaza pompele, valvele si termostatul, achizitioneaza datele senzorului (ex. resiunea de

intrare), inspecteaza optic chipul si colecteaza datele spectrofotometrului.

Umplerea microreactorului Magne-Chip cu MNPs
Intr-un tub Eppendorf s-a preparat o suspensie (volum total 1.5 mL) constind din biocatalizatorul
MNP (3.3 mg mL™) si Peg-400 (3.3 mg mL™) intr-un amestec de 5:1 apa ultrapura si 2-propanol.
Amestcul de reactie s-a sonicat timp de 15 minute la baie de ultrasunete (EMAG EMMI 15HC)
la 30 °C. Tnainte de procesul de umplere suspensia s-a mai sonicat o data timp de 10 minute. In
timpul procesului de umplere chipul s-a mentinut la temperatura de 25 °C. In timpul incarcarii
chipului, pentru a evita sedimentarea, s-a ales o agitare usoara de 700 rpm. Magneti de neodimiu
s-au plasat in sertare deplasabile, care permit cumutarea “on/off” a campului magnetic atunci

cand sunt plasate sub celulele magnetice.

Curatarea chipului
Pentru curatarea microcanalelor s-a folosit o solutie de detergent (1:99 amestec de EMAG EM-

080 si apa ultrapurd). Dupa reactie, prin pozitionarea sertarelor deplasabile pe pozitia “off”,



campul magnetic s-a inactivat si s-au spalat succesiv cu: solutie tampon TRIS (0.1 M, pH 8.8),

solutie de detergent si apa ultrapurd, timp de 2 minute fiecare, la un debit de 300 uL min™.

Reactii enzimatice n sistem batch

Biocatalizatorul MNP s-a testat in reactia de eliminare de amoniac din L-1a 1n noud procese
paralele. Pentru a asigura omogenitatea completd, biocatalizatorul (2.0 mg) si PEG 400 (2.0 mg)
s-au suspendat in TRIS (1 mL, 0.1 M, pH 8.8) prin sonicare timp de 30 de minute. Tn fiecare
reactie 500 pL MNP s-a adaugat la 500 pL solutie de L-1a (40 mM 1in solutie tampon TRIS; 0.1
M, pH 8.8), iar amestecul de reactia s-a agitat pe termoshaker Eppendorf (850 rpm, 30 °C) timp
de 20 de minute. MNP s-a colectat cu magnet, iar continutul de produs (2a) din supernatant s-a
determinat la A= 290 nm la 30 °C cu spectrofotometru UV-VIS (Milton Roy, Genesys 2).

Reactii enzimatice in Magne-Chip

Tabelul 3 Setarile platormei Magne-Chip care s-au aplicat in timpul experimentelor.

Experiment Stoc de Schimbre Debit de Debit Nr. de Masa de
substrat * de substrat spalare cicluris?>  MNP3
parametru (UL min®)  (uL minY) (mg)
Incircare A-L-la Const. 48.6 (pt. 440 (pt. 5 4(in1lh) 0.25
multipld de [Var. a)] 10 min) min) (intr-o
MNP celuld)
Incircare unica, A-L-1la Const. 28.6 286 (pt.1h) 7(Inl4 1(in4
parametru unic [Var. a)] (pt. 1 h) h) celule)
Optimizare A-L-la Debit: Varied 28.6 (pt.30 7 (in7h) 1(in4
debit 3.6-28.6 min) celule)
pL min
[Var b)]
Saturatie A-L-1la [S]: 0.19- 28.6 (pt. 286 (pt.30 10(in7 1(n4
3.3mM 43.4 mM 30 min) min) hours) celule)
B-L-1a [Var )]
65 mM
Screening de A-L-1a Substrat 48.6 (pt. 440 (fpt. 10 7(n23 05(in2
substrat B —rac-1b [Var d)] 10 min) min) h) celule)
C-rac-1c
D - rac-1d
E —rac-le
F —rac-1f

! Concentratia de substrat 20 mM (daci nu se specifica altfel).
2 Un ciclu este alcatuit din etapa de reactie si etapa de reinitiere
® Masa biocatalizatorului s-a determinat conform descrierii

Calculul parametrilor cinetici
Concentratia de produs s-a calculat prin integrarea suprafetei din gaficului care reda variatia

absorbantei In timp la lungimea de unda specifica a produsului:



tend

1
[PI(mM) = — | A(t)dt

tstart

unde ¢ reprezinta coeficientul de extinctie molara, At este diferenta limitelor de integrare
Cantitatea de produs s-a calculat din concentratia de produs:

P(umol) = [P]QAt
unde Q este debitul de intrare

Activitatea biocataliticda s-a calculat prin integrarea regiunii de saturatie a graficului de

absorbanta$

1 tsat :
s lorAdeQ

mAt

Ug(umol mintg?) =

unde m este masa totala de MNP.

Viteza de reactie s-a definit ca S
V(nmol min'1) P
nmol min™")=—
At
Productivitatea volumetrica s-a definit caS

1 MP
P,(gL"h ):_VAt
C

unde M este masa molara, V, este suma volumelor camerelor de reactie.



Procese biocartalitice pentru sinteza enantiopura a derivatilor alaninici
nearomatici cu ajutorul sistemului Magne-Chip

Folosind sistemul anterior descris s-a realizat sinteza stereoselectiva a D si L-propargilglicinei

o
CO
//\::g 2
HaN
%o

(Schema 2.) cu randamente bune.
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Schema 2. Sinteza D si L-propargilglicinei cu PAL-MNPs.

Schema dispozitivului este redata in FiguraloO.
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Figura 10. Conversia D,L-propargilglicinei Tn reactor microfluidic cu celule magnetice multiple umplute cu PAL
imobilizat pe nanoparticule magnetice.

Editura revistet CHEMBIOCHEM a invitat autorii publicatiei rezultate din datele prezentate
anterior sd elaboreze grafica copertei volumului in care a aparut articolul (Figura 11).
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Sinteza biocatalitica a derivatilor benzofuranici mediata de PAL imobilizat pe
nanotuburi de carbon

Benzofuranil alaninele si acrilatii corespunzatori sintetizate anterior au fost supusi
biotransformarii in vas de reactie cu amestecare perfecta cu PAL imobilizat (Schema 3). S-a
constatat cd analogul nesubstituit, respectiv cei substituifi cu grupari electronatragitoare s-au
dovedit a fi substraturi ai fenilalanin amoniac liazei, in timp ce structurile care poseda grupari

electron respingatoare s-au dovedit a fi inhibitori ai enzimei.

COOH
PcPAL R 1200 X
RN 6M NHs, pH 10 /\,54 ad) H
H !p 2 -
COOH (E)-29-j 3 _ bO| 5-Br
RY __PcPAL N L-19-] cO| 5-Cl
NH; pH 8.8 COOH dd| 5-NO,
rac-1g-m R 5. el]| 5-CH3
NH S i\ fO | 7-Ethyl
2 T | g |7-OCH;,
D-1g-j O
S (E)-2k-m

Schema 3. Biotransformari catalizate de PAL imobilizat covalent pe nanotuburi de carbon.

Tabel 3. Excesul enantiomeric si valoarea rotatiilor optice ai aminoacizilor L si D sintetizati.

20
Substrat ~ Produs  ee (%) (10 rr[%]fm L)

rac-8g D-8¢g >08 +14,4
rac-8h D-8h >99 +31,0
rac-8i D-8i >99 +29,3
rac-8j D-8j >99 +21,2
(E)-11g L-8g >99 -14,5
(E)-11h L-8h >99 -30,8
(E)-11i L-8i >99 -29,1
(E)-11j L-8j >99 -21,3

4n CH3COOH, la 20°C

Sinteza biocatalitica a derivatilor alaninici cu ajutorul biotransformarilor
celulare

Tn continuare s-a investigat posibilitatea biotransformarii substraturilor descrise anterior folosind
celulele E. coli intacte folosite pentru expresia PAL-ului: Experimetelecu ajutorul suspensiilor
celulare in sisteme cu agitare perfecta (batch) au dus la concluzia ca eficienta acestora in raport
cu enzimele native este mai scazuta, probabil datoritd problemelor de transport-transfer la nivelul
peretelui celular. Imobilizrea celuleor prin intrapare in alginat sau matrice de silice au fost



ineficiente, datoritd instabilitatii lor structurale in mediu bazic (reactia de eliminare a
amoniacului din aminoacid decurge la pH 8.8, iar cele de aditie de amoniac la acrilat decurge in
solutie amoniacald, 6M, pH 10).

Folosirea agentilor de reticulare au dus la formarea unor celule imobilizate a caror activitate
catalitica a descrescut de circa 300 de ori fata de celule neimobilizate.

Concluzii

S-a caracterizat un dispozitiv microfluidic care constd din mai multe camere de reactie de ordinul
microlitrilor, umplute cu nanoparticole magnetice invelite cu fenilalanin amoniac liaza. Chipul

poate fi operat ciclic.

S-a aratat ca nici omogenitatea suspensiei de MNP nici procedura de umplere a camerelor nu are

masurdtori ciclice repetate cantitatea de produs deviaza cu doar 1.5% intr-un timp de 14 h.

Tn timpul operdrilor ciclice inspectia optica a stratului de MNP si masuritori de control repetate
au oferit moduri de evaluare a fiabilitatii operatiei. Efectul bulelor s-a investigat atat
experimental cdt si prin metode numerice. S-a constatat cd bulele de aer afecteaza
reproductibilitatea si duce la cresterea valorii SC. S-a evaluat si deviatia activitatii biocatalitice a

primului si al ultimului ciclu in fiecare serie de experimente.

Valorile debitulului de saturatie si concentratiei de substrat cu transformarea in chip cu L-

fenilalanina la acid (E) cinamic sunt 25 uL min™ respectiv 20 mM.

Tn acest studiu s-a testat activitatea biocatalitici in chip a biocatalizator MNP pentru patru
substraturi nenaturale cunoscute pentru PAL (rac-1c-f) si unul nou (rac-1b), in comparatie cu
substratul natural al enzimei, L-1a. S-a aratat ca patru dintre cele cicnci substraturi nenaturale
(rac-1b,c,e,f) au depisit activitatea biocatalitica a substratului natural (L-1a). Tn cazul analogului

2-furanil (rac-1c), s-a observat o crestere de 4.27 ori a activitatii fata de substratul natural.

n concluzie, s-a dovedit ca dispozitivul microfluidic Magne-Chip este un instrument eficient,
capabil de screeninguri rapide, eficiente, reproductibile si total automatizate de substraturi
pentru PCPAL folosind solvent (~500 ul) si biocatalizator (~1 mg MNP) minim. In comparatie
cu sisteme batch, reactiile in chip au depasit productivitatea biocatalizatorului MNP cu mai

mult de trei ordine de marimi.



Acelagi dispozitiv a fost folosit cu succes pentru sinteza D si L propargilglicinei

PAL imobilizat covalent pe nanotuburi de carbon s-a dovedit a fi un biocatalizatoreficient
pentru sinteza a D si L benzofuranil alaninelor ce poseda o grupare electronatragatoare legata

de unitatea heterociclicd.

Biotransformarile mediate de celule ce contin PAL s-au dovedit a fi biocatalizatori ineficienti,
Nu este recomandatd utilizarea lor nici in suspensie dar nici in formda imobilizata in sinteze la

scard preparativd.
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